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1 EINLEITUNG

1.1. Entdeckung und Epidemiologie von Helicobacter pylori

Bereits im Jahr 1923 wurde durch Georg Ernst Konjetzny ein Zusammenhang
zwischen der Entwicklung von Magengeschwiren und einer bakteriellen Besiedelung des
Magens hergestellt (Konjetzny, 1923). Dies widersprach der gangigen Meinung, dass der
Magen aufgrund seines sauren Milieus steril sei. Da zu dieser Zeit eine in vitro Isolierung von
Mikroorganismen aus dem Magen nicht gelang, hielt sich diese Ansicht noch mehrere Jahre.
Erst im Jahr 1984 gelang es Barry Marshall und Robin Warren das Bakterium Helicobacter
pylori aus der Magenmukosa von Patienten mit chronischer Gastritis zu isolieren und zu
kultivieren. Sie beschrieben die isolierten Bakterien als ,unidentified curved bacillus on
gastric epithelium in active chronic gastritis* (Marshall and Warren, 1984). Mit einem
Selbstversuch schaffte Barry Marshall es letztlich die Koch'schen Postulate zu erflllen,
indem er eine Suspension von H. pylori zu sich nahm und daraufhin die Symptome einer
aktiven Gastritis entwickelte (Marshall et al., 1985). Die Entdeckung eines Bakteriums, das
Magengeschwiire, chronische atrophische Gastritis und sogar Magenkarzinome hervorruft,
revolutionierte die bisherige Vorstellung dieser Krankheitsbilder, die bis dahin auf dulere
Faktoren, wie Stress und ungesunde Ernahrung zurtickgeflihrt wurden. Im Jahr 1994 stufte
die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) H. pylori schlieRlich in die Stufe | der definierten
Kanzerogene ein und 2005 erhielten Barry Marshall und Robin Warren fur ihre Entdeckung

den Nobelpreis fur Physiologie und Medizin.

Das Gram-negative, spiralformige, polar begeillelte Bakterium H. pylori wird in die
Klasse der e-Proteobakterien eingestuft. Eine Infektion mit H. pylori betrifft heute ca. 50% der
Weltbevolkerung und ist damit eine der haufigsten chronischen, bakteriellen Infektionen
(Suerbaum and Michetti, 2002). Der menschliche Magen ist dabei eine neuartige
Okologische Nische und der einzige bekannte Lebensraum fir H. pylori, was dieses
Bakterium von anderen Humanpathogenen, wie beispielsweise Salmonella typhimurium
unterscheidet. Die Kolonisierung des menschlichen Magens durch H. pylori reicht dabei
schon mindestens 60 000 Jahre zurlick. H. pylori verbreitete sich von Afrika aus und ist
heute als Pathogen auf der ganzen Welt zu finden (Covacci et al., 1999; Falush et al., 2003;
Linz et al., 2007; Suerbaum and Josenhans, 2007). Aus epidemiologischen Studien geht
hervor, dass die Pravalenz der Infektion in Zusammenhang mit sozio6konomischen und
geographischen Faktoren steht (Malaty and Graham, 1994). So liegt die Rate der Infektionen
in Entwicklungslandern bei ca. 70-90%, dagegen in Industrieldndern nur bei ca. 20-50%

(Dunn et al., 1997). Die genaue Ubertragung von H. pylori konnte bisher noch nicht im Detail
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geklart werden, findet aber vermutlich in der frihen Kindheit von der Mutter auf das Kind statt
(Dunn et al., 1997). Diese These wird zudem von der Tatsache untermauert, dass innerhalb
von Familien genetisch gleiche Stdamme von H. pylori isoliert werden konnten. Dies
wiederum weist auf eine oral-orale bzw. fakal-orale Ubertragung hin (Drumm, 1990; Elitsur et
al., 1999). Unbehandeltes Wasser, sowie mit Abwasser kontaminierte Lebensmittel kénnten
besonders fir die Entwicklungslander eine Rolle bei H. pylori-Infektionen spielen, da die
verbesserten Hygienebedingungen in den Industrieldndern seit Mitte des 19. Jahrhunderts

zu einer deutlichen Abnahme der Infektionen durch H. pylori geflhrt haben.

1.2. Pathogenese H. pylori-assoziierter Erkrankungen

H. pylori hat eine sehr lange Co-Evolution mit seinem Wirt, dem Menschen
durchlaufen, weshalb das Bakterium auch als Kommensale betrachtet werden kann (Dorer et
al., 2009). Eine Infektion mit H. pylori kbnnte mdglicherweise einen Selektionsvorteil fur den
Menschen darstellen, da die Kolonisierung sich auch positiv auf den Wirt auswirken kann.
Studien haben kirzlich gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Erkrankungen, wie Speiserdhrenkrebs und Reflux-Osophagitis (gastroesophageal reflux
disease, GERD) und dem Riickgang von H. pylori-Infektionen besteht (Anderson et al., 2008;
Atherton, 2006).

Dennoch kann eine Besiedelung des menschlichen Magens durch H. pylori zu
erheblichen gesundheitlichen Schaden flihren. Obwohl die Magenschleimhaut sehr gut vor
dem Eindringen von Bakterien geschitzt ist, gelingt es H. pylori aufgrund verschiedener
Virulenzfaktoren das saure Milieu des Magens sowie die viskose Magenmukosa zu
durchdringen und im Mukus angehaftet sehr lange im Wirt zu persistieren. Eine Infektion mit
H. pylori besteht daher meist iber mehrere Jahrzehnte oder sogar lebenslang (Parsonnet,
1998) und flhrt zu einer chronischen Entziindung der Magenschleimhaut (chronische
Gastritis). Betroffen sind die Regionen Corpus und Antrum des Magens, wobei der Ort der
Infektion eine Rolle fur die Entwicklung der Folgekrankheiten spielt (s. Abb. 1.1). Bei einem
Grolteil aller Infektionen verlauft die Entzindungsreaktion zwar symptomlos, aber in 15 bis
20% der Falle fuhrt sie zur Entwicklung von chronischer atrophischer Gastritis, Magen- und
Zwolffingerdarmgeschwiren, Magenkarzinomen oder dem ,mucosa associated lymphoid
tissue* (MALT)-Lymphom (Atherton, 2006). Eine Gastritis im Antrum erhdht das Risiko eines
Zwolffingerdarmgeschwirs  aufgrund  vermehrter  Sdureproduktion, die auch die
Saurekonzentration im ersten Abschnitt des Duodenums erhdht (s. Abb. 1.1 (a)). Das Risiko
an einem Magengeschwur oder —karzinom zu erkranken erhdht sich dagegen bei Patienten
mit einer Corpus-dominierten Gastritis, die sich zu einer atrophischen Gastritis entwickeln

kann (s. Abb. 1.1 (b)). Dies geht einher mit der Zerstérung von Saure-sekretierenden
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Parietalzellen und Mukus-produzierenden Zellen (Amieva and EI-Omar, 2008; Rubin, 1997).
Als Folge kann es zu einer intestinalen Metaplasie kommen, was als Vorstufe des
Adenokarzinoms gilt (Blok et al., 1997; Correa, 1997; Peek and Blaser, 2002).

a b
Zwilffingerdarmgeschwiir Magengeschwir/Adenokarzinom
Osophagus/ Osophagus/
Speisershre Speiserchre

Lumen Fundus

Cormus

Duodenum
Antrum Duodenum

Antrum

Abb. 1.1: Ubersicht iiber H. pylori-induzierte Erkrankungen des Magens:

(a) Die Besiedelung des Antrums durch H. pylori (dargestellt in griin) fuhrt zu einer starken Entziindung und
erhohten Sauresekretion, die auch die Sdurekonzentration im Duodenum erhoht.

(b) Die Besiedelung des Corpus durch H. pylori (dargestellt in griin) verringert die Sauresekretion und fihrt zu
atrophischer Gastritis, Magengeschwuir und Adenokarzinomen

(nach Dorer et al., 2009).

Heute wird davon ausgegangen, dass 5,5% aller Krebsfalle auf H. pylori
zurtickzufiihren sind. Krebsbedingten Todesfallen liegt weltweit als zweithaufigste Ursache
das Magenkarzinom zu Grunde, an dessen Entstehung H. pylori als grofter Risikofaktor

beteiligt ist.

Ein weiteres Krankheitsbild wird durch die Infiltration von lymphatischem Gewebe,
wie Lymphozyten und Plasmazellen in die Magenmukosa hervorgerufen. Dies geschieht
durch den Verlust des schitzenden Mukus und der Epithelzellschicht und kann so zu einem
malignem MALT-Lymphom werden. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der Entstehung
des MALT-Lymphoms und H. pylori, ergibt sich daraus, dass bei 72 bis 98% dieser Patienten
nach erfolgreicher Eradikation von H. pylori das MALT-Lymphom abklingt (Parsonnet et al.,
1994; Wotherspoon, 1998).
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1.3. Pathogenitatsfaktoren von H. pylori

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer der beschriebenen Folgeerkrankungen
durch eine H. pylori-Infektion variiert sowohl aufgrund bakterieller Virulenzfaktoren, sowie
aufgrund genetischer Pradisposition des Wirts. Die Eigenschaften der menschlichen
Immunantwort spielen beispielsweise fiir die Starke der Entziindungsreaktion eine Rolle. So
kénnen Polymorphismen im Gen des Zytokins Interleukin-1f (IL-1B) zu einer vergleichsweise
starken, durch H. pylori induzierten IL-18 Produktion fihren, womit das Risiko einer

atrophischen Gastritis deutlich ansteigt (EI-Omar et al., 2000).

Aufgrund der Kombination der produzierten Virulenzfaktoren und genetischen
Variabilitaten zwischen den verschiedenen H. pylori-Stammen verlauft nicht jede H. pylori-
Infektion gleich bzw. mit dem gleichem Risiko flr Folgeerkrankungen. Die erfolgreiche
Anpassung an die okologische Nische und damit das Uberleben im sauren Milieu des
Magens ist dabei von grundlegender Bedeutung. Um den sauren pH-Wert von ca. 1,4 im
Magen zu U{berstehen (Teyssen et al., 1995), produziert H. pylori das zytosolische, Ni**-
haltige Enzym Urease (Stingl and De Reuse, 2005), welches einen essentiellen
Kolonisierungsfaktor darstellt (Eaton et al., 1991). Unter bestimmten Kulturbedingungen kann
diese Urease sogar 10% des Gesamtproteins im Bakterium ausmachen (Bauerfeind et al.,
1997). Bestehend aus den zwei Untereinheiten UreA und UreB (Labigne et al., 1991) wird
bei sinkendem pH-Wert durch einen protonengesteuerten Kanal Harnstoff aus der
Umgebung aufgenommen und in Ammoniak und Hydrogencarbonat gespalten(Weeks et al.,
2000). Die Protonierung des entstandenen Ammoniaks flihrt zur Pufferung des Zytoplasmas
und Periplasmas von H. pylori (Marshall et al., 1990). Es wird eine zytotoxische Wirkung des
entstandenen Ammoniums diskutiert, die zu Epithelzellschaden fiihren konnte (Sommi et al.,
1996). Auch die Induktion von Apoptose, sowie der Aktivierung von Neutrophilen und

Monozyten wird mit der Ureaseaktivitat in Verbindung gebracht (Harris et al., 1996).

Das eigentliche Habitat von H. pylori ist aber nicht das Magenlumen, sondern die
Bicarbonat-gepufferte Magenmukosa. H. pylori kann nur kurzfristig niedrige pH-Werte (pH <
4) Uberleben (Sachs et al., 2003), weshalb eine schnelle Orientierung und Bewegung zur
Magenmukosa fur die erfolgreiche Kolonisierung nétig ist. Auch in Tiermodellen konnte
gezeigt werden, dass die Motilitat der Bakterien essentiell fur die Kolonisierung des Magens
ist (Eaton et al., 1992). Die helikale Form sowie zwei bis sechs unipolar lokalisierte Flagellen
ermodglichen H. pylori seine Beweglichkeit. Die Flagellen bestehen aus den Flagellinen FlaA
und FlaB und sind zum Schutz vor Saure von einer membranartigen Hulle Gberzogen (Geis
et al., 1993). Aufgrund des pH-Gradients der Mukusschicht, der vom Lumen (pH=2) zur
Epithelzellschicht (pH=7) verlauft orientiert sich H. pylori chemotaktisch zu seinem Habitat
(Schreiber et al., 2004).
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1.3.1 Vermittlung der Adhdasion von H. pylori an Epithelzellen

Die Adhasion von pathogenen Bakterien an die Zielzelle im Wirt ist meistens der
erste Schritt bei einer Infektion. Adhasine sind bakterielle Faktoren, die durch Bindung an
Rezeptoren eine Anheftung an die Wirtszelle ermdéglichen und somit von grundlegender
Bedeutung flr eine erfolgreiche Kolonisierung des Wirtes sind. Im Fall von H. pylori ist die
Adhasion an das Magenepithel besonders wichtig, da die Peristaltik des Magens sowie die

Mukuserneuerung zum Abtransport der Bakterien fiihren wirden.

Aufgrund ihrer chemischen Zusammensetzung werden Adh&sine allgemein in die
Gruppen der Polysaccharid-Adhasine und Polypeptid-Adhédsine eingeteilt. Polysaccharid-
Adhasine kommen als Bestandteile der bakteriellen Zellmembran und -wand, oder der
Kapsel vor. Das Polysaccharid-Adhasin PIA bildet beispielsweise einen wichtigen Faktor der
Biofilmmatrix von Staphylococcus epidermidis, wobei seine genaue Funktion als
interzellulares Adhasin noch unklar ist. Auch das Lipopolysaccharid (LPS) zahlt in diese
Gruppe und tragt durch seine Wirkung als Endotoxin entscheidend zur Pathogenese Gram-
negativer Bakterien bei. Auch H. pylori enthalt LPS in der dulReren Membran, welches
allerdings wegen einer modifizierten Lipid-A Komponente eine etwa 500-fach schwachere
Endotoxizitat verglichen mit dem anderer Gram-negativer Bakterien aufweist. Aufgrund der
Ahnlichkeit des O-Antigens in H. pylori-LPS zu den menschlichen Blutgruppenantigenen
Lewis® und Lewis”, dient dieses strukturelle Mimikry wahrscheinlich vielmehr dem Schutz

des Bakteriums vor dem Immunsystem (Sheu et al., 2010).

Polypeptid-Adhasine werden zusatzlich in Fimbrien und Nicht-Fimbrien-Adhasine
untergliedert. Fimbrien oder Pili sind heteropolymere filamentdése Strukturen Uber die
Bakterien in der Regel den Erstkontakt zur eukaryotischen Zelle herstellen. Die Nicht-
Fimbrien-Adhasine (NFA) Gram-negativer Bakterien sind integrale Proteine in der duleren
Membran, weshalb sie auch zu den ,outer membrane proteins® (OMPs) gezahlt werden
(Donnenberg, 2000; Merz and So, 2000; Merz et al., 2000; Novak and Tuomanen, 1999).
Genomanalysen von H. pylori ergaben mehr als 60 Gene fur OMPs (Tomb et al., 1997), die
aufgrund ihrer Homologiemerkmale phylogenetisch untergliedert werden kénnen (s. Abb.
1.2). Man unterteilt die OMPs von H. pylori in sogenannte ,Helicobacter outer membrane
proteins* (Hops) und ,Hop-related proteins“ (Hors). Die wichtigsten Adhasine gehéren in die
Gruppe der Hops und werden BabA, SabA, AlpA, AlpB und HopZ genannt (s. Abb. 1.2).
BabA scheint das dominierende Adhasin von H. pylori zu sein, welches an das fucosylierte
Blutgruppenantigen Lewis® bindet (Boren et al., 1993; (llver et al., 1998). Bei
Magenepithelzellen mit positivem Sekretor-Status ist es das vorherrschende Antigen (Evans
and Evans, 2000; Sakamoto et al., 1989). Zusatzlich kommt es auf dem Muzin MUC5AC vor,

wodurch eine Adhasion von H. pylori an die Mukusschicht vermittelt wird (Ho et al., 2004;
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Van den Brink et al., 2000). Auch SabA erkennt Blutgruppenantigene, wie die sialylierten
Glykoproteine s-Lewis* oder s-Lewis®, deren Vorkommen besonders in entziindetem
Gewebe erhoht ist (Mahdavi et al., 2002; (Ota et al., 1998)). Wahrend einer chronischen
Gastritis  werden  die  fucosylierten  Lewis-Antigene  durch  die  sialylierten
Kohlenhydratstrukturen verdrangt, wodurch die Adhasion von H. pylori an das Magenepithel
dann verstarkt Gber SabA vermittelt wird. Die Rezeptoren fir die Adhasine AlpA, AlpB und
HopZ sind noch unklar. Fur die homologen Proteine AlpA und AlpB ist eine Beteiligung bei
der Vermittlung der Adhasion von H. pylori an Gewebeschnitte gezeigt worden (Odenbreit et
al., 1999).

Epidemiologische Studien zeigen, dass das Potenzial der Virulenz unter den
verschiedenen H. pylori-Isolaten variiert, was auf genetische Unterschiede zwischen den
Stammen zurlickzufihren ist. Bisher konnten das vakuolisierende Cytotoxin VacA
(vacuolating cytotoxin A) und die Prasenz der cag-Pathogenitatsinsel (cag-PAl) im H. pylori-
Chromosom als Virulenzmarker fiir H. pylori identifiziert werden, die eine Klassifizierung von
H. pylori in hoch virulente Typl-Stamme und schwach virulente Typll-Stamme ermdglicht.
Obwohl alle H. pylori-Stamme ein vacA-Gen besitzen, stellt es einen der beiden Marker zur
Unterscheidung zwischen Typl- und Typll-Stammen dar. Dies liegt an Polymorphismen im
vacA-Gen, die dazu fuhren, dass innerhalb der N-terminalen Signalsequenz zwischen den
Allelen s1 und s2, in der Mittelregion zwischen den Allelen m1 und m2, sowie in einer
Zwischenregion zwischen den Allelen i1 und i2 differenziert werden kann (Atherton et al.,
1995; Rhead et al., 2007). Die Ausbildung schwerer Magengeschwure und Adenokarzinome
ist dabei mit Typl-Stdmmen (s1/m1-VacA) und weniger mit Typll-Stdmmen (s1/m2-VacA)
assoziiert. Genomische Studien haben gezeigt, dass es auch andere potenzielle Marker flr
den Grad der Virulenz von H. pylori geben kénnte. Beispielsweise konnte eine Koevolution
zwischen der Anwesenheit von Virulenzmarkern sowie zehn weiteren Genen festgestellt

werden, worunter auch die babA- und hopQ-Gene fallen (Salama et al., 2000).

Das auflRere Membranprotein HopQ gehort phylogenetisch ebenfalls in die Adhasin-
Familie von H. pylori (s. Abb. 1.2), wobei seine Funktionen im Wesentlichen noch unklar
sind. Eine genauere Analyse des hopQ-Gens zeigte, dass es in zwei verschiedenen Allelen
vorkommt, wovon Allel | signifikant haufiger in den Typl-Stdmmen von H. pylori gefunden
wird (Cao and Cover, 2002). Aufgrund dessen wird eine Beziehung zwischen der Expression
des Allels | fir hopQ und dem Auftreten der schweren Folgeerkrankungen einer H. pylori-

Infektion vermutet.
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Abb. 1.2: Phylogenetische Einteilung der &uBeren Membranproteine von H. pylori:

Die Mitglieder der Adhasin-Familie sind in blau dargestellt. Die Homologen AlpA und AlpB (in lila dargestellt)
gehdren phylogenetisch nicht in die Adhasin-Familie. Es konnten aber bereits adhasive Eigenschaften fiir diese

Proteine nachgewiesen werden (nach(Alm et al., 1999).

1.3.2 Das vakuolisierende Cytotoxin VacA und die Immunantwort des
Wirts

Das vakuolisierende Cytotoxin VacA induziert die Bildung saurer zytoplasmatischer
Vakuolen in Wirtszellen (Cover and Blaser, 1992). Das von H. pylori produzierte 140 kDa
grolle Cytotoxin VacA wird Sec-abhangig Uber die innere Membran und anschlieBend mit
Hilfe der C-terminalen Autotransporter-Domane Uber die dulere Membran sekretiert. Das
reife Protein mit einer GroRe von 88 kDa entsteht nach Abspaltung der Autotransporter-
Doméne und wird in die Umgebung abgegeben oder verbleibt an der Bakterienoberflache
(Cover et al., 1994; Nguyen et al., 2001; Schmitt and Haas, 1994).
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Die charakteristische blumenférmige Struktur des VacA entsteht durch die
Oligomerisierung des reifen Toxins zu hexameren Ringen, wobei schliellich zwei hexamere
Ringe einen hochmolekularen dodekameren Komplex bilden (Lupetti et al., 1996). Das reife
VacA-Toxin kann proteolytisch in zwei Fragmente (p37 (37 kDa) und p55 (55 kDa)) mit
unterschiedlichen Funktionen gespalten werden (Burroni et al., 1998; Telford et al., 1994).
Die Ausbildung einer Membranpore und der Vakuolen wird dabei auf die Aktivitdt des p37-
Fragments zurtckgeflhrt (Vinion-Dubiel et al., 1999), die Rezeptorerkennung und -bindung
sowie die Oligomerisierung des Toxins dagegen auf die des p55-Fragments (Ji et al., 2000;
Pagliaccia et al., 1998). Es handelt sich bei VacA dennoch nicht um ein typisches AB-Toxin,

da die beiden Teilfragmente nicht unabhangig voneinander sind.

Rezeptoren fir VacA auf Epithelzellen sind die Tyrosinphosphatasen RPTPa und
RPTPB (Yahiro et al., 1999; Yahiro et al., 2003), auf T-Lymphozyten konnte dagegen die
CD18 Untereinheit des B2-Integrins identifiziert werden (Sewald et al., 2008). Als
multifunktionelles Toxin (Cover and Blanke, 2005) hat VacA nach Rezeptorbindung mehrere
Auswirkungen auf die Wirtszelle. Neben der Vakuolisierung, die zur Entdeckung des Toxins
fihrte, beeintrachtigt VacA zusatzlich den Vesikeltransport innerhalb der Epithelzellen (Satin
et al.,, 1997) und deren Proliferation (Ricci et al., 1996). Auch die Induktion von Apoptose
wird auf die Aktivitdt von VacA zurlckgefihrt (Cover et al., 2003; Kuck et al., 2001). Des
Weiteren wird ein Einfluss von VacA auf das Immunsystem beschrieben. Dabei spielt die
Stérung der Antigenprozessierung und -prasentation (Molinari et al., 1998) eine Rolle. Die
Inhibition der Phagosomenreifung in Makrophagen, die H. pylori aufgenommen haben
(Zheng and Jones, 2003), verhindert die weitere Ausbildung von Phago-Lysosomen in der
Zelle und somit das Eliminieren der Bakterien (Allen et al., 2000). Es kommt dagegen zur
Bildung eines anormalen Zellkompartiments, welches als Megasom bezeichnet wird und nur
abgeschwachte lysierende Eigenschaften besitzt. Zusatzlich kommt es durch eine
herabregulierte Interleukin-2 (IL-2)-Expression zum Ausbleiben der T-Zell-Aktivierung
(Boncristiano et al., 2003; Gebert et al., 2003; Sundrud et al., 2004).

1.3.3 Die cag-Pathogenitatsinsel

Wie die Expression eines aktiven VacA Toxins, ist die Prasenz der 37 kb grof3en cag-
PAI im H. pylori-Chromosom ein Marker zur Eingliederung von H. pylori in die Gruppe der
Typl-Stdmme und stellt somit einen weiteren wichtigen Virulenzfaktor dar. Diese
Pathogenitatsinsel kodiert das Cag-TyplV-Sekretionssystem (Cag-T4SS), welches starke
Homologien zum VirB/D4-T4SS von Agrobacterium tumefaciens aufweist. Vermittelt Gber
dieses Sekretionssystem, wird das ebenfalls auf der cag-PAl kodierte Cytotoxin CagA

(cytotoxin-associated gene A) in die eukaryotische Zelle transloziert (Backert et al., 2000;
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Censini et al.,, 1996; Odenbreit, 2000). Es handelt sich dabei um ein ~130 kDa grofRes

Protein und ist das bisher einzige beschriebene Substrat des Cag-T4SS.

Bakterien nutzen eine Vielzahl an Sekretionssystemen fir den Transfer von
Makromolekilen Gber die Membran (Juhas et al., 2008). Man unterscheidet sie in sechs
verschiedene Gruppen: Typl bis TypVI-Sekretionssysteme (Henderson et al., 2004,
Mougous et al., 2006; Thanassi and Hultgren, 2000).

Bei den TyplV-Sekretionssystemen (T4SS) handelt es sich um sehr komplexe,
hochmolekulare Maschinen, die sich von anderen bakteriellen Sekretionssystemen
besonders aufgrund ihrer Fahigkeit sowohl Proteine als auch DNS zu transportieren,
unterscheiden (Juhas et al., 2008). Aufgrund ihrer Substrate ergeben sich drei verschiedene
Gruppen von T4SS. In die erste Gruppe werden T4SS, die dem Transport von DNS dienen
eingegliedert. Der Austausch von DNS bzw. Nukleoproteinkomplexen zwischen
verschiedenen Zellen beruht auf der evolutionaren Verwandtschaft der T4SS mit bakteriellen
Konjugations-Apparaten (Cascales and Christie, 2003; Lawley et al., 2003). Der Prototyp der
T4SS ist das VirB/D4-Sekretionssystem von A. tumefaciens, das den Transfer des Tumor-
induzierenden (Ti)-Plasmids in die Pflanzenzelle katalysiert (Cascales and Christie, 2004;
Christie et al., 2005; Christie and Cascales, 2005). Die zweite Gruppe umfasst T4SS, die
Bakterien dazu befahigen DNS entweder aus dem extrazellularen Milieu aufzunehmen oder
in dieses abzugeben. Beispielhaft hierfiir sind das ComB-System von H. pylori oder das GGI-
System von Neisseria gonorrhoeae (Hamilton et al., 2005). Eine dritte Gruppe bilden T4SS,
die Effektorproteine in fremde Zellen transferieren. Sie werden von vielen pathogenen
Bakterien, wie Bordetella pertusis, Legionella pneumophila, Brucella spp., Bartonella spp und
auch H. pylori genutzt. Im Laufe der Zeit haben sich die verschiedenen T4SS ihren
Anforderungen angepasst und erflllen Aufgaben, wie horizontalen Gentransfer, wodurch
eine genomische Plastizitdt und die Ausbreitung von Antibiotika-Resistenzen, sowie
Virulenzgenen innerhalb der Bakterien erreicht werden oder vermitteln Pathogenitat, durch

Sekretion von Effektorproteinen in eukaryotische Zielzellen.

1.3.3.1 Auswirkungen des Cag-TypIV-Sekretionssystems auf die

eukaryotische Zelle

Die vermehrte Freisetzung des pro-inflammatorischen Zytokins Interleukin-8 (IL-8)
wird auf einen kontaktabhangigen Mechanismus zuriickgeflihrt, bei dem H. pylori ein intaktes
Cag-TyplV-Sekretionssystem bendétigt (Censini et al.,, 1996; (Rieder et al., 1997). Wie es
dabei zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB und somit zur Stimulierung des pro-
inflammatorischen Ges fur IL-8 kommt, ist im Detail noch unklar. In einer Arbeit von Fischer

et al.,, konnte gezeigt werden, dass es keinen direkten Zusammenhang zwischen
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phosphorylietem CagA und der Induktion der IL-8-Sekretion in der Wirtszelle zu geben
scheint. Der Verlust der CagA-Translokation durch Deletion verschiedener Gene in der cag-
PAIl fGhrte in den meisten Fallen auch zu einem Ausbleiben der IL-8-Sekretion. Dennoch
wurden CagA-Translokationsdefiziente Mutanten gefunden, die aber noch eine Induktion von
IL-8 auslésen kdnnen (Fischer et al., 2001). Nach dem Prinzip der Rezeptor-Hypothese ist
die IL-8-Induktion und Sekretion demnach wahrscheinlich durch die Bindung des Cag-TyplV-
Sekretionsapparats an die Zelloberflache vermittelt, die wiederum von der Expression
bestimmter Gene der cag-PAl abhangt. Neben CagA werden auch Fragmente von
Peptidoglykan Uber das Cag-TyplV-Sekretionssystem in die Zelle tbertragen. Die Erkennung
des Peptidoglykans Gram-negativer Bakterien durch den intrazellularen Rezeptor Nod1
aktiviert die Produktion von NF-kB, was die Transkription pro-inflammatorischer Gene
stimuliert (Viala et al., 2004). Die Infiltration von polymorphonuklearen Zellen und somit eine
massive Entziindungsreaktion aufgrund der Infektion mit H. pylori sind die Folgen (Segal et
al., 1997; Sharma et al., 1995); Fischer et al., 2001).

1.3.3.2 Die Bedeutung von CagA in der eukaryotischen Zelle

Eine Infektion von Epithelzellen mit H. pylori fihrt in einer Zellkultur zur Migration der
Zellen und der Ausbildung von stark verlangerten Zellauslaufern, dem ,hummingbird“-
Phanotyp. Diese Veranderungen der Zellen sind auf die Translokation von CagA
zurtckzufiihren (Segal et al., 1999). Dabei stellt die Interaktion des Cag-TyplV-
Sekretionssystems mit Integrinen auf der Zelloberflache den Kontakt zwischen H. pylori und
der eukaryotischen Zelle her (Kwok et al., 2007; Jimenez-Soto et al., 2009). Der genaue
Mechanismus der Translokation von CagA ist aber noch unklar. Transloziertes CagA ist in
der Wirtszelle an der Zytoplasmamembran lokalisiert und wird von Protein-Tyrosin-Kinasen
aus der Src-Familie phosphoryliert (s. Abb. 1.3) (Asahi et al., 2000; Higashi et al., 2002;
Odenbreit, 2000; Tsutsumi et al., 2003). Im C-terminalen Bereich von CagA finden sich
mehrere Sequenzmotive (nummeriert von A bis D) mit den konservierten Aminosauren
EPIYA, welche das Substrat flir die Tyrosin-Phosphorylierung darstellen (Higashi et al.,
2005; Naito et al., 2006). In Zellen des Immunsystems, wie Phagozyten, kommt es nach
Translokation zu einer Spaltung von CagA in ein stabiles 100 kDa Fragment und ein 40 kDa
Fragment, das den C-terminalen Teil darstellt und phosphoryliert wird (Odenbreit et al.,
2001).

Phosphoryliertes CagA bindet an die SHP2 Tyrosin-Phosphatase, sowie die C-
terminale Src Kinase (Csk) und aktiviert dabei deren SH2-Domanen, was zu einer
gesteigerten Phosphatase-Aktivitat dieser Enzyme fihrt (Higashi et al., 2002). Die SHP2

Tyrosin-Phosphatase konnte als wichtiges, regulatorisches Protein im Zusammenhang mit
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Zellwachstum und —beweglichkeit identifiziert werden (Feng, 1999; Neel et al., 2003). Die
Induktion der SHP2 Aktivitdt 16st verschiedene Interferenzen mit anderen zellularen
Signalwegen aus, wie der Dephosphorylierung der ,focal adhesion kinase“ (FAK) und der
Aktivierung von ERK (Higashi et al., 2004; Tsutsumi et al., 2006). Es konnte gezeigt werden,
dass die CagA-abhangige Inaktivierung von FAK, eine Tyrosin-Kinase, die am Umsatz von
.focal adhesion spots* beteiligt ist zur Induktion des ,hummingbird“-Phanotyp fihrt (Tsutsumi
et al., 2006). ERK ist ein Protein innerhalb des ERK/MAPK-Signalwegs und ist an
Zellwachstum, sowie —differenzierung durch Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren beteiligt. Tsutsumi et al. konnten zeigen, dass phosphoryliertes CagA
mit ERK interferiert und dadurch Veranderungen in der Zellmorphologie und eine verstarkte
Proliferation auslést (s. Abb. 1.3). Unabhangig vom Phosphorylierungsgrad interagiert CagA
auch mit dem Ras/Raf/Mek/ERK-Signalweg, indem es diesen Uber die Bindung mit dem
Adaptorprotein Grb2 stimuliert (s. Abb. 1.3) (Mimuro et al., 2002).

Die verstarkte Kinaseaktivitat von Csk durch phosphoryliertes CagA dagegen fiihrt zu
einer negativen Rickkopplung der Src—Kinaseaktivitat, die wiederum zur Phosphorylierung
von CagA in der eukaryotischen Zelle beitragt (s. Abb. 1.3). Die Komplexbildung von
phosphoryliertem CagA und Csk wird deshalb als negatives Riickkopplungselement
betrachtet (Tsutsumi et al., 2003).

Weiter wird die Integritdt des Epithelzellverbands durch Interaktionen von
unphosphoryliertem CagA mit Proteinen der eukaryotischen Zelle beeintrachtigt. Dabei wird
durch Rekrutierung des GerUstproteins ZO-1 und des Transmembranproteins JAM zur
Bindungsstelle zwischen H. pylori und der Epithelzelle das Offnen der sogenannten tight
junctions” ausgeldst (s. Abb. 1.3) (Amieva et al., 2003). /n vivo kommt es so zum Aufbrechen
der Barrierefunktion des Magenepithels. Zusatzlich kommt es zum Verlust der apikal-
basolateralen Zellpolaritdt durch die Bindung und Inhibition der Kinase Par1 (Saadat et al.,
2007), die zentraler Bestandteil flr die Regulation der Zellpolaritat ist. Die Aktivierung des
pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-xB, sowie von B-Catenin wird ebenfalls auf
eine Interaktion mit unphosphoryliertem CagA zurickgefihrt (s. Abb. 1.3) (Brandt et al.,
2005). NF-kB reguliert die Sekretion von Interleukin-8 (IL-8) (Aihara et al., 1997; (Sharma et
al., 1998) und beeinflusst andere zellulare Prozesse, wie Apoptose und Zellproliferation
(Aihara et al., 1997; Hoffmann and Baltimore, 2006). Die p-Catenin-induzierte Aktivierung
Mitose-vermittelnder Gene wird mit der kanzerogenen Wirkung von CagA in Verbindung
gebracht (Franco et al., 2005), weshalb CagA auch als bakterielles Onkoprotein bezeichnet
wird. Diese Ansicht wird mafRgeblich durch Arbeiten von Hatakeyama (Ohnishi et al., 2008)
untermauert. Hierbei konnte eine Korrelation zwischen dem Auftreten von Magenkarzinomen
in Mausen und CagA hergestellt werden. Die ubiquitare Produktion von CagA in cagA-

transgenen Mausen flihrte zu einer abnormalen Proliferation des Magenepithels und
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hamatopoetischer Zellen. Dagegen zeigten Mause, die das cagA-Gen ohne EPIYA Motive
exprimierten keine derartigen Entwicklungen, was die Relevanz des CagA/SHP2-Komplexes

in der Entstehung von Magenkarzinomen nochmals verdeutlicht.

Zellmarphoelogie/

Proliferation

l‘ Verdnderte
|

Veridnderte

shummingbird“

Genexpression

Abb. 1.3: Modell der CagA-abhdngigen Auswirkungen auf eukaryotische Zellsignalwege:

CagA wird von H. pylori mit Hilfe des Cag-TyplV-Sekretionssystems in die Zelle transloziert und durch Kinasen
der Src-Familie phosphoryliert (CagA-P). CagA-P aktiviert einerseits Csk, was wiederum einen negativen
Ruckkopplungseffekt auf Src-Kinasen hat (markiert durch einen unterbrochenen Pfeil). Andererseits stimuliert
CagA-P durch die Bindung und Aktivierung der Phosphatase-Aktivitat von SHP2 die Kinase-Aktivitat von FAK und
aktiviert zusatzlich den ERK/MAPK Signalweg, was zu Veranderungen der Zellmorphologie und —proliferation,
sowie deren Motilitat fiihrt. Eine Aktivierung des ERK/MAPK Signalweg ist ebenfalls (iber die Bindung von
unphosphorylietem CagA (CagA) mit Grb2 méglich. Andere Effekte von CagA sind die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB und B-Catenin, was eine Aktivierung von Genen fiir die IL-8 Expression (durch NF-
kB), sowie Mitose-vermittelnder Gene (durch B-Catenin) zur Folge hat. Zusatzlich werden durch CagA ,tight
junctions® (TJ) im Zellepithelverband aufgrund der Rekrutierung von JAM und ZO-1 zerstért (markiert durch einen

roten Stern). Stimulierung der Enzymaktivitat durch *angezeigt.
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1.4. Typ IV Sekretionssysteme in H. pylori

In H. pylori konnten bisher vier verschiedene T4SS aller Gruppen identifiziert werden,
wozu auch das Cag-T4SS gehort (s. Kapitel 4.1.). Ein weiteres T4SS in H. pylori ist das
bereits erwahnte ComB-System, welches der Aufnahme von DNS aus der Umgebung dient
und H. pylori so zu seiner natlirlichen Kompetenz verhilft (Hofreuter et al., 2001; Hofreuter et
al.,, 1998). Die Sequenzierung des Genoms von Stamm H. pylori P12 fihrte zur
Identifizierung von drei Plastizitatsregionen (PZ), wovon PZ1 und PZ3 Gene fliir T4SS-
Komponenten kodieren (Fischer et al., 2010; Kersulyte et al., 2009; Kersulyte et al., 2003).
Die genaue Funktion dieser T4SS, Tfs3 und Tfs4, ist aber noch unklar.

Strukturell besteht der Apparat eines T4SS aus zwdlf Proteinen (VirB1 bis VirB11,
sowie VirD4), deren Nomenklatur sich von dem von A. tumefaciens ableitet. Beim Aufbau
eines T4SS entstehen drei miteinander verbundene Einheiten: ein inner-membranarer
Komplex mit drei zytoplasmatischen ATPasen, ein Translokationskanal, der die innere und

aulere Zellmembran durchspannt, sowie eine Pilusstruktur auf der Oberflache (s. Abb. 1.4).
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Abb. 1.4: Modell des VirB/D4 Systems von A. tumefaciens:
Der Apparat des T4SS besteht aus zwdlf Proteinen (VirB1-11; VirD4). Das Substrat wird mit Hilfe des

Translokationskanals, bestehend aus den Proteinen VirB6-10 (ber die innere und dulere Membran entlang der
durch Pfeile angezeigten Richtung transportiert. Die Sterne zeigen an, welche Proteine des T4SS mit dem
transportierten Substrat interagieren. Die energetische Versorgung wird durch die ATPasen VirB4 (angezeigt in
dunkelblau), VirB11 (angezeigt in pink), und VirD4 (angezeigt in dunkelgriin) gewahrleistet. Auf der Oberflache
bilden die Proteine VirB2 (angezeigt in braun) und VirB5 (angezeigt in orange) die Pilusstruktur (nach (McCullen
and Binns, 2006)).

1.4.1 Das Cag-TypIV-Sekretionssystem

Das auf der cag-PAl kodierte Cag-T4SS wurde urspringlich durch Sequenzanalysen
der stromaufwarts des cagA-Gens gelegenen Regionen entdeckt. In diesem Bereich kodierte
Proteine zeigten Sequenzhomologien zu den Proteinen des VirB/D4-Sekretionssystem von
A. tumefaciens und eine essentielle Beteiligung an der Induktion der IL-8-Sekretion durch die
Wirtszelle (Akopyants et al., 1998; Censini et al., 1996). Die cag-PAl liegt in den meisten
Stammen zwischen den Genen hp0519 und hp0549 inseriert und wird jeweils rechts und
links von inverted repeats flankiert (s. Abb. 1.5). Trotz der evolutionaren Verwandtschaft des
Cag-Systems zu anderen T4SS, zeigen nur die Proteine CagE (VirB4), CagX (VirB9), CagY
(VirB10), Caga (VirB11) signifikante Homologien zum prototypischen VirB/D4-T4SS. Auch
werden durch die cag-PAl ~ 27 Gene kodiert, obwohl urspriingliche T4SS aus zwolf

Proteinen aufgebaut sind. Diese zusatzlichen Genprodukte sind einzigartig fir H. pylori und
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bis heute in keinem anderen T4SS auffindbar. Die Komponenten des Cag-T4SS werden
ihrer Funktionalitdt nach in die Klassen Apparatsproteine, welche sowohl fur die IL-8-
Induktion, als auch CagA-Translokation nétig sind und Translokationsfaktoren, die fur die
CagA-Translokation aber nicht fur die IL-8-Induktion gebraucht werden unterteilt (s. Abb.
1.5). Zusatzlich konnten Komponenten identifiziert werden, die entweder Phanotyp-
unterstitzende Eigenschaften besitzen, oder ohne Funktion sind (s. Abb. 1.5) (Fischer et al.,
2001). Transkriptomanalysen haben aber ergeben, dass diese Gene in Operonen exprimiert
werden, was auf eine Funktionalitdt dieser Genprodukte fir das Cag-T4SS hinweist
(Boonjakuakul et al., 2005; Sharma et al., 2010). Unter den 14 essentiellen
Apparatskomponenten  befinden sich alle  Proteine des Cag-Systems mit

Sequenzhomologien zum VirB/D4-System.

S & & g S0 & & &S & & PP P PP PP B ST S
1S #)) < (HH] ) o g A >4 IS
(e 6y p a Z Y X WV UT SOPMNLIHGF E DC cagd 548
VirB1 VirB11 VirB9 VirB7 VirB4
VirD4 VirB10 VirB8

B) Apparatskomponenten  E» CagA-Translokationsfaktoren B Effektorprotein

B> Unterstutzende Komponenten E> Unbekannte Funktion

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der cag-Pathogenitétsinsel von H. pylori Stamm 26695:

Alle Gene der Pathogenitatsinsel sind in Pfeilform entsprechend ihrer Orientierung im Leserahmen dargestellt. Es
existieren verschiedene Nomenklaturen fir die Gene der cag-PAl: eine durchlaufende Nummerierung nach
(Tomb et al., 1997) (oberhalb der Pfeile zu sehen), eine Unterscheidung durch Buchstaben des lateinischen und
griechischen Alphabets nach Censini et al., 1996 (in lila unterhalb der Pfeile zu sehen). Die Gene kodierend fiir
Homologe zum VirB/D4-System sind ebenfalls unterhalb der entsprechenden Pfeile angezeigt (in schwarz).

Flankiert wird die cag-PAl durch inverted repeats ().

1.4.1.1 Strukturelle Anordnung der Proteine des Cag-TypIV-

Sekretionssystems

Die Untersuchung des pKM101-T4SS lieferte kiirzlich kryo-elektronenmikroskopische
(EM) Einsichten in den Aufbau des dazugehoérigen Translokationskanals. Der gefundene
Komplex besteht aus 14 Monomeren der VirB-Homologen VirB7, VirB9 und VirB10,
(Chandran et al., 2009; Fronzes et al., 2009). Ein ahnlicher Aufbau wird auch fir das Cag-
T4SS vermutet, obwohl es sich hierbei um eine komplexere Struktur, als beim pKM101-
T4SS handelt. Es konnte gezeigt werden, das CagX (VirB9) und CagT (VirB7) einen
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Komplex bilden, der aber zusatzlich CagM und Cagé beinhaltet (s. Abb. 1.6), wobei diesen
Proteinen eine Beteiligung bei der Oligomerisierung der Translokationskanal-bildenden
Proteine beigemessen wird (Kutter et al., 2008; Pinto-Santini and Salama, 2009). Auch flr
CagY (VirB10) konnte eine direkte Interaktion mit CagX gezeigt werden (Kutter et al., 2008)
und unterstitzt somit das Modell eines Translokationskanals bestehend aus CagX, CagT
und Cagy.

Die raumliche Anordnung der Proteine des T4SS wird flr das VirB/D4-System von A.
tumefaciens durch den ,nucleating factor* VirB8 (Judd et al., 2005), sowie die lytische
Transglykosylase VirB1 determiniert (Alvarez-Martinez and Christie, 2009). Eine ahnliche
Funktion wird im Cag-System der lytischen Transglykosylase Cagy (Zahrl et al., 2005) und
dem bitopischen Protein CagV, mit Eigenschaften des VirB8 (Buhrdorf et al., 2003)
zugeschrieben. Die Pore in der inneren Membran des Cag-Systems wird wahrscheinlich
durch die polytopischen Proteine CagW, CagU und CagH gebildet (s. Abb. 1.6) (Kutter et al.,
2008). Fur die Energetisierung des Substrattransports werden im Cag-System die
zytosolischen ATPasen CagE (VirB4) und Caga (VirB11) genutzt. Die Ausbildung der
Pilusstruktur auf der Oberflache von H. pylori entsteht durch Oligomerisierung der Pilin-
Untereinheit CagC (Andrzejewska et al.,, 2006). Zusatzlich zu CagC konnten auf der
Oberflache der Pilusstrukturen CagY, CaglL und das Effektorprotein CagA lokalisiert werden
(s. Abb. 1.6) (Rohde et al., 2003; Tanaka et al., 2003). Alle diese Proteine sind an der
Bindung des Cag-T4SS an den eukaryotischen Rezeptor B1-Integrin beteiligt (Jimenez-Soto
et al., 2009; Kwok et al., 2007).

16



EINLEITUNG

- N .
AuBere
Membran

Periplasma

0.0 0.0.99.099.99 9%
innere
Membran 1H

.i..‘"".v..ﬂii

Zytosol

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Aufbaus des Cag-T4SS von H. pylori:

Dargestellt sind die Genprodukte der cag-PAl, wie sie in ihrer wahrscheinlichsten rdumlichen Anordnung das
Cag-T4SS bilden. Ubereinander liegend dargestellte Proteine deuten auf Protein-Protein-Interaktion zwischen
den entsprechenden Cag-Proteinen hin.

Der Translokationskanal (dargestellt in orange) wird aus den Proteinen CagT (VirB7), CagX (VirB9), CagY
(VirB10) sowie CagM und Cagd aufgebaut, wohingegen die Pore der inneren Membran von CagW, CagU und
CagH gebildet wird. Die Oberflachenstrukturen des Cag-Systems setzen sich aus den Pilin-Untereinheiten CagC
zusammen, die zusatzlich das Effektorprotein CagA (dargestellt in rot), sowie CagY und CagL exponieren. Die
raumliche Anordnung der verschiedenen Proteine wird durch Cagy und CagV unterstiitzt. Die Orientierung des
Transports von CagA wird durch Pfeile angedeutet. Fir die Energetisierung des Translokationsprozesses sind die
ATPasen CagE und Cago zustandig. Die Translokationsfaktoren CagZ, CagF und Cagp des Cag-Systems sind in
braun dargestellt (nach (Fischer, 2011)).

1.4.1.2 CagA als Substrat fiir das Cag-TypIV-Sekretionssystem

CagA (qilt bisher als einzig bekanntes Substrat fliir das Cag-T4SS, wodurch sich
dieses von vielen anderen bakteriellen T4SS unterscheidet. Der Transfer von CagA Uber die
bakteriellen Membranen ist essentiell mit dem C-terminalen Bereich des Proteins, bestehend
aus 20 Aminosauren verbunden (Hohlfeld et al., 2006), weshalb dieser als Sekretionssignal
betrachtet wird. Dies stimmt mit Beobachtungen Uberein, dass T4SS-Substrate generell in
Abhangigkeit eines C-terminalen Sekretionssignal transferiert werden (Alvarez-Martinez and
Christie, 2009). Im Gegensatz zu anderen untersuchten T4SS-Substraten ist die C-terminale
Halfte von CagA, welche sowohl das putative Sekretionssignal als auch die EPIYA Motive

enthalt, allein nicht ausreichend fir eine erfolgreiche Translokation in die Zielzelle (Fischer,
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2011). Diese Tatsache deutet somit auf einen komplexeren Translokationsmechanismus hin,

der eine Beteiligung der N-terminalen Halfte von CagA mit einschlieft.

Fir die Einschleusung von CagA aus dem Zytosol in den Translokationskanal bedarf
es eines Proteins, das das Sekretionssignal des CagA-Proteins erkennt. Die essentiellen
CagA-Translokationsfaktoren CagF, CagZ und Cagp sind im zytoplasmatischen Teil bzw. in
der inneren Membran von H. pylori lokalisiert und somit potentielle Kandidaten fiir die
Sekretionssignal-Erkennung von CagA. Immunprazipitationsexperimente konnten zusatzlich
zeigen, dass CagF sehr stark mit einem 100 Aminosauren umfassenden C-terminalen
Bereich von CagA interagiert (Couturier et al., 2006; Pattis et al., 2007). Eine Beteiligung von
ATPasen in Form von Kopplungsproteinen ist in nahezu allen Konjugations- und
Proteintranslokations-Systemen essentiell und wird im Cag-System durch die Proteine Cagp
und CagZ bewirkt (Busler et al., 2006; Jurik et al., 2010). Strukturvorhersagen von Cagp
sagen dem Protein zwei N-terminale Transmembranhelices, sowie einen zytoplasmatischen
C-terminalen Bereich voraus. Eine Interaktion des C-terminalen Teils von Cagp mit CagA
konnte zusatzlich bestatigt werden (Kutter et al., 2008). Des Weiteren ergaben Deletionen
des cagZ-Gens eine deutliche Abnahme der CagA-Translokationseffizienz und der cagp-
Expression, was auf eine stabile Komplexbildung zwischen den Proteinen schliel3en lasst
(Jurik et al., 2010). Diese Daten deuten darauf hin, dass CagF, CagZ und Cagp den
Erkennungsrezeptor fur die CagA-Translokation bilden (s. Abb. 1.6).

1.4.1.3 Mechanismen der Translokation von CagA iiber die eukaryotische

Membran

Die meisten Effektorproteine von T4SS pathogener Bakterien werden nicht in den
KulturGiberstand abgegeben und anschliefiend Uber die eukaryotische Membran in die
Zielzelle aufgenommen (Cascales und Christie, 2003; (Backert and Meyer, 2006). Es |asst
vielmehr vermuten, dass zunachst eine direkte Aktivierung des T4SS durch die Wirtszelle
ablaufen muss, bevor das Substrat transferiert werden kann (Backert and Selbach, 2008).
Dies kann beispielsweise durch Rezeptorbindung vermittelt werden, was auch ein
potenzielles Modell fiir den Ablauf der Effektorprotein-Translokation in H. pylori darstellt.
Unterstitzt wird diese Theorie zusatzlich durch die Beobachtung, dass das C-terminale
Sekretionssignal von CagA allein nicht ausreichend flr die vollstandige Translokation in die
Wirtszelle ist. Zusatzlich konnte in unterschiedlichen Studien gezeigt werden, dass die
Bindung des nicht C-terminalen Bereichs von CagA an Komponenten der eukaryotischen
Zelle ebenso essentiell fir den Transport von CagA Uber die Wirtszellmembran ist. Als
Rezeptoren von CagA konnte das B1-Integrin identifiziert werden (Jimenez-Soto et al.,

2009), sowie Phosphatidylserin in der eukaryotischen Membran (Murata-Kamiya et al.,
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2010). Die Komponenten des Cag-T4SS CagY und Cagl, sowie CaglL wurden zusatzlich zu
CagA als Interaktionspartner mit dem B1-Integrin identifiziert (Jimenez-Soto et al., 2009;
Kwok et al., 2007). Dies demonstriert, dass H. pylori einen spezifischen,
rezeptorabhangigen Mechanismus flr den Transport von CagA in die eukaryotische
Wirtszelle nutzt. Integrine sind glykosylierte Transmembranproteine, die als heterodimere
Rezeptoren auf der eukaryotischen Zelle vorkommen. Sie vermitteln den Kontakt zwischen
verschiedenen Zellen und der extrazellularen Matrix, wobei sie Aufgaben wie die Regulation
der Zellform, der Migration und des Zellzyklus erflllen. In der Magenschleimhaut werden sie
Ublicherweise nicht an der apikalen, dem Magenlumen zugewandten Seite gefunden,
sondern vielmehr auf der basolateralen Seite des Magenepithels. H. pylori muss somit eine
kontrollierte Strategie entwickelt haben, dennoch in Kontakt mit diesen Rezeptoren zu
kommen. Eine Beteiligung von cag-PAl unabhangigen Faktoren, wie Adhasinen kdnnten
Signalwege in der Wirtszelle ausldosen, die entweder den Zellverband des Magenepithels
lockern, oder die Migration von B1-Integrin an die apikale Seite der Magenepithelzelle
hervorrufen und somit einen Zugang fur das Cag-T4SS von H. pylori an seinen Rezeptor
ermoglichen (Kwok et al., 2007; (Wessler and Backert, 2008).

Bisher ist noch nicht geklart, ob die Pilusstruktur des Cag-T4SS bei der CagA-
Translokation eine Réhre bildet, durch die CagA transferiert wird oder, ob diese Strukturen
vielmehr zur Kontaktaufnahme des T4SS mit der Wirtszelle dienen. Eine Exposition von
CagA an der Oberflache der Pilusstruktur konnte bestatigt werden (Jimenez-Soto et al.,
2009; Kwok et al., 2007, Murata-Kamiya et al., 2010); ob dieser Komplex allerdings eine Art
Translokations-Intermediat darstellt, ist weitgehend unklar. Eine Abhangigkeit zwischen
CagA-Translokation und der Lokalisierung von CagA auf der Pilusoberflache wird durch eine
Arbeit von Murata-Kamiyata unterstiitzt, die zeigt, dass eine Interaktion zwischen
Phosphatidylserin in der Wirtszellmembran und zwei Argininresten im mittleren Bereich von
CagA essentiell fur den Transfer von CagA in die eukaryotische Zelle ist (Murata-Kamiya et
al., 2010).

Der molekulare Mechanismus des Transports von CagA Uber die eukaryotische
Membran in das Zytosol der Wirtszelle ist noch weitestgehend unklar. Obwohl es bereits
einige Daten mit Inhibitoren gibt, die die Phosphorylierung von CagA unterbinden (Jimenez-
Soto et al.,, 2009; Murata-Kamiya et al., 2010) kann heute noch nicht eindeutig gesagt
werden, ob der Translokationsprozess von CagA die Bildung einer Pore in der Membran der

Zielzelle oder andere zellulare Prozesse beinhaltet.
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1.5. Ziele dieser Arbeit

Die Besiedelung des menschlichen Magens mit H. pylori gehért mit einer Pravalenz
von 50% zu einer der haufigsten bakteriellen Infektionen weltweit. Dabei stellt der Magen
eine spezielle und neue Okologische Nische fir Mikroorganismen dar. Als wichtige
Virulenzfaktoren zur Besiedelung des menschlichen Magens zahlt neben der Expression von
Adhasinen und VacA auch die Prasenz der cag-Pathogenitatsinsel, die flir ein T4SS und das
translozierte Effektorprotein CagA kodiert. Ein Verstandnis des molekularen Mechanismus
der CagA-Translokation ist dabei von grof3er Bedeutung, da dies einen wichtigen Schritt in

der Pathogenese von H. pylori darstellt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Proteine des Cag-Sekretionsapparat Cagl, CagY
und CagA hinsichtlich ihrer Interaktion mit dem extrazellularen Teil des p1-Integrins genauer
untersucht werden. Die an der Rezeptorbindung beteiligten Proteine sollten dabei auf
mogliche, spezifische Bindungsregionen innerhalb des extrazellularen Teils des B1-Integrins
untersucht werden, was zum Verstandnis des Mechanismus der Ubertragung von CagA (iber
die eukaryotische Membran beitragen sollte. Der extrazellulare Teil der interagierenden -
Untereinheit des B1-Integrins ist stark in funktionale Domanen gegliedert. Zur Identifizierung
moglicher Bindungsregionen fur Cagl, CagY und CagA im p1-Integrin sollten mit Hilfe eines
Yeast Two Hybrid Assays Interaktionen zwischen ausgewahlten Domanen der B-Untereinheit
des PB1-Integrins mit den Cag-Proteinen gefunden und die Protein-Protein-Interaktion
anschlielRend durch biochemische Methoden bestatigt werden. Des Weiteren sollte die, flir
die Bindung an das p1-Integrin verantwortliche Aminosduresequenz von CagA lokalisiert
werden. Durch sukzessive Verkurzungen des CagA-Proteins sollten in einem weiteren Yeast
Two Hybrid Assay die fur die Interaktion nétigen Aminosauren identifiziert und deren

physiologische Funktion wahrend einer Infektion untersucht werden.

CaglL ist eine weitere Cag-Apparatskomponente, die mit dem B1-Integrin interagiert
und als moégliches Adhasin an der Translokation von CagA beteiligt sein soll (Kwok et al.,
2007). Es stellt sich daher die Frage, ob ein Adhasin-vermittelter Kontakt mit der Wirtszelle
zur Funktionalitat des Cag-T4SS beitragt. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war es daher,
eine mogliche Beteiligung des potenziellen Adhasins HopQ im Hinblick auf die Effizienz der
CagA-Translokation zu untersuchen. Besonders im Hinblick auf die Koevolution des hopQ-
Allels | mit der cag-PAl als Marker zur Eingliederung von H. pylori in Typ I-Stdmme ist eine
funktionelle Bedeutung von HopQ wahrend der CagA-Translokation denkbar. Mit Hilfe von
hopQ I-Deletionsmutanten sollte die Effizienz der CagA-Translokation und der Adhasion an

die Magenepithelzelllinie AGS untersucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1 Bakterienstamme

2.1.1.1 Bakterienstamme von Escherichia coli

Tab. 2.1: Escherichia coli-Stamme

Stamm/Name Genotyp

Referenz

TOP 10

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ®80/acZAM15
AlacO74 recA1 araA139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG (Invitrogen,

Karlsruhe)

(Grant et al., 1990)

DH5a

F-®80d lacZ AM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR
recA1 endA1 hsdR17 (rK-, mK+) phoA supE44 M-
thi-l gyr A96 relA1 (Invitrogen, Karlsruhe)

(Hanahan, 1983)

2150

thrB1004 pro thi strA hsdS lacZAM15 (F’
lacZAM15 laclq traD36 proA+ proB+) AdapA::erm
(ErmR) pir

(Dehio and Meyer, 1997)

B2150[pRK2013]

thrB1004 pro thi strA hsdS lacZAM15 (F’
lacZAM15 laclq traD36 proA+ proB+) AdapA::erm
(ErmR) pir

(Dehio and Meyer, 1997)

B2155

thrB1004 pro thi strA hsdS lacZDM15 (F’
lacZAM15 laclq traD36 proA+ proB+)
AdapA::erm (ErmR) pir::RP4 [::kan (KanR) from
SM10]

(Dehio and Meyer, 1997)

2.1.1.2 Bakterienstamme von Helicobacter pylori

Tab. 2.2. Helicobacter pylori-Stamme

Name Stamm Genotyp und Referenz
Klinisches Isolat (888-0) der Abteilung ,Medizinische Mikrobiologie und
P12 P12 Immunologie” der Universitdt Hamburg (Schmitt and Haas, 1994)
26695 26695 | komplett Genom-sequenzierter Stamm (Tomb et al., 1997)
klinisches Isolat der Abteilung Medizinische Mikrobiologie der
P1 P Universitat Amsterdam (Haas et al., 1993)
P76 P76 P1, St
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P12AcagA | P12

AcagA::cam” (W. Fischer)

P12AcagY | P12

AcagY::cam™ (W. Fischer)

P12AcagE | P12

AcagE::cam” (W. Fischer)

P12Acagl | P12

Acagl::cam® (W. Fischer)

P12AcagL | P12

AcagL::cam™ (W. Fischer)

P12APAI P12

AcagPAl::cam™ (W. Fischer, Odenbreit et al., 2001)

CE H6 P12 AhopQ::cam (Elena Ebelogolova)

CE H7 P12 AhopQ::cam ™ (diese Arbeit)

CE H8 P12 AhopQ::cam™ + pCE54 hopQ kan" (diese Arbeit)

CE H9 P12 AhopQ::cam ™ + pCE54 hopQ kan" (diese Arbeit ; Elena Ebelogolova)

2.1.2 Hefestamme

2.1.2.1 Hefestamme von Saccharomyces cerevisiae

Tab. 2.3: Saccharomyces cerevisiae-Stamme

Name Stamm Genotyp und Referenz

CE Y1 AH109 | Ade-, Leu-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE1 (diese Arbeit)

CEY2 | AH109 | Ade-, Leu-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE2 (diese Arbeit)

CEY3 | AH109 | Ade-, Leu-, His-, haploid, Mating Typ a + pCES3 (diese Arbeit)

CEY4 | AH109 | Ade-, Leu-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE4 (diese Arbeit)

CEY5 | AH109 | Ade-, Leu-, His-, haploid, Mating Typ a + pCES5 (diese Arbeit)

CEY6 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE1; pCE6 (diese Arbeit)
Y187

CE Y7 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE1; pCE8 (diese Arbeit)
Y187

CE Y8 AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE1; pCE7 (diese Arbeit)
Y187

CEY9 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE2; pCE6 (diese Arbeit)
Y187

CE Y10 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE2; pCE8 (diese Arbeit)
Y187

CE Y11 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE2; pCE7 (diese Arbeit)
Y187

CE Y12 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE3; pCE6 (diese Arbeit)
Y187

CE Y13 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE3; pCE8 (diese Arbeit)
Y187

CE Y14 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE3; pCE7 (diese Arbeit)
Y187

CE Y15 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE4; pCE®6 (diese Arbeit)
Y187

CE Y16 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE4; pCE8 (diese Arbeit)
Y187

CE Y17 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE4; pCE7 (diese Arbeit)
Y187

CE Y18 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE5; pCE®6 (diese Arbeit)
Y187
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CE Y19 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE5; pCES8 (diese Arbeit)
Y187

CE Y20 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE5; pCE7 (diese Arbeit)
Y187

CE Y21 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE1; pCE10 (diese Arbeit)
Y187

CE Y22 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE2; pCE10 (diese Arbeit)
Y187

CE Y23 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE3; pCE10 (diese Arbeit)
Y187

CE Y24 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE4; pCE10 (diese Arbeit)
Y187

CE Y25 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE5; pCE10 (diese Arbeit)
Y187

CE Y31 | Y187 Ade-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE43 (diese Arbeit)

CE Y32 | Y187 Ade-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE44 (diese Arbeit)

CE Y33 | Y187 Ade-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE45 (diese Arbeit)

CE Y34 | Y187 Ade-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE46 (diese Arbeit)

CE Y35 | Y187 Ade-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE47 (diese Arbeit)

CE Y36 | Y187 Ade-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE48 (diese Arbeit)

CE Y37 | Y187 Ade-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE49 (diese Arbeit)

CE Y38 | Y187 Ade-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE50 (diese Arbeit)

CE Y40 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE43; pGADT7(negativ) (diese Arbeit)
Y187

CE Y42 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE44; pGADT7(negativ) (diese Arbeit)
Y187

CE Y44 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE45; pGADT7(negativ) (diese Arbeit)
Y187

CE Y46 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE46; pGADT7(negativ) (diese Arbeit)
Y187

CE Y48 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE47; pGADT7(negativ) (diese Arbeit)
Y187

CE Y50 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE48; pGADT7(negativ) (diese Arbeit)
Y187

CE Y52 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE49; pGADT7(negativ) (diese Arbeit)
Y187

CE Y54 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE50; pGADT7(negativ) (diese Arbeit)
Y187

CE Y55 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE43; pCES5 (diese Arbeit)
Y187

CE Y56 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE44; pCE5 (diese Arbeit)
Y187

CE Y57 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE45; pCES5 (diese Arbeit)
Y187

CE Y58 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE46; pCES5 (diese Arbeit)
Y187

CE Y59 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE47; pCE5 (diese Arbeit)
Y187

CE Y60 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE48; pCES5 (diese Arbeit)
Y187

CE Y61 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE49; pCES5 (diese Arbeit)
Y187

CE Y62 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pCE50; pCE5 (diese Arbeit)
Y187

CE Y81 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pGADT7(positiv); pPGBKT7(positiv) (Stefan Kutter)
Y187

CE Y82 | AH109 | Ade-, His-, diploid, Typ aa + pGADT7(negativ); pGBKT7(negativ) (Stefan Kutter)
Y187

SK Y1 AH109 | Ade-, Met-, Leu-, His-, haploid, Mating Typ a fiir pPGADT7 (prey)

SKY2 | Y187 Ade-, Met-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a fir pGBKT7 (bait)

SK Y33 | Y187 Ade-, Met-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE6 (Stefan Kutter)
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SK Y22

Y187

Ade-, Met-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE7 (Stefan Kutter)

SK'Y23

Y187

Ade-, Met-, Trp-, His-, haploid, Mating Typ a + pCE8 (Stefan Kutter)

2.1.3 Zelllinien

Tab. 2.4: eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Beschreibung und Referenz
AGS Humane Magenadenokarzinom-Zelllinie (ATCC CRL-1739)
HEK-293 Humane primare embryonale Nierenzellen transformiert durch Adenovirus Typ-5 (Graham et al.,
1977)
HL-60 Humane promeolytische Leukamiezellen (Collins et al., 1979)
GE-11 Humane B1-Integrin-negative embryonale Epithelzell-dhnliche Zellen (Gimond et al., 1999)
GE-11-p1 Humane B1-Integrin-positive embryonale Epithelzell-dhnliche Zellen (Gimond et al., 1999)

2.1.4 Plasmide und Vektoren

Tab. 2.5: Plasmide und Vektoren

Plasmid Eigenschaften Referenz
pASK Expressionsplasmid unter Kontrolle des Tetracyclinpromotors; f1 ori, Amp~; | IBA
IBA43+ MCS zur Expression eines His-Tag fusionierten Gens BioTAGnology,
Géttingen
pDONR™207 | Rekombinationsplasmid fiir die Gateway-Klonierung; ccaB-Kassette und Invitrogen,
cam” zwischen attP1 und attP2-Sequenzen fiir die Rekombination mit attB1 | Karlsruhe
und attB2-Sequenzen; pUC ori
pGADT7 M ori2, pUC ori, Papni1, Pr7, SV40 NLS, GAL4-AD, TapH1, LEUZ2, AmpR Clontech,
Kalifornien, USA
pGBKT7 W ori2, pUC ori, orif1, Papn1, Pt7, GAL4-BD, Tapr1st7, TRP1, Kan™ Clontech,
Kalifornien, USA
pRenilla Rekombinationsplasmid fir die Gateway Klonierung; ccdB-Kassette und Julia Schopf
cam® zwischen attP1 und attP2-Sequenzen flr die Rekombination mit aftB1
und attB2-Sequenzen; pUC ori, fusioniert die Gensequenz zwischen attP1
und aftP2 an die Renilla Luciferase
pTrex Rekombinationsplasmid fiir die Gateway Klonierung; ccdB-Kassette und Julia Schopf
cam® zwischen attP1 und attP2-Sequenzen flr die Rekombination mit attB1
und attB2-Sequenzen; pUC ori, fusioniert die Gensequenz zwischen attP1
und attP2 an Protein A
pIB6 E. coli-H. pylori Shuttle-Plasmid, Kan"; alpA Promotor-Region in Iris Barwig
Shuttle-Vektor pHel3; MCS zur Expression von Genen
pPWS241 H. pylori Shuttle-Plasmid, Kan™; cagA Promotor-Region; H. pylori Wolfgang Fischer
P12 cagA zwischen Spel und Sall
pCE1 pGADT7 mit der Sequenz fur ITGB1 PSI-Doméne zwischen affB1 und diese Arbeit
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attB2 fur Yeast Two Hybrid Assay

pCE2 pGADT7 mit der Sequenz fiir ITGB1 PSI + /-like-Domane zwischen attB1 diese Arbeit
und attB2 fiir Yeast Two Hybrid Assay

pCE3 pGADT?7 mit der Sequenz fiir ITGB1 EGF repeats zwischen attB1 und atfB2 | diese Arbeit
fur Yeast Two Hybrid Assay

pCE4 pGADT7 mit der Sequenz fiir ITGB1 EGF repeats + f-tail-Domane diese Arbeit
zwischen attB1 und attB2 fiir Yeast Two Hybrid Assay

pCE5 pGADT7 mit der Sequenz fiir ITGB1 p-tail-Domane zwischen atfB1 und diese Arbeit
attB2 fur Yeast Two Hybrid Assay

pCE6 pGBKT7 mit der Sequenz flur H. pylori CagA (N-terminal) zwischen attB1 diese Arbeit
und attB2 firr Yeast Two Hybrid Assay

pCE7 pGBKT7 mit der Sequenz flr H. pylori CagY (C-terminal) zwischen attB1 diese Arbeit
und attB2 fur Yeast Two Hybrid Assay

pCES8 pGBKT7 mit der Sequenz fir H. pylori Cagl zwischen attB1 und attB2 fir diese Arbeit
Yeast Two Hybrid Assay

pCE9 pGADT?7 mit der Sequenz fiir Negativkontrolle zwischen attB1 und affB2 fir | diese Arbeit
Yeast Two Hybrid Assay

pCE10 pGBKT7 mit der Sequenz fir Negativkontrolle zwischen aftB1 und attB2 fir | diese Arbeit
Yeast Two Hybrid Assay

pCE11 pDONR™207 mit der Sequenz fiir H. pylori CagA (N-terminal) zwischen diese Arbeit
attL1 und attL2 fir Yeast Two Hybrid Assay

pCE12 pDONR™207 mit der Sequenz fiir H. pylori CagY (C-terminal) zwischen diese Arbeit
attL1 und attL2 fir Yeast Two Hybrid Assay

pCE13 pDONR™207 mit der Sequenz fiir H. pylori Cagl zwischen attL1 und atfL2 diese Arbeit
fur Yeast Two Hybrid Assay

pCE14 pDONR "™207 mit der Sequenz fiir ITGB1 PSI-Domane zwischen atfL1 und | diese Arbeit
attlL2 fir Yeast Two Hybrid Assay

pCE15 pDONR™207 mit der Sequenz fiir ITGB1 PSI + I-like-Domane zwischen diese Arbeit
attL1 und attL2 fir Yeast Two Hybrid Assay

pCE17 pASK IBA43+ mit der Sequenz fiir ITGB1 p-tail-Domane in EcoRl und Xhol | diese Arbeit

pCE18 pASK IBA43+ mit der Sequenz fiir ITGB1 EGF repeats + f-tail-Domane in diese Arbeit
EcoRl und Xhol

pCE19 pASK IBA43+ mit der Sequenz fiir ITGB1 PSI-/-like-Doméne in EcoRIl und diese Arbeit
Xhol

pCE20 pRenilla mit der fiir Sequenz fir H. pylori CagA (N-terminal) zwischen attB1 | diese Arbeit
und attB2 fir Renilla Luciferase Assay

pCE21 pRenilla mit der fir Sequenz fir H. pylori CagY (C-terminal) zwischen aftB1 | diese Arbeit
und attB2 fir Renilla Luciferase Assay

pCE22 pRenilla mit der fiir Sequenz flr H. pylori Cagl zwischen attB1 und attB2 flir | diese Arbeit
Renilla Luciferase Assay

pCE24 pRenilla mit der Sequenz fur ITGB1 PSI-Doméne zwischen attB1 und aftB2 | diese Arbeit
flr Renilla Luciferase Assay

pCE25 pRenilla mit der Sequenz fir ITGB1 f-tail-Doméane zwischen attB1 und diese Arbeit

attB2 fur Renilla Luciferase Assay
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pCE26 pRenilla mit der Sequenz fur ITGB1 EGF repeats zwischen attB1 und attB2 | diese Arbeit
fur Renilla Luciferase Assay

pCE27 pRenilla mit der Sequenz fiir ITGB1 EGF repeats + S-tail-Domane zwischen | diese Arbeit
attB1 und attB2 fir Renilla Luciferase Assay

pCE28 pRenilla mit der fir ITGB1 PSI + /-like-Doméne zwischen attB1 und aftB2 diese Arbeit
fur Renilla Luciferase Assay

pCE29 pRenilla mit der ccdB-Kassette und Cam” zwischen attB1 und attB2 fiir diese Arbeit
Renilla Luciferase Assay

pCE30 pTrex mit der ccaB-Kassette und Cam"™ zwischen attB1 und attB2 fiir diese Arbeit
Renilla Luciferase Assay

pCE31 pTrex mit der Sequenz fiir H. pylori CagA (N-terminal) zwischen attB1 und diese Arbeit
attB2 fur Renilla Luciferase Assay

pCE32 pTrex mit der Sequenz fur H. pylori CagY (C-terminal) zwischen attB1 und diese Arbeit
attB2 fur Renilla Luciferase Assay

pCE33 pTrex mit der Sequenz flur H. pylori Cagl zwischen attB1 und attB2 fir diese Arbeit
Renilla Luciferase Assay

pCE34 pTrex mit der Sequenz fiir ITGB1 PSI-Doméane zwischen attB1 und attB2 diese Arbeit
flr Renilla Luciferase Assay

pCE35 pTrex mit der Sequenz fir ITGB1 p-fail-Domane zwischen atfB1 und attB2 diese Arbeit
flr Renilla Luciferase Assay

pCE36 pTrex mit der Sequenz fir ITGB1 EGF repeats + f-tail-Domane zwischen diese Arbeit
attB1 und attB2 fir Renilla Luciferase Assay

pCE37 pTrex mit der Sequenz fiir ITGB1 EGF repeats zwischen attB1 und attB2 diese Arbeit
flr Renilla Luciferase Assay

pCE38 pTrex mit der Sequenz flir ITGB1 PSI + /-like-Doméane zwischen atftB1 und diese Arbeit
attB2 fir Renilla Luciferase Assay

pCE39 pIB6 mit H. pylori P12 hopQ zwischen Sall und Bglll diese Arbeit

pCE40 pIB6 mit H. pylori P12 hopQ (N-Terminaler HA-Tag) zwischen Sall und Bglll | diese Arbeit

pCE41 pGEMTeasy mit flankierenden Bereichen von hopQ, Cam~-Kassette zur Elena
Deletion von H. pylori P12 hopQ Ebelogolova

pCE42 pIB6 mit H. pylori Tx30a hopQ (N-Terminaler HA-Tag) zwischen Sall und diese Arbeit
Bgil

pCE43 pGBKT7 mit der Sequenz fur H. pylori 26695 CagA (kodierend fur AS 1- diese Arbeit
400) zwischen attB1 und attB2 fiir Yeast Two Hybrid Assay

pCE44 pGBKT7 mit der Sequenz flr H. pylori 26695 CagA (kodierend fir AS 1- diese Arbeit
300) zwischen attB1 und attB2 fur Yeast Two Hybrid Assay

pCE45 pGBKT7 mit der Sequenz fir H. pylori 26695 CagA (kodierend fir AS 1- diese Arbeit
200) zwischen attB1 und attB2 fiir Yeast Two Hybrid Assay

pCE46 pGBKT7 mit der Sequenz flr H. pylori 26695 CagA (kodierend fir AS 1- diese Arbeit
100) zwischen attB1 und attB2 fur Yeast Two Hybrid Assay

pCE47 pGBKT7 mit der Sequenz fir H. pylori 26695 CagA (kodierend fiir AS 200- diese Arbeit
600) zwischen attB1 und attB2 flr Yeast Two Hybrid Assay

pCE48 pGBKT7 mit der Sequenz fir H. pylori 26695 CagA (kodierend fiir AS 300- diese Arbeit
600) zwischen attB1 und attB2 fur Yeast Two Hybrid Assay

pCE49 pGBKT7 mit der Sequenz flr H. pylori 26695 CagA (kodierend fiir AS 400- diese Arbeit
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600) zwischen attB1 und attB2 fur Yeast Two Hybrid Assay

pCE50 pGBKT7 mit der Sequenz fir H. pylori 26695 CagA (kodierend fiir AS 500- diese Arbeit
600) zwischen attB1 und attB2 flr Yeast Two Hybrid Assay

pCE51 pASK IBA43+ mit der Sequenz fir H. pylori 26695 CagA (kodierend fir AS diese Arbeit
303-404) in EcoRI und Sall

pCE52 pDONR 207 mit der Sequenz fiir ITGB1 EGF repeats zwischen attL1 und | diese Arbeit
attlL2 fir Yeast Two Hybrid Assay

pCE53 pDONR™207 mit der Sequenz fiir ITGB1 EGF repeats + f-tail-Doméne diese Arbeit
zwischen attL1 und attL2 flir Yeast Two Hybrid Assay

pCE54 pDONR™207 mit der Sequenz fiir ITGB1 p-tail-Domane zwischen attL1 diese Arbeit
und attL2 fir Yeast Two Hybrid Assay

2.1.5 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers (Ulm, D) bezogen.

In Tabelle 2.6 sind die Sequenzen (von 5 nach 3’), der Verwendungszweck, sowie

eventuelle Schnittstellen oder andere Modifikationen der Oligonukleotide dargestellt.

Tab. 2.6: Oligonukleotide

Sequenz (5’ nach 3’), Verwendungszweck und mdgliche Schnittstellen bzw. Modifikationen der in dieser Arbeit

verwendeten Oligonukleotide

Name | Sequenz5 = 3’ Verwendungszweck und Referenz
CE5 GAG TTATTT TAC CACTCCCT sense Primer zur Sequenzierung Uber die MCS von pASK
IBA43+
CE6 CCG CAG TAG CGG TAA ACG antisense Primer zur Sequenzierung uber die MCS von pASK
IBA43+
CE10 GAC ACC GGG ACC GAT CCAGC sense Primer zur Sequenzierung von pTrex; Bindung bei Base
631
CE61 CAATCAATT GCG GTG GGA G sense Primer zur Sequenzierung von H. pylori P12 hopQ
CE62 | ACTTTT TACAAC CAGCCAG sense Primer zur Sequenzierung von H. pylori Tx30a hopQ
CE63 TGT GGA TAA CCG TAT TAC sense Primer zur Sequenzierung Uber die MCS von pIB6
CE64 CGC TCC AAT TGC TGT AAC antisense Primer zur Sequenzierung uber die MCS von pIB6
CE67 | GAT CGT CGA CATG sense Primer mit Sall-Schnittstelle und HA-Tag zur
AT Amplifikation von H. pylori P12 und Tx30a hopQ
GAA AAA AAC GAA AAA AAC
CEG68 GAT CGT CGA CAT GAA AAA AAC sense Primer mit Sall-Schnittstelle zur Amplifikation von H.
GAA AAA AAC pylori P12 und Tx30a hopQ
CE69 GAT CAG ATC TTT TAA TAC GCG antisense Primer mit Bglll-Schnittstelle zur Amplifikation von
AAC ACA TAA H. pylori P12 hopQ
CE70 | GAT CAG ATC TTT TAATAG GCA antisense Primer mit Bg/ll-Schnittstelle zur Amplifikation von
AAC ACA TAA H. pylori P12 hopQ
CE71 CTA CAT CAC antisense Primer mit
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GCCATCATG TTT TAG

zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend fir die AS 1-504)

CE72 CTA GAAATC antisense Primer mit
TAC TTT GTT TCG GAT zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend fir die AS 1-404)
CE73 CTA CAG AGC | antisense Primer mit
GTT ATT GTG AATC zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend flr die AS 1-304)
CE74 CTAATTTTT antisense Primer mit
TTCTGCTTCTTG CC zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend flr die AS 1-204)
CE75 CTA ATC AAT antisense Primer mit
GAGATTGTCTTTGTT G zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend flr die AS 1-106)
CE76 AAA AAG CAG GCT CCG CCA TGA | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
ATC TCATTG ATG TAG AATC Rekombinationsstelle zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend flr die AS 103-612)
CE77 AAA AAG CAG GCT CCG CCATGC | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
CTACTG GTG GGG ATT GG Rekombinationsstelle zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend flr die AS 207-612)
CE78 AAA AAG CAG GCT CCG CCATGG | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
CTCTGTCTTCTG TGT TAATG Rekombinationsstelle zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend flr die AS 303-612)
CE79 AAA AAG CAG GCT CCG CCATGT | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
TCATGG AATTTC TTG CAC Rekombinationsstelle zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend fir die AS 404-612)
CE80 AAA AAG CAG GCT CCG CCATGG | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
ATT ATT CTAATT TCA AAT AC Rekombinationsstelle zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend fir die AS 507-612)
CE82 TGG TGA TAAAGG TCG TTA AAC Bestatigung der Deletion von H. pylori P12 hopQ; Bindung
CCGC stromaufwarts des Gens
CE83 | CGG CGA TGG AAC TAAACT CTA Bestatigung der Deletion von H. pylori P12 hopQ; Bindung
AGG C stromabwarts des Gens
CE9%6 GATC TAATTG GTT GAA | antisense Primer mit -Schnitstelle zur inversen
CTT GTAA Amplifikation von pWS241; Bindung innerhalb H. pylori P12
cagA
CE9% | GATC GAA CTT CTT GCA | sense Primer mit -Schnitstelle zur inversen Amplifikation
CAA AAC von pWS241; Bindung innerhalb H. pylori P12 cagA
LJ67 ATG GTA GGT CTC AGG CCATGA sense Primer mit Bsal-Erkennungssequenz zur Amplifikation
ATT TAC AAC CAATTT TCT GGA des extrazellularen Bereichs des ITGB1 ab dem Startcodon
TT
LJ68 ATG GTA GGT CTC AGC GCT GAT antisense Primer mit Bsal-Erkennungssequenz zur
GTC TGG ACC AGT GGG ACAC Amplifikation des extrazellularen Bereichs des ITGB1
LJ69 ATG GTA GGT CTC AGC GCT TCC antisense Primer mit Bsal-Erkennungssequenz zur

TTT GCT ACG GTT GGT TAC ATT

Amplifikation der PSI-Doméane des extrazelluldren Bereichs
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von ITGB1
LJ70 ATG GTA GGT CTC AGG CCG TAA sense Primer mit Bsal-Erkennungssequenz zur Amplifikation
CCA ACC GTAGCAAAGGAAC der /-like-Domane des extrazelluldren Bereichs von ITGB1
LJ71 ATG GTA GGT CTC AGC GCT ATC antisense Primer mit Bsal-Erkennungssequenz zur
CTTTTT TGGACACTT ATT TGA Amplifikation der /-like-Doméane des extrazellularen Bereichs
AG von ITGB1
LJ72 ATG GTA GGT CTC AGG CCT CAG sense Primer mit Bsal-Erkennungssequenz zur Amplifikation
AAG GAG TAA CAA TAA GTT ACA A | der EGF repeats des extrazellularen Bereichs von ITGB1
LJ73 ATG GTA GGT CTC AGC GCT AAA antisense Primer mit Bsal-Erkennungssequenz zur
CTT CGG ATC TGT ACA CTT ACA G | Amplifikation der EGF repeats des extrazellularen Bereichs
von ITGB1
LJ74 ATG GTA GGT CTC AGG CCT GTC sense Primer mit Bsal-Erkennungssequenz zur Amplifikation
GTG TGT GTG AGT GCA ACC der B-tail-Domane des extrazellularen Bereichs von ITGB1
RB63 AAA AAG CAG GCT CCG CCA TGA | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
TCA TAG CTC TAG ATA AAC TCA Rekombinationsstelle zur Amplifikation von H. pylori 26695
TAG GC cagY (kodierend fir den C-terminalen Bereich)
RB64 CTA ATT GCC | antisense Primer mit
ACC TTT GGG GCT zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagY (kodierend fir den C-terminalen Bereich)
RB87 AAA AAG CAG GCT CCG CCATGA | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
TAA CGC TTG AAC CCG CC Rekombinationsstelle zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagl
RB88 CTATTT GAC antisense Primer mit
AAT AAC TTT AGA GCT AGC AAT zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagl
RB101 | AAA AAG CAG GCT CCG CCA TGA | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
CTA ACG AAACTATTG ATC AAA Rekombinationsstelle zur Amplifikation von H. pylori 26695
CA cagA (kodierend fir den N-terminalen Bereich)
RB102 CTA CAC CTC | antisense Primer mit
GTC ATAGTT GCC TGT GCTTTT zur Amplifikation von H. pylori 26695
cagA (kodierend fir den N-terminalen Bereich)
SK5 AAA AAG CAG GCT CCG CCA TGA | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
ATT TAC AAC CAATTT TCT GG Rekombinationsstelle zur Amplifikation von ITGB1 PSI-
Doméne
SK6 CTATCCTTT antisense Primer mit
GCT ACG GTT GGT TAC zur Amplifikation von ITGB1 PSI-
Doméne
SK7 CTAATCCTT antisense Primer mit
TTT TGG ACACTT ATTTC zur Amplifikation von ITGB1 PSI + /-
like-Doméne
SK5 AAA AAG CAG GCT CCG CCATGT | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
CAG AAG GAG TAACAATAAG Rekombinationsstelle zur Amplifikation von ITGB1 EGF
repeats
SK9 CTAAAACTT antisense Primer mit
CGGATCTGTACAC zur Amplifikation von ITGB1 EGF
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repeats
SK10 AAA AAG CAG GCT CCG CCATGT | sense Primer mit internen Sequenz der attB1-
GTC GTG TGT GTG AGT GCA ACC Rekombinationsstelle zur Amplifikation von ITGB1 p-tail-
Doméne
SK11 CTA GAT GTC | antisense Primer mit
TGG ACC AGT GGG ACAC zur Amplifikation von ITGB1 p-tail-
Domane
VK9 GATC TT TAG ACA ACA sense Primer mit -Schnittstelle zur Amplifikation der
AGG AAT TGG stromaufwarts Region von sabB1
VK12 GAT CCC GCG GAA GGT GGT CCA | antisense Primer mit Sacl-Schnittstelle zur Amplifikation der
TAATGA G stromabwarts Region von sabB1
VK13 GATC TA TAG TAT AGT antisense Primer -Schnittstelle zur Amplifikation der
AAA ACATCG stromaufwarts Region von sabB2
VK16 GAT CCC GCG GCA AGA AAT GTT antisense Primer Sacl-Schnittstelle zur Amplifikation der
GCAAAG TG stromabwarts Region von sabB2
VK32 GTA ACA TGG AAG ACA TGG ATG sense Primer Analyse der Signalsequenz von sabB1
VK33 GTA ACATGG AAG ACATGG ATG sense Primer Analyse der Signalsequenz von sabB2
VK34 | GCC GAATCAATCCGATTACC antisense Primer Analyse der Signalsequenz von sabB1 und 2
attB1 GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA sense Primer mit externen Sequenz der attB1-
AGC AGG CT Rekombinationsstelle
attB2 GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA sense Primer mit externen Sequenz der attB2-

AGC TGG GT

Rekombinationsstelle

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primare Antikorper

Tab. 2.7: primdre Antikorper

Antikorper

Beschreibung / Bezugsquelle

AK 175

Polyklonales Antiserum gegen intakte H. pylori Zellen (Kaninchen)

a-CagA (AK257)

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

a-CagA (AK268)

Polyklonales Antiserum gegen die N-terminale Halfte des CagA-Proteins von H.
pylori 185-44 (Kaninchen) (W. Fischer)

o-CagY (AK273)

Polyklonales Antiserum gegen das CagY-Protein (AS 351-1311) von H.pylori J99
(Kaninchen) (Rohde et al. 2003)

a-Cagl (AK250)

Fischer)

Polyklonales Antiserum gegen das Cagl-Protein von H. pylori (Kaninchen) (W.

o-AlpA (AK214)

Polyklonales Antiserum gegen ein AlpA-Fusionsprotein (Kaninchen)
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a-AlpB (AK262)

Polyklonales Antiserum gegen ein AlpB-Fusionsprotein von H. pylori 26695
(Kaninchen) (Odenbreit et al., 2002)

a-BabA (AK277)

Polyklonales Antiserum gegen ein BabA-Fusionsprotein (Kaninchen)

o-BabB (AK276)

Polyklonales Antiserum gegen ein BabB-Fusionsprotein (Kaninchen)

a-BabC (AK275)

Polyklonales Antiserum gegen ein BabC-Fusionsprotein (Kaninchen)

a-SabA (AK278)

Polyklonales Antiserum gegen ein SabA-Fusionsprotein (Kaninchen)

a- RecA (AK263)

Polyklonales Antiserum gegen das RecA-Protein von H. pylori P1 (Kaninchen)
(Fischer and Haas, 2004)

a-His Monoklonaler Antikorper gegen das Hexamer der Aminosaure Histidin (Maus),
GeneScript (Piscataway, USA)

a-HA Polyklonaler Antikdrper gegen das HA-Epitop (Kaninchen), Antikérper-Online
(Aachen, D)

a-GST Monoklonaler Antikdrper gegen das Glutathion-S-Transferase Protein (Maus), Sigma

(Aachen, D)

a-P-Tyr (PY99)

Monoklonaler Antikérper gegen Tyrosinphosphorylierte Proteine (Maus), Santa Cruz
Technologies (Santa Cruz, USA)

o-P-Tyr (4G10)

Monoklonaler Antikérper gegen Tyrosinphosphorylierte Proteine (Maus), Upstate
(Millipore, Schwalbach,D)

a-human B1-Integrin
MAB 1981 (LM534)

Monoklonaler Antikérper gegen das humane 31-Integrin (Maus), Millipore
(Schwalbach, D)

a-humanp1-Integrin
(AlIB2)

Polyklonaler Antikdrper gegen das humane B1-Integrin (Ratte)
(L.Jimenez-Soto)

a-human B1-Integrin
(9EG7)

Monoklonaler Antikérper gegen das humane und murine B1-Integrin (Ratte),
Calbiochem (Darmstadt, D)

2.1.6.2 Sekundare Antikorper

Tab. 2.8: sekundéare Antikorper

Antikorper

Beschreibung / Bezugsquelle

a-Maus IgG-POX

Meerrettichperoxidase (POX)-gekoppelter,
polyklonaler Antikdrper gegen Maus-1gG
(Ziege) (Dianova, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

a-Kaninchen IgG-
POX

Meerrettichperoxidase (POX)-gekoppelter, polyklonaler Antikérper gegen Kaninchen-IgG
(Ziege) (Dianova, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

a-Maus IgG-AP

Alkalische Phosphatase (AP)-gekoppelter, polyklonaler Antikorper gegen Maus-IgG
(Kaninchen) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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a-Kaninchen IgG- Alexa-Fluorsss-gekoppelter,monoklonaler Antikdrper gegen Kaninchen-1gG; Molecular
Alexayss Probes/Invitrogen (Carlsbad, USA)

a-Kaninchen IgG- Alexa-Fluorsss-gekoppelter, monoklonaler Antikdrper gegen Kaninchen-IgG; Molecular
Alexasss Probes/Invitrogen (Carlsbad, USA)

a-Maus IgG- Alexa-Fluorsgg-gekoppelter, monoklonaler Antikdrper gegen Maus-1gG; Molecular
Alexasss Probes/Invitrogen (Carlsbad, USA)

a-Ratte 1gG- Alexa-Fluorsgs-gekoppelter, monoklonaler Antikérper gegen Ratte-IgG; Molecular
Alexasss Probes/Invitrogen (Carlsbad, USA)

2.1.7 Nahrmedien

Alle verwendeten Nahrmedien wurden mit entsalztem und filtrietem Wasser aus
einer Reinstwasseranlage (Memtech, Moerenweis, D) hergestellt und in einem
Wasserdampfhochdruckautoklaven Sterimaquet™ (Maquet/Getinge, Rastatt, D) fiir 20 Min
bei 121°C und 1,013 x 10° Pascal Uberdruck sterilisiert. Hitzeempfindliche Zusatze wurden
sterilfiltriert (Sterilfilter 0,2 ym PorengréRe; Millipore, Schwalbach, D) und den jeweiligen
Nahrmedien nach dem Autoklavieren bei einer maximalen Temperatur von 55°C unter

sterilen Bedingungen beigeflugt.

2.1.7.1 Nahrmedien fiir Bakterien

Tab. 2.9: Nahrmedien

Nahrmedium Herstellung und Bezugsquelle

20g/l Lennox-L-Medium (Gibco/Invitrogen, Carlsbad,

LB-Fliissigmedium
USA), autoklaviert

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

LB-Platten

Brucella-Medium

28 g/l Brucella Broth (Falcon BD, Franklin Lakes,
(Brucella Broth; BB)

USA), autoklaviert

36 g/l GC-Agar-Basis (Oxoid, Darmstadt, D),

autoklaviert, nachtraglich Zugabe von 10 ml/l Vitamin-
Serumplatten ) )
Mix, 80 ml/l Pferdeserum, 10 mg/l Vancomycin, 5 mg/l

Trimethoprin, 1 mg/I Nystatin

100 g/l o-D-Glucose, 10 g/l L-Glutamin, 26 g/l L-
Cystein, 0,1 g/l Cocarboxylase, 20 mg/I Fe(lll)-Nitrat, 3

Vitaminmix
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mg/I Thiamin, 13 mg/l p-Aminobenzoesaure, 0,25 g/l
Nicotinamidadeninindinucleotid (NAD), 10 mg/I Vitamin
B12, 1,1 g/l LCystin, 1 g/l Adenin, 30 mg/I Guanin, 0,15
g/l L-Arginin, 0,5 g/l Uracil

2.1.8 Hemmstoffe und Medienzusatze

Chloramphenicol und Nystatin wurden von Merck (Darmstadt, D), alle weiteren

Antibiotika und Zusatze von Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) bezogen.

Tab. 2.10: Hemmstoffe und Medienzusiatze

Medienzusitze Abkiirzung | Losungsmittel | Arbeitskonzentration
L 100 pg/ml

Ampicillin Amp H20
5-Brom-4-chlor-3-

40 ug/mi
indoxyl-B-Dgalactopyranosid | X-Gal H.0

30 pg/ml (E. coli)
Chloramphenicol Cam EtOH 6 pg/ml (H. pylori)

. 14 pug/ml

Diaminopimelinsaure DAP H>O

250 pg/ml (E. coli)
Erythromycin Erm EtOH .

10 ug/ml (H. pylori)
Gentamycin Gen H20 10 pg/ml (E.coli)

50 pg/ml (E. coli)
Kanamycin Kan H,O

8 ug/ml (H. pylori)
Nystatin Nys - 440 pl/l (H. pylori)
Trimetoprim H20 5 pg/ ml
Vancomycin Van H.0 10 pg/mi
Leucin Leu H.0O 100 mg/l
Tryptophan Trp H20 20 mgl/l
Adenin Ade H2O 30 mg/I
3-Amino-1,2,4-Triazol 3-AT H>O 2,5mM

2.1.9 Zellkulturmedien und —puffer

Alle verwendeten Zellkulturmedien und —puffer wurden

bezogen.

von der Firma Gibco (BRL)
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Tab. 2.11: Zellkulturmedien

Zelllinie Zellkulturmedium Einfriermedium Beschreibung
AGS RPMI 70% RPMI
RPMI 1640 Medium mit L-
10% FCS 20% FCS
Glutamin
2 mM Glutamin 10% DMSO
HEK-293 | DMEM 85% DMEM Dulbecco’s Modified Eagle
10% FCS 10% FCS Medium mit Natriumpyruvat
2 mM Glutamin 5% DMSO und Pyridoxin
GE-11 DMEM (high glucose 4,5 g/l) | 85% DMEM (high glucose 4,5 g/l) Dulbecco’s Modified Eagle
10% FCS 10% FCS Medium mit Natriumpyruvat
2 mM Glutamin 5% DMSO und Pyridoxin
GE-11-1 | DMEM (high glucose 4,5 g/l) | 85% DMEM (high glucose 4,5 g/l) Dulbecco’s Modified Eagle
10% FCS 10% FCS Medium mit Natriumpyruvat
2 mM Glutamin 5% DMSO und Pyridoxin
HL-60 RPMI Superior 70% RPMI Superior ) )
RPMI 1640 Superior Medium
10% FCS 20% FCS
mit L-Glutamin
2 mM Glutamin 10% DMSO

Tab. 2.12: Zellkulturzusatze und Puffer

Medium- bzw. Zusatz und Puffer | Beschreibung

PBS PBS Dulbeccos’s ohne Calcium, Magnesium und Natriumbicarbonat
DMSO Sigma Aldrich, St. Louis, USA

EDTA Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Zeocin Invitrogen / GIBCO, BRL

2.1.10 Enzyme und Proteine

Tab. 2.13: Enzyme und Proteine mit der jeweiligen Bezugsquelle

Enzym / Protein

Firma

Alkalische Phospathase (AP)-gekoppeltes Protein A

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gateway® BPII Clonase® Enzyme Mix

Invitrogen, Carlsbad, USA

Gateway® LR Clonase® Enzyme Mix

Invitrogen, Carlsbad, USA

DNasel

Roche, Grenzach-Wyhlen, D

Takara-Taqg-Polymerase

TaKaRa Bio Inc., Otsu, J

Expand High Fidelity Taqg-Polymerase

Roche Grenzach-Wyhlen, D

Pfu-Polymerase

Roche Grenzach-Wyhlen, D

Foétales Kalberserum (FCS)

PAA, Pasching, A

Pferdeserum

Invitrogen, Carlsbad, USA

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin-EDTA-L6sung

Invitrogen/Gibco, Carlsbad, USA

Lysozym

Roche Grenzach-Wyhlen, D

Restriktionsenzyme

Roche, Grenzach-Wyhlen, D; NEB Frankfurt a.M., D
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‘ T4-DNS-Ligase | Roche Grenzach-Wyhlen, D

2.1.11 Molekulargewichtsmarker

Tab. 2.14: Molekulargewichtsmarker

Anwendung Marker und Bezugsquelle

DNS-Gelelektrophorese GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Roth, D)

O’GeneRuler™ Low Range DNA Ladder, ready to use (MBI Fermentas, St.

DNS-Gelelektrophorese
Leon-Roth, D)

Polyacrylamid- ) ) )
Prestained High Range 161-0373 (Bio-Rad, Hercules, USA)
Gelelektrophorese

Polyacrylamid- Prestained Protein Molecular Weight Marker, SM0441 (MBI Fermentas,
Gelelektrophorese St. Leon-Roth, D)

Polyacrylamid- Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (MBI,
Gelelektrophorese Fermentas, St. Leon-Roth)

2.1.12 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid/Methylenbisacrylamid 29:1 (30%) (Roth, Karlsruhe, D), Agarose (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), Ammoniumsulfat (Roth, Karlsruhe, D), Ampicillin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), ATP (Roche, Grenzach-Wyhlen, D), 5-Brom-3-chlor-3- indolylphosphat-p-
toluidinsalz (BCIP) (Roth, Karlsruhe, D), Bromphenolblau (Serva, Heidelberg, D), Brucella-
Medium (Becton Dickinson, Heidelberg, D), Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
(Roche, Grenzach-Wyhlen, D), Chloramphenicol (Serva, Heidelberg, D), Cholesterol
(Invitrogen Gibco®, Carlsbad, USA), 1-cyclohexyl-3(2-morpholinoethyl)carbodiimidmetho-p-
toluensulfonat (CMC) (Chemicell, Berlin, D), Desoxyribonukleinsdure-Triphosphat Mix
(dNTPs) (Roche, Grenzach-Wyhlen, D), Diaminopimelinsdure (DAP) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), FluoroprepTM (BioMérieux, Lausanne, CH),
GC-Agar (Oxoid, Darmstadt, D), Glyzerin (Roth, Karlsruhe, D), Kanamycin (Merck,
Darmstadt, D), Lennox-L-LB-Agar (Invitrogen, Carlsbad, USA), Leupeptin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), Methylenblau (Serva, Heidelberg, D), Natriumlaurylsulfat (SDS) (Roth,
Karlsruhe, D), NNN’'N'Tetramethylendiamid (TEMED) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT) (Roth, Karlsruhe, D), PBS Dulbecco’s (Invitrogen,
Carlsbad, USA), Pepstatin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Paraformaldehyd (PFA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), RPMI 1640-Medium mit
Glutamin (Invitrogen, Carlsbad, USA), Tetracyclin (Roche, Grenzach-Wyhlen), Trimethoprim
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Triton X 100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Trypan Blau
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(Invitrogen, Carlsbad, USA), Tween20 (Serva, Heidelberg, D), Vancomycin (Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA), Western LightningTMDetektionsreagenz (Perkin Elmer Life Science,
Schwerzenbach, CH), X-Gal (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Alle weiteren organischen und anorganischen Chemikalien wurden von Merck, Roth

oder Sigma-Aldrich bezogen. Spezielle Reagenzien werden mit den Methoden aufgeflhrt.

2.1.13 Kommerziell erwerbbare Kits

Tab. 2.15: Kommerziell erwerbbare Kits

Kit

Firma

illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit

GE-Healthcare, Buckinghamshire, UK

QlAprep Spin Miniprep Kit™

Qiagen, Hilden, D

QlAamp DNA Mini Kit™

Qiagen, Hilden, D

TOPO-TA-CIoningTM-Kits mit dem pCR2.1-TOPO-

Invitrogen, Carlsbad, USA

Vektor

Wizard®
System

Plus SV Minipreps DNA Purification | Promega, Madison, USA

Renilla Luciferase Assay System Promega, Madison, USA

2.1.14 Hilfsmittel

Adhesive Plate Seals (ABgene, UK),
Braunschweig, D), 96-DeepWell-Block (2,2ml) (ABgene, Epsom, Surrey, UK), 96-DeepWell-
Block (1,2ml) (ABgene, Epsom Surrey, UK), Dialyseschlduche (Medicell, London, UK),

Epsom, Surrey, Deckglaser (Menzel,

Einfrierrdhrchen (Nalgene, Wiesbaden, D), Einmal-Spritzen Omnifix® 50 ml, 25 ml, 5 ml
(Braun, Melsungen, D) Elektroporationskivetten (Eurogenetec, Kdln, D), Eppendorfgefalie
(Eppendorf, Hamburg, D), Expositionskassetten fur Rontgenfilme (Kodak, Stuttgart, D),
Falcon Réhrchen 15ml, 50ml (Falcon, BD, Franklin Lakes, USA), Filterpapiere (Whatman,
Brentford, UK), Gas permeable adhesive seals (ABgene, Epsom, Surrey, UK), Glasperlen
3mm (Omnilab, Bremen, D), Halbmikrokivetten (Brand, Wertheim, D), Magnetische Kugeln
SIMAG-Carboxyl magnetic beads (Chemicell, Berlin, D), Pipetten und -einmalspitzen (Gilson,
Middleton, USA), Petrischalen (Greiner, Kremsmdinster, A), PVDF-Membran (Bio-Rad,
Hercules, USA), Nitrocellulose-Filter (Millipore, Schwalbach, D), Objekttrager (Langenbrinck,
Emmendingen, D), Réntgenfilme Super RX (Fuji Film, Disseldorf, D), Snake Skin Dialysis
Tubing 3,5 MWCO (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA), Quick-Seal™-Réhrchen

(Beckmann Coulter Inc., Fullerton, USA), Zellkulturflaschen/-schalen (Falcon BD, Franklin
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Lakes, USA), 0,2 um-Sterilfilter (Josef Peske GmbH, Aindling), Zellkulturflaschen (Nunc,
Wiesbaden, D) Zellschaber (Falcon, BD, Franklin Lakes, USA).

2.1.15 Apparaturen und Gerate

Agarosegelkammern Wide Mini-Sub® cell (Bio-Rad, Hercules, USA), Anaerobiertopfe
(Fritz GoRner GmbH, Hamburg, D) Anaerobenbrutschrank Microincubator MI22C (Scholzen,
Wittenbach, CH), Brutschranke FED (Binder, D), Durchflusszytometer (BD),
Elektroporationsgerat Gene PulserTM (Bio-Rad, Hercules, USA), Fluoreszenzmikroskop
Leitz MDRD (Leica), French Press SIM-AMINCO (Spectronic Instruments, Rochester, USA),
-80°C Gefriertruhe (Heraeus, D), Geldokumentationssystem Quantity One 4.4.0 (BioRad,
Hercules, USA), Gelelektrophoresesystem Mini-Protean IlITM (Bio-Rad, Hercules, USA),
Heizblécke (Techne, Staffordshire, UK), Kihlschrank (Liebherr, Biberach a.d. Riss, D),
Magnetruhrer mit Heizung MR 3001 (Heidolph, Schwabach, D), Mikrowelle (AEG, Nurnberg,
D), pH-Meter ProfiLine pH 197i (WTW, Weilheim, D), Photometer Libra S12 (Biochrom),
Rollmischer (Assistent), Schittelinkubatoren Certomat R BS-1 (Braun Biotech/Sartorius BBI
Systems, Gottingen, D), Schiuttler (Eppendorf, D), Spannungsquellen Power Pac 300
(BioRad, Hercules, USA), Sterile Werkbank (BDK Luft-und Reinraumtechnik GmbH,
Sonnenbihl-Genkingen), Thermocycler Microcycler Personal (Perkin Elmer, Eppendorf),
Ultraschallgerat Sonifier Il 450 (G. Heinemann, Ultraschall- u. Labor-gerate, Schwabisch
Gmiind, D), Ultrazentrifuge Optima™ TL (Rotoren TLA45) (Beckman Coulter Inc., Fullerton,
USA), Vakuumzentrifuge Savant SpeedVac DNA 110 (GMI, Ramsey, USA), Tischzentrifugen
(Megafuge 1.0R, Biofuge 15R, Biofuge 15) (Heraeus, Hanau, D), Vortex Gene 2 (Scientific
Industries), Waagen (Biotech Fischer, Reiskirchen D), Wasserbader 1012 (GFL, Burgwedel,
D), Western Blot-Apparatur semi-dry (Biotech Fischer, Reiskirchen D), Zentrifuge RC5C Plus
(Rotoren SS34, SLA3000) (Sorvall, Langenselbold, D).

37



MATERIAL UND METHODEN

2.2. Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Arbeiten mit Bakterien

2.2.1.1.1 Kultivierung und Stammbhaltung von Escherichia coli

E. coli-Stamme wurden nach Bedarf auf festem bzw. in flissigem Luria-Bertani (LB)
Komplexmedium kultiviert, welches bei Bedarf nach dem Autoklavieren mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt wurde. Die Inkubation der Bakterien erfolgte
anschlieftend aerob bei 37°C in einem Brutschrank bzw. Schittelinkubator (180 rpm). Die
Anzucht von E. coli zur Proteinexpression wurde bei Temperaturen von 27°C bis 37°C
durchgefihrt.

Fir die Stammhaltung wurde Zellmaterial von einer LB-Agarplatte mit einem sterilen
Wattestabchen in 1 ml LB-Flissigmedium mit 20% Glyzerin resuspendiert und bei -70°C

eingefroren.

2.2.1.1.2 Kultivierung und Stammbhaltung von Helicobacter pylori

H. pylori wurde auf Serumplatten, oder bei Bedarf auf Serum-Selektivplatten mit
entsprechenden Antibiotika ein bis zwei Tage bei 37°C unter mikroaeroben Bedingungen
(5% O,, 10% CO.,, 85% N,) im Inkubationsschrank (Scholzen) kultiviert. Fir die Anzucht von
Flissigkulturen wurden die Bakterien in Brucella-Medium, welches mit 10% FCS bzw.
Cholesterol (1:250 (v/v); Gibco/Invitrogen; Carlsbad, USA) versetzt wurde bei 80 rpm in

einem Anaerobiertopf unter mikroaeroben Bedingungen inkubiert.

Zur Stammbhaltung wurde Zellmaterial von einer dicht bewachsenen Serumplatte mit
einem sterilen Wattestabchen in 1 ml Brucella-Medium mit 20% Glyzerin und 10% FCS
resuspendiert und bei -70°C eingefroren. Die Rekultivierung aus der Gefrierkultur erfolgte
durch Ausstreichen der H. pylori-Stamme auf Serumplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum. Die Bebritung der Stamme wurde anschlielend unter mikroaeroben
Bedingungen bei 37°C fur 48 h durchgefuhrt. Nach ein bis zwei Passagen auf jeweils frische

Serumplatten wurden die Bakterien flur Experimente eingesetzt.
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2.2.1.1.3 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterien

Zur Messung der optischen Dichte (OD) einer Bakteriensuspension wurde das
Zellmaterial einer Bakterienkultur entweder von einer Agarplatte abgenommen und im
gewulnschten Medium bzw. 1 x PBS resuspendiert, oder es wurde ein Aliquot aus einer
Flissigkultur entnommen. Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgte nach
entsprechender Verdiinnung in Kunststoffklivetten in einem Spektralphotometer bei einer

Wellenlange von A = 550 nm (ODss50) gegen den jeweiligen Blindwert.

2.2.1.1.4 Herstellung chemisch kompetenter £. co/i (Hanahan et al., 1983)

Chemisch kompetente Bakterienzellen wurden nach der Rubidium-Chlorid-Methode
hergestellt. Dafir wurden 100 ml LB-Flissigmedium mit einer Ubernachtkultur E. coli
angeimpft und bis zu einer ODssq von 0,5 - 0,6 bei 37°C im Schiuttelinkubator (180 rpm)
kultiviert. AnschlieRend wurde die Kultur auf Eis flr 30 min gekihlt und mit Hilfe von
Zentrifugation (4000 rpm, 15 min, 4°C) sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 40 ml des
Puffers TFB | (30 mM Kaliumacetat CH3;COOK, 100 mM RbCI, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCls,
15% (v/v) Glycerin; pH 5,2 mit 0,2 M CH3;COOH eingestellt; sterilfiltriert) resuspendiert, 5 min
auf Eis inkubiert und nochmals zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 4 ml des
Puffers TFB Il (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI; 15% (v/v) Glyzerin; pH 6,5 mit
KOH eingestellt; sterilfiltriert) resuspendiert, anschliefend zu 50 pl aliquotiert und in

flissigem Stickstoff schockgefroren. Die weitere Lagerung erfolgte bei -70°C.

2.2.1.1.5 Transformation chemisch kompetenter £. co/i (Sambrook et al., 1989)

Die Transformation chemokompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Hitzeschock-
Methode. Hierzu wurden 1 pl Plasmid-DNS bzw. 5 ul eines Ligationsansatzes zu einem 50
Ml Aliquot chemisch kompetenter Zellen, welche zuvor auf Eis aufgetaut wurden pipettiert.
Der Transformationsansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschlief’end fiir 90 sec ein
Hitzeschock bei 42°C durchgefiihrt. Nach einer Inkubation auf Eis flir 1 min wurde der
Transformationsansatz mit 1 ml LB-Medium versetzt und 1 h bei 37°C aerob unter Schutteln
(180 rpm) inkubiert. Darauf folgte ein 5-min(tiger Zentrifugationsschritt bei 4000 rpm. Das
sedimentierte Zellmaterial wurde in 100 pl LB-Medium resuspendiert und zur Selektion auf
Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die Inkubation erfolgte aerob
bei 37°C Uber Nacht.
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2.2.1.1.6 Transformation von £. co/i TOP10

Zur Steigerung der Transformationseffizienz bzw. zur Durchflihrung von TOPO®
cloning wurden kauflich erwerbbare, superkompetente E. coli TOP10-Zellen (Invitrogen,

Carlsbad, USA) verwendet. Die Transformation erfolgte nach Herstellerangaben.

2.2.1.1.7 Transformation von H. pylori

Eine Vorbehandlung der H. pylori ist aufgrund der natirlichen Kompetenz des
Bakteriums fiir die Aufnahme von DNS nicht notwendig. Fir die Transformation wurden die
Bakterien daher ohne Vorbehandlung in Brucella-Flissigmedium mit 10% FCS resuspendiert
und die Suspension auf eine ODsso von 0,2 eingestellt. Aliquots von jeweils 1 ml der
verdunnten Bakterien wurde mit 1 bis 3 uyg DNS versetzt und ca. 4 bis 6 h bei 37°C und 10%
CO, bebritet. AnschlieRend wurde die Zellsuspension bei einem Zentrifugationsschritt von
4000 rpm fur 5 min sedimentiert und das resuspendierte Bakterienpellet auf entsprechende
Selektiv-Agarplatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgte unter mikroaeroben Bedingungen
fur 3 bis 5 Tage.

2.2.1.1.8 Elektroporation von H. pylori modifiziert nach Segal und Tompkins
(Segal and Tompkins, 1993)

Fir die Elektroporation von H. pylori-Zellen wurden diese in 1 ml sterilem 1 x PBS
resuspendiert und die ODssy der Suspension auf 1 pro ml eingestellt. Die Zellen wurden 5
min bei 3000 rpm zentrifugiert und jeweils einmal mit 500 yl 1 x PBS bzw. mit 500 ul
Elektroporationspuffer (272 mM Saccharose; 15% (v/v) Glyzerin; 2,43 mM K;HPO,; 0,57 mM
KH,PO,) gewaschen. Nachdem das Zellpellet in 40 pl Elektroporationspuffer aufgenommen
und in eine auf Eis vorgekuhlte Elektroporationsklvette Gberfihrt wurde, erfolgte die Zugabe
von 1 bis 2 yl der zu transformierenden Plasmid-DNS. Die Elektroporation der Zellen wurde
in einer Gene Pulser™ Apparatur bei 2,5 kV, einer Kapazitit von 25 uF und einem
Widerstand von 200 Q durchgefuhrt. Nach dem elektrischen Puls wurden die Bakterien
unmittelbar in 1 ml BB mit 10% FCS aufgenommen und in eine 12-Napfplatte Gberflhrt. Es
erfolgte eine 4-stindige Inkubation bei 37°C und 10% CO,. AnschlieBend wurde der
Transformationsansatz 5 min bei 3000 rpm sedimentiert und das Bakterienpellet in ca. 100 pl
des Uberstands resuspendiert. Die Inkubation auf Selektiv-Agarplatten erfolgte fiir 3 bis 6

Tage unter mikroaeroben Bedingungen.
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2.2.1.1.9 Konjugation von Plasmiden zwischen E. coliund H. pylori

Fir die Ubertragung von ,Shuttle-Vektoren* von E. coli zu H. pylori wurden der E.
coli-Donorstamm 2150, ein E. coli-Mobilisator-Stamm und ein H. pylori-Akzeptorstamm P76
verwendet. Der Donorstamm 32150 wurde zuvor mit dem entsprechenden ,Shuttle-Vektor®
transformiert. Als Mobilisator diente der E. coli-Stamm (2150[pRK2013], dessen Plasmid
pRK2013 tra-Gene enthalt, die fir den Konjugationsapparat kodierenden. Der erste Schritt
besteht in der Ubertragung des Plasmids pRK2013 vom Mobilisator auf den Donor durch
Konjugation. Dadurch entsteht ein Konjugations-kompetenter Donorstamm, der den ,Shuttle-
Vektor® in einem zweiten Konjugationsschritt an den H. pylori-Akzeptorstamm P76

weitergeben kann.

Die E. coli-Stamme 32150 und p2150[pRK2013] sind aufgrund einer Mutation defekt
fur die Diaminopimelinsaure (DAP)-Aminotransferase (AdapA::erm) und somit auxotroph fur
DAP. Dies ermdglicht eine Kontraselektion der entstandenen H. pylori-Transkonjuganten auf
Selektivagar, welcher kein DAP enthalt. E.coli-Transkonjuganten kdénnen aufgrund der

Auxotrophie flr DAP auf diesem Medium nicht wachsen.

Fir den Konjugationsansatz wurden Donor- und Mobilisatorstamm auf LB-
Agarplatten, supplementiert mit DAP ausgestrichen. Der H. pylori-Akzeptorstamm wurde auf
entsprechenden Serumagarplatten ausgestrichen. Nach Resuspension der Stamme in
jeweils 1 ml BB-Medium wurden fir alle Stdmme Verdinnungen mit einer ODs5q von 10
hergestellt und im Verhaltnis 1:1:10 (Donor:Mobilisator:Akzeptor) zusammengefihrt. Das
Zellgemisch wurde sedimentiert (2 min, 3000 rpm) und resuspendiert. Nachdem die
resuspendierten Bakterien auf einen Nitrozellulosefilter, aufgelegt auf eine Serumplatte
getropft wurden, erfolgte eine Inkubation fir 4 h bei 37°C und 10% CO,. Anschlielend
wurden die Zellen mit 1 ml BB vom Filter abgesplilt, sedimentiert (2 min, 3000 rpm) und zur
Selektion auf Serumagarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die
Bebriitung der Konjugationsansatze erfolgte unter mikroaeroben Bedingungen fir 3 bis 6

Tage.

2.2.1.1.10 Immunfluoreszenzfarbung mit H. pylori

Fir die Detektion von Oberflachenproteinen von H. pylori wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Hierzu wurden die entsprechenden H. pylori-
Stamme in 1 ml PBS resuspendiert und nach Bestimmung der optischen Dichte auf eine
ODs50 von 0,02 / ml verdiinnt. AnschlieRend wurde 1 ml dieser Bakteriensuspension in einer
24-Napfschale bei 2500 rpm fir 5 min auf ein Deckglas zentrifugiert. Der verbleibende
Uberstand wurde abgesaugt und die sedimentierten Bakterien auf dem Deckglas mit einer

Lésung von 3% PFA in 1 x PBS fir 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach einmaligem
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Waschen mit 1 x PBS, folgte eine Absattigung mit 10% FCS in 1 x PBS fur 2 h bei 37°C. Der
Antikbrper gegen das entsprechende Oberflachenprotein wurde in der jeweiligen
Verdlnnung in 1 x PBS mit 10% FCS zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde der Ansatz 3 bis 5 x mit 1 x PBS gewaschen und daraufhin far 45 min
bei Raumtemperatur mit einem entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten
Sekundarantikdrper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1 x PBS wurde eine
Kontrollfarbung der Bakterien mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (1:50000; 1 min)
durchgefihrt. DAPI lagert sich bevorzugt an AT-reiche Regionen der DNS an und fluoresziert
bei Anregung mit ultraviolettem Licht blau. Die Praparate wurden ein weiteres Mal mit 1 x
PBS gewaschen, anschlieend luftdicht in Fluoprep® (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France)

eingebettet und bis zur mikroskopischen Analyse bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert.

Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Epifluoreszenz-Mikroskops
(Leica). Die Bilder wurden digital abgespeichert und mit der Software Microsoft Power Point
2010 bearbeitet.

2.2.1.1.11 Isolierung von Membranvesikeln von H. pylori

Zur Isolierung auflerer Membranvesikel (OMV) von H. pylori wurden die Bakterien in
einer FlUssigkultur (25 ml BB + 10%) mit einer ODsso von 0,2 angeimpft und Gber Nacht unter
mikroaeroben Bedingungen unter Schiutteln (80 rpm) kultiviert. Am nachsten Tag wurde das
Wachstum der Kultur Gber die Bestimmung der optischen Dichte, die jetzt zwischen 0,5 und
0,7 betragen sollte kontrolliert. Die Bakteriensuspension wurde abzentrifugiert (5000 rpm, 20
min, 4°C) und der Uberstand durch Sterilfiltrieren von restlichen Bakterien befreit. Nach
Ultrazentrifugation (40000 rpm, 2h, 4°C) dieser Losung wurden die sedimentierten OMVs in

100 pl sterilem destilliertem Wasser mit Proteaseinhibitoren resuspendiert.

2.2.1.2 Arbeiten mit Hefen

2.2.1.2.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte nach Bedarf entweder auf
Vollmediumagarplatten (YPD-Medium), oder auf Minimalmediumagarplatten (SD-Base) unter
aeroben Bedingungen bei 30°C in einem Brutschrank. Fur Flussigkulturen wurden die Hefen
in entsprechendem Medium ohne Zugabe von Agar ebenfalls aerob bei 30°C in einem
Schuttelinkubator (180 rpm) kultiviert. Die Selektion von Hefen, die ein Expressionsplasmid
enthalten wurde auf Minimalmedium, mit dem jeweiligen Mangel an der zu selektierenden

Aminosaure (Leucin oder Tryptophan) durchgefihrt.
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Zur Stammhaltung wurden Glyzerinkulturen angelegt, wofir 600 pul einer gut
gewachsenen Flussigkultur mit 500 pl 80% Glyzerin (sterilfiltriert) gemischt wurden. Die

Lagerung erfolgte bei -70°C.

2.2.1.2.2 Bestimmung der optischen Dichte von Hefen

Fir die Messung der optischen Dichte von Hefen wurde eine Zellsuspension mit der
entsprechenden Verdinnung in Kunststoffklivetten Uberflihrt. Die optische Dichte wurde
anschlieltend in einem Spektralphotometer bei einer Wellenlange von A = 600 nm (ODggo)

gegen den jeweiligen Blindwert bestimmt.

2.2.1.2.3 Herstellung kompetenter Hefen

Zur Herstellung kompetenter Hefen wurden 600 ml YPD-Medium mit 25 ml einer
Ubernachtkultur angeimpft. Nachdem die Kultur bei 30°C ca. 4,5 h bis zu einer ODgy von 0,6
gewachsen war, wurden die Zellen durch Zentrifugation (930 x g, 5 min, 4°C) sedimentiert
und das Zellpellet zunachst in SBEG-Lésung (1 M Sorbitol, 10 mM Bicine pH=8,35, 3% PEG,
sterilfiltriert) gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in 12 ml SBEG-L6sung
aufgenommen. Die Hefesuspension wurde in 100 pl aliquotiert und anschlielend in

flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70°C.

2.2.1.2.4 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von kompetenten Hefestammen fir den Yeast Two Hybrid Assay
erfolgte mit einer Hitzeschock-Methode. Hierzu wurden 5 pl Plasmid-DNS zu einem Aliquot
kompetenter Hefen gegeben und der Ansatz mit 750 ul PEG/Bicine-Lésung (40% PEG, 200
mM Bicine pH=8,35, sterilfiltriert) gemischt. Nach einer Inkubation bei 30°C fiir 1 h wurde ein
Hitzeschock bei 45°C flur 5 min durchgefiihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (2700 x
g, 2 min) sedimentiert und das Hefepellet in 1 ml NB-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Bicine
pH=8,35, sterilfiltriert) resuspendiert. Ein Aliquot von 200 ul des Ansatzes wurde auf die

entsprechenden Selektiv-Agarplatten ausplattiert und fiir 3 bis 6 aerob Tage inkubiert.

2.2.1.2.5 Herstellung diploider Hefestamme nach Uetz (Uetz et al., 2006)

Hefezellen kénnen sowohl haploid, als auch diploid vorkommen. Zur Generierung
diploider Hefestdmme wurde das ,mating“Verfahren angewendet bei dem man sich die

beiden Paarungstypen a und o von S. cerevisiae zunutze macht. Die haploiden S.
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cerevisiae-Stamme AH109 und Y187 stellen entweder den Paarungstyp a (AH109) oder o
(Y187) dar.

In einem ersten Schritt wurden die haploiden S. cerevisiae-Stamme mit den
entsprechenden Expressionsplasmiden, die in ,prey* (pGADT7) und ,bait* (pGBKT7)
unterschieden werden transformiert (s. 2.2.1.2.4.). Das ,prey“-Plasmid wird fur die
Transformation des Stammes AH109 verwendet und kodiert fur die Gene der Leucin
Biosynthese, wohingegen das ,bait*-Plasmid flr die Transformation des Stammes Y187
verwendet wird und Gene fiir die Tryptophan Biosynthese enthalt. Somit konnten die
haploiden, Expressionsplasmid-tragenden S. cerevisiae-Stamme auf Minimalmedium, dem
die entsprechende Aminosaure fehlt selektiert werden. Fir das ,mating” wurden jeweils 5 pl
der generierten haploiden S. cerevisiae-Stamme des Paarungstyps a bzw. o auf einer
Vollmedium-Agarplatte vereinigt und fur 24 h bei 30°C inkubiert. Anschliellend wurde das
Zellmaterial von der Agarplatte abgenommen und in Doppelselektivmedium, dem Leucin und
Tryptophan (SD —Leu/-Trp) fehlen zur Selektion diploider Hefezellen resuspendiert. Fir eine
vollstdndige Selektion diploider S. cerevisiae-Stamme wurde die FlUssigkultur zwei- bis
dreimal in Doppelselektivmedium passagiert, bevor die Kultur flr weitere Experimente oder

zur Stammbhaltung verwendet wurde.

2.2.1.2.6 Protein-Interaktionstest in S. cerevisiae nach Busler (Busler et al., 2006)

Eine mogliche Interaktion von Proteinen, die in der Hefezelle entweder durch das
Jorey‘- oder ,bait*-Plasmid kodiert werden, wurde durch einen Wachstumstest der fiir Histidin
auxotrophen S. cerevisiae-Stamme auf Dreifachselektivmedium, dem zusatzlich zu Leucin
und Tryptophan auch Histidin fehlt (SD —Leu/-Trp/-His) bestimmt. Die ,prey”- oder ,bait"-
Proteine sind jeweils entweder an die Aktivierungs- (,prey”*) oder DNS-Bindedomane (,bait")
des Gal4-Transkriptionsfaktors fusioniert. Eine Protein-Protein-Interaktion zwischen ,prey*
und ,bait* fuhrt somit zur Rekonstitution des Gal4-Transkriptionsfaktors in diesen Hefen,
wodurch die Histidinbiosynthese induziert wird und folglich das Wachstum auf dem

Dreifachselektivmedium ermdglicht wird.

Fir den Protein-Interaktionstest wurden die generierten diploiden Hefestdmme in
Flissigmedium (SD -Leu/-Trp) 2 bis 3 Tage kultiviert und weitergefihrt. Nach dem
Verdiinnen der Hefesuspension auf eine ODggo von 0,26/100 ul wurden Verdinnungsreihen
von 107" bis 10 angesetzt und davon 10 pl pro Verdiinnungsstufe (in 3 Parallelen) einmal
auf SD —Leu/Trp- und einmal auf SD —Leu/-Trp/-His-Agarplatten getropft. Die Ansatze
wurden anschlieBend bei 30°C im Brutschrank inkubiert und das Wachstum nach 3 bis 6
Tagen ermittelt. Die Lebensfahigkeit der eingesetzten diploiden S. cerevisiae-Stamme wurde

durch Wachstum der Hefen auf SD —Leu/Trp Medium bestatigt.
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2.2.2 Genetische und molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von DNS

2.2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNS aus £. co/inach Holmes und Quigley
(Holmes and Quigley, 1981)

Die von Holmes und Quigley etablierte Kochpraparation von Plasmid-DNS aus E. coli

ist eine kostenginstige Variante fir analytische Untersuchungen der isolierten DNS.

Hierzu werden E. coli-Zellen auf einem Sechstel einer selektiven LB-Agarplatte Gber
Nacht bei 37°C Kkultiviert und die Bakterien anschlielfend mit einer sterilen Impfose
abgenommen. Das Zellmaterial wird in 300 pyl STET-Puffer (8% Saccharose, 5% Triton X-
100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris/HCI pH 8,0) resuspendiert und nach Zugabe von 15
Lysozymldsung (10 mg/ml in STET-Puffer geldst) mindestens 5 min auf Eis inkubiert. Durch
Aufkochen der Bakterien bei 100°C werden die Zellen lysiert und chromosomale DNS,
Proteine sowie Zelltrimmer durch einen Zentrifugationsschritt (10 min, 10000 x gq)
sedimentiert. Die in Losung gebliebene Plasmid-DNS wurde vom Sediment getrennt, indem
dieses mit einem sterilen Zahnstocher entfernt wurde. Durch Zugabe von 200 pl Isopropanol
und 20-mindtiger Inkubation bei -20°C wurde die DNS gefallt. Anschlielend wurde die
gefallte DNS zentrifugiert (10 min, 10000 x g) und das DNS-Pellet mit 400 pl 70% Ethanol
gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min, 10000 x g) wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und die préazipitierte DNS fir 10 min in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Die sedimentierte Plasmid-DNS wurde anschlief3end in 50 pl

sterilem destilliertem Wasser resuspendiert.

2.2.2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNS aus £. co/i mit dem QIAprep Spin Miniprep
Kit
Die Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli fur praparative Zwecke erfolgte mit dem

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, D) nach Herstellerangaben.

2.2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNS aus H. pylori

Fir die Aufreinigung von Plasmid-DNS aus H. pylori wurde das Wizard™ Plus SV
Miniprep Kit von Promega (Madison, USA) nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Plasmid-

DNS wurde mit 50 pl sterilem destilliertem Wasser geldst.
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2.2.2.14 Isolierung chromosomaler DNS aus H. pylori

Die Isolierung chromosomaler DNS aus H. pylori erfolgte nach Herstellerangaben mit
dem QIAamp Tissue Kit der Firma QlAgen (Hilden, D).

H. pylori-Zellen wurden dafiir Gber Nacht bei 37°C unter mikroaeroben Bedingungen
kultiviert und anschlielend mit einer sterilen Impfése von der Serumagarplatte
abgenommen. Die chromosomale DNS wurde mit 100 bis 200 pl sterilem destilliertem

Wasser eluiert.

2.2.2.2 Analytische und praparative Gelelektrophorese von DNS nach
Sambrook (Sambrook et al., 1989)

DNS-Fragmente wurden fiur praparative und analytische Zwecke nach Sambrook et
al. (1989) auf horizontalen 1-2%igen Agarosegelen in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM
Essigsaure, 1 mM EDTA) fur ca. 50 min bei 70 V aufgetrennt. Vor dem Beladen der
Agarosegele wurden die DNS-Proben mit V2 Volumen GEBS-Puffer (20% (v/v) Glyzerin, 50
mM EDTA, 0,05% (w/v) Bromphenolblau, 0,5% (w/v) N-Laurylsarcosyl) versetzt. Die
Bestimmung der DNS-FragmentgroRen erfolgte mit Hilfe des mitgefuhrten DNS-Langen-
Standard (s. Tab. 2.15).

Far analytische Aussagen wurden die Nukleinsaurefragmente in den Agarosegelen
anschlieltend in einem Ethidiumbromidbad (1 mg/l) angefarbt. Die Dokumentation wurde
unter UV-Exposition bei 260 nm mit Hilfe eines Videosystems (Molecular Imager Gel Doc XR
System, Bio-Rad) durchgefihrt.

Im Zuge praparativer Aufreinigung von DNS wurden die Agarosegele nach erfolgter
Auftrennung mit einer 0,1% Methylenblau-Losung (1 g/l Methylenblau) gefarbt. Die
anschliefende Entfarbung des Gels erfolgte mit Wasser, wodurch die blau angefarbten
DNS-Fragmente auf einem Durchlichttisch sichtbar wurden und mit einem Skalpell

ausgeschnitten werden konnten.

2.2.2.3 Extraktion von DNS aus Agarosegelen

Nach der Auftrennung von DNS-Fragmenten in Agarosegelen wurden die DNS-
Banden durch Methylenblau-Farbung sichtbar gemacht und ausgeschnitten (siehe 2.2.2.2).
Die Extraktion der DNS-Fragmente aus dem Gel erfolgte anschliefiend mit dem illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit nach Herstellerangaben (GE Healthcare). Die
Elution der DNS erfolgte durch Zugabe von 30-50 pl sterilem destilliertem Wasser.
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2.2.2.4 Aufreinigung von DNS aus enzymatischen Reaktionen

Zur Aufreinigung von DNS aus enzymatischen Reaktionen wurde nach
Herstellerangaben das illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit von GE
Healthcare eingesetzt. Die Elution der DNS erfolgte durch Zugabe von 30-50 pl sterilem

destilliertem Wasser.

2.2.2.,5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die spezifische Amplifizierung von DNS-Fragmenten wurde mit Hilfe der Polymerase
Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt (Maniatis et al., 1982;(Mullis et al., 1986). Diese in vitro-
Methode zur spezifischen Amplifikation ausgewahlter Genabschnitte bendtigt zwei
Oligonukleotide (18-25 bp), die nach Hitzedenaturierung des DNS-Doppelstranges gerichtet
an den jeweils komplementaren DNS-Einzelstrang (Template) binden (Annealing), wodurch
der zu amplifizierende Bereich flankiert wird. Dieses Intermediat dient der thermostabilen
DNS-Polymerase als Startbereich zur Verlangerung (Elongation) der Oligonukleotide entlang
des Templates. Diese katalytische Reaktion findet mit Hilfe der im Reaktionspuffer
enthaltenen Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) statt. Um eine exponentielle
Amplifikation der DNS zu erreichen werden die produzierten DNS-Fragmente nach jedem

Elongationsschritt erneut denaturiert und amplifiziert.

Fir Klonierungsarbeiten wurde die Polymerase Takara®-Taq der Firma Promega mit
dem dazugehdrigen Puffersystem eingesetzt. Die 3’-5-Korrekturlesefunktion dieser
Polymerase gewahrleistet dabei eine geringe Fehlerwahrscheinlichkeit fur die amplifizierten

DNS-Fragmente.

FUr analytische Zwecke wurde die PCR mit der Taq Polymerase PAN der Firma

Promega im zugehdrigen Puffersystem durchgefihrt.

Als Matrize fur alle PCR-Reaktionen dienten entweder chromosomale DNS (1:20-
Verdinnung) oder Plasmid-DNS (1:10-Verdinnung). Die PCR-Ansatze wurden je nach
Anwendung in einem Gesamtvolumen von 25 oder 50 ul durchgefihrt. Pro 50 pl Ansatz
wurden 1 ul Template-DNS, je 100 pmol Oligonukleotid, je 20 nmol dATP/dGTP/dTTP/dCTP,
2,5 mM MgCl, sowie 2 U Tag-Polymerase eingesetzt. Die Dauer der Elongation wurde an die
Lange des zu amplifizierenden Gens angepasst (1000 bp / min). Der Ablauf der Temperatur-
Zeit-Zyklen flr die jeweiligen Anwendungen ist in Tabelle 2.17 dargestellt. Das Ergebnis der

PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.2.2.) Gberprift.
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Tab. 2.16: PCR-Protokoll

Die PCR-Reaktion wurde mit Variation der Annealing-Temperatur, Synthesetemperatur (PAN:72°C;
Takara: 68°C) und -zeit wie angegeben durchgefiihrt.

Reaktionsschritt Temperatur | Zeit Wiederholungen
Primére Denaturierung | 94°C 5 min 1x
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 48-55°C 1 min 30x
Elongation Takara 68°C | 1 min /1000 bp

PAN 72°C
Finale Elongation Takara 68°C | 10 min 1x

PAN 72°C

2.2.2.6 Kolonie-PCR nach Sambrook (Sambrook et al., 1989)

Zur schnellen Uberprifung von E. coli-Klonen wurde die so genannte ,colony PCR*
nach (Sambrook et. al., 1989) durchgefiihrt. Das jeweilige Zellmaterial wurde mit einer
Pipettenspitze in 14,75 ul Wasser geldst und anschlieRend eine PCR nach Standardprotokoll
(siehe 2.2.2.5) im 25 pl-Ansatz durchgeflhrt.

2.2.2.7 Restriktion von dsDNS

Praparative und analytische Restriktionen von DNS wurde gemall den
Herstellerangaben (Roche bzw. NEB, Schwalbach) der eingesetzten Restriktionsenzyme
nach Maniatis et al, 1982 durchgefuhrt. Die entsprechenden Puffer- und
Inkubationsbedingungen fur die verschiedenen Restriktionsenzyme individuell gewahlt. Fur
die Spaltung von DNS mit Enzymen, die unterschiedliche Puffer benétigen, wurde zwischen
den verschiedenen Restriktionsansatzen eine Aufreinigung der DNS mit dem illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit durchgefuhrt (s. 2.2.2.3).

Zur analytischen Untersuchung wurde die Plasmid-DNS in einem Ansatz von 10 pl
Gesamtvolumen behandelt. Dafir wurden etwa 2,5-5 U der entsprechenden
Restriktionsenzyme fiir die Spaltung von ca. 0,1-0,5 ug DNS eingesetzt und der Ansatz 1-2 h
bei 37°C inkubiert.

Die praparative Hydrolyse von DNS wurde in einem Volumen von 30-50 ul
durchgefiihrt und entsprechend mehr Restriktionsenzym (10-15 U) eingesetzt. Die Inkubation

eines praparativen Restriktionsansatzes wurde auf mindestens 4 h verlangert.

Durch Zugabe von GEBS (74 des Ansatzvolumens) wurden die Enzyme anschlieRend

inaktiviert und das Ergebnis der Restriktion mittels Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.2.2)
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analysiert. Praparative Ansatze wurden mit Hilfe des illustra GFX PCR DNA and Gel Band

Purification Kits (s. 2.2.2.3) aufgereinigt und fur weitere Klonierungsarbeiten eingesetzt.

2.2.2.8 Dephosphorylierung

Plasmid-DNS, die nur mit einem Restriktionsenzym hydrolysiert wurde, wurde
anschlielend durch die Alkalische Phosphatase SAP (shrimp alkaline phosphatase)
endstandig dephosphoryliert, um die Religationsrate des Plasmids zu verringern. Der
Restriktionsansatz wurde dazu mit SAP-Puffer in einem Verhaltnis von 1:10, sowie 1 U
SAP/ug DNS versetzt und 45 min bei 37°C inkubiert. Die Aufreinigung dephosphorylierter
Plasmide wurde mit dem illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (s. 2.2.2.3)
entweder direkt oder nach erfolgter praparativer Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.2.2)
durchgeflhrt.

2.2.2.9 Ligation

Ligationen von DNS-Fragmenten wurden mit 0,8 ul T4-DNA-Ligase und 1,2 pl 10 x
Ligationspuffer (Roche Applied Science) in einem Gesamtvolumen von 12 pl durchgefihrt.
Das Verhaltnis von geschnittenem Plasmid und zu inserierendem DNS-Fragment sollte 1:3
betragen. Die Inkubation von Ligationsansatzen wurde entweder fir 4 h bei 16°C oder Uber
Nacht bei 4°C durchgefihrt. Fir die nachfolgende Transformation von E. coli wurden 5 pl

des Ligationsansatzes eingesetzt (s. 2.2.1.1.5).

2.2.2.10 DNS-Sequenzierung

DNS-Sequenzierungen wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg, D) und
GATC (Kempten, D) durchgefuhrt, wobei entweder von der jeweiligen Firma angebotene
Standardprimer oder fir die entsprechende DNS-Sequenz spezifische Oligonukleotide
gewahlt wurden. Die Auswertung der Sequenzen wurde mit dem Programm DNAMAN

(Lynnon Software) durchgefihrt.

2.2.2.11 Rekombinatorische Klonierung nach Gateway®-Technologie

Bei der Gateway®-Klonierung handelt es sich um eine sehr effiziente
Klonierungstechnologie, die von der Firma Invitrogen vertrieben wird. Diese Methode beruht
auf dem System der sequenz-spezifischen Rekombination des Bakteriophagen Lambda und

ermoglicht ein schnelles und hochst effizientes Integrieren von DNS-Sequenzen in
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verschiedene Vektorsysteme. Hierzu werden zu inserierende DNS-Fragmente in einer PCR-
Reaktion mit sogenannten ,aftachement sites” (attB1, attB2) versehen und mit einem
Donorvektor mit attachement sites (attP1, attP2) wahrend der BPClonase ™-Reaktion uber
diese Sequenzbereiche rekombiniert. Der BPClonase™ Enzym-Mix enthalt die, die
Rekombination katalysierenden Proteine Lambda-Integrase sowie die E. coli-
Proteinuntereinheiten ,/ntegration Host Factors® IHF a und IHF b. Die attachement sites
attP1 und attP2 flankieren im Donorvektor eine Gen-Kassette bestehend aus einer
Chloramphenicol-Resistenz und dem ccdB-Gen, einem Selbstmordgen, das flir einen
Gyraseinhibitor kodiert. Durch die Rekombination von B- und P-,attachement sites” in der
BPClonase ™-Reaktion wird das DNS-Fragment von Interesse gegen die Chloramphenicol-
Resistenz und ccdB-Genkassette ausgetauscht, wodurch ein Eingangsvektor entsteht, der
das integrierte DNS-Fragment, flankiert von neuen ,attachement sites* (attlL1, attL.2) enthalt.
Nach erfolgreicher Transformation von E. coli mit dem Eingangsvektor sollten nur Bakterien
ohne die ccdB-Genkassette Uberlebensfahig sein. Die erhaltenen Klone wurden zusatzlich
auf Chloramphenicol-Sensitivitat und Gentamycin-Resistenz Uberprift sowie die isolierten
Plasmide durch Restriktionsanalyse mit entsprechenden Restriktionsenzymen verifiziert. Mit
Hilfe der Donorvektoren konnen nun die DNS-Fragmente iber die sogenannte LRClonase ™-
Reaktion in verschiedenste Zielvektoren mit ccdB-Genkassette, flankiert von den
.attachement sites* (attR1, attR2) inseriert werden. Hierbei wird die Rekombination
zwischen atfL1 und attR1 bzw. affL2 und attR2 katalysiert, wobei im Expressions-Vektor
erneut die aftB-Seiten generiert werden. Diese Reaktion entspricht also einer umgekehrten
BP-Reaktion, flr die zusatzlich das Enzym Exzisionase (Xis), welches im LRClonase™

Enzym-Mix enthalten ist benétigt wird.

Die Gateway®-Klonierungs-Technologie wurde in der vorliegenden Arbeit angewandt
um Gene, welche fiir die im Yeast Two Hybrid Assay zu untersuchenden Proteine kodieren,
in die Vektoren pGADT7 und pGBKT7 des Matchmaker Systems (Clontech, Kalifornien,
USA) zu klonieren. Die daflr verwendeten Gensequenzen wurden in einer zweistufigen
.hested“ PCR-Reaktion amplifiziert. Als Matrize fur H. pylori-Gene diente genomische DNS
des Stammes H. pylori 26695, fur das eukaryotische Gen des B1-Integrins dagegen die von
GE11p Zellen.

2.2.2.11.1  ,nested'-PCR

Der erste Schritt der zweistufigen ,nested“-PCR wurde mit Oligonukleotiden
durchgefiihrt, die jeweils eine interne Vorwarts- bzw. Rickwarts-Sequenz der attB-
Rekombinationsstellen sowie die Gensequenzabschnitte der zu klonierenden Gene enthalten

(s. Tab. 2.6). Die PCR-Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit 1 pl
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Template-DNS, je 10 pmol Oligonukleotide, je 7 nmol dATP/dGTP/dTTP/dCTP sowie 2 U
Taqg-Polymerase durchgefiihrt. MgCl, wurde je nach Anwendung in einer Endkonzentration
von 1,5 mM oder 3 mM eingesetzt. In Tabelle 2.17 sind die Reaktionszyklen — und

bedingungen flr den ersten Schritt der ,nested“-PCR aufgelistet.

Tab. 2.17: Protokoll ,,nested“-PCR Stufe |

Die erste Stufe der ,nested“-PCR-Reaktion wurde mit entsprechender Variation der Annealing-Temperatur und

Elongationszeit wie angegeben durchgefihrt.

Reaktionsschritt Temperatur | Zeit Wiederholungen
Primére Denaturierung | 94°C 2,5 min 1x
Denaturierung 94°C 15 sec

Annealing 50-60 °C 1 min 10-15 x
Elongation 68 °C 1 min /1000 bp

Der zweite Schritt der ,nested“-PCR der erfolgte direkt im Anschluss, wobei die gen-
spezifischen Amplifikate aus der ersten PCR-Reaktion als Matrize dienten. Hierzu wurden
Oligonukleotide verwendet, die fir alle Ansatze gleich waren, da sie nur aus den externen
Vorwarts- bzw. Ruckwartsregionen der attB-sites bestehen (s. Tab. 2.6). Dadurch werden im
zweiten Schritt der ,nested“-PCR die spezifischen attB1- und attB2-Rekombinationsstellen

am PCR-Produkt aus dem ersten Schritt vervollstandigt.

In einem Gesamtvolumen von 50 pl pro Ansatz wurden 10 pl der ersten PCR-
Reaktion als Matrize sowie 16 pmol Oligonukleotid, je 7 nmol dATP/dGTP/dTTP/dCTP und 2
U Tag-Polymerase verwendet. MgCl, wurde je nach Anwendung in einer Endkonzentration
von 1,5 mM oder 3 mM eingesetzt. Tabelle 2.18 stellt eine Ubersicht tber die

Reaktionszyklen und —dauer fur den zweiten Schritt der ,nested“-PCR dar.

Der Erfolg der PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.2.2) Uberpruft

und korrekte PCR-Produkte anschlief3end fiir die nachfolgenden BP-Reaktionen eingesetzt.
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Tab. 2.18: Protokoll der ,,nested“-PCR Stufe Il

Die zweite Stufe der ,nested“-PCR-Reaktion wurde mit entsprechender Variation der Annealing-Temperatur und

Elongationszeit wie angegeben durchgefihrt.

Reaktionsschritt | Temperatur | Zeit Wiederholungen
Denaturierung 94°C 15 sec

Annealing 45 °C 30 sec 5x

Elongation 68 °C 1 min / 1000 bp

Denaturierung 94°C 15 sec

Annealing 55°C 30 sec 10-15 x
Elongation 68 °C 1 min / 1000 bp

Finale Elongation | 68 °C 10 min 1Xx

2.2.2.11.2 BPClonase™-Reaktion

Fir die BP-Reaktion wurde der ,Gateway® BPClonase™ Enzyme Mix“ (Invitrogen)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Wahrend der in vitro-Rekombination entsteht der
sogenannte Eingangsvektor mit den ,attachment sites* attL, welcher fur die LRClonase™-

Reaktion eingesetzt wurde.

2.2.2.11.3 LRClonase™-Reaktion

Die LR-Reaktion wurde gemaR der Herstellerangaben mit dem ,Gateway®
LRClonase™ Enzyme Mix“ (Invitrogen) durchgefuhrt. Als Zielvektoren wurden die Yeast Two
Hybrid-Plasmide pGADT7 und pGBKT7 (Clontech) verwendet. Diese enthalten attR-sites,
welche die ccdB-Genkassette zwischen den EcoRV und Smal Schnittstellen flankieren (Uetz
et al., 2006).

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Herstellung bakterieller Zelllysate

Fir die Herstellung von Bakterienlysaten wurde das Zellmaterial in 1 x PBS
resuspendiert und zu einer ODssq von 10 verdiinnt. Anschlieffiend wurde die Suspension mit
2 x SDS-Probenpuffer (60 mM Tris-HCI, pH 6,8; 100 mM DTT; 2% (w/v) SDS; 10% (w/v)
Glyzerin; 5% (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,1% (w/v) Bromphenolblau) versetzt. Die Zelllysate
wurden fir 10 min bei 96°C gekocht und zum Abtrennen von Zelltrimmern fir 1 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Bis zur weiteren Verwendung der Bakterienlysate wurden diese bei
—20°C gelagert.
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2.2.3.2 Lyse von Zellmaterial zur Quantifizierung des

Gesamtproteingehalts

Fir Zwecke der Quantifizierung des Gesamtproteingehalts einer Probe wurde das
Zellmaterial durch Zentrifugation (3200 x g) pelletiert und mit dem entsprechendem Volumen
des RIPA-Lysepuffers (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Nonidet
P-40, 0,25% (w/v) Natriumdeoxylat) mit Proteaseinhibitoren (1 mM PMSF, 10 pg/mi
Leupeptin, 10 ug/ml Pepstatin) zur Vermeidung von Proteinabbau versetzt. Die Lyse wurde
in einem Ultraschall-H,O-Bad bei 4°C fur ca. 45 min durchgefiihrt. Anschlie®end erfolgte die
Bestimmung des Gesamtproteingehalts mit entsprechenden Verdliinnungen des Lysats nach
Bradford (s. 2.2.3.4.) (Bradford, 1976).

2.2.3.3 Lyse von H. pylorifiir Proteinprazipitationen

Zur Herstellung von H. pylori-Lysaten fir Proteinprazipitationen wurden die Bakterien
Uber Nacht auf einer Serumagarplatte kultiviert und am nachsten Tag in 1 ml 1 x PBS
resuspendiert. Die Suspension wurde auf eine ODsso von 2 eingestellt, abzentrifugiert (3000
rom, 5 min, 4°C) und das Bakterienpellet in der entsprechenden Menge eiskaltem HSL-150-
Puffer (25 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,005 % Triton, 4 mM MgCl,, 3 mM MnCl, 150 mM NaCl) mit
Proteaseinhibitoren resuspendiert. Anschlielend wurden die Bakterien in drei Intervallen mit
jeweils 15 Impulsen mit einem Ultraschall-Gerat auf Eis lysiert. Nach einem 20-minGtigen
Zentrifugationsschritt (13000 rpm, 4°C) wurde der Uberstand mit den zytosolischen

Proteinen fir Proteinprazipitationen verwendet.

2.2.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Bestimmung der Konzentration zytosolischer Proteine wurde die Methode von
Bradford unter Verwendung von BSA als Standard eingesetzt (Bradford, 1976). Hierzu
wurden 100 pl einer verdinnten Proteinldsung mit 1 ml Bradford-Reagenz (0,01% (w/v)
Coomassie Brilliant Blue G250, 5% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Phosphorsaure (85%ig)) versetzt
und in Dunkelheit 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte
bei 595 nm gegen das Bradfordreagenz als Blindwert. Fir jede Proteinbestimmung wurde

eine Eichkurve mit bekannten BSA-Konzentrationen aufgenommen.

2.2.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts und

unabhangig von ihrer Ladung wurde mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach
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Lammli durchgefihrt (Laemmli, 1970). Um eine Auftrennung ausschliel3lich nach der GroRRe
der Proteine zu erreichen, werden diese mit SDS, einem stark amphiphatischen Detergenz
vorbehandelt. Dadurch werden die Proteine denaturiert und erhalten eine negative Ladung,

sodass sie innerhalb eines elektrischen Feldes ihrer Gro3e nach aufgetrennt werden.

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde mit dem vertikalen
Gelelektrophoresesystem Mini-Protein IIITM von BioRad durchgefuhrt. Die jeweiligen Trenn-
und Sammelgele wurden nach Sambrook angesetzt (Sambrook et al., 1989). Die
Konzentrationen der Trenngele variierten je nach Molekulargewicht der zu untersuchenden
Proteine zwischen 6%-20% hergestellt aus einer 30% Acrylamidlésung in einem
Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCI pH 8,8). Die Konzentration des Sammelgels wurde immer auf
5% in einem Sammelgelpuffer (1,0 M Tris/HCI pH 6,8) eingestellt. Das Probenvolumen
betrug zwischen 2-10 ul, der in 2 x SDS-Probenpuffer aufgenommenen Proteine. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte in einem Elektrophoresepuffer (250 mM Glycin, 0,1% (w/v)
SDS, 25 mM Tris/HCI pH 8,3) bei einer Spannung von 80-130 V flir ca. 80 min. Zur
Bestimmung der Molekllmasse der  aufgetrennten Proteine  wurde ein
Molekulargewichtsstandard (s. Tab. 2.14) mitgefihrt. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung wurden die Proteine aus den SDS-Polyacrylamidgelen entweder auf eine

PVDF-Membran tbertragen oder im Gel mit einer Coomassie-Lésung angefarbt.

2.2.3.6 Detektion von Proteinen im Polyacrylamidgel

Zur Sichtbarmachung von Proteinen in Polyacrylamidgelen wurde die Coomassie-
Farbung eingesetzt (Marshall and Williams, 1992). Hierzu wurden die Polyacrylamidgele fir
20 min in Coomassie-Lésung (0,275% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250 in 50% (v/v)
Methanol, 10% (v/v) Essigsaure) gefarbt. Durch anschlieRendes Entfarben der Gele mit einer
Entfarbelésung (10% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Ethanol, 7,5% (v/v) Essigsaure) wurden die
Proteinbanden detektiert. Die SDS-Gele wurden fiir die digitale Bildverarbeitung eingescannt

und anschlieRend mit der Software Power Point 2010 bearbeitet.

2.2.3.7 Western Blot

2.2.3.7.1 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Fir die Ubertragung der aufgetrennten Proteine aus einem Polyacrylamidgel auf eine
Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran wurde das ,semi-dry*-Verfahren angewendet. Dabei wird
zwischen zwei Graphitplatten ein senkrecht zum Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt

(Towbin et al., 1992). Der Stromfluss wurde gewahrleistet, indem je zwei dicke und dinne
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Filterpapiere auf die Anode gelegt wurden, wobei die beiden unteren dicken Filterpapiere in
Anodenpuffer | (0,3 M Tris, pH 10,4; 10% Methanol), die folgenden dinnen Filterpapiere und
die PVDF-Membran in Anodenpuffer Il (25 mM Tris, pH 10,4; 10% Methanol) getrankt
wurden. Auf die PVDF-Membran wurde das Gel gelegt und mit je zwei dinnen und dicken
Filterpapieren, welche in Kathodenpuffer (25 mM Tris; 40 mM 6-Amino-n-Capronsaure oder
Glycin; 10% Methanol; eingestellt auf pH 9,4) getrankt wurden bedeckt. Der Proteintransfer
erfolgte bei 0,8 mA/cm? fiir 75 min.

2.2.3.7.2 Detektion von immobilisierten Proteinen mit Antikdrpern

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurden freie
Bindungsstellen auf der Membran flr mindestens eine Stunde mit einem Absattigungspuffer
aus TBST (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 7,5 mit 5%, 0,75% Tween20) mit 5%
Magermilchpulver (MMP) abgedeckt. Nach dem Blockieren freier Bindungsstellen wurde das
jeweilige Antiserum entsprechend dem Titer 1:1000 bis 1:10000 in TBST mit 1% MMP
verdinnt und die Membran 1 h bei Raumtemperatur damit inkubiert. Anschlielend wurde die
PVDF-Membran dreimal fir 10 min mit TBST gewaschen, um nicht gebundenes Antiserum
zu entfernen. Es folgte eine 45-mindtige Inkubation entweder mit einem Konjugat aus Protein
A und alkalischer Phosphatase (AP) (Protein A-AP) (1:5000 in TBST mit 1% MMP) oder dem
entsprechenden Sekundarantikérper, gekoppelt an eine Peroxidase (POX) (1:10000 in
TBST mit 1% MMP). Nach dreimaligem Waschen mit TBST fur 10 min erfolgte die Detektion
der Proteine. Dies erfolgte bei Verwendung von Protein A-AP durch Schwenken der
Membran in 10 ml Detektionslésung (0,1 M Tris/HCI pH 9,6, 0,1g/l NBT, 7 mM MgClz, 50
mg/l BCIP), wobei die Proteinbanden durch eine Farbreaktion, katalysiert durch die
alkalische Phosphatase auf der Membran sichtbar werden. Die Reaktion kann anschlielend
mit Wasser abgestoppt werden. Eine sensitivere Methode stellt die Chemilumineszenz-
Reaktion mit Hilfe des POX-gekoppelten Zweitantikérpers dar. Aufgrund der
Chemilumineszenz der Proteinbanden nach Zugabe des entsprechenden Substrats, kdnnen
diese auf einem Rontgenfilm als schwarze Banden sichtbar gemacht werden. Hierzu wurde
das Western Lightning™-Detektionsreagenz von Perkin Elmer Life Science nach

Herstellerangaben angewendet.

2.2.3.7.3 Entfernung von Immunkomplexen von PVDF-Membranen

Membranen die wahrend des Western Blots mit Hilfe eines POX-gekoppelten
Sekundarantikorpers behandelt wurden, kénnen nach Entfernung der gebundenen

Antikérper erneut zur Immundetektion der transferierten Proteine eingesetzt werden.
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Zum Ldsen der Immunkomplexe wurden die PVDF-Membranen zundchst 5 min
Raumtemperatur mit Wasser gewaschen, um Reste der Detektionslosung zu entfernen.
AnschlieBend wurde die nicht kovalente Bindung zwischen Antigen und Antikérper durch
eine 45-minutige Inkubation in 50 mM NaOH bei Raumtemperatur aufgebrochen und die
Antikérper von der Membran gelést. Die kovalent an die PVDF-Membran gebundenen
Proteine verbleiben auf dieser, wodurch nach einem 5-mindtigen Waschschritt mit Wasser

die Membranen fur weitere Immundetektionen verwendet werden konnen.

2.2.3.8 Produktion und Aufreinigung von His-Tag markierten Proteinen

Fir die Produktion der rekombinanten Domanen der B-Untereinheit des (B1-Integrin
(ITGB1) wurden die entsprechenden Gensequenzen Uber geeignete
Restriktionsschnittstellen in das E. coli-Expressionsplasmid pASK IBA43+ kloniert. Die
entsprechende Gensequenz wurde dabei mit dem N-terminalen Ende an die Sequenz flr ein
Hexapeptid der Aminosdure Histidin (His-Tag) fusioniert. Die Uberproduktion des
gentechnisch erzeugten Fusionsproteins in E. coli erfolgte durch Induktion des Promotors mit

Anhydrotetracyclin (aTC).

E. coli-Stamme mit den entsprechenden Expressionsplasmiden wurden fir die
Produktion und Aufreinigung der His-Tag markierten Proteine Uber Nacht bei 37°C in 5 ml
LB-Flissigmedium, versetzt mit Ampicillin (LB/Amp) bei 180 rpm geschittelt. 3 ml der
Ubernachtkultur wurden fiir die Inokulation von 300 ml frischem LB/Amp verwendet und
weitere 3 h bei 37°C und 180 rpm bis zu einer ODsso von 0,5 kultiviert. Nach der Induktion
des aTC-Promotors wurden die Bakterien bei 27°C und 180 rpm fir mindestens 4 h zur
Proteinproduktion inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation (6000 rpm, 20 min,
4°C) pelletiert und in 10 ml eiskaltem Bindepuffer (300 mM NaCl, 50 mM Natriumphosphat-
Puffer, 10 mM Imidazol, pH 8.0) mit Proteaseinhibitoren resuspendiert. Der Zellaufschluss
erfolgte auf Eis mit einem Ultraschall-Gerat in 5 Intervallen mit jeweils 30 Impulsen. Nach
Zentrifugation (12000 rpm, 50 min, 4°C) des Lysats wurde der zytosolische Teil auf zuvor mit
Bindepuffer aquillibrierte Ni-NTA Agarose (Qiagen, Hilden, D) gegeben und 2 h bei 4°C unter
Rotation inkubiert. AnschlieRend wurde die Ni-NTA Agarose durch dreimaliges Waschen mit
Waschpuffer (300 mM NaCl, 50 mM Natriumphosphat-Puffer, 20 mM Imidazol, pH 8.0) von
kontaminierenden Proteinen befreit und anschlieBend die gebundenen His-Tag markierten
Proteine mit Elutionspuffer (300 mM NaCl; 250 mM Imidazol, 50 mM Natriumphosphat-
Puffer, pH 8.0) von der Agarose geldst. Die Bindung, Reinigung und Elution der His-Tag

markierten B1-Integrindomanen erfolgte nach Herstellerangaben der Ni-NTA Agarose.
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2.2.3.9 Proteinprazipitation mit magnetischen Kiigelchen

Um Protein-Protein-Interaktionen, die aus Yeast Two Hybrid Experimenten
hervorgegangen sind biochemisch zu unterstitzen wurden Proteinprazipitationen mit
magnetischen Klgelchen durchgeflihrt. Die Prazipitation von Proteinen aus H. pylori-Lysaten
(s. 2.2.3.3.) mit B1-Integrin bzw. der entsprechenden p1-Integrindomanen wurde dabei mit
Hilfe von SiIMAG-Carboxyl magnetic beads von Chemicell durchgefuhrt. Hierzu wurden
aufgereinigte rekombinante B1-Integrindomanen Uber Nacht gegen 1 x PBS dialysiert (4°C)
und an die magnetischen Kugeln nach Herstellerangaben gekoppelt. Dies erfolgte Uber die
Carbodiimide Methode. Die Lagerung erfolgte in Blockierungspuffer (PBS, 0,1% BSA) bei
4°C.

Fir die Prazipitation von Proteinen aus H. pylori-Lysaten wurden 5 ul der mit den
entsprechenden Proteinen gekoppelten magnetischen Kugeln zu 500 pl des Lysats (s.
2.2.2.3.) zugegeben und der Ansatz fir 30-60 min bei 4°C in einem rotierenden
Eppendorfgefal® inkubiert. Anschliefend wurden die Magnetkugeln dreimal im Magnetfeld
mit HSL-400-Waschpuffer (25 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,005 % Triton, 4 mM MgCl, 3 mM
MnCI2, 400 mM NaCl) gewaschen, um ungebundene Proteine zu entfernen und in 10 pl
Resuspensions-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH=7,4; 1 mM EDTA, pH=8,0; 1% Triton x 100; 1
mM PMSF) bzw. 15 pl 2 x SDS-Probenpuffer resuspendiert. Nach 10-minttigem Aufkochen
der Proben wurden die Magnetkugeln abzentrifugiert und der Uberstand fiir die

Proteinanalyse auf SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen.

2.2.4 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

2.2.4.1 Kultivierung adharenter Zellen

Die Kultivierung adharenter Zellen (AGS, HEK-293, GE-11, GE-11-31) erfolgte in 75
cm? Zellkulturflaschen (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) in 10 ml Zellkulturmedium
(s. Tab. 2.11), versetzt mit 10 % FCS bei 37 °C und 5 % CO, in wassergedampfter
Umgebung. GE-11-B1 Zellen wurden zusatzlich mit 220 ug Zeocin/ml im Zellkulturmedium
inkubiert, um die Selektion der B1-Integrin-exprimierenden Plasmide zu gewahrleisten. Vor
Bildung eines konfluenten Rasens wurden die Zellen verdinnt und umgesetzt. Dazu wurden
die Zellen einmal mit PBS gewaschen, anschlieBend fir 3-5 min mit 3 ml einer Trypsin-
EDTA-LAsung (Gibco, BRL) bei 37°C inkubiert und das Ablésen der Zellen mikroskopisch
kontrolliert. Die Trypsinaktivitdt wurde durch Zugabe von 5 ml Medium mit 10% FCS
gestoppt und die Zellen darin resuspendiert. Anschliefiend wurde ein Teil der Zellen in eine

neue Zellkulturflasche oder fiir Infektionsversuche (s. 2.2.4.9) in die Vertiefungen einer 6-
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Napfplatte mit frischem Medium umgesetzt. HEK-293 und AGS Zellen wurden im Verhaltnis
1:2-1:4, GE-11, GE-11-B1 Zellen im Verhaltnis 1:5-1:15 in frischem Medium verdinnt.

2.2.4.2 Kultivierung nicht-adharenter Zellen

Nicht-adharente HL-60 Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit 10 ml RMPI-Medium,
versetzt mit 10% FCS (s. Tab. 2.12) bei 37 °C und 5% CO, wassergedampfter Umgebung
kultiviert. Da es sich bei HL-60 Zellen um runde Einzelzellen in Suspension handelt, wurde
ein Teil der Zellsuspension alle zwei Tage zur Subkultivierung im einem Verhaltnis von 1:2-
1:5 in frischem Medium verdinnt. Die Zelldichte sollte dabei zwischen 1,0 — 2,0 x 10°

Zellen/ml betragen.

2.2.4.3 Ausdifferenzierung von HL-60 Zellen zu dHL-60 Zellen

Die humanen promyeloischen HL-60 Zellen kénnen unter Zugabe von PMA zu
Makrophagen-ahnlichen Zellen (dHL-60) ausdifferenziert werden. Dafiir wurden 1 x 10° HL-
60 Zellen in 2 ml Medium in eine Vertiefung einer 6-Napfplatte verdiinnt und fir 12-18 h mit
50 nM PMA inkubiert. Wahrend dieser Zeit kam es zur Ausdifferenzierung der HL-60 zu

adharenten dHL-60 Zellen, die fir weitere Infektionsversuche (s. 2.2.4.9.) eingesetzt wurden.

2.2.4.4 Kryokonservierung von Zellen

Die Kryokonservierung von Zellen erfolgte durch die Lagerung in fliissigem Stickstoff.
Konfluente Zellrasen adharenter Zellen wurden abgeldst (s. 2.2.4.1.) und in einer
Konzentration von 5 x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium (Tab. 2.11) in Kryordéhrchen (Thermo
Fisher Scientific, Langenselbold) konserviert. HL-60 Zellen wurden in einer Konzentration

von 4-5 x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium (Tab. 2.11) konserviert.

2.2.4.5 Auftauen von Zellen

Far die Kultivierung wurden kryokonservierte Zellen bei 37 °C aufgetaut und
anschliefend sofort mit 10 ml vorgewadrmtem Zellkulturmedium versetzt, um die im
Einfriermedium enthaltene schadigende DMSO-Konzentration zu verdiunnen. Aufgetaute
AGS, HEK-293, GE-11, GE-11-$1, Zellen wurden bei 800 x g flir 5 min sedimentiert. HL-60
Zellen wurden nach dem Auftauen dreimal mit 10-20 ml Zellkulturmedium gewaschen und

dazwischen fur 5 min bei 500 x g pelletiert. Alle Zellsedimente wurden mit dem
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entsprechenden Zellkulturmedium (s. Tab. 2.11) versetzt und in Zellkulturflaschen bei 37 °C

und 5 % CO, in wassergedampfter Umgebung inkubiert.

2.2.4.6 Zellzahlbestimmung mit der Neubauer Zahlkammer

Um definierte Zellkonzentrationen zu kultivieren wurde die genaue Zellanzahl in einer
Suspension bestimmt. Hierzu wurde ein Aliquot einer Zellsuspension im Verhaltnis 1:10 mit
einer Trypanblau-Lésung (Invitrogen) verdiinnt. Trypanblau lagert sich in toten Zellen ab,
wodurch diese von lebenden unterschieden werden kénnen. Von dieser Verdlinnung wurden
10 pl in eine Neubauer-Zellkammer pipettiert, die Zellzahl in den vier Quadraten der Kammer
mikroskopisch ausgezahlt und der Mittelwert gebildet. Die absolute Zellzahl pro ml

Suspension wurde daraufhin wie folgt bestimmt:

Zellzahl / ml = Mittelwert x Verdiinnungsfaktor x 10*

2.2.4.7 Transfektion von HEK-293 Zellen

Far die Transfektion von HEK-293 Zellen mit den Plasmiden fur den Renilla
Luciferase Assay (s. 2.2.4.13.) wurde das Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen) nach Herstellerangaben eingesetzt. Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die
Zellen 40-50% konfluent. Es wurden 500 ng Kontroll-DNS zur Expression eines gfp-Gens
bzw. 1 pg Ziel-DNS eingesetzt. Die Kontrolle der Transfektionseffizienz erfolgte
fluoreszenzmikroskopisch. Zusatzlich wurde die Expression der Zielgene auf den Plasmiden

pRenilla und pTrex biochemisch mit der Western Blot Methode Uberprift (s. 2.2.3.7.)

2.2.4.8 Isolierung peripherer Blutmonozyten (PBLC) aus humanem Blut

Fir die Isolierung von peripheren Blutmonozyten aus humanem Blut wurde eine
Dichtegradienten- Zentrifugation durchgefiihrt. Hierzu wurden 15 ml einer Ficoll-Losung
(Dichte 1,077) mit frisch enthommenem, heparinisiertem Blut, welches zuvor mit 3 Volumen
1 x PBS verdiinnt wurde Uberschichtet und das Gemisch zentrifugiert (400 x g, 40 min, ohne
Bremse, Heraeus Megafuge 1.0R). Dadurch entstand an der Phasengrenze zwischen Ficoll
und Blutserum eine Schicht aus Lymphozyten, PBLC's und Blutplattchen, welche vorsichtig
mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen wurde. Die Zellen wurden einmal mit 50 ml 1
x PBS gewaschen. Zur Abtrennung der Blutplattchen wurden die Zellen nochmals zweimal
mit 1 x PBS gewaschen und bei 200 x g fur 10 min zentrifugiert, wobei die Blutplattchen im
Uberstand bleiben. Die Préaparation der PBLC's erfolgte durch positive Selektion mit dem
MACS-System. Dazu wurden die sedimentierten Zellen in 400 yl MACS-Puffer (1 x PBS;
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0,5% BSA; 2 mM EDTA) aufgenommen und mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt (s. 2.2.4.6.). Die Zellen wurden so verdiinnt, dass 10’ Zellen pro 80 ul MACS-
Puffer vorlagen. Nach Zugabe von 20 yl MACS-CD14-MicroBeads (Miltenyi Biotec) pro 10’
Zellen, wurden diese bei 4°C fir 15 min inkubiert, wobei die Magnetkugeln an die Oberflache
der PBLC's binden. AnschlieRend wurden die Zellen mit dem 20fachen Volumen an MACS-
Puffer gewaschen und durch Zentrifugation (300 x g, 10 min) sedimentiert. Zum Auftragen
auf die mit MACS-Puffer aquillibrierte Saule (Typ LS) wurde das Zellpellet in 1 ml MACS-
Puffer aufgenommen und konnte durch die Saule tropfen. Es folgten zwei Waschschritte mit
4 ml MACS-Puffer. Zur Elution wurde die Saule aus der Magnethalterung genommen und die
Zellen mit 3 ml MACS-Puffer durch mechanische Trennung der, mit den Magnetkugeln
markierten PBLC's von der Saule eluiert. Zur Kultivierung wurden die Zellen nach
Zentrifugation (200 x g, 5 Min) in 5 ml RPMI / 10% FCS resuspendiert, gezahlt und auf eine
Zelldichte von 1 x 10° Zellen pro ml eingestellt. Die Kultivierung erfolgte fir

Infektionsexperimente (s. 2.2.4.9.) mit H. pylori in 6-Napfschalen.

2.2.4.9 Infektionsexperimente mit H. pylori: Phosphotyrosin Assay

Zum Nachweis der Translokation des Effektorproteins CagA wurden 1x10° Zellen fiir
3-4 h Stunden mit H. pylori mit einer MOI von 60 infiziert. Hierzu wurde Zellmaterial der
entsprechenden H. pylori-Stamme von einer gut bewachsenen Serumplatte mit einem
sterilen Wattestabchen abgenommen, in 1 x PBS resuspendiert und die optische Dichte
bestimmt. Die eukaryotischen Zellen wurden dann mit der H. pylori-Suspension mit einer
ODsso von 0,2 pro ml infiziert. Vor der Infektion wurde das Zellkulturmedium in den
Vertiefungen der 6-Napfplatte gewechselt. Die Dauer der Infektion betrug zwischen 3-4 h bei
37°C und 5% CO.. AnschlieRend wurden die Infektionsansatze auf Eis gestellt und mit
eiskaltem PBS* (PBS, 1 mM EDTA, 1 mM Na-Vanadat, 1 mM PMSF, 1 uM Leupeptin, 1 uM
Pepstatin) gewaschen. Die infizierten adharenten Zellen wurden in 1 ml PBS* mit einem
Zellschaber vorsichtig von der 6-Napfplatte abgelost und in ein Eppendorfreaktionsgefal®
Uberfuhrt. Nach Zentrifugation (400 x g, 5 min, 4°C) wurden die sedimentierten Zellen in 20
pI PBS* und 25 pl 2 x SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Proben wurden durch Aufkochen

fur 10 min bei 95°C lysiert und anschlieRend mittels Western Blot analysiert.

2.2.4.10 Inhibition der CagA-Translokation wahrend
Infektionsexperimenten mit H. pylori

Die Inhibition der Translokation wurde entweder mit rekombinanten His-Tag

markierten Proteinen oder Integrin-spezifischen Antikdérpern durchgefiihrt. Dafiir wurde der
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Ablauf des oben beschriebenen Phosphotyrosin Assays (s. 2.2.4.9) modifiziert. AGS Zellen
wurden Uber Nacht in Zellmedium mit 10% FCS Kkultiviert, oder zum Zwecke der
Synchronisierung ohne FCS kultiviert. Am nachsten Tag wurde das FCS-freie Medium
entfernt und die Zellen mit 1 ml Medium mit 10% FCS versehen. Nach einer Inkubation von
30 min bei 37°C und 5% CO, wurden 50 ug des rekombinanten Proteins bzw. 30 pg des
Antikérpers zu den Zellen pipettiert. Die Bindung erfolgte bei 4°C fir 30 min. Anschliel3end

wurde die Infektion wie unter 2.4.9. beschrieben durchgeflhrt.

2.2.4.11 Bindung von His-Tag markierten Proteinen an Zellen

Zum Nachweis der Bindung von His-Tag markierten Proteinen an die
Oberflachenproteine von eukaryotischen Zellen wurden diese mit Hilfe eines
Durchflusszytometers (FACS) analysiert. Hierzu wurden Zellen, die 95% konfluent in einer
75 cm? Zellkulturflasche in entsprechendem Medium gewachsen waren mit Trypsin-EDTA-
Lésung (s. 2.2.4.1.) abgel6st und in 10 ml Medium ohne FCS Uberfuhrt. Nach Zentrifugation
(200 x g, 10 min) wurden sie zweimal mit PBS gewaschen, woraufhin ein weiterer
Waschschritt mit 10 ml FACS-Puffer (27 mM Tris-HCI pH 7,4; 137 mM NacCl; 2,4 mM KCI)
folgte, bevor die Zellen in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert wurden. Nach der Bestimmung
der Zellzahl wurden jeweils 3 x 10° Zellen in die Vertiefung einer 96-Napfplatte verdiinnt und
bei 200 x g weitere 10 min pelletiert. Die Zellsedimente wurden anschlieliend in 200 ul
FACS-Puffer mit 1 mM PMSF und 5-10 ug des His-Tag markierten Proteins resuspendiert.
Die Inkubation erfolgte bei 4°C fir 1 h. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit 200 pl
FACS-Puffer/PMSF wurde der spezifische Antikérper gegen den His-Tag in einer
Verdiinnung von 1:1000 in FACS-Puffer/PMSF zugegeben und die Ansatze flir 1h bei 4°C
inkubiert. Um ungebundenen Antikdrper zu beseitigen wurden die Proben dreimal
gewaschen (FACS-Puffer/PMSF) und anschlieRend 45 min bei Raumtemperatur mit einem
Fluoreszens-gekoppelten Sekundarantikérper, in diesem Fall anti-Maus-Alexa488 behandelt.
Nach zwei Waschschritten mit FACS-Puffer/PMSF wurden die Zellen in 500 yl FACS-
Puffer/PMSF resuspendiert und die Bindung des Proteins an die Oberflache der Zellen durch
Anregung mit dem 488 nm Laser (Pycoerythrin-Kanal) im Durchflusszytometer (BD Facs
Canto Il; BD Bioscience, Heidelberg) gemessen. Zur Bestimmung der
Hintergrundfluoreszenz wurden alle Zelllinien zusatzlich ungefarbt bzw. nur mit dem

Sekundarantikdrper behandelt im Durchflusszytometer gemessen.
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2.2.4.12 Bestimmung adharenter H. py/lori auf AGS Zellen

Zur Bestimmung der Bakterienzahl, die wahrend einer Infektion an AGS Zellen
binden wurden Lebendzellzahlbestimmungen durchgefiihrt. Hierzu wurden AGS Zellen mit
den entsprechenden Stammen von H. pylori infiziert (s. 2.2.4.9.) Nach der Infektion wurden
die Ansatze dreimal mit 2 ml PBS fur 5 min unter Schwenken gewaschen, um nicht
adharente Bakterien zu entfernen. AnschlieRend wurden die AGS Zellen mit 1 ml PBS +
0,1% Saponin (Sigma) fir 30 min bei 37°C lysiert, wodurch H. pylori frei schwimmend in
Lésung vorlag. Diese Bakteriensuspension wurde in ein Eppendorfgefall tberfihrt und H.
pylori durch Zentrifugation (300 x g, 5 min) pelletiert. Das Bakteriensediment wurde
anschlielend in 1 ml BB resuspendiert und fur die Bestimmung der Lebendzellzahl eine
Verdlnnungsreihe angesetzt. Es folgte das Ausplattieren von jeweils 100 pl einer
Verdunnungsstufe auf Serumagarplatten und die Kultivierung bei 37°C unter mikroaeroben

Bedingungen fur 3-6 Tage. Die CFU wurden ausgezahlt und ein Mittelwert bestimmt.

2.2.4.13 Renilla Luciferase Assay

Um Protein-Protein-Interaktion in einem biochemischen System quantitativ zu
bestimmen, wurde das ,Renilla Luciferase Assay System® (Promega) nach
Herstellerangaben angewendet. Hierfir wurden die zu untersuchenden Proteine bzw.
Proteinfragmente in HEK-293 Zellen als Fusionsproteine produziert. Durch genetische
Klonierung wurde dabei jeweils ein Protein an die Renilla-Luciferase und ein Protein an
Protein A fusioniert. Nach Koexpression der Genkonstrukte in HEK-293 Zellen kommt es bei
einer Interaktion zwischen zwei zu untersuchenden Proteinen zu einer indirekten
Zusammenfuhrung der Renilla-Luciferase mit dem Protein A. Die transfizierten Zellen
wurden nach Herstellerangaben lysiert und ein Aliquot des Zelllysats als Kontrolle
genommen. Die entstandenen Proteinkomplexe wurden dann mit Hilfe von 1gG-gekoppelten
Magnetkugeln (Invitrogen) aus dem verbleibenden Lysat getrennt. Nach dreimaligem
Waschen im Magnetfeld wurden die Magnetkugeln nach Herstellerangaben mit dem ,Renilla
Luciferase Assay Reagent® inkubiert. Die Renilla-Luciferase Aktivitdt wurde anschliel3end in
einem Luminometer (Microlumat Plus LB 96V; Berthold Technologies) gemessen und nach

folgender Formel berechnet:
Renilla-Luciferase Aktivitat (RLU) =
Renilla-Luciferase Aktivitat (Magnetkugeln) / Renilla-Luciferase Aktivitat

(Gesamtzelllysat)
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2.2.5 Statistische Auswertung

Alle Werte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test bestimmt und
ist fir das entsprechende Experiment angegeben. Die Werte sind in normalverteilt.

Signifikanz-Werte von (p) < 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen.
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3 ERGEBNISSE

3.1. Etablierung eines Yeast Two Hybrid Assays zur
Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen von

CagA, CagY und Cagl mit den Domanen des B1-Integrins

Das Effektorprotein CagA ist ein bedeutender Virulenzfaktor von H. pylori und wird
durch das Cag-T4SS in eukaryotische Zellen transloziert. Da der genaue Mechanismus flr
die Translokation des CagA-Proteins noch nicht bekannt ist, sollte in Vorarbeiten als erster
Schritt ein moéglicher Rezeptor fir das Cag-T4SS von H. pylori identifiziert werden. Dabei
konnte gezeigt werden, dass H. pylori das Oberflachenprotein B1-Integrin der Wirtszelle als
Rezeptor nutzt (Jimenez-Soto et al., 2009 Kwok et al.,, 2007). Die Interaktion mit dem
eukaryotischen Rezeptor konnte sowohl fiir das translozierte Effektorprotein CagA, als auch
fir die Apparatsproteine Cagl und CagY gezeigt werden (Jimenez-Soto et al., 2009). In
Tabelle 3.1 sind die Fragmente der entsprechenden Proteine, die Bindung an das 1-Integrin

zeigten, zusammengestellt.

Die rezeptorabhangige CagA-Translokation sollte in dieser Arbeit weiterhin genauer
untersucht werden, um ein detaillierteres Translokationsmodell zu entwickeln. Da das B1-
Integrin eine ausgepragte Domanenstruktur aufweist (Takagi und Springer, 2002),
interessierte in diesem Zusammenhang besonders, ob die interagierenden cag-PAl kodierten
Proteine CagA, CagY und Cagl spezifische Bindungsregionen innerhalb des extrazellularen
Bereichs des B1-Integrins aufweisen. Die spezifische Bindung der einzelnen Proteine an die
unterschiedlichen Domanen von B1-Integrinen kénnte zur Klarung des Mechanismus der

CagA-Translokation in die Wirtszelle beitragen.

Tab. 3.1: Aminosdurebereiche von CagA, Cagl und Cagy, die mit dem extrazelluldren Teil des p1-Integrin

interagieren

Gen Protein | Region (Aminosaureposition)
hp0547 | CagA 1-613

hp0540 | Cagl 24-381

hp0527 | CagY 1815-1927

Ausgehend von der Domanenstruktur des extrazellularen Teils des p1-Integrins
wurde das Protein durch Klonierung der entsprechenden Genregionen in fiinf verschiedene

Domanen unterteilt (s. Tab. 3.2).
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Aufgrund seiner Homologie zu Membranproteinen, wie Plexinen und Semaphorinen
wird der Cystein-reiche, N-terminale Teil des B1-Integrins als PSI-Domane (Aminosaure 1-
50) bezeichnet. Im folgenden Yeast Two Hybrid Assay wurde diese Domane sowohl einzeln,
als auch in Kombination mit der darauf folgenden [-like-Domane (Aminosauren 100-340)
eingesetzt (s. Tab. 3.2). Die /-like-Domane enthalt das Aminosauremotiv DXSXS, welches
moglicherweise fir die Bindung von Metallionen verantwortlich und bei Integrinen ohne I-
Domaéne in der a-Untereinheit an der Ligandenbindung beteiligt ist (Takagi and Springer,
2002). C-terminal folgt der I-like-Domane ein weiterer Cystein-reicher Abschnitt, der in vier
aufeinanderfolgende EGF-like repeats (Aminosauren 435-600) sowie in die B-fail-Domane
unterteilt wird. Die EGF-like repeats, sowie die (B-tail-Domane wurden ebenfalls einzeln, als
auch in Kombination miteinander fir den Yeast Two Hybrid Assay eingesetzt (s. Tab. 3.2).
Eine potenzielle Interaktion dieser Domanen mit dem Effektorprotein CagA und den
Apparatskomponenten Cagl, sowie CagY wurde anschlieflend im Hefemodell mit Hilfe des

Yeast Two Hybrid Assays getestet.

Tab. 3.2: Aminosaurebereiche des B1-Integrins, die zur Untersuchung ihrer jeweiligen Interaktion mit

CagA, CagY und Cagl verwendet wurden

Protein Proteindoméne Region (Aminosaurepositionen)
ITGB1 | PSI 1-99

ITGB1 | PSI + I-like 1-460

ITGB1 | EGF repeats 410-625

ITGB1 | EGF repeats + B-tail | 410-728

ITGB1 | B-tail 575-728

3.1.1 Klonierung der p1l-Integrindomanen in Yeast Two Hybricd-

Vektoren

Die Gensequenzen fir die in Tabelle 3.2 beschriebenen Domanen des B1-Integrins
wurden mit Hilfe der Gateway® Klonierungsstrategie in den prey-Vektor pGADT7 gebracht.
Daflr wurden die Gensequenzen der ausgewahlten Domanen des B1-Integrins wahrend des
Amplifizierens N- und C-terminal mit attachment-sites versehen (s. 2.2.2.11.). Durch
Rekombination wurden die DNS-Sequenzen in das Plasmid integriert und N-terminal an die
GAL4-DNS-Aktivierungsdomane fusioniert. AnschlieRend wurden kompetente Hefezellen mit
den entstandenen Plasmiden transformiert (s. 2.2.1.2.4.) und die daraus resultierenden
Hefestdamme Y1, Y2, Y3, Y4 und Y5 benannt (s. Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Rekombinatorische Klonierung der B1-Integrindomdnen und Fusion an die Gal4-DNS-

Aktivierungsdoméne:

Der extrazelluldare Bereich des p1-Integrins wurde in finf verschiedene Domanen unterteilt, die durch
Amplifikation der entsprechenden Genbereiche erzeugt wurden. Durch rekombinatorische Klonierung uber
attachment-sites zunachst in den Eingangsvektor pDONR207 (nicht dargestellt) wurden die erhaltenen
Genabschnitte anschlieRend in das ,prey*—Plasmid pGADT7 integriert. Dieses Plasmid beinhaltet einen ADH1-
Promotor und fusioniert die klonierte Gensequenz N-terminal an die Aktivierungsdomane des Gal4-
Transkriptionsfaktors. Die nach der Transformation resultierenden Hefestdmme wurden Y1, Y2, Y3, Y4 und Y5

genannt.

3.1.2 Paarung haploider Hefezellen zur Gewinnung diploider Hefen

Eine mdgliche Interaktion zwischen zwei Proteinen wird in diploiden Hefen getestet.
Haploide Zellen kommen in zwei verschiedenen Paarungstypen (a und a) vor. Die
gegeneinander zu testenden Gene wurden mit den ,bait‘- und ,prey*-Plasmiden jeweils in
den korrespondierenden Hefestamm gebracht. Als Selektionsmarker diente dabei entweder
die eingefihrte Expression des Tryptophan- (pGBKT7; ,bait‘) oder Leucin-Biosynthesegens
(pGADTY7; ,prey”). Durch Zusammenfihrung zweier verschiedener Zelltypen kommt es zu
einer Paarung zwischen a und a (,mating). Dafir wurden die ,bait* und ,prey*
exprimierenden haploiden Hefen in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt und nach 24 h
Inkubation das erfolgreiche ,mating“ durch Uberfiihrung der diploiden Hefen auf
Doppelselektivmedium (SD-Leu/Trp) bestatigt (s. Abb. 3.2).
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prey i bait (*) () prey [ bait prey i bait (¥} ()
PSl1/ CagA EGF repeats /| Cagh B taif { CagA
PSl/ Cagl EGF repeats / Cagl B taii { Cagl
PSl / CagY EGF repeats /| CagY B tait | Cag¥
prey I pait (+) () prey fbait *) ()
Hike | CagA EGF repeats + § tail | CagA
Hike | Cagl EGF repeats + g tait | Cagl
Hike | CagY EGF repeats + g tail | CagY

Abb. 3.2: Generierung diploider Hefestimme mit Hilfe des ,mating“ und Selektion auf

Doppelselektivmedium:

Zur Generierung diploider Hefestdmme wurden jeweils haploide Hefezellen, die entweder das ,prey*- oder ,bait-
Konstrukt enthalten auf eine Vollmediumplatte (gekennzeichnet mit (+)) getropft und dabei gemischt. Nach 24 h
Inkubation wurden die gewachsenen Hefen in Doppelselektivflissigmedium Uberfihrt und zweimal umgesetzt, um
diploide Hefezellen zu selektionieren. Diese wurden anschlieBend auf Doppelselektivmediumplatten

(gekennzeichnet mit (-)) Gberfihrt und fur die weiteren Experimente verwendet.

Abbildung 3.2 zeigt, dass die haploiden Hefestamme erfolgreich zu diploiden Hefen
gepaart wurden, da in allen Fallen Wachstum der Hefezellen auf Doppelselektivmedium zu
sehen ist. Die so entstandenen diploiden Stamme produzieren jetzt die gegeneinander zu
testenden Proteine und konnten folglich fir Interaktionstests im Yeast Two Hybrid Assay

untersucht werden.
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3.1.3 Wachstumstests zur Untersuchung der Interaktion von p1

Integrindomanen mit CagA, Cagl und CagY

Die diploiden Hefestdamme aus 3.1.2. wachsen auf Doppelselektivmedium aufgrund
der Koexpression der Plasmide pGBKT7 und pGADT7, was zur Fahigkeit der

Aminosaurebiosynthese von Tryptophan und Leucin der korrespondierenden Hefen fihrt.

Eine Interaktion zwischen den ,bait- und ,prey“-Proteinen in der Hefezelle wird durch
einen Wachstumstest auf Tripelselektivmedium (SD-Leu/Trp/His) bestimmt (s. 2.2.1.2.6). Die

Ergebnisse nach vier Tagen Inkubation sind in Abbildung 3.3 dargestellt.

a
prey | bait SD -LeuTrp SD -LeuTmp/His  Interaktion

Positivkontrolle

MNegativkontrolle

B-tail I CaghA
B-tail | Cagl

(B-tail I CagY
B-taili ()

PSliCaghA

PSIJ Cagl

PSIICagY

PSII{-) - Keine Autoaktivierung

-1 2 3 -1 2 -3

Verdlinnungsstufe (10 %)

68



ERGEBNISSE

b SD -Leu/Tp SD -Leu/TipMHis  SD -Leu/Tmp/MHis
prey [ bait ohne 3-AT 25 mM 3-AT Interaktion

i-likel CagA

i-lika i Cagl

i-like! CagyY

i-fikel({-) Autoaktivierung

EGF repeats | CaghA

EGF repeats | Cagl

EGF repeats | CagyY

EGF repeats | (-) Autoaktivierung

EGF repeats + 3-tail i CagA

EGF repeats + S-1ail I Cagl

EGF repeats + 3-tail I Cagy

EGF repeats + S-tail I () Autoaktivierung

Yerdinnungsstufe (10 % )

Abb. 3.3: Bestimmung der Interaktion zwischen p1-Integrindoménen und CagA, Cagl und CagY aufgrund

von Wachstumstests:

Die generierten diploiden Hefestamme sind auf Doppelselektivmedium (SD —Trp/-Leu) lebensfahig (a und b); die
Positivkontrolle zeigt die Expression des Histidinbiosynthesegens, was durch Wachstum auf Tripelselektivmedium
(SD-Trp/Leu/His) bestatigt wird, die Negativkontrolle dagegen nicht (a). Mégliche Interaktionen zwischen den (31-
Integrindomanen und den Proteinen CagA, Cagl und CagY wurden durch Wachstumstests der diploiden
Hefestdmme entweder auf Tripelselektivmedium (a und b) oder Tripelselektivmedium mit dem
Histidinbiosyntheseinhibitor 3-AT (b) bestimmt.

(a) Eine deutliche heterotypische Interaktion wird zwischen der S-tail-Domane und dem CagA-Protein (++) bzw.
Cagl-Protein (++) deutlich, da diese Kombinationen zu einem starken Wachstum der diploiden Hefen auf
Selektivmedium fiihren. Die Kombination der Plasmide fiir die B-fail-Domane mit dem fiir das CagY-Protein fuhrt
zu keiner Interaktion dieser Proteine in der Hefezelle, da hier kein Wachstum auf Selektivmedium zu sehen ist (-).
Eine Kombination des Leerplasmids mit dem fur die B-tai-Domane flhrt in diploiden Hefen nur sehr schwach zur
Autoaktivierung des Histidinbiosynthesegens, weshalb das detektierte Hefewachstum auf Selektivmedium auf
eine direkte Interaktion zwischen den Proteinen zuriickgefiihrt wird.

CagY zeigt dagegen eine starke heterotypische Interaktion mit der PSI-Domane, da die Kombination dieser
Proteine zu einem Wachstum der diploiden Hefen auf Selektivmedium fuhrt (++). Eine schwache Interaktion der
PSI-Domane mit dem CagA-Protein ist ebenfalls, aufgrund leichten Wachstums der entsprechenden Hefen auf
Selektivmedium sichtbar (+). Cagl zeigt im Yeast Two Hybrid Assay keine Interaktion mit der PSI-Domane, da
hier kein Wachstum auf Selektivmedium detektiert werden konnte (-). Die Kombination des Leerplasmids mit dem
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fur die PSI-Domane fiihrt in diploiden Hefen nicht zu Autoaktivierung des Histidinbiosynthesegens, weshalb das
detektierte Hefewachstum auf Selektivmedium auf eine direkte Interaktion zwischen den Proteinen zuriickgefiihrt
wird .

(b). Die Plasmide fur die B1-Integrindomanen PSI + /-like, EGF repeats und EGF repeats + B-tail fuhren in
diploiden Hefen kombiniert mit einem Leerplasmid zu einer starken Autoaktivierung des Histidinbiosynthegens, da
diese Hefen ohne rekonstituierten Gal4-Transkriptionsfaktor auf Selektivmedium wachsen konnen.
Kombinationen von PSI + /-like bzw. EGF repeats mit dem CagA- oder Cagl-Protein, sowie die Kombinationen
EGF repeats + [-tail mit den Proteinen CagA, Cagl und CagY filhren zu unspezifischem Wachstum der
Hefezellen auf Tripelselektivmedium aufgrund dieser Autoaktivierung. Die Zugabe von 2,5 mM 3-AT unterdriickt
sowohl die Autoaktivierung dieser Domanen, als auch das unspezifische Wachstum der Hefezellen in

Kombination mit den jeweiligen Cag-Proteinen.

Zur Analyse einer moglichen Interaktion von p1-Integrindomanen wurden 15
verschiedene Kombinationen zwischen den flinf beschriebenen Integrindomanen und CagA,
Cagl und CagY getestet. Die untersuchten Proteinfragmente sind entweder an die DNS-
Bindungsdomane oder —Aktivierungsdomane des Transkriptionsfaktors Gal4 fusioniert.
Durch eine madgliche Interaktion zwischen einer Integrindomane und einem Cag-Protein wird
der Transkriptionsfaktor fur die Histidinbiosynthese zusammengefiugt und ermdglicht dem
Hefestamm das Wachstum auf Selektivmedium. In einzelnen Fallen kann die Fusion der
DNS-Binde- oder Aktivierungsdomane mit einem Protein dazufuhren, dass eine einzelne
Domane des Transkriptionsfaktors ausreicht, um die DNS-Transkription zu starten, was als
Autoaktivierung bezeichnet wird. Um ein autoaktivierendes Potenzial der Integrindomanen in
den durchgefiihrten Yeast Two Hybrid Assays auszuschlie®en, wurden die an die Gal4-
Aktivierungsdomane fusionierten Genbereiche des B1-Integrins jeweils zusammen mit einem

Leerplasmid in der Hefe kombiniert.

Der Yeast Two Hybrid Assay deutet aufgrund des Wachstums auf Selektivmedium
von Hefezellen, die die Plasmide fir CagY und die PSI-Domane enthalten, darauthin, dass
CagY mit der PSI-Domane interagiert (s. Abb. 3.3. (a)). Fur das Apparatsprotein CagY wurde
im Yeast Two Hybrid Assay keine weitere positive Interaktion mit einer der Integrindomanen
gefunden (s. Abb. 3.3 (a)), was zusatzlich die Hypothese unterstlitzt, dass CagY spezifisch
an die PSI-Domane des B1-Integrins bindet. CagA scheint dagegen nur schwach mit der
PSI-Doméne in Wechselwirkung zu stehen, da der entsprechende Hefestamm nur leicht auf
dem Selektivmedium anwachst (s. Abb. 3.3 (a)). CagA zeigt neben der schwachen
Interaktion mit der PSI-Domane auch eine zweite, starkere Interaktion mit der B-tail Domane
(s. Abb. 3.3 (a)). Diese Domane ruft ebenfalls eine starke Interaktion mit dem
Apparatsprotein Cagl hervor (s. Abb. 3.3 (a)). Die Kombination der Plasmide, die fir die PSI-
bzw. B-tai-Doméane kodieren, mit dem entsprechenden Leerplasmid zeigt keine
Autoaktivierung, da die resultierenden Hefestamme nicht auf Selektivmedium wachsen

kénnen (s. Abb. 3.3. (a)). In Vorarbeiten konnte zudem gezeigt werden, dass die Cag-
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Proteine nicht autoaktivierend sind (Daten nicht dargestellt). Das selektive Wachstum der
Hefestdmme mit den Plasmiden, die fur die Proteinkombinationen B-tail-Domane und CagA
bzw. Cagl, oder der PSI-Domane und CagY kodieren, sind daher auf eine direkte Interaktion

der entsprechenden Proteine in der Hefezelle zuriickzufiihren.

Die Integrindomanen PSI+/-like, EGF repeats und EGF repeats + [-tail-Domane
zeigen dagegen ein deutliches Potenzial zur Autoaktivierung des Histidinbiosynthesegens (s.
Abb. 3.3 (b)). Diese Hefezellen, die nur das jeweilige prey-Plasmid gemeinsam mit dem
Leervektor enthalten wachsen trotz Mangel an einem rekonstituierten Transkriptionsfaktor fir
das Histidinbiosynthesegen auf Selektivmedium. In diesem Fall kann die DNS-
Aktivierungsdomane des Gal4-Transkriptionsfaktors aufgrund der Fusion an diese
Integrindomanen allein die Expression des Reportergens induzieren. Das unspezifische
Wachstum diploider Hefen mit der Kombination aus den Integrindomanen PSl+/-like, EGF
repeats und EGF repeats + B-tail mit CagA, Cagl oder CagY wurde daher nicht als echte
Interaktion der Proteine interpretiert. Zusatzlich konnte die Zugabe von 3-AT, einem
kompetitiven Inhibitor der Histidinbiosynthese sowohl die beobachtete Autoaktivierung, als

auch das unspezifische Wachstum der Hefen unterbinden (s. Abb. 3.3 (b)).

Die beschriebenen Wachstumsbeobachtungen des durchgefliihrten Yeast Two Hybrid
Assays fuhren zu der ersten Annahme, dass die N-terminale PSI-Domane des (1-Integrins
mit dem CagY-Protein, die nahe der Zytoplasmamembran lokalisierte B-tail-Domane
dagegen mit den Proteinen CagA und Cagl interagieren. Diese Proteinwechselwirkungen
gehen aus einem Hefemodell hervor und wurden daher in weiteren Versuchen quantitativ

und biochemisch bestatigt.

3.1.4 Quantifizierung der Protein-Protein-Interaktionen aus dem Yeast

Two Hybrid Assay durch den Renilla Luciferase Assay

Die Protein-Protein-Interaktionen, die aus dem Yeast Two Hybrid Assay mit Hilfe von
Wachstumstests auf Tripelselektivmedium hervorgegangen sind, sollten weiter in einem
biochemischen System untersucht werden. Dazu wurde das ,Renilla Luciferase Assay

System* (Promega) verwendet (s. 2.2.4.13).

Abbildung 3.4 zeigt die Expression und Funktionalitat, der an die Renilla-Luciferase
gekoppelten, klonierten Cag-Proteine, sowie der Doméanen des B1-Integrins, welche an
Protein A fusioniert wurden, in HEK-293 Zellen. Die klonierten Plasmide wurden durch
Sequenzierung Uberprift (Daten nicht gezeigt). AnschlieRend wurde die Expression der

jeweiligen Gene flr die p1-Integrindomanen im Western Blot mit Hilfe des fusionierten

71



ERGEBNISSE

Protein A nachgewiesen. Abbildung 3.4 (a) zeigt, dass die B1-Integrindoméanen p-tail, EGF
repeats, EGF repeats + f-tail-Domane und [-like-Domane erfolgreich in HEK-293 Zellen
produziert werden konnten (s. Abb. 3.4 (a)). Die Einflihrung des Gens fir die PSI-Domane in
HEK-293 Zellen flhrte, trotz korrekt kloniertem Gen, dagegen zu keiner ausreichenden
Expression des Gens (s. Abb. 3.4 (a)), weshalb ein Interaktionstest zwischen CagY und der
PSI-Domane in diesem System nicht moglich war. Um die erfolgreiche Expression von cagA
und cagl, fusioniert an das Gen fiir die Renilla-Luciferase nachzuweisen, wurden die HEK-
293 Zellen nach der Transfektion mit den entsprechenden Plasmiden mit dem ,Renilla
Luciferase Assay System® nach Herstellerangaben lysiert und die Aktivitat des fusionierten
Enzyms im Luminometer nachgewiesen und bestatigt (s. Abb. 3.4 (b)). Die Einfiihrung beider
Plasmide in die HEK-293 Zellen flihrte zu einer deutlichen Aktivitat des Enzyms Renilla-
Luciferase, verglichen mit einer Negativkontrolle, die kein Plasmid enthalt. Da das Renilla-
Luciferase-Gen an das cagA- oder cagl-Gen gekoppelt ist, bestatigt die gemessene

Enzymaktivitat auch die Produktion von CagA und Cagl.
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Abb. 3.4: Kontrolle der Produktion und Funktionalitit der fusionierten Cag-Proteine und p1-

Integrindoménen in HEK-293 Zellen:

(a) HEK-293 Zellen wurden mit den jeweiligen Plasmiden, die fir die an das Protein A gekoppelten p1-
Integrindoménen kodieren, transfiziert und anschlieRend lysiert. Die Zelllysate wurden mit Hilfe von Western Blot
auf das Vorhandensein von Protein A mit einem Antikorper gegen Kaninchen untersucht.

(b) HEK-293 Zellen wurden mit den jeweiligen Plasmiden, die fiur die an das Enzym Renilla-Luciferase
gekoppelten Proteine CagA und Cagl kodieren, transfiziert und anschlieRend lysiert. Die Zelllysate wurden auf

ihre Lumineszenz im Luminometer untersucht.

Nach Koexpression beider Plasmide, die entweder fir ein Renilla-Luciferase
fusioniertes Cag-Protein oder eine an das Protein A gekoppelte Doméane des B1-Integrins
kodieren, wurde die Protein-Interaktion zwischen Cag-Proteinen und B1-Integrindomanen
quantitativ untersucht. Fir jedes Experiment wurde eine Positivkontrolle mitgefihrt, die zwei
interagierende Proteine, welche jeweils durch die Plasmide pRenilla-CENP-T und pTrex-
RBBP-7 kodiert werden, enthalt (s. Abb. 3.5). Zusatzlich wurde fir jedes Experiment die
Hintergrundbindung von Renilla-CagA bzw. Renilla-Cagl mit dem Protein A des pTrex-

Plasmid bestimmt und die relative Renilla-Aktivitat nach Abzug des Hintergrundes ermittelt.
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Abb. 3.5: Renilla Luciferase Assay zur quantitativen Analyse von Protein-Protein-Interaktionen aus dem

Yeast Two Hybrid Assay:

HEK-293 Zellen wurden mit den jeweiligen Plasmiden, die fir die, an das Protein A gekoppelten p1-
Integrindomanen (pTrex) und fir die, an die Renilla-Luciferase fusionierten CagA- bzw. Cagl-Proteine (pRenilla)
kodieren transfiziert und anschlieRend lysiert. Die Zelllysate wurden mit IgG-gekoppelten Magnetkugeln inkubiert
und diese im Magnetfeld vom Lysat getrennt. Die gebundenen Enzymkomplexe wurden durch Messung der
Renilla-Luciferase Aktivitat im Luminometer bestimmt. Die Enzymaktivitat ist als Prozentteil der gesamten Aktivitat
im Zelllysat angegeben und ergibt sich aus dem Anteil an Renilla-Luciferase, die aufgrund der Interaktion der
Cag-Proteine mit der entsprechenden B1-Integrindoméane mit Hilfe des Protein A aus dem Zelllysat gezogen
werden konnte. Die relative Renilla-Aktivitdt wurde nach Abzug der Hintergrundbindung von Renilla-CagA bzw.
Renilla-Cagl an Protein A dargestellt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus vier unabhangigen Experimenten
und einschlieBlich der Standardabweichungen angegeben.

(a) Renilla-Luciferase Aktivitat aus HEK-293 Zellen, die die angegeben Domanen des B1-Integrins mit dem N-
terminalen Teil von CagA produzieren.

(b) Renilla-Luciferase Aktivitdt aus HEK-293 Zellen, die die angegeben Domanen des fB1-Integrins mit Cagl

produzieren.

In Abbildung 3.5 ist zu sehen, dass sowohl CagA als auch Cagl in Kombination mit
der B1-Integrindomane EGF repeats + p-tail-Domane die starkste Renilla-Luciferase Aktivitat
hervorruft. Die gemessene Aktivitat entspricht etwa der Aktivitat der Positivkontrolle. Die
Kombination von CagA und Cagl mit den anderen B1-Integrindomanen fihrt nur zu einer
sehr geringen Enzymaktivitat, die unter der der Positivkontrolle liegt. Dieses System lasst auf
eine Interaktion zwischen den Cag-Proteinen und der EGF repeats + f-tail-Domane des 1-

Integrins schlieRen. Da diese Domane ebenfalls die f-tail-Domane enthalt, welche im Yeast
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Two Hybrid Assay zu einer positiven Protein-Interaktion mit CagA und Cagl gefuhrt hat,

unterstitzen diese Ergebnisse zusatzlich die zuvor erhaltenen Daten.

3.1.5 \Verifizierung der Bindungsstellen von CagA, Cagl und CagY

innerhalb des B1-Integrins

Zur weiteren biochemischen Bestatigung der im Yeast Two Hybrid Assay gefundenen
Protein-Interaktionen, wurde ein unabhangiger Pulldown Assay durchgeflhrt (s. 2.2.3.9.). Die
funf Integrindoméanen wurden daflir rekombinant in E.coli produziert (s. 2.2.3.8.) und kovalent

an magnetische Kligelchen gebunden (s. 2.2.3.9.).
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Abb. 3.6: Kopplung der rekombinant produzierten B1-Integrindoméanen an magnetische Kiigelchen:

Nach der Aktivierung der Carboxylgruppen an der Oberflache der magnetischen Kiigelchen wurden diese mit den
rekombinant produzierten Integrindomanen S-tail, EGF repeats + B-tail sowie /-like inkubiert. Die Proteinmenge im
Proteinbindepuffer wurde vor und nach der Inkubation einmal mittels Western Blot mit dem Antikérper gegen den

His Tag (a) und einmal mittels Coomassie-Farbung (b) detektiert.

Abbildung 3.6 zeigt die erfolgreiche Kopplung der rekombinanten Integrindomanen an
die magnetischen Kulgelchen. Die Proteine, die vor Inkubation der Magnetkugeln im
Kopplungspuffer detektiert wurden sind anschlieRend nicht mehr nachweisbar. Dies bestatigt

die Bindung der rekombinanten Proteine an die Magnetkugeln.

Um eine direkte Protein-Interaktion zwischen den Domanen des [1-Integrins und den
Helicobacter-Proteinen CagA, Cagl und CagY =zu bestadtigen, wurden die oben

beschriebenen magnetischen Kigelchen mit Lysaten von H. pylori inkubiert. Ein Vorteil

75



ERGEBNISSE

dieser Methode besteht darin, dass die zu untersuchenden Proteine nicht ausschlief3lich
rekombinant hergestellt wurden. Die Proteine des Cag-T4SS werden vielmehr in ihrem
nativen Zustand aus einem Helicobacter-Lysat prazipitiert. Damit ist auch das
Expressionslevel bzw. Mengenverhaltnis der Proteine den natlrlichen Bedingungen
angepasst. Die Bindung von CagA, Cagl und CagY an die entsprechende Integrindomane
nach den Pulldown Assays wurde mit dem jeweiligen Antikdrper nachgewiesen (s. Abb. 3.7
und 3.8).

a
H. pylori P12-Lysat
+ + + + Startextrakt
< = + Kontrolle BSA
+ - - p-taii-Domane
2 + = i-like-Doméne
CagA
—
b
H. pylori P12-Lysat
+ + + + Startextrakt
- - . + Kontrolle BSA
& + - - p-taii-Doméne
- “ + - {-iike-Doméane
= _
—_—
P

Abb. 3.7: Prazipitation von Proteinen aus H. pylori P12-Lysaten mittels magnetischer Kiigelchen, die mit

den Integrindoménen g-tail bzw. I-like gekoppelt sind:

Als Negativkontrolle dienen BSA-gekoppelte Magnetkiigelchen. Die Bakterien wurden in HSL-Puffer durch
Ultraschall aufgeschlossen und der zytoplasmatische Teil fur den Pulldown Assay verwendet. Prazipitation von
nativem CagA (a) und Cagl (b) aus einem Lysat des Stamms H. pylori P12. Kontrollprazipitationen mit BSA-
gekoppelten Magnetkiigelchen zeigen die Spezifitdt der Proteinbindung. Die dargestellten Experimente sind
beispielhaft aus funf unabhangigen Versuchen ausgewahlt und abgebildet.

Wie im Yeast Two Hybrid Assay, kann eine direkte Protein-Interaktion zwischen
CagA bzw. Cagl und der B-tail-Doméane auch mit dem biochemischen Pulldown Assay
bestatigt werden (s. Abb. 3.7). Da CagA und Cagl auch mit der /-like-Domane des p1-
Integrins prazipitiert werden konnen, ist das positive Signal fiir diese Proteinkombination im

Yeast Two Hybrid Assay nicht nur auf das autoaktivierende Potenzial der /-like-Domane
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zurlckzufuhren. Es scheint eine weitere biochemische Wechselwirkung zwischen der I-like-
Doméne und CagA bzw. Cagl zu geben. Die Spezifitat der Protein-Interaktion von CagA und

Cagl, ausschlieBBlich mit dem B1-Integrin wird mit Hilfe von BSA-Magnetkugelchen bestatigt.

CagY zeigte im Yeast Two Hybrid Assay eine Interaktion mit der PSI-Domane, mit
den Domanen B-tail und I-like des B1-Integrins konnte dagegen keine Interaktion festgestellt
werden. Die rekombinante Produktion der PSI-Domane flr Pulldown Assays konnte weder in
prokaryotischen, noch in eukaryotischen Expressionsmodellen, aufgrund der hohen Toxizitat
des Proteins fir die entsprechenden Zellen nicht erreicht werden (Daten nicht gezeigt). Um
dennoch im Ausschlussverfahren die Interaktion von CagY mit der N-terminalen PSI-
Doméne zu untermauern, wurden die Prazipitate der, mit den Domanen g-tail und I-like
gekoppelten magnetischen Kigelchen zusatzlich auf das Vorhandensein von CagY
untersucht (s. Abb. 3.8).

H. pyiori P12-Lysat

+ + + + Startextrakt
. + Kontrolle BSA
+ " B f-tail-Doméne
. + . i-like-Doméne

Abb. 3.8: Test auf Prazipitation von CagY aus H. pylori Lysaten mittels magnetischer Kiigelchen, die mit

den Integrindoménen g-tail bzw. I-like gekoppelt sind:

Als Negativkontrolle dienen BSA-gekoppelte Magnetkiigelchen. Die Bakterien wurden in HSL-Puffer mittels
Ultraschall lysiert und der zytoplasmatische Teil zur Prazipitation verwendet. Eine mogliche Bindung an die B1-

Integrindoménen von CagY aus einem Lysat von H. pylori P12 wurde mit einem spezifischen Antikérper gegen
CagY detektiert. Dieses Experiment wurde beispielhaft aus drei unabhangigen Versuchen ausgewahlt und
abgebildet.

Cagy ist deutlich im Startextrakt detektierbar, was bestatigt, dass das Protein in
ausreichender Menge fir eine mdglich Prazipitation wahrend des Pulldown Assays zur
Verflgung stand (s. Abb. 3.8). Wie Abbildung 3.8 zeigt konnte CagY aber weder mit der 8-
tail noch der I-like-Domane prazipitiert werden. Damit konnte biochemisch bestatigt werden,
dass es keine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen diesen Domanen des 1-Integrins
und Cagy gibt. Dadurch wird das Ergebnis des unter 3.1.3. beschriebenen Yeast Two Hybrid

Assays mit einer unabhangigen Methode verifiziert.
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3.2. Identifizierung der Bindungsregion des CagA-Proteins fiir

das B1-Integrin

Es konnte sowohl in Vorarbeiten, als auch in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das
Effektorprotein CagA von H. pylori mit dem Oberflachenprotein B1-Integrin direkt interagiert
(Jimenez-Soto et al., 2009; Kwok et al., 2007). Diese Protein-Protein-Interaktion scheint flr
die anschlieRende Translokation und Tyrosinphosphorylierung von CagA in die menschliche
Magenepithelzelle essentiell zZu sein. Zur  weiteren Untersuchung des
Translokationsmechanismus von CagA sollte der Aminosaurebereich innerhalb des Proteins

identifiziert werden, der fir die Bindung an den Rezeptor notwendig ist.

3.2.1 Eingrenzung des N-terminalen Bereichs von CagA

Es wurde gezeigt, dass CagA mit seiner N-terminalen Halfte an das p1-Integrin bindet
(Jimenez-Soto et al.,, 2009). Dieser Bereich umfasst noch 612 Aminosauren der 1214
Aminosaurereste des CagA-Proteins. In dieser Arbeit sollte dieser Teil des Proteins weiter
verkurzt werden und die entstandenen Fragmente auf ihr Interaktionspotenzial mit dem 1-
Integrin getestet werden. Dafur wurden die ersten 612 Aminosauren von CagA, jeweils
ausgehend vom N- bzw. C-terminalen Ende schrittweise um ca. 100 Aminosduren verklrzt.
Es wurden mit Hilfe der ,nested“-PCR acht Fragmente des N-terminalen cagA-Gens
generiert (Abb. 3.10), welche nach der Gateway®-Klonierung in dem ,bait‘—Plasmid pGBKT7
exprimiert wurden (s. 2.2.2.11). Die daraus resultierenden Hefestdmme wurden Y31 bis Y38
bezeichnet (s. Abb. 3.9)
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CagA N-terminale Halfte
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Abb. 3.9: Klonierung von CagA-Fragmenten und Fusion an die Gal4-DNS-Bindedomaéne:

Der N-terminale Bereich des CagA-Proteins wurde in acht verschiedene Fragmente des cagA-Gens unterteilt und
aus dem Stamm H. pylori 26695 amoplifiziert, die durch rekombinatorische Klonierung uber aftachment sites
zunachst in den Eingangsvektor pPDONR207 (nicht dargestellt) und anschlielend in das ,bait‘—Plasmid pGBKT7
eingefiigt wurden. Dieses Plasmid beinhaltet einen ADH7-Promotor und fusioniert die klonierte Gensequenz N-
terminal an die Bindungsdomane des Gal4-Transkriptionsfaktors. Die nach der Transformation resultierenden
Hefestdamme wurden Y31, Y32, Y33, Y34, Y35, Y36, Y37 und Y38 benannt.

Fir die Expression der B-fail-Domane des B1-Integrins wurden die ,prey*—Plasmide
(pGADT7) aus dem vorangegangenen Yeast Two Hybrid Assay (s. 3.1.3.) verwendet. Die
haploiden Hefen wurden, wie unter Kapitel 2.2.1.2.5. beschrieben, zur Generierung diploider
Hefestdmme gepaart (nicht dargestellt). Die Interaktion der exprimierten Genprodukte wurde
daraufhin durch den Wachstumstest der diploiden Hefestdmme auf Tripelselektivmedium
ermittelt (s. 2.2.1.2.6) (s. Abb. 3.10).

79



ERGEBNISSE

PGADTY + (3-tail (pCES) Leervektor (pCE9)

SD -LImiH

Y38 (AS 508512) {)
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AS 303404 Interaktion

Y31 (AS 001-404) +

Y35 (AS 204-612) +

Y36 (AS 303-612) +

Y34 (AS 001-106) Autoaktivierung

Y33 (AS 001-204)

Y32 (AS 001-304)

Y38 (AS 508612) | I I -

Abb. 3.10: Interaktionstest der Fragmente der N-terminalen Halfte von CagA mit der B-tail-Doméne des p1-

Autoaktivierung

Integrins:

(a) Die haploiden Hefestamme Y31, Y32, Y33, Y34, Y35, Y36, Y37 und Y38 wurden mit dem entsprechenden
haploiden Hefestamm der das ,prey“-Plasmid kodierend fir die B-tail-Domane bzw. den entsprechenden
Leervektor enthalt gepaart. Die Selektion erfolgte auf Doppelselektivmedium (SD-Leu/Trp) und der anschlieRende
Wachstumstest auf Tripelselektivmedium (SD-Leu/Trp/His). Jedes Fragment des verkirzten CagA-Proteins
wurde in Kombination mit dem Leervektor (pCE9) auf autoaktivierendes Potenzial getestet.

(b) Schematische Darstellung der CagA-Fragmente. Das griine Rechteck grenzt den Aminosaurebereich (AS
303-404) ein, der vorhanden sein muss um eine Interaktion mit der B-tail-Doméane in der Hefezelle zu erzeugen.
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Die Hefestdmme Y31, Y35 und Y36 exprimieren einen Sequenzbereich des cagA-
Gens, der die Region kodierend fur die Aminosaurereste 303 bis 404 enthalt, wohingegen
den Hefestammen Y34, Y33, Y32, Y37 und Y38 dieser Sequenzbereich fehlt. Nach Paarung
aller Hefestdmme mit dem Hefestamm, welcher die B-tail-Doméane Uber das ,prey“-Plasmid
produziert, ist nur den Hefestammen Y31, Y35 und Y36 ein Wachstum auf
Tripelselektivmedium moglich. Diese Stdmme produzieren die CagA-Fragmente, die den
cagA-Sequenzbereich von Aminosaure 303 bis 404 kodieren. Hefen (Y34, Y33, Y32, Y37
und Y38), die diesen Genbereich des cagA nicht mehr exprimieren zeigen kein Wachstum
auf Tripelselektivmedium und somit keine Interaktion des jeweiligen CagA-Fragment mit der
B-tail-Domane. Dies gilt auch fir die Hefestdmme Y34 und Y32, deren Wachstum auf
Tripelselektivmedium vermutlich auf das starke Autoaktivierungspotenzial der CagA-
Fragmente 1-106 (Y34) bzw. 1-304 (Y32) zurickzufihren ist. Mit diesem
Eingrenzungsverfahren kann gezeigt werden, dass im Yeast Two Hybrid Assay der
Proteinbereich von Aminosaure 303-404 von CagA notwendig ist, um eine Interaktion mit der
B-tail-Domane hervorzurufen. Dadurch kann geschlussfolgert werden, dass die Region von
CagA, die fur die Bindung an das B1-Integrin verantwortlich ist innerhalb der Aminosauren
303 bis 404 lokalisiert ist.

In einem weiteren Yeast Two Hybrid Assay sollte das Potenzial der
Aminosaureregion 303 bis 404 bezlglich seiner Interaktion mit der B-tail-Domane noch
weiter eingegrenzt werden. Dafur wurden die Genbereiche des cagA-Gens, welche fur die
Aminosauren 303-404, 303-350, 350-404 und 329-374 kodieren durch direkte Klonierung
Uber die Schnittstellen EcoRl und Sall in das ,bait‘-Plasmid pGBKT7 inseriert (s. Abb. 3.11)
und anschlieBend der korrespondierende Hefestamm mit den entstandenen Plasmiden
transformiert (s. 2.2.1.2.4.), woraus die Hefestamme Y79, Y63; Y69 und Y80 entstanden.
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Abb. 3.11: Klonierung von CagA-Fragmenten und Fusion an die Gal4-DNS-Bindedoméne:

Vier verschiedene Fragmente der potenziellen Integrin-Bindedoméane des cagA-Gens aus dem Stamm H. pylori
26695 wurden amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRl und Sall direkt in den Yeast Two Hybrid-
Vektor pGBKT7 kloniert. Dieses Plasmid beinhaltet einen ADH7-Promotor und fusioniert die klonierte
Gensequenz N-terminal an die DNS-Bindungsdomane des Gal4-Transkriptionsfaktors. Die daraus resultierenden
Hefestdmme wurden Y79, Y63, Y69 und Y80 benannt.

Die Hefestamme Y79 (AS 303-404), Y63 (AS 303-350), Y69 (AS 350-404) und Y80
(AS 329-374) wurden durch ,mating“ mit dem fir die B-tail-Domane kodierenden Hefestamm
Y5 flr Wachstumstests gepaart. Eine mogliche Interaktion zwischen den CagA-Fragmenten
und der B-tail-Domane wurde durch Wachstum der so generierten, diploiden Hefestamme

auf Tripelselektivmedium ermittelt (s. Abb 3.12).
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Abb. 3.12: Interaktionstest der verkiirzten CagA-Fragmente des Aminosaurebereichs 303 bis 404 mit der
B-tail-Domane des B1-Integrins:

Die Hefestamme Y79, Y63, Y69 und Y80 wurden mit den entsprechenden haploiden Hefestammen die das, flr
die p-tail-Doméane kodierende ,prey“-Plasmid bzw. den entsprechenden Leervektor enthalten gepaart. Die
Selektion erfolgte auf Doppelselektivmedium (SD-Leu/Trp) und der anschlieBende Wachstumstest auf
Tripelselektivmedium (SD-Leu/Trp/His). Jedes Fragment des verkilrzten CagA-Proteins wurde in Kombination mit

dem Leervektor (pCE9) auf autoaktivierendes Potenzial getestet.

Aus Abbildung 3.12 geht hervor, dass eine Interaktion von diesen kurzen CagA-
Fragmenten mit der B-tail-Domane im Yeast Two Hybrid Assay nicht nachweisbar ist. Weder
die vorhergesagte CagA-Region von Aminosaure 303-404, noch die weiteren Verkirzungen
(AS 303-350; AS 350-404; AS 329-374) zeigen eine Interaktion mit der B-tail-Domane in der
Hefezelle. Es handelt sich bei den Fragmenten des CagA-Proteins um sehr kurze
Proteinfragmente, die genetisch an die DNS-Bindedomane des Gal4-Transkriptionsfaktors
gekoppelt wurden. Das deutlich hdhere Molekulargewicht der fusionierten DNS-
Bindedoméane kdnnte wahrend der Proteinfaltung in der Hefezelle das jeweilige kurze CagA-
Fragment abschirmen und so die Bindung mit der B-fail-Domane inhibieren. Um die CagA-
Binderegion der Aminosauren 303-404 dennoch zu untersuchen und zu bestatigen, wurden

weitere biochemische und physiologische Tests durchgefihrt.

3.2.2 Auswirkungen der potenziellen CagA - B1-Integrin Binderegion

auf die Infektion von AGS Zellen mit H. pylori

Um zu bestatigen, dass die Aminosauresequenz 303-404 von CagA (CagAsos.404) @n
das B1-Integrin bindet, wurde die Gensequenz, die fir diesen Bereich kodiert in das
Expressionsplasmid pASK IBA43+ kloniert. Dadurch kommt es nach Expression in E. coli zur

Produktion von CagAasos.404 Mit einem N-terminalen His-Tag (His- CagAsoa.404), Uber den das
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Proteinfragment aufgereinigt wurde. Das isolierte Protein wurde anschlieRend auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen, um den Reinheitsstatus mit Hilfe von Coomassie-Farbung zu
Uberprifen. Da dieses Proteinfragment fur Infektionsexperimente benutzt werden sollte, war
ein hoher Reinheitsstatus nétig um keine anderen stérenden Komponenten in den
Infektionsablauf zu bringen. In Abbildung 3.13 ist His-CagAasos.404 Nach der Aufreinigung im
Lysepuffer (6M Urea), sowie nach Dialyse im Arbeitspuffer (1x PBS) dargestellt. Es sind
keine Verunreinigungen durch andere Proteine oder Abbauprodukte nach der Dialyse des

gewilnschten CagA-Fragments zu erkennen.

6M Urea
1x PBS

His-CagAso3404
— [

Abb. 3.13: Nachweis von aufgereinigtem His-CagAsg3-404:

Ein Aliquot des aufgereinigten His-CagAsos-404 (10 pl) wurde mittels SDS-Gelelektrophorese (20 %) aufgetrennt

und das Gel anschlieRend mit Coomassie gefarbt.

Um zu untersuchen, ob die Bindung von CagA mit seiner Aminosauresequenz von
303-404 an das B1-Integrin eukaryotischer Zellen eine Funktion im Ablauf der CagA-
Translokation hat, sollte die Rolle dieser  Aminosauresequenz  wahrend
Infektionsexperimenten von AGS Zellen mit H. pylori getestet werden (s. 2.2.4.10.). Hierzu
wurde zunachst kontrolliert, ob das aufgereinigte His- CagAasps.404 an AGS Zellen bindet. Die
Zellen wurden dafur mit verschiedenen Konzentrationen des aufgereinigten Proteins 30 min
bei 4°C inkubiert und anschlie®end dreimal mit 1 x PBS gewaschen, um ungebundenes
Protein zu entfernen. Die Volllysate der Zellen wurden daraufhin mittels Western Blot
analysiert und His-Tag markierte Proteine mit einem Antikdrper gegen das Histidin-Hexamer
detektiert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die zuvor nicht mit dem CagA-Fragment

inkubiert wurden.
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Abb. 3.14: Nachweis der Bindung von His-CagA3o3-404 an die Oberflache von AGS Zellen:

Zum Nachweis der Bindung von His-CagAsos-404 an die AGS Zellen wurden diese, nach 30-mindtiger Inkubation
bei 4°C mit unterschiedlichen Mengen des Proteinfragments, dreimal gewaschen und anschliefend lysiert. Die
Lysate wurden mit Western Blot untersucht und His-CagAso3-404 mit Hilfe des spezifischen Antikérpers gegen den

His-Tag detektiert. Als Negativkontrolle dienten Zellen die zuvor nicht mit dem Proteinfragment inkubiert wurden.

Wie aus Abbildung 3.14 hervorgeht, bindet das Proteinfragment His-CagAasos.404 an
die AGS Zellen. His-Tag markiertes Protein konnte in allen Ansatzen, die mit His-CagAsos-404
inkubiert wurden nachgewiesen werden. Die so detektierten Banden befinden sich auf der
Hohe von Proteinen der Grélke 13 kDa, was auch dem Molekulargewicht von His-CagAasos.404
entspricht. Weiterhin ist diese Bande nur in Zelllysaten zu erkennen, die zuvor mit dem

Protein behandelt wurden, was die Spezifitat der Analyse und des Antikdrpers bestatigt.

Zusatzlich sollte die Bindung des Proteinfragments His-CagAasps404 in Abhangigkeit
von P1-Integrinen auf der Zelloberflache untersucht werden. Hierfir wurden die
Epithelzelllinien GE11 (B1-Integrin-negativ) und GE118 (B1-Integrin-positiv) mit dem
aufgereinigten Proteinfragment inkubiert. GE11 Zellen produzieren im Gegensatz zu GE11f3
Zellen keine B1-Integrine an ihrer Oberflaiche. Um zu untersuchen, ob die Bindung von His-
CagAasps404 an Epithelzellen Uber das B1-Integrin vermittelt wird, wurden die GE11 und
GE11B Zellen mit dem Proteinfragment inkubiert und anschlieRend dreimal gewaschen.
Daraufhin wurde die Bindung des His-Tag markierten Proteins mit einem Antikbrper gegen

den His-Tag detektiert und die Zellen durchflusszytometrisch gemessen (s. Abb. 3.15).
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Abb 3.15 : Bindung von His-CagA303404 an GE11 und GE118:

5x10° GE11 und GE11B Zellen wurden mit His-CagAsos-404 flr 1h bei 4°C inkubiert und anschlief’end dreimal mit
FACS-Puffer gewaschen. Die Bindung von His-CagAso3-404 an die Zellen wurde mit einem Antikdrper gegen den
His-Tag (1:1000) und einem sekundaren Kaninchen anti-Maus FITC Konjugat (1:1000) detektiert. Anschliel3end
wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde in

Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt.

Die Versuche ergaben, eine leicht erhdhte Bindung (~ 0,5-fach) des isolierten
Proteinfragments His-CagAasos.404 an die Zelllinie GE11pB, die zuséatzlich zu $3-Integrinen auch
B1-Integrine exprimiert. Dies deutet darauf hin, dass His-CagAasos.404 das B1-Integrin als
Bindungsmolekil nutzt, in Abwesenheit des Rezeptors aber beispielsweise auch an die -
Untereinheit von B3-Integrinen binden kann. Da die Bindung von His-CagAso3.404 an die GE11
Zellen aber weniger intensiv ist, zeigt dies, dass die zusatzliche Anwesenheit von 31-
Integrinen die Bindungskapazitat von His-CagAsos.404 an die Epithelzellen erhéht und die p1-

Integrine somit als Bindungsrezeptoren fir das Proteinfragment dienen.

Ausgehend von diesen Ansatzen wurden Infektionsexperimente mit AGS Zellen, die
zuvor mit dem Proteinfragment His-CagAsps.404 inkubiert wurden, mit H. pylori P12
durchgefiihrt. Dabei sollte die Translokation von nativem CagA in AGS Zellen nach Bindung
von His-CagAasos404 an den Rezeptor B1-Integrin untersucht werden. Hierzu wurden die AGS
Zellen nach der Inkubation mit His-CagAasps404 flur 3-4 h mit H. pylori P12 infiziert und die
Zelllysate anschlieBend mittels Western Blot analysiert, wobei Tyrosin-phosphorylierte

Proteine mit dem Antikorper 4G10 detektiert wurden.
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Abb. 3.16: Effekt von His-CagAaso3.404 auf die Translokation von nativem CagA in AGS Zellen:
Die Zellen wurden 30 min mit 4 nmol (Spur 2), 8 nmol (Spur 3) und 11,5 nmol (Spur 4) His-CagAasos404 bei 4°C

inkubiert und anschlielend mit H. pylori P12 infiziert. Als Positiv- bzw. Negativkontrollen dienten Zellen, die nicht
mit His-CagAsos-404 behandelt wurden und dann mit H. pylori P12 infiziert wurden (Spur 1) bzw. nicht infizierte
Zellen (Spur 5). Nach 3-4 h wurde die Infektion gestoppt, die Zellen lysiert und die Lysate im Western Blot
untersucht. Dabei wurden Tyrosin-phosphorylierte Proteine mit Hilfe des Antikérpers 4G10 detektiert. Dieses

Experiment ist beispielhaft aus sechs unabhangigen Versuchen ausgewahlt und abgebildet worden.

Der Western Blot zeigt, dass der verwendete Stamm H. pylori P12 AGS Zellen
infiziert und dabei sein Effektorprotein CagA in die Zellen transloziert, was wiederum durch
eine Tyrosin-Phosphorylierung deutlich wird (s. Abb. 3.16 Spur 1). Nach Inkubation der
Zelllinie AGS mit unterschiedlichen Konzentrationen von His-CagAsos.404 Nimmt die Intensitat
der  Tyrosin-Phosphorylierung und folglich  die  Translokation  von CagA
konzentrationsabhangig ab. Bei einer zugegebenen Menge von 4 nmol des Proteinfragments
ist noch eine leichte CagA-Phosphorylierung in den AGS Zellen zu sehen (s. Abb. 3.16 Spur
2). Bei erhdhten Konzentrationen (8 nmol, Spur 3; 11,5 nmol Spur 4) nimmt diese weiter
deutlich ab. Die Inhibition der CagA-Translokation durch His-CagAspz404 zeigt, dass eine
Bindung von nativem CagA von H. pylori an die Oberflache von AGS Zellen ein essentieller
Schritt fir die weitere Translokation des Proteins in das Zytoplasma der eukaryotischen Zelle
ist. Das Fragment His-CagAsos.404 Scheint den Rezeptor B1-Integrin durch seine Bindung an
die p-tail-Domane fir das native CagA von H. pylori zu blockieren und damit seine
Translokation zu verhindern. Dies wird zudem verdeutlicht, da dies ein
konzentrationsabhangiger Mechanismus zu sein scheint, bei dem die Anzahl der blockierten

Rezeptoren auch die Effizienz der CagA-Translokation reduziert.

Viele Proteine werden als Liganden fir das p1-Integrin beschrieben, darunter Invasin.
Invasin ist ein Protein, welches bei Yersinia spp. die B1-Integrin-abhdngige Adhasion und
Invasion des Bakteriums in eukaryotische Zellen vermittelt (Dersch and Isberg, 1999). Um
zu bestétigen, dass die Inhibition der CagA-Translokation durch His-CagAsos.404 Spezifisch

auf der Blockierung der Bindungsregion fir CagA innerhalb der B-Untereinheit beruht und
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nicht eine allgemeine Unzugéanglichkeit der B1-Integrine fur H. pylori verursacht, wurden
Translokationsexperimente unter der Beteiligung von Invasin durchgefihrt. Hierzu wurden
die Zellen, wie oben beschrieben fir 30 min mit dem rekombinanten GST-Invasin inkubiert
und anschlief3end eine drei- bis vier-stindige Infektion mit H. pylori P12 durchgefuhrt. Nach
der Zelllyse wurden die Proben wiederum auf Tyrosin-phosphorylierte Proteine im Western

Blot untersucht.
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Abb. 3.17: Effekt von GST-Invasin auf die Translokation von nativem CagA in AGS Zellen:

Zur Kontrolle der spezifischen Inhibition der nativen CagA-Translokation durch His-CagAsos-404, wurde der Effekt
des PB1-Integrin-bindenen Proteins GST-Invasin auf die CagA-Translokation wahrend der H. pylori-Infektion
untersucht. Hierzu wurden die Zellen 30 min bei 4°C mit 50 pg GST-Invasin inkubiert und anschlielend eine
Infektion mit H. pylori P12 fur 3-4 h durchgefuhrt. Nach der Zelllyse wurden die Proben mit Western Blot
analysiert und Tyrosin-phosphorylierte Proteine mit dem Antikorper 4G 10 detektiert.

In Abbildung 3.17 ist zu erkennen, dass die Behandlung der Zellen mit GST-Invasin
keine Reduktion von phosphoryliertem CagA im Vergleich zu Infektionen mit unbehandelten
Zellen hervorruft. Die CagA-Translokation ist folglich durch die Bindung von GST-Invasin an
das B1-Integrin nicht beeintrachtigt. Invasin nutzt eine andere Bindungsregion als CagA
innerhalb der B1-Integrine, wodurch die f-tail-Domane fir CagA weiter zuganglich bleibt.
Dies zeigt, dass eine spezifische Bindung von CagA an die f-tail-Domane ein essentieller

Schritt wahrend der Translokation des Effektorproteins in eukaryotische Zellen ist.

3.2.3 Effekt von His-CagAsps.404 auf die Bindung des 9EG7 Antikdrpers
an B1-Integrine

Der Antikdrper 9EG7 ist ein B1-Integrin-spezifischer monoklonaler Antikdrper, der im
Bereich der EGF repeats an die B-Untereinheit bindet. Die Bindungsregion des Antikorpers

konkurriert nicht mit der Bindungsregion von CagA, weshalb beide Proteine gleichzeitig an
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das B1-Integrin binden kénnen (Jimenez-Soto et al., 2009). Integrine kénnen auf der
Zelloberflache in unterschiedlichen Konformationen vorliegen, die Auskunft Uber ihren
Aktivierungszustand geben. Sind die extrazellularen Doméanen der Integrine gestreckt,
werden sie als aktiviert betrachtet. Eingeklappte Domanen deuten dagegen auf einen
inaktiven Zustand der Integrine hin (Askari et al., 2009; Luo et al., 2007). Der Antikoérper
9EG7 bindet verstarkt an die aktivierte 31-Untereinheit des Integrins, die eine gestreckte
Konformation aufweist. Dieser Effekt lasst sich durch Zugabe von 2 mM MnCl;, noch erhéhen
(s. Abb. 3.18) (Lu et al., 1998; Oxvig und Springer, 1998). Um zu untersuchen, ob His-
CagAasos.404 €ine Konformationsanderung der Integrine in den inaktiven Zustand hervorruft
und Uber diesen Mechanismus die  CagA-Translokation inhibiert,  wurden
Bindungsexperimente mit dem 9EG7 Antikdrper durchgefiihrt. Es sollte untersucht werden,
ob eine Vorinkubation von AGS Zellen mit dem Proteinfragment His-CagAso3.404 Einfluss auf
die Bindungskapazitat des 9EG7 Antikorpers hat. Die Experimente wurden dabei jeweils mit
und ohne Zugabe von MnCl, durchgefiihrt (s. Abb. 3.18).

AGS Zellen

relative MFI

Abb. 3.18 : Bindung des Antikorper 9EG7 an AGS Zellen in An- und Abwesenheit von 2mM MnClI; bzw.
His-CagAs303-404:

5x10° AGS Zellen wurden entweder nach 1-stindiger Vorinkubation mit His-CagAsos404 bei 4°C oder
unbehandelt dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und anschlieBend mit einem Ratte anti-human CD29
Antikorper (9EG7; 1:1000) in An- bzw. Abwesenheit von 2 mM MnCl, fir 1h bei 4 °C inkubiert. Nach Inkubation
der Zellen mit dem Sekundarantikérper anti-Ratte FITC Konjugat wurden alle Proben durchflusszytometrisch

analysiert. Die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen gesetzt.

89



ERGEBNISSE

Wie in Abbildung 3.18 deutlich wird, zeigt der Antikorper 9EG7 eine Bindung an die
AGS Zellen, die durch Zugabe von MnCl, wie erwartet erhoht wird (~ 2-fach). Eine
Vorbehandlung der Zellen mit dem Proteinfragment His-CagAsos404 Vverhindert die
anschlielende Bindung des 9EG7 Antikérper weder in An- noch in Abwesenheit von MnCl..
Dabei liegt die Bindungskapazitat ohne MnCl; fiir den 9EG7 Antikdrper nach Vorbehandlung
mit His-CagAsos.404 im gleichen Bereich, wie ohne Zugabe von His-CagAsos.404. Dies trifft auch
fir die Versuchsansatze zu, denen MnCl, zugegeben wurde zu. Eine Inkubation mit His-
CagAsos.404 verandert die Bindungsintensitat des Antikdrpers 9EG7 nicht. Dies deutet darauf
hin, dass die alleinige Bindung von His-CagAaps404 an B1-Integrine keinen Effekt auf die
Konformation des Rezeptors hat und weder eine Aktivierung noch eine Inaktivierung des p1-

Integrins ausldsen kann.

3.3. Untersuchungen zu maoglichen CagA-
Translokationsmechanismen, die unabhangig vom Cag-

TypIV-Sekretionssystem sind

Die Translokation des Effektorprotein CagA wird, wie bereits beschrieben Uber das
Cag-T4SS vermittelt. Beide Komponenten dieses Translokationsvorgangs stellen dabei
wichtige Virulenzfaktoren von H. pylori dar. CagA interferiert aufgrund seiner Tyrosin-
Phosphorylierung durch eukaryotische Kinasen mit zellularen Signalwegen. Der auliere Tell
des Cag-T4SS dagegen, fuhrt zu einer Immunantwort der Zelle in Form von Sekretion des
Zytokins Interleukin-8 (IL-8). Die Induktion der IL-8 Sekretion durch den Cag-Apparat ist
dabei unabhangig von der Expression des cagA-Gens, vielmehr ist ein intaktes Cag-T4SS
Voraussetzung flr die Sekretion von IL-8 durch die menschliche Magenepithelzelle (Fischer
et al., 2001). Des Weiteren konnten Murata-Kamiya et al. zeigen, dass eine direkte
Interaktion von CagA und Phosphatidylserin auf der Wirtszellmembran eine Bedingung der
CagA-Translokation ist. H. pylori ruft dabei die Externalisierung von Phosphatidylserin an die
aulere Schicht der eukaryotischen Membran hervor, wobei dieser Prozess unabhangig von
CagA und dem Cag-T4SS ist (Murata-Kamiya et al., 2010). Diese Beobachtungen kénnten
auf einen anderen Translokationsmechanismus, ohne Beteiligung des Cag-T4SS am
Transfer von CagA Uber die eukaryotische Membran hinweisen. Um dies zu untersuchen,
sollte zunachst festgestellt werden, ob H. pylori CagA auch ohne funktionelles Cag-T4SS auf

seiner Oberflache exponieren kann.
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3.3.1 Lokalisierung von CagA auf der Oberflaiche von Cag-TypIV-

Sekretionssystem-defekten Mutanten

Das Cag-T4SS von H. pylori ist ein supramolekulares Proteingerust, welches die
innere und &aulere Membran des Bakteriums durchspannt (Christie et al., 2005).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von H. pylori zeigen nadelartige Fortsatze, welche als
Kanal flr den Transport von CagA durch das Cag-T4SS an die Bakterienoberflache dienen
kénnten (Rhode et al., 2003). Deletionen der Gene cagE oder cagY, die flr eine ATPase
(CagE) bzw. ein Apparatsprotein (CagY) kodieren, unterbinden die Translokation von CagA
in die Wirtszelle wahrend einer Infektion. Um zu zeigen, dass dieser Phanotyp nicht lediglich
auf das Fehlen von CagA an der Bakterienoberflache zurtickzufiihren ist, wurden Wildtyp-
Bakterien, sowie Deletionsmutanten der Gene cagE und cagY mittels
Immunfluoreszenzfarbung untersucht (s. 2.2.1.1.10). Zusatzlich sollte dabei untersucht
werden, ob der N-Terminus von CagA an der Oberflache prasentiert wird, da dieser Teil fir
die Bindung an den Rezeptor B1-Integrin notwendig ist. Hierzu wurde das Protein mit einem
spezifischen Antikérper gegen den N-terminalen Teil von CagA (AK268) auf der
Bakterienoberflache detektiert. Die Exposition von CagA an der Oberflache konnte bei den
Stammen P12, P12AcagE, P12AcagY durch rote Fluoreszenzsignale nachgewiesen werden.
Die Mutante P12AcagA flihrte zu keiner Anfarbung der Bakterienoberflache und zeigt die
Spezifitat dieses Versuchs (s. Abb. 3.19).
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anti-CagA

P12 vt

P12 Acag¥

P12 AcagE

P12 Acagh

Abb. 3.19: Oberflachenlokalisierung von CagA:

Die CagA-Proteine auf der Oberflache der H. pylori Stdmme P12, P12AcagE, P12AcagY und P12AcagA wurden
mit einem Antikorper gegen CagA (AK268) und einem Alexa555 gekoppelten anti-Kaninchen Sekundarantikérper
sichtbar gemacht (dargestellt in rot). Die Gegenfarbung der Bakterien wurde mit DAPI durchgefiihrt (dargestellt in

blau). Die Stdmme P12 und P12AcagA dienten als Positiv- bzw. Negativkontrollstdmme.

Wie Abbildung 3.19 =zeigt, konnte CagA an der Oberflaiche der CagA-
translokationsdefekten Mutanten P12AcagY und P12AcagE nachgewiesen werden. Da der
gegen CagA gerichtete Antikérper spezifisch den N-terminalen Teil von CagA erkennt,
konnte zusatzlich bestatigt werden, dass der fir die Bindung an das B1-Integrin notwendige
Bereich auch bei diesen Mutanten oberflachlich exponiert wird. Da hiermit gezeigt wurde,
dass die Mutanten von H. pylori mit defektem Cag-T4SS, sowohl CagA an der Oberflache
exponieren, als auch eine Externalisierung von Phosphatidylserin in der eukaryotischen
Zellmembran erzeugen (Murata-Kamiya et al., 2010) sollte weiterhin untersucht werden, ob

ein Cag-T4SS-unabhangiger Mechanismus der CagA-Translokation in H. pylori existiert.
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3.3.2 Nachweis von CagA in Membranvesikeln

Eine Moglichkeit fir den Cag-T4SS-unabhangigen Transfer von CagA stellen
Membranvesikel (OMV) dar. Mikroorganismen produzieren Membranvesikel um
verschiedene Virulenzfaktoren zu mobilisieren. In diesem Zusammenhang sollte untersucht
werden, ob H. pylori zusatzlich zum Cag-T4SS diesen Mechanismus nutzt, um das
Cytotoxin CagA in die eukaryotische Zelle zu translozieren. Hierfir wurden Membranvesikel
aus dem Uberstand von Flissigkulturen der Stamme P12, P12AcagY und P12AcagE isoliert
(s. 2.2.1.1.11.) und auf das Vorhandensein von CagA getestet. Das Effektorprotein konnte
dabei in allen drei Stdmmen nachgewiesen werden (s. Abb 3.20). Damit konnte gezeigt
werden, dass H. pylori trotz eines defekten Cag-T4SS CagA an der Oberflache exponieren

und Uber Membranvesikel in die Umgebung abgeben kann.

oMV

P12 acagy
P12 acagE
P12 acaghA

P12

CagA

| ——

- - - aCagA

Western Blot

Ladungskontrolle
B

Coomassie

Abb. 3.20: Lokalisierung und Nachweis von CagA in Membranvesikeln:

Die Stamme P12, P12AcagE, P12AcagY und P12AcagA wurden in Flissigmedium kultiviert und Membranvesikel
aus dem Uberstand isoliert. Zur Gewinnung der Membranvesikel-Lysate wurden diese mit 2 x SDS Probenpuffer
bei 95°C gekocht. Die Anwesenheit von CagA in den Membranvesikel wurde mit einem Antikorper gegen CagA
nachgewiesen. Als Ladungskontrolle wurde das SDS-Polyacrylamidgel zusétzlich mittels Coomassie-Farbung auf

den Gehalt an Gesamtprotein kontrolliert.

3.3.2.1 Untersuchung des Potenzials zur CagA-Translokation durch
Membranvesikel

Um zu klaren, ob die Membranvesikel-abhangige Ausschleusung von CagA in die

Umgebung zu einer Translokation von CagA, ohne Beteiligung des Cag-T4SS in

menschliche Zellen fiihrt, wurden AGS Zellen, sowie differenzierte HL-60 Zellen (dHL-60) mit
den isolierten Membranvesikeln der Stamme H. pylori P12, P12AcagY, P12AcagE und
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P12AcagPAl inkubiert. Bei der Zelllinie HL-60 handelt es sich um Zellen, die sich aufgrund
verschiedener Stimuli zu monozytischen oder granulozytischen Zellen veradndern kdonnen.
Die Translokation von CagA in dHL-60 Zellen fuhrt zu einer Prozessierung des Proteins.
Odenbreit et al. beschrieben die Prozessierung von CagA erstmals bei der Translokation in
Makrophagen. Dabei wird CagA proteolytisch in ein 100 kDa und ein 40 kDa Fragment
gespalten. Das 40 kDa Fragment stellt den C-terminalen Teil des Proteins dar und wird von
der Makrophagenzelle an den EPIYA-Motiven phosphoryliert. Diese Prozessierung von
CagA ist in der Zelllinie AGS nicht zu beobachten.

Fur die hier gezeigten Phosphotyrosin Assays wurden die Zellen 24 bis 48 h zu
monozytischen Zellen differenziert (dHL60) (s. 2.2.4.3.). Nach Infektion mit H. pylori P12
bzw. der Inkubation mit den verschiedenen OMV wurden die Zellen, wie bei einer Infektion
lysiert (s. 2.2.4.9.) und mit Hilfe von Western Blot auf phosphoryliertes CagA untersucht.
Zusatzlich wurde eine Infektion mit dem Stamm P12 als Positivkontrolle durchgefiihrt (s.
Abb. 3. 21).
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Abb. 3.21: Phosphotyrosin Assay mit isolierten Membranvesikeln und lebenden H. pylori P12:

Immunoblots, mit H. pylori P12 infizierter Zellen (Spur 1), sowie mit Membranvesikel der Stdmme P12 (Spur 2),
P12AcagY (Spur 3), P12AcagE (Spur 4), P12AcagPAl (Spur 5) inkubierter Zellen. Die Zelllysate wurden in AGS
Zellen auf ungespaltenes (120 kDa), sowie in dHL-60 Zellen auf gespaltenes (40 kDa) Tyrosin-phosphoryliertes
CagA (CagA-P) untersucht und mit dem Antikérper 4G10 detektiert. AnschlieRend wurden die Immunoblots mit
NaOH von den gebundenen Antikorpern befreit und ungespaltenes, sowie gespaltenes nicht phosphoryliertes
CagA als Ladungskontrolle mit einem Antikérper gegen CagA detektiert.

(a) Phosphotyrosin Assay mit Magenepithelzellen AGS

(b) Phosphotyrosin Assay mit dHL60

Eine Infektion mit lebenden Bakterien H. pylori P12 flihrte sowohl bei der Infektion
von AGS Zellen, sowie bei dHL-60 Zellen zu einer Translokation und Phosphorylierung von
CagA und bestatigt so die Funktionalitdt des Versuchs (Abb. 3.21 a und b (Spur 1)). Die
Inkubation der entsprechenden Zelllinien mit den isolierten Membranvesikeln (OMV) brachte
dagegen in beiden Zelllinien kein Phosphorylierungssignal hervor. Dies stimmt auch mit der
Detektion von unphosphoryliertem CagA auf den Zellen Uberein. Abbildung 3.21 zeigt, dass
CagA nur nach einer Inkubation mit den lebenden Bakterien auf der Oberflache der Zellen
nachgewiesen werden konnte. Die Bindung isolierter Membranvesikel an die Zellen scheint

demnach nicht moglich zu sein. Folglich stellt die blo3e Ausschleusung von CagA-positiven
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Membranvesikeln in den Uberstand vermutlich keine Mdglichkeit zum Transfer von CagA
Uber die Membran eukaryotischer Zellen dar. Andere Faktoren, wie die Adhasin-vermittelte
Adharenz von H. pylori an eukaryotische Zellen kénnten fir eine OMV-vermittelte

Translokation von CagA Vorraussetzungen sein.

3.3.3 Untersuchung moglicher  CagA-Translokationsmechanismen

hinsichtlich der CagA-Prozessierung

Um zu klaren, ob die Proteolyse von CagA in Zusammenhang mit einem anderen
Translokationsmechanismus zu bringen ist, der durch die Beteiligung phagozytierender
Zellen induziert wird, wurden Infektionsexperimente mit den H. pylori-Stammen P12,
P12AcagY und P12AcagE und dHL-60 Zellen, sowie frisch isolierten PBLC's aus humanen
Blut (s. 2.2.4.8.) durchgeflihrt. PBLC's zirkulieren im Blut und sind mitunter Vorlauferzellen
von Makrophagen, deren Aufgabe die Abwehr kérperfremder Strukturen durch Phagozytose

und anschliellende Antigenprasentation ist.
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Abb. 3.22: Prozessierung und Phosphorylierung von CagA in den Zelllinien AGS, dHL60 und PBLC's:

Immunoblots, von mit P12, P12AcagE und P12AcagY infizierten Zelllinien. Die Zelllysate wurden auf
ungespaltenes (120 kDa), sowie gespaltenes (40 kDa) phosphoryliertes CagA (CagA-P) untersucht und mit
Antikdrper PY99 detektiert. Anschliefend wurden die Immunoblots mit NaOH von den gebundenen Antikérpern
befreit und ungespaltenes, sowie gespaltenes nicht phosphoryliertes CagA (CagA) als Ladungskontrolle mit
einem Antikdrper gegen CagA detektiert.

(a) Phosphotyrosin Assay mit den Magenepithelzellen AGS

(b) Phosphotyrosin Assay mit dHL-60 Zellen

(c) Phosphotyrosin Assay mit frisch isolierten PBLC's

Abbildung 3.22 zeigt, dass eine Translokation und Phosphorylierung von CagA auch
bei dHL60 Zellen und PBLC's nur durch den Wildtypstamm von H. pylori vermittelt wird.
Mutanten mit defektem Cag-T4SS zeigen weder bei der Magenepithelzelllinie noch bei den
Immunzellen ein positives Translokationssignal fur CagA. Eine Prozessierung von CagA ist
nur bei dHLG60 Zellen und PBLC's sichtbar. Zudem ist die Prozessierung von
unphosphoryliertem CagA in ein 100 kDa und ein 40 kDa Fragment nur in Zelllysaten nach
Infektion mit dem P12 Wildtypstamm sichtbar. Die deutlich schwacheren Banden in dHL-60-
und PBLC s-Zelllysaten nach Infektion mit P12AcagY und P12AcagE sind nicht auf der
gleichen Hohe, wie die CagA-Banden nach Infekion mit P12 Wildtypbakterien und daher als

Hintergrungbanden zu betrachten. In Zelllysaten der Infektionen mit den Stdmmen
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P12AcagY und P12AcagE ist somit kein unphosphoryliertes CagA sichtbar. Eine generelle
proteolytische Spaltung von CagA durch infizierte Zellen kann dadurch ausgeschlossen
werden und bestatigt die Beobachtungen von Odenbreit und Kollegen. Dies zeigt zusatzlich,
dass die phagozytierenden dHL60 Zellen und PBLC's nicht unspezifisch Oberflachen-CagA
von H. pylori aufnehmen und proteolytisch spalten. Vielmehr scheint die proteolytische
Spaltung von CagA in diesen Zellen nach erfolgreicher Translokation von CagA durch H.
pylori abzulaufen. Da die Deletionsmutanten, wie bei der AGS Zelllinie keine CagA-
Translokation und Phosphorylierung in den Immunzellen zeigen, deutet dies zusatzlich
darauf hin, dass die Prozessierung von CagA nicht von einem Cag-T4SS unabhangigen
Mechanismus stammt, wie beispielsweise Phagozytose. Vielmehr scheint die Translokation
und Phosphorylierung von CagA ein sehr spezifischer Vorgang zu sein, der von einem

intakten Cag-T4SS und der Translokation abhangig ist.

3.4. Untersuchungen zur Beteiligung von HopQ an der CagA-

Translokation

H. pylori produziert eine groRe Anzahl an aufReren Membranproteinen, darunter
wichtige Virulenzfaktoren wie BabA und SabA, die die Bindung des Bakteriums an das
Magenepithel erméglichen. HopQ gehért ebenfalls zu den duReren Membranproteinen von
H. pylori und ist aufgrund seines Vorkommens in zwei verschiedenen Allelen von
besonderem Interesse. Das Allel | von hopQ wird in den stark virulenten Typl-Stdmmen von
H. pylori exprimiert, wohingegen hopQ Allel 1l in den weniger virulenten Typll-Stdmmen
vorkommt. In einem gemeinsamen Projekt mit dem Labor von Prof. Thomas Meyer (MPI,

Berlin) sollte die Rolle von HopQ wahrend der H. pylori-Infektion untersucht werden.

Um die Frage zu klaren, ob aul3erhalb der cag-PAl kodierte bakterielle Faktoren an
einer Cag-T4SS-vermittelten Zellantwort beteiligt sind, wurde eine auf dem Transposon Tn7
basierte Bank von Mutanten des H. pylori-Stammes G27 (Salama et al., 2004) beziglich
ihrer Fahigkeit der NF-kB-Aktivierung in der Wirtszelle getestet. Der Wildtyp von Stamm G27
fuhrt wahrend der Infektion der Magenepithelzelllinie AGS zur Translokation der NF-«B
Untereinheit p65 in den Zellkern und damit zur NF-kB-Aktivierung. Eine Infektion mit der
Cag-T4SS-defekten Mutante G27AcagE dagegen, |16st in der AGS Zelllinie keine Aktivierung
von NF-kB aus. Somit konnte gezeigt werden, dass diese Art der Zellantwort auf einem
intakten Cag-TyplV-Sekretionssystem basiert. Eine Wildtyp-Infektion der rekombinanten
Zelllinie AGS-SIB02, welche die p65 Untereinheit von NF-xB als Fusionsprotein mit dem
.green fluorescent protein“ (GFP) (p65-GFP) produziert fuhrte ebenfalls zu einer Aktivierung

von NF-«kB, wohingegen dies bei der Mutante G27AcagE nicht der Fall war. Ausgehend von
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dieser rekombinanten Zelllinie konnte die Aktivierung und Translokation von p65-GFP in den
Nukleus fur einen quantitativen ,read out® (Bartfeld et al., 2009) der Tn7 basierten Mutanten-

Bank des H. pylori Stammes G27 genutzt werden.

Es konnten dabei 59 Mutanten mit einem Defekt zur Translokation von p65-GFP
identifiziert werden, wovon 56 eine Mutation in einem Gen der cag-PAl enthielten. Die
verbleibenden drei Mutanten hatten die Insertion entweder in einem hypothetischen Gen, der
Lipopolysaccharid 1,2- Glykosyltransferase oder dem auf3eren Membranprotein HopQ. Dies
zeigte, dass HopQ eine Beteiligung an der Induktion einer Immunantwort eukaryotischer

Zellen hat und somit wichtig flr den Infektionsprozess ist.

3.4.1 Herstellung der AopQ-Deletionsmutanten im Stamm P12

In den folgenden Experimenten wurde die Bedeutung des aulieren Membranproteins
HopQ fir die Virulenz von H. pylori weiterhin in dem CagA-translokationsstabilen Stamm P12

untersucht.

Da die Translokation von CagA ein wichtiger Virulenzfaktor von H. pylori ist und
zudem auch zur Aktivierung von NF-kB flihrt, sollte eine direkte Beteiligung von HopQ an der
CagA-Translokation durch Deletion des hopQ-Gens untersucht werden. Die Klonierung des
Plasmids pGEMTeasy..: (PCE41) zur Deletion des hopQ-Gens wurde von Elena Belogolova
(Max Planck Institut, Berlin) durchgefiihrt. Dieses Plasmid wurde dann fir die vorliegende
Arbeit zur Verfigung gestellt. Es enthdlt die catgc-Kassette mit den flankierenden

Genbereichen stromaufwarts und stromabwarts von hopQ (s. Abb. 3.23 (a)).

Die Deletion des hopQ-Gens im Stamm P12 wurde anschlieRend durch homologe
Rekombination der flankierenden Bereiche erreicht und so das Gen durch die catgc-Kassette
ersetzt (s. Abb. 3.23 (b)).
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Abb. 3.23: Graphische Darstellung der Deletion des hopQ-Gens:

(a) Fur die Deletion von hopQ wurden die flankierenden Bereiche (grau dargestellt) mittels PCR amplifiziert und
stromaufwarts bzw. —abwarts der catcc-Kassette kloniert, woraus das Deletionsplasmid pGEMTeasycat
entstanden ist (Klonierung wurde von Elena Belogolova (MPI) durchgefihrt).

(b) Die Transformation von H. pylori P12 mit dem Plasmid pGEMTeasy.at, welches in H. pylori nicht repliziert fihrt
zur homologen Rekombination der flankierenden Bereiche, der damit verbundenen Deletion des Gens und der

Einfiihrung der catsc-Kassette in das Chromosom.

Die aus der Transformation entstandene Deletion von hopQ wurde einerseits durch
die erworbene Resistenz der Mutanten gegenuber Chloramphenicol und andererseits durch
eine  PCR-Reaktion mit spezifischen Oligonukleotidpaaren und anschlielRender
Restriktionsanalyse, sowie Sequenzierung (nicht dargestellt) Uberprift und bestatigt.
Abbildung 3.24 stellt die verwendeten Oligonukleotide CE82 und CE83 in ihrem genetischen
Kontext dar und zeigt die Groe der zu erwartenden PCR-Produkte (s. Abb. 3.24 (a)). Die
PCR-Reaktion mit chromosomaler DNS der H. pylori Mutante P12AhopQ erzeugte fiir Klon 1
und 2 ein PCR-Fragment der GroRRe 2 kb und konnte somit die Deletion bestatigen (s. Abb.
3.24 (b) Spuren 3 und 4). Ist das hopQ-Gen noch im Chromosom enthalten entsteht ein
PCR-Produkt der GréRe 3 kb (s. Abb. 3.24 (b) Spur 2). Da die catsc-Kassette Uber die
Restriktionsschnittstellen BamH| in das Deletionsplasmid eingefuhrt wurde, konnte mit einer
Restriktionsanalyse ein 1 kb Fragment nachgewiesen werden, welches die catsc-Kassette
darstellt. Zusatzlich ist eine Doppelbande von ca. 600 bp sichtbar, die die flankierenden
Enden darstellt (s. Abb. 3.24 (c) Spur 2). Die Deletion des hopQ-Gens aus dem Chromosom
konnte somit flir die Mutante P12AhopQ bestatigt werden.
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Abb. 3.24: Bestitigung der Deletion von hopQ:

Der Nachweis der genetischen Deletion von hopQ wurde mit dem spezifischen Oligonukleotidpaar CE82 und
CES83, sowie einer analytischen Restriktionsreaktion mit BamH| durchgefiihrt.

(a) Fur die PCR-Reaktion zur Erzeugung von DNS-Fragmenten, die Aufschluss uber die Deletion des hopQ-Gens
geben wurden die Oligonukleotide CE82 / CE83 eingesetzt. Fir die Mutante P12AhopQ ist ein PCR-Fragment der
Grof3e 2 kb, fur den Stamm P12 mit intaktem hopQ-Gen dagegen ein Fragment der Grof3e 3 kb zu erwarten.

(b) Bestatigung der Deletion von hopQ. 1: 1 kb Leiter; 2: H. pylori P12; 3-4: H. pylori P12AhopQ Klone 1-2

(c) Restriktionsanalyse des PCR-Produkts von H. pylori P12AhopQ mit BamHI. 1: 1 kb Leiter; Fragmente aus der
Restriktionsreaktion. Fragment bei 1 kb entspricht der catsc-Kassette, Fragment bei 600 bp entspricht den

flankierenden Enden.

3.4.2 Untersuchung der CagA-Translokationseffizienz von H. pylori
P12AhopQ

Bisher konnte noch kein, auRerhalb der cag-PAl kodierter Faktor von H. pylori
identifiziert werden, der essentiell fir die Funktion des Cag-T4SS ist. Da in den Studien am
Max Planck Institut in Berlin gezeigt werden konnte, dass die Transposon Tn7 generierte
HopQ-Mutante des H. pylori Stammes G27 keine Cag-T4SS-abhangige NF-kB-Aktivierung
hervorruft, konnte HopQ solch ein potenzielles Protein sein. Um die Frage zu klaren, ob
HopQ im Zusammenhang mit seiner Bedeutung fir das Cag-T4SS auch eine Rolle bei der
CagA-Translokation in eukaryotische Zellen spielt, wurden die H. pylori Stamme P12 und

P12AhopQ fur Infektionsexperimente mit der Magenepithelzelllinie AGS eingesetzt.
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3.4.2.1 Die Effizienz der CagA Translokation ist abhdngig von der

Expression des hopQ-Gens

Nachdem die korrekte Deletion des hopQ-Gens im Stamm P12 nachgewiesen wurde,
sollte die Translokation von CagA im Vergleich mit dem Wildtypstamm untersucht werden.
Fur die Deletion von hopQ, sowie die Translokationsexperimente wurden zwei Varianten des
Stammes H. pylori P12 verwendet, die entweder aus dem Labor in Berlin (P12 Berlin) oder

Munchen (P12 Minchen) stammen.

a AGS b AGS
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Abb. 3.25: Einfluss der hopQ-Genexpression auf die CagA-Translokation in AGS Zellen:
(a) Phosphotyrosin Assay mit H. pylori P12, sowie P12AhopQ aus dem Labor in Minchen. Die

Magenepithelzelllinie AGS wurde fiir 3-4 h mit den entsprechenden Stdmmen infiziert, anschlieend lysiert und
die Lysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Detektion von CagA (CagA) und phosphoryliertem CagA (CagA-P)
wurden die spezifischen Antikérper AK257 bzw. 4G10 verwendet. Die Translokationseffizienz von CagA ist fur die
Mutante P12AhopQ (Spur 2) im Vergleich zum Wildtyp Stamm P12 (Spur 1) deutlich herabgesetzt. Nicht infizierte
Zellen (Spur 3) dienten als Kontrolle.

(b) Phosphotyrosin Assay mit H. pylori P12, sowie P12AhopQ aus dem Labor in Berlin. Die Magenepithelzelllinie
AGS wurde flr 3-4 h mit den entsprechenden Stammen infiziert, anschlieRend lysiert und die Lysate mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Zur Detektion von CagA (CagA) und phosphorylietem CagA (CagA-P) wurden die
spezifischen Antikérper AK257 bzw. 4G10 verwendet. Die Mutante P12AhopQ (Spur 2) zeigt im Vergleich zum
Wildtyp Stamm P12 (Spur 1) keine Translokation und Phosphorylierung von CagA. Nicht infizierte Zellen (Spur 3)

dienten als Kontrolle.

In Abbildung 3.25 ist zu erkennen, dass das auliere Membranprotein HopQ eine
Rolle fur die effiziente Translokation von CagA spielt. Die Deletion des hopQ-Gens in H.
pylori P12 Munchen fahrt zu einer deutlich reduzierten Translokation und Phosphorylierung
von CagA in die AGS Zellen (s. Abb. 3.25 (a)). Im Stamm P12 aus Berlin fuhrt die Deletion
von hopQ sogar zum kompletten Verschwinden der CagA-Translokation und
Phosphorylierung. Somit muss HopQ eine Beteiligung an der Infektion, mit CagA-

Translokation als Folge, haben.
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Die Signalstarke der Tyrosin-Phosphorylierung von CagA war in allen Experimenten,
die mit dem Stamm H. pylori P12 Munchen durchgefuhrt wurden deutlich starker, als mit dem
entsprechenden Stamm aus Berlin. Somit scheint der Stamm aus Munchen generell ein
effizienteres Infektionspotenzial zu haben, als H. pylori P12 Berlin. Dennoch wurde die starke
Fahigkeit der CagA-Translokation durch den Verlust von HopQ in H. pylori P12AhopQ
Minchen abgeschwacht. Ein wichtiger Schritt fir die Virulenz und die Funktionalitat des Cag-
Apparats ist die Bindung des Bakteriums an die menschliche Magenepithelzelle. HopQ
koénnte, als aulleres Membranprotein eine Funktion als Adhasin in H. pylori haben und so

indirekt die Funktionalitat des Cag-T4SS unterstitzen.

34.2.1.1 Charakterisierung einer AopQ-vermittelten Adhdrenz in Abhdngigkeit

von B1-Integrin an der Zelloberflache

HopQ ist ein Protein von H. pylori, das aul3erhalb der cag-PAI kodiert ist und eine Beteiligung
bei der CagA-Translokation zeigt. Als potenzielles Adhasin kdnnte HopQ durch Bindung an
den flr die CagA-Translokation notwendigen Rezeptor 31-Integrin den Erstkontakt zur Zelle
herstellen. Um zu Uberprifen, ob HopQ eine B1-Integrin-abhangige Adhasion von H. pylori
an die eukaryotische Zelle vermittelt, wurden Adharenzversuche durchgefiihrt (s. 2.2.4.12).
Hierflr wurden B1-Integrin-positive (GE11B) bzw. B1-Integrin-negative (GE11) Zellen mit H.
pylori P12 und P12AhopQ infiziert und nach Zelllyse die Bakterien auf Serumagarplatten

ausplattiert. Anschlieltend wurde die Lebendzellzahl auf den Platten bestimmt.
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Abb 3.26: Adharenzversuche mit den Stammen H. pylori P12 Miinchen und H. pylori P12AhopQ Miinchen
an GE11pB und GE11 Zellen:

Um eine eventuelle Beteiligung von HopQ an der B1-Integrin-vermittelten Adhdrenz von H. pylori an
eukaryotische Zellen zu untersuchen wurden Adharenzversuche mit GE118 und GE11 Zellen durchgefihrt.
Hierfir wurden die Zelllinien mit den Stdmmen H. pylori P12 bzw. P12AhopQ flr 4h infiziert. Die Zellen wurden
anschlieBend dreimal gewaschen und lysiert. Im Uberstand verbleibende Bakterien wurden in sechs
Verdiinnungsstufen auf Serumagarplatten ausplattiert. Nach einer 4-5 tagigen Kultivierung wurde die
Lebendzellzahl von H. pylori nach der Infektion bestimmt und als CFU/ml logarithmisch dargestellt. Die

Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt und die Standardabweichung ermittelt.

Aus den in Abbildung 3.26 dargstellten Adharenzversuchen geht hervor, dass die
Produktion von B1-Integrin an der Oberflache der eukaryotischen Zellen die Adhasion von H.
pylori P12 nicht verstarkt. Der Rezeptor p1-Integrin scheint somit nicht am Prozess der
Adhasion beteiligt zu sein, da die ermittelte Lebendzellzahl von H. pylori keine Unterschiede
zwischen den GE11B und GE11 Zellen hervorbringt. Zudem scheint die Adharenz von H.
pylori nicht durch eine Interaktion von HopQ und dem B1-Integrin vermittelt zu werden.
Sowohl der Stamm H. pylori P12, als auch P12AhopQ adhéarieren gleich stark an die
infizierten Zelllinien, unabhangig von der An- bzw. Abwesenheit des B1-Integrin an der
Zelloberflache. Diese Experimente zeigen, dass das Oberflachenprotein HopQ von H. pylori
die Adhasion von H. pylori wahrend einer Infektion nicht signifikant verstarkt und nicht in

einem Adhasions-vermittelten Zusammenhang mit dem B1-Integrin steht.

3.4.2.1.2 Untersuchungen zur Beteiligung weiterer Adhdsine von H. pylori P12 an

der CagA-Translokation

Um den deutlichen Unterschied im CagA-Translokationspotenzial zwischen den

Varianten H. pylori P12 Minchen und Berlin zu klaren, wurden die Bakterien auf die
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Produktion anderer &aulerer Membranproteine getestet. Hierfir wurden die H. pylori
Varianten auf Agarplatten kultiviert und anschlieBend Lysate hergestellt (s. 2.2.3.1.). Die
lysierten Bakterienzellen wurden daraufhin mit der SDS-PAGE auf die Produktion der
Adhasine BabA, BabB, BabC, AlpA, AlpB und SabB untersucht.

Wie Abbildung 3.27 zeigt ist das Produktionslevel von BabA, BabB, BabC, AlpA und
AlpB in beiden Varianten des untersuchten Stammes H. pylori P12 identisch. Lediglich fir
das aulere Membranprotein SabB, ist ein eindeutiger Unterschied in der Proteinmenge
zwischen P12 Minchen und P12 Berlin zu erkennen (s. Abb. 3.27 (*)). Fir die Detektion von
SabB wurde der Antikorper, der gegen das Protein SabA gerichtet ist verwendet. H. pylori
P12 produziert kein SabA. Aufgrund der Homologie von 81% zwischen den Proteinen SabA
und SabB konnte daher im H. pylori P12-Lysat SabB durch den Antikdrper gegen SabA
detektiert werden. Die Differenz in der SabB-Proteinmenge zwischen H. pylori P12 Minchen
und Berlin deutet auf eine zusatzliche Beteiligung von SabB am Infektionsprozess in H. pylori
P12 hin und konnte das unterschiedliche CagA-Translokationspotenzial der Varianten H.

pylori P12 Minchen und Berlin erklaren.
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Abb. 3.27: Vergleich der produzierten Menge an Adhdasinen in H. pylori P12 Miinchen und Berlin:

Die Proteinmenge der Adhasine BabA, BabB, BabC, AlpA, AlpB und SabB wurde in den Stdmmen H. pylori P12
Minchen bzw. Berlin untersucht. Die Bakterien wurden auf eine optische Dichte ODssp von 10 in PBS
resuspendiert und lysiert. Die Lysate der ganzen Bakterien wurden mittels SDS-PAGE auf einem 12% Gel
aufgetrennt und mit den jeweiligen Antisera die Adhasine detektiert. Das Adhasin SabB wird in H. pylori P12 von
dem Antiserum gegen SabA erkannt, welches in P12 nicht produziert wird.

Fir die Adhasine BabA, BabB, BabC, AlpA, AlpB konnten identische Proteinmengen detektiert werden. SabB
wird dagegen im Stamm P12 Minchen deutlich starker exprimiert, als in P12 Berlin (markiert mit ).

H. pylori P12 besitzt zwei chromosomal kodierte Kopien des sabB-Gens, sabB1 und

sabB2. Um sicherzustellen, dass der Stamm P12 Berlin nicht aufgrund der genetischen
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Variation eines oder beide dieser Gene verloren hat, wurde eine PCR mit chromosomaler
DNS von P12 Muanchen und Berlin durchgefuhrt. Hierzu wurden die Oligonukleotidpaare
VK9/VK12 (sabB1) bzw. VK13/VK16 (sabB2), die jeweils stromaufwarts und stromabwarts
der beiden Kopien von sabB binden, verwendet. Die zu erwartenden GroéRen der PCR-
Produkte betragen in beiden Fallen 4,2 kb (s. Abb. 3.28 (a)).

e S

stromaufwarts sabB1 stromabwarts

<

stromabwarts sabb2 stromaufwarts

Abb. 3.28: Bestatigung der sabB1- und sabB2-Loci im Chromosom von H. pylori P12 Miinchen und Berlin:

Der Nachweis der Gene sabB1 und sabB2 in den Stdmmen H. pylori P12 Minchen und Berlin wurde anhand
einer PCR mit den Oligonukleotidpaaren VK9/VK12 und VK13/VK16 durchgefiihrt.

(a) Die Oligonukleotidpaare binden jeweils an den stromaufwarts- und stromabwarts-Regionen von sabB. Fir die
PCR-Fragmente beider Loci ist ein Fragment der GréRRe 4,2 kb zu erwarten.

(b) Bestatigung der Gene sabB1 (Spur 2: H. pylori P12 Miinchen; Spur 3: H. pylori P12 Berlin) und sabB2 (Spur
4: H. pylori P12 Minchen; Spur 5: H. pylori P12 Berlin). Zur Abschatzung der DNS-FragmentgréRen wurde ein
DNS-Marker mitgefuhrt (Spur1: 1 kb Leiter).

Abbildung 3.28 zeigt, dass die Amplifikation (ber die Gene sabB1 und sabB2 in
beiden Stammen zu einem PCR-Produkt der erwarteten Grofle von 4,2 kb fuhrt. Dies
bestatigt, dass die Stdmme H. pylori P12 Minchen und Berlin die sabB-Gene enthalten. Es
kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass es zwischen den beiden Varianten zu
Unterschieden in der Regulation der Genexpression kommt. In Studien konnte gezeigt
werden, dass die Gene sabB1 und sabB2 am N-terminalen Ende eine CT-reiche
Dinukleotidsequenz in der Signalsequenz aufweisen. Durch Phasenvariabilitat kommt es
daher in verschiedenen H. pylori-Stdmmen zu Expressionsunterschieden fur die
nachfolgenden Gene (de Jonge et al., 2004). Um zu Gberprifen, ob die Stammvarianten von
H. pylori P12 Minchen und Berlin Differenzen in den CT-reichen Dinukleotidsequenzen
aufweisen, die folglich zu einem veranderten Expressionslevel von sabB fiihren wirden,

wurden die erhaltenen PCR-Produkte durch Sequenzierung untersucht.
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Signalsequenz von H. pylori P12 sabB1 Anzahl der Dinukleotide

Miinchen ATGALARLACAATTTTTTCTCICTCTCTCTCT OGO TTCATCGC TCTTGCAC GO TGAAGLC 7 < Gen .an®
11, all

M K K 2 F F L 5 L 3 L A 5 % L L H &4 E D

AACGECTTTTTTGTGAGCGTGEGC TATC AAATCGGUGALAGCGGTGCALATGGTC

N ¢&F FV 3V ¢ ¥ Q@ I ¢ E 4 V Q0 N V

Berlin ATGAARALRCEATTTTTACTCTCTCTCTCTCTCTCTCOOTTCATCOCTCTTGCACGCIGA | § 3 Gen ,aus®
m ¥ E¢QgF L L &L S L % RF I &L L L R *

Signalsequenz von H. pyloriP12 sabB2 Anzahl der Dinukleotide

Miinchen ATGRAALARC A ATTTTTTCTCICTCTCTCICTCGC TTCATC GO TC TG T ACGC TGAAGLC 7 = Gen.an®
11, all

- A E N S T O T - O T

ALCGGCTTTTTTGTGAGC GTGEGC TATC ARATC GG GAAGT GETGC ARLTGGTC

N ¢ F F V35 VvV G Y @ I ¢ E A WV Q NV

Berlin ATGARAAARCAATTTTTACTCTCTCTCTCTCTCTCGCTTCATCGCTCTTGCACGCTGALG | 8 & Gen ,aus®
m ¥ K Q F L L 5 L 5 L $ L HERE S ¢ T L K

ACAACGGCTTTTTTGT R
T T A F L &

Abb. 3.29: Sequenzvergleich der Signalsequenzen von sabB1 und sabB2 in den Varianten H. pylori P12
Miinchen und Berlin:

Die Sequenzen der sabB-Signalsequenz der Loci 1 und 2 in den Bakterienvarianten P12 Minchen und Berlin

wurden mit dem Oligonukleotid CE98 ermittelt und miteinander verglichen.

(a) Die CT-Dinukleotidwiederholungen (dargestellt in blau) im sabB1-Locus variieren zwischen den H. pylori P12
Varianten aus Miinchen bzw. Berlin. In der Variante P12 Miinchen fiihrt die Anzahl der sieben CT-Dinukleotide zu
einem aktiven Leserahmen des Genlocus sabB1, wohingegen die Anzahl von neun CT-Dinukleotiden bei P12

Berlin den Leserahmen inaktiviert und zu einem Stoppcodon (dargestellt in rot) fuhrt.

(b) Die CT-Dinukleotidwiederholungen (dargestellt in blau) im sabB2-Locus variieren zwischen den H. pylori P12
Varianten aus Miinchen bzw. Berlin. In der Variante P12 Minchen fiihrt die Anzahl der sieben CT-Dinukleotide zu
einem aktiven Leserahmen des Genlocus sabB2, wohingegen die Anzahl von acht CT-Dinukleotiden bei P12

Berlin den Leserahmen inaktiviert und zu einem Stoppcodon (dargestellt in rot) fiihrt.
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Die Sequenzvergleiche der sabB-Signalsequenzen zeigten Unterschiede in der
Anzahl der CT-Dinukleotide, was im Fall der Variante H. pylori P12 Minchen den
Leserahmen flr beide sabB-Gene in einem aktiven Status halt. Fur die Variante H. pylori
P12 Berlin konnten im sabB Locus 1 neun und im Locus 2 acht Wiederholungen des CT-
Dinukleotids in der jeweiligen Signalsequenz gefunden werden. In beiden Fallen fuhrt dies zu
einer Leserahmenverschiebung der DNS, durch die ein friihzeitiges Stoppcodon entsteht und
die Produktion des Proteins SabB verhindert wird. Somit fehlt der Variante P12AhopQ Berlin
nicht nur das Oberflachenprotein HopQ, sondern zusatzlich auch SabB. Dies deutet
daraufhin, dass diese beiden Proteine gemeinsam am Infektionsprozess und der CagA-
Translokation beteiligt sind. Es konnte zwar bereits eine deutliche Reduktion der CagA-
Translokation im Stamm P12AhopQ Mdunchen festgestellt werden, aber die komplette
Inhibition der CagA-Translokation ist nur bei P12AhopQ Berlin zu sehen, dem zusatzlich das
SabB Protein fehlt.

Da SabB ebenfalls in die Adhasin-Familie von H. pylori gruppiert wird, sollte in
weiteren Experimenten untersucht werden, ob das zusatzliche Fehlen von SabB im Stamm
H. pylori P12AhopQ Berlin eine Auswirkung auf die Adhdsion an eukaryotische Zellen hat.
Fir diese Tests wurden Adharenzversuche von H. pylori P12 Minchen und Berlin, sowie den

entsprechenden hopQ-Deletionsmutanten an AGS Zellen durchgefihrt (s. 2.2.4.12.).
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Abb. 3.30: Adharenzversuche mit den Stammen H. pylori P12 Berlin und Miinchen, sowie den

entsprechenden hopQ-Deletionsmutanten:

Um eine eventuelle Beteiligung von SabB an der Adhdrenz von H. pylori an eukaryotische Zellen zu untersuchen
wurden Adhéarenzversuche mit AGS Zellen durchgefiihrt. Hierfir wurden AGS Zellen mit den Stammen H. pylori
P12 in den Varianten Munchen und Berlin bzw. P12AhopQ in den Varianten Minchen und Berlin fiir 4h infiziert.
Die Zellen wurden anschlieRend lysiert und im Uberstand verbleibende Bakterien in sechs Verdiinnungsstufen
auf Serumagarplatten ausplattiert. Nach einer 4-5-tdgigen Kultivierung wurde die Lebendzellzahl von H. pylori
nach der Infektion bestimmt und als CFU/ml logarithmisch dargestellt. Die Experimente wurden mindestens

dreimal durchgefiihrt und die Standardabweichung ermittelt.

Die Vermutung, dass die Kombination der Oberflachenproteine HopQ und SabB von
H. pylori Adharenz-vermittelnd sind, konnte nicht bestatigt werden. Die hopQ-
Deletionsmutanten beider Stammesvarianten zeigen das gleiche Bindungspotenzial an AGS
Zellen (s. Abb. 3.30). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die rein mechanische
Bindung von H. pylori hauptsachlich Uber das Oberflachenprotein BabA vermittelt wird. Die
offensichtliche Beteiligung von HopQ und SabB an der CagA-Translokation kénnte in diesem
Fall die Erkennung der Zelle und eine anschlieRende Signalweiterleitung fir den CagA-

Translokationsmechanismus nach Anheften an die eukaryotische Zelle betreffen.

3.4.2.2 Die Komplementation des hopQ@-Gens rekonstituiert die Effizienz
der CagA-Translokation in P12AhopQ

Es konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit, CagA in die eukaryotische Zelle zu
translozieren, mit der Expression von hopQ korreliert. Die Effizienz der CagA-Translokation

ist nach der Deletion des Gens in P12 Minchen deutlich abgeschwacht und in P12 Berlin
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konnte dadurch der Translokationsprozess sogar ganz unterbunden werden. Durch eine Re-
Insertion des hopQ Gens in trans sollte bestatigt werden, dass der beobachtete Effekt allein
auf die eingefuhrte Deletion von hopQ zuridckzufihren ist und sich durch die

Komplementation des Gens die Effizenz der CagA-Translokation wieder steigern lasst.

3.4.2.2.1 Klonierung von AopQ in den E. coli| H. pylori Shuttle-Vektor pIB6

Die genetische Arbeit mit aulieren Membranproteinen von H. pylori gestaltet sich sehr
schwierig, da die Genexpression dieser Proteine einen stark toxischen Effekt in E. coli
hervorruft. Deshalb wurde bei der Klonierungsarbeit zur Komplementation des hopQ-Gens
auf den Shuttle-Vektor pIB6 zuriuckgegriffen (Iris Barwig, unverdffentlicht). Basierend auf
dem kryptischen H. pylori-Plasmid pHel3, enthalt der Shuttle-Vektor plB6 einen Promotor
stromaufwarts der ,multiple cloning site*, der die Expression des klonierten Gens in E. coli
unterdrickt, jedoch in H. pylori unterstitzt. Zundchst wurde das Gen hopQ mit den
Oligonukleotiden CEB68/69 amplifiziert. Zusatzlich wurde mit Hilfe der Oligonukleotide
CE70/69 ein Konstrukt von hopQ produziert, das am N-terminalen Ende ein HA-Epitop
fusioniert hat. Dies sollte zur Kontrolle der Genexpression der in trans eingefihrten Gene in
H. pylori dienen. Die DNS-Fragmente wurden Uber die Restriktionsschnittstellen Sall / Bglll in
den Shuttle-Vektor pIB6 inseriert und die daraus resultierenden Plasmide pCE39 und pCE40
durch Konjugation von E. coli 32150 mit H. pylori P76 in H. pylori eingefihrt (s. 2.2.1.1.9.).
Die aus dem H. pylori Stamm P76 reisolierten und DNS-modifizierten Plasmide konnten
anschlielRend flr die erfolgreiche Transformation von H. pylori P12AhopQ Minchen und
Berlin eingesetzt werden. Die Transformanten wurden auf die im Plasmid enthaltene
Kanamycin-Resistenz selektioniert und der eingefiihrte Shuttle-Vektor aus diesen Klonen
reisoliert. Zur Kontrolle des Shuttle-Vektors auf das Gen hopQ wurde eine spezifische PCR-
Reaktion mit den Oligonukleotidpaaren CE68/69 (hopQ) bzw. CE70/69 (HA-hopQ)
durchgeflhrt (s. Abb. 3.31).
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Abb. 3.31: Kontrolle der Komplementation des Gens hopQ der H. pylori Stamme P12AhopQ Miinchen und

Berlin:

(a) Aus den Transformanten wurde das eingefiihrte Plasmid pCE39 bzw. pCE40 reisoliert und zur Kontrolle auf
Vorhandensein des hopQ- bzw. HA-hopQ-Gens eine PCR-Reaktion mit dem Oligonukleotidpaar CE68/CE69
bzw. CE70/CE69 durchgefuhrt, die ein DNS Fragment der GroRRe 2 kb hervorbringt. Spur 1: 1 kb Leiter; Spur 2: H.
pylori P12AhopQ[hopQ] Miinchen; Spur 3: H. pylori P12AhopQ[hopQ] Berlin; Spur 4: H. pylori P12AhopQ[HA-
hopQ] Miinchen; Spur 5: H. pylori P12AhopQ[HA-hopQ] Berlin.

(b) Aus den Transformanten wurde chromosomale DNS isoliert und die Deletion des hopQ-Gens im Chromosom
der komplementierten Deletionsmutanten nochmals bestatigt. Dafiir wurde eine PCR mit dem Oligonukleotidpaar
CEB82/83 durchgefiihrt. Die Deletion von hopQ fiihrt in dieser PCR zu einem DNS-Fragment der GroRe 2,2 kb.
Das intakte hopQ-Gen bringt dagegen ein Fragment der GroRe 3 kb hervor.Spur 1: 1 kb Leiter; Spur 2: H. pylori
P12AhopQ[hopQ] Miinchen; Spur 3: H. pylori P12AhopQ[hopQ] Berlin; Spur 4: H. pylori P12AhopQ[HA-hopQ]
Munchen; Spur 5: H. pylori P12AhopQ[HA-hopQ] Berlin; Spur 6: H. pylori P12.

Die PCR-Reaktion mit den Oligonukleotidpaaren CE68/69, sowie CE70/69 flihrte
jeweils zu einem ein DNS-Fragment der Grélke 2 kb, wodurch bestatigt wurde, dass die
reisolierten Plasmide, pCE39 und pCE40, die Gene hopQ bzw. HA-hopQ enthalten. Um
sicherzustellen, dass bei der Einfiihrung des Shuttle-Vektors in die Deletionsmutanten keine
unspezifische Ruckrekombination des hopQ-Gens ins Chromosom aufgetreten ist, wurde
zusatzlich chromosomale DNS, der mit den Plasmiden pCE39 und pCE40 komplementierten
Deletionsmutanten isoliert und diese mit Hilfe einer PCR-Reaktion untersucht. Das
Oligonukleotidpaar CE82/83 brachte fiir alle komplementierten Stamme ein PCR-Fragment
der Grole 2,2 kb hervor, welches der Grofie der flankierenden Enden flir hopQ und der darin
enthaltenen cafsc-Kassette entspricht. Die erfolgreiche Deletion von hopQ, auch nach der

Reinsertion des Gens in frans konnte somit bestatigt werden.
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3.4.2.2.2 Expression des Gens HA-/0pQ in den H. pylori Stammen P76 und
P12AhopQ

Da ein spezifischer Antikdrper gegen das Protein HopQ nicht zur Verfiigung stand,
sollte die Expression des HA-hopQ-Gens in den Stdmmen H. pylori P76, sowie P12
AhopQ[HA-hopQ] Minchen und Berlin mit Hilfe des Antikérpers gegen das HA-Epitop

bestatigt werden.
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Abb. 3.32: Kontrolle der Genexpression von HA-hopQ vom Plasmid pCE40:

Die Bakterienstamme H. pylori P76 bzw. P12AhopQ[HA-hopQ] (Berlin und Miinchen) wurden zu einer optischen
Dichte ODsso von 10 verdlnnt und lysiert. Die Proteine der Bakterienlysate wurden mittels der SDS-PAGE auf
einem 10% Gel aufgetrennt. Eine erfolgreiche Produktion des Proteins HA-HopQ in den Stammen H. pylori P76
bzw. P12AhopQ[HA-hopQ] (Berlin und Minchen) wurde mit Hilfe des Antikérpers gegen das HA-Epitop
nachgewiesen. Die Lysate der Stdmme H. pylori P76 und P12AhopQ dienten als Negativkontrolle und zeigen die

Spezifitédt des Antikdrpers gegen das HA-Epitop. Als Ladungskontrolle wurde das Protein RecA nachgewiesen.

Neben der erfolgreichen Einfihrung der Plasmide, pCE39 und pCE40, konnte
weiterhin die Expression des in frans eingebrachten Gens HA-hopQ in den Stammen H.
pylori P76 bzw. P12AhopQ[HA-hopQ] (Berlin und Minchen) gezeigt werden (s. Abb. 3.32).
Das Signal fir das HA-Epitop ist in beiden Stdmmen deutlich auf der Hoéhe des HopQ
Proteins (70 kDa) zu erkennen. Die Expression des HA-hopQ-Gens zeigt weiterhin die
Stabilitat und Funktionalitadt des Shuttle-Vektors in verschiedenen Stammen von H. pylori. Da
das Gen hopQ in gleicher Weise im Shuttle-Vektor inseriert ist, wie das Gen HA-hopQ, wird
fur die fortfGhrenden Experimente eine erfolgreiche Expression des hopQ-Gens Uber den

Shuttle-Vektor vorausgesetzt.
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3.4.2.2.3 CagA Translokationsverhalten der komplementierten H. pylor-Stamme
P12AhopQ[ hopQ]

Nachdem die erfolgreiche Komplementation des hopQ-Gens fir die Mutanten aus
Minchen und Berlin bestatigt wurde, sollte weiterhin ihr Verhalten bezlglich der CagA-
Translokation untersucht werden. Hierfir wurden Phosphotyrosin Assays der Zelllinie AGS

mit den unter Kapitel 3.4.2.2.1. beschriebenen komplementierten Stammen durchgeflihrt.
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Abb. 3.33: Phosphotyrosin Assays von AGS Zellen zur Kontrolle der Komplementation der CagA-

Translokation der hopQ-Deletionsmutanten:

(a) Phosphotyrosin Assay mit H. pylori P12, P12AhopQ sowie P12AhopQ[hopQ] aus dem Labor in Minchen. Es
wurde eine Infektion der Magenepithelzelllinie AGS fir 3-4 h mit den entsprechenden Stdmmen durchgefihrt und
die Zellen anschlieRend lysiert. Die Lysate wurden mittels SDS-PAGE auf einem 6% Gel aufgetrennt. Zur
Detektion von CagA (CagA) und phosphoryliertem CagA (CagA-P) wurden die spezifischen Antikdrper AK257
bzw. 4G10 verwendet. Die Deletionsmutante (Spur 2) zeigt im Vergleich zum Wildtyp (Spur 1) eine deutlich
herabgesetzte Translokation von CagA. Die Einfihrung des hopQ-Gens in frans fihrt im Stamm
P12AhopQ[hopQ] Munchen zur Wiederherstellung der Effizienz der CagA-Translokation, vergleichbar mit der des
Stammes P12 Minchen.

(b) Phosphotyrosin Assay mit H. pylori P12, P12AhopQ sowie P12AhopQ[hopQ] aus dem Labor in Berlin. Es
wurde eine Infektion der Magenepithelzelllinie AGS fir 3-4 h mit den entsprechenden Stdmmen durchgefihrt und
die Zellen anschlieRend lysiert. Die Lysate wurden mittels SDS-PAGE auf einem 6% Gel aufgetrennt. Zur
Detektion von CagA (CagA) und phosphoryliertem CagA (CagA-P) wurden die spezifischen Antikdrper AK257
bzw. 4G10 verwendet. Die Deletionsmutante (Spur 2) hat die Fahigkeit zur Cag-Translokation verloren. Die
Einflhrung des hopQ-Gens in trans fihrt im Stamm P12AhopQ[hopQ] Berlin zur Wiederherstellung des

Potenzials zur CagA-Translokation, vergleichbar mit dem des P12 Berlin.

113



ERGEBNISSE

Die in Abbildung 3.33 dargestellten Phosphotyrosin Assays zeigen, dass die
Fahigkeit der CagA-Translokation in die menschliche Magenepithelzelllinie AGS eindeutig
von der Expression des Gens hopQ abhangt. Eine starke Minderung von phosphoryliertem
CagA in den AGS Zellen konnte fur die Deletionsmutante im Stamm P12 Munchen gezeigt
werden, wohingegen die Deletionsmutante im Stamm P12 Berlin die Fahigkeit der CagA-
Translokation verloren hat. Diese Effekte kdnnen in beiden H. pylori-Stdmmen durch die
Reinsertion des hopQ-Gens mit Hilfe des Shuttle-Vektors pCE39 aufgehobenen werden.
Durch die erfolgreiche Wiederherstellung des Phanotyps der jeweiligen Stamme P12
Minchen und Berlin, konnte gezeigt werden, dass das aulRere Membranprotein HopQ an der
Translokation von CagA in die eukaryotische Zelle beteiligt ist. Somit stellt dieses
Oberflachenprotein einen, aulRerhalb der cag-PAl kodierten, neuen Virulenzfaktor von H.

pylori P12 dar.
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4 DISKUSSION

H. pylori kolonisiert den Magen von ca. 50% der Weltbevdlkerung und fuhrt zu einer
chronischen Entzindung der Magenmukosa, sowie zu Magengeschwuren bis hin zum
Adenokarzinom (Dunn et al., 1997). Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von H. pylori ist
die cag-Pathogenitatsinsel, die fur das Cag-T4SS, sowie das translozierte Cytotoxin CagA
kodiert (Odenbreit, 2000). Nach Translokation des Cytotoxins interagiert CagA in der
Eukaryotenzelle mit verschiedenen Signalmolekulen in Tyrosin-phosphorylierter aber auch
unphosphorylierter Form (Backert et al., 2010). Ob und welche Interaktionen von CagA mit
den eukaryotischen Signalwegen zur Tumorgenese flihren kénnen ist noch unklar. Die
Translokation von CagA wird Uber das Cag-T4SS vermittelt und bedarf verschiedener
Faktoren, die nach heutigen Annahmen alle auf der cag-PAl kodiert sind. Einige der cag-PAl
kodierten Proteine zeigen starke Homologien zu Proteinen anderer T4SS, wodurch sich ihre
wahrscheinliche Funktion fir das Cag-T4SS voraussagen lasst. Dennoch enthalt die cag-PAl
zusatzlich Gene flr Proteine, die in keinem anderen bakteriellen T4SS gefunden werden und
so eine Funktionszuordnung erschweren. Nicht zuletzt deshalb ist der genaue Mechanismus
der CagA-Translokation in die eukaryotische Zelle noch weitestgehend unklar. Daher ist das
Verstandnis der Interaktion des Cag-T4SS und CagA mit der Wirtzelle von zentraler

Bedeutung.

4.1. Integrine als Rezeptoren fiir pathogene Mikroorganismen

Die Adhasion von Mikroorganismen an die Oberflache der Wirtszelle ist meist der
erste Schritt bei einer Infektion. Fir intrazellulare Mikroorganismen stellt die Adharenz die
Grundlage fir die Aufnahme in die Wirtszelle dar, wohingegen sich extrazellulare
Mikroorganismen durch Adhasion an die Wirtszelle vor der mechanischen Eliminierung aus
dem Wirt schiitzen, sowie Adh&sions-vermittelt den Zell-Zell Kontakt zur Ubertragung von
bakteriellen Effektorproteinen herstellen. Viele mikrobielle Pathogene nutzen hierfir die
Bindung an zellulare Adhasionsmolekile, darunter Integrine, Immunglobulinrezeptoren oder
Selektine (Kerr, 1999). Integrine werden von einer Vielzahl von Bakterien und Viren, wie
z.B.Yersinia ssp. und dem humanen Cytomegalievirus als Rezeptoren genutzt (Scibelli et al.,
2007; Feire, 2004).

Wahrend der Pathogenese von H. pylori-Infektionen spielt die CagA-Translokation
eine zentrale Rolle. Der direkte Zell-Zell Kontakt ist dabei eine wichtige Grundlage zur
Ubertragung von T4SS-Substraten. Somit war die Erkenntnis, dass das Effektorprotein CagA

nicht an wahllosen Stellen Uber das Cag-T4SS in die eukaryotische Zelle transloziert wird
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sondern, dass zellulare B1-Integrine als Rezeptoren dienen von grofer Bedeutung. Bei der
Identifizierung des B1-Integrins als Rezeptor flir das Cag-T4SS wurden vier cag-PAl kodierte
Proteine bestimmt, die den Kontakt mit der Zelle Uber die Rezeptorbindung vermitteln. Das
Pilus-assoziierte CagL-Protein von H. pylori soll den Kontakt mit dem B1-Integrin Uber ein
Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) -Motiv vermitteln und kdnnte somit als potenzielles Adhasin
fungieren (Kwok et al., 2007). Neben CagL wurden in einer unabhangigen Arbeit der N-
terminale Teil von CagA (CagAn), der C-terminale Teil von CagY (CagYc) und das
vollstandige Cagl als Interaktionspartner mit der $1-Untereinheit des Integrins identifiziert. Im
Gegensatz zu CagL enthalten diese Proteine keine RGD-Aminosauresequenz, weshalb
diese Daten auf einen zusatzlichen RGD-unabhangigen CagA-Translokationsmechanismus
hinweisen (Jimenez-Soto et al., 2009). Die Bindung der meisten Integrinliganden, darunter
Vitronectin, Fibrinogen oder Fibronectin wird zwar tUber das RGD-Motiv vermittelt (Ruoslahti,
1996), dennoch sind auch andere RGD-unabhangige Integrinbindungsmotive bekannt, wie
sie beispielsweise in verschiedenen Extrazellularen Matrix (ECM)-Proteinen und der ADAM-
Proteinfamilie (a disintegrin and a metalloprotease) vorkommen (Feire, 2004). Die Spezifitat
fur die Ligandenbindung wird durch die beiden Untereinheiten der heterodimeren Integrine
gewahrleistet, wovon jede Untereinheit mehrere potenzielle Ligandenbindungsstellen
aufweisen kann (Ruoslahti, 1996). Die Halfte der 18 bekannten a-Untereinheiten enthalt eine
200 Aminosauren-umfassende Proteindomane, die als a |-Domane bezeichnet wird. Fur
Integrinmolekile, die diese Proteindomane in ihrer a-Untereinheit enthalten stellt sie meist
die alleinige Ligandenbindungsstelle dar (Luo et al., 2007). Integrine ohne die a I-Doméne
vermitteln die Ligandenbindung Ublicherweise Uber den B-Propeller der a-Untereinheit
zusammen mit der /-like-Domane der B-Untereinheit (Luo et al., 2007). In verschiedenen
Arbeiten konnte mit Hilfe von RGD-Peptiden eine Ligandenbindungsstelle in den ersten 200
Aminosauren der B-Untereinheit lokalisiert werden (Bajt et al., 1992; Bajt and Loftus, 1994;
Smith and Cheresh, 1988). Charo und Kollegen konnten zusatzlich zeigen, dass die (-
Untereinheit von Integrinen weitere mogliche Ligandenbindungsstellen aufzeigt (Charo et al.,
1991). Diese Daten deuten darauf hin, dass es innerhalb der Integrinmolekile mehrere

potenzielle Bindungsbereiche fiir verschiedene Liganden gibt.

4.1.1 CagAn, CagYc und Cagl nutzen unterschiedliche Domdnen des

B1-Integrins zur Bindung

Aufgrund der komplexen Wechselwirkungen zwischen Integrinen und ihren Liganden
hinsichtlich ihrer Bindungsregionen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die bereits bestatigten
Interaktionen von CagAn, CagYc und Cagl mit dem extrazellularen Teil der B1-Untereinheit

genauer untersucht. Dies sollte helfen ein besseres Verstandnis fur die Interaktion des Cag-
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T4SS mit seinem Rezeptor zu erlangen. Es konnte gezeigt werden, dass CagYc eine andere
Domane als CagAn und Cagl fur die Interaktion mit dem B1-Integrin nutzt. Die Yeast Two
Hybrid Daten zeigten eine Interaktion von CagAn und Cagl mit dem Bereich des Integrins,
welcher die B-tail-Domane sowie die EGF repeats beinhaltet. Bisher wurde noch kein Protein
beschrieben, das diese Domanen des Integrins zur Bindung nutzt. Ein biochemischer
Pulldown Assay mit der rekombinant hergestellten B-tail-Doméane fihrte zur Prazipitation von
CagA und Cagl aus H. pylori-Lysaten und bestatigt somit unabhangig die, im Yeast Two
Hybrid gefundene Interaktion (s. 3.1.5). In einem weiteren Experiment konnte durch
Messung der Renilla-Luciferase Aktivitdt eine Interaktion zwischen CagAn bzw. Cagl mit
dem Bereich der B1-Untereinheit, der die B-tai-Doméane gemeinsam mit den EGF repeats 3
und 4 beinhaltet, gefunden werden (s. 3.1.4.). Die EGF repeats stellen wie die B-tail-Domane
einen Cystein-reichen Proteinbereich dar, der an der Signalweiterleitung fiir die Auslésung

von Konformationsanderungen beteiligt ist (Takagi and Springer, 2002).

Integrine kommen auf der Zelloberflaiche in drei Aktivierungszustanden vor, die
wahrscheinlich durch solche Konformationsanderungen ausgelost werden. Es werden die
Zustande ,inaktiv‘, ,intermediar und ,aktiv‘ unterschieden (s. Abb. 4.1.). Studien mit
Kristallstrukturen von Integrinen, die eine B3-Untereinheit enthalten deuten auf einen
Aktivierungsmechanismus der Integrine hin, der dem Offnen eines Klappmessers ahnelt
(,switchblade“-Modell) (Takagi und Springer, 2002). In diesem Modell entspricht der aktive
Zustand der gestreckten Konformation, der inaktive Zustand dagegen der eingeklappten
Konformation des Integrins (s. Abb. 4.1). Im inaktiven Zustand sind die N-terminalen
Bereiche der a- und der B-Untereinheiten jeweils an deren membrannahe Doméanen
geklappt, wodurch der Rezeptor in den Zustand der geringsten Bindeaffinitat flir Liganden
kommt. Integrine in der inaktiven Form weisen einen Knick zwischen den EGF repeats 1 und
2 auf (Takagi and Springer, 2002). Die N-terminale PSI-Domane bildet dabei mit den EGF
repeats und der B-tail-Domane die Kontaktflache, die die B-Untereinheit in der eingeklappten
Konformation halt. Andere Studien konnten zeigen, dass es in inaktiven, eingeklappten
Integrinen zu Interaktionen zwischen den EGF repeats sowie der B-tail-Domane in der -
Untereinheit mit den Calf-1 und Calf-2-Domanen der a-Untereinheit kommt (Xiong et al.,
2001). Dadurch werden die Transmembranregionen der Integrine zusammengeflihrt, was ein
entscheidendes Merkmal fiir inaktive Integrine ist (s. Abb. 4.1). Eine Aktivierung der Integrine
kann durch intra- und extrazellulare Signale induziert werden, wobei die Konformation der
Integrine Uber den intermediaren Zustand, in dem die Domanen der a- und B-Untereinheit
leicht aufklappen, in den aktivierten Zustand Ubergeht. In der aktivierten Konformation sind
die extrazellularen Bereiche der Integrine vollstandig gestreckt und besitzen die hochste
Ligandenbindeaffinitat (s. Abb. 4.1) (Askari et al., 2008). Die Offnung des intramolekularen

Kontakts zwischen der PSI-Doméane und den EGF repeats sowie der B-tail-Domane scheint
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ein wichtiger Schritt fir den Ubergang in die gestreckte Konformation, und somit fiir die
Aktivierung der Integrine zur Ligandenbindung zu sein. Konstrukte der B1-Untereinheit
bestehend aus der PSI und /-like-Domane, sowie den EGF repeats 1 und 2 flhrten nach
Kristallisierung zu Proteinen, die der inaktiven Integrinform entsprachen. Konstrukte die
zusatzlich das EGF repeat 3 enthielten flhrten zur aktiven Konformation des Integrins
(Askari et al., 2009). Die in dieser Arbeit durchgefuihrten Untersuchungen zu Protein-Protein-
Interaktionen zeigen eine Bindung von CagAn und Cagl an den Bereich der B-tail-Domane
und den EGF repeats 3 und 4, und kdnnten gemeinsam mit den oben beschriebenen
Beobachtungen auf eine Beteiligung von CagAn und Cagl an der Konformationsanderung

des Integrins hinweisen.

CagYc zeigte im Yeast Two Hybrid Assay ausschlieBlich eine Interaktion mit der N-
terminalen PSI-Doméane der B1-Untereinheit (s. 3.1.5). In anderen Arbeiten konnte bereits
gezeigt werden, dass das Hantavirus in einem RGD-unabhangigen Mechanismus an die
PSI-Domane des Integrin avB3 bindet. Mit Hilfe von chimeren human/maus-3-
Untereinheiten konnte dabei die PSI-Doméane als Bindungsdomane flir das Hantavirus,
welches ausschlielllich an humanes B3-Integrin bindet, identifiziert werden (Raymond et al.,
2005). Auch fir viele Integrin-aktivierende Antikorper ist eine Bindung an die PSI-Domane
beschrieben worden (Lu et al., 2001; Mould, 2004; Peterson et al., 2003). Die Interaktion von
CagYc mit der PSI-Domane konnte in diesem Zusammenhang zur Integrinaktivierung
beitragen. Eine endglltige, biochemische Bestatigung der Interaktion zwischen CagYc und
der PSI-Doméne konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht erbracht werden. Die rekombinante
Expression dieser Domane zeigte sowohl in prokaryotischen, als auch in eukaryotischen
Expressionsmodellen eine hohe Toxizitat flr die entsprechenden Zellen, deren Grundlage
nicht verstanden ist. Dies konnte auch durch das Einsetzen verschiedener
Expressionssysteme oder Expressionsbedingungen nicht verhindert werden (Daten nicht
gezeigt). Die Pulldown Assays in Abbildung 3.9 zeigen aber, dass CagY weder mit der
rekombinanten [-like-Domane noch der rekombinanten B-tai-Domane prazipitiert werden
kann, was im Ausschlussverfahren und den Yeast Two Hybrid Daten stark auf eine
Interaktion zwischen CagYc und dem N-terminalen Teil der $1-Untereinheit, und somit der
PSI Domane, schlielRen lasst. Eine weitere Mdglichkeit die Interaktion zwischen CagYc und
der PSI-Domane zu untersuchen, kénnte die Expression von hybriden B1-Integrinen in
eukaryotischen Zellen darstellen. Hierbei wird die humane Sequenz fiir die PSI-Domane
durch die Sequenz der PSI-Doméne von anderen Organismen, wie beispielsweise Hiihnern
ersetzt. Wegen der humanspezifischen Kolonisierung von H. pylori geht man davon aus,
dass die Bindung von CagYc anschlieend nur an das B1-Integrin mit der humanen Sequenz
fur die PSI-Domane mdglich ist. Diese Untersuchungen sollen in fortfihrenden Arbeiten

durchgeflhrt werden.
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Abb. 4.1: Domaénen des Integrins und die moéglichen Aktivierungszustande:

(a) Die a-Untereinheit des Integrins besteht aus einem B-Propeller (dargestellt in lila), der eine I-Domane (oder aA
Doméne) enthalten kann. Darauf folgen die Thigh-Domane und die Calf-1, sowie Calf-2 Doméanen. Die B-
Untereinheit besteht aus der PSI-Domane, der /-like-Doméane (oder A Doméane), welche zwischen zwei Hybrid-
Domaénen (dargestellt in rot) liegt. Darauf folgen Cystein-reiche Domanen, die in die vier EGF repeats, sowie die
B-tail-Domane unterschieden werden kénnen. Beide Untereinheiten besitzen eine Transmembrandoméane, die
den extrazellularen Teil der Integrin-Untereinheiten mit dem zytoplasmatischen Teil (dargestellt in grau) verbindet.
(b) Mégliche Konformationszustande des Integrins sind der aktivierte Zustand (gestreckt), welche die héchste
Bindungsaffinitat fir Liganden aufweist, der intermediare Zustand und der inaktive Zustand (eingeklappt), welcher

die geringste Bindungsaffinitat aufweist.

4.1.1.1 CagA-Translokation durch molekulare Konformationsanderung
des B1-Integrins?

Die Identifizierung der Bindungsdomanen fiir die Cag-Proteine in der B1-Untereinheit
fihrte gemeinsam mit Daten aus Vorarbeiten, die eine Inhibition der CagA-Translokation
durch den Antikérper 9EG7 zeigen, zu einem ersten Modell fir den
Translokationsmechanismus von CagA (s. Abb. 4.2). Es konnte gezeigt werden, dass der
Antikérper 9EG7 eine Hemmung der CagA-Translokation hervorruft, ohne dabei die Bindung
von CagAn, CagYc und Cagl an das Integrin zu inhibieren (Jimenez-Soto et al., 2009). Die

Bindungsstelle des Antikérpers 9EG7 in der B1-Untereinheit umfasst die EGF repeats 1-4
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und Uberschneidet sich somit mit der Region, die im Rahmen dieser Arbeit als
Bindungsstelle fur CagAn und Cagl identifiziert wurde. Dennoch wird die Bindung von CagA
und Cagl an das B1-Integrin durch eine 9EG7-Bindung nicht verhindert. Die Bindung des
9EG7 Antikdrpers wird durch die Zugabe von Mn?* deutlich erhdht, wodurch gezeigt wurde,
dass der Antikdrper an die aktive Form des B1-Integrins bindet (Mould et al., 1995; Bazzoni
et al., 1995). Durch die Bindung des 9EG7 Antikdrpers im Bereich der EGF repeats 1-4 wird
vermutlich die Interaktion der EGF repeats und S-tail-Doméane mit der PSI-Doméane, die wie
oben beschrieben die f1-Untereinheit in den eingeklappten Zustand bringt, verhindert. Der
Antikérper 9EG7 halt dadurch das B1-Integrin in aktiviertem, gestrecktem Zustand. Diese
Daten stiitzen die Hypothese, dass die Inhibition der CagA-Translokation weniger auf einen
kompetitiven Mechanismus zwischen dem 9EG7 Antikérper und den Cag-Proteinen, sondern
auf eine Blockade der Integrin-Konformationsanderung durch den Antikoérper 9EG7
zurtickzufiihren ist. Somit konnte die molekulare Bewegung des Integrins in den inaktiven,
eingeklappten Zustand einen entscheidenden Schritt wahrend der CagA-Translokation
darstellen (s. Abb. 4.2).

Eine Funktion dieser Konformationsanderung konnte sein, dass das Cag-T4SS,
welches Uber CagA, CagY und Cagl bereits an das Integrin gebunden ist naher an die
Zytoplasmamembran bewegt wird. In diesem Modell ist die Bindung der Cag-Proteine an das
aktive B1-Integrin eine Voraussetzung, um durch die Konformationsdnderung in den
inaktiven Zustand eine CagA-Translokation herbeizufuhren. Es gibt viele Hinweise darauf,
dass Integrine auf ruhenden Zellen hauptsachlich in der eingeklappten, inaktiven Form
vorkommen. Es bleibt zu klaren, ob die Bindung von CagAn und Cagl an die EGF repeats 3-
4 und die B-tail-Domane in einem ersten Schritt gemeinsam mit der Bindung von CagYc an
die PSI-Domane die Kontaktflache dieser Integrindomanen o&ffnet und somit zur
Konformationsanderung des Integrins in den aktiven Zustand fuhrt. In diesem Fall ware der
Effekt im Gegensatz zu dem des 9EG7 Antikorpers reversibel, wodurch eine erneute
Konformationsanderung des Integrins zuriick in den inaktiven Zustand weiterhin maoglich
bleibt und die CagA-Translokation herbeiflihrt.
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Abb. 4.2: Modell der CagA-Translokation aufgrund einer Konformationsénderung des Integrins:

(a) Die Pilus-assoziierten Cag-Proteine CagA, CagY und Cagl interagieren mit den Domanen der aktivierten p1-
Untereinheit des Integrins oder fiihren zur Aktivierung des B1-Integrins, wodurch es zu einer direkten Bindung von
CagA, CagY und Cagl mit den jeweiligen Doméanen der B-Untereinheit kommt. Dieses Intermediat von Protein-
Protein-Interaktionen kénnte eine weitere Konformationsanderung des B1-Integrins in den inaktiven Zustand
hervorrufen, die fir die Translokation von CagA notwendig ist.

(b) Die Bindung des Antikdrpers 9EG7 verhindert die Interaktion von CagA, CagY und Cagl mit den Doméanen der
aktivierten p1-Untereinheit des Integrins nicht. Ein mdglicher Mechanismus, wie der Antikdrper 9EG7 die CagA-
Translokation inhibiert, kdnnte daher die Blockade der Konformationsanderung des B1-Integrin in den inaktiven

Zustand sein.

41.1.1.1 Weitere mdgliche Modelle zum CagA-Translokationsmechanismus

Die Bindungsaffinitat fur Liganden und damit die Konformation der Integrine wird
zusatzlich Gber bivalente Kationen reguliert, die an bestimmte Proteinmotive in der I-Domane
der a-Untereinheit bzw. der I-like-Domane der B-Untereinheit binden (Lu et al., 1998; Oxvig
and Springer, 1998). Es konnte gezeigt werden, dass die Ligandenbindung in Anwesenheit
von Mn? und Mg* stimuliert wird, wohingegen die Zugabe von Ca* zu einer teilweisen
Inhibition fuhrt (Gailit and Ruoslahti, 1988). Die I-like-Doméane der B-Untereinheit bildet
gemeinsam mit der I-Domane der a-Untereinheit die typische Ligandenbindungsstelle, die
aber erst in der aktiven Form der Integrine die hochste Ligandenbindeaffinitat aufweist,
welche unter anderem von der Bindung bivalenter Kationen an die /-like-Domane der (-
Untereinheit beeinflusst zu sein scheint. Die zusatzliche Interaktion von CagA und Cagl mit
der I-like-Doméane, die in den Pulldown Assays gefunden wurde (s. 3.1.5.), kdnnte auf eine
zusatzliche Ligandenbindungsstelle im B1-Integrin hindeuten. In diesem Modell wiirde die
Bindung von CagA und Cagl an die /-like-Domane eine sekundare Ligandenbindung
darstellen, die erst nach erfolgter Aktivierung des Integrins stattfinden kann (s. Abb. 4.3). Die
Kristallstrukturen aktivierter Integrine zeigen, dass die ,stalk“-Regionen voneinander getrennt
sind (Takagi und Springer, 2002). Somit kénnte eine erste Bindung von CagAn und Cagl an
die EGF repeats und die pf-tail-Domane zur Aktivierung der Integrine durch sterische
Trennung der ,stalk“-Regionen flhren. Dies wirde die Ligandenbindeaffinitadt der I-like-
Doméane unabhangig von der Prasenz bivalenter Kationen erhéhen. Die Bindung von
weiteren CagA und Cagl-Molekulen an die [-like-Doméane, konnte die anschlieRende
Translokation von CagA durch die Bewegung des Integrins in den inaktiven Zustand
induzieren (s. Abb. 4.3). Bisher konnte dies noch nicht experimentell gezeigt werden,
weshalb der so beschriebene Mechanismus der CagA-Translokation als hypothetisches

Modell zu verstehen ist.
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Abb. 4.3: Hypothetisches Modell der CagA-Translokation unter Einbeziehung der I-like

Ligandenbindungsdomane des (1-Integrins:

Die Interaktion von CagAn, CagYc und Cagl mit der PSI und B-tail-Domane, sowie den EGF repeats des B1-
Integrins flihrt in einem ersten Schritt zur Aktivierung des Rezeptors, wodurch eine verzogerte Ligandenbindung
des Effektorproteins CagA an die /-like-Domane ermdglicht wird. In einem weiteren Schritt kommt es zur erneuten
Konformationsanderung des B1-Integrins in den inaktiven Zustand, was zur Translokation von CagA in die

eukaryotische Zelle fiihrt.

4.1.2 His-CagAszo3-404 hemmt die CagA-Translokation in einem

kompetitiven Mechanismus

In dieser Arbeit konnte eine direkte Interaktion der Cag-T4SS Proteine CagAn, CagYc
und Cagl mit den verschiedenen extrazellularen Domanen der B1-Untereinheit des Integrins
gezeigt werden (s. 3.1.3; 3.1.4; 3.1.5). Fir diese Bindung an das Integrin sollten die Cag-
Proteine auf der Oberflaiche des T4SS |lokalisiert sein. Mit Hilfe von
Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie (FSEM) konnte gezeigt werden, dass es sich bei

CagY um ein Protein handelt, welches auch auf der Pilusoberflache des Cag-T4SS zu finden
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ist (Rohde et al.,, 2003; Tanaka et al., 2003). Auch fir das Effektorprotein CagA flhrten
FSEM-Versuche zur Lokalisierung des Proteins an der Pilusoberflache (Jimenez-Soto et al.,
2009). Des Weiteren konnte eine Kolokalisierung von H. pylori P12 mit B1-Integrinen
wahrend einer Infektion von AGS Zellen beobachtet werden. Da auch die Deletionsmutante
H. pylori P12AcagA wahrend dieser Versuche mit den B1-Integrinen kolokalisiert, reichen
CagY und Cagl auf der Pilusoberflache vermutlich fiir die Bindung mit dem Rezeptor aus
(Jimenez-Soto et al., 2009). Obwohl CagA fir die Kontaktherstellung zum B1-Integrin nicht
notwendig ist, wird in dieser Arbeit gezeigt, dass CagA eine direkte Proteinbindung mit dem
Rezeptor eingeht. Bisher konnte noch nicht gezeigt werden, dass die direkte Bindung von
CagA an die p1-Untereinheit des Integrins eine essentielle Vorraussetzung fir die
erfolgreiche CagA-Translokation wahrend der H. pylori-Infektion ist. In dieser Arbeit wurde
zunachst mit einem Yeast Two Hybrid Experiment die Bindungsdomane von CagA an das
B1-Integrin auf die Aminosauresequenz 303—404 eingegrenzt (s. 3.2.1.). Es konnte dann
gezeigt werden, dass ein rekombinantes Proteinfragment aus diesem Aminosaurebereich
(His-CagAso3.404) an AGS Zellen bindet (s. 3.2.2). Die Bindung an B1-Integrin-positive GE11(3
Zellen ist im Vergleich zur Bindung an B1-Integrin-negative GE11 Zellen erhéht, weshalb,
neben anderen Integrinen, eine B1-Integrin-vermittelte Bindung an die GE113 Zellen
vermutet wird (s. 3.2.2). Die Behandlung von AGS Zellen mit dem aufgereinigten
Proteinfragment dieser Aminosauresequenz flhrte zur konzentrationsabhangigen Inhibition
der CagA-Translokation (s. 3.2.2.). Die Bindung des CagA-Proteinfragments an das B1-
Integrin interferiert somit mit dem CagA-Translokationsmechanismus. Eine Bindung von H.
pylori an die behandelten AGS Zellen, vermittelt iber CagY und Cagl ist aufgrund der
Kolokalisierungsdaten mit dem Stamm P12AcagA aus Vorarbeiten sehr wahrscheinlich.
Auch die Inkubation von AGS Zellen mit dem rekombinanten Yersinia-Invasin fiuhrte nicht zu
verminderter CagA-Translokation (s. 3.2.2.). Dies macht eine Hemmung der CagA-
Translokation aufgrund einer sterischen Zugangshinderung an den Rezeptor, ausgeldst von
gebundenen Proteinfragmenten unwahrscheinlich. Weitere Experimente ergaben, dass die
Bindung des Antikérpers 9EG7 an AGS Zellen durch eine Vorbehandlung mit dem CagA-
Proteinfragment nicht inhibiert wird (s. 3.2.3). Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass
die Bindung des CagA-Proteinfragments an die AGS Zellen zu einer dauerhaften
Inaktivierung der B1-Integrine fuhrt, da der 9EG7 Antikorper nicht an inaktivierte Integrine
binden wirde. Dies lasst einen kompetitiven Inhibitionsmechanismus vermuten bei dem das
CagA-Proteinfragment wahrscheinlich die Bindung des nativen CagA auf dem Cag-T4SS
Pilus von H. pylori hemmt, indem es die Bindungsregion in der g-tail-Domane besetzt. Da
dies zur Inhibition der CagA-Translokation fihrt, ist eine Bindung von nativem CagA an den
Rezeptor als Voraussetzung fur die weitere Translokation des Effektorproteins sehr
wahrscheinlich (s. Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Modell der kompetitiven Inhibition der CagA-Translokation durch His-CagA303-404:

Ein moglicher Mechanismus wie His-CagAsos404 die CagA-Translokation in AGS Zellen verhindert kénnte auf
einer kompetitiven Inhibition der Bindung von Pilus-assoziiertem CagA an die p-fai-Domane / EGF repeats 3-4
beruhen. Dadurch wird méglicherweise der weitere Ablauf, welcher die Ligandenbindung an die /-like-Domane

und den Ubergang des B1-Integrins zuriick in den inaktiven Zustand beinhaltet unterbunden.

4.2. Alternative Mechanismen fiir die CagA-Translokation

Die Translokation des Effektorproteins CagA von H. pylori steht bisher in direktem
Zusammenhang mit dem Cag-T4SS, welches wie CagA auf der cag-PAl kodiert ist. Dabei
sind die T4SS-Proteine CagL, CagA, CagY und Cagl durch eine direkte Interaktion mit dem
Rezeptor B1-Integrin beteiligt. In anderen Arbeiten konnte zusatzlich die Interaktion von
CagA mit Phophatidylserin auf der eukaryotischen Membran als wichtige Vorraussetzung fur
die Translokation des Effektorproteins identifiziert werden. Die Externalisierung von

Phosphatidylserin und somit der Zugang zu diesen Membranbestandteilen an der aulieren
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Schicht der eukaryotischen Membran fur H. pylori ist dabei unabhangig von CagA und dem
Cag-T4SS (Murata-Kamiya et al., 2010). Wie die, in dieser Arbeit gezeigte Interaktion von
CagA mit dem B1-Integrin, wird auch die Bindung an Phosphatidylserin Gber den N-
terminalen Teil des Effektorproteins vermittelt. Experimente mit Mutanten im  CagA-
Aminosauremotiv K-Xn-R-X-R ergaben, dass eine Anderung der Aminosdure an den
Positionen 619 und 621 sowohl die Bindung an Phophatidylserin, als auch die CagA-
Translokation in AGS Zellen verhindert (Murata-Kamiya et al., 2010). Die im Rahmen dieser
Arbeit gefundene Bindungsregion von CagAn an die B1-Untereinheit des Integrins umfasst
dagegen die Aminosauresequenz 303-404 (s. 3.2.1). Es stellt sich die Frage, ob die
Interaktion von CagA mit Phophatidylserin auf einen alternativen Mechanismus hinweist oder

einen weiteren Schritt wahrend der komplexen CagA-Translokation darstellt.

4.2.1 Membranvesikel als Transportmittel fur CagA in die Wirtszelle?

Ein potenzieller Weg der alternativen Effektorproteiniibertragung  sind
Membranvesikel, die neben dem Cag-T4SS an dem Transfer von CagA in die eukaryotische
Zelle beteiligt sein konnten. Eine Infektion mit H. pylori ist meist lebenslang, wodurch eine
Umgehung des Immunsystems des Wirts eine wichtige Vorraussetzung fir das Persistieren
von H. pylori darstellt. Die Adharenz von H. pylori an die Wirtszelle flihrt zum einen zur
Méoglichkeit Effektorproteine zu translozieren, zum anderen wird dadurch aber auch die
Immunantwort des Wirts aktiviert. Der Kontakt mit der Wirtszelle Uber Membranvesikel
konnte H. pylori ermdglichen Effektorproteine zur Immunmodulation in die Wirtszelle zu

translozieren ohne zytotoxische Effekte hervorzurufen.

In den letzten Jahren wurde die Bedeutung von Membranvesikeln in Gram-negativen
Bakterien in vielen Studien untersucht. lhre Funktion fur Mikroorganismen besteht im
Transfer von Proteinen und DNS zwischen Bakterienzellen, sowie in der Intra- und
Interspezies-Kommunikation und im Transfer von Zell-Zell-Signalen. Zudem wird den
Membranvesikeln eine Rolle bei der Translokation von Toxinen in eukaryotische Zellen
beigemessen (Mashburn-Warren and Whiteley, 2006). Verschiedene Studien zeigten bereits
die Beteiligung von Membranvesikeln an der Ausschleusung von Toxinen, darunter die E.
coli-Toxine LT Toxin, ClyA, CNF1 Toxin und a-Hamolysin (Horstman and Kuehn, 2000; Wai
et al., 2003; Balsalobre et al., 2006; Kouokam et al., 2006). Membranvesikel werden auch
von H. pylori produziert, die unter anderem mit dem Transport von VacA in eukaryotische
Zellen in Verbindung gebracht werden (Fiocca et al., 1999; Keenan and Allardyce, 2000). Die
Ausschleusung von VacA Uber Membranvesikel fiihrt, wie bei einer Infektion mit lebenden
Bakterien zur Ausbildung von Vakuolen in der Zelle, wenngleich in abgeschwachter Form

(Ricci et al.,, 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Effektorprotein in isolierten
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Membranvesikeln von H. pylori P12 nachgewiesen (s. 3.3.2). Diese Beobachtung stimmt mit
unabhangigen Untersuchungen uberein, die ebenfalls CagA in oder auf der Oberflache der
Membranvesikel von H. pylori Wildtypstdmmen lokalisieren kénnen (Chitcholtan et al., 2008;
Olofsson et al., 2010). In dieser Arbeit wurden zusatzlich die Membranvesikel der H. pylori
Deletionsmutanten P12AcagY und P12AcagE, die ein defektes Cag-T4SS aufweisen auf
CagA untersucht. CagA ist ebenfalls in den Membranvesikeln dieser Deletionsmutanten zu
finden. Eine Exposition und somit eine Ausschleusung von CagA aus H. pylori mit defektem
Cag-T4SS konnte zusatzlich durch Immunfluoreszenz-Farbung der Oberflache der
Deletionsmutanten P12AcagY und P12AcagE bestatigt werden (s. 3.3.1). Damit wurde
gezeigt, dass es einen alternativen Mechanismus zur Ausschleusung von CagA unabhangig
vom Cag-T4SS geben konnte, der unter Beteiligung von Membranvesikeln ablauft. In den
Arbeiten von Olofsson und Kollegen wurde gezeigt, dass die Adhasine BabA und SabA als
funktionelle Proteine auf der Oberflache von H. pylori-Membranvesikeln zu finden sind. Die
Bindung dieser Membranvesikel an Magenepithelgewebe hangt dabei von einer korrekten
Adhasin-Rezeptorbindung ab (Olofsson et al.,, 2010). Membranvesikel mit Oberflachen-
assoziiertem CagA kdnnten somit wahrscheinlich tGber die Adhasine BabA und SabA an das
Magenepithelgewebe binden und Uber diesen Weg auch bei Cag-T4SS defekten H. pylori-
Bakterien das Effektorprotein an die Wirtszelle transportieren. Diese Daten kénnten auf
einen neuen, Cag-T4SS unabhangigen Mechanismus der Ubertragung von CagA in die
Epithelzellen hinweisen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Moglichkeit genauer
untersucht. Infektionsexperimente mit den Deletionsmutanten P12AcagY und P12AcagE
zeigten aber keine Phosphorylierung von CagA in AGS Zellen (s. 3.3.3), was eine
Translokation des Proteins ausschlie®t. Auch die Inkubation der AGS Zellen mit
aufgereinigten Membranvesikeln sowohl von H. pylori P12 Wildtypbakterien, als auch von
den Deletionsmutanten P12AcagY und P12AcagE fuhrte im Vergleich zu einer Infektion mit
lebenden Wildtyp-Bakterien nicht zur CagA-Translokation in die AGS Zellen (s. 3.3.2.1).
Diese Daten zeigen, dass die CagA-Translokation nicht nur Uber die Ausschleusung des
Proteins aus dem Bakterium ablaufen kann, sondern vielmehr von einer spezifischen

Interaktion des Cag-T4SS mit dem Rezeptor B1-Integrin abhangt.

4.2.2 Die Translokation von prozessiertem CagA ist abhangig vom Cag-
T4SS

Bei der Translokation von CagA in phagozytierende Zellen kommt es zu einer
Prozessierung des Proteins. Erstmals wurde die Prozessierung von CagA in ein 100 kDa
und ein 40 kDa Fragment bei der Translokation in Makrophagen beschrieben (Odenbreit et

al., 2001). Die Phosphorylierung findet dann am C-terminalen 40 kDa Fragment statt. Da
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diese Prozessierung von CagA in der Zelllinie AGS nicht zu beobachten ist, kdnnte dieser
Effekt nur in Abhangigkeit von Phagozytose auftreten und einen alternativen Mechanismus
der CagA-Translokation darstellen. Wie bereits beschrieben ist CagA auch auf der
Oberflache und in den Membranvesikeln von Bakterien ohne intaktes Cag-T4SS zu finden
(s. 3.3.1 und 3.3.2) und koénnte nach Kontakt mit phagozytierenden Zellen Cag-T4SS-
unabhangig aufgenommen werden. Die Infektionsexperimente mit den phagozytierenden
Zelllinien dHL-60 und PBLC's bestatigten die Daten von Odenbreit et al., da auch in diesen
Zelllinien das translozierte CagA nach Infektion mit Wildtyp-Bakterien proteolytisch gespalten
und die Phosphorylierung am C-terminalen 40 kDa Fragment von CagA sichtbar wird (s.
3.3.2). Ein Cag-T4SS unabhangiger Mechanismus konnte dagegen auch bei den
phagozytierenden Zelllinien nicht nachgewiesen werden, da die Infektion mit den Cag-T4SS
defekten Mutanten P12AcagY und P12AcagE nicht zur CagA-Phosphorylierung in den
untersuchten Zelllinien fuhrt (s. 3.3.2). In Einklang mit diesen Daten steht die Beobachtung,
dass auch nach Inkubation von dHL-60 Zellen mit den Membranvesikeln der H. pylori-
Stamme P12, P12AcagY und P12AcagE kein CagA-Phosphorylierungssignal fir das C-
terminale 40 kDa Fragment detektiert wurde (s. 3.3.1). Dies zeigt, dass weder ganze
Bakterien noch deren Strukturen, wie Membranvesikel von phagozytierenden Zellen
aufgenommen werden. Eine alternative CagA-Translokation, die Uber Phagozytose vermittelt

wird, kann somit ausgeschlossen werden.

4.3. Die Bedeutung &auBerer Membranproteine an der H.

pylori-Pathogenese

H. pylori besitzt eine grolte Anzahl an auflieren Membranproteinen, wovon einige
bereits als Adhasine identifiziert wurden. Adhasion ist ein wichtiger Aspekt fir das
Fortdauern einer Infektion und wird durch die Bindung von Bakterien an Wirtszell-
spezifischen Glykoproteinen bzw. Glykolipiden vermittelt (Olofsson et al., 2010). In Biopsien
von Magenepithelzellen konnte H. pylori tief in der Mukusschicht nachgewiesen werden und
ein Teil dieser Bakterien war dabei an die Zelloberflache gebunden (Hessey et al., 1990). H.
pylori scheint fur eine erfolgreiche Adhasion an die menschlichen Magenepithelzellen
mehrere Rezeptorstrukturen zu nutzen und sich somit den wechselnden Bedingungen
wahrend einer Infektion optimal anzupassen (Prinz et al., 2001). Dies stimmt auch mit der
Beobachtung Uberein, dass H. pylori an gesundes Gewebe Uber die Bindung von BabA mit
fucosyliertem Lewis®, an entziindetes Gewebe dagegen (ber die Bindung von SabA mit
sialylietem Lewis® adhériert (Aspholm-Hurtig, 2004; Boren et al., 1993; Mahdavi, 2002)
Aspholm-Hurtig et al., 2004). Der Adhasin-vermittelte Kontakt pathogener Mikroorganismen

mit der Wirtszelle kann verschiedene biologische Prozesse auslésen, die flr die
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Pathogenese eine Rolle spielen. Fur Pseudomonas aeruginosa wurde in diesem
Zusammenhang die Entstehung von Mikrokolonien und Biofilmen beschrieben (Ishida et al.,
2006). Auch die Auslésung einer Signaltransduktion kann auf den Adhasin-vermittelten
Kontakt mit der Wirtszelle zurtickgefuhrt werden. Dabei kann entweder eine Signalkaskade
in die Wirtszelle, wie beispielsweise durch die bakterielle Bindung an Integrine (Isberg and
Leong, 1990) oder in das Bakterium, wie beispielsweise bei der P-Fimbrien-vermittelten
Siderophorinduktion von E. coli gestartet werden (Abraham et al., 1998). Die Bedeutung
aulerer Membranproteine flr die CagA-Translokation kann daher entweder an einer festen
Bindung mit an die Wirtszelle liegen, oder auch die Signalweiterleitung in das Bakterium bzw.

die Wirtszelle darstellen.

4.3.1 AuBere Membranproteine sind in die CagA-Translokation

involviert

Bisher konnte noch kein Protein von H. pylori, das nicht aus der cag-PAl stammt, in
direkten Zusammenhang mit der Fahigkeit zur CagA-Translokation gebracht werden.
Kirzlich wurde aber eine Beteiligung des Adhasins BabA an der Cag-T4SS-vermittelten
Induktion von proinflammatorischen Zellantworten gezeigt. Die Bindung von BabA an den
Rezeptor Lewis® scheint demnach die Effekte des Cag-T4SS, sowie die Induktion der
Transkription von Genen, die an inflammatorischen Prozessen beteiligt sind in vitro und in

vivo zu potenzieren (Ishijima et al., 2011).

In diesem Zusammenhang wurde in einer Kollaboration mit dem Labor von Prof.
Thomas Meyer am Max-Planck Institut Berlin eine, auf dem Transposon Tn7 basierte Bank
von Mutanten des H. pylori-Stammes G27 (Salama et al., 2004), bezglich ihrer Fahigkeit
der NF-kB-Aktivierung in der Wirtszelle getestet. CagA induziert in der Wirtszelle Uber die
NF-xB-Aktivierung die Transkription von proinflammatorischen Genen (Glocker et al., 1998).
Mit Hilfe dieser Methode wurde die Genexpression von hopQ, als potenzieller Faktor fir die
NF-kB-Aktivierung gefunden und kdnnte somit an der CagA-Translokation beteiligt sein. Die
Infektionsexperimente mit hopQ-Deletionsmutanten von H. pylori P12 konnten bestatigen,
dass die Expression des hopQ-Gens die Effizienz der CagA-Translokation beeinflusst.
P12AhopQ-Deletionsmutanten zeigten eine abgeschwachte oder sogar keine CagA-
Translokation in AGS Zellen (s. 3.4.2.1). Somit wurde erstmals ein Protein von H. pylori
identifiziert, das direkten Einfluss auf die Translokation des Effektorproteins CagA hat und
nicht auf der cag-PAl kodiert ist. Dass dieser Effekt direkt auf die Deletion des hopQ-Gens
und somit das Fehlen von HopQ zuriickzufuhren ist, wurde durch die Komplementation des

Gens bestatigt. Nach erfolgreicher Klonierung des hopQ-Gens in einen E. coli | H. pylori-
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Shuttle-Vektor und der Expression des hopQ-Gens in H. pylori, wurden die
komplementierten Bakterien fir Infektionsversuche eingesetzt. Die CagA-Translokation
konnte durch Komplementation des hopQ-Gens wieder vergleichbar zum entsprechenden
Wildtypstamm hergestellt werden (s. 3.4.2.2.3). Es wird vermutet, dass das aulere
Membranprotein HopQ als Adhéasin fungieren kdnnte. Adhasionsversuche mit
Wildtypbakterien und der entsprechenden Deletionsmutante P12AhopQ ergaben aber
bezlglich der Adharenz an AGS, GE11 und GE11p Zellen keine Unterschiede zwischen
diesen Stammen (s. 3.4.2.1.1 und 3.4.2.1.2). Die Adhasion von H. pylori in diesem Stadium
der Infektion scheint demnach hauptsachlich Gber andere Adhasine, beispielsweise BabA
vermittelt zu sein. Da die CagA-Translokation in Abhangigkeit von B1-Integrinen auf der
Wirtszelle ablauft, stellte sich die Frage ob HopQ, neben CagA, CagY und Cagl, mit dem 31-
Integrin interagiert. Die Adharenzversuche mit GE11 (B1-Integrin-negativ) und GE11p (B1-
Integrin-positiv) brachten aber keine Unterschiede hervor. Es wurde gezeigt, dass die
Wildtypbakterien mit der gleichen Effizienz an GE11 Zellen, wie an GE11p Zellen adharieren
(s. 3.4.2.1.2). GE11 Zellen exprimieren noch Integrine mit einer f3-Untereinheit und kdnnten
die Adhdrenz an die Zellen uber die Bindung an B3-Integrine vermitteln. Da die Adharenz
von hopQ-Deletionsmutanten an die GE11 Zellen ebenfalls nicht vermindert ist (s. 3.4.2.1.2),
schlief3t dies aber eine direkte Interaktion von HopQ mit Integrinen zur Vermittlung von
Adhédrenz aus. Diese Beobachtung wird durch Arbeiten von Loh und Kollegen mit einer
hopQ-Insertionsmutante bestatigt, die wie die, im Rahmen dieser Arbeit herstellte hopQ-
Deletionsmutante, keine verminderte Adharenz an AGS Zellen zeigt (Loh et al., 2008). Somit
kann die Beteiligung von HopQ an der CagA-Translokation nicht ausschlieRlich auf einen

Mechanismus der Adharenz zurtckgefuhrt werden.

4.3.1.1 Mehrere 3&duBere Membranproteine potenzieren das CagA-

Translokationspotenzial

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Deletion des hopQ-Gens in zwei Varianten des
H. pylori Stammes P12 eingeflihrt. Eine Variante stammte dabei aus dem Labor von Prof.
Meyer in Berlin (P12 Berlin), die andere aus dem Labor von Prof. Haas in Minchen (P12
Minchen). Die Infektionsexperimente mit beiden Varianten ergaben deutliche Unterschiede
zwischen den Bakterien aus Berlin und Minchen hinsichtlich ihres Potenzials zur CagA-
Translokation. Die H. pylori-Variante aus Berlin zeigte im Vergleich zu der aus Milnchen
durchweg eine schwachere CagA-Translokation (s. 3.4.2.1). Diese Beobachtung bestatigt
sich auch im CagA-Translokationspotenzial der entsprechenden hopQ-Deletionsmutanten.
Der Stamm P12AhopQ Mulnchen zeigt im Vergleich zum Stamm P12AhopQ Berlin lediglich

eine deutlich verringerte CagA-Translokation. Die CagA-Translokation bei der Mutante aus
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Berlin ist dagegen komplett unterbunden (s. 3.4.2.1), was eine essentielle Beteiligung von
HopQ am Transfer des Effektorproteins vermuten lieBe. Da dieser Effekt in der
Deletionsmutante aus Minchen aber nur in abgeschwachter Form auftritt, scheint HopQ
lediglich das Potenzial der CagA-Translokation in AGS Zellen zu erhdhen. Wahrscheinlich
werden mehrere aulere Membranproteine von H. pylori genutzt, um eine effiziente CagA-

Translokation zu gewahrleisten.

Die Expression von aufleren Membranproteinen, darunter OipA, HopZ, SabA, und
SabB in H. pylori wird Uber phasenvariable Dinukleotidsequenzen in den 5’-Bereichen der
kodierenden Regionen dieser Gene reguliert (de Jonge et al., 2004). Die korrekte Translation
des Proteins hangt dabei von der Lange der Dinukleotidsequenz ab, wodurch der
Leserahmen des Gens entweder ,in frame* ist oder in ein verfrihtes Stoppcodon lauft (Peck
et al., 1999; Yamaoka, 2000). Dieser Mechanismus des ,slipped strand mispairing“ kdnnte H.
pylori der Adaption an veranderte Umweltbedingungen dienen. Auch das auliere
Membranprotein SabA sowie das homologe SabB, beides Proteine, die vorrangig an
entziindetes Gewebe binden werden phasenvariabel reguliert (Mahdavi, 2002). Damit wird
die Annahme untermauert, dass H. pylori die Produktion einer Vielzahl seiner aufleren
Membranproteine, angepasst an die Umweltbedingungen, auf Transkriptions- oder
Translationsebene reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass der Expressionsstatus dieser
vier Gene mit der Schwere des Krankheitsverlaufs wahrend einer H. pylori Infektion korreliert
(de Jonge et al., 2004). Somit kdnnten die Genprodukte von OipA, HopZ, SabA, und SabB
auch Einfluss auf das Potenzial der CagA-Translokation haben. Ein sabA-Gen kommt im
Stamm H. pylori P12 nicht vor, weshalb seine Funktion wahrscheinlich von dem homologen
Protein SabB erfiillt wird. Auch der gegen das SabA gerichtete Antikérper erkennt in SabA-
negativen H. pylori-Lysaten das SabB-Protein, aufgrund der 81% Homologie zu SabA. Die
Vergleiche der beiden Stammvarianten von H. pylori P12 Miinchen und Berlin beziglich der
Expression verschiedener auflierer Membranproteine zeigten in der SDS-PAGE einen
deutlichen Unterschied hinsichtlich der Produktion von SabB. In den H. pylori-Lysaten P12
Muinchen konnte eine starke Bande detektiert werden, die in den H. pylori-Lysaten P12
Berlin fehlt (s. 3.4.2.1.2). Die Untersuchung der chromosomalen DNS ergab in einer PCR-
Analyse, dass beide Stammvarianten die Genloci flr sabB, welches im P12 Chromosom
zweimal vorkommt, enthalten (s. 3.4.2.1.2). Die Sequenzanalyse der kodierenden Regionen
von sabB bestatigte die Vermutung, dass der Expressionsstatus von sabB in den
Stammvarianten H. pylori P12 Muinchen und Berlin unterschiedlich ist. Die CT-
Dinukleotidsequenz beider sabB-Gene fuhrt in der Variante Minchen zu einem Leserahmen
»in frame“, wohingegen die Expression der sabB-Gene in der Variante Berlin aufgrund einer
CT-Dinukleotid-basierten Leserahmenverschiebung unterbunden ist (s. 3.5.2.1.2). Diese

Daten lassen darauf schliefen, dass der Unterschied im CagA-Translokationspotenzial
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zwischen den Stammvarianten H. pylori P12 Miunchen und Berlin sowie deren hopQ-
Deletionsmutanten in Zusammenhang mit dem Expressionsstatus von sabB steht. Beide
Proteine scheinen die Starke der CagA-Translokation zu potenzieren, dabei aber
unabhangig voneinander zu sein. Der Stamm P12AhopQ Minchen produziert noch SabB,
aber kein HopQ und fuhrt in Infektionsexperimenten zu einer verminderten CagA-
Translokation. Dies gilt auch fur den Stamm P12 Berlin, der noch HopQ aber kein SabB
produziert. Lediglich der Stamm P12AhopQ Berlin, ohne SabB und HopQ zeigt in den
Infektionsexperimenten keine CagA-Translokation mehr (s. 3.4.2.1). Dadurch kann
ausgeschlossen werden, dass ein Protein flr die Funktion des anderen Proteins notwendig
ist. SabB scheint, wie HopQ nicht essentiell an der Vermittlung der Adharenz an AGS Zellen
beteiligt zu sein, da beide Stammvarianten in Adharenzversuchen zu einer aquivalenten
Lebendzellzahl fuhren (s. 3.4.2.1.1). Das Aufrechterhalten der Adhasion bei HopQ- und
SabB-negativen in H. pylori-Stdmmen kann aber auch durch andere Adhéasine, wie BabA
vermittelt werden. Des Weiteren ist eine Integrin-vermittelte Adhasion Uber SabB an
Epithelzellen unwahrscheinlich, da Adharenzversuche mit GE11 und GE113 Zellen keine
Unterschiede im Adhasionspotenzial der Stammvarianten P12 Minchen und Berlin sowie

den entsprechenden hopQ-Deletionsmutaten aufweisen (s. und 3.4.2.1.2).

4.3.2 Signaltransduktion  durch  duBere = Membranproteine  zur

Rekrutierung von p1-Integrinen?

In der Arbeit von Ishijima et al., sowie im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die aulleren Membranproteine BabA, HopQ und SabB Einfluss auf die Cag-
T4SS vermittelte proinflammatorische Zellantwort (Ishijima et al., 2011) oder die CagA-
Translokation haben. Obwohl sowohl HopQ, als auch SabB adhasive Eigenschaften
zugesprochen werden konnte in dieser Arbeit ein direkter Effekt dieser Proteine bei der
Adharenz von H. pylori an AGS, GE11 und GE11pB Zellen nicht gefunden werden. Dies
bedeutet wahrscheinlich, dass H. pylori sein groBes Repertoire an auleren
Membranproteinen nutzt, um sich an die Rezeptorverfligbarkeit der Zellen in seiner
Umgebung anzupassen. Dies wird zusatzlich dadurch untermauert, dass die Expression
vieler auRerer Membranproteine Uber Dinukleotidsequenzen phasenvariabel reguliert wird
(de Jonge et al.,, 2004). Somit kann die Adhasion von H. pylori an Wirtszellen auch bei
Fehlen einzelner Adhasine oder Rezeptoren aufrecht erhalten werden. Die Abwesenheit von
HopQ und SabB an der bakteriellen Oberflache wird wahrscheinlich durch andere Adhasine,
wie BabA und OipA kompensiert und somit die Adhasion an die Wirtszelle weiterhin
ermdglicht. Dennoch ist die CagA-Translokation bei HopQ oder SabB-negativen Stdammen

von H. pylori geschwacht und verschwindet in Stdmmen, denen beide Proteine fehlen
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komplett. Dies lasst vermuten, dass die Oberflachenproteine, neben der Adhasion, noch eine
weitere Funktion in der Pathogenese von H. pylori haben. Dies konnte beispielsweise die

Signalweiterleitung in H. pylori sein, die zu einer Aktivierung des Cag-T4SS fihrt.

Des Weiteren konnte sowohl in dieser Arbeit, als auch in verschiedenen anderen
Studien gezeigt werden, dass die CagA-Translokation nicht zufallig stattfindet, sondern
vielmehr in einem kontrollierten Mechanismus, der auf Erkennung des Wirtszellrezeptors p1-
Integrin durch das Cag-T4SS beruht (Kwok et al., 2007; Jimenez-Soto et al., 2009). Integrine
sind in gesundem Magengewebe nicht auf der apikalen, sondern auf der basalen Membran
der Epithelzellen zu finden. Dies bedeutet, dass der Rezeptor 31-Integrin in vivo von der fur
H. pylori zuganglichen Membranseite getrennt ist. Die Abgrenzung wird zusatzlich durch die
Ltight junctions® zwischen den Epithelzellen verstarkt. Es scheint somit einen sehr
differenzierten Mechanismus fur die pB1-Integrin-vermittelte CagA-Translokation in
Magenepithelzellen zu geben, der Uber cag-PAl unabhangige Faktoren ablauft. Potenzielle
Kandidaten stellen dabei die duReren Membranproteine von H. pylori dar, da Uber sie der
Erstkontakt mit der Zelle stattfindet. Die Interaktion Uber Oberflachenproteine mit der
Wirtszelle kdnnte zur Induktion einer Signaltransduktion in der Zelle fihren. Eine mdgliche
Auswirkung einer solchen Signaltransduktion kénnte das Losen des interzellularen Verbands
der Epithelzellen sein, wodurch H. pylori Zugang zur basalen Membranseite und somit zu p1-
Integrinen erhalten wirde (Tegtmeyer et al., 2011). Des Weiteren ist es denkbar, dass das
Auslosen einer Signalkaskade in der Wirtszelle durch HopQ und SabB zur Transzytose von
B1-Integrinmolekilen an die apikale Membran fuhrt. Die Induktion der Bewegung von [1-
Integrinen in der Zellmembran zur apikalen Membranseite wurde bereits flr enteropathogene
E. coli beschrieben (Muza-Moons et al., 2003).

Eine Polarisierung von B1-Integrinen oder tight junctions® sind jedoch im AGS-
Zellmodell nicht zu finden. Eine Beteiligung von HopQ und SabB an Prozessen, wie der
Transzytose von B1-Integrinen oder dem Offnen von tight junctions kann in diesem Modell
daher nicht untersucht werden. Dennoch kdnnen in diesem Zusammenhang HopQ und SabB
in vivo relevant fur eine erfolgreiche CagA-Translokation sein. Dies konnte erklaren, wie H.
pylori das CagA-Effektorprotein Gber die apikale Membran in Magenepithelzellen transloziert.
HopQ und SabB wirden in diesem Modell die Signalkaskade zur Transzytose der p1-
Integrine Uber zwei verschiedene Wirtszellproteine auslésen, wodurch das Fehlen von nur
einem Protein in einer schwacheren Signalweiterleitung resultieren wiirde. Die
Rezeptorverfigbarkeit flir das Cag-T4SS ware somit herabgesetzt und die CagA-
Translokationeffizienz vermindert. Die komplett unterbundene CagA-Translokation in

Abwesenheit von HopQ und SabB kdnnte somit bedeuten, dass HopQ und SabB als einzige
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H. pylori-Proteine eine Signalkaskade zur Transzytose von B1-Integrinen ausldst, wodurch

sie sehr entscheidend an der Pathogenese von H. pylori-Infektionen beteiligt waren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Helicobacter pylori ist ein humanpathogenes Bakterium, das die Magenmukosa von
etwa 50% der Weltbevodlkerung besiedelt. Es persistiert meist lebenslang im Magen und ruft
eine chronische Entziindung der Magenmukosa hervor, die zu vielen schweren
Erkrankungen, wie z.B. chronischer Gastritis, Magengeschwiren und Magenkrebs fihren
kann. Aufgrund der unwirtlichen Bedingungen im menschlichen Magen wurde lange Zeit
angenommen, dass dieses Milieu steril sei. Um diese 0Okologische Nische dennoch zu
besiedeln, hat H. pylori verschiedene Strategien entwickelt und wird dadurch zum
vorherrschenden Bestandteil der Mikroflora des Magens. Ein wichtiger Virulenzfaktor von H.
pylori stellt das Cag-T4SS dar, welches auf der cag-Pathogenitatsinsel kodiert ist und die
Translokation des Effektorproteins CagA in Magenepithelzellen katalysiert. Epidemiologische
Studien haben gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der Anwesenheit der cag-PAl im
Chromosom, sowie einem aktiven VacA hinsichtlich der Schwere von H. pylori assoziierten
Erkrankungen besteht. Die Translokation von CagA in die eukaryotische Zelle geschieht
dabei nicht zufallig, sondern Uber eine gezielte Interaktion des Cag-T4SS mit dem Rezeptor
B1-Integrin auf der Wirtszelle. Die cag-PAl kodierten Proteine CagA, CagY und Cagl wurden
als Pilus-assoziierte Komponenten des Cag-T4SS identifiziert, die direkt mit dem
extrazellularen Teil der B-Untereinheit des B1-Integrin interagieren. In dieser Arbeit wurde
diese Interaktion genauer untersucht, wobei der Fokus auf die Identifizierung der jeweiligen
Bindungsdomanen fir CagA, CagY und Cagl in der p1-Untereinheit gelegt wurde. Es konnte
erstmals eine Bindung bakterieller Proteine an die f-tail-Domane und die EGF repeats der
B1-Untereinheit gezeigt werden. CagA und Cagl zeigten in Yeast Two Hybrid, wie auch in
biochemischen Untersuchungen eine Bindung an diese Domanen des Integrins. Fur das
CagY-Protein wird aufgrund von Yeast Two Hybrid Daten eine Interaktion mit der PSI
Doméne vermutet. Gemeinsam mit Experimenten, bei denen die CagA-Translokation durch
eine irreversible Blockade der Konformationsdnderung des B1-Integrins inhibiert wird, lassen
diese Daten auf einen Mechanismus fir die CagA-Translokation schlieRen, der auf der
Konformationsanderung des Integrins beruht. In weiteren Versuchen konnte die
Bindungsregion im CagA-Protein, die fur die Interaktion mit dem B1-Integrin verantwortlich ist
lokalisiert werden. Die Inkubation von AGS Zellen mit dem rekombinanten Proteinfragment
(His-CagAso3.404) inhibiert die CagA-Translokation, aber nicht die Bindung des Antikdrpers
9EG7, welcher nur an aktivierte Integrine bindet. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass
die Bindung von CagAsps.404 an die B1-Untereinheit nicht fir die Konformationsanderung des
Integrins in den inaktiven Zustand verantwortlich ist. Daraus lasst sich schlielen, dass die
Inhibition der CagA-Translokation durch das rekombinante CagA-Proteinfragment auf einem

kompetitiven Mechanismus beruht. Dies zeigt erstmals, dass eine direkte Bindung von CagA
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an den Rezeptor eine grundlegende Vorraussetzung fir die Translokation des Proteins
darstellt. Die Abhangigkeit der CagA-Translokation von der Rezeptorerkennung durch das
Cag-T4SS konnte im Rahmen dieser Arbeit untermauert werden. Obwohl CagA an der
Oberflache und in den Membranvesikeln von H. pylori, mit defektem Cag-T4SS gefunden
wurde, konnte kein CagA-Transfer in Wirtszellen beobachtet werden. Auch ein auf
Phagozytose basierender Mechanismus, bei dem CagA T4SS-unabhangig aufgenommen
und anschliellend proteolytisch gespalten wird, konnte ausgeschlossen werden. Die
Infektionsexperimente mit Cag-T4SS-defekten H. pylori und der phagozytierenden Zelllinie
dHL-60 oder PBLC's zeigten keine CagA-Translokation.

Neben den Untersuchungen zur Rolle des Cag-T4SS bei der CagA-Translokation
wurden im Rahmen dieser Arbeit auch aullere Membranproteine von H. pylori hinsichtlich
ihrer Beteiligung an der CagA-Translokation untersucht. Bisher gibt es kein bekanntes
Protein von H. pylori, welches unabhangig vom Cag-T4SS den CagA-Transfer in die
Wirtszelle beeinflusst. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das
Oberflachenprotein HopQ die Effizienz der CagA-Translokation in AGS Zellen steigert. Auch
eine Beteiligung des phasenvariabel regulierten duleren Membranproteins SabB wurde
aufgezeigt. Die Fahigkeit von H. pylori zur CagA-Translokation ist in Abwesenheit von jeweils
einem dieser Proteine stark geschwéacht und geht in Abwesenheit beider Proteine sogar
verloren. Der Mechanismus Uber welchen HopQ und SabB CagA-Translokation beeinflussen
bleibt aber unklar. Obwohl HopQ und SabB adhasive Eigenschaften zugesprochen werden,
konnte in Adharenzversuchen eine Bedeutung dieser Proteine fur die CagA-Translokation,
die ausschlieRlich auf der Adhasionsvermittlung an die Wirtszelle beruht, ausgeschlossen
werden. Bakterien, denen entweder HopQ oder SabB bzw. beide Proteine fehlen, zeigen das
gleiche Adhasionspotenzial an AGS, GE11 und GE11p Zellen, wie Wildtypbakterien. Die
aulleren Membranproteine HopQ und SabB stellen daher eine interessante Moglichkeit fur
die Signaltransduktion in H. pylori zur Aktivierung des Cag-T4SS bzw. in die eukaryotische

Zelle zur Rekrutierung von B1-Integrinen dar.
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