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Zusammenfassung

Die Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori geht mit einem erhdhten
programmierten Zelltod in Magenepithelzellen einher und spielt eine entscheidende Rolle in
der Entstehung von Ulkuserkrankungen. Die Apoptose auslésenden Faktoren sind jedoch
nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde das Apoptose induzierende Protein mittels
Ammoniumsulfat- und Hitzefallung und durch Hydroxylapatit- und hydrophobe Interaktions-
Chromatographie 400fach angereichert. Die gelelektrophoretische Auftrennung apoptotisch
aktiver Fraktionen zeigte eine Proteinbande bei 60 kDa, die in sequenzanalytischen
Untersuchungen als das Hitzeschockprotein HSP60 identifiziert wurde. Durch den Einsatz
eines monoklonalen Antikdrpers gegen HSP60 konnte die Helicobacter pylori-induzierte
Apoptose um bis zu 60 % inhibiert werden. Die Hemmung des programmierten Zelltods
wurde durch Messung der DNA-Fragmentierung im Histon-Elisa nachgewiesen. Die ATPase-
Aktivitdt des aufgereinigten H. pylori-Sonikats, die in enzymatischen Messungen durch
einwertige Kationen in der Reihenfolge NH;" = Na* << K" stimulierbar war, wurde durch die
selektiven Na'/K*- und H*/K™-Inhibitoren Ouabain und Schering 28080 um ca. 50 %
gehemmt. Es muR sich daher um eine chimére ATPase handeln, die durch beide ATPase-
Hemmstoffe inhibierbar war. Weiterhin konnte der keimausgeldste programmierte Zelltod in
den Magenepithelzellen durch die Koinkubation mit den ATPase-Inhibitoren gehemmt
werden. Ouabain reduzierte das Ausmal? der Apoptose vollstandig, wéahrend Schering 28080
die Apoptoserate um 70 % im Vergleich zum Sonikat inhibierte. Es kann somit davon
ausgegangen werden, dal3 die ATPase-Untereinheit des HSP60 an der Helicobacter pylori-
induzierten Apoptose beteiligt ist und somit auch in der Pathogenese der Ulkuserkrankungen

eine wichtige Rolle spielt.

Schlagworte: Helicobacter pylori, Apoptose, Hitzeschochproteine



Abstract

Helicobacter pylori-infection is accompanied by gastric epithelial cell death and plays an
important role in the pathogenesis of peptic ulcer diseases. The responsible factors for the
induction of apoptosis are unknown. In this study the apoptosis inducing protein from H.
pylori was purified 400fold by ammoniumsulphate- and heatprecipitation and further by
hydroxylapatite- and hydrophobic interactionchromatography. The aminoterminal sequence
of the protein migrating as a band at 60 kDa by SDS-gelelectrophoresis corresponded to the
heat shock protein HSP60. The apoptosis-inducing activity of Helicobacter pylori measured
by Histon Elisa was inhibited up to 60 % by a monoclonal antibody. ATPase-activity in
purified H. pylori-sonicate was stimulated by monovalent kations in the following order NH,*
= Na’ << K" and was inhibited up to 50 % by the selective Na'/K*- and H'/K*-ATPase-
inhibitors Ouabain und Schering 28080, indicating a chimeric ATPase which was sensitive to
both ATPase-inhibitors. Furthermore H. p.-induced apoptosis in gastric epithelial cells could
be inhibited by both ATPase-inhibitors. Ouabain completely abolished apoptosis whereas
Schering 28080 inhibited cell death up to 70 % regarded to the sonicate. These results indicate
that the ATPase-domain of HSP60 is involved in Helicobacter pylori-induced apoptosis and

therefore plays an impotant role in peptic ulcer diseases.

Keywords: Helicobacter pylori, Apoptosis, Heat shock proteins
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1 Einleitung

1.1 Das Bakterium Helicobacter pylori

Das gramnegative, mikroaerophile Bakterium Helicobacter pylori besiedelt den Raum
zwischen Mukus und Magenepithel (Hazell et al., 1986). Es ist dabei vermehrt in den
Intrazellularspalten von Mukuszellen in der Né&he der tight junctions und in den
sekretorischen Caniculi, nicht jedoch innerhalb der Epithelzellen anzutreffen. Die vom Keim
bevorzugte Region des Magens stellt das Antrum dar, aber auch Korpus und Fundus werden
von Helicobacter pylori besiedelt (Wyatt und Gray, 1992).

In Kultur tritt das Bakterium in der Regel als spiralformiger Organismus mit einem
Durchmesser von 0,5-0,9 um und einer L&nge von 2-4 um auf. Das gesamte Bakterium ist mit
einer polysaccharidreichen Hille umgeben. Diese erstreckt sich auch auf ein Biindel von 3-6
Flagellen, die an einem der Zellpole lokalisiert sind und dem Bakterium eine hohe
Beweglichkeit verleihen.

Ein optimales Wachstum von Helicobacter pylori in Kultur wird unter mikroaeroben
Bedingungen erzielt. Das Bakterium bendtigt reichhaltige Nahrboden zum Wachsen, die in
der Regel mit Sdugerblut angereichert sind. In vivo dienen Substanzen des Wirtsorganismus
als Nahrstoffe. Bei langerer Bebritung, in Anwesenheit von Antibiotika oder bei
Aufbewahrung in Wasser, geht das Bakterium von einer spiralférmigen in eine Kokkoid-
Form Uber, die auch als Ruheform betrachtet werden kann (Cellini et al., 1994).

Das Genom des Bakterium ist mit 1,7 Mio Basenpaaren relativ klein (Bukanov und Berg,
1994). Dies korrespondiert mit den hohen Né&hrstoffanspriichen des Keims. Etwa 50 % der

Stamme tragen Plasmide, deren Funktion jedoch nicht geklart ist (Taylor 1991).

Schlisselreaktionen fur die Identifizierung des Keims sind positive Katalase- und
Oxidasereaktionen sowie die Bildung groRer Mengen Urease, die als ein essentieller Faktor
flr die Kolonisation und Persistenz des Keims im Magen identifiziert wurde. Die Urease, ein
550 kDa-Protein, stellt ca. 6 % des bakteriellen Proteins dar (Ferrero und Lee, 1991). Eine
wichtige Funktion des Enzyms besteht in der Spaltung geringer Mengen Harnstoff, die im
Magen vorkommen. Durch diesen Vorgang ist das Bakterium von einer Ammoniakwolke
umgeben, die die Magensdure neutralisiert. Eine zweite Funktion der Urease koénnte in der
Bereitstellung von Ammoniak als Stickstoffquelle fiir die Synthese von Aminosduren
bestehen, da Helicobacter pylori tber entsprechende Enzyme verfigt, die den freigesetzten
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Ammoniak verwerten konnen (Williams et al., 1996). Weitere, im Moment noch diskutierte
Funktionen der Urease sind eine zytotoxische Wirkung (die bei der Reaktion von Ammoniak
mit Wasser entstehenden Hydroxylionen sind flir Epithelzellen toxisch) und
immunmodulatorische Funktionen (Smoot et al., 1990).

Eine weitere Voraussetzung fur die Besiedlung des Magens stellt die hohe Motilitdt von H.
pylori dar, die durch Flagellen des Keims gewéhrleistet wird. Sie ermdglichen es dem
Bakterium, sich im viskdsen Mukus der Magenschleimhaut zu bewegen und die
Epithelschicht zu erreichen (Hazell et al., 1986) und sind sowohl fur die Kolonisierung als
auch fur die Persistenz im Magen von entscheidender Bedeutung (Geis et al., 1989). Die
Geilleln sind von einer membranartigen Flagellenhille umgeben, welche ein besonders
charakteristisches morphologisches Merkmal dieses Erregers ist (Geis et al., 1993) und
wahrscheinlich die sdurelabilen Filamente der Flagellen vor der S&ureeinwirkung des Magens
(Leying et al., 1992) schutzt. Zusatzlich kann ein Teil der Bakterien durch die Bildung von
Adhasinen mit Magenepithelzellen Giber spezifische Bindung an Rezeptoren in engen Kontakt
treten. Dabei bilden die Magenzellen podestartige Zellfortsétze aus, die einen engen Kontakt

des Keims an die Zellen ermdglichen (Segal et al., 1996).

Abgesehen von diesen flr die Kolonisierung wichtigen Voraussetzungen weist der Keim
weitere Eigenschaften auf, die es ihm ermdglichen, im Magen zu persistieren. So besitzt das
Bakterium eine hohe Superoxiddismutase- und Katalaseaktivitat (Hazell et al., 1991;
Spiegelhalder et al., 1993). Diese dienen wahrscheinlich zur Entgiftung von Superoxid-
Anionen, die von neutrophilen Granulocyten wéhrend der Immunabwehr produziert werden.

Zusétzlich zu den Kolonisations- und Persistenzfaktoren weist Helicobacter pylori
verschiedene gewebsschadigende Faktoren auf. Einen wichtigen Virulenzfaktor stellt das
vakuolisierende Zytotoxin VacA dar, das Stérungen der intrazellularen Membranumbau-
vorgange hervorruft und fur die Entstehung von Schleimhautlésionen verantwortlich ist
(Papini et al., 1994). Das VacA-Toxin, dessen Gen in allen H.p.-Stdmmen nachweisbar ist, ist
ein 87-kDa-Protein, das durch einen aktiven Mechanismus aus der Bakterienzelle in das
umgebende Milieu sezerniert wird und hochgradig resistent gegen Verdauung durch Pepsin
und Sdure ist. Die Produktion des Zytotoxins korreliert statistisch mit dem Vorhandensein des
128-kDa-Proteins CagA (Covacci et al., 1993), jedoch ist cagA, das Gen, das flr dieses
Protein kodiert, nicht in allen Stdmmen vorhanden. Stdamme, die sowohl VacA als auch CagA

exprimieren, werden als Typ I-Stdmme, die andere Gruppe als Typ II-Stdamme Klassifiziert.
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Typ I-Stdmme sind wesentlich haufiger mit Ulkuskrankheiten assoziiert als Typ I1-Stdmme
(Xiang et al., 1995).

Weiterhin werden als gewebsschadigende Faktoren noch bakterielle Lipopolysaccharide
beschrieben, die wichtige Bestandteile der &uferen Membran gramnegativer Bakterien
darstellen und eine stark vermehrte Freisetzung von Pepsinogen aus den Magenzellen
induzieren (Moran, 1995). Somit tragen H.p.-LPS zu Schleimhautldsionen bei und erhéhen
das Ulkusrisiko. Auch Proteasen, Phospholipasen A und C sowie Alkoholdehydrogenasen

werden eine Rolle bei der Schadigung von Mukus- und Epithelzellen zugesprochen.

1.2 Helicobacter pylori-assoziierte Krankheiten

Die H.-p.-induzierte B-Gastritis stellt mit 80 — 90 % aller Gastritiden die héaufigste
Gastritisform dar. Finfundneunzig Prozent aller Ulkus duodeni und ca. 80 % der Ulkus
ventriculi gelten als Folgeleiden der durch den Keim verursachten Gastritis (Saperas et al.,
1990). Neben der Dichte der Keimkolonisation bestimmen exogene Faktoren wie Vitamin-C-
Mangel und erhohter Salzgehalt den Grad der Schleimhautschadigung.

Die Helicobacter pylori-Infektion der Magenschleimhaut kann als sogenannte ,,slow bacterial
infection* bezeichnet werden, wobei der pathogene Effekt zum einen durch keimeigene

Virulenzfaktoren, zum anderen durch die Immunantwort des Wirtes hervorgerufen wird.

Die Primarantwort auf die Kolonisation durch den Keim stellt eine Infiltration der Mukosa
durch Neutrophile, Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen dar. Diese wird sowohl
durch bakterielle Faktoren als auch durch Induktion von Interleukin-8 und anderen Zytokinen
der Entzundungskaskade hervorgerufen (Crabtree et al.,, 1994). Hierbei existieren
stammspezifische Unterschiede. Stimme vom Typ | (VacA*/CagA™) stimulieren vermehrt die
Sekretion von IL-8 in Magenepithelzellen wéhrend bei der Infektion mit Stimmen vom Typ
Il nur eine geringe IL-8-Sekretion erfolgt (Crabtree et al., 1994).

TNFa und IL-1 werden durch Transkriptionsfaktoren aktiviert, die bei der Gastritis in der
Magenschleimhaut gebildet werden (Crabtree et al., 1991). In der akuten Infektionsphase
werden die Aufnahme bakterieller Produkte und die Induktion der Zytokinsekretion von
Makrophagen der Mukosa durch die Infiltration mit Neutrophilen und die Schadigung der
Magenschleimhaut durch das vakuolisierende Zytotoxin begtinstigt (Tufano et al., 1994). Sind
Neutrophile am Infektionsort eingetroffen, sind sie selbst Quellen von entziindungsférdernden
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Zytokinen wie IL-1 und TNF-a und stimulieren dadurch die zelluldre Immunantwort auf die
Infektion.

Der akuten Gastritis, die eine unmittelbare Antwort auf die Freisetzung von Antigenen des
Keims darstellt, folgt haufig eine chronische Gastritis mit persistierender Helicobacter pylori-
Infektion. Alle Patienten mit einer chronischen Gastritis reagieren mit der Bildung von
spezifischem, mukosomalem IgA und IgG auf die Infektion mit H. pylori (Crabtree et al.,
1991), die fir die Inhibition der Antigenaufnahme, die Verhinderung der bakteriellen

Adhasion und fur die Toxin-Neutralisation wichtig zu sein scheinen.

Ca. 30 % der mit Helicobacter pylori infizierten Patienten entwickeln als Folgeleiden einen
Ulkus duodeni oder ventriculi. Als Voraussetzung fir die Bildung eines Ulkus gelten
Schédigungen der Mukosa durch Medikamente, wie z. B. NSAID oder Helicobacter pylori,
durch die eine Ruckdiffusion von Magensaure in das Epithel erfolgen kann. Exogene Noxen
kdnnen hierbei die Ulkusentstehung fordern. Das Risiko, an einem Ulkus zu erkranken, ist bei
Helicobacter pylori-Infektion 4fach erhoht. Entscheidend fir die Intensitdt der Ulkus-
erkrankung scheint der Keimstatus zu sein, da Stdmme vom Typ | vermehrt in Ulkus-
Patienten angetroffen werden. Fur das Ulkus duodeni ist zunéchst die Bildung von
Magenoberflachenepithel als Reaktion auf Darmschleimhauterosionen durch einen Uberschul
an Magensdure Voraussetzung. Diese Regionen gastraler Metaplasie konnen im folgenden

von Helicobacter pylori besiedelt werden.

Auch fur das MALT-Lymphom des Magens sind Zusammenhdnge zwischen H.-pylori-
Infektion und dem Auftreten des Lymphoms gezeigt worden. Als Folge der Keiminfektion
entstehen zunehmend lymphozytare Aggregate in der Magenschleimhaut (Hauke et al., 1990).
Die Haufigkeit der Lymphfollikel steigt dabei mit dem Grad der Helicobacter pylori-Gastritis
an (Eidt und Stolte, 1993). Diese Follikel konnen in der Folge die Basis fur ein malignes

Lymphom sein.

Weiterhin gibt es Hinweise dafiir, daf} das Bakterium einen Ausloser des Magenkarzinoms
darstellt. Durch den Verlust von saureproduzierenden Zellen (Hypochlorhydrie) und einem
nachfolgend erhéhten pH-Wert des Magens kann primdr eine Etablierung und Ausbreitung
des Keims im Magen begiinstigt werden, und es sekundér zu einer dauerhaften Besiedlung
des Organs durch Bakterien kommen, die durch die Produktion von Nitrit zur Bildung von

mutagenen N-Nitrosoverbindungen beitragen.
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Der Wirtsorganismus reagiert auf die Helicobacter pylori-Infektion mit einer Infiltration des
Magenepithels durch neutrophile Granulocyten. Deren Reaktionsprodukte, die freien
Sauerstoffradikale, kénnen auf die DNA der Magenzellen mutagen wirken (Halliwell und
Aruoma, 1991). Die gleichzeitige Senkung des Ascorbatspiegels waéhrend einer Gastritis
(Banerjee et al., 1994) wirde aufgrund des Fehlens eines wichtigen Radikalfangers diesen
Effekt noch verstarken. Ebenso wirde eine weitere wichtige Funktion des Ascorbats, die in
der Hemmung der Bildung von Nitrosaminen besteht, bei einer Keiminfektion nur

eingeschrankt ausgedbt werden.

1.3 Helicobacter pylori und Apoptose

Die Gewebehomdostase im Magenepithel wird gesichert durch ein balanciertes
Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelltod. Die Apoptose ist fur die Gberwiegende
Menge des Zelluntergangs alternder Zellen verantwortlich (Hall et al., 1994).

Die Helicobacter pylori-Infektion fihrt zu einer gesteigerten Apoptoserate und zu einer
gesteigerten Zellproliferation im Magenepithel, die eine kompensatorische Reaktion auf die
durch den Keim erhéhten Zellverlust darstellt (Lynch et al., 1995; Moss et al., 1996). In den
meisten Féallen bleibt die Gewebehomdostase erhalten, allerdings auf Kosten eines
gesteigerten Zellumsatzes. Unklar bleibt tber welche Schaltstellen diese differentiellen
Effekte vermittelt werden.

Ein disproportionaler Anstieg der epithelialen Apoptose fiihrt zu Zellverlust, welcher sich
akut als Ulkus oder chronisch als Atrophie &uBern kann. Tats&chlich wurde bei H. pylori
positiven Ulkuspatienten am Ulkusrand eine erhdhte Apoptoserate gefunden, dariiber hinaus
wurde beim aktiven Ulkus eine hdhere Apoptoserate beobachtet als in der Heilungsphase
(Kohda et al., 1999). Auch bei der atrophischen Gastritis wurde eine gesteigerte Apoptose
nachgewiesen (Steininger et al., 1998).

Eine disproportionale Reduktion der Apoptose bzw. Anstieg der Proliferation fihrt zur
Akkumulation von Zellen und gilt als Risikofaktor fur die gastrale Karzinogenese. In der
gastralen Karzinogenese wird folgende pathogenetische Sequenz an Ereignissen
angenommen: der chronische Gastritis folgt die atrophische Gastritis, die intestinale
Metaplasie und die Dysplasie, die letztendlich zum Karzinom fiihrt.
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Diese Befunde legen nahe, daR die H. pylori vermittelte Steuerung von Apoptose und
Proliferation eine Bedeutung firr die Ausprédgung bestimmter Spétfolgen der chronischen

Gastritis besitzt.

1.4 Der Zelltod

Zellen konnen auf zwei verschiedene Arten sterben. Zu einer Nekrose kommt es bei
physikalischen oder chemischen Verletzungen, z. B. bei einem Sauerstoffmangel, wie er im
Herzmuskel wéhrend eines Herzinfarktes auftritt oder infolge einer Membranschadigung
durch Antikorper. Bei dieser Art der Verletzung schwellen die Zellen an, platzen, setzen den
Inhalt ihres Cytosols in den extrazellularen Raum frei und rufen eine Entziindungsreaktion
hervor. Das abgestorbene Gewebe wird von phagocytierenden Zellen aufgenommen und

abgebaut.

Die andere Form des Zelltodes stellt der programmierte Zelltod oder die Apoptose dar. Diese
zelluldre Reaktion spielt eine wichtige Rolle bei der Gewebeumformung wéhrend der
Entwicklung, Metamorphose und auch der Aufrechterhaltung der Homdostase aller viel-
zelligen Lebewesen (Wyllie et al., 1980). Der programmierte Zelltod wird auflerdem
induziert, wenn schwere DNA-Schaden vorliegen, damit genetische Schaden nicht an
Tochterzellen weitergegeben werden kdnnen.

In diesem Zusammenhang spielt das Produkt des Tumorsuppressorgens p53, das einen
Regulator des Zellzyklus darstellt, eine entscheidende Rolle. Fehler in der Regulation werden
mit verschiedenen Krankheiten, wie z. B. Krebs, AIDS, Autoimmunerkrankungen und

Alzheimer in Zusammenhang gebracht (Carson et al., 1993; Gougeon et al. 1993).

Die Induktion der Apoptose wird Uber verschiedene intra- und extrazellulare Signale
gesteuert. Als wichtige extrazellulare Signale fir die Auslésung des programmierten Zelltods
gelten die Bindung von FAS und TNF-a an ihrer jeweiligen Rezeptoren (Cleveland und Ihle,
1995). Auch durch Glucocorticoide, oxidativen Strel3, Zytostatika und den Entzug von
Wachstumsfaktoren kann Apoptose ausgeltst werden. Weiterhin wird die Apoptose durch
cytotoxische T-Zellen, nattrliche Killerzellen und ionisierende Strahlung induziert.
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Die ersten Veranderungen, die bei der Apoptose beobachtet werden, sind die Fragmentierung
der DNA, die Auflésung des Zellkerns und Veranderungen der Zellmorphologie. Die Zelle
zerfallt anschlielend in sogenannte ,,apoptotic bodies”. Diese werden von Makrophagen
phagozytiert und ihre chemischen Bestandteile wiederverwendet. Im Gegensatz zur Nekrose
wird kein zelluldares Material in die Umgebung freigesetzt. Daher geht der apoptotische
Zelltod auch nicht mit einer Entziindungsreaktion einher.

Ein haufiges Merkmal des programmierten Zelltods ist die Spaltung der Kern-DNA in
Fragmente von 200 Basenpaaren Lénge oder eines Vielfachen davon. Dies geschieht durch
die Aktivierung endogener Ca**- und Mg**-abhangiger Nukleasen, die die DNA zwischen den
Nukleosomen schneiden, die jeweils 200 Basenpaare DNA enthalten. Da die Nukleosomen-
DNA an die Histone H2A, H2B, H3 und H4 gebunden ist, wird sie vor dem Abbau durch die
Endonukleasen geschiitzt (Borgoyne et al., 1974).

Der Prozel3 der Apoptose verlduft in mehreren Stufen. Zunéchst wird durch eines der oben
aufgefiihrten Signale das Apoptosesignal in der Zelle determiniert. In der folgenden
Effektorphase spielt die kaskadenartige Aktivierung von Enzymen der Caspasenfamilie eine
entscheidende Rolle. Einige Mitglieder dieser Familie besitzen dabei eine Initiatorfunktion,
wéhrend anderen eine verstarkende Rolle im Apoptoseprozel? zukommt (Salvesen und Dixit,
1997).

1.5 Der apoptotische Signalweg in der Zelle

Rezeptoren mit Funktionen fur Differenzierung, Immunantwort und Zelltod werden unter
anderem der Familie der TNF-Rezeptoren zugeordnet. Fir einige dieser Mitglieder wurde
eine Apoptose auslosende Aktivitdt nachgewiesen, wie z. B. fur den Fas- (APO-1-/CD95-)
Rezeptor, der Ahnlichkeiten mit dem TNF-Rezeptorl aufweist, obwohl sie sich in ihrer
Funktion erheblich unterscheiden kénnen. TNF ist zusétzlich ein Induktor des Transkriptions-
faktors NF-kB, der die Expression von Genen steuert, die das Uberleben der Zelle
gewahrleisten, wahrend die biologische Funktion von Fas hauptsachlich auf die Apoptose
beschrankt ist (Schulze-Osthoff et al., 1994).

Es bestehen zwei Wege, auf denen der Zelltod in der Zelle induziert werden kann. Der

extrazellulérer, ligandenvermittelte Signalweg verlauft tber die genannten Rezeptoren.
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TNFa- und Fas-Rezeptoren besitzen eine cysteinreiche extrazellulare Domane, die den
Liganden binden und eine intrazellulare Domane, auch ,,death domain“ genannt, die die
Fahigkeit besitzt, zytotoxische Signale weiterzuleiten. Die Ligandenbindung an den Fas-
Rezeptor l6st eine Rezeptoroligomerisierung aus, gefolgt von der Rekrutierung eines
Adapterproteins FADD an die DD. Die Todeseffektor-Doméne (DED) des Adapterproteins
bindet eine homologe DED einer aktivierenden Procaspase (8 und 10) und verknupft so das
extrazellulare Signal mit der Apoptosemaschinerie in der Zelle. Die Komplexbildung aus DD,

FADD und Caspase wird als DISC bezeichnet (death-inducing signaling complex).

Caspasen spielen eine direkte Rolle in der proteolytischen Spaltung von zelluldren Proteinen
im Verlaufe der apoptotischen Verdnderung einer Zelle. Caspasen sind cysteinreiche
Proteasen, die die Fahigkeit besitzen, ihr Substrat nach Aspartatresten zu schneiden.
Caspasevorlaufer werden an konservierten Asp-Resten gespalten, mit dem Ergebnis, daR die
meisten aktivierten Caspasen sich selbst oder andere Caspasevorlaufer aktivieren konnen. Die
aktive Form, ein Heterodimer, enthdlt eine grof3e und eine kleine Untereinheit, die innerhalb
der Caspasefamilie hochkonserviert sind. Zu diesem Zeitpunkt sind zehn Mitglieder der
Caspasefamilie identifiziert, die zwei verschiedenen Signalwege induzieren: Die Caspasen 1,
4, 5 und 11 flihren zu einer Aktivierung von proinflammatorischen Zytokinen wéahrend die
Caspasen 2, 3, 6, 7, 8, 9 und 10 Forderer der Apoptose darstellen (Salvesen et al., 1997).

Das erste Protein, das entdeckt wurde und im Verlauf des apoptotischen Geschehens ein
Substrat von Caspasen ist, ist die Poly(ADP-Ribose)Polymerase. Hinzu kommen weiterhin
die DNA-Polymerase-Kinase, die Proteinkinase C, die snRNP-Komponente Ul und
Regulatoren des Zellzyklus, wie MDM2. Caspasen mit ausfiihrender Funktion aktivieren
zellulére Proteine, die an der Fragmentierung der DNA beteiligt sind (Liu et al., 1997). Eine
Spaltung von Lamin, Gelsolin, 3-Catenin und Keratin durch Caspase 6 ist wohl zum gréf3ten
Teil fur die komplette Reorganisation der zellularen Morphologie wéhrend der Apoptose
verantwortlich (Schulze-Osthoff et al., 1994).

Bei der Initiation des Zelltodes Uber den Fas-Liganden werden zun&chst die Initiator-
Caspasen 8 und 10 aktiviert. Diese Caspasen aktivieren dann direkt oder indirekt die
ausfiihrenden Caspasen 2, 3, 4, 6, 7 und 9. Die wohl am haufigsten durch apoptotische

Signale aktivierte Caspase ist die Caspase 3 (Salvesen et al., 1997).
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Eine bedeutende Rolle in der Regulation des apoptotischen Geschehens spielen die Mitglieder
der Bcl-2-Familie. Dabei wird den Proteinen Bax, Bad, Bak, Bid, Bim, Bcl-XS und Bik eine
apoptosestimulierende Wirkung zugeschrieben, wahrend von Bcl-2, Bcl-x. Bcl-w, Bfl-1,
Brag-1 und Mcl-1 ein inhibierender EinfluR ausgeubt wird. Die Proteinfamilie besitzt
strukturelle Homologien in vier konservierten Domanen (BH1, BH2, BH3 und BH4). Die
antiapototischen Vertreter Bcl-2 und Bcl-x._ besitzen alle vier Doménen, die proapoptotischen
Proteine Bax und Bak nur die BH-Domanen 1, 2 und 3. Weiterhin gibt es die
proapoptotischen Nur-BH3-Domane-Proteine wie Bad und Bid. Diese Doméne scheint fur die
Heterodimerisierung mit den antiapoptotischen Proteinen erforderlich zu sein.

Im intrazelluldren, streRBinduzierten Signalweg, der durch viele apoptotische Stimuli
beschritten wird, sind die Mitochondrien involviert. Durch die Freisetzung von Cytochrom ¢
aus den Mitochondrien in das Cytosol und die darauffolgende Bindung an Apaf-1 wird die
CARD des Apaf-1 demaskiert und kann somit die Procaspase 9 binden. Diese wird innerhalb
des Komplexes zu Caspase 9 aktiviert.

Die Proteine der Bcl-2-Familie scheinen an der Regulierung von mitochondrialen Poren
beteiligt zu sein, die das Membranpotential der inneren Membran aufrechterhalten (Kroemer
et al., 1997; Marzo et al., 1998). Eine Stérung des Gradienten fuhrt zum Anschwellen des
Mitochondriums und der Freisetzung von Ca®* und Intermembranproteinen, wie z. B.
Cytochrom c¢ (Kroemer et al., 1997).

Anitapoptotische Mitglieder wie Bcl-2 und Bcl-x,. binden an die AuRenmembran der
Mitochondrien und blockieren den Cytochrom c-Ausstrom (Kluck et al., 1997; Yang et al.,
1997). Im Gegensatz dazu fordern proapoptotische Mitglieder, wie Bid, Bax und Bak die
Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderen Proteinen aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien (Desagher et al., 1999; Finucane et al., 1999; Kluck et al., 1999) durch
Bindung an die Membran und Ausbildung eines ionendurchlassigen Kanals (Eskes et al.,
2000).

Fur die Induktion bzw. die Inhibierung der Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien
spielt das Verhéltnis der pro- und antiapoptotischen Proteine, die an die
Mitochondrienmembran binden, eine entscheidende Rolle, da die Proteine sowohl kompetitiv

als auch kooperativ tUber die BH3-Domane dimerisieren kdnnen.

Es sind zwei verschiedene Signalwege der durch Fas-vermittelten Apoptose bekannt (Scaffidi
et al., 1998). Die Fas-vermittelte Apoptose in Zellen des Typs | wird durch Aktivierung der
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Caspase 8 induziert, die wiederum direkt die Caspasen 3, 6 und 7 schneidet und damit
aktiviert (Kuwana et al., 1998). Im Gegensatz dazu bendtigen die Zellen des Typs Il nur
geringe Mengen aktivierter Caspase 8, um Apoptose auszuldsen. Typ Il1-Zellen aktivieren
ausfuhrende Caspasen uber die Spaltung proapoptotischer Proteine, wie z. B. Bid, welches die
Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien induziert und die Aktivierung von
Procaspase 9 Uber die Bildung eines Komplexes mit Apaf-1 (Yang et al., 1997; Bossy-Wetzel
et al., 1998) fordert. Caspase 9 ist dann in der Lage, weitere Effektor-Caspasen proteolytisch

zu spalten und damit zu aktivieren.

1.6 Ziel dieser Arbeit

Das Bakterium Helicobacter pylori stellt einen entscheidenden Pathogenitatsfaktor fir die
Entstehung von Gastriden und Ulkuserkrankungen dar. Obwohl verschiedene keimspezifische
Virulenzfaktoren identifiziert werden konnten, ist bisher nur teilweise verstanden, wie der
Keim zu den oben genannten, unterschiedlichen Erkrankungen flihrt und welche molekularen
Mechanismen die mukosale Veranderung verursachen.

Die Induktion der Apoptose in den Magenepithelzellen spielt fur die Entstehung der
Erkrankungen eine entscheidende Rolle. Der auslésende Faktor ist jedoch nicht bekannt.
Daher bestand das Ziel dieser Arbeit darin, durch proteinchemische Aufreinigungsmethoden
eine Strategie zur Aufreinigung dieses Faktors aus H. pylori zu entwickeln und Sequenzdaten
zu erhalten.

Als Testsyteme dienten AGS-Zellen, deren Apoptoseraten in verschiedenen Assays (Histon-
Elisa, DNA-Féarbung) nach Inkubation mit dem Bakterium aus verschiedenen
Aufreinigungsschritten (Protein-Fallungen, flissigkeitschromatographische Aufreinigungen)
detektiert wurden.

Nachdem der Faktor fur die Ausldésung des programmierten Zelltods identifiziert werden
konnte, sollten mdogliche Strategien zur Verminderung der faktorinduzierten Apoptose

entwickelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellinie

Die verwendete Magenmukuszellinie AGS (ATCC 1739-CRL), eine schleimproduzierende
Magenepithelzellinie, wurde von der American Type Culture Collection bezogen. Sie

entstammt aus einem 1979 isolierten humanen Adenokarzinom einer 54 Jahre alten Frau.

2.1.2 Bakterien-Stamme

Der verwendete Helicobacter-Stamm Hp 87 wurde aus Gastritispatienten isoliert und von Dr.
Siegfried Wagner (Abteilung Gastroenterologie und Hepatologie der MHH) zur Verfugung
gestellt. Die Charakterisierung beziglich des Vac- und Cag-Status wurde mittels RT-PCR
durchgefuhrt. Hp 87 stellt einen fur beide Pathogenitatsfaktoren positiven Keim
(VacA*/CagA") dar.

Ein weiterer verwendeter Stamm P12 wurde von Prof. Rainer Haas (Max von Pettenkofer-
Institut fir Hygiene und Medizinische Mikrobiologie) zur Verfligung gestellt. Es wurden ein
Wildtyp (VacA'/CagA®) und die isogenen Deletionsmutanten P12AvacA (VacA/CagA®),
P12AcagA (VacA'/CagA’) und P12APAI (Deletion der kompletten cag-Pathogenitétsinsel)

eingesetzt.

2.1.3 Gerate

Begasungsbrutschrank Cellstar Nunc, Wiesbaden
Begasungsbrutschrank Heraeus Sepatech, Osterode
Biofuge pico Heraeus Sepatech, Osterode
Biofuge fresco Heraeus Sepatech, Osterode

Centriluter Micro-Elektroeluter Amicon, Bedford
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Elektrophoresekammer Mini-Protean-N
Elektrophoresekammer Protean” 11 xi Cell
Elektrophoresis Power Pac 1000
Elisareader MR 50000

Entwickler Optimax
FPLC-Chromatogrphieanlage
Filmcasette

Gelfiltrationssaule Fractogel” EMD Bio-SEC
Geltrocknungsrahmen

Inverses Licht- und Fluoreszenzmikroskop
Kuhlfalle RT 400 A

Magnetrihrer Combimag
Membranpumpe ME4C
Mikroskopkamera SC 35

Multipetten

pH-Meter MP 220

Pipetten, verstellbar

Pipettierhilfe Pipetboy
Proteinsequencer

Saulenzubehor

Schiittler Duomax 1030

Schdttler Titramax 1000

Semi Dry-Elektrolotter

ThePanther” Modell HEP-1/HEP-3
Sonifier 250 cell disruptor

Speedvac SVC 100

Spektrophotometer UVIKON 930
Sterilbank

Thermomixer comfort

Ultrazentrifuge TL-100

Rotor TL 100.3

Zentrifuge Omnifuge 2.0 RS

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Dynatech, Denkendorf

Protec, Deutschland

Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt

Novex, San Diego, USA
Olympus, Hamburg

Savant, USA

Ika, Staufen i. Br.

vacuubrand, Wertheim
Olympus, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Mettler Toledo, Schwerzenbach
Eppendorf, Hamburg

Integra Bioscience, Fernwald
Applied Biosystems, Weiterstadt
Amersham Pharmacia, Braunschweig
Heidolph, Kehlheim

Heidolph, Kehlheim

OWL Separation Systems
Branson, USA

Savant, USA

Kontron Instruments, Schweiz
Nunc, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg
Beckman, USA

Beckman, USA

Heraeus Sepatech, Osterode
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2.1.4 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Aldrich Chemical Company Inc., USA Polyvinylalkohol
TMB8

Amersham Pharmacia, Braunschweig ECL™ Western Blotting-Reagenz
Hyperfilm MP

Rainbow-Marker RPN 756
Sephacryl S 200

Amicon, Bedford Centricon Plus 20
Centricon YM-10

Centriluter Probenrdéhrchen

Baker, J.T., Deventer Chloroform
Essigséure
Methanol
Salzsdure
Becton Dickinson, Heidelberg Columbia-Agar-Platten mit

5 % Schafsblut

Biochrom KG, Berlin Dulbeccos PBS
Biomol GmbH, Hamburg Glycin
Phenol
TEMED
Tricine
Bio-Rad Laboratories, USA Bradford Protein Assay-Reagenz

HIC-Methyl-Support
Keramisches Hydroxylapatit
Macroprep Typ Il
PVDF-Membran
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Boeringer, Mannheim

Calbiochem, USA

Eppendorf, Hamburg

Fluka Chemie AG, Neu Ulm

Gelman Sciences, USA

Gibco, Eggenstein

Greiner, Frickenhausen

Merck, Darmstadt

LDH Zytotoxizitats-Assay Kit

Anti-Hsp60 Antikorper
Klon LK-2
HSP60 human, rekombinant (E. coli)

Combitips, verschiedene Grolien

Reaktionsgefale, 1,5 und 2 ml

Trockenmilch

Tween 20

0,2 um Sterilfilter

BHI

FCS
Hefe-Extrakt
RPMI-Medium

250 ml Gewebekulturflaschen
24-Well-Gewebekulturplatten

Pipetten, steril

Ammoniummolybdat
Calciumchlorid Dihydrat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat
D-Glucose

EDTA

Ethanol

HEPES

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
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Novex, San Diego

PAA Laboratories GmbH, Linz

Roche GmbH, Mannheim

Roth GmbH, Karlsruhe

Sarstedt, Niimbrecht

Schering, Bloomfield

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Lanthanchlorid
Magnesiumchlorid
Malachitgrin
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumhydrogencarbonat
Phenolrot

Ponceau S
Schwefelsdure

Tris

Trypanblau

Cellophanblétter

Penicillin-Streptomycin 10000 U/ml
L-Glutamin 200mmol/I

Histon-Elisa™* Kit
Acrylamid 30%
Anodenpuffer Roti-Blot A
Dialyseschlauch

Kathodenpuffer Roti-Blot K

96-Well Mikrotiterplatten

Pipettenspitzen

Schering 28080

Acrylamid 40 %

Ammoniumchlorid

Ammoniumsulfat
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Transduction Labaratories, Lexington

e-Amminocapronsaure

APS

ATP Tris-Salz

BisTris

Bromphenolblau

Coomassie Brillant Blue G 250
Dextransulfat

DMSO

Glycerin

Harnstoff

Mercaptoethanol
Molekulargewichtsstandards Gelfiltration
MTT

Nifedipin

Oubain

PEG 8000
Rinderserumalbumin, BSA
SDS

Sphingomyelinase, neutral
Trypsin

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin

Anti-Maus 1gG, HRP-konjugiert
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2.2 Methoden

2.2.1 Puffer und Losungen

Medien und Puffer fiir die Zellkultur

Gebrauchsmedien fir die Zellzucht:

Einfriermedium:

Trypsinlésung: Puffer A:

Puffer B:

Gebrauchslésung:

Dulbeccos PBS:

Trypanblau-Lésung:

RPMI 1640 Medium mit Glutamin,

FCS 10 %, hitzeinaktiviert,
Penicillin/Streptomycin 100 U bzw. pg/ml
L-Glutamin 200 mmol/I

Gebrauchsmedium mit 10 % DMSO

6,8 g/l NaCl
2,2 g/l NaHCO4
0,4 g/l KCI

55,0 g/l NaCl
5,0 g/l KCI
100 g/l Na-Citrat-Dihydrat

100 ml Puffer A
10 ml Puffer B
0,25 g Trypsin
0,1 g Glucose

0,2 g/l KCI

0,2 g/l KH,PO,
8,0 g/l NaCl

1,4 g/l Na;HPO,

0,4 % Trypanblau in 0,9 % NacCl
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Medien fiir die Kultur von Helicobacter pylori

Columbia Agar-Platten: 12,0 g pakreatisch abgebautes Casein
5,0 g peptisch abgebautes Tiergewebe
3,0 g Hefeextrakt
3,0 g Rindfleischextrakt
1,0 g Maisstarke
5,0 g NaCl
13,5 g Agar
5 % defibriniertes Schafblut

Flussigkulturmedium: 38 g/l BHI
2,5 g/l Hefe-Extrakt
10 % FCS

sterilfiltriert

Einfriermedium: Flussigkulturmedium mit 10 % Glycerin
Gelfiltration
Elutionspuffer: 9,55 g/l PBS
Hydroxylapatit
Puffer A: 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4
Puffer B: 500 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4
Puffer C: 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4

1 M KCI
Puffer D: 500 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4

1 M KCI
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Hydrophobe Interaktion

Puffer A:

Puffer B:

Histon-Elisa

Immunomix:

Ureasetest

Reaktionspuffer:

SDS-Gelelektrophorese:

Trenngelpuffer:

Trenngel 10 %:

100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0
2 M Ammoniumsulfat
100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0

1 Teil anti-DNA-Peroxidase
1 Teil anti-Histon-Biotin

18 Teile Inkubationspuffer

5 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7
1-200 mM Harnstoff
7ug/ml Phenolrot

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
14 mM SDS

16,3 ml bidest. H,O

10 ml Trenngelpuffer
10 ml Acrylamid (30%)
400 pl APS (10 %)

40 ul TEMED
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Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
14 mM SDS
Sammelgel: 12,8 ml bidest. H,O

5,2 ml Sammelgelpuffer
4 ml Acrylamid (30%)
100 ul APS

20 pl TEMED

Tankpuffer fur SDS-Gel: 25 mM Tris/HCI
3,5mM SDS
192 mM Glycin

Probenpuffer: 4,2 ml bidest. H,O
1 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
0,8 ml Glycerin
0,55 mM SDS
0,4 ml Mercaptoethanol

einige Kdrnchen Bromphenolblau

BN-PAGE

Probenpuffer: 500 mM e-Amminocapronsaure
50 mM NaCl
20 mM BisTris pH 7
10 % Glycerin

Gelpuffer: 200 mM e-Amminocapronsaure

50 mM BisTris pH 7
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Gradienten-Trenngel 5,5 %:

Gradienten-Trenngel 18 %:

Sammelgel:

Anodenpuffer:

Kathodenpuffer:

Elektroelution

Elutionspuffer:

13,7 ml bidest. H,O

8,3 ml Gelpuffer

2,8 ml Acrylamid (40 %)
100ul APS

10 pl TEMED

1 ml bidest. H,O

8,3 ml Gelpuffer

9 ml Acrylamid (40 %)
6,6 ml Glycerin

100ul APS

10 pl TEMED

5 ml bidest. H,O

2,8 ml Gelpuffer

685 ul Acrylamid (40 %)
30 ul APS

3 ul TEMED

50 mM BisTris pH 7
50 mM Tricine

15 mM BisTris pH 7
0,02 - 0,2 % Coomassie G250

25 mM Tris/HCI
192 mM Glycin
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Western Blotting

Anodenpuffer: 1:10-Verd. in dest. Wasser
10 % Methanol

Kathodenpuffer: 1:10-Verd. in dest. Wasser
10 % Methanol

TBS-Puffer: 25 mM Tris/HCI, pH 7,6

15 mM NacCl
TTBS-Puffer: TBS-Puffer mit 0,1 % Tween 20
Blockpuffer: TTBS mit 5 % Trockenmilch

Antikdrperinkubation

1. Antikorper: Anti-Hsp60 1:1000
(Wirt:Maus; Klon LK2)
in TTBS mit 1 % BSA
und 0,15 % Na-Azid

2. Antikorper: Anti-Maus 1gG, HRP-konjugiert
1:10000 in TTBS mit 5 % Trockenmilch

ECL™ Western Blotting-Reagenz: 1 Teil Lésung 1
1 Teil Lésung 2
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Coomassiefarbung von Acryamidgelen

Farbeldsung:

Entfarber:

Coomassiefarbung von PVDF-Memranen

Farbeldsung:

Entférber:

Trocknen von Acrylamidgelen

Trockenldsung:

Ponceau-Protein-Farbung

Gebrauchsreagenz:

50 % v/v Methanol
0,01 % Coomassie
10 % v/v Essigsaure

7,5 % v/v Essigsaure
35 % v/v Metahnol

40 % (v/v) Methanol
0,25 % (v/v) Essigsaure
0,025 % (w/v) Coomassie Brillant Blue

50 % (v/v) Methanol

20 % v/v Ethanol

5 % w/v Glycerin

0,3 % Ponceau S

1% Essigsdure in aqua dest.
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ATPase-Assay

Reaktionspuffer: 10 mM HEPES
10 mM MqgCl,
1mMEDTA
Molybdatlésung: 0,1 M Ammoniummolybdat
in2 M HCI
Malachitgrinlésung: 0,042 % Malachitgriin

in 1 % Polyvinylalkohol

LDH-Zytotoxizitats-Assay

Reaktionsldsung: 11,25 ml Diaphorase/NAD"-Katalysator
250 pl Farbstofflosung (INT + Na-Lactat)

Proteinbestimmung nach Bradford

Gebrauchsreagenz: 1:5-Verd. in aqua dest.
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2.2.2 Helicobacter pylori

2.2.2.1 Helicobacter pylori-Kultur und Stammhaltung

Helicobacter pylori wurde 48 h auf Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafblut ausgeséat und
unter mikroaerophilen Bedingungen (Gasgemisch aus 5 % O, 10 % CO,, 85 % N,) bei 37 °C
angeziichtet. Zur Stammerhaltung wurde der Keim mit einer sterilen Ose von den Agarplatten
geerntet und in Einfriermedium resuspendiert. Die optische Dichte der Suspension wurde auf

1,0 eingestellt. Jeweils 1 ml wurde in sterile EinfriergefaRe tberfiihrt und bei -80 °C gelagert.

2.2.2.2 Herstellung eines Helicobacter-pylori-Sonikates

Der Keim wurde mit einer sterilen Ose von 48 h inkubierten Agarplatten geerntet, in RPMI
Medium suspendiert und 2 x gewaschen (10000 rpm; 4 °C; 5 min). Der Uberstand wurde
abgenommen, der Keim in RPMI Medium aufgenommen und in Eiswasser in 2 min-
Intervallen sonifiziert, bis eine klare Lésung entstand. Das resultierende Sonikat wurde bei
13000 rpm und 4 °C 10 min zentrifugiert und der Uberstand durch einen 0,2 pum Filter
sterilfiltriert. Durch eine anschlielende Ultrazentrifugation bei 50000 rpm bei 4 °C flr 30 min
wurden die l6slichen Proteine von den hochmolekularen Zellbestandteilen abgetrennt. Danach

wurde das Sonikat bei -80 °C gelagert.

2.2.3 Magenzellinie AGS

2.2.3.1 Kultur der Magenzellinien

Die Zellen wurden in 250 ml-Gewebekulturflaschen mit 20 ml Medium bei 37 °C, einem
CO,-Gehalt von 5 % und einer Luftfeuchtigkeit von 98 % inkubiert. Die Zellen wurden nach
Bedarf jeden 2. bis 3. Tag geteilt und in neue Flaschen umgesetzt. Daflir wurde das
Zellkulturmedium jeder Flasche dekantiert und die Zellen mit 2 ml Trypsinldsung vom
Flaschenboden abgel6st. Danach wurden sie in frischem Gebrauchsmedium resuspendiert und

in neue Flaschen ausgesét.
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2.2.3.2 Einfrieren von Magenzellen

Die Zellen einer Kulturflasche wurden durch Trypsineinwirkung vom Flaschenboden gel6st
und in Gebrauchsmedium resuspendiert. Es folgte eine flinfminutige Zentrifugation bei 500 g.
Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium aufgenommen und in
sterile EinfriergefaRe Gberfuhrt. Die kurzfristige Lagerung erfolgte bei —80 °C, die langfristige

Lagerung in flissigem Stickstoff.

2.2.3.3 Aussaat von Zellen fur Kulturexperimente

Das Zellkulturmedium jeder 250 ml-Kulturflasche wurde dekantiert, mit 5 ml PBS gespiilt
und die Zellen mit 2 ml Trypsinldsung vom Flaschenboden abgeltst. Die Suspension wurde
in Zellkulturmedium resuspendiert, bei 1530 rpm und 4 °C 5 min zentrifugiert und
anschlieBend in frischem Gebrauchsmedium aufgenommen. Eine Bestimmung der Zellzahl
erfolgte in einer Neubauer-Z&hlkammer (Tiefe 0.1 mm). Die Vitalitat der Zellen wurde durch
eine 1:1,25-Mischung der Zellsuspension mit Trypanblau, das nur in tote Zellen eindringt,

Uberpraift.

2.2.4 Methoden zur Proteinfallung

2.2.4.1 Ammoniumsulfatprazipitation

Eine Zugabe von neutralen Salzen kann zur reversiblen Prazipitation von Proteinen fiihren.
Die Effizienz dieses Aussalz-Effektes ist sowohl von der Natur des Anions als auch des
Kations abhéngig. Allgemein gilt, daB Salze mit oligovalenten Anionen und monovalenten
Kationen, d. h. mit geringem chaotropischen Effekt, am effektivsten Proteine auszuféllen
vermdégen. Aufgrund seiner geringen Losungsenthalpie und seiner hohen Wasserldslichkeit ist
Ammoniumsulfat ein geeignetes Prézipitationsmittel. Mit dieser Methode werden

hauptséchlich Immunglobuline gefallt.



Material und Methoden Seite 27

Zur Fallung der Helicobacter pylori-Proteine, die keine Apoptose auslosten, wurde die
Proteinldsung bei 4 °C mit Ammoniumsulfat verschiedener Konzentrationen versetzt. Das
feinkristalline Ammoniumsulfat wurde langsam unter stdndigem Ruhren innerhalb von 30
min zugegeben und die Suspension weitere 30 min geruhrt. Die Prazipitation wurde durch
eine 30-miniitige Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C vervolistandigt. Der Uberstand
wurde gegen einen zu dem folgenden Aufreinigungsschritt gehdrenden Puffer iber Nacht

dialysiert.

2.2.4.2 Prazipitation durch Erhitzen

Um den Temperaturbereich, in dem die an der Auslésung der Apoptose beteiligten
Helicobacter pylori-Proteine stabil waren zu ermitteln, wurde das Sonikat fir 30 min bei
verschiedenen Temperaturen erhitzt.

Ausgefallte, hitzesensitive Helicobacter pylori-Proteine, die keine Apoptose ausldsten,

wurden durch Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 30 min abgetrennt.

2.2.4.3 Prazipitation durch organische Losungsmittel

Mit Wasser mischbare organische Losungsmittel sind allgemein gute Fallungsreagenzien fur
Proteine, da ihre niedrige Dielektrizitatskonstante die Solvationskraft der wéssrigen Lésungen
flr geloste lonen, wie z. B. Proteine, herabsetzt. Das Verfahren wird normalerweise bei 0 °C
angewandt, da bei hoheren Temperaturen organische LoOsungsmittel die Denaturierung
beglinstigen.

Ethanol hat sich besonders bei der Féllung von Plasmaproteinen bewahrt. Flr
Proteinldsungen, die noch Lipide enthalten, wird oft Aceton eingesetzt, da neben der
Prézipitation der Proteine gleichzeitig die Lipide extrahiert werden.

Zur Fallung der Helicobacter pylori-Proteine, die keine apoptotische Aktivitat zeigten, wurde
die Proteinlosung bei 0 °C langsam mit verschiedenen Ethanol- (v/v) bzw.
Acetonkonzentrationen (v/v) versetzt. Das Prazipitat wurde durch eine 30-minditige Zentrifu-
gation bei 13000 rpm und 4 °C bgetrennt. Der Uberstand wurde zur Entfernung des

Losungsmittels in einer Vakuumzentrifuge einroutiert.
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2.2.4.4 Préazipitation durch Polyethylenglycol

Eine weitere Methode zur Proteinféllung ist die Prézipitation mit hochmolekularem PEG
(MW > 4000).

Zur Féllung der Helicobacter pylori-Proteine, die nicht an der Auslosung der Apoptose
beteiligt waren, wurde die Proteinlosung bei 0 °C mit verschiedenen PEG 8000-
Konzentrationen (v/v) versetzt. Das Prazipitat wurde durch eine 30-mindtige Zentrifugation
bei 13000 rpm und 4 °C abgetrennt. Der Uberstand wurde gegen einen zu dem folgenden
Aufreinigungsschritt gendrenden Puffer Gber Nacht dialysiert.

2.2.5 Einflu3 des pH-Wertes

Um den pH-Bereich, in dem das Apoptose auslésende Protein von H. pylori stabil war zu
ermitteln, wurde das Sonikat mit 1 M HCI bzw. 1 M NaOH auf pH-Werte von 1 — 13
eingestellt. Die ausgefallenen Proteine wurden durch Zentrifugation fir 30 min bei 13000 rpm

und 4 °C abgetrennt. Der Uberstand wurde iiber Nacht gegen dest. Wasser dialysiert.

2.2.6 Flussigkeitschromatographische Trennverfahren

Die chromatographischen Trennungen der H. p.-Proteine wurden mit dem FPLC-System der
Firma Amersham Pharmacia bei 4 °C durchgefiihrt. Die Elutionspuffer wurden vor Gebrauch

sterilfiltriert (0,25 um AusschluRgrenze) und fur 15 min entgast.

2.2.6.1 Gelfiltration

Die Gelchromatographie ist eine Form der Verteilungschromatographie, die zur Trennung
von Molekilen unterschiedlicher GroRe verwendet wird. Das Prinzip basiert auf der
unterschiedlichen Permeation des Analyten in ein pordses Tragermaterial mit kontrollierter

PorengrolRe. Fur das Trennverhalten ist das hydrodynamische VVolumen der Probenmolekile
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verantwortlich. Molekule ab einer bestimmten GroRe kénnen nicht in die Poren des Trenngels
eindringen und eluieren zusammen mit der Losungsmittelfront. Kleinere Molekiile bewegen
sich nicht nur ungehindert zwischen den einzelnen Teilchen der stationdren Phase sondern

dringen auch in ihre Poren ein und erfahren dadurch eine Verzégerung in ihrer Elution.

Die Fractogel” EMD Bio-SEC-Saule der Firma Merck zeigt einen Trennbereich von 5 bis
1000 kDa. Die S&ule hat ein Bettvolumen von 72 ml und ein Ausschluvolumen von 35 ml.
Die H. p.-Proteine wurden unter einer Flufirate von 1 ml/min mit PBS eluiert und in 1-ml-
Fraktionen aufgefangen.

Die Trennleistung der S&ule wurde in Einzellaufen mit Standardproteinen bestimmt. Dabei
wurden die einzelnen Proteine in folgender Reihenfolge eluiert: Amylase 200 kDa (41,2 ml),
ADH 150 kDa (42 ml), BSA 66 kDa (44,4 ml), Carbonanhydrase 29 kDa (54 ml), Cyto-
chrom ¢ 12,4 kDa (63,4 ml).

Durch die Verwendung von Saulenmaterial mit scharferer Trennleistung (Sephacryl 200 S:
Trennbereich: 5 bis 250 kDa) ergab sich flr die Elution der Standardproteine folgende Werte:
Amylase 200 kDa (15 ml), ADH 150 kDa (17,2 ml), BSA 66 kDa (18,8 ml),
Carbonanhydrase 29 kDa (22,5 ml), Cytochrom ¢ 12,4 kDa (25,2 ml). Das Ausschlufivolumen
dieser Sdule betragt 14,4 ml.

Die Saulen wurden mit 0,5 M NaOH regeneriert und unter 20 % (v/v) Ethanol in H,O

gelagert.

2.2.6.2 Hydroxylapatit

Kristallines Hydroxylapatit ist ein Calciumphosphatmineral. An der Bindung von Proteinen
sind dabei Ca?*- und PO,>-Gruppen iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen involviert. Saure
und neutrale Proteine binden dabei an die Ca®*-Gruppen, wahrend basische Proteine an die
PO,*-Gruppen adsorbieren. Denaturierte Proteine oder Peptide mit geringem Molekular-
gewicht binden dagegen sehr schlecht.

Der Probenauftrag wird unter geringen Pufferkonzentrationen bei neutralem pH-Wert
durchgefiihrt. Wichtig ist die Abwesenheit von Substanzen mit hoher Affinitat fir Ca** bzw.
PO,>, da diese die Kapazitat der Saule verringern wiirden.

Die Elution basischer Proteine wird unter schrittweiser Erhéhung der einwertigen

Kationenkonzentration durchgefiihrt oder alternativ. mit geringen Konzentrationen
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zweiwertiger Kationen. Im Gegensatz dazu werden saure Proteine mit Phosphat- oder

Fluoridlésungen eluiert.

Die 2 ml-Hydroxylapatit-Saule besteht aus keramischem Macro-Prep” vom Typ Il von der
Firma Bio-Rad (Partikelgrofle 80 um). Keramisches Hydroxylapatit hat gegentiber dem
kristallinen den Vorteil der htheren mechanischen und chemischen Stabilitat, woraus eine
hohere FluRrate resultiert. Dieses Hydroxylapatit hat eine hohe Proteinbindungskapazitat
besonders fur saure Proteine.

Das Protein wurde in Puffer A gelost und auf die Sdule aufgetragen. Die Sdule wurde
zunachst mit 5 ml Puffer A bei einer FluBrate von 0,5 ml/min gewaschen. Es folgte ein
steigender Phosphat-Gradient uber 16 ml bis 44 % Puffer B (220 mM Phosphat). Puffer A
wurde gegen Puffer C und Puffer B gegen Puffer D ausgetauscht. Ein weiterer Gradient iber
14 ml mit bis zu 100 % Puffer D (finale Phosphatkonzentration: 500 mM) wurde im Anschluf3
durchgefuhrt.

Die Regeneration der Saule wurde mit 400 mM Phosphatpuffer bzw. 2 M NaCl durchgefihrt.
Die Lagerung erfolgte unter Puffer A mit 20 % (v/v) Ethanol und 0,02 % (w/v) Natriumazid.

2.2.6.3 Hydrophobizitatschromatographie

Die Hydrophobizitdtschromatographie ist dadurch gekennzeichnet, dalR unpolare
Oberflachenregionen eines Proteins bei hohen Salzkonzentrationen an schwach hydrophobe
Liganden einer stationdren Phase adsorbieren. Die Zahl, GréRe und Verteilung dieser
Regionen ist charakteristisch fiir jedes Protein und wird als Grundlage der Trennung
ausgenutzt. Die Assoziationsneigung héngt von der Struktur des Wassers ab und diese
wiederum von den darin gelésten Salzen. Hohe Konzentrationen von bestimmten lonen
verstarken die hydrophoben Wechselwirkungen, wéhrend chaotrope Salze die Wasserstruktur
storen und dadurch die Neigung zu hydrophoben Wechselwirkungen verringern.

Die Elution des Probenmolekils wird durch die Verringerung der Salzkonzentration erzielt.
Diese Art der Chromatographie kombiniert die Eigenschaften einer nicht-denaturierenden
Salzprézipitation (Aggregation aufgrund hydrophober Protein-Protein-Kontakte) mit der
Separationskraft der Chromatographie ( Wechselwirkungen aufgrund hydrophober Protein-
Matrix-Kontakte). Daraus ergibt sich der wesentliche Vorteil, dal die native Form und die

biologische Aktivitéat des Proteins erhalten bleiben.
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Als stationdre Phasen werden sowohl synthetische Polymere als auch Biopolymere
verwendet, deren Oberflaichen mit unterschiedlichen hydrophoben Liganden modifiziert
wurden. Typischerweise werden Alkyl- oder Phenylgruppen eingesetzt. Dabei wird die
Selektivitdt und Kapazitdt der Matrix im Wesentlichen von der Hydrophobizitdt und der

Dichte der Liganden bestimmt.

Die Matrix der 2 mI-HIC-S&ule besteht aus schwach hydrophoben Methylgruppen, die fir die
Aufreinigung von Proteinen mit wenigen oder schwach hydrophoben Regionen geeignet sind.
Das Protein wurde in Puffer A gelost und auf die S&ule aufgetragen. Die S&ule wurde
zundchst mit 6 ml Puffer A bei einer FluBrate von 0,5 ml/min gewaschen. Es folgte ein
absteigender Ammoniumsulfat-Gradient tber 24 ml bis 0 % Puffer A. Ein weiterer
Waschschritt tiber 6 ml mit 100 % Puffer B wurde im Anschluf’ durchgefihrt.

Die Regeneration der Sdule erfolgte mit 2100 mM Phosphatpuffer. Die Lagerung erfolgte unter
dest. Wasser mit 20 % (v/v) Ethanol und 0,02 % (w/v) Natriumazid.

2.2.7 LPS-Extraktion aus Helicobacter pylori

Der Keim wurde von 48 h inkubierten Agarplatten in PBS geerntet und einmal gewaschen.
Das Pellet wurde in 5 ml dest. Wasser aufgenommen und fur 10 min bei 70°C inkubiert.
Nachdem die gleiche Menge Phenol (ebenfalls bei 70 °C vorgewarmt) zugegeben wurde,
wurde die Mischung weitere 15 min bei dieser Temperatur inkubiert und dann 10 min auf Eis
gestellt. Die Probe wurde bei 10000 rpm 25 min abzentrifugiert und die obere, wassrige Phase

flir 48 h gegen dest. Wasser dialysiert. Im Anschlul? wurde die Probe lyophylisiert.

2.2.8 Extraktion von Sphingomyelinasen aus Helicobacter pylori

H. pylori wurde nach 48 h Inkubation geerntet, zweimal mit PBS gewaschen und in 0,2 M
Glycin-HCI-Puffer (pH 2,2) aufgenommen. Die Suspension wurde bei 25 °C fur 15 min
gertihrt und dann bei 4 °C und 13000 rpm fiir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand, der
membrangebundene Proteine enthielt, wurde mit NaOH neutralisiert und tiber Nacht bei 4 °C

gegen dest. Wasser dialysiert. Das Pellet, das die cytosolischen Proteine enthielt, wurde in
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50 mM PBS resuspendiert und durch Sonifikation aufgeschlossen. Die Ldsung wurde bei
13000 rpm und 4 °C fir 15 min zentrifugiert und der Uberstand fiir weitere Versuche

eingesetzt.

2.2.9 Ureasetest

Die Ureaseaktivitat des Helicobacter pylori-Sonikats wurde spektrophotometrisch nach der
Methode von Mobley et al. (1988) bestimmt. Zur Harnstoff-Umsatzbestimmung wurde 50 pl
Sonikat (c: 4 mg/ml) aus verschiedenen Aufreinigungsstufen zu variablen Substrat-
konzentrationen (0,1-100 mM) in 2 ml 5 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 und 7pg/ml
Phenolrot gegeben und die Ureaseaktivitat bei Raumtemperatur und einer OD von 556 nm

gemessen.

2.2.10 Bestimmung der Apoptoserate

Dieser Versuch basiert auf dem quantitativen ,,Sandwich-Enzym-Immunoassay-Prinzip*“, bei
dem monoklonale Maus-Antikorper gegen DNA-Fragmente von 180-200 Basenpaaren mit
den dazugehdrigen Histonen, die bei einem apoptotischen Abbau auftreten, gerichtet sind.

Das Prinzip des Histon-Elisa”* Kits von Roche GmbH erlaubt eine spezifische Determination
von Mono- und Oligonukleosomen in einer cytoplasmatischen Fraktion oder einem Zell-
Lysat. Die Proben wurden in eine mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert.

AnschlieBend wurde eine Mischung aus Anti-Histon-Biotin und Anti-DNA-Peroxidase
zugegeben. Waéhrend der Inkubationszeit bindet der Anti-Histon-Antikérper an die
Histonkomponente der Nukleosomen und fixiert diese an der mit Streptavidin beschichteten
Mikrotiterplatte Uber die Biotinyl-Bindungskomponente. Zusétzlich reagiert die Anti-DNA-
Peroxidase mit der DNA-Komponente der Nukleosomen. Nach der Entfernung von
nichtgebundenen Antikdrpern durch einen Waschschritt wird die Menge der gebundenen
Nukleosomen quantitativ bestimmt. Die Peroxidase des Immunokomplexes setzt das Substrat
ABTS (2,2°-Azino-di[3-ethylbenzthiazolin-sulfonat]) zu einem farbigen Produkt um, dessen

optische Dichte dann photometrisch bestimmt wird.
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Die Zellen wurden mit einer Dichte von 50000/Well auf 24-Well-Platten in RPMI 1640
Medium mit 10 % FCS, 100 U Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin 200 mM ausgesat
und 24 h bei 37 °C inkubiert, um die Zellen adhérieren zu lassen. Danach folgte eine 24

stundige Inkubation mit den Testsubstanzen.

Die Platten wurden 10 min bei 960 g zentrifugiert. Das RPMI Medium wurde abgesaugt, 1 ml
Lysispuffer auf die Wells pipettiert und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten
wurden 10 min bei 960 g zentrifugiert, um die cytoplasmatische Fraktion, die die Mono- bzw.
Oligonucleosomen enthalt, abzutrennen. VVon der cytoplasmatischen Fraktion wurden 20 pl in
eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert und zusammen mit 80 pl des
Immunomixes 2 h auf einem Schittler mit 300 U/min bei Raumtemperatur inkubiert.
Uberschiissige Antikorper wurden nach Inkubationsende durch dreimaliges Waschen mit 200
pl Inkubationspuffer von der Mikrotiterplatte entfernt. Die Quantifizierung der gebundenen
Nucleosomen erfolgte durch Zugabe von 100 pl Substratlésung. Nach bis zu 15-minitiger

Inkubation bei Raumtemperatur wurde die OD der einzelnen Wells bei 405 nm gemessen.

2.2.11 Proteinfallung nach Wessel und Fligge

Proteine kdnnen mit kaltem Aceton oder kurzkettigen Alkoholen gefallt werden. Fir die Wahl
des organischen Fallungsmittels oder der optimalen Temperatur konnen Kkeine
allgemeingultigen Regeln angegeben werden. Ethanol hat sich besonders bei der Fallung von
Plasmaproteinen bewahrt. Fir Proteine, die noch Lipide enthalten, wird oft ein
Methanol/Chloroform-Gemisch eingesetzt, das neben der Prézipitation der Proteine

gleichzeitig Lipide extrahiert.

Die Proben wurden mit 0,4 ml Methanol versetzt, gevortext und 2 min bei 9000 g
zentrifugiert. Der Zentrifugationsschritt wurde nach Zugabe von 0,1 ml Chloroform
wiederholt. Die Losung wurde mit 0,3 ml aqua dest. versetzt, gevortext und 5 min bei 9000 g
zentrifugiert. Die obere Phase wurde verworfen und die untere mit 0,3 ml Methanol versetzt.
Die Losung wurde gevortext und nochmals 5 min bei 9000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Fur eine anschlieRende
SDS-Gelelektrophorese wurde das Pellet in 20 ul PBS gel6st, mit 10 ul Probenpuffer versetzt
und bei 95 °C 5 min erhitzt.
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2.2.12 Gelelektrophoretische Auftrennung

Tragen Makromolekile elektrische Ladungen, so wandern sie im elektrischen Feld. Dieses
Ph&nomen wird zur Trennung und Analyse von Proteinen und Nukleinsduren ausgenutzt.

Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird das zur Auftrennung der Proteine benutzte Gel
in einer radikalischen Polymerisation aus Acrylamid und N,N’-Methylen-bisacrylamid
hergestellt.

Die diskontinuierliche Gelelektrophorese, die mit zwei Gelsystemen arbeitet, dient zur

scharferen Auftrennung der Proteine.

22121 SDS-Gelelektrophorese

Seifen und Detergenzien sind amphipathische Molekile und stark Protein denaturierende
Agentien. Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet sehr fest an Proteine und die groRe negative
Ladung, die Dodecylsulfat auf das Protein Ubertragt, maskiert dessen eigentliche Ladung, so
dal SDS-beladene Proteine nahezu identische Ladung-Masse-Verhaltnisse und &hnliche
Formen aufweisen. Die Elektrophorese von Proteinen in einem SDS-haltigen Gel trennt sie
daher aufgrund der Siebeffekte in der Reihenfolge ihrer molaren Massen.

Die relativen Mobilitaten der Proteine im SDS-Gel sind linear mit dem Logarithmus ihrer
molaren Massen korreliert (Laemmli 1970). Durch die SDS-PAGE erhélt man in Gegenwart
des Reduktionsmittels Mercaptoethanol die molaren Massen der kovalent verknipften
Untereinheiten.

Auf ein 10 %iges, auspolymerisiertes Trenngel wurde das Sammelgel gegossen. Die
praparierten Proben wurden in die Geltaschen pipettiert. Der Gellauf wurde bei einer
Stromstarke von 60 mA bei einer maximalen Spannung von 200 V durchgefiihrt.

Als Proteinmarker wurde der Rainbow-Marker RPN 756 verwendet.

2.2.12.2 BN-Gelelektrophorese

Ein Vorteil der BN-Gelelektrophorese ist die Erhaltung der biologischen Aktivitat der
aufgetrennten Proteine und die Mdglichkeit, diese aus dem Gel fur weitere Analysen zu
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eluieren. Bei dieser Gelelektrophorese wird das denaturierende Detergenz SDS gegen
Coomassie Blau ersetzt. Coomassie Blau ist wie SDS negativ geladen und bindet an Proteine,
die dann bei physiologischem pH-Wert unabhéngig von ihrem isoelektrischen Punkt zur
Anode wandern. Im Gegensatz zum Trennungsprinzip der SDS-PAGE, bei dem die
verschiedenen Proteine verschieden schnell wandern, laufen die Proteinkomplexe in der BN-
PAGE anfangs gleich schnell, um dann nach verschiedenen Laufdistanzen zum Stillstand
gebracht zu werden. Bei den BN-Gelen handelt es sich um Polyacrylamid-Gele, die einen

Gradienten von 5,5 his 18 % besitzen.

Die Trenngele unterschiedlicher Konzentration wurden in einen Gradientenmischer gegeben
(die hochprozentige Gelmischung in die vordere, die niedrigprozentige in die hintere
Kammer). Nach Zugabe von APS und TEMED wurde das Verbindungsstick zwischen den
Kammern ge6ffnet und der Gelmix in die Gelkammer gepumpt. Nach der Auspolymerisation
des Trenngels wurde das Sammelgel gegossen. Die praparierten Proben wurden in die
Geltaschen pipettiert, mit Kathodenpuffer tiberschichtet und in den Geltank mit Anodenpuffer
gestellt. Nach dem Einwandern der Proben in das Gel bei 100 V, wurde der weitere Gellauf
bei einer maximalen Spannung von 500 V durchgefiihrt. Nach der Hélfte des Laufes wurde
der blaue Kathodenpuffer gegen den gleichen Puffer mit 0,002 % Coomassie Blau
ausgetauscht, um eine Entfarbung wéhrend des Gellaufes zu erreichen.

Als Proteinmarker wurde der Rainbow-Marker RPN 756 verwendet.

2.2.13 Farbung und Trocknung der Gele

2.2.13.1 Farbung mit Coomassie

Die Gele wurden nach der Elektrophorese 60 min in der Farbelosung inkubiert und im

Anschlul} daran bis zur gewtiinschten Signalstarke in Entfarber gewaschen.
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2.2.13.2 Trocknen der Gele

Das Gel wurde nach mehrmaligem Waschen in Wasser 30 min in der Geltrocknungslésung
aquilibriert und zwischen zwei ebenfalls in der Trockenlésung eingeweichten
Cellophanblattern in einen Trocknungsrahmen eingespannt und bei Raumtemperatur

getrocknet. Die Trocknungszeit lag zwischen 24 und 48 Stunden.

2.2.14 Elektroelution der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine

Eine effiziente Methode, um gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine fiir weitere
Untersuchungen wieder in Losung zu bringen, ist die Elektroelution. Durch Anlegen eines
elektrischen Feldes wandern die Proteine der aus dem Gel ausgeschnittenen Proteinbanden
aus dem Gel heraus in ein AuffanggefaR, das mit einer Membran versehen ist, die die

eluierten Proteine nicht passieren kdnnen.

Zur Elektroelution der durch die BN-Gelelektrophorese aufgetrennten H. p.-Proteine wurden
einzelne Proteinbanden aus dem Gel herausgeschnitten und in ein Centrilutor-Probenréhrchen
uberfuhrt. Nach Beftllen der unteren Kammer mit Elutionspuffer wurden die Centriluter-
Probenréhrchen in die Offnungen der oberen Kammer gesteckt. Auf der Unterseite der
Probenrdhrchen wurden Centricon YM-10 zum Auffangen der eluierten Proteine befestigt.
Die obere Kammer wurde auf die untere Kammer gestellt und mit Elutionspuffer gefullt. Die
Elution wurde bei einer maximalen Spannung von 200 V fiir 2 h durchgefiihrt.

Nach der Elution wurden die Centricons entnommen und die darin befindlichen Proteine nach
Vorschrift der Fa. Amicon durch Ultrafiltration aufkonzentriert.

2.2.15 Western-Blotting der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine

Unter Western-Blotting verstent man den elektrophoretischen Transfer negativ geladener
SDS-Protein-Komplexe auf eine Membran. Die proteinbeladene Membran kann mittels

spezifischer Nachweismethoden zur Untersuchung der transferierten Proteine dienen.
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AuBerdem eignet sie sich fiir die direkte Sequenzierung der auf der Membran fixierten

Proteine.

Dazu wurden die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine im AnschluR mittels der
horizontalen ,,Semi-Dry-Blot*-Methode auf eine PVDF-Membran transferiert.

Das Gel wurde nach dem Gelelektrophorese-Lauf 15 min in Kathodenpuffer equilibriert, die
PVDF-Membran kurz in Methanol eingeweicht, danach 2 min in aqua bidest. und
anschlieBend in Kathodenpuffer equilibriert. Funf Filterpapiere wurden ebenfalls kurz in
Kathodenpuffer, funf weitere in Anodenpuffer eingeweicht.

Das Blotten erfolgte in einer Semi Dry Blotapparatur: auf die untere Kathodenseite wurden 5
Filterpapiere gelegt, gefolgt vom Gel, der PVDF-Membran und weiteren in Anodenpuffer
eingeweichten Filterpapieren. Nach Auflegen der Anodenplatte wurde 90 min bei einer
Stromstarke von 1,5 mA/cm? geblottet.

Nach dem Blotvorgang wurde fir die anschlieBende Sequenzierung ein direkter
Proteinnachweis mittels Coomassie-Farbung auf der Membran durchgefiihrt, um die Lage der
zu sequenzierenden Banden bestimmen zu kénnen.

Die PVDF-Membran wurde 90 sec in der Farbeldsung geschwenkt und fir 3 x 30 sec entfarbt.
Nach einem Waschgang mit Wasser wurde die Membran getrocknet und die zu

sequenzierenden Proteine ausgeschnitten.

2.2.16 Protein-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Kandidatenproteinen wurde in Kooperation mit Dr. Harald John von
der IPF PharmaCeuticals GmbH in Hannover durchgeftihrt.

Die Proteinbanden, die fur eine Sequenzierung in Frage kamen, wurden aus der PVDF-
Membran ausgeschnitten. Die Sequenzbestimmung erfolgte in einem automatischen
Sequenzer der Fa. Applied Biosystems.

Dieser Sequenzer fihrt in einem automatisierten Zyklus den Edman-Abbau durch. Dabei
reagiert Phenylisothiocyanat (PITC) mit terminalen Aminogruppen von Proteinen unter
milden alkalischen Bedingungen unter Bildung von Phenylthiocarbamoyl-Addukten. Die
Behandlung mit wasserfreier FluRsdure spaltet den N-terminalen Rest selektiv als Thiazolin-

Derivat ab, ohne da dabei andere Peptidgruppen hydrolysiert werden. Die Thiazolin-
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Aminosdure wird selektiv mit einem organischen Losungsmittel extrahiert und durch
Behandlung mit waéssriger Saure in das stabilere Phenylthiohydantoin-Derivat (PTH)
uberfuhrt. Wahrend das um eine Aminosaure verkirzte Protein wiederum mit PITC reagiert,
wird die PTH-Aminoséure vollautomatisch mittels eines HPLC-Laufes uber seine

Retentionszeit identifiziert.

2.2.17 Antikdrperinkubation

Die uber Elektrotransfer auf die PVDF-Membran bertragenen und immobilisierten Proteine,
die das Antigen darstellen, wurden nacheinander mit zwei Antikdrpern inkubiert. Der
Primarantikorper richtet sich spezifisch nur gegen das jeweilige Antigen. Der
Sekundarantikorper, ein Anti-lmmunglobulin, bindet an Primarantikérper jeder beliebigen

Spezifitat und ist haufig mit einer Peroxidase komplexiert.

Fur eine Antikdrperinkubation wurde nach dem Blotvorgang die PVDF-Membran 1 h in
TTBS mit 5 % Trockenmilch geblockt, um unspezifische Proteinbindungen zu unterbinden.

Danach wurde dreimal 5 min mit TTBS gewaschen.

Die PVDF-Membran wurde mit dem ersten Antikdrper tber Nacht bei 4 °C oder 1 h bei

Raumtemperatur inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit TTBS wurde die PVDF-Memban mit dem 2. Antikdrper
(Anti-Maus 1gG, HRP-konjugiert) in einer 1:10000-Verdinnung in TTBS mit 5 %
Trockenmilch fur 1 h inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit TTBS wurde die

Detektion durchgefiihrt.

2.2.18 Detektion

Das Prinzip der Chemilumineszenz beruht auf der Anregung eines Chromophors in ein
hoheres Energieniveau durch eine chemische Reaktion. Die Abgabe dieser Uberschissigen
Energie erfolgt in Form von Licht bei einer Wellenldénge von 428 nm, die durch eine

Exposition auf einem Blaulicht sensitiven Film sichtbar gemacht werden kann. Bei der ECL-
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Detektion wird das Chromophor Luminol unter alkalischen Bedingungen von der HRP
oxidiert und somit in ein erhohtes Energieniveau Uberflhrt. Eine Steigerung der Signalstérke

wird durch das VVorhandensein von chemischen Verstéarkern, wie z.B. Phenol erreicht.

Die Membran wurde kurz mit Whatmanpapier getrocknet und anschlieBend 1 min mit dem
ECL™ Western Blotting-Reagenz benetzt. Nach erneutem Trocknen der Membran, wurde
diese 10 sec bis zu 10 min auf einem Film exponiert. Die Lange der Exposition richtete sich
nach der Starke der Immunreaktion.

Nach der Detektion wurde die Membran 2-3 min in Ponceau-L6sung geféarbt, um zu

uberprifen, ob die Proteinauftragung gleichméafig war.

2.2.19 ATPase-Assay

Die ATPase-Aktivitat wurde nach der Methode von Carter und Karl (1982) bestimmt. Dazu
wurde 1 ml Reaktionspuffer mit 100 pg Proteinprobe und 10 mM Salzlésung (NaCl, KCI und
NH,4CI) versetzt und die Reaktion durch Zugabe von 2 mM Tris-ATP gestartet. Nach einer 30
minutigen Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml 1 N HCI
gestoppt. 1 ml dieser Losung wurde dann mit 0,7 ml Molybdatlésung und 0,3 ml
Malachitgriinlésung versetzt und 3 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml 7,8 %iger

H,SO,4 wurde die OD des Reaktionsproduktes bei 625 nm gemessen.

2.2.20 LDH-Zytotoxizitats-Assay

Dieser Test basiert auf der Detektion der Aktivitat des cytoplasmatischen Enzyms LDH, das
bei Membranschédigungen aus der Zelle freigesetzt und in das Zellkulturmedium abgegeben
wird. Die LDH-AKktivitat wird durch einen enzymatischen Test bestimmt: im ersten Schritt
wird NAD" zu NADH+H" durch die LDH-katalysierte Oxidation von Lactat zu Pyruvat
reduziert; im zweiten Schritt (ibertragt der Katalysator Diaphorase H+H" vom NADH+H" auf
das Tetrazoliumsalz INT, welches dadurch zum roten Formazansalz reduziert wird und bei

500 nm detektiert werden kann.
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Der LDH-Test wurde zuséatzlich zum Histon-Elisa durchgefuhrt, um eine Unterscheidung
zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen treffen zu konnen, die bei Nicht-
berucksichtigung zu falsch interpretierten Werten beim Histon-Elisa fiihren konnten. Nur
nekrotische und spatapoptotische Zellen geben ihre cytoplasmatischen Enzyme in das
Zellkulturmedium ab, bei apoptotischen Zellen dagegen wird kein zelluldres Material in die

Umgebung freigesetzt.

Nach der Zentrifugation bei 900 g wurde daher vor der Lyse der Zellen fir den Histon-Elisa
100 pl des Zelliiberstandes von jedem Well abgenommen und mit 100 pl der LDH-
Reaktionsldsung in eine 96-Well-Platte pipettiert. Nach einer Inkubation fir 30 min bei

Raumtemperatur unter Lichtausschluf? wurde die OD bei 490 nm gemessen.

2.2.21 Proteinbestimmung nach Bradford

Im Mittelpunkt dieser Proteinfarbung stehen blaue Sdurefarbstoffe, die als Coomassie-
Brillantblau bezeichnet werden. In Gegenwart von Proteinen und im sauren Milieu verschiebt
sich das Absorptionsmaximum des Coomassie-Brillantblau G 250 von 465 zu 595 nm. Der
Farbstoff bindet dabei unspezifisch an kationische und nicht polare, hydrophobe Seitenketten

der Proteine.

Die Proteinbestimmung wurde in 96-Well-Platten durchgefuhrt. Zu 200 pl Bradford-
Gebrauchsreagenz wurden je 5 ul des Standards oder der Probe pipettiert. Eine OD-Messung
des Dblauen Reaktionsproduktes wurde nach 5 min bei 590 nm durchgefiihrt Die

Quantifizierung des zelluldren Proteins erfolgte mit Hilfe einer mitgefiihrten Eichreihe.

2.2.22 Statistische Auswertung der MelR3ergebnisse

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + SEM angegeben. Die Berechnung der statistischen
Signifikanz erfolgte mit dem Student’s t-Test fiir paarige Stichproben. Als signifikant galten
Werte von p < 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von Helicobacter pylori-Sonikat auf die Apoptoserate
von AGS-Zellen

Um das quantitative Ausmal} der Apoptose zu ermitteln, wurden DNA-Fragmente in der
cytoplasmatischen Fraktion von AGS-Zellen nach der Inkubation mit Helicobacter pylori-
Sonikat aus Hp 87 mittels Histon Elisa bestimmt.
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Abb. 3.1.1: EinfluB von H. p.-Sonikat auf die DNA-Fragmentierung in AGS-Zellen. Die Zellen wurden 24
Stunden mit den angegebenen Sonikatkonzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa”**-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde
gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05

gegenilber der Kontrolle.

Wie in Abb. 3.1.1 deutlich wird, war ein ausreichender Apoptosestimulus ab einer
Sonikatkonzentration von 40 pg/ml gegeben. Der Gehalt der oligonukleosomalen Fragmente
im Cytoplasma war im Vergleich zur Kontrolle doppelt so hoch. Daher wurde diese
Konzentration fir die folgenden Versuche eingesetzt, da hohere Sonikatkonzentrationen nicht
in einer erhéhten DNA-Fragmentierung resultierten.
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Ein weiterer Apoptosenachweis ist die Hochst 33324-Vitalfarbung, in der zusétzlich durch
den Einsatz von Propidiumiodid zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen

unterschieden werden kann.

a) Kontrolle b) Sonikat 40ug/ml

Abb. 3.1.2: EinfluR von Helicobacter pylori auf die Zellmorphologie von AGS-Zellen. Die Zellen wurden 24
Stunden mit der angegebenen Sonikatkonzentration in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Auszahlung der apoptotischen Zellen unter dem Mikroskop.

Abb. 3.1.2 zeigt die morphologischen Verdnderungen der Zellen durch die Inkubation mit
Helicobacter pylori, die mit dem programmierten Zelltod einhergingen (Abb. 3.1.2 b).
Sichtbar ist die Kondensation des Chromatins im friih-apoptotischen Stadium und die Bildung
apoptotischer Kdorper. Im spateren Verlauf der Apoptose, nach dem Zusammenbruch der
Membran, farbte das Propidiumiodid die DNA rot an.

Die Auszahlung der vitalen und apoptotischen Zellen nach einer Fotoaufnahme unter dem
Fluoreszenz-Mikroskop ergab die in der folgenden Tabelle aufgefuhrten Ergebnisse.

apoptotische Zellen [%]

Kontrolle 1,59 +0,42

Sonikat (40pg/ml) 7,44 +£169*

Tab. 3.1: EinfluB von H. p. 87-Sonikat auf die Anzahl vitaler und apoptotischer Zellen. Die Zellen wurden 24
Stunden mit den angegebenen Sonikatkonzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Auszahlung der apoptotischen Zellen unter dem Mikroskop. Gezeigt sind Mittelwerte

+ SEM mit * = p < 0,05 gegentiiber der Kontrolle aus drei unabhéngigen Versuchen.

Durch die Zugabe von 40 pg/ml H. p.-Sonikat war die Anzahl der apoptotischen Zellen

gegenuber der Kontrolle 5-fach erhoht.
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3.2 Vergleich der Wirkung von Helicobacter pylori-Sonikaten

verschiedener Mutanten auf die Apoptoserate von AGS-Zellen

Da sowohl das vakuolisierende Zytotoxin VacA als auch das zytotoxinassoziierte Antigen
CagA als Apoptose induzierende Komponenten diskutiert werden, wurden verschiedene
Deletionsmutanten auf ihre Féhigkeit, den programmierten Zelltod auszuldsen, getestet. Die
DNA-Fragmente in der cytoplasmatischen Fraktion von AGS-Zellen wurden nach der
Inkubation mit Helicobacter pylori-Sonikaten aus verschiedenen Stammen mittels Histon
Elisa bestimmt.
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Abb. 3.2: Einflul von verschiedenen H. p.-Mutanten auf die DNA-Fragmentierung in AGS-Zellen. Die Zellen
wurden 24 Stunden mit den angegebenen Sonikatkonzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa”-Kit von Roche. Die
Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen, *

=p < 0,05 gegenliber der Kontrolle.

Abb. 3.2 zeigt, da® zwischen VacA'/CagA’-Stammen (Hp 87 und P12WT) und den
Deletionsmutanten P12AvacA (VacA/CagA®), P12AcagA (VacA'/CagA’) und P12APAI
(Deletion der kompletten cag-Pathogenitétsinsel) keine Unterschiede in der DNA-
Fragmentierung existieren. Alle Stdimme steigerten die Apoptoserate signifikant um das 2—-3-
fache.
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3.3 Ammoniumsulfatfallung des Helicobacter pylori-Sonikates

Nach der Ultrazentrifugation des H. p.-Sonikates wurde dessen apoptotische Aktivitat im
Uberstand detektiert. Fir eine unspezifische Abtrennung nicht-apoptotischer Proteine wurde
das Zentrifugat einer Ammoniumsulfatfallung unterzogen. Dazu wurde das Sonikat mit
Ammoniumsulfat verschiedener Konzentrationen versetzt und die Apoptose induzierende

Wirkung des Prézipitates und des Uberstandes mittels Histon Elisa in AGS-Zellen untersucht.
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Abb. 3.3: Bestimmung der optimalen Ammoniumsulfat-Konzentration zur Ausfallung nicht-apoptotischer H.p.-
Proteine. AGS-Zellen wurden 24 Stunden mit 20 pl des Prazipitates oder des Uberstandes der verschiedenen
Konzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der
Apoptoserate mittels Elisa®**-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle und + = p < 0,05

gegeniber dem Sonikat.

Bis zu einer Konzentration von 50 % Ammoniumsulfat befand sich der Apoptose auslésende
Faktor im Uberstand (Abb. 3.3). Bei hoheren Konzentrationen nahm die apoptotische
Aktivitat im Uberstand ab.

Ein parallel durchgefuhrter Bradford-Test zeigte, da sich bei 50 % Ammoniumsulfat-

Sattigung je die Halfte der Proteine im Uberstand und im Prazipitat befanden.
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Durch die Ammoniumsulfatfallung konnten daher 50 % nicht-apoptotisch wirksamer Proteine
vom eingesetzten Protein abgetrennt werden.

3.4 Hitzefallung des Helicobacter pylori-Sonikats

Um eine weitere Abtrennung nicht-apoptotischer Proteine zu erlangen, wurde der Keim im
AnschluB an die Ammoniumsulfatprézipitation einer Hitzefallung unterzogen. Das Sonikat
wurde durch Erhitzen bei verschiedenen Temperaturen gefallt und die Apoptose induzierende
Wirkung des Uberstandes nach Abzentrifugation der hitzelabilen Proteine mittels Histon Elisa
in AGS-Zellen untersucht.
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Abb. 3.4: Bestimmung der optimalen Temperatur zur Ausfallung nicht-apoptotischer H.p.-Proteine. AGS-Zellen
wurden 24 Stunden mit 50 pl des Uberstandes nach Erhitzen des H.p.-Sonikats bei den angegebenen
Temperaturen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. Anschlielend erfolgte die Bestimmung der
Apoptoserate mittels Elisa”*-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle und + = p < 0,05

gegeniber dem Sonikat.

Abb. 3.4 zeigt, dal? sich das apoptoseauslésende H. pylori-Protein bis zu einer Temperatur
von 60 °C im Uberstand befand.
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Ein parallel durchgefuhrter Bradfordtest zeigte, dal? durch die Hitzefédllung 50 % nicht-

apoptotisch wirksamer Proteine vom eingesetzten Protein abgetrennt werden konnten.

3.5 Fallung des H. p.-Sonikats durch organische Losungsmittel

Eine weitere Abtrennung nicht-apoptotischer Proteine wurde durch den Einsatz organischer
Losungsmittel wie Ethanol und Aceton erzielt. Dabei wurde das Sonikat im Anschlul} an die
Hitzefallung mit verschiedenen Konzentrationen an Ethanol und Aceton versetzt, die gefallten
Proteine abzentrifugiert und die Uberstande mittels Histon Elisa in AGS-Zellen auf ihre

Apoptose induzierende Wirkung untersucht.
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Abb. 3.5: Bestimmung der optimalen Ethanol- bzw. Aceton-Konzentration zur Ausfallung nicht-apoptotischer
H.p.-Proteine. AGS-Zellen wurden 24 Stunden mit 50 pl des Uberstandes bei den angegebenen Konzentrationen
in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. Die Bestimmung der Apoptoserate erfolgte mittels Elisa”"-Kit
von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM aus drei

unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniber der Kontrolle und + = p < 0,05 gegeniiber dem Sonikat.

Bis zu einer Ethanol-Konzentration von 50 % und einer Aceton-Konzentration von 30 %
befand sich der Apoptose auslésende Faktor des Keims im Uberstand (Abb. 3.5). Bei hoheren

Konzentrationen nahm die apoptotische Aktivitat im Uberstand ab.
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Ein parallel durchgefiihrter Bradfordtest zeigte, dal® durch die Fallung 90 % nicht-apoptotisch

wirksamer Proteine vom eingesetzten Protein abgetrennt werden konnten.

3.6 Einflul3 des pH-Wertes auf die Aktivitat des Apoptose-Faktors
von Helicobacter pylori

Zur Bestimmung des optimalen pH-Bereiches, in dem die Aktivitat des apoptotischen Faktors
von H. pylori die maximale Wirkung erzielt, wurde das Sonikat mit 1 M HCI und 1 M NaOH
auf pH-Werte von 1-13 eingestellt, die gefallten Proteine abzentrifugiert und die Uberstande
auf AGS-Zellen gegeben. Die Apoptose induzierende Wirkung wurde mittels Histon Elisa

untersucht.
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Abb. 3.6: Bestimmung des optimalen pH-Bereiches des apoptotischen Faktors von Helicobacter pylori. AGS-
Zellen wurden 24 Stunden mit 50 pl des Uberstandes bei den angegebenen pH-Werten in RPMI 1640 Medium
mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa”"*-Kit von
Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM aus drei unabhéngigen

Versuchen, * = p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle und + = p < 0,05 gegeniiber dem Sonikat.
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Der optimale pH-Bereich des Apoptose auslésenden Faktors des Bakteriums lag zwischen pH
6 — pH 11 (Abb. 3.6). Unterhalb bzw. oberhalb dieses Bereiches nahm die Aktivitat des
Faktors ab. Ab pH 3 bzw. pH 13 war keine apoptotische Aktivitat mel3bar.

3.7 Fallung des H. p.-Sonikats durch Polyethylenglycol

Eine Mdglichkeit zur Abtrennung von Proteinen ist die Fallung mit Polyethylenglycol. Zur
weiteren Aufreinigung des Apoptose induzierenden Proteins wurde dieses mit verschiedenen
PEG-8000-Konzentrationen versetzt, die geféllten Proteine abzentrifugiert und die
Uberstande auf AGS-Zellen gegeben. Die Apoptose induzierende Wirkung wurde mittels
Histon Elisa untersucht.
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Abb. 3.7: Bestimmung der optimalen PEG-Konzentration zur Ausfallung nicht-apoptotischer H.p.-Proteine.
AGS-Zellen wurden 24 Stunden mit 50 pl des Uberstandes bei den angegebenen Konzentrationen in RPMI 1640
Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa™*-Kit
von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM aus drei

unabhéngigen Versuchen, * = p < 0,05 gegentber der Kontrolle und + = p < 0,05 gegenuiber dem Sonikat.

Bis zu einer PEG-Konzentration von 5 % befand sich der Apoptose auslésende Faktor im
Uberstand (Abb. 3.7). Bei dieser Konzentration konnten nach dem Bradford-Test 15 %
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apoptotisch nicht wirksamer Proteine vom Gesamtprotein abgetrennt werden. Bei héheren
Konzentrationen nahm die apoptotische Aktivitat im Uberstand ab.
Durch einen weiteren Fallungsversuch mit Harnstoff (Ergebnisse nicht gezeigt) konnte keine

Proteinprézipitation erzielt werden.

3.8 Bestimmung der molekularen Masse des Apoptose
induzierenden Faktors von Helicobacter pylori durch

Ausschluf3chromatographie

Das ultrazentrifugierte, durch Ammoniumsulfat und Hitze geféllte H. p.-Sonikat wurde zur
Bestimmung der molaren Masse des Apoptose induzierenden Faktors einer Gelfitration
unterzogen. Die Eluate wurden mit AGS-Zellen inkubiert und die apoptotische Aktivitat

mittels Histon Elisa detektiert.
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Abb. 3.8.1: Bestimmung der molekularen Masse des H. p.-Sonikats mittels Gelfiltration (Fractogel” EMD Bio-
SEC-Sdule der Firma Merck). AGS-Zellen wurden 24 Stunden mit 100 pl der eluierten Fraktionen in RPMI
1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels
Elisa”**-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aus drei

unabhéngigen Versuchen, * = p < 0,05 gegentber der Kontrolle und + = p < 0,05 gegenuiber dem Sonikat.
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Abb. 3.8.1 zeigt die Elution des apoptotischen Faktors nach 45 bis 47 ml mit einem Maximum
bei 46 ml.

Die molare Masse des gesuchten Proteins konnte anhand von Proteinen mit bekannter molarer
Masse ermittelt werden: (Amylase 200 kDa (41,2 ml), ADH 150 kDa (42 ml), BSA 66 kDa
(44,4 ml) Carbonanhydrase 29 kDa (54 ml), Cytochrom ¢ 12,4 kDa (63,4 ml)).
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Abb. 3.8.2: Bestimmung der molekularen Masse von H. p.-Sonikat mittels linearer Regression: Aufgetragen
wurden auf der x-Achse die Logarithmen der molaren Massen gegen die Elutionsvolumina, dividiert durch das
AusschluBvolumen der S&ule (35 ml) auf der y-Achse. Anhand der im Diagramm dargestellten Formel fir die
lineare Regression konnte mit dem Elutionsvolumen des apoptotischen Faktors auch dessen Molmasse bestimmt

werden.

Nach Berechnung der linearen Regression anhand Abb. 3.8.2 lag die Molmasse des
apoptotischen Faktors zwischen 68 und 85 kDa.

Die drei Apoptose auslosenden Fraktionen wurde vereint und der Proteinanteil mittels
Bradfordtest bestimmt. Der Proteingehalt des abgetrennten Faktors am Gesamtprotein betrug

20-25 %. Die Fractogel-Gelfiltrations-Saule erzielte somit eine 4-5-fache Aufreinigung.
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Durch die Verwendung von S&ulenmaterial mit scharferer Trennleistung (Sephacryl 200 S)
sollte der Molekulargewichtsbereich weiter eingegrenzt werden.
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Abb. 3.8.3: Bestimmung der molekularen Masse des H. p.-Sonikat mittels Gelfiltration (Sephacryl S200). AGS-
Zellen wurden 24 Stunden mit 100 pl der eluierten Fraktionen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa”>-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde
gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05

gegeniber der Kontrolle und + = p < 0,05 gegentber dem Sonikat.

Abb. 3.8.3 zeigt die Elution des apoptotischen Faktors nach 18 bis 20 ml mit einem Maximum
bei 19 ml.
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Die molare Masse des gesuchten Proteins konnte anhand von Proteinen mit bekannter molarer
Masse ermittelt werden: (Amylase 200 kDa (15 ml), ADH 150 kDa (17,2 ml), BSA 66 kDa
(18,8 ml) Carbonanhydrase 29 kDa (22,5 ml), Cytochrom ¢ 12,4 kDa (25,2 ml)).
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Abb. 3.8.4: Bestimmung der molekularen Masse von H. p.-Sonikat mittels linearer Regression: Aufgetragen
wurden auf der x-Achse die Logarithmen der molaren Massen gegen die Elutionsvolumina, dividiert durch das
AusschluBvolumen der Saule (14,4 ml) auf der y-Achse. Anhand der im Diagramm dargestellten Formel fiir die
lineare Regression konnte mit dem Elutionsvolumen des apoptotischen Faktors auch dessen Molmasse bestimmt

werden.

Nach Berechnung der linearen Regression anhand Abb. 3.8.4 lag die Molmasse des
apoptotischen Faktors zwischen 42 und 73 kDa.

Der Proteingehalt der Losung aus den drei vereinten Apoptose ausldsenden Fraktionen wurde
mittels Bradfordtest bestimmt. Dessen Anteil betrug 25-30 %. Die Sephacryl-Gelfiltrations-

Sdule erzielte somit eine ca. 4-fache Aufreinigung.
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3.9 Verteilung der apoptotischen Aktivitat von Helicobacter pylori

nach Aufreinigung tber Hydrophobizitats-Chromatographie

Das ultrazentrifugierte, durch Ammoniumsulfat und Hitze geféllte H. p.-Sonikat wurde Uber
eine Hydrophobizitats-Séule aufgereinigt. Die Eluate wurden in 2 ml-Fraktionen aufgefangen,
mit AGS-Zellen inkubiert und die apoptotische Aktivitat mittels Histon Elisa detektiert.
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Abb. 3.9: Ermittlung der apoptotisch aktiven Fraktion aus Hydrophobizitats-Laufen. AGS-Zellen wurden 24
Stunden mit 100 pl der eluierten Fraktionen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa”**-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 %
gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniber der

Kontrolle und + = p < 0,05 gegeniiber dem Sonikat.

In Abb. 3.9 zeigt sich eine deutliche Anreicherung des apoptotischen Faktors in Fraktion 19
und 21. Die Elution des Faktors erfolgte bei einer Ammoniumsulfatkonzentration von

1-0,88 M.

Die zwei Apoptose auslosenden Fraktionen wurden vereint. Der Proteingehalt der Ldsung, in
der sich der abgetrennte Faktor befand, wurde mittels Bradfordtest bestimmt. Dessen Anteil

betrug 10-15%. Die Hydrophobizitats-Séule erzielte somit eine bis zu 10-fache Aufreinigung.
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3.10 Verteilung der apoptotischen Aktivitat von Helicobacter pylori

nach Aufreinigung Gber Hydroxylapatit

Eine weitere Aufreinigung wurde durch eine Hydroxylapatit-Séule erreicht. Die Eluate des
ultrazentrifugierten, durch Ammoniumsulfat und Hitze geféllten und nach der
Hydrophobizitats-Chromatographie aufkonzentrierten H. p.-Sonikats wurden in 2 ml-
Fraktionen aufgefangen, mit AGS-Zellen inkubiert und die apoptotische Aktivitat mittels
Histon Elisa detektiert.
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Abb. 3.10: Ermittlung der apoptotisch aktiven Fraktion aus Hydroxylapatit-Laufen. AGS-Zellen wurden 24
Stunden mit 100 pl der eluierten Fraktionen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa”*-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 %
gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aus drei unabhéngigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniber der

Kontrolle und + = p < 0,05 gegeniiber dem Sonikat.

In Abb. 3.10 zeigt sich eine deutliche Anreicherung des apoptotischen Faktors in Fraktion 19.
Die Elution des Faktors erfolgte bei einer Phosphatkonzentration von 235-290 mM und einer
Chloridkonzentration von 1 M.

Der Proteinanteil des abgetrennten Faktors am Gesamtprotein, dessen Gehalt mittels
Bradfordtest bestimmt wurde, betrug 10-15%. Die Hydroxylapatit-Séule erzielte somit eine
bis zu 10-fache Aufreinigung.
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3.11 Urease-Aktivitatsbestimmung

Die keimeigene Urease soll nach Fan et al. (2000) zur DNA-Fragmentierung in
Magenepithelzellen beitragen.

Um zu (berprifen, ob die Urease-Aktivitit im Sonikat nach den einzelnen
Aufreinigungsschritten noch vorhanden war, wurde die Urease-Aktivitat bei verschiedenen
Substratkonzentrationen bei RT und einer OD von 556 nm bestimmt. Durch die Bestimmung
der Anfangssteigung, konnte die Absorptionsanderung AE/min (Reaktionsgeschwindigkeit)
ermittelt werden. Die Michaelis-Menten-Konstante K, wurde durch doppelt reziproke
Auftragung der Substratkonzentration gegen die Reaktionsgeschwindigkeit in einem

Lineweaver-Burk-Diagramm ermittelt.

y = 8,5014x + 8,8124
R?=0,9704

=A~AA~A~

*

1w

1/Substratkonz [1/mM]

Abb. 3.11.1: Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante K, von H. p.-Sonikat nach Ultrazentrifugation
mittels linearer Regression: Aufgetragen wurden auf der x-Achse die reziproken Substratkonzentrationen gegen
die reziproke Reaktionsgeschwindigkeiten auf der y-Achse. Anhand der im Diagramm dargestellten Formel fiir

die lineare Regression konnte K, bestimmt werden.

Anhand der linearen Regression von Abb. 3. 11.1 konnte der Schnittpunkt der Geraden mit
der x-Achse, der —1/K, darstellt, und somit K., berechnet werden. Der Wert der Michaelis-

Konstanten fir das H.p.-Sonikat nach der Ultrazentrifugation betrug danach 0,96 mM.
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Nach dem gleichen Verfahren wurden auch die Michaelis-Konstanten fur das H.p.-Sonikat
nach  der  Ultrazentrifugation, Salz- und  Hitzefallung und  hydrophober
Interaktionschromatographie bestimmt. Die Werte fir die einzelnen Konstanten sind in der

folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Aufreinigungsstufe Kmn [MM]
Uz 0,96
Uz + Salz-/Hitzefallung 0,27
Uz + Salz-/Hitzefallung+ HIC 0,31

Tab. 3.11: Michaelis-Menten-Konstante K., von H. p.-Sonikat nach verschiedenen Aufreinigungsstufen.

In Tabelle 3.11. zeigt sich eine deutliche Abnahme der Urease-Aktivitdt bereits nach dem
ersten Aufreinigungsschritt. Die Aktivitat blieb nach einem weiteren Aufreinigungsschritt

konstant.
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3.12 Wirkung von Ammoniak und Helicobacter pylori-Sonikat in

Verbindung mit Harnstoff auf die Apoptoserate von AGS-Zellen

Da die Produktion von Ammoniak durch die keimeigene Urease an der Induktion des
programmierten Zelltods beteiligt sein soll, wurde untersucht, ob die Aktivitat der Urease
durch Koinkubation von Helicobacter pylori-Sonikat mit Harnstoff zur DNA-Fragmentierung
in Magenepithelzellen beitragt. Die apoptotische Aktivitdt wurde mittels Histon Elisa
detektiert.
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Abb. 3.12: Bestimmung der apoptotischen Aktivitat von H. p. in Verbindung mit Harnstoff. AGS-Zellen wurden
24 Stunden mit den angegebenen Mengen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa”**-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 %
gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aus drei unabhdngigen Versuchen, * = p < 0,05 gegenuber der

Kontrolle und + = p < 0,05 gegeniiber dem Sonikat.

Die Koinkubation von H. pylori-Sonikat mit Harnstoff erhdhte die Apoptoserate im Vergleich
zum Sonikat (Abb. 3.12). Bei niedrigen und hohen Sonikatkonzentrationen fiel die Erhéhung
der DNA-Fragmentierung gering aus. Im Vergleich zu 40 pg bzw. 60 pg Sonikat konnte die
Apoptoserate durch die Zugabe von Harnstoff um 137 % bzw. 74 % gesteigert werden.
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Die Inkubation von AGS-Zellen mit Ammoniak resultierte ab einer NHz-Konzentration von
60 UM in einer Erhdhung des Zelltodes um 60 %, ab 300 uM jedoch waren die Zellen im

parallel durchgefiihrten Zytotoxizitatstest nekrotisch (Ergebnisse nicht gezeigt).

3.13 Extraktion von Helicobacter pylori-LPS

Bakterielle Lipopolysaccharide werden als ein Induktor der Apoptose diskutiert. Daher
wurden diese mittels Phenol-Extraktion aus Helicobacter pylori isoliert und mit AGS-Zellen
inkubiert. Die apoptotische Aktivitat wurde mittels Histon Elisa detektiert.
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Abb. 3.13: Bestimmung der apoptotischen Aktivitdt von H. p.-LPS. AGS-Zellen wurden 24 Stunden mit den
angegebenen LPS-Mengen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. Anschlieend erfolgte die
Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa®*-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt.

Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM aus drei unabhéngigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniber der Kontrolle.

Wie in Abb. 3.13 zu erkennen ist, trug das Helicobacter pylori-LPS nicht zur DNA-
Fragmentierung bei. Die Inkubation mit 10-200 pg der aus dem Keim extrahierten LPS
bewirkten in der Zellinie AGS keinerlei Apoptose. Auch in einer weiteren Zellinie HMO02

(Ergebnisse nicht gezeigt) lieRen sich keine Effekte durch LPS erzielen.
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3.14 Extraktion von Helicobacter pylori-Sphingomyelinasen

Da H. pylori-SMasen als ein Induktor der Apoptose diskutiert werden, wurden diese nach Lin
et al. (1998) aus Helicobacter pylori extrahiert und mit AGS-Zellen inkubiert. Die
apoptotische Aktivitat wurde mittels Histon Elisa detektiert.
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Abb. 3.14: Bestimmung der apoptotischen Aktivitat von H. p.-SMasen. AGS-Zellen wurden 24 Stunden mit den
angegebenen Mengen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. Anschlieend erfolgte die Bestimmung
der Apoptoserate mittels Elisa”">-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die

Mittelwerte £ SEM aus drei unabhéngigen Versuchen, * = p < 0,05 gegenuber der Kontrolle.

Abb. 3.14 zeigt, dall sowohl die Membranfraktion, die die neutralen, als auch die cytosolische
Fraktion, die die sauren SMAsen enthielt, nicht in der Lage waren, in AGS-Zellen Apoptose
auszulésen. Dagegen war ab 2 Units einer k&uflich erworbenen SMase eine 2-fache Erhohung
der DNA-Fragmentierung zu verzeichnen.
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3.15 Gelelektrophoretische Auftrennung der Helicobacter pylori-

Proteine

Das Helicobacter pylori-Sonikat wurde gemé&R der folgenden Aufreinigungsstrategie

angereichert.

Zellaufschluf? und Ultrazentrifugation
Ammoniumsulfatfallung
Aufreinigungsfaktor zum Ausgangsprotein: 2
Hitzefallung
Aufreinigungsfaktor: 2

Aufreinigungsfaktor zum Ausgangsprotein: 4

Hydrophobe Interaktionschromatographie
Aufreinigungsfaktor: 10
Aufreinigungsfaktor zum Ausgangsprotein: 40
Hydrox¢ylapatit
Aufreinigungsfaktor: 10
Aufreinigungsfaktor zum Ausgangsprotein: 400

Die apoptotisch aktiven Fraktionen aus verschiedenen Aufreinigungsstufen wurden durch
native und denaturierende Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Proteine wurden mittels

Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht.
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3.15.1 Auftrennung durch denaturierende Gelelektrophorese

W | 220 kDa
- 97 kDa
S = 66 kDa
—————
46 kDa
— -— w | 30 kDa
- — - | 21 kDa
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.15.1: Denaturierende gelelektrophoretische Auftrennung des Helicobacter pylori-Sonikats nach
verschiedenen Aufreinigungsstufen. Die Proben wurden nach Wessel und Fligge gefallt und auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen; das Gel wurde im AnschluB mit Coomassie G250 gefarbt. Die einzelnen
Aufreinigungsstufen wurden mit 1 — 7 gekennzeichnet.

1:Uz

2: Uz / Salzféllung

3: Uz / Salz- / Hitzeféllung

4: Uz / Salz- / Hitzefallung / HIC

5: Uz / Salz- / Hitze- / Ethanolféllung; inaktive Fraktion

6: Uz / Salz- / Hitzefallung / HIC / HAP; inaktive Fraktion

7: Uz / Salz- / Hitzefallung / HIC / HAP

Abb. 3.15.1 zeigt das Helicobacter pylori-Sonikat nach verschiedenen Aufreinigungsstufen.
Nach bereits vier Aufreinigungsschritten (Ultrazentrifugation, Salz- und Hitzefallung und
hydrophobe Interaktionschromatographie: s. Bahn 4) ist die Anreicherung einer Bande bei 60
kDa deutlich zu erkennen. Diese Bande war in apoptotisch inaktiven Fraktionen nicht
vorhanden (Bahn 5 und 6). Nach einer weiteren Aufreinigung Uber eine Hydroxylapatit-Saule

(Bahn 7) konnten neben der 60 kDa-Bande noch 7 weitere Banden identifiziert werden.
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3.15.2 Auftrennung durch native Gelelektrophorese
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Abb. 3.15.2: Native gelelektrophoretische Auftrennung des Helicobacter pylori-Sonikats nach verschiedenen

Aufreinigungsstufen. Die Proben wurden nach Wessel und Fligge gefallt und auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen; das Gel wurde im AnschluB mit Coomassie G250 gefarbt. Die einzelnen Aufreinigungsstufen
wurden mit 1 — 2 gekennzeichnet.

1:Uz / Salz- / Hitzeféllung

2: Uz / Salz- / Hitzeféllung / HIC

Auch in der Auftrennung durch die native Gelelektrophorese ist die Anreicherung einer
Proteinbande bei 60 kDa nach der 4. Aufreinigungsstufe deutlich zu erkennen (Abb. 3.15.2).
Die einzelnen Proteinbanden wurden aus dem nativen Gel ausgeschnitten und durch
Elektroelution aus dem Gel wieder in Losung gebracht. Die eluierten Proteine wurden dann
anhand von AGS-Zellen auf ihre apoptoseauslosende Aktivitat untersucht. Es war jedoch
keine der eluierten Proteinfraktionen in der Lage, in den Magenepithelzellen Apoptose zu
induzieren. Auch durch die Kombination aller Fraktionen aus der Elektroelution konnte keine
Erhohung der DNA-Fragmentierung erzielt werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
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3.16 Proteinsequenzierung

Die Sequenzanalyse der im Apoptoseprozel3 relevanten Proteinbanden ergab fir die 60 kDa-
Bande folgende Aminoséurenabfolge:

AKEIKFSDSARNLLFFEGVRQLHDA.

Diese Aminosauresequenz entspricht dem Hitzeschockprotein HSP60 aus Helicobacter pylori
(Synonyme: 60 kDa Chaperonin, Protein Cpn60, groEL Protein). Die exakte molekulare
Masse betragt 58,24 kDa.

Die Sequenzanalyse weiterer untersuchter Banden ergab fir die
86 kDa-Bande: N-Methylhydantoinase

80 kDa-Bande: putative Hydantoin Utilisation

66 kDa-Bande: Urease-[3-Untereinheit

44 kDa-Bande: aliphatische Amidase

40 kDa-Bande: y-Glutamyltranspeptidase

30 kDa-Bande: Urease-a-Untereinheit

25 kDa-Bande: 26 kDa-Antigen
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3.17 Wirkung von HSP60-Antikdrper auf die Helicobacter pylori-
induzierte Apoptose in AGS-Zellen

Um zu Uberprifen, ob das Hitzeschockprotein HSP60 tatséchlich an der Apoptoseausldsung
beteiligt ist, wurde das Helicobacter pylori-Sonikat vor der Inkubation mit AGS-Zellen mit
einem Antikorper gegen HSP60 versetzt. Das quantitative AusmaR der Apoptose wurde

mittels Histon Elisa bestimmt.
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Abb. 3.17: Einflu® von HSP60-Antikorper auf die H. p.-induzierte Apoptoserate in AGS-Zellen. Das Sonikat
wurde 30 min mit 10 pg/ml des Antikdrpers vorinkubiert. Die Zellen wurden dann 24 Stunden mit den
angegebenen Sonikatkonzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa®*-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt.
Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniber der Kontrolle

und + = p < 0,05 gegeniiber dem Sonikat.

Abb. 3.17 zeigt, dal die H. p.-induzierte DNA-Fragmentierung durch die Koinkubation mit
10 pg/ml eines gegen HSP60 gerichteten Antikorpers im Vergleich zum Sonikat gleicher
Konzentration bis zu 60 % gehemmt wurde. Durch den Einsatz hoherer Konzentrationen des
Antikorpers konnte keine weitere Hemmung erzielt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Eine
alleinige Inkubation der Magenzellen mit dem HSP60-Antikorper hatte keinen EinfluR auf die
Apoptoserate der AGS-Zellen.
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Die Inkubation mit 1 — 5 pg rekombinantem, humanem HSP60 aus E. coli bewirkte keine

Apoptoseinduktion in den Magenepithelzellen (Ergebnisse nicht gezeigt).

3.18 Einflu3 eines Hitzeschocks auf das Expressionsmuster von

HSP60 in Helicobacter pylori

Da nach Yokota et al. (1994) die Inkubation des Bakteriums bei hohen Temperaturen die
Expression von Helicobacter pylori-HSP60 erhdhen soll, wurde der Keim Hp 87 bei 43 °C

einem Hitzeschock unterzogen.

66 kDa

K 1h 2h 4h 6h 12h 16h 22h

Abb. 3.18: EinfluR eines Hitzeschocks auf das Expressionsmuster von HSP60 in Helicobacter pylori. Der Keim
wurde 48 h auf Blutagarplatten angeziichtet und jeweils 1 bis 22 h vor dem Ernten einem Hitzeschock von 1 h
bei 43 °C unterzogen. Die gelelektrophoretische Auftrennung, das Western-Blotting, die Antikorperinkubation
und die Detektion erfolgte nach 2.2.12.1, 2.2.15, 2.2.17 und 2.2.18.

In Abb. 3.18 ist zu erkennen, dal’ ein Hitzeschock von 1 h bei 43 °C das Expressionsmuster

von HSP60 nicht veranderte.
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3.19 ATPase-Klassifizierung im Helicobacter pylori-Sonikat

Da das HSP60-Molekil nach Rontgenstrukturanalysen eine ATPase-Domane enthalt, wurde

eine Charakterisierung der bakteriellen ATPase bezuglich der Spezifitadt einwertiger lonen

durchgefuhrt.
Phosphatgehalt
[UM Pi/mg Protein [{]
Kontrolle 0,37 +£0,08
10 mM NaCl 0,82+ 0,09
10 mM KClI 2,13+0,13
10 mM NH,CI 0,83+0,10
10 mM NaCl + 10 mM KCI 0,9 + 0,07
10 mM KCI + 100 uM Quabain 1,18 £ 0,09
10 mM KCI + 10 uM Schering 28080 1,01 +£0,10

Tab. 3.19: ATPase-Charakterisierung aus H. p. 87-Sonikat. 100 pg des aufgereinigten Sonikats wurden nach
Vorschrift 2.2.19 mit den angegebenen Salzen und ATPase-Hemmstoffen inkubiert und bei einer OD von 625
nm gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM mit * = p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle aus drei unabhéngigen

Versuchen.

Die ATPase-Aktivitat des aufgereinigten Helicobacter pylori-Sonikats war durch einwertige
Salze, inshbesondere K* stimulierbar (Tab. 3.19). Na* und NH," konnten die ATPase-Aktivitat
verdoppeln, K* mehr als verfiinffachen. Die Koinkubation des H. pylori-Sonikats mit K* und
Na® erhdhte die ATPase-Aktivitit lediglich um das 2,5fache. Durch die Koinkubation des
Sonikats mit K" und den Na'/K'-und H'/K'-ATPase-Hemmstoffen Ouabain
(1B,3B,5B,11a,14,19-Hexahydroxycard-20[22]-enolide-3-[6-deoxyq- -manno-pyranoside])

und Schering 28080 (2-Methyl-8-(phenylmethoxy)imidazo(1,2-a)pyridin-3-acetonitril) konnte

die K*-induzierbare ATPase-Aktivitat um ca. 50 % inhibiert werden.
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3.20 Wirkung von ATPase-Hemmstoffen auf die Helicobacter pylori-

induzierte Apoptose in AGS-Zellen

Da die bakterielle ATPase-Aktivitat durch die Inkubation mit ATPase-Hemmstoffen Ouabain
und Schering 28080 inhibiert werden konnte, sollte die Wirkung der ATPase-Hemmstoffe auf
die Helicobacter pylori-induzierte Apoptose untersucht werden. Um festzustellen, ob die
ATPase-Untereinheit des Hitzeschockproteins HSP60 an der Apoptoseauslosung beteiligt ist,
wurde das aufgereinigte Helicobacter pylori-Sonikat mit den ATPase-Inhibitoren und AGS-

Zellen inkubiert. Das quantitative Ausmald der Apoptose wurde mittels Histon Elisa bestimmt.
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Abb. 3.20.1: EinfluB von Ouabain auf die H. p.-induzierte Apoptoserate in AGS-Zellen. Das Sonikat wurde 30
min mit dem ATPase-Hemmstoff vorinkubiert. Die Zellen wurden dann 24 Stunden mit den angegebenen
Konzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der
Apoptoserate mittels Elisa®*-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle und + = p < 0,05

gegeniber dem Sonikat.

50 uM des Na'/K*-ATPase-Hemmstoffs Ouabain reduzierten die durch H. pylori ausgeldste
DNA-Fragmentierung in den Magenepithelzellen vollstdndig (Abb. 3.20.1). Die Wirkung des

ATPase-Hemmstoffs war konzentrationsabhangig. Die Inkubation der Zellen mit 10 uM
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Ouabain resultierte in einer verminderten Hemmung der keiminduzierten Apoptserate

(Ergebnisse nicht gezeigt). Ouabain allein zeigte keine Wirkung in den AGS-Zellen.
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Abb. 3.20.2: EinfluB von Schering 28080 auf die H. p.-induzierte Apoptoserate in AGS-Zellen. Das Sonikat
wurde 30 min mit dem ATPase-Hemmstoff vorinkubiert. Die Zellen wurden dann 24 Stunden mit den
angegebenen Konzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. Anschlielend erfolgte die
Bestimmung der Apoptoserate mittels Elisa”®*-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aus drei unabhéngigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle

und + = p < 0,05 gegenliber dem Sonikat.

Der H*/K*-ATPase-Hemmstoff Schering 28080 inhibierte ab einer Konzentration von 10 uM
die keiminduzierte Apoptose um 70 % im Vergleich zum H. p.-Sonikat (40 pg) bzw. 55 %
(80 pg) (s. Abb. 3.20.2). Eine alleinige Inkubation der Magenzellen mit Schering 28080 hatte
keinen EinfluR auf Apoptoserate.
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3.21Wirkung von Dextransulfat auf die Helicobacter pylori-

induzierte Apoptose in AGS-Zellen

Um die Wirkung von Substanzen mit negativer Ladung auf den durch das Bakterium
ausgelosten programmierten Zelltod zu untersuchen, wurden AGS-Zellen mit Helicobacter
pylori-Sonikat und Dextransulfat inkubiert. Das quantitative Ausmal® der Apoptose wurde

mittels Histon Elisa bestimmt.
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Abb. 3.21: Einflul von Dextransulfat auf die H. p.-induzierte Apoptoserate in AGS-Zellen. Die Zellen wurden
30 min mit 0,01 % Dextransulfat vorinkubiert. Die Zellen wurden dann 24 Stunden mit den angegebenen
Sonikatkonzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung
der Apoptoserate mittels Elisa”**-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle und + = p < 0,05

gegeniber dem Sonikat.

In Abb. 3.21 wird deutlich, dal? die Vorinkubation der AGS-Zellen mit 0,01 % Dextransulfat
die DNA-Fragmentierung signifikant hemmte und zwar um 41 % im Vergleich zu 20 pg
Sonikat, bzw. um 121 % und 112 % im Vergleich zu 40 pg und 80 pg Sonikat. Die Wirkung
war konzentrationsabhangig, da die Inkubation der Zellen mit 0,001 % Dextransulfat in einer
verminderten Hemmung der keiminduzierten Apoptoserate resultierte (Ergebnisse nicht

gezeigt). Dextransulfat allein zeigte keine Wirkung in den AGS-Zellen.
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Ahnliche AusmaRe in der Hemmung der H p.-ausgelsten DNA-Fragmentierung wurden

durch den Einsatz von 0,01 % Tween erreicht (Ergebnisse nicht gezeigt).

3.22 Wirkung von Ca?*-Kanalblockern auf die Helicobacter pylori-

induzierte Apoptose in AGS-Zellen

Die Wirkung von Ca**-Kanalblockern auf die Helicobacter pylori-induzierte Apoptose wurde
durch den Einsatz von Nifedipin (1,4-Dihydro-2,6-dimethyl-4-(2-nitrophenyl)-3-5-pyridin-
dicarbonséure-dimethylester), LaCl; und TMB8 getestet. Das H. p.-Sonikat wurde mit den
Ca’*-Antagonisten und AGS-Zellen inkubiert. Das quantitative AusmaR der Apoptose wurde
mittels Histon Elisa bestimmt.
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Abb. 3.22: EinfluB von Nifedipin auf die H. p.-induzierte Apoptoserate in AGS-Zellen. Die Zellen wurden 30
min mit dem Ca?*-Kanalblocker vorinkubiert. Die Zellen wurden dann 24 Stunden mit den angegebenen
Konzentrationen in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der
Apoptoserate mittels Elisa®**-Kit von Roche. Die Kontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen, * = p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle und + = p < 0,05

gegeniber dem Sonikat.
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Abb. 3.22 zeigt, dal} die Koinkubation der Magenepithelzellen mit 10 uM Nifedipin die
keiminduzierte Apoptoserate um 79 %, bzw. 45 % im Vergleich zu 40 pg, bzw. 80 pg Sonikat
hemmen konnte. Dagegen konnte durch den Einsatz von 10-100 uM TMB8 und 10-100 uM
LaCl; keine Verdnderung in der DNA-Fragmentierung erzielt werden (Ergebnisse nicht
gezeigt).

Eine alleinige Inkubation der Magenzellen mit den Ca**-Antagonisten hatte keinen EinfluR

auf die Apoptoserate.
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4 Diskussion

4.1 Helicobacter pylori und Apoptose

Sowohl in vivo als auch in vitro Studien belegen, daf die Infektion von Magenepithelzellen
mit dem Bakterium Helicobacter pylori mit einem erhohten programmierten Zelltod
einhergeht (Baik et al., 1996; Moss et al., 1996).

Eine Inkubation von AGS-Zellen mit H. pylori-Sonikat (zur Auslésung der Apoptose muR der
Keim nicht vital sein) induzierte konzentrationsabhéngig den programmierten Zelltod. Um
zytotoxische Effekte, die bei der Inkubation mit dem vitalen Keim auftreten, zu minimieren,
wurden die Zellen mit Helicobacter pylori-Sonikaten mit einem Proteingehalt von 40 pg/mi
inkubiert. In der hier vorliegenden Untersuchung induzierte das H. p.-Sonikat, das die
cytosolischen Komponenten des Keims enthielt, eine gegentber der Kontrolle 2- bis 3fach
erhohte Apoptoserate. Ahnliche Ausmafe in der DNA-Fragmentierung nach Inkubation mit
Helicobacter pylori wurden auch durch Kim et al. (2000) in den Zellinien Kato-11l SNU-5
und Hs746T dokumentiert.

Es ist bislang noch nicht volistandig geklart, Uber welche Mechanismen und
Signaltransduktionswege das Bakterium H. pylori in den Magenzellen den direkten Zelltod

hervorruft.

Nach Untersuchungen von Chen et al. (1997) geht die Helicobacter pylori-induzierte
Apoptose in vitro und in vivo mit einer erhdhten Expression des proapoptotischen Proteins

Bak einher, wéhrend die Expression anderer Proteine der Bcl-2-Familie unbeeinflu3t bleiben.

Verschiedene Untersuchungen deuten auf eine Involvierung des Fas-Rezeptors in der H.
pylori-induzierten Apoptose hin. Fas (Apo-1/CD95) ist ein cysteinreiches Rezeptor-
Glycoprotein flr apoptotische Signale auf der Oberflache von vielen Zelltypen und gehdrt zu
der Familie der TNF-Rezeptoren (Nagata et al., 1997), die eine wichtige Rolle im durch H.
pylori ausgeldsten programmierten Zelltod in Magenepithelzellen spielen. Studien von Wang
et al. (2000) ergaben sowohl nach Inkubation von Magenepithelzellen als auch von
polymorphen Nucleophilen mit Helicobacter pylori eine gesteigerte Fas-Expression (Hayashi
etal., 1997; Houghton et al., 1999). Auch Jones et al. (1999) entdeckten, dal? die Infektion mit
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Helicobacter pylori in vitro zu einer gesteigerten Apoptoserate flihrte, die von einer erhéhten
Fas-Rezeptor-Expression in AGS-Zellen begleitet wurde. Allerdings mute der Keim noch
auf anderen Signalwegen Apoptose induzieren, da die Koinkubation mit einem
neutralisierenden anti-Fas-Antikdrper den keiminduzierten programmierten Zelltod nicht

vollstdandig hemmen konnte.

4.2 Rolle von VacA und CagA in der Apoptoseinduktion

Als wichtiger Virulenzfaktor zur Auslésung der Apoptose wird unter anderem das
vakuolisierende Zytotoxin VacA des Bakteriums diskutiert. Das 87-kDa-Protein ruft
Storungen intrazelluldarer Membranumbauvorgénge hervor und ist fur die Entstehung von
Schleimhautl&sionen verantwortlich (Papini et al., 1994). Das VacA-Toxin, dessen Gen in
allen H.p.-Stammen nachweisbar ist, wird durch einen aktiven Mechanismus aus der
Bakterienzelle in das umgebende Milieu sezerniert und bindet an eine Vielzahl eukaryotischer
Zelloberflachenrezeptoren (Papini et al., 2001). Zellulare Effekte, die durch VacA hervor-
gerufen werden, sind Zellvakuolisierung, Veranderungen endolysosomaler Funktionen,
Porenformation in der Plasmamembran und Apoptose. Weitere Angriffspunkte in der Zelle
sind endocytotische Vesikel, die Mitochondrien, das Zytoskelett und Zell-Zell-Verbindungen.
Es wird daher diskutiert, ob VacA als A/B-Toxin oder als kanalbildendes Toxin eingestuft
werden soll.

In ihrer Studie zeigten Galmiche et al. (2000), dal? sowohl VacA als auch dessen N-terminales
Fragment, nicht aber dessen C-terminales Fragment in die Mitochondrien translozierten und
in diesen eine Cytochrom c-Freisetzung induzierten, die einen wichtigen Schritt in der
Apoptoseauslésung darstellt. Dieser ProzeRR konnte durch das antiapoptotische Protein Bcl-2
unterbunden werden, die Verwendung einer FADD-negativen Zellinie jedoch war nicht in der
Lage, die Apoptoseinduktion zu hemmen, was auf die Involvierung der Mitochondrien in der
H.p.-induzierten Apoptose hinweist.

Kuck et al. (2001) stellten rekombinantes VacA her, welches in der Lage war, in der Zellinie
AGS Apoptose auszuldsen. Ein H. p.-Lysat, dessen VacA durch Immunprézipitation entfernt
wurde, zeigte eine reduzierte apoptotische Aktivitat. Allerdings vermuteten Kuck et al. noch
andere Faktoren wie LPS, Urease, Proteasen und CagA, die in der keiminduzierten Apoptose

eine Rolle spielen.
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Nach Negrate et al. (2001) ist die in intestinalen Epithelzellen durch H. pylori induzierte
Apoptose auf die Expression der keimeigenen Pathogenitétsinsel (PAI) zurtickzufiihren. Diese
besteht aus einem ca. 40 kbp groBen DNA-Abschnitt, der verschiedene Gene enthalt, wie z.
B. die flir das vakuolisierende Zytotoxin VVacA und das 128 kDa zytotoxinassoziierte Antigen
CagA, jedoch ist cagA, das Gen, das fur dieses Protein kodiert, nicht in allen Stdmmen
vorhanden. Die Studien von Negrate et al. zeigten, daR Vac'/PAI*-Helicobacter pylori nicht
aber Vac/PAI'-Keime Uber den Fas-abhangigen Signalweg Caspase 8 und 3 aktivierten und
zwar Uber die Aktivierung von SAPK, da SB202190, ein Inhibitor der SAPK, die Caspase 3-

Aktivierung signifikant hemmte.

Die Rolle des vakuolisierenden Zytotoxins VacA und seines assoziierten Proteins CagA wird
in der Induktion des programmierten Zelltods kontrovers diskutiert. Die Involvierung des
VacA- bzw. CagA-Status in der Apoptoseauslésung wurde in dieser Arbeit durch
Verwendung von Negativmutanten, die wie der Wildtyp in der Lage waren, Apoptose zu
induzieren, ausgeschlossen.

Die Aufreinigung Uber Gelfiltrationschromatographie ergab weiterhin, dal} die GroRe des
Apoptose induzierenden Faktors zwischen 55 und 76 kDa lag. Nach diesen Ergebnissen sind
VacA und CagA schon durch ihre molekularen GroRen von 87 kDa bzw. 128 kDa als
Apoptose induzierende Faktoren auszuschlieBen. Weiterhin wurde durch die Sequenzanalyse
die Beteiligung von VacA und CagA am programmierten Zelltod ausgeschlossen, da diese in

apoptotisch aktiven Fraktionen nicht ermittelt werden konnten.

Andere Arbeitsgruppen kamen zu ahnlichen Ergebnissen. So wiesen Kim et al. (2000) in
Hs746T-, AGS-, KATO-I1I- und SNU-5-Zellen nach, dal sowohl der Vac-, als auch der Cag-
Status keinerlei Unterschiede in der Apoptoseinduktion zeigte. In sémtlichen Zellinien wurde
nach Inkubation mit cagA*/Vac®, cagA*/Vac und cagA/Vac-Stammen eine &hnliche
Apoptoserate gemessen. Somit schlossen Kim et al. den Vac- und Cag-Status als Apoptose
auslésende Faktoren aus. Auch Kurosawa et al. (2002), Chen et al. (1997) und Peek et al.
(1999) demonstrierten, dal durch H. p. induzierte Apoptose vom CagA/VacA-Status
unabhangig war, da auch Cag- und Vac-Stdmme in Magenepithelzellen den Zelltod

induzieren konnten.
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4.3 Lipopolysaccharide

Helicobacter pylori-LPS sind als Virulenzfaktor mit geringer Toxizitat anerkannt und werden
als ein Ausloser bei H.p.-Erkrankungen diskutiert.

LPS sind ein Hauptbestandteil der Membran gramnegativer Bakterien und bestehen aus den
drei Bausteinen Lipid A, die als bioaktive Komponente identifiziert wurde, dem Kern-
oligosaccharid und dem O-Seitenkettenpolysaccharid. Alle drei Bauelemente weisen bei H.
pylori gegenliber den Lipopolysacchariden anderer Bakterien Besonderheiten auf, die im
Bezug auf die Pathogenese von Interesse sind. So konnte von Geis et al. (1990) gezeigt
werden, daB das Lipid A ungewdhnliche Fettséauren enthalt, was dazu fihrt, daR das Lipid A
nur geringe Toxizitdt und geringe immunmodulatorische Aktivitat aufweist. Ein weiterer
Befund ist, daR die O-Seitenkettenpolysaccharide von H. pylori-LPS Zuckerstrukturen
enthalt, die exakt einem Oberflachenantigen menschlicher Zellen (Lewis*-Antigen)

entsprechen.

Nach Kawahara et al (2001) fiihrten H. p.-LPS zu einer Erhohung der Caspase-8-Aktivitét.
Die aktivierte Caspase-8 stimulierte die Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien und
flhrte Gber die Aktivierung der Caspasen 9 und 3 zur Apoptose.

LPS, die aus cag PAI-positiven Keimen (Typ 1) isoliert wurden, induzierten in Priméarkultur-
Magenzellen aus Meerschweinchen den programmierten Zelltod, wahrend Keime, denen die
Gene der Pathogenitétsinsel fehlten, nicht dazu in der Lage waren (Kawahara et al., 2001).
Die Primérkulturzellen exprimieren den Toll-like Rezeptor 4, der in vivo und in vitro einen
Rezeptor fir Helicobacter pylori-LPS darstellt und intrazellulére Signalkaskaden aktiviert, die

in der Apoptoseinduktion eine Rolle spielen.

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wurde die Involvierung von bakteriellen
Lipopolysacchariden als ein Faktor in der Induktion des Zelltodes ausgeschlossen, da die
Inkubation von AGS-Magenepithelzellen mit 10-200 pg/ml der aus dem Keim extrahierten

LPS keinerlei Apoptosesteigerung bewirkten.

Diese Ergebnisse werden von Munzenmaier et al. (1997) bestétigt, die dokumentierten, dal3
aus H. pylori isolierte LPS keinen apoptotischen Effekt auf Magenepithelzellen hatten. Auch

Cario et al. (2000) wiesen nach, daR intestinale Epithelzellen relativ insensitiv gegeniiber LPS
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waren. Konzentrationen von mehr als 5ug/ml waren nétig, um TLR4-abhéngige Signalwege

zu aktivieren.

4.4 Urease

Die Helicobacter pylori-Urease, ein Enzym, das die Spaltung von Harnstoff zu Ammoniak
und Kohlendioxid katalysiert, wird als ein pathogener Faktor diskutiert, der zur Apoptose und
somit zur Ulkusentstehung beitragen kann. Die Urease wird in die Umgebung des Bakteriums
abgegeben, der Mechanismus der Ausschleusung ist jedoch noch unklar (Maobley et al., 1995).
Das native, cytosolische Enzym mit einer Molmasse von 550 kDa besteht aus sechs groRRen
Untereinheiten (UreB, 61-66 kDa) und sechs kleinen Untereinheiten (UreA, 30 kDa) (Smoot
1997). Fur die volle Enzymaktivitat der Urease sind zwei Nikelatome und der Nickel-
Transporter NixA erforderlich (Bauerfeind et al., 1996). Auch das Hitzeschockprotein HspA
mit einer GroRe von 62 kDa, das mit Urease assoziiert ist und wie diese Nickel bindet, wird
fir die volle Enzymaktivitat bendétigt (Kansau et al., 1996). Weitere 5 accessorische Proteine

Urel, UreE, UreF, UreG, und UreH sind fur die Nikelinsertion ins Enzym notwendig.

Urease-Aktivitdtsmessungen zeigten in dieser Arbeit, dall das Enzym auch nach mehreren
Aufreinigungsschritten noch vorhanden war, dessen Aktivitdt jedoch nach dem ersten
Aufreinigungsschritt abnahm. Ky, betrug nach der Ultrazentrifugation 0,96 und entsprach der
von Mobley et al. (1988) ermittelten Michaelis-Menten-Konstante von 0,8+0,1. Die leichten
Unterschiede der Werte sind auf die Verwendung unterschiedlicher Puffersysteme und
Temperaturen zurtickzufiihren. Auch Dunn et al. (1990) bestimmten den K-Wert fur Urease
nach Anionenaustausch- und Gelfiltrationschromatographie. Mit 0,3 lag K, in derselben
GroRenordnung wie nach dem zweiten Aufreinigungsschritt dieser Arbeit (0,27). Dunn et al.
bestatigten weiterhin, dal die Urease-Aktivitdt nach einzelnen Aufreinigungsschritten
abnimmt. Der niedrige Wert fir K, weist auf eine hohe Substrataffinitat hin und zeigt eine
maximale Effizienz des Enzyms bei millimolaren Harnstoffkonzentrationen, die im Magen
vorherrschen, an.

Nach diesen Ergebnissen kann eine Beteiligung der Urease an der Apoptoseausldsung nicht
ausgeschlossen werden, da auch in der Proteinsequenzanalyse das Vorhandensein der
Ureaseuntereinheiten UreA und UreB in den apoptotisch aktiven Fraktionen nachgewiesen

wurde.
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Auch Kohda et al. (1999) und Smoot (1997) wiesen eine Beziehung zwischen der Urease-
Aktivitadt von Helicobacter pylori und der durch den Keim induzierten Apoptose nach. Die
direkte zellschadigende Wirkung war auf den aus der keimeigenen Urease entstehenden
Ammoniak zurtckzufuhren.

Nach Studien von lgarashi et al. (2001) waren jedoch weder Urease noch Ammoniak in der
Lage, eine signifikante Erhohung der Apoptose in MKN 45-Magenepithelzellen auszuldsen.
Die Koinkubation der Zellen mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y, die einzeln keine
Apoptose induzieren konnten, dem Keim und Harnstoff erhohte die Apoptoserate jedoch um
ein Vielfaches. lgarashi et al. schlossen, daR die Entstehung von Ammoniak durch Urease nur
in Verbindung mit Zytokinen, die wahrend der Infektion mit Helicobacter pylori von der
Magenmukosa gebildet werden, (Crabtree et al.,, 1991) eine wichtige Rolle in der

Apoptoseinduktion spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine 137 %ige bzw. 74 %ige Erhohung der H. pylori-
induzierten DNA-Fragmentierung (im Vergleich zu 40 pg bzw. 60 pg Sonikat) in
Magenepithelzellen durch Zugabe von 10 mM Harnstoff erreicht. Ammoniak allein bewirkte
bei einer Konzentration von 60 UM eine 60 %ige Steigerung der Apoptoserate in AGS-Zellen,

zeigte jedoch ab einer Konzentration von 300 uM eine nekrotische Wirkung.

Nach Tsujii et al. (1992) induziert Ammoniak in vivo ab einer Konzentration von 187,5 mM
(0,6 %) Schadigungen in Magenschleimhautzellen. Der basische pH-Wert einer Ldsung
spielte keine Rolle, da z. B. eine NaOH-L6sung gleichen pH-Wertes keine Schadigungen in
den Magenzellen hervorrief. Somit war ausschlieflich Ammoniak selbst fur die schadigende
Wirkung verantwortlich. Das durch die Ureaseaktivitat entstehende NHj3; passiert
wahrscheinlich die Mitochondrienmembran, erhéht den intramitochondrialen pH-Wert und
hemmt somit die mitochondriale Atmung in Magenepithelzellen. Dieser Effekt allein reichte
zwar nicht aus, um Apoptose zu induzieren, aber er war in der Lage, den rezeptorvermittelten
Zelltod zu erhohen.

Daher ist davon auszugehen, da der durch die Ureaseaktivitat entstandene Ammoniak
durchaus eine zellschadigende Wirkung auf Magenepithelzellen besitzt und das Ausmal der
keiminduzierten Apoptose erhdhen kann, allerdings nicht der alleinige Faktor ist, der in der
Apoptoseinduktion eine Rolle spielt, da die Harnstoff-Konzentration im Magen mit 2-3,5 mM
unter der in der Untersuchung eingesetzten Konzentration von 10 mM liegt, aber erst durch

Zugabe dieser Konzentrationen im Zellsystem eine Erh6hung der Apoptoserate erzielt wurde.



Diskussion Seite 78

Die Apoptose auslosende Wirkung auf Magenepithelzellen, die mit der Anheftung des Keims
einhergeht, muB auf der Interaktion zwischen H. pylori und Zelloberflachenrezeptoren, die
extrazellulére Signale in die Zelle weiterleiten kbnnen, beruhen.

Klasse 1l MHC-Molekiile sind dafiir bekannt, Antigene zu binden und CD4" T-Zellen zu
prasentieren. Nach Scholl et al. (1994) und Newell et al. (1993) l6st die Kreuzreaktion von
MHC-Molekilen mit bakteriellen Superantigenen Apoptose aus. Fan et al. (1998)
demonstrierten, dal} die Induktion der Apoptose in Magenepithelzellen tiber die Bindung von
H. pylori an MHC II-Molekile verlauft, da der keiminduzierte Zelltod durch den Einsatz
eines gegen MHC Il-Molekiile gerichteten Antikorpers inhibiert werden konnte. Das Ausmal
der Apoptose konnte noch gesteigert werden, wenn die Zellen zusétzlich mit INF-y inkubiert
wurden, da INF-y die Expression von MHC-Molekilen erhohte. Dieser Effekt konnte in den
Magenzellinien Kato 11 und N87 nachgewiesen werden, da diese Zellinien laut Fan et al.
MHC-Molekile exprimieren. In AGS-Zellen, die keine MHC-Molekiile exprimieren, konnte
keine Apoptose ausgeldst werden.

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit, die belegen, dall in AGS-Zellen
durchaus Apoptose durch H. pylori induziert werden kann. Fan et al. schlossen allerdings
nicht aus, dall es noch andere Rezeptoren und Signaltransduktionswege geben kann, auf
denen in Zellen ohne MHC-Molekiile der programmierte Zelltod induziert wird.

In Folgestudien identifizierten Fan et al. (2000) H. pylori-Urease als ein Superantigen, das
MHC II-Molekile in Magenepithelzellen als Rezeptoren benutzt und Apoptose ausldst. Die
Bindung der Urease an die MHC-Molekile wird wahrscheinlich durch weitere, noch nicht

genauer identifizierte Proteine unterstitzt.

Knipp et al. (1996) isolierten ein cytosolisches, proliferationshemmendes Protein aus dem
Bakterium mit einer Molmasse von etwa 100 kDa, das durch eine 30-miniitige Inkubation bei
70 °C inaktiviert wurde, bei 56 °C jedoch noch seine volle Aktivitat besal. Das Protein war
auch sensitiv gegentber der Verdauung mit Trypsin. Weiterhin war die Aktivitat des Proteins
durch die Fallung mit mehr als 50 % Ammoniumsulfat nicht mehr nachweisbar. Das
proliferationshemmende Protein war (ber einen weiten pH-Bereich stabil. Bei einem pH-Wert

von 2 und 12 war die Aktivitat zwar vermindert, aber immer noch dedektierbar.

Die Methoden dieser Publikation wurden in dieser Arbeit zur Aufreinigung des
Apoptosefaktor ausgenutzt. Nach dem Zellaufschlu3 und der Ultrazentrifugation wurde die

apoptotische Aktivitat des Keims im Uberstand detektiert. Der Apoptose auslésende Faktor
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mulite daher ein cytosolisches Protein sein. Der Faktor war bis zu einer Temperatur von 60 °C
und einer Ammoniumsulfatkonzentration von 50 % stabil. Andere, sensitivere Proteine
wurden durch diese Verfahren ausgefallt und abgetrennt. Somit kénnen Lipopolysaccharide in
der Induktion des Zelltods ausgeschlossen werden, da diese hitzestabil sind.

Durch die weitere Aufreinigung des Faktors ber Hydroxylapatit und hydrophobe
Interaktionschromatographie konnte dieser 400fach angereichert werden.

Das Apoptose ausldsende Protein hatte sein Aktivitdtsmaximum bei pH 6-11. Unterhalb bzw.
oberhalb dieses Bereiches nahm die Aktivitat des Faktors stark ab.

Demnach kann ausgeschlossen werden, dal3 es sich bei dem proliferationshemmenden Protein
in der Studie von Knipp et al. und dem Apoptose auslésenden Protein in dieser Arbeit um

dasselbe Protein handelt.

4.5 Hitzeschockproteine

Die hochkonservierte Familie der Strel3- oder Hitzeschockproteine dienen der Faltung, dem
Transport in verschiedene zellulare Kompartimente und der Assoziation von Proteinen zu
groferen Strukturen. Auch die Degradation von instabilen Proteinen sowie die Verhinderung
der Proteinaggregation und die Entfaltung falsch gefalteter Proteine gehort zu den Aufgaben
der Hitzeschockproteine. Die schitzende Wirkung der HSPs ist auf die Fahigkeit, als
molekulare Chaperone zu fungieren, zurtickzufiihren. Hitzeschockproteine kdnnen durch
oxidativen Strel}, Temperaturverdnderungen, UV-Strahlung, Entziindungen und virale
Infektionen aktiviert werden.

Die Einteilung der HSPs erfolgt in vier Gruppen ihrer molekularen Grél3e entsprechend in
HSP90, HSP70, HSP60 und kleine HSPs (Garrido et al.;2001; Xanthoudakis et al.; 2000).
Jede Gruppe besitzt verschiedene Mitglieder, die entweder konstitutiv (HSP60, HSC70 und
HSP90) oder durch StreRinduktion exprimiert werden (HSP27 wund HSP70).
Hitzeschockproteine sind im Cytosol, in den Mitochondrien, im Endoplasmatischen
Retikulum und im Zellkern lokalisiert.

Die Kristallstruktur des HSP70 wurde durch Rontgenstrukturanalyse ermittelt (Kiang et al.;
1998). Das N-terminale 44 kDa-Fragment enthélt eine ATPase-Doméne, das 18 kDa-
Fragment die peptidbindende Domane, die gefaltete und ungefaltete Proteine bindet. Der 10

kDa C-Terminus besitzt eine hochkonservierte Sequenz.
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Kirzlich wurde demonstriert, dall Hitzeschockproteine auch regulierend in den
programmierten Zelltod eingreifen. HSP27 und HSP70 wird eine antiapoptotisch, HSP60 und
HSP10 eine proapoptotische Funktion zugeschrieben.

HSP60 ist ein homooligomeres Protein, das aus 14 Untereinheiten besteht, die zwei
heptamere Ringe und damit die fur Chaperone typische faBartige Struktur bilden. Das Protein
ist hauptsachlich in der Mitochondrienmatrix lokalisiert, wurde jedoch auch auflerhalb der
Mitochondrien detektiert. HSP60 ist fir die Faltung mitochondrialer Proteine zustandig und
erleichtert die proteolytische Degradation falsch gefalteter oder denaturierter Proteine in
einem energieabhangigen Prozel. Die Substratbindungs- und ATPase-Aktivitat des HSP60
wird durch HSP10 reguliert. In der Gegenwart von ADP binden zwei HSP10 an ein HSP60.

Eine proapoptotische Rolle fir HSP60 und HSP10 wurde von zwei Arbeitsgruppen
demonstriert. Xanthoudakis et al. (1999) zeigten in Jurkat-Zellen, daR HSP60 die Aktivierung
der Caspase 3 durch Initiator-Caspasen (6, 8 und 9) fordert. Der stimulatorische Effekt von
HSP60 war energieabhangig und nur in Gegenwart von ATP zu messen.

Studien von Samali et al. (1999) ergaben, dal} Procaspase 3 in den Mitochondrien in einem
Komplex mit HSP60 und HSP10 vorliegen. Durch die Induktion der Apoptose dissoziierte die
Caspase 3 von diesem Komplex und wurde somit aktiviert. Rekombinantes HSP60 und
HSP10 erhohten die Aktivitat der Procaspase 3 in vitro und wurden somit als positive
Regulatoren in der Apoptoseinduktion angesehen. Die Aktivierung fand jedoch nur in
Kombination mit Cytochrom ¢, dATP und ATP statt.

Es ist daher nicht auszuschlieRen, daR Hitzeschockproteine, die die Aggregation Faltung und
den Transport von Proteinen beeinflussen, auch direkt in den apoptotischen Signalweg

eingreifen, da HSP60 und HSP10 die Reifung der Proaspase 3 induzieren.

In dieser Arbeit zeigte sowohl die denaturierende als auch die native gelelektrophoretische
Auftrennung der apoptotisch aktiven Fraktionen des H. pylori-Sonikats nach verschiedenen
Aufreinigungsstufen eine deutliche Anreicherung einer Proteinbande bei 60 kDa, dessen
Aminosduresequenz in sequenzanalytischen Untersuchungen dem Hitzeschockprotein HSP60
aus H. pylori entsprach.

Dunn et al. (1992) isolierten in verschiedenen H. pylori-Stdammen ein 54 kDa-Protein,
welches Homologien zur Chaperonin cpn60-Familie der Hitzeschockproteine aufweist und in

einer groRen Anzahl gramnegativer Bakterien vorhanden ist. Auch Macchia et al.
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identifizierten ein 58 kDa-Antigen aus Helicobacter pylori, welches in allen getesteten

Keimen vorhanden war, und ordneten es der HSP60-Familie zu.

Kawahara et al. (1999) wiesen in Seren von Patienten mit MALT-Lymphomen Auto-
Antikorper gegen HSP60 nach. Ein LK-2-Antikorper gegen HSP60 detektierte sowohl in
HGC-27-Zellen von Patienten mit MALT-Lymphomen als auch in H. pylori eine 60 kDa-
Bande. HSP60-Epitope sind auch auf der Zelloberflaiche von MKN45 und Katolll-Zellen
nachgewiesen worden. LK-2 erkennt ein Epitop (Aminoséuren 383 bis 419) der humanen
HSP60-Proteine. Es wird daher vermutet, dafl in humanen und bakteriellen HSP60-Proteinen
ein gemeinsames Epitop vorhanden ist. Die Infektion mit dem Bakterium induziert die
Produktion von Antikorpern gegen bakterielles HSP60, die jedoch - durch die molekulare
Ahnlichkeit - auch mit HSP60 des Wirts kreuzreagieren.

Durch die Verwendung eines monoklonalen Antikérpers gegen HSP60 konnte das
Vorhandensein von HSP60 im Helicobacter pylori-Sonikat nach gelelektrophoretischer
Auftrennung und anschlielender Immundetektion in dieser Arbeit bestatigt werden.
Allerdings konnte im Gegensatz zu Yokota et al. (1994), die durch den Einsatz von mono-
und polyklonalen Antikdrpern eine gesteigerte Expression von HSP60-Proteinen durch
Temperaturerhéhung nachwiesen, ein Hitzeschock von 43 °C die Expression des HSP60 aus
Hp 87 nicht erhdhen. Es handelt sich daher, wie auch von Garrido et al. (2001) dokumentiert,

um ein konstitutiv exprimiertes Protein.

Es gibt Anzeichen, daB einige cpn60-Homologe eine - durch die Immunantwort des Wirtes
ausgeloste - gewebeschédigende Wirkung ausiiben und somit an der Entstehung von
Schleimhautl&sionen beteiligt ist (Born, et al., 1990; Young et al., 1990). Kirzlich wurde
demonstriert, da die Infektion mit Helicobacter pylori eine Immunantwort in
Magenepithelzellen hervorrufen kann, die wahrscheinlich direkt gegen zelleigene HSP-
Proteine gerichtet ist (Negrini et al., 1991). H.p.-HSP koénnen so zu Gewebeschédigungen
beitragen, indem sie T-Zellen zur Kreuzreaktion mit dhnlichen Bestandteilen endogener
Hitzeschockproteine der infizierten Wirtszelle stimulieren.

Diese Hypothese wirde erklaren, warum die H.p.-Infektion in vivo immer mit einer
entziindlichen Reaktion einhergeht, obwohl nicht alle Keime Zytotoxine produzieren (Cover
et al., 1990; Leunk et al., 1988). Die Zytotoxine sind somit nicht fur die Induktion der
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Entzlindungsreaktion verantwortlich, konnen aber die Schwere der Zellschadigung

beeinflussen und somit zur Ulkusentstehung beitragen (Figura et al., 1989).

Yamaguchi et al. (1997) untersuchten die Beziehung zwischen der Expression von
Helicobacter  pylori  HSP60-Hitzeschockproteinen  und  deren  Adhé&sion an
Magenepithelzellen. Auf der Bakterienoberflache lokalisiertes HSP60 vermittelt die Adhésion
an Magenepithelzellen MKN45, MKN28 und Katolll tber die spezifische Bindung an
Sulfatide (Sulfoglycolipide) in vitro und ist somit ein potentieller Faktor fur Initiation einer
Infektion. In MKN45-Zellen konnte eine signifikante Korrelation zwischen der Adhéarenz-
Aktivitdt von H. pylori und der Expression von HSP60 nachgewiesen werden. Die
Adhasionsfahigkeit des Keims und somit der Grad der Entziindung war jedoch unabhéngig
von der Ureaseaktivitat und der Produktion des vakuolisierenden Zytotoxins.

Diese Adhasion wurde durch Koinkubation mit 8ug/ml eines monoklonalen Antikorpers
(MabH20; Klasse IgM), der gegen HSP60 gerichtet ist, signifikant inhibiert. Da diese
Inhibierung nicht vollstandig war, muBten noch andere Faktoren in der Adhédrenz des

Bakteriums an die Zelle eine Rolle spielen.

Durch die Verwendung von 10 pg/ml des monoklonalen HSP60-Antikdrpers konnte die
keiminduzierte DNA-Fragmentierung in dieser Untersuchung bis zu 60 % inhibiert werden.
Die Adhérenz von Helicobacter pylori-HSP60 an Magenepithelzellen und die erwiesene
Beteiligung des HSP60 an der Apoptoseauslosung stehen demnach in einem engen
Zusammenhang. Das HSP60-Molekil bt wahrscheinlich seine zellschéddigende Wirkung
uber die Bindung an Rezeptoren der Wirtszelle aus, die fur die Weiterleitung von
apoptotischen Signalen zustandig sind.

Es ware jedoch auch moglich, dall das HSP60 nach dessen Adhésion an die Zelle
internalisiert wird und dann in der Zelle direkt an der Apoptoseinduktion beteiligt ist, indem
es die Reifung der Procaspase 3 fordert. Allerdings mufiten bei diesem ProzeR noch andere
extrazelluléare Apoptosestimuli und das mit HSP60 assoziierte HSP10 eine Rolle spielen.

Die Tatsache, dal die H. p.-ausgeldste Apoptose nicht vollstandig gehemmt werden konnte,
lakt sich durch die Verwendung eines Antikorpers, der gegen humanes und nicht gegen
keimeigenes HSP60 gerichtet ist, erklaren. Obwohl die Epitope des humanen und bakteriellen
HSP60 sehr ahnlich sind, war die Spezifitat des Antikorpers nicht gegeben. Yamaguchi et al.
(1997) erkléarten sich die unvollstandige Hemmung der H. pylori-Adhasion an die Wirtszelle
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durch einen multifaktoralen Bindungsmechanismus, in dem noch weitere Adhé&sine eine Rolle

spielen.

Rekombinantes, humanes HSP60 aus E. coli zeigte keine apoptotische Wirkung in AGS-
Zellen. Ein Grund hierfur kénnten die Serumkomponenten (10 % FCS) sein, die die HSP60-
Wirkung blockierten. Auch Vabulas et al. (2001) vermuteten, daR das FCS im Kuturmedium
den Kontakt von HSP60 mit den Zellen unterbindet.

Wahrscheinlicher ist jedoch, daB die genetische Varianz zwischen H.p.-HSP60 und
rekombinant humanem HSP60 aus E. coli zu grof3 ist. Daher kann das rekombinante HSP60
schlechter als das keimeigene HSP60 an die Magenepithelzellen binden.

Eine weitere Mdoglich wére, da noch weitere Faktoren, wie das akzessorische HSP10 und
ATP fur die HSP60-vermittelte Apoptose von Bedeutung sind. Dafir sprache auch die
Tatasche, dal3 einzelne Proteinfraktionen, die aus der Elektroelution gewonnen wurden, nicht
in der Lage waren, in den Magenepithelzellen den Zelltod zu induzieren. Allerdings muR auch
davon ausgegangen werden, daR durch die Gelelektrophorese Proteine eine Anderung in ihrer

Konformation erfahren und somit nicht mehr aktiv sind.

4.6 ATPasen

ATPasen gehdren zu einer grolRen Gruppe von Enzymen, die energieabhdngige Vorgange
katalysieren, bei denen ATP zu ADP und Phosphat (Pi) hydrolysiert wird.
Hitzeschockproteine z. B. benttigen ATP, um andere Proteine bei deren Faltung zu
unterstiitzen. Die Faltung und der Transport von Proteinen sind jedoch nicht die einzigen
Funktionen, die ATPasen ausfuhren. ATPasen unterstiitzen auch den aktiven Transport von
lonen und kleinen Molekilen Uber eine Membran gegen ein Konzentrationsgefalle. Die
Na'/K*-Pumpe transportiert z. B. Na* gegen seinen steilen elektrochemischen Gradienten
durch die Hydrolyse von ATP aus einer Zelle hinaus und K™ hinein. Das beim Transport
beteiligte Enzym, die Na'/K'-ATPase, benétigt zur optimalen Funktion Na* und K*. Ein
weiteres Beispiel sind die Belegzellen der Magenschleimhaut, die HCI sezernieren. Die
Sekretion von H* verlauft tiber die Beteiligung einer H*/K*-ATPase, einem elektroneutralen
Antiporter, dessen Eigenschaften denen der Na'/K*-ATPase ahneln.
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Die Charakterisierung der bakteriellen ATPase in der vorliegenden Arbeit ergab, dal3 das
Enzym K*-abhangig war. Durch Zugabe von 10 mM Kalium konnte die Enzymaktivitat im
Vergleich zur Kontrolle mehr als verfunffacht werden. Dagegen konnten andere einwertige
lonen wie Natrium und Ammonium die ATPase-Aktivitat nur um den Faktor zwei erhthen.
Durch die Koinkubation des aufgereinigten H. p.-Sonikats mit K* und 100 pM bzw. 10 uM
der ATPase-Hemmstoffe Ouabain und Schering 28080 wurde dessen ATPase-Aktivitat im
Vergleich zur Inkubation mit Kalium allein um ca. 50 % gehemmt. Die Inkubation mit beiden
ATPase-Inhibitoren &uRerte sich allerdings nicht in einer weiteren Reduktion der ATPase-
Aktivitat.

Dieser Befund ist insofern ungewohnlich, da Schering 28080 ein spezifischer H'/K*-ATPase-
Inhibitor ist, der auch als S&uresekretionshemmer zur Behandlung von Gastriden eingesetzt
wird (Beil et al., 1986), und Ouabain, ein Na'/K'-ATPase-Inhibitor, zu der Gruppe der
herzaktiven Glycoside zahlt, die die Stirke der Herzmuskelkontraktion erhéhen. H*/K’-
ATPasen sind im allgemeinen nicht durch Ouabain und Na'/K'-ATPasen nicht durch
Schering 28080 hemmbar.

Bis zu diesem Zeitpunkt sind keine naturlichen ATPasen bekannt, die durch beide Substanzen
hemmbar sind.

Es gibt allerdings Arbeitsgruppen, die durch die Konstruktion von chiméren ATPasen eine
Sensitivitat gegeniiber beiden ATPase-Inhibitoren erzielen konnten. Asano et al. (1999)
zeigten, daR durch den Austausch von 12 Aminosauren in bestimmten Segmenten der H'/K*-
ATPase durch Aminosduren, die in der Na'/K'-ATPase fiir die Ouabain-Sensitivitit
verantwortlich sind, eine Hemmung der H*/K*-ATPase durch 5 mM Ouabain mdglich war.
Die Sensitivitat gegenuber Schering (50 uM) blieb dabei erhalten. Dies lafst den Schluf3 zu,
dal? die Bindungsstellen fiir Ouabain und Schering 28080 verschieden sind. Da die Ouabain-
Sensitivitat jedoch relativ gering im Vergleich zur Wild-Typ Na'/K*-ATPase war, schlossen
Asano et al. weitere Aminoséuren in der Ouabain-Bindung nicht aus.

Farley et al. (2001) dagegen konstruierten eine Na'/K*-Chiméare durch den Austausch von 26
Aminosauren (GIn*®-Val®®), die in der H*/K*-ATPase firr die Schering 28080-Sensitivitat
mal3geblich beteiligt sein sollen und konnten auch eine Hemmung der Aktivitét ihrer Chimére
durch den Einsatz beider ATPase-Inhibitoren in gleicher Konzentration nachweisen.

Bei der H. pylori-ATPase mul} es sich daher um eine natirliche Chimére handeln, da sie

durch beide ATPase-Hemmstoffe inhibierbar war. Warum die Hemmung der ATPase-
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Aktivitat nicht vollstdndig und der Effekt durch den Einsatz zweier ATPase-Hemmstoffe

nicht additiv war, konnte bis zu diesem Zeitpunkt nicht geklart werden.

Da in Rontgenstrukturanalysen gezeigt wurde, daR der N-Terminus des HSP60-Molekiils eine
ATPase-Doméne enthalt, sollte nun in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob die
ATPase-Untereinheit des HSP60 in der Apoptoseinduktion in Magenepithelzellen involviert
war. Daher wurden AGS-Zellen mit dem aufgereinigten Helicobacter pylori-Sonikat und den
ATPase-Inhibitoren Schering 28080 und Ouabain inkubiert. Die Ergebnisse zeigen, dal} der
keimausgelOste programmierte Zelltod in den Magenepithelzellen durch die Koinkubation mit
den ATPase-Hemmstoffen signifikant inhibiert werden konnte. Ouabain reduzierte das
Ausmal} der Apoptose vollstdndig, wéahrend Schering 28080 die Apoptoserate um 70 % in
Vergleich zum Sonikat inhibierte.

Es kann somit davon ausgegangen werden, dal} die ATPase-Untereinheit des HSP60 in der
Helicobacter pylori-induzierten Apoptose und somit auch in der Pathogenese der

Ulkuserkrankungen eine wichtige Rolle spielt.

4.7 Rezeptoren fir Hitzeschockprotein HSP60

HSP60 mulB aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit als ein wichtiger Faktor in der
Apoptoseinduktion angesehen werden. Die Rezeptoren, an die das Hitzeschockprotein bindet

und den programmierten Zelltod auslost, sind ist bislang noch nicht identifiziert.

Nach Huesca et al. (1996) verlauft die Adhdrenz von Helicobacter pylori an die
Magenmukosa in vitro (Ober die spezifische Bindung an die Glycolipide
Gangliotetraosylceramid (Gg4), Gangliotriaosylceramid (Gg3), Sulfogalactosylceramid
(SGC) und dem Phospholipid Phosphatidylethanolamin (PE). Als fir die Bindung
verantwortlichen Faktoren wurden bakterielle Hitzeschockproteine diskutiert, da die
Koinkubation mit einen gegen HSPs gerichteten Antikdrper die Adhasion des Keims an die
Magenepithelzelle hemmte.

Huesca et al. (1993) zeigten, dall die Adhésion von H. pylori an die Magenschleimhaut
hauptsachlich Uber die Lipidrezeptoren PE und Gg4 verlduft, da die Bindung des Keims an
Epithelzellen, die ein Defizit an PE hatten, signifikant reduziert war. PE wird daher als ein

wichtiger Rezeptor fur keimeigene Hitzeschockproteine angesehen. Diese Bindung, die Uber
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die N-terminalen ATPase-enthaltenden Domaéane vermittelt wird, konnte durch die
Koinkubation mit Tween bis zu 80 % gehemmt werden. Auch nach Hartmann et al. (2001)
war die verantwortlich Binding-Site von HSPs an die Lipidrezeptoren in der N-terminalen

ATPase-enthaltenden Doméne lokalisiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Helicobacter pylori-induzierte Apoptose durch die
Koinkubation mit 0,01 % Dextransulfat und Tween im Vergleich zum Sonikat um bis zu

120 % gehemmt werden. Es ist daher moglich, dafl die Detergenzien den programmierten
Zelltod inhibieren, indem sie die Adharenz von Helicobacter-HSP60 an AGS-
Magenepithelzellen durch die Wechselwirkung von Gruppen mit hoher negativer Ladung mit
Molekdilen der Zellmembran unterbinden. Auch Kamisago et al. (1996) demonstrierten, dal3
sulfatierte Glycokonjugate mit negativen Ladungen, wie Heparin und Mucin die Adh&sion
von H. pylori an Katolll-Zellen signifikant inhibierten.

Allerdings ist die Dextransulfat-, bzw. Tween-induzierte Apoptose-Hemmung relativ
unspezifisch, da auch die Adhdrenz anderer evtl. apoptoserelevanter Faktoren an

Magenepithelzellen inhibiert wird.

Toll-like Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle in der Erkennung von pathogenen
Faktoren. Im Moment sind 10 Mitglieder der TLR-Familie identifiziert, es ist jedoch nur
wenig Uber deren Liganden bekannt. TLR-4, der unter anderem auch in Endothelzellen und
Magenepithelzellen exprimiert wird, wurde als ein Rezeptor fur bakterielle
Lipopolysaccharide identifiziert.

Verschiedene Autoren demonstrierten, dafl auch HSP60 an TLR-4 bindet und somit
entziindliche Prozesse induziert. Humanes HSP60 in einer Konzentration von 10 pg/mi
stimulierte die TNF-a-Produktion in Macrophagen (Ueki et al.; 2002). Antikdrper gegen
CD14 und TLR-4 inhibierten signifikant die TNF-a-Produktion um bis zu 80 %. Auch die
Behandlung des HSP60 mit Hitze (100 °C fir 20 min) und 0,25 % Trypsin bei 37 °C fir 30
min hemmte die TNF-a-Produktion um 96 % bzw. um 47 %.

Domek et al. (2001) demonstrierten, dal’ die Helicobacter pylori-induzierte Apoptose in Kato
I11-Zellen von einer erhohten SAPK/IJNK-AKktivitat begleitet ist. Nach Ramunas et al. (2001)
aktiviert sowohl bakterielles, exogenes HSP60, als auch humanes, endogenes HSP60 in
Macrophagen die streRaktivierten Proteinkinasen p38 und JNK1/2, die mitogen-aktivierte
Proteinkinase ERK1/2 und die IkB-Kinase IKK. Die Aktivierung der JNK und der IKK

verlauft tber den Toll/IL-1-rezeptorvermittelten Signalweg, in den auch das Adaptermolekdl
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MyD88 und TRAF®6 involviert sind. Dabei représentieren TLR-2 und ein Komplex aus TLR-4
und MD-2 einen potentiellen Rezeptor fir HSP60. Diese Beobachtungen lassen die Deutung
zu, dal die Bindung von HSP60 an den TLR-4 und die Involvierung der SAPK/JNK-
Signalkaskade in der Induktion der Apoptose eine Rolle spielen.

Nach Bulut et al. (2002) aktivierte rekombinantes HSP60 konzentrationsabhé&ngig in humanen
vaskularen Endothelzellen, die den TLR-4 exprimierten, die NF-kB- und die I1L-8-Produktion,
die im Rahmen eines EntziindungsprozelR eine wichtige Rolle spielen und héufig im
Zusammenhang mit Apoptose diskutiert werden (Mahida et al. 1996; Lim et al., 2001;
Watanabe et al., 2000). Der inflammatorische Effekt des HSP60 war durch Hitze und den
Einsatz eines monoklonalen Antikorpers gegen HSP60 inhibierbar. Aullerdem konnte in
dominant negativen TLR-4-Konstrukten keine HSP60-induzierte Aktivierung der NF-kB-
Produktion festgestellt werden. Auch ein dominant negatives MyD88-Konstrukt inhibierte die
HSP60-induzierte NF-kB-Aktivierung. MyD88 stellt ein entscheidendes intrazelluléres
Adapterprotein fir TL-Rezeptoren dar, das Sequenzhomologien zur DD aufweist und somit
die Bindung eines extrazellularen Liganden mit der Apoptosemaschinerie in der Zelle
verknlpft (Aliprantis et al., 2000). Die Rekrutierung von FADD an die DD von MyD88 hat
die Aktivierung der Caspase 8 zur Folge.

Habich et al. (2002) dagegen kamen in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dal} der CD14-TLR-4-
Rezeptorkomplex an der HSP60-vermittelten Signaltransduktion, nicht aber an der Bindung
des Hitzeschockproteins beteiligt ist. Bindungsstudien mit TLR-4-defizienten Macrophagen
und Kontrollzellen mit TLR-4 zeigten eine dhnliche Bindungsintenstat fir HSP60, die
Zytokinproduktion jedoch unterblieb bei den TLR-4-defizienten Zellen. Fir die Bindung soll
ein noch nicht genauer definierter, spezifischer Rezeptor verantwortlich sein. Somit wird
vermutet, dall der Rezeptorkomplex fir HSP60 mindestens zwei verschiedene Komponenten
fur die Bindung und die Signalweiterleitung enthélt.

Mit dem Sulfoglycolipidrezeptor und dem TLR-4 sind zwei mogliche Rezeptortypen fir
HSP60 identifiziert worden. Inwieweit diese fur die direkte HSP60-vermittelte

Apoptoseinduktion in AGS-Zellen verantwotlich ist, muf3 in Folgestudien geklart werden.

4.8 Sphingomyelinasen

Neben den Phospholipasen A und C, die unter den Helicobacter pylori-Enzymen als

pathogene Faktoren identifiziert wurden, da sie eine schadigende Wirkung auf die
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Phospholipidschicht der Magenmukosa besitzen (Langton et al., 1992; Weitkamp et al.,
1993), stehen keimeigene Sphingomyelinasen im Verdacht, eine Rolle in der Pathogenese der
Ulkuserkrankungen zu spielen.

SMasen katalysieren die Hydrolyse von Sphingomyelin, einem Phospholipid, das an der
aulleren Plasmamembran lokalisiert ist, zu Cholinphosphatderivaten und Ceramiden. Letztere
diffundieren durch die Zellmembran und werden als wichtige Mediatoren (second messenger)
in der Signaltransduktion, der Regulation des Zell-Wachstums, der Differenzierung, des
Zelltods und der Immunantwort diskutiert (Okazaki et al., 1989; Hannun et al., 1994). Eine
Vielzahl extrazelluldrer Stimuli, wie Fas, TNF-a, IL-1B3, NGF, chemotherapeutische
Agenzien und Serumdeprivation, die als Induktoren der Apoptose bekannt sind, aktivieren die
SMasen und erhéhen somit den intrazelluldaren Ceramid-Level (Wiegmann et al., 1994; Zhang
et al., 1996; Jayadev et al., 1995). Da Ceramide Kinase-Kaskaden und Transkriptionsfaktoren,
die am programmierten Zelltod beteiligt sind, aktivieren, konnten Helicobacter pylori-
SMasen an der Apoptose-Induktion in Magenepithelzellen beteiligt sein.

Bislang sind zwei Klassen von Sphingomyelinasen bekannt: Mg**-abhangige,
membramgebundene, neutrale SMasen und Mg**-unabhangige, cytosolische, saure SMasen.
Die Enzyme hydrolysieren hauptsachlich Sphingomyelin und Phosphatidylethanolamin (Chan
et al.; 2000).

Nach Jarvis (1994) induzierte die Inkubation von Zellen mit synthetischen Ceramiden oder
Sphingomyelinasen den programmierten Zelltod. Es gibt Hinweise, dal3 eine wachsende
Anzahl an Zelloberflachenrezeptoren Signale generieren, die die Hydrolyse von
Sphingomyelin zu zellgdngigen Ceramiden katalysieren (Testi; 1996). Crosslinking von
CD95-sensitiven Zellen mit DX2, einem Anti-CD95-Antikorper, resultiert in der Aktivierung
einer sauren Sphingomyelinase und der Entstehung von Ceramiden aus Sphingomyelin
(Cifone, 1994). Auch die Interaktion von TNF mit seinem Rezeptor initiiert die Hydrolyse
von Sphingomyelin durch SMasen.

Die cytoplasmatische Domane des TNF-Rezeptors enthélt zwei Regionen, die mit der sauren
und der neutralen Sphingomyelinase assoziiert sind. NSD (NSMase activating domain) ist
uber das Adapter-Protein FAN (factor activating NSMase) mit der neutralen SMase verknipft
(Adam-Klages et al., 1996). Die zweite cytoplasmatische Region namens DD (death domain),
die einerseits nach der Ligandenbindung durch direkte Interaktion mit dem Adaptermolekiil
FADD Caspasen aktivert und somit Apoptose induziert, ist Gber noch nicht genauer bekannte

Strukturen mit der sauren SMase verknUpft, die ihrerseits zur Generierung von Ceramiden
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und der folgenden Aktivierung der SAPK/INK-Signalkaskade zur Caspase-3 Aktivierung und
somit zur Apoptose fiihrt.

Nach Birbes et al. (2001) translozieren saure SMasen zur Mitochondrienmembran, generieren
dort durch ihre katalytische Aktivitat Ceramide, induzieren eine Cytochrom c-Freisetzung und
folgend den programmierten Zelltod. Durch die Uberexpression des antiapoptotischen
Proteins Bcl-2 kann dieser Prozel verhindert werden. Auch Peptid-Inhibitoren fur Caspase 8
(z-IETD-fmk) inhibieren die Aktivierung der sauren SMase und somit den Zelltod (Sawada et
al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden neutrale und saure Sphingomyelinasen aus Helicobacter
pylori isoliert und auf deren Apoptose induzierende Wirkung untersucht. Allerdings waren die
isolierten Enzyme nicht in der Lage, in AGS-Magenepithelzellen den programmierten Zelltod
auszuldsen.

Ein Grund dafiir konnte allerdings der zu saure pH-Wert des Glycinpuffers (2,2), der nach Lin
et al. zur Extraktion von Membran-SMasen benutzt wurde, sein, da pH-Wert-abhéngige Tests
in dieser Arbeit schon eine Verminderung in der Apoptose-Aktivitat des Keims bei pH 4
zeigten. Dagegen war ab 2 Units einer kduflich erworbenen SMase eine 2fache Erh6hung der
DNA-Fragmentierung zu verzeichnen. Weiterfiihrende Untersuchungen sollten daher zeigen,

ob eine Ceramidproduktion in Magenepithelzellen nach Zugabe von H. pylori induziert wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, daR durch die Koinkubation von AGS-
Magenepithelzellen mit dem aufgereinigten H. p.-Sonikat und 10 uM des Ca**-Kanalblockers
Nifedipin die keiminduzierte Apoptose um 79 % bzw. 45 % im Vergleich zu 40 pg bzw. 80
pg Sonikat gehemmt werden konnte.

Auch SR33557, ein L-Typ Ca?*-Kanalblocker, ein Inhibitor der sauren, nicht aber der
neutralen SMase, inhibiert die Bildung von Ceramiden und somit den Fas- und TNF-a-
induzierten Zelltod (Sawada et al., 2002).

Da die Veranderung von intrazellularen Ca®*-Spiegeln in der Apoptoseinduktion diskutiert
wird, wurden weitere Ca**-Antagonisten wie TMB8 und LaCls auf ihre Wirkung untersucht.
Die Inkubation der AGS-Zellen mit Sonikat und TMB8 bzw. LaCl; resultierte jedoch in
keiner Verminderung der H. p.-ausgeldsten DNA-Fragmentierung.

Die Hemmung der H. p.-induzierten Apoptose durch Nifedipin mul daher auf anderen

Mechanismen als auf der Veranderung von intrazelluldren Ca**-Spiegeln beruhen. Es ist
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daher moglich, dal Nifedipin den keiminduzierten Zelltod durch die Hemmung der

bakteriellen Sphingomyelinase inhibiert.

Da in der Sequenzanalyse der im Apoptoseprozel3 relevanten Proteinbanden jedoch keine
SMasen identifiziert wurden, besteht die Moglichkeit, dal? durch die Bindung von weiteren
Liganden an ihre Zelloberflachchenrezeptoren Signale generiert werden koénnen, die die
Hydrolyse von Sphingomyelin zu zellgdngigen Ceramiden katalysieren. Phosphatidyl-
ethanolamin z. B. ist ein potentieller Rezeptor flr das Hitzeschockprotein HSP60. Durch die
Bindung von HSP60 konnte PE hydrolysiert werden und so durch die Entstehung von
Ceramiden zur Apoptose fiihren. Somit ware ein weiterer Weg aufgezeigt, auf dem das

HSP60 seine apoptoseausldsende Wirkung austiben konnte.

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Involvierung des Hitzeschockproteins HSP60
aus Helicobacter pylori in der direkten Apoptoseinduktion nachgewiesen. Inwieweit das
HSP60 alleinig fir die Induktion des programmierten Zelltods verantwortlich ist, sollte in
weiteren Nachforschungen ermittelt werden.

Besonderes Interesse gilt hier der genaueren Untersuchung der Rezeptoren, Uber die das
Helicobacter pylori-Hitzeschockprotein HSP60 Apoptose in Magenepithelzellen induziert.
Die Verwendung von HSP60-Negativmutanten konnte weiteren Aufschlull tber die
Bedeutung des Hitzeschockproteins in der Apoptoseinduktion geben.
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5 Zusammenfassung

Die Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori spielt eine entscheidende Rolle in der
Entstehung von Ulkuserkrankungen. Eine 24-stiindige Inkubation mit dem Keim geht mit
einem 2- bis 3fach erhohten programmierten Zelltod in der verwendeten AGS-
Magenepithelzellinie einher. Die zugrundeliegenden Faktoren werden jedoch kontrovers
diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher verschiedene Faktoren, die in der H. pylori-
induzierten Apoptose ein Rolle spielen, untersucht. Die Involvierung des Vac- und Cag-Status
in der Induktion des programmierten Zelltods wurde durch die Verwendung von
Negativmutanten ausgeschlossen. Auch bakterielle Lipopolysaccharide waren nicht an der
Apoptoseauslosung beteiligt. Die H. pylori-Urease war in der Lage, das Ausmal} der
Apoptose in Magenepithelzellen zu erhohen, kann allerdings nicht als alleiniger Faktor
angesehen werden.

Mittels proteinchemischer Aufreinigungsmethoden, die Ammoniumsulfat- und Hitzefallung
sowie flussigkeitschromatographische Aufreinigungen ber Hydroxylapatit und hydrophobe
Interaktion umfalten, konnte in der gelelektrophoretischen Auftrennung apoptotisch aktiver
Fraktionen eine Proteinbande bei 60 kDa angereichert werden, die in sequenzanalytischen
Untersuchungen als das Hitzeschockprotein HSP60 identifiziert wurde. Durch den Einsatz
eines monoklonalen Antikorpers konnte die HSP60-induzierte Apoptose um bis zu 60 %
inhibiert werden. Die Hemmung des programmierten Zelltods wurde durch Messung der
DNA-Fragmentierung im Histon-Elisa nachgewiesen.

Die ATPase-Aktivitat des aufgereinigten H. pylori-Sonikats, die in enzymatischen Messungen
durch einwertige Kationen in der Reihenfolge NH;" = Na* << K" stimulierbar war, wurde
durch die selektiven Na*/K*- und H*/K*-Inhibitoren Ouabain und Schering 28080 um 50 %
gehemmt. Es muRte sich daher um eine chimdre ATPase handeln, die durch beide ATPase-
Hemmstoffe inhibierbar war.

Da in Rdntgenstrukturanalysen gezeigt wurde, dafl das N-terminale Fragment des HSP60-
Molekils eine ATPase-Domane enthalt, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden,
ob der keimausgeltste programmierte Zelltod in den Magenepithelzellen durch die
Koinkubation mit ATPase-Inhibitoren hemmbar war. Oubain reduzierte das AusmaR der
Apoptose vollstandig, wéahrend Schering 28080 die Apoptoserate um 70 % in Vergleich zum
Sonikat inhibierte. Es kann somit davon ausgegangen werden, dal} die ATPase-Untereinheit
des HSP60 in der Helicobacter pylori-induzierten Apoptose beteiligt ist.
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Einen fir die HSP60-Bindung und -Signalweiterleitung verantwortlichen Rezeptortypen
stellen Sulfoglycolipide dar. Insbesondere Phosphatidylethanolamin kodnnte durch die
Bindung von HSP60 hydrolysiert werden und so durch die Entstehung von zellgéngigen
Ceramiden Uber den SAPK-abhangigen Signalweg zur Caspase 3-Aktivierung und zur
Apoptose fihren.
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