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»Wer die Bewegungen der Bakterien, namentlich bei starker Vergrdsserung genau
studirt hat, der wird sich nicht verhehlen kodnnen, dass sie so entschieden den
Schein willkiirlicher, intelligenter Bewegungen erwecken, wie nur irgend welche
Bewegungen von Mikroorganismen entschieden thierischer Art. Dies
zusammengenommen mit dem enormen O-bedlirfniss und der starken CO0,-ausscheidung
weist den beweglichen Bakterien mit noch grdsserer Bestimmtheit einen Platz
unter den sbeseelten” thierischen Wesen an, als ihre morphologischen
Beziehungen sie den pflanzlichen Organismen zuordnen.”

Theodor Wilhelm Engelmann 1881

»Die zu freier Ortsbewegung befdhigten Organismen sind natirlich [..] gegen
Reize mannigfacher Art empfindlich, wvon denen wir hier jedoch nur solche
berilicksichtigen wollen, welche rdumlich orientirend wirken, also eine durch
die Angriffsrichtung des Reizes bestimmte Bewegungsrichtung hervorrufen.”

Wilhelm Pfeffer 1884



2. Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

Helicobacter pylori kolonisiert chronisch Uber die Hélfte der Weltbevdlkerung und ist damit
eines der erfolgreichsten humanpathogenen Bakterien. Ca. 15% Prozent der infizierten
Personen entwickeln ein Magengeschwir und ca. 1% ein Adenokarzinom des Magens.
Weltweit gibt es jahrlich ca. 500.000 Krebserkrankungen auf Grund einer H. pylori-Infektion.
Herkdmmliche Antibiotika-Therapien gegen H. pylori sind vorhanden, stehen jedoch nicht als
Monotherapie zur Verfigung. H. pylori ist obligat und spezifisch mit seinem menschlichen
Wirt assoziiert und hat als chronisch kolonisierendes Bakterium eine sehr spezifische
Biologie entwickelt, mit deren Hilfe er die Magennische dauerhaft besiedeln kann. Zu den fur
die Kolonisierung essenziellen Eigenschaften gehéren die flagellare Beweglichkeit und die
damit verbundene spezifische Orientierungsfahigkeit (Taxis), die von H. pylori konstitutiv
unter allen bisher untersuchten Bedingungen exprimiert werden.

Die Chemotaxis von H. pylori wurde bisher nur in Grundziigen charakterisiert und war
der Hauptgegenstand der hier vorliegenden Untersuchungen. Zentrale Fragen, wie
beispielsweise zu Substratspezifitdten der einzelnen Sensoren, zur Existenz von
Energietaxis und deren in vivo-Relevanz oder zur Beteiligung einzelner Chemotaxis-
Komponenten an regulatorischen Prozessen sind noch offen. In H. pylori konnten unter
anderem bisher vier Chemosensoren (TIpA, TlpB, TIpC und TlpD), sowie ein vollstdndiger
Satz der zentralen Komponenten des Chemotaxisapparates (CheAY2, CheY1, CheW)
identifiziert werden.

In dieser Arbeit konnte nun mit Hilfe verschiedener Methoden der Molekularbiologie
und Beweglichkeitsanalysen gezeigt werden, dass H. pylori zur Energietaxis (Orientierung
abhangig von metabolischer Aktivitat) fahig ist und dass dieses Verhalten unter allen bisher
getesteten Bedingungen dominant ist. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde bei der Analyse
von Bakterienmutanten deutlich, dass die Energietaxis zu einem groBen Teil durch den
Sensor TIpD bereitgestellt wird. Der Sensor TlpD vermittelt dabei weitgehend unabhéngig
von den anderen Sensoren Energietaxis. Der Sensor TlpD, welcher im Gegensatz zu den
anderen Sensoren aus H. pylori keine Transmembrandomanen tragt, scheint in H. pylori
sowohl zytosolisch als auch membranassoziiert vorzuliegen. Eine im Rahmen dieser Arbeit
durchgefthrte Reinigung des Sensors TlpD aus H. pylori ermdglichte erste biochemische
Charakterisierungen und die Identifikation erster mdglicher Interaktionspartner.

In einem in-vivo-Infektionsmodell (Mongolische Rennmaus) konnte fir den Sensor
TIpD dartber hinaus eine Rolle in der Persistenz im Magen gezeigt werden. Basierend auf
den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit scheint dieser Sensor in der initialen Infektion von
untergeordneter Bedeutung zu sein, jedoch einen deutlichen Effekt auf die
Kolonisierungseffizienz von H. pyloriim Laufe eines langeren Infektionszeitraumes zu haben.

SchlieBlich konnten in einem heterologen Modell (E. colij nach Expression der
H. pylori-Sensormolekile auch erste Hinweise flir eine mdgliche Beteiligung der Sensoren
TIpA und TlpB an der Energietaxis beobachtet werden. Damit spielten insgesamt mindestens
drei der vier Sensoren aus H. pylori eine Rolle in der Energiewahrnehmung, was die
biologische Wichtigkeit des Konzepts der Energietaxis unterstreicht.

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit werden in Zukunft eine genauere
biochemische Charakterisierung von TlpD, eine Analyse von Interaktionen mit anderen
Proteinen und damit auch eine weitere Aufklarung des Wahrnehmungsmechanismus
maoglich sein. Darlber hinaus kann die Rolle der Sensormolekile und damit auch der
Energietaxis in vivo weiter untersucht werden, um deren Bedeutung in einer stabilen
Kolonisierung zu klaren. Die Fahigkeit zur Energietaxis ist nach den bisherigen
Erkenntnissen fiir eine persistente Infektion durch H. pylori unabdingbar. In weiterer Zukunft
konnte daher diese in dieser Arbeit erstmals fir H. pylori beschriebene spezifische
Eigenschaft als neuer Angriffspunkt fir eine Therapie dienen.

Schlisselwérter: Helicobacter pylori, Energietaxis, Chemosensor
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3. Abstract

3 Abstract

Helicobacter pylori colonizes the stomach of more than half of the human population, making
it one of the most successful human pathogenic bacteria. Of all infected persons,
approximately 15% develop gastric ulcer and 1% adenocarcinoma. Worldwide, there are
about half a million new cases per year of gastric cancer due to H. pylori. A therapy based on
several common antibiotics is available against H. pylori however an effective monotherapy
is nonexistent. H. pylori is obligatorily associated with the human host and, during evolution,
has established a highly specific biology to colonize the gastric niche persistently. Flagellar
motility and targeted orientation (taxis) are essential prerequisites for a successful chronic
colonization and are expressed constitutively.

In H. pylori, mechanisms of chemotaxis, which are the major topic of the present
study, have only been poorly characterized so far. Important questions, such as the substrate
specificity of certain sensors, the existence of energy taxis in H. pylori and its in vivo
relevance have still not been addressed. Until now, four putative chemosensors (TIpA, TIpB,
TIpC and TlpD) and all necessary central chemotaxis components (CheAY2, CheY1, CheW)
have been identified in H. pylori.

In this study, we showed the existence of energy taxis in H. pylori and demonstrated
that energy taxis is the dominant behaviour using different molecular biological methods and
motility analysis. Furthermore, we unravelled, using the characterization of H. pylori mutants,
that energy taxis is mainly mediated by the sensor TIpD. The function of TlpD was
predominantly independent from other sensors, as shown in.mutants expressing only TlpD.
Concerning its subcellular localization, the sensor TlpD, carrying no transmembrane domain,
was detected to localize both in the cytosol as well as associated with the membrane. In
addition, TlpD was purified from H. pylori, which served to perform preliminary biochemical
analyses of the sensor and to identify some putative interaction partners.

In an in vivo model (Mongolian gerbil) we could demonstrate an important role of TlpD in
persistent infection, whereas TlpD seemed to play a less dominant part during the initial
infection.

Finally, it was shown that the sensors TIpA and TIpB participate in energy taxis in a
heterologous system expressing H. pylori sensors in E. coli. Taken together, at least three
sensors in H. pylori are able to mediate energy taxis. This supports our hypothesis of
bacterial energy taxis being an important mechanism to optimize the bacterial metabolic yield
within the restricted gastric niche.

Based on the results of this study, it will be possible to perform further studies of TlpD
and its putative interaction partners in order to elucidate the exact mode of sensing. Also, the
role of energy taxis in an in vivo model should be further examined to clarify its importance in
bacterial persistence. Owing to its role as a carcinogenic agent, new strategies for therapy
and eradication of H. pylori are of high general interest. To our present knowledge, energy
taxis seems to be absolutely essential for stable H. pylori colonization thus, the specific
energy sensing properties described in this study may serve as promising novel therapy
targets.

Keywords: Helicobacter pylori, energy taxis, MCP
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4. Einleitung

4 Einleitung

4.1 Helicobacter pylori
4.1.1 Entdeckung und Geschichte

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurden sowohl im Magen von Tieren, als auch in dem
des Menschen spiralférmige Bakterien beobachtet (Bottcher, 1874, Jaworski, 1889). Dies
wurde allerdings nicht in den Zusammenhang mit Ulkuserkrankungen gebracht, da die
gangige Meinung bestand, es handle sich dabei lediglich um die transiente orale Flora und
der Magen sei nicht dauerhaft von Bakterien besiedelbar. Erst im Jahr 1982 gelang den
beiden Australiern Barry Marshall und Robin Warren die in vitro Kultivierung von H. pylori
aus humanem Magenbiopsiematerial (Warren und Marshall, 1983). Aufgrund
morphologischer Kriterien wurden die Bakterien der Gattung Campylobacter zugeordnet und
zuerst als Campylobacter pyloridis (Marshall und Warren, 1984) spater als Campylobacter
pylori (Marshall und Goodwin, 1987) bezeichnet. Aufgrund von 16S-RNA-Homologien und
verschiedener phanotypischer Eigenschaften wurde die Spezies schlieBlich einem neuen
Genus zugeordnet. Das Genus Helicobacter wurde 1989 gebildet, der Gruppe der e¢-
Proteobakterien zugeordnet und die Spezies fortan als Helicobacter pylori bezeichnet
(Goodwin et al.,, 1989). In der Gruppe der e-Proteobakterien finden sich auBerdem die
Gattungen Campylobacter, Wollinella und Arcobacter (Vandamme et al., 1991). Der
Zusammenhang zwischen einer H. pylori-Infektion und gastrischen Ulkuserkrankungen, wie
peptischen Ulkus und chronischer Gastritis, konnte durch die Selbstversuche von Marshall
und Morris gezeigt werden. Nach der oralen Aufnahme der Bakterien entwickelten beide eine
Gastritis, welche durch Antibiotika therapierbar war (Marshall et al., 1985; Morris und
Nicholson, 1987). Dadurch wurde der Zusammenhang zwischen der Infektion und einer
Gastritis gezeigt. Es folgte eine Reihe von Studien, welche eine Verbindung zwischen
H. pylori und einem gastrischen Karzinom beschrieben (Forman et al., 1991; Nomura et al.,
1991; Parsonnet et al, 1991; Talley et al, 1991) und folglich stufte die
Weltgesundheitsorganisation WHO das Bakterium als Karzinogen der Klasse 1 ein (d.h.
definitives Karzinogen).

4.1.2 Morphologie und Flagellenapparat

Helicobacter pylori ist ein Gram negatives Bakterium mit einer Lange von 2 bis 4 ym und
einem Durchmesser von 0,5 bis 1 um. Wahrend die Bakterien in vivo Uberwiegend eine
spiralférmige Morphologie aufweisen, treten in vitro auch stabchenférmige und kokkoide
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4. Einleitung

Formen auf (Goodwin und Armstrong, 1990; Bode et al., 1993). Zwar weisen die kokkoiden
Formen des Bakteriums noch einen minimalen Stoffwechsel auf, eine Anzucht dieser Form
in vitro ist jedoch nicht méglich (Mizoguchi et al., 1999). Die genaue Bedeutung dieser Form
ist bislang unklar. H. pylori ist unipolar mit 4 — 6 Flagellen begeiBelt (Josenhans und
Suerbaum, 2002) (Abbildung 1). Die Flagellen sind einzeln von einer Membranhille
umgeben (Geis et al., 1993). Die Funktion der Flagellenhille konnte bisher nicht vollstédndig
geklart werden; mdglicherweise stellt die Hille einen Schutz der Flagellen gegentber
niedrigen pH-Werten dar.

Bislang wurde flir etwa 60 Gene von H. pylori ein Zusammenhang mit der Motilitat
und dem strukturellen Zusammenbau der Flagellen vorhergesagt. Die Regulation der
Flagellengene verlduft nach einem komplexen, hierarchischen System, entsprechend der
Reihenfolge des Zusammenbaus und lasst sich in vier Klassen von Genen (frihe Gene,
mittlere Gene, spate Gene, intermediare Gene) einteilen. Die Flagellenbiosynthese wird
reguliert durch das Zweikomponentensystem FIgRS, den house-keeping Sigmafaktor ¢,
den alternativen Sigmafaktoren ¢® und >, sowie den Anti-Sigmafaktor FIgM (Niehus et al.,
2004). Die Flagellen dienen der Fortbewegung der Bakterien und bestehen aus einem ca.
3 -5 pm langem Filament, welches Uber einen flexiblen Haken mit dem Antriebsapparat im
Basalkérper verbunden ist. Der Basalkérper dient dabei der Weiterleitung des Antriebs an
die Filamente, wobei der genaue Mechanismus noch ungeklart ist. Fir E. coli konnte gezeigt
werden, dass der Motor in zwei Richtungen rotieren kann: mit und entgegen dem
Uhrzeigersinn (Manson et al., 1998). Die Rotationsrichtung wechselt in Abhangigkeit von
Signalen des Chemotaxissystems (siehe auch 4.2.1) und wird durch die Schalterstruktur FliM
des Flagellenmotors reguliert (Francis et al., 1994). Fur H. pylori wurde die Rotationsrichtung
des Motors bislang nicht naher untersucht, jedoch finden sich in H. pylori sowohl zum
Flagellenmotor selbst als auch zur Schalterstruktur homologe Proteine.

¢-ia
=
=

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von H. pylori (Shin-Ichi Aizawa,
C. Josenhans, unveréffentlicht)
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4.1.3 Physiologie von H. pylori

Die Kultivierung der Bakterien erfolgt in komplexen Vollmedien, welche mit Blut oder Serum
erganzt werden. In der Regel erfolgt die Anzucht in einer humiden, mikroaerophilen
Atmosphéare. Obligat ist eine CO,-Anreicherung (5 — 12%), womit das Bakterium eher
capnophil als mikroaerophil ist (Bury-Mone et al., 2006; St Maurice et al., 2007). Das
Temperaturoptimum liegt bei ca. 37° wobei von Wachstum zwischen 34°C und 42°C
berichtet wurde (Scott et al., 2002).

Als Kohlenhydratquelle kann Glukose Uber den Entner-Doudoroff-Weg und
Pentosephosphat-Weg als Alternative zur Glykolyse metabolisiert werden. Aber nicht
Glukose, sondern Laktat, L-Alanin, L-Serin und D-Aminos&uren sind die Hauptquellen fur die
Produktion von Pyruvat (Mendz et al., 1994; Doig et al., 1999; Nagata et al., 2003). Das
Pyruvat wird nicht von einer Pyruvatdehydrogenase unter der Bildung von NADH, sondern
von einer Pyruvatoxidoreductase in Acetyl-CoA umgewandelt (Doig et al., 1999; Hughes et
al., 1995; Hughes et al., 1998). Dieser Weg ist flir anaerobe Bakterien charakteristisch. Ob er
in H. pylori dazu genutzt werden kann, mittels anaerober Atmung zu Uberleben, ist bislang
unklar (Hoffman et al., 1996), da auf Standardmedien kein anaerobes Wachstum mdglich ist.

Die Existenz eines vollstédndigen Zitronensaurezyklus in H. pyloriist umstritten. Da die
Enzyme  a-Ketoglutarat-Dehydrogenase,  Succinyl-CoA-Synthetase und  Succinat-
Dehydrogenase bislang weder experimentell (Pitson et al.,, 1999) noch bei der Analyse der
bekannten Genome (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Oh et al., 2006) identifiziert werden
konnten, liegt der Zyklus moglicherweise in einer verzweigten Form vor (Pitson et al., 1999)
(Abbildung 2). Dabei wirde der reduzierende Zweig der Produktion von Succinat und der
oxidierende Zweig der Bildung von o-Ketoglutarat dienen. Das a-Ketoglutarat ist der
Ausgangspunkt far eine Reihe von biosynthetischen Prozessen wie beispielsweise der
Synthese verschiedener Aminosauren (z.B. Lysin, Glutaminsaure). Da bislang keine o-
Ketoglutarat-Dehydrogenase  gefunden  werden  konnte  fehlt  vermutlich  der
energiegewinnende Schritt der Substratphosphorylierung (Umwandlung von o-Ketoglutarat
in Succinat tber Succinyl-CoA) in H. pylori. Stattdessen sind die beiden Zweige des
Zitronensaurezyklus direkt durch die a-Ketoglutarat-Oxidase mit einander verkniipft. So kann
das o-Ketoglutarat direkt zu Succinat oxidiert werden. Eine Malatdehydrogenase, welche
auch die Reduktion von Oxalacetat in Malat katalysieren kdénnte und somit fir einen
reduktiven Ablauf des Zitronensaurezyklus notwendig wére konnte zwar bisher nicht im
Genom gefunden werden, jedoch konnte eine Malatdehydrogenase-Aktivitat mittels
biochemischer Messungen bestimmt werden (Pitson et al.,, 1999). Der Zitronenséurezyklus
hatte dann in H. pylori eher die Funktion der Produktion von Intermediaten der Biosynthese
als die der Energiegewinnung (Pitson et al., 1999).
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Fumarat Reduktase
(Succinatdehydrogenase ?)

Die Identifikation einer Malat:Quinon-Oxidoreduktase (Kather ef al., 2000), welche nur
die Oxidation von Malat in Oxalacetat nicht jedoch die Reduktion von Oxalacetat katalysiert
spricht jedoch dafir, dass dieser Zweig des Zitronensaurezyklus zumindest unter
bestimmten Bedingungen in oxidativer Richtung ablaufen kann. Zudem konnte eine o-
Ketoglutarat:Ferredoxin-Oxidoreduktase ~ und  eine  Succinyl-CoA-Aceto-Acetyl-CoA-
Transferase identifiziert werden, welche eine Umwandlung von o-Ketoglutarat in Succinat
Uber Succinyl-CoA katalysieren (Hughes et al, 1998). Dass auBerdem eine
Succinatdehydrogenaseaktivitdt, welche mdglicherweise von der Fumaratreduktase
vermittelt wird, gemessen werden konnte (Chen et al., 1999), spricht dafliir das es zumindest
unter bestimmten Voraussetzungen einen vollstédndigen Zitronensaurezyklus in H. pylori gibt
(Kather et al., 2000) (Abbildung 2). Dieser wlrde sich damit von den bekannten Beispielen
(z.B. E.col)y in drei Enzymen unterscheiden (Malat:Quinon-Oxidoreduktase; a-
Ketoglutarat:Ferredoxin-Oxidoreduktase; Succinyl-CoA-Aceto-Acetyl-CoA-Transferase).

Des Weiteren konnte bisher keine Isocitratlyase identifiziert werden, was auf ein
Fehlen des Glyoxylatweges (Umwandlung von Isocitrat in Malat Uber Glyoxylat) hindeutet.
Stattdessen kann Glyoxylat direkt Uber die Malatsynthase in den Zitronensaurezyklus
eingeschleust werden. Ein verzweigter, nicht-zyklischer Zitronensdurezyklus wurde bereits
fir E. coli unter anaeroben Wachstumsbedingungen beschrieben (Cronin und LaPorte,
1996).

Citrat-Synthase

Malat:Quinon- -
Oxidoreduktase Oxalacetat

(Malatdehydrogenase ?)

Aconitase

Malat
Synthase

Aconitase
Fumarase

Isocitrat
Dehydrogenase

Succinat o-Ketoglutarat

a-Ketoglutarat:Ferredoxin-Oxidoreduktase
Succinyl-CoA-Aceto-Acetyl-CoA-Transferase
(o-Ketoglutarat Oxidase)

Abbildung 2: Schema des Zitronensaurezyklus von H. pylori. Modifiziert nach Pitson et al.,
1999 und Kather et al, 2000. Die Existenz einer Malatdehydrogenase und einer
Succinatdehydrogenase ist bislang ungeklart.
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Bezuglich der Atmungskette (Abbildung 3) von H. pylori wurde gezeigt, dass die NADPH-
abhangige Atmung deutlich starker ist, als die NADH-abhangige. NADPH st folglich ein
wichtigerer Elektronendonor als NADH (Chen et al., 1999). Als Quinon benutzt H. pylori
Uberwiegend Menaquinon (Marcelli et al., 1996). Die einzige terminale Oxidase von H. pylori
ist eine Cytochrom-Typ-cbbs;-Oxidase (Tomb et al.,, 1997; Alm et al., 1999; Tsukita et al.,
1999; Nagata et al., 1996). Dabei handelt sich um eine Ham-Kupfer-Oxidase mit einer hohen
Affinitdt zu Sauerstoff. Verwandte Oxidasen treten typischerweise in mikroaerophilen
Bakterien auf (Pitcher et al., 2002), und erlauben so beispielsweise Bakterien, mikroaerobes
Gewebe oder tiefere Bodenschichten zu kolonisieren, oder Diazotrophen in der Umwelt,
Stickstofffixierung vorzunehmen (Myllykallio und Liebl, 2000). Die Cytochrom-Typ-cbbs
Oxidase unterscheidet sich von den anderen bekannten Hadm-Kupfer-Cytochrom-Oxidasen in
ihrer hohen Affinitat zu Sauerstoff (Preisig et al., 1996) und ihrer Fahigkeit, Protonen zu
translozieren (Wikstrom et al., 1994). Das Enzym besteht in H. pylori aus vier Untereinheiten
(Tsukita et al., 1999): CcoN, CcoO, CcoQ und CcoP. Untereinheit | (CcoN) ist ein
membransténdiges Typ-b-Cytochrom mit einem zweikernigen Zentrum, bestehend aus
einem Eisenatom eines High-Spin-Hams und einem Kupferatom (Cug) eines Low-Spin-
Hams. Untereinheit Il und Il werden von ccoO und ccoP kodiert und binden gemeinsam drei
Typ-c-Cytochrome. Sie Ubertragen die Elektronen zur Untereinheit I. Die drei beschriebenen
Untereinheiten sind sowohl fir die Aktivitdt als auch den Zusammenbau des Enzyms
essenziell. Im Gegensatz dazu fehlt die von ccoQ kodierte Untereinheit IV in manchen
anderen Bakterienspezies und ist weder fur die Aktivitdt noch fir den Zusammenbau des
Enzyms essenziell (Oh und Kaplan, 1999; Zufferey et al, 1996). Die Regulation des
ccoNOQP-Genclusters erfolgt in den einzelnen Spezies sehr unterschiedlich (Cosseau und
Batut, 2004). Fir die Spezies Rhodobacter sphaeroides, Paracoccus denitrificans,
Pseudomonas aeruginosa und einige andere wurde eine Regulation durch den O,-sensitiven
Regulator FNR beschrieben (Mouncey und Kaplan, 1998; Otten et al., 2001; Ray und
Williams, 1997). In einigen Rhizobienspezies wiederum konnte gezeigt werden, dass die
Regulation durch das FNR-Paralog FixK geschieht (Fischer, 1996). Zum Teil ist auch eine
gemischte Regulationen durch beide beschriebenen Mechanismen mdglich (Lopez et al.,
2001; Schluter et al., 1997). In manchen Spezies, darunter Helicobacter und Campylobacter,
konnten bisher keine FNR- oder &hnliche Regulatoren im Genom identifiziert werden. Der
Mechanismus der metabolischen Regulation ist in diesen Spezies somit bislang unklar.
Maoglicherweise wird die terminale Oxidase in H. pylori konstitutiv synthetisiert.

Neben der aeroben Atmung durch die terminalen Oxidase des Typs cbbs ist H. pylori
in der Lage, eine Reihe alternativer Elektronenakzeptoren zu benltzen. So wurden im
Genom von H. pylori sowohl eine Fumarat- als auch eine S/N-Oxid-Reduktase identifiziert
(Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Oh et al., 2006), welche es ermdglichen, Fumarat,
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DMSO und TMAO als terminale Elektronenakzeptoren zu verwenden (Doig et al., 1999). Fur
die Fumaratreduktase, welche konstitutiv synthetisiert wird, konnte bereits gezeigt werden,
dass diese bei einer mikroaerophilen in-vitro-Kultivierung nicht essenziell ist (Ge et al.,
1997). In einem in-vivo-Modell der Maus wurde beobachtet, dass die Fumaratreduktase von
H. pylori fir eine Kolonisierung des Magens notwendig ist (Ge et al., 2000). Die Rolle
alternativer Elektronenakzeptoren im Stoffwechsel von H. pyloriist bislang unklar.

Als weiteres Substrat fir die Energiegewinnung konnte auBerdem molekularer
Wasserstoff identifiziert werden (Olson und Maier, 2002). Der molekulare Wasserstoff wird
durch die membranstandige Hydrogenase oxidiert. Da eine damit einhergehende Reduktion
des Cytochroms beobachtet werden konnte, scheint die Oxidation des Wasserstoffs unter
anderem mit der Energie-gewinnenden Atmungskette verbunden zu sein (Abbildung 3). Die
Reaktion kann aber auch mit anderen Redoxkomponenten gekoppelt werden (Benoit und
Maier, 2008).

NADH
NADPH o
Cytochrom-c- 2
Oxidase cbb;
NAD(P)H-
Dehydrogenase .
yerog Menaquinon
: ) Cytochrom bc Fomaral. Fumarat
Menaquinol reduktase
Hydrogenase S/N-Oxk
Reduktase DMSO
H TMAO
2

Abbildung 3: Schematische Abbildung der Hauptkomponenten der Elektronentransportkette in
H. pylori

4.1.4 Genetische Eigenschaften und regulatorische Elemente von
H. pylori

Das Genom von H. pyloriist ~1,7 Mbp groB und hat einen G+C Gehalt von ~39% (Tomb et
al., 1997) Ein besonderes Merkmal von H. pylori ist die groBe Diversitat und Variabilitat
(Suerbaum et al.,, 1998). Daraus resultiert auch, dass praktisch jede infizierte Person einen
genetisch einzigartigen Stamm tragt. Die groBe Diversitat ist wahrscheinlich die Folge der
Adaptation von H. pylori an den jeweiligen Wirt und dessen spezifischen immunologischen
Merkmalen (Kuipers et al., 2000). Die genetische Variabilitat beruht neben Mutationen auch
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auf der Aufnahme von fremder DNA unter anderem durch die natirlichen Kompetenz von
H. pylori (Nedenskov-Sorensen et al., 1990).

Eine weitere Besonderheit des H. pylori Genoms ist die Haufung von homopolymeren
Sequenzen, die zu Leserasterverschiebungen fliihren kénnen (Saunders et al.,, 1998). Als
Folge dieser Verschiebungen kann es zum An- oder Abschalten von Genen kommen
(slipped strand mispairing) wie z.B. bei fliP, dessen Abschaltung zu einem flagellenlosen
Phéanotyp fihrt (Josenhans et al., 2000). Eine weitere Folge der starken Anpassung von
H. pylori an den Wirt ist die geringe Anzahl an regulatorischen Elementen oder
Transkriptionsregulatoren (Marais et al., 1999). Dies begriindet sich woméglich in der
obligaten Wirtsassoziation und der Anpassung an diesen. Beispielsweise besitzt H. pylori nur
wenige Zwei-Komponentensysteme (Beier und Frank, 2000). Die zwei am besten
untersuchten Systeme sind das FIgRS und ArsRS-System (siehe auch Abschnitt 4.1.5). Das
erstere ist vor allem an der Regulation der Flagellensynthese, das letztere an der
Saureakklimatisierung beteiligt (Spohn und Scarlato, 1999; Niehus et al., 2004; Pflock et al.,
2006). AuBerdem besitzt H. pylori nur wenige typische Transkriptionsregulatoren. Bisher

6%, Darliber hinaus wurde in

wurden lediglich drei Sigmafaktoren identifiziert (6*, o
unserer Arbeitsgruppe in H. pylori DNA-Topologie als globaler, Ubergreifender Faktor zur
Koordination der Genregulation beschrieben (Ye et al., 2007). Weitere Regulationselemente

werden auBerdem im Abschnitt 4.1.5 (Regulation der S&ureakklimatisierung) beschrieben.

4.1.5 Helicobacter pylori und Saure

4.1.5.1 Helicobacter pylori als neutralophiles Bakterium

H. pylori besiedelt die menschliche Magenschleimhaut. Trotz der sauren Bedingungen des
menschlichen Magens ist H. pylori als neutralophiles Bakterium anzusehen. In vivo verlieren
100% der Bakterien bereits bei einem pH-Wert von 2 — 3 ihre Motilitat in weniger als einer
Minute und selbst bei einem nur leicht sauren pH-Wert von 6,0 verlieren immer noch 50%
der Bakterien ihre Beweglichkeit innerhalb von 15 Minuten (Schreiber et al., 2005). Zwar
lieBen sich in dieser Studie bis zu einem pH-Wert von 4,0 noch alle Bakterien rekultivieren,
jedoch starben bereits bei einem pH-Wert von 3,0 und einer Expositionszeit von 30 Minuten
alle Bakterien ab (Schreiber et al., 2005). Eine besondere Rolle spielen in diesem
Zusammenhang auch die Magenenzyme (Pepsin A, Pepsin C, Chymosin, Cathepsin E).
Insbesondere flir Pepsin konnte mittels spezieller Inhibitoren gezeigt werden, dass es
signifikant am Motilitatsverlust von H. pylori in vivo beteiligt ist. Die Kolonisierung der
Magenschleimhaut findet daher bevorzugt in den tiefen Schichten des Mukus statt.
Annahernd 90% der gesamten Helicobacter pylori-Population eines Wirtes befinden sich in
den tiefsten 15 ym der mukosalen Schicht, in der der pH-Wert nahezu neutral ist (pH ~ 5,5
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bis 6,5). Da der Mukus kontinuierlich sezerniert wird (Schreiber und Scheid, 1997), sind die
Bakterien gezwungen, sich stetig entgegen des Mukusflusses zu orientieren, da der niedrige
pH-Wert des Lumens das Wachstum inhibiert, die Motilitdt reduziert und letztlich zum
Absterben der Bakterien fUhrt (Schreiber et al., 1999; Worku et al., 1999). In der mukosalen
Schicht liegen mindest drei chemische Gradienten vor: ein Protonen- bzw. pH-Gradient
(Talley et al., 1992), ein Bicarbonat/CO,-Gradient (Rees et al., 1982) und im Falle einer
Infektion durch Helicobacter ein Harnstoff/Ammoniumgradient (Kim et al., 1990). Schreiber et
al. konnten in vivo zeigen, dass der pH-Gradient in Verbindung mit der
Bicarbonatkonzentration fir die Orientierung der Bakterien in den tiefen Schichten des
Mukus essenziell ist. Wurde der pH-Gradient entfernt sowie der luminale pH-Wert und die
luminale Bicarbonatkonzentration reduziert, akkumulierten die Bakterien nicht mehr in den
tiefen Schichten des Mukus. Die Wahrnehmung eines pH-Gradienten und die Reaktion
darauf kann generell in Bakterien der Energietaxis zugeordnet werden, da der pH-Wert und
die Redoxverhéltnisse der Umgebung einen starken Einfluss auf die proton motive force
(PMF) und damit die Generierung von zellularer Energie haben (Taylor et al., 1999). Der
genaue Mechanismus der pH-Wahrnehmung ist jedoch fur H. pylori bislang ungeklart. Die
bisherigen Kenntnisse Uber die chemotaktischen Fahigkeiten von H. pylori werden
ausfahrlich in Abschnitt 4.2.9 dargestellt.

4.1.5.2 Mechanismen der Saureakklimatisierung von H. pylori

Auch wenn H. pylori in der Lage ist, die beschriebene Nische der mukosalen Schicht zu
kolonisieren, ist es vor allem bei der initialen Infektion fir die Bakterien essenziell, die
Saurebarriere des Lumens mit einem pH-Wert von ca. 1,4 (Teyssen et al, 1995) zu
Uberwinden und gleichzeitig Anpassungsmechanismen an Schwankungen des Umgebungs-
pH-Werts zur Verflgung zu stellen. Es wurde gezeigt, dass die von H. pylori synthetisierte
Urease eine essenzielle Rolle in der Akklimatisierung an Saure und der Kolonisierung von
Mausen spielt (Karita et al.,, 1995; Tsuda et al., 1994). Flr die Sdureakklimatisierung ist es
wichtig, den periplasmatischen Raum in einem anndhernd neutralen pH-Bereich
abzupuffern, da dies fir den Erhalt des Membranpotentials und damit unter anderem dem
Protonen-getriebenen Transport von Metaboliten essenziell ist (Padan et al., 1981). Das
Urease-Gencluster besteht aus sieben Genen: ureA, ureB, urel, ureE, urefF, ureG und ureH
(Akada et al., 2000; Labigne et al., 1991). Das Gen urel kodiert fir einen protonenaktivierten
Harnstoffkanal. Unter sauren Bedingungen wird durch Urel verstarkt Harnstoff ins
Cytoplasma aufgenommen und dort von der Urease, bestehend aus den Untereinheiten
UreA und UreB, in H,CO3; und NH; gespalten. Die cytoplasmatische B-Carboanhydrase
verwandelt das gebildete H,CO; in CO, und H,O. Das gebildete Ammonium und das
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Kohlenstoffdioxid diffundieren ins Periplasma. Die periplasmatische a-Carboanhydrase
wandelt das CO, zu Bicarbonat (HCOj3’) und einem Proton (H*) um. Das Proton wird, vom ins
Periplasma diffundierten Ammonium, neutralisiert; das Bicarbonat dient der Pufferung des
periplasmatischen Raumes (Abbildung 4) (Sachs et al., 2008). Zusatzlich wird durch die
sauren Bedingungen (ab pH ~6,1) ureE und ureG, sowie amiE , amiF und aspA, die
Arginase (RocF), die o-Carboanhydrase (Cah) wund wurel durch das ArsRS-
Zweikomponentensystem hochreguliert und der Effekt der Saureakklimatisierung verstarkt
(siehe Abschnitt 4.1.5.3). Die Proteine UreE und UreG aktivieren UreAB zur aktiven Urease.
Die Enzyme AmiE, AmiF und AspA produzieren Ammonium und die Arginase RocF
produziert Harnstoff aus Arginin.

. " T
Medium Harr!stoff H+T+|NH3
Fad \'Hﬁﬁﬂﬂﬁﬂﬂﬁﬂ?ﬁmﬂmﬂmWﬂ%ﬂﬂﬁﬂﬁﬂ?ﬁlﬁmﬂﬂ@x tEorim RS

PR %’1 Harristoff l\iH4 |
Periplasma . cOs HOGy +H' + r\u:3 NHy—> NH
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Joeere B AU i Jorsl “M{RR g%
embran COz + H0O ArsRS
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anhydrase Urease ‘\ NI <+—— HypA/HypB
UreA/UreB

H,CO4 \ > NH3 «——— AmiE, AmiF, AspA

Abbildung 4: Urease-abhéangiger Mechanismus der Saureakklimatisierung in H. pylori.
Modifiziert nach Sachs et al., 2008.

Neben der Urease-abhangigen Anpassung an die Sdure des menschlichen Magens
wurden eine Reihe weiterer Anpassungsmechanismen beschrieben, welche zum Uberleben
der Bakterien in ihrer Nische beitragen. So wurde bereits die Bedeutung fur die Anpassung
an saure Bedingungen von Wdcd, welches am Zusammenbau der Lipopolysaccharide
beteiligt ist (McGowan et al., 1998), von PIdA, welches in der Lipidzusammensetzung der
auBeren Membran involviert ist (Tannaes et al., 2001), von RecA, welches in der DNA-
Reparatur beteiligt ist (Thompson und Blaser, 1995), von RocF, welches an der
Harnstoffsynthese aus Arginin und Ornithin beteiligt ist (McGee et al., 1999), sowie von AtpD
und AtpF, welche Bestandteile der F;F,-ATPase sind (Bijlsma et al., 2002), gezeigt.
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4.1.5.3 Regulation der Saureakklimatisierung durch H. pylori

Die Regulation der Gene fir Saureakklimatisierung erfolgt nach derzeitigen Kenntnissen im
wesentlichen Uber das ArsRS-Regulon (Pflock et al,, 2004). Die Wahrnehmung des pH-
Wertes findet mit Hilfe von Histidinseitengruppen in der periplasmatischen Doméane der
Histidinkinase ArsS statt (Wen et al., 2008). Zehn der zwélf Gene, welche an der Urease-
abhangigen Saureakklimatisierung beteiligt sind, werden durch das ArsRS-Regulon
kontrolliert: Die Ureaseuntereinheiten UreA und UreB, der Harnstoffkanal Urel, die
akzessorischen Proteine UreE und UreF, die Carboanhydrase Cah, die Arginase RocF, die
Ammonium produzierenden Enzyme AmiE und AmiF und das in der Aktivierung der Urease
involvierte HypA. Lediglich die Gene hypB (involviert in Aktivierung der Urease) und aspA
(Ammonium produzierendes Enzym) werden nicht durch das ArsRS-Regulon kontrolliert
(Sachs et al., 2008) (Abbildung 4). Insgesamt konnten bisher 109 Gene identifiziert werden,
welche unter Kontrolle des ArsRS-Regulons stehen (Pflock et al., 2006; Dietz et al., 2002;
Forsyth et al, 2002). Dabei wurden neben den Genen der Urease-abhangigen
Saureakklimatisierung, Gene aus allen Bereichen der Zelle (Biosynthese, Zellhille, DNA-
Metabolismus, Energiemetabolismus, Chemotaxis) unter sowohl positiver als auch negativer
Kontrolle des ArsRS-Zweikomponentensystems gefunden. Inwieweit und in welcher Form
jedes einzelne dieser Gene an Prozessen der Sureakklimatisierung beteiligt ist, ist noch
unklar.

Neben der ArsRS-abhangigen Antwort auf S&ureexposition existieren noch weitere
pH-abh&ngige Regulationsmechanismen in H. pylori. So werden unter sauren Bedingungen
insgesamt ca. 200 Gene hoch- und 100 Gene herunterreguliert (Sachs et al., 2008).
Beispielsweise wurde erst kirzlich die Histidinkinase FIgS des Zweikomponentensystem
FIgRS als essenziell fiir das Uberleben bei niedrigen pH-Werten (< 2,5) beschrieben (Wen et
al., 2008). Das FIgRS-Zweikomponentensystem ist Teil des regulatorischen Netzwerkes der
Flagellenbiosynthese (Niehus et al., 2004). Bei einem pH-Wert von 2,5 wurde fir FIgS ein
regulatorischer Effekt auf Uber 100 Gene gezeigt, darunter auch Gene des Urease-
Gencluster (ureA, ureB, ureF, urel, amiE und rocF). Neben den Genen der Urease-
abhangigen Saureakklimatisierung wurden auBerdem noch Gene des Energiestoffwechsels
(z.B. ATP Synthase FiF,, Aconitase B), der Antwort auf Sauerstoffstress (z.B. Katalase
assoziiertes Protein kapA) und auch aus allen sonstigen Bereichen zelluldrer Prozesse als
reguliert gefunden. Insgesamt sind ca. 82% der durch FIgS regulierten Gene nicht im ArsRS-
Regulon enthalten. Der an der Flagellenbiosynthese beteiligte response regulator FIgR
scheint jedoch an dieser Regulation nicht beteiligt zu sein (Wen et al., 2008).

Neben den beschriebenen Zweikomponentensystemen sind auch andere
regulatorische Elemente an der Anpassung an die sauren Bedingungen beteiligt. So wurde
fir den Eisenaufnahmeregulator Fur gezeigt, dass er ebenfalls an der Urease-abhangigen
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Saureanpassung beteiligt ist. Bereits friher konnte flr andere Spezies, wie Salmonella
enterica ssp. enterica Serovar Typhimurium gezeigt werden, dass Fur eine wichtige Rolle in
der Anpassung an Saureresistenz spielt (Foster, 1991). Zwar widerstehen fur-Mutanten in
H. pylori einem Saureschock (Bijlsma et al., 2002), jedoch ist ihr Wachstum in Abwesenheit
von Harnstoff stark eingeschrankt. Fur reguliert pH-abhangig die Synthese der
ammoniumproduzierenden Enzyme AmiE und AmiF (van Vliet et al., 2003) und trégt so zum
beschriebenen Prozess der Urease-abhdngigen Saureakklimatisierung bei, in der
Ammonium eine zentrale Rolle spielt (Abbildung 4).

Ein weiteres regulatorisches Element ist der NikR-Regulator, welcher unter sauren
Bedingungen verstéarkt synthetisiert wird. NikR hat sowohl einen induzierenden Effekt auf die
Urease selbst als auch einen repressiven Effekt auf den AmiE- und AmiF-Repressor Fur
(Sachs et al,, 2008) (Abbildung 4). Mechanismen der Saureanpassung im Kontext der
bakteriellen Taxis wurden zwar in dieser Arbeit nicht bearbeitet, wir gehen aber davon aus,
dass Taxis gegeniiber pH-Anderungen und entsprechende Anpassungsmechanismen in der
Umgebung von H. pyloriHand in Hand gehen.

4.2 Chemotaxis

In einer veranderlichen Umgebung ist es flr Bakterien essenziell, verschiedene Stimuli
wahrzunehmen und darauf zu reagieren, um sowohl ihren Metabolismus zu optimieren, als
auch um eine Exposition gegenlber toxischen Substanzen zu vermeiden. Die gerichtete
Bewegung auf einen chemischen Stimulus zu oder von ihm weg nennt man Chemotaxis.
Erste Untersuchungen dazu gab es bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts (Engelmann,
1881; Engelmann, 1882; Pfeffer, 1884). So konnte beispielsweise T. W. Engelmann 1881
zeigen, dass sich Bacterium termo Cohn an einer Sauerstoffquelle akkumuliert. Engelmann
beobachtete, dass sich Bakterien auf einem Objekitrdger um die Zellen einer
sauerstoffproduzierende Alge anhdufen, solange das Objekt ausreichend beleuchtet ist.
Wourde die Beleuchtung des Objekts verringert und die Sauerstoffproduktion der Algen damit
vermindert, l6ste sich die Akkumulation von Bakterien auf. Pfeffer beobachtete 1884 die
Orientierung von Bakterien in Richtung von mit Fleischextrakt gefillten Glaskapillaren. Er
fillte dazu Glaskapillaren mit 1% Fleischextraktldsung und tauchte diese in eine
Bakteriensuspension mit Bacterium termo oder Spirillum undula. Beide Spezies drangen in
signifikanter Anzahl in die Kapillaren ein und akkumulierten um die Offnung.

Erst in der zweiten Halften des 20. Jahrhundert folgten weitere Untersuchungen zur
gerichteten Bewegung von Bakterien (Adler, 1965). Inzwischen wurde die Fahigkeit von
Bakterien, sich entlang eines Stoffgradienten zu orientieren, fir eine Vielzahl von
eubakteriellen Spezies sowie fir einige Archaeen beschrieben und der grundlegende
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Mechanismus der Signaltransduktion eines &uBeren Stimulus hin zum Bewegungsapparat
weitgehend aufgeklart.

4.2.1 Vom Reiz zur Reaktion — Der Mechanismus der
Signallibertragung

Der Stimulus wird von einem Chemorezeptor durch spezifische Ligandenbindung
wahrgenommen. Die Rezeptoren sind als Homodimere organisiert und mittels eines Proteins
(CheW) mit einer Histidinkinase (CheA) verbunden. Die genaue Stéchiometrie von
Rezeptoren, CheW und CheA hangt dabei von der rdumlichen Organisation der Sensoren ab
(siehe Abschnitt 4.2.3) und kann daher zwischen verschiedenen bakteriellen Spezies
variieren. Chemotaxis wurde bisher am ausflhrlichsten in Enterobacteriaceae, in der
Hauptsache in E. coli untersucht. Fir E. coli konnte gezeigt werden, dass in einer Zelle auf
ein CheA-Dimer 3,4 Rezeptordimere, 1,6 CheW Molekille und 2,4 CheY Molekile kommen
(Li und Hazelbauer, 2004). In einer kristallographischen Studie werden die stéchiometrischen
Verhaltnisse fir den Aspartat-Sensor Tar aus E.coli mit 6 Rezeptordimeren und
1,5 Molekilen CheW pro CheA-Dimer angegeben (Francis et al., 2004).

Die Ligandenbindung des Rezeptors fuhrt zu einer Konformationsanderung innerhalb
des Molekulls und resultiert letztlich in der Autophosphorylierung der Histidinkinase CheA.
Die Phosphatgruppe wird nun auf eine Aspartatgruppe des Molekills CheY Ubertragen. Die
phosphorylierte Form von CheY besitzt eine niedrigere Affinitdt zu CheA als die
unphosphorylierte Form und wird daher von dem supramolekularen Rezeptorkomplex
freigesetzt. Gleichzeitig erhdht sich die Affinitdt zu FIiM (Welch et al, 1993). CheY-P
diffundiert durch das Cytosol und interagiert durch FIiIM mit dem Flagellenapparat. Die
Interaktion von CheY-P mit FliM resultiert in einer erhéhten Wahrscheinlichkeit einer
Flagellenrotation im Uhrzeigersinn (Bren und Eisenbach, 2000; Alexandre und Zhulin, 2001;
Wadhams und Armitage, 2004). Eine Flagellenrotation im Uhrzeigersinn resultiert in E. coliin
einer taumelnden Bewegung (tumble). Die tumble-Bewegung erméglicht es den Bakterien,
ihre Bewegungsrichtung zu andern. Die Ausrichtung der Richtungsanderung erfolgt dabei
primar zuféllig. Flagellierte Bakterien bewegen sich in der Regel mit einer bestimmten
Frequenz an tumbles. Die zwischen den tumbles liegenden Bewegungselemente, in denen
das Bakterium einen glatten Lauf ohne plétzliche Richtungsénderung vollzieht, werden als
run bezeichnet. Das daraus resultierende Bewegungsmuster wird als random walk
bezeichnet, da es keine primar gerichtete Bewegung gibt. Allerdings ist die Anzahl der runs
und fumbles (Richtungsa&nderungen) nicht zufallig, sondern kann gesteuert werden. Wird von
den Bakterien namlich ein vorteilhafter Stimulus, also ein Lockstoff wahrgenommen,
verringert sich die Anzahl der tumbles und die Dauer der runs wird langer. Dem Bakterium ist
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es daher mdglich, sich der Quelle eines Lockstoffes anzundhern (Berg und Brown, 1972).
Fir den Fall, dass ein unvorteilhafter Stimulus wahrgenommen wird, verhalt es sich
umgekehrt. Die Anzahl der tumbles werden gr6Ber und die Dauer der runs somit kirzer.
Dem Bakterium ist es durch die erhéhte Zahl an Richtungsanderungen mdglich, sich von der
Schreckstoffquelle wegzubewegen (Macnab und Koshland, Jr., 1972). In folgenden Teilen
dieser Arbeit wird eine Reaktion auf einen Lockstoff als positive Antwort/Reaktion, eine
Reaktion auf einen Schreckstoff als negative Antwort/Reaktion bezeichnet.
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Abbildung 5: Schematisches Modell der gerichteten Bewegung eines flagellierten Bakteriums
unter dem Einfluss verschiedener Reize. Modifiziert nach Lengeler und Postma, 1999

Im Falle von H. pylori wurde beobachtet, dass H. pylori keine tumbles zeigt, wie sie fir
beispielsweise E. coli beschrieben wurden, sondern lediglich stoppt und die
Bewegungsrichtung éndert (stops).

4.2.2 Struktur der bakteriellen Chemorezeptoren

Chemorezeptoren liegen in der Regel membrangebunden, als Biindel zweier a-Helices vor
(Abbildung 6). Identifizieren lasst sich die Klasse der Chemorezeptoren anhand ihrer stark
konservierten C-terminalen cytoplasmatischen Doméane. Die cytoplasmatische oder auch
MCP-Domaéane (methyl-accepting chemotaxis protein) ist der Bereich des Proteins, welcher
mit der Histidinkinase CheA interagiert. Diese Doméane lasst sich nochmals in zwei Bereiche
gliedern. Der proximal zur Membran gelegene Bereich ist die namensgebende
Methylierungsuntereinheit; der distal zur Membran gelegene Bereich ist die eigentliche
SignalUbertragungsuntereinheit. Die Methylierung ist dabei in Adaptationsprozessen beteiligt;
jedoch konnten bislang nicht in allen bekannten Rezeptoren Methylierungsmotive gefunden
werden (siehe Abschnitt 4.2.7). In der Membran verankert ist das Rezeptormolekdl in der

24



4. Einleitung

Regel durch zwei Transmembrandoménen, wobei der N- und C-Terminus der
Polypeptidkette in Richtung des Cytosols orientiert sind (Milburn et al., 1991; Pakula und
Simon, 1992). Zwischen den beiden Transmembrandomaénen liegt die aus vier a-Helices
bestehende Sensordomane im periplasmatischen Raum. Da Chemorezeptoren im
Allgemeinen Homodimere bilden (Milligan und Koshland, Jr., 1988), besteht die gesamte
Sensordoméane somit aus acht a-Helices. Der Transmembranbereich sowie die
cytoplasmatische Doméne bestehen aus jeweils vier Helices (Kim et al., 1999)

periplasmatische
Domane

Transmembran-
domane

[ Methylierungs-

cytoplasmatische bereich

Domane
Signal-

> Ubertragungs-
bereich

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Chemosensor-Homodimers. Die dargestellte
Struktur und insbesondere ihrer Untereinheiten, wie der Methylierungsbereich stiitzt sich dabei
Uberwiegend auf Kenntnisse zu Strukturen aus E. coli. C: C-Terminus; N: N-Terminus

Die Gruppe der Chemorezeptoren lasst sich in drei Klassen einteilen (Le Moual und
Koshland, Jr., 1996). Ausschlaggebend dafiir ist die Prasenz zweier Paare eines
Aminosauremotivs im C-Terminus. Das Aminosduremotiv besteht aus zwei sich
wiederholenden Folgen von sieben Aminosauren (a-b-c-d-e-f-g) wobei die erste (a) und die
vierte (d) Aminosaure in der Regel hydrophob ist. Die Chemorezeptorklassen werden nach
Anzahl und Lage der Motive definiert. Rezeptoren der Klasse | besitzen das erwahnte Motiv
nicht. Rezeptoren der Klasse Il besitzen zwei der Aminosaurefolgen im
Signaliibertragungsbereich der cytoplasmatischen Doméane. Dabei ist in jeder der beiden o-
Helices des Doppelbiindels eine Folge lokalisiert. In Klasse 1l der Rezeptoren finden sich in
den cytoplasmatischen Doménen vier der Motive, davon je zwei im SignalUbertragungs- und
Methylierungsbereich. Dabei ist wiederum jeweils ein Motiv in jeder der beiden Helices
lokalisiert (Le Moual und Koshland, Jr., 1996; Szurmant und Ordal, 2004). Klasse Ill scheint
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die urspringlichste zu sein. Die Rezeptoren der Klasse Il finden sich Uberwiegend bei
Gram-positiven Bakterien und Archaeen. Evolutiondr folgte die Klasse Il und schlieBlich
entwickelte sich wahrscheinlich mehrmals, wéahrend der Bildung der verschiedenen Klassen
der Proteobakterien, die Rezeptorklasse | (Szurmant und Ordal, 2004). Die funktionelle
Bedeutung der Aminosé&urefolge ist noch nicht im Detail geklart. Es wurden aber bereits
Unterschiede in der Art der Methylierung und damit der Adaptation beschrieben (siehe
Abschnitt 4.2.7). So setzen Rezeptoren der Klasse Il aller Spezies sowohl bei negativen als
auch bei positiven Stimuli Methanol frei (Kirby et al., 1997). Fir Rezeptoren der Klasse | trifft
dies nicht zu (Kehry et al., 1985). Bis auf eine Ausnahme existiert in allen Spezies nur jeweils
eine Klasse von Rezeptoren. Lediglich Clostridium acetobutylicum besitzt neben
38 Rezeptoren der Klasse lll noch einen Rezeptor der Klasse I. Dies ist vermutlich auf
horizontalen Gentransfer zurlickzufihren (Szurmant und Ordal, 2004). Die Sensoren von
Helicobacter pylori gehéren alle der Klasse Il an. Die Zahl der Chemorezeptoren schwankt
stark von Spezies zu Spezies. Sie reicht von einem Chemorezeptor in beispielsweise
Mesorhizobium loti (Szurmant und Ordal, 2004) oder Listeria innocua Uber 45 in Vibrio
cholerae bis hin zu Gber 60 in Magnetospirillum magnetotacticum (Wadhams und Armitage,
2004).

4.2.3 Supramolekulare Organisation des bakteriellen
Chemotaxisapparates

Die supramolekulare Anordnung der Rezeptordimere variiert von Spezies zu Spezies. Das
am weitesten verbreitete Modell der supramolekularen Organisation ist das der Dimer-
Trimere (Parkinson et al., 2005; Kentner und Sourjik, 2006). Fir den Rezeptor Tsr aus E. coli
konnte gezeigt werden, dass die Rezeptordimere sich mittels der cytoplasmatischen
Domane in Trimeren anordnen. Der Kontakt zwischen den Dimeren wird durch die Spitze der
Signallbertragungsdomane hergestellt. Die Existenz der Dimer-Trimere wurde sowohl
kristallographisch (Kim et al, 1999) als auch mittels in vivo crosslinking (Studdert und
Parkinson, 2004) gezeigt. Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass CheW und CheA bei
der Clusterbildung der Rezeptoren involviert sind, da die Clusterbildung in ihrer Abwesenheit
stark abnimmt (Maddock und Shapiro, 1993; Sourjik und Berg, 2000). Die beschriebenen
Dimer-Trimere kdnnen dabei aus Dimeren unterschiedlicher Rezeptoren bestehen. In E. coli
besteht beispielsweise eine Interaktion zwischen Tsr- und Tar-Dimeren (Ames et al., 2002;
Studdert und Parkinson, 2005). Des Weiteren wird dartber spekuliert, ob zwei der Dimer-
Trimere méglicherweise in ihrem periplasmatischen Bereich in direktem Kontakt stehen und
so eine weitere Organisationsstruktur bilden (Kim et al., 2002). Méglicherweise kommt es
durch die Interaktionen unterschiedlicher Dimer-Trimere zu der Bildung von sogenannten
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signalling teams (Parkinson et al., 2005). Die Bildung der signalling teams schafft dartber
hinaus eine zusatzliche Ebene der Adaptation. In mehreren Studien wurde bereits
beobachtet, dass sich die Dichte der Rezeptoren in der Membran und die GréBe der
signalling teams durch die Rezeptormodifikation und damit durch die Ligandenbindung
andern kann (Endres et al., 2008; Besschetnova ef al., 2008).

In Thermotoga maritima konnten bislang keine Trimer-Strukturen beobachtet werden.
Die Rezeptordimere bilden hier Dimer-Reihen (Park et al., 2006). In der Studie wird dartber
hinaus postuliert, dass mehrere Dimer-Reihen durch ihre cytoplasmatische Doméanen zu
einem zweidimensionalen Gitter verknipft werden.

Die supramolekulare Struktur des Chemotaxisapparates wurde in H. pylori noch nicht
naher untersucht. Daher gibt es noch keine Erkenntnisse Uber die hdheren
Organisationsstrukturen der Rezeptoren in H. pylori.

4.2.4 Lokalisierung von bakteriellen Chemosensoren

Die Lokalisierung der Chemorezeptoren innerhalb der Bakterienzelle kann von Spezies zu
Spezies variieren. Sie scheint jedoch zumindest zum Teil von der Struktur und der
Expressionsintensitat der Rezeptoren abhangig zu sein. In E. colilassen sich die Rezeptoren
bezuglich ihrer Expressionshéhe in zwei Klasse einteilen. So gibt es in E. coli die stark
reprasentierten ,major* Sensoren Tsr und Tar, welche ca. 90% der vorhandenen
Rezeptormokile ausmachen und die schwach reprasentierten ,minor‘ Sensoren Trg und Tap
(Li und Hazelbauer, 2004). Der Engergiesensor Aer (siehe Abschnitt 4.2.6) wurde in jener
Studie nicht weiter untersucht. Fir E. coli wurde gezeigt, dass alle Sensoren polar und damit
membransténdig angeordnet sind (Maddock und Shapiro, 1993). Dabei ist auffallig, dass die
beiden stark vorhandenen Rezeptoren Tsr und Tar in Clustern am Zellpol vorliegen,
wohingegen die schwach reprasentierten anderen Rezeptoren zwar polar, jedoch
ungeclustert vorliegen (Lybarger et al., 2005). Diese vier polar lokalisierten Sensoren
besitzen alle Transmembrandomanen. Der Rezeptor Aer stellt diesbezlglich eine Ausnahme
da. Dieser Rezeptor besitzt keine klassischen Transmembrandoménen, welche die
Wahrnehmung eines periplasmatischen Stimulus ermdglichen wirden. Jedoch wurde ein
hydrophobes Segment von ca. 40 Aminosauren identifiziert, welches mdglicherweise als
Membrananker fungiert und so ebenfall eine membranstandige polare Lokalisierung
ermdglichen kénnte (Amin et al., 2006; Bibikov et al., 2000).

In Rhodobacter sphaeroides wurden bisher zwei verschiedene
Rezeptorlokalisierungen identifiziert. Rezeptoren mit Transmembrandoméanen sind in
R. sphaeroides polar und membranstandig lokalisiert (Harrison et al., 1999; Wadhams et al.,
2000). Der Sensor TIpC dagegen, in welchem keine Transmembrandomanen identifiziert
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werden konnten, lokalisiert in diskreten Clustern innerhalb des Cytosols (Wadhams et al.,
2002). Auffallig ist dabei, dass andere Komponenten des Chemotaxisapparates (CheA,
CheY, CheW) ebenfalls in verschiedenen Clustern, also entweder polar oder zytosolisch,
organisiert sind (Wadhams et al., 2003).

In Pseudomonas aeruginosa schlieBlich konnte mit Hilfe von Immunfluoreszenz
gezeigt werden, dass der Sensor McpS, welcher keine Transmembrandomé&nen besitzt,
trotzdem polar angeordnet ist. Der genaue Mechanismus der Lokalisierung ist in diesem Fall
noch ungeklart, es wird jedoch eine Interaktion mit anderen Chemorezeptoren als
Méglichkeit der Verankerung in der Membran diskutiert (Bardy und Maddock, 2005).

Far H. pylori gab es bisher noch keine Untersuchungen bezlglich der Lokalisierung
der Chemorezeptoren oder anderer Komponenten des Chemotaxisapparates. Auch ist noch
nichts Uber die Expression einzelner Komponenten bekannt.

4.2.5 Substratspezifitaten von bakteriellen Sensoren

Im Laufe der Jahre konnten bereits eine Reihe von Chemorezeptoren naher charakterisiert
werden und ihre spezifischen Substrate identifiziert werden. Am besten untersucht wurde der
Prozess der Chemotaxis bisher unter anderem in E. coli und Salmonella enterica ssp.
enterica Serovar Typhimurium. In beiden Organismen konnten bisher finf bzw. vier
Rezeptoren inklusive ihrer Substrate genauer charakterisiert werden: Aer, Tsr, Trg, Tar, Tap
in E. coli und Aer, Tsr, Trg, Tcp in Salmonella. Auffallend dabei war, dass Sensoren haufig
mehr als nur ein spezifisches Substrat haben. So wurden fir die in beiden Spezies
vorhandenen Sensoren Trg und Tar Serin und Galaktose beziehungsweise Aspartat und
Maltose als Liganden identifiziert. Zusétzlich kann ein Sensor sowohl negative als auch
positive Chemotaxis vermitteln. Zum Beispiel vermittelt der Sensor Tcp aus Salmonella
negative Taxis gegenuber Phenol und eine positive Antwort auf Citrat.

4.2.6 Energietaxis in Bakterien

Im Gegensatz zur Chemotaxis, welche eine Verhaltensreaktion zu Substrat ist, welches nicht
metabolisiert werden kann oder in sehr geringen Mengen vorliegt, gibt es in Bakterien auch
ein metabolismusabhangiges Verhalten. Bakterien nehmen dabei das zellulare
Energieniveau wahr und kénnen so in eine raumliche Nische navigieren, die eine optimale
Energieausbeute ermdglicht (Alexandre et al., 2004; Taylor et al., 1999). Dies geschieht
beispielsweise durch die Orientierung entlang von Gradienten aus alternativen
Elektronenakzeptoren, metabolisierbarem Substraten, Redoxpotential oder Sauerstoff als
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Aquivalent des aeroben Stoffwechsels. Energietaxis wurde schon in einer Reihe von Spezies
beschrieben. Am besten charakterisiert ist sie bisher in E. coli (Bespalov et al., 1996; Bibikov
et al., 1997; Rebbapragada et al., 1997;Bibikov et al., 2000). Zusétzlich wurde Energietaxis
selbst oder die Existenz zu Aer (siehe unten) homologer Proteine in Pseudomonas putida
(Nichols und Harwood, 2000), Campylobacter jejuni (Hendrixson et al., 2001), Azospirillum
brasilense (Alexandre et al., 2000), Rhodobacter sphaeroides (Gauden und Armitage, 1995),
Bacillus subtilis (Hou et al., 2000), Desulfovibrio vulgaris (Fu et al., 1994) und einer Reihe
anderer Spezies beschrieben. Auf Grund der weiten Verbreitung der Energietaxis bei allen
bakteriellen Spezies und der enormen Wichtigkeit der Optimierung des Energiehaushaltes
von Mikroorganismen wird Energietaxis mittlerweile als ein sehr grundlegendes, universelles
Konzept verstanden.

Der Mechanismus der Energiewahrnehmung ist sehr unterschiedlich. Bisher wurden
drei Arten der Wahrnehmung beschrieben. Von diesen ist die Energiewahrnehmung durch
PAS-Doménen-Proteine am besten verstanden ist. Das erste in Mikroorganismen
identifizierte Protein dieser Art war der Sensor Aer aus E. coli (Bibikov et al., 1997). Es
konnte gezeigt werden, dass Aer-Mutanten nicht Ianger in der Lage waren, sich gezielt in der
Nahe von Luft anzusammeln (urspringlich als ,Aerotaxis“ bezeichnet). Der Sensor Aer,
welcher keine Transmembrandomane tragt (siehe Abschnitt 4.2.4), besitzt im N-terminalen
Bereich eine PAS-Doméne (Zhulin et al., 1997; Bibikov et al., 2000). PAS-Domé&nen wurden
bereits in allen drei Doménen des Lebens (Bakterien, Archaeen, Eukaryonten) gefunden
(Ponting und Aravind, 1997; Taylor und Zhulin, 1999) und kdnnen verschiedene Stimuli wie
Licht (Borgstahl et al, 1995), Sauerstoff (Gong et al, 1998) und Redoxpotential
(Rebbapragada et al., 1997) wahrnehmen. Der Name PAS setzt sich aus den Namen der
Proteine zusammen, in denen die Domane zuerst entdeckt wurde (Periodic clock protein in
Drosophila, der Transkriptionsfaktor ARNT aus Saugetieren und der Transkriptionsfaktor
SIM aus Insekten). Mittels spektrometrischer Untersuchungen wurde gezeigt, dass der
Sensor Aer durch die PAS-Doméne das Redoxaquivalent FAD bindet (Bibikov et al., 2000).
Repik et al. (2000) zeigte, dass sich Mutationen in der PAS-Domane sowohl auf die
Fahigkeit zur FAD-Bindung des Proteins als auch auf die Energietaxis der Bakterien
auswirkt. Die damalige Schlussfolgerung war, dass durch den Redox-Zustand von FAD-PAS
die Bakterien den Status der zellularen Energie wahrnehmen. Veradnderungen des
Redoxzustandes von FAD kénnen dabei entweder durch zytosolische Elektronendonoren
oder durch eine direkte Interaktion mit der Elektronentransportkette hervorgerufen werden.
Letztere Hypothese korrespondiert mit der Beobachtung, dass Aer proximal zur Membran
lokalisiert ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Aer-vermittelte Taxis stark von der Aktivitat
der NADH-Dehydrogenase | abhangig ist (Edwards et al., 2006). Es wurden verschiedene
E. coli-Mehrfachmutanten in den beiden Energiesensoren Aer und Tsr, den terminalen
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Oxidasen, sowie in den beiden NADH-Dehydrogenasen naher untersucht. Dabei wurde zum
einen das Verhalten beobachtet, zum anderen das Membranpotential, der
Sauerstoffverbrauch sowie die PMF in den Bakterien gemessen. Die Messung ergab einen
Zusammenhang zwischen Aer-vermitteltem Verhalten und der NADH-Dehydrogenase I. Der
genaue molekulare Mechanismus ist jedoch bislang nicht geklart. Méglicherweise wird der
Sensor Aer direkt von der NADH-Dehydrogenase oder einem anderen Element der
Atmungskette (z.B. Ubiquinon) reduziert. Daflir sprache, dass in der Untereinheit NuoE der
NADH Dehydrogenase | eine partielle PAS-Doméanen Sequenz identifiziert werden konnte,
welche eine direkte Interaktion der Dehydrogenase mit dem Sensor Aer ermdglichen kénnte
(Edwards et al., 2006).

Die zweite Moglichkeit der Energiewahrnehmung durch Bakterien ist die direkie
Wahrnehmung des Protonflusses Uber die Membran (PMF). Fir den Sensor Tsr aus E. coli
wurde beschrieben, dass er ebenfalls ein energieabhangiges Verhalten vermittelt und dass
dies unabhangig von Aer ist (Rebbapragada et al.,, 1997; Greer-Phillips et al., 2003). Im
Gegensatz zu Aer konnte zudem flr Tsr eine Korrelation zwischen der Starke der Reaktion
und der Eignung des jeweiligen Substrats als Kohlenstoffquelle beschrieben werden (Greer-
Phillips et al., 2003). Lange gab es keinen experimentellen Beweis fir die tats&chliche
Wahrnehmung der PMF durch Tsr. Jedoch existierte die Hypothese, dass dies
mechanistisch entweder durch die bereits friher beschriebene Fé&higkeit zur pH-
Wahrnehmung des Sensors (Repaske und Adler, 1981) oder durch andere geladene
Seitengruppen geschieht. SchlieBlich konnten Edwards et al. 2006 zeigen, dass tats&chlich
ein Zusammenhang zwischen dem Membranpotential, der PMF und dem Tsr-vermittelten
Verhalten existiert. Der genaue Mechanismus ist aber auch in diesem Fall noch nicht
vollstéandig geklart.

Die dritte Mdglichkeit der Energiewahrnehmung schlieBlich stellt die Gruppe der
Ham-AT-Sensoren dar. In den Bakterien B. subtilis, D. vulgaris und Halobacterium
salinarium (Fu et al., 1994) wurden Sensoren identifiziert, welche Myoglobin-&hnlich sind und
Ham-Gruppen besitzen. Diese Sensoren binden mittels ihrer Ham-Gruppen direkt
molekularen Sauerstoff und sind so in der Lage, energieabhangiges Verhalten zu vermitteln
(Fu et al., 1994; Hou et al., 2000; Xiong et al., 2000).

Energiewahrnehmung als solche wurde bisher nicht in H. pylori untersucht. Die
Erkenntnisse, dass sowohl Orientierung anhand eines pH-Gradienten (Schreiber et al.,
2004), als auch pH-Taxis in vitro (Croxen et al., 2006) existieren, sprechen jedoch auf Grund
der engen VerknlUpfung des pH-Wertes mit den energetischen Prozessen der Zelle dafur,
dass dieses Verhalten auch in H. pylori vorkommt.
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4.2.7 Adaptationsmechanismen in der bakteriellen Taxis

Fir eine effiziente Reaktion der Bakterien auf einen Reiz ist haufig ein
Adaptationsmechanismus von Vorteil. Erst durch die stetige Rickkehr der Bakterien zum
urspringlichen Bewegungsmuster, trotz der Prasenz eines Reizes, kann auf weitere
Veranderungen der Intensitat des Reizes reagiert werden und so eine Orientierung entlang
eines Gradienten erfolgen. Es wurde beschrieben, dass in E. coli nach einer Reaktion auf
einen Reiz eine Phase der Adaptation und eine Rulckkehr zum urspringlichen
Bewegungsmuster folgt (Macnab und Koshland, Jr., 1972; Tsang et al., 1973). In der Folge
wurden verschiedene Mechanismen der Adaptation in der bakteriellen Taxis beschrieben.
Der bestuntersuchte und am weitesten verbreitete Weg ist der der Methylierung.
Springer et al. beschrieben einen Zusammenhang zwischen der Methylierung von
Glutamin/Glutamat-Seitengruppen der Sensoren und dem Adaptationsprozess (Springer et
al., 1979). Entscheidend fir eine Methylierung eines Sensors ist dabei die Existenz
bestimmter Methylierungsmotive (Gix-GlIx*-X-X-Ala-Ser/Thr) (Kehry und Dahlquist, 1982,
Terwilliger und Koshland, Jr., 1984) sowie das Vorhandensein der entsprechenden
methylierenden und demethylierenden Enzyme CheR (Springer und Koshland, Jr., 1977)
und CheB (Stock und Koshland, Jr., 1978). Die Methylesterase CheB wird durch eine
Phosphorylierung von CheA aktiviert und ist somit in der Lage, die Rezeptoren in
Abhéangigkeit von der Aktivitat der Histidinkinase CheA zu modifizieren (Toews et al., 1979)
und so Einfluss auf die Signalweiterleitung zu nehmen. Daneben wurde aber auch bereits
methylierungsunabhangige Taxis, beispielsweise fir den E. coli Sensor Aer (Bibikov et al.,
2004), gezeigt.

Neben der Adaptation durch Methylierung wurden in Bacillus subtilis bislang zwei
weitere Systeme entdeckt und charakterisiert (Rao et al., 2008). Das CheC-CheD-CheYp-
System und das CheV-System. Im CheC-CheD-CheYp-System geschieht die Adaptation
durch die CheYp-Phosphatase CheC und die Rezeptor-Deamidase CheD. CheD liegt
gebunden an die Rezeptoren vor und hat eine positiv aktivierende Aktivitat auf CheA. Wird
ein Lockstoff wahrgenommen, bildet sich mehr phosphoryliertes CheY (CheYp).
Phosphoryliertes CheYp hat eine erhéhte Affinitdt zu CheC. CheC wiederum hat in
Gegenwart von CheYp eine erhdhte Affinitdt zu CheD. Dies resultiert in einer Dissoziation
von CheD vom Rezeptor zu CheC und dem damit einhergehenden Verlust der positiv
aktivierenden Wirkung auf CheA.

Das CheV-System verhélt sich ahnlich wie das CheC-CheD-CheYp-System. Die
phosphorylierte Histidinkinase CheAp aktiviert dabei CheV durch Phosphorylierung (Karatan
et al., 2001). Das phosphorylierte Molekll CheVp wiederum hat eine inhibitorische Wirkung
auf die Bindung der Rezeptoren zu CheA.

31



4. Einleitung

Die Adaptationsmechanismen in Helicobacter pylori sind noch véllig ungeklart. Bisher
konnte keines der bekannten Systeme in H. pylori identifiziert werden. Jedoch wurden im
Genom von H. pylori drei Kopien des Gens cheV gefunden.

4.2.8 Regulation der bakteriellen Chemotaxis

Die Regulation der Chemotaxis ist in einzelnen Bakterienspezies sehr unterschiedlich. Sie
kann dabei abhangig von Umwelteinflissen oder z.B. der Zelldichte der Bakterienpopulation
sein. Regulationsmechanismen treten vor allem dann auf, wenn in einem Organismus
mehrere Satze an Chemotaxisgenen existieren, welche die Bewegung der Bakterien unter
unterschiedlichen Bedingungen steuern. Darlber hinaus kénnen einzelne Satze an
Chemotaxisgenen selbst in der Regulation zelluldrer Prozesse beteiligt sein und selbst
keinen unmittelbaren Einfluss auf die Bewegung der Bakterien haben. Einige Beispiele sind
in den folgenden Absatzen dargestellt.

Wahrend der Chemotaxisapparat in E. coli im Vergleich zu anderen Spezies sehr
einfach aufgebaut ist, besteht er in Pseudomonas aeruginosa aus vier Satzen an
Chemotaxis Genen. Zwei der Cluster (Che, Che2) sind an der Chemotaxis im Rahmen der
Flagellenbewegung beteiligt, eines (Pil-chp) an der Kontrolle der Typ-IV-Pilus-abhangigen
Bewegung und eines (Wsp) an der Biofilmbildung (Guvener et al., 2006). Es konnte gezeigt
werden, dass das Gencluster che2 nur wahrend der stationaren Wachstumsphase exprimiert
wird. Das che2-Cluster unterliegt dabei der Kontrolle des RpoS-Transkriptionsfaktors und ist
folglich durch quorum sensing reguliert (Schuster et al., 2004).

In Vibrio cholerae besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Expression von
Virulenzgenen und Motilitats- sowie Chemotaxis-assoziierten Genen (Boin et al., 2004). So
werden Gene der Chemotaxis auch durch den fir die Virulenz essenziellen Regulator ToxRS
reguliert (Harkey et al., 1994). In Rhodobacter sphaeroides konnte gezeigt werden, dass
zwei der drei identifizierten Chemotaxisgencluster an der Chemotaxis in vitro beteiligt sind,
wobei die Komponenten des einen Clusters (cheOp2) polar, die anderen zytosolisch
(cheOp3) lokalisiert sind. Die Gene des Clusters cheOp2 stehen unter der Kontrolle von -
und o’%-abhéngigen Promotoren, wihrend die Gene des Clusters cheOp3 unter der Kontrolle

von c>*-abhdngigen Promotoren stehen (Martin et al, 2006). Demnach scheint cheOp2

2 54

durch 6®® an den Zellzyklus und cheOp3 durch ¢™* an die metabolischen Verhéltnisse
gekoppelt zu sein. Die Autoren diskutieren die unabhéngige jedoch wahrscheinlich
verknipfte Regulation dieser beiden Regulons als eine Mdglichkeit, eine sehr genaue
Balance zwischen der Wahrnehmung von extrazelluldren und intrazellularen Reizen zu

schaffen.
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Bakterienspezies, bei denen Proteine des Chemotaxisapparates selbst an
regulatorischen Prozessen teilnehmen, sind z.B. V. cholerae und M. xanthus. In Vibrio
cholerae konnte gezeigt werden, dass in vivo einige der Chemotaxisgene (mcpX, cheZ,
cheA2 und cheY3) fur die Induktion des Choleratoxins (ctx) notwendig sind (Lee et al., 2001).
In Myxococcus xanthus wiederum interagiert das Chemotaxisgencluster che3 Uber die
Histidinkinase CheA3 direkt mit dem response regulator CrdA, welcher ein Aktivator ¢>*-
abhangiger Promotoren ist, und nimmt so Einfluss auf den Eintritt des Bakteriums in die
Sporulation (Kirby und Zusman, 2003).

Insgesamt scheint in Bakterien die Regulation von Chemotaxisgenen dazu zu dienen,
eine Feinabstimmung auf die zu einer bestimmten Zeit bestehenden Umweltfaktoren wie
Zelldichte oder atmospharische Bedingungen durchzufiihren. H. pylori besitzt nur einen Satz
an Chemotaxisgenen. Der bisherige Kenntnisstand Uber verschiedene bekannte
Regulationsereignisse in H. pyloriist in Abschnitt 4.2.9.2 beschrieben.

4.2.9 Aktueller Wissenstand Giber Chemotaxis in H. pylori

In den annotierten Genomen von H. pylori wurden bislang vier Sensoren, TIpA
(HP0099/JHP0091), TlpB (HP0103/JHP0095), TIpC (HP0082/JHP0075) und TlpD bzw. HylD
(HP0599/JHP0546), das Protein CheW (HP0391/JHP0990), die Histidinkinase CheA
(HP0392/JHP0989), der Response-Regulator CheY (HP1067/JHP0358), sowie drei Kopien
von CheV: CheV1l (HP0019/JHP0017), CheV2 (HP0616/JHP0559), CheV3
(HP0393/JHP0988) und eine mutmaBliche Phosphatase CheZ (HP0170/JHP0156)
identifiziert (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Terry et al., 2006). Der Response-Regulator
CheY wurde als Teil eines Stressoperons (Beier et al., 1997) identifiziert. Die Histidinkinase
CheA besteht aus zwei Domanen: einer Histidinkinase (CheA) und einer Response-
Regulatordoméane (CheY). Daher wird dieses Fusionsprotein in dieser Arbeit stets als
CheAY2 bezeichnet, wahrend der separate Response-Regulator als CheY1 bezeichnet wird
(Foynes et al., 2000). Daneben existieren drei Kopien von CheV. Das Protein CheV besteht
aus zwei Doménen. Die N-terminale Doméne ist homolog zu CheW und die C-terminale
Domane ist homolog zu CheY (Pittman et al., 2001).

Bei einer Untersuchung der Funktion von CheY1 und CheAY2 konnte eine
unterschiedliche Rolle der beiden Gene in der Chemotaxis bestétigt werden (Foynes et al.,
2000). Wahrend ein H. pylori-Wildstamm ein Bewegungsmuster mit kurzen runs und einer
haufigen Zahl an plétzlichen Richtungsanderungen aufweist, zeigen Mutanten in den Genen
cheAY2 und cheY2 eine eher lineare Bewegung mit einer geringen Anzahl an sfops und
Richtungséanderungen. Eine cheY1-Mutante hingegen wies eine stark erhéhte Zahl an stops
auf. Dartber hinaus wurde in dieser Studie gezeigt, dass alle Mutanten in ihren
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chemotaktischen Fahigkeiten stark beeintrachtigt waren. So bildeten sie keinen Hof mehr in
Motilitatsplatten und reagierten im Gegensatz zum Wildstamm nicht mehr auf gastrisches
Mucin von Schweinen in einem Kapillarentest. Zudem wurde flr beide Proteine (CheY1,
CheAY2) gezeigt, dass diese fir eine H. pylori-Infektion im Mausmodell essenziell sind.

Pittman et al. (2001) untersuchten die Funktion der drei Kopien von CheV néaher. Es
konnte gezeigt werden, dass zwar CheV1, nicht aber CheV2 und CheV3, einen Einfluss auf
das Verhalten in Moatilitatsplatten hat. Eine cheV1 Mutante zeigte ebenso wie eine cheW-
Mutante einen stark reduzierten Motilitatshof in den Agarplatten. Hingegen wiesen in dieser
Untersuchung die cheV2- und die cheV3-Mutante sowie die cheV2/cheV3-Doppelmutante
einen dem Wildstamm &hnlichen Phanotyp auf. Anders als in beispielsweise B. subtilis
(Rosario et al., 1994) kann in H. pylori die Funktion von CheW, trotz der homologen Doméne
im N-Terminus, nicht von einem der CheV-Molekllen substituiert werden. Pittman et al.
(2001) diskutieren darlber hinaus die Méglichkeit, dass die CheV-Molekiile als Phosphatpool
fungieren und so den Grad der Phosphorylierung von CheY1 regulieren.

Bisher wurden vier Sensoren in H. pylori identifiziert: TIpA, TlpB, TlpC und TlpD. Die
wichtigsten grundlegenden, biochemischen Eigenschaften der Proteine sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Bemerkenswert ist, dass der Sensor TlpD als einziger Sensor keine
vorhergesagten Transmembrandomanen besitzt. Seine Lokalisierung war bisher ungeklart.

Tabelle 1: Biochemische Eigenschaften der Proteine TIpA, TipB, TIpC und TlpD aus H. pylori
KE26695 aa: Aminoséaure, bp: Basenpaare; MM: Molekularmasse, kDa: Kilodalton, pl: Isoelektrischer

Punkt. Alle Angaben wurden mit Hilfe des Expasy-Servers erstellt
(http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html).

Gen / Protein tA/TIpA  tipB/TIpB  tioC/TIpC  tipD/TIpD

Laénge [aa] 675 565 673 433

Lange [bp] 2025 1695 2019 1299

MM [kDa] 74 63 75 48

vorhergesagter pl 5.8 5.8 6.9 5.8

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von chemotaktischen Reaktionen von
H. pylori auf bestimmte Substrate beschrieben, jedoch konnten nur zum Teil Mechanismen
aufgeklart und die wahrgenommenen Substanzen einem spezifischen Sensor zugeordnet
werden. Bereits 1997 wurde eine positive chemotaktische Reaktion von H. pylori CPY3401
zu Harnstoff, Fluorofamid (ein Ureaseinhibitor) und Bicarbonat in einem modifizierten
Kapillarentest beobachtet (Mizote et al., 1997). Cerda et al. (2003) beobachteten ebenfalls in
einem Kapillarentest, dass H. pylori KE26695 eine chemotaktische Antwort auf
Asparaginsaure, Serin, Arginin und Bicarbonat zeigt und dass dieses Verhalten durch TIpA
vermittelt wird. Mutanten im Gen tjpA zeigten keine Reaktion auf die genannten Substrate
mehr, und dartber hinaus wurde bei einer heterologen Expression des Gens tIpA in einem
E. coli-Stamm eine Antwort der Bakterien auf eben diese Stoffe beobachtet. Worku et al.

34



4. Einleitung

(2004) untersuchten die chemotaktische Reaktion von H. pylori auf humanes Plasma und
humane Galle naher und bestéatigte damit die Erkenntnisse von Mizote et al. und Cerda et al.
zum Teil. Sie beobachteten die Reaktionen auf Plasmabestandteile, wie Harnstoff, zwdlf
verschiedene Aminosauren und sechs verschiedene Gallensduren. Es wurden positive
Reaktionen auf Harnstoff sowie auf die Aminosauren, Alanin, Arginin, Asparagin, Glutamin,
Glycin, Histidin, Leucin, Prolin, Tyrosin und Valin beobachtet. Fir die Aminosauren
Asparagin- und Glutaminsdure konnte eine negative Antwort gezeigt werden. Ebenfalls eine
negative Antwort wurde flr alle untersuchten Gallensauren beobachtet (Worku et al., 2004).
Jedoch wurde in dieser Studie kein Zusammenhang zwischen dem Verhalten der Bakterien
und einzelnen Sensoren gezeigt. Eine weitere Charakterisierung gelang, als fiir den Sensor
TlpB eine negative Reaktion auf starke Sauren (pH < 3) in vitro gezeigt werden konnte
(Croxen et al., 2006). Die Ergebnisse von Croxen et al. werden ausfihrlich in der Diskussion
in Abschnitt 8.10.2 dargestellt.

4.2.9.1 Bedeutung der Chemotaxis von H. pyloriin seinem Habitat

Zusatzlich zu der Fahigkeit, auf bestimmte Stimuli zu reagieren, wurde in H. pylori auch die
biologische Relevanz des Chemotaxisapparates im Allgemeinen, sowie einzelner Sensoren
untersucht. Bei einer Untersuchung der Histidinkinase CheAY2, einem der zentralen
Proteine der SignallUbertragung, wurde gezeigt, dass dieses fur eine Infektion im Mausmodell
essenziell ist (Foynes et al., 2000). Der Chemotaxisapparat ist also notwendig fUr die initiale
Infektion. Dies korrespondiert mit den Erkenntnissen von McGee et al. (2005), die im Modell
der Mongolischen Rennmaus ebenfalls eine essenzielle Rolle von CheY1 fir die Infektion
zeigen konnten. Bei der Verwendung von FVB/N-Mausen zeigte sich ein anderes Bild (Terry
et al., 2005): Mutanten in den Genen cheW, cheAY2 und cheY1 sind zu einer Infektion der
Tiere fahig. Jedoch war der Kolonisierungsgrad nach zwei Wochen deutlich geringer als bei
den getesteten Wildstdmmen. Bei einem Zeitraum von sechs Wochen war kein Unterschied
zum Wildstamm in der Starke der Kolonisierung mehr zu erkennen. Darlber hinaus
kolonisierten die cheW-Mutanten im Gegensatz zum Wildstamm lediglich im Korpus des
Magens und nicht im Antrum und benétigten eine hdhere Infektionsdosis als der Wildstamm.
Bei einer Koinfektion der Mutanten gleichzeitig oder sequenziell mit dem Wildstamm zeigte
sich, dass die Mutanten im Vergleich zum Wildstamm deutlich attenuiert waren. Daraus
schlussfolgerten die Autoren, dass der Chemotaxisapparat an der Etablierung der Infektion
und der Persistenz beteiligt sind (Terry et al., 2005).

Wéhrend Mutanten in den Genen tlpA und tlpC zwar in vitro chemotaktische
Reaktionen ahnlich dem des Wildstammes aufwiesen, waren sie im Mausmodell attenuiert
(Andermann et al., 2002). Beide Mutanten zeigten in vivo Uber einen Infektionszeitraum von
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zwei Wochen zwar bei einer Einzelinfektion eine &hnliche Kolonisierungsfahigkeit wie der
Wildstamm, bei einer kompetitiven Infektion gemeinsam mit dem Wildstamm wurde nach
zwei Wochen fir die tlpA-Mutante eine 52fach niedrigere und fir die tjpC-Mutante eine
25fach niedrigere Kolonisierungsféahigkeit beobachtet. Fir den Sensor TIpB wurde ebenfalls
im Mausmodell beschrieben, dass Mutanten im Gen tlpB des Stammes H. pylori SS1 eine
deutlich verminderte Kolonisierungseffizienz zeigten (Croxen et al., 2006). Im Gegensatz
dazu konnte in diesem Modell kein Effekt von TlpC und TlpD auf die Kolonisierung gezeigt
werden. SchlieBlich konnte im Mausmodell noch beobachtet werden, dass sowohl TIpA als
auch TlpB einen Einfluss auf die Starke der Entziindungsreaktion im Magen haben (Williams
et al., 2007). Tiere, welche mit den tlpA- oder tlpB-Mutanten infiziert wurden, zeigten dort
eine signifikant geringere Entziindungsreaktion. Auf die Kolonisierungseffizienz konnte fir
keinen der vier Sensoren aus H. pylori ein Effekt in dieser Arbeit beobachtet werden.

Flr den Sensor TlpB wurde darliber hinaus im Modell der Mongolischen Rennmaus
gezeigt, dass dieser zwar nicht essenziell fir die Infektion ist, der Grad der Entziindung im
Magen jedoch deutlich schwacher ist als bei einer Infektion mit dem Wildstamm. Die Autoren
diskutieren als Grund eine mdgliche unprazise Lokalisierung im Hinblick auf das
Magenepithel (McGee et al., 2005).

In einer Studie von Kavermann et al., (2003) wurde mit einer signature tagged
mutagenesis (STM) nach in vivo essenziellen Genen gesucht. Mit Hilfe einer
Transposonmutagenese wurden 252 verschiedene Mutanten (960 Klone) hergestellt und
Mongolische Rennm&use mit den erhaltenen Mutanten infiziert. Gene, deren Mutanten nicht
aus den Tieren reisoliert werden konnten, wurden als in vivo essenziell angesehen. Auf
diese Art konnten insgesamt 47 essenzielle Gene identifiziert werden. Darunter waren auch
zwei Gene (cheV3, cheAY2) des Chemotaxisapparates.

4.2.9.2 Regulation der Chemotaxis in H. pylori

Die Regulation der Chemotaxis in H. pylori ist noch weitgehend unklar. Vermutlich befinden
sich alle Genen des Chemotaxisapparates unter c®-abhéngiger Regulation (Rust et al.,
2008). Diese werden also zusammen mit den frihen Genen der Flagellensynthese
transkribiert.  DarOber hinaus wurde bisher beispielsweise ein Einfluss des
Zweikomponentensysteme ArsRS, der Sensorkinase FIgS, sowie des regulatorischen
Netzwerkes der Flagellensynthese auf verschiedene Gene des Chemotaxisapparates
gezeigt. So wurde ein Einfluss von ArsRS auf cheY und cheA gezeigt (Sachs et al., 2008).
Des Weiteren wurde gezeigt, dass cheY71 unter sauren Bedingungen (pH = 2,5) durch die
Sensorkinase FIgS hochreguliert wird (Wen et al., 2008). AuBerdem wurde beobachtet, dass
die Gene cheV1, cheV3, cheY1, tipB und tlpD unter sauren Bedingungen ebenfalls reguliert
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sind; in diesem Fall ist der Mechanismus der Regulation ungeklart (Sachs et al., 2008).
Kirzlich wurde ein Einfluss der DNA-Topologie auf die Expression von cheV3 gezeigt (Ye et
al., 2007). Die gemeinsame Regulation einiger Gene des Flagellenapparates und des
Chemotaxissystems mit house-keeping-Genen korrespondiert mit der Erkenntnis, dass
sowohl Flagellen als auch Chemotaxis wahrend einer persistenten Infektion essenziell sind
und deren Gene wahrscheinlich konstitutiv exprimiert werden (Josenhans und Suerbaum,
2002).

4.3 Ziele dieser Arbeit

H. pylori verursacht chronische Infektionen des menschlichen Magens in ca. 50% der
Weltbevélkerung. Dies und die Tatsache, dass bis zu 15% der infizierten Personen ein
Magengeschwir und ca. 1% ein Adenokarzinom des Magens entwickeln, machen H. pylori
zu einem medizinisch sehr bedeutsamen Bakterium. Ingesamt gibt es weltweit jéhrlich ca.
500.000 Krebserkrankungen auf Grund einer Infektion mit H. pylori. Sowohl| die Motilitat als
auch die Fahigkeit zur Chemotaxis sind essenzielle Eigenschaften fir eine Infektion und far
die bakterielle Persistenz. Daher ist die Untersuchung dieser Mechanismen unabdingbar far
die weitere Aufklarung der Pathogenese dieses medizinisch sehr bedeutsamen Bakteriums.

Die Chemotaxis von H. pylori wurde bisher nur in Grundzigen charakterisiert.
Zentrale Fragen, wie beispielsweise zu Substratspezifitdten der einzelnen Sensoren, zur
Existenz von Energietaxis und deren in-vivo-Relevanz oder zur Beteiligung einzelner
Chemotaxis-Komponenten in regulatorischen Prozessen sind noch offen.

In dieser Arbeit sollten die vier H. pylori-Sensoren bezlglich ihrer Substratspezifitaten
naher charakterisiert werden. Ebenfalls sollten die Verhaltensleistungen von H. pylori ganz
allgemein besser definiert werden. Ein besonderer Schwerpunkt lag hierbei auf der
Befahigung von H. pylori zur Energietaxis und auf der mdglichen Bedeutung de Energietaxis
im Lebenszyklus von H. pylori. Diese wurde aufgrund mehrerer Untersuchungen in H. pylori
zwar vermutet, ihre Existenz und Bedeutung konnten bisher aber nicht eindeutig gezeigt
werden. Ziele der Arbeit waren nun, die Fragen nach der Existenz und der Rolle von
Energietaxis in H. pylori zu kldren und gegebenenfalls die Rolle der einzelnen Sensoren
dabei zu untersuchen. Der Sensor TlpD tragt keine Transmembrandoméanen und ist daher
ein vielversprechender Kandidat fir die Wahrnehmung eines intrazellularen Stimulus, wie
z.B. der metabolischen Aktivitédt der Bakterien. Daher sollte neben der Rolle von TIpD in der
Reizwahrnehmung auch dessen Lokalisierung und dessen Relevanz unter in-vivo-

Bedingungen untersucht werden.
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5 Material

5.1 Gerate

Tabelle 2: Verwendete Gerate und ihre Hersteller

Anaerobentbpfe

Brutschrank
SDS-Gelelektrophoresekammern
Agarose-Gelelektrophoresekammern
Gel-Dokumentationssystem (UV-
Transilluminator)

Protein-Elution

Mikroskop

Luminometer

Scholzen® Brutschrank
Schittelinkubator
Semidry-Blotting-Apparatur
Sequenzierapparatur

Spannungsgeber
Spektralphotometer

Plattenphotometer
Thermocycler
Ultraschall-Apparatur

Kihlung fir Ultraschall-Apparatur
Zentrifugen

Reinraumwerkbanke
Thermoblock
Waagen

Oxoid, Wesel/ Merck, Darmstadt
BB5060; Heraeus, Hanau

Mini Protean® 2; Bio-Rad, Miinchen
Keutz, Reiskirchen

Universal Hood Il; Biorad, Miinchen

Electro-Eluter Model 422; Bio-Rad, Miinchen
Olympus BX40; Olympus, Hamburg
Olympus 1X80; Olympus, Hamburg

Wallac 1420 VICTOR 3™ V, PerkinElmer,
Waltham

Scholzen Microbiology Systems AG, Wittenbach
SM30; Edmund Buhler Labortechnik, Hechingen
Keutz, Reiskirchen

ABI Prism Sequencer 3130 XL Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City, USA

Biorad, Miinchen

GeneQuant pro; Amersham Pharmacia
Bioscience, Freiburg

Multiscan MCC/340; Titertek, Meckenheim

T3; Biometra, Géttingen

Branson Sonic Power Company, Danburry, CT,
USA

G. Heinemann, Schwabisch Gmiind

Sigma 1-15K; Sigma Laborzentrifugen, Osterode
am Harz

Sigma 3-15K; Sigma Laborzentrifugen, Osterode
am Harz

Rotana 96RCS; A.Hettich GmbH, Tuttlingen
Kojair®,Tampere, Finnland

TermoStat plus; Eppendorf, Hamburg
Feinwaage; Sartorius AG, Géttingen

5.2 Computerprogramme fir Bioinformatik und Statistik

Tabelle 3: Verwendete Software und ihre Bezugsquelle

Bionumerics
Chromas 1.45
Clone Manager 6
ClustalWw2

DNASTAR-Produkte:

GeneDoc

MSExcel

Phyre 0.2

SigmasStat (Systat)

TrackIT (Olympus SIS); Version 1.2.455
Yasara

Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien
http://www.techenlysium.co.au

Sci Ed Central for Windows 95
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
Larkin et al., 2007

http://www.psc.edu/biomed/genedoc
verwendet fiir t-Test und x> Test
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/index.cgi
verwendet fir Rangsummentest

Olympus, Hamburg

http://www.yasara.org
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5.3 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waren von hdchstem Reinheitsgrad und
wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Applichem (Darmstadt), GE-
Healthcare (Minchen), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruhe) und
Roche (Mannheim) bezogen. Das HPLC-gereinigte Wasser wurde von der Firma Malinckrodt
Baker (Phillipsburg, NJ, USA) erworben.

5.4 Enzyme, Antikorper, Kits und GroBenmarker fir Gele

Enzyme:

Tabelle 4: Verwendete Enzyme und ihre Hersteller

DNA-Polymerasen Amersham/Pharmacia, Freiburg Roche/Boéhringer,
Mannheim
Alkalische Phosphatase CIAP (Calf Intestine Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Alkaline Phosphatase)

Proteinase K Qiagen, Hilden
Restriktionsendonukleasen NEB, Bad Schwalbach
T4-Polynukleotidkinase NEB, Bad Schwalbach

Antikdrper:

Tabelle 5: Liste der verwendeten Antikérper und ihre Bezugsquelle

Kaninchen-a-Hisg (polyklonal) Biomol, Hamburg

Maus-a-V5 (monoklonal) Invitrogen, Karlsruhe

Kaninchen-a-Tsr (polyklonal) Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von J.S.
Parkinson

Kaninchen-a-TIpD (polyklonal) Immunisierung mit im Rahmen dieser Arbeit

gereinigtem TlpD (siehe Abschnitt 7.8.1),
Biogenes

Kaninchen-a-FIhA (polyklonal) Durch Immunisierung gegen rekombinantes
H. pylori-FIhA (Teilprotein) hergestellt (Schmitz et

al., 1997)
POX-Ziege-a-Maus (sekundér) Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg
POX-Ziege-a-Kaninchen (sekundar) Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg
Alexa Fluor*®®-a-Maus (sekundar) Invitrogen, Karlsruhe
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Kits:

Tabelle 6: Liste der verwendeten Kits und ihrer Hersteller

BacTiter Glo

BCA-Assay

QIlAquick PCR Purification Kit
QlAamp DNA Mini Kit

QIAGEN Plasmid Midi Kit

QlAquick Gel Extraction Kit
QlAspin Plasmid Mini Kit

Quick Ligation™-Kit
RIDASCREEN® FemtoLab H. pylori

GréBenmarker fiir Gele:

Tabelle 7: Verwendete GréBenmarker fiir Gele
1 Kb Plus DNA-Ladder

Benchmark™ Prestained Protein Ladder
Seablue Plus2 (GréBenmarker fiir Proteine)

5.5 Oligodesoxynukleotide

Promega, Mannheim
Pierce, Bonn

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

NEB, Bad Schwalbach
R-Biopharm, Darmstadt

Invitrogen Karlruhe
Invitrogen Karlruhe

Invitrogen Karlruhe

Tabelle 8: Verwendete Oligodesoxynukleotide In der Tabelle sind jeweils der Name, die [5-3]-
Sequenz, der Verwendungszweck und gegebenenfalls die Schnittstelle angeben. In der angegebenen

[5°-3"]-Sequenz ist die Schnittstelle unterstrichen.

. . .~ Schnitt- Verwendungs-
Oligonukleotid-Name Sequenz [5'-37] stelle zweck
Konstruktion eines
Konstrukts zur
EcoAer Eael F TATCGGCCGATAGAAAATGTTGCCCAT Eael Syf}tlhiSZ eines
_ _ pA-Aer-
Hybridsensors in
E. coli
HPccoP 419 R TATGGATCCAAGCCCTCAGCGGTGATG BamHI
HPccoP_521 F TATGGATCCTGCCCGCTATGGAATTGG BamHl Mutagenese von
HPccoP 64 F TATAGATCTTTAACCATCTATGAATCCAG Bgll ccoP
HPccoP_845_R TATAGATCTTTCAGTAACGCTTTAACTTG Bgll
Konstruktion eines
Konstrukts zur
OLaphA3 M_F TATCAATTGCGAACCATTTGAGGTGATAG Mfel unmarkierten
Mutagenese von
tibC
OLaphA3 X F TATICTAGACGAACCATTTGAGGTGATAG Xbal Konstruktion eines
— Konstrukts zur
unmarkierten
OLFlaP_X_F TATTCTAGATCATGCTCTTTTAAATTTTGC Xbal Mutagenese von
tibB
OLHP0082_1s TAAAGATCTTCAGCTACAAGGTTGAAAGC Bgi Mutagznzse von
OLHP0082_2s AATAGATCTGACTTGTAAAGAATGATTAGC Bg P
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OLHP0082_3s ATAGAATTCCATCCAAAATCCTAAAGCCAAC EcoRl
OLHP0082_5s TATCCATGGAAGCTTCTTTAGGGTTTGCG Ncol
OLHP0082_6s TATCCATGGCACGCCTAAAATCAAAGTGG Neol
AAA
OLHP0082_pTrc_1F CCATGGAATCTACAAGAATTGGTTCT Ncol Expression von
OLHP0082 pTrc 2R | ATACCATGGGACGCTCAAAATTAAAGGCAG Ncol tioC in E. coli
OLHP0099_1s ATAAGATCTTAATGAGAACGATTGATCGTC Bl Mutagenese von
OLHP0099_2s AATAGATCTAGAGGTTATCCACTGAGCAGC Byl tipA
Konstruktion eines
- Konstrukts zur
TAAGCGGCCGCGAGCTCACGATC Notl Synthese eines
OLHP0099_Notl_F GCTCGCATT TlpA-Aer-
Hybridsensors in E.
coli
AAA
OLHP0099_pTrc_1F CCATGGCTAAAGGTTTGAGTATCGGT Ncol Expression von
OLHP0099 pTrc 2R | TAACCATGGAGAGGTTATCCACTGAGCAGC Ncol tipA in E. coli
OLHP0103_1s TAAAGATCTGTGCATTTAGAAGCTAAACTC Bgi
OLHP0103_2s ATAAGATCTGAAAGAATGGTGTCTTCAATGG Bgfi
OLHP0103_3s ATAGAATTCGAGATTTCATCGTTGCGATC EcoRl
OLHP0103_4s ATAGAATTCGATGAATGCTTCCATAGAGC EcoRl
OLHP0103_5s TATCCATGGATGATGTCAAATCCATTCTGG Ncol
OLHP0103_5s TATCCATGGATGATGTCAAATCCATTCTGG Ncol Mutagenese von
OLHP0103_6s TATCCATGGATCGTCGCTGTCAGTATCC Ncol tipB
OLHP0103_6s TATCCATGGATCGTCGCTGTCAGTATCC Ncol
OLHP0103_pTrc 1F | AAACCATGGTGTTTTCTTCAATGTTTGC Ncol
OLHP0103_pTrc 2R | AAACCATGGTGTTTTCTTCAATGTTTGC Ncol
OLHP0103_Spel_3s | TATACTAGTGAGCATGATGAATGCTTCCATAG | Spel
OLHP0103_Spel_4s TATACTAGTGAGATTTCATCGTTGCGATC Spel
OLHPO144_1s ATAGAATTCATGCAAGAAAATGTGCCTTTG EcoRl
ATAGAATTCTA
OLHPO144_2s GAATTCTATCTAGACATAGGCGTGG EcoRl Mutagenese von
OLHPO0144_5s ATAAGATCTGTTGATCTTGCCTTCGTGG Byl HPO144
OLHPO0144_6s ATAAGATCTAACACTCCCCATATCAGCC Bgll
OLHP0147 5s ATAGAATTCGATTTAGAAAGTTTGAGAGGG EcoRl
ATAGAATTCAT
OLHP0147 6s G CATCGTCATTAAAATGGTCGC EcoRl Mutagenese von
OLHP0147 7s TATAGATCTTGCCCGCTATGGAATTGG Byl HP0147
OLHP0147 8s TATAGATCTAAGCCCTCAGCGGTGATG Bgll
OLHP0599_1s ATAGGATCCGAAGCAGCAATACTAACGAG BamHi
OLHP0599_2s TAAGGATCCCACTTCATTGAATAAAATCATTCG | BamHi Mutagenese von
OLHP0599_3s TATGAATTCCAGAACAAACCAATCTATTAGC EcoRl tioD
OLHP0599_6s TATGAATTCCTCCGTTGGTTGAGAGAGTC EcoRl
AAACCA
OLHP0599_pTrc_1F CCATGGTTGGGAATAAGCAGTTGCAAC Ncol Expression von
OLHP0599_pTrc 2R | ATACCATGGCACTTCATTGAATAAAATCATTCG | Ncol tioD in E. coli
Konstruktion eines
OLHP0599 V5_F TATGGATCCAACCCCACAAGAGAGAAAC BamHl | T150-V5 Konstrukts
zur
OLHP0599 V5 R ATAGGATCCTCCTTCGCCTTTTTGAATTTTTTC | BamHi Komplementation
_VO_ von tipD
OLHP0600_F1 AAAGGATCCGATACCATAAAAAGCATTCC BamHi Mutagenese von
OLHP0B00 F2 AAAAGATCTCATTAGTCGGCAAGAATGCTA Bgil HP0600
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OLHP0600_R1 AAAGGATCCGCTCGTTAGTATTGCTGC BamHI
OLHP0600_R2 AAAAGATCTGGAGATGAAAATACAAGGCAC Bglll
OLHP0697 1s GAGAGATCTCCAGAATACGCTTACAAGG Bglll
AGAGA
OLHP0697 2s GAGAGATCTGCTTTTCCTTGTTAGGTGG Bglll Mutagenese von
OLHP0697 3s AGAGGATCCTGTTTGTGGTGCAAGATGC BamHI HP0697
OLHP0697 4s GAGGGATCCACACCTTCAGATACATTTGG BamHI
OLHP0954_1s TATAGATCTAACGCATGGGTTGCTGATTG Bgfll Konstruktion eines
Konstrukts zur
OLHP0954 2s TATAGATCTCAAGCAGGAGCATCAGATAG Bgh genomischen
OLHP0954 _3s TACATCGATTTTTGCTCAAATGCTTGGCG Clal Komp/'eg?”tgion
von i m Gen
OLHP0954 _4s TATATCGATCAACTCGCTGGGTCTTAAAG Clal edxA
OLHP1033_1s ATAAGATCTAATGAGTTTCCTGCTAGAGCG Bglll
OLHP1033_2s TATAGATCTTTGGAGCTACTACGCAAGCG Bglll Mutagenese von
OLHP1033_3s ATAAGATCTAAAATGCTCTCTGGCTCATTG Bglli HP1033
OLHP1033_4s TATAGATCTTATCGCTTGCACGGATTTGG Bglll
OLHPcheA1 TAGGATCCGCATCACTGAAGCTGTGG BamAl | Mutagenese von
OLHPcheA2 TAGGATCCACTTTACCGGTTTCAGG BamHi cheAY2
Konstruktion eines
Konstrukts zur
OLHpFlaAP_M_F TATCAATTGTCATGCTCTTTTAAATTTTGC Mfel unmarkierten
Mutagenese von
tioC
Konstruktion eines
OLpCAT Nar F ATAGGCGCCGATATCGCATGCCTGCAGAG Narl Konstrukts zur
genomischen
Komplementation
OLpCAT Nar R ATAGGCGCCGATATCGCATGCCTGCAGAG Nan von tlpD im Gen
raxA
OLpCJ522_His_fw CATCACCATTGAGGATCCTCTAGAGTCGAC Konstruktion eines
TlpD-Hise-
_ Konstrukts zur
OLpCJ522_His_rev2 ATGATGGTGACCTGCTGCTGAAGATCCTCC Komplementation
von tipD
Konstruktion eines
TlpD-V5-Konstrukts
OLpEF6_R ATAAGATCTAGGGCAATTCCACCACAC Bglll P zur !
Komplementation
von tipD
Konstruktion eines
Konstrukts zur
OLpTrc99 Ncol F AGACCATGGAATTCGAGCTC Ncol Synthese eines
- - TIpA-Aer-
Hybridsensors in
E. coli
Konstruktion eines
Konstrukts zur
OLpTrc99a MCS2 ACTTCTGAGTTCGGCATGG Synthese eines
— TIpA-Aer-
Hybridsensors in
E. coli
Konstruktion eines
oLVS F TATAGATCTTCAGCAGCAGGTGGTAAGC Byl T'pD‘V5'Z’ffr’”S”“ktS
— CTATCCCTAAC .
Komplementation
von tipD
Konstruktion eines
TlpD-V5-Konstrukt:
OLV5_ R ATAGGATCCTCACGTAGAATCGAGACCGAG BamHI P zur urs
Komplementation
von tipD
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5.6 Plasmide

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Plasmide. Angegeben sind jeweils der Name, das zu
Grunde liegende Ausgangsplasmid, eine Beschreibung des Genotyps inklusive vorhandener
Resistenzen und Replikationsurspriinge, sowie die Quelle des Plasmids. AuBerdem sind die
Oligodesoxynukleotide fiir die Amplifikation des einklonierten Inserts und gegebenenfalls die Primer
zur inversen Amplifikation des Ausgangsplasmids angegeben. Die zur Klonierung verwendeten
Restriktionsschnittstellen sind Tabelle 8 zu entnehmen. Eine allgemeine Beschreibung der Herstellung
der Plasmide findet sich auBerdem in Abschnitt 6.8 und Abschnitt 6.9.

Oligodesoxynukleotide fiir die Amplifikation

Plasmid Aufa%ﬁ%s' Beschreibung des Referenz
P Insert | Plasmids (invers)
Quelle der CAT-
pBHcp8 Kassette Ge et al., 1995
CJ326 ILL570 Spec”, Km", Repee, H. OLHP0599_1s OLHP0599 3s C. Josenhans,
P P pylori 26695 tpD::CAT OLHP0599 2s OLHP0599 6s unverdffentlicht
Amp", Repec, H. pylori | OLHP0082_pTrc_1F Josenhans,
pCJ328 | pTre9da 26695 {lpC OLHP0082 pTrc 2R unversffentlicht
R -
pCJ329 pTrc99a Amp2é§9e§ E‘ipg .i r? vor OLHP0082_pTrc_1F Josenhang;,
Antisenserichtung OLHP0082_pTrc_2R unverdffentlicht
Amp", Repec, H. pylori | OLHP0099 pTrc_1F Josenhans,
pCJ330 | pTreoda 26695 tpA OLHP0099 pTrc 2R unverdffentlicht
Amp", Repec, H. pylori
Antisenserichtung - —
Amp", Repec, H. pylori | OLHP0103_pTrc_1F Josenhans,
pCJ332 pTrc99a 26695 tipB OLHP0103_pTrc_2R unveréffentlicht
Amp", Repee, H. pylori
. OLHP0103_pTrc_1F Josenhans
pCJ333 pTrc99a 26695 tipBin — - - >
Antisenserichtung OLHP0103_pTrc_2R unveréffentlicht
Amp", Repec, H. pylori | OLHP0599 pTrc_1F Josenhans,
pCJ401 | pTre99a 26695 tlpD OLHP0599 pTrc 2R unverdfientlicht
Amp", Repec, H. pylori
. OLHP0599 pTrc_1F Josenhans
pCJ401 pTrc99a 26695 tipDin — - S >
Antisenserichtung OLHP0599 pTrc_2R unveréffentlicht
Amp", Repee, H. pylori OLHPccoP_64_F . .
pCJ500 puc1s 26695 ccoP OLHPccoP 548 R diese Arbeit
Amp", Cm"; Repec, H.
N ’ OLHPccoP_521_F . ,
pCJ501 pCJ500 pylori 26695 o diese Arbeit
ccoP:CAT OLHPccoP_419_R
Amp", Repee, H. pylori
pCJ510 pTrc99a 26695 tipA — E. coli Konstruktion siehe Abschnitt 6.9 diese Arbeit
aer Hybrid
Aus dem Plasmid
Spec”, Km®, Sac®, H. -
S ’ OLaphA3_M_F pSUS252 wurde zuvor | Schweinitzer et
pCJ511 | pSUS252 lfl’yg{’ 12009 OLHpFlaAP_M_F die Km" Kassette al., 2008
pe- mittels EcoRl entfernt
Spec”, Km", H. pylori OLHP0082_5s Schweinitzer et
pCJs12 | pCJSTH 26695 AtlpC? OLHP0082_6s al,, 2008
Spec”, Km™, Suc®, H.
» AT ’ OLaphA3 X _F OLHP0103_Spel_3s . .
pCJ513 pSUS260 pylori 26695 el — — diese Arbeit
tipB::KanSac OLHPFlaP_X F OLHP0103_Spel_4s
Spec”, Km", H. pylori OLHP0103_5s . .
pCJ514 pCJ513 26695 At/pB’ OLHP0103_6s diese Arbeit
Amp", Repec, H. pylori OLHP0144_1s . .
pCJ515 puUCi18 26695 ccoN OLHP0144 2s diese Arbeit
Amp", Repee, H. pylori OLHP0147_5s . .
pCJ516 puUC18 26695 ocoP OLHP0147 6s diese Arbeit
Amp", Km"; Repec, H.
pCJ517 |  pCJ515 pylori 26695 8m:§8] oS diese Arbeit
ccoN::aphA3 -1l —
Amp", Km"; Repe., H.
pCJ518 | pCJ516 pylori 26695 OLHPO147_7s diese Arbeit

ccoP::aphA3 ™Il

OLHP0147_8s
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Amp", Cm"; Repec, H.

OLHPO0144_5s

pCJ519 pCJ515 pylori 26695 diese Arbeit
ccoN::CAT OLHP0144_6s
Amp", Blast”, Repec,
RepHp,
eukaryontischer -
pCJ520 pEF6-V5 Promoter entfernt, H. Konstruktion siehe Abschnitt 6.9 Sch;/\l/egcl)t(z)gr et
pylori 26695 tlpD-V5- ?
tag-Fusion inklusive
geneigener Promotor
Cm", Repec, Reprp,
tioD-V5-tag-fusion, . . . Schweinitzer et
pCJ522 pHel2 tioD aus H. pylori Konstruktion siehe Abschnitt 6.9 al., 2008
26695
Km", Repec, Reprp,
tioD-V'5-tag-fusion, . . . . .
pCJ523 pHel3 tloD aus H. pylori Konstruktion siehe Abschnitt 6.9 diese Arbeit
26695
Amp", Repee, H. pylori OLHP0954_1s . .
pCJ524 puUCi18 26695 rdxA OLHP0954 2s diese Arbeit
Amp", Repec, H. pylori
26695 rdxA mit OLHP0954_3s . .
pCJ526 pCJ524 zusatzlich eingeflgter OLHP0954_4s disse Arbsit
Clal-Schnittstelle
Amp", Repee, H. pylori OLHP1033_1s . .
pCJ530 | pUCT8 26695 HP1033 OLHP1033 2s diese Arbeit
Amp", Km", Repe., H.
pCJ532 |  pCJ530 pylori 26695 8m$] 033 % diese Arbeit
HP1033::aphA3 -l —
Amp", Cm", Repec, H.
pCJ535 | pCJ524 pylori 26695 gtpgﬂ—mgﬁ—g diese Arbeit
rdxA::CAT pLAT_Nar_
Amp", Repee, H. pylori OLHP0697_1s . .
pCJ536 | pUCT8 26695 HP0697 OLHP0697 25 diese Arbeit
Amp", Km", Repec, H.
pCJ537 |  pCJ536 pylori 26695 8m:§ggg§—i§ diese Arbeit
HP0697::aphA3 -l —
. Das Fusionskonstrukt tipD-V5 wurde aus
AmpR, Repec, H. pylori . ; e
- pCJ522 mit BamHI ausgeschnitten und in die . .
pCJ542 pCJ535 26693 rgx/\\/éCAT, nattirliche BamHI| Schnittstelle innerhalb des diese Arbeit
pL rdxA Gens umkloniert.
Amp", Repec, H. pylori OLHP0600_F1 . .
pCJ543 puCt8 26695 HP0600 OLHP0600_R1 diese Arbeit
Amp", Km", Repec, H.
pCJ544 pCJ543 pylori 26695 8'[358388—23 diese Arbeit
HP0600::aphA3 -llI —
Cm", Repec, Reprp,
tipD-Hise-tag-fusion, . . . . .
pCJ545 pCJ522 tloD aus H. pylori Konstruktion siehe Abschnitt 6.9 diese Arbeit
26695
Amp", Blast”, Repee, .
PEF6-V5 Repeukar., Quelle der 'Q‘;‘rﬁrs"r%ﬁg
V5-tag Sequenz
Amp", Repeg, E. coli Rebbapragada
PGH1 pTrco9a aer etal., 1997
Cm", Repec, Reprp,
Hel2 multi-copy- Heuermann und
P Shuttlevektor fir E. Haas, 1998
coliund H. pylori
Km", Repec, Reprp,
Hel3 multi-copy- Heuermann und
P Shuttlevektor fir E. Haas, 1998
coliund H. pylori
HPS807 pBluescript Il | Amp"~, Cm", Repe, H. Plasmid wurde freundlicherweise von T. Mizote Schweinitzer et
P KS(+) pylori 26695 tipA::CAT (Yamaguchi, Japan) zur Verfiigung gestellt al., 2008
HPS904 pBluescript Il | Amp", Cm", Repes, H. | Plasmid wurde freundlicherweise von T. Mizote T: Mizote,
P KS(+) pylori 26695 tlpC:.CAT (Yamaguchi, Japan) zur Verfligung gestellt uverdffentlicht
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pILL570 Spec”, Repe. Labgg;e tal,
Spec”, Km", Quelle Labigne-
pILL600 pILL570 der aphA3™lll- Roussel et al.,
Kassette 1988
KSF Quelle der aphA3™-Ill- Copass et al.,
P sacB-Kassette 1997
Amp", Km", Repec, H. -
DA ’ OLHPcheA1 Schweinitzer et
pSUST31 | pUC18 Cheayg7_§ggjg,_lll OLHPcheA2 al., 2008
Spec”, Km", Repec, H. i
N ’ OLHP0082_1s OLHP0082_3s Schweinitzer et
pSUS252 | plLL570 ﬂ%’_‘_’;’p e OLHP0082 2s OLHP0082_5s al,, 2008
W a Die Km™ Kassette
Spec”, Km", Repec, H. wurde in eine -
pSUS255 |  plLL570 pylori 26695 8m$8888—;§ natiirliche BamH/ SC“;’}’e';‘gggr et
tipA::aphA3 -l - Schnittstelle innerhalb v
des Gens tipA kloniert
Spec”, Km", Repee, H. .
N ’ OLHP0103_1s OLHP0103_3s Schweinitzer et
pSUS260 | plLL570 ﬂgg’_‘_’;; %i?,ﬁ” OLHP0103_2s OLHP0103_4s al,, 2008
Spec”, Km", Repee, H. .
N ’ OLHP0599 1s OLHP0599 3s Schweinitzer et
pSUS275 | pILL570 ﬂ%’fgp Gy OLHP0599 25 OLHP0599_6s al., 2008
Amp", Repee,
pTrc99a Expressionsplasmid
fur E. coli
R T
UG8 Amp ’?oep%E_c’ high- Vieira und
Klonierungsvektor Messing, 1982

1 AtlpB bezeichnet eine Deletion innerhalb des Gens tipB von 517 bp Lénge. Die Deletion wurde
zwischen Position 662 und 1179 eingefiigt.
2 AtlpC bezeichnet eine Deletion innerhalb des Gens tlpC von 509 bp Lange Die Deletion wurde
zwischen Position 1029 und 1538 eingefigt.

5.7 Bakterienstamme

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendeten H. pylori-Stamme. In der Tabelle sind alle in dieser in
verwendeten H. pylori-Stdmme inklusive ihres Genotyps und gegebenenfalls der
entsprechenden Referenz angegeben. Fiir alle Mutanten ist die Nummer (#) des Ausgangsstamm aus
dem diese Mutante hergestellt wurde und das dafiir verwendete Plasmid angegeben. Die grau
hinterlegten Mutanten sind Endprodukte und wurden zum Teil in dieser Arbeit verwendet. Die nicht

Arbeit

hinterlegten Mutanten sind lediglich Zwischenstufen einer mehrschrittigen Mutagenese.

# Bakterienstamm Genotyp Hergestelit Referenz
aus | mit
1 H. pylori KE26695 H. pylori-Wildstamm
2 H. pylori 88-3887 motile Variante des H. pylori-
26695-Wildstammes
H. pylori B128 H. pylori-Wildstamm
H. pylori HP87 H. pylori-Wildstamm Wagner et al.,
1997
5 H. pylori HP87 G7 7fach durch die Mongolische Bleich et al.,
Rennmaus passagierte und 2005
damit adaptierte Variante des
Stammes H. pylori HP87
6 H. pylori L7 H. pylori-Wildstamm
7 H. pylori N6 H. pylori-Wildstamm
8 H. pylori 88-3887 tipD H. pylori 88-3887 tipD::CAT 2 pCJ326 diese Arbeit
9 H. pylori B128 hp0600 H.pylori B128 3 pCJ544 diese Arbeit
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hp0600::aphA3 I,

10 | H. pyloriB128 tipA” H. pylori B128 tlpA::aphA’3-lll | 3 pSUS255 | diese Arbeit

11 H. pyloriB128 tipA" Il H. pylori B128 tIpA::CAT 3 pHPS807 | diese Arbeit

12 | H. pyloriB128 tipAB H. pylori B128 tlpA::CAT, 15 pHPS807 | diese Arbeit
tlpB::aphA 3l

13 | H. pyloriB128 tiIpAC H. pylori B128 tipA::CAT, 11 pSUS252 | diese Arbeit
tipC::aphA 3-llI

14 | H. pyloriB128 tipAD H. pylori B128 tlpA::aphA’3- 20 pSUS255 | diese Arbeit
ll, tloD::CAT

15 | H. pyloriB128 tipB’ H. pyloriB128 tlpB::aphA’3-lll | 3 pSUS260 | diese Arbeit

16 | H. pyloriB128 tlpBC H. pylori B128 tpB::aphA 3- 15 pHPS904 | diese Arbeit
ll, tloC::CAT

17 | H. pyloriB128 tlpBD H. pylori B128 tjpB::aphA 3- 15 pSUS260 | diese Arbeit
ll, tloD::CAT

18 | H. pyloriB128 tipC H. pyloriB128 tipC::CAT 3 pHPS904 | diese Arbeit

19 | H. pyloriB128 tipCD H. pyloriB128 tIpC::CAT, 18 pSUS275 | diese Arbeit
tioD::aphA 3-l1I

20 | H. pyloriB128 tlpD H. pylori B128 tipD::CAT pCJ326 diese Arbeit

21 H. pylori HP87 tipD H. pylori HP87 tlpD::CAT pCJ326 diese Arbeit

22 | H. pyloriHP87 G7 cheAY2 H. pylori HP87 pSUS131 | diese Arbeit
cheAY2::aphA3'-llI

23 | H. pyloriHP87 G7 tlpD H. pylori HP87 tlpD::aphA3 ™Il | 5 pSUS275 | diese Arbeit

24 | H. pyloriHP87 G7 tipD/TIpD- | H.pylori HP87 tipD::aphA3™-ll, | 23 pCJ542 diese Arbeit
rdxA::CAT, tlpD-V5

V5

25 | H. pyloriL7 hp0600 H.pylori L7 hp0600::aphA3 - 6 pCJ544 diese Arbeit
I,

26 H. pylori N6 AtlpB H. pylori N6 AtIpB1 42 pCJ514 diese Arbeit

27 | H. pyloriN6 AtipC H. pylori N6 AtlpC? 43 pCJ512 Schweinitzer et

al., 2008

28 | H. pyloriN6 cheAY2 H. pylori N6 cheAY2::aphA3’- | 7 pSUS131 | Schweinitzer et
. al,, 2008

29 | H. pyloriN6 cheAYZ2 TIpD-V5 | H.pylori N6 28 pCJ522 diese Arbeit
cheAY2::aphA3™-ll,
tioD-V5, Cm”

30 | H. pyloriN6 hp0697 H. pylori N6 hp0697::aphA'3- | 7 pCJ537 diese Arbeit
I

31 H. pylori N6 hp1033 H. pylori N6 7 pCJ532 diese Arbeit
hp1033::aphA 3-ll|

32 | H. pyloriN6 tipA” H. pylori N6 tlpA::aphA3’-1l| 7 pSUS255 | Schweinitzer et

al., 2008

33 | H. pyloriN6 tipAB H. pylori N6 tipA::CAT, AtlpB" | 26 pHPS807 | diese Arbeit

34 | H. pyloriNG6 tiIpABC H. pylori N6 tipA::CAT, 44 pHPS807 | Schweinitzer et
tioB::aphA3-lll, AtlpC® al, 2008

35 | H. pyloriN6 tiIpABC' Il H. pylori N6 tipA::CAT, AtlpB’, | 46 pHPS807 | diese Arbeit
AtpC?,

36 | H. pyloriNG6 tipbABC/TIpD-V5 | H.pylori N6 H. pylori N6 35 pCJ523 diese Arbeit
tibA::CAT, A tipB', AtlpC?,
tibD-V5, Km"

37 | H. pyloriN6 tibABCD H. pylori N6 tipA::CAT, AtlpB’, | 36 pSUS275 | diese Arbeit
AtlpCP, tipD::aphA3-Ill

38 | H. pyloriN6 tipABD H. pylori N6 tipA::CAT, AtlpB’, | 33 pSUS275 | diese Arbeit
tloD::aphA3 -l

39 | H. pyloriN6 tipAC H. pylori N6 tipA::CAT, AtlpC® | 27 pHPS807 | diese Arbeit

40 | H. pyloriN6 tlpACD H. pylori N6 tipA::CAT, AtlpC?, | 39 pSUS275 | diese Arbeit
tloD:: aphA3 -l

41 H. pylori N6 tipB’ H. pylori N6 tipB::aphA3’-Ill 7 pSUS260 | Schweinitzer et
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al., 2008
42 | H. pylori N6 tipB::KanSac H. pylori N6 tlpB::KanSac pCJ513 diese Arbeit
43 | H. pyloriN6 tlpB::KanSac H. pylori N6 tlpC::KanSac pCJ511 Schweinitzer et
al., 2008
44 | H. pyloriN6 tipBC' | HPNB® tipB::aphA3-lIl, AtlpC? | 27 pSUS260 | diese Arbeit
45 | H. pyloriN6 tipBC' Il H. pyloritipB::KanSac, AtipC® | 27 pCJ513 diese Arbeit
46 | H. pyloriN6 tipBC I H. pylori AtlpB’, AtlpC? 45 pCJ514 diese Arbeit
47 | H. pylori N6 tipBCD H. pylori N6 tipB::aphA3™-lll, 44 pCJ326 diese Arbeit
AtpCP, tipD::CAT
48 | H. pylori N6 tipC’ H. pylori N6 tipC::aphA3’-Ill 7 pSUS252 | Schweinitzer et
al., 2008
49 | H. pyloriN6 tipD H. pylori N6 tipD::aphA3’-1l 7 pSUS275 | Schweinitzer et
al., 2008
50 | H. pyloriN6 tipD" 1l H. pylori N6 tlpD::CAT 7 pCJ326 Josenhans,
unverdéffentlicht
51 H. pylori N6 tipD/TIpD-Hise H. pylori N6 tipD::aphA3’-llIl + | 49 pCJ545 diese Arbeit
52 | H. pylori N6 tipD/TIpD-V5 ilci)f/ijsr/ N6 tipD::aphA3’-1ll + | 49 pCJ522 Schweinitzer et
pCJ522 al., 2008
53 | H. pyloriN6 TIpD-V5 H.pylori N6 tlpD-V5, Cm" 7 pCJ522 diese Arbeit

1 AtlpB bezeichnet eine Deletion innerhalb des Gens tjpB von 517 bp Lénge. Die Deletion wurde
zwischen Position 662 und 1179 eingefligt.
2 AtlpC bezeichnet eine Deletion innerhalb des Gens tipC von 509 bp Lange Die Deletion wurde
zwischen Position 1029 und 1538 eingefigt.

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamme. In der Tabelle sind alle in dieser in Arbeit
verwendeten H. pylori Stdmme inklusive ihres Genotyps und gegebenenfalls der entsprechenden
Referenz. Das im Namen des Stammes angegebene Protein wird in dem jeweiligen Stamm
Uberexprimiert. Der Stern (*) zeigt an, dass das genannte Gen im Plasmid eine dem Promotor
entgegengesetzte Orientierung hat und somit nicht korrekt transkribiert wird. Diese Plasmide dienten
als negative Kontrollen.

Bakterienstamm

Genotyp

Referenz

E . coli DH5a

F-, endA1, recA1, hsdR17, A(lacZYA-argF)U169, thit,
SupE44, gyrA96, relA1

Hanahan, 1983

E. coliMC1061

F, araD139 A(ara-leu)7696 galE15 galK16 A(lac)X74
rpsL (Strr) hsdR2 (rKm+) mcrA mcrB1

Casadaban und Cohen,
1980

E. coli RP437

Wildtyp-Referenzstamm fiir Chemotaxis;

F_ thr-1 leuB6 his-4 metF159 thi-1 ara-14lacY1 mtl-1
xyl-5 rpsL 136 tonA31 tsx-78 eda-50

Parkinson und Houts,
1982

E. coliBT3312

E. coliRP437 aer tsr

Repik et al., 2000

E. coliBT3388

E. coliRP437 aer tsr tar trg tap

Yu et al., 2002

E. coliRP437 pTrc99a E. coliRP437 + pTrc99a diese Arbeit
E. coliRP437 TIpC E. coliRP437 + pCJ328 diese Arbeit
E. coliRP437 TIpA E. coliRP437 + pCJ330 diese Arbeit
E. coliRP437 TIpB E. coliRP437 + pCJ332 diese Arbeit
E. coli RP437 TtlpD E. coliRP437 + pCJ401 diese Arbeit
E. coli RP437 TIpA-Aer E. coliRP437 + pCJ510 diese Arbeit
E. coliRP3312 pTrc99a E. coliRP3312 + pTrc99a diese Arbeit
E. coliBT3312 TIpC E. coliRP3312 + pCJ328 diese Arbeit
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E. coliBT3312 TIpA E. coliRP3312 + pCJ330 diese Arbeit

E. coliBT3312 TIpB E. coliRP3312 + pCJ332 diese Arbeit

E. coliBT3312 TipD E. coliRP3312 + pCJ401 diese Arbeit

E. coliBT3312 TIpA-Aer E. coliRP3312 + pCJ510 diese Arbeit

E. coliBT3388 pTrc99a E. coliBT3388 + pTrc99a diese Arbeit

E. coliBT3388 TIpC E. coliBT3388 + pCJ328 C. Josenhans,
unverdffentlicht

E. coliBT3388 TIpC* E. coliBT3388 + pCJ329 C. Josenhans,
unverdffentlicht

E. coliBT3388 TIpA E. coliBT3388 + pCJ330 C. Josenhans,
unverdffentlicht

E. coliBT3388 TIpA* E. coliBT3388 + pCJ331 C. Josenhans,
unverdffentlicht

E. coliBT3388 TIpB E. coliBT3388 + pCJ332 C. Josenhans,
unverdffentlicht

E. coliBT3388 TIpB* E. coliBT3388 + pCJ333 C. Josenhans,
unverdffentlicht

E. coliBT3388 TIpD E. coliBT3388 + pCJ401 C. Josenhans,
unverdffentlicht

E. coliBT3388 TlpD* E. coliBT3388 + pCJ402 C. Josenhans,
unverdffentlicht

E. coli BT3388 TIpA-Aer E. coliBT3388 + pCJ510 diese Arbeit
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6 Methoden

6.1 Anzucht von E. coli

Die Anzucht von Escherichia coli erfolgte in Luria-Bertani-Fllissigmedium (Sambrook und
Russell, 2004), dem zur Herstellung fester Nahrmedien vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v)
Agar (Oxoid, Wesel) beigefligt wurde.

Luria-Bertani Broth (LB; Oxoid)

Bacto-Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g

NaCl 5¢g

H-O bidest. ad. 1.000 ml

Die Indikatorplatten zur Selektion rekombinanter Klone enthielten zuséatzlich 2,5 mM
Isopropyl-B-thiogalactopyranosid (IPTG) und 0,5 mg/l 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl--D-
galactopyranosid (X-Gal).

6.2 Anzucht von H. pylori

Die Anzucht von H. pylori erfolgte auf Blutagarplatten (Oxoid, Wesel), denen die Antibiotika
Amphotericin B (4 mg/l), Polymyxin B (3,2 mg/l), Trimethoprim (5 mg/l) und Vancomycin
(10 mg/l; alle Sigma-Aldrich, Steinheim) zugesetzt wurden. Die Selektion der rekombinanten
Klone erfolgte durch den weiteren Zusatz von Kanamycin (20 mg/l), Chloramphenicol
(10 mg/l) oder beidem. H. pylori wurde bei 37°C unter mikroaerophilen Bedingungen in
Kammern eines Scholzen®-Brutschrankes, denen ein definiertes Gasgemisch (5%0,, 10%
CO,, 85% N,) zugeflhrt wurde bebritet. Aus auf Eis aufgetauten Einfrierkulturen wurden
50 pl bis 70 I auf eine Blutagarplatte getropft und fir 48 Stunden inkubiert. FUr die weitere
Kultivierung wurde nach zweitdgigem Wachstum etwas Bakterienmaterial abgenommen und
auf frische Platten ausgestrichen.

Far die Anzucht von H. pylori in Flissigmedium wurde BHI-Medium (Oxoid, Wesel)
verwendet, dem 10% (v/v) hitzeinaktiviertes Pferdeserum (Biochrom AG, Berlin), Hefeextrakt
(2.5 g/l [w/v]) sowie die o.g. Antibiotika flr die Routinekultivierungzugesetzt wurden. Das
Medium wurde mit ca. 20 h auf Platten vorkultivierten Bakterienzellen in einer ODgg von 0,05
inokuliert (ODggo von 1 entspricht ca. 3x10® H. pylori Zellen/ml). Die Kultivierung erfolgte in
einem geeigneten GefaB (leicht angedrehtes Falconréhrchen fiir ein Kulturvolumen von
10 ml, bzw. Erlenmayerkolben mit Deckel aus Alufolie fir ein Kulturvolumen von 40 ml). Die
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GefaBe wurden mit einem Anaerocultbeutel (8-10% CO,, 5-7% O,; Merck, Darmstadt) in
Anaerobentdpfen (Oxoid, Wesel) fixiert und bei 37°C und 175 rpm geschittelt.

Zur Herstellung von Motilitdtsplatten wurden Brucella-Medium (Oxoid, Wesel) (2,8 g
pro 100 ml) mit 0,259 Bacto-Agar verfestigt und nach dem Autoklavieren 10% (v/v)
hitzeinaktiviertes Pferdeserum (Biochrom AG, Berlin) sowie die 0.g. Antibiotika zugesetzt.

6.3 Methoden zur DNA-Praparation

6.3.1 Praparation genomischer DNA mittels des Qiagen-QiaAmp-Kits

Far die Extraktion genomischer DNA aus H. pylori wurde ca. eine Impfése Bakterienmaterial
von einer Platte abgenommen und in die vom Hersteller empfohlener Menge ATL-Puffer
Uberfuhrt. Die weitere Extraktion wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Elution erfolgte mit 200 pl EB-Puffer. Die erhaltene DNA-L6sung wurde bei -20°C gelagert.

6.3.2 Préaparation von Plasmiden mittels des Qiagen-QiaPrep-Kits

Zur Isolation von bis zu 20 ug Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Bakterien aus 1,4 ml
Ubernachtkultur durch Zentrifugation in einer Minizentrifuge sedimentiert (1-15PK, Sigma
Laborzentrifugen, Osterode am Harz; 21912 x g, 10 min). Das Sediment wurde in 500 pl P1-
Puffer resuspendiert. Die weitere Praparation erfolgte mit dem Qiaprep®-Spin-Miniprep-Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Das erhaltene Eluat mit Plasmid-DNA wurde
bei -20°C gelagert.

6.3.3 Praparation von Plasmiden mittels des Qiagen-Plasmid-Midi-Kits

Die Gewinnung grdéBerer und reinerer Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli, z.B. fir
Transformationen und zur Dauerkonservierung, erfolgte mit Hilfe des Qiagen-Plasmid-Midi-
Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Hierzu wurde zundchst mit Bakterien
vom Festmedium eine LB-Flussig-Vorkultur mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum
angeimpft. Aus der Ubernachtkultur bei 37°C wurde am nachsten Tag die Hauptkultur in
einem Volumen von 70 ml angeimpft. Aus der resultierenden stationaren Ubernachtkultur
wurden die Bakterien durch Zentrifugation fiir 15 min bei 5.000 x g und 4°C (4-K15, Sigma,
Osterode am Harz) firr die anschlieBende Plasmidisolation gewonnen.
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6.3.4 Praparation von linearen DNA-Fragmenten mit Hilfe des Qiagen-
QiaSpin-Kits

Um DNA aus enzymatischen Reaktionen zu entsalzen und von vorhandenen Proteinen zu
trennen, sowie um DNA-Fragmente unterschiedlicher GréBe voneinander zu separieren,
wurden verschiedene kommerzielle Systeme verwendet. Zur Entsalzung und Reinigung von
DNA von Protein und einzelnen dNTPs wurde das Qiagen-PCR-Purification-Kit (Qiagen,
Hilden) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Zur Trennung
von verschiedenen DNA-Fragmenten aus einem Gemisch erfolgte zun&chst eine
Agarosegelelektrophorese mit low-melting-Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt, um das
spatere Schmelzen der Agarose und die Freisetzung der DNA zu erleichtern. Nach Anfarben
mit Ethidiumbromid wurden Fragmente der passenden GréBe auf einem UV-Tisch
ausgeschnitten und in ein ReaktionsgefadB gegeben. Die weitere Préparation erfolgte mit
dem Qiagen-Gel-Extraction-Kit (Qiagen, Hilden) nach Protokoll des Herstellers.

6.4 Amplifikation von DNA mittels der Polymerasekettenreaktion
(PCR)

Zur spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde eine PCR (Mullis und Faloona,
1987;Higuchi et al., 1988) durchgeflihrt. Bei dieser lagern sich Oligodesoxynukleotide (MWG
Biotech, Freiburg) an nach Hitzedenaturierung einzelstrangig vorliegende DNA an. Eine
thermostabile DNA-Polymerase dient durch Einbau von Desoxynukleotiden der Amplifikation
eines entsprechenden komplementaren DNA-Stranges und fuhrt somit zur Vervielféltigung
der DNA.

Die Standard-PCR beispielsweise zur genetischen Analyse konstruierter Mutanten
wurde mit der thermostabilen Tag-DNA-Polymerase (Chien et al, 1976) (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefiihrt. Wurden die PCR-Produkte anschlieBend in
weiteren Reaktionen verwendet (z.B. Klonierung) wurde fir die PCR das Expand-High-
Fidelity-PCR-System (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben verwendet. Dieser
kommerziell erhéltliche Enzym-Mix besteht aus Tag-DNA-Polymerase und Tgo-DNA-
Polymerase. Die Tgo-Polymerase besitzt eine 3°-5°-Exonuklease-Aktivitat, wodurch die
Fehlerrate wahrend der PCR im Vergleich zur Tag-Polymerase ohne Exonuklease-Aktivitat
verringert wird. Als Matrize wurden, soweit nicht anders angegeben ca. 10 ng chromosomale
DNA bzw. 0,1 pg Plasmid-DNA in den Reaktionsansatz gegeben. Die Konzentration an
Oligodesoxynukleotiden betrug 0,2 pmol/ul, die der dNTPs 0,32 pg/ul. Das Volumen der
Reaktionsansatze betrug fir analytische PCR-Reaktionen 25 pl, fir Reaktionsanséatze zur
Synthese von DNA-Abschnitten, welche noch in weiteren Experimenten (z.B. Klonierung)
eingesetzt wurden 50 pl. Die Anlagerungstemperatur der Oligodesoxynukleotide wurde mit
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der Formel (2x(A+T) +4x(G+C))-5 berechnet (A, T, C, G stehen hierbei fir die Nukleotide
Adenin, Thymin, Cytosin, Guanin). Pro 1 kB zu amplifzierender DNA wurde 1 min
Elongationszeit angesetzt. Die Zyklenanzahl betrug 25 bis 30. Die Denaturierung der DNA-
Doppelstrange erfolgte bei 95°C, die Amplifikation des neuen DNA-Stranges erfolgte bei
72°C bzw. bei 68°C. Die PCR wurde in einem T3 Thermocycler der Firma Biometra
durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese Uberprift und bei
-20°C gelagert.

6.5 DNA-Modifikation

Sowohl fur die Analyse als auch fir bestimmte Reaktionen war es notwendig, DNA-
Fragmente zu  modifizieren.  Durchgefuhrte ~ Modifikationen ~ waren  Ligation,
Restriktionsverdau, sowie das Abspalten und Anfligen einer 5°-Phosphatgruppe an den
DNA-Strang.

6.5.1 Restriktionsverdau

Zum Erzeugen von Restriktionsspaltstellen wurde DNA in Abhangigkeit von Menge und
Enzym (NEB, Frankfurt am Main; Invitrogen, Karlsruhe) im mitgelieferten Puffer fir 2-6 h bei
der fir das Enzym angegebenen Temperatur (i.d.R. 37°C) verdaut. Fir den
Restriktionsverdau mit zwei verschiedenen Restriktionsendonukleasen wurde ein Puffer
gewahlt, der beiden Enzymen eine hdchstmdgliche Aktivitat erlaubt (nach Angaben des
Herstellers). In den Ansatzen wurde niemals mehr als 10% (v/v) an
Restriktionsendonuklease, bezogen auf das Gesamtvolumen des Restriktionsansatzes
verwendet, da ansonsten die Gefahr von unspezifischer Enzymaktivitdt bestand. Die
Spaltungsreaktion wurde bei hitzelabilen Enzymen durch Hitzeinaktivierung beendet.
Vektorielle DNA wurde zusatzlich mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Sollte die
DNA fir Klonierungszwecke verwendet werden, erfolgte eine Reinigung der DNA durch ein
kommerzielles System (PCR-Purification-Kit, Qiagen, Hilden) nach Protokoll des Herstellers.

6.5.2 Dephosphorylierung

Um im Rahmen einer Klonierung eine Religation des Vektors ohne Insert zu verhindern,
wurden die 5°-Phosphate des vektoriellen DNA-Fragmentes enzymatisch entfernt. Dazu
wurde nach erfolgtem Restriktionsverdau 1 U alkalischer Phosphatase (calf intestine alkaline
phosphatase, NEB, Frankfurt am Main) zugegeben und der Reaktionsansatz fiir 30 Minuten
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bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieBend durch Hitzedenaturierung (15 min,
75°C) abgestoppt.

6.5.3 Phosphorylierung

Um ein PCR-Produkt mittels Ligation zu zirkularisieren, ist es notwendig die 5°-Enden des
DNA-Fragmentes zu phophorylieren, da die kommerziell erworbenen Oligodesoxynukleotide,
welche fiir die PCR-Reaktion als Oligodesoxynukleotide eingesetzt wurden kein 5°-Phosphat
tragen. Dazu wurde das DNA-Fragment mit 1 pl T4-Polynukleotidkinase (NEB, Bad
Schwalbach) fir 1 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit Hilfe des Qiagen-QiaSpin-Kits
gereinigt und anschlieBend in der Ligation eingesetzt.

6.5.4 Ligation

Zur Erzeugung von Plasmiden mit der fir die Klonierung gewahlten DNA wurde
entsprechend verdaute und gereinigte vektorielle DNA durch DNA-Ligase mit dem
gewlnschten DNA-Fragment verbunden. FUr diese Reaktion wurden die vorbereitete
vektorielle und die Insert-DNA in einem Mengenverhéltnis von ca. 1:3 eingesetzt. Die
Reaktion erfolgte nach Zugabe von 2x-Quickligase-Puffer und 2.000 U T4-DNA-Ligase unter
Verwendung des Quick-Ligation™-Kit (NEB, Frankfurt am Main) fir 5 min bei RT. Die DNA
konnte anschlieBend direkt fir die Transformation eingesetzt werden.

6.6 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger et al., 1977)
mit Hilfe eines ABI 3130x/ Genetic Analyzer-Kapillarsequenzierapparat (Applied Biosystems,
Weiterstadt). Die Analyse der erhaltenen Sequenzen wurde mit der Software BioNumerics
durchgefihrt (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien). Far eine
Sequenzierungsreaktion wurden ca. 0,1 yg PCR-Produkt bzw. 1 ug Plasmid DNA in einem

Ansatz von 10 yl Gesamtvolumen verwendet.

Ansatz flir eine Sequenzierungsreaktion

0,1 —1 ug DNA

2 ul Sequenzierungspuffer

2 ul Oligodesoxynukleotid (4 pmol/ul)
1 ul Big Dye v1.1 (ABI, Weiterstadt)
ad H,O (HPLC-gereinigt) 10 pl
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Aufreinigung der Sequenzierreaktion

Um eine Auswertung der Sequenzierungsreaktion mittels des Kapillarsequenzierers zu
erméglichen wurde die Sequenzierungsansdtze von u. a. Uberschissigen Nukleotiden
gereinigt. Die Aufreinigung erfolgte mit Sephadex-Platten. Dazu wurde die benétigte Anzahl
an Kavitaten mit Hilfe des column loader mit der entsprechenden Menge Sephadex™ G-50
Fine (DNA Grade; Amersham Bioscience Biotech, Freiburg) und 300 pl H,O befillt. Um ein
Quellen der Matrix zu erméglichen wurde die Platte fir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Platte wurde zentrifugiert (5 min, 900 x g), der Durchfluss verworfen und anschlieBend
jede Kavitat mit 200 pl H,O beflllt und die Platte erneut zentrifugiert (5 min, 900 x g). Das
Sequenzierprodukt wurde auf die Oberflache der Sephadex-Matrix gegeben und die Platte
abermals zentrifugiert (3 min, 900 x g). Das Eluat wurde in Greiner Mikrotiterplatten mit V-
Boden aufgefangen und anschlieBend in einer Verdinnung von 1:6 (5 pl aufgereinigtes
Sequenzierprodukt + 25 yl H,O) im Kapillarsequenzierer analysiert.

6.7 Agarosegelelektrophorese

Zur qualitativen Untersuchung der Amplifikation von DNA-Fragmenten und des
Restriktionsverdaus von Plasmid-DNA wurde eine horizontale Agarosegelelektrophorese
durchgefiihrt. Es wurden je nach Bedarf Gele mit einem Volumen von 40 bzw. 100 ml
verwendet. Dazu wurde ein Gemisch aus TAE-Puffer und 1% bzw. 2% w/v Agarose durch
kurzes Aufkochen homogenisiert und in eine Gelkammer mit Taschenformer gegossen.
Nach Erstarren wurde das Gel in eine mit TAE-Puffer gefillte Elektrophoresekammer gelegt.
Die Geltaschen wurden mit einer geeigneten Menge an DNA-L&sung beflllt. Um eine
Fragmentgr6Benabschatzung zu ermdglichen, wurde zusatzlich ein GrdéBenstandard
aufgetragen. Die Elektrophoresedauer betrug ca. 1,5 h bei einer Feldstarke von etwa 5 V/cm.
Anhand des Farbmarkers im Auftragspuffer wurde der Gellauf optisch verfolgt. Die
Nukleinsdurefragmente wurden als Ethidiumbromid-Interkalationsverbindung angefarbt und
mittels eines UV-Transilluminators sichtbar gemacht.

6.8 Konstruktion von Plasmiden zur Knock-out-Mutagenese von
H. pylori

Zur Herstellung von Knock-out Mutanten in H. pylori (siehe Abschnitt 6.12) wurden
geeignete Plasmide konstruiert. Alle verwendeten Oligodesoxynukleotide zur Konstruktion
der Plasmide in Tabelle 9 sind Tabelle 8 zu entnehmen.
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Das zu mutagenisierende Gen wurde in einen Vektor ohne Replikationsursprung far
H. pylori Kloniert und anschlieBend durch eine Resistenzkassette unterbrochen. Das Gen
wurde hierflr aus genomischer DNA des Stammes H. pylori KE26695 mit Hilfe geeigneter
Oligodesoxynukleotide mit Hilfe einer PCR amplifiziert. Die Oligodesoxynukleotide wurden so
konstruiert, dass an die Enden des Fragments eine Erkennungssequenz fur ein
Restriktionsenzym angehangt wurde. Das PCR-Fragment und der gewéhlte Vektor wurden
mit einem Restriktionsenzym verdaut und die Fragmente anschlieBend mit einander ligiert.
Das erhaltene Plasmid wurde mittels inverser PCR amplifiziert, das resultierende Fragment
und die gewahlte Resistenzkassette mit Restriktionsenzymen verdaut und mit einander
ligiert. Die Resistenzkassette wurde daflr jeweils aus den Plasmiden pILL600 (Kanamycin)
bzw. pBHpc8 (Chloramphenicol) ausgeschnitten. Die Restriktionsenzyme wurden jeweils so
gewahlt, dass mit einander zu ligierende Fragmente kompatible Enden erhielten. Fur
Konstruktion der Plasmide pSUS131 und pSUS255 musste keine inverse PCR durchgefiihrt
werden. Die Resistenzkassette wurde direkt in eine geeignete natirliche
Restriktionsschnittstelle  innerhalb des Gens eingefigt (Psfl bzw. BamHl). Die
Resistenzkassette wurde jeweils N-terminal in das zu mutagenisierende Gen eingeflgt, um
einen mdglichst groBen Teil des Gens zu zerstdren.

6.9 Konstruktion von Expressionsplasmiden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reihe von Expressionsplasmiden hergestellt. Deren
Konstruktion ist hier kurz dargestellt.

pCJ522, pCJ523 — H. pylori-Plasmid zur Expression von TlpD-V5

Zur Komplementation wurde das Gen tjpD und sein mutmaBlicher Promotor an einen V5-tag
(GKPIPNPLLGLDST) mit einem linker (GGSSAAG) (Cantwell et al., 2003) fusioniert und in
den E. coli/H. pylori-Shuttle-Vektor kloniert.

Der Vektor pEF6-V5 (Invitrogen) wurde dazu invers amplifiziert. Die
Oligodesoxynukleotide (OLpEF6_R, OLV5_F) wurden so gewahlt, dass sie die letzten flnf
Aminosauren des 7-aa-linker an das 5°-Ende des kodierten V5-tag anhangten. Das PCR-
Produkt wurde mit Bglll verdaut und mit dem BamH| verdauten PCR-Produkt des tlpD-Gens
ligiert. Das Gen tlpD wurde zuvor aus genomischer DNA des Stammes H. pylori KE26995
amplifiziert. Die verwendeten Oligodesoxynukleotide (OLHP0599 V5 F, OLH0599 V5 R)
wurden so gewahlt, dass sie die ersten zwei Aminosauren des 7-aa-linker an das 3'-Ende
des Gens fusionierten. Das erhaltene Plasmid wurde pCJ520 benannt und die korrekte
Fusion mittels PCR und Sequenzierung Uberpruft. Das Gen inklusive des fusionierten V5-tag
wurde nun ausgehend von dem Plasmid pCJ520 mit den Oligodesoxynukleotiden
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OLHP0599 V5 F und OLV5_R amplifiziert, mit BamHI verdaut und in den ebenfalls BamHI|
verdauten Vektor pHel2 bzw. pHel3 kloniert. Die erhaltenen Plasmide wurden als pCJ522
bzw. pCJ523 benannt.

pCJ545 H. pylori-Plasmid zur Expression von TlpD-Hisg

Zur Expression und mdglichen Reinigung von TIlpD wurde das Gen tpD und sein
mutmaBlicher Promotor an einen Hisg-tag mit einem linker (GGSSAAG) (Cantwell et al.,
2003) fusioniert und in den E. coli/H. pylori-Shuttle-Vektor kloniert. Dazu wurde das Plasmid
pCJ522 mit den Oligodesoxynukleotiden pCJ522_His_fw und pCJ522_His-rev2 invers
amplifiziert. Die Oligodesoxynukleotide wurden so gewahlt, dass das Plasmid komplett
erhalten blieb. Lediglich die Sequenz des V5-tag wurde durch die des Hisg-tag ersetzt. Das
PCR-Produkt wurde anschlieBend mittels einer Selbstligation zirkularisiert. Dazu wurde das
PCR-Produkt zuvor phosphoryliert, da die verwendeten Oligodesoxynukleotide kein 5'-
Phosphat trugen (siehe Abschnitt 6.5). Das erhaltene Plasmid wurde als pCJ545 benannt.

pCJ510 — E. coli-Plasmid zur Synthese des Hybridsensors TlpA-Aer

Zur Analyse des Sensors TIpA aus H. pylori in E. coli (siehe Abschnitt 6.24) wurde ein
Hybridsensor aus H. pylori-TIpA  und E. coli-Aer konstruiert. Dazu wurde die
Signalwahrnehmungsdomane von TIpA an die Signallbertragungsdoméane von Aer
fusioniert, da die C-terminale Doméane des spezieseigenen Sensors mdglicherweise besser
mit dem Rest des Chemotaxisapparates interagiert, als die SignalUbertragungsdoméne des
speziesfremden Sensors TIpA. Zur Konstruktion des Plasmids, welches den Hybridsensors
kodiert, wurde der C-terminale Bereich des Sensors TIpA aus dem Plasmid pCJ330 mit Hilfe
einer PCR entfernt und durch den C-terminalen Bereich des Sensors Aer ersetzt. Dazu
wurde das Plasmid pCJ330 mit den Oligodesoxynukleotiden OLHP0099 Notl F und
OLpTrc_Ncol_F invers amplifiziert und mit Notl verdaut. Der C-terminale Bereich des
Sensors Aer wurde mittels PCR mit den Oligodesoxynukleotiden OLHPEcoAer_Eael_F und
OLpTrc99a_MCS2 amplifiziert, ebenfalls verdaut (Eael) und mit dem zuvor préparierten,
invers amplifizierten Plasmid ligiert. Das erhaltene Fusionskonstrukt enthélt die N-terminalen
985 Basenpaare des Sensors TIpA und die 888 C-terminalen Basenpaare des Sensors Aer.

6.10 Transformation von H. pylori

Fir die Transformation wurden 20 h auf Festmedium gewachsene Bakterien in einem Kreis
auf Blutplatten ausgestrichen und fir ca. 2 bis 4 h bei 37°C im Brutschrank der Firma
Scholzen® bei geeigneter Atmosphére inkubiert. AnschlieBend wurden 1 pg der Plasmid-
DNA auf die Bakterien getropft. Aufgrund seiner nattirlichen Kompetenz wird die DNA von
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H. pylori aufgenommen (Nedenskov-Sorensen et al., 1990). Nach einer weiteren Inkubation
fir 16 bis 20 h wurden die Bakterien abgenommen und auf Selektivmedium ausgestrichen.
Die erhaltenen Transformanten wurden weiter Kkultiviert und mit einer PCR und
gegebenenfalls mittels Sequenzierung genetisch analysiert.

6.11 Transformation von E. coli

6.11.1 Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien

Fir die Transformation von E. coli wurden zun&chst kompetente Zellen hergestellt, da E. coli
im Gegensatz zu H. pylori keine natirliche Kompetenz aufweist. Hierzu wurden 100 ml LB-
Medium mit einer stationdren Ubernachtkultur des zu transformierenden E. coli-Stammes
inokuliert. Bei Erreichen einer ODgy von 0,5 wurde die Kultur in 50-ml-Kunststoff-
Schraubdeckelréhrchen (Greiner BIO-ONE, Frickenhausen) Uberfiihrt und 15 min auf Eis
inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 3500 x g, 4K15, Sigma, Osterode am Harz) wurde der
Uberstand verworfen und die Bakterien in 20 ml TFP | pro 100 ml Kultur resuspendiert und
weitere 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 3500 x g, 4K15,
Sigma, Osterode am Harz) wurden die Bakterien in 3 ml TFP Il resuspendiert und nach einer
Inkubation von 30 min auf Eis aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert.

Verwendete Puffer:

TEB | (4°C): TEB Il (4°C):
TFB1(4%C): 10 mM MOPS pH 7,0
100 mM RbCl . ’
pH mit NaOH einstellen
50 mM MnCl, x 4H,0O
10mM RbClI
30 mM KAc
10 mM CaCl 75 mM CaCl,
2 o :
15% v/v Glycerin 15% viv Glycerin

ad 50 ml HPLC- Wasser ad 50 ml HPLC- Wasser

pH 5,8 mit 0,2 M Essigsaure einstellen

6.11.2 Transformation von E. coli

Far die Transformation von E. coli wurde ein Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut
und mit ca. 1l Plasmid-DNA bzw. 10 pl Ligationsansatz vorsichtig vermischt. Der
Transformationsansatz wurde zunéachst 30 Minuten auf Eis, dann fir 90 Sekunden bei 42°C
und anschlieBend noch einmal fir 90 Sekunden auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von
500 pl sterilem LB-Medium wurde der Ansatz fiir 1 h bei 37°C inkubiert und die Bakterien
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anschlieBend auf Selektivmedium plattiert und Uber Nacht bei 37°C bebritet. Die weitere
Analyse der Transformanten erfolgte mit molekularbiologischen Mitteln entsprechend der
Fragestellung.

6.12 Herstellung von Knock-out-Mutanten in H. pylori

6.12.1 Herstellung von resistenzmarkierten Einzel- und Doppel-
Knock-out-Mutanten in H. pylori

Zur Herstellung von Knock-out-Mutanten in  H. pylori wurde eine allelische
Austauschmutagenese durchgefiihrt. Dazu wurde das zu mutagenisierende Gen in einen
Vektor, welcher in H. pylori nicht replizieren kann (z.B. pUC18, pILL570) Kkloniert.
AnschlieBend wird N-terminal in das Gen eine Resistenzkassette durch erneute Klonierung
eingeflgt und es damit unterbrochen. Dabei ist darauf zu achten, dass die Resistenzkassette
beidseitig von mindestens 500 bp des zu mutagenisierenden Gens flankiert wird. Wird
H. pylori nun mit dem erhaltenen Plasmid transformiert, findet eine homologe Rekombination
statt. Das unterbrochene Gen im Plasmid rekombiniert mit dem intakten Gen im Genom und
ersetzt es (Abbildung 7). Auf Grund der Resistenzkassette wird eine Selektion mit dem
entsprechenden Antibiotika ermdglicht. Da uns zwei Resistenzkassetten (Km®, CmF) zu
Verfigung standen, konnten auf diese Weise Einzel- und Doppel-Knockout-Mutanten
hergestellt werden. Flr die Herstellung einer Doppelmutante wurde die konstruierte
Einfachmutante in einem zweiten Mutageneseschritt mit einem weiteren Plasmid, welches
die zweite Resistenzkassette tragt, transformiert. Die Selektion erfolgte anschlieBend mit
beiden Antibiotika (Chloramphenicol, Kanamycin). Alle erhaltenen Klone wurde genetisch
mittels PCR Uberpruft und sowohl licht- als auch elektronenmikroskopisch auf
morphologische Auffalligkeiten hin untersucht. Alle Mutanten sind inklusive ihrer Vorstufen
und der zu ihrer Mutagenese verwendeten Plasmide in Tabelle 10 angegeben.
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Plasmid | aphA3-IIl (Km")

homologe
Rekombination

Genom —’ Gen

Selektion auf
Kanamvcin

U

[aphA3IIT (Km")

Kanamycin-resistente

Genom Mutante

iV

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer allelischen Austauschmutagenese mit
Resistenzmarkierung. Beispielhaft wurde in dieser Abbildung eine Kanamycinresistenz gewahit

6.12.2 Herstellung multipler Knock-out-Mutanten in H. pylori

Far Herstellung von multiplen Knock-out-Mutanten war es notwendig, ein bzw. zwei Gene
ohne Resistenzmarker zu mutagenisieren, da nur zwei Antibiotikaresistenzen zur Selektion
fir Verflgung standen. Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit die aphA3™-lll-sacB-
Mutagenese verwendet (Copass et al, 1997), welche durch eine Gegenselektion mit
Saccharose die Herstellung unmarkierter Mutanten in zwei Mutageneseschritten ermdglicht.
Das zu mutagenisierende Gen wird in einem ersten Mutageneseschritt durch eine aphA3-llI-
sacB-Kassette unterbrochen. Diese Kassette besteht aus einem Gen, welches flr eine
Kanamycinresistenz kodiert (aphA3-lll), sowie dem Gen sacB aus B. subtilis, welches flr
die Levansucrase kodiert. Das Gen sacB stand im vorliegenden Konstrukt unter der Kontrolle
des flaA-Promotors aus H. pylori. Die Levansucrase bewirkt, unter Zugabe von Saccharose
zum Medium ein Absterben der Bakterien, da diese die entstehenden langkettigen Levane
nicht abbauen kénnen. Im ersten Schritt entsteht eine kanamycinresistente, Saccharose-
sensitive Mutante. Im zweiten Schritt wurde diese dann mit einem Plasmid, welche lediglich
das zu mutagenesierende Gen mit einer Deletion enthélt, transformiert und auf Saccharose
selektiert. Die resultierenden Mutanten sind Kanamycin-sensitiv und Saccharose-resistent
(Abbildung 8). Fur die Herstellung einer Dreifachmutante wurden zwei weitere Gene mit
einer Kanamycin- bzw. einer Chloramphenicolresistenzkassette mutagenisiert. Fir die
Herstellung einer Vierfachmutante wurden zuerst zwei Gene mittels der beschriebenen
Methode unmarkiert mutagenisiert und anschlieBend zwei weitere Gene mittels der zur
Verfigung stehenden Resistenzmarker ausgeschalten. Alle erhaltenen Mutanten wurden
mittels PCR und gegebenenfalls mittels Sequenzierung charakterisiert und anschlieBend
mittels Licht- und Elektronenmikroskopie auf morphologische Auffalligkeiten hin untersucht.
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Im vorliegenden Fall wurden mit dieser Methode Dreifach- und eine Vierfachmutanten in den
Genen der Sensoren TIpA, TlpB, TIpC und TlpD hergestellt. Dafir wurden die Gene tjpB
bzw. tlpC unmarkiert mutagenisiert. Um eventuell auftretende regulatorische Effekte zu
vermeiden, wurde jeweils nur ein kleiner Teil Gens (517 bp bzw. 509 bp, Tabelle 10) deletiert
und dadurch das Leseraster verschoben. Alle Mutanten sind inklusive ihrer Vorstufen und
der zu ihrer Mutagenese verwendeten Plasmide in Tabelle 10 angegeben.

Plasmid phA3 -lll-sacB

homologe
Rekombination

Genom—’ Gen

Selektion auf
Kanamvcin

U

phA3-lll-sacB

Kanamycin-resistente,
Saccharose-sensitive
Mutante

Genom

LV

\<

homologe
Rekombination

Plasmid4| Gen mit // Deletion

Selektion auf
Saccharose

Genom4| Gen mit // Deletion

Abbildung 8: Schematische Darstellung einer allelischen Austauschmutagenese zur
Herstellung unmarkierter Mutanten

Kanamycin-sensitive,
Mutante

v

Alle hergestellten Mutanten und Zwischenstufen sind in Tabelle 10 zu sehen. Fir die
Mehrfachmutanten sind die jeweiligen Vorstufen der Tabelle zu entnehmen.

6.13 Bestimmung des Proteingehalts einer Probe

Der Gesamtproteingehalts einer Probe wurde mittels des Bicinchoninsdure-Protein-Assay-
Reagenz (BCA-Assay; Pierce Biotechnology, lllinois, U.S.A.) in 96-Well-Mikrotiterplatten (PS,
Greiner BIO ONE, Frickenhausen) ermittelt. Zu 10 ul der Probe in geeigneter Verdiinnung
wurden 200 pl einer Mischung der Reagenzien A und B (Verhaltnis 50:1) gegeben und mit
dieser vermischt. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 50°C wurde die Extinktion bei 562 nm in
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einem Plattenphotometer gemessen (Titertek Multiskan MCC/340, Flow Laboratories,
Meckenheim) und die Proteinkonzentration mittels einer BSA-Kalibriergerade bestimmt.

6.14 Praparation einzelner H. pylori-Fraktionen

Zur Trennung lysierter H. pylori-Zellen in ihre 16sliche und unlésliche Fraktion wurden fir ca.
20 h auf Blutagarplatten kultivierte Zellen in einem geeigneten Volumen 0,9% NaCl
aufgenommen und mittels Zentrifugation (4K-15, Sigma, Osterode am Harz, 2795 x g, 4°C)
sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien in einem geeigneten Puffer
resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte mittels Ultraschall bei einer Intensitat von 120 W
(Branson Sonic Power Company, Danburry, CT, U.S.A.) fur 10 min. Die vollstandige Lyse
der Bakterien wurde mikroskopisch kontrolliert und das Lysat zentrifugiert (4-K15, Sigma,
Osterode am Harz, 9055 x g, 4°C, 30 min). Das Sediment wurde im Folgenden als unlésliche
Fraktion angesehen, der Uberstand wurde nochmals zentrifugiert (4-K15, Sigma, Osterode
am Harz, 9055 x g, 4°C, 30 min) und der erhaltene Uberstand als I6sliche Fraktion
angesehen.

6.15 SDS-PAGE

Zur Trennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichtes im Rahmen ihrer
weiteren Analyse wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE durchgefihrt. Dazu wurden die
Glasplatten entsprechend der Angaben des Herstellers montiert und in den GieBstand
eingespannt. Das Trenngel (10,6% Acrylamid) wurde gegossen (Zusammensetzung siehe
unten) und mit Wasser tberschichtet. Nach ca. 20-minutiger Polymerisationszeit wurde das
Wasser abgeschittet, das Sammelgel (3% Acrylamid) gegossen und mit einem
Probenkamm geeignete Taschen geformt. Nach der Polymerisation des Sammelgels wurde
das Gel aus dem GieB3stand entnommen, in die Elektrophoresekammern eingespannt und
die Kammer mit SDS-Laufpuffer geflllt. Die Proben wurden in 5x-Probenpuffer mit SDS
aufgenommen und fir 5 min bei 100°C denaturiert und nachdem sie wiederabgekihlt waren,
auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei ca. 25 mA fir einen dem
Molekulargewicht des Proteins von Interesse entsprechenden Zeitraum. Die Proteine
konnten mit Coomassie (Roth) im Gel angefarbt und so sichtbar gemacht werden oder
mittels eines Immunoblot weiter untersucht werden. Zur dauerhaften Konservierung wurden
die Gele in Einpacklésung getrankt und in ebenfalls mit Einpacklésung getrankter
Zellofanfolie getrocknet.
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Verwendete Puffer:

4x-Trenngelpuffer

182 g Tris

4 g SDS

ad 1.000 ml ddH,O, pH 8,8

4x-Sammelgelpuffer

60 g Tris

4 g SDS

ad 1.000 ml ddH,0O, pH 6,8

10x-Laufpuffer (Laemmli, 1970, modifiziert)
30 g Tris

141 g Glycin

10 g SDS

ad 1.000 ml ddH,O, pH 8,6

5x-Probenpuffer

50 mM Tris-HCI, pH 6,8

2% (w/v) SDS

5% (v/v) 2-Mercaptoethanol
0,005% (w/v) Bromphenolblau
10% (v/v) Glycerin

Einpacklésung
50% (v/v) Ethanol
3% Glycerin

ad ddH,O

Zusammensetzung der Trenn- (10,6% Acrylamid) und Sammelgele (3% Acrylamid):

Trenngel Sammelgel
30% Acrylamid (Roth) [ml] 3,2 0,5
2 M Tris-HCI pH 8,8 [ml] 2,35
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 [ml] 1,25
H,O bidest [ml] 3,5 3,15
Ammoniumpersulfat 10% (w/v) [ul] 30 30
TEMED [ul] 25 20
SDS 10 % (w/v) [pl] 230 50

6.16 Westernblot-Analysen

Fir eine weitere Analyse der Proteine wurden die zuvor im SDS-Gel aufgetrennten Proteine
auf eine Membran Ubertragen und mittels spezifischer Antikdrper detektiert. Der Transfer der
Proteine erfolgte im sogenannten semi-dry-Verfahren. Dazu wurden Filterpapiere (Whatman)
sowie eine Nitrocellulosemembran mit einer PorengréBe von 0,45 um (Schleicher und
Schuell) mit Towbin-Puffer (Towbin et al., 1979) getrédnkt und anschlieBend in folgender
Reihenfolge auf die Anode der Transferapparatur (Keutz, Reiskirchen) gelegt: Filterpapier,
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Nitrocellulose-Membran, SDS-Gel, Filterpapier. Der Transfer erfolgte bei 35 mA pro Gel fur
ca. 2 h.

Das Gel konnte anschlieBend mit Coomassie (Roth) angefarbt werden und so der
Transfer der Proteine auf die Membran Uberprift werden. Die Membran wurde fir 1 h in
TBS-T (siehe unten), welches 5% (w/v) Milchpulver enthielt, unter leichtem Schitteln
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. AnschlieBend wurde die
Membran fir ca. 16 h bei 4°C mit dem spezifischen Antikdrper in geeigneter Verdiinnung (in
TBS-T mit 5% Milchpulver) inkubiert. Zur Beseitigung unspezifischer Bindungen wurde die
Membran dreimal fir 20 min bei Raumtemperatur mit TBS-T gewaschen. AnschlieBend
wurde der Meerrettichperoxidase-gekoppelte Sekundarantikérper in geeigneter Verdiinnung
in TBS-T mit 5% Milchpulver zugegeben und die Membran fiir 90 Minuten inkubiert. Die
unspezifischen Bindungen wurden erneut durch dreimaliges Waschen fir 20 min bei
Raumtemperatur mit TBS-T entfernt.

Durch die Kopplung des Sekundarantikdrpers mit der Meerrettichperoxidase konnten
die Proteine nun mit Hilfe des SuperSignal-West™-PICO-Chemilumineszenz-Substrate
(Perbio Science Deutschland, Bonn) detektiert werden. Die beiden Komponenten des
Substrates wurden unmittelbar vor Bedarf im Verhaltnis 1:1 gemischt und anschlieBend auf
die Membran gegeben. Nach 5-minltiger Inkubation wurde die Lumineszenz mit Hilfe eines
Réntgenfilmes detektiert und dokumentiert.

Fur die Hybridisierung verwendete Puffer:

10x TBS:

24,2 g Tris-Base (200 mM)
80 g NaCl (2.000 mM)

pH 7,6

ddH20 ad 1.000 ml

TBS-T:
1 x TBS
0,1% Tween 20 (v/v)

Towbin-Puffer (Towbin et al., 1979) :
1,62 g (25 mM) Tris

7,2 g (192 mM) Glycin

100 ml Methanol

H20O bidest. ad 500 ml

Die Lagerung des Puffers erfolgte bei 4°C.
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6.17 Proteinreinigung

Um den Sensor TIlpD besser in Hinblick auf seine biochemischen Eigenschaften zu
untersuchen, wurde das Protein aus H. pylori isoliert. Dazu wurden Zellen des Stammes N6
tioD/TlpD-Hisg von ca. 16 Blutagarplatten in 10 ml 0,9% NaCl aufgenommen und gewaschen
(5.000 x g, 15 min, 4°C). Die Bakterien wurden in 10 ml Lysepuffer (50 mM NaH,PO,,
300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH = 7,8) resuspendiert und mit Ultraschall bei 120 W
(Branson) far 10 Minuten lysiert. Die vollstandige Lyse wurde mikroskopisch kontrolliert. Um
Unterschiede bezlglich einer méglichen posttranslationalen Modifikation im Hinblick auf
seine Lokalisierung zu detektieren, wurde das Protein separat aus der I6slichen,
zytosolischen und unléslichen, membrandren Fraktion isoliert. Dazu wurde das Lysat in
I6sliche und unldsliche Fraktion getrennt (siehe Abschnitt 6.14). Aus der Iéslichen Fraktion
wurde das Protein mit nicht-denaturierenden Methoden, aus der unléslichen Fraktion mit
denaturierenden Methoden isoliert.

6.17.1 Nicht-denaturiende Reinigung von TlpD aus H. pylori

Flr die native Aufreinigung von TlpD aus der I6slichen, zytosolischen Fraktion wurde der
Uberstand der Fraktionierung verwendet. Der Uberstand wurde mit 1 ml Ni-NTA-Agarose fir
1 h bei 4°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Die Ni-NTA-Agarose wurde zuvor zweimal mit
Lysepuffer gewaschen (5.000 x g, 5 min) und so aquilibriert. Alle folgenden Schritte wurden
bei 4°C durchgefuhrt. Die Suspension wurde in 1-ml-Qiagen-Polypropylen-Saulen gegeben
und der Durchfluss aufgefangen. Um unspezifische Bindungen zu beseitigen, wurde
anschlieBend die Sdule mit dem zehnfachen Saulenvolumen (10 ml) Lysepuffer mit 30 mM
Imidazol gewaschen und der Durchfluss in 1-ml-Fraktionen aufgefangen. Um weitere
unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wurde die S&ule mit 4 ml Lysepuffer mit
80 mM Imidazol ein weiteres Mal gewaschen und der Durchfluss erneut in 1-ml-Fraktionen
aufgefangen. Das gewiinschte Protein wurde nun mit 6 ml Lysepuffer mit 250 mM Imidazol
eluiert und der Durchfluss in 1-ml-Fraktionen aufgefangen. Die einzelnen Fraktionen wurden

anschlieBend mit einer SDS-PAGE und einem Immunoblot weiter analysiert.

6.17.2 Denaturierende Reinigung von TIpD aus H. pylori

Far die denaturierende Aufreinigung von TIpD aus der unléslichen Membranfraktion wurde
das in der Zellfraktionierung erhaltene Sediment verwendet. Das Préazipitat wurde in 10 ml
Puffer A (8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PQOy,; 0,01 M Tris-Cl; pH = 8,0) resuspendiert und mit
1 ml entsprechend gewaschener und voraquilibrierter Ni-NTA-Agarose fur 1 h bei 4°C unter
leichtem Schutteln inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgeflhrt. Die
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Suspension wurde auf 1-ml-Qiagen-Polypropylen-Saulen gegeben und der Durchfluss
aufgefangen. Die S&ule wurde anschlieBend zweimal mit je 6 ml Puffer D und E
(8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PO,. 0,01 M Tris-HCI; pH = 6,3 bzw. pH = 5,9) gewaschen um
unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Der Durchfluss wurde dabei jeweils in 1-ml-
Fraktionen aufgefangen. Die Elution erfolgte mit 6 ml Puffer E (8 M Harnstoff;
0,1 M NaH,POy4; 0,01 M Tris-Cl; pH = 4,5). Das Eluat wurde in 1-ml-Fraktionen aufgefangen
und gemeinsam mit den Fraktionen der Waschschritte in einer SDS-PAGE und einem

Immunoblot weiter analysiert.

6.17.3 Proteinreinigung mit Hilfe einer SDS-PAGE

Um das gereinigte Protein in einem hoheren Reinheitsgrad zu erhalten, wurde nach der
Affinitdtschromatographie eine Proteinreinigung mittels eines praparativen SDS-Gels
durchgefiihrt. Eine praparative SDS-Gelelektrophorese ermdglicht es, Proteine nach ihrer
GroBe aufzutrennen und ein Protein einer definierten GrdoBe gezielt aus dem Gel
wiederzugewinnen. Dazu wurde ein SDS-Gel mit den AusmaBen 160x135x1,5 mm
gegossen. Die Polyacrylamidkonzentration des Trenngels betrug 14%, die des Sammelgels
5% (genaue Zusammensetzung siehe unten). Vor Zugabe der Polymerisationsstarter APS
und TEMED wurden die Ldsungen des Sammel- und Trenngels mit Hilfe einer
Vakuumpumpe fir mindestens 30 min entgast. Die Elutionsfraktion, aus welcher das Protein
von Interesse prapariert werden sollte, wurde in die Probentasche gefullt und das Gel bei
einer Stromstarke von ca. 5 mA flr ca. 24 h laufen gelassen. Das Gel wurde anschlieBend
for dreimal 10 min gewassert um das SDS aus dem Gel zu waschen und im Anschluss mit
SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen; Karlsruhe) gefarbt, bis eine deutliche Bande sichtbar
wurde. Die Bande der entsprechenden GréBe wurde aus dem Gel ausgeschnitten. Das
ausgeschnittene Gelfragment wurde zerkleinert und kurz in Lammli-Puffer getrankt.
AnschlieBend wurden die Gelfragmente in die Elektroelutionsapparatur (Electro-Eluter Model
422; Bio-Rad, Muinchen) gefillt. Die Elution erfolgte fir 3h bei 10 mA nach
Herstellerangaben. Das Eluat wurde in membran caps fir Proteine mit einem
Molekulargewicht gréBer als 15.000 kDa aufgefangen und anschlieBend in 400 pl
Lammlipuffer aufgenommen. Das Protein wurde anschlieBend 3 mal 24 h gegen 20 mM Tris
(pH = 7,4) dialysiert und in diesem Puffer bei -20°C gelagert.

65



6. Methoden

Zusammensetzung der Trenn- (14% Acrylamid) und Sammelgele (5% Acrylamid):

Trenngel Sammelgel
30% Acrylamid (Roth) [ml] 12,8 1,1
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 [ml] 7
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 [ml] 2,5
H,O bidest [ml] 6,8 5,9
Ammoniumpersulfat 1% (w/v) [pl] 710 250
TEMED [ul] 56 20
SDS 10 % (w/v) [pl] 560 100

6.18 Ko-Prazipitation

Zur Analyse von Protein-Proteininteraktionen wurde eine Ko-Prazipitation durchgefthrt.
Hierzu wurde eine Metalaffinitats-Matrix verwendet. Die verwendete TALON-Matrix (BD
Biosciences, Erembodegem) enthalt immobilisierte zweiwertige Cobaltionen, welche im
Stande sind, Polyhistidinanhange von Proteinen zu binden. Das zu untersuchende Protein
wurde mit einem Polyhistidinanhang versehen (siehe Abschnitt 6.9). Wird das Zelllysat nun
mit der TALON-Matrix inkubiert, binden die Cobaltionen das Protein, welches den
Polyhistidinanhang tragt. Nach mehreren Waschschritten zu Entfernung unspezifischer
Bindungen verbleiben lediglich das Protein mit Polyhistidinanhang selbst sowie die
potenziellen Interaktionspartner durch die Bindung an das untersuchte Protein im Ansatz.
Die Proteine kénnen nun eluiert und weiter untersucht werden. Im Einzelnen sollte die
Interaktion des Proteins TlpD mit anderen H. pylori Proteinen analysiert werden. Hierzu
wurden fir ca. 20 h auf Blutagarplatten kultivierte Bakterien in RIPA-Puffer (100 mM NacCl,
25 mM Tris HCI pH=7,5, 20 mM Imidazol, 10% Glycerol, 1% Nonidet P-40) resuspendiert
und far 15 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend mit Ultraschall aufgeschlossen. Die
vollstandige Lyse der Bakterien wurde mikroskopisch kontrolliert. Das Lysat wurde
zentrifugiert (10.000 x g, 20 min, 4°C), um die unléslichen Zellbestandeile abzutrennen, und
anschlieBend 25 yl TALON (BD Biosciences, Erembodegem) zugegeben. Die TALON-Matrix
wurde zuvor dreimal in eiskalten PBS gewaschen (3.000 x g, 1 min, 4°C). Das Gemisch
wurde unter leichtem Schutteln fir 2 h bei 4°C inkubiert und anschlieBend dreimal mit RIPA-
Puffer ohne Nonidet P-40 und zweimal mit PBS gewaschen (3.000 x g, 1 min, 4°C). Das
Sediment wurde in 2x-SDS-Ladepuffer resuspendiert und auf ein SDS-Gel geladen und so
naher analysiert. Im beschrieben Versuch wurde ein H. pylori-Stamm verwendet, welcher ein
TlpD-Hisg-Fusionsprotein produziert. Zum Ausschluss falschpositiver Ergebnisse wurde
zusatzlich ein Kontrollstamm (H. pylori N6 tipD), welcher kein rekombinantes Protein tragt,
verwendet. Das Eluat beider Ansatze wurde auf einem SDS-Gel analysiert. Proteinbanden,
welche lediglich in der Spur des tlpD-Hiss-exprimierenden Stammes zu sehen waren, nicht
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jedoch in der Spur des Kontrollansatzes, wurden als potenzielle Interaktionspartner von TlpD
angesehen, aus dem Gel ausgeschnitten und in der Massenspektrometrie ndher untersucht.

6.19 Immunfluoreszenz

Zur Detektion spezifischer Proteine in Bakterienzellen wurde eine Immunfluoreszenz
durchgefuhrt. Dazu wurden sterile Deckglaser mit Gelatine beschichtet. Je ein Deckglaschen
wurde in eine Kavitat einer Zellkulturplatte (24 Kavitaten) gegeben und mit 300 pl
0,3% Gelatine in PBS Uberschichtet. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 37°C wurde die
Gelatinelésung abgenommen und die Deckgléser fir ca. 2 h getrocknet. Zur Fixierung
bakterieller Zellen wurden fur ca. 20 h auf Blutagarplatten kultivierte H. pylori-Zellen in
Fixierungsreagenz (2% PFA in 100 mM KPQO,) aufgenommen, photometrisch vermessen und
1x108 Zellen in einem Volumen von 400 ul in jede Kavitat pipettiert. Die Fixierung erfolgte fiir
3 h bei Raumtemperatur. Der Fixierungspuffer wurde abgenommen und anschlieBend jede
Kavitat viermal fir 5 min mit 0,1% Glycin in PBS gewaschen. Zur Permeabiliserung der
Zellen wurde nun 0,1% Triton X100 zugegeben und der Ansatz fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Permeabilisierungspuffer wurde abgenommen und jede
Kavitat dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen. Zur Sattigung unspezifischer Bindungsstellung
wurden der Ansatz nun fir 30 min unter leichtem Schitteln geblockt (1% BSA, 1% FCS in
PBS). AnschlieBend wurde spezifische Primarantikbrper in geeigneter Verdinnung in
Blockierungspuffer zugegeben und flir ca. 16 h bei 4°C inkubiert. Die Deckglaser wurden
anschlieBend viermal fur 5 min mit 0,1% BSA in PBS gewaschen, anschlieBend der
entsprechende  Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte  Sekundéarantikbrper in  geeigneter
Verdlnnung zugegeben und fir ca. 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ansatz wurde
viermal mit 0.1% BSA in PBS und anschlieBend dreimal mit PBS fir je 5 Minuten
gewaschen. Die Deckglaser wurden getrocknet und dann mit 10 yl Mowiol (+2.5% DABCO)
auf Objekttragern fixiert. Die Praparate wurden Uber Nacht getrocknet und anschlieBend mit
Nagellack versiegelt. Unter Verwendung geeigneter Filter konnten die Praparate nun
mikroskopiert werden.

6.20 temporal assays zur Untersuchung bakterieller Taxis

Zur Analyse des Verhaltens bakterieller Zellen Uber die Zeit wurden sogenannte temporal
assays durchgefihrt. In einem temporal assay wird das Bewegungsmuster von Bakterien in
Flissigmedium dokumentiert und Anzahl der tumbles bzw. stops als Kriterium der
Signalwahrnehmung verwendet (Adler, 1975). Hierzu wurden fir ca. 16 h auf Blutagarplatten
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kultivierte Bakterien in geeignetem Medium resuspendiert und eine ODgy von 0,2 bis 0,3
eingestellt. Um die Beweglichkeit der Bakterien durch Abscheren der Flagellen nicht zu
beeintrachtigen, wurde auf einen Waschschritt verzichtet. Die Bakterien wurde fir ca. 20 min
in CO, angereicherter Atmosphare (5%) aquilibriert und anschlieBend in Zellkulturflaschen
mit  Filterdeckel mikroskopiert (Olympus [X80). Das Mikroskop war mit einer
Inkubationkammer ausgestattet, die es ermdglichte eine fir die Bakterien geeignete
Atmosphéare zu schaffen (37°C, 5% CO,, 50% Luftfeuchtigkeit). Die Bewegungsmuster der
Zellen wurden mit Hilfe der CellR-Software flir einen Zeitraum von jeweils ca. 12s
dokumentiert. Hierzu wurde eine Serie digitaler Einzelbilder (20 pro s) aufgenommen und
diese in eine digitale Filmsequenz konvertiert. Die Auswertung der Dbakteriellen
Bewegungsmuster erfolgte mit Hilfe der Software Tracklt (Olympus SIS, Version 1.2.445) im
halbautomatischen Modus. Hierzu wurde die Position der einzelnen Zellen in jedem
Einzelbild manuell per Mausklick markiert. Die Software errechnet aus den so erhaltenen
Informationen Uber die Positionen der einzelnen Zellen, sowie die komplette Wegstrecke und
stellt diese grafisch dar. Die erhaltenen Daten wurden nach MSExcel exportiert und dort
weiter analysiert. So wurde anhand der erhaltenen Zeit und Wegstrecke die durchschnittliche
Geschwindigkeit der einzelnen Bakterien berechnet. Die Anzahl der stops wurde anhand der
aufgenommen Filmsequenzen manuell gezahlt. Fir die Auswertung wurden lediglich Zellen
berlcksichtigt, die sich mindestens 3 Sekunden im Fokus befanden. Pro Experiment wurden
mindest 20 Zellen analysiert. FUr den Vergleich unterschiedlicher Experimente wurden die
Mittelwerte und Standardabweichung berechnet und mit Hilfe geeigneter statistischer Tests
auf signifikante Unterschiede Uberprtift.

Der beschriebene experimentelle Aufbau ermdglichte es, verschiedene Substanzen
(z.B. metabolische Inhibitoren, Elektronendonoren) zu applizieren und so die Auswirkungen
auf das Schwimmverhalten der Zellen zu analysieren (Alexandre et al., 2000). In dieser
Arbeit wurden Myxothiazol, ein Inhibitor der Cytochrom-bc;-Oxidase (Trumpower, 1990),
sowie 2-n-Heptyl-4-hydroxyquinoline N-oxide (HQNO) (Axxora, Lausen), ein Quinonanalog
und Ubiquinon-Inhibitor (Alexandre et al, 2000), als Inhibitoren verwendet. Als
Elektronendonor diente ein Gemisch aus N,N,N'N’-Tetra-1,4-Phenylendiamin (TMPD)
(250 yM) und Ascorbat (500 uM), welches Elektronen direkt auf das Cytochrom c Ubertragt
(Nagata et al., 1996). Die eingesetzten Konzentrationen der verwendeten Inhibitoren sind im
Ergebnisteil bei dem jeweiligen Experiment angegeben (siehe Ergebnisse Abschnitt 7.2 und
7.3). Der genaue Wirkort der Inhibitoren und des Elektronendonors sind in Abbildung 9
veranschaulicht.
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Abbildung 9: Schematischer Uberblick iiber die Atmungskette von H. pylori. Es sind die
jeweiligen Angriffspunkte der Inhibitoren, sowie des Elektronendonors angegeben.

6.21 spatial assays zur Untersuchung bakterieller Taxis

Zur weiteren Untersuchung des Verhaltens von H. pylori wurden so genannte raumliche
Assays (spatial assays) durchgefihrt. Dabei wird das Verhalten der Bakterien entlang eines
definierten Stoffgradienten beobachtet. Der in dieser Arbeit durchgeflhrte Test wurde eigens
fir H. pylori etabliert, da klassische bekannte Tests wie beispielsweise der Kapillarentest
(Adler, 1975) flr H. pylori nicht geeignet waren. Hierzu wurden Chemotaxis-u-Slides (lbidi,
Martinsried) nach Angaben des Herstellers mit geeignetem Medium befillt. In eines der
beiden Reservoirs wurden 1x10° Bakterien in einem Volumen von ca. 18 ul gefiillt, in das
gegentberliegende Reservoir wurden 18 ul (30 uM) einer metabolisch aktiven Substanz
zugegeben oder als Kontrolle das gleiche Volumen des verwendeten Mediums. Die
Konzentration  der  Inhibitor-Stammlésung (30 yM)  wurde  entsprechend  der
Herstellerangaben so gewahlt, dass entlang der Ubergangszone ein Gradient von 0 M bis
10 uM entstand. Um ein Austrocknen der Kammer zu verhindern, wurden die vier Offnungen
des Systems mittels der mitgelieferten, gasdurchldssigen Deckel verschlossen. Die
Kémmerchen wurde fir ca. 2 h in der Klimakammer des Mikroskops inkubiert (37°C,
5% CO,, 50% Luftfeuchtigkeit) und anschlieBend die Anzahl der Zellen welche von das
gegeniberliegende Reservoir gewandert waren, mikroskopisch (Olympus IX80) gezahlt.
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Dazu wurden drei Blickfelder (221,9 um x 167,4 ym) am Rande des gegentiberliegenden
Reservoirs, angrenzend zur mittleren Ubergangszone, fotografiert und die Zellen
anschlieBend manuell ausgezahlt. Das Experiment wurde dreimal wiederholt, Mittelwerte
und Standardabweichungen berechnet und mittels statistischer Tests weiter analysiert.

6.22 Bestimmung des ATP-Gehalts in Bakterien

Um das Energieniveau der Zellen in Abhangigkeit von der metabolischen Aktivitat zu
bestimmen wurde der Gehalt an zellularem ATP bestimmt. Hierzu wurden fir ca. 20 h auf
Blutagarplatten kultivierte Bakterien in geeignetem Medium resuspendiert und eine Zelldichte
von 10% Zellen/ml und 10" Zellen/ml eingestellt. Jeweils 100 pl der verschiedenen
Verdiinnungsstufen wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten (Nunc F96 MicroWell™ White; Nunc;
Darmstadt) gefiillt und fir einen definierten Zeitraum mit und ohne Zugabe metabolisch
aktiver Substanzen bei 37°C unter unterschiedlicher Atmosphéare inkubiert. Details Uber
Medien, Inkubationsdauer, Atmospharen und zusatzlich applizierter Substanzen werden im
Ergebnisteil bei den jeweiligen Experimenten angegeben (siehe Ergebnisse Abschnitt 7.2.2).
Zur Bestimmung des ATP-Gehalts wurde das BacTiterGlo Reagenz (Promega, Mannheim)
nach Herstellerangabe im Verhaltnis 1:1 zu der Zellsuspension gegeben. Der Ansatz wurde
fir 5 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die Lumineszenz gemessen (1420 Viktor3 V).
Die erhaltenen Daten wurden in MSExcel importiert und dort weiter analysiert. Mittels der
gemessenen Zelldichten wurde der ATP-Gehalt pro Zelle bestimmt. Anhand eigens erstellter
Kalibriergeraden flr jedes verwendete Mediums wurden Umrechnungsfaktoren errechnet,

um einen Vergleich verschiedener Experimente in verschiedenen Medien zu ermdglichen.

6.23 Tierversuche in der Mongolischen Rennmaus

Zur Untersuchung der biologischen Relevanz des Sensors TIlpD wurden Tierversuche
(AZ051067, Nds. Landesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit,
Dezernat 33/Tierschutz) durchgefiihrt. Als Tiermodell diente das der Mongolischen
Rennmaus (Meriones unguiculatus). Es wurden GruppengréBen von vier bis sechs Tieren
gewahlt. Zum Zeitpunkt der Infektion waren die Tiere zwischen sechs und zehn Wochen alt.
Die Unterbringung der Tiere fand im Zentralen Tierlabor (ZTL) der Medizinischen
Hochschule Hannover statt.
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6.23.1 Stuhl-Antigen-Test

Wahrend des Infektionszeitraumes wurde der Status der Infektion mit dem Stuhl-Antigen-
Test RIDASREEN® FemtoLab H. pylori (R-Biopharm; Darmstadt) kontrolliert. Dabei handelt
sich um einen Enzymimmunoassay. Die Detektion erfolgt mittels Peroxidase-markierter
monoklonaler Antikérper. Die photometrische Messung erfolgte bei 450 nm; als
Referenzwellenlange wurden 620 nm festgelegt. Als negativ galt eine Probe mit einem
Signalwert von unter 0,17. Als positiv galt eine Probe bei einer Signalstarke von gréBer 0,21.
Im Bereich zwischen dem unteren und oberen Grenzwert, galt der Befund als nicht eindeutig.
Es empfahl sich die Messung zu wiederholen. Die minimale Probenmenge fir eine
verlassliche Diagnose betrug nach Herstellerangabe 0,2 g. Die Proben wurden nach
Herstellerangaben bearbeitet.

6.23.2 Inokulation und Sektion

Fdr die Inokulation wurden fir ca. 16 h auf Blutplatten kultivierte Bakterien in BHI/Hefe-
Medium resuspendiert und eine ODgy von ca. 7 eingestellt (entspricht 5x10° Zellen pro
250 pl). AnschlieBend werden die Tiere mit ca. 5x10° Zellen in einem Volumen von 250 yl
intragastral infiziert. Dazu wurden Knopfkandlen (1,20 x 60 mm; Robert Helwig GmbH,
Berlin) verwendet. Die Tiere wurden ca. 16 h vor und weiter 6 h nach der Infektion gefastet.
Zugang zu Trinkwasser war Uber die gesamte Versuchsdauer gewahrleistet. Nach einem
definierten Zeitraum wurden die Tiere durch CO.-Inhalation getétet, seziert und der Magen
entnommen. Aus dem Magen wurden aus Antrum (proximal zum Pylorus) und aus dem
Korpus (proximal zum Osophagus) zwei Gewebestiicke entnommen. Die Gewebestiicke
wurden gewogen und PCR-Diagnostik sowie zur Reisolation von H. pylori verwendet.

6.23.3 Reisolation von H. pylori aus Magengewebe der
Mongolischen Rennmaus

Die gewogen Magengewebsproben wurden in 1 ml BHI/Hefe-Medium aufgenommen und
anschlieBend vollstdndig homogenisiert (UltraTurrax). Jeweils 100 pl der erhaltenen
Suspensionen wurden in geeigneten Verdinnungsstufen jeweils im Duplikat auf nicht
selektiven Blutagarplatten ausplattiert. Die Platten wurden im Brutschrank von Scholzen® fiir
vier Tage inkubiert und anschlieBend die Anzahl der Kolonien gezahlt. Stichprobenartig
wurden die Reisolate mittels Urease-, Katalase- und Oxidasetest als H. pylori verifiziert.
Dartiber hinaus wurde genomische DNA isoliert und mittels PCR-Diagnostik die Spezies
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sowie der Genotyp bezuglich des untersuchten Genes bestimmt. Die erhaltenen Daten
wurden in MSExcel importiert und die Anzahl an CFU pro mg Gewebe errechnet.

6.24 Motilitatsplatten fur E. coli

Um die Substratspezifitat der Sensoren von H. pylori naher zu bestimmen, wurden
Schwéarmversuche (modifiziert nach: Adler, 1975) durchgeflhrt. In einem Schwéarmversuch
wird eine Agarplatte mit einer geringen Agarkonzentration mit einer definierten Zahl an
Bakterien inokuliert. Die Bakterien werden dabei in einem definierten Volumen in der Mitte
der Platte eingestochen. In Abhangigkeit von der N&hrbodenzusammensetzung und der
Substratspezifitdt der Sensoren des Bakteriums schwarmen nun die Bakterien von
Einstichstelle aus. Der Durchmesser, des sich dabei bildenden Schwérmhofs dient als
Kriterium, das Verhalten der Bakterien zu charakterisieren. Beispielsweise kdnnen einem
Minimalmedium potenzielle Lock- oder Schreckstoffe zugesetzt werden und anschlieBend
die Reaktion der Bakterien im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen beobachtet werde. Da
H. pylori fir Motilitdt komplexe, chemisch nicht-definierte Medien bendtigt, also keine
definierten Minimalmedien vorhanden sind, wurden diese Versuche in einem heterologen
System durchgefihrt. Da flr E. coli sowohl verschiedene Schwérmassays bereits gut
etabliert sind (Wolfe und Berg, 1989), als auch die heterologe Expression bakterieller
Proteine in der Regel keine Probleme bereitet, wurde fir die vorliegende Arbeit dieses
System ausgewahlt. Dazu wurden die Gene, welche fir die Sensoren von H. pylori kodieren,
in Expressionsplasmide kloniert und verschiedene E. coli-Stamme (RP437, BT3388,
BT3312) mit den erhaltenen Plasmiden transformiert. Da der Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit auf der Untersuchung des Phanomens der Energietaxis lag, wurden zwei daflr
geeignete Medien verwendet. Zum einen wurden Minimalmedien, welche mit
unterschiedlichen Substanzen supplementiert waren (siehe Ergebnisse 7.11) verwendet,
zum anderen wurden Tryptonplatten benutzt. Die Minimalmediumplatten ermdéglichten es, die
Taxis gegenuber verschiedener Zucker, Aminosduren und schwacher Sauren, welche
zugegeben wurden, zu untersuchen. Die Tryptonplatten, welche als Vollmedium anzusehen
sind, erméglichen es insbesondere, Reaktionen auf Stoffwechselprodukie oder auch auf
atmospharische Veranderungen zu analysieren. Fir die Herstellung des Minimalmediums
(10mM PO,*, 1 mM (NH,),SO, 0,5 NaCl) wurde die Salze in HPLC-Wasser gelést und
0,25% Bacto-Agar zugesetzt. Nach dem Autoklavieren 50 pg/ml Threonin, Methionin,
Histidin, Leucin, Thiamin, 0,5 pg/ml FeCl, sowie eine Kohlenstoffquelle zugesetzt. Die
Tryptonplatten wurden mit 1% Trypton und 0,5% NaCl (Wolfe und Berg, 1989) hergestellt.
Die Bakterien wurden in LB-Medium bis zu einer ODgy von 0,5 kultiviert und
anschlieBend zweimal mit Chemotaxispuffer (10 mM PO,*, 0,1 mM EDTA) gewaschen. Die

72



6. Methoden

Platten wurden anschlieBend mittig mit 10° Zellen in einem Volumen von 10 pl inokuliert und
bei 30°C unter unterschiedlichen Atmosphéren inkubiert (20%, 5%, 0% O,). Nach 36 h wurde
der Durchmesser des Schwarmhofes wurde bestimmt und ausgewertet.
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7 Ergebnisse

7.1 Bioinformatische Analysen der Chemosensoren von H. pylori

7.1.1 Analyse der vier Chemosensoren aus H. pylori bezliglich ihrer
Homologie zu Proteinen bekannter Funktion

Zu Beginn dieser Arbeit wurden verschiedene bioinformatische Analysen der vier
mutmaBlichen Chemosensoren TIpA, TIpB, TIpC und TlpD von H. pylori durchgefuhrt. Ziel
war es, aufgrund von Homologien zu anderen Proteinen einen Hinweis bezlglich der
Substratspezifitdt der Sensoren zu erhalten. Daflr wurden die Aminosduresequenzen der
einzelnen Sensoren mit Hilfe des BLAST-Algorithmus (Version 2.2.19+) (Altschul et al.,
1990; Altschul et al, 1997) auf Homologien zu anderen Proteinen (NCBI-nr-
Proteindatenbank vom 7.1.2009) untersucht sowie ihre Sequenzen mit denen gut
charakterisierter Sensoren anderer Spezies verglichen. Die Homologie-Werte (Ahnlichkeit,
Identitat) der in der BLAST-Suche identifizierten Proteine wurden anschlieBend mit einem
paarweisen Sequenzvergleich (pairwise alignment. http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align;
Needleman und Wunsch, 1970) bestimmt. Bei der Suche nach anderen homologen
Proteinen in Sequenzdatenbanken fiel auf, dass statistische relevante Homologien lediglich
im stark konservierten C-Terminus der Proteine zu finden waren. C-terminal ist die fir
Chemosensoren  charakteristische =~ MCP-Doméane  lokalisiert, welche fir die
Signalweiterleitung verantwortlich ist (siehe Einleitung 4.2.2). Alle gefundenen, ahnlichen
Proteine waren nicht charakterisierte bakterielle Sensoren, welche zum gréBten Teil der

Klasse der e-Proteobakterien angehdren (Tabelle 12).

Tabelle 12: Homologien der Sensoren aus H. pylori KE26695 zu anderen Proteinen. In der
Tabelle sind jeweils maximal die drei Proteine anderer Spezies mit der héchsten Homologie
angegeben. Homologien zu H. pylori selbst und zu dem nahe verwandten H. acinonychis sind nicht
berilicksichtigt. Es wurde sowohl mit der Gesamtsequenz, als auch mit der potenziellen
Sensordomane nach Homologen gesucht. Fir die Suche nach Homologen zur mutmaBlichen
Sensordoménen ist der, fir die Suche verwendete Bereich in der Tabelle angegeben. Die
angegebenen Ahnlichkeits- und Identititswerte wurden mittels eines pairwise alignment
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align) bestimmt.

Sensor aus H. pylori Beste BLAST Treffer Annotation Ahnlichkeit
Protein/ accession | Spezies (Identitat)
number

Vollsequenzsuche

TIpA ZP_01100569 C. jejuni subsp. methyl accepting 57,5%

Jejuni 84-25 protein (36,2%)
HHO0725 H. hepaticus hypothetical protein 57,2%
(36,7%)
ZP_00370424 C. upsaliensis methyl accepting 55,0%
protein (TIpA)
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(35,0%)
TipB YP_00140795 C. curvus 525.92 methyl accepting 56,6%
protein transducer (31,8%)
ZP_01809998 C. jejuni subsp. methyl-accepting 35,4%
Jjejuni CG8486 chemotaxis signal (21,4%)
transduction protein e
CJEO0140 C. jejuni RM1221 methyl-accepting 34,9%
chemotaxis protein (21,5%)
TIpC ZP_00370566 Campylobacter methyl-accepting 53,3%
upsaliensis chemotaxis protein (34,6%)
RM3195 (TIpA) o e
ZP_01100569 Campylobacter methyl-accepting 52,8%
Jejuni subsp. jejuni | chemotaxis protein 569
84-25 (32,6%)
HHO0725 H. hepaticus hypothetical Protein 51,3%
(32,0%)
TlpD HH0891 H. hepaticus putative MCP 62,2%
(44,7%)
Suden_0283 Sulfurimonas putative MCP 58,9%
denitrificans o
DSM1251 (36,9%)
Cj0448c C. jejuni putative MCP 42,8%
(28,0%)
Suche nach Homologien in der Sensordoméne
TIpA (AA 29 —300) Keine Homologien
gefunden
TIpB (AA 32 - 210) ZP_00208105 Magnetospirillum MCP (AA 1 -170) 44,4%
magnetotacticum
Mo (26,7%)
YP_420580 Magnetospirillum MCP (AA 32 — 189) 43,5%
magneticum o
AMB-1 (25,8%)
ZP_01233058 Vibrio angustum signal transduction 41,0%
S14 histidine kinase o
(AA 24— 201) (24,5%)
TIpC (AA 31 — 300) Keine Homologien
gefunden
TlpD (AA 1 -112) Keine Homologien
gefunden

Auch bei

einer

gezielten Suche nach Homologien

in den mutmaRBlichen

Sensordomanen konnten keine charakterisierten homologen Proteine gefunden werden. Fur

diese Analyse wurde der Bereich zwischen den beiden vorhergesagten

Transmembrandomanen naherungsweise als die mutmaBliche Sensordomane definiert. Die
Lage ConPred I
(http://bioinfo.si.hirosaki-u.ac.jp/~ConPred2/) bestimmt (Arai et al., 2004). Der Sensor TlpD

tragt keine Transmembrandomane. Daher wurde die sensorische Doméne ndherungsweise

der Transmembrandom&nen wurde mit dem  Programm

als der Bereich definiert (AA 1 — 112), welcher vor dem hochkonservierten C-terminalen
Bereich (MCP-Doméne; AA 113 — 433) liegt.
Fir einen direkten Sequenzvergleich der Sensoren aus H. pylori mit bekannten, gut

charakterisierten Proteinen anderer Spezies wurden alignments der Aminosaurensequenzen
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mit Hilfe des Clustal-Algorithmus des Programms MEGA erstellt und diese mit Gendoc
(http://www.psc.edu/biomed/genedoc) (Tabelle 3) visualisiert (Abbildung 10). Fir den
Sequenzvergleich wurden neben den vier Sensoren aus H. pylori die Energiesensoren Aer
aus E.coli und S. enterica ssp. enterica Serovar Typhimurium (im folgenden:
S. Typhimurium), der Aspartat-Maltose-Sensor Tar aus E. coli, der Dipeptid-Sensor Tap aus
E. coli, der Citrat-Phenol-Sensor Tcp aus S. Typhimurium, sowie die Serin-Ribose-Sensoren
(Tsr) und die Ribose-Galaktose-Sensoren (Trg) aus E. coli und S. Typhimurium verwendet.
Die Sensoren aus den Spezies E. coli und S. Typhimurium wurden ausgewahlt, da ihre
Substratspezifitdt bekannt ist und zum Teil Mechanismen der Wahrnehmung aufgeklart sind.
Alle im Folgenden angegebenen Positionsangaben beziehen sich auf die in Abbildung 10
Uber den Sequenzen stehenden Positionsangaben des Gesamt-alignments. Bei einem
direkten Sequenzvergleich mit bekannten, gut charakterisierten Proteinen anderer Spezies
zeigten sich Homologien bezliglich der physiko-chemischen Eigenschaften der Aminosauren
vor allem im C-Terminus. Im N-terminalen Bereich, in welchem die vermutete sensorische
Domane liegt, fanden sich wenige Ahnlichkeiten mit anderen Sensoren. Im N-Terminus
wurde lediglich im Bereich bis Position 60 eine hohe Homologie zwischen den Sensoren
TIpA, TIpB und TIpC aus H. pylori festgestellt. Diesem Bereich konnte im alignment kein
entsprechender Sequenzabschnitt in den Sensoren aus E.coli und S. Typhimurium
zugeordnet werden (Abbildung 10). Dieser Sequenzabschnitt stellt mdglicherweise ein
Signalpeptid dar. Dies deckt sich mit der Signalpeptidvorhersage mittels der Software
SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP; Emanuelsson et al., 2007). Hier wurde far
alle Sensoren aus H. pylori bis auf TlpD eine Wahrscheinlichkeit fur ein Signalpeptid von
héher als 83% vorhergesagt (Tabelle 13). Die wahrscheinlichste Spaltstelle wurde je nach
Sensor zwischen den Positionen 20 bis 35 angegeben. Fir alle untersuchten Sensoren aus
E.coli und S. Typhimurium auBer den beiden Aer-Sensoren konnte ebenfalls ein
Signalpeptid vorhergesagt werden (Tabelle 13).

Tabelle 13: Vorhersage beziiglich der Existenz eines Signalpeptides und der
wahrscheinlichsten Spaltungsststelle in den Sensoren TIpA, TipB, TIpC und TIpD aus H. pylori,
Aer, Tap, Tar, Tcp, Trg und Tsr aus E. coli bzw. S. Typhimurium. Erstellt mit SignalP

Sensor Wahrscheinlichkeit eines Vorhergesagte Spaltstelle (AA)
Signalpeptids
HP_TIpA 83,5% 34/35
HP_TIpB 97,3% 20/21
HP_TIpC 97,1% 26/27
HP_TIpD 0% -
EC_Aer 0%
ST Aer 0% --
EC_Tap 89,1% 27/28
EC Tar 91,4% 19/20
ST _Tcp 96,3% 31/32
EC_Trg 98,9% 39/40
ST Trg 74,2% 50/51
EC Tsr 99,2% 34/35
ST Tsr 99,5% 25/26
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Jedoch zeigen diese mutmaBlichen Signalpeptide aus Enterobacteriaceae weder
untereinander noch zum N-Terminus der Sensoren aus H. pylori eine erkennbare Homologie
(Abbildung 10). Im alignment sind dartber hinaus vier Bereiche mit einer Lange von 10 bis
54 Aminosauren erkennbar (I — IV in Abbildung 10), welchen Uberraschenderweise kein
homologer Abschnitt in den Sensoren aus E. coli und S. Typhimurium zugeordnet werden
konnte. Die Lange dieser Bereiche variiert zwischen den einzelnen Sensoren. So hat
beispielsweise der Sequenzabschnitt Il in TIpC eine Lange von 54 Aminosauren, in TlpD
dagegen nur eine Lange von 18 Aminsauren. Sequenzabschnitt 1l fehlt in TlpD.

Im Bereich 310 — 330 (Position im alignment) ist in allen Sensoren bis auf TlpD eine
Akkumulation mehrerer hydrophober Aminosduren zu sehen, welche vermutlich eine
Transmembrandomane darstellen. In der weiteren Sequenz waren starkere Homologien
wieder ab Position 400 zu beobachten; in diesem Bereich liegt die stark konservierte MCP-
Domane, welche fir Chemosensoren charakteristisch ist und auch deren Identifikation dient.
In den Sensoren aus Tap, Tar, Tcp und Tsr aus E. coli und S. Typhimurium findet sich
auBerdem am C-Terminus das Aminosauremotiv NWETF (bzw. NWESF in Tap) (Abbildung
10; Position 748 im alignment). Dieses Motiv wurde als Interaktionsposition der
Methyltransferase CheR mit dem Sensorprotein beschrieben (Wu et al., 1996). Dieses Motiv
ist den Sensoren aus H. pylori sowie in den Sensoren Aer und Trg nicht zu finden.
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Abbildung 10: Alignment der Aminosauresequenz der vier Sensoren aus H. pylori KE26695
(TIpA, TipB, TIpC, TlpD), sowie der beschriebenen Sensoren aus E. coli (Aer, Tap, Tar, Trg, Tsr)
und Salmonella Typhimurium (Tcp, Trg, Tsr) HP: H. pylori; EC: E. coli; ST: S. Typhimurium. D|e

Farben kodieren folgende physicochemische Eigenschaften:

Glycin

; sehr klein; ;

. BRDHGISHEEH: Polar: aliphatisch; aromatisch; INEEYNYS Bereiche, welche lediglich
in den Sensoren aus H. pylori existieren sind schwarz umrandet und mit |
Aminosaurefolgen von zwei oder mehr Glutaminen bzw. Glutaminsduren sowie die in Abschnitt 7.1.2
angesprochenen mutmaBlichen Aminosaurefolgen EEINAS, EEELSS und VEKVAS sind als

potenzielle Methylierungsstellen rotumrandet.

IV durchnummeriert.

Die mdglicherweise in der Energiewahrnehmung
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beteiligten, protonierbaren Histidinseitengruppen (M) sind farbig markiert. Das alignment der
Aminosauresequenzen wurde mit dem Clustal-Algorithmus des Programms MEGA erstellt; die
grafische Darstellung erfolgte mit Gendoc.

7.1.2 Analyse der Aminosauresequenzen der Sensoren beziiglich der
Existenz von Methylierungsmotiven

Neben der Sensorspezifitdt wurde auch nach Motiven flr eine mégliche Adaptation gesucht.
Eine in anderen Spezies gut untersuchte Mdéglichkeit der Adaptation stellt die Methylierung
der C-terminalen Doméane der Sensoren da (siehe Abschnitt 4.2.7). Wie im vorherigen
Abschnitt bereits erwdhnt konnte in den Sequenzen der Sensoren von H. pylori kein
bekanntes Motiv (NWET/SF) flr eine mdgliche Interaktionsstelle mit einer Methylase
identifiziert werden. Neben der Interaktionsstelle mit der Methylase wurde auch gezielt nach
bekannten Methylierungsmotiven selbst gesucht. Das Konsensus-Motiv Glx-GlIx*-X-X-Ala-
Ser/Thr wurde aus den Methylierungsmotiven der Sensoren Tsr, Tar, Trg aus E. coli gebildet
(Kehry und Dahlquist, 1982; Terwilliger und Koshland, Jr., 1984; Nowlin et al, 1987; Le
Moual und Koshland, Jr., 1996), wobei der Stern (*) die Position der Methylierung angibt. In
der Aminosauresequenz von TIpA wurde ein entsprechendes Methylierungsmotiv gefunden
(AA 629 — 634 EEINAS) (Abbildung 10). In den anderen Sensoren konnten keine
eindeutigen Methylierungsmotive identifiziert werden. Lediglich in TIpB wurden zwei &hnliche
Motive (AA 378 — 383 EEELSS; AA 527 — 533 VEKVAS) (Abbildung 10) gefunden, welche in
drei der vier postulierten Aminosauren Ubereinstimmen und wovon zumindest das erstere
maoglicherweise eine Methylierung ermdglicht (Abbildung 10). Da bei der Erstellung des
Konsensusmotivs (GlIx-GlIx*-X-X-Ala-Ser/Thr) H. pylori und sonstige e-Proteobakterien nicht
berlcksichtigt wurden, wurden zuséatzlich im dargestellten alignment (Abbildung 10) alle
Folgen von zwei oder mehr Glutaminen bzw. Glutamaten farbig markiert, da bereits diese
Folge von zwei Aminosauren (GIx-Glx) unter Umstédnden als Methylierungsmotiv in Frage
kommt (Abbildung 10). Auf die Eignung von diesen Aminosaurefolgen als
Methylierungsmotiv und die Wichtigkeit der CheR-Bindestelle NWET/SF wird noch
ausfuhrlich in der Diskussion eingegangen (siehe Abschnitt 8.1).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Gene der vier Sensoren verschiedener H. pylori
Stamme sequenziert (B128, HP87, L7, 101UK, N6) und mit den Sequenzen aus o6ffentlich
zuganglichen Datenbanken zusammengestellt (KE26696, J99, HPAG1, Shi) (Daten nicht
gezeigt). Die beschriebenen mdglichen Methylierungsmotive sind in allen Stadmmen
konserviert. Allgemein ist die Homologie zwischen den Aminosauresequenzen der Sensoren
der einzelnen Stamme sehr hoch. Sie betragt bei allen analysierten Stammen mehr als 95%.
Die einzige Besonderheit war bei TIpA zu beobachten, hier findet sich bei zwei Stdmmen
(L7; Shi) an Position AA246 eine Insertion von drei Aminosauren (NGS). Die Sequenz des
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Sensors TIpA scheint somit variabler als die der anderen Sensoren zu sein. Beispielsweise
wurde im Stamm H. pylori ATCC43504 bereits friher eine Insertion an Position 318 des
Gens tipA mit einer Lange von 371 Basenpaaren beschrieben, die zu einem Funktionsverlust
flhrt (Cerda et al., 2003).

7.1.3 Bioinformatische Vorhersage der Tertiarstuktur von TlpD aus
H. pylori

Fir den Sensor TlpD aus H. pylori, welcher in der vorliegenden Arbeit einen Schwerpunkt
darstellte, wurde zusétzlich die mdégliche Tertiarstruktur mit der Software Phyre vorhergesagt
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre; Bennett-Lovsey et al., 2008), um auf Grund der Faltung
moglicherweise weitere Informationen Uber Substratspezifitat, Lokalisierung innerhalb der
Zelle oder mogliche Interaktionspartner zu gewinnen. Die erstellte Tertiarstruktur wurde mit
YASARA (http://www.yasara.org) (Tabelle 3) visualisiert. Das Programm berechnet die
Struktur aufgrund von Homologien mit bereits bekannten Strukturen. Vergleichend wurde
zusatzlich eine Vorhersage der E. coli-Energiesensoren Aer und Tsr erstellt. In Abbildung 11
ist bei allen drei Molekilen die fir Chemosensoren charakteristische Struktur, bestehend aus
einem Biindel zweier a-Helices zu erkennen. Im N- und C-terminalen Bereich war eine
Vorhersage fir alle drei Molekile nicht méglich, da in diesen Bereichen die Homologie zu
bekannten Strukturen zu gering war. So wurden fiar TIlpD N-terminal die ersten
62 Aminosauren und C-terminal die letzten 20 Aminosauren des Molekils nicht in die
Vorhersage mit einbezogen; fir Aer wurden N-terminal 270 Aminosauren und C-terminal
48 Aminosauren nicht in die Vorhersage mit einbezogen; fir Tsr wurden N-terminal
250 Aminosauren und C-terminal 35 Aminosauren nicht mit einbezogen. In allen
Strukturvorhersagen ist die unter physiologischen Bedingungen variabel protonierbare
Aminosaure Histidin farbig hervorgehoben. Vor allem fir Tsr wurde eine mdgliche
Beteiligung geladener Seitengruppen in der Energiewahrnehmung beschrieben (Edwards et
al., 2006; Rebbapragada et al., 1997). Da auf Grund dieser Arbeit (sieche Abschnitt 7.3.5;
Abschnitt 8.5) auch fur TIlpD eine Rolle in der Energiewahrnehmung und eine Beteiligung der
proton motiv force vermutet wurde, sind auch in TIpD die protonierbaren
Histidinseitengruppen von besonderem Interesse und wurden daher in Abbildung 11 farbig
markiert. Auffallend bei einem Vergleich der Haufigkeit und Verteilung der Histidine in den
drei Molekulen ist, dass in TlpD (16) und Aer (14) deutlich mehr Histidine als in Tsr (5)

vorhanden sind.
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c ¥eN N

Abbildung 11: Vorhersage der 3D-Struktur von H. pylori-TlpD (A), E. coli-Aer (B) und E. coli-
Tsr (C). Die Vorhersage wurde mit Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre) erstellt und mit YASARA
(http://www.yasara.org) visualisiert. In der Darstellung sind die protonierbaren Histidinseitengruppen
farbig markiert. N: N-Terminus; C: C-Terminus

7.2 Analyse der metabolischen Aktivitat von H. pylori

7.2.1 Die terminale Oxidase Cbbs; von H. pylori ist essenziell fir die
Proliferation

Bereits vor dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der pH-Gradient innerhalb der
mukosalen Schicht essenziell fur die Orientierung von H. pylori ist (Schreiber et al., 2004).
Da sich die proton motive force aus dem Membranpotential und dem pH-Unterschied
zwischen dem Periplasma und dem Cytosol zusammensetzt, besteht ein direkter
Zusammenhang zwischen pH-Wert der Umgebung und dem Energiehaushalt der Bakterien.
Basierend auf diesen Erkenntnissen stellten wir in dieser Arbeit die Hypothese auf, die
Orientierung von H. pylori innerhalb des mukosalen pH-Gradienten beruhe zumindest
teilweise auf Energietaxis, also der Wahrnehmung der Aktivitit des bakteriellen
Metabolismus. Um die Existenz von Energietaxis in H. pylori zu Uberprifen und deren
Einfluss auf das Verhalten von H. pylori zu untersuchen, wurden verschiedene methodische
Ansatze gewahlt. Ein experimenteller Ansatz, der beispielsweise bei E. coli erfolgreich
durchgefiihrt wurde (Edwards et al., 2006), war das Gencluster der terminalen Oxidase des
Typs cbbs; zu mutagenisieren, um deren Einfluss auf Motilitat und Taxis der Bakterien naher
zu untersuchen, sowie um mdglicherweise metabolismusunabhéngige Taxis von -abhangiger
zu unterscheiden. Kdme es nach der Mutagenese der terminalen Oxidase zum Verlust einer

Reaktion auf bestimmte Anderungen der Umweltbedingungen, so wére diese Reaktion
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wahrscheinlich der Energietaxis zuzuschreiben. Reaktionen, die unabhangig vom Bestehen
einer funktionierenden Atmungskette auftreten, also nicht durch eine Mutagenese von
Atmungskettenkomponenten beeinflusst werden, wirden dagegen auf
metabolismusunabhéngiger Taxis beruhen. Das Gencluster der terminalen Oxidase besteht
in H. pylori aus vier Genen: ccoN, ccoO, ccoP und ccoQ. Fir andere Bakterien
(Rhodobacter, Bradyrhizobium) konnte bereits gezeigt werden, dass nur drei der Gene
(ccoN, ccoP, ccoQ) fur Funktion und Zusammenbau des Enzyms essenziell sind (Oh und
Kaplan, 1999; Zufferey et al., 1996) (siehe Einleitung 4.1.3). In dieser Arbeit wurde versucht,
das Gen ccoN sowie auch alternativ das Gen ccoP von H. pylori zu mutagenisieren. Flr
beide Gene wurden fir die Mutagenese jeweils ein Plasmid mit einer Kanamycinresistenz
(pCJ517, pCJ518) und ein Plasmid mit einer Chloramphenicolresistenz (pCJ501, pCJ519)
konstruiert (Tabelle 9). Da im Falle einer erfolgreichen Mutagenese in H. pylori vermutlich
keine Sauerstoffatmung mehr mdoglich ware, wurden den Selektivplatten zusatzlich
verschiedene alternative Elektronenakzeptoren in einer Konzentration von 10 mM (Alexandre
et al., 2000) zugesetzt. In dieser Arbeit wurden Fumarat, DMSO, TMAO und Nitrat jeweils
einzeln und alternativ alle vier Substrate gemeinsam verwendet. Eine Fumarat- sowie eine
S/N-Oxid-Reduktase wurden bereits im Genom von H. pylori identifiziert (Tomb et al., 1997;
Alm et al., 1999; Doig et al., 1999). Eine Nitratreduktase konnte bislang nicht identifiziert
werden. Da Nitrat jedoch ein haufig verwendeter bakterieller Elektronenakzeptor ist, wurde
Nitrat ebenfalls flir die anaerobe Kultivierung benutzt. Um mdégliche toxische Effekte des
Sauerstoffs in der Atmosphare im Falle einer erfolgreichen Mutagenese auszuschlieBen,
wurde das  Experiment auBer unter den beschriebenen  mikroaerophilen
Standardbedingungen (85% N, 10% CO,, 5% O,) auch unter anaeroben Bedingungen
(80% N2, 10% H,, 10% CO,) (siehe dazu auch Abschnitt 7.2.2) durchgefihrt. Unter keiner
der gewéhlten Bedingungen war es in wiederholten Versuchen mdéglich, ccoN bzw. ccoP
Mutanten zu erhalten, so dass dieser Ansatz nicht weiterverfolgt werden konnte.

7.2.2 Untersuchung des Einflusses der Kultivierungsbedingungen auf
den ATP-Gehalt der Bakterien

Eine andere Mdoglichkeit speziell die Energietaxis ndher zu analysieren ist die Erzeugung
unterschiedlicher Umgebungsbedingungen, welche eine unterschiedlich starke metabolische
Aktivitdt erlauben und die anschlieBende Beobachtung des Bewegungsmusters der
Bakterien. Dazu wurden verschiedene Medien und Gasatmospharen verwendet. Zusatzlich
wurde Gebrauch von verschiedenen metabolischen Inhibitoren der Atmungskette
(Myxothiazol, HQNO) sowie einem Elektronendonor (TMPD/Ascorbat) gemacht (siehe
Methoden 6.20). Dieser Ansatz wurde urspriinglich fir E. coli (Bespalov et al., 1996) und
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Azospirillum brasilense entwickelt (Alexandre et al., 2000). Verédnderungen im Verhalten in
Anwesenheit von metabolisierbarem Substrat, welche durch Inhibitoren unterdriickt wurden,
wurden in diesen publizierten Arbeiten der Energietaxis zugeschrieben. Um sicherzustellen,
dass verschiedene Medien, Atmosphédren und Inhibitoren tatsachlich einen Einfluss auf die
Aktivitat des bakteriellen Stoffwechsels haben, wurde in der vorliegenden Arbeit der ATP-
Gehalt der H. pylori-Zellen gemessen. Zur Bestimmung der Aktivitdt des bakteriellen
Stoffwechsels wurde eine ATP-Messung gewabhlt, da H. pylori auch in der Lage ist, durch die
Fixierung von CO, Energie ohne Beteiligung von Sauerstoff zu gewinnen (St Maurice et al.,
2007) und so andere etablierte Methoden wie beispielsweise die Messung des
Sauerstoffverbrauchs in diesem Fall nicht ausreichend schienen. Eine ATP-Messung wurde
bereits erfolgreich zur Untersuchung der Wirkung des Protonenpumpeninhibitors
Lansoprazol auf die Atmungskette von H. pylori angewandt (Nagata et al., 2001) (siehe
Diskussion 8.6).

7.2.2.1 Die Medienzusammensetzung wirkt sich auf den ATP-Gehalt von H. pylori aus

Im ersten Schritt wurde der ATP-Gehalt der Bakterien in verschiedenen Medien gemessen.
Dies diente dazu, Bedingungen zu definieren, die es erlauben, die spater folgenden
Verhaltensanalysen mit Medien, welche eine unterschiedliche metabolische Aktivitat
zulassen, durchfihren zu kénnen. Damit sollte dann ein Zusammenhang zwischen dem
Verhalten der Bakterien und den Kultivierungsbedingungen hergestellt werden. Fir das
Experiment wurden die Bakterien flr ca. 16 h auf Blutagarplatten vorkultiviert, anschlieBend
in den entsprechenden Medien (0,9% NaCl; RPMI1640-Medium ohne FCS; RPMI1640-
Medium + 3% FCS; BHI/Hefe-Medium + 10% FCS) resuspendiert und eine definierte Anzahl
an Bakterien (10" und 10% fiir die Dauer von einer Stunde inkubiert. Wahrend des
Versuchszeitraums wurde die ATP-Menge mit Hilfe eines Lumineszenz-basierten,
kommerziell erhédltlichen Assays (BacTiterGlo, Promega, siehe Methoden 6.22) alle 15 min
quantitativ bestimmt. Das BHI/Hefe-Medium + 10% FCS wurde gewa&hlt, da dies in unserem
Labor standardmaBig zur Kultivierung von H. pylori benutzt wird. Das RPMI1640-Medium
wurde gewahlt, um ein chemisch definiertes Medium zu haben, welches die Untersuchung
der Wirkung einer einzelnen zugesetzten Substanz ermdglicht. Zuséatzlich wurde eine
physiologische 0,9%-NaCl-Lésung verwendet, um eine nahrstoffarme Vergleichskontrolle zu
erhalten.

In Abbildung 12 wird gezeigt, dass sich der ATP-Gehalt der Bakterien je nach
verwendetem Medium unterscheidet. Der ATP-Gehalt pro Bakterienzelle war in der
nahrstoffarmen, physiologischen 0,9%-NaCl-Lésung, die keine metabolisierbaren Molekdle
enthalt, sehr niedrig. In BHI/Hefe-Medium + 10% FCS, welches H. pylori Wachstum
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ermoglicht, war der ATP-Gehalt dagegen am hdchsten. In RPMI1640-Medium lagen die
ATP-Werte zwischen den Werten in BHI/Hefe-Medium und denen in der 0,9%-NaCl-Lésung.
Dabei war der ATP-Gehalt der Bakterien in RPMI1640-Medium mit Serum hdher als der
ATP-Gehalt der Bakterien in RPMI1640-Medium ohne Serum. In allen vier Medien blieb der
ATP-Gehalt Uber den beobachteten Zeitraum von einer Stunde konstant.
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Abbildung 12: Relativer ATP-Gehalt pro Bakterienzelle (H. pylori-N6-Wildstamm) in
verschiedenen Medien (liber einen Zeitraum von einer Stunde, angegeben in relative
luminescent units (RLU). Gezeigt wird ein reprasentatives Einzelexperiment. Jede Messung wurde
jeweils bei zwei verschiedenen Bakterienzahlen jeweils in der Duplikate durchgefuhrt.

7.2.2.2 Die Zusammensetzung der Atmosphére wirkt sich auf den ATP-Gehalt von
H. pylori N6 aus

Neben unterschiedlichen Medien wurde die Auswirkung unterschiedlicher Gasatmospharen
auf den ATP-Gehalt der Bakterien untersucht. Daflr wurde eine flur H. pylori geeignete
Atmosphare (85% N,, 10% CO,, 5% O, — im Folgenden als H. pylori-Atmosphare
bezeichnet), eine fur H. hepaticus etablierte Atmosphéare (80% N,; 10% CO,, 10% H, — im
Folgenden als H. hepaticus-Atmosphéare bezeichnet), Raumluft, mit 5% CO, angereicherte
Raumluft und eine anaerobe 100%ige N,-Atmosphédre verwendet. Die Bakterien wurden
nach einer ca. 16-stindigen Kultivierung auf Blutagarplatten in der friihen log-Phase geerntet
und far fanf Stunden in BHI/Hefe-Medium + 10% FCS in den verschiedenen
Gasatmospharen inkubiert. AnschlieBend wurde der ATP-Gehalt bestimmt (Abbildung 13).
Der gewahlte Zeitraum von finf Stunden entsprach in etwa der Verdopplungszeit der
Bakterien. Auffallend war, dass nach der Inkubation mit Raumluft (0,84 RLU/Zelle) und mit
100% Stickstoff (1,45 RLU/Zelle) der ATP-Gehalt der Zellen héher war als unter den anderen
atmospharischen Bedingungen, welche zum Teil zur Kultivierung von H. pylori geeignet sind.

84



7. Ergebnisse

Die anderen drei atmosphéarischen Bedingungen resultierten dagegen alle in ahnlichen ATP-
Mengen pro Zelle (0,27 — 0,40 RLU/Zelle), wobei nach Inkubation unter der H. hepaticus-
Atmosphare am meisten ATP vorlag (0,40 RLU/Zelle) und unter CO, angereicherte Raumluft
am wenigsten (0,27 RLU/Zelle). Der ATP-Gehalt nach Inkubation unter H. pylori-
Atmosphéare (0,36 RLU/Zelle) lag zwischen den Werten der CO.-angereicherten Raumluft
und denen der H. hepaticus-Atmosphare.

RLU pro Zelle
[ =] o = o - —_ -
o N [8)] ~ o N [$)]
o (6} o (6] o [6;] o
L 1

Abbildung 13: RLU pro Bakterienzelle (H. pylori-N6-Wildstamm) nach 5-stiindiger Inkubation in
BHI/Hefe-Medium + 10% FCS in verschiedenen Gasatmosphéren. Gezeigt wird ein
reprasentatives Einzelexperiment. Jede Messung wurde jeweils bei zwei verschiedenen
Bakterienzahlen jeweils in der Duplikate durchgefinhrt.

7.2.2.3 Metabolische Inhibitoren reduzieren den ATP-Gehalt von H. pylori

Zusétzlich wurde der Einfluss der metabolischen Inhibitoren Myxothiazol und 2-n-Heptyl-4-
Hydroxyquinolin-N-Oxid (HQNO) auf den ATP-Gehalt der Zellen untersucht (Abbildung 9).
Myxothiazol wurde bereits als Inhibitor bakterieller Cytochrom-bc;-Oxidasen beschrieben
(Trumpower, 1990) und flir die Untersuchung von Energietaxis in dem mikroaeroben
Bakterium Azospirillum brasilense (Alexandre et al., 2000), sowie der Charakterisierung der
Atmungskette von H. pylori eingesetzt (Kelly et al., 2001; Alderson et al., 1997). Hier konnte
die Laktat-Atmung von H. pylori durch den spezifischen Cytochrom-bc;-Inhibitor Myxothiazol
inhibiert werden. Das Quinonanalog HQNO wurde ebenfalls bereits fur die Untersuchung von
Energietaxis (Alexandre et al., 2000) in A. brasilense, wie auch fir die Untersuchung der
Atmungskette von H. pylori (Tsukita et al., 1999) als Inhibitor eingesetzt. Hier konnte gezeigt
werden, dass Succinat in Gegenwart von HQNO nicht mehr oxidiert wird. Die Inhibitor-
Konzentration von 10 puM wurde fir die folgenden Experimente im Rahmen einer
Verhaltensanalyse bestimmt (siehe Abschnitt 7.3; Abbildung 16).
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Um die Auswirkung der Inhibitoren (Myxothiazol, HQNO) und damit der Aktivitat der
Atmungskette auf den ATP-Gehalt von H. pylori zu untersuchen, wurde der ATP-Gehalt der
Bakterienzellen unter Einfluss der genannten Inhibitoren gemessen (Abbildung 14). Der
ATP-Gehalt der Zellen wurde als RLU (relative luminescence units) angegeben. Die RLU
sind direkt proportional zum ATP-Gehalt der Zelle. Die Bakterien wurden fir ca. 16 h auf
Blutagarplatten kultiviert, in der frihen log-Phase geerntet und in RPMI1640-Medium mit
Serum aufgenommen und 10 uM des jeweiligen Inhibitors zugesetzt. Der ATP-Gehalt wurde
finfmal in einem Zeitraum von einer Stunde gemessen (0 min, 5 min, 10 min, 30 min,
60 min). Die Inkubation zwischen den einzelnen Messungen erfolgte bei 37°C in CO,-
angereicherter (5%) Atmosphare, da H. pylori als capnophiles Bakterium mit obligatem
Bedarf fir CO, beschrieben wurde (St Maurice et al., 2007). Es war zu beobachten, dass
innerhalb einer Stunde der ATP-Gehalt stark abnahm, der Metabolismus also durch beide
Substanzen inhibiert wurde. Im Fall der Inhibition durch Myxothiazol nahm der ATP-Gehalt
exponentiell ab; in Anwesenheit von HQNO nahm der ATP-Gehalt ndherungsweise linear ab.
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Abbildung 14: RLU pro Zelle des H. pylori-N6-Wildstammes unter Einfluss von 10 uM
Myxothiazol (A) bzw. HQNO (B) innerhalb einer Stunde. Gezeigt wird jeweils ein reprasentatives
Einzelexperiment. Jede Messung wurde jeweils bei zwei verschiedenen Bakterienzahlen jeweils in der
Duplikate durchgefuhrt.

Zuséatzlich zu den Inhibitoren wurde ein Gemisch aus TMPD und Ascorbinséaure
verwendet, welches Elektronen direkt auf das Cytochrom ¢ Ubertragt (Abbildung 9). Es
wurde bereits gezeigt, dass TMPD in H. pylori als Elektronendonor dienen kann (Nagata et
al., 1996). Durch die Zugabe von TMPD/Ascorbat wurde in dieser Arbeit eine hohe
metabolische Aktivitdt Uber Cytochrom c simuliert, und das Gemisch als Antagonist zu den
verwendeten Inhibitoren eingesetzt. In Abbildung 15 sind die Auswirkungen verschiedener
Medien und metabolisch aktiver Substanzen auf den ATP-Gehalt von H. pylori
zusammengefasst. Die Bakterien wurden dazu nach 16-stindiger Kultivierung auf
Blutagarplatten in den entsprechenden Medien resuspendiert. Bakterien, denen Myxothiazol
zugesetzt wurde, wurden nach Zugabe fir 30 Minuten bei 37°C in CO,-angereicherter (5%)
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Atmosphéare inkubiert. Die Einwirkzeit von TMPD/Ascorbat betrug zehn Minuten. Alle
anderen Zellsuspensionen wurden parallel fir den gleichen Zeitraum bei 37°C in CO,-
angereicherter (5%) Atmosphére inkubiert. Die Zeitpunkte der Inhibitorzugabe und des
Antagonisten wurden so gewahlt, dass die Gesamtinkubationszeit aller Bakterien ca. 40
Minuten betrug.

Durch die Zugabe von Myxothiazol nahm der ATP-Gehalt ab, konnte aber durch die
nachfolgende Zugabe von TMPD/Ascorbat und damit der direkten Elektronenibertragung
auf Cytochrom ¢ anndhernd auf das Ausgangsniveau angehoben werden. In RPMI1640-
Medium ohne Serum war die ATP-Menge pro Zelle niedriger als in RPMI1640-Medium mit
3% FCS, folglich war auch die Aktivitdt des bakteriellen Metabolismus niedriger. Auch in
diesem Fall lieB sich der ATP-Gehalt durch die Zugabe von TMPD/Ascorbat steigern. Im
Medium, welches Wachstum ermdglicht (BHI/Hefe + 10% FCS), zeigte sich ein ATP-Gehalt,
der um ein Vielfaches héher lag als in RPMI1640-Medium mit Serum. Im Gegensatz dazu
war der ATP-Gehalt in né&hrstoffarmer, physiologischer 0,9%-NaCl-L6sung minimal.
Zusammenfassend zeigte sich, dass das verwendete Medium einen unmittelbaren Einfluss
auf die ATP-Menge pro Zelle hatte, wobei wachstumsférderndes Medium die Aktivitat des
bakteriellen Metabolismus beglnstigte. Die Zugabe von Serum wirkte sich ebenfalls positiv
auf den ATP-Gehalt von H. pylori aus. Mit metabolischen Inhibitoren in einer Konzentration
von 10 pM lieB sich der ATP-Gehalt der Bakterien in RPMI1640-Medium mit Serum
absenken, mit einem Elektronendonor dagegen erhéhen. Daraus folgt, dass sowohl die
Inhibitoren und als auch der Elektronendonor einen direkten Einfluss auf die Aktivitdt des
bakteriellen Metabolismus haben.
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Abbildung 15: RLU pro Zelle eines H. pylori-N6-Wildstammes unter verschiedenen
Bedingungen nach einer Gesamtinkubationsdauer von 40 Minuten. Die Einwirkzeiten von
Myxothiazol und TMPD/Ascorbat betrugen 30 min bzw. 10 min; RS: RPMI1640-Medium + 3% FCS,
RS+M: RPMI1640-Medium + 3% FCS + 10uM Myxothiazol; RS+M+TA: RPMI1640-Medium + 3%
FCS + 10uM Myxothiazol + TMPD/Ascorbat (250 uM / 500 uM); R w/o FCS: RPMI1640-Medium;
R w/o FCS + TA: RPMI1640-Medium + TMPD/Ascorbat (250 uM / 500 uM). Gezeigt wird jeweils ein
reprasentatives Einzelexperiment. Jede Messung wurde jeweils bei zwei verschiedenen
Bakterienzahlen jeweils in der Duplikate durchgefihrt.
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7.3 Analyse des Verhaltens von H. pylori und der Rolle der
Chemosensoren

Ziel dieser Arbeit war es das chemotaktische Verhalten von H. pylori, insbesondere das der
Energiewahrnehmung, néher zu untersuchen und mit den oben beschriebenen Anderungen
der metabolischen Aktivitdt zu korrelieren. Dazu wurden eine Reihe von funktionellen
Analysen des Chemotaxisapparates und der Rolle einzelner Moleklle im Verhalten der
Bakterien durchgeflihrt. Die Analyse des Bewegungsmusters und damit das genaue
Verstandnis des Verhaltens der Bakterien sind zur Aufklarung der taktischen Leistungen von
Bakterien von zentraler Bedeutung. Daher wurde im ersten Schritt der funktionellen Analysen
das Verhalten der Bakterien unter unterschiedlichen Bedingungen detailliert untersucht.
Anderungen im Verhalten deuten in der Regel auf Anderungen in den wahrgenommenen
Reizen hin und lassen so in Abhangigkeit von der Umgebungsveranderung einen Schluss
auf die taktischen Fahigkeiten der Bakterien zu. Grundsétzlich muss dabei zwischen einem
Reiz und einem Reizgradienten unterschieden werden. Liegt ein Reiz in der gesamten
Umgebung des Bakteriums in gleicher Intensitat vor, so zeigen alle Bakterien des Systems
das gleiche Verhalten. Obwohl in diesem Ansatz Uber die Zeit die verénderte
Umweltbedingungen von den Bakterien wahrgenommen werden kénnen und dies in einer
allgemeinen Veranderung des Verhaltens resultieren kann, sind die Bakterien in diesem Fall
nicht in der Lage, sich gerichtet zu orientieren, da der Reiz ubiquitar vorliegt und damit alle
Bakterien an jedem Punkt des Systems das gleiche Verhalten an den Tag legen.
Untersuchungen dieser Art werden im Allgemeinen als temporal assay bezeichnet.

Davon zu unterscheiden ist ein System, in welchem ein Reizgradient vorliegt. Liegt in
einem System ein rdumlicher Reizgradient, beispielsweise in Form eines
Konzentrationsgradienten einer wahrnehmbaren Substanz vor, so ist das Verhalten eines
Bakteriums abhangig von der Position an der es sich entlang des Gradienten befindet. Im
Falle eines Reizgradienten ist es den Bakterien daher mdglich, sich entlang des
Reizgradienten gerichtet zu bewegen. Untersuchungen in solchen Systemen werden im
Allgemeinen als spatial assay bezeichnet.

Prinzipiell existieren drei gut etablierte Methoden der Verhaltensanalyse von
Bakterien, die es ermdglichen, wahrgenommene Reize zu identifizieren: Motilitétsplatten,
Kapillarentests und temporal assays (siehe Abschnitt 6.20). Motilitatsplatten gehdéren in die
Kategorie der spatial assays (siehe auch Abschnitt 6.24, 7.11) und beruhen auf dem
Wachstum und der Motilitat von Bakterien. Durch das Wachstum und den Metabolismus der
Bakterien entsteht im Medium ein Néahrstoffgradient, welcher den Bakterien eine gerichtete
Bewegung radial nach auBen ermdglicht. Da H. pylori sehr komplexe Medien zum Wachstum
bendtigt, welche gréBtenteils nicht chemisch-definiert sind, ist eine Identifizierung einer

einzelnen wahrgenommenen Substanz in diesen Medien nur schwer mdoglich.
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Motilitatsplattentests waren daher zur Untersuchung der Substratspezifitdten einzelner
Sensoren in H. pylori bisher nicht geeignet. Jedoch wurden die Sensoren von H. pylori im
Rahmen dieser Arbeit im heterologen System von E. coli in Motilitdtsplatten naher untersucht
(siehe Abschnitt 6.24, 7.11).

Kapillarentest gehéren ebenfalls in die Kategorie der spatial assays, bendtigen aber
im Gegensatz zu Motilitdtsplattentests kein bakterielles Wachstum sondern lediglich
bakterielle Motilitat. In Kapillarentests wiederum wird beobachtet, ob die Bakterien auf den,
zwischen Glaskapillare und Reservoir bestehenden Konzentrationsgradienten der zu
untersuchenden Substanz reagieren. Fir H. pylori konnten wir beobachten, dass die
Bakterien in einem bestimmten Abstand vom Meniskus schnell unbeweglich wurden. Dies
lag vermutlich an der geringen Gaskonzentration innerhalb der Kapillaren, da in diesen
aufgrund des geringen Durchmessers die Diffusion des Sauerstoffs der Luft nur beschrankt
maoglich ist. Daher waren Kapillarentests fir die chemotaktischen Analysen ebenfalls nicht
geeignet.

Deshalb wurden in dieser Arbeit Gberwiegend temporal assays zur Untersuchung der
chemotaktischen Fahigkeiten von H. pylori durchgefuhrt. Die Durchfihrung von temporal
assays erfordert, im Gegensatz zu Motilitdtsplatten, keine Proliferation der Bakterien. So
konnten zum Teil chemisch definierte Medien (z.B. RPMI1640) verwendet werden, welche
zwar die Beweglichkeit von H. pylori ermdglichen jedoch das Wachstum nicht unterstltzen.
Die Verwendung eines chemisch definierten Mediums ist eine Grundbedingung flr die
Identifizierung eines wahrgenommenen Reizes.

In dieser Arbeit wurden hauptséchlich Bakterien des H. pylori-Wildstammes N6 in
verschiedenen Flissigmedien (RPMI1640 mit und ohne 3% FCS, BHI/Hefe mit 10% FCS)
unter einer mit 5% CO, angereicherten Atmosphare hinsichtlich ihres Verhaltens beobachtet
(siehe Abschnitt 6.20). Die Analyse des Verhaltens sollte dabei, wie oben beschrieben, als
Grundlage fur das Verstandnis der chemotaktischen Fahigkeiten von H. pylori dienen. Das
Bewegungsmuster der Bakterien wurde digital mit der Software Tracklt (Tabelle 3)
aufgezeichnet und bezlglich durchschnittlicher Geschwindigkeit und Anzahl der stops
ausgewertet. Der Anzahl der stops spielte dabei eine besondere Rolle, da sie ein Indiz ist, ob
ein Reiz (z.B. Schreckstoff, Lockstoff) wahrgenommen wird. Eine erhéhte Anzahl an stops
lasst auf einen Schreckstoff; eine verminderte Anzahl an stops auf einen Lockstoff schlieBen
(siehe Einleitung 4.2.1) (Berg und Brown, 1972; Macnab und Koshland, Jr., 1972). Es wurde
bereits friiher gezeigt, dass H. pylori im Gegensatz zu verschiedenen Enterobacteriaceae
keine ftumble Bewegungen zeigt, sondern meist runs und stops. In bestimmten Medien
konnten auch Rickwartsbewegungen festgestellt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte darlber hinaus mittels der Verwendung der
Chemotaxis-p-Slides der Firma lbidi (Martinsried) ein flr H. pylori geeigneter spatial assay
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etabliert werden, der es ermdglichte, das Verhalten der Bakterien entlang eines
Reizgradienten zu untersuchen (siehe Methoden 6.21, Ergebnisse 6.21). Dies war
notwendig, da fir eine umfassende Beschreibung der chemotaktischen Leistungen eines
Bakteriums, neben dem Nachweis einer Verhaltensédnderungen auf eine Veranderung der
Reizsituation im temporal assay, der Nachweis einer gerichteten Bewegung entlang eines
Reizgradienten im spatial assay unerlasslich ist.

Fir die meisten der folgenden in-vitro-Untersuchungen fiel die Wahl auf den Stamm
H. pylori N6, da sich dieser durch eine hohe Transformationseffizienz auszeichnet und in
unserem Labor bereits etabliert ist. Zudem ist der europaische Stamm H. pylori N6 dem
bereits sequenzierten Stamm H. pylori KE26695 sehr ahnlich, was beispielsweise
Mutagenesen durch die bekannte Sequnez von H. pylori KE26695 zum Teil erleichtern kann.
Da bereits friih im Verlauf der Arbeit Versuche im Tiermodell (Mongolische Rennmaus)
geplant waren, wurden neben H. pylori N6 zum Teil weitere Stamme wie die Tier-adaptierten
Stamme B128 und HP87 untersucht, um die gewonnen in-vitro-Daten mit den in-vivo-Daten

korrelieren zu kbnnen.

7.3.1 Analyse des Verhaltens des H. pylori-N6-Wildstammes in
Abhangigkeit von den verwendeten Medien

Zu Beginn der Verhaltensanalysen galt es, den Phanotyp des Wildstammes bezlglich des
Bewegungsmusters in unterschiedlichen Medien zu dokumentieren. Dies diente zum einen
dazu, das Verhalten mit dem jeweiligen Medium und dessen Auswirkung auf den ATP-
Gehalt der Bakterien zu korrelieren, zum anderen kann erst durch die Bestimmung eines
definierten Phanotyps unter definierten Bedingungen eine Veranderung des Verhaltens einer
Veranderung der Umgebungsbedingungen zugeordnet werden. Im vorliegenden Experiment
wurde, die Verhaltensanalyse der Bakterien in den bereits im ATP-Assay verwendeten
Medien (RPMI1640 mit und ohne 3% FCS; BHI/Hefe + 10% FCS; 0,9% NaCl) durchgefiihrt,
um die Bewegung der Bakterien bei unterschiedlich starker metabolischer Aktivitat zu
untersuchen (siehe Abschnitt 7.2.2). Die Untersuchung unter Bedingungen, welche
unterschiedliche starke metabolische Aktivitat erlaubten, stand im Zusammenhang mit der
Analyse der moglichen Energietaxis von H. pylori.

Die Bakterien wurden daflir ca. 16 h auf Blutagarplatten kultiviert und dann in
verschiedenen Medien (RPMI1640 mit und ohne 3% FCS; BHI/Hefe + 10% FCS; 0,9% NaCl)
resuspendiert und anschlieBend fur ca. 30 Minuten in CO,-angereicherter (5%) Atmosphére
aquilibriert. Das Bewegungsmuster der Bakterien wurde in den unterschiedlichen Medien
aufgezeichnet und u.a. die Anzahl der stops pro 3 Sekunden sowie die durchschnittliche
Geschwindigkeit bestimmt. Die gewonnen Daten sind in Tabelle 14 zu sehen.

90



7. Ergebnisse

Tabelle 14: Verhalten des H. pylori-N6-Wildstammes in verschiedenen Medien. Dargestellt sind
die Anzahl der stops pro 3 s und die durchschnittliche Geschwindigkeit [um/s] in RPMI1640-Medium
mit und ohne 3% FCS, sowie in BHI7Hefe-Medium + 10% FCS.

Medium stops pro 3 s Geschwindigkeit [um/s]
0,9% NaCl keine Bewegung
RPMI1640 w/o FCS 0,13 +0,35 55,97 +13,7
RPMI1640 + 3% FCS 6,02 +1,71 49,58 +9.8
BHI/Hefe + 10% FCS 2,99 +1,86 49,38 +14,3

Der Wildstamm zeigte in der nahrstoffarmen 0,9%-NaCl-Lésung, welche nur zu
einem sehr geringen ATP-Gehalt in den Bakterien fiihrt, keine Bewegung (siehe Abschnitt
7.2.2). In dem RPMI1640-Medium ohne Serum konnte eine schnelle Schwimmbewegung der
Bakterien beobachtet werden. Sie zeigten nur eine geringe Anzahl an stops (0,13 = 0,35 pro
3 s). Das Bewegungsmuster war somit gepragt von langen nicht-durchbrochenen runs und
nur wenigen Richtungsanderungen. Im RPMI1640-Medium mit Serum, welches in H. pylori
zu einem héheren ATP-Gehalt fuhrt (siehe Abschnitt 7.2.2), zeigten die Bakterien dagegen
eine héhere Anzahl an stops (6,02 + 1,71 pro 3's; p = 6,85x10°, tTest) als in RPMI1640-
Medium ohne Serum. lhr Bewegungsmuster war gepragt von zahlreichen stops und
Richtungsénderungen. Im BHI/Hefe-Medium mit 10% FCS, welches in H. pylori zu dem
héchsten ATP-Gehalt fihrt (siehe Abschnitt 7.2.2), zeigten die Bakterien weniger stops als
im RPMI1640-Medium mit Serum (2,99 + 1,86 pro 3 s; p = 3,52x10™"°, t-Test).

7.3.2 Analyse des Verhaltens des H. pylori-N6-Wildstammes unter dem
Einfluss metabolischer Inhibitoren

Metabolische Inhibitoren sind ein geeignetes Mittel, um Energietaxis nachzuweisen. Wird
eine Reaktion, verursacht durch ein bestimmtes metabolisierbares Substrat, durch Zugabe
eines metabolischen Inhibitors unterdriickt, so kann auch in H. pylori diese Reaktion der
Energietaxis zugeschrieben werden (siehe Ergebnisse 7.2). Zu Beginn der folgenden
Experimente wurde die Bewegung der Bakterien in RPMI1640-Medium mit 3% FCS unter
Einfluss steigender Inhibitorkonzentrationen dokumentiert und analysiert. Dies diente unter
anderem auch dazu, eine geeignete Konzentration fir weiterflihrende Experimente zu
ermitteln. Die Bakterien wurden daflir ca. 16 h auf Blutagarplatten kultiviert und dann in
RMPI11640-Medium mit 3% FCS resuspendiert. Vor Zugabe des Inhibitors wurde die
Zellsuspension fir ca. 30 Minuten in CO,-angereicherter (5%) Atmosphare aquilibriert. Die
Durchfiihrung des Experimentes fand ebenfalls in CO,-angereicherter Umgebungsluft statt.
Abbildung 16 zeigt in beiden Fallen zu Beginn einen Geschwindigkeitsanstieg und eine
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Zunahme der stops bei einer niedrigen Inhibitorkonzentration von ca. 1 yM — 2,5 yM
(Myxothiazol, HQNO). Mit zunehmender Inhibitorkonzentration nahmen sowohl die
Geschwindigkeit wie auch die Anzahl an stops ab. Bei einer Konzentration von 10 yM
Myxothiazol bzw. HQNO waren die Bakterien noch beweglich mit einer durchschnittlichen
Geschwindigkeit von ca. 30 um/s, zeigten jedoch keine stops mehr. Die Konzentration von
10 uM wurde fir die folgenden Experimente gewahlt, da unter diesen Bedingungen die
Bakterien zwar noch beweglich waren, jedoch die eindeutigste Veranderung (keine stops
mehr) im Verhalten zu beobachten war. Auch fir die in Abschnitt 7.2.2 beschriebenen ATP-
Messungen wurde, basierend auf diesem Experiment, eine Konzentration von 10 uM
gewahlt. Bei hoheren Inhibitorkonzentrationen nahm zusatzlich zum Verlust der stops die
Schwimmbeweglichkeit der Bakterien noch weiter ab, um schlieBlich bei 60 yM (Myxothiazol)
bzw. 85 uM (HQNO) vollstéandig zu erliegen.
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Abbildung 16: Anzahl der stops pro 3 Sekunden und Geschwindigkeit [um/s] des H. pylori-N6-
Wildstammes in RPMI1640-Medium + 3% FCS in CO,-angereichter (5%) Atmosphére in
Abhéngigkeit von der Konzentration von Myxothiazol (A) und HQNO (B). Die durchgezogenen
Linie gibt die Anzahl der stops pro 3 s an; die gestrichelte Linie die Geschwindigkeit in [um/s]

Im Folgenden wurde nun der Einfluss verschiedener metabolisch-aktiver Substanzen
(Myxothiazol, HQNO, TMPD/Ascorbat) auf das Verhalten der Bakterien analysiert (siehe
Methoden 6.20) und untersucht inwieweit dies mit den dokumentierten energetischen
Bedingungen (siehe Abschnitt 7.2.2) korreliert. Dazu wurden die Bakterien flr ca.
16 Stunden auf Blutagarplatten kultiviert, in RPMI1640-Medium mit Serum aufgenommen
und fr 30 Minuten in CO,-angereicherter (5%) Atmosphare &quilibriert. Das Experiment
wurde ebenfalls in CO.-angereicherter Umgebungsluft durchgefiihrt. In Abbildung 17 ist der
Effekt der beiden Inhibitoren (Myxothiazol, HQNO) sowie des Elektronendonors
(TMPD/Ascorbat) auf Bakterien des H. pylori-N6-Wildstammes in RPMI1640-Medium +
3% FCS zu sehen. Bakterien unter dem Einfluss der Inhibitoren zeigten kaum stops, sondern
ein Verhalten, welches durch lange runs charakterisiert war. Nach Zugabe des
Elektronendonors, also durch die Simulation metabolischer Aktivitat durch die Ubertragung
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von Elektronen auf Cytochrom ¢, konnte die Haufigkeit der stops unter Einfluss von
Myxothiazol (10 uM) wieder auf das Niveau unter nicht-inhibierten Bedingungen angehoben

werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Verhalten der Zellen des H. pylori-N6-Wildstammes in RPMI1640-Medium + 3%
FCS. H: HQNO (10uM), M: Myxothiazol (10uM), TA: TMPD/Ascorbat (250 pM/ 500 uM) Das gefllte
Dreieck (A) stellt die durchschnittliche Anzahl an stops pro 3 Sekunden eines einzelnen Bakteriums
da. Der waagrechte Balken (—) gibt den Median der Anzahl an stops pro 3 Sekunden der jeweiligen
Bakterienpopulation an. Das offene Quadrat (O) stellt die durchschnittliche Geschwindigkeit der
Bakterien inklusive der Standardabweichung da.

Beispielhaft sind in Abbildung 18 die Bewegungsmuster einzelner untersuchter Zellen
dargestellt.

IR 4

Abbildung 18: Bewegungspfad beispielhaft ausgewahlter Zellen eines H. pylori-N6-
Wildstammes in RPMI1640 + 3% FCS, A: H. pylori N6 in RPMI1640-Medium + 3% FCS, B: H. pylori
N6 in RPMI1640-Medium + 3% FCS + Myxothiazol (10 uM), C: H. pylori N6 in RPMI1640-Medium +
3% FCS + HQNO (10 uM), D: H. pylori N6 in RPMI1640-Medium + 3% FCS + Myxothiazol (10 pM) +
TMPD/Ascorbat (250 uM / 500 pM)

7.3.3 Untersuchung des H. pylori-N6-Wildstammes in RPMI1640-
Medium ohne Serum

Im Weiteren wurde vergleichend die Auswirkung der Inhibitoren und des Elektronendonors
auf Bakterien in RPMI1640-Medium ohne Serum untersucht, um auch das Verhalten in
einem nahrstoffarmeren und chemisch vollstandig definierten Medium zu testen. In
RPMI1640-Medium ohne Zugabe von Serum ist der ATP-Gehalt der Bakterien niedriger, als
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in Zellen in RPMI1640-Medium mit 3% Serum (Abbildung 15). Die Bakterien wurden nach
einer 16-stiindigen Anzucht auf Blutagarplatten in den entsprechenden Medien
aufgenommen und direkt mit der Untersuchung des Bewegungsmusters begonnen. Das
Experiment wurde ebenfalls in CO,-angereicherter (5%) Umgebungsluft durchgeflihrt. Eine
vorherige Aquilibrierung unter der verwendeten Atmosphdre erfolgte nicht, da die Bakterien
in RPMI1640-Medium ohne Serum an die GefadBwand der Zellkulturflaschen adharierten und
eine Untersuchung der Bewegung nach einer 30-minltigen Inkubationsphase nicht mehr
moglich gewesen ware. Bei der Zugabe von Myxothiazol dnderte sich die Anzahl der stops
nicht. Die durchschnittliche Geschwindigkeit der Bakterien nahm ab (von 47,4 um/s auf
25,1 ym/s), jedoch waren alle beobachteten Bakterien noch gut beweglich. Die Bakterien
zeigten weiterhin keine stops, sondern lediglich runs. Durch die anschlieBende Zugabe des
Elektronendonors TMPD/Ascorbat (250 uM /500 pM) wurden stops induziert (Abbildung
19A). Zum Vergleich ist in Abbildung 19B ebenfalls der zeitliche Verlauf des Verhaltens von
H. pylori N6 in RPMI1640-Medium + 3% FCS zu sehen. Nach Zugabe von Myxothiazol
bewegten sich die Bakterien ohne stops; nach der anschlieBenden Zugabe von
TMPD/Ascorbat (250 uM /500 yM) konnten die stops wieder induziert werden. In beiden
Fallen wurde beobachtet, dass die Durchschnittsgeschwindigkeit der Bakterien mit Zugabe
von Myxothiazol abnahm und nach Zugabe von TMPD/Ascorbat wieder anstieg. Der Effekt
des Elektronendonors nahm nach ca. 20 Minuten wieder ab, was sich in einer Abnahme der
Anzahl an stops auswirkte. In Abbildung 19C und D sind auBerdem beispielhaft die Spuren
einzelner Bakterien in RPMI1640-Medium mit und ohne FCS zur Veranschaulichung des
Bewegungsmusters zu sehen. Wahrend in Gegenwart von FCS haufige
Richtungsénderungen zu beobachten waren (Abbildung 19D), war die Bewegung der
Bakterien ohne FCS von langen runs gepragt (Abbildung 19C). Das Verhalten der Bakterien
war also metabolismusabhéangig.
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Abbildung 19: stops und Geschwindigkeit des H. pylori-N6-Wildstammes in RPMI1640-Medium
mit und ohne Serum in Abhéngigkeit von der Zeit. A: RPMI1640-Medium w/o FCS; B: RPMI1640-
Medium + 3% FCS. Das geflillte Dreieck (A) gibt die durchschnittliche Anzahl an stops pro 3
Sekunden der beobachteten Bakterien an. Das offene Quadrat (O) stellt die durchschnittliche
Geschwindigkeit der Bakterien dar. Nach 2 min wurde Myxothiazol zugegeben. Nach 7 min (A) bzw. 9
min (B) wurde TMPD/Ascorbat zugegeben. C: Bewegungspfad eines beispielhaft ausgewahlten
Bakteriums eines H. pylori-N6-Wildstammes in RPMI1640-Medium w/o FCS. D: Bewegungspfad eines

beispielhaft ausgewahlten Bakteriums eines H. pylori-N6-Wildstammes in RPMI1640-Medium + 3%
FCS.

li

7.3.4 Bakterien des H. pylori-N6-Wildstammes bewegen sich in
RPMI1640-Medium mit Serum ungerichtet

Flagellierte Bakterien bewegen sich in Abwesenheit eines Reizgradienten in der Regel mit
einer bestimmten, Kkonstanten Frequenz an tumblings bzw. stops, welche
Richtungsénderungen ermdéglichen. Die Richtungsanderung erfolgt dabei (wie in E. coli
bestimmt) zufallig (siehe Einleitung 4.2.1). Da, wie oben dargelegt (siehe Abschnitt 7.2), alle
Bakterien eines Systems ohne Gradienten das gleiche Verhalten zeigen, resultiert daraus ein
zufalliges Bewegungsmuster ohne préaferierte Bewegungsrichtung. Dies wird als random
walk bezeichnet. In Anwesenheit eines Reizgradienten ware es den Bakterien mdglich, sich
entlang des Gradienten gerichtet zu bewegen. Dies geschieht durch die Veranderung der
Haufigkeit der stops pro Zeiteinheit bzw. einer Verlangerung der runs in Abhangigkeit von
dem Gradienten. Die primé&r ungerichtete Bewegung in Abwesenheit eines Reizgradienten ist
daher eine Grundlage des chemotaktischen Verhaltens. Flr H. pylori wurde die Existenz
eines random walks bisher nicht gezeigt. Um zu Uberprifen ob das Bewegungsmuster des
H. pylori-N6-Wildstammes in RPMI1640-Medium + 3% FCS tatséchlich einem Zufallsmuster
(random walk) entspricht, wurden die Bewegungen von Uber 80 analysierten Bakterien tGber

einen Zeitraum von vier Sekunden analysiert. Fir diese Untersuchung wurde ein Medium
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gewahlt (RPMI1640 mit 3% FCS), welches den Bakterien stops ermdglicht und so prinzipiell
die Mdglichkeit zur gerichteten Bewegung verschafft. Die Bakterien bewegten sich wéhrend
dieser Zeit kontinuierlich und schnell im Gesichtsfeld (Tabelle 14; Abbildung 17). Die x,y-
Koordinaten der Bewegungen wurden anschlieBend in ein Koordinatensystem Ubertragen,
wobei der Ausgangspunkt jedes Bakteriums auf den Ursprung (0/0) des Koordinatensystems
gelegt wurde und der Endpunkt der Bewegung entsprechend im Koordinatensystem
eingezeichnet wurde (Abbildung 20). Die Grafik zeigt unter den getesteten experimentellen
Bedingungen keine Tendenz der Bakterien, sich regelmaBig in eine bestimmte Richtung zu
bewegen. Die Endpositionen der Zellen sind gleichmaBig um den Ursprung verteilt. Die
zuféllige Verteilung der Bakterien nach vier Sekunden konnte statistisch (x>-Test) bestatigt
werden. Dazu wurden die erhaltenen karthesischen x,y-Koordinaten in Polarkoordinaten (r,
¢) umgewandelt. Die Verteilung der GrdéBe r (Radius) spielt flur Beurteilung der
Bewegungsrichtung keine Rolle. Daher wurde in den weiteren Berechnungen lediglich der
Winkel ¢ einbezogen. Um eine Zufélligkeit in der Bewegungsrichtung zu bestéatigen wurde
nun Gberpriift, ob die beobachteten Ereignisse der ZufallsgréBe X=¢ im Intervall [- w; 7]
gleichverteilt war, so wie es bei einer ungerichteten Bewegung zu erwarten ware. Dazu
wurde mittels des x>-Test die empirisch ermittelte Verteilung mit einer hypothetisch
angenommenen Gleichverteilung verglichen. Da das statistische Merkmal X=¢ stetig war,
wurde das Intervall [- &; ] in 25 Unterintervalle (Klassen) gleicher GréBe aufgeteilt und die

Haufigkeit des Merkmals pro Unterintervall (Klasse) bestimmt. Die PriifgréBe x* wurde

2
(n;, —nj)

l’ljO

entsprechend der Formel 12:2 berechnet, wobei m die Anzahl der

j=1
festgelegten Klassen, n; die beobachtete Haufigkeit des Merkmals X=¢ in der j-ten Klasse
und nj, die theoretische Haufigkeit der j-ten Klasse im Falle einer Gleichverteilung ist. Bei
einer Einteilung in 25 Klassen ergab sich mit p < 0,05, dass die empirisch ermittelte

Verteilung von X=¢ der angenommenen Gleichverteilung im Intervall [- &; ©t] entsprach.
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Abbildung 20: Positionen der H. pylori-N6-Wildstamm-Bakterien nach vier Sekunden
ausgehend vom Ursprung. ¢ markiert die Position eines Bakteriums nach einer Dauer von vier
Sekunden.

7.3.5 Konstruktion und Charakterisierung verschiedener Mutanten im
Chemotaxisapparat von H. pylori N6

Wie zuvor beschrieben konnten Verhaltensanderung der Bakterien in Abhangigkeit von den
Kultivierungsbedingungen, also der Verwendung verschiedener Medien oder Inhibitoren,
beobachtet werden. Im Folgenden galt es zu untersuchen, ob dieses Verhalten vom
Chemotaxisapparat vermittelt wird und welche Komponenten an den einzelnen
Verhaltensanderungen beteiligt sind. Die Einzelmutanten tipA, tipB, tipC, tipD und cheAY2
wurden bereits vor dieser Arbeit konstruiert und im Rahmen dieser Arbeit ndher im temporal
assay analysiert. Die Mutanten wurden wie beschrieben mittels allelischer
Austauschmutagenese hergestellt und genetisch sowie mikroskopisch kontrolliert (Tabelle 9;
Tabelle 10, Methoden 6.12). Alle Mutanten hatten intakte Flagellen und bewegten sich in
Flissigmedium mit &hnlicher Geschwindigkeit (C. Josenhans, unverdéffentlicht).
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7.3.5.1 Bestimmung des Chemotaxis-Nullphé@notyps durch Herstellung der
Chemotaxis-negativen Mutante cheAY2

Zu Beginn der Verhaltensanalysen galt es zu Uberprifen ob das Verhalten tatséchlich mit
dem Chemotaxisapparat zusammenhangt und wie sich der Chemotaxis-Nullphdnotyp
auBert. Dazu wurde eine cheAY2-Mutante im Stamm H. pylori N6 konstruiert (Tabelle 10)
und analysiert. Die Histidinkinase CheAY2 ist essenziell fir die Chemotaxis in H. pylori, da
es die von den Sensoren wahrgenommenen Reize Uber CheY1 weiter zum Flagellenapparat
leitet und so eine Anderung in der Bewegung bewirkt (Foynes et al., 2000). Der Verlust der
Taxis in der cheAY2-Mutante konnte mittels eines Motilitdtstests in Helicobacter-
Motilitédtsplatten (siehe Methoden 6.2) bestatigt werden (Abbildung 21). Im Gegensatz zum
Wildstamm konnten bei einer cheAY2-Mutante, trotz intakter Flagellen und guter Motilitat in
Flissigmedium, keine Schwarmhéfe in Motilitatsplatten beobachtet werden. Die cheAY2-
Mutante besitzt also unter den getesteten Bedingungen keine Mdglichkeit zur gerichteten

Bewegung mehr (Abbildung 21B).

Abbildung 21: Motilitit und Taxis eines H. pylori-N6-Wildstammes (A), einer H. pylori-N6-
cheAY2-Mutante (B), einer H. pylori-N6-tlpABCD-Mutante (C) und einer H. pylori-N6-tipABC-
Mutante in Motilitatsplatten. In Abbildung D ist ein schwacher Motilitatshof fir die tlpABC-Mutante zu
sehen (siehe Ergebnisse 7.3.5.2).

Die Analyse des Bewegungsmusters der cheAY2-Mutante sollte daher Aufschluss
darUber geben, ob sich das Verhalten von Bakterien, welche nicht mehr zur Taxis féhig sind,
noch entsprechend der energetischen Bedingungen (verschiedene Medien, Inhibitoren)
andert, oder ob die Bakterien diese Fahigkeit entsprechend dem in Platten beobachteten
Taxis-negativen Phéanotyp verloren haben. Zudem war es durch die Untersuchung der
Chemotaxis-negativen Mutante mdglich, den Chemotaxis-Nullph&notyp fur die gewa&hlten
Bedingungen zu definieren.

Fir die folgenden temporal assays wurden alle Bakterien stets fir ca. 16 h auf
Blutagarplatten kultiviert, in den entsprechenden Medien (RPMI1640 mit und ohne 3% FCS,
BHI/Hefe + 10% FCS) aufgenommen und in geeigneter Verdinnung (ODggo= 0,2 — 0,3; siehe
Methoden 6.20) fir 20 Minuten unter CO,-angereicherter (5%) Atmosphare aquilibriert und in
dieser Atmosphére untersucht. Eine Untersuchung in 0,9% NaCl fand nicht statt, da der
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Wildstamm bereits keine Bewegung mehr unter diesen Bedingungen zeigte (Tabelle 14). Die
cheAY2-Mutante zeigte in allen verwendeten Medien keine stops mehr. In RPMI1640-
Medium mit Serum war die Geschwindigkeit signifikant héher als die des Wildstammes (62,7
pm/s vs. 49,58 ym/s; p = 0,01, t-Test).

Tabelle 15: Verhalten der H. pylori-cheAY2-Mutante in verschiedenen Medien. Dargestellt sind
die Anzahl der stops pro 3 s und die durchschnittliche Geschwindigkeit [um/s] in RPMI1640-Medium
mit und ohne 3% FCS, sowie in BHI +10% FCS.

Medium stopspro 3 s Geschwindigkeit [um/s]
RPMI1640 w/o FCS 0 59,61 +14,86
RPMI1640 + 3% FCS 0 62,7 +13,05
BHI/Hefe + 10% FCS 0 55,51 +£10,5

Wurde der cheAY2-Mutante in RPMI1640-Medium mit Serum ein Elektronendonor
(TMPD/Ascorbat) zugesetzt, konnten keine stops induziert werden (Abbildung 22A). Der
Chemotaxisapparat scheint also fir H. pylori notwendig zu sein, um unter allen gewahlten
Bedingungen stops zu generieren. Der Chemotaxis-Nullphanotyp in H. pylorilasst sich somit
als eine aus langen ununterbrochenen runs bestehende, Bewegung ohne stops definieren
(Abbildung 22B). Dieser Phanotyp entspricht dem Verhalten, welches fir H. pylori unter
Einfluss von Inhibitoren, also bei geringer metabolischer Aktivitat beobachtet wurde.
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Abbildung 22: Verhalten von H. pylori N6 cheAY2 in RPMI1640-Medium + 3% FCS mit und ohne
Zugabe eines Elektronendonors (TMPD/Ascorbat) A: Anzahl der sftops und durchschnittliche
Geschwindigkeit von H. pylori N6 cheAY2; TA: TMPD/Ascorbat (250 uM / 500 uM) Das gefiillte
Dreieck (A) stellt die durchschnittliche Anzahl an stops pro 3 Sekunden eines einzelnen Bakteriums
da. Der waagrechte Balken (—) gibt den Median der Anzahl an stops pro 3 Sekunden der jeweiligen
Bakterienpopulation an. Das offene Quadrat (O) stellt die durchschnittliche Geschwindigkeit der
Bakterien dar. B: Bewegungspfad einer beispielhaft ausgewéahlten Bakterienzelle von H. pylori N6
cheAY2in RPMI1640-Medium + 3% FCS

Ein &hnlicher Phénotyp konnte durch die Konstruktion einer Vierfachmutante
(tlbABCD) bestatigt werden. Diese Mutanten tragen keinen bekannten Chemosensor mehr
und sind daher wahrscheinlich nicht mehr zur Chemotaxis fahig. Die Vierfachmutante bildete
in Motilitatsplatten keinen Hof mehr (Abbildung 21). In einem temporal assay konnten in
keinem der verwendeten Medien stops beobachtet werden. Dieser Phanotyp entspricht dem
Verhalten, welches fir H. pylori unter Einfluss von Inhibitoren, also bei geringer
metabolischer Aktivitat beobachtet wurde. Auch war es, ahnlich wie bei der cheAY2-Mutante
nicht moglich stops durch die Zugabe von TMPD/Ascorbat zu induzieren (Daten nicht
gezeigt). Diese Beobachtung spricht daflir, dass die Sensor-Vierfachmutante einem
Nullph&notyp entspricht. Es scheinen also keine weiteren funktionellen Sensoren in H. pylori
vorhanden zu sein. Die Untersuchung der Vierfachmutante erfolgte bislang rein qualitativ.
Daher kdnnen hier keine quantitativen Daten dargestellt werden.
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7.3.5.2 Der Sensor TIpD vermittelt ein dominantes energieabhdngiges Verhalten

Im oben beschriebenen Experiment wurde gezeigt, dass der Chemotaxisapparat die stops,
die beim Wildtyp beobachtet wurden, vorwiegend unter den gewahlten Bedingungen
suboptimaler metabolischer Aktivitat vermittelt (siehe Ergebnisse 7.2.2). Der Chemotaxis-
Nullphanotyp kann als eine Bewegung ohne stops definiert werden. Um zu analysieren,
welche der vier Sensoren (TIpA, TIpB, TIpC, TlpD) an dem beschriebenen Verhalten (stops
und runs) des Wildstammes beteiligt sind, wurden im temporal assay Einzelmutanten in den
vier Sensorgenen (tipA, tipB, tlpC und tipD) untersucht. Von allen Mutanten wurden die
Bewegungsmuster in verschiedenen Medien beobachtet, dokumentiert und quantitativ
analysiert. Tabelle 16 zeigt zusammenfassend das Verhalten (Anzahl der stops pro
3 Sekunden und die durchschnittliche Geschwindigkeit [um/s]) der verschiedenen Mutanten
in unterschiedlichen Medien (RPMI1640 mit und ohne 3% FCS, BHI + 10% FCS).

Die tlpA-, tipB- und tlIpC-Mutanten verhielten sich in RPMI1640 + 3% FCS &hnlich wie
Bakterien des H. pylori-N6-Wildstammes. Die Zahl der stops lag zwischen 5 und 6 pro
3 Sekunden. Die durchschnittliche Geschwindigkeit lag zwischen 49 um/s und 55 pm/s und
war damit genau wie die Anzahl der stops nicht signifikant verschieden von der des
Wildstammes. Im Gegensatz dazu zeigen Mutanten im Gen tlpD ein verandertes Verhalten.
Sie stoppten nur ca. 0,07mal pro 3 Sekunden (Abbildung 23), wahrend der Wildstamm
durchschnittlich 6 stops pro 3 Sekunden zeigte (p = 3,2x10%, t-Test). TIpD schien also unter
den gewdhlten Bedingungen die stops zu vermitteln. Die Durchschnittsgeschwindigkeit lag
auch hier im Bereich des Wildstammes (49,11 um/s vs. 49,58 um/s).

In RPMI1640-Medium ohne Serum, also unter Bedingungen, unter denen weniger
zellulares ATP vorhanden ist (siehe Abschnitt 7.2.2), zeigten alle Mutanten wesentlich
weniger stops als unter Bedingungen mit mehr zellularem ATP (RPMI1640-Medium + 3%
Serum) (Tabelle 16). Die tlpC-Mutante wies noch ca. 2,27 stops pro 3 Sekunden auf (vgl.
6,22 pro 3 s in RPMI1640-Medium + 3% FCS), wéhrend alle anderen Mutanten inklusive des
Wildstammes kaum bzw. gar keine stops mehr zeigten. In diesem Medium war es aber
maoglich, durch die Zugabe eines Elekironendonors (TMPD/Ascorbat), also durch die
Simulation metabolischer Aktivitat, stops im Wildstamm und in den Mutanten tjpA, tlpB und
tioC zu induzieren. Dagegen war eine Induktion von stops in der Chemotaxis-negativen
Mutante cheAY2 und in der der Sensormutante tipD nicht mdglich (Abbildung 22, Abbildung
23A - C).

In BHI/Hefe-Medium mit 10% FCS, welches gutes Wachstum der Bakterien erlaubt
und im Vergleich zu den anderen getesteten Medien den héchsten ATP-Gehalt erméglicht
(siehe Abschnitt 7.2.2), zeigte der Wildstamm weniger stops als in RPMI1640-Medium mit
3% Serum (2,99 vs. 6,02 pro 3 s; p = 3,52x10™'°, t-Test). Die tlpD-Mutante dagegen zeigte im
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BHI/Hefe-Medium mit 10% FCS mehr stops als im nahrstoffarmeren RPMI1640-Medium mit
Serum (0,54 vs. 0,07 pro 3 s; p = 0,0001, t-Test). Die Chemotaxis-negative cheAY2-Mutante
zeigte wie in den anderen getesteten Medien keine stops mehr. Auch durch die Zugabe des
Elektronendonors TMPD/Ascorbat konnten genau wie in RPMI1640-Medium (mit und ohne
Serum) keine stops induziert werden. Die Mutanten tlpA, tipB und tipC wurden im BHI/Hefe-
Medium bislang lediglich qualitativ beurteilt. Sie zeigten ein Verhalten, welches bezlglich der
Geschwindigkeit und der stops dem Verhalten des Wildstammes &hnlich war. Sowohl im
Wildstamm, als auch in den Mutanten tipA, tlpB und tlpC konnten durch die Zugabe von
10 yM Myxothiazol die stops in allen getesteten Medien inhibiert werden und so der
Nullph&notyp erzeugt werden. AnschlieBend konnten durch TMPD/Ascorbat die stops wieder
induziert werden. In der Mutante tlpD dagegen zeigte die Zugabe von TMPD/Ascorbat unter
allen Medienbedingungen keine Veranderung der Haufigkeit der stops.

Tabelle 16: Verhalten verschiedener H. pylori-Mutanten. Dargestellt sind die Anzahl der stops pro
3 s und die durchschnittliche Geschwindigkeit [um/s]) der einzelnen Mutanten in RPMI1640-Medium
mit und ohne 3% FCS sowie in BHI/Hefe-Medium + 10% FCS. N.D.: Es wurden keine quantitativen
Daten erhoben

BHI/Hefe + 10% FCS

RPMI1640 + 3% FCS RPMI1640 w/o FCS

stops Geschwindigkeit stops Geschwindigkeit stops Geschwindigkeit
Stamm pro3s [um/s] pro3s [um/s] pro3s [um/s]
wt 6,02 + 1,71 49,58 +9,8 0,13+0,35 55,97 + 13,7 2,99 +1,86 49,38 + 14,3
tibA  518+1,39  53,18+7,36  0,04+0,15 5566+ 15,25 N.D. N.D.
tihB  566+159 51,96+11,41 0,01 £0,05 39,97 £8,9 N.D. N.D.
tihC  6,22+2,08 55,06 + 10,9 2,27 +1,26 41,82 +6,67 N.D. N.D.
thD ~ 0,07+0,18 49,11 +9,53 0 53,83+10,68  0.54+068 55341169
cheAY2 0 62,7 +13,05 0 59,61 + 14,86 0 55,51 10,5
thABC 1,56+0,89 3527 +9,75 0 3767+11,48  0,70+0,93 47,55 +16,7
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Abbildung 23: Verhalten von H. pylori N6 tipD und H. pylori N6 tipD/TIpD-V5 in RPMI1640-
Medium + 3% FCS. A: Anzahl der stops und Durchschnittsgeschwindigkeit von H. pylori N6 tlpD und
H. pylori N6 tipD/TIpD-V5; TA: TMPD/Ascorbat (250 uM / 500 uM) Das geflllte Dreieck (A) stellt die
durchschnittliche Anzahl an stops pro 3 Sekunden eines einzelnen Bakteriums dar. Der waagrechte
Balken (—) gibt den Median der Anzahl an stops pro 3 Sekunden der jeweiligen Bakterienpopulation
an. Das offene Quadrat (O) stellt die durchschnittliche Geschwindigkeit der Bakterien inklusive der
Standardabweichung dar. B: Bewegungspfad einer beispielhaft ausgewéhlten Zelle von H. pylori N6
tioD in RPMI1640-Medium + 3% FCS; C: Bewegungspfad einer beispielhaft ausgewahlten Zelle von
H. pylori N6 tlpD in RPMI1640-Medium + 3% FCS + TMPD/Ascorbat (250 uM / 500 pM); D:
Bewegungspfad einer beispielhaft ausgewahlten Zelle von H. pylori N6 tipD/TIpD-V5 in RPMI1640-
Medium + 3% FCS. Zu den Daten, welche die Mutante H. pylori N6 tlpD/TIpD-V5 betreffen siehe
Abschnitt 7.3.7.

Wie zuvor beschrieben, war TlpD signifikant an der Vermittlung der stops unter den
getesteten Bedingungen beteiligt. Um nun zu untersuchen, ob TlpD alleine ausreichend ist,
um das oben beschriebene metabolismusabhangige Verhalten zu vermitteln, wurde eine
tibABC-Dreifachmutante konstruiert (siehe Material Tabelle 7, Tabelle 8; Methoden 6.12.2),
welche als einzigen Sensor TIpD tragt. Die Dreifachmutante bewegte sich in RPMI1640-
Medium mit Serum mit weniger stops (1,56 £0,89) als der Wildstamm (6,02 + 1,71,
p =6,8x10%, tTest) (Tabelle 16). Jedoch lag die Anzahl signifikant héher (p = 4,1x107, t
Test) als bei der tlpD-Mutante (0,07 +0,18). Die durchschnittiche Geschwindigkeit
(35,27 £ 9,75 ym/s) war niedriger als die des Wildstammes (49,58 + 9,8 um/s), jedoch waren
alle Bakterien gut beweglich. Das Verhalten von H. pylori tIpABC war ebenfalls
metabolismusabhéngig, da die stops sich durch die Zugabe von Inhibitoren ausschalten und
durch die Zugabe eines Elektronendonors (TMPD/Ascorbat) rekonstituieren lie (Abbildung
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24). Die ermittelten Abnahme der Anzahl der stops nach Zugabe von Myxothiazol und die
Zunahme nach anschlieBender Zugabe von TMPD/Ascorbat konnten als signifikant bestatigt
werden (p = 3,2x10° bzw. 4,8x10°, t-Test). Mit Hilfe von Motilitatsplatten konnte gezeigt
werden, dass eine tlIpABC-Mutante, welche nur noch den Sensor TlpD tragt, noch zur Taxis
und damit zur radial nach auBen gerichteten Bewegung fahig ist (Abbildung 21).
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Abbildung 24: Verhalten von H. pylori tipABC in RPMI1640-Medium +3% FCS; A: Anzahl der
stops und durchschnittliche Geschwindigkeit der H. pylori-N6-tipABC-Mutante; M: Myxothiazol; TA:
TMPD/Ascorbat (250 uM / 500 pM); Das geflllte Dreieck (A) stellt die durchschnittliche Anzahl an
stops pro 3 Sekunden eines einzelnen Bakteriums dar. Der waagrechte Balken (—) gibt den Median
der Anzahl an stops pro 3 Sekunden der jeweiligen Bakterienpopulation an. Das offene Quadrat ()
stellt die durchschnittliche Geschwindigkeit der Bakterien inklusive der Standardabweichung dar. B:
Bewegungspfad einer beispielhaft ausgewahlten Zelle von H. pylori N6 tipABC in RPMI1640-Medium
+ 3% FCS. C: Bewegungspfad einer beispielhaft ausgewahlten Zelle von H. pylori N6 tipABC in
RPMI1640-Medium + 3% FCS + Myxothiazol (10 pM). D: Bewegungspfad einer beispielhaft
ausgewahlten Zelle von H. pylori N6 tlpABC in RPMI1640-Medium + 3% FCS + Myxothiazol (10 uM) +
TMPD/Ascorbat (250 uM / 500 uM).

7.3.5.3 Vergleich verschiedener H. pylori-N6-Mutanten in nahrstoffreicherem
BHI/Hefe-Medium

In den oben beschrieben Experimenten wurde das Verhalten von H. pylori stets in Medien,
welche kein Wachstum der Bakterien ermdglichen, untersucht. Im folgenden Experiment
sollte nun das Verhalten der Bakterien in einem Medium (BHI/Hefe + 10% FCS) beobachtet

werden, welches eine gute Proliferation von H. pylori ermdglicht (Wachstumsrate p = 01791)
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und einen signifikant héheren ATP-Gehalt in den Zellen ermdglicht (siehe Abschnitt 7.2.2).
Sollte Energietaxis vorliegen, so ware in einem Wachstum-ermdglichendem Medium ein
deutlich anderes Verhalten zu erwarten, als in einem Medium (RPMI1640), welches kein
Wachstum ermdglicht. Das Verhalten der Bakterien im nahrstoffreicheren BHI/Hefe-Medium
unterschied sich vom Verhalten in RPMI1640-Medium + 3% FCS (Tabelle 16; Abbildung 25).
Der Wildstamm zeigte ebenso wie die tlpABC-Mutante signifikant weniger stops in BHI/Hefe-
Medium als in RMPI1640-Medium mit Serum. Die tlpD-Mutante dagegen zeigte in BHI/Hefe-
Medium eine hohere Anzahl an stops als in RMPI1640-Medium mit Serum. Der
Kontrollstamm H. pylori N6 cheAYZ2 stoppte in BHI/Hefe-Medium ebenso wie in RPMI1640-
Medium nicht. Die durchschnittliche Geschwindigkeit aller Stamme war der in RPMI1640-
Medium &ahnlich.

BB BHI/Hefe + 10% FCS
[ESS]RPMI1640 + 3% FCS
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Abbildung 25: Anzahl an stops pro 3 Sekunden in RPMI1640-Medium + 3% FCS und in
BHI/Hefe-Medium+10% FCS der Stamme H. pylori N6, H. pylori N6 tiIpABC, H. pylori N6 cheAY2
und H. pylori N6 tipD

7.3.6 Verhalten weiterer H. pylori-Wildstamme und ihrer tjpD-Mutanten

Aufgrund der hohen Variabilitat von H. pylori kbnnen zum Teil stammspezifische Effekte bzw.
Phanotypen auftreten. Es war daher wichtig auszuschlieBen, dass es sich bei dem
beschriebenen Phanotyp der tlpD-Mutante um einen stammspezifischen Effekt oder ein
Artefakt handelt. Daher wurden die Wildtypen und tlpD-Mutanten verschiedener H. pylori-
Stdmme in RPMI1640-Medium + 3% FCS untersucht. Um darlber hinaus mdégliche Effekte
des Kanamycin-Resistenzmarkers auszuschlieBen, wurde die Allelenaustauschmutagenese
von tlpD zusatzlich mit Hilfe einer Chloramphenicolresistenz durchgefihrt. Die Konstruktion
der Mutanten erfolgte in den Stammen N6, 88-3887, B128 und HP87. Die Anzucht der
Stdmme erfolgte wie beschrieben (siehe Methoden 6.20). Zum Vergleich wurden quantitative
Daten im temporal assay lediglich von den Stdmmen N6 und HP87 erhoben. Die Stamme
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88-3887 und B128 wurden bislang lediglich qualitativ bewertet. Bei der Verhaltensanalyse
der Bakterien in RPMI1640-Medium + 3% FCS wurde festgestellt, dass sich die
verschiedenen  Wildstdmme  leicht  unterschiedlich  verhielten. So war die
Durchschnittsgeschwindigkeit des H. pylori-Stammes HP87 mit 61,46 um/s signifikant héher
als die des N6-Wildstammes (49,58 um/s; p = 0,0005, t-Test). Auch die Anzahl der stops pro
3 Sekunden war im Stamm HP87 im Vergleich zu Stamm N6 hdéher (8,08 vs. 6,02;
p =5,2x10°, tTest). Der Phanotyp der tlpD-Mutanten war in allen untersuchten Stammen
dem der zuvor beschriebenen tlpD-Mutante in H. pylori N6 &hnlich. Zwar zeigten die
chloramphenicolresistenten tlpD-Mutanten vereinzelt mehr stops (N6 tipD::Cm: 0,67 *+ 0,94;
HP87 tlpD::Cm: 0,41 + 0,58) als die vorher beschriebene kanamycinresistente tjpD-Mutante
in H. pylori N6 (0,07 = 0,18), aber es war in beiden Fallen eine signifikante Abnahme der
Anzahl an stops im Vergleich zum jeweiligen Wildstamm zu beobachten (p = 6,3x10™" fiir N6
bzw. p=1,99x10" fir HP87, tTest). Die Mutagenese hatte keine Wirkung auf die
Bewegungsgeschwindigkeit der Bakterien. Die verschiedenen Mutanten bewegten sich mit
ahnlicher Geschwindigkeit wie Bakterien des jeweiligen  Wildstammes. Die
Bewegungsmuster der Wildtypen und tlpD-Mutanten der Stdmme 88-3887 und B128 wurden
ebenfalls in RPMI1640-Medium mit Serum beobachtet. Da keine quantitativen Daten
erhoben wurden, kann hier keine Aussage zur Durchschnittsgeschwindigkeit oder der
absoluten Anzahl der stops gemacht werden. Auch in diesen Fallen wurde eine deutlich
sichtbare Reduktion der stops durch eine Mutagenese des Gens tjpD beobachtet.
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Abbildung 26: Verhalten einer H. pylori-N6-tlpD::Cm-Mutante und einer H. pylori-HP87-
tipD::Cm-Mutante in RPMI1640-Medium + 3% FCS Die Balken geben die durchschnittliche Anzahl
der stops pro 3 Sekunden inklusive Standardabweichung an. Das offene Quadrat (O) gibt die
durchschnittliche Geschwindigkeit der Bakterien inklusive Standardabweichung an.

106



7. Ergebnisse

7.3.7 Komplementierung von tipD in trans rekonstituiert das Verhalten
der Bakterien

Um auszuschlieBen, dass der fur die tipD-Mutante beschriebene Phanotyp auf polare Effekte
zurickzuftihren war, wurde die Mutante in trans komplementiert. Dazu wurde das Gen tjpD
zusammen mit seinem eigenen Promotor 3’-terminal mit einem V5-tag fusioniert und in den
E. coli/H. pylori-Shuttle-Vektor pHel2 kloniert und eine H. pylori-N6-tipD-Mutante damit
transformiert (siehe Methoden 6.9). Als Promotorregion wurden naherungsweise die
500 Basenpaare vor dem 5°-Ende des Gens definiert. Die Synthese des TIpD-V5-
Fusionsproteins in der Plasmid-tragenden Transformante wurde mit Hilfe eines o-V5-
Antikdrpers in einer Westernblot-Analyse (siehe Methoden 6.16) Uberprift und konnte
bestatigt werden (Abbildung 27). In Spur 1 ist eine einzige Bande in einer fur TlpD-V5 zu
erwartenden Laufhdhe von ca. 50 kDa zu erkennen.

64 kDa
50 kDa

Abbildung 27: Westernblot-Analyse zur Uberpriifung der Synthese des TlpD-V5-tag-
Fusionsproteins in H. pylori N6 tipD. Spur 1: Gesamtzelllysat der H. pylori-N6-tjpD/TlpD-V5-
Mutante; Spur 2: Gesamtzelllysat der H. pylori-N6-tipD-Mutante; Spur 3: Gesamtzelllysat des
H. pylori-N6-Wildstammes; Primarer Antikérper: Maus-a-V5 (Invitrogen) 1:10.000; Sekundarer
Antikdrper: POX-Ziege a-Maus 1:25.000; Aufgetragen wurden jeweils 0,8 ug pro Spur.

Die erhaltenen Klone mit dem TlpD-V5-Fusionsprotein wurden in RPMI1640-Medium
mit Serum auf ihr Verhalten hin untersucht. Die Anzucht der Bakterien erfolgte wie
beschrieben (siehe Methoden 6.20). Abbildung 23 zeigt eine Zunahme der Haufigkeit der
stops in der tpD/TlpD-V5-Transformante im Gegensatz zu der tlpD-Mutante. Im
komplementierten Stamm konnten die stops also wieder hergestellt werden. Die Haufigkeit
der stops (3,42 pro 3 s) lag unter der des Wildstammes (6,02 pro 3 s; p = 2,14x107°, t-Test).
Ein méglicher Grund hierfir kdnnte das unterschiedliche Expressionsniveau von TlpD im
Wildstamm und im komplementierten Stamm sein. Die Geschwindigkeit des
komplementierten Stammes war signifikant (p = 2,9x107'%; tTest) niedriger (38,76 pym/s) als
im Wildstamm (49,58 um/s). Der rekonstituierte Phénotyp zeigt sich auch im Vergleich in den
in Abbildung 23 beispielhaft gezeigten Bewegungsspuren einzelner Bakterien.
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7.4 Untersuchung der Taxis von H. pylori N6 in spatial assays

In den temporal assays konnte gezeigt werden, dass sich metabolische Inhibitoren auf das
Bewegungsmuster der Bakterien auswirken (siehe Abschnitt 7.2). Mit Hilfe eines spatial
assays sollte nun untersucht werden, ob aus dem veranderten Bewegungsmuster auch ein
echter taktischer Effekt, also eine raumliche Orientierung erfolgt. Dazu war es nétig das
Verhalten der Bakterien entlang eines Substanzgradienten zu untersuchen. Dazu wurde ein
spatial assay mit Chemotaxis-u-Slides (sieche Methoden 6.21) etabliert. Die Chemotaxis-p-
Slides ermdglichen es, einen definierten Konzentrationsgradienten einzustellen und dann
das Verhalten der Bakterien entlang desselben zu untersuchen. Im Vorfeld wurde gezeigt,
dass niedrige Konzentrationen von Myxothiazol (1 uM) in BHI/Hefe-Medium mit 10% Serum
im Wildstamm zu einer erhéhten Anzahl an stops im Vergleich zu nicht-inhibierten
Bedingungen fiihrt (4,82 vs. 2,99; p = 3,1x107°, t-Test; Abbildung 16). Eine erhdhte Anzahl an
stops spricht fir eine Fluchtreaktion (Macnab und Koshland, Jr., 1972). Eine Fluchtreaktion
wdre im Falle von Energietaxis gegenuber metabolischen Inhibitoren zu erwarten, da die
gemessenen Werte metabolischer Aktivitdt (ATP-Werten) in Anwesenheit metabolischer
Inhibitoren graduell abfallen (siehe Abschnitt 7.2.2; Abbildung 14). In den Chemotaxis-u-
Slides ist also eine Orientierung der Bakterien entgegen der steigenden
Inhibitorkonzentration zu erwarten. Zur Versuchsdurchfihrung wurden die Bakterien flr ca.
16 Stunden auf Blutagarplatten vorkultiviert und anschlieBend in BHI/Hefe-Medium mit 10%
FCS aufgenommen. In ein Reservoir der Slides wurden 1x10® Bakterien in einem Volumen
von 18 ul eingebracht; in das gegenlberliegende Reservoir wurden 18 yl Myxothiazol
(30 uM) (siehe Methoden 6.21) eingebracht. Die Konzentration des Myxothiazols (30 uM)
wurde entsprechend der Herstellerangaben so gewahlt, dass entlang der Ubergangszone
zwischen den beiden Reservoirs ein Konzentrationsgradient von 0 uM bis 10 uM vorlag. Die
Beweglichkeit und die stops der Bakterien wurden mikroskopisch beobachtet. Als MaB fir
die Reaktion der Bakterien auf den Schreckstoff Myxothiazol wurde die Anzahl der Bakterien
bestimmt, welche innerhalb von zwei Stunden entgegen steigender Myxothiazol-
Konzentration in das gegenlberliegende Reservoir wanderten (siehe Methoden 7.2). In
Tabelle 17 wird ersichtlich, dass Bakterien des H. pylori-N6-Wildstammes mit einer negativen
Antwort auf Myxothiazol reagierten und kaum in das gegentiberliegende Reservoir (1,4 £ 0,2
Bakterien) einwanderten. Lag dagegen kein Schreckstoffgradient vor, befanden sich im
gegeniberliegenden Reservoir ca. 63 Bakterien, was auf eine ungehinderte Passage der
Bakterien hindeutete. Im Gegensatz dazu befanden sich im Falle der tlpD-Mutante eine
vergleichbare Anzahl an Bakterien im gegenuberliegenden Reservoir unabhangig davon, ob
ein Myxothiazolgradient vorlag oder nicht (Tabelle 17). TlpD schien also unter den gewéhlten
Bedingungen fir eine Reaktion auf den Gradienten des metabolischen Inhibitors essenziell

ZU sein.
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Die tlpABC-Mutante, welche als Sensor nur TIpD tragt, wies einen intermedidren
Phanotyp zwischen dem Wildstamm und der tjpD-Mutante auf. Wahrend ohne
Myxothiazolzugabe noch 48 Zellen in das zweite Reservoir wanderten, befanden sich bei
Vorliegen eines Inhibitorgradienten signifikant (p = 0,017) weniger Zellen (ca. 26,3) im
beobachteten Bereich (Tabelle 17). Der Effekt war aber geringer als im Wildstamm.

Tabelle 17: Anzahl der Bakterienzellen, die in den verwendeten Chemotaxis-p-Slides in das
zweite Reservoir wanderten.

Mutante Anzahl der Zellen ohne Anzahl der Zellen mit
Myxothiazol Myxothiazol

H. pylori N6 wt 63+9,2 1,4+0,2

H. pylori N6 tlpD 37 £8,6 24+49

H. pylori N6 tlpABC 48 +4.8 26+1,2

7.5 Untersuchung verschiedener Substanzen in ihrer Wirkung auf
das Verhalten von H. pylori

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass es bei H. pylori eine taktische Antwort gibt,
die von der Aktivitdt des bakteriellen Metabolismus abhéangt. Der Mechanismus der
Wahrnehmung ist bisher unklar. Um diesen genauer zu untersuchen, wurde die Wirkung
weiterer Substanzen auf das Verhalten von H. pylori in Flissigmedium und im spatial assay
qualitativ untersucht. Es wurden Untersuchungen mit einer Reihe von Quinonen
(Benzoquinon, Dichlorobenzoquinon, Methylnaphtoquinon, Naphtoquinon), einem Inhibitor
der terminalen Oxidase (KCN) (Nagata et al., 2001), einem Protonenpumpeninhibitor
(Omeprazol), einem Katalaseinhibitor (Amino-Triazol), einem wachstumshemmenden
Eisenchelator (Desferroxamin) (Dial et al., 1998), einem Inhibitor der Pyruvat:Ferredoxin-
Oxidoreduktase (Nitozoxanid) (St Maurice et al., 2007) und verschiedenen Redox- und
Energieaquivalenten (NAD, NADP, FAD, ATP) durchgeflhrt (siehe Diskussion 8.6).

Omeprazol ist ein Inhibitor der gastrischen H*/K*-ATPase (Fellenius et al., 1981) und
es wurde bereits eine inhibitorische Wirkung auf das Wachstum von H. pylori gezeigt (lwahi
et al., 1991; Suerbaum et al, 1991). Der exakte Wirkmechanismus von Omeprazol auf
H. pyloriist jedoch nicht aufgeklart (siehe Diskussion 8.6).

Statistisch auswertbare, quantitative Daten konnten bisher lediglich aus den
Experimenten mit Omeprazol gewonnen werden (Abbildung 28). Erste qualitative
Beobachtungen aus den Experimenten der Untersuchungen der anderen Substanzen
werden daher lediglich in der Diskussion kurz angesprochen. Fir die Untersuchung der
Wirkung von Omeprazol wurde der H. pylori-N6-Wildstamm in RPMI1640-Medium + 3% FCS
nach Zugabe verschiedener Omeprazolkonzentrationen beobachtet (Abbildung 28), und die
Anzahl der stops sowie die Geschwindigkeit bestimmt. Die Anzucht der Bakterien erfolgte
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wie beschrieben (siehe Methoden 6.20). Die Anzahl der stops fiel mit steigender
Omeprazolkonzentration linear ab. Ab einer Konzentration von mehr als 350 uM zeigten die
Bakterien keine stops mehr. Die Bakterien sind mit einer Geschwindigkeit von ca. 30 ym/s
langsamer als unter ungehemmten Bedingungen, aber noch gut beweglich. Die
beobachteten Verhaltensédnderungen (Verringerung der Anzahl an stops, verlangsamte
Bewegungsgeschwindigkeit) begrindet sich mdglicherweise in einer Hemmung der
bakteriellen Atmungskette (NADH-Dehydrogenase), wie sie bereits fir das nahe verwandte
Lansoprazol gezeigt wurde (Nagata ef al., 2001) (siehe Diskussion 8.6).
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Abbildung 28: Verhalten von H. pylori N6 in RPMI1640-Medium + 3% FCS in Abhangigkeit von
unterschiedlichen Konzentrationen an Omeprazol. Die Balken geben die durchschnittliche Anzahl
der stops pro 3 Sekunden inklusive Standardabweichung an. Die gestrichelte Linie gibt die
durchschnittliche Geschwindigkeit der Bakterien inklusive Standardabweichung an.

7.6 Lokalisierung von TlpD in H. pylori N6

7.6.1 TIpD ist in der I6slichen und in der unléslichen Fraktion von
H. pylorilokalisiert

Der Sensor TlpD, flr welchen in den vorangegangenen Abschnitten dieser Arbeit eine
zentrale Rolle im metabolismusabhangigen Verhalten gezeigt wurde, besitzt im Gegensatz
zu den anderen beschricbenen Sensoren von H. pylori keine vorhergesagten
Transmembrandomanen. Die genaue Lokalisierung des Proteins ist unklar. Fir verschiedene
bakterielle Sensoren ohne Transmembrandoméanen wurden unterschiedliche Arten der
Lokalisierung in der Bakterienzelle, wie zytosolisch, z.B. fur TIpC aus R. sphaeroides oder
auch membranér z.B. fir McpS aus P. aeruginosa beschrieben (siehe Einleitung 4.2.4). Die
Lokalisierung des Sensors TlpD kann mdéglicherweise einen Hinweis auf den Mechanismus
der Reizwahrnehmung geben. Der oben beschriebene Komplementationsstamm, der eine
TlpD-V5-tag-Fusion exprimiert, erleichterte aufgrund der hohen Spezifitét des verfligbaren a-
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V5-Antikérpers die genauere Aufklarung der Lokalisierung des Proteins, die zuerst durch
eine Westernblot-Analyse einzelner bakterieller Zellfraktionen vorgenommen wurde.
Bakterien der Stdamme H. pylori N6 wt, N6 tjpD und N6 tipD/TlpD-V5 wurden fir eine grobe
Fraktionierung mit Ultraschall aufgeschlossen, mittels Zentrifugation in ihre l6slichen und
unléslichen Bestandteile aufgetrennt (siehe Methoden 6.14) und mit SDS-PAGE und
Westernblots analysiert (siehe Methoden 6.15). In Abbildung 29 ist zu sehen, dass TlpD in
der unléslichen und in der ldslichen, zytosolischen Fraktion detektiert werden konnte. Dies
war sowohl mit dem o-V5-Antikérper als auch mit einem o-E. coli-Tsr-Antiserum maoglich. In
der lbslichen Fraktion, die vorwiegend cytoplasmatische Proteine enthélt, konnte im
komplementierten Stamm (H. pylori tlpD/TlpD-V5) mehr TlpD detektiert werden als im
Wildstamm. Ein mdglicher Grund hierfir ist die Plasmidlokalisierung des fir TlpD-V5
kodierenden Gens. Damit kommt fir dieses Gen eine auch in den Gesamtzelllysaten
beobachtete Uberexpression durch die Verwendung des pHel2-basierten Vektors pCJ522
zustande, welcher in zwei bis finf Kopien in der Bakterienzelle vorliegt (Heuermann und
Haas, 1998). In der Membranfraktion dagegen war die Menge an TlpD in Wildstamm und
komplementierter Mutante ahnlich.
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Abbildung 29: Westernblot-Analyse zum Nachweis von TlpD im H. pylori-N6-Wildstamm, in der
H. pylori-N6-tipD-Mutante und in der H. pylori-N6-tipD/TIpD-V5-Mutante. LF: I6sliche Fraktion;
UF: unlésliche Fraktion. Die gefiillten Pfeile deuten jeweils auf die TlpD-spezifische Bande. Primarer
Antikdrper: Maus-o-V5 1:10.000 bzw. Kaninchen-o-Tsr 1:1.000. Sekundarer Antikérper: POX-Ziege-o-
Maus 1:25.000 bzw. POX-Ziege-a-Kaninchen 1:25.000.
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7.6.2 Nachweis von TIpD in intakten Bakterien durch
Fluoreszenzmikroskopie

Um die Lokalisierung von TIpD innerhalb des Cytosols und der Membran genauer zu
untersuchen, wurde eine Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Ziel dieses Versuches war es,
mogliche Cluster an Sensorprotein in Cytosol und Membran, beispielsweise an den
Zellpolen, so wie sie bereits fir eine Reihe andere Spezies beschrieben wurden (siehe
Einleitung 4.2.4), sichtbar zu machen. Bakterien der tlpD/TIpD-V5-Mutante wurden fixiert,
permeabilisiert und TlpD-V5 mit Hilfe eines spezifischen o-V5 Antikdrpers detektiert (siehe
Methoden 6.19). In Abbildung 30 ist zu sehen, dass TlpD-V5 sowohl im Cytoplasma als auch
angereichert nahe der Peripherie nahe gewiesen werden konnte. Eine deutliche
Akkumulation in Clustern z.B. nahe den Polen konnte nicht regelmaBig festgestellt werden.
In den entsprechenden Kontrollen (H. pylori-N6-Wildstamm, H. pylori-N6-tipD-Mutante)
konnte in Kontrollfluoreszenzpraparaten kein Signal nachgewiesen werden (Abbildung 31).
Teilweise waren starkere Anhdufungen von Signalintensitat nahe an einer Polkappe oder in
der mittleren Region eines Bakteriums zu beobachten (siehe Diskussion 8.7).

Abbildung 30: Immunfluoreszenzfarbung von H. pylori N6 tipD/TlpD-V5. Primé&rer Antikérper:
Maus-a-V5 (1:1.000). Sekundérer Antikorper: Alexa*®-Ziege a-Maus (1:5.000)
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Abbildung 31: Immunfluoreszenz unterschiedlicher H. pylori-N6-Mutanten als Kontrolle;
Primarer Antikdrper: Maus-a-V5 (1:1.000). Sekundérer Antikorper: Alexa*®®-Ziege-o-Maus (1:5.000)
A: H. pylori-N6-Wildstamm; Durchlichtaufnahme; B: H. pylori-N6-Wildstamm; Fluoreszenzaufnahme;
C: H. pylori-N6-tlpD-Mutante; Durchlichtaufnahme; D: H. pylori-N6-tipD-Mutante;
Fluoreszenzaufnahme; E: H. pylori N6 tipD/TlpD-V5; Durchlichtaufnahme; F: H. pylori N6 tipD/TIpD-
V5; Fluoreszenzaufnahme.
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7.7 Charakterisierung der funktionellen Verknipfung maoglicher
Interaktionspartner von TlpD

In den oben beschriebenen Experimenten (Westernblot-Analyse, Immunfluoreszenz) konnte
gezeigt werden, dass sich TlpD auBer in der I6slichen Fraktion auch in der Membranfraktion
befindet. Da TIpD keine vorhergesagten Transmembrandomanen besitzt, ist der
Mechanismus der Lokalisierung in der Membran unklar. Eine mdégliche Erklarung dafir ist ein
Membrananker oder eine Interaktion mit einem anderen Protein, welches in der Membran
verankert oder mit der Membran assoziiert ist. In den folgenden Abschnitten werden
Experimente beschrieben, durch die die Auswirkungen verschiedener mdoglicher
Interaktionspartner auf die Lokalisierung von TlpD untersucht wurden. Bisher konnte lediglich
die Existenz der Energiewahrnehmung durch TIpD gezeigt werden, jedoch nicht der
Mechanismus aufgeklart werden. Daher wéare von Vorteil, wenn die Identifizierung moglicher
Interaktionspartner neben der Aufklarung des Mechanismus der Membranlokalisierung auch
Hinweise zu Mechanismen der Energiewahrnehmung durch TIpD liefern kénnte. Da TlpD im
sensorischen Bereich keine eindeutige Homologie zu charakterisierten Energiesensoren
aufweist, zogen wir als alternatives Funktionsmodell in Betracht, die Energiewahrnehmung
geschahe mdoglicherweise mit Hilfe eines Interaktionspartners.

7.7.1 Untersuchung der Beteiligung der Histidinkinase CheAY2 und der
Sensoren TIpA, TipB und TIpC an der Lokalisierung von TipD

Die heteropolymere Molekilanordnung und Proteininteraktionen im Chemotaxisapparat in
anderen Bakterienspezies (Maddock und Shapiro, 1993; Sourjik und Berg, 2000; Ames et
al., 2002; Studdert und Parkinson, 2005) legt eine Interaktion von TlpD mit der Histidinkinase
CheAY2 sowie mit den anderen Sensoren TIpA, TlpB und TIpC nahe. Die Histidinkinase
CheAY2 leitet wahrscheinlich das Signal der Sensoren Uber CheY1 weiter zum
Flagellenapparat (siehe Einleitung 4.2.1). In E. coli wurde zusétzlich eine Interaktion
verschiedener Sensordimere und eine daraus resultierende Stabilisierung der Funktion und
Lokalisierung beschrieben (Ames et al., 2002; Studdert und Parkinson, 2005). Um eine
mogliche Rolle der genannten Proteine in der Lokalisierung von TlpD zu untersuchen,
wurden Bakterien der Stdmme H.pylori N6 cheAY2 und tIpABC mit Ultraschall
aufgeschlossen, durch Zentrifugation fraktioniert und mit Hilfe einer SDS-PAGE und eines
Westernblots analysiert (siehe Methoden 6.15 und 6.16). Wahrend in der tlpABC-Mutante
TlpD wie beim Wildstamm in der unléslichen Fraktion zu finden war, lieB sich das Protein in
der cheAY2-Mutante nicht mehr in der unléslichen Fraktion detektieren (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Westernblot-Analyse zum Nachweis von TlpD in der Iéslichen und unléslichen
Fraktion der Stamme H. pylori N6, H. pylori N6 tiIpABC (A) und H. pylori N6 cheAY2 (B). Primérer
Antikérper: Kaninchen-o-E. coli-Tsr (1:1.000). Sekundérer Antikérper: POX-Ziege-o-Kaninchen
(1:20.000). Die Pfeile deuten jeweils auf die TlpD-spezifische Bande. C: Fraktionierungskontrolle
der einzelnen H. pylori-Mutanten. Primarer Antikdrper: Kaninchen-o-FIhA (1:2.000). Sekundérer
Antikérper : POX-Ziege-o-Kaninchen (1:10.000). Der Pfeil deutet auf die FIhA-spezifische Bande.
UF: unldsliche Fraktion; LF: I6sliche Fraktion

Zusatzlich wurden Mutanten analysiert, welche das TIpD-V5 (berexprimierten
(H. pylori N6 Wildstamm TIpD-V5;  H. pylori cheAY2 TIpD-V5;  H. pylori tibABC TIpD-V5;
Tabelle 10). Die Verwendung des a-V5-Antikdrpers erlaubte eine sensitivere Detektion von
TIpD. Hier zeigte sich bezuglich der Membranfraktionen ein anderes Bild: TlpD-V5 konnte in
den unl6slichen Fraktionen aller untersuchten Mutanten detektiert werden (Abbildung 33):
Wildstamm/TIpD-V5 (Spur 6), cheAY2/TpD-V5 (Spur 7) und tipABC/TIpD-V5 (Spur 8). Zum
Vergleich: In der cheAY2-Mutante war der Nachweis von nativen TIpD in der
Membranfraktion mit a-E. coli-Tsr-Antikdrper (Abbildung 32) nicht mdglich. Fir die l6slichen
Fraktionen der verschiedenen Mutanten konnten die erhaltenen Ergebnisse reproduziert
werden. TIpD-V5 konnte in der léslichen Fraktion des Wildstammes (Spur 1), der
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cheAY2/TlpD-V5-Mutante (Spur 2), der tiIpbABC/TIpD-Mutante (Spur 3) und der tljpD/TlpD-V5-
Mutante (Spur 4) nachgewiesen werden (Abbildung 33). Kein TIpD-V5 wurde im
Gesamtzelllysat der tjpD-Mutante (Spur 5) gefunden. Auffallig war, dass sowohl in der
cheAY2- (Spur 7) als auch in der tlpABC-Mutante (Spur 8) weniger TIpD-V5 in der
unléslichen Fraktion zu finden war als in der unléslichen Fraktion des Wildstammes. Dies
spricht woméglich fur einen stabilisierenden Effekt der Proteine CheAY2 bzw. TIpA, TlpB und
TIpC auf die Lokalisierung von TlpD-V5 in der Membran (siehe Diskussion 8.7).

UF LF

Abbildung 33: Westernblot-Analyse zum Nachweis von TIpD-V5 in der I6slichen und
unléslichen Fraktion der Stamme H. pylori N6 TlpD-V5, H. pylori N6 tIpABC/TIpD-V5 und
H. pylori N6 cheAY2/TIlpD-V5. Priméarer Antikdrper: Maus o-V5 (Invitrogen) (1:10.000). Sekundarer
Antikdrper: POX-Ziege-a-Maus (1:25.000); LF: Iésliche Fraktion. UF: unlésliche Fraktion. Der Pfeil
deutet auf die TlpD-V5-spezifische Bande. 1: H. pylori N6 TlpD-V5; I6sliche Fraktion; 2: H. pylori N6
cheAY2/TIpD-V5; lésliche Fraktion; 3: H. pylori N6 tiIpABC/TIpD-V5; lésliche Fraktion; 4: H. pylori N6
tibD/TIpD-V5; 6sliche Fraktion; 5: H. pylori N6 tlpD; Gesamtzelllysat; 6: H. pylori N6/TlpD-V5;
unlésliche Fraktion; 7: H. pylori N6 cheAY2/TIpD-V5; unlésliche Fraktion, 8: H. pylori N6 tipABC/TIpD-
V5; unlésliche Fraktion

7.7.2 Untersuchung der Beteiligung von HP0697 und HP1033 an der
Lokalisierung von TipD

Sowohl die membranare Lokalisierung von TIpD, als auch die Wahrnehmung der
metabolischen Verhaltnisse hangt méglicherweise mit einem bislang unbekannten
Interaktionspartner zusammen. Daher sind in diesem Zusammenhang die Proteine von
Interesse, fur die Hinweise auf eine Interaktion mit TlpD vorliegen. Zwei weitere potenzielle
Interaktionspartner des Proteins TlpD wurden mit Hilfe einer Yeast-Two-Hybrid-Analyse
(Hybrigenics, http://pim.hybrigenics.com) identifiziert und von uns in Datenbanken gefunden.
Laut der offentlich zugénglichen Datenbank von Hybrigenics ist das Produkt des Gens
HP1033 ein TIpD-Interaktionspartner der Kategorie A (e-Wert: 10°%). Das Produkt des Gens
HP0697 wurde als Interaktionspartner der Kategorie B klassifiziert (e-Wert: 10%). Die e-
Werte, die die Fehlerwahrscheinlichkeit fur die gefundene Interaktion angeben, sind sehr
niedrig. Daher ist im vorliegenden Fall die Wahrscheinlichkeit hoch, dass die gefundenen
experimentellen Interaktionen eine echte Interaktion in vivo bedeuten. Die Kategorie gibt
entsprechend des e-Wertes die Verldsslichkeit der beobachteten Interaktion an, wobei
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Interaktionen der Kategorie A die verlasslichsten sind. Aufgrund dieser zuverlassigen
Vorhersagen wurden Mutanten in den Genen HP0697 und HP1033 fur weitere
Untersuchungen konstruiert. Das Gen HP1033 ist bislang nicht annotiert und weist keine
Homologien zu charakterisierten Proteinen in den Datenbanken auf (BLAST-Suche in NCBI-
nr-Datenbank vom 7.01.2009; Version 2.2.19+). Seine Funktion ist somit unbekannt. Das
Gen HP0697 kodiert fuir die Gammauntereinheit der Acetoncarboxylase (Annotation des
homologen Gens HPAG_0682 im Stamm H. pylori HPAG1; Oh et al., 2006). Die Gene
wurden jeweils mittels der Plasmide pCJ532 bzw. pCJ537 in einer allelischen
Austauschmutagenese durch eine Kanamycinresistenzkassette unterbrochen und so
ausgeschaltet (Tabelle 9, Tabelle 10, Methoden 6.12). Nachstes Ziel war, zu beobachten, ob
sich TlpD-vermittelte Funktionen oder die Lokalisierung von TlpD in den Mutanten &ndern.
Die Mutanten wurden fiir ca. 16 h auf Blutagarplatten angezlichtet und anschlieBend in 0,9%
NaCl aufgenommen und gewaschen. Die Bakterien wurden mit Ultraschall aufgeschlossen,
mittels Zentrifugation fraktioniert und mit Hilfe einer SDS-PAGE und einer Westernblot-
Analyse in Bezug auf die Lokalisierung von TIpD hin analysiert (siehe Methoden 6.14, 6.15
und 6.16). In Abbildung 34 ist zu sehen, dass TlpD in beiden Mutanten in den unléslichen
Fraktionen detektiert wurde (Spur 2 und 4). Auffallend war, dass in der Mutante HP0697
TIpD nicht in der I6slichen Fraktion detektiert wurde (Spur 1).
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Abbildung 34: Westernblot-Analyse zum Nachweis von TlpD in der Iéslichen und unléslichen
Fraktion der Stamme H. pylori N6, H. pylori N6 HP0697 und H. pylori N6 HP1033. Primarer
Antikdrper: Maus-a-E. coli-Tsr (1:1.000). Sekundarer Antikérper: POX-Ziege-a-Maus (1:20.000). Der
Pfeil deutet auf die TlpD-spezifischen Bande. 1: H. pylori N6 HP0697; I16sliche Fraktion; 2: H. pylori N6
HP0697; unldsliche Fraktion; 3: H. pylori N6 HP1033; l6sliche Fraktion; 4: H. pylori N6 HP1033;
unlésliche Fraktion; 5: H. pylori N6; 16sliche Fraktion; 6: H. pylori N6; unlésliche Fraktion; 7: H. pylori
N6 tlpD; Gesamtzelllysat

Dartber hinaus wurden die beiden Mutanten auch in Flissigmedium (RPMI1640 +
3% FCS) bezlglich ihres Verhaltens untersucht. Bislang wurden keine quantitativen Daten
erhoben. Es fand lediglich eine qualitative Beurteilung des Phénotyps statt. Es konnten dabei
keine offensichtlichen Unterschiede im Vergleich zum Verhalten des Wildstammes
festgestellt werden. Die Ubrigen aus publizierten Arbeiten (Hybrigenics) ersichtlichen
potenziellen Interaktionspartner der Gene HP0697 und HP1033 wurden ebenfalls

dokumentiert und auf einen méglichen Zusammenhang zum Chemotaxisapparat tUberprift.
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Alle bekannten potenziellen Interaktionspartner der Genprodukte von HP0697 und HP1033
erlaubten bisher keine weitere Hypothese bezliglich der Art und Funktion der Interaktion von
HP0697 und HP1033 mit TIpD (Tabelle 18).

Tabelle 18: Potenzielle Interaktionspartner von HP0697 und HP1033. In der Tabelle sind jeweils
die Gennamen und die Annotation der potenziellen Interkationspartner angegeben. AuBerdem wird
die statistische  Klassifizierung der Interaktion  angegeben. Alle  Angaben laut
http://pim.hybrigenics.com

Protein Interaktionspartner Annotation Kategorie (e-Wert)
HP0697 DnaG DNA Primase A (10°%)
HP0696 N-Methylhydantoinase A (10%)
HP1423 Vorhergesagte kodierende A (10™)
Region
AroQ 3-Dehydroquinat- B (10"
dehydratase
TlpD Chemosensor B (10%)
HypF Transkriptionsregulator C (107
HP1033 TlpD Chemosensor A (10°%)
FutB Alphat,3- C (10
fucosyltransferase

Weitere mogliche Interaktionspartner von TpD konnten im Interaktom von C. jejuni
gefunden werden (Parrish et al., 2007). Das zu TlpD homologe Protein Cj0488c zeigte
Interaktionen zu den Proteinen CheV, TrpF (N-(5-phosphoribosyl)-Anthranilat-lsomerase),
PyrH (Uridylat-Kinase), Cj0854c und Cj1680c. Zu den Genen cheV, trpF und pyrH finden
sich die entsprechenden Homologen in H. pylori, lassen jedoch zur Zeit keine Hypothese
zum Mechanismus der Energiewahrnehmung zu. Zu Cj1680c findet sich in H. pylori kein
homologes Protein. Das zu Cj0854c homologe Protein ist das hypothetische,
periplasmatische Protein HP0236. Da zu diesen moglichen Interaktionspartnern bislang
keine weiteren experimentellen Untersuchungen stattgefunden haben, wird auf diese
Méglichkeiten der Interaktion lediglich in der Diskussion naher eingegangen (siehe
Diskussion 8.7).

7.7.3 Untersuchung der Beteiligung von HP0600 an der Funktion von
TipD

Als weiterer moglicher Kandidat fUr eine Interaktion mit TlpD erschien das Produkt des
unmittelbar benachbarten, im gleichen Operon organisierten, nicht annotierten Gens HP0600
(Stamm KE26695). Eine Analyse der Sequenz (siehe Methoden 6.6) im Stamm H. pylori N6
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im Vorfeld einer méglichen Mutagenese ergab, dass das Gen HP0600 im Stamm H. pylori
N6 im Vergleich zum sequenzierten Stamm KE26695 nur unvollstédndig vorliegt. Lediglich
26 bp am 5°-Ende und 86 bp am 3°-Ende des Gens sind als zusammenhangender kleiner
offener Leserahmen vorhanden; die dazwischen liegenden 1670 bp sind deletiert (Abbildung
35). HP0600 spielt also vermutlich keine Rolle in Funktion und Lokalisierung von TlpD in der
Membran im Stamm H. pylori N6, da das Gen HP0600 praktisch nicht existiert. Zusatzlich
wurden Allelenaustauschmutanten im Gen HP0600 in den Stammen B128 (an die
Mongolische Rennmaus adaptierter Stamm) und L7 (asiatisches Isolat mit guter
Transformierbarkeit) konstruiert (Tabelle 10), um den Effekt des Verlust des Gens in
Wildstdmmen mit einer funktionellen Kopie des Gens HP0600 zu untersuchen. Bei der
Untersuchung der Allelenaustauschmutanten im Gen HP0600 in temporal assays in den
Stammen H. pylori B128 und L7 in RPMI1640-Medium + 3% FCS konnten keine
offensichtlichen phéanotypischen Auffalligkeiten in Bezug auf Anzahl der stops und
Geschwindigkeit beobachtet werden. Da, basierend auf den Untersuchungen im Stamm
H. pylori N6, eine Beteiligung des Gens HP0600 in der Funktion von TlpD unwahrscheinlich
erschien, fand die Beurteilung des Phanotyps der Mutanten HP0600 in B128 und L7 bisher
lediglich qualitativ statt. Quantitative Daten wurden nicht erhoben.
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* 40 * 60 * 80 * 100 * 120

N6 H 26

KE26695 : AGCATTCCTCTAAGGACTTTCATTTTACTCTATAAAAGCTCACCAAAATGTGTTGTGTTGGCATCAATTACAGTGCTATTTATCGGCATTATT : 120

ATGCAAACAC AA GGATACCATAAA

* 140 * 160 * 180 * 200 * 220 * 240

N6 H H -

KE26695 : CCATCTATAAATATTCTTGTTATGATAAGATTGATTGATATTGTGGTAAACCTATTGCAAAATCATACGCATTTTGAATACAGCTTGCTGTTACCAACTTTGCTACTATGGGGAGCCTTG : 240
* 260 * 280 * 300 * 320 * 340 * 360

N6 H H -

KE26695 : CTGTTTTTAACGCATGTGTTCTCAGGAATTTCATCAAGCTTGCAAACCATTATTGCTGAACAATTTTCTATAAACATCATCACTCAGCTTGCTAAT. CTCAC. GTT. TCTA : 360
* 380 * 400 * 420 * 440 * 460 * 480

N6 H H -

KE26695 : AATTTTTTTGAAAACAAAGATCACACTATTAAGCTTAACGCTATCCACAACGGTCTATACATCCGTCCCCTAAATTATGTCAGTAATCTATTTTTTAACTTGCAACGCATTATAGGGCTT : 480
* 500 * 520 * 540 * 560 * 580 * 600

N6 H H -

KE26695 : GTGAGTCTGTTTGGGATATTATTTTCCATTAGTATTTATCTACCCTTTATAATGATTTTTGCAACAGTGCCTTGTATTTTCATCTCCAATCATATAGCAAARAAACATAGCGCTTCCATA : 600
* 620 * 640 * 660 * 680 * 700 * 720

N6 H H -

KE26695 : GATAAGCTTCAAGAC. GAGAGCATAC. TTATCTATATTCTGGACTAGATAACC, GAACAAGGATAACCTATTATTTAACTTCATGCTAAATTTTCATCATAAATTCATT : 720
* 740 * 760 * 780 * 800 * 820 * 840

N6 H H -

KE26695 : GAAAACAAAGAATTATATATCAATCATTTTGTGAAAATCGCCCAAAAAAACTTAACGCTTACCATATATGCTGATATTTTAACAACCATTCTAAGTATCGCACTATTTTTTCTAATGGTT : 840
* 860 * 880 * 900 * 920 * 940 * 960

N6 H H -

KE26695 : TTTATTATCCTTTCAAAATTAATTGGTGTGGGAGCAATTGCTGGGTATATCCAAGCGTTTAGCTACACTGAGCAGCAACTACAATATTTGTCGTTTTATGGAAAGTGGTTTTTTGCTATC 960
* 980 * 1000 * 1020 * 1040 * 1060 * 1080

N6 H H -

KE26695 : AATAAATACTTTGAAAATTATTTCTGTATTTTAGATTAC. TGCC. CCAG. CAC. TCAGATTAGAAG TCCATAGCATTACATTTGAAAATATTAGTTTCTCTTAT : 1080
* 1100 * 1120 * 1140 * 1160 * 1180 * 1200

N6 H H -

KE26695 : CCTAATTCAAAACTTATTTTTGAAAACTTTAATCTCTCTTTACACTCTAATAAAATTTATGCATTAGTCGGCAAGAATGCTAGCGGAAAAACCACGCTGATTAAATTATTGCTAGGGTTT : 1200

* 1220 * 1240 * 1260 * 1280 * 1300 * 1320
N6 : H -
KE26695 : TATACCCCAAATTCAGGTCAAATTATCATTAATAACAARATACCCACTACAAGACTTGGAACTAAATAGCTACCATCAACAAATGAGTGCCATATTCCAAGATTTTTCTCTTTATGCTGGG : 1320

* 1340 * 1360 * 1380 * 1400 * 1420 * 1440
N6 H H -
KE26695 : TATAGCATTGATGATAATCTCTTCATGC. CAACCCCACAAGAGAG CTAAAAC. GAG TACT. TCTTTTGATG. TTTTC. TTGTCTTAATGATTATAGC : 1440
* 1460 * 1480 * 1500 * 1520 * 1540 * 1560
N6 H H -

KE26695 : AACGCATTATTTGGAACACAATATAATGGTGTAGATTTTTCTCTAGGTCAAAAGCAACGCATAGCCACTATAAGAGCCTTTTTAAAACCAAGTCATTGCATTGTTTTAGATGAGCCAAGC : 1560

* 1580 * 1600 * 1620 * 1640 * 1660 * 1680
N6 : H -
KE26695 : AGCACCATCGATCCCATTATAGAAAAAGAGTTTTTGGATTTTATTTTTAAAAAATCGCAATCTAAGATGGCTTTAATCATTACACACCGCATGAATAGTGTCAAGCAGGCTGATGARATT : 1680

N6 H
KE26695 :

Abbildung 35: Alignment der Nukleotidsequenzen des Gens HP0600 aus H. pylori KE26695 und
H. pylori N6. Erstellt mit http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align.

7.8 Molekulare und biochemische Charakterisierung von H. pylori-
TipD

Obwohl in den vorangegangenen Abschnitten dieser Arbeit klar gezeigt werden konnte, dass
TlpD beim metabolismusabhangigen Verhalten von H. pylori eine wesentliche Rolle spielt,
war der genaue Mechanismus der Beteiligung von TlpD an der Energietaxis weiterhin unklar.
Zusétzliche Hinweise in Bezug auf Struktur und Funktion des Proteins kdnnen weitere
biochemische Analysen des isolierten TlpD-MolekUls geben. Eine konkrete Fragestellung die
sich im Zusammenhang mit der Struktur des Proteins ergab, war beispielsweise die Frage
nach kovalenten Modifikationen. Da es aus vorangegangenen Experimenten (Abbildung
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32A), den Hinweis gab, dass TlpD, welches vermutlich in der Membranfraktion (unléslich)
vorlag, eine héhere molekulare Masse hat als das zytosolische TlpD und somit eventuell
modifiziert sei, wurde von Anfang an vorgesehen TlpD getrennt aus der I8slichen und der
unléslichen Fraktion von H. pylori zu reinigen. Ebenfalls wurde aus diesem Grund
entschieden, TlpD direkt aus H. pylori und nicht aus E. coli zu reinigen, damit Informationen
aus dem nativen System zur Verfligung gestellt werden. Darlber hinaus kann nativ
gereinigtes TIpD die Identifizierung mdglicher (oder tatsachlich noch gebundener)
Interaktionspartner und Liganden erleichtern. Die Isolierung aus H. pylori war auch
deswegen winschenswert, da gezielt nach den angesprochenen Modifikationen gesucht
wurde, welche bei einer heterologen Expression in z.B. E. coli vermutlich nicht vorliegen
wirden. Von besonderem Interesse waren dabei mégliche Modifikation wie Glykosylierungen
oder Acylierungen, welche mdglicherweise zu einer Verankerung in der Membran beitragen
kénnten. Zur Durchfiihrung der Reinigung wurde ein TlpD-Hiss-Fusionsprotein kodierendes
Plasmid (pCJ545) konstruiert (sieche Methoden 6.9) und eine H. pylori-N6-tljpD-Mutante damit
transformiert. Die erhaltene tlpD/TIpD-Hiss-Mutante wies einen ahnlichen Phanotyp beziiglich
des Verhaltens auf, wie tlpD/TIpD-V5-Mutante. Dies bestatigte die Funktionalitat des TIpD-
Hise-Proteins. Die Isolierung des Proteins aus H. pylori erfolgte mittels einer
Affinitdtschromatographie mit einer stationaren Phase an Ni-NTA-Agarose. Bei einer Ni-NTA-
Affinitatschromotagraphie erfolgt die Bindung des Proteins durch einen Hisg-fag, welcher die
Metallionen chelatiert und so das Protein an der Matrix immobilisiert. Fir die Elution gibt es,
je nach Anwendung, verschiedene Herangehensweisen, welche in den folgenden beiden
Abschnitten naher erldutert werden (siehe Abschnitt 7.8.1; Abschnitt 7.8.3). Die TlpD-Hise-
synthetisierenden Bakterien wurden fir ca. 16 Stunden auf Blutagarplatten kultiviert, mit
Ultraschall aufgeschlossen und durch Zentrifugation fraktioniert (siehe Methoden 6.14). Das
Protein wurde anschlieBend aus der I8slichen Fraktion auf native und aus der unléslichen

Fraktion auf denaturierende Weise aufgereinigt.

7.8.1 Reinigung des Sensors TlpD-Hisg aus der Iéslichen Fraktion von
H. pylori N6

Die Reinigung des Proteins TlpD-Hisg aus der léslichen Fraktion konnte auf native Weise
erfolgen. Die Elution erfolgte bei der nativen Reinigung durch einen Imidazolgradienten
(siehe Methoden 6.17.1). Imidazol destabilisiert die Bindung des Hise-tag zu den
matrixgebundenen Ni**-lonen. Daher wurde mit steigenden Imidazolkonzentrationen
gewaschen, um nach und nach unspezifisch gebundene Proteine zu eluieren. Die Elution
von TlpD-Hisg erfolgte mit einer Imidazolkonzentration von 250 uM. Fir dieses Experiment
wurde ein Waschschritt mit 30 mM Imidazol (10 ml) und ein weiterer mit 80 mM Imidazol
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(3 ml) durchgeflhrt. Die Fraktionen der Waschschritte und des Eluats wurden mit einer SDS-
PAGE und Coomassie-Farbung analysiert (Abbildung 36). In den ersten beiden Spuren (1, 2)
sind die l6sliche Fraktion der Bakterien vor der Zugabe zu der Affinitdtsmatrix, sowie der
Durchfluss nach Auftrag auf die Saule zu sehen. TlpD-Hisg ist in diesen Fraktionen nicht als
spezifische Bande identifizierbar. Wéahrend des Waschens mit 30 mM Imidazol wurden der
erste und der letzte Milliliter des 10-ml-Volumens gesammelt und analysiert (Spur 3, 4). Zu
Beginn des Waschens wurde noch eine betrachtliche Menge an unspezifisch gebundenen
Proteinen eluiert (Spur 3), in der letzten Fraktion dieses Waschschrittes wurde nur wenig
unspezifisch gebundenes Protein detektiert (Spur 4). Vermutlich konnte der GroBteil der
unspezifisch gebundenen Proteine entfernt werden. Bei dem Waschschritt mit 80 mM
Imidazol wurde eine betrachtliche Menge an TlpD-Hise eluiert (Spur 5 bis 7), jedoch mit
Verunreinigungen durch andere entweder unspezifisch gebundene oder ko-gereinigte
Proteine. In Spur 7 wurden nur noch wenige Proteine im Waschschritt detektiert. Somit war
ein groBer Teil der Verunreinigungen entfernt worden. Der Waschschritt mit 80 mM Imidazol
wurde wegen der groBen Menge an vorzeitig eluiertem TlpD lediglich mit einem Volumen
von 3 ml durchgefihrt. Beim letzten Elutionsschritt mit 250 mM (Spur 8 bis 12) wurde das
Protein mit wenigen Nebenbanden eluiert. Die gréBte Menge an TlpD-Hisg war in den
Fraktionen 8 bis 10 zu finden.
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Abbildung 36: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE der gesammelten Fraktionen der Reinigung von
TlpD-Hiss aus dem Cytosol. Spur 1: Losliche Fraktion von H. pylori N6 tipD/TlpD-Hisg;
Spur 2: Durchfluss durch die Saule nach Zugabe der Zytosol-Ni-NTA-Agarose-Suspension;
Spur 3 bis 4: Waschschritt mit 30 mM Imidazol; Spur 5 bis 7: Waschschritt mit 80 mM Imidazol;
Spur 8 bis 12: Elution mit 250 mM Imidazol

7.8.2 H. pylori-TlpD kann in L6sung stabile Dimere bilden

Die Fraktionen der nativen Reinigung wurden mit einer SDS-PAGE und einer Westernblot-
Analyse weiter untersucht. Dabei fiel auf, dass in den Fraktionen des 80-mM-Imidazol-
Waschschrittes trotz der denaturierenden Auftrennung eine weitere schwache Bande bei

einer GréBe von ca. 100 kDa mit dem a-Hise-Antikérper zu detektieren war (Abbildung 37).
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Dies entspricht der GréBe eines mdglichen TlpD-Dimers. Die mutmaBliche Dimerbildung war
am deutlichsten in der Fraktion 1 des 80-mM-Imidazol-Waschschrittes zu erkennen.
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Abbildung 37: Westernblot-Analyse der ersten Fraktion eines 80-mM-Imidazolwaschschrittes
einer nativen Proteinreinigung von TIpD-His¢ aus H. pylori N6 tipD/TlpD-Hisg. Priméarer
Antikdrper: Kaninchen-a-Hisg (1:2.500). Sekundarer Antikdrper: POX-Maus-o-Kaninchen (1:20.000).
Der Pfeil deutet auf die Bande mit einer TlpD-Hisg-Dimer-spezifischen GroBe.

7.8.3 Reinigung von TipD-Hisg aus der Membranfraktion von H. pylori

Um TlpD-Hisg aus der unléslichen Fraktion einer Bakterienzelle zu isolieren, kann eine
denaturierende Methode oder eine Detergenz-basierte Methode verwendet werden (siehe
Methoden 6.17.2). So wurde bei der Lyse der Zellen ein 8 M Harnstoffpuffer verwendet, um
das Protein in Lésung zu bringen. Das Waschen und Eluieren erfolgte anschlieBend mittels
eines pH-Gradienten. In Abbildung 38 sind die gesammelten Fraktionen der Reinigung nach
Auftrennung in einer SDS-PAGE und Coomassie-Farbung zu sehen. Auch hier sind keine
Unterschiede zwischen der unléslichen Fraktion vor Zugabe zur Saule (Spur 1) und dem
Durchfluss (Spur 2) erkennbar. Allgemein befindet sich in der unléslichen Fraktion der
Bakterien weniger Protein (Abbildung 38, Spuren 1 bis 20) als in der Iéslichen Fraktion
(Abbildung 36). Wahrend des Waschens mit Puffer C (Spuren 3 bis 8) und D (Spuren 9 bis
14) wurden verschiedene unspezifisch gebundene Proteine eluiert. Ein vorzeitiges Eluieren
und damit ein Verlust an TlpD-Hise, so wie es bei der Reinigung aus der Islichen Fraktion
der Fall war, wurden auf dem Coomassie gefarbten Gel nicht beobachtet. Beim
abschlieBenden Elutionsschritt mit Puffer E (Spuren 15 bis 20) wurde TlpD-Hise eluiert. Der
GroBteil des gereinigten Proteins war in den Fraktionen 15 und 16 zu finden. Im Rahmen der
denaturierenden Reinigung konnte keine Dimerbildung des Sensors TlpD-Hiss in den
Fraktionen beobachtet werden.
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Abbildung 38: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE der gesammelten Fraktionen der Reinigung von
TipD-Hisg aus der unléslichen Fraktion. Spur 1: Unldsliche Fraktion von H. pylori N6 tlpD/TIpD-
Hisg; Spur 2: Durchfluss durch die S&ule nach Zugabe der Membran-Ni-NTA-Agarose-Suspension.

Spur 3 bis 8: Waschschritt mit Puffer C. Spur 9 bis 14: Waschschritt mit Puffer D. Spur 15 bis 20:
Elution mit Puffer E. Der Pfeil deutet auf die TlpD-Hisg-spezifische Bande.

Zur Bestatigung der ldentitat des eluierten TlpD-Hiss, sowie zur dessen weiterer
Analyse wurde dieses auf ein SDS-Gel aufgetragen und anschlieBend eine Westernblot-
Analyse durchgefiihrt (siehe Methoden 6.15 und 6.16). Zum einen sollte die Qualitat der
Reinigung Uberpruft werden, zum anderen aber auch modgliche GrdéBenunterschiede
zwischen der I6slichen und nicht I6slichen Form von TlpD-Hiseg ndher untersucht werden. Der
Westernblot diente der ldentitatsbestimmung der Proteine. Von den beiden Aufreinigungen
wurde jeweils die Fraktion, mit der gréBten Menge an mutmabBlichem TlpD-Hisg (nativ:
Fraktion 9, Abbildung 36; denaturierend: Fraktion 16, Abbildung 38) mit einer SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieBend im Westernblot analysiert. Im SDS-Gel (Abbildung 39A) zeigte
sich, dass speziell bei der Reinigung aus dem Cytosol noch Verunreinigungen vorlagen
(Spur 1). Als Ursache dieser Nebenbanden kommen neben unspezifisch gebundenen
Proteinen auch ko-gereinigte Proteine und Abbauprodukte von TlpD-Hisg in Frage. Das, aus
der unléslichen Fraktion gereinigte TlpD-Hisg schien reiner vorzuliegen (Spur 2). Im SDS-Gel
waren keine Verunreinigungen mehr zu erkennen. Ein GréBenunterschied, wie er in friiheren
Fraktionierungen aufgefallen war (Abbildung 29), lie sich in diesem Fall nicht nachweisen.
In dem vorliegenden Gel hatte TlpD-Hiss aus beiden Fraktionen die gleiche Laufweite
(Abbildung 39A). Die TIpD-Hiss-Detektion im Westernblot (Abbildung 39B) erfolgte mittels
eines o-Hisg-Antikdrpers. In Abbildung 39 ist zu erkennen, dass die prominente Bande mit

der GréBe von ca. 50 kDa mit dem a-Hisg-Antikdrper erkannt wurde und es sich somit um
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das TlpD-Hise-Fusionsprotein handelt. In der Elutionsfraktionen der Reinigung konnte keine
Dimerbildung des Sensors TlpD-Hisg beobachtet werden (siehe Diskussion 8.7).
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Abbildung 39: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE und Westernblot der Fraktion 9 der nativen und
der Fraktion 16 der denaturierenden Reinigung (Abbildung 36; Abbildung 38) A: SDS Gel:
Spur 1: Fraktion 9 der nativen Reinigung. Spur 2: Fraktion 16 der denaturierenden Reinigung
B: Westernblot: Spur 3: Fraktion 9 der nativen Reinigung; Spur 4: Fraktion 16 der denaturierenden
Reinigung. Primarer Antikérper: Kaninchen-a-Hisg (1:2.500). Sekundarer Antikérper: POX-Maus-
o-Kaninchen (1:20.000). Die Pfeile deuten auf mdgliche Kontaminationen des Eluats der nativen
Reinigung hin.

7.8.4 Weitere Reinigung des TIpD aus der lIéslichen Fraktion mit Hilfe eines
praparativen SDS-Gels

Da in dem SDS-Gel (Abbildung 39A) noch Verunreinigungen durch andere Proteine, in der
I6slichen Fraktion detektiert wurden, wurde ein praparatives SDS-Gel angefertigt (siehe
Methoden 6.17.3). Die vollstandige Fraktion 9 (Abbildung 36) der Isolation aus dem Cytosol
wurde auf ein praparatives SDS-Gel aufgetragen und nach einem Lauf von ca. 30 h bei 1 mA
kurz gewassert (3 mal 10 min), um das SDS zu entfernen. AnschlieBend wurde das Gel kurz
mit SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen; Karlsruhe) angefarbt und die Proteinbande mit der
entsprechenden GréBe von TIpD-Hiss (ca. 50 kDa) ausgeschnitten. Aus den
ausgeschnittenen Gelfragmenten wurde das Protein elektroeluiert (siehe Methoden 6.17.3),
mit Hilfe eines SDS-Gels in Bezug auf Qualitdt und Menge analysiert und anschlieBend die
Identitédt im Westernblot bestatigt. Auf dem Gel in Abbildung 40A ist zu sehen, dass das
Protein ohne detektierbare Verunreinigungen vorlag. Die Identitat des Proteins konnte im
Westernblot bestatigt werden (Abbildung 40B). Das Vorliegen des gereinigten TlpD-Hisg
ermdglichte nun eine Reihe von Experimenten zu biochemischen Charakterisierung des
Proteins und die Herstellung von Antikdrpern gegen TIpD. Das Auftragen eines BSA-
Standards ermdglichte es, eine Konzentrationsabschatzung des gereinigten Proteins
vorzunehmen. Da pro Spur 10 pl des Eluats aufgetragen wurden, wurde die Konzentration
von TlpD-Hisg im Eluat auf ca. 50 pg/ml geschatzt.
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Abbildung 40: A: SDS-Gel des Elektroeluats von TIpD-Hisg aus der l6slichen Reinigung zur
Qualitats- und Mengenabschéatzung. Spur 1 bis 6: BSA-Mengenstandard: Spur 1: 5 ug; Spur 2:
2,5 ug; Spur 3: 1 ug; Spur 4: 0,5 ug; Spur5: 0,1 ug; Spur 6: 10 ul des Eluats aus der
Proteinreinigung  mittels  praparativem SDS-Gel B:Westernblot zur Bestitigung der
Proteinidentitat. Spur 7: 10 ul des Eluats aus der Proteinreinigung mittels praparativem SDS-Gels.

7.8.5 Massenspektrometrische Analyse und Vergleich der
zytosolischen und membranaren Form von H. pylori-TipD

Um der Frage nachzugehen, ob in TlpD Proteinmodifikationen vorliegen bzw. ob speziell der
unlésliche, mdéglicherweise membrangebundene Anteil von TIpD-Hise im Vergleich zum
I6slichen Anteil modifiziert vorliegt, wurden die entsprechenden Proteinbanden nach
Affinitatsreinigung aus SDS-Gelen ausgeschnitten und massenspektrometrisch untersucht.
Die massenspekirometrischen Untersuchungen wurden von bzw. in Zusammenarbeit mit
unseren Kooperationspartnern Prof. Dr. G.-F. Gerlach und Dr. F. Bittner am Institut fur
Mikrobiologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover durchgefiihrt. Die Proteine wurden vor
der Analyse im Massenspektrometer tryptisch verdaut und das Peptidgemisch teilweise
zusatzlich mittels einer Nano-Liquid-Chromatography (Nano-LC) aufgetrennt. Diese Methode
ermoglicht eine hochauflésende Unterscheidung von Peptidgemischen. Bei der
konventionellen Massenspektrometrie wird ein aus einem tryptischen Verdau resultierendes
Peptidgemisch auf einmal analysiert. Durch die Vielzahl verschiedener Signale ist es
schwierig, jedes einzelne Peptid zu identifizieren und somit kleine Unterschiede zwischen
zwei Gemischen und damit zwischen zwei Proteinen festzustellen. Durch die vorherige
GrdBenauftrennung der Peptide eines Proteins in der Nano-LC werden diese nacheinander,
mit einer reproduzierbaren Retentionszeit, im Massenspekirometer analysiert. Diese
sensitivere Methode ermdglicht es, Massenunterschiede in nur einem Peptid des Proteins
festzustellen und damit einen Hinweis auf eine mdgliche Modifikation zu geben.

Bisher konnte lediglich festgestellt werden, dass in der I6slichen Fraktion das TlpD-Hiss
wahrscheinlich unmodifiziert vorliegt, da mit Ausnahme von zwei Peptiden alle Peptide des
tryptischen Verdaus von TIpD-Hise unmodifiziert identifiziert werden konnten. Eine
vergleichende Analyse des aus der unl6slichen Fraktion gereinigten TIpD war bisher nicht
moglich.
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7.9 Identifizierung moglicher neuer Interaktionspartner von TipD
mit Hilfe einer Ko-Prazipitation aus Bakterienlysat

Neben den bisher beschriebenen Mdoglichkeiten zur Identifizierung eines mdglichen
Interaktionspartners von TIlpD wurde auch ein weiterer experimenteller Ansatz mittels
Massenspektrometrie verfolgt. Um weitere mdgliche Interaktionspartner des Sensors TlpD in
H. pylori zu identifizieren, wurde zuerst eine Ko-Prazipitation durchgefuhrt (siehe Methoden
6.18). Fiur dieses Experiment wurden Gesamtzelllysate der Stamme H. pylori N6 tipD und
H. pylori N6 tipD/TIpD-Hisg jeweils mit der TALON-Matrix inkubiert, die Matrix anschlieBend
gewaschen und die gebundenen Proteine eluiert (Ko-Préazipitation). Die TALON-Matrix
enthalt immobilisierte Co**-lonen, welche den Hisg-tag binden. Der Stamm H. pylori N6 tipD
diente als Kontrolle fiir die Ko-Prazipitation, da er kein TlpD-Hise und auch kein TlpD
synthetisiert. Zur Berechnung der in der Prazipitation einzusetzenden Proteinmenge von
TlpD-Hisg wurde in einem Westernblot mit a-Hiseg-Antikérper die Menge an TlpD-Hisg mittels
einer Vergleichsprobe des gereinigten Proteins abgeschatzt. Fir die Ko-Prazipitation wurden
nach Analysen in Westernblots im Vergleich zu gereinigtem TlpD in jedem Gesamtansatz ca.
3,5 yg TlpD-Hise in jeweils ca. 700 ug Gesamtzellprotein eingesetzt (Talon-Matrix kann ca.
5 ug His-Protein binden). Die Eluate wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt. Banden, die nur
im Eluat des Stammes H. pylori N6 tlpD/TIpD-Hisg zu sehen waren, nicht jedoch im Eluat des
Stammes H. pylori N6 tlpD, wurden als mdgliche Interaktionspartner von TIpD-Hisg
angesehen, aus dem Gel ausgeschnitten und massenspekirometrisch analysiert. Die
prominente Bande bei einer GréBe von ca. 50 kDa in Spur 2 entspricht TlpD-Hise und wurde
daher nicht weiter analysiert. Dieser Versuch wurde dreimal mit sehr reproduzierbaren
Ergebnissen im Coomassie-Gel durchgefihrt und zweimal per Massenspekirometrie
analysiert. Die massenspekirometrischen Untersuchungen der so isolierten Proteinbanden
wurden von unseren Kooperationspartnern Prof. Dr. G.-F. Gerlach und Dr. F. Blttner am
Institut fir Mikrobiologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover durchgefihrt.
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Abbildung 41: Coomassie-gefirbte SDS-PAGE der Eluate der Ko-Prazipitation. 1: Eluat des
Stammes H. pylori N6 tlpD; 2: Eluat des Stammes H. pylori N6 tlpD/TIpD-Hise. Die gefiillten Pfeile
deuten auf Proteinbanden welche nur im Eluat des Stammes H. pylori N6 tipD/TIpD-Hisg nicht jedoch
in der Vergleichskontrolle (Spur 1) zu sehen sind. Der offene Pfeil deutet auf die TlpD-Hisg-spezifische
Bande.

Eine Ubersicht Uiber die identifizierten mdglichen Interaktionspartner von TlpD-Hisg ist
in Tabelle 19 zu sehen. Als mdgliche Interaktionspartner wurden neben der Histidinkinase
(CheAY2), die das Funktionieren des experimentellen Ansatzes bestatigt (siehe Diskussion
8.7), auch andere Proteine identifiziert. Die Anzahl der detektierten Peptide kann bedingt als
Hinweis auf die Menge an Protein und damit méglicherweise indirekt auch auf die Starke der
Interaktion dienen. Beispielsweise wurde von der Katalase pro Experiment nur ein Peptid
identifiziert, wahrend von der Aconitat-Hydratase funf bzw. acht Peptide identifiziert wurden.
Demnach lage eine starkere Interaktion zur Aconitat-Hydratase und Isoleucyl-tRNA-
Synthetase und eine eher schwachere Interaktion zur Katalase KatA, zur Protein-
Translokase SecA und zur Histidinkinase CheAY2 vor. Die Massenspektirometrie wurden
zweimal von zwei separat durchgefiihrten Ko-Prazipitationen durchgefihrt. Die Analyse
erfolgte in beiden Féllen mit einer electrospray injection quadrupole time-of-flight tandem
mass spectrometry (ESI Q-TOF MS/MS) (Q-TOF Ultima, Waters, Milford, MA, USA).

Tabelle 19: Potenzielle Interaktionspartner von TlpD-Hise. In der Tabelle werden jeweils das in der

Massenspektrometrie identifizierte Protein sowie die Anzahl der detektierten Peptide pro Experiment
genannt.

Protein Anzahl an gefundenen Peptiden
(Experiment 1/ Experiment 2)

Histidinkinase (CheAY2) 2/1

Aconitat-Hydratase (AcnB) 5/8

Isoleucyl-tRNA-Synthetase (lleS) 3/2

Katalase (KatA) 11

Protein-Translokase (SecA) 11

DNA-abhangige RNA-Polymerase (RpoBC)  -/7
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7.10Biologische Relevanz von H. pylori-TlpD im Infektionsmodell
der Mongolischen Rennmaus

Um die biologische Relevanz des Sensors TlpD zu untersuchen, wurde die Rolle des
Proteins in der Infektion im Tiermodell analysiert. Flr diese Arbeit wurde das Modell der
Mongolischen Rennmaus (Meriones unguiculatus, engl.: gerbil) gewahlt, da diese in einigen
physiologischen Eigenschaften eine gewisse Ahnlichkeit zum Menschen aufweist (siehe
Einleitung 4.2.9.1). So ist zum Beispiel der pH-Gradient im Magenschleim dem des
Menschen &hnlicher als beispielsweise dem der Maus (Schreiber et al., 2005), die nur einen
flachen pH-Gradienten und insgesamt im Magen einen héheren pH-Wert als der Mensch
aufweist. Die weitere Eignung des gewdhlten Tiermodells im Vergleich zu anderen Modellen

wird dartber hinaus intensiv in der Diskussion erortert.

7.10.1  Etablierung des H. pylori Stuhl-Antigen-Tests zur
Uberpriifung des Infektionsstatus und Infektionsverlaufs

Fir den Nachweis des Infektionsstatus und Infektionsverlaufs wéhrend eines laufenden
Versuchs galt es, zusétzlich einen nicht-invasiven diagnostischen Test zu etablieren. Dies
war wlinschenswert, da die finale quantitative Auswertung der Infektion im Rahmen einer
Sektion zu einem bestimmten Zeitpunkt nach Infektion nur Aufschluss Uber den zu diesem
Zeitpunkt vorliegenden Status und nicht Uber den gesamten Infektionsverlauf gibt. Fir eine
umfassende Untersuchung der biologischen Relevanz des Sensors TIpD ist jedoch der
Infektionsverlauf Gber den gesamten Infektionszeitraum von Interesse. Beispielsweise
konnte bereits fir die Proteine CheW, CheAY2 und CheY1 in FVB/N-Mausen gezeigt
werden, dass H. pylori-Mutanten in den entsprechenden Genen zwei Wochen nach Infektion
noch eine Kolonisierungsdefekt im Vergleich zum Wildstamm vorliegt, dieser jedoch nach ca.
sechs Wochen verschwindet (Terry et al., 2005). Mit einem Stuhl-Antigen-Test ist im
Menschen nach Herstellerangabe (R-Biopharm AG, Darmstadt) keine quantitative
Beurteilung der Infektion mdéglich, jedoch kann damit eine qualitative Aussage Uber den
Erfolg der Infektion gemacht werden. So wurde im ersten Schritt mit zwei Gruppen mit je drei
Tieren der Stuhl-Antigen-Test RIDASREEN® FemtolLab H. pylori (siehe Methoden 6.23.1)
auf seine Eignung hin getestet, den Infektionsstatus der Tiere wahrend des Experimentes
nachzuweisen. Es wurden eine Gruppe mit dem H. pylori-HP87-G7-Wildstamm infiziert und
die zweite Gruppe lediglich mit sterilem BHI/Hefe-Medium inokuliert. Bei dem Stamm
H. pylori HP87 G7 handelt es sich um eine an die Mongolische Rennmaus adaptierte
Variante des Stammes H. pylori HP87 (Bleich et al., 2005; Wagner et al., 1997). Eine Woche
vor Infektion und Gber einen Zeitraum von sechs Wochen nach Infektion wurden wdchentlich
Stuhlproben genommen und mit dem H. pylori-Stuhl-Antigen-Test analysiert. Die Proben der

129



7. Ergebnisse

uninfizierten Kontrolltiere zeigten Gber den gesamten Zeitraum kein Signal oberhalb des
Schwellenwertes (Abbildung 42A). Die Signalstarke der infizierten Tiere schwankte, lag aber
im Durchschnitt héher als die der uninfizierten (Abbildung 42B). Aus der Gruppe der
infizierten Tiere wurde zu jedem Zeitpunkt mindestens ein Tier positiv auf H. pylori getestet.
Insgesamt ist bei den infizierten Tieren ein Anstieg der Signalstéarke Uber die Zeit zu
beobachten. Der H. pylori-Stuhl-Antigen-Test eignet sich also zur Uberpriifung des
Infektionsstatus der Tiere vor allem gegen Ende des Infektionszeitraumes.
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Abbildung 42: H. pylori-Stuhl-Antigen-Test der uninfizierten Kontrolltiere (A) und der infizierten
Tiere (B). Die Symbole A, O, V, und O zeigen die Signalstarke der Probe eines einzelnen Tieres an.
Die beiden waagrechten Linien geben jeweils den Grenzbereich an, in dem keine Aussage Uber den
Infektionsstatus maéglich ist. Unterhalb der unteren Linie (0,190) gilt eine Probe, bezogen auf
menschliches Untersuchungsmaterial (siehe Diskussion 8.10.1), nach Herstellerangaben als H. pylori-
frei; oberhalb der oberen Linie (0,210) gilt eine Probe als H. pylori-positiv.

Sechs Wochen nach Inokulation wurden die Tiere mittels CO,-Inhalation getétet und
pro Tier wurden zwei Gewebeproben aus dem Antrum entnommen. Die Gewebeproben
wurden zur PCR-Diagnostik und zur Reisolation von H. pylori aus dem Gewebe verwendet.
Sowohl die PCR als auch die Reisolation der Bakterien diente der Uberpriifung des
Infektionsstatus. In der PCR Diagnostik konnten alle infizierten Tiere mit gattungs- (16S:
Spuren 1 bis 3) und speziesspezifischen (mutY: Spuren 10 bis 12) Primern (Tabelle 8) als
positiv auf H. pylori bestatigt werden. Die Kontrolltiere waren negativ (Abbildung 43).

1 2345678 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1650 bp
1000 bp
650 bp
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Abbildung 43: Agarosegele der diagnostische PCRs der aus dem Magengewebe der
Mongolischen Rennmaéause isolierten DNA. Spur 1 bis 9: Gattungsspezifische Primer (16S —
erwartete GroBe 1200 bp): Spur 1 bis 3: Tier 1 bis 3 (BHI-Gruppe); Spur 4 bis 6: Tier 4 bis 6
(Wildstamm-Gruppe); Spur 7: Negativkontrolle der DNA-Isolierung (Eluat einer Leerséule); Spur 8:
PCR-Negativkontrolle; Spur 9: PCR-Positivkontrolle (H. pylori-HP87-G7-Wildstamm-DNA); Spur 10
bis 18: Speziesspezifische Primer (mutY — erwartete GroBe 700 bp): Spur 10 bis 12: Tier 1 bis 4
(BHI-Gruppe); Spur 13 bis 15: Tier 10 bis 13 (Wildstamm-Gruppe); Spur 16: Negativkontrolle der
DNA-Isolierung (Eluat einer Leersdule); Spur 17: PCR-Negativkontrolle; Spur 18: PCR-
Positivkontrolle (H. pylori-HP87-G7-Wildstamm-DNA)

Fir die Reisolation von H. pylori aus den entnommenen Gewebsstiicken wurde das
Gewebe in BHI/Hefe-Medium homogenisiert und je 100 pl in geeigneten Verdiinnungen (10°
bis 10™*) selektiv fiir H. pylori auf Blutagarplatten ausplattiert. Nach einer Inkubation von vier
Tagen wurden die H. pylori-Kolonien gezahlt und die Menge an CFU (colony forming units)
pro Milligramm Magengewebe berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 20 dargestellt.
Auch durch die Reisolation von H. pylori aus dem Magengewebe der Tiere konnte die
erfolgreiche Infektion der Tiere bestétigt werden. Die bakterielle Last pro Milligramm
Antrumgewebe schwankte um ca. eine log-Stufe (176 — 2626 cfu/mg). Aus den uninfizierten
Kontrolltieren konnte kein H. pylori reisoliert werden.

Tabelle 20: CFU pro mg Magengewebe. Angegeben ist die berechnete Anzahl der cfu pro mg
Magengewebe (Antrum), die Tiernummer und die Art des Inokulums.

Inokulum/Tier # CFU pro mg
Magengewebe

BHI 1 0

2 0

3 0
H. pyloriHP87 G7 4 176,28
Wildstamm 5 455,00

6 2626,77

7.10.2 Untersuchung des Effekts von TIpD auf Infektionsrate und
Bakterienlast im Modell der Mongolischen Rennmaus

Um den Einfluss des Sensors TlpD auf die Infektion zu untersuchen, wurden von dem
Stamm H. pylori HP87 G7 ebenfalls eine Reihe von Mutanten hergestellt. Es wurden
Mutanten in den Genen cheAY2 und tlpD mit den Plasmiden pSUS131 bzw. pSUS275
hergestellt (Tabelle 9; Tabelle 10). Es muss angemerki werden, dass die
Transformationseffizienz im Vergleich zu anderen in dieser Arbeit verwendeten Stdmmen

(N6, B128, 88-3887) und auch im Vergleich zum nicht-Tier-adaptierten Ausgangsstamm
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H. pylori HP87 niedriger war. So waren sowohl fir die Mutagenese von tjpD als auch far die
Mutagenese von cheAY2 Uber 30 Transformationen von Néten, um eine geringe Anzahl an
Transformanten zu erhalten. Bei der Mutagenese der meisten anderen Stdmme wurden
bereits durch eine Transformation ca. 100 Transformanten erhalten. Noch schwieriger
gestaltete sich die Komplementation des Gens tlpD. Anfangs wurde versucht, das Gen
mittels des Plasmids pCJ522, welches bereits fur den Stamm N6 erfolgreich verwendet
wurde, zu komplementieren. Da dies nach wiederholten Versuchen keinen Erfolg brachte,
wurde schlieBlich das Gen genomisch mittels des Plasmid pCJ542 komplementiert (siehe
Material, Tabelle 9, Tabelle 10). Dazu wurde eine Kopie des Gens tlpD in das genomische
Gen durch Allelenaustausch rdxA inseriert. Die Insertion von Genen in das Gen rdxA ist eine
in H. pylori bereits etablierte Komplementationstechnik (Kwon et al., 2000). Zur Selektion
wurde zusatzlich eine Chloramphenicolresistenzkassette eingefligt. Das Protein TlpD tragt
bei dieser Komplementation ebenfalls einen V5-fag. Die erhaltene Mutante wurde als
H. pyloriHP87 G7 tipD’/TlpD-V5 benannt.

Far die Untersuchung des Einflusses von TlpD auf die Infektion wurden drei Gruppen
mit je vier (Wildstamm, cheAY2-Mutante) bis fanf (tjpD-Mutante) Tieren verwendet. Um
maogliche geschlechtsspezifische Unterschiede sehen zu kénnen bestand die tlpD-Gruppe
aus drei weiblichen und zwei mannlichen Tieren. Da die Phanotypen der cheAY-Mutante und
des Wildstammes bereits ausreichend beschrieben wurden, wurde in diesem Fall auf eine
gemischtgeschlechtliche Gruppe verzichtet. Die Wildstamm-Gruppe bestand aus vier
mannlichen Tieren und diente als positive Kontrolle. Tiere dieser Gruppe wurden mit dem H.
pylori-HP87-G7-Wildstamm inokuliert. Die cheAY2-Gruppe bestand aus vier weiblichen
Tieren und diente als negative Kontrolle. Tiere dieser Gruppe wurden mit der nichtinfektiésen
Chemotaxis-negativen Mutante cheAYZ2 inokuliert. Die dritte Gruppe wurde mit tjpD-
Mutanten inokuliert. Der Infektionszeitraum betrug sechs Wochen. Der Infektionsverlauf
wurde wdchentlich mit dem  H. pylori-Stuhl-Antigen-Test  Uber den gesamten
Versuchszeitraum hinweg Uberprift (siehe Methoden 6.23.1) (Abbildung 44). Vor der
Inokulation lagen alle Messungen unterhalb des Schwellenwertes und bestatigten, dass zu
Beginn des Experimentes keine Infektion vorlag. Tiere der cheAY2-Kontrollgruppe zeigten
Uber den kompletten Zeitraum zu keinem Zeitpunkt eine Signalstéarke oberhalb des
Schwellenwertes (Abbildung 44A). Dies deutete darauf hin, dass keine Kolonisierung
stattgefunden hatte. Wildstamme-inokulierte Tiere dagegen zeigten Uber den gesamten
Infektionszeitraum hdhere Signalstarken (Abbildung 44C). Zwar wiesen gerade zu Beginn
des Versuchszeitraums einige Tiere eine Signalstérke unterhalb des Schwellenwertes auf,
gegen Ende des Zeitraumes (6 Wochen) lagen jedoch alle Messungen oberhalb des
Grenzwertes und wiesen darauf hin, dass in diesem Fall eine erfolgreiche Kolonisierung
stattgefunden hatte. Die Tiere der mit den tlpD-Mutanten infizierten Gruppe zeigten
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Uberwiegend eine geringere Signalstarke, als die des Wildstammes (Abbildung 44B). Zu
Beginn des Zeitraums (Woche 1 bis 3), wiesen einzelne Tiere Signalstédrken oberhalb des
Schwellenwertes bzw. innerhalb des Grenzbereiches auf (siehe Diskussion 8.10.2). Dieser
Effekt war in der zweiten Halfte des Infektionszeitraumes nicht mehr zu beobachten. In
diesem Zeitraum lagen alle Messungen stets unterhalb des Grenzbereiches.
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Abbildung 44: Ergebnisse des H. pylori-Stuhl-Antigen-Tests wahrend eines sechswéchigen
Versuchszeitraumes. A: H. pylori HP87 G7 cheAY2; Tier 1 bis 4 B: H. pylori HP87 G7 tlpD; Tier 5 bis
9 C: H. pylori-HP87-G7-Wildstamm; Tier 10 bis 13. Die Symbole O (Tier 1, 5 und 10), O (Tier 2, 6 und
11), A (Tier 3, 7 und 12), V (Tier 4, 8 und 13) und ¢ (Tier 9) zeigen die Signalstarke der Probe eines
einzelnen Tieres an. Die beiden waagrechten Linien geben jeweils den Grenzbereich an, in dem keine
Aussage Uber den Infektionsstatus méglich ist. Unterhalb der unteren Linie (0,190) gilt eine Probe als
H. pylori-frei; oberhalb der oberen Linie (0,210) gilt eine Probe als H. pylori-positiv.
Geschlechtsverteilung: Tier 1 bis 7: weiblich. Tier 8 bis 13: mannlich.

Nach sechs Wochen wurden die Tiere euthanisiert und jeweils zwei Gewebeproben
aus dem Antrum des Magen entnommen. Die zwei Proben wurden mit Hilfe einer
diagnostischen PCR auf H. pylori Gberprift. Zuséatzlich wurde aus weiteren Gewebeproben
H. pylori reisoliert und die Keimzahl pro Milligramm Magengewebe bestimmt. Tabelle 21 und
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Abbildung 45 zeigen, dass in der Kontrollgruppe cheAY2 keine Infektion nachgewiesen
werden konnte. In der Wildstamm-Gruppe konnte aus allen Tieren H. pylori reisoliert werden;
die durchschnittliche Bakterienlast lag bei ca. 2000 cfu/mg Gewebe. Im Gegensatz dazu
konnte in der tipD-Gruppe nur in zwei von funf Tieren eine Infektion nachgewiesen werden.
Zudem lag die mittlere bakterielle Last der tlpD-infizierten Tiere deutlich niedriger (Median =
0,2) als es bei der Wildstamm-Gruppe (Median = 1852) der Fall war. Die erhaltenen Daten
wurden mittels eines Rangsummentests auf Signifikanz Uberprift. Die Unterschiede waren
signifikant (p = 0,029 fiir cheAY2 und p = 0,016 fiir tjpD; Rangsummentest). Es konnte kein
Unterschied bezliglich des Geschlechts der Tiere festgestellt werden, da es in der tijpD-
Gruppe sowohl ein infiziertes weibliches als auch ein infiziertes mannliches Tier gab.

Tabelle 21: CFU pro mg Gewebe. Angegeben ist die berechnete Anzahl der CFU pro mg Gewebe,
die Tiernummer, das Geschlecht, das in Abbildung 45 verwendete Symbol und die Art des Inokulums

Inokulum/Tier # (Geschlecht) - Symbol CFU pro
mg Magengewebe
H. pyloriHP87 G7 cheAY2 4 ()0 0
2(9)0 0
3(9)A 0
4V 0
H. pyloriHP87 G7 tjpD 5(9) O 2,30
6(»)O 0
7(9)A 0
8(3)V 274,09
9(3)0 0
H. pyloriHP87 G7 10(3) 0O 2248,70
11(3) O  1857,49
12(d)A  1847,58
13(3)V  1724,40
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Abbildung 45: Bakterielle Last pro Milligramm Gewebe [cfu/mg] 6 Wochen p.i. fiir die Stdmme
H. pylori HP87G7, H. pylori HP87 G7 cheAY2 und H. pylori HP87 G7 tipD. Gezeigt wird die Menge
an CFU pro Gewebe, die anhand der Reisolation bestimmt wurden. Die Symbole O (Tier 1, 5 und 10),
O (Tier 2,6 und 11), A (Tier 3, 7 und 12), V (Tier 4, 8 und 13) und ¢ (Tier 9) zeigen die bakterielle Last
eines einzelnen Tieres an. — stellt den Median der Bakterienlast der jeweiligen Gruppe dar. Die
waagrechte Linie markiert das Detektionslimit von 0,2 cfu/mg.

Der Infektionsstatus der Tiere konnte mittels PCR bestatigt werden (Abbildung 46).
So waren alle mit dem Wildstamm-inokulierten Tiere H. pylori positiv bei der Verwendung
von gattungs- (Spur 13 bis 16) und speziesspezifischen (Spur 27 bis 30) Primern, wahrend in
der tlpD-Gruppe eine Infektion nur in einem der Tiere mit gattungsspezifischen Primern
bestatigt werden konnte (Spur 8). Innerhalb der cheAY2-Gruppe konnte fir keines der Tiere
eine Infektion nachgewiesen werden (Spur 1 bis 4 bzw. 18 bis 21).

1 2 3 4 56 789101112 13141516 17

g
1650 bp —— o
1000 bp —
650 bp —

i

18 19 20 21 2223242526 27 2829 3031 3233 34

Abbildung 46: Agarosegele der diagnostischen PCRs der aus dem Magengewebe der
Mongolischen Rennmause isolierten DNA.
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Spur 1 bis 17: Gattungsspezifische Primer (16S — erwartete GroBe 1200 bp): Spur 1 —bis 4: Tier 1
bis 4 (cheAY2-Gruppe); Spur 5 bis 9: Tier 5 bis 9 (tlpD-Gruppe); Spur 10 bis 13: Tier 10 bis 13
(Wildstamm-Gruppe); Spur 14: Probe aus Tier 1 versetzt mit einer Kolonie des H. pylori-HP87-G7-
Wildstammes vor der DNA-Isolierung; Spur 15: Negativkontrolle der DNA-Isolierung (Eluat einer
Leersaule); Spur 16: PCR-Negativkontrolle Spur 17: PCR-Positivkontrolle (H. pylori-HP87-G7-
Wildstamm-DNA);

Spur 18 bis 34: Speziesspezifische Primer (mutY — erwartete GréBe 700 bp): Spur 18 bis 21: Tier 1
bis 4 (cheAY2-Gruppe); Spur 22 bis 26: Tier 5 bis 9 (tlpD-Gruppe); Spur 27 bis 30: Tier 10 bis 13
(Wildstamm-Gruppe); Spur 31: Probe aus Tier 1 versetzt mit einer Kolonie des H. pylori-HP87-G7-
Wildstammes vor der DNA-Isolierung; Spur 32: Negativkontrolle der DNA-Isolierung (Eluat einer
Leersdule); Spur 33: PCR-Negativkontrolle; Spur 34: PCR-Positivkontrolle (H. pylori-HP87-G7-
Wildstamm-DNA)

7.10.3 Untersuchung der Rolle von TlpD im Infektionsverlauf von
der akuten zur chronischen Infektion

Aufgrund der Abnahme der Signalstarken im H. pylori-Stuhl-Antigen-Tests wéahrend des
Versuchszeitraums (siehe Abschnitt 7.10.2; Abbildung 44), konnte fir diese Arbeit die
Hypothese aufgestellt werden, TlpD sei vor allem fir die Persistenz nicht jedoch fur die
initiale Infektion durch die Bakterien essenziell. So traten im ersten Infektionsexperiment zu
Beginn des Zeitraumes (Woche 2 und Woche 3) in der tlpD-Gruppe im H. pylori-Stuhl-
Antigen-Test noch positive Tiere auf, wahrend dies gegen Ende nicht mehr der Fall war
(Abbildung 44).

In einem weiteren Infektionsexperiment wurde mittels zweier Sektionszeitpunkte der
Infektionsverlauf naher untersucht. Eine erste Sektion fand zwei Wochen nach der
Inokulation statt und sollte die Verhéltnisse zu Beginn der Infektion abbilden, eine zweite
Sektion fand sechs Wochen nach der Infektion statt und sollte die Verhaltnisse zu einem
fortgeschrittenen Zeitpunkt der Infektion, welcher bereits unter Einfluss persistierender
Effekte steht, aufklaren. Wahrend des kompletten Infektionszeitraumes wurde der
Infektionsstaus der Tiere wdchentlich mittels des Stuhlantigentests Uberpruft.

Um darlber hinaus Ruckschlisse auf die Lokalisierung der tlpD-Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp innerhalb des Magens zu ziehen, wurden im Rahmen dieses
Experimentes Proben aus dem Antrum und dem Korpus des Tiermagens entnommen. Es ist
bekannt, das H. pylori Gberwiegend das Antrum des menschlichen Magens besiedelt. Zudem
unterscheiden sich Antrum und Korpus stark in Bezug auf den pH-Wert und die
Gewebestruktur (Schubert und Peura, 2008). In diesem Experiment wurde die Fahigkeit zur
Infektion der verschiedenen Mutanten sowohl nach Infektionsrate als auch nach der
vorhandenen bakteriellen Last pro Milligramm Magengewebe in jedem einzelnen Tier
beurteilt. Als Infektionsrate wurde der Prozentsatz an Tieren, welche pro Gruppe infiziert
waren, definiert. Zur Bestimmung der bakteriellen Last wurde die Anzahl der Bakterien pro
Milligramm Gewebe bestimmt.
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Zwei Wochen nach der Infektion lag die Infektionsrate des Wildstammes sowohl im
Antrum als auch im Korpus bei 100% (Abbildung 47, Tabelle 22). In der Gruppe der mit der
tioD-Mutante infizierten Tiere dagegen lag der Anteil an kolonisierten Tieren lediglich bei
50% (3 von 6 Tieren) im Antrum bzw. bei 16% (1 von 6 Tieren) im Korpus (Abbildung 47).
Die Fahigkeit zur Infektion in der tlpD-Mutante, vor allem im Korpus, ist folglich
abgeschwacht. Auffallend ist, dass sich zwei Wochen nach Inokulation bezlglich der
Bakterienlast ein sehr uneinheitliches Bild ergibt, sowohl in der tjpD-Gruppe als auch in der
Wildstamm-Gruppe schwankt die Anzahl der cfu/mg Gewebe um mehrere log-Stufen. Im
Antrum unterschied sich die mittlere bakterielle Last pro Milligramm Gewebe zwischen den
mit Wildstamm (3708 cfu/mg) und den mit der tlpD-Mutante (20 cfu/mg) infizierten Tieren
nicht signifikant (p = 0,352; Rangsummentest). Im Korpus dagegen war bereits zu diesem
frihen Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied in der mittleren bakteriellen Last zwischen
Wildstamm-infizierten (869 cfu/mg) und Sensormutante-infizierten (2 cfu/mg) Tieren zu
sehen (p = 0,038; Rangsummentest). Es bestand folglich ein Unterschied in der Verteilung
der Bakterien innerhalb des Magens zwischen Wildstamm und tlpD-Mutante. Zu keinem
Zeitpunkt konnte in der cheAY2-Gruppe eine Infektion nachgewiesen werden.
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Abbildung 47: Bakterielle Last im Antrum (A) und Korpus (B) 2 Wochen p.i. fir die Stimme
H. pylori G7 HP87, H. pylori HP87 G7 cheAY2 und H. pylori HP87 G7 tipD Gezeigt wird die Menge
an CFU pro Gewebe, die anhand der Reisolation bestimmt wurden. Die Symbole O (Tier 1, 9 und 21),
O (Tier 2, 10 und 22), A (Tier 3, 11 und 23), V (Tier 4, 12 und 24), ¢ (Tier 13) und ¥ (Tier 14) zeigen
die bakterielle Last eines einzelnen Tieres an. — stellt den Median der Bakterienlast der jeweiligen
Gruppe dar. Die waagrechte Linie markiert das Detektionslimit von 0,4 cfu/mg.
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Tabelle 22: CFU pro mg Gewebe zwei Wochen nach Inokulation. Angegeben ist die berechnete
Anzahl der CFU pro mg Gewebe in Antrum und Korpus, die Tiernummer, das Geschlecht, das in
Abbildung 47 verwendete Symbol und die Art des Inokulums.

Inokulum/Tier # (Geschlecht) - Symbol CFU pro mg Magengewebe

Antrum Korpus
1(3) O 0 0
. 2(9)0 0 0
H. pyloriHP87 G7 cheAY2
3()A 0 0
4@V 0 0
9(9) O 0 0
10 (9) O 39,74 0
11 (Q) A 0,41 0
H. pyloriHP87 G7 tipD
12(3)V 0 0
13 (3) 0 7505,64 12,42
14 (3) ¥ 58944,15 0
21 (9) O 269,59 1,27
22(9) O 22551,15 67,39
H. pyloriHP87 G7
23 (3) A 4700,12 2,55
24 (3)V 2717,01 3406,70

Sechs Wochen nach der Inokulation verhielten sich die Infektionsraten &hnlich wie
zum friheren Zeitpunkt. Der H. pylori-HP87-G7-Wildstamm infizierte sowohl im Antrum als
auch im Korpus mit einer Infektionsrate von 100% (Abbildung 48A und B). Die H. pylori-
HP87-G7-tipD-Mutante infizierte dagegen lediglich mit einer Infektionsrate von 66% (4 von 6
Tieren) im Antrum bzw. 33% (2 von 6 Tieren) im Korpus. Die bakterielle Last pro Milligramm
Gewebe war sechs Wochen nach Infektion stabiler als nach zwei Wochen. So zeigten sich
vor allem im Antrum kaum Schwankungen in der bakteriellen Last zwischen den einzelnen
Tieren einer Gruppe. Die mittlere bakterielle Last unterschied sich zu dem spateren Zeitpunkt
im Antrum signifikant zwischen dem Wildstamm- (375 cfu/mg) und den tljpD-Mutanten-
infizierten (20 cfu/mg) Tieren bestand (p = 0,01; Rangsummentest). Im Korpus dagegen war
der Unterschied zwischen dem Wildstamm (165 cfu/mg) und der Mutante (0,5 cfu/mg) sehr
stark, aber nicht statistisch signifikant (p = 0,114; Rangsummentest).
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Abbildung 48: Bakterielle Last im Antrum (A) und Korpus (B) sechs Wochen p.i. fiir die Stdmme
H. pylori HP87 G7, H. pylori HP87 G7 cheAY2 und H. pylori HP87G7 tipD Gezeigt wird die Menge
an CFU pro Gewebe, die anhand der Reisolation bestimmt wurden. Die Symbole O (Tier 5, 15 und
25), O (Tier 6, 16 und 26), A (Tier 7, 17 und 27), V (Tier 8, 18 und 28), ¢ (Tier 19) und ¥ (Tier 20)
zeigen die bakterielle Last eines einzelnen Tieres an. — stellt den Median der Bakterienlast der
jeweiligen Gruppe dar. Die waagrechte Linie markiert das Detektionslimit von 0,4 cfu/mg (A) bzw. 0,5

cfu/mg (B).

Tabelle 23: CFU pro mg Gewebe sechs Wochen nach Inokulation. Angegeben ist die berechnete
Anzahl der CFU pro mg Gewebe in Antrum und Korpus, die Tiernummer, das Geschlecht, das in
Abbildung 48 verwendete Symbol und die Art des Inokulums.

Inokulum/Tier # (Geschlecht) - Symbol

CFU pro mg Magengewebe

Antrum Korpus
50 O 0
. 6(0 O 0
H. pyloriHP87 G7 cheAY2
7(@A 0 0
8@V 0 0
15 (Q) O 30,26 0
16 (9) O 9833 428,28
17 (9)A 39,51 0
H. pyloriHP87 G7 tipD
18(2) VvV 10,01 2,56
19(3)0 0 0
20(3) % O 0
25 (9) O 136,43 241,04
6(2) O 327,28 143,25
H. pyloriHP87 G7
27 (3)A 214599 49,20
28 (4 V 423,67 185,86
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Bezliglich des Geschlechts der Tiere und dessen Einfluss auf die Kolonisierbarkeit
gegentber der tlpD-Mutante lasst sich bislang keine Aussage treffen. Wahrend zwei Wochen
nach der Inokulation noch die mannlicher durch die tlpD-Mutante starker kolonisiert zu
werden als weiblichen (Tabelle 22), scheinen nach sechs Wochen eher die weiblichen
kolonisiert zu werden als die mannlichen (Tabelle 23). Bislang sind wahrscheinlich die
GruppengréBen zu gering, um an dieser Stelle eine statistisch abgesicherte Aussage treffen

zu kénnen (siehe Diskussion).

7.11 Analyse der Effekte der Sensoren von H. pylori im heterologen
Modell von E. coliim Hinblick auf Verhalten,
Energiewahrnehmung und mogliche Substratspezifitat

Als ein moglicher Ansatz zur n&heren Charakterisierung der Sensoren und ihrer
Substratspezifitat diente das heterologe Modell von E. coli. Die Untersuchung von E. coli in
verschiedenen Schwarmmedien im Hinblick auf spezielles Verhalten ist bereits etabliert. Des
Weiteren existieren verschiedene Minimalmedien, in welchen eine Identifikation des
potenziellen Stimulus leichter fallt als in den komplexen Medien, welche fir H. pylori benétigt
werden. Fur die Plattenmotilitatstests (hier auch teilweise als ,Schwarmtests® bezeichnet,
obwohl nicht die Eigenschaft des Schwarmens auf der Plattenoberflache sondern das
Schwimmen in der Agarschicht untersucht wird) wurden die Gene der einzelnen H. pylori
Sensoren (tlpA, tipB, tlpC und tlpD) in das Expressionsplasmid pTrc99a kloniert und
verschiedene E. coli-Stamme damit transformiert. Es wurde ein Chemotaxis-Referenz-
Wildstamm (RP437), ein Stamm ohne Chemosensoren (BT3388) und ein Stamm ohne die
bekannten Energiesensoren Aer und Tsr (BT3312) verwendet (Tabelle 11). Der Stamm ohne
Chemosensoren BT3388 diente in den Experimenten als negative Kontrolle, da dieser
Stamm nicht mehr zu Taxis fahig ist. Der Stamm BT3312 diente als negative Kontrolle
bezuglich Energietaxis, da er noch zur Chemotaxis aber nicht mehr zur Energietaxis fahig ist.
Zur besseren Ubersicht sind alle erhaltenen konstruierten Stdmme in Tabelle 24

zusammengefasst.
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Tabelle 24: Ubersicht iiber die verwendeten E. coli-Stamme. Angegeben sind der Name, die
synthetisierten Sensoren und der Verwendungszweck. Die Energiesensoren (Aer, Tsr) wurden fett

dargestellt.

E. coli-Stamm

synthetisierte
Sensoren

Verwendungszweck

BT3388(pTrc99a)
BT3388(pCJ328)
BT3388(pCJ330)
BT3388(pCJ332)
BT3388(pCJ401)
BT3388(pCJ510)
BT3388(pGH1)

RP437(pTrc99a)

RP437(pCJ328)
RP437(pCJ330)
RP437(pCJ332)
RP437(pCJ401)
RP437(pCJ510)

BT3312(pTrc99a)

BT3312(pCJ328)
BT3312(pCJ330)
BT3312(pCJ332)
BT3312(pCJ401)

BT3312(pCJ510)

TIpC aus H. pylori
TIpA aus H. pylori
TIpB aus H. pylori
TlpD aus H. pylori

TIpA-Aer-Hybridsensor

Aer aus E. coli

Tar, Trg, Tap, Aer, Tsr

aus E. coli

Tar, Trg, Tap, Aer, Tsr

aus E. coli
TIpC aus H. pylori

Tar, Trg, Tap, Aer, Tsr

aus E. coli
TIpA aus H. pylori

Tar, Trg, Tap, Aer, Tsr

aus E. coli
TIpB aus H. pylori

Tar, Trg, Tap, Aer, Tsr

aus E. coli
TlpD aus H. pylori

Tar, Trg, Tap, Aer, Tsr

aus E. coli
TIpA-Aer

Tar, Trg, Tap aus
E. coli

Tar, Trg, Tap aus
E. coli
TIpC aus H. pylori

Tar, Trg, Tap aus
E. coli
TIpA aus H. pylori

Tar, Trg, Tap aus
E. coli
TIpB aus H. pylori

Tar, Trg, Tap aus
E. coli
TlpD aus H. pylori

Tar, Trg, Tap aus
E. coli
TIpA-Aer

negative Kontrolle

funktionelle Analyse von TIpC

funktionelle Analyse von TIpA

funktionelle Analyse von TIpB

funktionelle Analyse von TlpD

funktionelle Analyse von TIpA

positive Kontrolle bezlglich Aer-abhangiger

Energietaxis

positive Kontrolle

funktionelle Analyse von TIpC

funktionelle Analyse von TIpA

funktionelle Analyse von TIpB

funktionelle Analyse von TlpD

Funktionelle Analyse von TIpA

Energietaxis-negative Kontrolle

funktionelle Analyse von TIpC

funktionelle Analyse von TIpA

funktionelle Analyse von TIpB

funktionelle Analyse von TlpD

funktionelle Analyse von TIpA
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Die heterologe Synthese der einzelnen Sensoren in E. coli BT3388 wurde mittels
Westernblot-Analyse (siehe Methoden 6.15) Uberprift. Dazu wurden 5 ml LB-Medium mit
einer stationaren Ubernachtkultur der einzelnen Stamme inokuliert. Bei Erreichen einer
ODeggo von 0,5 wurde die Synthese der Proteine (TIpA, TlpB, TIpC, TlpD) mit 0,1 mM IPTG
induziert. Nach drei Stunden wurden 1,5 ml der Zellsuspension geerntet, die Bakterien
sedimentiert und in 0,5 ml 0,9% NaCl resuspendiert. Die Bakterien wurden mit Ultraschall
aufgeschlossen und der Proteingehalt des Lysats mit einem BCA-Assay bestimmt (siehe
Methoden 6.13). Die Synthese der einzelnen Sensoren im Vergleich zu einer
Negativkontrolle konnte bestéatigt werden. In den einzelnen Spuren wurde jeweils eine
spezifische Bande bei einer GroBe von ca. 75 kDa, 74 kDa, 63 kDa bzw. 48 kDa und
eventuelle proteolytische Abbaubanden detektiert (Abbildung 49). Diese Banden
entsprachen den Proteinen TIpC, TIpA, TlpB und TlpD (Tabelle 1).

82.2 kDa

64.2 kDa —
48.8 kDa

Abbildung 49: Westernblot-Analyse zum Nachweis der heterologen Expression der
Sensorgene von H. pylori in E. coli BT3388. Aufgetragen wurden Gesamtzelllysate der Stdmme
1: E. coli BT3388(pTrc99a); negative Kontrolle des Expressionsstammes 2: E. coli BT3388(pCJ401)
(TlpD) 3: E.coli BT3388(pCJ328) (TIpC), 4: E. coliBT3388(pCJ332) TIpB und 5: E. coli
BT3388(pCJ330) (TIpA); Primarer Antikérper: Kaninchen-o-TlpD-3387 (1:10.000), sekundarer
Antikérper: POX-Ziege-a-Kaninchen (1:20.000); Die offenen Pfeile deuten jeweils auf spezifische
Bande entsprechender GréBe. Aufgetragen wurden jeweils 10 ug Protein pro Spur.

7.11.1 Funktion der vier Sensoren TIpA, TipB, TIpC und TIpD aus
H. pyloriin E. coli BT3388 gegentuiber verschiedenen Zuckern in
Minimalmedium

Im ersten Schritt der Motilitatstests wurde die Reaktion auf verschiedene Zucker getestet.
Damit sollte die Hypothese Uberprift werden, ob sich durch die Zufuhr von N&hrstoffen das
Beweglichkeitsverhalten der transformierten E. coli &ndert. Zum einen sind aus anderen
Spezies Sensoren fir verschiedene Zucker in niedrigen Konzentrationen bekannt (z.B.
E. coli-Trg bzw. S. Typhimurium-Trg fir Ribose und Galaktose, E. coli-Tar fur Maltose), zum
anderen kann durch die Verwendung von metabolisierbaren Substanzen in hohen
Konzentrationen (> 1 mM) mdglicherweise Energietaxis nachgewiesen werden (Greer-
Phillips et al., 2003). Dazu wurden dem Minimalmedium (siehe Methoden 6.24) jeweils ein
Zucker (Saccharose, Glucose, Ribose, Succinat, Fumarat, oder Pyruvat) mit einer finalen
Konzentration von 5 mM zugesetzt. Der Versuch wurde in aerober (Raumluft — ca. 20% O.,),
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mikroaerober (5% O,, 10% CO,, 85% N,) und anaerober (0% O,, 100% N,) Atmosphéare
durchgefihrt, da H. pylori andere atmosphérische Anforderungen hat als E. coli
(Mikroaerophilie, Capnophilie) (siehe Einleitung 4.1.3). In E. coli wiederum wird der
Stoffwechsel in Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration reguliert. Damit sollte die
Mdoglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die Sensoren aus H. pylori, welche fur einen
mikroaeroben Stoffwechsel optimiert sind, eher in Anwesenheit von metabolischen
Prozessen reagieren, welche unter mikroaeroben Bedingungen in E. coli bevorzugt ablaufen
(siehe Diskussion 8.9.1). Die Bakterien wurden wie beschrieben angezlchtet und vorbereitet
(siehe Methoden 6.24) und die Schwarmhdéfe der verschiedenen Stamme in den einzelnen
Motilitdtsplatten vermessen. Die GrdBe des Hofes wurde dabei als Hinweis darauf gewertet,
ob eine Substanz direkt oder indirekt wahrgenommen wurde oder nicht. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 25 zu sehen.

Tabelle 25: GréBe der Beweglichkeitshofe [cm] der verschiedenen E. coli-Stdmme in
Motilitatsplatten. Angegeben ist jeweils der Durchmesser des beobachteten Hofes [cm] unter
verschiedenen atmospharischen Bedingungen und in Gegenwart unterschiedlicher Zucker. Die grau
hinterlegten Zellen heben Werte hervor, welche sich deutlich von den angegebenen Kontrollen
unterscheiden und auch im Text angesprochen werden.

RP437 BT3388 BT3388 BT3388 BT3388 BT3388

Zucker Atmosphare | 1 o992  pTrc99a  (pCJ328)  (pCJ330)  (pCJ332)  (pCJ401)
TipC TIpA TipB TIpD
aerob 1,80 1,40 1,50 1,50 1,20 1,40
Glukose mikroaerob 2,20 1,60 1,60 2,35 2,05 1,70
anaerob 1,60 1,30 1,20 2,20 1,55 1,20
aerob 2,25 1,20 1,00 1,50 1,00 1,20
Ribose mikroaerob 3,50 1,10 1,20 1,60 1,15 1,15
anaerob 0,60 0,70 0,60 0,60 0,50 0,60
aerob 4,30 1,00 1,00 1,30 1,10 1,10
Succinat mikroaerob 4,60 1,20 1,10 1,40 1,20 1,20
anaerob 0,65 0,50 0,60 0,60 0,60 0,50
aerob 2,60 1,00 0,80 0,95 1,05 1,00
Fumarat mikroaerob 3,10 1,40 1,40 2,15 1,80 1,35
anaerob 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
aerob 2,15 0,85 0,80 1,05 0,80 0,85
Pyruvat mikroaerob 2,95 1,15 1,00 1,75 1,05 0,90
anaerob 2,5 0,95 0,85 0,80 1,05 0,95
aerob 0,60 0,60 0,60 0,60 0,50 0,60
Saccharose mikroaerob 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,50
anaerob 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
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In dem vorliegenden Experiment wurde das taktische Verhalten verschiedener E. col-
Stdmme gegeniber verschiedenen Zuckern in Motilitatsplatten untersucht. Aufgrund der
genomischen Information von H. pylori wurde vermutet, dass alle Zucker bis auf Saccharose
wahrscheinlich in H. pylori verstoffwechselt werden kénnen. In unserem heterologen Modell
von E. coli sollten alle Zucker inklusive Saccharose verstoffwechselt werden. Die
Positivkontrolle zeigte unter aeroben und mikroaeroben Bedingungen auBer zu Saccharose
gegeniber allen Substraten eine deutliche Reaktion in Form eines groBen Hofes. Unter
anaeroben Bedingungen zeigte die Positivkontrolle nur eine Reaktion zu Glucose (& 1,6 cm)
und Pyruvat (& 2,5 cm). Die Negativkontrolle zeigte im Vergleich zur Positivkontrolle unter
allen Bedingungen eine schwéachere radiale Motilitat.

In der Regel war fir Sensoren aus H. pylori unter anaeroben Bedingungen keine
Beweglichkeitsreaktion zu beobachten. Lediglich in Gegenwart von Glucose gab es unter
anaeroben Bedingungen eine Reaktion (& 2,2 cm) des Sensors TIpA im Vergleich zur
Negativkontrolle E. coli BT3388(pTrc99a) (& 1,3 cm). Der Effekt des H. pylori-Sensors TIpA
(D 2,2 cm) war in Gegenwart von Glucose noch gréBer als der der Positivkontrolle E. coli
RP437(pTrc99a) (< 1,6 cm). Im Gegensatz zur Positivkontrolle zeigte unter anaeroben
Bedingungen kein Sensor aus H. pylori eine Reaktion zu Pyruvat.

Unter aeroben Bedingungen war stets eine sehr deutliche Antwort der Positivkontrolle
(RP437(pTrc99a)) zu beobachten. AuBerdem konnte fir den Sensor TIpA im Vergleich zur
Negativkontrolle (& 1,2 cm; 1,0 cm bzw. 0,85 cm) eine deutliche Reaktion bei einer
Verwendung der Zucker Ribose (& 1,5 cm), Succinat (& 1,3 cm) und Pyruvat (& 1,05 cm)
beobachtet werden. Die anderen Sensoren aus H. pylori (TlpB, TlpC und TlpD) zeigten unter
aerober Atmosphare unter den getesteten Bedingungen keine Reaktionen.

Unter mikroaeroben Bedingungen zeigte der Sensor TIpA (BT3388(pCJ330)) zu allen
Zuckern auBer Saccharose eine Reaktion (Tabelle 25). Die Reaktion gegenliber Ribose,
Succinat und Pyruvat fiel unter mikroaeroben Bedingungen deutlicher aus als unter aeroben
Bedingungen. Unter mikroaeroben Bedingungen konnte zusatzlich fir den Sensor TIpB eine
Reaktion gegentber Glucose (& 2,05 cm) und Fumarat (& 1,8 cm) im Vergleich zur
Negativkontrolle (& 1,6 cm bzw. 1,4 cm) festgestellt werden. Fir die Sensoren TlpC und
TIpD konnte unter keiner der getesteten Bedingungen ein Einfluss auf die GréBe des
Taxishofes festgestellt werden.

Beispielhaft sind in Abbildung 50 fumaratsupplementierte Motilitatsplatten mit den
Motilitatshéfen einzelner untersuchter Mutanten zu sehen. Die gezeigten Platten wurden
unter mikroaerober Atmosphare inkubiert (5% O,). Zusatzlich zu den in der Tabelle 25
aufgeflhrten Stdmmen wurden hier auch die entsprechenden Negativ-Kontrollen
(BT3388(pCJ329), BT3388(pCJ331) und BT3388(pCJ333); Tabelle 11), sowie eine weitere
Positivkontrolle (BT3388(pGH1)), welche den E. coli-Sensor Aer tragt und ein Stamm,
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welcher einen TIpA-Aer-Hybrid-Sensor tragt (pCJ510; siehe Methoden 6.9) aufgetragen. Es
konnte eine Reaktion fir die Sensoren TIpA und TlpB beobachtet werden. Die Schwarmhdéfe
waren gréBer als die der jeweiligen korrespondierenden Kontrollen (pCJ331, pCJ333) und
der der Negativkontrolle (BT3388). Keine Anderung der GroBe des Schwarmhofes war
dagegen im Falle von TIpC und TIpD im Vergleich zu den jeweiligen spezifischen Kontrollen
(BT3388(pCJ329); BT3388(pCJ401)) oder zu dem chemotaxisnegativen Stamm
(BT3388(pTrc99a)) zu erkennen. Auch zeigte der TIpA-Aer-Hybrid-Sensor keine positive
Reaktion unter den getesteten Bedingungen. In diesem Fall erschien die GréBe des
Schwarmhofes sogar noch geringer als die der Negativkontrolle (BT3388(pTrc99a)). Die
beiden Positivkontrollen (RP437(pTrc99a), BT3388(pGH1)) zeigten jeweils einen gréBeren
Schwarmhof als die Negativkontrolle (BT3388(pTrc99a)).

TIpB control

TipD control

Y TipA-Aer
&\ hybrid

Abbildung 50: Motilitatsplatten mit 5 mM Fumarat. Gezeigt werden Motilitdtsplatten bestehend aus
Minimalmedium supplementiert mit 5 mM Fumarat. Die Platten wurden mit jeweils 10° Bakterien der
unterschiedlichen Stamme in einem Volumen von 10 pl inokuliert und fir 36 h bei 5% O, inkubiert. Der
Name der Stdmme ist jeweils in der Abbildung vermerkt.

Zusammenfassend konnte im beschriebenen Experiment festgestellt werden, dass
der Sensor TIpA vor allem unter mikroaeroben Bedingungen ein positives taktisches
Verhalten in Anwesenheit verschiedener metabolisierbarer Zucker vermittelt. Eine ahnliche
jedoch schwachere Reaktion konnte auch flr TlpB gezeigt werden. Auch dieser Sensor
vermittelt ein positives Schwarmverhalten in Anwesenheit mancher Zucker. Fir TIpB konnte
dies ausschlieBlich unter mikroaeroben Bedingungen beobachtet werden, wahrend fir TIpA
auch Reaktionen unter aeroben und anaeroben Bedingungen beobachtet werden konnten.

7.11.2 Funktion der vier Sensoren aus H. pyloriim E. coli-Stamm
BT3388 in Anwesenheit von Acetat, Arginin und Bicarbonat

Im Mukus des menschlichen Magens liegt ein pH- und eine Bicarbonat/CO,-Gradient vor.
Erst bei einer Anderung beider Gradienten (Absenkung des luminalen pH-Wertes und der
luminalen Bicarbonatkonzentration) verlieren die Bakterien ihre Fahigkeit zur Orientierung
innerhalb des Mukus, wie im Modell der Mongolischen Rennmaus gezeigt werden konnte
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(Schreiber et al., 2004) (siehe Einleitung 4.1.5.1). Daher sollte im Folgenden der Einfluss von
verschiedenen schwachen Sauren und von Bicarbonat auf das Schwarmverhalten
untersucht werden. Dazu wurden die Reaktionen der verschiedenen Sensoren in
Minimalmediumplatten, welche mit Acetat, Arginin oder Bicarbonat supplementiert wurden,
untersucht. Da keines der genannten Substrate fur E. coli als Wachstumssubstrat geeignet
ist, wurden 5 mM Fumarat (als Stoffwechselsubstrat) mit Acetat, Arginin oder Bicarbonat in
verschiedenen Konzentrationen (0,5 mM und 5 mM) kombiniert. Die schwachen organischen
Séauren koéonnten wiederum  zusatzliche Hinweise auf den Mechanismus der
Energiewahrnehmung verschaffen. Der pH-Wert der Umgebung hat einen unmittelbaren
Einfluss auf die proton motive force und damit auch auf den Energiehaushalt der Bakterien,
da sich die PMF aus dem elektrischen Membranpotential und der pH-Differenz zwischen
dem Periplasma und dem Cytosol zusammensetzt. Fir E. coli konnte gezeigt werden, dass
die Art der Reaktion auf unterschiedliche Substrate auch auf den Mechanismus (Tsr oder
Aer) der Energiewahrnehmung schlieBen lassen (Greer-Phillips et al., 2003; Edwards et al.,
2006) (siehe Diskussion 8.9). Als Kontrolle wurden Minimalmediumplatten ausschlieBlich mit
Fumarat (5 mM) supplementiert.

Die Bakterien wurden wie beschrieben angezlchtet und vorbereitet (siehe Methoden
6.24). Unter allen atmospharischen Bedingungen waren die beobachteten Schwarmhéfe
stets denen der Fumaratkontrolle &hnlich. Die verwendeten S&uren und das Bicarbonat
beeinflussten unter den untersuchten Bedingungen das taktische Verhalten der Bakterien
nicht. Eine Acetatkonzentration von 5 mM stellte sich als toxisch fir die Bakterien heraus. In
diesem Fall wurde unter keiner atmosphéarischen Bedingung Wachstum beobachtet.

7.11.3 Funktion der vier Sensoren aus H. pyloriin E. coli-Stammen
RP437, BT3388 und BT3312 in Succinat-Platten

In den bisher durchgefiihrten Experimenten wurde das basale Expressionslevel des unter
der Kontrolle des /lac-Promotor stehenden Expressionsplasmids pTrc99a als ausreichend
angesehen. Moglicherweise war das Expressionsniveau einzelner Sensoren (TIpC, TlpD)
nicht hoch genug, um im vorliegenden heterologen Modell eine Reaktion zu zeigen, daher
wurde im folgenden Experiment die Reaktion zu Succinat (1 mM) nach Induktion mit IPTG in
unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 mM; 0,5 mM; 1,0 mM) untersucht. Da auBerdem die
Mdoglichkeit bestand, einzelne Sensoren wirden eine negative Taxis-Antwort, also eine
Fluchtreaktion, vermitteln, welche in einem chemotaxisnegativen Hintergrund (BT3388) nur
schwer zu sehen ware, wurden zusatzlich die vier Sensoren aus H. pylori und der
konstruierte Hybridsensor TIpA-Aer (siehe Methoden 6.9) in einem anderen genetischen
Hintergrund untersucht. So wurden die Sensoren (TIpA, TlpB, TIpC, TlpD, TIpA-Aer) auch in
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die E. coli-Stamme RP437 und BT3312 eingebracht und die erhaltenen Stdmme in den
einzelnen Experimenten untersucht. Als Kohlenstoffquelle wurde Succinat gewahlt, da sich
dies besonders fur die Untersuchung von Aer-abhéangiger Energietaxis in E. coli eignet. Der
Energiesensor Aer aus E. coli reagiert auf Substrate, welche schnell oxidierbar sind (z.B.
Succinat), unabhangig davon wie gut sie als Wachstumssubstrat geeignet sind oder nicht
(Greer-Phillips et al, 2003) (siehe Diskussion 8.9). Zudem ist im verwendeten
Succinatmedium kein Substrat enthalten, fir welches bereits Chemotaxis in E. coli
beschrieben wurde. In Succinatplatten kommt es aufgrund der starken Atmung der Bakterien
zur Bildung eines Sauerstoffkonzentrationsgradienten. Dabei nimmt  die
Sauerstoffkonzentration ausgehend von der Bakterienkolonie von innen nach auBen radial
zu. E. coli-Bakterien, welche zur Energietaxis féhig sind, orientieren sich dabei in Richtung
steigender Sauerstoffkonzentrationen (Bibikov et al., 1997).

Die Bakterien wurden wie beschrieben angezichtet und vorbereitet (siehe Methoden
6.24). Die Ergebnisse wurden in Tabelle 26 zusammengefasst. Flr die vier Sensoren aus
H. pylori wurden keine Unterschiede in der GroBe der Schwarmhéfe in Abhangigkeit von der
IPTG-Konzentration beobachtet. Im genetischen Hintergrund des chemotaxisnegativen
Stammes E. coli BT3388 wurde unter keiner atmospharischen Bedingung eine Veranderung
der GréBe des Schwarmhofes durch die Sensoren aus H. pylori festgestellt. Lediglich der
Hybridsensor TIpA-Aer schien unter aeroben Bedingungen eine Reduktion der
SchwarmhofgréBe im Vergleich zum Kontrollstamm (BT3388(pTrc99a)) zu verursachen (&
0,3 cm bzw. 0,7 cm) (Tabelle 26). Die verwendete Positivkontrolle BT3388(pGH1), welche
den Sensor Aer tragt, zeigte unter aeroben und mikroaeroben Bedingungen eine leichte
VergroBerung des Schwarmhofes im Vergleich zur Negativkontrolle BT3388(pTrc99a),
welche keinen Sensor tragt. Im genetischen Hintergrund der Stdmme E. coli BT3312 und
E. coli RP437 verursachte die Anwesenheit der Sensoren TIpA, TlpB und TIlpD eine
Reduktion der GréBe des Hofes im Vergleich zu den Kontrollen BT3312(pTrc99a) und
RP437(pTrc99a). Dieser Effekt war im genetischen Hintergrund von E. coli RP437 unter
allen atmospharischen Bedingungen zu beobachten. Im Hintergrund von E. coli BT3312 war
dieser Effekt lediglich unter aeroben und mikroaeroben Bedingungen zubeobachten. Der
Sensor TlpC zeigte unter keiner der getesteten Bedingungen einen Effekt auf die GréBe des
Schwéarmhofes (siehe Diskussion Abschnitt 8.9.3). Die Stdmme E. coli BT3312(pCJ510) und
RP437(pCJ510), welche den Hybridsensor TIpA-Aer trugen, zeigten kein taktisches
Motilitatsverhalten mehr (dominant negativer Phanotyp) (Tabelle 26).
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Tabelle 26: GroBe der Schwarmhofe [cm] der verschiedenen E. coli-Stamme in Succinat-
Motilitatsplatten. Angegeben ist jeweils der Durchmesser des beobachteten Beweglichkeitshofes
[cm] unter verschiedenen atmospharischen Bedingungen und in Gegenwart unterschiedlicher IPTG-
Konzentrationen. Die grau hinterlegten Zellen heben Werte heraus, welche sich von den
angegebenen Kontrollen unterscheiden und auch im Text angesprochen werden.

Aerob 20% O2 Mikroaerob 5% O- Anaerob 0% O
IPTG [mM] IPTG [mM] IPTG [mM]

0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0

pTrc99a 2 2,4 2,7 2,1 2,3 2,6 1,4 1,5 1,5

pCJ328 2 2,2 2,0 1,9 1,7 2,0 1,0 0,9 0,7
&% pCJ330
E pCJ332
pCJ401

pCJ510

pTrc99a 2,3 2,1 1,8 2,0 1,9 2,0 0,2 0,5 0,3

pCJ328 1,8 1,8 0,2 0.3 03
= pCJ330 0,2 0 0,2
£ pcJ3s2

pCJ401

pCJ510

pTrc99a | 0,7 08 07 08 1,0 0,9 05 0,7 0,9

pCJ328 07 0,6 08 08 07 08 0.3 0,7 08
w PCJ330 07 05 07 07 08 08 0,4 0,2 04
g pCJ332 07 07 1,0 08 08 0,8 03 03 05
@ pCJa01 07 0,6 1,0 07 07 0,9 0,2 0,2 03

pCJ510 07 07 08

pGH1 0,4 0 05

Beispielhaft sind in Abbildung 51 Motilitdtsplatten der Stdmme E. coli RP437 und
E. coli BT3312 nach mikroaerober Inkubation zu sehen. Im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 51A) konnte fir die Sensoren TIpA (B), TlpB (C) und TIpD (D) eine Reduktion des
Schwarmhofes beobachtet werden. Der gréBte Unterschied konnte fiir TIpA (B) beobachtet
werden. Im genetischen Hintergrund des Stammes E. coli BT3312 konnte ein ahnliches Bild
beobachtet werden. Wahrend fir TIpC keine Reduktion des Durchmessers des
Motilitdtshofes im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden konnte (Abbildung 51E), war fur
TIpA, TlpB (E) und fur TlpD (F) eine Reduktion des Motilitdtshofes zu beobachten.
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Abbildung 51: Motilitatsplatten mit 5 mM Succinat und 0,1 mM IPTG in Minimalmedium. Die
Platten wurden mit jeweils 10° Bakterien der unterschiedlichen Stamme in einem Volumen von 10 pl
inokuliert und fir 36 h bei 5% O, inkubiert; A: E. coli RP437(pTrc99a); B: E. coli RP437(pCJ330)
(TIpA); C: E. coli RP437(pCJ332) (TIpB); D: E. coli RP437(pCJ401) (TlpD); E: oben links: E. coli
BT3312(pCJ328) (TIpC), oben rechts: E. coli BT3312(pTrc99a), unten rechts: E. coli BT3312(pCJ330)
(TIpA), unten links: E. coli BT3312(pCJ332) (TIpB); F: oben rechts: E. coli BT3312(pCJ510) (TIpA-
Aer), oben links: E. coliBT3312(pCJ401) (TIpD)

7.11.4 Funktion der vier Sensoren aus H. pyloriin den E. coli-
Stammen RP437, BT3388 und BT3312 in Trypton-Platten

Um die Auswirkung unterschiedlicher atmosphéarischer Bedingungen auf die Funktion und
Wirkung der Sensoren naher zu analysieren, wurde das taktische Verhalten, der
konstruierten Stdmme in verschiedenen Gasatmospharen in Vollmedium (1% Trypton, 0,5%
NaCl) untersucht. In diesem Experiment ist die Antwort weitgehend unabhangig von der Art
der Néhrstoffe, da diese im Uberfluss vorhanden und gleich verteilt sind. Eine mégliche
Anderung des Verhaltens resultiert eher aus Verdnderungen in den atmosphérischen
Bedingungen oder der Entstehung toxischer Stoffwechselprodukte. Ahnlich wie bei den
Succinatplatten wird in den Tryptonplatten durch die metabolische Aktivitat Sauerstoff
verbraucht (Adler, 1966a; Wolfe und Berg, 1989). Den entstehenden Gradienten kdnnen die
Bakterien  unter  Umstdnden  nutzen, um sich in  Richtung steigender
Sauerstoffkonzentrationen zu orientieren. Die Bakterien wurden wie beschrieben
angeziichtet und vorbereitet (sieche Methoden 6.24). Im vorliegenden Experiment wurden die
vier Sensoren aus H. pylori und der TIpA-Aer-Hybridsensor im genetischen Hintergrund von
E. coli RP437 untersucht. Zusatzlich wurden die Stamme E. coli BT3388(pTrc99a) und
E. coli BT3312(pTrc99a) als Kontrollen verwendet. Die Ergebnisse wurden in Tabelle 27
zusammengefasst. Die Positivkontrolle E. coli RP437(pTrc99a) zeigte unter allen
atmospharischen Bedingungen einen groBen Beweglichkeitshof (& 7,3 — 8,0 cm), wahrend
die Negativkontrolle E. coli BT3388(pTrc99a) keine radiale Beweglichkeit (& 0,9 — 1,0 cm)
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zeigte. FUr die Sensoren TlpB, TIpC und TlpD konnte kein Effekt beobachtet werden (Tabelle
27). Der Sensor TIpA dagegen zeigte in unter allen atmosphérischen Bedingungen eine
Reduktion der GrdBe des Beweglichkeitshofes (Y 2,9 — 4,4 cm). Das Verhalten war
vergleichbar mit dem von E. coli BT3312 (D 2,7 — 4,2 cm).

Tabelle 27: GréBe der radialen Beweglichkeitshéfe [cm] der verschiedenen E. coli-Stamme in
Trypton-Motilitdtsplatten. Angegeben ist jeweils der Durchmesser des beobachteten Hofes [cm]
unter verschiedenen atmosphérischen Bedingungen in Tryptonmedium. Die grau hinterlegten Zellen
heben Werte hervor, welche sich von den angegebenen Kontrollen unterscheiden und auch im Text
angesprochen werden. Der Wert >8,0 wurde angegeben, wenn der Rand des Schwarmhofes den
Rand der Petrischale erreicht hatte und folglich eine genauere Angabe der SchwarmhofgréBe nicht
moglich war.

E. coli Plasmid

Stamm (Sensor) aerob anaerob mikroaerob
RP437 pTrc99a > 8.0 7.6 7.3
RP437 p(%dpsg)s > 8.0 7.4 7.5
RP437 p(%J:i)O 4.4 2.9 3.45
RP437 p(%dsg)z > 8.0 7.4 7.3
RP437 pgf;'g; >8.0 7.4 7.7
RP437 (ﬁg/i?/lgr) >8.0 7.4 74
BT3312 pTrc99a 4.2 2.7 3.1
BT3388 pTrc99a 0.95 1 0.9

In Abbildung 52 sind beispielhaft einige Motilitatsplatten mit Tryptonmedium zu
sehen. Wéahrend der Taxis-Hof der Positivkontrolle E. coli RP437(pTrc99a) nahezu die
gesamte Petrischale einnahm (A), wirkte sich der Sensor TIpA aus H. pylori in einer

Reduktion des Hofes (D) aus. Das Verhalten entsprach dem des E. coli-Stammes
BT3312(pTrc99a) (C). Die Negativkontrolle E. coli BT3388 zeigte im vorliegenden
Experiment kein taktisches Verhalten (B).

—— - —— =
A /m\ % /7 E. coli BT3312 /Eculi RPAITSN
/ E. coliRPA37 S\ E. coli BT3388 pTrco9a \ ~ TIoA (H. pylori)
/ pTrc99a \ 7/, pTrc99a /4 7 i
4 (postive control) £/ (negative control)
/ ¥,

Abbildung 52: Taktisches Verhalten verschiedener E. coli-Stamme in Trypton-Motilitatsplatten.
Die Platten wurden mit jeweils 10° Bakterien der unterschiedlichen Stdmme in einem Volumen von
10 pl inokuliert und fir 36 h bei 5% O, inkubiert; A: E. coli RP437(pTrc99a); B: E. coli
BT3388(pTrc99a); C: E. coliBT3312(pTrc99a); D: E. coli RP437(pCJ330) (TIpA).
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8 Diskussion

H. pylori bendtigt fir das Uberleben und die dauerhafte Besiedlung der menschlichen
Magenschleimhaut die Flagellen-vermittelte Motilitdt und Taxis (Eaton et al, 1996;
Kavermann et al., 2003; Josenhans et al., 1999; Schreiber et al., 2005; Ottemann und
Lowenthal, 2002). Die Orientierung der Bakterien in vivo ist dabei abhangig von dem in der
Magenschleimhaut bestehenden pH-Gradienten (Schreiber et al., 2004). Der saure pH-Wert
und die enzymatische Aktivitat z.B. von Pepsin kdnnen Komponenten der Flagellen und
dadurch ihre Funktion schadigen (Schreiber et al., 2005). Daher ist eine Orientierung der
Bakterien in Richtung der tiefen Mukusschichten notwendig, da dort ein héherer pH-Wert
(pH ~ 5,5 bis 6,5) vorliegt (Schreiber et al., 2004). Zur Orientierung und zur gerichteten
Bewegung besitzt H. pylori einen vollstandigen Chemotaxisapparat (Tomb et al., 1997; Alm
et al., 1999), darunter vier potenzielle Sensoren (TIpA, TIpB, TlpC und TIpD). Die
Orientierung an einem pH-Gradienten (Schreiber et al., 2004) ist ein Indiz fir Energietaxis,
da sich die proton motive force aus dem elektrischen Membranpotential (Ay) und der pH-
Differenz (ApH) zwischen Periplasma und Cytosol zusammensetzt und somit unmittelbar mit
dem pH-Wert zusammenhangt. Die Tatsache, dass TlpD keine Transmembrandoméanen
besitzt und somit mdglicherweise zytosolisch vorliegt, ist ein erster Hinweis auf die
Wahrnehmung eines intrazellularen Reizes, wie beispielsweise die energetischen
Verhaltnisse.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Anséatze gewahlt, um die Substratspezifitat der
einzelnen Sensoren zu analysieren. Da in den Untersuchungen ein besonderer Schwerpunkt
auf der mdglichen Energietaxis lag, wurden die Experimente entsprechend entworfen.
Dartiber hinaus lag ein weiterer Schwerpunkt auf dem Sensor TlpD, der auBer in seiner
Funktion und Struktur auch naher in seiner Lokalisierung und seiner biologischen Relevanz
charakterisiert werden sollte.

8.1 Neue Erkenntnisse aus den bioinformatische Analysen der
Chemosensor-Proteine von H. pylori

Die vier Sensoren aus H. pylori wurden im Rahmen dieser Arbeit ausfihrlich bioinformatisch
untersucht, um mdgliche Hinweise auf Substratspezifitaten und sensorische Mechanismen
zu erhalten. Es konnten keine Homologien in der Sensordoméne zu bisher charakterisierten
Sensoren gefunden werden. Homologien in einzelnen mdglicherweise funktionell

entscheidenden Aminosauren werden noch ausfihrlicher in Abschnitt 8.8 diskutiert.
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Um Hinweise auf mdglichen Mechanismen der Adaptation zu erhalten, wurde nach
Md&glichkeiten der Methylierung gesucht, da Methylierung die bisher am besten beschriebene
Form der Adaptation ist. Es konnten in allen Sensoren von H. pylori Folgen von zwei oder
mehr Glutaminen bzw. Glutamaten gefunden werden. Diese Folgen kommen womdglich als
Methylierungsmotive in Frage (Le Moual und Koshland, Jr., 1996). Basierend auf E. coli (Tsr,
Trg) und S. Typhimurium (Tar) beschrieben LeMoual und Koshland ein
Methylierungskonsensusmotiv (Glx-Glx*-X-X-Ala-Ser/Thr), welches auch in zahlreichen
anderen Spezies identifiziert werden konnte (B. subtilis, P. aeruginosa, Caulobacter
crescentus, Clostridium thermocellum, Myxococcus xanthus, u.a.) (Le Moual und Koshland,
Jr., 1996). Dabei wird in der Regel ein Glutamat-Rest methyliert; ein Glutamin-Rest kann vor
der Methylierung zu Glutamat deamidiert werden (Rollins und Dahlquist, 1981; Kehry et al.,
1983). In H. pylori konnten bereits einige Amidasen (Stark et al.,, 1997; Bury-Mone et al.,
2006; Cappelletti et al., 2008) identifiziert werden. Das volle Konsensusmotiv Glx-GlIx*-X-X-
Ala-Ser/Thr wurde in H. pylori nur im Sensor TIpA identifiziert. Gewisse Abweichungen von
dem beschriebenen Konsensusmotiv waren in H. pylori durchaus vorstellbar. In den
Sensoren von H. pylori fehlt das C-terminale NWET/SF-Motiv (mutmaBliche Bindestelle der
Methyltransferase CheR und der Methylesterase CheB in E. coliund S. enterica) (Wu et al.,
1996); allerdings muss hier angemerkt werden, dass bereits bakterielle Chemosensoren
(z.B. aus Thermotoga maritima) beschrieben wurden, welche zwar methyliert werden
kénnen, jedoch kein NWET/SF-Motiv am C-Terminus aufweisen (Perez und Stock, 2007).
Eine weitere Unklarheit bezuglich der Methylierung ist das scheinbare Fehlen der beteiligten
Enzyme CheR (Methyltransferase) und CheB (Methylesterase) im Genom von H. pylori
(Tomb et al,, 1997; Alm et al., 1999; Oh et al., 2006). Theoretisch denkbar ist aber ein
funktioneller Ersatz der Enzyme CheR und CheB durch andere Proteine oder die Existenz
von CheR- und CheB-Proteinen mit nur geringer Homologie zu bekannten Proteinen, welche
dann mdglicherweise auch abweichende Methylierungs- und Bindemotive hatten. So konnte
beispielsweise benachbart zur Aspartatkinase CheY1 (HP1067) eine Methyltransferase
unbekannter Funktion (HP1068) identifiziert werden, welche im gleichen Operon wie CheY'1
organisiert ist (Beier et al., 1997).

Mdéglicherweise geschieht die Adaptation in H. pylori zusétzlich durch die CheV-
Proteine. CheV1-3 besitzen eine CheW- und eine CheY-Doméane und sind somit sowohl zur
Interaktion mit den Sensoren als auch mit CheAY2 in der Lage. Eine Rolle von CheV in der
Adaptation wurde bereits flir B. subtilis beschrieben (Rao et al., 2008). In B. subtilis konnte
gezeigt werde, dass CheV mit dem Rezeptor-CheW-CheA-Komplex interagiert und dass
dessen CheY-Domane durch CheA in Abhangigkeit von der Rezeptoraktivitat phosphoryliert
werden kann. Das phosphorylierte CheVp wiederum hat eine inhibitorische Wirkung auf die
Bindung zwischen Rezeptor und Histidinkinase CheA (Karatan et al., 2001; Rao et al., 2008).
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Insgesamt zeigte die Sequenzanalyse deutliche Unterschiede der Chemosensoren von
H. pylori gegenuber anderen bisher gut charakterisierten Bakterien auf, die auf funktionelle
Diversifizierung hindeuten.

8.2 Die terminale Oxidase Cbb3 in H. pyloriist unter den getesteten
Bedingungen essenziell flir die bakterielle Proliferation

Zu Beginn dieser Arbeit wurde versucht, die terminale Oxidase cbbs; von H. pylori zu
mutagenisieren, um einen  Zusammenhang  zwischen  der  Aktivitdt  der
Elektronentransportkette und dem Verhalten der Bakterien zu untersuchen (siehe
Ergebnisse Abschnitt 7.2.1). Beispielsweise konnte so in Azospirillum brasilense und E. coli
die These eines metabolismusabhangigen Verhaltens gestiitzt werden, da eine Mutation in
der terminalen Oxidase cbbz; die Wahrnehmung und Reaktion auf ein metabolisierbares
Substrat unter mikroaeroben Bedingungen deutlich reduzierte (Alexandre et al., 2000;
Edwards et al., 2006).

Trotz der Verwendung verschiedener alternativer Elektronenakzeptoren (Fumarat,
Nitrat, DMSO, TMAO) und verschiedener Kultivierungsbedingungen (mikroaerob, anaerob)
gelang es in dieser Arbeit nicht, einen knock-out in einem der Gene der terminalen Oxidase
zu erhalten. H. pylori besitzt nur eine terminale Oxidase (Tomb et al., 1997, Alm et al., 1999;
Chen et al., 1999; Doig et al., 1999), daher fande im Falle einer erfolgreichen Mutagenese
keine aerobe Atmung mehr statt. Da in dieser Arbeit Gene verschiedener Untereinheiten der
terminalen Oxidase zur Mutagenese ausgewahlt wurden (ccoN, ccoQO) (siehe Ergebnisse
Abschnitt 7.2.1) und verschiedene alternative Elektronenakzeptoren zur anaeroben Atmung
eingesetzt wurden, liegt der Schluss nahe, dass H. pylori durch anaerobe Atmung nicht
ausreichend Energie zur Proliferation gewinnen kann, obwohl im Genom eine
Fumaratreduktase (Ge et al., 1997) und eine S/N-Oxid-Reduktase (Tomb ef al., 1997; Alm et
al., 1999) identifiziert werden konnten. Zwar konnte eine essenzielle Rolle der
Fumaratreduktase in der Kolonisierung (Ge et al., 2000) bereits nachgewiesen werden,
jedoch ist die Rolle des Enzyms im Stoffwechsel von H. pylori unklar, zumal die
Fumaratreduktase in H. pylori, im Gegensatz zu anderen Spezies (Thauer et al., 1977),
konstitutiv exprimiert wird (Ge et al, 2000). In E. coli konnte zudem eine Rolle der
Fumaratreduktase in der Flagellenbewegung gezeigt werden. Die Fumaratreduktase scheint
dabei an den Flagellenmotor zu binden und eine Anderung der Flagellenbewegung in
Richtung des Uhrzeigersinns (resultiert in tumblings) zu beglinstigen (Montrone et al., 1998;
Cohen-Ben-Lulu et al., 2008; Prasad et al., 1998).

Eine weitere mdgliche Erklarung fir die Wichtigkeit der terminalen Oxidase ist
Toxizitdt des Sauerstoffs. Die Bakterien wurden Uberwiegend (nach der Transformation;
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nach der Uberfilhrung auf Selektivplatten) anaerob (80% N,, 10% CO,, 10% H,) inkubiert,
aber die Bakterien wurden dabei kurze Zeit der Umgebungsluft ausgesetzt (z.B. Uberfiihrung
auf Selektivplatten). Im Genom von H. pylori wurde eine Reihe von Sauerstoff-entgiftenden
Enzymen identifiziert: Superoxiddismutase (HP0389), Katalase (HP0875), zwei Peroxidasen
(HP0390, HP1563) (Doig et al., 1999; Hazell et al., 1991; Spiegelhalder et al., 1993), aber es
wurden auch toxische Effekte des Sauerstoffs auf die Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase
(PFOR), verschiedene Eisen-Schwefel-Proteine, die NADPH Oxidase, sowie auf
Flavoproteine und Nitroreduktasen in H. pylori beschrieben (Chen et al., 1999; Hazell et al.,
2001; Krieg und Hoffman, 1986; Wang und Maier, 2004). Eine besondere Bedeutung kommt
in diesem Zusammenhang moglicherweise der Inhibierung der Pyruvat:Ferredoxin-
Oxidoreduktase (PFOR) durch Sauerstoff zu. Die PFOR ist durch CO,-Fixierung ebenfalls an
der Energiegewinnung beteiligt (St Maurice et al., 2007). Dieser Weg der Energiegewinnung
trdgt neben der aeroben Atmung woméglich einen entscheidenden Anteil zum
Energiestoffwechsel in H. pylori bei, was aber nun durch den unveratmeten Sauerstoff
inhibiert werden kann.

Ein gegenteiliges Ergebnis, was die Notwendigkeit der terminalen Oxidase betrifft,
konnten Salama et al. in ihrer Untersuchung 2004 zeigen (Salama et al, 2004). Sie
untersuchten mit Hilfe einer ungerichteten Transposonmutagenese das Genom von H. pylori
auf essenzielle Gene. In dieser Studie schien das Gencluster ccoNOQP nicht essenziell fur
H. pylori zu sein. So konnten in zwei der vier Gene (ccoN, ccoO) eine geringe Anzahl an
Mutanten (5 bzw. 4) detektiert werden, welche das Transposon in dem jeweiligen Gen
trugen. Die Detektion der Lage der Transposon erfolgte in dieser Studie anhand der
Amplifikation des mutagenisierten Bereiches mittels semi-random-PCR und anschlieBender
Hybridisierung des Amplifikats mittels eines Microarrays. Daher ist es, so wie es die Autoren
auch selbst diskutieren, stets méglich, dass das Transposon in einem der unmittelbar
benachbarten Gene liegt und es somit zu falsch-negativen Ergebnissen kommt. Darlber
hinaus muss in Betracht gezogen werden, dass das Transposon mdglicherweise auch weit
am 3’-Ende eines Gens inseriert und daher die Funktion des Gens nicht vollstandig zerstort.
Aufgrund von () diesen mdglichen Erklarungen fir falsch-negative Ergebnisse, (ll) der
Tatsache, dass auch in der Studie von Salama et al. nur zwei (ccoN, ccoO) der vier Gene
des Genclusters scheinbar zu mutagenisieren waren und (lll) unseren Ergebnissen
postulierten wir, dass die terminale Oxidase cbbs; und damit die aerobe Atmung fir die
Proliferation von H. pylori essenziell ist.

Dies korrespondiert mit einer Studie von Donelli et al. (1998). In dessen Untersuchung
wurde der Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf das Wachstum von H. pylori untersucht.
Die Bakterien wurden dazu nach einer Anzucht Gber Nacht in Brucella-Medium mit 2% FCS
in 1-ml-Mengen aliquotiert und unter verschiedenen atmospharischen Bedingungen (0% bis
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5% O,) inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten wurden die Bakterien auf Festmedium (Brucella)
ausplattiert und so die Anzahl der CFU (colony forming units) bestimmt. Bei einer
Sauerstoffkonzentration von 1% und weniger reduzierte sich die Anzahl der CFU (colony
forming units) pro Milliliter Medium innerhalb von 72 Stunden um 1 — 2 log-Stufen. Nach
einer Inkubation von sieben Tagen konnten bei diesen Sauerstoffkonzentrationen keine
Bakterien mehr angezichtet werden (Donelli et al., 1998). Dies spricht ebenfalls daflr, dass
die aerobe Atmung fir die Proliferation von H. pylori essenziell ist.

8.3 Zusammenhang zwischen Kultivierungsbedingungen von
H. pylori und Energiegewinnung

Da im Rahmen dieser Arbeit die terminale Oxidase von H. pylori nicht mutagenisiert werden
konnte, wurde die Energietaxis auf anderem Wege analysiert. Dazu wurde das Verhalten
von H. pylori unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen untersucht. Fir diese Analysen
wurde zuerst dokumentiert, inwieweit sich die verschiedenen Kultivierungsbedingungen auf
die Aktivitat des Metabolismus von H. pylori auswirkten. In dieser Arbeit konnte flr eine
Reihe verschiedener Kultivierungsbedingungen ein unmitteloarer Zusammenhang mit der
Stoffwechselaktivitat von H. pylori gezeigt werden (siehe Ergebnisse 7.2.2). Zur Messung der
Aktivitdt des bakteriellen Metabolismus wurde in dieser Arbeit der ATP-Gehalt der Zellen
gemessen. Der ATP-Gehalt der Bakterien hing direkt mit dem Nahrstoffgehalt des Mediums
zusammen. Wahrend das Vollmedium (BHI/Hefe + 10% FCS) die héchste Aktivitat des
bakteriellen Stoffwechsels erlaubte, war die Aktivitdt in nahrstofffreier, physiologischer
Kochsalzlésung am niedrigsten. In dem Medium RPMI1640 mit und ohne FCS lag der
Energiegehalt dazwischen, wobei sich der Zusatz von FCS zum RPMI1640-Medium in einer
leichten Erhéhung des ATP-Gehalts im Vergleich zum RPMI1640-Medium ohne Serum
auswirkte.

Auch die unterschiedlichen Atmospharen wirkten sich auf den ATP-Gehalt der
Bakterien aus (siehe Ergebnisse 7.2.2). So war der ATP-Gehalt in zur Kultivierung
ungeeigneten Gasgemischen (Raumluft / 100% N,) am hdéchsten. In den drei CO.-reichen
Atmospharen war der zellulare ATP-Gehalt der Bakterien dagegen deutlich niedriger (80%
No, 10% CO,, 10% H, / 85% N, 10% CO,;, 5% O, / Raumluft mit 5% CO,), obwohl
mindestens zwei dieser Atmosphéren flr eine Kultivierung von H. pylori geeignet sind. Bei
H. pylori handelt es sich um ein capnophiles Bakterium, fir welches die Anwesenheit von
CO, in der Atmosphare essenziell ist (St Maurice et al.,, 2007; Bury-Mone et al., 2006).
H. pylori besitzt die Fahigkeit, mittels CO,-Fixierung Pyruvat zu gewinnen (St Maurice et al.,
2007). Moglicherweise lasst sich der erhdhte ATP-Gehalt in den COz-armen Atmosphéaren
damit erklaren, dass unter diesen Bedingungen kein vollstandig funktionierender
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Metabolismus vorliegt und keine ATP-verbrauchenden anabolischen Prozesse ablaufen,
zumal das durch CO,-Fixierung entstehende Pyruvat der Ausgangspunkt der
Gluconeogenese ist (St Maurice et al., 2007).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die verwendeten metabolisch aktiven
Substanzen tatsachlich einen Einfluss auf den Metabolismus der Bakterien haben (siehe
Ergebnisse 6.22). So konnte durch den Inhibitor der Cytochrom-bc;-Oxidase Myxothiazol
(Trumpower, 1990; Alderson et al., 1997) und das Quinonanalog HQNO (Alexandre et al.,
2000) der ATP-Gehalt der Bakterien signifikant abgesenkt werden und durch die Zugabe des
Elektronendonors TMPD/Ascorbat (Nagata et al., 1996) wieder gesteigert werden (Abbildung
13, Abbildung 14). TMPD/Ascorbat Ubertréagt Elektronen direkt auf das Cytochrom c¢ und
simuliert somit eine metabolische Aktivitat.

8.4 Der H. pylori-N6-Wildstamm zeigt energieabhangiges Verhalten
und Energietaxis

Im weiteren Verlauf der Arbeit konnte gezeigt werden, dass im H. pylori-N6-Wildstamm ein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen dem ATP-Gehalt der Bakterien und dem Verhalten
besteht. So trat im Medium (BHI/Hefe + 10% FCS), in welchem die Bakterien den hdchsten
ATP-Gehalt aufwiesen, nur eine geringe Anzahl an stops pro 3 Sekunden auf (Tabelle 14).
Eine geringe Anzahl an stops deutet in der Regel auf das Fehlen eines Schreckstoffes oder
die Anwesenheit eines positiven Reizes hin (Macnab und Koshland, Jr., 1972; Berg und
Brown, 1972; Einleitung 4.2.1). Im vorliegenden Fall korrespondierte dies mit der gezeigten
positiven Wirkung von BHI/Hefe + 10% FCS auf den bakteriellen Stoffwechsel (Abbildung
15) und der Tatsache, dass das Medium zur Kultivierung von H. pylori geeignet ist. In
RMP11640-Medium mit Serum, welches in H. pylori einen geringeren ATP-Gehalt ermdglicht
als das BHI/Hefe-Medium (Abbildung 15), lagen dagegen deutlich mehr stops als in
BH/Hefe-Medium vor (Tabelle 14). Da H. pylori nicht zum Wachstum in diesem Medium fahig
ist und stops in der Regel dann auftreten, wenn ein unglnstiger Reiz wahrgenommen wird
(Macnab und Koshland, Jr., 1972), spricht dies womdglich flir eine Fluchtreaktion. In
RPMI1640-Medium ohne Serum, welches zu einem noch geringeren ATP-Gehalt in den
Bakterien flihrt als RPMI1640-Medium mit Serum (Abbildung 15), zeigte H. pylori keine stops
mehr (Tabelle 14). Dies deutet darauf hin, dass es womdglich einen Schwellenwert an
Aktivitat im Metabolismus gibt, der notwendig ist, um Uberhaupt chemotaktisches Verhalten
zu ermdglichen. Fallt die Aktivitat des Metabolismus darunter ab, zeigen sich keine stops
mehr. Ein Zusammenhang zwischen ATP-Gehalt der Zellen und dem Verhalten konnte auch
bei der Verwendung der Inhibitoren (Myxothiazol, HQNO) und des Elektronendonors
(TMPD/Ascorbat) gezeigt werden. Die stops, welche als Grundlage des chemotaktischen
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Verhaltens anzusehen sind, konnten nahezu vollstandig durch die Zugabe eines Inhibitors
(Myxothiazol, HQNO) und damit der Absenkung des zelluldaren ATP-Gehalts inhibiert werden
(Abbildung 14 bis Abbildung 17). Die anschlieBende Zugabe von TMPD/Ascorbat, welches
auch in einer Erh6hung des zellularen ATP-Gehalts resultierte, induziert die stops wieder.
Auch in diesem Fall war also zu sehen, dass H. pylori nahezu keine stops mehr zeigt, wenn
die Aktivitdt des Metabolismus sehr niedrig ist, und dass durch Erhéhung des zellularen
ATP-Gehalts die stops wieder induzierbar sind. Vergleichbar dazu konnten in RPMI1640-
Medium ohne Serum, welches alleine nicht geniigend Energie zur Verflgung stellt, um in
H. pylori stops zu ermdglichen, durch die Zugabe von TMPD/Ascorbat, also durch Erhéhung
der Aktivitat der Elektronentransportkette, ebenfalls stops induziert werden (Abbildung 15;
Abbildung 17).

Die Bakterien zeigten sowohl unter Zugabe von Myxothiazol als auch in RPMI1640-
Medium ohne Serum noch eine sehr geringe Anzahl an stops (Abbildung 17, Tabelle 14).
Diese sind vermutlich auf eine geringe Restaktivitdt bzw. unvollstédndige Inhibition des
Metabolismus zurtickzufiihren. So konnten bei der Verwendung von HQNO (10 uM) und der
Verwendung von Myxothiazol in héheren Konzentrationen (> 10 uyM) die stops vollstéandig
inhibiert werden (Abbildung 16, Abbildung 17). Dies spricht dafir, dass in H. pylori &hnlich
wie in Azosprillum. brasilense (Alexandre et al., 2000) Chemotaxis nur in Gegenwart eines
intakten Elektronentransports  mdéglich  ist und es  wahrscheinlich  keine
metabolismusunabhéngige Taxis gibt.

Die Abhangigkeit des Verhaltens von H. pylori von der Aktivitdt des Metabolismus
konnte auch in weiteren Medien bestéatigt werden. Sowohl in Ham’s-F12-Medium als auch in
Brucella-Medium konnte beobachtet werden, dass die stops durch die beschriebenen
Inhibitoren  (Myxothiazol, HQNO) inhibierbar und durch den Elektronendonor
(TMPD/Ascorbat) rekonstituierbar waren (Ergebnisse nicht gezeigt). Bei Ham’s F12 handelt
es sich um ein chemisch definiertes Medium, welches in seiner Zusammensetzung dem
RPMI1640-Medium &hnelt. Brucella-Medium hingegen ist ein chemisch nicht definiertes
Vollmedium, das zur Kultivierung von H. pylori geeignet ist.

Da es also mdglich war (l) die stops von H. pyloriin allen bisher untersuchten Medien
durch metabolische Inhibitoren zu inhibieren und durch einen Elektronendonor zu
rekonstituieren und (ll) zudem ein Zusammenhang zwischen dem ATP-Gehalt der Bakterien
und Anzahl der stops gezeigt werden konnte, lasst sich schlussfolgern, dass H. pylori
metabolismusabhangiges Verhalten zeigt und dass dies nur oberhalb eines bestimmten
Schwellenwertes der Aktivitdt des Metabolismus méglich ist. Ein &hnlicher Phanotyp wurde
bereits in A. brasilense beobachtet (Alexandre et al., 2000). Die Autoren diskutieren darin
ebenfalls, dass ein funktioneller Elektronentransport notwendig ist, um Chemotaxis zu
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ermoglichen, da sich sowohl metabolische Inhibitoren (Myxothiazol, HQNO) als auch eine
Mutation in der terminalen Oxidase auf die Taxis von Azospirillum brasilense auswirkten.

Im Weiteren wurde untersucht, ob das beschriebene Bewegungsmuster, welches aus
runs und stops besteht und in Zusammenhang mit dem ATP-Gehalt der Bakterien steht, mit
dem Chemotaxisapparat zusammenhangt. Eine Mutante im Gen der Histidinkinase cheAY2
zeigte keine stops in den getesteten Medien (RPMI1640-Medium mit und ohne 3% FCS,
BHI/Hefe-Medium mit 10% FCS) (Tabelle 15, Abbildung 22). Mutanten im Gen der
Histidinkinase CheAY2 sind nicht mehr zur Chemotaxis fahig (Foynes et al., 2000; siehe
Ergebnisse 7.3.5.1). Auch konnten durch Zugabe des Elekironendonors TMPD/Ascorbat
keine stops induziert werden. Die stops hangen also unmittelbar mit der Aktivitat der
Histidinkinase CheAY2 zusammen. Fir E. coli konnte gezeigt werden, dass sich die Aktivitat
von CheA Uber CheY und FliM unmittelbar auf die Flagellenrotation auswirkt (Welch et al.,
1993; Bren und Eisenbach, 1998). Fir die tlpABCD-Vierfachmutante konnte in den bisher
getesteten Medien (siehe Ergebnisse 7.3.5.1) ein identischer Phanotyp beobachtet werden
(RPMI1640-Medium mit und ohne 3% FCS, BHI + 10% FCS). Diese Mutante tragt keinen
bekannten Chemosensor mehr und ist damit, genau wie die cheAY2-Mutante, nicht mehr zur
Taxis fahig. Es war zu beobachten, dass diese Mutante in allen getesteten Medien ebenfalls
keine stops mehr zeigte und diese auch nicht durch TMPD/Ascorbat induzierbar waren.
Daraus konnten wir zudem schlussfolgern, dass es keinen weiteren bisher nicht-
identifizierten Chemosensor in H. pylori mehr gibt. Dies ist auch ein weiteres Indiz dafir,
dass die stops eine direkte Folge eines funktionierenden Chemotaxisapparates sind und
erlaubte es uns somit, den Chemotaxis-Nullphanotyp zu definieren. Als Nullph&notyp wurde
also fortan eine Bewegung ohne stops definiert, da ohne funktionierenden
Chemotaxisapparat (cheAY2-Mutante, tIpABCD-Mutante) unter keinen der gewahlten
Bedingungen stops beobachtet werden konnten. Vergleichbare Beobachtungen wurden
schon friher bei der Untersuchung der Histidinkinase CheAY2 in H. pylori SS1 (Foynes et
al., 2000) und in anderen Spezies wie beispielsweise E. coli und Pseudomonas aeruginosa
(Parkinson, 1976; Parkinson und Houts, 1982; Masduki et al., 1995; Kato et al., 1999)
gemacht. In allen genannten Spezies konnte gezeigt werden, dass die Mutagenese der
Histidinkinase CheA in einem linearen Bewegungsmuster mit sehr wenigen tumblings bzw.
stops resultierte. In E. coli konnte zudem gezeigt werde, dass eine Mutante (BT3388; Yu et
al, 2002), welche keine Sensoren mehr tragt, ebenfalls keine stops mehr in
Chemotaxispuffer (10 mM PO,*, 0,1 mM EDTA; 20 mM Laktat) zeigt (Greer-Phillips et al.,
2003).

Dass das beschriebene Verhalten im H. pylori-N6-Wildstamm geeignet ist, eine
gerichtete Bewegung zu vermitteln, wird zudem gestitzt von den spatial assays. Wir konnten
zeigen, dass sich das Verhalten, welches durch den metabolischen Inhibitor Myxothiazol
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induzierbar ist, auch tatséchlich in einer rdumlichen Umorientierung auswirkt. So zeigten
Bakterien gegenuber Myxothiazol in niedrigen Konzentrationen eine gréBere Anzahl an stops
(Abbildung 16). Eine erhéhte Anzahl an stops wird in der Regel durch einen Schreckstoff
oder einen ungtnstigen Reiz verursacht (Macnab und Koshland, Jr., 1972; siehe Einleitung
4.2.1). Im vorliegenden Fall reagieren also die Bakterien auf die steigenden
Myxothiazolkonzentration, welche zu einem Abfallen des zelluldren ATP-Gehalts fluhren
wlrde, mit einer Fluchtreaktion und orientierten sich in einem Inhibitorgradienten entgegen
der steigenden Konzentration (siehe Ergebnisse 7.4, Tabelle 17). Zudem sind Bakterien des
Wildstammes in der Lage in Motilitatsplatten eine radial nach auBen gerichtete Bewegung zu
zeigen und sich damit an dem entstehenden Nahrstoffgradienten zu orientieren (Abbildung
21).

Aus den bisherigen Ergebnissen konnten wir schlussfolgern, dass H. pylori
Energietaxis zeigt, weil (I) das Verhalten der Bakterien unter allen getesteten Bedingungen
mit dem ATP-Gehalt korreliert, (Il) die Anzahl der stops mit dem Chemotaxisapparat
zusammenhangt und (IIl) eine Anderung des Verhaltens geeignet ist, um eine Fluchtreaktion
von metabolisch ungtnstigen Bedingungen (Myxothiazol) zu erzeugen.

8.5 TpD vermittelt energieabhéangiges Verhalten

Da also gezeigt werden konnte, dass das Verhalten von H. pylori unter den
untersuchten Bedingungen metabolismusabhangig ist und, dass ein Zusammenhang
zwischen dem Chemotaxisapparat und dem Verhalten besteht, wurde in den folgenden
Experimenten analysiert, welcher der Sensoren von H.pylori das gezeigte
metabolismusabhangige Verhalten vermittelt. In allen vier Genen der Chemosensoren
wurden Einzelmutanten hergestellt und diese in einem temporal assay untersucht. Die
Mutanten tIpA, tlpB und tjpC zeigten in RPMI1640-Medium mit 3% FCS ein dem Wildstamm
ahnliches Verhalten. Die Anzahl der stops pro 3 Sekunden entsprach in etwa der des
Wildstammes und die stops waren bei den drei genannten Mutanten durch die Zugabe der
Inhibitoren (Myxothiazol, HQNO) inhibierbar und durch TMPD/Ascorbat rekonstituierbar.
Lediglich die tlpD-Mutante unterschied sich deutlich in ihrem Verhalten vom Wildstamm und
den anderen Sensormutanten. Sie zeigte in RPMI1640-Medium mit 3% FCS nur eine sehr
geringe Anzahl an stops (0,07 pro 3 s) und es waren auch keine stops durch die Zugabe
eines Elektronendonors induzierbar. Die Anzahl der stops der tipD-Mutante war vergleichbar
mit der des Wildstammes unter inhibierten Bedingungen (0,06 pro 3 s) bzw. mit der des
Wildstammes in RPMI1640-Medium ohne Serum (0,13 pro 3 s) (Abbildung 17, Tabelle 14).
In RPMI1640-Medium ohne Serum zeigten die tipA-, tipB- und tlpD-Mutante genau wie der
Wildstamm keine stops mehr. Wahrend sich in der tlpA- und tlpB-Mutante, ahnlich wie im
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Wildstamm, die stops durch Zugabe des Elektronendonors wieder induzieren lieBen, war
dies in der tlpD-Mutante nicht mdglich. Die tlpC-Mutante zeigte unter den gleichen
Bedingungen (RPMI1640-Medium ohne Serum) noch 2,27 stops pro 3 s. Dies Iasst sich zum
jetzigen Zeitpunkt nicht erklaren, es ist jedoch vorstellbar, dass TIpC an regulatorischen
Prozessen beteiligt ist, welche sich womdglich auf den Metabolismus und somit auch auf das
Verhalten auswirken. In BHI/Hefe-Medium zeigte die tlpD-Mutante zwar auch weniger stops
als der Wildstamm, jedoch deutlich mehr (0,54 pro 3s) als in dem né&hrstoffarmeren
RPMI1640-Medium mit 3% FCS. Die Tatsache, dass (l) durch die Mutagenese von tjpD die
stops von H. pylori in allen getesteten Medien fast vollstandig inhibiert werden und (ll) sich
keine stops durch Zugabe von TMPD/Ascorbat induzieren lassen, deutet darauf hin, dass
das fir den Wildstamm beschriebene metabolismusabhangige Verhalten zu einem groBen
Teil durch TlpD vermittelt wird.

Die in der tipD-Mutante noch auftretenden stops wurden durch die anderen Sensoren
(TlpA, TlpB und TIpC) verursacht. Da die Anzahl der stops in der tlpD-Mutante in Medien
unterschiedlichen Nahrstoffgehalts (RPMI1640-Medium + 3% FCS, BHI/Hefe-Medium + 10%
FCS) unterschiedlich sind (0,07 bzw. 0,54 pro 3 s) und sich die stops inhibieren (Daten nicht
gezeigt) lassen, lasst sich schlussfolgern, dass die verbleibende Antwort ebenfalls zumindest
teilweise metabolismusabhangig ist. Dabei spielen die Sensoren TIpA, TIpB und TIpC
anscheinend eine gréBere Rolle unter Bedingungen, welche einen hdéheren ATP-Gehalt
ermoglichen (BHI/Hefe-Medium), da sie hier mehr stops (0,54 pro 3 s) verursachen als unter
Bedingungen, welche einen geringeren ATP-Gehalt ermdglichen (RPMI1640-Medium mit 3%
FCS) (0,07 pro 3s). Dementsprechend scheint der Sensor TIpD eher eine Rolle unter
Bedingungen zu spielen, welche einen geringeren ATP-Gehalt ermdglichen. Die starke
Abnahme der Anzahl der stops durch die Mutagenese von tlpD unter den getesteten
Bedingungen (von 6,02 auf 0,07 in RPMI1640-Medium mit 3% FCS; von 2,99 auf 0,54 in
BHI/Hefe-Medium mit 10% FCS) deutet auf eine dominante Rolle des Sensors TlpD im
Verhalten des Wildstammes hin.

Durch die Konstruktion einer tlpABC-Dreifachmutante, welche als einzigen Sensor
nur noch TlpD trug und immer noch ein metabolismusabhdngiges Verhalten zeigte
(Abbildung 24), konnte gezeigt werden, dass TIlpD anscheinend auch alleine fir die
Vermittlung eines metabolismusabhangigen Verhaltens ausreichend ist. Dass das Verhalten
der tlpABC-Mutante noch immer metabolismusabhangig ist, zeigt sich darin, dass (I) die
Anzahl der stops von der Art des Mediums abhangig ist (0,7 pro 3 s in BHI/Hefe-Medium;
1,56 pro 3 s in RPMI1640-Medium mit FCS) (Tabelle 16) und dass (ll) die stops durch
Myxothiazol inhibierbar und durch TMPD/Ascorbat rekonstituierbar sind (Abbildung 24). Das
metabolismusabhéngige Verhalten von H. pylori N6 tIpABC zeigt, dass die Funktion von
TIpD weitgehend unabh&ngig von den anderen Sensoren auftritt. Auch in den spatial assays
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war eine tlpABC-Dreifachmutante noch im Stande, Energietaxis zu zeigen und sich wie der
Wildstamm entgegen steigender Myxothiazol-Konzentrationen zu orientieren, wenn auch im
Vergleich zum Wildstamm reduziert. Im Gegensatz dazu war dies fir eine tlpD-Mutante nicht
maoglich. Dies unterstreicht die bereits oben angesprochene Dominanz von TlpD im
Verhalten des Wildstammes.

Allerdings zeigte die tlpABC-Mutante deutlich weniger stops als der Wildstamm
(Tabelle 16) und auch die Fahigkeit, sich im spatial assay entgegen steigender Myxothiazol-
Konzentrationen zu orientieren, war leicht abgeschwéacht (Tabelle 17). Dies deutet darauf
hin, dass in H. pylori eine Interaktion der Sensoren untereinander vorliegt, welche sich
maoglicherweise auf die Lokalisierung oder die Funktion der Sensoren auswirkt. Dieses
Phanomen wurde schon ausflhrlich fir beispielsweise E. coli beschrieben (Parkinson et al.,
2005). So konnte gezeigt werden, dass insbesondere zwischen dem Serin- und
Energiesensor Tsr und dem Aspartat-Maltose-Sensor Tar eine Interaktion vorliegt.
Beispielsweise zerstorte eine Mutation in dem Abschnitt des Tsr Molekils, welcher mit Tar
zur Bildung eines Dimer-Trimeres interagiert, auch die Funktion von Tsr. Zudem konnte
gezeigt werden, dass bestimmte Mutationen in Tsr auch die Funktion von Tar zerstérten,
wenn das mutierte Tsr zusatzlich zu dem Wildtyp Tsr in den Bakterien exprimiert wurde
(Ames et al., 2002).

Wir postulieren an dieser Stelle also eine Dominanz von TlpD im Verhalten des
Wildstammes, weil (I) die Mutagenese von TlpD zu einer fast vollstandigen Inhibierung der
stops fuhrte und weil (1) die tlpABC-Mutante unabh&ngig von den Sensoren TIpA, TIpB und
TIpC im temporal assay noch ein metabolismusabhangiges Verhalten zeigte und (lll) weil
H. pylori alleine mit dem Sensor TlpD im spatial assay zu einer Fluchtreaktion vor steigenden
Myxothiazolkonzentrationen fahig war.

Die Tatsache, dass auch in der tlpABC-Mutante in Motilitatsplatten noch eine radial
nach auBen gerichtete Bewegung zu beobachten war (Abbildung 21), zeigt dass TIpD nicht
nur eine Fluchtraktion vermitteln kann, sondern auch in der Lage ist, eine Anndherung an
einen positiven Reiz zu vermitteln. Prinzipiell auszuschlieBen ist fir TlpD neben der Rolle in
der Energietaxis eine Rolle in der Wahrnehmung anderer Signale nicht. Jedoch fehlen bisher
experimentelle Hinweise fir eine Rolle von TlpD in Wahrnehmung anderer Stimuli als der

energetischen Verhaltnisse.
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8.6 Verschiedene Substanzen beeintrachtigen die
Energiewahrnehmung von H. pylori

Der genaue Mechanismus der Energiewahrnehmung in H. pylori durch TlpD ist noch unklar.
Bisher wurden drei Mechanismen der Energiewahrnehmung in Bakterien beobachtet (siehe
Einleitung 4.2.6): (I) Die Wahrnehmung mittels eines PAS-Domanen-Proteins, welches als
Kofaktor FAD tragt. Die Energiewahrnehmung wird mdglicherweise durch den Redox-
Zustand des Kofaktors FAD bewerkstelligt (Bibikov et al., 1997; Repik et al., 2000). Zudem
wurde auch ein Zusammenhang mit der Aktivitdt der NADH-Dehydrogenase | festgestellt
(Rebbapragada et al., 1997; Edwards et al., 2006). Dieser ist jedoch noch im Detail unklar.
() Die direkte Wahrnehmung der proton motive force (PMF) durch Sensoren wie
beispielsweise Tsr durch geladene Seitengruppen (Edwards et al., 2006), wobei auch hier
der genaue Mechanismus unklar ist und noch keine spezifischen Aminosauren, welche far
die Energiewahrnehmung essenziell sind, identifiziert werden konnten und (lll) die direkte
Wahrnehmung von Sauerstoff durch Sensoren, welche Ham-Gruppen tragen (Hou et al.,
2000).

Der Sensor TlpD aus H. pylori weist zu keinen Vertretern der drei Gruppen von
Proteinen hinreichende Ahnlichkeiten in der Primarsequenz auf, um das Protein eindeutig
einem der beschriebenen Mechanismen zuzuordnen (siehe Ergebnisse 7.1). Es existieren
homologe Sensoren in beispielsweise H. hepaticus (HH0891)(Suerbaum et al., 2003) und
C. jejuni  (Cjo448c)(Marchant et al, 2002). Diese besitzen ebenfalls weder
Transmembrandomanen noch eine PAS-Doméane und sind bisher ebenfalls nicht weiter
charakterisiert.

Die Tatsache, dass auch in Abwesenheit von Sauerstoff noch ein TlpD-abh&ngiges
Verhalten beobachtet werden konnte (Ergebnisse nicht gezeigt) spricht dafir, dass
Sauerstoff selbst nicht der wahrgenommene Reiz ist. Um den genauen Mechanismus
aufzukléaren, wurden neben den erwéahnten Inhibitoren auch beispielsweise ein Inhibitor der
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFOR) (Nitozoxanid), ein Eisenchelator
(Desferroxamin), ein Katalaseinhibitor (Amino-Triazol) und verschiedene Redox- und
Energieaquivalente (NAD, NADP, FAD, ATP) den Bakterien zugesetzt (siehe
Ergebnisse 7.5). Der PFOR-Inhibitor wurde eingesetzt, um den in H. pylori sehr wichtigen
Stoffwechselweg der CO.-Fixierung zu inhibieren. Der Eisenchelator wurde eingesetzt, um
einen moglichen Effekt auf die eisenhaltigen Proteine der Atmungskette zu untersuchen. Der
Katalase-Inhibitor wurde eingesetzt, da es aus der Ko-Prazipitation Hinweise darauf gab,
dass eine Interaktion zwischen der Katalase und TlpD vorliegt (siehe Ergebnisse 7.9). Es
konnten bisher keine auffalligen Veranderungen im Verhalten beobachtet werden. Lediglich
bei der Testung verschiedener Quinone gab es erste Hinweise, dass Dichlorobenzoquinon
ebenfalls als Schreckstoff wirkt. Bisher liegen aber lediglich erste qualitative Beurteilungen
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und noch keine quantitativen Daten vor. Die Tatsache, dass also bisher lediglich Substanzen
(Myxothiazol, HQNO, TMPD, Dichlorobenzoquinon), welche direkt mit der
Elektronentransportkette interagieren, nicht jedoch Inhibitoren und Substrate friherer
metabolischer Prozesse (Nitozoxanid, NAD, etc) (siehe Einleitung 4.1.3, Abbildung 9) die
Taxis beeinflussen und in niedrigen Konzentration auch Fluchtreaktionen erzeugen kénnen
(siehe Ergebnisse 7.4), spricht zum jetzigen Zeitpunkt dafiir, dass eine direkte oder indirekte
Interaktion von TlpD mit der Elektronentransportkette oder der PMF stattfindet (Alexandre et
al., 2000) (Abbildung 53). Aufgrund der Angriffspunkte der Inhibitoren und des
Elektronendonors liegt der Schluss nahe, dass sich der Interaktionsort von TlpD mit der
Elektronentransportkette unterhalb des Cytochrom c befindet. Dafiir spricht auch, dass mit
KCN, einem Inhibitor der terminalen Oxidase (Nagata et al., 1996), die stops anscheinend
inhibiert werden konnten und in diesem Fall keine Rekonstituierung durch TMPD/Ascorbat
moglich war. Die terminale Oxidase liegt unterhalb des Cytochrom c, auf welches von
TMPD/Ascorbat die Elektronen tbertragen werden. Die Versuche mit KCN wurden nicht im
Ergebnisteil dargestellt, da durch die Verwendung von KCN die Beweglichkeit der Bakterien
allgemein stark eingeschrankt war und so zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen
werden kann, dass es bei dem verdnderten Verhalten lediglich um unspezifische Effekte
handelt.

Der Effekt von Omeprazol auf das Verhalten von H. pylori lasst sich zum jetzigen
Zeitpunkt nur schwer deuten (siehe Ergebnisse 7.5, Abbildung 28). Omeprazol ist ein
Inhibitor der gastrischen H*/K*-ATPase (Fellenius et al., 1981) und es konnte zudem bereits
eine inhibitorische Wirkung auf das Wachstum von H. pylori gezeigt werden (lwahi et al.,
1991; Suerbaum et al., 1991). Es konnte ebenfalls bereits gezeigt werden, dass keine
Inhibition der bakteriellen FiFo,-ATPase durch Omeprazol in einer Konzentration von ca.
200 uM (minimale inhibitorische Konzentration) vorliegt. Erst bei einer 150fach erhdhten
Konzentrationen zeigen sich leichte inhibitorische Effekte auf die F;F,-ATPase (Belli und
Fryklund, 1995). Da in dieser Arbeit Konzentrationen zwischen 200 yM und 350 uM
verwendet wurden, hangt der beobachtete Effekt vermutlich nicht mit einer Inhibierung der
FiFo-ATPase zusammen. Bisherige Daten sprechen daflir, dass Omeprazol womdglich einen
Effekt auf die Typ-P-ATPase von H. pylori hat (Mauch et al., 1993; Bode et al., 1993; Midolo
et al., 1996). Fir die Typ-P-ATPase in H. pylori wurde bereits der Transport von Cd**, Zn**,
Co?* und Ni?* gezeigt (Herrmann et al., 1999; Melchers et al., 1998). Eine andere mégliche
Erklarung far die inhibitorische Wirkung von Omeprazol auf H. pylori und dessen Effekt auf
das Verhalten der Bakterien ist womaéglich eine inhibitorische Wirkung von Omeprazol auf
das NADPH-Quinon-Oxidoreduktase-System. Nagata et al. diskutieren in Rahmen einer
Studie des Omeprazol-verwandten Wirkstoffes Lansoprazol die mdgliche inhibitorische
Wirkung auf das NADPH-Quinon-Oxidoreduktase-System, da die Verstoffwechslung von
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Pyruvat und a-Ketoglutarat, nicht jedoch die von TMPD/Ascorbat, durch Lansoprazol inhibiert
werden kann (Nagata et al., 2001). TMPD/Ascorbat Ubertragt die Elektronen direkt auf das
Cytochrom ¢, was flur einen Angriffspunkt des Lansoprazol oberhalb des Cytochrom c
spricht. Allerdings muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die Existenz
eines dem Komplex | entsprechenden NADPH-Quinon-Oxidoreductase-Systems in H. pylori
umstritten ist, da Chen et al. beschrieben, dass die NADPH-Dehydrogenase-Aktivitat in
H. pylori nicht sensitiv gegentber Rotenon ist (Chen et al., 1999), wie es fir einen Komplex |
zu erwarten ware.

Auch bedarf es weiterer intensiver Untersuchungen der Wirkung von Nitozoxanid,
NAD, NADP, FAD, ATP und anderer metabolisch aktiver Substanzen, um deren Einfluss auf
die Chemotaxis zuverlassig ausschlieBen zu kénnen. Zu diesen Substanzen wurden bislang
nur qualitative Beobachtungen gemacht, und kleinere Effekte der Substanzen auf das
Verhalten blieben somit bisher mdéglicherweise unentdeckt. Ein besonderes Augenmerk
sollte dabei auch auf der Untersuchung von Redoxtaxis mit Hilfe verschiedener Quinone
gelegt werden. Fir E. coli wurde bereits gezeigt, dass Redoxtaxis vorliegt und dass diese mit
der Aktivitat der PMF korreliert (Bespalov et al., 1996). Auch die Orientierung entlang eines
Redoxgradienten erfolgt Uber die Wahrnehmung der energetischen Verhéltnisse (Edwards et
al., 2006).

8.7 Potenzielle Interaktionspartner von TlpD - Beteiligung an
Lokalisierung und Funktion

Um womdoglich weitere Hinweise auf den genauen Mechanismus der Energiewahrnehmung
zu erhalten, wurde auch die Lokalisierung von TIpD und die Rolle mdglicher
Interaktionspartner naher untersucht. Da TIpD keine Transmembrandoméanen besitzt und
auch kein Signalpeptid identifiziert werden konnte (siehe Ergebnisse 7.1), war die
Lokalisierung von besonderem Interesse. Wéahrend alle bekannten Chemosensoren mit
Transmembrandomanen in der Membran lokalisiert sind, wurden fir verschiedene bakterielle
Sensoren ohne Transmembrandoméanen unterschiedliche Lokalisierungen beobachtet:
Beispielsweise konnte TIpC aus R. sphaeroides im Zytosol nachgewiesen werden
(Wadhams et al., 2002), wahrend McpS aus P. aeruginosa membranassoziiert beobachtet
wurde (Bardy und Maddock, 2005) (siehe Einleitung 4.2.4).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TlpD sowohl im Zytosol als auch
assoziiert mit der Membran vorhanden ist (Abbildung 29). Bisher konnte zwar zum Teil eine
leichte Akkumulation an den Zellpolen festgestellt werden, jedoch war das Protein stets nahe
der gesamten Membran zu finden (Abbildung 30). Eine genaue Interpretation dieser
Ergebnisse ist zum jetzigen Zeitpunkt schwierig, da das Protein Gberexprimiert wurde. Fir
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das Experiment wurde ein pHel2-basierter Vektor verwendet. Dieser liegt in etwa in zwei bis
fiinf Kopien pro Zelle vor und sorgt somit fiir eine Uberexpression des Proteins (Heuermann
und Haas, 1998). Eine ungeclusterte und nicht-polare Form der Lokalisierung von
Chemosensoren wurde bisher in keiner Spezies beschrieben (Maddock und Shapiro, 1993;
Lybarger et al., 2005; Harrison et al., 1999; Wadhams et al., 2002; Bardy und Maddock,
2005). FUr E. coli konnte gezeigt werden, dass alle Sensoren polar vorliegen, wobei Tsr und
Tar in Clustern, Tap und Trg dagegen ungeclustert vorliegen (Maddock und Shapiro, 1993;
Lybarger et al., 2005). Inwieweit die Lokalisierung von TlpD fir dessen Funktion eine Rolle
spielt, ist bislang unklar.

Neben der Lokalisierung konnte auch eine Dimerbildung des Sensors TlpD im
Rahmen der Proteinreinigung nachgewiesen werden (siehe Ergebnisse 7.8.2, Abbildung 37).
Die Bildung eines Sensordimers korrespondiert mit den bisherigen Erkenntnissen zur
supramolekularen Organisation anderer Sensoren (Milligan und Koshland, Jr., 1988; siehe
Einleitung 4.2.3). Der Befund, dass das TlpD-Hise-Dimer lediglich in den Fraktionen des 80-
mM-Imidazolwaschschrittes, nicht jedoch in den Elutionsfraktionen (siehe Ergebnisse 7.8.2
und Abbildung 39) zu finden war, lasst sich womdglich damit erklaren, dass die Bindung des
Sensordimers an Matrix-gebundenen Ni**-lonen mdglicherweise schwécher ist als die
Bindung des Sensormonomers. Die Bildung des Sensordimers wird in Zukunft noch weiter
zu untersuchen sein. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass insbesondere die
Fraktionen der Waschschritte zahlreiche Bestandteile mit héheren Molekularmassen
enthalten, in denen TIpD detektiert werden konnte. Dabei handelt sich es sich
moglicherweise um stabilere supramolekulare Komplexe, welche aus TlpD-Hisg und
mehreren Interaktionspartnern bestehen. Auch hierzu werden in Zukunft noch weitere
Untersuchungen folgen mussen.

In dieser Arbeit wurde einer Reihe von unterschiedlichen Hypothesen zum
Mechanismus der Membranlokalisierung und der Energiewahrnehmung nachgegangen.
Diese werden in den folgenden Abschnitten diskutiert. Im Zusammenhang mit der
Lokalisierung gilt es, den Energiesensor Aer aus E. coli zu erwahnen, der ebenfalls keine
Transmembrandoméanen besitzt (Bibikov et al, 2000). Die Verankerung von Aer in der
Membran geschieht durch eine Folge 38 hydrophober Aminoséuren im N-terminalen Bereich
des Proteins (Amin et al., 2006). Jedoch konnten keine entsprechenden Homologien zu TlpD
gefunden werden (Abbildung 10).

Ein anderer bakterieller 16slicher Sensor, welcher membranassoziiert vorkommt, ist
McpS aus P. aeruginosa. Die Autoren postulieren eine Verbindung zur Membran durch den
supramolekularen Chemotaxiskomplex, also durch Interaktionen mit den anderen Sensoren
und der Histidinkinase CheA (Bardy und Maddock, 2005). In dieser Arbeit wurde daher die
Lokalisierung von TIpD in den Mutanten tlpABC und cheAY2 néher untersucht. In der

165



8. Diskussion

tiIbABC-Dreifachmutante konnte TlpD membranassoziiert nachgewiesen werden. In der
cheAY2-Mutante war dies nur im Falle einer Uberexpression und der Verwendung eines o-
V5-Antikérpers moéglich (Abbildung 32, Abbildung 33). Ob der membranassoziierte Nachweis
von TIpD-V5 in der cheAY2-Mutante aufgrund einer hdheren Sensitivitat des o-V5-
Antikérpers oder aufgrund einer veranderten Proteinverteilung aufgrund der Uberexpression
zustande kam, lasst sich bisher nicht sagen. Allerdings fiel die Detektion von TIpD in der
Membran in der cheAY2- und in der tlpABC-Mutante im Vergleich zum Wildstamm deutlich
geringer aus (Abbildung 33). Die Histidinkinase CheAY2, und die Sensoren TIpA, TlpB und
TIpC scheinen also an der Membranassoziierung von TIpD beteiligt zu sein. Der Einfluss
anderer Sensoren und der Histidinkinase auf die Lokalisierung und die Stabilisierung
polnaher Cluster wurden auch bereits in einer Reihe anderer Spezies (E. coli, P. aeruginosa,
R. sphaeroides) gezeigt bzw. postuliert (Maddock und Shapiro, 1993; Harrison et al., 1999;
Bardy und Maddock, 2005; Shiomi et al., 2005). Im Weiteren wurden noch andere mdgliche
Interaktionspartner von TlpD in Bezug auf ihren Einfluss auf die Lokalisierung und Funktion
von TIpD untersucht. Aus zwei wesentlichen Grinden vermuteten wir die Existenz weiterer
Interaktionspartner von TlpD auBerhalb des Chemotaxisapparates. (I) Zum einen ist der
Mechanismus der Membranlokalisierung noch nicht abschlieBend geklart, da auch in
Abwesenheit von CheAY2 bzw. in Abwesenheit der anderen Sensoren TlpD noch an der
Membran zu finden war. (Il) Zum anderen ist der Mechanismus der Energiewahrnehmung
ebenfalls nicht geklart. TlpD ist im Vergleich zu anderen Sensoren stark verkirzt und besitzt
daher mdoglicherweise selbst keine eigene Domane zur Signalwahrnehmung (siehe
Ergebnisse 7.1, Abbildung 10).

Zwei mogliche Interaktionspartner konnten in der Interaktionsdatenbank von Pimrider
identifiziert werden: HP0697 und HP1033. Allerdings konnte bisher fir keines der beiden ein
deutlicher Einfluss auf das Bewegungsmuster gefunden werden (siehe Ergebnisse 7.7.2).
Das Gen HP1033 ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht annotiert (Tomb et al., 1997; Aim et al.,
1999). HP0697 hat eine geringe Homologie zu NAD-Synthasen und interagiert mit HypF,
einer Untereinheit des Hydrogenase-Komplexes (Olson et al., 2001) und ist im Stamm
H. pyloriHPAG1 als Gamma-Untereinheit der Acetoncarboxylase annotiert (Oh et al., 2006).
Dies stellt mdglicherweise eine Verbindung zu Energiestoffwechsel da, die in Zukunft weiter
untersucht werden muss. Sowohl in der HP1033- als auch in der HP0697-Mutante konnte
TIpD-V5 in der unldslichen Fraktion detektiert werden. Interessant in diesem Zusammenhang
war allerdings, dass in der HP0697-Mutante TIpD nicht in der I6slichen Fraktion detektiert
werden konnte. Eine Erklarung dafir ist jedoch zum jetzigen Zeitpunkt nicht méglich.

Ein weiterer mdglicher Interaktionspartner ware das Genprodukt HP0600, da es zu
TlpD unmittelbar benachbart liegt und wahrscheinlich im gleichen Operon organisiert ist
(Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999). Fir den Stamm H. pylori N6 konnte gezeigt werden,
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dass das Gen HP0600 nur unvollstéandig vorliegt (siehe Ergebnisse 7.7.3, Abbildung 35).
Daher kann eine Beteiligung von HP0600 an der Lokalisierung und Funktion von TlpD
zumindest im Stamm N6 ausgeschlossen werden. Auch zeigten sich in den Stdmmen B128
und L7 keine auffalligen phéanotypischen Veranderungen nach Mutagenese des Gens (siehe
Ergebnisse 7.7.3). Jedoch sind auch an dieser Stelle weitere Analysen bezlglich des
Effektes des Gens HP0600 notwendig.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefliihrte Ko-Prazipitation (siehe Ergebnisse
7.9) wurden noch eine Reihe weiterer mdéglicher Interaktionspartner von TIpD identifiziert.
Unter anderem konnte erwartungsgemaf eine Interaktion mit CheAY2 identifiziert werden,
was das Experiment positiv validierte. Interessante Funde der Ko-Prazipitation waren die
Katalase, welche mdglicherweise ein Verbindungsglied zum Sauerstoffmetabolismus
darstellt, und die Aconitat-Hydratase, welche eine mdgliche Verbindung zum
Zitronensaurezyklus darstellt. Diese Interaktionen missen jedoch in weiteren Experimenten
verifiziert werden und gegebenenfalls ihr Einfluss auf das Verhalten von H. pylori durch
Mutagenese oder die Verwendung spezifischer Inhibitoren untersucht werden.

Die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) hangt unter anderem auch
von der Atmung der Bakterien ab. So generiert die unvollstdndige Reduktion von
molekularem Sauerstoff eine Mischung aus Superoxid (O.) und Wasserstoffperoxid (H>O,)
(Wang et al., 2006; Imlay, 2003). Katalase ist flr H. pylori in vitro nicht essenziell (Odenbreit
et al., 1996). Ebenfalls wird spekuliert, dass die Katalase im Wirt méglicherweise gegentber
endogenproduzierten ROS von untergeordneter Bedeutung ist (Wang et al., 2006). Katalase
spielt jedoch im Zellkulturmodell gegeniber von Phagozyten-produzierten ROS eine
wesentliche Rolle (Ramarao et al.,, 2000). Eine Wahrnehmung endogener ROS und damit
der Aktivitat der bakteriellen Sauerstoffatmung durch TlpD mit Hilfe der Katalase ist nach
dem jetzigen Kenntnisstand durchaus mdéglich, so dass eine Fluchtreaktion gegeniber ROS
prinzipiell nicht auszuschlieBen ist.

Eine Wahrnehmung der Energie durch die Aconitat-Hydratase ist eher
unwahrscheinlich, da die in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren unterhalb des
Zitronensaurezyklus angreifen und diese das Verhalten trotz keiner direkten Verbindung zur
Aconitat-Hydratase beeinflussen. Theoretisch mdglich aber zum jetzigen Zeitpunkt noch
vollig spekulativ ware ein regulatorischer Effekt von TlpD auf die Aconitat-Hydratase. Ein
regulatorischer Effekt von Komponenten des Chemotaxissystems auf andere Proteine (z.B.
Choleratoxin) konnte zum Beispiel bereits unter anderem in V. cholerae gezeigt werden (Lee
et al., 2001). Ein anderes publiziertes Beispiel ist die Regulation von Genen der anaeroben
Atmung und des Entner-Doudoroff-Wegs durch den Sensor Aer in E. coli (Pruss et al., 2003).
Die Aconitat-Hydratase katalysiert reversibel die Umwandlung von Citrat in Isocitrat Gber
Aconitat. Citrat wiederum kann in manchen Bakterien (z. B. E. coli) Uber den Glyoxylatweg
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abgebaut werden und so Wachstum auf z.B. Acetat ermdglichen (Cronan und LaPorte,
1996). Die Aconitat-Hydratase B in E. coli wird unter anaeroben Bedingungen hochreguliert
(Bradbury et al., 1996) und besitzt eine hohe Homologie zu Aconitat-Hydratase aus H. pylori
(Pitson et al., 1999; Gruer et al., 1997). Eine Regulation der Aconitat-Hydratase in
Abhéangigkeit von den atmosphérischen/metabolischen Bedingungen ware also theoretisch
auch in H. pylori vorstellbar. Allerdings ist die Existenz eines funktionellen Glyoxylatweges in
H. pylori umstritten (Hoffman et al., 1996; Pitson et al., 1999).

Weitere mdgliche, noch nicht ndher untersuchte Interaktionspartner finden sich im
Interaktom des nahe verwandten C. jejuni (Parrish et al., 2007). Das zu TlpD homologe
Protein Cj0488c in C. jejuni zeigt Interaktionen zu den Proteinen CheV, TrpF (N-(5-
phosphoribosyl)-Anthranilat-lsomerase), PyrH (Uridylat-Kinase), Cj0854c und Cj1680c. Zu
den Genen cheV, trpF und pyrH finden sich die entsprechenden Homologen in H. pylori,
lassen jedoch zur Zeit keine Hypothese zum Mechanismus der Energiewahrnehmung zu. Zu
Cj1680c findet sich in H. pylori kein homologes Protein. Das zu Cj0854c homologe Protein ist
das hypothetische nicht annotierte Protein HP0236 (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999).
Interessant ist zum einen, dass Cj0854c in C. jejuni als hypothetisches periplasmatisches
Protein annotiert ist und, zum anderen dass es neben der hohen Homologie (59%) zu
HP0236 noch geringere Homologie zur Cytochrom-cssi-Peroxidase und  zur
Ubiquinone/Menaquinone-Biosynthese-Methyltransferase aus H. pylori J99 zeigt und damit
ein direktes Verbindungsglied von TIpD zur Atmungskette sein kénnte. Die Homologien
beschranken sich jedoch auf sehr kurze Abschnitte der Aminosduresequenz und sind daher
maoglicherweise zufallig (p-Wert = 0,074 bzw. 1,6).

SchlieBlich besteht theoretisch auch die Mdglichkeit, dass TlpD durch einen kovalent
gebundenen Membrananker mit der Membran verbunden ist. Gestitzt wurde die Theorie
anfangs durch einen Unterschied in der Laufhéhe in SDS-Gelen zwischen zytosolischen und
membrandren TlpD (Abbildung 32). Dieser Unterschied konnte jedoch nicht in allen
Experimenten reproduziert werden. Insbesondere in der Reinigung von TlpD, schienen beide
Fraktionen von TlpD stets die gleiche GréBe zu haben (Abbildung 39). Jedoch ist es
notwendig, die einzelnen Fraktionen im Massenspektrometer genauer zu analysieren, um
maoglichen, auch kleineren kovalenten Modifikationen, welche in Gelen nicht sichtbar sind,
auf die Spur zu kommen. Bisher ist zwar noch kein Chemosensor bekannt, der durch einen
kovalent gebundenen Membrananker in der Membran sitzt, jedoch wurde beispielsweise fur
den Sensor Tar aus E. coli gezeigt, dass sich kovalente Modifikationen wie Methylierungen
und Amidierungen (z.B. von Glutamin und Glutamat) in einer Stabilisierung der polaren
Lokalisierung auswirken (Shiomi et al., 2005). In TlpD konnten bisher keine eindeutigen
Methylierungsmotive (GIx-GIx*-X-X-Ala-Ser/Thr) identifiziert werden (siehe Ergebnisse 7.1.2,
Diskussion 8.1), aber eine Methylierung bzw. Amidierung der zahlreich vorkommenden
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Glutamin- und Glutamatseitengruppen (Abbildung 10) ist durchaus vorstellbar. Eine andere
mogliche Erklarung fur den Unterschied in der Laufhéhe der verschiedenen TlpD-Formen
ware die reversible Bindung eines Kofaktors. Die Hypothese wirde auch das Verschwinden
des Unterschieds im Laufe der Reinigung erklaren, da der Kofaktor durch die
denaturierenden Bedingungen der Reinigung (8 M Harnstoff, siehe Methoden 6.17.2) vom
Protein dissoziieren kénnte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass bisher keine eindeutigen Ergebnisse
bezuglich des Einflusses mdglicher Interaktionspartner auf die Funktion von TlpD gefunden
werden konnten. Da man jedoch davon ausgehen kann, dass die experimentell ermittelten
Interaktionen, insbesondere die des Yeast-Two-Hybrid, tatséchlich vorhanden sind, sollten
mdgliche Kandidaten, wie z.B. die Proteine aus der Ko-Prazipitation (Katalase, Aconitat-
Hydratase), das zu Cj0854c homologe Protein HP0236 und die mutmaBlichen
Interaktionspartner aus dem Yeast-Two-Hybrid (HP0697, HP1033) in der Folge noch néaher

untersucht werden.

8.8 Modelle der Energiewahrnehmung in H. pylori durch TipD

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen war es uns mdglich, mehrere Modelle flir
Mechanismen der Energiewahrnehmung durch TlpD aufzustellen.
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Signalweiterleitung durch den Chemotaxisapparat
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Abbildung 53: Modelle der Energiewahrnehmung durch TipD

Laut Modell A konnte TlpD selbst eine Anderung in der Elektronentransportkette

wahrnehmen und Ubertrégt dieses Signal durch eine Konformationsénderung weiter auf den
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Chemotaxisapparat. In Modell B wird von TIpD direkt ein méglicher Ligand wahrgenommen.
Dieses Modell entspricht dem klassischen Modell der Chemotaxis. Mdgliche Liganden wéren
Redox- oder Energieaquivalente oder intermedidre Produkte des Energiestoffwechsels. In
Modell C nimmt TlpD eine Konformationsadnderung und/oder eine Anderung in der
enzymatischen  Aktivitdit eines Interaktionspartners wahr, der seinerseits am
Energiestoffwechsel selbst beteiligt ist oder diesen wahrnehmen kann. Ein mdgliches
Beispiel hierfir ware die Energiewahrnehmung durch Aer in E. coli, welche von der Aktivitat
der NADH-Dehydrogenase | beeinflusst wird. In Modell D erfolgt die Energiewahrnehmung
wie in Modell B durch die direkte Bindung eines Liganden. Dies kdnnte im Unterschied zu
Modell B auch von einem Interaktionspartner von TIpD bewerkstelligt werden. Modell A
Uberlappt mdglicherweise mit einem der anderen, so ist beispielsweise eine Wahrnehmung
der Elektronentransportkette durch einen Interaktionspartner mdéglich. Basierend auf den
bisherigen Ergebnissen lasst sich kein Modell eindeutig favorisieren. Da TlpD jedoch (I) im
Vergleich zu anderen bekannten Sensoren stark verkirzt vorliegt und (Il) die Existenz einer
sensorischen Domane in TIpD selbst somit fraglich bleibt, ist die Existenz eines
Interaktionspartner, wie er in Modell C und D beschrieben wurde, wahrscheinlich. Ein
vergleichbares Modell wurde in C. jejuni mit dem Energiesensor CetA/CetB beschrieben
(Hendrixson et al., 2001; Elliott et al., 2008). Dieser Energiesensor besteht aus zwei
Proteinen: CetA stellt die Signalweiterleitungsdoméane da, CetB die sensorische Doméane. Im
Unterschied zu TlpD handelt es sich bei dem CetAB-System jedoch um einen PAS-
Domanen-Sensor, der wahrscheinlich ahnlich funktioniert wie Aer aus E. coli (Hendrixson et
al., 2001). Im Falle von CetAB findet sich in CetB (periplasmatischer Partner) eine PAS-
Domane. Bisher konnten in verschiedenen Mikroorganismen insgesamt 55 dieser Paare
eines zweigeteilten Sensors identifiziert werden (Elliott und DiRita, 2008) - einige davon auch
in der Gruppe der e-Proteobakterien. In H. pylori konnte jedoch bisher weder Homologe zu
CetA und CetB noch ein sonstiges PAS-Doménen-Protein identifiziert werden. Generell ist in
H. pylori eine Aufteilung der Signalwahrnehmung und Weiterleitung auf zwei einzelne
Proteine vorstellbar. Zudem gilt es hier darauf hinzuweisen, dass die bisher identifizierten
PAS-Doménen sehr divers sind. So konnte bisher 14900 PAS-Doméanen in sensorischen
Proteinen identifiziert werden (Taylor, 2007). Die verschiedenen PAS-Domanen kénnen
dabei unterschiedlichste Kofaktoren tragen: 4-Hydroxyzimtsaure (Pellequer et al, 1998),
eine Ham-Gruppe (Gong et al., 1998; Ayers und Moffat, 2008), FAD (Bibikov et al., 1997;
Repik et al., 2000; Crosson und Moffat, 2001) oder ein Flavinmononukleotid (FMN) (Christie
et al., 1999). Daher kann die Existenz solch einer Doméane zum jetzigen Zeitpunkt in H. pylori
nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Neben der Mdoglichkeit einer bisher nicht identifizierten PAS-Doméane in TIpD als
funktionelle Einheit besteht auch die Mdglichkeit, dass TIpD dem Sensor Tsr aus E. coli
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mechanistisch &hnlich ist. Tsr nimmt die proton motive force wahrscheinlich mit Hilfe
geladener Aminosauren wahr (Edwards et al, 2006). Zwar konnte noch filr keine
spezifischen Seitengruppen eine Beteiligung in der Wahrnehmung der proton motive force
durch Tsr nachgewiesen werden, jedoch finden sich auch in TlpD eine Reihe von Histidinen,
welche womd@glich eine reversible Interaktion mit Protonen bewerkstelligen kénnen (siehe
Ergebnisse 7.1.3, Abbildung 11). Die Fahigkeit zur pH-Wahrnehmung durch Tsr und Tar in
E. coli konnte den cytoplasmatischen Aminoséduren der HAMP-Domane Arg®°-Ser®®, Asp®®®
und His®®” in Tar und den Aminosaduren Gly*®*'-Glu®?, Arg®°® und Asp®® in Tsr zugeordnet
werden (Umemura et al, 2002). Da pH-Wert und proton motive force, wie schon ofter
diskutiert, eng zusammenhangen und die Wahrnehmung beider Reize eine Wahrnehmung
von Protonen bedeutet, wurde nach ahnlichen Motiven in TlpD gesucht. Zwar finden sich die
Aminosaurefolgen so exakt nicht wieder in TlpD, jedoch sind zum Teil &hnliche Bereiche zu
finden: z.B. Gly?'*-Glu®°, Arg®® und Asp®®. Es ist also durchaus vorstellbar, dass TlpD
mechanistisch dem Tsr aus E. coli &hnlich die Energiewahrnehmung vollzieht, jedoch fehlen
hierfr bislang experimentelle Hinweise.

In Zukunft werden noch weitere Experimente zu mdglichen Interaktionspartnern,
Kofaktoren und funktionell essenzieller Aminosduren folgen mussen, um den genauen
Mechanismus der Wahrnehmung charakterisieren zu kdénnen. Dies war auch ein
Beweggrund fir die durchgefiihrte Reinigung des Proteins TlpD (siehe Ergebnisse 7.8). Die
Reinigung von TIpD wird es ermdglichen, in weiteren Experimenten mutmaBliche
Interaktionen zu bestatigen oder auch mdégliche Kofaktoren zu identifizieren. Die reversible
Bindung eines Kofaktors ist mdglicherweise auch fur den zum Teil beobachteten
GréBenunterschied zwischen verschiedenen TlpD-Zustandsformen verantwortlich.

8.9 TIpA und TipB zeigen Energietaxis im heterologen Modell
gegenuiber metabolisierbaren Substraten

Um weitere Hinweise auf mogliche Substratspezifitdten der einzelnen Sensoren aus H. pylori
zu gewinnen und um die Rolle der Sensoren in der Energietaxis zu untersuchen, wurde ein
heterologes System verwendet. Escherichia coli bietet sich als heterologes Modell an, da
sowohl der Energiestoffwechsel (Gennis und Stewart, 1996) als auch der
Chemotaxisapparat (Alexandre und Zhulin, 2001) gut untersucht sind. DarlUber hinaus
existiert eine Reihe von Mutanten in den Chemosensoren (Parkinson und Houts, 1982;
Repik et al., 2000; Yu et al., 2002) und es sind Minimalmedien verfligbar (Wolfe und Berg,
1989), welche eine Identifikation eines einzelnen Stimulus sowohl in der Energie- als auch in
der Chemotaxis ermdglichen. Insbesondere flr die Untersuchung der Energietaxis sind far
E. coli eine Reihe von Medien (Succinat, Trypton) gut etabliert (Wolfe und Berg, 1989; Greer-

171



8. Diskussion

Phillips et al, 2003). Im Gegensatz dazu sind Medien, welche Motilitdt in H. pylori
ermoglichen, sehr komplex und erschweren daher die Identifikation eines einzelnen Reizes.
Testermann et al. geben die minimalen Bestandteile eines wachstumsférdernden Mediums
fur H. pylori mit neun Aminosduren, Natrium- und Kaliumchlorid, Eisen, Zink, Magnesium,
Hypoxanthin, Thiamin und Pyruvat an (Testerman et al., 2006). Jedoch konnte in diesem
Medium nur ein sehr geringes Wachstum erreicht werden. Die Motilitdt der Bakterien wurde
in dieser publizierten Studie nicht untersucht. Dieses Medium wurde in der vorliegenden
Arbeit ausprobiert und wir konnten in diesem Medium nur ein sehr geringes Wachstum und
eine stark eingeschrankte Motilitdt beobachten, welche sich nicht zur Durchflihrung von
temporal assays oder spatial assays eignete. Flr E. coli, dessen Taxis gut charakterisiert ist,
sind Schwarmtests in Minimalplatten bestehend aus einer geringen Anzahl von Salzen
(PO,%, (NH,).SO4 NaCl; FeCl,) und wenigen Aminoséduren (Threonin, Leucin, Histidin,
Methionin) sowie Thiamin etabliert (Wolfe und Berg, 1989) (siehe Methoden 6.24).

8.9.1 TIpA und TIpB zeigen Energietaxis im heterologen Modell
gegenliber metabolisierbaren Zuckern

Nachdem die heterologe Expression der vier Sensoren aus H. pyloriin E. coli BT3388
bestatigt werden konnte (Abbildung 49), wurden verschiedene Kohlenstoffquellen und ihr
Einfluss auf das Verhalten der Bakterien getestet. Der E. coli-Stamm BT3388 tragt keine
eigenen Sensoren mehr (Yu et al., 2002), daher waren alle beobachteten Reaktionen den
heterolog synthetisierten Sensoren aus H. pylori zuzuschreiben. Fir alle Zucker auBer
Saccharose konnte eine Reaktion des Sensors TIpA beobachtet werden. Unter anaeroben
Bedingungen konnte nur eine Reaktion auf Glukose beobachtet werden. Unter mikroaeroben
Bedingungen war die Reaktion deutlich gréBer als unter aeroben. Die Tatsache, dass eine
Reihe verschiedener von E. coli metabolisierbarer Zucker (Fraenkel, 1996; Cronan und
LaPorte, 1996) in hoher Konzentration (5 mM) fir den Sensor als TIpA als Lockstoff wirkten,
spricht dafur, dass es sich um Energietaxis handelt (Greer-Phillips et al., 2003; Alexandre et
al., 2000). Cerda et al. konnte zudem zeigen, dass der H. pylori-Sensor TIpA in E. coli unter
anderem eine positive Antwort auf Serin und Arginin in hohen Konzentrationen (10 mM)
vermittelt (Cerda et al., 2003). Fir Serin und Arginin wurde bereits gezeigt, dass diese
ebenfalls als Substrat der Atmung in H. pylori dienen kénnen (Nagata et al., 2003). Dies
spricht dafir, dass es sich bei der beobachteten Antwort ebenfalls um Energietaxis handeln
kénnte. Auffallend dabei ist, dass die Gr6Be des Schwarmhofes mit der Eignung des Zuckers
als Kohlenstoffquelle korrespondiert. Es wurde zuvor berichtet, dass Glucose fir E. coli ein
besseres Wachstumssubstrat (héhere Wachstumsrate) ist als Ribose und Succinat (Greer-
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Phillips et al, 2003). Eine hbéhere Wachstumsrate ist eine Folge eines erhdhten
Elektronentransports und damit einer erhéhten proton motive force (Signal flr Tsr). Bei
Glucose war der Schwarmhof entsprechend am gréBten, gefolgt von Ribose und Succinat.
FOr den Sensor Tsr aus E. coli konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Starke der
Antwort, welche von Tsr vermittelt wird, mit der Eignung der Kohlenstoffquelle als
Wachstumssubstrat korreliert (Greer-Phillips et al., 2003). Dies spricht dafiir, dass der
Mechanismus der Energiewahrnehmung von TIpA méglicherweise dem von Tsr &hnelt. Fir
Tsr konnte jedoch bisher nur gezeigt werden, dass die Wahrnehmung der energetischen
Verhéltnisse mit der proton motive force zusammenhangt (Shioi und Taylor, 1984; Taylor
und Zhulin, 1998; Edwards et al., 2006), jedoch ist der genaue Mechanismus noch unklar.
Vermutlich geschieht dies durch eine Konformationsanderung, welche durch eine
Protonierung hervorgerufen wird (Shioi und Taylor, 1984; Umemura et al., 2002).

Der Sensor TIpB zeigte ebenfalls eine, wenn auch schwéachere, Reaktion auf einige
der Zucker (Glukose, Fumarat) (Tabelle 25). Auch dieses Verhalten deutet auf eine
Wahrnehmung der energetischen Verhéltnisse hin. Da fir TIpB aber bislang nur fir zwei
Zucker (Glukose, Fumarat) eine Reaktion beobachtet werden konnte, war es bisher nicht
maoglich, einen Zusammenhang zwischen der Stérke der Reaktion und der der Eignung der
wahrgenommenen  Kohlenstoffquelle als  Wachstumssubstrat  herzustellen.  Die
maoglicherweise vorliegende Energiewahrnehmung durch TIpB korrespondiert mit den
Untersuchungen von Croxen et al. (Croxen et al., 2006), der fir TlpB eine Fluchtreaktion auf
sehr niedrige pH-Werte beschrieben hat. Die Wahrnehmung des pH-Wertes erfolgt dabei
wahrscheinlich indirekt. So ware beispielsweise eine Interaktion mit der proton motive force
denkbar. Die proton motive force ist sowohl pH-abhangig als auch ein Indiz fir die
energetischen Verhaltnisse. Croxen at al. beschreibt, dass in vitro nur eine Reaktion zu pH-
Werten unter 3 zu beobachten war und die tlpB-Mutante einen Kolonisierungsdefekt in
Mausen hat (Croxen et al., 2006). Der pH-Wert des Mausemagens liegt jedoch stets
zwischen 3 und 4 (McConnell et al., 2008). Der Kolonisierungsdefekt kann also nicht alleine
durch den Verlust der postulierten pH-Wahrnehmung begriindet werden, da die in vitro von
TlpB wahrgenommenen pH-Werte (< 3) im Magen der Maus nicht existieren. Dies spricht
daftr, dass TIpB mdglicherweise den pH-Wert eher indirekt, beispielsweise durch die
Wahrnehmung der energetischen Verhaltnisse wahrnimmt. Die energetischen Verhéltnisse
sind durch die proton motive force, welche sich aus elektrischem Membranpotential (Ay) und
pH-Differenz (ApH) zwischen Periplasma und Cytosol zusammensetzt, unmittelbar an den
pH-Wert gekoppelt.

Far TIpC und TIpD konnten in diesem Experiment keine Reaktionen auf die
getesteten Zucker beobachtet werden. Mdgliche Grinde hierfir werden ausfihrlicher in
Abschnitt 8.9.3 riickblickend auf alle durchgefihrten Experimente diskutiert.
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Zum bisherigen Zeitpunkt ist es nicht méglich eindeutig zu begriinden, weshalb die
Reaktionen der Sensoren TIpA und TIpB unter mikroaeroben Bedingungen am starksten
ausfielen (Tabelle 25). Naheliegende Grinde waren ein womdglich effizienterer
Metabolismus von E. coli unter den spezifischen experimentellen mikroaeroben
Bedingungen oder auch eine veranderte Expression durch den lac-Promotor. Zum jetzigen
Zeitpunkt noch sehr spekulativ, aber erwahnenswert scheint jedoch die Vermutung, dass die
Atmungskette von E.coli der von H. pylori unter mikroaeroben Bedingungen ahnlicher ist als
unter aeroben. Durch Regulation wird die Atmungskette von E.coli der
Sauerstoffkonzentration der Umgebung angepasst. Mit fallendender Sauerstoffkonzentration
nimmt der Anteil an Menaquinon gegenlber Ubiquinon im Quinon-Pool bei E. coli zu
(Anraku, 1988). In der Atmungskette von H. pylori wiederum ist Menaquinon ebenfalls das
meist verwendete Quinon (Alm et al., 1999; Marcelli et al., 1996; Chen et al., 1999).
AuBerdem wird in E.coli unter niedrigen Sauerstoffkonzentrationen bevorzugt das
Cytochrom bdund die NADH-Dehydrogenase | produziert (Calhoun et al., 1993; Puustinen et
al., 1991; Hill et al., 1990). H. pylori wiederum besitzt ebenfalls eine NADH-Dehydrogenase
vom Typ | (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Smith et al., 2000), und ein starker Einfluss
der NADH-Dehydrogenase | auf die Energiewahrnehmung durch den Sensor Aer wurde
bereits fur E. coli gezeigt (Edwards et al., 2006). Ob sich aber daraus tatséchlich eine
Interaktion der H. pylori-Sensoren mit Komponenten des Energiestoffwechsels (Quinonpool,
NADH-Dehydrogenase |) von E. coli ableiten Iasst, bleibt fraglich, da es sich bei TIpA und
TlpB um Transmembransensoren handelt und der Mechanismus der Wahrnehmung, wie in
Abschnitt 8.9 beschrieben, eher Tsr-ahnlich zu sein scheint.

Es sollte hier angemerkt werden, dass sich die NADH-Dehydrogenase | aus H. pylori
von anderen gut charakterisierten NADH-Dehydrogenasen unterscheidet. Zum einen konnte
gezeigt werden, dass die NADH-Dehydrogenase | in H. pylori nicht sensitiv gegenuber
Rotenon ist (Chen et al., 1999), zum anderen konnten zwei der essenziellen Gene des
Proteinkomplexes bisher nicht identifiziert werden (Smith et al., 2000). In dem, insgesamt 14
Gene umfassenden Operon, welches in der gleichen Reihenfolge wie in anderen Bakterien
angeordnet ist, fehlen die Gene nuoE und nuoF. Stattdessen finden sich zwei nicht
annotierte, deutliche kirzere Gene (HP1264, HP1265), welche nur eine geringe Homologie
zu nuoE und nuoF aufweisen. Die Untereinheiten NuoE und NuoF haben in der NADH-
Dehydrogenase | die Funktion der NADH-Bindung. Das Fehlen dieser Untereinheiten in
H. pylori korrespondiert mit der Erkenntnis, dass in H. pylori NADPH eine wichtigere Rolle als
Elektronendonor spielt als NADH. Ob die Bindung des NADPH durch die uncharakterisierten
Genprodukte HP1264 und HP1265 geschieht oder ob die Oxidation des NADPH durch einen
moglichen Interaktionspartner der NADH-Dehydrogenase | geschieht, wird derzeit noch
diskutiert (Smith et al., 2000).
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8.9.2 Die Sensoren TIpA, TlpB und TipD ermoglichen eine Orientierung
unter mikroaeroben Bedingungen in Succinat- und
Tryptonmedium

Im Folgenden wurden auch die Stdmme RP437 und BT3312 fur die Untersuchung der
Sensoren aus H. pylori verwendet. Der Stamm E. coli RP437 ist ein Chemotaxis-
Referenzwildstamm (siehe Methoden 6.24, Ergebnisse 7.11.3 und 7.11.4). Der Stamm
BT3312 tragt keine Energiesensoren mehr (Aer, Tsr), sondern lediglich die Sensoren Trg,
Tap und Tar. Die Stamme RP437 und BT3312 wurden verwendet, da bekannt war, dass sich
die einzelnen Sensoren in E. coli sowohl in ihrer Funktion als auch in ihrer Lokalisierung
gegenseitig beeinflussen (Ames et al., 2002) und somit eine Untersuchung der Sensoren von
H. pylori in Gegenwart verschiedener Sensoren von E. coli vielversprechender ist. Die
Funktion eines einzelnen Sensors im Stamm E. coli BT3388 ware dagegen moglicherweise
durch die Abwesenheit der anderen Sensoren abgeschwacht. So konnte beispielsweise
auch fur TlpD im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Funktion von TlpD von den
anderen Sensoren beeinflusst wird. Zudem ermdglichen die Stamme RP437 und BT3312,
welche im Gegensatz zu BT3388 zur Chemotaxis fahig sind, die Beobachtung von negativer
Taxis, welche mdglicherweise gegenlber atmospharischen Bedingungen (z.B. hohe
Sauerstoffkonzentration) auftritt.

FOr die Experimente wurden Trypton- und Succinatplatten verwendet. Das
Vollmedium Trypton (1% Trypton, 0,5% NaCl) wurde verwendet, um die Auswirkung
unterschiedlicher atmosphérischer Bedingungen auf die Funktion und Wirkung der Sensoren
nadher zu analysieren. In diesem Experiment ist die Antwort unabhangig von der Art eines
supplementierten Zuckers, da Nahrstoffe im Uberfluss vorhanden sind. Eine Anderung des
Schwarmverhaltens resultiert also aus Veranderungen in den atmosphérischen Bedingungen
(z.B. durch Sauerstoffatmung) oder der Entstehung toxischer Stoffwechselprodukte. Ahnlich
wie bei den Succinatplatten wird in den Tryptonplatten durch die metabolische Aktivitat
Sauerstoff verbraucht (Adler, 1966a; Wolfe und Berg, 1989). Den entstehenden
Sauerstoffkonzentrationsgradienten kénnen die Bakterien nutzen, um sich in Richtung
steigender Sauerstoffkonzentrationen zu orientieren.

In Tryptonplatten konnte durch die Expression von TIpA im Stamm E. coli RP437 eine
Reduktion des Schwarmhofes beobachtet werden. Dies korrespondiert mit der Beobachtung,
dass in E. coli die Chemotaxis inhibiert wird, wenn Aer starker als im Wildstamm exprimiert
wird (Bibikov et al., 1997). Im vorliegenden Fall wirde dies bedeuten, dass durch die
Expression eines weiteren Energiesensors (TIpA) womdglich ebenfalls die Anzahl an
tumblings zunimmt und damit die Fahigkeit auszuschwarmen reduziert ist. Die Autoren der
E. coli-Studie diskutieren als mdgliche Erklarung eine kompetitive Hemmung anderer
Sensoren bezlglich der Interaktionspartner aus dem Chemotaxisapparat (CheW, CheA)
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durch den zusétzlichen Energiesensor. Rein stéchiometrische Grinde scheinen aber
unwahrscheinlich, da im vorliegenden Experiment dieser Effekt (Reduktion des
Schwarmhofes) nur bei Expression von TIpA beobachtet werden konnte.

Da fir E. coli gezeigt wurde, dass die Aer-vermittelten Reaktionen in Motilitatsplatten
zu Succinat am starksten ausfielen (Greer-Phillips et al., 2003), wurden die Sensoren aus
H. pylori im Folgenden in den Stdmmen E. coli RP437 und E. coli BT3312 auch in
Succinatplatten untersucht, um Energietaxis zu identifizieren, welche mechanistisch der von
Aer ahnlich ist. Der Sensor Aer aus E. coli reagiert auf Substrate, welche schnell oxidierbar
sind (z.B. Succinat) (Greer-Phillips et al, 2003). Es konnte bereits ein direkter
Zusammenhang zwischen der Aktivitdt der NADH-Dehydrogenase und Aer nachgewiesen
werden (Edwards et al., 2006). Die Succinat-Dehydrogenase ist ebenfalls direkt in die
Elektronentransportkette eingebunden und fiihrt somit direkt zu einer Anderung der Redox-
Verhéltnisse der Bakterienzelle, welche durch Aer (mit FAD) wahrgenommen werden kann.
Diese Wahrnehmung ist unabhangig davon, ob das Substrat als Wachstumssubstrat
geeignet ist oder nicht (Greer-Phillips et al., 2003). Succinat ermdglicht nur eine geringere
PMF als beispielsweise Glukose oder Ribose, wird jedoch schneller oxidiert. Daher ist auf
Succinat eine Aer-vermittelte Reaktion zu erwarten, wahrend Tsr auf Anderungen in der PMF
reagiert. Zudem ist im verwendeten Succinatmedium kein Substrat enthalten, flr welches
bereits Chemotaxis in E. coli beschrieben wurde. Alle im Stamm BT3312 beobachteten
Reaktionen in Succinatplatten basieren also auf den Antworten der heterolog exprimierten
Sensoren, da E. coli BT3312 keinen entsprechenden Energiesensor (Aer) mehr tragt. Die
beobachteten Reaktionen in E. coli RP437 beruhen in Succinatplatten damit auf der Aktivitat
der Energiesensoren (Aer, Tsr) und dem heterolog exprimierten Sensor aus H. pylori. In
E. coli konnte gezeigt werden, dass Aer-negative Mutanten in Succinatplatten ein stark
reduziertes Schwarmverhalten haben (Bibikov et al., 1997). Dies wurde damit begriindet,
dass in der Agarplatte ausgehend von der Bakterienkolonie durch Atmung ein
Sauerstoffgradient entsteht (Adler, 1966a; Adler, 1966b), wobei durch die Atmung der
Bakterien die Sauerstoffkonzentration in der Mitte der Kolonie die Konzentration am
geringsten ist und nach auBen hin zunimmt. Energietaxispositive Bakterien sind im Stande
sich den optimalen Sauerstoffbedingungen anzundhern und so weiter auszuschwarmen
(Bibikov et al., 1997). Da Aer-negative Mutanten dieses Verhalten nicht mehr zeigten, wurde
geschlossen, dieses Verhalten werde durch den Sensor Aer vermittelt.

Wird in dem E. coli-Wildstamm RP437 oder in dem Stamm BT3312 einer der
Sensoren TIpA, TIpB oder TIpD exprimiert, reduziert sich der Motilitdtshof in den
Succinatplatten. Auch in den Succinatplatten I&sst sich dieser Phanotyp mit der zuséatzlichen
Expression eines Energiesensors erklaren, welche in E. coli zu einer Inhibierung der
Chemotaxis fuhrt (Bibikov et al., 1997).
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In Succinatplatten ist der Einfluss der H. pylori-Sensoren insgesamt starker als in
Tryptonplatten: Zum einen war die durch TIpA verursachte Reduktion in Succinatplatten
starker als in Tryptonplatten, zum anderen war in Succinatplatten der Effekt auch bei einer
Expression von TlpB und TlpD zu beobachten, was in Tryptonplatten nicht der Fall war. Dies
lasst sich womdglich damit erklaren, dass in Succinatplatten Energietaxis dominanter ist als
in Tryptonplatten. In Succinatplatten ist fir E. coli ausschlieBlich Energietaxis mdglich, da
alle anderen bisher beschriebenen Substrate der Taxis von E. coli (Aspartat, Ribose,
Maltose, Galaktose) nicht im Medium enthalten sind. Im Vollmedium Trypton dagegen ist
eine Uberlagerung der Energietaxis durch chemotaktische Effekte (positive Taxis zu
Aspartat, Ribose, Maltose, Galaktose) méglich.

Die Beobachtung dass, die Sensoren TIpA, TlpB und TIpD in E. coli BT3388 keine
Reaktion zeigten, spricht ebenfalls wie die Ergebnisse aus 7.11.1 (SchwarmhofgréBe
korrespondiert mit Eignung als Wachstumssubstrat) fir die Hypothese von einem Tsr-
ahnlichen Wahrnehmungsmechanismus, da Tsr selbst keine deutliche Reaktion in
Succinatplatten zeigte (Greer-Phillips et al., 2003). In den Stdmmen RP437 und BT3312
dagegen kann es durch die Expression eines zusatzlichen Energiesensors zu einer
Inhibierung der Taxis kommen (Bibikov et al., 1997). Die Ursachen flir diesen Effekt sind
noch nicht vollstandig aufgeklart.

8.9.3 Die Sensoren aus H. pylori zeigen keine Reaktion zu Sauren unter
den getesteten Bedingungen

Auffallend war, dass sich bei Exposition zu Sauren (Acetat, H.CO3;) und der Aminosaure
Arginin in Stamm E. coli BT3388 durch die Sensoren von H. pylori keine Antwort ergab,
wenn zusatzlich Fumarat als Energiequelle vorlag (siehe Ergebnisse 7.11.2). Alle
verwendeten Sauren eignen sich nicht als Wachstumssubstrat flr E. coli. Arginin wird von
E. coli nicht als Energiequelle genutzt (Cunin et al., 1986; McFall und Newman, 1996) und
Acetat in Gegenwart anderer Zucker nur im sehr reduzierten MaBe (Clark und Cronan,
1996).

Die Tatsache, dass fir den Sensor TIpC in keinem der Experimente eine Antwort
beobachtet werden konnte liegt méglicherweise auch einer Inkompatibilitdt zwischen Sensor
und Histidinkinase oder Sensor und Komponenten des Energiestoffwechsels, die sich auf die
Signalwahrnehmung auswirken. Um dieses Problem zu umgehen, besteht die Méglichkeit,
Hybridsensoren zu konstruieren, bestehend aus der Signalwahrnehmungsdoméne der
untersuchten Spezies (H. pylor und der Signalweiterleitungsdoméne des heterologen
Wirtes (E. coli). In dieser Arbeit wurde ein Hydridsensor bestehend aus TIpA und Aer
konstruiert, um mdglicherweise eine starkere und eine adaptationsunabhangige (Bibikov et
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al., 2004) Antwort von TIpA auf verschiedene Reize zu erhalten. Bakterien, welche den
Sensor TIpA-Aer synthetisierten, zeigten in allen Experimenten einen Schwarmhof, welcher
noch kleiner war als der der Negativkontrolle (E. coli BT3388) (Abbildung 50, Abbildung 51,
Tabelle 26, Tabelle 27). Dies lasst sich mdglicherweise damit erklaren, dass der Sensor
TIpA-Aer eine dauerhafte Flagellenrotation im Uhrzeigersinn (,clockwise bias“) verursacht
und damit ein gerichtetes Schwimmen unmaéglich macht.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass im heterologen Modell Energietaxis fiir
TIpA und wahrscheinlich auch far TIpB und TlpD gezeigt werden konnte. Fir TIpA konnte
sowohl eine positive Reaktion auf verschiedene metabolisierbare Zucker als auch eine
negative Reaktion in Trypton- und Succinatplatten gezeigt werden. Der Mechanismus der
Energiewahrnehmung scheint zumindest far TIpA Tsr-dhnlich zu sein, da die Starke der
vermittelteten Reaktion mit der Eignung der Zucker als Wachstumssubstrat korreliert (siehe
Diskussion 8.9.1; Greer-Phillips et al., 2003). Die hier im heterologen Modell gewonnenen
Erkenntnisse qilt es, in Zukunft in H. pylori zu bestatigen. So kann basierend auf den Daten
aus E. coli gezielt nach TIpA- und TIpB-vermittelter Energietaxis gesucht werden.

8.10Relevanz der Taxis von H. pylori und des Sensors TlpD in vivo
im Tiermodell der Mongolischen Rennmaus

Zur Untersuchung der Rolle von TlpD fir die Infektion und Persistenz in vivo wurde in dieser
Arbeit das Modell der Mongolischen Rennmaus gewahlt. Es tritt zwar keine natirliche
Infektion der Tiere mit H. pylori auf (Bartizal et al., 1984; Worthington und Fulghum, 1988),
jedoch ist dieses Modell aus mehreren Griinden fir Untersuchung von H. pylori besonders
geeignet. Zum einen entwickeln die Tiere nur sehr selten eine natirlich erworbene Gastritis
(Bingel, 1995). Darlber hinaus entwickeln Mongolische Rennméuse als Folge einer Infektion
mit H. pylori ebenfalls ein Karzinom (Tokieda et al., 1999; Watanabe et al., 1998;Shimizu et
al., 1999). Eine dauerhafte Entfernung des Bakteriums nach der Infektion l&sst sich mit den
gleichen Strategien wie fur den Menschen erreichen (Keto et al., 1999). Das fur diese Arbeit
wichtigste Argument war jedoch, dass das pH-Profil des Magens der Tiere dem des
menschlichen Magens mit einem durchschnittlichen luminalen pH-Wert von 1,4 sehr &hnlich
ist (Schreiber et al., 2005).
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8.10.1 Eignung des H. pylori-Stuhl-Antigen-Tests zur Uberpriifung
der Infektion wahrend des Infektionszeitraumes

Zu Beginn der Tierversuche galt es, ein zuverldssiges System zur Kontrolle des
Infektionsstatus der Tiere wéhrend des Infektionszeitraums zu etablieren. Der Nachweis von
H. pylori im Stuhl der Tiere durch PCR gelang nicht zuverlassig (Ergebnisse nicht gezeigt).
Auch in der Literatur ist nur in einer geringen Anzahl an Studien ein Nachweis aus dem Stuhl
von Mongolischen Rennmausen mittels einer PCR beschrieben (z.B. Lee und Kim, 2006).
Ein méglicher Grund fir das haufige Auftreten falsch-negativer Ergebnisse sind inhibitorische
Substanzen im Stuhl der Nagetiere (Zenner, 1999), wobei dies bisher nicht speziell fir die
Mongolische Rennmaus beschrieben wurde. Aufgrund der beschriebenen Fehleranfalligkeit
der PCR und der unzureichenden Etablierung dieser Methode zum Nachweis von H. pylori
im Stuhl von Mongolischen Rennmdusen entschieden wir uns als Alternative, den
Bakteriennachweis durch einen Stuhl-Antigen-Test von R-Biopharm anzugehen. Kuo et al.
(2008) untersuchten in parallelen Versuchen ebenfalls Sensitivitat und Spezifitat eines
H. pylori-Stuhl-Antigen-Tests (Premium platinum HpSA, Meridian Diagnostic, Cincinnati,
U.S.A.) in Mongolischen Rennmausen in Abhangigkeit von der Zeit nach der Infektion (Kuo
et al., 2008) und diskutierten die Eignung dieses Tests zur Detektion einer Infektion in den
Tieren. Sie konnten zeigen, dass eine zuverldssige Detektion der Infektion mit einem
Schwellenwert von 0,16 erst nach ca. vier Wochen méglich ist. Das Maximum an Sensivitat
und Spezifitdt von 88,6% bzw. 100% wurde sogar erst nach sechs Wochen erreicht. Im
Gegensatz dazu konnte in friher publizierten Experimenten eine Infektion mit H. pylori in
Mausen mit Hilfe des gleichen Stuhl-Antigen-Tests trotz eines hdheren Schwellenwertes
(0,20) schon zuverlassig nach sieben Tagen nachgewiesen werden (Wang et al., 2001). Die
Autoren diskutieren als Grinde fur diesen Unterschied sowohl die unterschiedliche
intestinale Flora in Maus und Mongolischer Rennmaus als auch die Mdoglichkeit, dass
H. pylori womoglich langere Zeitraume bendtigt, um die Mongolische Rennmaus stabil zu
kolonisieren als die Maus und somit die ausgeschiedene Bakterienmenge in den ersten
Wochen wahrend der frihen Phase der Infektion geringer als in der Maus ist. Die Studie von
Kuo et al. korrespondiert gut mit unseren Daten: In unserer Untersuchung kam es im Stuhl-
Antigen-Test bei infizierten Tieren auch erst nach drei bis vier Wochen zu einem eindeutigen
reproduzierbaren Uberschreiten des Schwellenwertes fiir einen positiven Befund (siehe
Ergebnisse 7.10.1; Abbildung 42). Eine weitere mdégliche Erklarung fir das Auftreten von
falsch negativen Stuhl-Antigen-Test-Ergebnissen ist zudem die vom Hersteller geforderte
Mindestmenge an Stuhl von 0,2 g fUr eine verldssliche Aussage des von uns gewahlten
Tests. Bei einem vergleichsweise kleinen Versuchstier wie der Mongolischen Rennmaus
erhielten wir jedoch durchschnittlich nur eine Stuhlmenge von ca. 0,1 g. Die verwendeten
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Schwellenwerte (< 0,19 fUr negativen Befund; > 0,21 fUr positiven Befund) beziehen sich auf
menschliches Untersuchungsmaterial. Speziell mit diesem Stuhl-Antigen-Test (R-Biopharm,
Darmstadt) bestand zu Beginn keine Erfahrung mit Untersuchungsmaterial aus der
Mongolischen Rennmaus, so dass vorerst mit den Schwellenwerten des Herstellers
gearbeitet wurde. Aufgrund des Mangels an Alternativen und der akzeptablen Sensitivitat
wurde der Stuhltest auch fir die weiteren Experimente angewandt. Zwar sind eine Reihe
weiterer nichtinvasiver Tests fiir den Menschen beschrieben: der '*C-Harnstoff-Atemtest
(Mitchell und Megraud, 2002), ein ELISA-gestitzter Urin-Test (Wu et al., 2004) und
verschiedene serologische Tests (Kuo et al., 2002). Diese sind jedoch fir die Mongolische
Rennmaus nicht weiter untersucht worden und daher nicht etabliert (Kuo et al., 2008).

8.10.2 Relevanz von TlpD aus H. pyloriin der Infektion von
Mongolischen Rennmausen

Im Folgenden sollte die Relevanz des Sensors TIpD fir die Infektion untersucht werden.
Dazu wurden Gruppen von vier bis funf Tieren mit verschiedenen H. pylori-Mutanten
(Wildstamm, cheAY2, tlpD) infiziert, der Infektionsstatus Uber sechs Wochen mit dem
H. pylori-Stuhl-Antigen-Test Uberprift und am Ende des Infektionszeitraumes die bakterielle
Last pro Milligramm Magengewebe bestimmt. Die mit der cheAY2-Mutante infizierten Tiere
dienten als negative Kontrollgruppe, die mit dem Wildstamm infizierten Tiere als positive
Kontrollgruppe. In allen Tieren der Wildstamm-Gruppe konnte nach sechs Wochen eine
Infektion nachgewiesen werden. Die cheAY2-Mutante war in allen Tieren nicht
infektionsfahig. Dies korrespondiert mit bisherigen Studien, in denen gezeigt werden konnte,
dass CheAY2 fir eine Kolonisierung im Mausmodell (Terry et al., 2005; Foynes et al., 2000)
bzw. im Modell der Mongolischen Rennmaus essenziell ist (Kavermann et al., 2003).
AuBerdem konnte auch fur die Aspartatkinase CheY1 eine essenzielle Rolle in der
Kolonisierung der Mongolischen Rennmaus gezeigt werden (McGee et al, 2005). Des
Weiteren konnten wir in unseren Ergebnissen zeigen, dass TlpD einen Einfluss auf die
Kolonisierungsrate, also die Zahl der infizierten Tiere pro Gruppe hat. So waren in allen
Experimenten zu allen Zeitpunkten weniger Tiere mit der tijpD-Mutante infiziert als mit dem
Wildstamm (Tabelle 21, Tabelle 22, Tabelle 23). Auffallend ist dabei, dass dieser Effekt im
Korpus des Magens noch stéarker war als im Antrum (siehe unten). So waren im Korpus nur
jeweils ein bzw. zwei von sechs Tieren infiziert, wahrend im Antrum in drei bzw. vier von
sechs Tieren eine Infektion vorlag (Tabelle 22, Tabelle 23). Eine Rolle von TIpD in der
Infektion widerspricht scheinbar zum Teil den Ergebnissen von Croxen et al. (2006). In
dessen Studie konnte kein Effekt von TlpD im Stamm H. pylori SS1 auf die Kolonisierung im
Mausmodell beobachtet werden. Der pH-Wert im Magen einer Maus liegt jedoch je nach
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Erndhrungslage zwischen 3 und 4 (McConnell et al., 2008) und unterscheidet sich damit
deutlich von dem des Menschen (pH ~ 1,4) (Teyssen et al, 1995) oder dem der
Mongolischen Rennmaus (Schreiber et al., 2005). Da der pH-Wert eine wichtige Funktion in
der Orientierung der Bakterien innerhalb des Mukus hat (Schreiber et al., 2004) und wir eine
Rolle von TIpD im Zusammenhang mit der Energiewahrnehmung gezeigt haben
(Schweinitzer et al., 2008), ist in diesem Fall das Modell der Mongolischen Rennmaus
wahrscheinlich sehr viel besser geeignet und die daraus gezogenen Schliisse daher
verlasslicher. Die proton motive force setzt sich aus dem elektrischen Membranpotential (Ay)
und der pH-Differenz (ApH) zwischen Periplasma und Cytosol zusammen. Die proton motive
force wiederum ist entscheidend fir die Energiegewinnung durch die FiF,-ATPase. Ein
Abfallen des pH-Wertes im Cytosol bewirkt ein Abnehmen des Membranpotentials und der
pH-Differenz und damit der Mdoglichkeit, ATP zu produzieren. Daher ist eine indirekte
Wahrnehmung des pH-Wertes durch die Wahrnehmung der energetischen Verhaltnisse sehr
wahrscheinlich.

Neben der Zahl der Tiere, welche pro Gruppe infiziert wurden, untersuchten wir auch
die bakterielle Last pro Milligramm Magengewebe (Tabelle 21, Tabelle 22, Tabelle 23). Wir
konnten dabei feststellen, dass es sechs Wochen nach Infektion im Antrum des Magens
einen reproduzierbaren, signifikanten Unterschied in der mittleren bakteriellen Last pro
Milligramm Magengewebe zwischen der Wildstamm-Gruppe (375 cfu/mg) und der tjpD-
Gruppe (20 cfu/mg) gab (p = 0,01; Rangsummentest). Zwei Wochen nach Infektion war der
Unterschied in der mittleren bakteriellen Last im Antrum nicht signifikant (3708 cfu/mg bzw.
20 cfu/mg, p = 0,352; Rangsummentest). Jedoch gab es auch zwei Wochen nach Infektion
bereits einen statistisch signifikanten Unterschied in der mittleren bakteriellen Last im Korpus
(869 cfu/mg bzw. 2 cfu/mg p = 0,038; Rangsummentest).

Der Unterschied in der raumlichen Verteilung der Bakterien im Magen unterstitzt die
Hypothese zur Rolle von TIpD in der in-vivo-Orientierung. Im Korpus waren die
Infektionseffizienz und die mittlere bakterielle Last der tjpD-Mutante niedriger als im Antrum.
Eine mdgliche Erklarung dafir ist die unterschiedliche Anatomie der beiden Magenregionen.
Im Korpus sitzen deutlich mehr saure- und proteaseproduzierende Zellen, als im Antrum
(Schubert und Peura, 2008). Es ist bekannt, dass sowohl Saure als auch die Prasenz von
Proteasen zum Beweglichkeitsverlust und letztlich zum Absterben von H. pylori fUhren
(Schreiber et al., 2005, Einleitung 4.1.5.1). Aufgrund der gréBeren raumlichen Nahe zu den
saure- und proteaseproduzierenden Zellen im Korpus liegt der Schluss nahe, dass sowohl
die Kolonisierung als auch die Persistenz dort nur mit einem vollstandig funktionierenden
Chemotaxisapparat und damit einer sehr prazisen und standig adaptiven Orientierung
maoglich ist. Die Wichtigkeit eines vollstandigen funktionellen Chemotaxisapparates und der
daraus resultierenden prazisen Orientierung wurde auch von McGee et al. am Beispiel von
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TIpB im Modell der Mongolischen Rennmaus gezeigt (McGee et al., 2005). So konnte in
dieser Studie gezeigt werden, dass eine Mutante im Gen tjpB zwar zu einer Kolonisierung
ahnlich dem Wildstamm im Stande ist, jedoch eine deutlich geringere Entziindungsreaktion
hervorruft. Als méglichen Grund dafir diskutieren die Autoren auch hier, dass sich die
Lokalisierung der tlpB-Mutanten im Vergleich zum Wildstamm woméglich unterscheidet. Eine
andere mdgliche Erklarung fir den von uns beobachteten Unterschied zwischen Antrum und
Korpus mag sein, dass eine Kolonisierung des Korpus méglicherweise nur unter der
Voraussetzung einer stabilen, fortgeschrittenen Infektion des Antrums mdglich ist. Treten
also bereits zu Beginn kleine Unterschiede in der Infektionsstarke des Antrums auf, welche
sich mit zunehmender Zeit noch ausweiten, so erscheint es logisch, dass ein Ubergreifen der
Infektion auf den Korpus nur im sehr geringen MaBe von statten geht und die Unterschiede
in der Infektionsstarke dort noch gréBer sind.

Wir konnten also zeigen, dass TlpD im Modell der Mongolischen Rennmaus eine
Rolle in der Kolonisierung spielt, da (I) zu allen Zeitpunkten signifikant weniger Tiere der
tioD-Gruppe infiziert waren als in der Wildstamm-Gruppe und weil (II) die mittlere bakterielle
Last pro Miligramm Magengewebe sechs Wochen der Inokulation in der tlpD-Gruppe
signifikant niedriger war als in der Wildstamm-Gruppe. AuBerdem haben wir erste Hinweise
darauf dass TIpD nicht nur eine Rolle in der initialen Infektion sondern auch in Persistenz
spielt, da (1) der Unterschied im Antrum zwischen tipD-Mutanten und Wildstamm mit der Zeit
zunimmt (siehe Ergebnisse 7.10.3) und (Il) die Signalwerte des Stuhlantigentests in der tjpD-
Gruppe im Laufe der Zeit abnehmen (Abbildung 44). SchlieBlich haben wir ebenfalls
Hinweise darauf, dass TlpD im Korpus des Magens von gréBerer Bedeutung zu sein scheint
als im Antrum, da die Infektionsrate im Korpus stets niedriger war als im Antrum.

In Zukunft wird die Relevanz von TlpD in vivo noch Uber einen langeren Zeitraum zu
beobachten sein, um der Hypothese von der Rolle von TIpD in der Persistenz weiter nach
gehen zu kdnnen. Auch wird in weiteren Experimenten der Effekt des Geschlechts der Tiere
auf die Kolonisierbarkeit durch die tlpD-Mutante weiter zu untersuchen sein, da es in den
bisherigen Experimenten zu dieser Frage bisher widerspriichliche Ergebnisse gab (siehe
Ergebnisse 7.10.3) und auBerdem die geschlechtshomogenen Gruppen zu klein waren (zwei
bis drei Tiere), um eine statistische abgesicherte Aussage machen zu kénnen. SchlieBlich
wird auch eine komplementierte tlpD-Mutante im Infektionsmodell der Mongolischen

Rennmaus zu untersuchen sein, um die Rolle von TlpD in der Infektion abzusichern.
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8.11 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass in H. pylori Metabolismus-
abhangiges Verhalten existiert und andere VerhaltensduBerungen dominiert. Der Sensor
TlpD trégt dabei einen groBen Anteil an diesem Verhalten. Daneben konnte in einem
heterologen Modell beobachtet werden, dass auch die Sensoren TIpA und TlpB Energietaxis
vermitteln kénnen. TIpA und TIpB zeigen vermutlich einen Wahrnehmungsmechanismus, der
dem von E. coli-Tsr (Edwards et al., 2006) &hnlich ist. Der Wahrnehmungsmechanismus von
TlpD und die Existenz dafir mdglicherweise notwendiger Kofaktoren konnte bisher nicht
geklart werden. In der weiteren Folge gilt es nun, diesen Wahrnehmungsmechanismus
weiter aufzuklaren. In diesem Zusammenhang sollten sowohl detaillierte biochemische
Analysen des Sensors selbst (strukturelle Untersuchungen, gerichtete Mutagenese
interessanter Aminosauren, ldentifikation méglicher Kofaktoren) durchgefthrt als auch die
Art der Interaktionen und die Funktionen der bisher ermittelten Interaktionspartner (HP0697,
HP1033, Katalase) genauer untersucht werden. Auch die Beteiligung der Sensoren TIpA und
TIpB in der Energietaxis sollte in Zukunft das Ziel weiterer Analysen sein. SchlieBlich gilt es,
die Rolle der Energietaxis und im Speziellen von TlpD im Modell der Mongolischen
Rennmaus weiter zu untersuchen. Dabei ist vor allem auch die Frage nach der Bedeutung
von Energietaxis und TlpD fiir den Ubergang von einer akuten zu einer chronischen Infektion

von Interesse.
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