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| Einleitung

I Einleitung

1 Bedeutung der Infektionskrankheiten

Seuchen und Epidemien haben die Menschen schon seit jeher heimgesucht. Sie
wurden meist als natirlich hingenommen oder auf die Einwirkung hdherer Machte,
wie Gotter oder Damonen, zuruckgefihrt. Die Existenz lebender Ansteckungsstoffe
wurde bereits im 16. Jahrhundert postuliert, die Geschichte der Mikrobiologie im
eigentlichen Sinne beginnt jedoch erst mit der Entwicklung des Mikroskops durch
Anthony van Leeuvenhoek (1632-1723). In der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts
konnte der franzésische Chemiker Louis Pasteur zeigen, dass gewisse Krankheiten
durch Bakterien hervorgerufen werden. Spater begann er die Herstellung von
Impfstoffen mit Hilfe abgeschwachter Krankheitskeime. Mit der Entwicklung des
Henle-Koch-Postulats wurde die Kausalitat zwischen Mikroorganismus und

Infektionskrankheit wissenschaftlich begriindet.

Trotz aller medizinischer Fortschritte stellen Infektionserkrankungen auch im 21.
Jahrhundert eine ernstzunehmende Bedrohung fur die Menschheit dar — eine
Tatsache, die uns bereits der Ausbruch von SARS (severe acute respiratory
syndrome) im Jahre 2003 vor Augen flhrte. Noch immer sind Infektionskrankheiten
weltweit die haufigste Todesursache (World Health Report der WHO, 1997). Die
Entwicklung neuer antimikrobieller Substanzen und Impfstoffe bleibt Anliegen der
wissenschaftlichen Forschung, und angesichts der Maoglichkeit einer Grippe-
Pandemie, vor der die Medien derzeit warnen, wird ihr sogar besondere

Aufmerksamkeit geschenkt.

2 Allgemeines zu Helicobacter pylori

Im Oktober 2005 erhielten die australischen Wissenschaftler Robin Warren und Barry
Marshall den Nobelpreis flir Medizin. Sie wurden ausgezeichnet fir die Entdeckung
des Bakteriums Helicobacter pylori und dessen Rolle bei der Entstehung von
Gastritis und peptischen Ulzera, welche die Behandlung dieser Erkrankungen
revolutionierte. Obwohl der Italiener Bizzozero bereits im Jahre 1893 ein
spiralformiges Bakterium beschrieb, welches die Magenschleimhaut von Hunden

besiedelte, und diese Beobachtung einige Jahre spater auch von den Deutschen
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Salomon und Krienitz bestatigt wurde (Bizzozero, 1893; Salomon, 1896; Krienitz,
1906), galt der Magen aufgrund seines niedrigen pH-Wertes lange Zeit als
lebensfeindliches Milieu. Zudem war H. pylori Anfang des 20. Jahrhunderts so weit
verbreitet, dass Gastritis und Neoplasien des Magens als natarlicher
Alterungsprozess angesehen wurden. Seitdem hat die Pravalenz des Keimes in den
industrialisierten Staaten rapide abgenommen, die Endoskopie wurde als
bildgebendes Verfahren in der Medizin etabliert und die Elektronenmikroskopie
entwickelt (Parsonnet, 2005). Als Warren und Marshall 1982 bei der
histopathologischen Untersuchung von Magenbiopsien bei Gastritispatienten
spiralformige, Gram-negative Bakterien auf der antralen Schleimhaut entdeckten und
es ihnen gelang, diese zu kultivieren, wurde die bisherige These der Sterilitat des
Magens in Frage gestellt (Warren and Marshall, 1983). Die Kultivierung dieser
Bakterien bei Patienten mit chronischer Gastritis, Magen- und Duodenalulzera
sprach ausserdem fir einen atiologischen Zusammenhang - entgegen der
bisherigen Annahme, dass Magengeschwure allein durch Stress, Rauchen und
falsche Ernahrung ausgelost wurden. Das Bakterium wurde zunéachst der Gattung
Campylobacter zugeordnet und als Campylobacter pyloridis bezeichnet (Marshall
and Goodwin, 1987), spater aber angesichts einiger besonderer Charakteristika als
erster Vertreter einer neuen Gattung in Helicobacter pylori umbenannt (Goodwin et
al., 1989). In der Folge der Entdeckung von H. pylori beim Menschen wurden bei
einer Reihe von Tieren weitere Vertreter der Gattung Helicobacter gefunden. Dabei
kolonisieren nicht alle Spezies ausschliel3lich den Magen, sondern besiedeln auch
andere Bereiche des Gastrointestinaltraktes (Solnick and Schauer, 2001). H. pylori

konnte bisher jedoch einzig aus dem menschlichen Magen isoliert werden.

Helicobacter pylori ist ein schwierig zu isolierendes Bakterium, das in serum- oder
blutsupplementierten Komplexmedien unter mikroaerophilen Bedingungen bei 37°C
wachst. Es handelt sich um ein Gram-negatives, gebogenes oder spiralférmiges
Stabchenbakterium, das unipolar 2-6 Flagellen aufweist. Daneben kommen bei
langerer Kultivierung kokkoide Formen vor, welche mdoglicherweise degenerierten
Zellen entsprechen, die zwar lebensfahig aber nicht mehr kultivierbar sind. Es konnte
sich dabei auch um Bakterien handeln, die in der Lage sind in einem Ruhezustand
mit minimalem Stoffwechsel zu Uberleben, und durch ihre Persistenz eine Quelle von
Ruckfallen nach Antibiotikatherapie darstellen (Gribbon and Barer, 1995). Die Rolle
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dieser kokkoiden Form bei der Ubertragung der Infektion und bei Therapieversagern
ist noch unklar (Bode et al., 1992; Bode et al., 1993).

Vieles spricht dafur, dass bereits vor tausenden von Jahren die meisten Menschen
Trager von H. pylori waren und dass der Saugetiermagen das naturliche Habitat der
Helicobacter Spezies darstellt (Blaser and Berg, 2001; Falush et al., 2003; Blaser
and Atherton, 2004). Einmal in den menschlichen Magen eingedrungen, kann
H. pylori Uber Jahre persistieren. Wahrend dieser Persistenz kommt es zu einer
Interaktion zwischen Wirt und Mikrobe (z.B. durch bakterielle Toxine, Faktoren des
Immunsystems und die Sauresekretion des Magens), welche zu einer Selektion und
Anpassung fiihrt, die letztlich beiden Organismen ein langfristiges Uberleben erlaubt
(Blaser and Berg, 2001; Blaser and Atherton, 2004). Solch eine Koexistenz legt die
Vermutung nahe, dass auch der Wirt von der Infektion profitiert oder diese zumindest
gut toleriert. H. pylori stellt zwar einen Risikofaktor bei der Entstehung von
Adenokarzinomen, der Ulkus-Krankheit und MALT-Lymphomen dar, meist verlauft
die Infektion jedoch asymptomatisch. Gleichzeitig sinkt das Risiko fir eine
gastrodsophageale Refluxkrankheit und den damit assoziierten Barrett-Osophagus
sowie das Adenokarzinom des Osophagus (Blaser, 1999). Auch bietet die
Besiedelung mit H. pylori einen gewissen Schutz vor gastrointestinalen Infektionen

mit anderen Erregern (Rothenbacher et al., 2000).

Das H. pylori-Genom weist eine vergleichbar hohe genetische Diversitat auf
(Majewski and Goodwin, 1988; Jiang et al., 1996; Kuipers et al., 2000). Der
Sequenzvergleich verschiedener H. pylori-Isolate nichtverwandter Individuen zeigte
dariber hinaus die Existenz zahlreicher stammspezifischer Gene, die im
vorliegenden Fall etwa 7% des Genoms ausmachten (Alm et al., 1999). Diese
genetische Variabilitat beruht zum einen auf hohen Mutationsraten (Wang et al.,
1999), zum anderen auf der Rekombination von DNA-Fragmenten zwischen
verschiedenen H. pylori-Stammen (Suerbaum et al., 1998). Des weiteren werden
einige Gene Uber den Regulationsmechanismus des slipped strand mispairing
(SSM), der auch bei anderen pathogenen Spezies vorkommt, phasenvariabel
exprimiert (Weiser et al., 1989). Diese Dynamik befahigt eine Population, sich an
verschiedenste Bedingungen anzupassen. Durch Rekombination kdnnten dabei
jedoch Genotypen entstehen, die wesentliche Vorteile gegenuber der restlichen
Population aufweisen (zum Beispiel besonders virulente Stamme) und sich daher auf

Kosten der Diversitat durchsetzen. Zudem kame es durch die nachhaltige

3
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Schadigung des Wirts letztlich wahrscheinlich zu einer Zerstérung des eigenen
Habitats. Restriktionsbarrieren zwischen verschiedenen H. pylori-Stammen wurden
moglicherweise deshalb selektioniert, um genetische Veranderungen zu
verlangsamen und so auch auf lange Sicht die Variabilitdt zu erhalten und zu
maximieren (Dubois et al., 1999; Xu et al., 2000; Blaser and Berg, 2001).

3 Epidemiologie, Diagnostik und Therapie

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Besiedelung mit H. pylori zu den
haufigsten bakteriellen Infektionskrankheiten zahlt und weltweit auftritt, wobei die
Pravalenz stark mit dem soziookonomischen Status korreliert (Malaty et al., 1992;
Malaty and Graham, 1994). Wahrend in Industrielandern ca. 20-50% der
Erwachsenen mittleren Alters infiziert sind, sind es in den Entwicklungslandern 80%
der Bevodlkerung (Suerbaum and Michetti, 2002), wobei die Pravalenz sinkt. Doch
selbst unter Berucksichtigung des soziodkonomischen Hintergrundes sind die
Infektionsraten  bei  bestimmten  BevoOlkerungsgruppen, wie z.B. den
Lateinamerikanern, und bei der mannlichen Bevolkerung hdher. Grund hierfur sind
modglicherweise bisher unbekannte genetische Pradispositionen, die eine Infektion
begunstigen (Replogle et al., 1995; Covacci et al., 1999). Da bisher der Mensch als
einziges Erregerreservoir angesehen wird, erscheint eine Ubertragung von Mensch
zu Mensch wahrscheinlich. Diese erfolgt vermutlich durch die orale Aufnahme des
Bakteriums wahrend der frihen Kindheit Uber Familienmitglieder, wobei oral-orale
und fakal-orale Kontakte in Betracht kommen (Lambert et al., 1995; Rowland et al.,
1999). Die Haufung von Infektionen innerhalb einer Familie und das Auffinden von
H. pylori-Stammen mit identischem genetischem Fingerabdruck bei verschiedenen
Familienmitgliedern, sind weitere Indizien fiir diesen Ubertragungsweg (Drumm et al.,
1990; Bamford et al.,, 1993; Mitchell et al., 1993). Das Neuinfektionsrisiko im

Erwachsenenalter ist dagegen gering (Mitchell et al., 1998).

Zu den empfohlenen Methoden der H. pylori-Diagnostik gehoren sowohl nicht-
invasive Tests wie der '*C-Harnstoff-Atemtest, der Stuhlantigennachweis und
Antikodrper-Tests, als auch invasive Methoden. Zu den letztgenannten gehoéren der
Ureaseschnelltest, die Histologie und die Kultivierung, welche eine endoskopische

Biopsie-Entnahme erfordern (Malfertheiner et al., 2004).
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Asymptomatische Trager von H. pylori werden in der Regel nicht behandelt. Dies
vermindert das Risiko der Enstehung von Antibiotikaresistenzen. Bei Patienten, die
an einer Ulkus-Krankheit, symptomatischer Gastritis oder einem MALT-Lymphom
leiden und mit H. pylori infiziert sind, ist eine Eradikationstherapie indiziert, ebenfalls
bei Patienten nach partieller Magenresektion. Zusatzlich empfohlen wird die
Eradikation bei funktioneller Dyspepsie, der gastroosophagealen Refluxkrankheit und
vor einer Therapie mit Nicht-steroidalen Antirheumatika (Malfertheiner et al., 2004).
Behandlung der Wahl ist eine Tripeltherapie aus einem Protonenpumpenhemmer
und zwei Antibiotika, wobei Amoxicillin, Clarithromycin und Metronidazol in Frage

kommen. Die Eradikationsquote betragt dabei Uber 90%.

4 Pathogenese und Immunantwort des Wirts

Die Kolonisierung des Magenepithels mit H. pylori bewirkt zunachst die Entstehung
einer akuten Gastritis, die histologisch durch die Infiltration neutrophiler
Granulozyten, Lymphozyten, Plasmazellen und Monozyten gekennzeichnet ist, und
von einer vorubergehenden Hypochlorhydrie begleitet wird (Sobala et al., 1991).
Diese akute Phase der Infektion verlauft in der Regel subklinisch und geht meist
innerhalb von Monaten in eine chronische Entzindung uber, wenn der Wirt nicht in
der Lage ist, den Keim vollstandig zu eradizieren. In Abb. I.1 sind Infektion und

Entzindungsreaktion dargestellt.
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| _— Helicobacter pylori

| — Schitzender Mukus

|~ Magenschleimhaut

Entziindungszellen

Abb. 1.1: Kolonisierung des Magenepithels mit H. pylori und dadurch bedingte Entzin-
dungsreaktion (verandert nach http://www.sodbrennen-welt.de/news/200510-nobelpreis-fuer-
helicobacter-pylori-entdeckung.htm).

A H. pylori infiziert meist den unteren Magenanteil (Antrum). Die Elektronenmikroskopie zeigt die
Bakterien, die sich an die Magenmucosa anlagern (von M. Rohde, Braunschweig).

B Im Verlauf der Infektion kommt es zu einer — oft beschwerdelosen — Entziindung der Magen-
schleimhaut (Gastritis).

Chronische Gastritiden kdonnen mittels atiologischer und histologischer Kriterien in
drei Klassen eingeteilt werden. Die Autoimmungastritis (TypA), welche mit etwa 5%
den geringsten Anteil der chronischen Gastritiden ausmacht, ist durch den Schwund
der Belegzellen in der Corpusregion und eine damit einhergehende Anaziditat
gekennzeichnet. TypC-Gastritiden werden durch chemische Noxen (z.B.
Medikamente) oder einen Gallereflux verursacht und liegen in ca. 10% der Falle vor.

H. pylori ist Ausléser der mit etwa 85% am haufigsten vorkommenden TypB-Gastritis.

Das Magenepithel infizierter Personen zeigt dabei eine vermehrte Bildung von
Zytokinen wie den Interleukinen IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8 und TNF-a (tumor necrosis
factor alpha) (Crabtree et al., 1994; Yamaoka et al., 1997), die als Signalproteine an
der Entzundungsreaktion beteiligt sind. Von den genannten scheint das IL-8, welches
neutrophile Granulozyten anlockt und aktiviert, eine zentrale Rolle zu spielen
(Yamaoka et al., 1997). Des weiteren werden verschiedene Toll-like Rezeptoren

stimuliert (Schmausser et al., 2004) und die Cyclooxygenase (COX)-2 hochreguliert
6
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(Yu et al.,, 2004). Die entzindlich bedingte Schadigung des Epithels scheint dem

Bakterium zu einer besseren Versorgung mit Nahrstoffen zu verhelfen.

Auf Seiten der adaptiven Immunantwort bewirkt das Bakterium zum einen die
Bildung von Antikorpern durch B-Lymphozyten, zum anderen eine Ty1-polarisierte T-
Zell-Antwort (Bamford et al., 1998). Diese spezifischen CD4"-T-Zellen produzieren
IFN-y (Interferon gamma) und IL-2, nicht jedoch IL-4 (Sommer et al., 1998), und
unterstitzen somit die zellvermittelte Immunitdt und die Aktivierung von
Makrophagen. Gleichzeitig korreliert die Ty1-Antwort jedoch mit einer starkeren
Gewebsschadigung (Mohammadi et al., 1997), wohingegen Tx2-Zytokine protektiv
gegenuber einer Entzindung wirken (Smythies et al., 2000). Patienten mit einer
Kombination aus Tpu1- und Tu2-Antwort sind damit weniger haufig von schweren
Verlaufen und Komplikationen (z.B. Ulcus ventriculi) betroffen (D'Elios et al., 1997).
Es konnte gezeigt werden, dass H. pylori durch die phasenvariable Expression von
Lewis-Blutgruppenantigenen, wie Le* oder Le* (Aspinall and Monteiro, 1996), in der
Lage ist, dendritische Zellen zu binden. Auf diese Weise wird die Differenzierung von
T-Zellen zu Ty1-Zellen unterdrickt und eine gemischte Ty1/Th2-Immunantwort
induziert (Bergman et al., 2004). So kann H. pylori einer Ubermafligen Schadigung
des Wirts entgegenwirken, was dem Bakterium selbst zugute kommt (Bergman et al.,
2006).

Die adaptive Immunantwort kann auch Autoimmunreaktionen zur Folge haben,
ausgelost werden diese durch den Mechanismus des molekularen Mimikry. H. pylori-
Antigene, welche strukturelle Ahnlichkeit mit Epitopen der H'K*-ATPase gastrischer
Parietalzellen aufweisen, fiihren zu einer Kreuzreaktion aktivierter CD4*-Ty1-Zellen
mit korpereigenem Gewebe (D'Elios et al., 2004). Diese Autoimmunreaktion kann bei

entsprechender genetischer Disposition eine atrophische Gastritis verursachen.

Manifestation und Ausmal3 der durch H. pylori ausgeldsten Entzindung sind sowohl
von stammspezifischen als auch von wirtsspezifischen Faktoren abhangig. Auch
Umweltfaktoren wie Alkohol- und Zigarettenkonsum oder Stress spielen eine Rolle.
Die chronische TypB-Gastritis verlauft zu 80-90% asymptomatisch, kann jedoch in
Abhangigkeit von den oben genannten Faktoren zur Ausbildung klinisch relevanter
Erkrankungen fuhren. Hierzu zahlt das Auftreten von Ulzera, wobei je nach
Lokalisation der Gastritis im Antrum- oder Corpusbereich bevorzugt ein duodenales

oder ventrikulares Ulkus entsteht (Suerbaum and Michetti, 2002).
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Verschiedene Studien konnten zeigen, dass H. pylori das Risiko der Entwicklung von
Adenokarzinomen stark erhoht, weshalb das Bakterium 1994 von der
Weltgesundheitsorganisation (WHQO) als Typ |- (definitives) Karzinogen eingestuft
wurde (Forman et al., 1991; Parsonnet et al., 1991a; Parsonnet et al., 1991b). Die
Eradikation von H. pylori kann das Risiko der Entstehung eines Magenkarzinoms
senken und mindert auch die Rezidivrate nach endoskopischer Resektion bei
Patienten mit einem frGhen Stadium von Magenkrebs (Uemura et al., 1997; Uemura
et al.,, 2001). Auch im Tiermodell konnten Adenokarzinome durch Infektion mit H.
pylori induziert werden (Fox, 1998). Pathogenetisch kommt es zunachst zu einer
atrophischen Gastritis mit Zerstérung des Drisengewebes. Die anschlieRende
intestinale Metaplasie, welche eine Umwandlung des Magenepithels in Dick- oder
Dunndarmschleimhaut darstellt, gilt als Vorstufe des Adenokarzinoms (Craanen et
al., 1992).

Die chronische H. pylori-Infektion flhrt nicht nur zu einer generalisierten
Immunantwort mit Bildung von Antikérpern im Serum, sondern auch zu einer
Ansammlung von Lymphfollikeln in der Magenschleimhaut. Zudem ist sie mit der
Entstehung des MALT (Mucosa-associated lymphoid tissue)-Lymphoms assoziiert
(Parsonnet et al., 1994). Zwischen 72% und 98% der Patienten mit einem
gastrischen MALT-Lymphom sind gleichzeitig mit H. pylori infiziert und in vielen
Fallen fuhrte eine alleinige Eradikation zur Regression des Lymphoms, was den
kausalen Zusammenhang bestatigt. Bei Lymphomen, die nicht auf eine Eradikations-
Therapie ansprachen, handelte es sich haufig um Tumoren, die sich zu
hochgradigen Lymphomen weiterentwickelt hatten (Bayerdorffer et al., 1995).
Abb. 1.2 zeigt die Krankheitsbilder, die sich im Verlauf einer Ansteckung mit H. pylori

entwickeln kbnnen.



| Einleitung

Infektion mit H. pylori
Akute Gastritis Wochen
Chronische Gastritis Monate
Asymptomatische Atrophische MALT- Ulcus duodeni Tl
H. pylori-Infektion Gastritis Lymphom Ulcus ventriculi
Intestinale Metaplasie Jahrzehnte
Dysplasie

2

Adenokarzinom

Abb. I.2: Pathogenese einer Infektion mit H. pylori (Telford et al., 1997). Erlduterungen siehe Text.

5 Virulenzfaktoren

H. pylori zeichnet sich durch seine Fahigkeit aus, uber Jahre im Wirt zu persistieren.
Um das Uberleben in einem lebensfeindlichen Habitat wie dem menschlichen Magen
zu gewabhrleisten, ist das Bakterium mit einer Reihe von Virulenzfaktoren

ausgestattet, die der Gewebsschadigung und der Kolonisierung des Magens dienen.

Eine entscheidende Bedeutung kommt dabei der Urease zu, einem aus den
Untereinheiten UreA und UreB bestehenden Enzym, welches die Umsetzung von
Harnstoff zu Kohlendioxid und Ammoniak katalysiert (Labigne et al., 1991). Der
Einstrom von Harnstoff in die Bakterienzelle wird dabei durch einen pH-abhangigen
Harnstoffkanal reguliert, der von dem Membranprotein Urel gebildet wird (Weeks et
al., 2000). Die bei der Hydrolyse entstehenden Produkte kénnen Protonen abfangen
und auf diese Weise einen konstant neutralen pH-Wert im Zellinneren
aufrechterhalten, was zumindest zeitweilig das Uberleben im sauren Lumen erlaubt

(Stingl et al., 2002). Dementsprechend sind Ureasemutanten im Gegensatz zu
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Wildtyp-Bakterien nicht mehr in der Lage, Mongolian Gerbils zu infizieren (Wirth et
al., 1998; Kavermann et al., 2003).

Durch seine Begeil’elung, die sich flur eine erfolgreiche Kolonisierung ebenfalls als
essentiell herausgestellt hat (Eaton et al., 1992), ist H. pylori sehr beweglich. Das
Bakterium erreicht mittels Chemotaxis, unter anderem entlang des pH-Gradienten,
die das Epithel schitzende Schleimschicht, wo ein bicarbonat-gepuffertes Milieu mit
einem pH-Wert von 6-7 vorherrscht (Yoshiyama et al., 1999). Die Flagellen, aus den
Untereinheiten FlaA und FlaB aufgebaut (Leying et al., 1992), und seine spiralige

Form ermdglichen es dem Keim, in den viskdsen Mukus vorzudringen.

Der grofte Teil der Bakterien bewegt sich frei schwimmend in der Schleimschicht,
bevorzugt in den Krypten der Antrumschleimhaut, die einen gewissen Schutz vor
Saure und Proteasen bieten. Nur etwa 20% der Zellen ist mit der Epitheloberflache
assoziiert (Hessey et al., 1990), wobei Adharenz die Bakterien vor der Ausscheidung
mit der vom Korper produzierten Magensaure schitzt. Ein bakterielles Adhasin,
welches die Bindung an die Mukosa vermittelt, ist BabA — ein &auleres
Membranprotein, das an die Lewis®-Antigene humaner Zellen bindet (Boren et al.,
1993; llver et al., 1998). Ebenfalls der OMP (outer membrane protein)-Familie
zugehorige Proteine sind SabA, das im Verlauf der Gastritis mit Sialyl-Lewis™-
Molekulen auf der Oberflache von entzindetem Magengewebe interagiert (Mahdavi
et al., 2002), sowie AlpA und AlpB. Letztere zeigen eine Lewis’-unabhingige
Adharenz mit bisher unbekanntem eukaryontischem Rezeptor (Odenbreit et al.,
1999). Daneben existieren Adhasine, welche die in der Basalmembran
vorkommenden Proteine Laminin und Kollagen Typ IV binden (Trust et al., 1991). Die
Fahigkeit, an Epithelzellen zu adharieren, ist fur H. pylori unverzichtbar, doch die
genaue Differenzierung der essentiellen Faktoren ist schwierig, da es sich um ein
Zusammenspiel vieler Interaktionen handelt und der Ausfall eines einzelnen
Adhasins im Tiermodell meist zu keinem detektierbaren Adharenzdefekt fuhrt

(Montecucco and Rappuoli, 2001; Covacci and Rappuoli, 2003).

Das NapA-Protein (HP-NAP, H. pylori neutrophil activating protein) scheint ebenfalls
maldgeblich an der Entwicklung der Gastritis beteiligt zu sein (Evans, Jr. et al., 1995).
Eine spezifische Immunantwort gegen HP-NAP war in vielen Fallen beim Menschen
nachweisbar, auch konnten Mause durch Impfung mit Antikérpern gegen HP-NAP
vor Infektion mit H. pylori geschitzt werden (Satin et al., 2000). Das Protein bildet

Polymere von 150kDa und vermag Granulozyten und andere Entzindungszellen
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anzulocken. In diesen Zellen aktiviert es die NADPH-Oxidase und damit die
Freisetzung aggressiver Sauerstoffradikale, die einen sogenannten oxidative burst
bewirken (Satin et al., 2000). Zum Schutz vor Sauerstoffradikalen ist H. pylori mit
einer Superoxiddismutase ausgerustet (Spiegelhalder et al., 1993), des weiteren
verfugt das Bakterium Uber eine Katalase, die das von Phagozyten freigesetzte

Wasserstoffperoxid unschadlich macht (Ramarao et al., 2000b).

Daneben wurden noch zahlreiche weitere Gene, die flir eine Kolonisierung von
Mongolian Gerbils essentiell sind, in einem Signature Tag Mutagenesis (STM)-
Verfahren identifiziert (Kavermann et al., 2003). Dazu gehért unter anderem eine
sekretierte Kollagenase, Uber deren Aufgabe bisher nur spekuliert werden konnte.
Da vom Korper produziertes Kollagen eine wichtige Rolle bei der Heilung von Ulzera
spielt, konnte die Kollagenase die Heilung verzdogern (Gillessen et al., 1995).
Alternativ besteht die Moglichkeit, dass das Enzym der Bereitstellung von
Aminosauren oder Peptiden fur das Bakterium dient, oder eine Zerstérung von
wichtigen Komponenten des angeborenen oder erworbenen Immunsystems bewirkt

(Kavermann et al., 2003).

Die oben beschriebene genetische Variabilitat von H. pylori fihrt dazu, dass
verschiedene Genotypen mit unterschiedlicher Virulenz auftreten. So fand man 1988
eine zytotoxische, vakuolisierende Aktivitat im Kulturiberstand einiger, aber nicht
aller H.pylori-Isolate (Leunk et al., 1988). Als verantwortlicher Virulenzfaktor, der mit
der Schadigung des Magenepithels in Verbindung gebracht wird, wurde VacA
(vacuolating cytotoxin A) identifiziert, wobei die verschiedenen Allele des vacA-Gens
ein unterschiedliches Mal} an Zytotoxizitat bedingen (Cover et al., 1994; Atherton et
al., 1995). Das Toxin induziert in vitro die Bildung zytoplasmatischer Vakuolen in
Epithelzellen (Cover et al., 1992), wobei die genaue biologische Funktion noch unklar
ist. Bisher konnten ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines Magengeschwdrs in
Mongolian Gerbils (Ogura et al., 2000) und eine Korrelation von Krankheitsverlauf

und vacA-Genotyp beobachtet werden.

Das sekretierte VacA-Protein von etwa 95 kDa (Schmitt and Haas, 1994) wird nach
Bindung an die Zelloberflache von Epithelzellen internalisiert und fuhrt dort zu einer
Reihe von Veranderungen. VacA gelangt uber den endozytotischen Weg in V-Typ
ATPase-positive spate Endosomen und wirkt dort als anionenselektiver Kanal
(Szabo et al., 1999; Tombola et al., 1999). In Anwesenheit schwacher Basen — den

durch die Urease von H. pylori gebildeten Ammoniak eingeschlossen — generiert die

11
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Protonenpumpe einen elektrochemischen Gradienten; der resultierende
Wassereinstrom fuhrt zur Vakuolenbildung (Papini et al., 1996; Ricci et al., 1997). Zu
den in vitro gezeigten Effekten des Zytotoxins gehort auch die Herabsetzung des
transepithelialen Widerstandes (TER). Dieser Widerstand wird in polarisierten
Epithelien durch eine Abdichtung benachbarter Zellen mittels Zell-Zell-Kontakten wie
Tight junctions aufrechterhalten, ein Absinken des TER und die dadurch erhohte
Permeabilitat fir lonen konnte dem Bakterium als Nahrungsquelle dienen (Papini et
al., 1998; Pelicic et al., 1999). VacA inhibiert sowohl den intrazellularen
Vesikeltransport (Montecucco et al.,, 1996; Satin et al., 1997) als auch die
Antigenprasentation in B-Zellen, indem es die proteolytische Antigenprozessierung
stort (Molinari et al.,, 1998). AuRerdem ist eine Apoptoseinduktion durch VacA
beschrieben (Kuck et al., 2001) und es konnte gezeigt werden, dass das Toxin die
IL-2-Sekretion in T-Zellen ber ein Eingreifen in den Ca?*-Calmodulin-abhéngigen
Signalweg hemmt (Gebert et al., 2003).

H. pylori-Genotypen mit starker vakuolisierender Aktivitdt sind meist mit der
Anwesenheit des cagA-Gens korreliert (Tummuru et al., 1993), welches aus diesem
Grund als cytotoxin-associated gene bezeichnet wurde (Covacci et al., 1993). Das
immundominante CagA-Protein stellt — neben VacA - einen der wichtigsten
Virulenzfaktoren dar (Rieder et al., 2005) und ist auf der sogenannten cag-
Pathogenitatsinsel kodiert, auf welche im nachsten Kapitel naher eingegangen wird.
Wegen der besonderen klinischen Relevanz cagA/vacA-positiver Stamme wurden
diese als Typl-Stamme bezeichnet, die doppelt negativen Stdamme als Typll-Stdmme
(Xiang et al., 1995).

6 Die cag-Pathogenitatsinsel und das cytotoxin-

assoziierte Gen cagA

Der Begriff pathogenicity island (PAI) wurde 1990 von Hacker et al. fur grolde,
instabile Regionen im Chromosom uropathogener E. coli-Stamme, die einige
Virulenzgene kodieren, gepragt (Hacker et al., 1990). Allgemein besitzen solche
Inseln, die auch bei anderen bakteriellen Pathogenen wie Salmonella und Yersinia
vorkommen, meist einen im Vergleich zum restlichen Genom unterschiedlichen GC-
Gehalt. Dies wird als Hinweis dafir angesehen, dass sie als Fremd-DNA durch

horizontalen Gentransfer aufgenommen wurden (Hacker et al., 1997). Bei den
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enthaltenen Genen handelt es sich haufig um Toxine, Adhasine, Invasine und andere
Pathogenitatsfaktoren, die dem Tragerstamm eine erhohte Virulenz verleihen, auch

konnen Sekretionssysteme auf einer solchen Insel kodiert sein (Shea et al., 1996).

Bei der Sequenzierung der chromosomalen Region um das cagA-Gen eines Typl-
Stammes konnte eine ca. 40kb groRe Genregion ermittelt werden, die von direkten
31bp-Sequenzwiederholungen flankiert wird (Censini et al., 1996). Die Region weist
die beschriebenen typischen Merkmale einer Pathogenitatsinsel auf und kodiert im
Falle von H. pylori fur etwa 30 Gene, darunter auch das cagA-Gen, weswegen sie als
cag-Pathogenitatsinsel (cag-PAl) bezeichnet wurde. Homologe Rekombination mit
DNA von Typll-Stdmmen kann zu einem Verlust der cag-PAl fihren (Kersulyte et al.,
1999).

521 523 531 533 535 537 539 541 543
520 522 524 525 526 527 528 529 530 532 534 536 538 540 542 544 545 546 548
VirB1VirD4 VirB11  VirB10 VirB9 VirB8 VirB7 VirB4
DR DR

Abb. 1.3;: Schematische Darstellung der cag-Pathogenitatsinsel von H. pylori 26695.

Die offenen Leserahmen (orf) sind als Pfeile dargestellt und wurden entsprechend ihrer
Sequenzanordnung in H. pylori 26695 mit den durchlaufenden Nummern hp520-548 bezeichnet (die
entsprechenden Genprodukte werden HP520-548 genannt). Die flankierenden direkten
Wiederholungen (DR) sind als schwarzer, das cagA-Gen als griiner Pfeil dargestellt. Pinkfarbene
Pfeile kennzeichnen orfs mit Homologien zu den virB-Genen von Agrobacterium tumefaciens.

Einige Genprodukte der cag-Pathogenitatsinsel zeigen signifikante Homologien zu
Proteinen, die in anderen Spezies (zum Beispiel Bordetella pertussis, Legionella
pneumophila und Agrobacterium tumefaciens) am Aufbau von Typ IV-
Sekretionssystemen beteiligt sind (Covacci et al., 1999; Buhrdorf et al., 2003). Daher
ist anzunehmen, daf} auch die kodierten Genprodukte der cag-PAl als Komponenten

eines solchen Sekretionssystems in einem funktionellen Zusammenhang stehen.

H. pylori bedient sich des Typ IV-Sekretionsapparates um das von der cag-PAl
kodierte, ca. 128-145kDa groRe CagA-Protein in Epithelzellen, neutrophile
Granulozyten und Makrophagen zu translozieren (Segal et al., 1999; Odenbreit et al.,
2000; Backert et al., 2000). In den letztgenannten Zellen wird es dabei zu einem

stabilen 35-45kDa grofden Fragment prozessiert (Odenbreit et al., 2001; Moese et al.,
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2001), wobei eine beschriebene Phagozytose-Resistenz (Ramarao et al., 2000a)
jedoch nicht bestatigt werden konnte (Odenbreit et al., 2001). Die GroRenvariabilitat
des Proteins in verschiedenen Bakterienstdmmen, deren Funktion bisher ungeklart
ist, beruht auf der Duplikation von internen Gensequenzen (Covacci et al., 1993). In
der Wirtszelle wird das Protein, welches ein oder mehrere Tyrosinphos-
phorylierungsmotive (sog. EPIYA-Motive) enthalt, durch eine Protein-Tyrosin-Kinase
der Src-Familie erkannt und phosphoryliert (Backert et al., 2001; Selbach et al.,
2002; Puls et al., 2002; Stein et al., 2002). Mit der Phosphorylierung von CagA
(CagA™™) geht die Dephosphorylierung verschiedener Wirtszellproteine wie
Cortactin einher (Odenbreit et al., 2000; Selbach et al., 2002; Selbach et al., 2003;
Selbach et al., 2004). Zudem beeintrachtigt CagA™®" die Integritat epithelialer Zell-
Zell-Kontakte (sog. Tight junctions) (Amieva et al., 2003) und fuhrt zu einer
Umstrukturierung des Zytoskeletts. Dabei entstehen zum einen charakteristische
Zellauslaufer, ein Phanotyp, der als hummingbird-Phanotyp bezeichnet wurde (Segal
et al, 1999; Backert et al, 2001), zum anderen kommt es zu einem
Auseinanderweichen der Epithelzellen, dem sogenannten cell scattering (Backert et
al., 2001; Churin et al., 2001; Tsutsumi et al., 2003; Churin et al., 2003; Higashi et al.,
2004; Suzuki et al., 2005). Bisher konnten die Mechanismen, die zu den genannten
Veranderungen fuhren, noch nicht eindeutig geklart werden. In Betracht kommen
unter anderem Interaktionen des CagA-Proteins mit SHP-2, einer Phosphatase
(Higashi et al., 2002), und mit dem Adaptor-Protein Grb2 (Mimuro et al., 2002). In

Abb. 1.4 sind die beschriebenen Veranderungen schematisch dargestellt.

Typl-Stamme mit cag-Pathogenitatsinsel sind mit einer starkeren Induktion von IL-8
in Magenepithelzellen assoziiert. Mutationsanalysen ergaben, dass fur diesen Effekt
zwar viele cag-PAl-Gene essentiell sind, er jedoch nicht an die Anwesenheit des
cagA-Gens gebunden ist (Crabtree et al., 1995; Sharma et al., 1995; Segal et al.,
1997). Die Daten von Fischer et al. sprechen aullerdem gegen ein IL-8-
induzierendes transloziertes Effektorprotein. Somit ist die Sekretion von IL-8 wohl
eher auf die Anwesenheit eines intakten Sekretionsapparates zurtckzufuhren
(Fischer et al., 2001). Neben IL-8 werden weitere Chemokine wie ENA-78 (epithelial
neutrophil activating peptide 78) (Bliss, Jr. et al., 1998), GM-CSF (granulocyte
macrophage-colony stimulating factor) (Beales and Calam, 1997) und TNF-a
(Tumor-nekrosefaktor-alpha) (Klausz et al., 2003) induziert, wobei ein direkter

Kontakt zwischen Bakterium und Wirtszelle die Voraussetzung ist (Rieder et al.,
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1997), unter der es zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFxB (Sharma et
al.,, 1998; Glocker et al., 1998; Foryst-Ludwig and Naumann, 2000) oder AP1

(Naumann et al., 1999) kommt.

Madglicherweise existieren neben dem CagA-Protein weitere, bisher nicht bekannte

translozierte Effektorproteine, die durch die cag-PAl kodiert werden.

1
u + Src > Cortactin
Grb2 CagA.. o®
= -
Tight junction ._P._ j
p-Tyr &P
Ras/Raf < CagA
MEK <
ERK <=
SHP-2
\ 4 \4
Funktionsstérung Umstrukturierung des
der Tight junctions Zytoskeletts (cell scattering,
hummingbird-Phanotyp)

Abb. I.4: Auswirkungen der CagA-Translokation auf die zellularen Prozesse der Wirtszelle,
verédndert nach (Rieder et al., 2005; Bourzac and Guillemin, 2005).

Das translozierte CagA-Protein wird durch die zelleigene Src-Kinase phosphoryliert und hemmt die
Kinase seinerseits durch eine negative Feedback-Schleife. Die Inaktivierung der Src-Kinase resultiert
in einer Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen, u.a. Cortactin, welches die Vernetzung von
Aktinfilamenten beeinflusst. CagA bzw. CagAP'Tyr interagieren zudem mit Grb2 und SHP-2 und
aktivieren so die Ras/MEK/ERK-Signalkaskade, wodurch es zu den charakteristischen Veran-
derungen der Zellmorphologie kommt. Des weiteren fihrt die Anlagerung des CagA-Proteins an
Komponenten der Tight junctions zu einer Beeintrachtigung der epithelialen Barriere. (SHP-2:
tyrosine phosphatase containing Src-homology 2 domain, Grb2: growth factor receptor-binding
protein 2, MEK: MAP kinase kinase, ERK: extracellular signal-regulated kinase).
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7 Typ IV-Proteinsekretionssysteme

Viele Bakterien haben spezielle Sekretionssysteme entwickelt, um pathogenetisch
relevante Proteine durch die bakterielle Membran in die extrazellulare Umgebung
oder in andere Zellen zu transferieren. Bei Gram-negativen Bakterien beinhaltet
dieser Sekretionsprozess einen Transport Uber die innere und aulere Membran und
kann in ein oder zwei Schritten ablaufen. Die Sekretionssysteme Gram-negativer
Bakterien wurden als Typ I- bis Typ V-Sekretionssysteme klassifiziert, entsprechend

ihrem Transportweg uber die aulere Membran (Thanassi and Hultgren, 2000).

Unterschieden werden ABC (ATP-binding cassette)- oder Typ I-Transporter (Binet et
al., 1997; Linton and Higgins, 1998), Sec-abhangige Typ lI-Sekretionssysteme, auch
als general secretory pathway (GSP) bezeichnet (Sandkvist, 2001), die zu
Flagellenexportsystemen homologen Typ IllI-Sekretionsapparate (Plano et al., 2001),
Typ IV-Sekretionsysteme und Typ V-Autotransporter (Henderson et al., 2000).
Typ IV-Sekretionssysteme, zu denen auch Konjugationssysteme gehéren (Christie
and Vogel, 2000), kommen bei einer Reihe pathogener Bakterien wie Bordetella
pertussis, Legionella pneumophila, Brucella suis, Rickettsia prowazekii, Bartonella
henselae und Helicobacter pylori vor. Wahrend B. pertussis auf diese Weise das
humanpathogene Pertussistoxin sekretiert (Winans et al., 1996) und L. pneumophila
das DotA-Protein sekretiert, sowie die Proteine RalF und LidA transloziert (Nagai and
Roy, 2001; Nagai et al.,, 2002; Conover et al., 2003), sind die Effektoren des

intrazellularen Pathogens Brucella spp. noch unbekannt.

Das am besten charakterisierte Typ 1V-Sekretionssystem ist jedoch das VirB-System
von Agrobacterium tumefaciens. Das Bakterium exportiert einzelstrangige DNA, auch
als T-DNA bezeichnet, Uber beide bakterielle Membranen in Pflanzenzellen. Dort
wird die DNA in das Genom der Zielzelle integriert und flhrt zur Bildung von
Tumoren (Zhu et al., 2000; Zupan et al., 2000). Die Proteine, die am Aufbau des
Apparates beteiligt sind, lassen sich in drei funktionelle Gruppen unterteilen. Im
Zytoplasma befinden sich membranassoziierte ATPasen, die fur die Bereitstellung
der Energie bendétigt werden. Daneben existieren Proteine, die einen die Membranen
uberbrickenden Kanal ausbilden und exozellulare Komponenten, aus denen der
Pilus aufgebaut ist. Dieser vermittelt vermutlich die Adhasion (Christie and Vogel,
2000; Cascales and Christie, 2003).
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In H. pylori dient das Typ IV-Sekretionssystem der Translokation des CagA-Proteins,
das in der Wirtszelle eine Reihe von Effekten hervorruft (siehe oben). Es wurde
jedoch ein weiteres Typ IV-Transportsystem gefunden, dem eine Rolle bei der
Aufnahme von DNA wahrend der natlrlichen Transformation zukommt (Hofreuter et
al., 2001).

Die Abb. 1.5 zeigt den putativen Aufbau des Typ IV-Sekretionsapparates von
A. tumefaciens und die bisher ermittelten Homologien zwischen den Komponenten
bakterieller Typ IV-Sekretionssysteme. Dennoch sind langst nicht alle am Aufbau von
Sekretionssystemen beteiligten Proteine homolog zu denen des Apparates von
A. tumefaciens. Bei H. pylori beispielsweise, sind es nur acht der 14 cag-PAl-
kodierten Proteine, welche den Sekretionsapparat bilden — die Aufgaben der anderen

Genprodukte sind noch nicht vollstandig geklart.

EukaryontischeZellmembran

AuRere Membran

Periplasma

Innere Membran
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B
Organismus System Proteine
A. tumefaciens vir B1 B8
H. pylori cag 523 530
B- pertussis ptl E
B. suis vir B8
E. coli/pKM101 tra L E
L. pneumophila dot/icm
R. prowazekii RP ORF 287

Abb. I.5: Modell des Typ IV-Sekretionsapparats von A. tumefaciens mit Aufstellung homologer
und analoger Gene verschiedener Bakterien (Covacci et al., 1999; Cascales and Christie,
2003).

A Schematische Darstellung der hypothetischen Anordnung der Proteine VirB1-VirB11 und VirD4 im
Typ IV-Sekretionsapparat von A. tumefaciens. Die Proteine VirB4, VirB11 und VirD4 besitzen Walker
A-Motive, die fiir ATPasen charakteristisch sind. Der grof3e Pfeil beschreibt den Weg der sezernierten
Komponente Uber die bakteriellen Membranen in die Wirtszelle.

B Tabelle homologer Typ IV-Sekretionsapparats-Proteine der Organismen A. tumefaciens (Vir-
Proteine), H. pylori (cag PAl-kodierte Proteine), B. pertussis (Ptl-Proteine), B. suis (Vir-Proteine),
E. coli (Tra-Proteine; Konjugationssystem des Plasmids pKM101), L. pneumophila (Dot/lcm-Proteine)
und R. prowazekii (RP-Proteine). Homologe Proteine sind untereinander angeordnet.

8 Zielsetzung

Die spezifische Sekretion pathogenetisch relevanter Proteine stellt einen wichtigen
Virulenzfaktor vieler Bakterien dar. Die Gruppe der Typ IV-Sekretionssysteme konnte
daher Ansatzpunkte bei der Erforschung neuer Therapiestrategien liefern, zum
Beispiel als Angriffspunkt fir Antibiotika oder als Vektor fur den Transport

therapeutischer Substanzen.

Der Aufbau des Sekretionsapparates vieler dieser Systeme ist bereits bekannt,
wohingegen man Uber die Einzelheiten der Sekretionssignale der Substrate bislang
wenig weild. Erst kdrzlich konnten jedoch bei drei der Typ IV-Systeme
Translokationssignale charakterisiert werden. Die sezernierten Proteine VirE2 und
VirF aus A. tumefaciens beispielsweise, besitzen C-terminale Domanen, die fur die
Sekretion notwendig und auch hinreichend sind (Vergunst et al., 2000; Vergunst et
al., 2003; Vergunst et al., 2005). Sequenzvergleiche mit dem ebenfalls sekretierten

VirD2 sowie umfangreiche Mutationsanalysen lieRen ein konserviertes Motiv
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erkennen, das als Translokationssignal in Frage kam. Aufgrund dieser Annahme
konnten VIirE3 und VirD5 als weitere Effektorproteine identifiziert werden
(Schrammeijer et al., 2003; Vergunst et al., 2005). Die Translokation des RalF-
Proteins aus L. pneumophila durch das Icm/Dot-System erfordert ebenfalls eine
kurze C-terminale Region (Nagai et al., 2005) und Substrate des VirB-Systems von
B. henselae bendtigen sowohl einen positiv geladenen C-Terminus, als auch eine
zusatzliche konservierte Domane (Schulein et al., 2005).

Zum jetzigen Zeitpunkt ist das CagA-Protein das einzig bekannte Effektorprotein, das
von H. pylori mittels Typ IV-Sekretion transloziert wird. Die bekannten Homologien zu
Komponenten des VirB/D4-Sytems sind in Abb. 1.3B dargestellt. Obwohl sich 18
Gene der cag-PAl als essentiell flir die CagA-Translokation herausgestellt haben,
kodieren von diesen nur 14 fur Apparatsproteine, weswegen sie fur die IL-8 Induktion
in Epithelzellen essentiell sind (Fischer et al., 2001). Von den vier weiteren Proteinen
weist das Cagf (HP524) Homologien zu dem in A.tumefaciens vorkommenden
Kopplungsprotein VirD4 auf, bei einem anderen (CagF/HP543) konnte eine
Interaktion mit dem CagA-Protein gezeigt werden, so dass diesem moglicherweise
eine Rolle als Chaperon zukommt (l. Pattis, E. Weiss, R. Haas und W. Fischer,
eingereicht). Trotz Kenntnis der fur die CagA-Translokation notwendigen Gene ist
uber das Translokationssignal und den eigentlichen Vorgang der Sekretion bisher
wenig bekannt. Die Charakterisierung des Translokationsmechanismus des CagA-
Proteins auf molekularer Ebene ist ein wichtiger Schritt zum Verstandnis dieses

wesentlichen Pathogenitatsfaktors von H. pylori.

Ziel dieser Arbeit war es, durch gezielte Mutationen des cagA-Gens Aussagen uber
die Lokalisation eines Sekretionssignals zu treffen. Neben der Charakterisierung von
fur die Translokation notwendigen Genabschnitten sollte auch versucht werden, eine
fur die Translokation hinreichende Sequenz zu bestimmen. Zu diesem Zweck sollte
ein Fremdprotein mit Hilfe eines fusionierten CagA-Proteins in die Wirtszelle

geschleust werden.
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[l Material und Methoden

1 Material
1.1 Bakterienstamme

1.1.1 Escherichia coli-Stamme

DH5a. (E142) F, (680dlacZAM15) A(lacZYAargF)U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(rk’, mk’), SUpE44, L'thi-1, gyrA96, relAl (Gibco BRL)

TOP10 F, $80dlacZAM15 A(laczZYAargF)U169, deoR, recAl, araD139,
A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (Str%), endA1, nupG (Invitrogen)

2155 thrB1004 pro thi strA hsdS lacZ4AM15 (F’ lacZ4AM15 lacl® traD36

proA” proB*) AdapA:erm (Erm") pir:: RP4 [:kan (Km') from
SM10] (Dehio and Meyer, 1997)

1.1.2 Helicobacter pylori-Stamme

P1 Klinisches Isolat 69A der Abteilung Medizinische Mikrobiologie
der Universitat Amsterdam

P12 Klinisches Isolat 888-0 der Abteilung Medizinische Mikrobiologie
und Immunologie der Universitat Hamburg (Schmitt and Haas,
1994)

P12AcagA (Puls et al., 2002)

P17 P12cagA’, Cam®, hergestellt mit pWS30 (Schmitt and Haas,
1994, Plls et al., 2002)

P76 P1, Strep” (R. Haas und W. Fischer, unverdffentlicht)

26695 komplett sequenzierter Stamm (Tomb et al., 1997); 3

Bezugsquellen: (1) K. Melchers, Konstanz, (2) T.Borén, Uméa,
(3) American Type Culture Collection ATCC

1.2 Zellinie

Es wurde die humane Magenkarzinomzellinie AGS (ATCC CRL 1739) verwendet.
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1.3 Plasmide

pBluescript Il KS+ oricoe1, Oris+), lacZ, M13 forward-/ reverse-Primerbindungs-

pCR2.1-TOPO

pM301
pHel2

pDH80
pWS122
pWS130
pWS144
pPWS159-12

pPWS159-13
pPWS159-21
pWS164
pPWS171

pWS173
pWS174
pWS175
pWS177

pWS178

pWS181
pWS182

pWS183
pWS210
pWS218
pPWS220

pPWS221
pWS228

stellen, Amp"™ (Stratagene)

Oficoe1, Orig, lacZ, M13 forward-/reverse- und T7-Promotor-
Primerbindungsstellen, Amp®, Kan® (Invitrogen)

(W.-D. Hardt, unveréffentlicht)

pDH26: pHel1, orige1, oriT, catge, CamR (Heuermann and Haas,
1998)

pHel2 mit gfp (Heuermann and Haas, 1998), Cam~®

pHel2 mit Pcaga, cagA(57)-gfp, cagA aus Hp P12, Cam®

pHel2 mit Pqa, gfp-cagA(3°), cagA aus Hp 26695, Cam®

pHel2 mit Paga, cagA (Codons 6-26 deletiert) aus Hp P12, Cam®

pJP99 m|t PcagA, cagA (Codons 1161-1214 deletiert) aus Hp
P12, AmpR, Kan®

pJP99 m|t PcagA, cagA (Codons 1151-1214 deletiert) aus Hp
P12, Amp®, Kan®

pJP99 m|t PcagA, cagA (Codons 1123-1214 deletiert) aus Hp
P12, AmpR, Kan®

pJP99 m|t PcagA, cagA (Codons 1211-1214 deletiert) aus Hp
P12, AmpR, Kan®

pJP99 mit PcagA, cagA (Codons 2-23 deletiert) aus Hp P12,
AmpR, Kan®

pHel2 mit Py, cre-cagA(3°), cagA aus Hp 26695, Cam”
pJP99 mit Pcaga, cagA(5°)-cre, cagA aus Hp P12, AmpR, Kan®
pHel2 mit Pqa, cre(NLS)-cagA(3°), cagA aus Hp 26695, Cam®

pJP99 m|t PcagA, cagA (Codons 1210-1214 deletiert) aus Hp
P12, AmpR, Kan®

pJP99 m|t PcagA, cagA (Codons 1195-1214 deletiert) aus Hp
P12, Amp®, Kan®

pJP99 mit Py, cre-cagA(3°), cagA aus Hp P12, AmpR, Kan®
pJP99 mit Pja, cre(NLS)-cagA(3’), cagA aus Hp P12, Amp~,
KanR

pJP99 mit Peaga, CagA(5')-cre(NLS), cagA aus Hp P12, AmpF,
Kan®

pHel2 mit P, m45-cagA (Codons 1-613 deletiert) aus Hp
26695, Cam"®

pHel2 mit P, m45-cagA (Codons 1-732 deletiert) aus Hp
26695, Cam”®

pHel2 mit Pj,, m45-cagA (Codons 1-1019 deletiert) aus Hp
26695, Cam”®

pHel2 mit Pya, cagA (Codons 1-351 deletiert) aus Hp P12, Cam®

pHel2 mit PcagA, m45-cagA (Codons 1-613 deletiert) aus Hp
26695, Cam”
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pJP66 pHel2 mit Paga, cagA aus Hp P12, CamR
pJP78 pBluescript mit cagA aus Hp P12, Amp~
pJP99 pBA, recA(5°), Kan®, recA(3"), AmpR
pJP104 pJP99 mit Pcaga, cagA aus Hp P12, AmpR, Kan®
pSH2 pJP78 mit Pcaga, cagA (Codons 1194-1214 deletiert und durch
Codons 686-709 aus mobA ersetzt) aus Hp P12, Amp~
pSH3 pJP99 mit Pcaga, cagA (Codons 1194-1214 deletiert und durch
Codons 686-709 aus mobA ersetzt) aus Hp P12, AmpR, Kan®
pSH8 pJP99 mit Peaga, cagA(K1203L, K1208l) aus Hp P12, AmpR,
KanR
1.4 Oligonukleotide
Name Sequenz (5" — 3")
HK3 CGGGATCCGTCGACTTAAGATTTTTGGAAACCAC
JP28 ACCGCTCGAGGGTAAAAATGTGAATCGT
JP67 GGCCGAGCTCGGTACCTTAAGATTTTTGGAAACCAC
WS79 GTAGATCTAAGTAAAGGAGAAGAACTT
WS80 GGGGTACCTTATTTGTATAGTTCATC
WS81 GAAGATCTATCGATAAAGCCCTTTAAAAT
WS89 CGAGATCTTTTTTGTATAGTTCATCCAT
WS125 GGTTTCGTTAGTCATTGTTTCTCC
WS126 GTGGCTTTTCTTAAAGTTAATAAC
WS158 CCATCGATGGTAAAAATGTGAATCGT
WS174 ACCGCTCGAGCTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCCAATTTACTGA
CCGTAC
WS175 ACCGCTCGAGCTTTAAGAAGGAGATATACATATGCCTAAGAAAAAGA
GGAAAGTGTCCAATTTACTGACCGTAC
WS176 AGAGATCTCCATCTTCCAGCAGGC
WS177 GGGGTACCTTAACCTTTTGTATTAACATTC
WS178 CTGGTACCTTACGCCAAGCAGTAATATCCT
WS179 CGGGATCCTGAAAAATCTCTAAAGAAAC
WS180 CGGGATCCTAATCGCCATCTTCCAGCAG
WS191 CGAGGCATGGACAGGGGCGGGCCAGATTTCAGCATGTAAGTCGAC
GGATCCACTAGT
WS192 CTGCCTCGGCGCTGGTGCTCTAGCCAATTCGGCTCTTGCCAAGCAG
TAATATCCTG
WS219 TATGGATAGGAGCAGGGATCGTTTGCCGCCTTTTGAAACAGAAACCA

GGATCTTA
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WS220 GATCTAAGATCCTGGTTTCTGTTTCAAAAGGCGGCAAACGATCCCTG
CTCCTATCCA

WS226 GCGGTACCTTAAGATTTTTGGAAACCACCTATTGTATTAACATTCAAG
ATTCCATGCTC

WS228 GCGGATCCAGAATGGATTTCAAAAG

WS242 ACCGCTCGAGCATATGTTCTCCTTACTAACTAGTTTC

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

bezogen.

1.5 Antikorper

1.5.1 Priméare Antikbrper

a-CagA (AK257) Polyklonales Antiserum gegen die C-terminale CagA-
Halfte von Hp 185-44 (Kaninchen) (W. Fischer)

a-CagA (AK268) Polyklonales Antiserum gegen die N-terminale CagA-
Halfte von Hp P12 (Kaninchen) (J. Puls)

o-Hp (AK175) Polyklonales Antiserum gegen ganze H. pylori-Zellen
(Kaninchen) (R. Haas)

o-RecA Polyklonales Antiserum gegen RecA von Hp P1
(Kaninchen) (W. Fischer)

o-M45 Monoklonales Antiserum gegen M45 (Maus) (P. Hearing,

State University of New York)

a-P-Tyr (PY99) Monoklonaler Antikérper (IgG2,) gegen Phosphotyrosin
(Maus) (Santa Cruz Biotechnologies)

1.5.2 Sekundéare Antikorper

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

Meerrettichperoxidase (POX)-gekoppelter polyklonaler Antikérper gegen Maus-IgG
(Kaninchen) (Dianova)

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

Rhodamin  (TRITC)-gekoppelter polyklonaler Antikérper gegen Maus-IgG
(Kaninchen) (Dianova)
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1.6 Enzyme und Proteine

AP-gekoppeltes Protein A (Sigma); Dpnl-Endonuklease (Stratagene); Exonuklease
[l (Promega); Expand Taq Polymerase (Roche); Fotales Kalberserum (FCS) (PAA);
Klenow DNA Polymerase (Promega); Lysozym (Roche); Pferdeserum (PAA); Pfu-
DNA-Polymerase (Stratagene); Proteinase K (Merck); Restriktionsenzyme (Roche);
Rinderserumalbumin (BSA) (Biomol); RNase (QIAGEN); S1 Nuclease (Promega);
SAM (S-Adenosyl-Methionin); StreptAB-Komplex/AP (alkalische Phosphatase)
(DAKO); T-Mix (Big Dye)(Applied Biosystems); T4-DNA-Ligase (Roche);
Trypsin/EDTA-LOsung (10x)(Gibco BRL)

1.7 Molekulargewichtsmarker

DNA-Gelelektrophorese: Biosizer VI [SPP1(EcoRI)-Standard] (Hybaid-AGS)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese: Prestained Low Range (BioRad)
Prestained High Range (BioRad)

Low Molecular Weight

1.8 Nahrmedien und Platten

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

LB-Platten 32 g/l Lennox-L-Agar (Gibco), autoklaviert
Brucella-Medium 28g/1 Brucella-Broth (Becton Dickinson), autoklaviert
Serum-Platten 369/l GC-Agar-Base, autoklaviert, danach Zugabe von

10ml/l Vitamin-Mix; 80ml/I Pferdeserum (PAA); 10mg/l

Vancomycin; 5mg/l Trimethoprim; 1mg/I Nystatin

Vitamin-Mix 100g/l Dextrose; 0,01g/l Vitamin B42; 1g/l Adenin; 0,039/l
Guanin; 10g/I L-Glutamin; 0,1g/l Cocarboxylase; 0,03g/I
Thiamin; 26g/l L-Cystein; 1,1g/l L-Cystin; 0,15g/l L-
Arginin; 0,5g/I Uracil; 0,02g/l Fe(lll)-Nitrat; 0,25g/| NAD";

0,013g/l p-Aminobenzoesaure
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RPMI-Medium
SOC-Medium

RPMI 1640 mit L-Glutamin (Gibco BRL)

10g/l Bacto-Trypton; 5g/I Bacto-Hefe-Extrakt; 8,5mM
NaCl; 2,5mM KCI; 10mM MgSQ,4; 10mM MgCly; pH 7,0
mit NaOH eingestellt, autoklaviert; Zugabe von 20mM

(Endkonzentration) Glucose

1.9 Antibiotika und Zusatze

Ampicillin (Amp)

Chloramphenicol (Cam)

Kanamycin (Kan)

Tetracyclin (Tet)
Vancomycin
Trimethoprim (Tmp)
Nystatin

100mg/I (LB-Medium/-Platte)
30mg/l (LB-Medium/-Platte)
6mg/l (Serum-Platte)

50mg/I (LB-Medium/-Platte)
8mg/l (Serum-Platte)

15mg/l (LB-Medium/-Platte)
10mg/l (Serum-Platte)

1mg/l (Serum-Platte)
0,5mg/l (Serum-Platte)

Diaminopimelinsaure (DAP) 0,2mM (LB-Platte)

1.10  Puffer und L6sungen

Puffer zur Herstellung kompetenter E.coli-Zellen

TFBI

TFBII

30mM K-Acetat; 100mM RbCI; 10mM CaCl2; 50mM
MnCI2; 15% Glycerin; pH 5,2 mit 0,2M Essigsaure
eingestellt; sterilfiltriert

10mM MOPS; 75mM CaCl2; 10mM RbCI; 15% Glycerin;
pH 6,5 mit KOH eingestellt; sterilfiltriert
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Puffer fiir die Transformation von H. pylori

Extraktionspuffer

Elektroporationspuffer

Puffer fur die Zellkultur

PBS
PBS*
Inhibitor-Mix

Trypsin-EDTA-L6sung

20mM Tris-Acetat pH 7,9; 50mM Kalium-Acetat; 5mM
NaEDTA; 1mM DTT; Inhibitor-Mix

272mM Saccharose; 15% (v/v) Glycerin; 2,43mM K;HPOy;
0,57mM KH.PO4

0,29/l KCI; 8g/l NaCl; 0,2g/l KH2POg; 1,449/l Na,HPO4
PBS mit Inhibitor-Mix

(hemmt Proteasen und Phosphatasen): 1mM Na-
Orthovanadat; 1mM PMSF; 1uM Leupeptin; 1uM
Pepstatin

PBS; 5mM Glucose; 50mM EDTA; 0,25% (w/v) Trypsin;
pH 7,2

Puffer und Losungen fiur DNA-Praparationen

STET-Puffer

TE-Puffer
P1-Puffer
P2-Puffer
P3-Puffer
QBT-Puffer

QC-Puffer
QF-Puffer
Cell Lysis Solution

Neutralization Solution

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

10mM Tris-HCI; 1% (w/v) SDS; pH 8,0

50mM Tris-HCI; 10mM EDTA; 100mg/ml RNase A; pH 8,0
200mM NaOH; 1% (w/v) SDS

3M Kalium-Acetat-Essigsaure; pH 4,8

50mM MOPS-NaOH; 750mM NaCl; 15% (v/v) Ethanol;
0,15% (v/v) TritonX-100; pH 7,0

50mM MOPS-NaOH; 1M NaCl; 15% (v/v) Ethanol; pH 8,5
50mM Tris-HCI; 1,25M NaCl; 15% (v/v) Ethanol; pH 8,5
0,2M NaOH; 1% (w/v) SDS

4,09M Guanidin-Hydrochlorid; 0,759M Kalium-Acetat;
2,12M Eisessig; pH 4,2
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Wash Solution

Cell Resuspension
Solution

60mM Kalium-Acetat; 8,3mM Tris-HCI pH 7,5; 40uM
EDTA; 60% (v/v) Ethanol; pH 8,0

50mM Tris-HCI; 10mM EDTA; 100ug/ml RNase A; pH 7,5

Puffer fir die DNA-Gelelektrophorese

GEBS-Puffer

TAE-Puffer
TBE-Puffer
Ethidiumbromidfarbebad

50mM EDTA; 20% (v/v) Glycerin; 0,5% (w/v) N-

Laurylsarkosin; 0,05% (w/v) Bromphenolblau
40mM Tris-Acetat; 1mM EDTA; pH 7,5
10mM Tris-HCI; 10mM Borsaure; 0,25mM EDTA; pH 8,5

1mg/I Ethidiumbromid in Wasser

Puffer fir Enzymreaktionen

10x A-Puffer (Roche)

10x B-Puffer (Roche)

10x H-Puffer (Roche)

10x M-Puffer (Roche)

10x L-Puffer (Roche)

S1 Nuclease Mix

S1 Nuclease Stop Puffer

Klenow Mix

10x Exo Ill-Puffer
CIP-Puffer

Ligationspuffer

33mM  Tris-Acetat; 10mM Magnesiumacetat; 66mM
Kaliumacetat; 0,5mM DTT; pH 7,9

10mM Tris-HCI; 5mM MgCl;; 100mM NaCl; 1mM  2-
Mercaptoethanol; pH 8,0

50mM Tris-HCI; 10mM MgClz; 100mM NaCl; 1mM DTE;
pH 7,5

100mM Tris-HCI; 100mM MgCl,; 500mM NaCl; 10mM
DTT; pH 7,5

10mM Tris-HCI; 10mM MgClp; 10mM DTT; pH 7,5

40,5mM Kalium-Acetet pH 4,6; 0,3M NaCl; 2,3mM ZnSOy;
45% (v/v) Glycerin; 30U/100ul S1 Nuclease

0,3M Tris Base; 0,06M EDTA

20mM Tris-HCI pH 8,0; 100mM MgCI2; 3-5U/30ul Klenow
DNA Polymerase

660mM Tris-HCI pH 8,0; 6,6mM MgCl»
10mM Tris-HCI; 1mM ZnCly; 1mM MgCly; pH 8,3

66mM Tris-HCI; 5mM MgCl; 1mM DTT; 1mM ATP; pH
7,5
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PCR-Puffer

10x Mutagenese-Puffer

OptiPerform™Buffer 1l (10x): 500mM Opti-Perform-KOH;
160mM (NH4)SOy4; 0,1% Tween

200mM Tris-HCI pH 8,8; 100mM KCI; 100mM (NH4)SOq;
20mM MgSOs; 1% (v/v) TritonX-100; 1mg/ml BSA

Losung fur die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Bradford-Reagenz

0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250; 5% (v/v)
Ethanol; 10% (v/v) Phosphorsaure (85%ig)

Puffer und Losungen fiir SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Probenpuffer (2x)

Acrylamidlosung

Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer

Elektrophoresepuffer

50mM Tris-HCI; 100mM DTT; 2% (w/v) SDS; 10% (v/v)
Glycerin; 5% (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,1% (w/v)
Bromphenolblau; pH 6,8

29% (w/v) Acrylamid; 1% (w/v) N,N’-Methylenbisacryl-
amid

1,5M Tris-HCI; pH 8,8

1,0M Tris-HCI; pH 6,8

25mM Tris-HCI; 250mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3

Puffer und Losungen fiur Western Blot

Western-Transferpuffer

TBS

Detektionslosung

Anodenpuffer 1
Anodenpuffer 2
Kathodenpuffer

25mM Tris-HCI; 192mM Gilycin; 0,1% (w/v) SDS; 20%
(v/v) Methanol; pH 8,3

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

0,1M Tris-HCI; 7mM MgCI2; 0,19/l NBT; 50mg/l BCIP; pH
9,6

0,3M Tris-HCI; 10% (v/v) Methanol; pH 10,4
25mM Tris-HCI; 10% (v/v) Methanol; pH 10,4

25mM Tris-HCI; 10% (v/v) Methanol; 40mM 6-Amino-n-
Capronsaure oder Glycin; pH 9,4
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Waschpuffer 10mM Tris-HCI; 0,9% (w/v) NaCl; 0,2% (v/v) Tween20; pH
7,4
Absattigungspuffer 50mM Tris-HCI; 200mM NaCl; 5% (w/v) Magermilch-

pulver; 0,1% (v/v) Tween20; pH 7,4

Verdunnungspuffer Waschpuffer + 1% (w/v) Magermilchpulver

Puffer fir die in vitro-Phosphorylierung

RIPA-Puffer 150mM NaCl; 1mM EDTA; 1% (w/v) NP-40-
Puffer; 0,25% (w/v) Natrium-Desoxycholat;
50mM Tris-HCI pH 7,4; Inhibitor-Mix

1% NP-40-Puffer 20mM Tris-HCI pH 7,5; 150mM NaCl; 1mM
NazVO4

10x Phosphorylation Reaction Buffer 250mM Tris-HCI pH 7,2; 400uM ATP;
62,5mM MnCly; 312,5mM MgCly; 625uM
NazVOq

Losung fur Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Blockierungslosung 3% (w/v) BSA in PBS

1.11 Chemikalien

Acrylamid/Methylenbisacrylamid 29:1 (30%) (Roth); Agarose (Sigma); 5-Brom-3-
chlor-indolylphosphat-p-Toluidinsalz  (BCIP) (Roth); Bromphenolblau (Serva);
Brucella-Broth  (Becton Dickinson); Desoxyribonukleinsaure-(dNTP-)Mix (MBI
Fermentas); EDTA; Ethidiumbromid (Sigma); Fluoroprep (BioMerieux); Formalin
37%; GC-Agar (Creatogen); Glutaraldehyd 25%; Lennox-L-Agar (Gibco); Lennox-L-
Broth (Gibco); Leupeptin; Methylenblau; N, N, N, N'-Tetramethylendiamid (TEMED)
(Sigma);  Natrium-Orthovanadat;  Nitrotetrazoliumblauchlorid  (NBT)  (Roth);
Paraformaldehyd (PFA); PBS Dulbecco’s; Pepstatin; Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) (Merck); RPMI 1640-Medium mit L-Glutamin (Gibco BRL); SDS; Sephadex
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G-50 (Pharmacia); TritonX-100; Tween20; Western Lightning oxidizing und
enhanced luminol reagent (PerkinElmer); X-Gal (Sigma)

Alle weiteren Chemikalien wurden im Reinheitsgrad ,zur Analyse p.a.” von Merck,

Roth oder Sigma bezogen.

1.12  Geréate und Apparaturen

0,2um-Sterilfilter  (Josef Peske  GmbH); Agarosegelkammern  (BioRad);
Anaerobentopfe (Fritz Gossner GmbH); Brutschranke (Binder, Scholzen);
Einfrierrdhrchen (Nalgene); Elektroporationskuvetten (Eurogentec); Filterpapiere
(Whatman); Fluoreszenzmikroskop DM RD mit Digitalkamera (Leitz); Gefriertruhe
(Heaeus); Gene Pulser (BioRad); Heizblécke (Techne); konfokales Laserscanning-
Mikroskop (Leica); Kuhlschrank (Liebherr); Magnetruhrer (Heidolph); Mikrowelle
(AEG); Nitrozellulose-Membran (Schleicher und Schull); PAGE-Mini-Gelapparaturen
(BioRad); PCR-Gerat (PerkinElmer Cetus); pH-Meter (WTW); Photometer (Hach);
PVDF-Membran (BioRad); Rollmischer (Assistent); Roéntgenfilm und
Expositionskassetten (Fudji und Kodak); Schuittelinkubatoren (GFL); Schattler
(Eppendorf); Spannungsquellen (Biotec Fischer, Delta Elektronika); SpeedVac
(Savant); Sterile Werkbank (BDK); Ultraschallgerat (Branson); UV-Transluminator
(Kaiser); Video-Geldokumentationsanlage (Herolab); Vortex (Scientific Industries);
Waagen (Fischer); Wasserbader (GFL); Western Blot-Apparatur (Biotec Fischer);
Zellkulturflaschen/-schalen (Nunc); Zellschaber (Falcon); Zentrifugen (Heraeus,

Beckman, Sorvall)
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2 Methoden
2.1 Arbeiten mit Bakterien

2.1.1  Kultivierung von Bakterien

Zur Kultivierung von E. coli wurden Luria-Bertani- (LB-) Platten oder LB-
Flissigmedien verwendet, denen gegebenenfalls entsprechende Antibiotika zur
Selektion zugesetzt wurden. Die Bakterien wurden nach Bedarf bei 28°C oder 37°C
im Brutschrank bzw. Schuttelinkubator angezogen. Fir die Stammhaltung wurden
die Bakterien einer halben Platte in 1ml LB-Flissigmedium/20% Glycerin

resuspendiert und bei -70°C eingefroren.

H. pylori wurde auf Serum-Platten oder antibiotikahaltigen Serum-Selektivplatten
kultiviert. Die Platten wurden hierzu bei 37°C in Anaerobentopfen oder im
Brutschrank unter mikroaerophilen Bedingungen (Begasung mit 5% Oz, 10% CO,,

85% Ny) fur ein bis zwei Tage inkubiert.

Zur Stammbhaltung wurden die Bakterien einer dicht bewachsenen Platte in 1ml
Brucella-Medium/20% Glycerin/10% FCS resuspendiert und bei -70°C eingefroren.
Nach dem Auftauen aus Gefrierkultur wurden die Bakterien zunachst fur drei Tage
bei 37°C bebrutet und anschlielend auf neue Platten Uberimpft bevor sie fur

Experimente eingesetzt wurden.

2.1.2 Bestimmung der optischen Dichte von Flissigkulturen

Die Bakterien wurden mit einem Wattestabchen von der Platte abgenommen und im
gewlnschten Medium resuspendiert. Die optische Dichte wurde im
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von A=550nm (ODss) gegen das

unbeimpfte Medium gemessen.

2.1.3 Transformation von E. coli

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

Wie von Hanahan (Hanahan, 1983) und Messing (Messing and Vieira, 1982)

beschrieben wurden zur Herstellung kompetenter Zellen fir die chemische
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Transformation 100ml LB-Medium mit 5ml Ubernacht-Kultur von E. coli angeimpft
und bei 37°C im Schuttler bis zu einer ODsso von 0,5-0,6 inkubiert. Die Zellen wurden
5min auf Eis gekuhlt, zentrifugiert (2200g, 15min, 4°C) und das Sediment dann in
20ml TFBI resuspendiert und 5min auf Eis gestellt. Die Zellen wurden erneut
abzentrifugiert (2200g, 15min, 4°C), in 4ml TFBIl aufgenommen, nach 15min
Inkubation auf Eis in Aliquots von 50-100ul abgeftillt, auf Trockeneis schockgefroren
und bei -70°C gelagert.

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

Zur chemischen Transformation wurde ein Aliquot kompetenter E. coli-Zellen auf Eis
aufgetaut, wahlweise mit 3-5ul Ligationsansatz oder 1-2ul Plasmid-DNA versetzt und
30min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen 90s bei 42°C im Wasserbad
einem Hitzeschock unterzogen, bevor sie wieder fir 1min auf Eis gestellt wurden.
Nach Zugabe von 500ul LB-Medium wurde der Transformationsansatz zur
Ausbildung der Antibiotikaresistenz fur 1h bei 37°C geschuttelt, anschlieffend in
geeigneten Aliquots auf Selektionsplatten ausplattiert und diese Uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

2.1.3.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Ein Liter LB-Medium wurde mit 10ml einer E. coli-Ubernachtkultur angeimpft und bei
37°C unter Schutteln bis zu einer ODsso von 0,5-0,8 inkubiert. Nach 15-minatiger
Inkubation auf Eis wurden die Bakterien abzentrifugiert (2200g, 15min, 4°C), das
Zellsediment in 1| eiskaltem Wasser resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Das
Sediment wurde in 500ml eiskaltem Wasser resuspendiert, die Zellen wieder
abzentrifugiert und anschlieBend mit 20ml 10%iger eiskalter Glycerinldsung
gewaschen. Dann wurden die Bakterienzellen in einem Gesamtvolumen von 3-4mi
10%iger eiskalter Glycerinldsung aufgenommen und in Aliquots zu je 40ul auf

Trockeneis schockgefroren und bei -70°C gelagert.
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2.1.3.4 Elektroporation von E. coli-Zellen

Ein Aliquot elektrokompetenter E. coli-Zellen wurde auf Eis langsam aufgetaut, 0,8-
1ul  DNA zugegeben und der Ansatz dann in eine vorgekuhlte
Elektroporationsklvette pipettiert. Die Elektroporation erfolgte mittels einer Gene
Pulser™ Apparatur (Bio Rad) bei einer Spannung von 2,5kV, einer Kapazitat von
25uF und einem Widerstand von 200Q2. Die Zellen wurden anschliel3end sofort in 1ml
LB-Medium suspendiert und 1h bei 37°C geschuttelt. Danach wurden Verdinnungen

des Ansatzes auf Selektivplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.1.3.5 Transformation von superkompetenten E. coli TOP10-Zellen

Falls eine erhohte Transformationseffizienz erwlnscht war, wurden kaufliche

superkompetente E. coli TOP10-Zellen (Invitrogen) verwendet.

Die Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit 2ul Ligationsansatz vermischt und
weitere 30min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen 30s bei 42°C im
Wasserbad geschockt und wieder flur 1min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 250ul
SOC-Medium wurden die Zellen flr 1h bei 37°C geschuttelt und anschlieend in
verschiedenen Verdlinnungen auf Selektivplatten ausplattiert und Gber Nacht bei
37°C inkubiert.

2.1.4  Transformation von H. pylori

H. pylori verfugt zwar Uber eine naturliche Transformationskompetenz, fir die keine
Vorbehandlung der Bakterien notwendig ist (Haas et al, 1993). Die
Transformationseffizienz variierte aber abhangig vom jeweiligen Konstrukt stark, so
dass in manchen Fallen zusatzlich weitere Formen der Transformation durchgefuhrt

wurden.

2.1.4.1 Transformation von H. pylori (nach Haas et al., 1993)

Zur Herstellung des Transformationsansatzes wurden die Bakterien mit einem
Wattestdabchen von der Platte abgenommen, in Brucella-Medium/10% FCS
suspendiert und auf eine ODss59 von 0,2-0,3 eingestellt. Anschlielend wurde jeweils

1ml dieser Suspension zusammen mit 1-3ug DNA in einen Napf einer 24-Napf-
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Zellkulturschale pipettiert und fir 4-8h bei 37°C und 5% CO inkubiert. Danach wurde
der Ansatz auf entsprechende Serum-Selektivplatten ausplattiert und unter
Standardbedingungen 5 Tage inkubiert (Haas et al., 1993).

2.1.4.2 Transformation nach in vitro-Methylierung (nach Donahue et al., 2000)

Die ortsspezifische in vitro-Methylierung von Plasmid-DNA durch einen zellfreien
H. pylori-Extrakt vor der Transformation soll die DNA vor stammspezifischen
Restriktionsenzymen schiitzen und somit die Transformation erleichtern (Donahue et
al., 2000).

Dafur wurde zunachst H. pylori-Extrakt hergestellt, indem die Zellen einer
Flussigkultur (ODssp = 0,6-0,9) abzentrifugiert (2200g, 5min) wurden und das
Bakterienpellet in 5ml Extraktionspuffer suspendiert wurde. Die Zellen wurden dann
auf Eis mittels Ultraschall lysiert und der Ansatz zentrifugiert (15000g, 5min, 4°C).
Der Uberstand wurde abgenommen und darin die Proteinkonzentration nach
Bradford bestimmt (siehe Il 2.4.1).

Der Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 50ul) enthielt 12ug Plasmid-DNA aus einer
QIAGEN-Midi-Praparation (siehe Il 2.3.1.2), 25ul H. pylori-Extrakt (300-400ug
Protein), 10ul Extraktionspuffer sowie 200uM SAM und wurde 1h lang bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe Il 2.4.2) und
eine Ethanolfallung (siehe Il 2.3.12) der Plasmid-DNA durchgefihrt.

Fir die nachfolgende Transformation wurden die Bakterien von Platte abgenommen
und in Brucella-Medium suspendiert. Zu 25pl dieser Zellsuspension (ca. 10'°-10"
Zellen) wurde 1ug der behandelten Plasmid-DNA gegeben, der Ansatz in die Mitte
einer Serum-Platte getropft und diese 4h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Im
Anschlufy daran wurden 100ul Brucella-Medium auf den eingetrockneten Tropfen
pipettiert und mit dem Glasspatel auf der Serum-Platte verteilt. Nachdem die Platte
noch einmal bei 37°C und 5% CO; Uber Nacht inkubiert worden war konnte der
Bakterienrasen mit einem Wattestdbchen abgenommen und in 1ml Brucella-Medium
suspendiert werden. Nach Zentrifugation (2200g, 5min) wurden geeignete

Verdinnungen auf Selektivplatten ausplattiert.
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2.1.4.3 Transformation durch Elektroporation (nach Segal und Tompkins,
1993)

Fir die Transformation mittels Elektroporation (Segal and Tompkins, 1993) wurden
die H. pylori-Zellen einer dicht bewachsenen Serum-Platte in Brucella-Medium
suspendiert und durch Messung der ODss; eine Zellsuspension mit ca. 10° Zellen
hergestellt. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (2200g, 5min), dreimal mit je 1ml
Elektroporationspuffer gewaschen und dann in 40ul Elektroporationspuffer
aufgenommen. Der Ansatz wurde mit 2ug Plasmid-DNA versetzt und in eine
vorgekuhlte Elektroporationskivette Uberflhrt. Die Elektroporation erfolgte in einer
Gene Pulser™ Apparatur (Bedingungen wie in Il 2.1.3.4). AnschlieRend wurden
sofort 950ul PBS zugegeben. Die Zellen wurden abzentrifugiert (2200g, 5min) und
Aliquots auf Serum-Platten ausplattiert, welche Uber Nacht bei 37°C und 5% CO,
bebrutet wurden. Am nachsten Tag wurde der Bakterienrasen mittels Wattestabchen
abgenommen, in Brucella-Medium resuspendiert, die Zellen wie oben beschrieben

abzentrifugiert und Aliquots auf Serum-Selektivplatten ausplattiert.

2.1.5 Konjugation von H. pylori (nach Heuermann und Haas, 1998)

Der Shuttle Vektor pHel2, der sowohl in E. coli als auch in H. pylori replizieren kann,
ist im allgemeinen schlecht transformierbar und wurde deshalb mittels Konjugation
vom E. coli-Donorstamm (2155 auf den H. pylori-Akzeptorstamm Ubertragen
(Heuermann and Haas, 1998). Dazu wurden Donor- und Akzeptorstamm auf
geeignete LB- bzw. Serum-Selektionsplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Bakterien in 1ml Brucella-Medium/10% FCS
resuspendiert und die ODssp der Bakteriensuspensionen bestimmt. Donor- und
Akzeptorstamm wurden im gewunschten Gesamtvolumen im Verhaltnis 1:10
gemischt und der Konjugationsansatz dann abzentrifugiert (2200g, 5min). Der
Uberstand wurde bis auf ca. 30ul verworfen, die Bakterien im Restmedium
resuspendiert und anschlielend auf einen Nitrozellulose-Filter, der auf eine Serum-
Platte gelegt worden war, pipettiert. Nach 3-4h Inkubation bei 37°C und 5% CO;
wurden die Bakterien mit 1ml Brucella-Medium von dem Filter in ein steriles 15ml-
Rohrchen gespult. Der Ansatz wurde auf entsprechende Serum-Selektivplatten

ausplattiert und 5 Tage unter Standardbedingungen inkubiert. Nur der H. pylori-
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Akzeptorstamm kann auf den Serumplatten wachsen, da der E. coli-Donorstamm
DAP-haltige Platten bendtigt.

2.2 Arbeiten mit Zellkulturen

2.2.1  Kultivierung von AGS-Zellen

Die Kultivierung der humanen Magenkarzinomzellinie AGS erfolgte in 75cm?-
Zellkulturflaschen in RPMI-Medium (supplementiert mit 10% FCS) bei 37°C und 5%
CO.. Von einer konfluent gewachsenen Kultur wurde das Medium abgesaugt und die
adharente Zellschicht einmal mit 5ml PBS-Dulbecco’s gewaschen, um Mediumreste
und abgeldste Zellen zu entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen fur etwa 10min
bei 37°C und 5% CO2 mit 2ml Trypsin-EDTA-LOsung (1x) inkubiert, was das Ablésen
der Zellen von der Unterlage bewirkt. Sobald alle Zellen vom Flaschenboden
abgeldst waren (mikroskopische Kontrolle), wurde die Protease durch Zugabe von
2ml RPMI-Medium inaktiviert und 1ml der Zellsuspension zu 10ml frischem
Kulturmedium in eine neue Zellkulturflasche gegeben. Bei einer Verdopplungszeit

der AGS-Zellen von 24h wurde dieser Vorgang jeden zweiten Tag wiederholt.

Fir Infektionsexperimente wurden die AGS-Zellen je nach Bedarf in 6-Napf-
Zellkulturschalen (10cm? Grundfliche und 2ml Medium pro Napf), 24-Napf-
Zellkulturschalen (2cm? Grundfliche und 1ml Medium pro Napf) oder 75cm? -
Zellkulturflaschen (25ml Medium) angezogen. Zellsuspension und Zellkulturmedium
wurden entsprechend der verwendeten Zellkulturschale gemischt, in die Napfe

pipettiert und dann bei 37°C und 5% CO3 bis zur gewlinschten Zelldichte inkubiert.

2.2.2 Infektionsexperimente mit H. pylori

Die Bakterien wurden mit einem Wattestabchen von einer dicht bewachsenen Platte
abgenommen und in Brucella-Medium resuspendiert, anschlieRend wurde die ODssg

gemessen.

Vor Infektion der AGS-Zellen mit den H. pylori-Zellen wurde das Zellkulturmedium

abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt.
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2.2.2.1 Infektion fur Phosphotyrosin-Assay

Auf die konfluent gewachsene AGS-Zellschicht einer 6-Napf-Zellkulturschale (ca.
1x10° Zellen) wurde die H. pylori-Suspension pipettiert, so dass die ODsso im
Infektionsansatz 0,1 betrug, was in etwa einer m.o.i. (multiplicity of infection) von 100
entspricht. Der Ansatz wurde 4h bei 37°C und 5% CO; inkubiert, danach wurde die
Schale auf Eis gestellt und die Zellen 4x mit 1ml PBS pro Napf gewaschen. Dann
wurde jeder Napf mit 1ml PBS* gefillt und die Zellen mit einem Zellkulturschaber
vom Schalenboden abgel6st. Die infizierten Zellen wurden nun abzentrifugiert
(1000g, 10min, 4°C), das Sediment in 30ul PBS* aufgenommen und die Proben dann
im Verhaltnis 1:2 mit SDS-Probenpuffer (2x) gemischt, bevor sie wie unter 1l 2.4.3.1

beschrieben weiterbehandelt wurden.

2.2.2.2 Infektion fur Immunfluoreszenz-Mikroskopie

AGS-Zellen wurden auf Glas-Deckglasern in einer 24-Napf-Zellkulturschale bis zu
einer Konfluenz von ca. 50% kultiviert (ca. 1x10° Zellen pro Deckglas) und mit der H.
pylori-Suspension versetzt (End-ODssp = 0,05; m.o.i. = 100). Die Infektionszeit betrug
je nach Experiment zwischen 30 und 240min bei 37°C und 5% CO,, im Anschluss
daran wurden die Zellen fur die Immunfluoreszenz-Mikroskopie (siehe Il 2.6.2)

vorbereitet.

2.3 Arbeiten mit DNA

Die meisten der in diesem Abschnitt beschriebenen Methoden gehen auf Sambrook

et al. zurtck (Sambrook and Russell, 2001).

2.3.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

2.3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA nach der Koch-Methode (Holmes and
Quigley, 1981)

Diese Methode eignet sich besonders zur Isolierung von Plasmid-DNA aus endAl-
E. coli-Stammen, wohingegen bei endA1*-Stdmmen die isolierte Plasmid-DNA zwar
fur eine anschlieBende Transformation, nicht aber fur eine Restriktionsanalyse

verwendet werden kann.
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Von einer Einzelkolonie, die auf einer antibiotikahaltigen LB-Platte ausgestrichen und
uber Nacht bei 37°C oder 28°C gewachsen war, wurde eine Impfose Zellmaterial in
300ul STET-Puffer suspendiert. Nach Zugabe von 15ul Lysozym-Losung wurde die
Zellsuspension kurz gemischt und fur 5min auf Eis gestellt. Die Proben wurden dann
fur 1min im Wasserbad gekocht und anschlielend abzentrifugiert (20000g, 15min).
Das Sediment, bestehend aus Zelltrimmern und gefallter chromosomaler DNA,
wurde mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers entfernt. Die im Uberstand enthaltene
Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 200ul Isopropanol und 10-minutiger
Inkubation bei -20°C gefallt und dann abzentrifugiert (20000g, 10min). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 500ul 70%igem Ethanol gewaschen, bevor die
Plasmid-DNA schliel3lich in einer Vakuumzentrifuge 15min getrocknet und dann in

50ul sterilem, destilliertem Wasser aufgenommen wurde.

2.3.1.2 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA mit dem , Plasmid Midi
Kit" (QIAGEN)

Um Plasmid-DNA in grolkerer Menge bzw. grollerer Reinheit (etwa fur eine
Sequenzierung, siehe Il 2.3.13) zu gewinnen, wurde das ,Plasmid Midi Kit* von

QIAGEN verwendet und die DNA saulenchromatographisch aufgereinigt.

Die Durchflhrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

2.3.1.3 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA mit dem ,QIAprep Spin
Miniprep Kit* (QIAGEN)

Das ,QlAprep Miniprep® von QIAGEN diente der lIsolierung und Reinigung von
Plasmid-DNA, die anschlieRend fur eine Sequenzierung im Max von Pettenkofer-

Institut (siehe Il 2.3.13) verwendet wurde und erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

2.3.2  Praparation von Plasmid-DNA aus H. pylori

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA aus H. pylori wurde das ,Wizard™ Plus SV

Minipreps DNA-Purifikationssystem® von Promega verwendet.

Die Durchflhrung erfolgte nach Gebrauchanweisung.
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2.3.3  Praparation von chromosomaler DNA aus H. pylori

Die Praparation von chromosomaler DNA aus H. pylori erfolgte mit Hilfe des
»,QIAamp Tissue Kit* von QIAGEN.

Die Durchfuhrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

2.3.4 DNA-Gelelektrophorese

FlUr analytische  Gelelektrophoresen  wurden  Horizontalgele mit  einer
Agarosekonzentration von 0,8-2,0% (whv) je nach gewunschtem
Auftrennungsbereich eingesetzt. Die Agarose wurde durch Aufkochen in 1xTBE-
Puffer geldst und nach Abkihlung auf ca. 50°C in eine 11,5 x 15cm? groRe
Gelkassette gegossen. Ein eingesetzter Kamm diente der Bildung von
Probentaschen. Vor dem Auftragen wurden die DNA-Proben (je nach Kopienzahl des
Plasmids zwischen 1-5ul einer Koch-Praparation, siehe 1l 2.3.1.1) mit ¥2 Volumen
GEBS versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 100V mit 1xTBE als Laufpuffer.
AnschlieRend wurde das Gel 10-15min lang in einer Ethidiumbromidldsung (1mg/l)
gefarbt und die DNA-Banden durch UV-Licht (260nm) sichtbar gemacht. Fur die

Dokumentation wurde ein Videosystem der Firma Polaroid/Intas verwendet.

Die praparative Gelelektrophorese erfolgte mit 1xXTAE-Puffer als Gel- und Laufpuffer
und wurde bei 50V fur 3h oder bei 12V Uber Nacht durchgefuhrt. Die DNA wurde
durch 10-mindtiges Schwenken des Gels in einer 0,1%igen (w/v) Methylenblau-
Ldosung gefarbt. Nach anschlieRendem Wassern konnten die Banden auf einem
Durchlichttisch ausgeschnitten und dann mittels des ,Ultra Clean™ 15 Kit* von Mo

Bio Laboratories aus der Agarose herausgelost werden (siehe Il 2.3.5).

2.3.5 DNA-Fragmentisolierung

Um DNA-Fragmente nach einer praparativen Gelelektrophorese aus dem
Agarosegel herauszuldsen, wurde das ,Ultra Clean™ 15 Kit“ von Mo Bio Laboratories

herangezogen. Die Durchfihrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.
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2.3.6 Restriktion

Die Restriktion von DNA wurde Ublicherweise in einem Volumen von 10ul fir
analytische bzw. 50-80ul fur praparative Zwecke durchgefuhrt. Puffer- und
Reaktionsbedingungen fir die Restriktionsendonukleasen richteten sich dabei nach
den Angaben des jeweiligen Herstellers. Es wurden 0,1-1ug DNA und eine
Enzymmenge von etwa 1-2U/ug DNA eingesetzt. Wenn bei Restriktionen mit
mehreren Enzymen nicht ein und derselbe Puffer verwendet werden konnte, wurde
zwischen den einzelnen Reaktionsschritten eine Zentrifugationsentsalzung
vorgenommen. Zur Inaktivierung der Enzyme wurde jeweils Y2 Volumen GEBS
zugegeben und 10min bei 70°C inkubiert. Danach wurden die Proben auf
analytischen Agarosegelen (siehe Il 2.3.4) Uberprift und vor einer Ligation (siehe |l
2.3.9) durch Zentrifugationsentsalzung oder praparative Agarosegele gereinigt (siehe
I12.3.4).

2.3.6.1 Restriktion mit dem Erase-a-Base'™-System (Promega)

10ug Plasmid-DNA wurden mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten. Eines
der Enzyme muR dabei einen 3’-Uberhang, der nicht von Exonuclease Il verdaut
werden kann, erzeugen, das andere einen 5°-Uberhang oder blunt ends. Da die
Exonuclease Il bereits durch kleine Mengen NaCl inhibiert wird, musste die
geschnittene Plasmid-DNA zunachst durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion
gereinigt und dann mit Ethanol gefallt werden. In einem Gesamtvolumen von 60ul
wurden 5ug DNA mit 6ul 10x Exo llI-Puffer und H,O vermischt und 300-500U/ug
DNA Exonuclease Il zugegeben. Die Reaktion wurde bei 4°C durchgefuhrt, was
einer Geschwindigkeit des Verdaus von 25bp/min entspricht. In Abstanden von
jeweils 1min wurden 5ul des Ansatzes abgenommen und zu 15ul eisgekuhltem S1-
Nuclease Mix pipettiert, wodurch die Reaktion abgestoppt wurde. Gleichzeitig
entfernt die S1-Nuclease verbleibende Einzelstrange. Dann wurden die Proben
30min bei Raumtemperatur inkubiert und schlie3lich die S1-Nuclease durch Zugabe
von 1ul S1-Nuclease Stop Puffer und Inkubation fir 10min bei 70°C inaktiviert. Nach
Ethanol-Fallung wurde die DNA in 9ul TE-Puffer resuspendiert und mit 1ul Klenow
Mix versetzt, die darin enthaltene DNA-Polymerase erzeugt blunt ends. Nach 3-

minutiger Inkubation bei 37°C im Wasserbad wurde 1ul dNTPs zugegeben und flr
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weitere 5min bei 37°C inkubiert. Der Klenow Mix wurde dann durch Inkubation fur
10min bei 65°C inaktiviert. Die Fragmente konnten nun ligiert und in E. coli
transformiert werden, um anschlieRend die entstandenen Deletionen durch

Sequenzierung zu verifizieren.

2.3.7 Dephosphorylierung linearer DNA

Um die Ligationseffizienz von DNA-Fragmenten mit Vektoren, die nur mit einem
Enzym linearisiert worden waren, zu erhohen, wurde das 5°-Ende des Vektors
dephosphoryliert und damit die Anzahl der Ruckliganden stark vermindert. Der
entsalzte Restriktionsansatz wurde mit CIP-Puffer und 1U/ug DNA CIP (alkalische
Phosphatase) versetzt und 30min bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Reaktion durch
Zugabe von SDS und EDTA bis zu einer Endkonzentration von 0,5% (w/v) bzw. 5mM
beendet. Die Phosphatase wurde anschliefiend durch 30-mindtige Inkubation mit
0,1mg Proteinase K bei 56°C verdaut. Der Ansatz wurde mit 10ul GEBS versetzt und
10min bei 65°C inaktiviert. Der Vektor konnte dann nach Durchfihrung einer

Zentrifugationsentsalzung fur die Ligation eingesetzt werden.

2.3.8  Zentrifugationsentsalzung

Die Zentrifugationsentsalzung wurde als ausschlusschromatographisches Verfahren
zur schnellen Abtrennung von Salzen, Nukleotiden, denaturierten Proteinen und
kleinen DNA-Fragmenten eingesetzt. In ein 1,5ml Eppendorfgefall, dessen Boden
mit einer Kanule durchbohrt worden war, wurde zunachst ein Tropfen silikonisierter
Glasperlen gegeben, die der Abdichtung des Loches dienten. AnschlieRend wurden
1,5ml des Saulenmaterials Sephadex G-50 (in wassriger Losung) zupipettiert. Zur
Aquilibrierung wurde die S&ule zentrifugiert (1300g, 2min), nachfolgend mit 100yl
destilliertem Wasser beladen und wieder wie oben beschrieben zentrifugiert. Die zu
entsalzende Probe wurde mit 72 Volumen GEBS gemischt, auf die Saule aufgetragen
und nach erneuter Zentrifugation (1300g, 2min) in einem frischen Eppendorfgefal’

aufgefangen.
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2.3.9 Ligation

Ligationen erfolgten in einem Gesamtvolumen von 10ul bei einer Temperatur von
4°C Uber Nacht oder Uber 4h bei 14°C. Hierzu wurden Ublicherweise 1pl
Ligationspuffer (10x) und 1U T4-DNA-Ligase sowie das zu klonierende DNA-
Fragment in einem 3-4fachen Uberschuss zu der geschnittenen Vektor-DNA

eingesetzt.

2.3.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988) erlaubt die effektive und selektive
Vervielfaltigung einer bestimmten DNA-Sequenz. Die Spezifitat der Reaktion fur die
ausgesuchte Sequenz wird durch die Verwendung von spezifischen Oligonukleotiden
erreicht, die sich nach Hitzedenaturierung der DNA an die Einzelstrange anlagern
und als Primer fir DNA-Polymerasen thermophiler Bakterien dienen. Die hitzestabile
Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus katalysiert nach Zusetzen der vier
Desoxyribonukleotide die Verlangerung des Einzelstrangs vom 3°-Ende aus. Beim
nachfolgenden Denaturierungsschritt trennen sich die entstandenen Doppelstrange
wieder. Dieser Zyklus kann in einem Reaktionsansatz mehrfach wiederholt werden
und die im Uberschuf vorhandenen Oligonukleotide kénnen dadurch nicht nur an die
parenteralen, sondern auch an die neusynthetisierten DNA-Strange hybridisieren.

Auf diese Weise kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation der Ausgangs-DNA.

Ein Reaktionsansatz mit 100ul Gesamtvolumen enthielt Ublicherweise 1-2ng der
Matrizen-DNA (das entspricht in etwa 2ul einer 1:25 verdinnten chromosomalen
DNA bzw. einer 1:100 verdunnten Plasmid-DNA), je 100pmol der Oligonukleotide, je
0,2mM aller dNTPs, PCR-Puffer und 1-2U Expand Taqg-Polymerase.

In der Regel wurde der folgende Reaktionszyklus 25mal wiederholt: Denaturierung
der DNA fur 1min bei 94°C, Hybridisierung der Oligonukleotide fur 2min bei 42-52°C

und Polymerisation fur 2min bei 72°C.

Die entstandenen PCR-Produkte wurden auf einem TBE-Agarosegel analysiert und
die PCR-Fragmente durch eine praparative Gelelektrophorese aufgereinigt, bevor sie

zur Sequenzierung oder Klonierung eingesetzt wurden.
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2.3.10.1 PCR mit dem ExSite™ Mutagenesis Kit (Stratagene)

Dieses Kit diente der Herstellung spezifischer Mutationen in doppelstrangiger DNA.
Nach erfolgter PCR (bei der darauf zu achten ist, dass mindestens einer der beiden
Primer am 5°-Ende phosphoryliert ist, um eine ausreichende Ligationseffizienz zu
erreichen), wurde das PCR-Produkt Uber eine praparative Gelelektrophorese
aufgereinigt und anschlieBend aus dem Gelfragment isoliert. 15ul der in Wasser
geldsten DNA wurden mit 7,5ul H2O und 2,5ul Mutagenese-Puffer gemischt. Dann
wurden 1ul der Endonuklease Dpnl (10U/ul) zugegeben, welche nur methylierte DNA
(also das Ursprungsplasmid) schneidet, sowie 0,5ul Pfu-DNA-Polymerase (2,5U/ul),
die blunt ends erzeugt. Der Ansatz wurde fur 30min bei 37°C und fur weitere 30min
bei 72°C inkubiert und schlielich mit 100ul destilliertem, sterilem H>O, 10ul 10x
Mutagenese-Puffer und Sul 10mM rATP versetzt. 10ul davon wurden durch Zugabe
von 1ul T4-DNA-Ligase ligiert.

2.3.11 Klonierung von PCR-Produkten mittels TOPO-TA-Cloning™

(Invitrogen)

Der Vorteil der Ligation von PCR-Produkten mit dem pCR2.1-TOPO-Vektor
(Invitrogen) mittels des TOPO-TA-Cloning™-Kits liegt in der hohen Effizienz dieser
Ligation auch bei sehr langen PCR-Produkten. Grund dafur ist die Sequenz-
unspezifische terminale Transferase-Aktivitat der Tag-Polymerase, welche bei jeder
Kettenverlangerung Desoxyadenosin (A) an das 3-Ende des PCR-Produkts
anhangt. Der linearisierte pCR2.1-TOPO-Vektor besitzt einen Uberhangenden 3'-
Desoxythymidin-Rest (T) und eine kovalent gebundene Topoisomerase | aus dem

Vaccinia Virus, wodurch die effektive Ligation vermittelt wird.

Nach der Ligation erfolgt die Transformation in die — ebenfalls im Kit enthaltenen —
superkompetenten E. coli TOP10-Zellen (siehe). Transformanten, welche das PCR-
Produkt enthalten, kdnnen kein LacZ mehr bilden. Sie sind daher durch fehlende
Blaufarbung zu erkennen, weil das Substrat X-Gal, das vorher auf der Platte

ausplattiert wurde, nicht mehr umgesetzt werden kann.
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2.3.12 DNA-Fallung mit Ethanol

Diese Methode wurde, z.B. vor einer nachfolgenden Sequenzierung, zur
Konzentrierung und Entsalzung DNA-haltiger Losungen angewendet. Die DNA-
Lésung wurde mit 1/10 Volumen einer 3M Natriumacetat-Lésung und dem 2,5fachen
Volumen Ethanol versetzt und das Gemisch 30min lang bei -70°C inkubiert. Die DNA
wurde abzentrifugiert (20000g, 10min) und nach Verwerfen des Uberstands mit
70%igem Ethanol gewaschen. AnschlieBRend wurde die DNA in einer
Vakuumzentrifuge lyophilisiert und dann entweder zum Sequenzieren verschickt,

oder in gewtinschtem Volumen destilliertem Wasser aufgenommen.

2.3.13 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA nach Sanger, auch Kettenabbruchreaktion genannt,
erlaubt die prazise Bestimmung der Basenabfolge. Das Verfahren entspricht einer
Polymerase-Kettenreaktion, wobei der Reaktionsansatz zusatzlich fluoreszent
markierte Nukleotid-Analoga (Terminatoren) enthalt, deren Einbau in die DNA zum
Kettenabbruch fuhrt. Auf diese Weise entsteht ein Gemisch verschieden langer neu
synthetisierter Strange, an deren 3-Ende sich jeweils ein fluoreszierender
Terminator befindet (verschiedene Fluoreszenzmarker flr die vier verschiedenen
Basen). Werden die Produkte der Sequenzierungsreaktion auf einem Gel der Grolke
nach aufgetrennt, entsteht ein Bandenmuster, aus welchem auf die Position der

einzelnen Basen in der Sequenz geschlossen werden kann.

DNA-Sequenzierungen wurden im Max von Pettenkofer-Institut und in
Zusammenarbeit mit MWG-Biotech (Ebersberg) durchgefiihrt — in diesem Fall
wurden PCR-Produkte vorher mit Ethanol gefallt und eingesetzte Plasmid-DNA Uber

Qiagen-Saulen isoliert und gereinigt (siehe Il 2.3.12 und 2.3.1.2).

Flr Sequenzierungen, die im Max von Pettenkofer-Institut angefertigt wurden,
musste zunachst die Sequenzierungs-PCR angesetzt werden. Der Reaktionsansatz
(Gesamtvolumen 20ul) hierfur enthielt 100ng DNA (PCR-Produkt) bzw. 200-500ng
Plasmid-DNA aus einer QlAprep Spin Miniprep (siehe Il 2.3.1.3) als Matrize, 4ul T
Mix (Big Dye) und 1ul Primer (5pmol/ul). Die Denaturierung der DNA erfolgte 10s
lang bei 96°C, es folgten 5s Hybridisierung des Primers bei 45-60°C und 4min
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Polymerisation bei 60°C. Dieser Reaktionszyklus wurde 25mal wiederholt und der

Reaktionsansatz anschlielfend mit Ethanol gefallt bevor die Sequenzierung erfolgte.

2.4 Arbeiten mit Protein

24.1 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford, 1976)

Der Farbbindungstest nach Bradford diente der Abschatzung der Konzentration

proteinhaltiger Losungen.

Es wurden 100ul der proteinhaltigen Losung nach Zugabe von 1ml Bradford-
Reagenz fur 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Extinktion der
Probe gegen einen entsprechenden Blindwert bei einer Wellenlange von 595nm

gemessen. Fir jede Proteinbestimmung wurde eine Eichkurve mit BSA erstellt.

2.4.2 Phenol-Chloroform-Extraktion

Diese Extraktion ist flr die Entfernung von Proteinen aus einer Losung geeignet.

Dazu wird die Probe zunachst mit gleichem Volumen Phenol versetzt, gut gemischt
und 5min bei 60°C im Heizblock inkubiert. Danach werden die Phasen durch 5-
minutige Inkubation auf Eis entmischt. Nach Zentrifugation (20000g, 2-3min) kann
die wassrige (obere) Phase entnommen und in ein neues Gefald uberfihrt werden.
Es wird gleiches Volumen Chloroform zugegeben, gut gemischt und die Probe zur
Phasentrennung wieder auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation (20000g, 2-

3min) kann die wassrige Phase abgenommen werden.

243  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine kénnen in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli durch das Anlegen eines elektrischen Feldes der Gré3e nach aufgetrennt
und nachfolgend farberisch oder mit Hilfe von spezifischen Antikorpern dargestellt
werden (Laemmli, 1970). Die denaturierten und mit SDS (einem anionischen
Detergenz) behandelten Proteine liegen als Anionen mit gleicher Ladungsdichte vor,

so dass die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld proportional dem
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Molekulargewicht ist. Der Gehalt (%) an Acrylamid bestimmt dabei den

Auftrennungsbereich des Geles.

2.4.3.1 Probenvorbereitung

Zur Herstellung bakterieller Lysate wurde eine Impfose Zellmaterial von Platte
abgenommen, in 150ul Wasser suspendiert und 150ul SDS-Probenpuffer (2x)
zugegeben. Vor dem Auftragen wurden die Proben 10min bei 95°C gekocht und
abzentrifugiert (20000g, 2min).

2.4.3.2 Durchfuhrung der Gelelektrophorese

Analytische Gelelektrophoresen wurden mit dem vertikalen Gelelektrophoresesystem

Mini-Protealll™

von BioRad durchgefiihrt. Das Trenngel (je nach Anwendung 6, 8,
10 oder 12%ig) wurde bis 3cm unter den Rand in die Glaskassette gegossen und mit
Wasser uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das uUberstehende Wasser
abgezogen und das zuvor angesetzte Sammelgel (5%) eingeflllt. Das Sammelgel
diente als obere Phase des Geles dem besseren Einlaufen und dem Konzentrieren
der Proteine an der Gelgrenzflache. Zur Ausbildung von Geltaschen wurde ein
Kamm eingesetzt, der nach erfolgter Polymerisation entfernt wurde. Die Gelkassette
wurde in die Elektrophoresegelkammer eingesetzt, diese mit Elektrophoresepuffer
gefullt und die Taschen grundlich gespult. AnschlieBend wurden 5-10ul der
Proteinproben aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte ca. 2h bei einer Spannung von

120V.

Trenngel (fir 5ml) [ml] Sammelgel (fir 1ml) [ml]
6% 8% 10% 12% 5%

Acrylamid/Bis (30%) 1,0 1,3 1,7 2,0 0,17
Trenngelpuffer 1,3 1,3 1,3 1,3 -

Sammelgelpuffer - - - - 0,13
H,O 2,6 2,3 1,9 1,6 0,68
SDS (10%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,01
APS (10%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,01
TEMED 0,004 0,003 0,002 0,002 0,001
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24.4 Western Blot

Es wurde ein Blotverfahren nach Towbin (1979) durchgefuhrt. Dabei werden
gelelektrisch aufgetrennte Proteine (siehe |l 2.4.3.2) vom Polyacrylamidgel
elektrophoretisch auf Nitrozellulose- oder PVDF-Membranen Ubertragen (Towbin et
al., 1979). In diesem Fall erfolgt der Transfer mittels eines Semi-Dry-
Graphitplattensystems. Auf den Tragermembranen erfolgt dann der Nachweis

einzelner Proteine mit Hilfe von spezifischen Antikorpern.

2.4.4.1 Allgemeiner Western Blot-Assay

Auf die Graphitanode wurde ein Stapel aus zwei dicken und zwei dinnen
Filterpapieren sowie die Nitrozellulose-Membran gelegt, wobei alle Schichten vorher
in Western-Transferpuffer getrankt worden waren. Nachdem das Gel aus der
Elektrophoreseapparatur entnommen und das Sammelgel entfernt worden war,
wurde es (luftblasenfrei) auf die Membran gelegt. Es folgten wiederum zwei dinne
und zwei dicke in Transferpuffer getrankte Filterpapiere, dann wurde die

Graphitkathode aufgebracht. Der Proteintransfer erfolgte 1h bei 1mA/cm?.

Um unbesetzte Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde diese flr
mindestens 30min in 5ml TBS/3% (w/v) BSA (in 50mlI-Réhrchen) geschwenkt. Dann
wurde der erste Antikorper in entsprechender Menge appliziert und die Membran
Uber Nacht bei Raumtemperatur auf dem Rollmischer inkubiert. Uberschissiger
Antikdrper wurde durch Waschen mit 5ml TBS/0,5% (v/v) Tween20 (3x fur je 5min)
entfernt. Anschliel3end konnte der zweite Antikorper (POX-gekoppelt) bzw. Protein A
(AP-gekoppelt) zugegeben werden. Nach 1h Inkubation bei Raumtemperatur wurde

erneut dreimal 5min lang wie oben beschrieben gewaschen.

Entwicklung mit AP-Konjugaten

Die Membran wurde in einer Plastikschale in 10ml Detektionsldsung geschwenkt.
Sobald die Proteinbanden gut sichtbar waren, wurde die Reaktion durch ausgiebiges

Waschen mit Wasser gestoppt.
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Entwicklung mit POX-Konjugaten

Wenn mit POX-Konjugaten gearbeitet wird, kdénnen Western LightningT'\’I
Detektionsreagenzien fir Western Blot (PerkinElmer Life Sciences) verwendet
werden, die eine sensitivere Detektion von Proteinbanden Uber Chemilumineszenz

ermoglichen.

Dazu wurden je 3ml der beiden Detektionsldsungen (Western Lightning™ oxidizing
bzw. enhanced luminol reagent) in eine Plastikschale pipettiert und die Membran flr
1min darin geschwenkt. Dann wurde die getrankte Membran in eine
Expositionskassette gelegt und eine durchsichtige Folie luftblasenfrei daribergeklebt,
so dass keine Flussigkeit mehr austreten konnte. In der Dunkelkammer wurde dann
ein Rontgenfilm Uber die Membran in der Expositionkassette gelegt und 10, 30 oder

60s lang belichtet, bevor der Film entwickelt wurde.

2.4.4.2 Phosphotyrosin-Assay

Zum Nachweis tyrosinphosphorylierter Proteine wurde ein Phosphotyrosin-Assay mit
a-P-Tyr mAK PY99 durchgefuhrt.

Der Blotaufbau entspricht dem in 1l 2.4.3.1, jedoch wurden die beiden unteren dicken
Filterpapiere in Anodenpuffer 1 getrankt, die folgenden dinnen Filterpapiere in
Anodenpuffer 2. Die anstelle der Nitrozellulose-Membran verwendete PVDF-
Membran wurde zunachst mit Methanol befeuchtet und dann ebenfalls in
Anodenpuffer 2 getrankt, die oberen Lagen Filterpapier alle in Kathodenpuffer. Der

Transfer erfolgte 1%4h bei 1mA/cm?.

Zur Blockierung unbesetzter Bindungsstellen wurde die Membran uber Nacht in 5ml
Absattigungspuffer inkubiert. Dieser Puffer wurde anschlieRend verworfen und der
Antikdrper PY99 1:1000 in 5ml Verdunnungspuffer gegeben. Nach 1%zh
Hybridisierung wurde 2h lang gewaschen, wobei der Waschpuffer alle 15min
gewechselt wurde. Danach wurde die Membran mit dem sekundaren Antikorper a-
Maus-1gG-POX (1:2500 in 5ml Verdinnungspuffer) 1h auf dem Rollmischer inkubiert.
SchlieRlich wurde dreimal je 10min gewaschen und mit der Western Lightning™

Detektionsreagenz von PerkinElmer entwickelt (siehe 11 2.4.3.1).
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2.5 In vitro-Phosphorylierung (verandert nach Asahi et al., 2000)

Bei Deletionsmutanten wurde die Phosphorylierbarkeit ihrer verkirzten CagA-
Proteine in vitro (iberpriift (Asahi et al., 2000). Die AGS-Zellen zweier 75cm?
Zellkulturflaschen (ca. 2x10” Zellen) wurden mit PBS* gewaschen, mit Hilfe eines
Zellschabers vom Flaschenboden abgekratzt und nach Uberfiihrung in ein steriles
Réhrchen abzentrifugiert (1000g, 5min, 4°C). Danach wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen und die Zellen in 300ul eisgekuhltem RIPA-Puffer lysiert. Die H. pylori-
Zellen wurden mit einem Wattestdbchen von der Platte abgenommen, in
Brucella/10% FCS suspendiert und die ODssp entsprechend einer Zellzahl von ca.
3x10°%ml eingestellt. Die 1,5x10® Bakterien wurden nach Zentrifugation (2200g, 5min)
in 22,5yl eisgekuhltem RIPA-Puffer lysiert und anschlielend 22,5ul des AGS-
Zellysats und 5ul 10x Phosphorylation Reaction Buffer zugegeben und der Ansatz
60min bei 4°C inkubiert. Schliel3lich wurde noch SDS-Probenpuffer (5x) zugegeben,
bevor die Proben wie in Il 2.3.4.1 weiterbehandelt wurden.

2.6 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

2.6.1 Immunfluoreszenz mit ganzen Bakterien

Die Napfe einer 24-Napf-Zellkulturschale wurden mit runden Deckglasern versehen.
Je 1ml der Bakteriensuspension in PBS (ODssp = 0,01) wurden zugegeben, dann
wurden die Bakterien auf die Deckglaser zentrifugiert (3000g, 5min). Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und die Zellen 30min bei Raumtemperatur mit 3%
(w/v) PFA (in PBS) fixiert. Es wurde zweimal mit je 1ml PBS gewaschen, dann
erfolgte die Zugabe von 1ml Blockierungslésung pro Napf (Einwirkdauer 15min bei
RT). Auf Parafilm wurden 50ul-Tropfen des ersten Antikorpers vorgelegt und die
Deckglaser mit Hilfe einer Pinzette — mit der Bakterienseite nach unten — auf die
Tropfen aufgebracht. Bei Raumtemperatur wurde 1h inkubiert, wobei der Ansatz
durch Abdeckung mit einer Schachtel vor Verdunstung geschutzt war. Nach
dreimaligem Waschen in je einem 250ul-Tropfen PBS wurden die Deckglaser auf
einen 50ul-Tropfen des zweiten Antikorpers gelegt (1h, RT). Danach wurde erneut
dreimal gewaschen und die Deckglaser schlielich mit der Bakterienseite nach unten

auf je einen kleinen Tropfen Fluoprep (auf einem Glasobjekttrager) gedrickt. Die
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Proben wurden ca. 1h bei RT im Dunkeln getrocknet und konnten dann mittels eines

Immunfluoreszenz-Mikroskops (Leica) mit Kameraaufsatz beurteilt werden.

2.6.2 Doppelimmunfluoreszenz zum Nachweis von Proteinen im AGS-

Zellplasma

Die Doppelimmunfluoreszenz bietet die Moéglichkeit mit Hilfe zweier Antikorper mit
unterschiedlicher Fluoreszenz verschiedene Proteinstrukturen gleichzeitig sichtbar zu
machen. Falls die Antikorper aus verschiedenen Tieren stammen, kann die
Inkubation in einem Ansatz erfolgen, sonst mussen die Reaktionen nacheinander

durchgefuhrt werden.

Wie unter Il 2.2.2.2 beschrieben wurden die AGS-Zellen fur Infektionsexperimente
mit anschlieRender Immunfluoreszenz-Mikroskopie in 24-Napf-Zellkulturschalen auf
Deckglasern kultiviert und infiziert. Die nicht an AGS-Zellen haftenden Bakterien
wurden durch dreimaliges Waschen mit je 1ml PBS entfernt und anschlieRend die
Zellen und adharenten Bakterien durch Zugabe von 0,5ml 3% (w/v) PFA (in PBS)
fixiert (1h, 4°C). Um intrazellulare Proteine flr den Antikérper zuganglich zu machen
und somit nachweisen zu konnen, wurden die Zellen nach erneutem dreimaligem
Waschen mit je 1ml PBS mit 0,5ml 0,1% (v/v) TritonX-100 (in PBS) 10min
permeabilisiert. Danach wurde dreimal mit je 1ml PBS gewaschen und zum
Absattigen unspezifischer Bindungsstellen mit 0,5ml Blockierungslésung 5min
inkubiert. Jedes Deckglas wurde auf einen auf Parafilm vorgelegten 50ul-Tropfen des
ersten Antikorpers (a-M45 1:50, a-Hp (AK175) 1:500) gelegt (Bakterienseite nach
unten) und 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in je
einem 250pl-Tropfen PBS wurden die Deckglaser auf je einen 50ul-Tropfen des
zweiten Antikorpers (TRITC-gekoppelter a-Maus-IgG 1:500, FITC-gekoppelter o-
Kaninchen-lIgG 1:500) gebracht (1h, RT). Nach erneutem dreimaligem Waschen in
PBS wurden die Deckglaser auf einen Tropfen Fluoprep (auf Glasobjekttragern)
gelegt und angedrickt. Die Objekttrager wurden ca. 1h lang im Dunkeln getrocknet

und dann mittels Fluoreszenz-Mikroskopie ausgewertet.
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1] Ergebnisse

1 Translokation eines Typ IV-unabhangigen Proteins

mittels cagA

Bei der Untersuchung eines madglichen Sekretionssignals stellt sich nicht nur die
Frage nach Sequenzen, die fur die Translokation notwendig sind, sondern auch
welcher Teil des Proteins hierfir hinreichend ist, d.h. ob beispielsweise die C- oder
N-terminale Halfte allein bereits den intrazellularen Transport zum Sekretionsapparat
erlaubt und die Translokation des Proteins gewahrleistet. Zu diesem Zweck sollte
versucht werden, ein bakterienfremdes, Typ |V-unabhangiges Protein durch Fusion
mit einer CagA-Halfte in eine AGS-Zelle zu translozieren, wobei das bakterienfremde

Protein als Reporterprotein fungieren sollte.

1.1 Herstellung N-terminaler und C-terminaler Fusionen des
CagA-Proteins mit GFP

Um einen ersten Eindruck davon zu bekommen, welche Rolle der N-, bzw. der C-
Terminus des CagA-Proteins beim Transport zum Typ IV-Sekretionsapparat oder der
Translokation selbst spielt, wurden Fusionen des CagA-Proteins mit dem GFP
(green fluorescent protein) angefertigt. In einigen Sekretionssystemen erwiesen sich
Fusionen mit GFP als translozierbar (Jacobi et al., 1998). Dieses Protein, das als
Marker fur die Genexpression oder als Tag fur die Bestimmung der Lokalisation von
Proteinen verwendet werden kann, kann durch Fluoreszenz-Mikroskopie einfach

detektiert werden und eignet sich daher als Reporterprotein.

Zur Herstellung der Fusionen wurden translationale Fusionen des cagA-Gens mit
dem gfpmut2-Gen (Cormack, 1996) erzeugt, welches das Griun Fluoreszierende
Protein aus der Qualle Aequorea victoria kodiert. Dieses mutierte GFP hat ein im
Vergleich zum Wildtyp-GFP verschobenes Maximum der Anregungswellenlange und
in E. coli zusatzlich eine effizientere Faltung. Beides tragt dazu bei, dass die
Fluoreszenz dieses Proteins gegeniber dem Wildtyp-GFP um ein vielfaches

gesteigert ist, was die Detektion erleichert.
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Von dem gfpmut2-Plasmid (Cormack, 1996) wurde das gfpmut2-Gen in einer PCR
mit Hilfe der Primer WS79 und WS80 ohne Startcodon amplifiziert. Anschliefl3end
wurde das PCR-Produkt Gber Bglll und Kpnl-Restriktionsschnittstellen in das Plasmid
pJP66 eingesetzt, wodurch das Plasmid pWS122 entstand (siehe Abb. Ill.1). Die

cagA(5)-gfp-Fusion wurde dabei hinter den cagA-Promotor (Pcaga) kloniert.

Um das gfpmut2-Gen an die hintere cagA-Halfte zu fusionieren und somit gfp-
cagA(3’) zu erzeugen, musste ein DNA-Fragment amplifiziert werden, welches einen
Promoter sowie das gfpmut2-Gen ohne Stopcodon enthielt. Dazu wurden das
Primerpaar WS81 und WS89 und als Template pDH80 (Heuermann et al. 1998)
verwendet und das PCR-Produkt mit Clal und Bglll verdaut. Auf diese Weise wird die
gfp-cagA(3")-Fusion unter der Kontrolle des Flagellin-Promotors (Psa) aus H. pylori
exprimiert (siehe Abb. IlIl.1). Da das P12-cagA-Gen des Vektors pJP66 mehrere
Bglll-Schnittstellen enthalt, musste das PCR-Produkt stattdessen in pJP55 kloniert
werden. Es resultierte pWS130. Das Plasmid pJP55 enthalt das cagA-Gen des
komplett sequenzierten Stammes 26695 (Tomb et al., 1997) mit nur einem Bglll-
Schnitt.

Bglll
I
—_— |

cagA (bp 1-3642)

I [ ] pWS122
cagA (bp 1-1839) ofp

[ | ] pWS130
afp cagA (bp 1840-3642)

Abb. lll.1: Aufbau der Genfusionen von cagA mit gfp.

Das gfpmut2-Gen wurde nach PCR Uber einen im cagA-Gen gelegenen Bglll-Schnitt an das 3" bzw.
5’-Ende des cagA-Gens fusioniert. Auf diese Weise entstanden das Plasmid pWS122, in dem die
cagA-gfp-Fusion unter der Kontrolle des cagA-Promotors steht und pWS130, welches den fla-
Promotor besitzt.

Die Konstrukte wurden nach Transformation in E. coli zur Kontrolle mit Pstl und
EcoRV restringiert. Im Western Blot zeigte sich eine stabile Produktion der
Fusionsproteine und die grune Fluoreszenz der Bakterien auf Platte war deutlich

erkennbar.
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Nachdem die Shuttle-Plasmide pWS122 und pWS130 mittles Konjugation in eine
H. pylori-cagA-Mutante Ubertragen worden waren, fand wiederum eine Analyse der
Expression der Fusionsproteine im Western Blot statt. Beide Fusionsproteine wurden
in H. pylori gebildet (siehe Abb. 111.2).

Bei der mikroskopischen Untersuchung zeigte die GFP-Fluoreszenz der mit N- bzw.
C-terminalen = GFP-Fusionen  komplementierten H. pylori-Stdmme  einen
reproduzierbaren Unterschied in der Verteilung innerhalb der Bakterien. Wahrend
das GFP-CagA(C-term.)-Fusionsprotein gleichmalig im gesamten Zytoplasma der
Bakterienzelle verteilt war, wiesen die Zellen mit der CagA(N-term.)-GFP-Fusion
punktférmige Fluoreszenzen auf. Diese Beobachtung konnte auf ein N-terminal
lokalisiertes Translokationssignal hindeuten. Auch eine Interaktion zwischen den N-

terminalen Regionen von CagA-Proteinen ware denkbar (siehe Abb. 111.2).

P12 P12AcagA P12AcagA P12 P12AcagA P12AcagA
[PWS122] [PWS122] [PWS130] [PWS130]
kDa kDa
o
116 — 116 —
o
-+
ao-CagA (N-term.) o-CagA (C-term.)

Abb. 1ll.2: CagA-GFP-Fusionen werden stabil produziert und weisen eine charakteristische
intrazellulare Verteilung auf.

Mit Zellysaten der Hp-Stdmme P12AcagA[pWS122] und P12AcagA[pWS130] wurde ein Western Blot
durchgefiihrt, wobei als Antikérper einmal der gegen den N-Terminus und einmal der gegen den C-
Terminus gerichtete a-CagA-Antikdrper eingesetzt wurden.

Die Bilder der Fluoreszenzmikroskopie zeigen die unterschiedliche Verteilung der beiden
Fusionsproteine in H. pylori. Wahrend das GFP-"CagA-Fusionsprotein gleichmaRig innerhalb der Zelle
verteilt ist, zeigt das CagA’-GFP-Fusionsprotein punktférmige Anhaufungen.

AGS-Zellen wurden mit den H. pylori-Stammen, die die Plasmide pWS122 und
pWS130 enthielten, infiziert und anschlieRend im Fluoreszenz-Mikroskop untersucht.
Es konnte jedoch keine GFP-Fluoreszenz in den Epithelzellen festgestellt werden
(Ergebnisse nicht dargestellt). Moglicherweise verhindern die starre p-Fass-
Tertiarstruktur des GFP-Proteins oder dessen chemisch-physikalische Eigenschaften

die Translokation der Fusionsproteine.
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Das warf die Frage auf, ob die Fusionsproteine auch mit der Translokation des
Wildtyp-CagA-Proteins interferieren wirden. Die Konstrukte pWS122 und pWS130
wurden in den Wildtyp-Stamm P1 transferiert, um eine Koexpression der cagA(5’)-
gfp- bzw. gfp-cagA(3°)-Fusionen und des Wildtyp cagA-Gens zu erreichen. Abb. 111.3
demonstriert, dass jeweils beide Proteine in vergleichbarer Menge produziert
wurden. Wie aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse der Fluoreszenz-
Mikroskopie zu erwarten war, konnte keines der beiden Fusionsproteine nach AGS-
Zellinfektion in phosphorylierter Form nachgewiesen werden. Interessanterweise
ubte die GFP-CagA(C-term.)-Fusion — nicht jedoch die CagA(N-term.)-GFP-Fusion —
zusatzlich einen dominant-negativen Effekt auf die Translokation und
Tyrosinphosphorylierung des Wildtyp-CagA-Proteins aus. Angenommen dieser
dominant-negative Effekt beruht auf der Blockierung des Sekretionsapparates durch
das GFP-Protein, so spricht dies (im Gegensatz zu der obigen Beobachtung) flr ein

C-terminal gelegenes Translokationssignal.

N
AR A
W 9 & W %) %)
\30 $ $ &O $ $
S LR & L &
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kDa kDa
122 — ; 122 —
——y A o
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71— 71—
banbame I W - — —
oa-CagA o -PTyr

Abb. IIl.3: Die GFP-CagA-Fusion bt einen dominant-negativen Effekt auf die Translokation des
Wildtyp-CagA-Proteins aus.

Der in der Abbildung links dargestellte Western Blot, der mit einem a-CagA-Antikorper durchgefihrt
wurde zeigt, dass beide Fusionsproteine (Pfeile) sowie das Wildtyp-CagA in vergleichbaren Mengen
produziert werden. AGS-Zellen wurden mit dem Wildtyp-Stamm P1 bzw. einem das Plasmid pWS122
oder pWS130 enthaltenden P1-Stamm infiziert. Bei der Kontrolle wurden die Zellen nicht infiziert. In
dem anschlieRend durchgefuhrten Western Blot, bei dem der Phosphotyrosin-Antikdrper PY99
verwendet wurde stellte sich heraus, dass lediglich die GFP-CagA-Fusion, nicht jedoch die CagA-
GFP-Fusion einen dominant-negativen Effekt auf die Translokation des Wildtyp-CagA-Proteins
ausubt.
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1.2 Fusionen mit der Cre-Rekombinase

Nachdem sich gezeigt hatte, dass eine Translokation des GFP Uber das Typ IV-
Sekretionssystem von H. pylori nicht moéglich ist, sollte die Cre-Rekombinase aus
dem Bakteriophagen P1 zusammen mit einer Kern-Lokalisationssequenz eingesetzt
werden. Dieses Reporterprotein funktioniert nur in der Eukaryontenzelle, nicht jedoch
in Bakterien. Bei erfolgreicher Translokation eines Cre-CagA-Fusionsproteins sollte
dieses in den Kern der Zielzelle (eine AGS-Zelle mit entsprechender chromosomaler
Reportergen-Insertion) transportiert werden und dort als ortsspezifische
Rekombinase fungieren, die durch Exzision eines durch sog. lox-Sequenzen

flankierten DNA-Fragments ein Luziferase-Reportergen aktiviert.

Die Cre-Rekombinase konnte bereits erfolgreich tUber das Typ IV-Sekretionssystem
von A. tumefaciens in eine Wirtszelle geschleust werden (Vergunst, 1998). Durch
Fusionen des Reporterproteins mit den Effektorproteinen VirE2, VirE3 und VirF
konnte die C-terminale Region dieser Proteine als flr die Sekretion unerlasslich
charakterisiert werden (Vergunst, 2000; Schrammeijer 2003). Des weiteren wurde
gefunden, dass die 50 C-terminalen Aminosauren von VirE2 und VirE3 fur die

Translokation des Reporterproteins ausreichten (Vergunst, 2003).

Zur Herstellung der cre-cagA(3°)-Fusion wurde das cre-Gen mittels PCR ohne
Stopcodon amplifiziert. Der Vektor pM301 (W. D. Hardt, unveréffentlicht) diente dabei
als Matrize. Als Primer wurden einmal WS174 und WS176 und in einem zweiten
Ansatz  WS175 und WS176 eingesetzt, wobei WS175 mit einer
Kernlokalisationssequenz versehen war, die spater den Transport des
Fusionsproteins in den Kern der Zielzelle erleichtern sollte. Die Plasmide pWS173
und pWS175 entstanden durch Ligation der Ndel/Bglll geschnittenen PCR-Produkte
mit dem Vektor pWS130.

Mit Hilfe der Primerpaare WS174/WS180 bzw. WS175/WS180 (ohne bzw. mit
Kernlokalisationssequenz) wurde das cre-Gen vom Vektor pM301 mitsamt des
Stopcodons amplifiziert und das PCR-Produkt Uber die Schnittstellen Ndel/BamHI in
das Plasmid pJP104 kloniert. Auf diese Weise entstanden pWS174 und pWS183,
welche die cagA(5")-cre-Fusion enthalten.

Nachdem die Konjugation dieser Shuttle-Plasmide in die H. pylori-cagA-Mutante trotz
mehrfacher Versuche scheiterte, wurden die Plasmide pWS173 und pWS175 Uber
BamHI und Ndel in den recA-Integrationsvektor pWS171 (siehe Il 1.2) umkloniert
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(pWS181, 182). Doch auch die Transformation von H. pylori mit diesen Plasmiden
erwies sich als schwierig, selbst Transformationen nach in vitro-Methylierung (siehe
II 2.1.4.2) oder mittels Elektroporation (siehe Il 2.1.4.3) blieben erfolglos. Da als
mdgliche Ursache eine fur die H. pylori-Zellen schadliche Funktion der gebildeten
Cre-Rekombinase in Betracht kam, wurde das cre-Gen des Plasmids pWS173 durch
Einflhrung eines frame shifts inaktiviert. Zu diesem Zweck wurde pWS173 mit dem
Restriktionsenzym Pvul verdaut, da diese Schnittstelle nur im cre-Gen enthalten ist.
Die 3'-Uberhangenden Enden wurden anschliefend durch eine T4-DNA-Polymerase
aufgeflllt und die entstandenen blunt ends ligiert. Die auf diese Weise herbeigefihrte
Anderung des Leserahmens verhinderte die Expression des cre-Gens, was im

Western Blot gezeigt werden konnte (siehe Abb. I11.4).

kDa Abb. llIl.4: Kontrolle des in das Plasmid pWS173
eingeflihrten frame shifts zur Inaktivierung von cre.
118 — Es wurde ein Western Blot mit dem a-CagA-Antikérper
— 4 - AK257 durchgefihrt. Aufgetragen wurden (von links):
85— | B das Lysat des E. coli-Stammes DH5a[pWS173], das
- Lysat eines E. coli TOP10-Stammes ohne Plasmid (als
. Kontrolle) sowie mit pWS173 nach Einfihrung des
: frame shifts. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Verschiebung des Leserahmens erfolgreich war und in
diesem Stamm kein Cre-CagA-Fusionsprotein mehr

a -CagA gebildet wird.

46 —

Nach Konjugation des neuen Konstruktes in H. pylori waren nun bis zu 180
Chloramphenicol-resistente Klone nachweisbar, ein deutliches Zeichen dafur, dass
die Cre-Rekombinase tatsachlich einen toxischen Effekt auf die H. pylori-Zellen
gehabt hatte und dieser durch die Inaktivierung des cre-Gens beseitigt worden war.
Bei einigen der Konjuganten wurde zur Kontrolle das Plasmid mittels des Wizard™
Plus SV Minipreps DNA-Purifikationssystems von Promega (siehe Il 2.3.2) reisoliert
und das Verschwinden der Pvul-Schnittstelle nochmals in einem Restriktionsverdau

mit Pvul/HindlIl Gberpruft.

Die Cre-Fusionen fanden aufgrund der Toxizitat der Cre-Rekombinase folglich keine
weitere Verwendung bei Versuchen zur Translokation eines bakterienfremden

Proteins mittles des CagA-Proteins.
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1.3 Fusionen mit dem M45-Tag

In Versuchen mit Salmonella typhimurium konnte der M45-Tag zur Detektion von
Typ lll-abhangig translozierten Proteinen eingesetzt werden (Rissmann et al., 2001).
Dieses Epitop, das vom E4-6/7-Protein aus dem Adenovirus abgeleitet wurde und
aus einer Sequenz von nur 18 Aminosauren besteht, sollte durch seine geringe
Grolde den Vorteil haben, auch den Typ IV-Sekretionsapparat passieren zu kdnnen.
Nach erfolgter Translokation sollte das Fusionsprotein durch den spezifischen
Antikérper o-M45 (Obert et al., 1994) in einer Immunfluoreszenz-Mikroskopie

sichtbar gemacht werden.

Durch Hybridisierung der Primer WS219 und WS220 entstand die M45-Sequenz mit
uberhangenden Enden. Diese wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel und Bglll
nachgeschnitten und der Tag in das Plasmid pWS130 eingesetzt. Das auf diese
Weise hergestellte Plasmid pWS210 enthdlt eine durch den flaA-Promotor
kontrollierte m45-cagA(3’)-Fusion, wobei die cagA-Halfte (bp 1840-3642) aus Hp
26695 stammt. Um zusatzlich ein vom cagA-Promotor reguliertes Fusionsprotein zu
erhalten, wurde der cagA-Promotor von chromosomaler P12-DNA in einer PCR mit
den Primern WS158 und WS242 amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde Uber die
Schnittstellen Clal/Ndel in pWS130 kloniert und ersetzt im entstandenen Vektor
pWS228 den flaA-Promotor (siehe Abb. 1l1.5).

Des weiteren wurde pWS218 erzeugt, welches im Gegensatz zu den oben
genannten Plasmiden pWS210 und pWS228 das cagA-Gen (bp 2195-3642) aus dem
H. pylori-Stamm P12 enthalt. Zu diesem Zweck wurde eine PCR mit dem Primerpaar
WS228/JP67 und chromosomaler DNA aus Hp P12 als Matrize durchgefuhrt. Das
PCR-Produkt wurde mit BamHI und Kpnl verdaut und in das Bglll/Kpnl restringierte
Plasmid pWS210 ligiert (siehe Abb. 111.5).

= | M45-CagAA1-613 (pWS210, pWS228)

O | M45-CagAA1-732 (pWS218)

O | M45-CagAA1-1019 (pWS220)

Abb. lI1.5: Graphische Darstellung der M45-CagA-Fusionsproteine.

Angegeben ist die Lokalisation des deletierten Bereiches (als in der Sequenz fehlende Aminosauren)
sowie die zugehdrigen Plasmide.
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SchlieRlich wurde mit pWS220 eine m45-cagA(3°)-Fusion mit noch klrzerem cagA-
Fragment (bp 3057-3642) hergestellt. Hierfir wurde dieses Fragment mittels Bglll
und Kpnl aus dem Vektor pWS218 herausgeschnitten und in pWS210 kloniert (siehe
Abb. 111.5).

Samtliche entstandenen Konstrukte wurden in E. coli transformiert und zur Kontrolle
in Restriktionsanalysen untersucht. Die Lysate korrekter E. coli-Stamme wurden im
Western Blot sowohl mit dem a-CagA als auch mit dem a-M45-Antikorper getestet.
Dabei zeigte sich, dass die Fusionsproteine in E. coli gebildet werden und das M45-

Epitop vom a-M45-Antikdrper erkannt wird (Ergebnisse nicht dargestellt).

Nach Ubertragung der Plasmide in H. pylori (P76 bzw. P12AcagA) wurde erneut ein
Western Blot mit beiden Antikorpern durchgeflhrt und auch in diesem Fall konnte die

Expression der m45-cagA(3°)-Fusionen gezeigt werden (Abb. 111.6).

kDa

47 — Abb. IIl.6: Nachweis der Produktion
der M45-CagA-Fusionen.

a-CagA Zellysate der die Plasmide pWS228, 220

36 — und 218 enthaltenden H. pylori-Stamme

P76 und P12AcagA wurden in einem

Western Blot sowohl mit dem a-CagA-

Antikérper AK257 als auch mit dem o-

kDa S M45-Antikérper behandelt. Wihrend die

47 — . sehr kurze M45-CagA(A1-1019)-Fusion

von pWS220 nur von dem a-M45-

o-M45 Antikorper erkannt wird, lasst sich die

Expression der anderen  beiden

36 — Fusionsproteine mit beiden Antikdrpern
nachweisen.

Es wurde eine Immunfluoreszenz mit den mit M45-markierten cagA-
Deletionsmutanten und dem Wildtyp-Stamm Hp P12 als Kontrolle durchgefuhrt. Nach
erfolgter Translokation sollte das verklrzte CagA als rote Fluoreszenz in den AGS-
Zellen sichtbar sein, die Bakterien wurden zusatzlich mit dem a-Hp-Antikorper AK175

gegengefarbt. Es waren jedoch keine rot fluoreszierenden Bereiche aulierhalb der
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Bakterien erkennbar. In spateren Versuchen konnte bei einem kompletten CagA-
Protein, das an seinem N- bzw. C-Terminus den M45-Tag enthielt, die Translokation
mit dieser Methode nachgewiesen werden. Somit kann davon ausgegangen werden,
dass die N-terminalen Deletionsmutanten nicht mehr transloziert werden konnen.
Weitere Versuche, zum Beispiel mit einem im mittleren Bereich des Proteins

eingefugten Tag, konnten mehr Aufschluss bringen.

2 Lokalisation des Translokationssignals

Um genauere Aussagen zur Lokalisation des Translokationssignals auf dem CagA-
Protein machen zu konnen, wurden gezielte in frame-Deletionen des cagA-Gens
erzeugt und in H. pylori zur Expression gebracht. Die Bakterien mit den so
veranderten CagA-Proteinen wurden dann auf ihre Fahigkeit untersucht, CagA noch
zu translozieren, wobei die in der Wirtszelle stattfindende Tyrosinphosphorylierung
als Nachweis fur die Translokation diente. Um bei fehlender Tyrosinphosphorylierung
die Moglichkeit einer Translokation ohne nachfolgende Phosphorylierung in der
Epithelzelle auszuschlieBen, wurde in einer in vitro-Phosphorylierung die

Phosphorylierbarkeit der CagA-Mutanten Uberprift (siehe 11l 2.1).

Als Ausgangskonstrukte flr die Herstellung der cagA-Deletionen dienten
verschiedene Plasmide (pJP66, pJP78 und pJP104 — in der Arbeitsgruppe bereits
vorliegend), die das cagA-Gen aus dem H. pylori-Stamm P12 enthalten. Zur
Herstellung dieser Vektoren war das cagA-Gen, nachdem es durch die Primer JP28
und HK3 in einer PCR amplifiziert worden war, Uber die Restriktionsschnittstellen
Xhol/BamHI entweder in den E. coli-H. pylori Shuttle-Vektor pHel2 (Heuermann und
Haas, 1998) oder in den Vektor pBluescript || KS+ (Stratagene) eingesetzt worden,
woraus pJP66 bzw. pJP78 resultierten. Des weiteren war pJP104 durch Integration
des cagA-Gens in den Vektor pJP99 (Plls, 2002) entstanden, ein Suizid-Vektor, der
fur die Komplementation von H. pylori cagA-Mutanten entwickelt worden war. Der
Vektor, der eine aphA-3-Resistenzgenkassette zwischen recA-Genbereichen enthalt,

dient der homologen Rekombination von Genen (siehe Abb. 111.7).
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H. pylori-
Chromosom

recA '\
I I/

homologe
Rekombination

Abb. lIl.7: Schema zur Funktionsweise des Plasmids pJP99 zur chromosomalen Integration von
Genen.

Uber die Restriktionsschnittstellen im Polylinker von pJP99 kénnen entsprechend restringierte cagA-
Varianten einligiert werden. Nach Transformation der entstehenden Plasmide in Hp kann das
veranderte cagA-Gen (zusammen mit der aphA-3-Resistenzkassette) tiber homologe Rekombination
in das recA-Gen auf dem Hp Chromosom ubertragen werden.

Der recA-Lokus ist fur die chromosomale Integration besonders geeignet, da bei der
Inaktivierung dieses Genortes rekombinationsdefiziente und damit genetisch
stabilere Stamme entstehen. Zudem kann die Inaktivierung des recA-Gens mit dem

o-RecA-Antikorper im Western Blot GUberprift werden.

2.1 in vitro-Phosphorylierung

In Abb. 1ll.8 sind die CagA-Tyrosinphosphorylierungsmotive dargestellt, an denen
das Protein nach erfolgter Translokation phosphoryliert wird. Es handelt sich dabei
um das Phosphorylierungsmotiv TPM-C (Puls et al., 2002) sowie die sog. EPIYA-
Motive, die aus 5 Aminosauren bestehen. Diese Motive befinden sich im C-
terminalen Bereich des Proteins (Selbach et al., 2002; Stein et al., 2002), weswegen
bei fehlender Tyrosinphosphorylierung nach Infektion von AGS-Zellen nicht

automatisch davon ausgegegangen werden kann, dass keine Translokation des
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deletierten CagA-Proteins stattgefunden hat. Eine ausbleibende Phosphorylierung in

der Epithelzelle ist ebenfalls denkbar.

Um letztere Moglichkeit ausschlieBen zu kénnen, wurde eine in Vvitro-
Phosphorylierung der CagA-Varianten mit AGS-Zellysat durchgefuhrt (siehe Il 2.5).
Wenn bei verkurzten CagA-Proteinen, die in vitro phosphoryliert werden kdnnen, im
Phosphotyrosin-Assay nach Infektion keine Bande auftritt, kann von einem Verlust

der Translokationsfahigkeit gesprochen werden.

NH,—{ CagA (P12) IYIVIYIYIY] F~cooH

893 912 966 1000 1067

.GLKN SN V... HEEFNRQV... sSHEZMNA ... SHERMG ' [HORILRINP -
TPM-C

Abb. IIl.8: Lage der Phosphorylierungsstellen im CagA-Protein des Stammes P12 (nach
Selbach et al., 2002, Puls et al., 2002).

Dargestellt sind die Aminosaurepositionen der 4 EPIYA-Motive sowie des TPM-C-Motivs.

2.2 C-terminale Deletionen

Durch einen Exonuclease llI-Verdau bzw. mittels PCR wurden sowohl zufallige als

auch definierte 3'-Deletionen des cagA-Gens in unterschiedlicher Lange hergestellt.

2.2.1  Zuféllige Deletionen durch Exonuclease lll-Verdau

Mit Hilfe des Erase-a-Base™-Systems von Promega kénnen durch Verdau mit
Exonuclease Il unterschiedlich lange Fragmente eines Gens erzeugt werden (siehe
112.3.6.1).

Zur Herstellung dieser randomisierten C-terminalen Deletionen wurde der das cagA-
Gen enthaltende Suizid-Vektor pJP104 zunachst durch die Restriktionsenzyme Sacl
und Sall geschnitten, dann folgte die Inkubation mit der Exonuclease lll. Dieses
Enzym schneidet nur die 5°-Uberhdngenden Enden (Sall) und erzeugt somit
unidirektionale Deletionen. Auf diese Weise entstanden je nach Inkubationsdauer

verschieden lange Fragmente.
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Nach Transformation wurde die Expression der cagA-Varianten in E. coli Uberprift
und die entstandenen Plasmide wurden sequenziert, um die genaue Lange der
Deletionen zu bestimmen. Die in Abb. Il1l.9 dargestellten Varianten mit 4 (pWS164)
bzw. 54, 64 und 92 deletierten Aminosauren (pWS159-12,13 und 21) wurden dann in
den H. pylori-Stamm P17 transformiert. Diese cagA-Mutante wurde durch Insertion
einer catgc-Kassette in den Wildtyp-Stamm P12 hergestellt. Die stabile Expression
der Varianten durch die nach Transformation erhaltenen Klone wurde erneut im
Western Blot getestet (siehe Abb. 111.10A).

SchlieBlich erfolgte die Infektion von AGS-Zellen und die Anfertigung eines
Phosphotyrosin-Assays, um festzustellen, ob eine Translokation stattgefunden hatte.
Wie Abb. III.10A zeigt, konnte lediglich das CagA-CA4 noch in die Wirtszelle
transportiert und dort phosphoryliert werden, nicht jedoch CagA-CA54, 64 oder 92.
Die in vitro-Phosphorylierung konnte dagegen die Phosphorylierbarkeit auch der
letztgenannten verkilrzten Proteine nachweisen, so dass bei diesen von einem

Verlust der Translokationskompetenz gesprochen werden kann (siehe Abb. 111.10B).

2.2.2 Definierte Deletionen durch PCR

Um die Anzahl der zur Translokation notwendigen C-terminalen Aminosauren weiter
eingrenzen zu koénnen, wurden des weiteren definierte Deletionen durch PCR

eingefihrt.

Bei der PCR mit chromosomaler DNA aus P12 und den Primerpaaren
WS179/WS177 bzw. WS179/WS178 wurden cagA-Fragmente erzeugt, bei denen die
letzten 5 bzw. 20 Codons fehlen (siehe Abb. II1.9).
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zufallige C-terminale Deletionen
I ] CagA

| | CagAA1211-1214 (pWS164)

| |  CagAA1161-1214 (pWS159-12)
| | CagAA1151-1214 (pWS159-13)
| | CagAA1123-1214 (pWS159-21)

definierte C-terminale Deletionen
I | CagA
I ] CagAA1210-1214 (pWS177)
I | CagAA1195-1214 (pWS178)

Abb. 111.9: Graphische Darstellung der C-terminal deletierten CagA-Proteine.

Angegeben ist die Lokalisation des deletierten Bereiches (als in der Sequenz fehlende Aminosauren)
sowie die zugehorigen Plasmide.

Die resultierenden PCR-Produkte wurden Uber die Schnittstellen Kpnl und Xbal in
das Plasmid pJP104 kloniert, wodurch die Plasmide pWS177 und pWS178
entstanden. Nach Transformation in E. coli wurde die Korrektheit der Plasmide durch
Restriktionsverdaue Uberprift und die Bildung der verkirzten CagA-Proteine im

Western Blot bestatigt (Ergebnisse nicht dargestellt).

Die Konstrukte konnten mittels homologer Rekombination in die cagA-Mutante P17
uberfuhrt werden. Die Western Blot Analyse zeigte auch hier eine stabile Expression.
(siehe Abb. 1l1.10A). Wieder wurde die Fahigkeit der Deletionsmutanten zur
Translokation ihres veranderten CagA-Proteins in einem Phosphotyrosin-Assay
untersucht. Ein Entfernen der 5 C-terminalen Aminosauren wird noch toleriert, die
Deletion von 20 C-terminalen Aminosauren verhindert jedoch bereits die
Translokation (siehe Abb. IlI.10A). Da eine Phosphorylierung in vitro dagegen
maglich ist (siehe Abb. I11.10B), 1alt sich daraus schliel3en, dass der C-terminale Teil

fur die Translokation notwendige Informationen enthalt.

63



Il Ergebnisse

A
S DN
N N
o & & (051, &
S NN N N
o o & @ © &
< ., LR QL R K
T NN R 92 A AN A A9 A
AR 2 SR Do AP AR AR A AR
kDa
119 — o - a-CagA
79_ T — —
— — . R a—
119— g
_ e A L a-PTyr
o ] o o | i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

° '\\QOJ'Q\OJN\
N N N

Q 8 & Q

G N A S
T

kDa . - - — - o-PTyr

119—

Fa % — —— a-CagA
119—| I ¢ ¥ \ ‘ .
1 2 3 4 5

Abb. 111.10: Die Bedeutung einer C-terminalen Domane fir die CagA-Translokation.

A Der mit AK257 angefertigte Western Blot konnte die stabile Produktion der C-terminal deletierten
CagA-Proteine in der cagA-Mutanten P17 nachweisen. Der darunter abgebildete Phosphotyrosin-
Assay zeigt, dass von den Konstrukten jedoch nur die CagA-Varianten mit einer Deletion von 4 oder 5
Aminosauren noch transloziert werden konnten (pWS164, Spur 11 und pWS177, Spur 2). Konstrukte
mit grofleren Deletionen waren dagegen nicht in AGS-Zellen nachweisbar (pWS178, Spur 3 und
pWS159-12, 13 und 21, Spuren 6,7 und 8).

B Bei der als Kontrollexperiment durchgefiihrten in vitro-Phosphorylierung ist zu erkennen, dass die C-
terminalen CagA-Deletionsmutanten durch Inkubation mit AGS-Zellysat phosphoryliert werden kdnnen
(dargestellt fur die Konstrukte pwWS177, 178, 159-12 und 159-21). Das bestatigt, dass die in A
beobachteten Ergebnisse auf einem Verlust der Translokationsfahigkeit beruhen.
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2.3 N-terminale Deletionen

Unter Verwendung des ExSite™ PCR Mutagenese-Kits von Stratagene (siehe II
2.3.10.1) wurde eine inverse PCR mit dem Primerpaar WS125/WS126 und pJP78
als Matrize durchgefihrt. Auf diese Weise wurden im cagA-Gen spezifische
Deletionen ohne Rasterverschiebung erzeugt (von 21 bzw. 22 Codons, die N-
terminalen Aminosauren 6-26 bzw. 2-23 kodierend). Das Konstrukt mit 21 deletierten
Codons wurde in pJP66 kloniert, wobei pWS144 entstand; das andere in pJP99, was
zu pWS171 fiihrte (siehe Abb. 111.11).

I | CagA
I | CagAA6-26 (pWS144)

I | CagAA2-23 (pWS171)
I | CagAA1-351 (pWS221)

Abb. lll.11: Graphische Darstellung der N-terminal deletierten CagA-Proteine.

Angegeben ist die Lokalisation des deletierten Bereiches (als in der Sequenz fehlende Aminosauren)
sowie die zugehorigen Plasmide.

Nach Konjugation bzw. Transformation der entstandenen Plasmide pWS144 und
pWS171 in H. pylori (P12AcagA bzw. P17) stellte sich jedoch heraus, dass diese N-
terminal verkUrzten Proteine in H. pylori kaum gebildet werden (siehe Abb. 111.12), so
dass keine Aussagen Uber eine Translokation gemacht werden konnten. Die
schwache Expression deutet mdglicherweise auf eine Stabilisierungsfunktion der N-
terminalen Region hin, z.B. im Sinne einer Chaperon-Bindungsstelle, oder kdnnte
Hinweis geben auf eine Translations-Initiations-Region der cagA-mRNA, die eine
downstream box innerhalb des kodierenden Abschnitts enthalt (Etchegaray and
Inouye, 1999).
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QV\Q Abb. I11.12: Die N-terminal verklirzten Proteine
4 werden in H. pylori teilweise kaum gebildet.

Der Western Blot, der mit dem a-CagA-Antikdrper
kDa AK257 durchgefihrt wurde, lasst erkennen, dass die
a-CagA durch spezifische PCR hergestellten N-terminal

verkirzten  Proteine kaum  gebildet werden.

119—

—
Beispielhaft ist die schwache Expression des cagA-
— a-PTyr Gens mit einer Deletion der Codons fiir die
> = Aminosauren 6-26 (Plasmid pWS144) dargestellt.
Der ebenfalls abgebildete Phosphotyrosin-Assay
lasst dementsprechend keine Aussage uber die
Translokation zu.

119—

Eine weitere N-terminale Deletionsmutante wurde durch Subklonierung eines durch
die Enzyme Ndel und BamHI restringierten 3’cagA-Fragmentes aus pJP66 in
pWS130 erzeugt. Dabei entstand das Plasmid pWS221 (siehe Abb. 111.11). Dieses
Konstrukt mit der wesentlich grof3eren N-terminalen Deletion (A1-351) wurde
erstaunlicherweise sowohl in E. coli als auch nach Konjugation in H. pylori exprimiert,
ahnlich der unter 1l1.1.3 beschriebenen M45-CagA(A1-613)-Fusion (siehe Abb.
111.113A). Uber den Grund fiir die stabile Bildung dieses Konstruktes im Gegensatz zu
den oben genannten lasst sich nur mutmalRen. Es befindet sich allerdings in diesem
Fall die Shine-Dalgarno-Sequenz des Gens X des Phagen T7 im upstream-Bereich

des Gens.

Da das CagA(A1-351) nach Infektion von AGS-Zellen keine Phosphorylierung
aufwies (Ergebnisse nicht dargestellt), wohl aber bei der in vitro-Phosphorylierung
(siehe Abb. IlI.13A), kann dieses Protein offensichtlich nicht mehr transloziert
werden. Deshalb kann man davon ausgehen, dass nicht der C-Terminus allein,
sondern auch der N-Terminus des CagA-Proteins bei dessen Translokation Gber den

TyplV-Sekretionsapparat eine entscheidende Rolle spielt.

Uberraschenderweise konnte bei der Koexpression von pWS221 (CagAA1-351),
nicht jedoch von pWS210 (M45-CagAA1-613) mit dem Wildtyp-cagA ein dominant-
negativer Effekt auf die Translokation des Wildtyp-CagA-Proteins festgestellt werden
(siehe Abb. 111.13B).
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Abb. 111.13: Die Bedeutung einer N-terminalen Domane fir die Translokation.

A Die Proteine mit groReren N-terminalen Deletionen wie das von pWS221 kodierte CagAA1-351 oder
das Fusionsprotein M45-CagAA1-613 von pWS210 werden dagegen stabil produziert. Der Western
Blot, bei dem AK257 verwendet wurde (links), zeigt die Bildung der verkirzten Proteine (Pfeile) in Hp
P1 sowie die Bildung des Wildtyp-cagA. Keines der beiden verkurzten Proteine wird transloziert, denn
obwohl sie in vitro phosphoryliert werden (Phosphotyrosin-Assay rechts), war eine
Tyrosinphosphorylierung nach Infektion von AGS-Zellen nicht nachweisbar (Ergebnis nicht
dargestellt).

B CagAA1-351 (pWS221), nicht jedoch das Fusionsprotein M45-CagAA1-613 (pWS210), Ubte
ausserdem einen dominant-negativen Effekt auf die Translokation des Wildtyp-CagA-Proteins aus.

3 Charakterisierung der C-terminalen Signalsequenz
3.1 Sequenzvergleich  verschiedener Typ IV-sezernierter
Proteine

Die Homologien bei Typ IV-Sekretionssystemen legten die Vermutung nahe, dass
auch die Translokationssignale verschiedener Typ |V-sezernierter Proteine
Ahnlichkeiten in der Primarstruktur aufweisen kénnten. Um nach Ubereinstimmungen
in der Aminosauresequenz zu suchen, wurde die C-terminale CagA-Sequenz mit den
entsprechenden Sequenzen von VirE2, VIirE3, VirD2, VirF (Agrobacterium

tumefaciens), sowie RalF (Legionella pneumophila) und MobA (Substrat fir
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verschiedene Konjugationssysteme aus dem Plasmid RSF1010) verglichen (siehe
Abb. 111.14).

RalF- - - -332-DL IAYDNQEEAL 1 T 1E@NLAL -EGV:EDP-DAEMq -EfcRlloLlF-374
VirE2- - - 486-PADAAGVLGEAADRYSEDFV - BPEPASE - - P1SDSE 1 YESEPRSQSVNSF-533
VirE3- - -633-LNQLLSVPLP1PSHEPE- SA-BSMIFE - - - GSRPRER - STSRGF-672

VirD2- - -381-PVSAS I GTEQPEASPIEP - RDREDGEL GO ARGNEEDOGRCGT-424
VirF----165- EVMAE%E SI§E3|MT DDA AELMSA- - - - - - - DEPRSTRGL-202
MObA- - - -664-ADY IERTVSRVMGLPSVOLA - BAELA-[EA - - PAPRORG - MDRGGPDFSM-709
CagA- - -1173-SGFTQFLTNAFSTASYYCLA-|§- ENAERG - - - - - - 1ENVNTRGGFRS-1214

Abb. Ill.14: Vergleich von Aminosauresequenzen der C-terminalen Region verschiedener Typ
IV-sezernierter Proteine.

Dargestellt sind neben dem CagA-Protein aus H. pylori das Dot/lcm-Substrat RalF aus
L. pneumophila, die VirB/D4-Substrate VirD2, VirE2, VirE3 und VirF aus A.tumefaciens und die
MobA-Relaxase des Plasmids RSF1010. Positiv geladene Aminosauren sind schwarz hinterlegt,
negativ geladene sind grau hinterlegt. Stark konservierte Bereiche sind rot dargestellt.

Bei dieser Sequenzanalyse konnte zwar kein streng konserviertes Motiv gefunden
werden, es waren jedoch Ahnlichkeiten erkennbar, wie z.B. ein hoher Anteil
basischer Aminosauren in der C-terminalen Region der Proteine. Diese positiv
geladenen Aminosauren kamen bei allen untersuchten Proteinen mindestens einmal
in der Abfolge (R/K)XXX(R/K) oder (R/K)XXXX(R/K) vor und zwischen einzelnen
Sequenzen konnten auch weitere homologe Regionen ausgemacht werden. Die
Bedeutung dieser C-terminalen Region als fir die Translokation notwendige
Sequenz zeigt sich darin, dass eine Deletion der 5 C-terminalen Aminosauren des
CagA-Proteins toleriert wird, wohingegen bei einer Deletion von 20 Aminosauren
keine Translokation mehr stattfindet (wie unter lll 1.2.2. gezeigt). Ahnlich verhalt es
sich beim VirE2-Protein aus A.tumefaciens, bei dem die 5 C-terminalen
Aminosauren ohne Verlust der Translokationsfahigkeit entfernt werden koénnen,
wahrend eine Deletion von 18 Aminosauren bereits die Translokation verhindert
(Simone, 2001).

3.2 Austausch der C-terminalen Aminosauren von CagA gegen
die von MobA

Der Sequenzvergleich zeigte insbesondere eine Ahnlichkeit der C-terminalen

Aminosauresequenzen von CagA und MobA, einer Relaxase des Plasmids
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RSF1010, welche eine entscheidende Rolle als ,Pilot“-Protein bei der Translokation

von DNA wahrend einer Konjugation spielt.

Um der Frage nachzugehen, ob die Fahigkeit zur Translokation bei der CagA-CA20-
Deletionsmutante durch eine Fusion mit der entsprechenden Sequenz aus MobA
wiederhergestellt werden kann, wurden die 21 C-terminalen Aminosauren des CagA

gegen die 25 C-terminalen Aminosauren von MobA ausgetauscht.

Dazu wurde zunéchst mit dem ExSite™ PCR mutagenesis Kit von Stratagene eine
PCR mit pJP78 als Matrize durchgefuhrt. Die Primer, WS191 und WS192, enthielten
jeweils Teile der 3'mobA-Sequenz: WS191 enthielt 39 Nukleotide, WS192 36
Nukleotide.

Das nach Ligation entstandene Plasmid pSH2 wurde in E. coli transformiert, die
Korrektheit des Plasmids durch Restriktionsanalysen mit Pvul bzw. Sall und Sphl
uberpruft und durch Sequenzierung gesichert. Das im Western Blot getestete Lysat

eines Klons zeigte eine stabile Expression.

Um das Konstrukt in H. pylori Uberfihren zu kdnnen, musste es zunachst auf einen
geeigneten Vektor Ubertragen werden. Dafir wurde pSH2 nach Verdau durch die
Restriktionsenzyme BamHI und Xhol in den Suizid-Vektor pJP99 umkloniert,
wodurch pSH3 entstand. Dieses konnte in den H. pylori-Stamm P17 transformiert

werden und wurde dort produziert (Ergebnis nicht dargestellt).

Im nachfolgenden Infektionsexperiment mit anschlieendem Phosphotyrosin-Assay
konnte gezeigt werden, dass der Ersatz der 21 C-terminalen Aminosauren des
CagA-Proteins durch die entsprechenden Aminosauren von MobA zu einer

Wiederherstellung der Translokationskompetenz fuhrte (Abb. I11.15).

D Abb. [1.15: Austausch C-terminaler
@‘2‘ Translokationssignale.
N

Die das Signal enthaltende C-terminale Region des
Q R Q CagA-Proteins (Aminosauren 1191-1214) wurde
gegen die entsprechende Region des MobA-
kDa Proteins von RSF1010 ausgetauscht. Der das so
— ' o entstandene Plasmid pSH3 enthaltende Hp-Stamm
119 — P12AcagA[pSH3] ist in der Lage, das veranderte
CagA-Protein zu translozieren, wie der abgebildete
o-P-Tyr Phosphotyrosin-Assay demonstriert.
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3.3 Einfluss des KXXXXK-Motivs auf die Sekretierbarkeit

Wie bereits oben erwahnt, befindet sich eine Anhaufung basischer Aminosauren in
der C-terminalen Sequenz einiger Typ IV-sezernierter Proteine. Um die Rolle dieser
positiv geladenen Aminosauren als Teil des Translokationssignals zu untersuchen,
wurde eine ortsspezifische Mutagenese durchgefihrt, indem zwei C-terminal
gelegene Lysinreste durch die hydrophoben Aminosauren Leucin bzw. Isoleucin

ersetzt wurden.

Unter Verwendung der Primer WS179 und WS226 und chromosomaler DNA aus
dem H. pylori-Wildtyp-Stamm P12 als Matrize, wurde in einer PCR das cagA-Gen
amplifiziert und dabei das Codon fur Lysin an Position 1203 gegen das Codon fur ein
Leucin ausgetauscht. Das an Position 1208 gelegene Codon ,AAA* wurde durch

,CGA" ersetzt, wodurch statt einem Lysin ein Isoleucin eingebaut wird.

Nach Transformation in E. coli wurde bei einem Klon durch Sequenzierung des
entstandenen Plasmids die erfolgreiche Mutagenese kontrolliert. Das cagA-Konstrukt
wurde dann durch Verdau mit Kpnl und Xbal wieder aus dem pCR2.1-TOPO-Vektor
isoliert und mit pJP104 ligiert.

Das entstandene Suizid-Plasmid pSH8 wurde zur Transformation des H. pylori-
Stammes P17 eingesetzt. Das Lysat eines Kanamycin-resistenten Klons wurde im

Western Blot auf cagA-Expression untersucht (Ergebnis nicht dargestellt).

Die auf diese Weise komplementierte CagA-Mutante war trotz des beschriebenen
Austausches von Aminosauren im mutmallichen Translokationssignal zur
Translokation des CagA-Proteins in AGS-Zellen fahig. Die Translokation war dabei
zwar geringfligig vermindert, aber eine positive Ladung dieser Aminosaurereste
scheint nicht essentiell zu sein fur den Aufbau des Sekretionssignals (siehe Abb.
[11.16).

> Abb. 111.16: Ortsspezifische Mutagenese
NS zur Untersuchung der Bedeutung C-
9

Q terminal gelegener positiv geladener

Q'S/ Q'(\ Q<\ Aminoséaurereste auf die Translokation.
Die Lysine an den Positionen 1203 und 1208
kDa der CagA-Sequenz wurden durch
- . hydrophobe  Aminosduren ersetzt. Die
119 — ’ Translokation des CagA-Proteins in AGS-

Zellen wurde dadurch nicht wesentlich
o-P-Tyr herabgesetzt, wie der abgebildete
Phosphotyrosin-Assay zeigt.
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vV Diskussion

Typ IV-Sekretionssysteme stellen einen wichtigen Virulenzfaktor vieler pathogener
Gram-negativer Bakterien dar. Fir einige Erreger, wie z.B. den intrazellular
vorkommenden Keim Legionella pneumophila, ist ein funktionierendes lcm/Dot-Typ
IV-System fir das Uberleben sogar essentiell. Durch die Ubertragung von DNA
wahrend der Konjugation sowie durch Aufnahme freier DNA, ermdglichen Typ IV-
Sekretionssysteme den genetischen Austausch zwischen Bakterien und damit die
Anpassung an verschiedene Lebensbedingungen. Zugleich dienen sie auch dem
Transport von Effektormolekulen in eukaryontische Zielzellen (Cascales and Christie,
2003). Dabei unterscheiden sich sowohl die Substrate als auch die Mechanismen der
Substraterkennung verschiedener Bakterien erheblich voneinander.

Die Charakterisierung des Translokationsmechanismus dieser Effektorproteine auf
molekularer Ebene ist Gegenstand der Forschung, da die Aufklarung des
Translokationssignals bei der Suche nach weiteren translozierten Effektorproteinen
helfen sollte. Zudem erhofft man sich Fortschritte in der Entwicklung
pharmakologisch wirksamer Substanzen, die die Proteintranslokation und die damit
verbundenen Effekte inhibieren. Typ lll-Sekretionssysteme aus Salmonella konnten
bereits genutzt werden, um Antigene direkt in antigenprasentierende Zellen zu
beférdern und auf diese Weise eine Immunantwort hervorzurufen (Rissmann et al.,
1998). Die Durchfiihrung einer solchen Impfung ware auch mit Typ [IV-

Sekretionssystemen denkbar.

1 Vergleich von bakteriellen Sekretionssystemen

Fir manche Typen Gram-negativer Sekretionssysteme ist der Sekretions-
mechanismus bereits bekannt. Proteine, die Uber ein Typ I|-Sekretionssystem in
einem Schritt durch beide Membranen hindurch exportiert werden, besitzen ein C-
terminales Signal, an dem die letzten 60 Aminosauren beteiligt sind. Das Signal
bestent dabei nicht aus einer spezifischen Aminosauresequenz, sondern hat

vermutlich eher strukturelle Eigenschaften (Binet et al., 1997).

Proteintransport Uber das Typ [I-Sekretionssystem erfolgt dagegen stufenweise —
zunachst wird das N-terminal mit einer Signalsequenz versehene Protein Uber das

Sec- oder Tat-System ins Periplasma beférdert (Mori and Ito, 2001; Voulhoux et al.,

71



IV Diskussion

2001), um anschlielend auch die aullere Membran zu passieren. Fur den letzten
Schritt scheint die Konformation entscheidend zu sein (Lu et al., 1993; Voulhoux et
al., 2000).

Bei Typ llI-Systemen sind zwei hintereinander gelegene Signale am N-Terminus des
Substrates vorhanden, von denen das eine als Sekretionssignal, das andere als
Translokationssignal fungiert. Letzteres wird dabei von spezifischen Chaperon-
Molekilen erkannt (Lloyd et al., 2001a; Lloyd et al., 2001b), wobei nicht jedes
Effektorprotein ein Chaperon bendtigt. Moglicherweise verleint die Chaperon-
Bindung dem Effektorprotein eine gewisse Prioritat bei der Translokation (Parsot et
al., 2003). Was die Eigenschaften des Translokationssignals bei Typ IllI-Systemen
angeht, so existieren derzeit zwei Hypothesen. Die eine Hypothese geht von einem
im Bereich der ersten 15 Aminosauren liegenden und aus abwechselnd polaren und
hydrophoben Aminosauren bestehenden Signal aus, die andere von einem Signal
auf der mRNA, die fir die entsprechenden Aminosauren kodiert (Ramamurthi and
Schneewind, 2003).

In der Gruppe der Typ V-Sekretionssysteme, auch Autotransporter genannt,
verfugen die Proteine Uber eine N-terminale Signalsequenz zum Transport Uber die
zytoplasmatische Membran (Henderson et al., 2000) und eine C-terminale Domane,
die durch Ausbildung einer fassahnlichen Pore die Sekretion Uber die aullere
Membran vermittelt. Eventuell sind intramolekulare Chaperon-Domanen an der

Faltung des Passagier-Proteins beteiligt (Oliver et al., 2003).

Wie bereits erwahnt, ist die Gruppe der Typ IV-Sekretionssysteme sehr vielfaltig und
dementsprechend variabel sind auch die Substrate. Kleine Proteine, wie das VirF-
Protein aus A. tumefaciens (22kDa), kénnen ebenso transportiert werden wie das
CagA-Protein aus H. pylori (130kDa) oder die sogar noch grof3eren Substrate des
Icm/Dot-Systems von L. pneumophila, welche teilweise Gber 200kDa grof3 sind (Luo
and Isberg, 2004). Daruber hinaus transportieren diese Systeme auch Nukleoprotein-
Komplexe wie den T-DNA-Komplex oder Relaxosomen. Die Funktionsweise ist dabei
zwar weitgehend analog, die Homologien zwischen Komponenten verschiedener Typ
IV-Sekretionssysteme sind jedoch nur schwach. Diese Tatsache und die Diversitat
ihrer Effektormolekule lassen daher erhebliche Unterschiede auch im Bereich des
Translokationsmechanismus erwarten, was die Suche nach einem Translokations-

signal erschwert.
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2 Das Typ IV-Sekretionssignal

Wahrend der Aufbau des Sekretionsapparates fir viele dieser Systeme bereits
wohldefiniert ist, sind Einzelheiten in Bezug auf die Sekretionssignale der
Effektorproteine haufig noch unbekannt.

Erst kurzlich konnten jedoch bei einigen Organismen Fortschritte bei der
Charakterisierung moglicher Sekretionssignale erzielt werden. Anhand von
Fusionsproteinen mit der Cre-Rekombinase konnte in Agrobacterium tumefaciens
gezeigt werden, dass die C-terminale Region der Effektorproteine VirD2, VirD5,
VirE2, VirE3 und VirF einen fur die Sekretion notwendigen Bereich enthalt und dass
positiv geladene Argininreste hierbei eine wichtige Rolle spielen (Vergunst et al.,
2000; Schrammeijer et al., 2003; Vergunst et al., 2003; Vergunst et al., 2005). Die 19
C-terminalen Aminosauren des VirF-Proteins waren bereits ausreichend um eine —
wenn auch um 75% verminderte — Translokation des Fusionsproteins zu erreichen.
Im Falle des VirE2-Proteins konnten 5 Aminosduren vom C-Terminus entfernt
werden, ohne dadurch die Sekretion zu verhindern; dagegen machte das Entfernen
der letzten 18 Aminosauren eine Translokation unmoglich (Simone et al., 2001).

Die Bep-Effektorproteine des VirB-Systems von Bartonella henselae besitzen
ebenfalls C-terminale Translokationssignale, die positiv geladen sind (Schulein et al.,
2005). In diesem System ist der C-Terminus allein jedoch nicht in der Lage, die Cre-
Rekombinase zu transportieren. Vielmehr ist hierfur eine zusatzliche Domane aus
140 Aminosauren — als BID (Bep intracellular delivery)-Domane bezeichnet —
notwendig. Eine ahnliche Region wurde auch in konjugativen Relaxasen gefunden,
wohingegen sie beim CagA-Protein fehlt.

Ebenfalls durch Fusionen mit der Cre-Rekombinase wurde kurzlich eine Reihe von
Substraten des lcm/Dot-Typ [|V-Sekretionssystems von Legionella pneumophila
identifiziert (Luo and Isberg, 2004). Aufgrund der Beobachtung, dass sie eine an
ihren N-Terminus fusionierte Cre-Rekombinase durch Konjugation in andere
Bakterienzellen schleusen konnten, ist die Existenz eines C-terminalen Signals auch
hier wahrscheinlich. Zwei weitere Substrate desselben Systems — die Proteine LepA
und LepB — wurden jedoch durch Fusion ihres C-Terminus an eine Adenylatcyclase
gefunden (Chen et al., 2004). Es ist nicht klar, welche Konsequenzen sich daraus fur
ein C-terminales Signal ergeben. Das RalF-Protein toleriert ein Entfernen von
maximal zwei Aminosauren von seinem C-Terminus und 15 C-terminale

Aminosauern reichen aus, um den Adenylatcyclase-Reporter (CyaA) zu translozieren
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(Nagai et al., 2005). Obwohl auch das RalF-Protein ein KXXXXK-Motiv enthalt (wie
unter Il 3.1 beschrieben), weisen Mutationsanalysen darauf hin, dass ein
hydrophober Aminosaurerest an Position —3 essentiell ist fur die Translokation dieses
Proteins.

In den meisten Fallen ist der genaue Aufbau des Sekretionssignals nicht bekannt. Im
Gegensatz zu der eindeutig abgrenzbaren N-terminalen Sequenz, die den Transport
uber die innere Membran ins Periplasma vermittelt, bleiben bei der
Substraterkennung und dem Transport Uber die auf’ere Membran (oder beide
Membranen) noch Fragen offen. Daran kénnten Signale beteiligt sein, die auf der
Ebene der Primarsequenz nicht ohne weiteres erkennbar sind. Dass die von uns
beschriebene schwache Homologie verschiedener Typ |V-sezernierter Proteine dazu
herangezogen werden kann, weitere Effektorproteine zu identifizieren, ist
unwahrscheinlich, da die ,konservierten“ basischen Aminosauren des CagA-Proteins
fur ein funktionsfahiges Translokationssignal weder essentiell sind, noch ausreichen
um ein funktionelles Signal zu bilden (siehe unten). Die Tatsache, dass C-terminale
Regionen solcher Proteine jedoch ausgetauscht werden kdnnen, ohne dass dadurch
die Translokation beeinflusst wird, deutet darauf hin, dass zumindest Teile des
Sekretionsprozesses universell ablaufen. Die erheblichen Unterschiede in der
Primarsequenz verschiedener Typ |V-sezernierter Proteine sind moglicherweise
Hinweis daflr, dass das Sekretionssignal strukturelle Eigenschaften beinhaltet
ahnlich dem Typ [|-Sekretionssystem, dessen Substrate ein C-terminales Signal
besitzen, welches nicht aus einer bestimmten Primarsequenz aufgebaut ist, sondern
durch entsprechende Regionen anderer Substrate funktionell ersetzt werden kann
((Binet et al., 1997; Delepelaire, 2004). Das Austauschen solcher Domanen stellt
somit eine weitere Mdglichkeit dar, nach funktionellen Typ IV-Sekretionssignalen zu
suchen. Allerdings ist zu bedenken, dass auch andere Faktoren — wie beispielsweise
Kopplungsproteine — dem Sekretionsvorgang Spezifitat verleihen. Dagegen ist das
Sekretionssignal des MobA-Proteins des Plasmids RSF1010, das von vielen
verschiedenen Typ IV-Systemen erkannt wird, vielleicht weniger spezifisch als etwa
das von VirE3 oder CagA.

Das Cag-System von H. pylori weist zwar Ahnlichkeiten mit dem VirB/D4-System aus
A.tumefaciens auf, weswegen beide auch als Mitglieder der Typ IVA-
Sekretionssysteme eingeteilt werden, Aufbau und Komponenten der Systeme

unterscheiden sich dennoch merklich (R. Buhrdorf, W. Schneider-Brachert, R. Haas
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und W. Fischer, eingereicht). Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten C-
terminalen cagA-Deletionsmutanten stellte sich — ahnlich den Ergebnissen von
Simone et al., 2001 — heraus, dass ein Entfernen der 5 C-terminalen Aminosauren
des CagA-Proteins von H. pylori noch toleriert wird, die Deletion von 20 Aminosauren
die Translokation jedoch bereits verhindert. Somit werden die letzten 20
Aminosauren des C-Terminus des CagA-Proteins fur dessen Translokation in die
Wirtszelle bendtigt. Diese Beobachtung veranlasste uns, in diesem Bereich nach
einem Sekretionssignal zu suchen, zumal ein Sequenzvergleich verschiedener Typ
IV-sezernierter Substrate Ahnlichkeiten in der C-terminalen Region (insbesondere
einen hohen Anteil basischer Aminosauren) dieser Proteine erkennen liess. Wie sich
herausstellte, sind die positiv geladenen Aminosaurereste an Position —7 und —12
des CagA-Proteins fur die Translokation jedoch nicht essentiell. Eine durch die
hydrophoben Aminosauren Leucin und Isoleucin komplementierte Mutante war trotz
des beschriebenen Austausches im mutmaRlichen Sekretionssignal zur
Translokation fahig, wie unter 111.3.3 beschrieben. Bei spateren Versuchen wurde der
C-Terminus des CagA-Proteins durch C-terminale Aminosauren von CagO (Censini
et al., 1996), CagS (HP534) bzw. CagF (HP543) ersetzt — cag-kodierte Proteine, die
eine dem CagA-Protein vergleichbare Anordnung von Lysinresten und hydrophoben
Aminosauren aufweisen. Diese konnten das Translokationssignal des CagA-Proteins
funktionell aber nicht ersetzen (Hohlfeld et al., 2006). Somit sind die positiv
geladenen Aminosauren in der C-terminalen Region des CagA-Proteins weder
essentiell, noch hinreichend um eine Translokation zu gewahrleisten. Auch die
Notwendigkeit eines hydrophoben Aminosaurerests, wie beim RalF-Protein
beobachtet, kann wohl nicht als allgemeingultiges Kriterium von Typ IV-Signalen
angesehen werden.

Versuche mit N-terminalen cagA-Deletionsmutanten erwiesen sich als schwierig, da
manche Konstrukte in H. pylori kaum exprimiert wurden. Daher war in einigen Fallen
keine zuverlassige Beurteilung der Phosphotyrosin-Assays mdoglich. Von einem
CagA-Protein mit einer gro3en Deletion von 351 Aminosauren am 5°-Ende, das
ausreichend in H. pylori gebildet wurde, konnte jedoch gezeigt werden, dass es nicht
mehr transloziert wurde. Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass — anders als bei
A. tumefaciens oder dem RalF-Protein aus L. pneumophila — bei H. pylori neben dem

C-Terminus auch der N-Terminus an der Translokation beteiligt ist.

75



IV Diskussion

Neben der Suche nach Sequenzen, die fur eine Translokation des CagA-Proteins
notwendig sind, sollte im Rahmen dieser Arbeit auch der Frage nachgegangen
werden, welche Teile des Proteins fur diesen Prozess hinreichend sind. Bei H. pylori
durchgefuihrte Versuche mit der Cre-Rekombinase aus dem Bakteriophagen P1,
entsprechend den Experimenten von Vergunst et al., scheiterten jedoch daran, dass
Fusionen des cagA-Gens mit diesem Reportergen weder durch Konjugation noch
Transformation in H. pylori eingebracht werden konnten. Selbst Transformationen
nach in vitro-Methylierung, die den Zweck haben stammspezifische
Restriktionsbarrieren dadurch zu umgehen, dal® die DNA bereits vorher durch
zellfreie H. pylori-Extrakte an spezifischen Stellen methyliert wird, um nicht als
Fremd-DNA erkannt zu werden, blieben erfolglos. Dieses Phanomen ist vermutlich
auf einen toxischen Effekt des Enzyms auf H. pylori-Zellen zurtuckzufuhren, denn
nach Inaktivierung des cre-Gens durch Einflhrung eines frame shifts war die
Konjugation des Plasmids moglich.

Fusionen des cagA-Gens mit gfp wurden zwar in H. pylori exprimiert, eine GFP-
Fluoreszenz in infizierten Epithelzellen liel3 sich aber nicht nachweisen. Das GFP-
Protein scheint die Typ IV-Sekretion zu behindern.

Des weiteren wurden Fusionen des cagA-Gens mit dem M45-Tag aus dem
Adenovirus hergestellt, in der Annahme, dass der Tag aufgrund seiner geringen
GroRe von nur 18 Aminosauren in der Lage sein sollte, den Typ IV-
Sekretionsapparat zu passieren. Die Fusionsproteine werden in H. pylori stabil
gebildet und der o-M45-Antikdrper erkannte das M45-Epitop im Western Blot.
Dennoch war die Darstellung eines so markierten Fusionsproteins in Epithelzellen
nach deren Infektion lange Zeit nicht moglich. Als Ursache kam in Betracht, dass der
Antikorper in zu geringer Konzentration eingesetzt worden war, um in der
Immunfluoreszenz sichtbar zu werden. Spater konnte der Antikdrper jedoch in der
Arbeitsgruppe durch Abnahme des Uberstandes der entsprechenden Hybridoma-
Zellinie gewonnen werden und entsprechend gro3e Konzentrationen eingesetzt
werden. Fusionsproteine aus N-terminal deletierten CagA-Proteinen und dem M45-
Tag konnten trotzdem nicht in der Immunfluoreszenz detektiert werden. Diese
Beobachtung bestatigt die Notwendigkeit N-terminaler Regionen fur die
Translokation. Da ein an den N-Terminus eines vollstandigen CagA-Proteins
fusionierter Tag die Translokation nicht behindert, scheint der N-Terminus jedoch

nicht frei zuganglich sein zu mussen. Ebenso kann ein am C-Terminus um die 18
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Aminosauren des Tags verlangertes CagA-Protein in Epithelzellen geschleust
werden. Mittlerweile wurde auch ein phosphorylierbarer Tag als Reporterprotein
eingesetzt, mit dem wiederum gezeigt werden konnte, dass bereits eine Deletion der
39 N-terminalen Aminosauren ausreicht, um eine Translokation des Fusionsproteins
zu verhindern (Hohlfeld et al., 2006).

3 Die mogliche Rolle von Chaperonen bei der Typ IV-

Sekretion

Ein charakteristisches Merkmal von Typ IlI-Sekretionssystemen ist, dass die
Substratproteine haufig mit spezifischen Chaperonen assoziiert sind (Wattiau et al.,
1996). So konnte fur das Effektorprotein SptP aus Salmonella typhimurium SicP als
Chaperon identifiziert werden (Fu and Galan, 1998). Bei dem Bakterium Yersinia
spp., sind es die Proteine SycE oder SycH, welche die translozierten Yop-Proteine
YopE und YopH binden (Wattiau et al., 1994), und auf diese Weise vermutlich den
Sekretionsprozess unterstitzen und/oder den vorzeitigen Abbau ihrer Substrate
verhindern (Parsot et al., 2003). Bei den Typ IV-Sekretionssystemen konnte dem
VirE1-Protein aus A. tumefaciens eine Funktion als Chaperon zugeschrieben werden
(Sundberg et al., 1996; Deng et al., 1999; Sundberg and Ream, 1999; Zhou and
Christie, 1999). VirE1 ist ein im Zytosol vorkommendes Protein, das die Translation
des VirE2-Proteins reguliert und eine Anhaufung und Aggregation dieses Proteins
verhindert (Deng et al., 1999; Zhou and Christie, 1999).

Chaperone, die meist in unmittelbarer Umgebung ihrer Substratproteine kodiert sind,
weisen nur geringe Homologien ihrer Primarsequenzen auf, besitzen allerdings
strukturelle Gemeinsamkeiten. So handelt es sich in der Regel um kleine Proteine
(<20kDa) mit niedrigem isoelektrischen Punkt und vorausgesagten a-Helices in der
Sekundarstruktur (Wattiau et al., 1996).

Mdgliche Kandidaten fur eine Chaperon-Bindung des CagA-Proteins von H. pylori
sind u.a. die von der cag-PAl kodierten Proteine HP526 und HP542. Diese Proteine
erfullen einerseits die oben genannten strukturellen Eigenschaften, zum anderen
fuhrt eine Mutation ihrer Gene zu einem Verlust der Translozierbarkeit von CagA
(Fischer et al., 2001). Die Mutanten sind aber noch in der Lage, IL-8 zu induzieren,
was gegen eine Beteiligung der Proteine am Aufbau des Sekretionsapparates
spricht.
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Um die Proteine auf eine Interaktion mit dem CagA-Protein zu Uberprifen, wurden
die Gene hp526 und hp542 auf einen pGEX-Vektor kloniert (Ergebnisse nicht
dargestellt). Dieser Vektor enthalt das Gen fur eine Glutathion S-Transferase (GST),
mit deren Hilfe die Fusionsproteine nach Uberexpression in E. coli uber
Chromatographie mit Glutathion-Sepharose aufgereinigt werden kénnen. Da das
Fusionsprotein GST-HP542 in E.coli jedoch abgebaut wurde, konnten die
nachfolgenden Versuche nur mit der GST-HP526-Fusion durchgefuhrt werden. Des
weiteren wurde in einem GST-Pulldown-Assay das Lysat eines Wildtyp-Stammes
Uber das an eine Sepharose-Matrix gebundene GST-HP526 gegeben. LielRe sich
nach dem Waschen der Sepharose CagA eluieren, so wurde das flr eine Bindung an
HP526 sprechen. In beiden Versuchen war jedoch kein Unterschied zwischen
Wildtyp-Stamm und hp526-Mutante erkennbar. Auch ein Far Western Blot, bei dem
die Proteine auf der Membran renaturiert und anschliefend mit GST-HP526 inkubiert
wurden, blieb ohne Ergebnis. Die Versuche konnten die vermutete Funktion der
Proteine HP526 und HP542 als Chaperone demnach nicht bestatigen.

In spater durchgefuhrten Experimenten war jedoch eine Interaktion der C-terminalen
Region des CagA-Proteins mit dem auf der cag-PAl kodierten CagF (HP543)
nachweisbar (l. Pattis, E. Weiss, R. Haas und W. Fischer, eingereicht). Auch dieses
Protein ist fur die Translokation des CagA-Proteins, nicht aber fur den Aufbau des
Sekretionsapparates essentiell. Zudem besitzt es die oben genannten typischen
Eigenschaften eines Chaperon-Proteins, wobei es mit einer Grofle von 34kDa
ungewodhnlich grol3 ist. Die Interaktion mit dem CagA-Protein findet an der
zytoplasmatischen Membran statt und zwar unabhangig von der Anwesenheit eines
funktionstichtigen Typ IV-Sekretionsapparates. Da das CagA-Protein aber auch in
Abwesenheit des CagF-Chaperones stabil ist, unterscheidet sich dessen Funktion
vermutlich erheblich von der des oben beschriebenen VirE1-Proteins. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Bindung des CagF-Proteins der Erkennung
des CagA-Translokationssignals vorausgeht, und moglicherweise der Kontrolle der

Integritat bzw. der korrekten Faltung des Proteins dient.
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4 Translokationsmechanismus

Neben der Frage nach der Lokalisation des Translokationssignals bleibt auch zu
klaren, durch welche Faktoren des Proteinsekretionssystems dieses dann erkannt
wird. Betrachtet man verschiedene mit der Typ IV-Sekretion assoziierte Proteine,
scheinen die sogenannten Kopplungsproteine am ehesten fur die Erkennung von
Signalsequenzen bestimmt zu sein (Gomis-Ruth et al., 2004; Christie et al., 2005).
Dazu gehoéren das TrwB- und TraG-Protein der konjugativen Plasmide R388 bzw.
RP4 sowie das VirD4-Protein aus A. tumefaciens (Llosa et al., 2002; Cascales and
Christie, 2003; Christie et al., 2005). Von diesen Proteinen wird angenommen, dass
sie den zugehorigen Relaxosomen-Komplex binden und dem Sekretionsapparat
zufihren, und dem Sekretionsprozess somit Spezifitat verleihen. Ferner konnte eine
Interaktion der Kopplungsproteine mit der jeweiligen VirB10-homologen Komponente
des Sekretionsapparates nachgewiesen werden (Llosa et al., 2003; Gilmour et al.,
2003). Interessanterweise ist fur den Transport des Pertussis-Toxins aus
B. pertussis, welches kein C-terminales Sekretionssignal enthalt, auch kein
Kopplungsprotein notwendig.

In A. tumefaciens interagiert das Kopplungsprotein VirD4 auch ohne die Anwesenheit
von T-DNA oder Relaxosom mit dem Typ IV-abhangig sezernierten Substrat VirE2
(Atmakuri et al., 2003). Das VirD4-Protein ist in A. tumefaciens an den bakteriellen
Zellpolen lokalisiert (Kumar and Das, 2002). Demzufolge kommt es auch bei GFP-
VirE2-Fusionsproteinen, die den C-Terminus des VirE2-Proteins enthalten, zu einer
Anhaufung an den Zellpolen (Atmakuri et al., 2003). In H. pylori ist das zu VirD4
homologe HP524-Protein (Cagp) fur die CagA-Translokation essentiell, nicht jedoch
fur die Cag-abhangige IL-8-Induktion und damit den Aufbau des Sekretionsapparates
(Fischer et al., 2001). Eine Interaktion mit dem CagA-Protein entsprechend der
zwischen VirD4 und VirE2 erscheint somit naheliegend. Die Lokalisation von HP524
in der Bakterienzelle ist nicht bekannt, jedoch zeigte die Fluoreszenzmikroskopie
eine gleichmalige Verteilung des GFP-CagA(C-term.)-Fusionsproteins in der Zelle.
Ein reproduzierbarer Effekt ist auch die fokale Anhaufung der CagA(N-term.)-GFP-
Fusionen. Dies konnte eine Anhaufung und Bildung von Aggregaten bei fehlender
Chaperon-Bindung darstellen oder durch einen unspezifischen Effekt des GFP-
Proteins bedingt sein.

Der von uns beobachtete dominant-negative Effekt des GFP-CagA(C-term.)-

Fusionsproteins auf die Translokation von Wildtyp-CagA lieRe sich wiederum durch
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ein C-terminal gelegenes Signal, das den Transport und Zugang zum Typ IV-Apparat
vermittelt, erklaren. Die Translokation wurde dann entweder durch die sperrige
Tertiarstruktur des GFP-Proteins bzw. dessen chemisch-physikalische Eigenschaften
verhindert, oder weil das Protein nicht in einem ungefalteten Zustand gehalten
werden kann. Ob ein solcher ungefalteter Zustand bzw. das Vorliegen eines
Monomers allerdings erforderlich ist, ist fraglich. Das Pertussistoxin beispielsweise
wird im Periplasma zusammengesetzt und anschlieBend als Holotoxin, d.h. in
vollstandig assemblierter Form, sekretiert (Farizo et al., 2000; Farizo et al., 2002).
Der Transport von gefaltenen Substraten Uber das Typ IV-Sekretionssystem sollte
also nicht von vornherein ausgeschlossen werden. Wenn GFP-Fusionen jedoch
grundsatzlich den Typ IV-Sekretionskanal blockieren, konnte die Untersuchung von
GFP-Fusionen ein geeignetes Screening-Verfahren zur Identifizierung weiterer
Proteine mit Typ IV-Sekretionssignalen darstellen.

Wie bereits oben erwahnt, ist flr die Translokation des CagA-Proteins aber auch der
N-Terminus notwendig. Uberraschenderweise konnte das N-terminal deletierte
CagA(A1-351) jedoch nicht nur nicht mehr transloziert werden, sondern es ubte
zusatzlich einen dominant-negativen Effekt auf die Translokation des Wildtyp-CagA-
Proteins aus. Eine Erklarung daflr konnte bisher nicht gefunden werden. Dominant-
negative Effekte werden haufig der Bildung und Anhaufung nicht funktionstichtiger
Proteinkomplexe zugeschrieben. Das deletierte CagA(A1-351) ware dem-
entsprechend noch in der Lage Komplexe zu bilden, die jedoch nicht mehr
translozierbar sind. Eine solche Komplexbildung als Ursache fur den hier
auftretenden dominant-negativen Effekt vorausgesetzt, ware die Interaktionsdoméane
mdglicherweise zwischen den Aminosauren 352 und 613 lokalisiert. Denn die
kirzeren, M45-markierten N-terminalen Deletionsmutanten beeinflussen die
Translokation des Wildtyp-Proteins nicht. Interessanterweise enthalt diese Region
des CagA-Proteins mindestens zwei coiled-coil Domanen, welche bei Typ llI-
Sekretionssystemen an der Ausbildung von Protein-Protein Interaktionen beteiligt
sind (Delahay and Frankel, 2002).

Abb. V.1 zeigt die durch unsere Versuche als wahrscheinlich erachtete Lokalisation
von Domanen, die an der Translokation beteiligt sind. Neben dem C-Terminus, der
vermutlich dem Transport zum Sekretionsapparat dient, kommt auch dem N-
Terminus eine entscheidende Rolle zu, mdglicherweise als Teil eines 2-Stufen-

Mechanismus mit vorgeschalteter Sekretion ins Periplasma (siehe unten). Eine nahe
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dem C-terminalen Signal gelegene Domane interagiert mit dem Chaperon-Protein
CagF (l. Pattis, E. Weiss, R. Haas und W. Fischer, eingereicht).

CagA

\ —>» Einflhrung in den Typ IV-Apparat?
C

Abb. IV.1: Modell funktioneller Domanen fir die CagA-Translokation.

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des CagA-Proteins. Der C-Terminus (rot
dargestellt) dient vermutlich der Erkennung durch sog. Kopplungsproteine und der Hinfiihrung des
Proteins zum Typ IV-Sekretionsapparat. Der N-Terminus (griin dargestellt) kdnnte dann fir den
weiteren Transport zustdndig sein. Die Ergebnisse von Pattis et al. zeigen zudem die Interaktion einer
C-terminalen Region mit dem CagF-Protein (blau dargestellt). Die Bindung dieses Proteins, das die
Eigenschaften eines Chaperon-Proteins aufweist, dient moglicherweise der Kontrolle der Integritat
bzw. der korrekten Faltung des CagA-Proteins vor dessen Translokation (l. Pattis, E. Weiss, R. Haas
und W. Fischer, eingereicht).

Verschiedene Modelle konnen als Erklarung daftr herangezogen werden, dass im
Falle des CagA-Proteins sowohl N- als auch C-Terminus flr die Translokation
bendtigt werden. Im Gegensatz dazu, sind weniger als 20 C-terminale Aminosauren
des VirF- oder RalF-Proteins bereits ausreichend, um die Cre-Rekombinase oder die
Adenylatzyklase CyaA zu translozieren (Vergunst et al., 2005; Nagai et al., 2005).
Dieser Umstand scheint also eine Besonderheit des Cag-Systems bzw. des CagA-
Proteins darzustellen. Es bleibt zu erwahnen, dass der C-Terminus des VirE2-
Proteins aus A.tumefaciens ebenso in der Lage ist, die Cre-Rekombinase zu
translozieren (Vergunst et al., 2003), wahrend fur die Translokation des VirE2-
Proteins als solches mehr als nur der C-Terminus bendtigt wird. Grund hierfur ist,
dass fur die Stabilitat des VirE2-Proteins — welche durch die Bindung des VirE1-
Chaperon-Proteins vermittelt wird — N-terminale Regionen unverzichtbar sind (Zhao
et al., 2001). Mit Ausnahme der instabilen Proteine mit sehr kurzen N-terminalen

Deletionen werden ahnliche Phanomene bei CagA-Varianten aber nicht beobachtet.

81



IV Diskussion

Denkbar ist, dass das CagA-Protein Uber kein lineares, sondern ein
konformationelles Signal verfugt, an dessen Aufbau der N-Terminus beteiligt ist.
Solche dreidimensionalen Signale wurden fur mehrere Typ ll-sekretierte Proteine
vorgeschlagen (Sauvonnet and Pugsley, 1996; Voulhoux et al., 2000; Palomaki et
al., 2002), obwohl die Beschaffenheit dieser Signale noch unklar bleibt (Filloux,
2004). Im Falle des CagA-Proteins ist das Vorhandensein eines konformationellen
Signals aber eher unwahrscheinlich. Der dominant-negative Effekt der GFP-CagA(C-
term.)-Fusion auf die Translokation des Wildtyp-CagA-Proteins deutet eher darauf
hin, dass der C-Terminus ausreicht, um das Protein in den Sekretionsapparat zu
schleusen. Das Fusionsprotein wird jedoch nicht sekretiert, vielleicht weil es nicht in
einem translokationsfahigen Zustand gehalten werden kann. Moglicherweise wird die
Bindung des Chaperons durch das GFP-Protein verhindert.

Eine alternative Erklarung fir die Beteiligung beider Termini bietet das Modell eines
zweistufigen Translokationsprozesses, bei dem das CagA-Protein zunachst in das
Periplasma geschleust wirde, um anschlielend auch die aul’ere Membran zu
uberwinden. Ein solcher Mechanismus wird auch bei anderen Typ IV-Systemen
vermutet bzw. konnte in einigen Fallen beobachtet werden (Pantoja et al., 2002;
Cascales and Christie, 2003; Burns, 2003). Abb. V.2 zeigt zwei mogliche
Translokationsmechanismen, von Cascales und Christie als Kanal- bzw.
Kolbenmodell bezeichnet (Cascales and Christie, 2003). In beiden Fallen ware ein 2-

Stufen-Mechanismus moglich, im zweiten Fall sogar erforderlich.
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Abb. IV.2: Modell der Typ IV-Sekretion (Cascales and Christie, 2003).

Im ,Kanalmodell“ (links) fungiert der Pilus als Kanal durch den die Substrate die beiden
Zellmembranen Uberwinden. Beim alternativen ,Kolbenmodell® (rechts) werden die Substrate
zunachst ins Periplasma befordert. In einem zweiten Schritt werden sie vom Pilus ins extrazellulare
Medium oder in die Wirtszelle geschoben. Die Wege, die die Substrate hierbei beschreiben sind als
Pfeile dargestellt.

Als Beispiel fur eine vorgeschaltete Sekretion in den periplasmatischen Raum kann
der Translokationsmechanismus der Untereinheiten des Pertussistoxins aus
B. pertussis (Burns, 2003) und des DotA-Proteins von L. pneumophila (Nagai and
Roy, 2001) genannt werden. Diese Proteine besitzen N-terminale (Sec-abhangige)
Signalsequenzen, mit denen sie zunachst ins Periplasma gelangen, bevor sie durch
den Typ IV-Translokationskanal Uber die auf3ere Membran geschleust werden. Ein
C-terminales Signal ist dort nicht beschrieben. Somit kénnten N-terminal und C-
terminal gelegene Signale zwei Alternativen beim Erreichen des Typ IV-
Translokationskanals darstellen.

Auch im Falle von A. tumefaciens wird ein solcher 2-Stufen-Mechanismus diskutiert.
Geringe Mengen der Typ IV-Substrate sind im Periplasma nachweisbar (Chen et al.,
2000), wo sie mit dem im Periplasma lokalisierten VirJ-Protein interagieren (Pantoja

et al., 2002). Dieser Hypothese zufolge, wirde die C-terminale Signalsequenz zum
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Erreichen des Sekretionsapparates bendtigt und evenuell zusatzlich dem Transport
uber die zytoplasmatische Membran dienen. Der N-Terminus hingegen ware an
darauffolgenden Schritten und letztlich der Translokation Uber die au3ere Membran
beteiligt. Interessanterweise scheint das VirB9-Protein von A. tumefaciens, welches
eine Apparatskomponente der aufleren Membran darstellt, eine Domane zu
besitzen, welche der Substraterkennung und Selektion dient (Jakubowski et al.,
2005). Es ist zwar noch nicht klar, welche Regionen der VirD2-Relaxase erkannt
werden, vorstellbar ist jedoch, dass neben dem C-Terminus auch hier noch weitere
Erkennungssignale vorhanden sind.

Zum jetzigen Zeitpunkt lasst sich also sagen, dass im Falle von H. pylori N- und C-
terminale Regionen des CagA-Effektorproteins fur die Translokation notwendig sind,
wobei die Termini hierfur nicht frei zuganglich sein muiussen. Zur genauen
Charakterisierung des Translokationsmechanismus bedarf es jedoch weiterer

Experimente.
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V Zusammenfassung

Gram-negative Bakterien haben unterschiedliche Sekretionssysteme entwickelt, um
verschiedene molekulare Komplexe durch die bakterielle Membran in die
extrazelluldare Umgebung oder in andere Zellen zu transferieren. Typ [IV-
Sekretionssysteme werden als Konjugationssysteme fur den horizontalen
Gentransfer zwischen Bakterien verwendet, sie stellen aber auch einen wichtigen
Virulenzfaktor Gram-negativer Bakterien dar. So vielseitig diese Sekretionssysteme
sind, so verschieden sind auch die von ihnen transportierten Substrate. Sowohl
kleine Proteine als auch grof3e Nukleoproteinkomplexe gehdren dazu, die wenig
gemein zu haben scheinen. Bisher durchgefuhrte Untersuchungen an Typ IV-
sezernierten Proteinen legten die Vermutung nahe, dass die Sekretion dieser
Proteine durch ein C-terminal gelegenes Sekretionssignal erfolgt. Uber die
Eigenschaften eines solchen Signals und die Verbreitung eines konservierten Motivs

bei unterschiedlichen Systemen ist jedoch wenig bekannt.

Das von der cag-Pathogenitatsinsel kodierte CagA-Protein aus H. pylori, ein
immunodominantes Antigen von 130kDa, ist das bisher einzig bekannte
Effektorprotein, das durch den Cag Typ IV-Sekretionsapparat in verschiedene
eukaryontische Zellen transloziert wird. Dort wird es anschlieBend an Tyrosinresten
phosphoryliert und 16st in der Zielzelle eine Reihe von Effekten aus. Die auf
molekularer Ebene ablaufenden Folgeerscheinungen sind zwar bisher wenig
verstanden, spielen aber mit groRer Wahrscheinlichkeit eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Magenulzera und —karzinomen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der

Translokationsprozess naher charakterisiert.

Von uns konstruierte Fusionen aus dem CagA-Protein und GFP (green fluorescent
protein) wurden nicht in Epithelzellen transloziert, aber die Fusion von GFP an den
C-Terminus des CagA-Proteins Ubte bei gleichzeitiger Bildung des Wildtyp-CagA-
Proteins einen dominant-negativen Effekt auf die Translokation des Wildtyp-Proteins
aus. Diese Beobachtung spricht fur ein C-terminales Signal. Wir konnten auf3erdem
zeigen, dass die Translokation des CagA-Proteins die Anwesenheit der 20 C-
terminalen Aminosauren erfordert und dass verschiedene von Typ IV-
Sekretionssystemen transportierte Substrate zu CagA homologe C-terminale
Regionen aufweisen. Ein mutmallliches konserviertes Motiv enthalt eine Reihe

positiv geladener Aminosauren von denen jedoch gezeigt werden konnte, dass sie
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nicht fir die Translokation essentiell sind. Dartiber hinaus konnten wir zeigen, dass
durch den Austausch C-terminaler Domanen von CagA gegen entsprechende
Doménen der MobA-Relaxase des Plasmids RSF1010 die Translokationsfahigkeit

des CagA-Proteins wiederhergestellt werden kann.

Trotz diverser Homologien zum VirB/D4-Sekretionssystem von Agrobacterium
tumefaciens unterscheidet sich der Sekretionsmechanismus bei Helicobacter pylori
von erstgenanntem. Wahrend die Substrate des VirB/D4-Sekretionssystems auch
nach Entfernen des N-Terminus noch transloziert werden, ist die Sekretion des
CagA-Proteins in diesem Fall nicht mehr mdglich. Aufgrund dieser Tatsache ist fur

H. pylori auch ein 2-stufiger Mechanismus der Translokation denkbar.

Diese Ergebnisse zeigen, dass verschiedene Typ IV-Sekretionssysteme trotz ihrer
Gemeinsamkeiten an ihre jeweilige Funktionen bzw. Organismen angepasst sind,

was ihre Variabilitat ausmacht.

Aufgrund der wichtigen Rolle, die die Typ IV-Sekretionssysteme bei der Pathogenese
schwerwiegender Erkrankungen wie dem Magenulkus und —karzinom spielen, ist die
Charakterisierung des Translokationsmechanismus von grolem Interesse.
Mdglicherweise  kdnnen die hier gewonnenen Erkenntnisse Uber das
Translokationssignal des Helicobacter-Proteins CagA als Grundlage zur Entwickung

hochspezifischer Interventionstherapien dienen.
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