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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Helicobacter pylori ist ein an seine oOkologische Nische hochgradig angepasstes
Bakterium, das den Magen von mehr als 50% der Weltbevolkerung chronisch
besiedelt. Bei 10 bis 20% der Infizierten konnen schwerere Krankheitsverlaufe von
Magengeschwiren bis hin zu Karzinomen auftreten. Die Chemotaxis-gesteuerte
Motilitat von H. pylori, vermittelt durch ein Bundel von 2-8 polaren Flagellen, ist fur
die Besiedelung und persistente Infektion des Wirtes essenziell. Wahrend strukturelle
Aspekte des Flagellenapparates fur H. pylori bereits intensiv untersucht wurden, gab
es zu Beginn dieser Arbeit zur transkriptionellen Regulation der Flagellenbiogenese
nur unvollstandige Informationen. Einhergehend mit einer generellen Armut an
regulatorischen Elementen in H. pylori gab es Hinweise auf eine von den bekannten
hierarchischen Systemen anderer Bakterien abweichende Regulation der Flagellen-
biogenese. Mehr als 40 Komponenten des Flagellen- und Chemotaxissystems
konnten mit Hilfe der beiden sequenzierten H. pylori-Genome identifiziert werden,
wobei die Gene einzeln oder in kleinen transkriptionellen Einheiten Uber das gesamte
Genom verteilt angeordnet sind. Mit der vorliegenden Arbeit sollte die Organisation
und Vernetzung der transkriptionellen Regulation der Flagellenbiogenese und
mogliche Querverbindungen zu anderen zelluldren Funktionen in H. pylori umfassend
charakterisiert werden.

H. pylori verfugt Uber zwei unterschiedliche Flagellingene, flaA und flaB, deren Trans-
kription von den beiden alternativen Sigma-Faktoren 6? und o®* kontrolliert wird. Um
die transkriptionelle Regulation der beiden Gene in zwei unterschiedlichen Flagellen-
regulons zu untersuchen, wurde die Genexpression von flaA und flaB abhangig von
der Wachstumsphase analysiert. Mit flaA- und flaB-Promotorfusionen wurde hier
erstmalig ein sensitives, Biolumineszenz-basiertes Reportersystem fur Expressions-
studien in H. pylori etabliert und genutzt. Die Transkriptmengen der beiden Flagellin-
gene wurden weiterhin direkt mittels Northern Blot-Hybridisierungen und RT-PCR
bestatigt. Es ergab sich eine Wachstumsphasen-abhangige, differentielle Regula-
tion, bei der in Ubereinstimmung mit der strukturellen Anordnung der Flagelline im
Filament und der Zugehorigkeit der Gene zu zwei Regulationsklassen, das Verhaltnis
der flaA- zur flaB-Expression im Verlauf der Wachstumskurve stark anstieg.

Um genomweite Analysen durchfiihren zu kénnen, wurde in dieser Arbeit zunachst
eine Plattform zur Untersuchung von H. pylori mit DNA-Microarrays etabliert. Hierzu
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wurde in Kooperation mit dem Max-Planck-Institut flr Infektionsbiologie in Berlin ein
PCR-Produkt-Microarray mit 1590 H. pylori-spezifischen Sonden entwickelt und
produziert. Zusatzlich wurde ein industriell gefertigter, Oligonukleotid-basierter, H.
pylori-Microarray erstmalig verwendet und validiert. Mit Hilfe der Microarray-
Technologie wurden verschiedene zentrale Regulatoren der H. pylori-Flagellen-
biogenese zum ersten Mal auf genomweiter Ebene untersucht. Hierzu zahlten die
beiden alternativen Sigma-Faktoren FliA und RpoN, der Anti-o?®-Faktor FIgM, das
RpoN-spezifische Zwei-Komponenten-System FIgS/FIgR und die Flagellen-Basal-
kérperkomponenten FIhA und FIhF. Bis auf die fliA- und flgM-Mutanten, die, in Uber-
einstimmung mit ihrer antagonistischen Funktion, Stummelflagellen bzw. eine leicht
erhdhte Flagellenzahl aufwiesen, bewirkten die Mutationen in allen anderen unter-
suchten Genen einen flagellenlosen unbeweglichen Phanotyp. Die Klassen 2 und 3
des H. pylori-Flagellenregulons konnten durch die Analysen des FliA- und des RpoN-
Regulons neu definiert und um zehn neue Gene erganzt werden. Fur FIhA und FlIhF
konnte eine Funktion als Ubergeordnete Regulatoren der Klassen 2 und 3 des
Flagellenregulons gezeigt werden. Des Weiteren wurden 24 Gene einer neuen
regulatorischen Zwischenklasse zugeordnet. Diese Gene werden von mehr als
einem Promotor kontrolliert und umfassen Flagellen- sowie Nicht-Flagellengene.
Durch globale Untersuchungen von Doppelmutanten wurde die komplexe Einbindung
des Anti-o-Faktors FIgM in die FIhA- und FlhF-vermittelte transkriptionelle
Ruckkopplung nachgewiesen.

Basierend auf den Ergebnissen der Arbeit konnte ein neues Modell der Regulation
der Flagellenbiogenese flr H. pylori entwickelt werden. Es beinhaltet drei regula-
torische Genklassen mit einer intermediaren Klasse, die von den drei H. pylori-o-

* und 0*® zusammen mit den assoziierten Regulatoren FlgS/FIgR

Faktoren 0%, o
und FIgM kontrolliert werden. FIgM vermittelt als Anti-o?®-Faktor die transkriptionelle
Ruckkopplung auf die Klasse 3- und, im Zusammenspiel mit FIhA, auch auf die
Klasse 2-Flagellengene. FIhF kontrolliert die Expression der Klasse 2-Flagellengene
durch einen FIgM-unabhéngigen, bislang ungeklarten Mechanismus. Die o%’-
abhangigen Klasse 1-Flagellengene werden, anders als bei vielen anderen
Bakterien, mit Stoffwechselgenen koreguliert und beinhalten auch die Flagellen-
motor- und Chemotaxisgene. Dies spiegelt die Anpassung von H. pylori an seine
spezifische 0Okologische Nische wieder, mit der Notwendigkeit, wahrend der

gesamten Infektion die Motilitat aufrecht zu erhalten.
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Summary

The gastric human pathogen Helicobacter pylori is a fastidious bacterium, chronically
colonizing the stomach of more than half of the world population, leading to severe
diseases in some individuals such as ulcers or gastric cancer. H. pylori flagella-driven
motility has been shown to be essential for the initial colonization of the human
gastric mucosa and for the long-term persistence of the infection. The 2-8 flagella are
arranged at one pole of the bacterium and covered by a membranous sheath. While
many structural components of the flagellar apparatus had been characterized
intensively so far, the detailed mechanisms of transcriptional regulation of flagellar
biogenesis in this organism remained to be elucidated. The H. pylori flagellar and
chemotaxis system comprises more than forty genes. In contrast to the highly
ordered gene organization in other organisms, they are scattered along the genome.
Consistent with a species-specific scarcity of transcriptional regulatory factors,
equivalents of flagellar master regulators of other bacteria seem to be lacking in H.
pylori. The aim of this study was to comprehensively characterize the network of
transcriptional regulation of flagellar biogenesis with possible links to other cell

functions in H. pylori.

H. pylori possesses two different flagellin genes, flaA and flaB, the transcription of the
corresponding genes is controlled by 0?® and o> promoters respectively. To
characterize the specific transcriptional regulation of these flagellar genes, which
belong to two different regulons, transcript levels were monitored throughout the
growth curve of H. pylori. A bioluminescence-based reporter gene system was
successfully established in H. pylori for the first time. It was utilized to measure the
activity of the newly constructed flaA- and flaB-promoter fusions. Furthermore
growth-phase dependent transcript levels of the two flagellin genes were confirmed
by Northern blot hybridizations and RT-PCR analysis. The results revealed a growth-
phase dependent differential transcriptional control of flaA and flaB in H. pylori. In
agreement with the structural succession of FlaB and FlaA in the filament, as well as
the affiliation of the genes to different flagellar regulons, flaA to flaB expression ratio

was strongly increasing with the progression of the growth curve.

An H. pylori microarray working platform was established to be able to perform
genome-wide analyses on this organism. A custom made PCR-product microarray
with 1590 H. pylori specific probes was developed and constructed in cooperation
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with the Max-Planck-Institute for Infection Biology in Berlin. In addition, a
commercially available H. pylori-specific oligonucleotide based microarray system
was utilized for the first time and validated. By using the microarray technology, a set
of different key regulators of the H. pylori flagellar system was analysed on a
genome-wide scale for the first time. They are comprising the alternative sigma
factors FliA and RpoN, the anti-o-factor FIgM, the RpoN specific two component
system FIgS/R and the components of the flagellar basal body, FIhA and FIhF. While
the fliA mutant revealed a phenotype with truncated flagella, the flgM mutant had a
slightly enhanced number of flagella, correlating with their antagonistic function.
Mutations in all other regulators lead to loss of flagella and motility. Based on the
microarray analyses of the FliA and RpoN regulons, the flagellar regulatory classes 2
and 3 could be newly defined and enlarged by ten additional genes. The microarray
studies on early flagellar components revealed a role for FIhA and FIhF as functional
equivalents to master regulators. They are governing the transcription of flagellar
regulatory classes 2 and 3 and a newly defined intermediate regulon. The latter
comprised 24 flagellar and non-flagellar genes controlled by more than one promoter.
Furthermore, studies on double mutants of the early regulators with the flagellar anti-
sigma factor FIgM provided evidence for the complex regulatory interconnection of
this factor with the determined flagellar feedback regulation of FIhA and FIhF.

Based on the results of this study, a revised model of regulation pathways of flagellar
biogenesis in H. pylori could be constructed. It is composed of three regulatory
classes of flagellar genes and one intermediate class, governed by the three H. pylori

* and 0® and the associated regulators FIgS/R and

specific sigma factors 0%, o
FIgM. The transcriptional feedback regulation on class 3 genes is mediated by the
anti-sigma factor FIgM, which is also involved in FIhA-dependent transcriptional
control of class 2 flagellar genes. FIhF-dependent transcriptional control on class 2
genes is independent from FIgM. In contrast to other organisms, flagellar class 1
genes in H. pylori include flagellar motor and chemotaxis components and are
coregulated with housekeeping genes. This coincides with the specific ecological
adaptation of H. pylori to its niche and the necessity for the pathogen to be

continuously motile to maintain a persistent infection.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Helicobacter pylori

Die erstmalige in vitro Kultivierung und Beschreibung des Magenbakteriums
Helicobacter pylori durch die Australier Warren und Marshall (Warren & Marshall,
1983), leitete einem Paradigmenwechsel in der gastroenterologischen Medizin ein. In
den darauf folgenden Jahren wurde die Besiedelung des zuvor als steril
charakterisierten menschlichen Magens durch H. pylori nachgewiesen und das
optimal angepasste Bakterium als Ausloser fur unterschiedliche Erkrankungen des
Magens und Zwodlffingerdarms identifiziert. Inzwischen ist bekannt, dass Uber die
Halfte der erwachsenen Weltbevolkerung mit H. pylori infiziert ist (Suerbaum &
Michetti, 2002). Bei allen Infizierten entwickelt sich eine chronische Gastritis (Magen-
schleimhautentzindung), die bei 10-20% der Infizierten zu einem schwereren
klinischen Krankheitsbild fuhrt (vgl. 1.1.3). Das auch 20 Jahre nach der Erst-
beschreibung anhaltende starke mikrobiologische und klinische Interesse an dem
Bakterium spiegelt sich in der standig steigenden Zahl an wissenschaftlichen
Veroffentlichungen wieder (Marshall, 2001). Im Folgenden werden einige der
Erkenntnisse der intensiven Forschung zu Pathogenitat, Verbreitung und
molekulargenetischen Eigenschaften von H. pylori dargestellt. Im Mittelpunkt steht
die Flagellen-basierte Motilitat, die den Kontext der in dieser Arbeit bearbeiteten

Fragestellungen bildet.
111 Physiologie und Morphologie

H. pylori ist ein Gram-negatives ca. 0,5 x 3-5 ym langes Bakterium, dessen Name
(helicos, griechisch: die Windung) von seiner spiralformigen Morphologie mit 1-3
Windungen abgeleitet wurde. Bei einigen Isolaten oder abhangig von der
Wachstumsphase in in vitro Kultur sind aber auch gerade oder leicht gekrimmte
Formen zu beobachten. Phylogenetisch wird H. pylori mit weiteren Helicobacter
Spezies, sowie eng verwandten Arten wie Campylobacter spp. und Wolinella spp.
den e—Proteobakterien zugeordnet (Goodwin et al., 1989). Der hoch bewegliche
Organismus ist polar begeiflelt und besitzt 2-8 Flagellen. Sie sind von einer

Membranhulle ummantelt ('Flagellenhille™), die mit der Zellmembran verbunden ist
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und eine ahnliche molekulare Zusammensetzung aufweist (Geis et al., 1993). In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen weisen die Flagellen meist terminale
Verdickungen auf (vgl. Abb. 1; O' Rourke & Bode, 2001). Der Flagellenmembran wird
eine Schutzfunktion flir das Filament vor Dissoziation in dem sauren Milieu des
Magenlumens zugewiesen. Die spiralige Form des Bakteriums in Kombination mit
dem polaren Flagellenbindel fuhrt zu einer schraubenférmigen Bewegung, die zur
besseren Fortbewegung in der viskdsen Schleimschicht der gastrischen Mukosa
(Magenschleimhaut) beitragen konnte. Die Anzucht von H. pylori erfolgt i. d. R. auf
komplexen Medien unter Zugabe von 5-10% Pferde- oder Schafsblut in einer
mikroaeroben Atmosphare (2-5% O, 5-10% CO,, 0-10% H; Andersen & Wadstrom,
2001). In alteren Kulturen oder unter ungunstigen Kulturbedingungen werden gehauft
kokkoide Formen beobachtet, die auch in vivo in humanen Biopsien nachgewiesen
werden konnten (Chan et al., 1994). Die Frage, ob es sich dabei um lebensfahige
und infektidse Dauerformen von H. pylori handelt, wird kontrovers diskutiert. Einige
Analysen leiten aus einem nicht nachweisbaren Membranpotential, verandertem
Proteinmuster und Abbauprozessen der ribosomalen RNA bei den kokkoiden
Formen einen Ubergang zum Zelltod ab (Kusters et al., 1997; Monstein & Jonasson,
2001). Andererseits wurde fur in vitro nicht kultivierbare kokkoide Formen eine
erfolgreiche Infektion von Mausen und Wiederanzucht von H. pylori aus dem Magen

nachgewiesen (Cellini ef al., 1994; Wang et al., 1997).

Stoffwechselphysiologisch ist H. pylori den chemoorganischen Mikroorganismen
zuzuordnen. Als wichtige Energiequelle kann Glukose Uber den Entner-Doudoroff-
Weg und Pentosephosphatweg abgebaut werden, wahrend Mehrfachzucker nicht
transportiert und degradiert werden konnen, wie experimentelle Arbeiten und
Ableitung aus den Genomsequenzen gezeigt haben (Mendz et al., 1993, 1994; Tomb
et al., 1997; Alm et al., 1999; Doig et al., 1999). Auch die Enzyme flr einen
verzweigten Tricarbonsaurezyklus, entsprechend dem von E. coli unter anaeroben
Bedingungen, sind vorhanden (Mendz & Hazell, 1993). H. pylori verfugt Uber eine
relativ einfach aufgebaute Elektronentransportkette, die sowohl fur die aerobe
Atmung mit Sauerstoff als auch anaerob mit Fumarat als terminalen Elektronen-
Akzeptor benutzt werden kann (Kelly, 2001). Auch die Fahigkeit, molekularen
Wasserstoff als Substrat fur die Respiration zu nutzen, wurde kurzlich fur H. pylori
beschrieben (Olson & Maier, 2002). Eine wichtige Stickstoffquelle scheint Harnstoff
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zu sein, der mit dem fur H. pylori charakteristischen und in groRer Menge
vorhandenen Enzym Urease verfligbar gemacht wird (Wiliams et al., 1996)
(vgl.1.1.3). Auch Aminosauren konnen mittels verschiedener Amidasen verwertet
werden (Stark et al., 1997). Wahrscheinlich als Anpassung an seine 6kologische
Nische im menschlichen Magen, ist H. pylori fur eine groRe Anzahl an Aminosauren
auxotroph (Nedenskov, 1994; Reynolds & Penn, 1994).

Abb. 1. Elektronenmikroskopische
Aufnahme von H. pylori N6. Zu
erkennen sind die polar angeordneten
Flagellen mit Flagellen-hille  und
terminalen Membranverdickungen.

TEM-Aufnahme zur Verfiigung gestellt
von Shin-Ichi Aizawa.

1.1.2 Genetische Eigenschaften

Ein enormer Vorteil fur die Studien von H. pylori ist die Verfugbarbeit der kompletten
Genomsequenzen von zwei unabhangigen Patientenisolaten des Bakteriums (Tomb
et al., 1997; Alm et al., 1999). Die im Vergleich zu ubiquitaren Mikroorganismen
geringen GenomgrofRen von weniger als 1,7 Megabasen ist ein weiteres Indiz fur die
evolutionare Anpassung an den Menschen als Wirt. Mit der Veroffentlichung der
zweiten Sequenz, basierend auf dem amerikanischen Isolat J99 (Alm et al., 1999)
wurde u. a. die schon zuvor beschriebene starke intraspezifische genetische
Variabilitdt des Bakteriums bestatigt. Wahrend der durchschnittliche G+C Gehalt der
beiden Stamme mit 39% annahernd identisch ist, unterscheiden sich die Genome in
anderen Beziehungen substanziell. So besitzt jedes Isolat 6-7% stammspezifische
Gene und nur 85% der codierenden Sequenzen in beiden Chromosomen besitzen
dieselbe Organisation in Bezug auf ihre Nachbargene (Alm et al., 1999). Des
Weiteren gibt es grol3e Unterschiede in der Nukleinsauresequenz, so dass zwischen
den zwei Genomen kein einziges Genpaar orthologer Gene zu 100% identisch ist,

und nur 0,6% der orthologen Gene eine DNA-Identitat von > 98% aufweisen. Hierbei
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liegt die durchschnittlichen Nukleotid-ldentitat fur alle orthologen Gene bei 92,6%
(Doig et al., 1999). Bei den Unterschieden handelt es sich aber zumeist um “stille’
Mutationen in den dritten Basen der Aminosaurecodons, und die
Aminosauresequenzen sind deutlich konservierter. Mit unterschiedlichen molekular-
genetischen Methoden, wie z. B. Gensequenzierungen (Kansau et al., 1996;
Achtman et al., 1999), 'DNA fingerprinting™ (Majewski & Goodwin, 1988; Akopyanz et
al., 1992; Go et al., 1996) oder MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis; Go et al.,
1996; Hazell et al., 1997), wurden schon zuvor ungewdhnlich grof3e Unterschiede in
den Genomen von verschiedenen H. pylori-Stammen beschrieben. Als Ursachen
hierfir wurden u. a. erhdhte Mutationshaufigkeiten, unvollstandige DNA-Reparatur-
systeme und eine starke Rekombinationshaufigkeit beschrieben (Marshall et al.,
1998; Suerbaum et al., 1998a). Mittels der DNA-Microarray-Technologie wurden
ebenfalls Studien mit unterschiedlichen klinischen H. pylori-Isolaten durchgefihrt, die
die genetische Diversitat des Organismus bestatigten (Salama et al., 2000). Daraus
resultiert eine panmiktische (nicht-klonale) Populationsstruktur von H. pylori (Salaun
et al., 1998; Suerbaum et al., 1998b; Achtman et al, 1999). Die genetische
Variabilitdt beruht neben Mutationen und intragenomischen Umlagerungen auf der
Aufnahme und Integration von Fremd-DNA, dem sog. "horizontalen Gentransfer’.
Bewiesen ist die DNA-Aufnahme von anderen H. pylori-Stammen wahrend einer
schon vorhandenen Infektion (Kersulyte et al., 1999; Falush et al., 2001). Bereiche
signifikant unterschiedlichen G+C Gehalts im Genom, wie beispielsweise die cag-
Pathogenitatsinsel (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999), legen auch horizontalen
Gentransfer aus anderen Quellen nahe. Mechanismen zur DNA-Aufnahme sind zum
einen die naturliche Kompetenz des Bakteriums (Nedenskov-Sorensen et al., 1990;
Haas et al., 1993; Tsuda et al., 1993; Wang et al., 1993). Auch die Fahigkeit zur
Konjugation von H. pylori wird diskutiert, bislang wurde sie nur in vitro beschrieben
(Heuermann & Haas, 1998; Kuipers et al., 1998).

Eine weitere wichtige Eigenschaft, die aus den Genomsequenzen von H. pylori
abgeleitet werden kann, ist ein Mangel an potenziellen transkriptionellen Regulatoren
im Vergleich zu den meisten anderen gram-negativen Mikroorganismen. So gibt es
nur drei Sigma-Faktoren der RNA Polymerase, den konstitutiven "Housekeeping'-
Faktor RpoD (6®°) und die beiden alternativen Sigma-Faktoren RpoN (c°*) und FIiA

(0?®). Die konservierten, in die bakterielle Stress-Antwort involvierten Sigma-Faktoren
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RpoS (c°) und RpoH (0°?) fehlen. Von der wichtigen bakteriellen Klasse der Zwei-
Komponenten-Regulations-Systeme zur Genregulation in Antwort auf Umweltreize,
finden sich lediglich vier Paare von Histidinkinase und 'Response Regulator’ und
zwei 'Response-Regulatoren’ ohne zugehodrige Sensorkinase in den Genomen von
H. pylori (Beier & Frank, 2000). Im Vergleich dazu besitzt E. coli etwa 30 Zwei-
Komponenten-Systeme (Mizuno, 1997). Aufgrund der relativen Armut an
transkriptionellen Regulatoren wird diskutiert, ob in H. pylori verstarkt alternative
Mechanismen zur koordinierten Regulation der Genexpression genutzt werden. So
besitzt H. pylori bspw. eine ungewodhnlich groRe Anzahl an Nukleinsaure-
Restriktions- und Modifikationssystemen, die eine Rolle bei der Genregulation
spielen konnten (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Kong et al., 2000; Vitkute et al.,
2001). Eine andere Auffalligkeit ist eine Haufung von homopolymeren Sequenzen im
Genom (Saunders et al., 1998), die zu Leserasterverschiebungen und dadurch zu
An- oder Abschaltungen von Genen fihren kénnten, sog. ‘slipped strand mispairing'.
Dies wurde bereits flir einige H. pylori-Gene gezeigt, wie LPS-Gene (Appelmelk et
al., 1998; Wang et al., 1999), ein aulieres Membranprotein (Peck et al., 1999) oder
fliP, ein Gen welches fur eine Komponente des flagellaren Exportapparates kodiert
(vgl.1.2.2), und dessen Abschaltung einen flagellenlosen Phanotyp bewirkt
(Josenhans et al., 2000). Ein weiterer mdglicher alternativer Mechanismus der
Genregulation ist die Kontrolle der Transkription in Abhangigkeit von der DNA-
Topologie ('supercoiling’), fur die ein Einflu auf die Expression von H. pylori-
Flagellengenen gezeigt werden konnte (Suerbaum et al., 1998a; Ye et al., 2004). Ein
direkter Nachweis der Involvierung dieser maoglichen alternativen
Regulationsmechanismen in die koordinierte Genregulation steht allerdings bislang

noch aus.

1.1.3 Pathogenitat

Eine H. pylori-Infektion, die in den allermeisten Fallen in der frihen Kindheit
erworben wird, fuhrt nach einer kurzen akuten Infektion zu einer chronischen
gastrischen Infektion, die in 80-90% der Falle ohne schwerere Krankheitsbilder
verlauft (Suerbaum & Michetti, 2002). Bei den restlichen 10-20% der Infizierten kann
es zu schwerwiegenderen Komplikationen in Folge der Besiedelung der
Magenschleimhaut (Mukosa, Lamina propria) bis hin zur Entstehung eines

Magenkarzinoms in 0,1-4% der Falle fihren (Uemura et al., 2001). In diesem
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Zusammenhang wurde H. pylori 1994 von der Weltgesundheitsbehérde WHO als
Karzinogen erster Klasse eingestuft (Dixon & Ectors, 1995). Die Infektion durch H.
pylori ist ohne Therapie in nahezu allen Fallen chronisch, obwohl der menschliche
Korper mit einer starken lokalen und systemischen Immunantwort reagiert (Rathbone
et al., 1986), die auch zum serologischen Nachweis von H. pylori genutzt werden
kann. Der klinische Verlauf einer schweren H. pylori Infektion ist in hohen Malke
abhangig sowohl von bakteriellen Faktoren wie auch von individuell verschiedenen
Voraussetzungen des Patienten (Blaser & Berg, 2001; Nogueira et al., 2001; vgl.
Abb. 2).

High level of acid production

>

. Antral- Duodenal ulcer
predominart
¢ gastritis
MALT kmphoma
. Chronic Nonat hi Awn‘uptom atic
Mormal gastric H py_l'olrl U rotpt‘nc H. pylon
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\-’ Corpus- /
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H. pylari e
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Abb. 2. Verlauf einer H. pylori-Infektion (aus Suerbaum & Michetti, 2002). In der Regel wird H.
pylori in der friihen Kindheit erworben. Eine akute H. pylori Infektion verursacht eine voriibergehende
Hypochlorhydrie (Anstieg des pH-Wertes im Magen) und wird kaum diagnostiziert. In fast allen
Infizierten Personen entwickelt sich eine chronische Gastritis, die in 80-90% der Falle asymptomatisch
verlauft. Der weitere klinische Verlauf variiert in Abhangigkeit von Bakterien- und Wirtsfaktoren.
Patienten mit einer hoéheren Saureproduktion entwickeln eher eine antrale Gastitis, die eine
Pradisposition fir Duodenumgeschwire nach sich zieht. Patienten mit niedrigem Saurehaushalt
bekommen eher eine Gastritis im Magencorpus, die eine hdhere Pradisposition zur Entwicklung von
Magengeschwiren nach sich zieht und in wenigen Fallen zu einem Magenkarzinom fuhren kann. Eine
H. pylori-Infektion induziert in der Magenschleimhaut die Bildung von MALT (mucosa associated
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lymphoid tissue). Hieraus hervorgehende maligne Lymphome sind eine weitere seltene Komplikation
einer H. pylori-Infektion.

Bei der Mehrheit der mit H. pylori infizierten Personen ist die Infektion innerhalb des
Magens im Bereich des Antrums lokalisiert. Dies scheint einherzugehen mit einer
erhdhten Saureproduktion im Magen und kann den haufigsten Typ des
symptomatischen klinischen Verlaufs nach sich ziehen, das Ulcus duodeni
(Zwolffingerdarm-Geschwur). Eine Corpus-predominante Gastritis fuhrt dagegen
eher zu Magengeschwlren (Ulcera ventriculi) und in einigen Fallen zu einem
Magenkarzinom. Das Risiko, aufgrund einer H. pylori- Infektion Geschwure im Magen
oder Duodenum zu entwickeln, scheint regional unterschiedlich zu sein und reicht
von 3% in den USA bis zu 25% in Japan (Schlemper et al., 1996; Feldman, 2001). Im
Zuge der korpereigenen Immunantwort kann es, ausgeldst durch H. pylori, zur
Einwanderung von B-Lymphozyten in die Mukosa kommen, wodurch eine
Ansammlung von lymphatischem Gewebe in der Magenschleimhaut (MALT) und in
diesem Zuge die Entwicklung bodsartiger MALT-Lymphome auftreten kann. Das
Auftreten von MALT-Lymphomen geht zu 72-98% einher mit einer H. pylori-Gastritis
(Siewert & Stein, 1998; de Manzoni et al., 2001).

Es stehen heutzutage wirksame Therapien zur kompletten Eradikation des
Pathogens verfugbar. Hierzu zahlen vor allem erfolgreich angewandte sog. "Tripel-
Therapien” aus einem Protonenpumpenhemmer in Kombination mit zwei
unterschiedlichen Antibiotika (Ubersicht siehe Suerbaum & Michetti, 2002). Aufgrund
steigender Antibiotikaresistenzen unter H. pylori-lsolaten (Houben et al., 1999; Meyer
et al.,, 2002), sind aber auch andere Strategien zur Bekampfung einer Infektion
vonndten, wie die Entwicklung von speziellen Vakzinen (Suerbaum & Josenhans,
1999; Prinz et al., 2003). Hier sind bereits Erfolge in Tierversuchen zu verzeichnen
(Marchetti et al., 1995; Dubois et al., 1998; Marchetti et al., 1998; Lee et al., 1999),
die erfolgreiche Anwendung im Menschen ist bislang aber noch nicht gelungen
(Michetti et al., 1999).

1.1.4 Virulenzfaktoren

Bakterielle Virulenzfaktoren kénnen definiert werden als einzelne Faktoren oder
Merkmale, die fur die Wirtsschadigung durch den Organismus unabdingbar sind, und
deren Verlust zu einer signifikanten Herabsetzung der Pathogenitat des Bakteriums
beitragen (Salyers & Whitt, 1994). Hierzu zahlen also Effektoren, die direkt das
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Wirtsgewebe oder Immunsystem schadigen, sowie auch indirekte Komponenten, die
fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung einer Infektion und dem Uberleben im Wirt
unabdingbar sind. Fur H. pylori sind in den Jahren seit der Entdeckung und ersten
Charakterisierung eine Reihe solcher Faktoren beschrieben und detailliert
molekulargenetisch analysiert worden (Ubersichtsartikel siehe Suerbaum &
Josenhans, 1999; Prinz et al., 2003).

Urease. Das Enzym Urease wird von H. pylori in groen Mengen gebildet, und kann
bis zu 15% der gesamten zellularen Proteine ausmachen (Mobley et al., 1995). Das
funktionelle Holoenzym besteht aus je sechs Untereinheiten der Proteine UreA und
UreB sowie zwei Nickelatomen, die fur die Aktivitat notwendig sind. Das Enzym ist in
der Lage, die Spaltung von Harnstoff in Kohlendioxid und Ammonium zu
katalysieren. Eine H. pylori spezifische Eigenschaft ist, dass die Urease nicht nur
zytoplasmatisch, sondern auch aufRerhalb der Zelle gelést und membrangebunden
nachgewiesen werden kann. Aul3erdem gibt es spezielle Harnstoff-Kanale, gebildet
aus dem Protein Urel, die in der inneren Membran liegen und durch die bei niedrigen
pH (< 6,5) Harnstoff in die Zelle transportiert wird (Weeks et al., 2000). Die von der
Urease abgespaltenen Ammoniumionen kdnnen nach auf3en diffundieren und so den
externen pH-Wert erhdhen, wodurch ein kurzfristiges Uberleben des Bakteriums im
sauren Milieu der Magenfllssigkeit ermdglicht wird. In verschiedenen Arbeiten wurde
die Urease in vivo als essenziell fur die Kolonisation des Wirts nachgewiesen (Eaton
& Krakowka, 1994; Tsuda et al., 1994; Kavermann et al., 2003). Auch durch die
Hemmung der Sauresekretion in den Wirtstieren konnte die Fahigkeit der Urease-
negativen Mutanten zur Kolonisation nicht wieder hergestellt werden, so dass in vivo
noch andere Funktionen des Enzyms neben der Pufferung des Mediums eine Rolle
spielen mussen. Eine Madglichkeit ist hier die Nutzung von Harnstoff als
Stickstoffquelle. Der Urease wurde des Weiteren eine direkte zytotoxische Rolle
gegenuber gastrischen Epithelzellen nachgewiesen (Smoot et al, 1990),
wahrscheinlich durch die Bildung von Ammoniumhydroxid aus den freigesetzten

Ammoniumionen und Wasser.

Motilitat und Flagellen. Ein weiterer essenzieller Faktor flr die Kolonisierung der
Mukosa in vivo ist die Flagellen-getriebene Motilitat von H. pylori (Eaton et al., 1996;
Porwollik et al., 1999; Kavermann et al., 2003). Dabei spielt die Beweglichkeit sowohl

bei der initialen Kolonisierung als auch bei der Persistenz in der Magenschleimhaut
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beim Entgegenwirken von AbstoRungsprozessen eine Rolle. Die fur H. pylori
spezifische Membranhille (vgl.1.2.2) dient wahrscheinlich dem Schutz des
saurelabilen Filaments vor dem niedrigen pH-Wert im Magenmilieu (Josenhans &
Suerbaum, 2001).

Einige Beispiele fur weitere tier- und pflanzenpathogene Bakterien, fur die Flagellen-
vermittelte Motilitdt als notwendiger Kolonisierungsfaktor in vivo nachgewiesen
wurde, sind Campylobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Bartonella bacilliformis,
Azospirillum brasilense oder Vibrio anguillarum (Morooka et al., 1985; Drake &
Montie, 1988; Scherer et al., 1993; O'Toole et al., 1996; VandeBroek et al., 1998;
Ubersichtsartikel siehe Ottemann & Miller, 1997; Josenhans & Suerbaum, 2001).
Flagellen wurden ebenfalls als Virulenzfaktor im Sinne der Vermittlung von Adhasion
an infizierte Zellen beschrieben, wie es z.B. bei Salmonella gezeigt wurde (Allen-
Vercoe & Woodward, 1999) und auch fur H. pylori diskutiert wurde (Foynes et al.,
1999). In diesem Zusammenhang koénnte auch die Flagellenhille mit speziellen
Membranproteinen eine Rolle spielen. Kurzlich wurde mit dem "Toll like Rezeptor 5°
(TLR5) ein Rezeptor charakterisiert, der bei Saugetieren eine angeborene
Immunantwort auf Kontakt mit bakteriellem Flagellin vermittelt (Hayashi et al., 2001).
Im Gegensatz dazu wurde fur die beiden H. pylori-Flagelline FlaA und FlaB gezeigt,
dass sie kaum die Fahigkeit haben, diesen Rezeptor spezifisch zu stimulieren (Lee et
al., 2003). Moglicherweise ist dies ein Hinweis auf eine spezielle Anpassung des

Bakteriums an die chronische Persistenz im Wirt.

Adharenz. Ein weiterer wichtiger Faktor, der zur Pathogenitat von H. pylori und zur
Persistenz im Magen beitragt, ist die Fahigkeit des Bakteriums, spezifisch an
Magenepithelzellen zu binden. In histologischen  Schnitten infizierter
Magenepithelzellen und an in vitro infizierten Zellinien wurde schon langer die
Adharenz des Bakteriums und zum Teil die Ausbildung von speziellen
Adhasionsplattformen (‘adhesion pedestals’) durch die Zellen beobachtet (Hessey et
al., 1990; Clyne & Drumm, 1993; Dytoc et al., 1993; Noach et al., 1994). Mittlerweile
wurden einige molekulare Mechanismen und Faktoren der H. pylori-Adhasion
aufgeklart. Die Bindung des Bakteriums an die Epithelzelle erfolgt mit Hilfe von
Adhasinen, einer diversen Gruppe, die Proteine, Glykokonjugate und Lipide umfasst
(Gerhard et al., 2001; Testerman et al., 2001). Das am besten charakterisierte

Adhesin ist BabA, ein Mitglied der grolen Gruppe von uber 30 H. pylori-spezifischen
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duReren Membranproteinen (Alm et al., 2000), welches an fukosyliertes Lewis"-
Blutgruppenantigen auf den Zellen bindet (liver et al., 1998). Die klinische Relevanz
des Proteins wurde u. a. durch das gehaufte Auftreten von babA2 (kodierendes Gen
fur BabA) -positiven H. pylori-Stammen in Patienten mit Geschwuren und Magen-
krebs nachgewiesen (Gerhard et al., 1999). Beispiele fir andere Adhasine aus
derselben Familie sind SabA (Mahdavi et al., 2002) und die Lipoproteine AlpAB
(Odenbreit et al., 1999), bei denen die Bindungsmechanismen z. T. aufgeklart sind.

VacA Zytotoxin. Bereits einige Jahre nach der Erstbeschreibung des Organismus
wurde beobachtet, dass Zelliberstande von H. pylori in vitro-Kulturen eine massive
degenerative Vakuolisierung in verschiedenen Tumor-Zellinien auslésten (Leunk et
al.,, 1988). Dieses Phanomen kann mit der Anwesenheit des vakuolisierenden
Zytotoxins VacA erklart werden (Montecucco et al., 2001). Das Protein bildet nach
Sekretion und Prozessierung aufderhalb des Bakteriums hexa- oder heptamere
Strukturen, die durch eine Konformationsanderung bei Exposition gegenluber Saure
als aktives Toxin wirksam werden (de Bernard et al., 1995). Als solches kdnnen sie
als Poren in Epithelzellmembranen inserieren, durch die Bikarbonat und organische
Anionen aus der Zelle gelangen (Szabo et al., 1999), wo sie von H. pylori als
Nahrstoffe genutzt werden kdnnten. VacA kann auch in die mitochondriale Membran
inserieren und durch Cytochrom C-Efflux die Apoptose der Zelle induzieren
(Galmiche et al., 2000). Das fur VacA kodierende Gen zeichnet sich durch eine hohe
Sequenzvariabilitét in unterschiedlichen Stammen aus, wobei einige vacA-Varianten
z. T. mit schwereren Krankheitsbildern assoziiert zu sein scheinen (Atherton et al.,
1997). Die genaue Rolle von VacA in der Pathogenese von H. pylori ist noch nicht
ausreichend aufgeklart. Es wurde aber gezeigt, dass VacA-negative Mutanten im
Tiermodell einen Selektionsnachteil gegenuber dem Wildtyp aufweisen (Salama et
al., 2001).

Cag-Pathogenitatsinsel. Ein 37 Kilobasen groller Bereich der H. pyilori-
Genomsequenzen erfullt wesentliche Eigenschaften einer sog. bakteriellen
Pathogenitatsinsel. Hierzu gehoéren ein abweichender G+C-Gehalt und terminale
repetitive Sequenzen (Hacker et al., 1997). Es handelt sich dabei um die cag-
Pathogenitatsinsel (Censini et al., 1996). Namensgebend war dabei das Gen cagA
(cytotoxin-associated gene A), fur dessen Anwesenheit urspringlich zusammen mit

der von vacA (s.o.) eine positive Korrelation mit einem schwereren Krankheitsverlauf
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einer H. pylori-Infektion gefunden wurde (Covacci et al., 1993). Fur westliche Lander
wurde gezeigt, dass ca. 70% aller H. pylori-Stamme cagA-positiv sind, wahrend mehr
als 90% der Stamme aus Patienten mit Magen- oder Duodenalgeschwiren das
cagA-Gen besitzen (Tummuru et al., 1993). Neben dem Markergen cagA befinden
sich Gene fur ein Typ IV-Sekretionssystem auf der cag-Pathogenitatsinsel
(Akopyants et al., 1998; Odenbreit et al., 2000). Mit diesem Typ IV-Transportsystem
kann das 120 kDa Protein CagA in die Magenepithelzelle eingeschleust werden
(Segal et al., 1999; Backert et al., 2000; Odenbreit et al., 2000). CagA wird in der
Wirtszelle spezifisch phosphoryliert (Stein et al., 2002) und bindet an und aktiviert die
SHP-2 Tyrosinphosphatase (Higashi et al., 2002). Einige Effekte, wie die Induktion
der IL-8 Sekretion in der Wirtszelle scheinen unabhangig von einer CagA-
Translokation durch das Typ IV-Sekretionssystem stattzufinden (Fischer et al., 2001;
Selbach et al., 2002). Ob dabei Strukturen des Transportapparates selbst oder noch

unbekannte sezernierte Substrate eine Rolle spielen, wird zu Zeit diskutiert.

Weitere Virulenzfaktoren, auf die hier nicht detailliert eingegangen wird, beinhalten
Mechanismen der molekularen Mimikry und der Immunmodulation durch H. pylori
(Appelmelk et al., 1998). Auch die Mdglichkeit der Entgiftung von reaktiven Sauer-
stoffradikalen durch die Enzyme Katalase und Superoxiddismutase (SOD) kdnnten
die Fitness und Uberlebensfahigkeit des Bakteriums im Wirt erhéhen. Das gleiche gilt
fur Komponenten der allgemeinen bakteriellen Hitzeschockantwort, die ebenfalls in
H. pylori identifiziert werden konnten (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999).

1.1.5 Epidemiologie und Ubertragung

H. pylori besiedelt chronisch die Magenschleimhaut von mehr als der Halfte der
Weltbevodlkerung, wobei die Prevalenz weltweit und innerhalb sozialer Schichten
eines Landes enorm schwankt (Woodward et al., 2000; Feldman et al., 2001). So
sind ca. 80% der erwachsenen Bevdlkerung der sog. Entwicklungslander mit H.
pylori infiziert, wahrend der Anteil in den Industriestaaten bei 20-50% liegt (Suerbaum
& Michetti, 2002). Die Infektion wird in den allermeisten Fallen in der frihen Kindheit
erworben, wobei Lebensumstande und hygienischer Standard eine wichtige Rolle bei
der Ubertragung spielen (Mitchell et al., 1992). So wurde eine umgekehrte
Korrelation zwischen sozio-6konomischem Status und Prevalenz von H. pylori-

Infektionen in der Kindheit nachgewiesen (Malaty & Graham, 1994). Der genaue
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Ubertragungsweg ist nach wie vor umstritten. Die Aufnahme erfolgt aber durch orale
Aufnahme der Bakterien, und enger Kontakt innerhalb von Familien begtinstigt die
Infektion (Rothenbacher et al., 1999; Miyaji et al., 2000). In der frGhen Kindheit
scheinen im Vergleich zu erwachsenen Personen auch Spontanheilungen von einer
H. pylori-Infektion haufiger aufzutreten (Redlinger et al., 1999; Tindberg et al., 1999).
Ein signifikantes naturliches Reservoir fir H. pylori wurde bislang trotz intensiver
Forschung nicht eindeutig nachgewiesen. Das reduzierte Genom und die
anspruchsvolle Lebensweise in Anpassung an die 0kologische Nische machen ein
Uberleben in anderen Habitaten eher unwahrscheinlich. Die enge Bindung an den
Menschen als Wirt von H. pylori zeigt auch eine kirzlich erschienene Studie, in der
anhand von Populationsstrukturen heutzutage auftretender H. pylori-Isolate von
Patienten aus unterschiedlichen Kontinenten menschliche Migrationsbewegungen
innerhalb von mehr als 12000 Jahren bis zur Gegenwart nachvollzogen werden
konnten (Falush et al., 2003).

1.2 Bakterielle Motilitat

Beweglichkeit ist eine biologische Eigenschaft, die vor allem bei heterotrophen
Organismen in verschiedensten Entwicklungsformen ubiquitar verbreitet ist. Auch
viele Prokaryoten sind in der Lage, sich durch gerichtete Bewegung (‘Taxis’)
fortzubewegen. Das dient vor allem dem Zweck, gunstige 0kologische Nischen zu
erreichen, um optimale Energie- oder Nahrstoffversorgung zu gewahrleisten oder
ungunstigen Umweltbedingungen auszuweichen. Abhangig von unterschiedlichen
Stimuli gibt es eine Reihe von verschiedenen Bezeichnungen fur die Taxis, wie
Chemotaxis (auf ldsliche Substanzen), Aerotaxis (Sauerstoff), Osmotaxis
(Osmolaritat), Phototaxis (Licht), Thermotaxis (Temperatur) oder Galvanotaxis
(Spannung) u. a. (Lengeler & Postma, 1999). Hierbei wird der auliere Reiz durch
spezielle Rezeptoren in die Zelle weitergeleitet und katalysiert dort eine Veranderung
der Bewegung (vgl.1.2.1). Bakterielle Motilitdt beruht bei den meisten untersuchten
Arten auf der Anwesenheit von Flagellen, die eine Fortbewegung in flissigem
Medium vermitteln. Es gibt hier aber auch andere Arten der aktiven Fortbewegung
von Bakterien wie z.B. auf feuchten Flachen die ungleichmaRige “twitching motility’
bei P. aeruginosa oder Myxococcus xanthus, die mit Hilfe von Typ IV-Pili vermittelt

wird, oder die gleitende ("gliding motility’) bei M. xanthus, deren Mechanismus noch
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unklar ist (Bradley, 1980; Merz et al., 2000; Sun et al., 2000; Harshey, 2003). Einige
fakultativ intrazellulare Bakterien, wie z.B Listeria monocytogenes machen sich
Wirtsproteine wie Aktin zur eigenen Fortbewegung im Zytoplasma der Wirtszelle zu
Nutze (Sanders & Theriot, 1996; Dramsi & Cossart, 1998).

Ist bei pathogenen Bakterien die Motilitat essenziell flr die Besiedelung des Wirtes
und die Aufrechterhaltung der Infektion durch das Entgegenwirken von
Ausscheidungs- und anderen Abwehrmechanismen, so wird sie, wie bei H. pylori, zu
dessen Virulenzfaktoren gerechnet (vgl. 1.1.4). Die wichtige Stellung der
Beweglichkeit fur viele Bakterien spiegelt sich auch in dem gro3en energetischen
Aufwand wieder, der fur Aufbau und Unterhalt des Systems nétig sind. Fur das hier
ausfuhrlicher behandelte Flagellensystem und die damit eng zusammenhangende
Chemotaxis wurde beispielsweise fur Salmonellen berechnet, dass sie ca. 5% ihrer

Stoffwechselenergie fur die Motilitat aufwenden (Wilson & Beveridge, 1993).
1.21 Molekulare Mechanismen der Chemotaxis

Die Regulation der Chemotaxis wird seit vielen Jahren untersucht und ist am
intensivsten fur die Modellorganismen Escherichia coli und Salmonella enterica
Serovar Typhimurium erforscht (Boyd & Simon, 1982; Amsler & Matsumura, 1995;
Macnab, 1995; Manson et al., 1998; Aizawa, 2000). Flagellen-vermittelte bakterielle
Bewegung wird bestimmt von einer Aufeinanderfolge von Schwimmen in einer
Richtung und zufalligem Taumeln zur Richtungsanderung. Hierbei beruht das gerade
Schwimmen auf einer Rotation der Flagellen entgegen dem Uhrzeigersinn
(counterclockwise, CCW) und das Taumeln auf Drehung im Uhrzeigersinn
(clockwise, CW). Die Frequenz des Taumelns wird bestimmt durch die Komponenten
der chemotaktischen SignalUbertragung, die Reize wahrnehmen und auf den
Flagellenmotor Ubertragen kdonnen (vgl. Abb. 1). An der Spitze der Kaskade stehen
die Rezeptoren (transducer; methyl accepting chemotaxis proteins, MCPs). Diese
sind i. d. R. membranstandig und verfigen Uber drei Domanen, eine Transmembran-
domane mit zwei a-Helices, die dazwischenliegende periplasmatische Rezeptor-
domane und eine grol3e cytoplasmatische Domane, die sich aus einem Teil mit vier
bis funf methylierbaren Glutamatresten und einem Signalweiterleitungsbereich
zusammensetzt. Im Modell bilden die Rezeptoren als Dimer einen temporaren

Komplex mit dem Protein CheW und der Histidin-spezifischen Autokinase CheA.
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CheA hat Kinaseaktivitat fir CheY, welches im phosphorylietem Zustand mit der
Flagellenmotor-Komponente FliM interagieren kann, und so das Taumeln induziert.
Die von der Kinase CheA aktivierte Methylesterase CheB ist in den Prozess der
Adaptation an das chemotaktische Signal involviert. Eine Ubersicht des
Zusammenspiels von Reizweiterleitung und Anpassung bei der chemotaktischen

SignalUbertragung ist in Abb. 3 dargestellt.

oM

@ Periplasm

3

Adaptation Excitation

Abb. 3. Die chemotaktische Signallbertragung (aus Manson et al., 1998). Die membranstandigen
Chemorezeptoren (schwarz) bilden als Dimer einen ternaren Komplex mit je zwei CheA (A) und CheW
(W) Proteinen und stimulieren die Autokinase Aktivitdt von CheA (A). CheA-P kann die
Phosphatgruppe auf CheY (Y) Ubertragen. CheY-P interagiert mit FliM (M), einer Komponente des
Flagellenmotors und induziert die Rotationsanderung des Motors in den Uhrzeigersinn (clockwise,
CW). CheY-P wird dephosphoryliert durch CheZ (Z). CheR (R) ist eine Kkonstitutiv aktive
Methyltransferse, die Glutamatkomponenten der cytoplasmatischen Doméane der Rezeptoren
methyliert. Die Methylesterase CheB (B) wird durch Phosphorylierung von CheA-P aktiviert und
entfernt die Methylreste von den Rezeptoren. Bei der Reiziibertragung (Excitation) binden einige
Lockstoffe (gestreiftes Quadrat) direkt an die periplasmatischen Doméanen der Rezeptoren, andere
(gestreifter Kreis) interagieren im Komplex mit Substrat-Bindeproteinen mit den Rezeptoren. Die
Bindung von Lockstoffen inhibiert die Autokinaseaktivitat von CheA und fihrt so nicht zu einer
Rotationsumkehr des Flagellenmotors durch CheY-P. Bei der Anpassung (Adaptation) an den
chemotaktischen Reiz wird durch die herabgesetzte Autokinaseaktivitdt von CheA auch CheB in
geringerem Malde phosphoryliert, was eine geringere Demethylierung der Rezeptoren zur Folge hat.
Dies fuhrt zur starkeren Methylierung der cytoplasmatischen Rezeptordomanen, was die
Kinaseaktivitat von CheA steigert und somit die Reizweiterleitungskaskade und die Rotationsédnderung
der Flagellen induziert. Abkirzungen: OM, duRere Membran; IM, innere Membran; G, FliG; N, FIiN; P,
Phosphat; CH3, Methylreste.

Fur H. pylori kbnnen in den beiden Genomen von 26695 und J99 etwa zehn Gene

dem Chemotaxis-System zugeordnet werden (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999;
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Josenhans & Suerbaum, 2000; Spohn & Scarlato, 2001). Darunter fallen drei MCPs,
die Ahnlichkeit zu MCPs in den Enterobakterien haben, wie auch Orthologe zu den
Genen cheA, cheY und cheW. Zusatzlich gibt es Gene, die fur ein CheAY-
Fusionsprotein kodieren, sowie drei Kopien von cheV, einem Homolog zu einem
Bacillus subtilis-Gen, welches fur ein Protein mit einer CheW- und CheY-Domane
kodiert. Interessanterweise konnten keine Gene mit Homologien zu den Proteinen
der chemotaktischen Adaptation bei E. coli, cheB und cheR, identifiziert werden. Fur
H. pylori wurde bislang positive Chemotaxis auf Harnstoff, Natriumbikarbonat und
Natriumchlorid beschrieben (Mizote et al., 1997), wobei die Chemotaxis in viskdsem
Medium, wie es auch im natirlichen Habitat, der Magenschleimhaut, zu finden ist,
z.T. deutlich erhoht war (Nakamura et al.,, 1998). Keine Beeintrachtigung der
Chemotaxis in vitro konnte nach Mutation der MCP-Gene tlpA und tipC festgestellt
werden, wohl aber eine schlechtere Kolonisierung im Mausmodell, was auf eine Rolle
bei der Infektion schlieRen Ilasst (Andermann et al., 2002). Funktionelle
Untersuchungen zu den cheV-Genen haben eine Beeintrachtigung des
Schwarmverhaltens bei cheV7-Mutation, nicht aber fur die Gene cheV 2 und 3
ergeben (Pittman et al., 2001). Des Weiteren konnte die essenzielle Rolle von CheY
und CheAY in vitro fur die Chemotaxis und in vivo flir die Kolonisierung im
Mausmodell nachgewiesen werden (Beier et al., 1997; Foynes et al., 2000). Mit
einem in vivo-Modell fur Helicobacter spp., das Manipulation und Probenahme im
Magen von betaubten Mausen erlaubt (Schreiber et al., 1999) sind nun auch sehr
detaillierte Untersuchungen zur Chemotaxis von H. pylori in vivo moglich. Kirzlich
haben Arbeiten in diesem Modell zum Ergebnis gefiihrt, dass sich H. pylori am pH-

Gradienten im Magenschleim orientieren kann (Schreiber et al., 2004).
1.2.2  Struktur und Funktion des Flagellenapparates

Der bakterielle Flagellenapparat stellt fur den Organismus einen Motor mit Antrieb
dar, dem das Prinzip der Schiffsschraube ahnelt. Die Struktur der Flagellen scheint
innerhalb der Eubakterien sehr konserviert zu sein, unterscheidet sich dabei sowohl
deutlich von der der Archebakterien, als auch grundsatzlich von der der grof3eren
und komplexeren eukaryotischen Mikrotubuli-Flagellen (Ubersichtsartikel zum
bakteriellen Flagellenaufbau und Funktion siehe Aizawa, 1996; Macnab, 1996;
Aizawa, 2000; Bardy et al., 2003; Macnab, 2003). Die hier behandelte eubakterielle

Flagelle 1aRt sich, ausgehend von dem gut untersuchten enterobakteriellen System,
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in vier Grundstrukturen aufteilen: (i) das externe Filament mit dem Flagellenhaken,
(i) den Basalkorper zur Verankerung in der Zellhlle, (iii) den Flagellenmotor und (iv)

einen Export-Apparat zum Aufbau der Flagelle (vgl. Abb. 4).

Der Basalkorper ist eine heterologe Struktur, bestehend aus einem integralen Ring in
der Zytoplasmamembran (MS-Ring) und einem Stab, der den periplasmatischen
Raum und die zwei ringférmigen Strukturen im Periplasma und der &aufleren
Membran (P- und L-Ring) durchdringt. Bei B. subtilis als Beispiel fur einen gram-
positiven Organismus fehlen die beiden dulReren Ringe. Der Flagellenmotor dient
dem Antrieb der Flagelle Uber den Basalkdrper und wird, da er in Abhangigkeit des
Chemotaxis-Systems (siehe 1.2.1) die Rotationsrichtung &andern kann, als
"Motor/Switch™ bezeichnet. Der Motor setzt sich aus "Stator’ und "Rotor’ zusammen,
wobei ersterer aus den Proteinen MotA und MotB in der Zytoplasmamembran und
am Peptidoglykan verankert ist. Der Rotor bildet mit dem "Switch™ den C-Ring und ist
nicht-kovalent mit dem MS-Ring verbunden. Eine weitere Struktur aus ca. sieben
verschiedenen Untereinheiten ist eingebettet in C- und MS-Ring, der eigentliche
Exportapparat. Dieser stellt ein sog. Typ Illl-Sekretions-System (TTSS;
Ubersichtsartikel siehe Blocker et al., 2003) dar, welches ohne abtrennbares Signal-
Peptid die Komponenten des Hakens, Filaments und Teilen des Basalkorpers aus
der Zelle exportiert, und damit den Aufbau des Flagellums steuert. Teile des Motors
und des Basalkorpers besitzen Signalpeptide und werden durch den allgemeinen
Sec-abhangigen Transportmechanismus aus der Zelle geschleust (Ubersicht siehe
Murphy & Beckwith, 1996). Ein Hauptunterschied der Flagellen von Archebakterien
im  Vergleich zum beschriebenen System besteht darin, dass alle
Strukturkomponenten Signalpeptide besitzen und das Flagellum kein TTSS darstellt
(Jarrell et al., 1996). Der Flagellenhaken besteht aus nur einer Untereinheit (FIgE)
und kann nur mit einem Hilfsprotein (FIgD) zusammengesetzt werden (Homma et al.,
1984b). Im Gegensatz zu dem variableren Filament hat der Haken eine sehr
definierte Lange von 55 +/- 6 nm, determiniert mit Hilfe der Proteine FIiK und FIhB
(Hirano et al., 1994; Makishima et al., 2001). Der Haken dient als flexibler Ubergang

vom Basalkorper zum steiferen Filament.

Die groRte und am meisten exponierte Struktur der Flagellen ist das Filament. Es ist
durch zwei kurze Kupplungsstrukturen, den "HAPs" (hook associated proteins) mit

dem Haken verbunden und wird durch eine pentamere Struktur, die Kappe (FIliD), die

-20 -



Einleitung

auch flr das Zusammensetzen des Filaments unabdingbar ist (Ikeda et al., 1996),

nach aulRen begrenzt. Das Filament besteht aus einer einzigen Untereinheit, dem

Flagellin. Charakteristisch fur das Protein, dessen GrofRe in verschiedenen Bakterien

von ca. 20-60 kDa variieren kann und von dem in einigen Organismen auch mehrere

Typen mit relativ hoher Homologie untereinander auftreten koénnen, ist seine

Primarstruktur. Es hat zwei hoch konservierte terminale alpha-helikale Domanen, die

im Filament miteinander interagieren und eine variable mittlere Region, die im

fertigen Filament nach aulen zeigt. Auf der exponierten variablen mittleren Region

basieren z.B. auch die unterschiedlichen Serovare von Salmonella sp.. Wahrend sich

das Flagellin in vitro unter geeigneten Bedingungen von selbst zu Filamentstrukturen

zusammenlagert, werden in vivo die Untereinheiten als Monomere sezerniert, wenn

die Flagellenkappe (FIiD) nicht den Aufbau unterstitzt (Homma et al., 1984a). Das

Chaperon FIliS agiert dabei als Flagellin-spezifisches Hilfsprotein beim Export

(Auvray et al., 2001).
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Abb. 4. Flagellenaufbau
bei Enterobakterien (aus
Manson et al, 1998). Die
Struktur  kann  in  vier
Elemente aufgegliedert
werden: das auRere Filament
mit Haken (weil), der
Basalkoérper (hellgrau) mit
Ringen und Stab zur
Verankerung in der Zellhille,
der Motor/Switch Komplex
(dunkel-grau) und der
Exportapparat. Der Antrieb
erfolgt durch Protonenflul®
entlang der Komponenten
des Motor/Switch-Komplexes.
Substrate des Typ llI-
Sekretionssystems  (Export-
apparat) wie hier die
Flagellinkomponenten (ovale
Kugeln) werden durch den
Exportkanal geschleust und
in die wachsende Struktur
eingebaut. Bei H. pylori ist
das Filament aus zwei unter-
schiedlichen Untereinheiten
(FlaA und FlaB) aufgebaut,
und von einer mit der
auleren Membran ver-
bundenen Hille umgeben.

Abkurzungen: OM, aulere
Membran; PERI, Periplasma;
CM, Zytoplasmamembran.
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Das Filament setzt sich aus 5', Flagellinuntereinheiten pro Windungsebene
zusammen, die ein helikal gewundenes Filament mit ca. 20 nm Durchmesser bilden
(Namba et al., 1989; Morgan et al., 1995). Die Lange des Filaments variiert stark und
liegt bei den Enterobakterien zwischen 5 und 8 ym. Auch die Anzahl und Anordnung
der Flagellen ist unterschiedlich je nach Bakterium und kann unter anderem unipolar,
bipolar oder Uber die Oberflache verteilt (peritrich) sein. Die Rotation des
Flagellenmotors erfolgt nicht ATP-getrieben wie bei Eukaryoten, sondern durch einen
Protonengradienten (proton motive force), oder, wie bei marinen Vibrio sp. und
einigen alkalophilen Bacillus sp., durch einen Na+-Gradienten (Glagolev &
Skulachev, 1978; Imae et al., 1986). Der genaue Mechanismus der Umwandlung des
Gradientenpotentials in mechanische Rotationsenergie ist bisher noch nicht bekannt,
der Fluly von ca. 1200 Protonen wird fur eine volle Umdrehung des Flagellums
bendtigt (Macnab, 1996).

H. pylori besitzt 3-8 Flagellen, die zusammen an einem Pol des Bakteriums lokalisiert
sind (unipolar polytrich). Eine besondere Eigenschaft im Vergleich zu den meisten
anderen flagellentragenden Bakterien ist das Vorhandensein einer Flagellenhulle, die
mit der aulleren Membran verbunden und fir die charakteristische terminale
Verdickung der Flagellen verantwortlich ist. Die genaue Zusammensetzung ist
bislang nicht aufgeklart, sie ahnelt aber biochemisch der der dul’eren Membran (Geis
et al., 1993). Als einzige Flagellenhullen-spezifische Komponente wurde bislang das
Lipoprotein HpaA beschrieben (Jones et al., 1997), in anderen Studien wurde das
Protein aber auch auf weiteren Bereichen der Bakterienoberflache (Lundstrom et al.,
2001) oder im Cytoplasma (O'Toole et al., 1995) lokalisiert. Als Funktion der Hiulle
wird der Schutz des Filaments vor dem sauren Magenmilieu diskutiert (Geis et al.,
1993). Beispiele fur weitere Bakterien mit Flagellenhulle sind Vibrio sp. (Follet &
Gordon, 1963) oder Bdellovibrio bacteriovorus (Seidler & Starr, 1968). Das Filament
von H. pylori ist heteropolymer aus den beiden Flagellinuntereinheiten FlaA und FlaB
aufgebaut (Suerbaum et al., 1993; Josenhans et al., 1995a; Josenhans et al., 1999).
Die beiden Flagelline haben eine ahnliche GroRe von 53 kDa (FlaA) und 54 kDa
(FlaB), teilen aber nur ca. 50% homologe Aminosauren. Interessanterweise stehen
die beiden Flagellingene wunter der transkriptionellen Kontrolle zweier

unterschiedlicher alternativer Sigma-Faktoren (siehe 1.2.3). Untersuchungen haben
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eine differentielle Lokalisation im Filament gezeigt, mit FlaB als stdichiometrisch
untergeordneter, proximaler Komponente und FlaA als mengenmalig grolerer,
distaler Komponente (Kostrzynska et al., 1991). Andere Arbeiten deuten darauf hin,
dass die Expression der beiden Flagelline und damit evtl. auch deren Anordnung im
Filament variieren kann (Josenhans et al., 1995b). Diskutiert wird in diesem
Zusammenhang die Mdoglichkeit, dass die physiko-chemischen Eigenschaften der
Flagellen in Abhangigkeit der Zusammensetzung aus den beiden Filament-
untereinheiten verandert werden kdonnen. Dies konnte der Anpassung an wechselnde
Umweltbedingungen dienen, wie beispielsweise der Viskositat des Mediums Des
Weiteren wurde in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass die Flagellinuntereinheiten
in H. pylori posttranslational glykosyliert werden (Josenhans et al., 2002a; Schirm et
al.,, 2003). Die biologische Funktion dieser Glykosylierung ist allerdings noch
weitgehend unklar, andere polar begeil3elte Bakterien zeigen jedoch &ahnliche

Mechanismen (Power & Jennings, 2003).

Im Rahmen der Erforschung des Virulenzfaktors Motilitat wurden bereits eine Reihe
weiterer struktureller Gene des Flagellensystems von H. pylori charakterisiert. Hierzu
gehoren das Hakenprotein FIgE (O'Toole et al., 1994b), das Flagellenkappen-Protein
FliD (Kim et al., 1999), die Komponenten des Exportapparates FIhA, FIhB, FIiQ und
die ATPase Flil (Jenks et al., 1997; Schmitz et al., 1997; Foynes et al., 1999;
Porwollik et al., 1999), sowie das Basalkorper-MS-Ring-Protein FIiF, das
Motor/Switch-Protein FliG und das Flagellin-Chaperon FliS (Allan et al., 2000).
Mutationen in den Genen, die fUr diese Proteine kodieren, fuhrten allesamt zu einem
flagellenlosen Phanotyp, womit ihre Funktion als Komponenten des Flagellensystems
in H. pylori bestatigt werden konnte. Insgesamt konnten fur H. pylori ca. 40 Gene
aufgrund ihrer Homologien zu dem Enterobakteriensystem als Komponenten des
Flagellensystems identifiziert werden. Wenige Komponenten scheinen nicht
vorhanden zu sein, wie einige Chaperone und die Muraminidase FlgJ, auRerdem gibt
es einige Homologe aus anderen Organismen, die in E. coli oder Salmonella nicht
bekannt sind (Josenhans & Suerbaum, 2000). Zu den letzteren gehodrt auch das in
dieser Arbeit untersuchte FIhF, welches in Pseudomonas sp. in Zusammenhang mit
Anzahl und Polaritat der Flagellen gebracht wird (Dasgupta et al., 2000; Pandza et
al., 2000). Insgesamt sind der Aufbau und die Struktur der Flagellen von H. pylori im

Vergleich zu anderen gram-negativen Bakterien sehr konserviert.
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1.2.3 Transkriptionelle Regulation des Flagellenaufbaus

In dem umfassend untersuchten Flagellensystemen von E. coli und Salmonella ist
die Regulation der Expression der Fagellengene eng mit dem sequenziellen Aufbau
der Flagellenstruktur gekoppelt (Macnab, 1996; Aizawa, 2000; Chilcott & Hughes,
2000; Aldridge & Hughes, 2002). Dies geschieht in einem hierarchischen System
transkriptioneller Kontrolle mit verschiedenen Kontrollpunkten. So wird gewahrleistet,
dass Komponenten erst synthetisiert werden, wenn vorhergehende Strukturen
fertiggestellt sind und nicht unndtig Energie zur Synthese verbraucht wird.
Beispielsweise  werden Filamentkomponenten erst gebildet, wenn der
Basalkorper/Haken-Komplex fertiggestellt ist. Die Transkription der Komponenten
des Flagellensystems wird kontrolliert von den uUbergeordneten transkriptionellen
Aktivatoren FIhCD ("Master Regulators’). Diese stellen bei den Enterobakterien auch
die Verbindung der Motilitat zu anderen zellularen Funktionen dar. Die Gene flhCD
(Klasse 1/ frihe Gene) werden in Abhangigkeit von Umweltreizen, wie Temperatur,
Osmolaritat oder pH (Li et al., 1993; Shi et al., 1993; Soutourina & Bertin, 2003), von
globalen Regulatoren wie H-NS, cAMP-CAP-Komplex und Zellzyklus-abhangig
exprimiert (Yokota & Gots, 1970; Bertin et al., 1994; Pruss & Matsumura, 1997;
Soutourina et al., 1999). FIhCD bilden dabei einen multimeren Aktivatorkomplex und
steuern o'-abhangig die Expression der mittleren Flagellengene, welche fiir den
Basalkorper/Haken-Komplex kodieren (Claret & Hughes, 2002). Aul3erdem wird die
Expression der antagonistischen Regulatoren FliA (0%) und FIgM (Anti-0®® Faktor)
induziert. FIgM inaktiviert FIIA durch Bindung bis zur Fertigstellung des
Basalkorper/Haken-Komplexes und wird dann durch das flagellare Typ llI-
Sekretionssystem aus der Zelle exportiert. Der nun aktive 0®®-Faktor induziert die
Transkription der spaten  Flagellengene mit  Filament, Motor- und
Chemotaxiskomponenten, was zur Fertigstellung des Flagellenapparates fuhrt. Ohne
die Expression der “Master-Regulatoren” FIhCD werden also keine mittleren
Flagellengene transkribiert und ein unvollstandiger Basalkorper/Haken verhindert
iber nicht sekretiertes FIgM die Expression der spaten, o®®-abhangigen Gene

(schematische Darstellung, siehe Abb. 5).
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Abb. 5. Transkriptionelle Hierarchie und Flagellenaufbau in Enterobakterien (aus Chilcott &
Hughes, 2000). Das Flagellen- und Chemotaxisregulon setzt sich aus ca. 50 Genen zusammen, die in
drei Klassen eingeteilt werden: friihe (Klasse 1), mittlere (Klasse 2) und spate (Klasse 3) Gene. Die
frihen Gene kodieren fir die Ubergeordneten transkriptionellen Regulatoren FIhCD, die als
Heteromultimer die 07°—abhéngige Transkription der Klasse 2-Promotoren der mittleren Flagellengene
positiv regulieren. Diese kodieren fir Komponenten des Basalkérper/Haken-Komplexes (HBB), sowie
fur die antagonistischen Regulatoren FIliA (028) und FIgM (Anti-czs). FliA steuert spezifisch die
Transkription der spaten Gene und wird von FIgM inaktiviert. Nach FertigstellungS des HBB wird FigM
durch das Typ llI-Sekretionssystem aus der Zelle sekretiert. Der nun aktive o“"—Faktor aktiviert die
Expression der spaten Gene, zu denen aulder Filamentkomponenten auch Motor- und Chemotaxis-
Gene gehdren. Eine Reihe von Genen wie fligK, flgL, figN, figM, fliD, fliS und fliT werden sowohl in
Klasse 2- wie in Klasse 3-Operons exprimiert.

Ein wichtiger Unterschied zwischen dem enterobakteriellen Flagellensystem und dem
von H. pylori ist, dass die Flagellen einmal peritrich und einmal polar angeordnet
sind. Mittlerweile sind auch einige andere Bakterien mit polaren Flagellensystemen
naher charakterisiert worden, die in ihrer Regulation von dem E. coli/Salmonella-
System abweichen, insbesondere durch die Involvierung eines weiteren alternativen
Sigma-Faktors, RpoN (0°*). Hierzu zahlen Caulobacter crescentus (Wu & Newton,
1997; Anderson & Gober, 2000; Jenal, 2000), Vibrio sp. (Kim & McCarter, 2000;
McCarter, 2001; Prouty et al., 2001) und Pseudomonas spp.. (Dasgupta et al., 2003).

Fir alle diese Bakterien werden Flagellen-Regulons mit vier hierarchischen Klassen
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vorgeschlagen. Alle haben Aquivalente zu “Master-Regulatoren™ an der Spitze der
Hierarchie, wobei bei C. crescentus der Zell-Zyklus gesteuerte o’*-Aktivator CtrA
diese Rolle Ubernimmt, bei Vibrio sp. mit FlaK/FIrA und FlaM und bei Pseudomonas
sp. mit FleQ jeweils 0®* spezifische Aktivatoren (ibergeordnet die Transkription der
Flagellengene steuern. Die spaten Flagellengene werden bei Vibrio sp. und
Pseudomonaden wie bei den Enterobakterien (iber das FliA/FIgM-System aus o2®
und Anti-Sigma-Faktor gesteuert, wahrend deren Expression bei Caulobacter -
abhangig ist, und 0®® hier keine Rolle spielt. Bei allen beschriebenen Organismen,
inklusive E. coli und Salmonella, sind die ca. 50 Flagellen- und Chemotaxis-Gene in

einigen wenigen Transkriptionseinheiten im Genom zusammengefasst.

Ein Hauptunterschied des H. pylori-Flagellensystems im Vergleich zu den oben
genannten bislang charakterisierten ist die Abwesenheit eines Ubergeordneten
Regulators. So konnten keine homologen Gene zu flhCD aus SalmonellalE. coli in
den H. pylori-Genomen identifiziert werden und der o**-spezifische Aktivator FIgR
scheint nur die Expression einer kleinen Gruppe mittlerer Flagellengene zu
kontrollieren (Spohn & Scarlato, 1999). Des Weiteren scheint der regulatorische
Kontrollpunkt des fertiggestellten Basalkorper/Haken-Komplexes als Voraussetzung
der Expression der spaten Flagellengene nicht analog zu den anderen Systemen zu
existieren, da die Mutation des Hakengens flgE1 in H. pylori zwar einen
flagellenlosen Phanotyp bewirkt, aber keinen Einfluss auf die Expression des spaten
Flagellins FlaA hat (O'Toole et al., 1994b). Ein weiterer Unterschied ist, dass die fur
die koordinierte Expression der Flagellengene typische Organisation in wenigen
Operons flr H. pylori nicht zutrifft. Die Flagellengene liegen hier monocistronisch
oder in kleinen Transkriptionseinheiten Uber das gesamte Genom verteilt vor.
Aulerdem werden vor allem frihe Flagellengene in Operons zusammen mit
essenziellen "Housekeeping'-Genen exprimiert (Beier et al., 1997; Porwollik et al.,
1999; Spohn & Scarlato, 1999; Josenhans & Suerbaum, 2000). Auch diese Tatsache
scheint H. pylori-spezifisch zu sein und spricht gegen einen Ubergeordneten
Regulator wie in anderen peritrichen oder polaren Flagellensystemen. Wie in
SalmonellalE. coli gibt es einen Flagellen-assoziierten alternativen Sigma-Faktor
FliA, und auch ein Anti-Sigma-Faktor FIgM wurde kirzlich fir H. pylori identifiziert
und funktionell charakterisiert (Colland et al., 2001; Josenhans et al., 2002a). Der

alternative Sigma-Faktor 0>, zusammen mit seinem positiven Regulator FIgR, wurde
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in H. pylori bislang ausschlieBlich dem Flagellensystem zugeordnet (Spohn &
Scarlato, 1999). Fir die zytoplasmatische Histidinkinase HP0244 (FIgS/AtoS) wurde
nachgewiesen, dass sie spezifisch den o>*-Aktivator FIgR phosphoryliert (Beier &
Frank, 2000).

Einige strukturelle Gene des Flagellensystems wurden in H. pylori bereits durch
funktionelle Untersuchungen definierten Regulons zugeordnet. Die beiden
Flagellingene werden voneinander unabhangig unter der Kontrolle eines o (flaB)
und 0?- (flaA) Promotors transkribiert (Suerbaum et al., 1993). Insgesamt wurden
bislang sieben Gene in fiinf Operons als 0°*- bzw. FIgR-abhangig charakterisiert
(Spohn & Scarlato, 1999) und vier Gene in zwei Transkriptionseinheiten als FliA-
abhangig. Hierzu gehoren das Gen fur das Flagellin FlaA (Suerbaum et al., 1993),
sowie ein Operon mit dem Flagellenkappenprotein FliD (Kim et al., 1999). Eine Reihe
von offensichtlichen Unterschieden existiert in dem H. pylori-Flagellensystem also
sowohl zu dem enterobakteriellen Flagellenregulon, wie auch zu den polaren
Flagellensystemen von Caulobacter crescentus, Vibrio sp. und Pseudomonas sp..
Die daraus resultierende unterschiedliche Regulation des Flagellenaufbaus in H.

pylori ist bislang nur unzureichend charakterisiert.

1.3 Genomweite Untersuchung bakterieller Transkription mittels

DNA-Microarrays

Seit einigen Jahren steht mit der DNA-Microarray-Technologie flr die Aufdeckung
von bakteriellen transkriptionellen Regulationsnetzwerken ein neuer, globaler Ansatz
zur Verfugung, dessen Nutzen und Tucken in der Wissenschaft weiterhin kontrovers
diskutiert werden (Lockhart & Winzeler, 2000; Magasanik, 2000; Fryer et al., 2002;
Conway & Schoolnik, 2003). Die standig wachsende Zahl an erfolgreichen
Veroffentlichungen und Studien in diesem Gebiet zeigen, dass die Methode wertvolle
Ergebnisse zur Biologie verschiedener Organismen liefert, die mit anderen Methoden
gar nicht, nur bedingt oder nur mit ungleich héherem Aufwand zu erreichen waren.
Dabei kristallisiert sich immer mehr heraus, dass bei Gesamtgenom-Microarray-
Experimenten, wie auch bei anderen Methoden, ein uberschaubarer und
durchdachter Versuchsaufbau mit angemessener Statistik und bioinformatischer
Auswertung ausschlaggebend fur die Qualitat und Verwendbarkeit der Ergebnisse ist
(Lee et al., 2000; Nadon & Shoemaker, 2002; Rhodius et al., 2002; Tran et al., 2002;
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Yang & Speed, 2002). Fur Transkriptomuntersuchungen ist die reproduzierbare und
schnelle Aufarbeitung der RNA ausschlaggebend, um Degradation bakterieller RNA
mit einer durchschnittlichen Halbwertzeit von nur ca. 1 min (Kushner, 1996) zu
vermeiden. Voraussetzung fur samtliche Microarray-Analysen ist die Kenntnis der

Genomsequenz des zu untersuchenden Bakteriums.

Eine relativ groRe Anzahl von Veroffentlichungen zu globalen transkriptionellen
Untersuchungen wurden bereits fur Modellorganismen wie E. coli (Zimmer et al.,
2000; Arnold et al., 2001; Wei et al., 2001; Bernstein et al., 2002; Chang et al., 2002),
Bacillus subtilis (Fawcett et al., 2000; Yoshida et al., 2001; Cao et al., 2002; Eymann
et al., 2002) oder Caulobacter crescentus (Laub et al., 2000) durchgefihrt. Auch fur
die Gruppe der pathogenen Bakterien und den Interaktionen mit ihren Wirts-
organismen ist die Technik bereits ausgiebig genutzt worden (Rappuoli, 2000; Kato-
Maeda et al., 2001; Schoolnik, 2002). Hierzu gehdren z. B. pathogene E. coli
(Richmond et al., 1999; Arfin et al., 2000; Delisa et al., 2001; Sperandio et al., 2001;
Oshima et al., 2002) Mycobacterium tubrculosis (Wilson et al., 1999; Fisher et al.,
2002; Kaushal et al., 2002), Vibrio cholerae (Merrell et al., 2002; Zhu et al., 2002)
oder Borrelia burgdorferi (Revel et al., 2002). Auch fur H. pylori wurden im Verlauf
dieser Arbeit eine Reihe von globalen Untersuchungen mit Hilfe von DNA-Arrays
durchgefuihrt, wobei sich die DNA-Sonden aus den Gensequenzen der beiden
veroffentlichen Genome zusammensetzten. Auf diese Arbeiten wird in der Diskussion

im Zusammenhang mit den hier erzielten Ergebnissen naher eingegangen (s. 4.3).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

H. pylori ist mit einer Pravalenz von mehr als 50% der Weltbevdlkerung und als
Ursache eines komplizierteren klinischen Verlaufs der chronischen Infektion bei 10-
20% der Infizierten ein bedeutendes pathogenes Bakterium der heutigen Zeit. Die
flagellenvermittelte Motilitat wurde in unterschiedlichen Ansatzen als essenzieller
Faktor fur die Besiedelung und Persistenz in der Okologischen Nische im Wirt
nachgewiesen. Wahrend die Struktur des Flagellenapparates im Vergleich zu
anderen Organismen sehr konserviert zu sein scheint, treten bei den mdglichen
Mechanismen der Regulation des Flagellenaufbaus deutliche Unterschiede zu
bekannten Systemen zutage. Diese Mechanismen sind fur H. pylori bislang nur

unzureichend untersucht.
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Ziel dieser Arbeit war, die Regulation des Flagellensystems und mdgliche
Verbindungen zu anderen zellularen Funktionen naher zu untersuchen. Hierzu sollte
unter anderem die Microarray-Technologie zur Untersuchung der globalen Effekte

von Mutationen in einzelnen Genen des Flagellensystems genutzt werden.

Hierzu muflte zunachst eine Plattform flr die Experimente mit einem H. pylori-
spezifischen Microarray-System geschaffen werden. Basierend auf den Genomen
der beiden sequenzierten H. pylori-Stamme 26695 und J99 sollte in Kooperation mit
dem Max-Planck-Institut fur Infektionsbiologie in Berlin (MMIIB) ein gebrauchsfertiger
PCR-Produkt-Microarray entwickelt werden. Parallel dazu sollte ein industriell
gefertigter Oligonukleotid-basierter H. pylori-Microarray zur Etablierung der
Microarray-Untersuchungen mit H. pylori genutzt werden.

Um eine differenzielle Regulation durch die beiden in die Flagellenregulation
involvierten alternativen Sigmafaktoren 0> und 0?® naher zu untersuchen, sollten
Reportergenmutanten in zwei Referenzgenen (flaA und flaB) fir die beiden Regulons
hergestellt und untersucht werden. Diese Untersuchungen dienten auch dazu, die
Verwendbarkeit verschiedener Reportergensysteme in H. pylori fur Gene
unterschiedlicher transkriptioneller Aktivitat und die Eignung von Reportergenen als

Kontrolimethode flr globale Transkriptionsuntersuchungen zu prifen.

Basierend auf diesen Untersuchungen sollten Microarray-Experimente mit Mutanten
in den beiden alternativen Sigmafaktoren, sowie funktionell assoziierten Proteinen
durchgefuhrt werden, um Besonderheiten des transkriptionellen Regulations-
netzwerks flagellenassoziierter Gene in H. pylori zu charakterisieren und mogliche

Ubergeordnete Regulatoren und Rickkopplungsmechanismen zu identifizieren.

Analoge Experimente mit potenziellen Regulatoren aus der frUhen Klasse der
Flagellengene sollten durchgefuhrt werden, um ein moglichst umfassendes Modell
der transkriptionellen Regulation des Flagellensystems in H. pylori erstellen zu
konnen und mogliche Verbindungen der Flagellenregulation zu anderen

Zellfunktionen aufzuklaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Anaerobentdpfe
Brutschranke
Elektrophoresekammern
Fluoreszenz-Scanner

Filme

Gel-Dokumentationssystem

Hybridisierungskammern
fur Microarrays

Luminometer
Mikroskop
Microarray-Spotter
pH-Meter
Pipettierroboter
Schuttelinkubatoren

Semidry-Blotter
Sequenzierapparatur
Spannungsgerate
Speed Vac
Spektralphotometer

Thermocycler
Ultraschall-Sonifikator

UV Crosslinker

Vortexer
Waagen
Zentrifugen

Oxoid, Wesel
KB 500 (Heraeus, Hanau)
BioRad, Munchen; Biometra, Goéttingen

GMS 418 confocal laser scanner (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA)

Hyperfilm™ ECL™ (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg)

MidiDoc (Herolab, Wiesloch)
CMT hybridization chambers (Corning, NY, USA)

MTP-Reader (Hamamatsu, Japan)

Olympus BX40 (Olympus, Hamburg)

GMS 417 Arrayer (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
(Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, Weilheim)
RoboAmp 4200 (MWG-Biotech AG, Ebersberg)

EB SM30, Aufsatz TH30 (Hartenstein GmbH,
Wirzburg)

Keutz, Reiskirchen

ABI Prism Sequencer 377 (Perkin Elmer, Weiterstadt)
BioRad, Munchen

SC110A (Savant, New York, USA)

GeneQuant pro (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg)

Multiscan® Ex (Thermo Labsystems, Finland)
T3 (Biometra, Gottingen)

Sonifier Cell Disruptor B15, Branson G. (Heinemann,
Schwabisch Gmund)

Stratalinker 1800 (Stratagene Europe, Amsterdam,
Niederlande)

REAX control (Heidolph, Kehlheim)

Feinwaage Scaltech SB50 (Hartenstein, Wurzburg)
5417R (Eppendorf, Hamburg)

Biofuge Fresco (Heraeus, Hanau)

RC-5B (Sorvall, Hanau)

Sigma 3K20 (Sigma, Steinheim)

Optima™ TLI-100-Ultrazentrifuge
Minchen)

(Beckman,
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2.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren vom hochsten kauflichen Reinheitsgrad und
wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Applichem (Darmstadt),
Merck (Darmstadt), Riedel-de Haen (Seelze), Sigma (Steinheim), Roth (Karlsruhe)
und Boehringer (Mannheim) bezogen.

Ampuwa ddH,0 wurde von Fresenius Kabi (Bad Homburg) bezogen.

2.3 Enzyme und Kits

Enzyme:

DNA-Polymerasen Invitrogen, Karlsruhe; Amersham Pharmacia,
Freiburg; Boehringer, Mannheim

DNasel, RNase frei Roche, Mannheim

alkalische Phosphatase CIAP (Calf Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Intestine Alkaline Phosphatase)

Lysozym Sigma, Steinheim

Proteinkinase K Qiagen, Hilden
Restriktionsendonukleasen Invitrogen, Karlsruhe; NEB, Bad Schwalbach
Reverse Transkriptase SuperScriptll Invitrogen, Karlsruhe

RNaseH"

RNaseA Sigma, Steinheim

T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim; NEB, Bad Schwalbach
T7-DNA-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAGEN RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden

QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

DIG-DNA labeling Kit Roche, Mannheim

2.4 Standards

DNA-Langenstandards:

1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe

1 Kb DNA Ladder NEB, Bad Schwalbach
RNA-Langenstandards:

RNA Ladder (0,5 — 9 kb) NEB, Bad Schwalbach
RNA molecular weight marker 1, Roche, Mannheim

digoxigenin-labeled (0,3 — 6,9 kb)
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Molekulargewicht-Standard:

Prestained Protein Marker, Broad

Range (6-175 kDa)

Bench Mark Prestained Protein

Invitrogen, Karlsruhe

Ladder (10-190 kDa)

2.5 Bakterien

Tab. 1 Verwendete Helicobacter pylori-Stamme.

NEB, Bad Schwalbach

Helicobacter pvlori- Referenz (sofern nicht

Stamm Py Genotyp anders erwahnt: Niehus et
al., 2004)

H. pylori N6 H. pylori Wildtyp Ferrero et al., 1992

H. pylori 88-3887

motile Variante des H. pylori 26695 Wildtyps

Josenhans et al., 2000

HpNG6 flaA-luxAB

H. pylori N6 flaA::luxAB;
Rekombination mit pSUS1601

homologe

diese Arbeit; Niehus et al.,
2002

oNoEz L prn o FOEZ g (k) oo e
HpN6 flgE2/fight hHémoll)(})/é]oe,’iReI':lonbiﬁgﬁggiﬁ)iftbg:jggOG fght:Cm' ﬂﬁizrr]gf?gr?{ncht
H. pylori N6 flaB::luxAB; homologe diese Arbeit; Niehus et al.,

HpN®6 flaB-lux

Rekombination mit pSUS1609

2002

HpNG fliA H. pylori N6 fliA::aphA3’-1lI Josenhans et al., 2002a
HpN®6 figM H. pylori N6 figM::Cm" Josenhans et al., 2002a
HpN6 rpoN H. pylori N6 rpoN::aphA3’-lll

88-3887 rpoN H. pylori 88-3887 rpoN::aphA’-Ill

HpN®6 figR H. pylori N6 flgR::aphA3’-ll

HpN6 HP0244 H. pylori N6 HP0244::aphA3-IlI

HpN®6 flhA H. pylori N6 flhA::aphA3™-lll

88-3887 flhA

H. pylori 88-3887 flhA::aphA3'-I|

HpNG fIhA/figM

H. pylori N6 flhA::aphA3-1ll figM::Cm®

HpN®6 flhF

H. pylori N6 flhF::aphA3'-Il|

88-3887 flhF

H. pylori 88-3887 flhF::aphA3™Ill

HpN®6 flhA/figM

H. pylori N6 flhF::aphA3-lII/figM::Cm~

Abkiirzungen:

cmR,

Chloramphenicol-Resistenzkassette; KmR

(aphA3-Ill),  Kanamycin-

Resistenzkassette; luxAB, Gene fir die Luziferase-Untereinheiten A und B aus Vibrio harveyi.
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Tab. 2 Verwendete Escherichia coli-Stamme.

Escherichia coli- Genotyp Referenz

Stamm

E. coliMC1061 F, araD139 A(ara-leu)7696 galE15 galK16 Casadaban & Cohen,
A(lac)X74 rpsL (Strr) hsdR2 (rKmK+) mcrA mcrB1 1980

E. coli DH5a F, endA1, recA1, hsdR17, A(lacZYA-argF)U169, Hanahan, 1983

thi-1, supE44, gyrA96, relA1

E. coli ER2566 F.,A" ,fhuA2[lon], ompT lacZ::T7 genel gal sulA11 New England Biolabs,
A(merC-mrr)11:1S10 R (mer-73::miniTn10)2 R(zgb- Bad Schwalbach
210)::Tn10) 1 (TetS) endA1 [dem]

Eco90 E. coli ER2566 mit pSUS1622 (figE2 Uber- diese Arbeit
expressionsplasmid)

2.51 Anzucht auf festen Medien

Helicobacter pylori. Die als Einfrierkultur (-80°C) vorliegenden H. pylori-Stamme
wurden auf Eis angetaut, 50 pl bis 100 ul der Kultur entnommen und auf einer
Blutagarplatte (Columbia Agar Base 2, 10% Pferdeblut, beides Oxoid) mit Zusatz von
Amphotericin B [4 mg/l], Vancomycin [10 mg/l], Trimethoprim [5 mg/l] und Polymyxin
B [2500 U/1] verteilt. Die Agarplatten wurden anschlie®end bei 37°C fur 48 Stunden in
einem Anaerobiertopf unter mikroaerophilen Bedingungen (5% Oz, 5% CO2, 90% N>)
mit einem befeuchteten Anaerocult-Beutel (Merck, Darmstadt) angezichtet. Die
angewachsenen Bakterien wurden im Folgenden alle zwei Tage auf eine frische
Agarplatte Uberimpft. Hierzu wurde mit einer Impfése (& 5mm) etwa drei Zentimeter
Uber die bewachsene Platte gestreift und das dadurch gewonnene Bakterienmaterial

auf die neue Agarplatte verteilt.

Escherichia coli. E. coli-Stamme wurden auf LB-Platten angezichtet. Die Kultur
erfolgte aerob in einem Inkubator bei 37°C Uber Nacht. Fir die Selektion von
rekombinanten Klonen wurden, wenn nicht anders erwahnt, Antibiotika und Zusatze
in folgenden Konzentrationen zugesetzt: Ampicillin 100-200 mg/l, Chloramphenicol
10 mg/l, Kanamycin 20 mg/l, IPTG, X-Gal.

2.5.2 Anzuchtin Flissigmedium

Helicobacter pylori. Ausgangsmaterial fur eine H. pylori-FlUssigkultur waren
Bakterien, die fur 20-24 Stunden auf einer Blutagarplatte gewachsen waren. Diese
wurden mit einem sterilen Wattetupfer in § ml Kulturmedium eingerieben. Als

Kulturmedium wurden Brain-Heart-Infusion Medium (BHI) mit den Zusatzen wie bei
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den Blutagarplatten (vgl. 2.5.1) und 10% hitzeinaktiviertem Pferdeserum (Gibco BRL)
verwendet. Mit einem Photometer (GeneQuant pro, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) wurde die O.D.gpo bestimmt. Dabei entspricht eine O.D.gp0 von eins ca.
3x10® H. pylori-Zellen. Die Start-O.D.goo der Kultur wurde ausgehend von der
Messung auf 0,04-0,07 eingestellt und Gberpruft. Als Verdoppelungszeit der O.D.g00
konnte etwa ein Zeitraum von fiunf Stunden angesetzt werden, bei einer lag-Phase
von ca. 4-5 h. Die Kultivierung erfolgte in sterilen Erlenmeyerkolben in einem
Anaerobentopf in mikroaerophiler Atmosphare (Anaerocult-Beutel; Merck, Darmstadt)
bei 37°C in einem Schuittelinkubator. Hierbei waren die Erlenmeyerkolben
luftdurchlassig mit steriler Alufolie abgedeckt. Das Kulturvolumen war nicht hdher als

40% der maximalen Fullmenge des Erlenmeyerkolbens.

Escherichia coli. Die Flussigkultur von E. coli wurde in LB-Medium durchgefuhrt.
FUr die Anzucht gro3erer Mengen (50-100 ml) wurden die Bakterien von einer halben
Agarplatte in 5 ml Medium aufgenommen und 100 pl dieser Suspension in die
Hauptkultur tberfuhrt. Die Kultur wurde 12-16 Stunden in einem Schuttelinkubator
bei 37°C inkubiert.

2.5.3 Einfrierkulturen

Helicobacter pylori. Kulturen von H. pylori wurden ausschlieBlich bei —80°C
eingefroren. Dazu wurde nach zwei Tagen Inkubation der Bakterienrasen von der
Halfte der Blutagarplatte mit einem Wattetupfer abgenommen und in das bereits
aliquotierte Einfriermedium (0,5 ml; BHI, 10% Pferdeserum, 25% Glycerin)
eingerieben. Die Einfrierkultur wurde umgehend bei —80°C eingefroren und nicht

haufiger als dreimal aufgetaut.

Escherichia coli. Kulturen von E. coli wurden kurzfristig bei —20°C (LB Medium,
50% Glycerin) oder fur langere Lagerung bei —80°C (LB Medium, 25% Glycerin)
eingefroren. Hierzu wurden 20-30 ml einer ca. 16 h in LB-Medium gewachsenen

Kultur abzentrifugiert und in 1 ml Einfriermedium aufgenommen.
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2.6 Plasmide

Tab. 3 In der Arbeit verwendete Plasmide.

Plasmid Vektor Antibiotikaresistenz, Bemerkung Referenz

pUC18 ApR, Repegc, high-copy-Klonierungsvektor Messing & Vieira, 1982

pTwin1 ApR, Repg., Klonierung und Uberexpression NEB
rekombinanter Proteine in E. coli ; Fusion mit
Chitinbindedoméane

pHel2 cm?, Repe., Repup, multi-copy-Shuttlevektor fir Heuermann & Haas,
E. coliund H. pylori 1998
pILL570 SpR,RepEC Labigne et al., 1991
pILL600 pBR322 ApR,KmR; Quelle der KmR-Kassette (aphA3'-Ill) Labigne-Roussel et al.,
1988

pCJ110 pUC18  Ap"; enthalt HP0472 Gen aus H. pylori 26695 Josenhans,
unveroffentlich

pSUS78 puUC18 Km®; H. pylori flaB::gfp Reportergenfusion Josenhans et al., 1998

pSUS128 pUC18 Km®; H. pylori flaA::gfp Reportergenfusion Josenhans et al., 1998

pSUS1601 pUC18 Km~; H. pylori flaA::luxAB Reportergenfusion diese Arbeit; Niehus et
al., 2002

pSUS1602 plILL570 SpR; enthalt figD/flgE2 Fragment aus H. pyloriN6  diese Arbeit

pSUS1603 pILL570 Sp~, Km"; H. pylori N6 flgE2::aphA3’-1ll diese Arbeit

pSUS1604 pUC18  Ap"; enthalt figH Fragment aus H. pylori N6 diese Arbeit

pSUS1609 pUC18 Km®; H. pylori flaB::luxAB Reportergenfusion diese Arbeit; Niehus et
al., 2002

pSUS1611 pUC18  Ap™; Km'; H. pylori N6 figH:: aphA3’-IlI diese Arbeit

pSUS1622 pTWIN1 Ap"; enthalt H. pylori 26695 flgE2 diese Arbeit

Abkiirzungen: ApR, Ampicillin-Resistenzkassette; cm®, Chloramphenicol-Resistenzkassette; KmR
(aphA3’-1ll), Kanamycin-Resistenzkassette; IuxAB, Gene fir die Luziferase-Untereinheiten A und B
aus Vibrio harveyi; Repg., Repy,, Replikationsinitiationssequenz fur E. coli bzw. H. pylori; Sp°,
Spectinomycin-Resistenzkassette;

2.7 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biotech AG
(Ebersberg) synthetisiert. Die fir die RT-PCR verwendeten Primer sind mit
Reaktionsbedingungen in Tab. 4 aufgefihrt, die fur Standard-PCR und Klonierungen

benutzten Oligonukleotide sind in Tab. 5 dargestellt.

Tab. 4 Die fiir die RT-PCR verwendeten Oligonukleotide (folgende Seiten). In den ersten beiden
Spalten sind die Referenznummer der H. pylori 26695 TIGR-Datenbank-Annotation
(http://www.tigr.org/tigrscripts/ CMR2/GenomePage3.spl?database=ghp) und die Genbezeichnung
angegeben. Im Folgenden sind jeweils der + und — Strang Primer mit Sequenz eingetragen. Nicht
homologe Sequenzbereiche sind durch kleine Buchstaben angezeigt, Restriktionsschnittstellen fiir mit
diesen Primern in anderen Experimenten durchgefiihrte Klonierungen sind unterstrichen. Die letzten
vier Spalten enthalten Informationen zu Anlagerungstemperatur, Elongationszeit PCR-Zyklenanzahl
und Lange des PCR-Produkits.
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HP16S HP16s GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC o o1 16 5o1
rDNA IHP16s1l  TGGCAATCAGCGTCAGGTAATG
HP0099 RT1 AATGAGAACGCTTCAAGAGGTT
HP0099 flpA  |1b0og9 RT2 CTTTCAAATCAGGGCTTGC 55 60 25 746
HPflaB-n1  ATCGCTGATAGCTTAAGGAGTC
HpO115 flaB  |ibgagn2  GGATCTTGTCCAATTGCGTGC 0 80 25 1177
HP0166_RT1 ACAGAGATGATGTATTGCGG
HP0166 ompR 150166 RT2 AAAGCACTAGATTATGGGGC  °° 60 19 383
HP244-4s aaaagatCtGAAAGAAGAAGCCTTA
HP0244 atoS TCAG 50 60 28 218
HP0245_RT2 AACCCTTTGTATCCTAAAGC
HP295 RT1 AGATCAAGGCATTGATGTGG
HP0295 flgl  |1pog5 RT2  TATCGTTATCGCCGATGAG 53 60 25 528
HPcheA RT1 TGTTCAATAAATTCCCTCGC
HP0392 cheA  |iboheA RT2 GATAGCCAAAGTGAGAGGG ~ °1 60 28 648
HP0410_RT1 AGCAGCACAATAATACGGG
HPO410 hpaA2 150410 RT3 ACTCTTTCAATCACAGCCT 53 60 23 457
HP0472 2  ATCAGCAAGGTCGCTATGG
HP0472 ompTT iboa70"5  GAATAGTAGCGGATAAGCCC >0 60 23 442
HP0492 RT1 TAAGTATAGGTCATTGCCTG
HP0492 hpaA3  |1bos00 RT2 AAATGTTAGTGGCTTTAGGG 0o 80 23 574
Suerbaum
HPflaA-4  ATTGATGCTTTAGCGTC
HPOBOT flaA  |1flaA-9  CAAGCGTTATGTCTGGTC 49 60 16 651 el o O
HP0679 RT1 ACCTTGTCTTTAACGCTTCC
HPO679 wbpB  |1b0570 RT2 ATATTCATGATAGCGTGGGG o 60 23 520
HP0703 RT{ ATGCGTAAAAGCCTGGAGC
HP0703 figR " atgaattc TTGGTGCGATAGATGG 55 60 23 306
HPrpoN-3s taagaatccCACGATGATTCCATTA
HPO714 rpoN TCCA 46 45 30 588
HP0714_RT1  ccAAAACGCTTTAGATAACCCC
HPO751_1HP TTCCCACATCTCACACAAGC
HPO751 flaG2 751 o TCACCTTATCCCCATTAGCG 20 60 23 246
. HPO752 1HP TTACAGGCGATGCGTTGAGT
HPO752 D 752 o AATCGCTTTCTTGGGTGGTG 20 80 23 720
. HPO753 1  TACCAGCATAACCGAGTGAG
HPO753 S lpo753 2 CTCTAGCCACATTCAACACC 20 60 23 307
. HPO754 RT1 TCAGATGAACTCGCCTAAC
HPO754 1T lpo754 RT2 ATTCAATGCTTTGGGCTATC — °° 60 23 172
HP0797 RT1 CCTTCCATTTTATCCAAACC
HPO797 ‘hpaA 150797 RT2 AAAAATGCCTTTTAGGTGCG 2o 60 23 430
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HP0815_RT2

TAGGCTTGGTATTGGCGG

HP0815 molA  |1bog15 RT3 TCCCTGTAACAGTAGCCG 50 60 30 560
HP0B69_RT1 AATAACATTCTTGCTGTGGCCG

HPOBEY hypA  |1pogsg RT2 TTTCTTCTTTAATCGCTC 51 30 21 283

HP086Y hypA — HPOBE9_RT1 AATAACATTCTTGCTGTGGC 0 o os 4gs

HP0870 figE1 HP0870 RT1 CTAGTAATGTGGATTTGAGC
HPfigE1 CTCAAGTCAAACTCATCG

HPOB70 AgET  ppagE2 CTTGCCGTCTAAATAAGC 47 90 30 818
HP0906_RT1 GAGCCATTCAAAGAGCAGG

HP006 hyp.  1bogos RT2 GATTTCATCGCACTGGCTGCG 20 60 23 419
HPfiGD3 attagatct TGACGCTTCTAAAGGA

HP0907 figD GTG 50 60 23 350
HP907_RT2  AAGCGGTTTTTGATCCGG
HPoos RT1 GATAATTTCCTAACCCGC

HP0908 flgE?2 — tatagatct GCTGGTAAGTCAAATCT 50 60 23 214
HP1028_RT1 AAAAATATAGGGAAGAGCCG

HP1028 hyp.  |1p1028 RT2 AATCGCTTAAAAACACCACG  °1 60 20 317

HP1032 fA - HP1032_RT2 AGGGATTTGCTCTCTTICGC oo o 07 ouy

HP1033 hyp. HP1033 RT2 TTTGAAGTATTTGGGGTAGG
HP1034 RT1 TAGATGTGATTTTTGGGGTG

HP1034 fIhG  |1b1034 RT2 AAAACAAATCGTTAGGGGCT o 60 23 653

HP1034 fInG - HP1034_RT2 AAAACAAATCGTTAGGGGCT oo i 03 1958

HP1035 fIhF  HP1035 RT1 GACAATTATCGGCATTGGGG
HP1051_1HP AAAATGTAAAACGGCGTGTTC

HP1051 hyp. 4051 2 AAAAGGCTTTCGCTTAATCC 20 60 21 499
HP1052_1HP AAGAAGTGTATTTGCCCATC

HP1052 envA 4052 2 ATTAAAGAACTAGACGCTCC 20 60 21 400
HpcheY RT1 GATAGCTCAACTATGAGGAG

HP1067 cheY  |iheY RT2 TTCTTTCAAAACTTGGGGGG  °1 60 25 321
HP1119 1  CAACATTACCCGCACTATCG

HP1119 7oK Hp1119 2 GACATTGATGAAGCGAGCCT >0 60 23 857
HP1120_1  TAATCGCAAGTGTCATGGGG

HP1120 hyp. o) AMGOTGGOIAMACACAGGGA 55 60 23 299
HP FM6 aaaggatccGAAATCCTTGTAATCC

HP1122 fight ATGCTTATCCCCAATAMATCC oo o0 o0 243 oo ol

ataggatccCTTGCTGTAATGGAAT 20022 N

HPFM11  GaATATC
HP1154 RT1 GAGCATATTAACGAAGTGCG

HP1154 hyp. | 1p1154 RT2 TAAATAGCCTCTATGCCTTGC 20 60 23 481

HP1154 hyp.— HP1154_RT1 GAGCATATTAACGAAGTGCG o o e s3p

HP1155 murG HP1155 RT2 TTGTTTGGTGAGTTTGGGAG
HP1233 RT1 TCCAACAGAAAATCTCCCC

HP1233 flg)  |1p1233 RT2 TGTAAGCGTTTTGGTAGCG 51 60 21 305
HP1432 RT1 AACAACAGCAACAACAGGC

HP1432 hYP- Hp1432 RT2 TTGTTGGTTTTGTTGTTGGC O 80 20 197
HP1440_RT1 AAGAAACATCAAGCGAAAGG

HP1440 hyp- 1p1440_RT2 AAGTGTATTTTAGCGATGGG >0 00 23 453
HP1559 RT1 TTGAAAGCGTTTTGGCGAAG

HP1559 1l9B  |1p1550 RT2 AATTAGCCCTTAAGCGTTGG ~ °1 60 23 371
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Tab. 5 Oligonukleotide fiir PCR-Klonierungen und Sequenzierungen. Es ist jeweils der
Primername, die Sequenz und wenn vorhanden die durch den Primer eingeflgte
Restriktionsschnittstelle angegeben. Bereiche, die mit der H. pylori 26695-Gensequenz nicht homolog
sind, sind mit Kleinbuchstaben angezeigt, Schnittstellen sind durch Unterstreichung hervorgehoben.

Name Sequenz (5°-37) Schnitt Zweck/Referenz
-stelle
HPflgD1 tatagatctAATGAAAACCAAGAAACGACG  Bglll PCR-Klonierung flgE2; diese
HPflgD2 tatagatctGCTGGTAAGTCAAATCTTGG Bglll Arbeit
HPflgH1 tatagatctGTAACTTCTCTAACTTCATGG Bglll PCR-Klonierung flgH; diese
HPfigH2 tatagatct TTAACATACTCCATGCTATCG  Bglll Arbeit
HPflgH3 aaaggatccACCAAATCCAGCAATAACACG BamHI
HPflgH4 tatggatccACAATGATTGTGATCAAATCG BamHI
HP1076_1_  tatgagtctGGCGATGTTGAAACAAGCGA Bglll PCR-Klonierung von HP1076;
Balll diese Arbeit
HP1076_2_  tatgagtctTTGGCATGAAGGCTTTAGGG Bglll
Bglll
HP1076_3  atggatccTGCAAGACTTGTAACGCTC BamHlI
BamHI
HP1076_3_  aaaggatccATTGGAAAATGTGGGCGAG BamHI
BamHI
HP1232 1 attgagtctAGATCTCAAGCATTTAAGCCAC Bglll PCR-Klonierung von
Bglll TTTC HP1233; diese Arbeit
HP1233_2_  tatgagtctTGTAAGCGTTTTGGTAGCG Bgllll
Bglll
gp1a3;3_3_ aaaaggatccGAGATTTTCTGTTGGAGC BamH
am
gp1ﬁ3l3_4_ aaaggatccAACCGATAAATGGTTTGCAC ~ BamHl
am
km1 CTGCTAAGGTATATAAGCTGGTGGG Nachweis cg{er aphA3’-lI-
km2 CATACTGTTCTTCCCCGATATCCTC KfoSgg (Km™); Suerbaum et
al.,
Flag1 TCGTCATCCTTGTAATCCAT Nachweis des “Flag-Taq’;
diese Arbeit
HPflaANotl1  atatatatgcggccgcCTCAAACTTCCTGACT Notl PCR-Reportergen-Klonierung
GGAC pflaA-luxAB und pflaB-luxAB;
HPflaBNotl  atatatatgcggccgcCAATAGACGCTTTAAC o diese Arbeit; Niehus et al.,
CGTGG 2002
gfoNoti2 $f§_apt\gcg cggccgcCATGGCATGGATGAAC Nof
VHIuxA1 AAGCCACAACCTTCAGACG PCR, Sequenzierung;
VHIuxB2 TTGCGATTGAGTGTTGTGG Uberprifung Reportergen-
Klonierungen [uxAB; diese
Arbeit; Niehus et al., 2002
HPflaA-3 ACAGGCGCGTTAATCACG PCR, Sequenzierung flaA;
HPflaA-4 ATTGATGCTCTTAGCGTC Suerbaum et al., 1993

HPflaA-5 ttaaagatcTAAAAGCAAGGATGCCTTTGG  Bglll
HPflaA-9 CAAGCGTTATTGTCTGGTC
HPflaA-10 TCATCCATAGCCTTATCCGC

HpflaB7 GTTTATACCTATTAATGAATG PCR, Sequenzierungen flaB;
HpflaB10 TAATGTCTCTAGCGTCGG Suerbaum et al., 1998b
pUC18/M13- GTTTTCCCAGTCACGACG PCR, Sequenzierung;
forward Uberprifung Klonierungen in
pUC18/M13- TCACACAGGAAACAGCTATGAC puUC18

reverse
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HP908_Ndel tatatacatATGAACGACACCTTATTAAACG Ndel PCR-Klonierung flgE2 in den
HP908 Sapl tatatagctcttcgctcttctgcaTTTTTTCAAGCTA  Sapl pTWIN1 Uberexpressions-
ATGGCTTC vektor; diese Arbeit

Ins1_fw GACTCACTATAGGGAGAC Amplifikation ~ der internen

Ins1_rev AGCATTTAGGTGACACTATAG Standards flr die PCR-Produkt

Ins2_fw CTAAGCTTTTCCGCGGCCGCCCGGCATCTCCT Microarrays (interne Standards

Ins2_rev CGTTGATAGAGACTCGAGTTGTCAATTCAA 'ns1=h Ins2,  Ins3, :-TS?:

Ins3_fw TATCAGGGCCAAGCGGCCGCTACCCAGGGACC gaHCSCZamgKgﬁs'Gﬁzg %K;:

Ins3_rev TCAGGAGACATTCTCGAGGACC Guckenberger et al., 2002)

Ins5_fw CTTTCAAAGTTAGCGGCCGCTGCTGCTTTTTT

Ins5_rev ACAAGCCTCCGTCTCGAGTTGGTGGTAATT

HPadap1 GCATGCATCTTGCTCTTCCATG Universalprimer fir die Re-

HPadap2 CGTAGCTCAGTTGCTCTTCGTTA amplifikation der PCR-
Produkte fir die  DNA-
Microarrays mit 5'-

Aminogruppen.

2.8 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.8.1 Vorbehandlung von Geraten und Losungen

Hitzestabile Gerate und Losungen wurden zur Inaktivierung von Nukleasen 20
Minuten bei 121°C autoklaviert. Andere Gebrauchsgegenstande wurden kurz vor
Gebrauch mit vergalltem Ethanol (70% [v/v]) gespult, hitzelabile Lésungen wurden
durch Einwedfilter (PorengroRe 0,2 um, Nalge Nunc International, NY, USA)
sterilfiltriert.

Alle fur den Umgang mit RNA bendtigten Losungen wurden doppelt autoklaviert und
z. T. mit DEPC behandelt. Gerate, sowie der Arbeitsplatz wurden mit 70%igem [v/v]
Ethanol abgewischt. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden zudem bei allen
Arbeiten im Zusammenhang mit RNA Einweghandschuhe getragen. Alle Arbeiten

wurden auf Eis durchgefuhrt.

2.8.2 Reinigung von Nukleinsauren

2.8.2.1 Extraktion von bakterieller DNA

Fur die Isolierung kleinerer Mengen DNA aus H. pylori wurde das DNeasy Tissue Kit
(Qiagen, Hilden) verwendet. Hierzu wurde etwa 1/8 des Zellmaterials einer ca. 48 h
bewachsenen Agarplatte in 1 ml 0,9%iger NaCl-Losung gewaschen und bei 11000
Upm abzentrifugiert. Aus dem Zellpellet wurde entsprechend den Herstellerangaben
die genomische DNA extrahiert und abschlieRend in 200 yl ddH»O eluiert.
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2.8.2.2 Extraktion von bakterieller RNA

Fur die Extraktion bakterieller RNA wurden die Bakterien in Flussigkultur bis zu der
gewulnschten optischen Dichte angezogen. Die Zellernte erfolgte durch zugiges
Aliquotieren der Zellkultur in 2 ml Reaktionsgefalle und Zentrifugation fur 30
Sekunden bei 4°C und 13000 Upm (Eppendorf Zentrifuge 5417R). Anschliel3end
wurde der zellfreie Uberstand dekantiert und das Zellpellet in flissigen Stickstoff

eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

Der Zellaufschlu® erfolgte in Reaktionsgefallen mit RNase-freien Glaskugeln
(FastRNAtubes-Blue; Qbiogene, lllkirchen, Frankreich) unter Zuhilfenahme eines
‘bead beater’-Schiuttlers (FP120, Savant, New York, USA). Die RNA-Extraktion
wurde mit dem RNeasy Kit (Qiagen, Hilden) nach einem angepassten Protokoll
durchgefilhrt. Hierzu wurden ca. 12x10® (ca. 2x2 ml O.D.spo=1) eingefrorener
Bakterien in 850 ul RTL+R-ME Puffer resuspendiert und in den Zellaufschlul3-
Reaktionsgefallen in dem "bead beater-Schuttler aufgeschlossen (45 sec., Stufe
6,5). Nach anschlieRender Zentrifugation flr zwei Minuten bei 4°C und 13000 Upm,
wurde der Uberstand (ca. 700 pl) mit 500 pl Ethanol (reinst, 96% [v/v]) versetzt. Die
Aufreinigung der RNA erfolgte nach dem Hersteller-Protokoll (Qiagen, Hilden) unter
Elution der RNA in 2x 44 pul RNase-freiem Wasser. Hiernach folgte DNasel
Behandlung (1 h, 37°C) unter Zugabe von 10 pl 10x DNasel Puffer sowie 2 ul
DNasel (RNase frei, 10 U/ul, Roche), die durch eine PCR mit den Primern HPflaA4
und HPflaAPV4 Uberpruft wurde. Bei einer positiven PCR-Reaktion wurde die

DNasel Behandlung wiederholt, bis die Uberpriifungs-PCR negativ war.

Je zwei Praparationen aus demselben Zellmaterial wurden vereinigt, nach
Herstellerangaben mit dem RNeasy Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und in 2 x 50 pl
RNase freiem Wasser eluiert. AnschlieBend wurde die RNA-Qualitdt mittels
Agarosegelelektrophorese (vgl. 2.8.12.1) beurteilt und die Konzentration und
Reinheit photometrisch bei den Wellenlangen 260nm und 280nm bestimmt (RNA-

Programm; GeneQuant pro, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).

10x DNasel Puffer: 1 M Na-Acetat
50 mM MgSOq4
pH 5
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2.8.2.3 Aufreinigung von DNA

Zur Entfernung von einzelnen Nukleotiden, Oligonukleotiden, Enzymen und Puffer
aus Restriktions- und PCR-Ansatzen wurde der QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Sollten einzelne
DNA-Banden von anderen separiert werden, wurden diese nach einer
Agarosegelelektrophorese (vgl. 2.8.12.1) aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem

oben genannten Kit aufgereinigt.
2.8.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
2.8.3.1 Standard-PCR

Die Reaktionsbedingungen fir verschiedene PCRs wurden entsprechend der
Herstellervorgaben fur die verwendete Polymerase, die eingesetzten Primer und der
zu amplifizierenden DNA-Matrize (template) angepasst. Die Templatekonzentration
fur chromosomale DNA lag i. d. R. in der GroRenordnung von 10 ng pro 100 pl
Reaktionsvolumen, die Primerkonzentrationen bei 1-2 pmol/pyl. Die Schmelz-
temperaturen fir die beiden Primer wurden nach der Formel [2x(A+T)+4x(G+C)]-5
berechnet. Als Hybridisierungstemperatur ("Annealing’) wurde zunachst ein Wert 1-
2°C unterhalb des Schmelzpunktes des weniger affinen Primers gewahlt. Flr die
Lange der Polymerisationsphase (‘Elongation’) wurde eine Minute pro 1 kB des
angestrebten Produktes angesetzt. Als Beispiel sei hier eine Standard-PCR mit der
Pharmacia-Tag-DNA-Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) auf-

gefuhrt. In einem PCR-Reaktionsgefald werden auf Eis die folgenden Komponenten

zusammengefugt:

10 x PCR buffer (incl. 15 mM MgCl,) 5ul

1,25 mM dNTPs 8 ul

Primer 1 (5 yM) 1 ul

Primer 2 (5 pM) 1 pl
Taqg-DNA-Polymerase (5 U/pl) 0,25 ul

ddH,0 ad 45 pl

DNA -Matrize (z. B. 1-10 ng Plasmid) 5ul
Reaktionsbedingungen:

5 min 94°C initiale Denaturierung
1 min 94°C Denaturierung

1 min 55°C Annealing 30 Zyklen
1 min 72°C Elongation

3 min 72°C Elongation

-41 -



Material & Methoden

Die Stringenz der PCR wurde durch Erhéhung der Annealing-Temperatur bzw.

Verklrzung der Annealing-Zeit erhoht.

Die Reinigung von PCR-Produkten fir den Einsatz in nachfolgende Reaktionen
(Phosphorylierung, Sequenzierung, Klonierung) erfolgte Uber QIAquick Spin

Saulchen (Qiagen, Hilden) entsprechend dem Protokoll des Herstellers.
2.8.3.2 Plasmidspezifische PCR direkt aus Zellmaterial

Lag ein Plasmid, basierend auf einem “high copy vector’, in E. coli vor, konnten
Sequenzabschnitte des Plasmids ohne weitere Aufarbeitung der DNA direkt
amplifiziert werden. Hierzu wurde eine Standard PCR durchgefihrt, bei der statt
Zugabe der gereinigten DNA Zellmaterial einer Einzelkolonie mit einem Zahnstocher

in das Reaktionsgefal eingerieben wurde.
2.8.3.3 inverse PCR

Die inverse PCR dient der Einfuhrung von Restriktionsschnittstellen und der Deletion
von Sequenzabschnitten eines in einen Vektor klonierten Gens. Die Oligonukleotide
wurden hierbei so gewahlt, dass sie auf Plus- und Minus-Strang des Plasmids
einander gegenlaufig positioniert sind, Restriktionsschnittstellen am 5'-Ende
enthalten und mit ihren 5 -Enden die zu deletierende Sequenz eingrenzen. Fur die
PCR wurde ein Enzymmix verwendet, der sich durch eine proof-reading’-Aktivitat
auszeichnet und fur die Synthese langer PCR-Fragmente optimiert ist (Expand high
fidelity PCR system, Roche). Die PCR Bedingungen wurden nach Herstellerangaben
gewahlt. Das gewunschte Fragment wurde anschlielend Uber ein praparatives
Agarosegel aufgereinigt (val. 2.8.12.1), mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen geschnitten (vgl. 2.8.5) und stand dann fir Klonierungen

zur Verfugung.
2.8.3.4 Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR, semi-quantitativ)

Um Transkriptmengen einzelner Gene in der Bakterienzelle beurteilen zu kénnen,
wurde u.a. die reverse Transkriptase PCR eingesetzt. Diese Methode unterteilt sich
in zwei Reaktionen, eine reverse Transkription von RNA in cDNA und eine
Amplifikation der cDNA mittels einer PCR. Im Gegensatz zu quantitativen Varianten

wie kompetitiver RT-PCR oder ‘Lightcycler-RT-PCR, ist die hier angewandte
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Methode nur semi-quantitativ auswertbar, d. h. es konnten nur Tendenzen in der
Veranderung der Transkriptmenge abgelesen werden. Die cDNA-Synthese wurde mit
einem Hexamer-Primer-Mix durchgefuhrt, die nachfolgende PCR mit Gen-
spezifischen Primern. Fir jede RNA-Praparation wurde zusatzlich eine cDNA-
Negativkontrolle ohne Enzym durchgeflhrt, um in der nachfolgenden PCR maogliche

DNA-Kontaminationen zu detektieren.

cDNA-Synthese:

"Random Primers™ (100 ng/ul, Invitrogen) 3yl
Gesamt-RNA 2 ug
ddH,0 ad 11 ul
10 min, 65°C (Denaturieren)
10 min, RT (Primer-Anlagerung)

5x RT-Puffer (Invitrogen) 4 ul
0,1 M DTT (Invitrogen) 2 pl
dNTPs (10mM) 1l
RNaseOut (Invitrogen) 1 ul
SuperScript 1l (200 U, Invitrogen) 1l
oder

ddH,0 (Negativkontrolle) 2 ul

2 h, 42°C (reverse Transkription)
15 min, 70°C (Inaktivierung des Enzyms)
ddH.0 ad 50 pl

Von der cDNA wurde jeweils 2,5 yl in einer 25 yl Standard-PCR eingesetzt. Die
Anzahl der PCR-Zyklen wurde fiur jedes Primerpaar individuell bestimmt (vgl. Tab. 4).

2.8.4 Sequenzierung von DNA

Fir die Sequenzierung wurden 100 ng PCR-amplifizierter DNA bzw. 400 ng Plasmid-
DNA und 10 pmol Primer in einem Gesamtvolumen von 8 ul in ein 0,2 ml
Reaktionsgefall gegeben. Die Sequenzierreaktion wurde im DNA-Labor des Instituts
fur Hygiene und Mikrobiologie auf einem ABI-Sequenzer durchgefuhrt und basierte
auf der Kettenabbruch-Methode (Sanger 1977) unter Verwendung von
fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Nukleotiden aus dem ABI-Big-Dye Kit nach

Herstellerangaben.

Die Sequenzen wurden mit Hilfe des frei erhaltlichen Programms Chromas 1.45

(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) visualisiert und mit den Programmen

EditSeq, MapDraw und MegAlign aus der Lasergene-Sequenzanalyse-Software

(Dnastar, Madison Wisconsin, USA) ausgewertet.
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2.8.5 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Je nach Verwendungszweck wird eine bestimmte Menge gereinigter DNA mit den
gewunschten Restriktionsenzymen und dem vom jew. Hersteller vorgesehenen
Puffer bei der vorgegebenen Temperatur inkubiert. Die Menge an Enzymldsung, die
dem Ansatz zugegeben wird, sollte 10% [v/v] der AnsatzgroRe nicht Uberschreiten,
da sonst die Sequenzspezifitat der Restriktionsendonuklease stark herabgesetzt
werden kann (sog. Sternaktivitat). Bei Mehrfachrestriktionen mit Enzymen
verschiedener Hersteller wurde i. d. R. der 'One-Phor-All-Buffer Plus® (Amersham

Pharmacia Biotech, Freiburg) als Reaktionspuffer verwendet.
2.8.6 Glatten von DNA-Fragmenten

Fir einige Ligationen war es notwendig, bei DNA-Fragmenten mit uberhangenden
“klebrigen™ Enden ("sticky ends’) diese mit entsprechenden dNTPs aufzufullen und
so in glatte Enden ("blunt ends’) umzuwandeln. Zum Auffillen von 5’-Uberhangenden
Enden wurde die gewinschte Menge DNA in einem Reaktionsansatz mit 1 x "One-
Phor-All-Buffer Plus® (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), 1mM dNTPs und 1-2
U/ug DNA Klenow-Enzym (Roche, Mannheim) gegeben und 15 min bei RT inkubiert.
Abschlief3end erfolgte eine 10minitige Inaktivierung des Klenow-Enzyms bei 75°C

und eine Aufreinigung des Fragments.
2.8.7 Alkalische-Phosphatase-Behandlung

Wurde ein Vektor fur eine Klonierung mit nur einer Restriktionsendonuklease
geschnitten, wurden zur Vermeidung von Selbstligationen die freien Enden
dephosphoryliert. Dies erfolgte mit CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) unter

Bedingungen nach Herstellerangaben.
2.8.8 Ligation

Die vorbereitete Vektor- und Insert-DNA wurden in einem molaren Verhaltnis von ca.
1:3 eingesetzt, mit 1,5 yl Units T4-DNA-Ligase und 2 ul 10x Ligationspuffer versetzt
und mit ddH,O auf ein Endvolumen von 20 pl aufgefillt. Die Reaktion wurde bei 16°C
fur mindestens 16 h durchgefuhrt. Der Ligationsansatz wurde danach in kompetente

E. coli-Zellen transformiert (vgl. 2.8.9). Alternativ wurde mit dem "Quick Ligation Kit”
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(NEB, Bad Schwalbach) gearbeitet, mit dem die Ligation nicht Gber Nacht, sondern in

5-10 min bei Raumtemperatur durchgeflhrt werden konnte.
2.8.9 Transformation von DNA

Helicobacter pylori. Aufgrund der naturlichen Kompetenz von H. pylori ist eine
Vorbereitung der Zellen zur Aufnahme von DNA nicht notwendig. Zur Transformation
von Plasmid-DNA wurden Bakterien einer Ubernachtkultur auf einer im Durchmesser
ca. 3 cm grol3en Flache einer frischen Blutagarplatte ausgestrichen und 2 h bei 37°C
in mikroaerober Atmosphare inkubiert. AnschlieBend wurden ca. 200 ng Plasmid-
DNA auf den Bakterienrasen gegeben. Die Zellen wurden 24 h bei 37°C in
mikroaerober Atmosphare inkubiert und anschlieBend auf einer selektiven
Blutagarplatte ausplattiert. Nach 4-8 Tagen konnten Einzelkolonien isoliert und
uberimpft werden. Die erfolgreiche Transformation wurde im Folgenden durch
Extraktion genomischer DNA (vgl. 2.8.2.1), PCR und anschliellender Sequenzierung

Uberprift.

Escherichia coli. Zu 150 pl angetauten kompetenten E. coli-Zellen wurden 1-2 ug
Plasmid-DNA bzw. 10 pl Ligationsansatz (vgl. 2.8.8) gegeben. Die Suspension wurde
fur 30 min auf Eis gestellt und danach fur 2 min bei 42°C inkubiert (Hitzeschock).
AnschlieBend wurde der Ansatz fir 2 min auf Eis gestellt, mit 500 pl SOC-Medium
versetzt und fir 1 h bei 37°C geschuttelt. 100 ul der Bakteriensuspension wurden auf
LB-Agarplatten mit Selektionsantibiotikum ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht
inkubiert.

Herstellung kompetenter E. coli-Zellen. 50 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer E.
coli Ubernachtkultur angeimpft. Die anfangliche O.D.go0 Sollte ca. 0,1 sein (O.D.g00
von 1 entspricht ~2-3x10® Bakterien/ml). Die Kultur wurde bei 37°C fiir etwa 4 h
inkubiert, wobei eine O.D.s00 von 0,6 nicht Uberschritten werden sollte. Anschlie3end
wurden die Zellen fir 15 min auf Eis gestellt und danach fir 10 min bei 4500 xg und
4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 15 ml eiskalter TFB [-Losung
resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren 10-minutigen
Zentrifugation bei 4500 x g und 4°C wurde das Pellet in 2 ml eiskalter TFB II-Losung
resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und in Aliquots von 150 ul sofort bei —80°C

eingefroren und gelagert.
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TFB I-Lésung: RbCI 100 mM
MnCl; 4H,0 50 mM
Kaliumacetat 30 mM
CaCl, 10 mM
Glycerin 15% [v/V]
Hzodest.

TFB ll-Lésung: MOPS pH 7.0 10 mM
RbCI 10 mM
CaCl, 75 mM
Glycerin 15% [v/V]

Hzodest.a pH 7.0

2.8.10 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli
2.8.10.1 Plasmid Mini-Praparation (nach Birnboim & Doly, 1979)

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurden 1,4 ml einer frisch
gewachsenen Flussigkultur fur 5 min bei 11000 Upm und 4°C abzentrifugiert und das
Zellpellet in 100 ul Lésung 1 aufgenommen. Nach Zugabe von 200 pl frisch
angesetzter Losung 2 wurde der Ansatz durch Invertieren gemischt, maximal 5 min
bei RT inkubiert und 150 pl eiskalter Losung 3 zugegeben. Nach Durchmischen
wurde der Ansatz fur 10 min auf Eis inkubiert und anschlieRend mit 400 ul
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt, gevortext und 2 min bei 11000
Upm zentrifugiert. Die DNA-haltige Oberphase wurde vorsichtig abgenommen, mit
zwei Volumen Ethanol (reinst, 96% [v/v]) gefallt und 15 min bei 12000 Upm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und die prazipitierte DNA mit 500 pl
Ethanol (reinst, 70% [v/v]) gewaschen. Das DNA-Pellet wurde anschlieend 5-10 min
unter Vakuum getrocknet , in 30-50 yl 10 mM Tris-Puffer (pH 8.0) mit 10 pg/mli
RNase aufgenommen und 10 min bei 37°C inkubiert. 1-2 ul isolierter DNA wurde
anschliellend mit geeigneten Restriktionsenzymen verdaut (vgl. 2.8.5) und durch

eine Agarosegelelektrophorese Uberpruft (vgl. 2.8.12.1).

Lésung 1: Glukose 50 mM
Tris-HCI, pH 8.0 25 mM
EDTA 10 mM
Lysozym 100 mg/ml

Lésung 2: NaOH 0,2N
SDS 1% [wiv]

Lésung 3: Kaliumacetat 5M
Essigsaure 1,8 M
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2.8.10.2 Plasmid Midi-Praparation

Zur Praparation groRerer Mengen reiner DNA aus E. coli fir Klonierungen oder
Sequenzierungen wurde der QIAGEN Plasmid-Midi Kit (Qiagen, Hilden) verwendet.
Die DNA wird hierbei Uber Silicagel-Anionenaustauschersaulen aufgereinigt und ist
von groRerer Reinheit als die nach der klassischen Plasmid Mini-Praparation
gewonnene DNA. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll, wobei als
Ausgangsmaterial fur "high-copy-Plasmide’ 30-50 ml und fur ‘low-copy-Plasmide’
100 ml Ubernachtkultur dienten.

2.8.11 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle

Die Nukleinsaure-Konzentrationen in Lésungen wurden photometrisch (GeneQuant
pro, Pharmacia Biotech, Heidelberg) durch Messen der Absorption bei 260 nm in
Quarzkuvetten ermittelt. FUr eine O.D.¢0 von 1 wurde fur doppelstrangige DNA die
Konzentration von 50 pg/ml, fir RNA von 40 pg/ml zugrundegelegt; die Reinheit der
Nukleinsauren liel sich aus dem Verhaltnis der O.D.zg0 zur O.D.2g0 abschatzen. Bei
reinen DNA- bzw. RNA-LAsungen liegt dieser Wert bei 1,8 (Sambrook et al., 1989).
Werte zwischen 1,8 und 2,1 wurden toleriert.

2.8.12 Agarosegelelektrophorese
2.8.12.1 Standard-Agarosegelelektrophorese

DNA-Molekule wurden ihrem Molekulargewicht nach mittels Agarose-
Gelektrophorese (Sambrook et al., 1989) aufgetrennt. Zur Herstellung eines 0,8-
1,5%igen Agarose-Gels wurde 0,8-1,5 g Agarose auf 100 ml 1 x TAE-Puffer gegeben
und unter Aufkochen in der Mikrowelle vollstandig gelost. Nach Abkuhlen auf ca.
54°C wurde die Ldésung in einen horizontalen Gel-Schlitten gegossen. Zur
Ausbildung von Geltaschen wurde zuvor ein Kamm in den Schlitten platziert. Nach
Erstarren des Gels wurde der Kamm wieder entfernt, der Schlitten in eine Gel-
Kammer gegeben und mit 1 x TAE-Puffer bedeckt. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1 pl 10x DNA-Probenpuffer versetzt. Ein DNA-Langenstandard wurde
aufgetragen und die Elektrophorese bei 80 Volt fur kleine, bei 120 Volt fur groRRe
Gele gestartet. Nach 1 bis 1,5 h wurden die Agarose-Gele in einem 2%igem

Ethidiumbromid-Bad fur ca. 20 min gefarbt. Die durch den interkalierenden Farbstoff
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Ethidiumbromid  gefarbten  Nukleinsduren  konnten  anschlieend  durch
Fluoreszenzanregung mit UV-Licht der Wellenlange 254 nm sichtbar gemacht und

fotografiert werden.

1 x TAE-Puffer: Tris-Acetat 0,04 M
EDTA, pH 8.0 1 mM

10x DNA-Probenpuffer:  Bromphenolblau 0,4% [w/V]
EDTA pH 8.0 0,5M
SDS 0,1% [w/V]
Glycerol 67,75% [v/V]

Praparative Agarose-Gele. Zur Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen (vgl.
2.8.12.1) wurden praparative Agarose-Gele verwendet. Dazu wurde 0,8% [w/v] NA-
Agarose (Amersham Pharmacia, Freiburg) in 1 x TAE-Puffer geldst und aufgekocht.
Nach dem Abkuhlen auf 50°C wurde 4% [v/v] Ethidiumbromid zugegeben, die
Lésung in einen Gel-Schlitten gegossen und weiter wie oben beschrieben
fortgefahren, jedoch der Farbeschritt ausgelassen. Die sofortige Zugabe von
Ethidiumbromid zur Agarose-Losung ermoglicht eine genauere Visualisierung der
DNA-Banden gegenuber einem nachtraglichen Farben des Gels. Dies ist von Vortell

fur die exakte Isolierung des gewunschten DNA-Fragments.
2.8.12.2 Denaturierende Agarosegelelektrophorese

RNA-Proben, mit denen eine Hybridisierung durchgefuhrt werden sollte, wurden
unter denaturierenden Bedingungen in Agarosegelen aufgetrennt. Hierbei soll die
Anwesenheit von Formaldehyd in den Proben, dem Agarosegel und in dem
Laufpuffer das Auftreten von Sekundarstrukturen verhindern und so einen

denaturierten Zustand der RNA wahrend der Elektrophorese aufrechterhalten.

Fur ein 1%iges Gel wurde 100 mg Agarose in 88 ml HyOgest. autoklaviert und in
einem Wasserbad auf 60°C abgekuhlt. Nun wurden 1,8 ml Formaldehyd (37%, [v/v];
0,24 M Endkonzentration) und 3 ml 10x Laufpuffer dazugegeben und das Gel in eine
vorbereitete Gelkammer gegossen. Die RNA-Proben und der RNA-Langenstandard
wurden mit 5x Auftragspuffer versetzt, fur 5 min bei 65°C denaturiert, auf Eis gestellt
und anschlieBend aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x Laufpuffer mit 0,22
M Formaldehyd bei 80 V, bis die Lauffront das untere Drittel des Gels erreicht hatte.
Nach Abbruch der Elektrophorese wurde der Langenstandard abgetrennt und nach

30mindtiger Inkubation im Ethidiumbromidbad dokumentiert. Der Rest des Gels

-48 -



Material & Methoden

wurde zur partiellen Hydrolyse der RNA flr 5 min in NaOH-L6ésung (50 mM) inkubiert
und anschlielRend zur Neutralisation 5 Minuten in Tris-HCI (0,1 M, pH 7,4) gegeben.

Nun konnte das Gel einem Vakuumblot (vgl 2.8.14) unterzogen werden.

10 x Laufpuffer: MOPS 41,89
Na-Acetat 4149
Na2EDTA 3,79
H2Ogest. ad 1000 ml

pH 7,0, autoklavieren und dunkel lagern
5 x RNA-Auftragspuffer:  Bromphenolblau-Lésung 16 ul

0,5M EDTA 80 i
Formaldehyd (37%, [v/v]) 720 pl
Glycerin (86%, [v/V]) 2,3ml
Formamid (deionisiert) 3,1 ml
10x Laufpuffer 4 ml
Hzodest_ ad 10 ml

2.8.13 Markierung von DNA mit Digoxigenin

Die Markierung von DNA mit Digoxigenin zur spateren Immundetektion auf einem
Northern Blot (vgl. 2.8.14) erfolgte durch eine Standard-PCR (vgl. 2.8.3.1) unter
Zugabe von Digoxigenin-markierten dUTP (alkali labile; Roche Diagnostics GmbH,
Penzberg). Eine 50 pl PCR-Reaktion enthielt 1 yl dANTP-Mix (1 mM dATP, dCTP,
dGTP, 0,7 mM dTTP) und 3,5 pl Dig-11-dUTP (1 mM). Bei jeder Reaktion wurde eine
Kontrolle ohne Zugabe von Dig-11-dUTP durchgefihrt. Aufgrund der in die DNA
eingebundenen Digoxigenin-Molekule lauft das PCR-Produkt in der Agarose-Gel-
Elektrophorese (vgl. 2.8.12.1) langsamer als die Kontroll-DNA. Die markierte DNA
wurde nun mit dem PCR-Purification-Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und konnte
anschlie3end als Sonde in einer Northern Blot-Hybridisierung (vgl. 2.8.14) eingesetzt

werden.
2.8.14 Northern Blot-Hybridisierung

Der Transfer von RNA auf eine Membran wurde basierend auf der Methode von
Alwine et al. (1977) durchgeflhrt. Gesamt-RNA-Praparationen wurden zunachst
einer denaturierenden Agarosegelelektrophorese und partieller Hydrolyse
unterzogen (vgl.2.8.12.2). Bei einem unmarkierten RNA-Langenstandard wurde
dieser abgetrennt und mit einem Lineal in der Photodokumentation festgehalten, ein
Digoxigenin markierter RNA-Groélienstandard wurde mit der RNA auf die Membran

Ubertragen. Der Nukleinsauretransfer von dem Agarosegel auf die positiv geladene
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Nylonmembran (Boehringer, Mannheim) wurde mit einer Vakuumblot-Apparatur
(Keutz, Reiskirchen) durchgefiihrt. Der Transfer erfolgte fir 1-2 h bei 0,3 kPa mit 6 x
SSC als Transferpuffer, der das Gel standig bedecken musste. Anschlielliend wurde
die Membran kurz in 2 x SSC, 0,1% SDS gelegt und danach die RNA in einem UV-
Crosslinker (Stratagene) an der Membran fixiert (45 sec, 1200 Joule). Die Membran
konnte nun direkt fur die Hybridisierung eingesetzt werden, oder bei 4°C in

Plastikfolie verpackt gelagert.

Die Hybridisierungs-, Wasch- und Detektionsschritte wurden unter stringenten
Bedingungen nach Herstellerangaben des Dig-DNA detection kits (Roche) unter
Verwendung von Digoxigenin-markierten DNA-Sonden hergestellt. Es wurde gezeigt,
dass als Hybridisierungspuffer ohne Qualitatsverlust alternativ zu einem 50%-

Formamidpuffer ein SDS-Puffer (Monod-Puffer) verwendet werden konnte.

20 x SSC-Puffer: NaCl 175,3g (3 M)
NasCitrat 100,5 g (300 mM)
H2Ogest. ad 1000 ml
pH 7,0

Monod-Puffer: SDS 7%

(nach Boehringer, Ingelheim)  NaH;PO4 (pH 7,2) 0,5M
EDTA 1 mM

2.8.15 in vitro-Transkription

Zur Herstellung von internen Standards fir die Kontrolle der Effizienz der
Fluoreszenzmarkierung von cDNA fir die Microarray-Hybridisierungen wurden in
vitro-Transkripte von unterschiedlichen Saccharomyces-Genen hergestellt, die keine
Homologien zu H. pylori-Genen aufwiesen. Dies wurde mit Plasmiden durchgefluhrt,
bei denen die entsprechenden Gene hinter einen T7-Polymerase-Promotor kloniert
wurden waren (Guckenberger et al., 2002). Die Plasmide mufdten vor der Reaktion
linearisiert werden, da keine bakteriellen Terminatorstrukturen existieren und sog.

"Runoff-Transkripte™ entstehen wirden.

in vitro-Transkription: 20 ul 5 x T7 buffer (Invitrogen)
20 pl linearisiertes Plasmid (4 pg)
30 ul 0,1 MDTT
4 yl NTPs (10 mM, Invitrogen)
0,8 ul T7-Polymerase (50 U/ul, Invitrogen
30 min, 37°C
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Der Ansatz wurde aufgereinigt und DNasel-behandelt, analog zum RNA-Extraktions-
Protokoll (vgl. 2.8.2.2).

2.9 Messung der Luziferase-Aktivitat

Die Biolumineszenz in Bakterien wird durch die Oxidation eines reduzierten
Riboflavinmononukleotids (FMNH;) und einer langkettigen Fettsaure mit
Aldehydgruppe (Tetradekanal) durch die Emission von blau-grinen Licht (490nm)
hervorgerufen. Katalysiert wird die Reaktion durch das Enzym Luziferase, eine
Oxidoreduktase regeneriert das FMNH, (siehe Abb. 6; Meighen, 1991; Blouin et al.,
1996). Fur das Reportersystem muissen die Gene fiur die Luziferase-Untereinheiten,
luxAB fusioniert mit einem geeigneten Promotor in das rekombinante Bakterium
transformiert werden. Wahrend das Flavinnukleotid vom Organismus stammt, wird
das Substrat exogen hinzugefigt, um die Reaktion zu starten und die

Biolumineszenz mit einem Luminometer quantifizieren zu kénnen.

FMNH, ——— > E;-FMNH, ————> E;-FMNHOOH

B-NAD \/\‘ Z 027

E R-CHO
N A
B-NADH + H* /

FMN \/) H,0 R-COOH

E,-FMNHOH ;éh [E,-FMNHOH"]
Y

Abb. 6. Vereinfachtes Schema der biochemischen Reaktion der Erzeugung von Biolumineszenz
durch das LuxAB-System (aus Blouin et al., 1996). E, ist die Luziferase aus den Untereinheiten
LuxAB, E, eine Oxidoreduktase, hv emittiertes Licht (490 nm).

Messungen der Aktivitat von bakterieller Luziferase als Reporter fur Promotor-
aktivitdten wurden in nicht-transparenten Mikrotiterplatten in einem Photometer
(‘Hamamatsu MTP reader’, Hamamatsu Photonics, Japan) durchgeflhrt. Hierzu
wurden die H. pylori-Stamme mit den [uxAB-Genfusionen in Flissigmedium
angezogen (vgl. 2.5.2) und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Wachstumskurve
Proben genommen. Fur jede Probe wurde die O.D.gpo bestimmt und die Zellen auf
eine O.D. von 0,1 eingestellt. 10 pl dieser Bakteriensuspension (ca. 3 x 10°

Bakterien) wurden mit 30 pl Reaktionspuffer in der Mikrotiterplatte vermischt und
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direkt vor der Messung 10 pl des Substrates (n-Decyl-Aldehyd, 1:20000 in
Reaktionspuffer, Sigma, Steinheim) zugegeben. Die Messung erfolgte im
Luminometer unter Lichtabschlul (MTP reader CAA software, Hamamatsu). Alle
Messungen wurden jeweils dreifach mit zwei Zellproben durchgefuhrt. Die
Photonenzahlung erfolgte in einem Zwei-Sekunden-Interervall 2, 5 und 10 min nach
Initieren der Reaktion, wobei die 10 min-Messung als stabilster Wert fir die
Auswertung verwendet wurde. Angegeben wurden die Werte in ‘relative light units’
(RLU).

Reaktionspuffer: Na-Phosphat-Puffer, pH 7,5 50 mM
2-Mercaptoethanol 50 mM
BSA 2% [wiv]

2.10 Proteinmethoden

2.10.1 Proteinbestimmungen

Proteinbestimmungen wurden nach Bradford mit dem Bio-Rad Protein Assay (Bio-
Rad Laboratories GmbH, Minchen) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die
photometrischen Messungen wurden je nach Menge der Proben mit einem
Multiscan® EX-Photometer (Thermo Labsystems, Helsinki, Finland) oder mit einem

"GeneQuant Pro’-Photometer (Amersham Pharmacia, Freiburg) durchgefihrt.
2.10.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Laemmli, 1970)

Analytische SDS-PAGE wurde zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht i. d. R. in Mini-Gelkammern von Bio-Rad mit Gelen der GroRe 100
x 50 x 1 mm durchgefuhrt. Zur Herstellung der SDS-PAA-Gele wurde zunachst das
Trenngel (7-12%) bis ca. 0,5-1 cm unter den spateren Rand der Taschen gegossen
und mit ddH,O Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren und Entfernen des
ddH20 wurde das Sammelgel (5%) gegossen und der Kamm eingesteckt. War das
Gel vollstandig polymerisiert, wurde das Gel in die Laufkammer eingespannt und der

Kamm entfernt.

Die Proben wurden wahrenddessen in 5 x Probenpuffer aufgenommen, denaturiert
(3 min, 100°C) und auf Eis abgekuhlt. Nach dem Auftragen der Proben erfolgte der
Lauf bei 80-110 V. Nach der Elektrophorese wurde das Trenngel entweder fur eine
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Western Blot-Hybridisierung eingesetzt (vgl. 2.10.3), oder mit “Simply Blue™
SafeStain® (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben gefarbt und nach

Inkubation in "Packing Solution™ in Cellophan getrocknet.

Zusammensetzung von Trenngelen unterschiedlicher Konzentrationen, Endvol. 10 ml

(reicht flr zwei Minigele); Mengenangaben in ml:

7% 10% | 12%
30% Acrylamid-Mix (Roth) 2,3 3,3 4
4 x Trennpuffer 2,5 2,5 2,5
ddH,0 5,2 4,2 3,5
10% [w/v] Ammonium Persulfat (APS) 0,08 0,08 | 0,08
TEMED 0,02 0,02 | 0,02
Zusammensetzung des Sammelgels:
5%
30% Acrylamid-Mix (Roth) 0,85
4 x Sammelpuffer 1,25
ddH,0 29
10% [w/v] APS 0,08
TEMED 0,02
4 x Trennpuffer: Tris 1829 (1,5 M)
SDS 4 g (0,4% [w/v])
H2Ogest. ad 1000 ml; pH 8,8
4 x Sammelpuffer: Tris 60 g (0,5 M)
SDS 4 g (0,4% [w/v])
H2Ogest. ad 1000 ml; pH 6,8
10 x Laufpuffer: Tris 30 g (0,25 M)
Glycin 141 g (1,88 M)
SDS 10 g (1% [w/v])
H2Ogest. ad 1000 ml; pH 8,6
5 x Probenpuffer:  Tris-HCI pH 6,8 50 mM
SDS 2% [wiv]
2-Mercaptoethanol 5% [vIV]
Bromphenolblau 0,005 % [w/v]
Glycerol 10 % [v/Vv]
Packing Solution:  EtOH 50%
Glycerol 3%

2.10.3 Immunoblot-Hybridisierung (Western Blot)

Ubertragung von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran. Zum Transfer von
Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein halbtrockenes Verfahren

angewendet (‘'semi dry blot’). Hierzu wurden in einer graphitbeschichteten Kammer
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(Keutz) auf die Anodenplatte 2 Bdgen Filterpapier und eine Nitrozellulosemembran
(auf GelgroRe zugeschnitten; Schleicher & Schuell) in Towbin-Puffer getrankt
Ubereinander gelegt. Darauf wurde das SDS-PAGE-Gel (vgl. 2.10.2) luftblasenfrei
gelegt und mit drei Lagen mit Towbin-Puffer getranktem Filterpapier Uberdeckt. Der
Transfer erfolgte durch Anlegen eines Stromes von 1 mA/cm? (140 mA fiir zwei
Minigele). Der erfolgreiche Transfer wurde durch proteinspezifische Anfarbung der

Membran mit PonceauS-LOsung bestatigt.

Towbin-Puffer: Tris 1,52 g (25 mM)
Glycin 7,2 g (192 mM)
H20Ogest. ad 400 ml
Methanol +100 ml
Lagerung bei 4°C

Immunodetektion. Fir die Immunodetektion spezifischer Proteine wurden zunachst
folgende Schritte durchgefuhrt:

e Waschen der Membran mit TBST, 10 min RT
e Abblocken unspezifischer Bindungsstellen durch Inkubation in 5% Skim Milk
(SM) in TBST, 45 min RT

¢ Inkubation mit dem primaren AK in 5% SM in TBST, U. N. 4°C oder 2-3 h RT

e Waschen in TBST, 3x 15 min RT
Die Detektion wurde entweder mit einer Farbreaktion durchgefuhrt, wozu ein mit
Alkalischer Phosphatase (AP) gekoppelter sekundarer Antikdrper verwendet wurde,
oder mittels einer Chemilumineszenzreaktion mit dem “Chemiluminescent detection
kit' (Pierce, IL, USA) unter Verwendung eines mit Peroxidase (POX) gekoppelten

Zweitantikorpers.

Alkalische Phosphatase Reaktion:

Inkubation mit dem sekundaren AK (1:5000) in 5% SM in TBST, 1-2 h RT
Waschen in TBST, 3x 15 min RT

Inkubation mit AP-Substrat, 5-10 min RT

Abstoppen der Reaktion mit ddH,O

Chemilumineszenz Detektion:

Inkubation mit dem sekundaren AK (1:100000) in 5% SM in TBST, 1 h RT
Waschen in TBST, 3x 15 min RT

Inkubation mit Chemilumineszenz-Substrat (1:1, Pierce), 5 min RT
Exposition des Blots auf einem Rontgenfilm, 20 sec und 5 min

-54 -



Material & Methoden

Nach Entfernen der Antikdrper mit dem ‘Restore™ Western Blot Stripping Buffer’

(Pierce) konnte der Blot bis zu einer erneuten Hybridisierung bei -20°C gelagert

werden.

TBST: Tris-HCI 50 mM
NaCl 0,2M
Tween 20 0,1%
pH 8,2

AP-Substrat: 4-Chloro-1-Naphtol in 5 ml Methanol 15 mg
TBS 25 ml
H20> 10 pl

frisch ansetzen

2.10.4 Uberexpression und Aufreinigung von Proteinen

Die rekombinante Expression von H. pylori-Proteinen in E. coli und die Aufreinigung
iiber eine Chitinmatrix wurde mit dem IMPACT™ Protein Purification System (New
England Biolabs GmbH, Frankfurt, Main) laut Herstellerangaben durchgefihrt. Der
Aufschluss der Bakterien erfolgte unter folgenden Bedingungen: Aufnahme der
Bakterien in 100 mM Tris-HCI pH 6,8, Ultraschall 5 x 30 sec, Stufe 2/ ca. 40 Watt.
Um das Uberexprimierte Protein nach der Aufreinigung Uber die Chitinmatrix in einen
geeigneten Puffer flr die Kaninchenimmunisierung zu tberfihren, wurde es mit Hilfe
von Proteinkonzentrationssaulen mit 30 kDa oder 10 kDa AusschluRvolumen (PALL
FILTRON, Microseps) mehrfach mit 100 mM Tris-HCI pH 6,8 umgepuffert und

abschlie3end in 1 ml des Puffers aufgenommen.
2.10.5 Herstellung polyklonaler Kaninchenantiseren

Polyklonale Kaninchenantiseren wurden ausgehend von uberexprimierten und
aufgereinigtem Protein durch die Firma Eurogentec (Eurogentec Biologics
Department, Seraing, Belgien) hergestellt. Vor der Immunisierung wurden die
Praimmunseren von funf Kaninchen mittels Western Blot (vgl. 2.10.3) auf
Kreuzreaktionen mit H. pylori-Proteinen getestet. Die zwei Kaninchen, welche die

geringsten Kreuzreaktionen aufwiesen, wurden fur die Immunisierung ausgewahlt.
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2.10.6 Praparation membranstandiger extrazellularer Proteine von

Helicobacter pylori (Flagellenpraparation)

Fir das mechanische Abscheren von extrazellularen membranstandigen
hochmolekularen Strukturen (u. a. Flagellen) wurden abgeerntete Bakterien ('/»
Blutagarplatte, ca. 2-3 Tage gewachsen) in 1 ml 0,9%iger NaCl aufgenommen und
auf Eis etwa 20mal durch eine kleine Kaniile (26°/s gauge) gezogen. Nach 10-
mindtiger Zentrifugation bei 5000 x g und 4°C wurde der Uberstand abgenommen
und das Bakteriensediment zur Herstellung von Gesamtzelllysaten in 1 ml 0,9%igen
NaCl resuspendiert. Der Uberstand mit dem abgescherten Material wurde 30 min bei
22000 x g und 4°C zentrifugiert und das Sediment in 10 pl 0,9%iger NaCl

aufgenommen.
2.11 Elektronenmikroskopie

Fur alle Versuche wurden Mikroskope in der Abteilung fur Elektronenmikroskopie von

Prof. Dr. G. Krohne, Biozentrum Wurzburg, verwendet.

Praparate fir Transmissionselektronen-Mikroskopie (TEM). Zellen auf der
Oberflache von Formvar-beschichteten und kohlenstoff bedampften Gold- bzw.
Kupfernetzchen ("Grids’) wurden mit einem Tropfen 1%iger Phosphorwolframsaure
(pH 7.0) 1 min lang negativ kontrastiert. Die Flussigkeit wurde mit Filterpapier an der

Unterseite des Grids abgesaugt und das Praparat bei RT getrocknet.

212 Arbeiten mit DNA-Microarrays

Alle Arbeiten mit DNA-Microarrays wurden moglichst staubfrei und mit
Einweghandschuhen durchgefuhrt. Alle Puffer und Losungen wurden mit ddH,O
hergestellt. Nach Applikation der Fluoreszenzproben wurden die Inkubationsgefalie

mit Aluminiumfolie vor Lichteinstrahlung geschutzt.
2121 Helicobacter pylori-PCR-Produkt-DNA-Microarray

Die Herstellung der PCR-Produkt basierten DNA-Microarrays erfolgte ausgehend von
1655 H. pylori-spezifischen PCR-Produkten, die am Max-Planck-Institut flr

Infektionsbiologie in Berlin (MPIIB) entwickelt und initial synthetisiert wurden. Im
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Anschluss wurden diese PCR-Produkte unserer Arbeitsgruppe flr die

Reamplifikation zur Verfligung gestellt.

Zugrunde gelegt fur die Entwicklung der PCR-Produkte am MPIIB wurde die
komplette Genomsequenz des Stammes H. pylori 26695, sowie die Sequenzen der
als stammspezifisch beschriebenen Gene aus H. pylori J99 (Tomb et al., 1997; Alm
et al., 1999). Das bioinformatische Primerdesign erfolgte mithilfe der Software
‘PrimeArray’, die speziell fur die Berechnung von geeigneten Primerpaaren fur die
genomweite Amplifikation von PCR-Produkten fur DNA-Microarrays entwickelt
worden war (Raddatz et al., 2001). Die Parameter wurden dabei so gewahlt, dass
nach Mdglichkeit die gesamte kodierende Sequenz des jeweiligen Gens durch die
PCR mit den neu entwickelten Primerpaaren amplifiziert wurde. An das 5-Ende
beiden genspezifischen Primer eines Primerpaares wurde jeweils eine
Universalsequenz angefugt (5-TTGCTCTTCCATG-3’ bzw. 5-TTGCTCTTCGTTA-
3’). Dadurch wurden alle genspezifischen PCR-Produkte in einer ersten spezifischen
PCR-Amplifikation beidseitig mit universellen flankierenden Sequenzen versehen.
Durch die Verwendung von Universalprimern, spezifisch fur die flankierenden
Sequenzen, konnten in den nachfolgenden PCR-Durchgangen alle genspezifischen
PCR-Produkte unter standardisierten Bedingungen mit nur einem Primerpaar
amplifiziert werden. Die Universalprimer HPadap1 und HPadap2 verflgten zusatzlich
Uber 5’-Aminogruppen, die der spateren kovalenten Bindung der PCR-Produkte an

die beschichteten Glasoberflachen der Microarrays dienten.

Amplifikation der PCR-Produkte. Um eine ausreichende Menge DNA zur Herstellung
der Microarrays zu gewinnen, wurden ausgehend von den genspezifischen PCR-
Produkten mit universellen flankierenden Sequenzen jeweils mehrere
Reamplifikationen mit den Universalprimern HPadap1 und HPadap2 durchgeflhrt.
Um Pipettierungenauigkeiten und Kontaminationen zu vermeiden, wurden die
Reamplifikationen in  96well-Mikrotiterplatten mit individuell verschlieRbaren
Reaktionsgefallen durchgefuhrt und ein Pipettierautomat mit Thermocycler
verwendet (RoboAmp 4200, MWG Biotech AG, Ebersberg; vgl. Abb. 7). Nach jeder
Amplifikationsrunde wurden samtliche PCR Produkte einer Agarose-Gel-
Elektrophorese unterzogen, die der Qualitats- und Quantitatskontrolle diente. In der
Regel wurden zwei Reaktionen von 100 pl vereinigt und auf 35 pl reduziert. Nach
Zugabe von 35 pl zweifach konzentrierten Puffer (QMT Spotting Solution 2, Quantifoil
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GmbH, Jena) sollten sie eine Konzentration von mindestens 100 ng/ul DNA

aufweisen und wurden in 96well-Mikrotiterplatten bei -20°C gelagert.

Abb. 7. Pipettieroboter und Microarray-Spotter. Links dargestellt ist ein Ausschnitt des fur die
Reamplifikationen verwendeten Pipettierautomaten "RoboAmp 4200P° (MWG Biotech AG). Zu
erkennen sind u. a. der automatische Deckel6ffner (hinten links), die gekilhlte Position flr
Reaktionsgefale (links), die vier Pipettier-positionen, eine kiihlbar (Mitte, z. T. mit Mikrotiterplatten
besetzt) und der 96-well Thermocycler (hinten rechts, z. T. verdeckt).

Auf der rechten Seite der zum Aufbringen der PCR-Produkte verwendete "GMS 417 Arrayer
(Affymetrix). Hinten rechts der 4-Nadel-Kopf fir die Applikation der gelésten PCR-Produkte. Vorne drei
Stellplatze fir Mikrotiterplatten und dahinter die Positionen flir 42 Glasobjekttrager.

Standard-PCR-Programm fir die Reamplifikation:
5min 95°C

25sec 95°C
25sec 50°C } 35 Zyklen
3min 72°C
10 min 72°C

Aufbringen der PCR-Produkte auf beschichtete Objekttrager ('Slides Spotten’)

Die PCR-Produkte standen nun zur Verfugung, um auf eine geeignete
Glasoberflache aufgebracht und gebunden zu werden. Hierzu wurden staubfreie mit
Epoxy-Gruppen versehende Glasobjektrager ('Slides’) verwendet (QMT Epoxy
Coated Slides, Quantifoil, Jena). Das Aufbringen erfolgte mechanisch mit einem 4-
Nadel Microarray Spotter (GMS 417, Affymetrix) bei ca. 22°C und 65%
Luftfeuchtigkeit. Hierbei wurden DNA-Bereiche (Spots) von ca. 150 -200 uM
Durchmesser in einem Abstand von ca. 400 uM auf der Glasoberflache generiert.
Alle PCR Produkte wurden doppelt und in mdglichst groRen raumlichen Abstand
zueinander auf dem Microarray platziert. Die fertigen Slides wurden mit einer

Gravurnadel nummeriert und zur kovalenten Bindung der DNA flr eine Stunde bei
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60°C inkubiert. AnschlielRend wurden die Microarrays bis zur Hybridisierung (vgl.

2.12.4) trocken, staubfrei und lichtgeschutzt gelagert.

Qualitatskontrolle. Zur Beurteilung von Quantitat und Form der aufgebrachten DNA
auf den Microarrays konnte ein unspezifisches Anfarben von Nukleinsauren mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYTO-61 (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) durchgeflihrt
werden. Die Inkubation der Microarrays wurde in Glasgefalen mit Objekttrager-
halterung durchgefuhrt, die auch fur die Microarray-Hybridisierung (vgl.2.12.4)
verwendet wurden. Das Puffervolumen betrug jeweils 200-250 ml, die Schritte

wurden nach Mdglichkeit auf einem Schuttler durchgefuhrt.

Vorbehandlung:
ddH-0, 0,1% SDS 2 X5 min, RT

ddH,0O 1 min, RT
ddH,0 3 min, 95°C
ddH,0O 1 min, RT
Farben & Waschen:
Farbeldsung 5 min, RT in 50 ml Falconréhrchen, Alufolie
Waschlosung 2 x3 min, RT
ddH,0 3 x1 min, RT

Trocknen durch Zentrifugation (1600 Upm, 4min, RT)
Einlesen in Fluoreszenzscanner im Cy5-Kanal

Farbel6sung: ddH->O 44.5 ml
100 x TE-Puffer 0,5 ml
95% [v/v] EtOH 5,0 ml

SYTO-65 (5mM in DMSO) 10,0

Lagerung dunkel, RT bis zu 2 Monate
2-5 Tage vor Gebrauch herstellen

Waschldsung: ddH-O 100 ml
Tween 20 100 pl

2.12.2 H. pylori-Oligonukleotid-DNA-Microarray

Alternativ zu den selbst gefertigten PCR-Produkt Microarrays wurden auch industriell
hergestellte H. pylori Microarrays verwendet (MWG H. pylori Array, MWG Biotech
AG, Ebersberg; http://www.mwg-biotech.de/html/d_arrays/d_catalog_heli_pylori.
shtml). Diese basieren auf 1877 spezifischen Oligonukleotiden mit einer Lange von je
50 Nukleotiden, auf Epoxy-beschichtete Glasoberflachen kovalent gebunden

vorliegen. Nach Herstellerangaben wurden alle Oligonukleotide in silico auf
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Selbstkomplementaritat getestet und sind in nicht mehr als 15 Nukleotiden homolog

zu anderen Genen.
2.12.3 Markierung von cDNA mit Fluoreszenzfarbstoffen

Um eine kompetitive Microarray-Hybridisierung zum Vergleich von zwei Gesamt-
RNA-Praparationen aus Wildtyp und isogener Mutante durchzufihren, wurde die
RNA in einer reversen Transkription in cDNA umgeschrieben. Dabei erfolgte fir jede
Probe der direkte Einbau eines an dCTP gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes (Cy5-
dCTP oder Cy3-dCTP, Amersham Pharmacia, Freiburg). Als Ausgangsmaterial
dienten 15-50 ug Gesamt-RNA (vgl. 2.8.2.2). Die Markierung erfolgte nach dem
folgenden Protokoll (MWG Biotech AG, modifiziert), nach Zugabe der

Fluoreszenzfarbstoffe wurde moglichst lichtgeschutzt gearbeitet.

cDNA Synthese und Fluoreszenz-Markierung:

Vereinigen von: 17,5 ul RNA (15-50 pg)
2,5 yl Random-Primer-Mix (3 pg/pul, Invitrogen)

10 min, 65°C (Denaturieren)
10 min, RT  (Primer-Anlagerung)

Hinzufligen von: 8 ul 5x SuperScript buffer (Invitrogen)
4 ul0,AMDTT
4 ul dNTPs (5mM dA, dT, dGTP; 2mM dCTP)
2 ul Cy5- or Cy3-dCTP (0.5mM, Amersham Pharmacia)
1 yl RNaseOut (RNase Inhibitor, Invitrogen)
1 I Superscript Il (200 U, Invitrogen)

2 h, 42°C (cDNA Synthese)

alkalische Lyse: 10 pl 1M NaOH; 10 min 65°C
10 pl 1N HCI (Neutralisation)

¢ Aufreinigung mit dem Qiagen PCR Purification Kit (Qiagen)
e Elution in je 70 yl ddH,0, Vereinigen der Proben und Eindampfen
e Lagerung dunkel und bei -20°C bis zur Hybridisierung

Die erfolgreiche Markierung der cDNA wurde anhand einer intensiven Farbung der
Proben nach der Aufreinigung der Markierungsreaktionen beurteilt. Die Farbung
beruht auf den inkorporierten Cy3- (rosa Farbung) oder Cy5-dCTPs (blaue Farbung).
Zusatzlich wurden exemplarisch je 1 pl des Eluats elektrophoretisch aufgetrennt und
mit einem Typhoon® 9200-Imager (Amersham Pharmacia, Freiburg) in den
Wellenlangen der Fluoreszenzfarbstoffe eingelesen und die Markierungseffizienz

anhand des Bandenmusters der hervorstechenden Transkripte bewertet.
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2.12.4 Vorbehandlung und Hybridisierung von DNA-Microarrays

Vor der Hybridisierung wurden die Microarrays in verschiedenen Waschschritten
gereinigt und unspezifische Bindungsstellen abgeblockt. Bei den H. pylori-PCR-
Produkt-DNA-Microarrays wurde zusatzlich die doppelstrangige DNA denaturiert.
Das initiale Waschen und Blockieren erfolgte fur die zwei Microarraytypen jeweils
nach Herstellerangaben (Quantifoil, MWG Biotech AG). Die Slides wurden in 50 ml-
Rohrchen mit einer Tischtentrifuge (Sigma 3K20, Sigma, Steinheim) bei maximal
1800 Upm fur 4 min bei RT getrocknet. Vor der Hybridisierung wurden die
fluoreszenzmarkierten Proben (vgl. 2.12.3) in 30 pl (PCR-Produkt) bzw. 16 ul
(Oligonukleotid Slides) Hybridisierungspuffer resuspendiert, fir 3 min bei 94°C
denaturiert und kurz auf Eis gestellt. Die Applikation auf den Microarray erfolgte
luftblasenfrei auf die DNA-Sonden, der Bereich wurde mit einem staubfreien
Objekttrager abgedeckt und der Microarray in einer Hybridisierungskammer (Corning,
USA) far mindestens 16 h einer feuchten Hybridisierung unterzogen. Die
Hybridisierungstemperatur wurde hierbei fur die PCR-Produkt-Microarrays etwas
hoher gewahlt (50°C) als fur die Oligonukleotid-Microarrays (42°C). Die
abschlieBenden Waschschritte wurden nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt, wobei
bei den PCR-Produkt-Microarrays zur Erhdéhung der Stringenz zusatzlich zwei
Waschschritte mit 0,1 x SSC fur 5 min durchgefuhrt wurden. Nach dem Trocknen

konnten die Microarrays weiter ausgewertet werden.

Hybridisierungspuffer (MWG Biotech AG): Formamid 50%
SSC 6 X
SDS 0,5%

NaPhosphat, pH8 50 mM
Denhardts Reagenz 5 x

2.12.5 Einscannen und Bioinformatische Analyse der Microarray-Daten

Die hybridisierten und gewaschenen Microarrays wurden mit einem konfokalen
Epifluoreszenz-Laserscanner (Affymetrix 418 Array Scanner, Affymetrix, CA, USA)
eingelesen. Dieser hat eine Auflosung von 10 ym und verflugt Uber einen 532nm-
(Cy3) und einen 635nm- (Cy5) Laser. Um sowohl schwache als auch starke

Hybridisierungssignale zu detektieren, wurden beide Kanédle bei sechs
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unterschiedlichen Laserintensitaten eingescannt, wobei 12 verschiedene 16 Bit TIFF

Dateien generiert wurden.

Die primdre Analyse der Bilder erfolgte mit dem Programm ImaGene™ 5.5
(BioDiscovery, USA) unter Verwendung der folgenden Parameter. Segmentation
Method Fixed Circle; Signal Low 0,65; Signal High 0,95; Background Low 0,05;
Background High 0,95; Background Buffer 3,0; Background Width 3,0; Empty Spots
Threshold 3,0. Die so erzeugten Rohdatensatze mit Signal- und Hintergrund-
intensitaten fur die einzelnen Gene wurden direkt in das Programm MAVI 2.3 (MWG
Biotech AG, Ebersberg) eingespeist. Hier erfolgte die Normalisierung der Daten
mittels einer Lowess-Normalisierung fur kompetitive Hybridisierungen (Yang et al.,
2002) unter Berucksichtigung der Sattigung fur jeden einzelnen DNA-Bereich ("Spot’)
in den sechs verschiedenen Laserintensitaten. Die hierbei erzeugten Quotienten der
Signalintensitaten (‘Ratios’) und absoluten Signalintensitaten von DNA und
Hintergrund wurden in MS Excel 2000 weiter analysiert. Clusteranalysen von Satzen
zusammenhangender Experimente wurden mit dem Programm Expressionist™

(Genedata, Schweiz) nach Angaben der Programmentwickler durchgefuhrt.

-62 -






Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur in vitro-Transkription der H. pylori-

Flagellingene

Das Filament von H. pylori ist aus den beiden Flagellinuntereinheiten FlaA und FlaB
aufgebaut, die in einem stochiometrischen Verhaltnis von ca. 10 zu 1 auftreten
(Kostrzynska et al., 1991; Suerbaum et al., 1993; Josenhans et al., 1995b). Daher
wird FlaA oft als das Haupt- und FlaB als das Nebenflagellin bezeichnet, FlaB ist
haufig im proximalen und FlaA im distalen Anteil des Filaments lokalisiert
(Kostrzynska et al, 1991). Die Gene der beiden Flagelline liegen auf
unterschiedlichen Loci auf dem Chromosom und stehen unter der Kontrolle der zwei
unterschiedlichen alternativen Sigmafaktoren 0% und ¢®* (Leying et al., 1992;
Suerbaum et al., 1993). Eine Mutation in dem flaB-Gen zeigt in Helicobacter-Spezies
keinen erkennbar veranderten Flagellenphanotyp, wahrend eine Mutation in flaA zur
Ausbildung von Stummelflagellen fuhrt, die nur FlaB enthalten (Suerbaum et al.,
1993; Josenhans et al., 1995a; Josenhans et al., 1999). In vitro ist die Beweglichkeit
der flaB-Mutanten leicht und die der flaA-Mutanten deutlich eingeschrankt, wahrend
in vivo in einem gnotobiotischen Ferkelmodell flr H. pylori und in einem Helicobacter
mustelae-Frettchen Modell gezeigt wurde, dass beide Flagelline fur die Kolonisation
notwendig sind (Eaton et al., 1996; Andrutis et al., 1997). Die Zugehorigkeit zu
unterschiedlichen transkriptionellen Regulons und die stark voneinander ab-
weichenden Aminosauresequenzen der beiden Flagellinuntereinheiten (Suerbaum et
al., 1993), haben zur Hypothese gefuhrt, flaA und flaB konnten in Abhangigkeit
aulerer Faktoren, z. B. der Viskositat des Mediums, unterschiedlich exprimiert
werden und durch unterschiedliche Zusammensetzung die physiko-chemischen
Eigenschaften des Filaments, wie Flexibilitat und Steifheit verandern (Josenhans et
al., 1995b). AuRerdem deutet die unterschiedliche Lokalisation von FlaB (proximal)
und FlaA (distal) im Filament (Kostrzynska et al., 1991) auch auf eine temporal
unterschiedliche Expression der beiden Flagellingene hin. In dieser Arbeit sollte der
Einflud der Wachstumsphase auf die Expression der Flagellingene naher untersucht
werden. Dies wurde zum einen direkt durchgefuhrt, durch Bestimmung der
Transkriptmengen wahrend des Wachstums in statischer Kultur mittels Northern Blot

und RT PCR-Analysen. Des Weiteren wurde ein flr H. pylori bis dahin noch nicht
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verwendetes Reportergensystem, basierend auf dem Luziferin-Luziferase-System

von Vibrio harveyi eingesetzt (vgl. 2.9).

Zur Untersuchung der Genregulation in H. pylori wurden bislang bereits verschiedene
Reportersysteme genutzt, bei denen die promotorlose kodierende Sequenz flr ein
Protein, welches einfach zu detektieren ist, hinter den analysierten Promotor
fusioniert wird. Hierzu gehoéren xylE (Karita et al., 1996), cat, gfp (Josenhans et al.,
1998; Niehus et al., 2002) und /acZ (de Vries et al., 2001). Ein grof3er Vorteil des hier
verwendeten [uxAB-Systems ist die hohere Sensitivitat im Vergleich zu anderen
Reportersystemen, weiterhin ist kein Zellaufschlufd nétig, so dass die Messung ohne
Zeitverzdgerung nach der Probenahme maoglich ist (Meighen, 1991; Forsberg et al.,
1994). Desweiteren ist die Stabilitat der Luziferase bei 37°C in anderen Organismen
relativ gering (Escher et al., 1989), wodurch die Gefahr der Akkumulation
heruntergesetzt wird, und auch negative Regulationsereignisse verfolgt werden

kénnen.
3.1.1 Konstruktion von flaA-lux- und flaB-lux-Reportergenmutanten

Die flaA-luxAB- und flaB-luxAB-Mutanten wurden ausgehend von im Labor
vorhandenen gfp-Reportergenfusionen hergestellt (Josenhans et al., 1998; Niehus et
al., 2002). Hierzu wurde mit den Plasmiden pSUS81 (flaA-gfp) und pSUS128 (flaB-
gfp) eine inverse PCR mit den Primerpaaren HpFlaA Notl1 und gfp_Notl2 bzw.
HpFlaB_Notl1 und gfp_Notl2 durchgefuhrt, wodurch PCR-Fragmente der GroRen 5,7
kB und 5,6 kB mit terminalen Notl-Schnittstellen synthetisiert wurden. Nach der
Elution der Banden aus einem Agarosegel und Restriktion mit Not/ wurden sie jeweils
mit dem ebenfalls Notl-verdauten 3,2 kB Vibrio harveyi-luxAB-Fragment aus dem
Plasmid MiniTnSa (de Lorenzo et al., 1990; Heuner et al, 1999) in einem
Ligationsansatz fusioniert. Die entstandenen Plasmide pSUS1601 und pSUS1609
(siehe Abb. 8A) sowie pSUS1607 und pSUS1610, bei denen die luxAB-Kassette
jeweils gegen die Promotorausrichtung orientiert sind, wurden durch Restriktionen
mit den Restriktionsendonukleasen Hpal, Hindlll, EcoRI, Hpal+Xbal Uberpruft und
kartiert. AnschlieRend wurden die Plasmide fur funktionelle Untersuchungen in den
Stamm H. pylori N6 transformiert und die /Jux-Fusionen durch homologe
Rekombination in die Gene flaA und flaB im Chromosom inseriert. Die Uberpriifung

der erfolgreichen Rekombination erfolgte basierend auf Praparationen
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chromosomaler DNA der isogenen Mutanten (BAC5, BAC16; siehe Abb. 8B). Durch
Sequenzierung der PCR-Produkte mit den Oligonukleotiden HPflaA5, 9 und 10
(BACS5, HpNG6 flaA-lux) und HPflaB7 und VHIuxA1 (BAC16, HpNG6 flaB-lux), wurde die
Integritdt der beiden Promotorsequenzen und die korrekte Insertion der
rekombinanten DNA-Bereiche im Genom bestatigt. Wie auch die H. pylori-Mutanten
mit den cat- und gfp-Reportergenfusionen, wiesen auch die Flagellin-Luziferase-
Reportergenmutanten erwartungsgemal® einen Phanotyp mit scheinbar un-
veranderter Flagellenmorphologie (flaB-lux) oder mit Stummelflagellen (flaA-lux) auf.
Abgesehen vom Flagellenphanotyp wiesen beide Mutanten dieselbe Morphologie
wie der Wildtyp auf und zeigten keine erkennbaren Veranderungen der Zellform

durch die Luziferase-Expression.

A
pSUS 1601 (8,9 kb)
Bp 2700 | 450 |350 1300 400 1500 100 1300 800
pUC18 —pflaA IuxAB aphA (kmF)_| flaA
EcoRI" EcoRl Notl EcoRI  Hpal BamHI  Hindlll  Hindlll  Hindll
Sacl Hindlll EcoRl BamH Xbal
Kpnl Notl EcoRI
Smal
pSUS 1609 (8,8 kb)
Bp 2700| 500 1300 400 1500 1300 100 1000
puUC18—|pflaB [uxAB _aphA(knM))| _ flaB_)—
BamHI % Not| EcoRl  Hpal BamHi Hindlll  BamHI  Hindlll
_ Hindlll EcoRlI EcoRl Xbal
Hindlll Notl
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Abb. 8. A) Schematische Darstellung der Plasmide mit den flaA-luxAB- und flaB-luxAB-
Reportergenkonstrukten. Die Fragmentlangen sind oberhalb in Basenpaaren angegeben, die
Genorientierung ist durch die Pfeilrichtung angezeigt.

B) PCR Uberpiifung der homologen Rekombination mit genomischer DNA aus BAC5 (flaA-lux) und
BAC16 (flaB-lux).

Spur M: DNA-GréRenstandard (1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen)

Spur 1: BACS (flaA-lux) Primer: HPflaA-3+4
Spur 2: HpN6 Wildtyp Primer: HPflaA-3+4
Spur 3: BACS5 (flaA-lux) Primer: HPflaA-4 + VHIuxB2
Spur 4: BACS (flaA-lux) Primer: HPflaA-3 + VHIuxA1

Spur 5: BAC16 (flaB-lux) Primer: HPflaB-7 + VHIuxA1

Spur 6: BAC16 (flaB-lux) Primer: HPflaB-10 + VHIuxB2
Spur 7: BAC16 (flaB-lux) Primer: HPflaB-10 + HPflaB-7
Spur 8: HpN6 Wildtyp Primer: HPflaB-10 + HPflaB-7

In einem Vorversuch wurde die Funktionalitdt der rekombinanten V. harveyi-
Luziferase in H. pylori anhand einer Ubernachtkultur der hergestellten Mutanten und
des Wildtyps auf einer Blutagarplatte getestet. Hierzu wurde die Platte mit den
Bakterienausstrichen mit Substratverdinnung bespriuht und anschlieend in dem
Luminometer dem Photonendetektor exponiert (siehe Abb. 9). Die flaA-lux-
Reportermutante zeigte eine deutlich starkere Lumineszenz als die flaB-lux-Mutante,
wahrend fir den Wildtyp und die beiden Mutanten mit der /uxAB-Kassette in
gegenlaufiger Orientierung (ohne Abbildung) keinerlei Lichtemission zu detektieren

war.

Abb. 9. Biolumineszenzbestimmung von H. pylori-Kulturen auf
einer Blutagarplatte. Die Platte wurde nach Inkubation bei 37°C und
Wachstum Uber Nacht mit Substrat (n-Decyl-Aldehyd, 1:20000 in
Reaktionspuffer) bestaubt. Exposition im Luminometer (Hamamatsu
MTP reader) fir 2 min bei hdchster Sensitivitat.

A) BAC16 (HpN6 flaB-luxAB)
B) BAC5 (HpN6 flaA-luxAB)

3.1.2 Messung der Promotoraktivitaten von flaA und flaB wahrend des

Wachstums in nahrstofflimitierter Kultur

Die Messung der Aktivitat der rekombinanten Luziferase unter der Kontrolle der
Flagellinpromotoren in H. pylori erfolgte nach Anzucht der isogenen Mutanten in
flissiger, nahrstofflimitierter Kultur. Bei jedem Probenahmezeitpunkt wurde die
0O.D.600 gemessen und die relative Photonenemission im Luminometer bestimmt. Fur
beide Reportergenmutanten wurden unabhangige Wachstumskurven an flunf

verschiedenen Tagen mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefihrt. In den
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Diagrammen sind fur beide Mutanten die Werte von zwei an unterschiedlichen Tagen
durchgefuihrten Wachstumskurven zusammengefasst (siehe Abb. 10). Der Verlauf
der Luziferase-Expression ahnelt sich fur die beiden Mutanten mit einem Anstieg in
der frihen bis mittleren exponentiellen Wachstumsphase und einem deutlichen Abfall
der Lumineszenz zur spaten exponentiellen und stationaren Phase. Dabei liegt der
Zeitpunkt des RUlckgangs der Promotoraktivitdt bei flaB etwas friher in der
exponentiellen Phase als fur flaA. Bestatigt wurden durch die [ux-
Reportergenexperimente Ergebnisse friherer Arbeiten, nach denen die Expression
des o®®-kontrollierten Flagellins FlaA mehr als zehnfach héher war, als die von dem
RpoN abhangigen FlaB (Kostrzynska et al., 1991; Suerbaum et al., 1993; Josenhans
et al., 1998). Eine deutlicher Anstieg der Werte von ca. 20 zu 1 auf Uber 100 zu 1 ist
bei dem Auftrag der Verhaltnisse der Lumineszenz von BACS (flaA-lux) und BAC16

(flaB-lux) uber die fortschreitende Wachstumskurve zu erkennen (siehe Abb. 10 C).

Abb. 10. Wachstumsphasen-abhangige Expression der Luziferase unter Kontrolle des flaA- (A)
und flaB- (B) Promotors. Die Werte setzten sich aus jeweils zwei unabhangigen Wachstumskurven
und drei parallel durchgefihrten Lumineszenzbestimmungen fir jede Probe zusammen. Angegeben
sind die Zelldichte O.D.go0 (Rauten, durchgehende Linie) und die Lumineszenz (Quadrate, gestrichelte
Linie) in RLU ("Relative Light Units") fiir die jeweiligen Probenahmepunkte.

C) Verhaltnisse der Wachstumsphasen-abhangigen Expression von flaA-lux zu flaB-lux. Die Werte fir

die Verhaltnisse, bezogen auf die optische Dichte und die Zeit, sind in Tabellenform dargestellt.
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3.1.3 Bestimmung der flaA- und flaB-Transkriptmengen in Abhangigkeit der

Wachstumsphase von H. pylori

Zur Beurteilung und Uberpriifung der lux-Reportergen-Experimente wurden die

Expressionsprofile mit anderen Methoden zur Bestimmung der Genexpression

- B8 -



Ergebnisse

verglichen. Als Methoden des direkten mRNA-Nachweises wurden hier Northern
Blot-Hybridisierungen mit Digoxigenin-markierten Sonden, sowie semi-quantitative
RT-PCR mit Abschatzung der Transkriptmengen nach Agarosegelelektrophorese
durchgefuhrt. Es wurden zwei unabhangige Wachstumskurven an verschiedenen
Tagen mit anschlielfender RNA-Extraktion fir 11 bzw. 12 Zeitpunkte aus den

verschiedenen Phasen der Wachstumskurve durchgeflihrt.

In Abb. 11 dargestellt ist eine der Wachstumskurven mit Transkriptmengen-
bestimmungen fur die beiden Flagellingene und 16S rRNA zur Kontrolle der Gesamt-
RNA-Mengen. Fir flaA und 16S rRNA wurden sowohl eine Northern Blot-
Hybridisierung als auch eine RT-PCR durchgeflihrt. Die Digoxigenin-markierten
Sonden wurden durch eine Markierungs-PCR ausgehend von genomischer H. pylori
N6-DNA mit den Oligonukleotiden HP16S1 und Hp16S2 (16S rRNA) und HPflaA-3
und HPflaA-4 (flaA) hergestellt. FUr die cDNA-Synthese wurde jeweils 2 ug Gesamt-
RNA eingesetzt, flir die Northern Blots 10 ug (flaA) bzw. 2 ug (16S rRNA). Man
erkennt eine sehr gute Korrelation der relativen Transkriptmengen fir die
unterschiedlichen Zeitpunkte von flaA beim Vergleich der Northern Blot-
Hybridisierung mit der semi-quantitativen RT-PCR (siehe Abb. 11). Fur flaB konnte
trotz Auftrags von bis zu 50 pg Gesamt-RNA, dem Einsatz unterschiedlicher
Primerkombinationen fir die Sondenherstellung sowie unterschiedlicher
Gelkonzentration und Laufzeit kein spezifisches Signal fur die Northern Blot
Hybridisierung erhalten werden. Daher erfolgte hier der mRNA-Nachweis nur mit
Hilfe der RT-PCR. Der Vergleich der Verteilung der Transkriptmengen zwischen den
beiden Flagellingenen ergibt ein deutlich differenzierteres Ergebnis als die
Expressionsstudien mit den /ux-Reportergenmutanten (vgl. 3.1.2). Fur flaB zeigt sich
ein Maximum an relativer mRNA-Menge in der frihen exponentiellen
Wachstumsphase, wahrend das flaA-Transkript ein Maximum in der spaten
logarithmischen Phase im Ubergang zur stationdren Phase aufweist. Aussagen uber
die Mengenverhaltnisse der beiden Transkripte zueinander konnen basierend auf
den Abbildungen der RT-PCR-Ergebnisse nicht getroffen werden, da die die
Zyklenzahl fur die PCRs verschieden ist. Fur flaB wurde mit 25 Zyklen eine deutlich
héhere notwendige Anzahl von Amplifikationszyklen als fur flaA (16 Zyklen; vgl. Tab.
4) verwendet, um ahnlich starke Intensitaten im Agarosegel zu erhalten. Daher kann

hier auf eine erheblich geringere Menge an Transkript in der Zelle geschlossen
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werden als flur flaA. Dies stimmt mit den Ergebnissen der Reportergen-Experimente

uberein.

10
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Abb. 11. Bestimmung von relativen Transkriptmengen wahrend der Wachstumskurve in
nahrstofflimitierter Fliissigkultur von H. pylori N6. Dargestellt ist die Wachstumskurve mit den
Probenahmezeitpunkten und der entsprechenden optischen Dichte. Darunter abgebildet Northern
Blots und RT-PCRs mit RNA-Praparationen aus den Proben in der Reihenfolge entsprechend der
fortschreitenden Wachstumskurve. Das jeweils detektierte Gen und die angewandte Methode sind
rechts neben den Abbildungen angegeben. Fir die Herstellung der Dig-Sonden fiir die Northern Blots
und fur die RT-PCRs wurden die Primer HP16S1 + 2 (16S rRNA) und HPflaA-4 + 9 (flaA) und HPflaB-
n1 + n2 (flaB) verwendet.
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3.2 Herstellung eines H. pylori-PCR-Produkt DNA-Microarrays

Reportergenuntersuchungen mit unterschiedlichen Genfusionen haben sich nur
bedingt als geeignet zur Charakterisierung von transkriptioneller Regulation in H.
pylori erwiesen. Sie sind mit hohem experimentellem Aufwand verbunden und lassen
sich vor allem fur die Charakterisierung von Einzelgenen, aber nur begrenzt zur
Untersuchung globaler Regulationsnetze einsetzen. Um einen globalen Ansatz zur
Untersuchung der transkriptionellen Regulation der Gene des H. pylori-
Flagellensystems zu erhalten, und um eine Plattform flir weitere Arbeiten der
Arbeitsgruppe, wie z. B. Genomvergleiche unterschiedlicher H. pylori-Stamme zu
erstellen, sollte ein spezifischer Gesamtgenom-DNA-Microarray hergestellt werden
und das Arbeiten mit dem System etabliert werden. Hierbei wurden PCR-Produkte,
spezifisch fur die Gene der beiden vollstandig sequenzierten H. pylori-Stamme 26695
und J99 (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999), als Hybridisierungssonden auf eine
geeignete Glasoberflache aufgebracht. Die Verwendung von PCR-Produkten, die
sich nach Maoglichkeit Uber das jeweils gesamte Gen erstrecken, diente dabei auch
dem Vergleich mit dem der Arbeitsgruppe ebenfalls zur Verfugung stehenden
Microarray-System der Firma MWG Biotech AG, welches auf 50mer-
Oligonukleotiden (ein Oligonukleotid pro Gen) als Gensonden basiert. Die
Herstellung der PCR-Produkt Microarrays erfolgte in Kooperation mit dem Max-

Planck-Institut fr Infektionsbiologie in Berlin (MPIIB).
3.2.1 Herstellung der Sonden

Am MPIIB wurden 1655 H. pylori 26695- und J99-spezifische PCR-Fragmente mit
universellen Sequenzen an beiden Enden generiert (vgl. 2.12.1) und unserer
Arbeitsgruppe fur die Reamplifikationen zur VerflUgung gestellt. Diese erfolgten
automatisiert mit dem ‘RoboAmp 4200P° Pipettierautomaten (MWG Biotech AG;
siehe Abb. 7) und der dazugehorigen Software unter Anwendung einer Standard-
PCR-Reaktion mit einem universellen Primerpaar mit 5’-Aminomodifikationen (vgl.
2.12.1). Hierzu wurde im "96-well -Format zunachst mit allen Genen eine 50 ul-PCR-
Reaktion durchgeflihrt und per Agarosegel-Elektrophorese uberprift und hieraus
jeweils 1:25 und 1:500 Verdinnungen in ddH,O als Vorlage fir die folgenden
Amplifikationen hergestellt. Diese setzten sich aus je zwei 100 pl PCR-Reaktionen

zusammen und dienten dazu, eine ausreichende Menge von ca. 100 ng/ul DNA pro
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PCR-Produkt fur die Herstellung der Microarrays zu gewinnen. Hiernach wurden
erneut alle PCR-Produkte durch eine Agarosegel-Elektrophorese mit dem Ergebnis
Uberprift, dass nach der automatisierten Reamplifikation ca. 90% der 1655 PCR-
Fragmente in korrekter GroRe und ausreichender Menge vorlagen. Nicht erfolgreiche
PCR-Reaktionen liel3en sich in folgende Gruppen einteilen: Reaktionen ohne PCR-
Produkt, mit Doppel- oder Mehrfachbanden, undifferenzierten Banden (‘smear’) und
extrem schwachen Banden. Diese Ausféalle wurden nach Moglichkeit durch manuelle
Durchfihrung entsprechender PCR-Reaktionen unter modifizierten Reaktions-
bedingungen aufgefillt. Zur Optimierung der automatisierten Reaktion wurden bspw.
die Konzentration der Matrize, die Zeiten flr Anlagerung, Elongation und
Denaturierung oder die Zyklenzahl bei der PCR variiert. Auf diese Weise konnte die
Zahl der erfolgreich reamplifizierten PCR-Produkte auf 96% (1590 PCR-Produkte)
gesteigert werden (Liste der nicht vorhandenen Produkte, siehe 6.2.1). Zusatzlich
wurden von zwei 96-well-Platten mehrere Kopien angefertigt, um Vorversuche
durchflihren zu kénnen, wie bspw. eine geeignete Glasoberflache fir die Microarray-
Herstellung zu ermitteln oder die Notwendigkeit einer Aufreinigung der PCR-

Reaktionen zu testen.

Um nachzuprifen, ob Restkomponenten aus der PCR-Reaktion in den
Sondenansatzen, wie bspw. Oligonukleotide, freie Nukleotide, Salze oder Protein
sich negativ auf die Eigenschaften des Microarrays auswirken wuarden, wurde ein
Vorversuch zur Aufreinigung durchgefuhrt. Hierzu wurden zwolf zufallig ausgewahlte
PCR-Fragmente in 6 x 100 ul Reaktionen reamplifiziert, vereinigt und in drei Ansatze
aufgeteilt. Hiervon wurden zwei Ansatze mit unterschiedlichen PCR-Produkt-
Aufreinigungsmethoden gereinigt (Qiagen PCR Purification; Millipore DNA
Purifikation), und anschlieRend auf eine DNA-Konzentration entsprechend dem
unaufgereinigten Ansatz eingestellt. Die drei Ansatze wurden jeweils in zehnfacher
Kopie nach Herstellerangaben auf Microarray-Glasobjekttrager aufgebracht (CMT
GAPS slides, Corning, USA; Auftragspuffer: 3 x SSC). Ausgehend von H. pylori-
Gesamt-RNA unterschiedlicher Wachstumsphasen aus zwei verschiedenen
Wachstumskurven wurden vier unabhangige kompetitive Hybridisierungen
durchgefluihrt (ohne Abbildung). Von den zwdlf Genen wurden zwei nicht exprimiert,
bei den restlichen zehn erbrachte der Vergleich sowohl der Hybridisierungssignale

als auch der Verhaltnisse keinen signifikanten Unterschied zwischen den
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aufgereinigten und unaufgereinigten DNA-Sonden. Fur die Herstellung der
Gesamtgenom-Microarrays bestand aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche also
nicht die Notwendigkeit, die PCR-Produkte vor der Applikation auf die

Glasoberflachen aufzureinigen.

3.2.2 Aufbringen der PCR-Produkte auf Glasoberflachen

Die Universalprimer fir die Reamplifikation (siehe 3.2.1) waren so modifiziert, dass
an den entstandenen PCR-Fragmenten jeweils terminale Aminogruppen angefligt
waren, um eine bessere Bindung an eine geeignete Glasoberflache zu vermitteln. In
einem nachsten Schritt sollte nun eine Oberflache bestimmt werden, die fur die
einzelnen PCR-Sonden gleichmafRige Hybridisierungssignale bei einer maoglichst
niedrigen unspezifischen Hintergrundfluoreszenz liefert. Hierzu wurden zwei
gebrauchliche Typen von Glasoberflachen zum Vergleich ausgewahlt, eine mit
Aldehydgruppen beschichtete Oberflache (CMT GAPS, Corning, USA) und eine mit
Epoxy-Gruppen versehene (Quantifoil, Jena). Mit 96 PCR-Produkten wurden
zunachst jeweils flinf Probe-Microarrays auf beiden Oberflachen hergestellt und mit
Fluoreszenz-markierten cDNA-Sonden unter gleichen Bedingungen hybridisiert
(siehe Abb. 12). Die besten Ergebnisse wurden dabei mit den Epoxy-beschichteten
Glasobjekttragern erzielt, welche in der Folge fur die Herstellung der Gesamtgenom-
Microarrays verwendet wurden. Hierbei war vor allem die GleichmaRigkeit der Spot-
Morphologie ausschlaggebend, die evtl. durch die Verwendung der von derselben
Herstellerfirma bezogenen optimierten "Spotting Solution” bedingt war. Bei den
Aldehyd-beschichteten-Glasoberflachen traten dagegen eher unterschiedliche Spot-
Morphologien und teilweise sog. ‘Kometenschweife’ auf. Eine reprasentative
Hybridisierung ist in Abb. 12 dargestellt, man erkennt hier das Auftreten von

gleichmaligeren Signalen unter den Versuchsbedingungen mit den Epoxy-Slides.

Abb. 12. Vergleich von Microarray-Glas-
objekttragern. Zur Ermittlung einer geeigneten
Oberflache zur Microarray-Herstellung wurden
dieselben PCR-Produkte auf zwei
unterschiedlich beschichtete Slides aufgebracht
und unter vergleichbaren  Bedingungen
hybridisiert.  Abgebildet ist eine solche
Hybridisierung.

A) Superaldehyd-Slide (CMT-GAPS; Corning,
USA)
B) Epoxy-beschichteter Slide (Quantifoil, Jena)
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Das Aufbringen der Gesamtgenom-Microarrays auf die speziellen Objekttrager
erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe eines “4-Nadel-Microarray-Spotters’
('GMS 417, Affymetrix). Hierbei wurden alle PCR-Fragmente doppelt und in
moglichst groflen raumlichen Abstand zueinander auf dem Microarray platziert um
auch bei moglichen lokal begrenzten Verunreinigungen zumindest ein auswertbares

Signal nach der Hybidisierung zu erhalten.

3.2.3 Validierung und Qualitatskontrolle

Die Validierung der Hybridisierungsergebnisse der Oligonukleotid- und der PCR-
Produkt-Microarrays erfolgte zum einen durch Uberpriifung der Ergebnisse mittels
alternativer Methoden der Transkriptmengenbestimmung wie Northern Blot-
Hybridisierungen und semi-quantitativen RT-PCRs. Generell waren dabei die
Ubereinstimmungen sehr gut, insbesondere konnten fast alle Gene, die durch die
Microarray-Analysen als mehr als zweifach reguliert ermittelt wurden durch
alternative Methoden bestatigt werden (vgl. 3.3). Schwach exprimierte Gene, wie
beispielsweise Gene im fliD-Operon (vgl. 3.3.1) oder das Gen HP0906 (vgl. 3.3.2,
3.4.3), konnten mit der sensitiveren Methode der RT-PCR als signifikant
unterschiedlich in der Transkriptmenge zwischen Wildtyp und Mutante ermittelt
werden. Demgegenuber wurden sie durch die Microarray-Experimente bei den
verwendeten RNA-Mengen bis zu 50 pg als nicht-reguliert determiniert. Somit
konnten schwach exprimierte regulierte Gene unter der Detektionsgrenze der
Microarrays liegen. Eine weitere Validierung der Ergebnisse der Microarray-
Hybridisierungen erfolgte durch die Analyse von verschiedenen, funktionell in
Verbindung stehenden Regulatoren, die einen sich Uberschneidenden Satz an
Genen kontrollieren. Bei dem antagonistischen FIliA/FIgM-System gab es eine
Kontrolle der Ergebnisse dadurch, dass ein Satz an Genen gegenlaufig reguliert
wurde. Die Untersuchung dieses Systems wurde bei den ersten Experimenten mit
den Oligonukleotid-Microarrays (MWG-Biotech AG) zur Validierung dieses zuvor
noch nicht experimentell genutzten Systems zugrunde gelegt (Josenhans et al.,
2002a; vgl. 3.3.1). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde auch die Qualitat der
ersten selbst hergestellten PCR-Produkt-Microarrays anhand des FliA/FIgM-Systems
erfolgreich Uberprift. Das zweite biologische System, das mit beiden Microarray-
Typen untersucht wurde, ist das RpoN-Regulon. Hier kontrollieren die Proteine
RpoN, FIgR und HP0244 die Transkription identischer Gene durch unterschiedliche
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regulatorische Mechanismen und machen dadurch die Ergebnisse der Transkriptom-
Untersuchungen mit den PCR-Produkt-Microarrays untereinander vergleichbar und
uberprufbar (siehe 3.3.2).
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Abb. 13. Aufbau des H. pylori-PCR-Produkt-Microarrays. Links ist in roter Farbung eine
unspezifische Anfarbung der DNA mit dem Fluoreszenz-Farbstoff SYTO-61 (Molecular Probes, USA)
zu sehen. Rechts daneben eine schematische Abbildung der PCR-Produkt-Verteilung auf dem
Microarray nach dem Spotten. Die Arrays A2 und B2 sind Replikate von A und B. Die
unterschiedlichen Farben reprasentierten die 19 96-well Mikrotiterplatten in denen die Sonden
vorliegen. Aufgrund des Arbeitens mit einem 4-Nadel Spotter sind die PCR-Produkte je einer Platte in
vier Bereiche in den beiden unterschiedlichen Arrays aufgeteilt.

Um die DNA-Menge, sowie die Grole und die Form der Spots beurteilen zu kdnnen,
wurden von einigen Chargen selbst hergestellter PCR-Produkt-Microarrays einzelne
Microarrays mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYTO-61 angefarbt, der unspezifisch an
Nukleinsauren bindet (vgl. 2.12.1). In Abb. 13 ist ein Bild der Fluoreszenzsignale
nach Anfarben eines Microarrays mit dem Farbstoff mit dem schematischen Aufbau
des PCR-Produkt-Microarrays abgebildet. Die DNA-Spots sind als rote Kreise zu
Erkennen, schwarze Bereiche sind Wasserkontrollen, nicht bespottete Bereiche oder

Proben mit nicht erfolgreich amplifizierten PCR-Produkten.
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Abb. 14. Experimentelle Streuung der Signalquotienten nach kompetitiver Hybridisierung
Hyridisierung der H. pylori Oligonukleotid-Microarrays. Abgebildet ist fur jede Gensonde (1877 H.
pylori-spezifische Oligonukleotide; MWB Biotech AG) der log, des Signalquotienten und darunter die
Summe der Intensitaten der Cy3- und Cy5-Fluoreszenzsignale. A) Aufteilen einer RNA-Praparation: je
25 pg derselben RNA-Praparation von H. pylori N6 Zellen O.D.gpo ca. 1,0 wurden mit Cy3 bzw. Cy5
markiert und kompetitiv hybridisiert. B) Kompetitive Hybridisierung basierend auf RNA-Praparationen
aus H. pylori N6 Wildtyp O.D.go ca. 1,0 aus zwei unabhangigen biologischen Experimenten.

Mit den Oligonukleotid-Microarrays (MWG Biotech AG) wurden zur Uberpriifung der
experimentellen Streuung eines Einzelexperimentes verschiedene Kontroll-
experimente durchgefuhrt. Hierzu wurde zum einen eine H. pylori N6 RNA-
Praparation zweigeteilt, mit den beiden Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 markiert
und kompetitiv hybridisiert. In einem zweiten Experiment wurde RNA aus zwei
unterschiedlichen biologischen Experimenten bei derselben optischen Dichte
miteinander verglichen. Der Auftrag aller Hybridisierungssignale der 1877 H. pylori-
spezifischen Gene mit einer absoluten Signalintensitat >100 ist als log2 des
Signalquotienten und Signalintensitat der Cy3 und Cy5 Fluoreszenzwerte in Abb. 14
dargestellt. Bei beiden Experimenten lagen die Gene bei einem Konfidenzintervall
von >99,5% innerhalb der Grenzen 1 (Signalquotient = 2) und -1 (Signalquotient =
0,5), die bei der Mehrzahl der veroffentlichen Microarray-Untersuchungen als
konservativer Grenzwert fur transkriptionelle Regulation etabliert ist. Mehr als 98,5%
der Gene lagen innerhalb der Grenzen von 0,75 (Signalquotient ca. 1,7) und -0,75

(Signalquotient ca. 0,6). Die Tatsache, dass bei diesen Experimenten eine geringe
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Zahl an 4 bzw. 5 Genen aullerhalb des Grenzwertes einer mehr als zweifachen
Regulation liegt, bestatigt die Notwendigkeit von mindestens zwei bis drei
Wiederholungen der Microarray-Experimente. Dies wurde bereits in friheren
statistischen Untersuchungen als unabdingbar beschrieben (Lee et al., 2000). Des
Weiteren wurde in dieser Arbeit durch wechselseitige Kontrolle der regulierten Gene
bei Experimenten mit funktionell verwandten Regulatoren (siehe oben) die Gefahr

einer nicht korrekten Klassifizierung aufgrund methodischer Variabilitat reduziert.

3.3 Untersuchungen zum Transkriptionsprofil unterschiedlicher

Regulatoren des H. pylori-Flagellensystems

Ein Hauptziel dieser Arbeit war, die Regulation der Flagellenbiosynthese bei H. pylori
mit den Unterschieden und Gemeinsamkeiten zu anderen bekannten Systemen
naher zu charakterisieren, und eine mogliche Einbindung in globale
Regulationsnetzwerke zu untersuchen. Hierzu sollte die Technik der DNA-
Microarray-Hybridisierung genutzt werden, die die Untersuchung des Einfusses
spezifischer Veranderungen auf die Transkription sowohl bekannter Gene des
Flagellensystems als auch aller weiteren offenen Leserahmen des H. pylori Genoms
ermoglichtt. Zur experimentellen Absicherung wurden 2zwei unterschiedliche
Microarray-Systeme genutzt, wobei das industriell gefertigte Oligonukleotid-basierte
System nahezu 100% der Gene der beiden sequenzierten Stamme abdeckt (MWG
Biotech AG, Ebersberg), und die selbst hergestellten PCR-Produkt-Microarrays 96%
dieser Gene reprasentieren (vgl. 3.2). Die durch die Microarray-Experimente
ermittelten regulierten Gene wurden nach Mdglichkeit durch die alternativen
Methoden der Northern Blot-Hybridisierung und der semi-quantitativer RT-PCR,
sowie z. T. auf Proteinebene durch Western Blots Uberprtft. Die Funktion wichtiger
Regulatoren des Flagellensystems wurde dabei durch Inaktivierung der
entsprechenden Gene und Vergleich der Transkriptionsprofile mit dem Wildtyp
ermittelt. Zur Etablierung der Methode der Microarray-Hybridisierungen fur H. pylori
und zur Validierung der zum ersten Mal genutzten H. pylori Gesamtgenom-DNA-
Microarrays, wurde fur die ersten Untersuchungen das antagonistische FIiA/FIgM-
System mit einem relativ kleinen zu erwartenden Satz an regulierten Genen gewahlt.
Im weiteren Verlauf wurden sukzessive die Regulatoren von funktionell friheren

Flagellengenen charakterisiert, um die Aufklarung des Regulationsnetzwerks zu
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vervollstandigen und eine mdgliche Verbindung mit anderen Funktionen der Zelle zu
untersuchen. Um sicherzustellen, dass die ermittelten Ergebnisse keine spezifischen
Regulationsphanomene in nur einem Stamm darstellen, sondern fur verschiedene H.
pylori-Stamme gultig sind, wurden in einigen Fallen isogene Mutanten sowohl in
HpNG als auch in dem motilen Derivat des sequenzierten Typstammes 26695, Hp88-

3887 (Josenhans et al., 2000) untersucht und miteinander verglichen.
3.3.1 Untersuchungen zum FliA/FIgM-System

In den Enterobakterien kontrolliert der alternative Sigma-Faktor 6? (FliA) zusammen
mit seinem spezifischen Antagonisten, dem Anti-Sigma-Faktor FIgM, die spaten
(Klasse 3) Flagellengene (Aizawa, 1996; Macnab, 1996; Chilcott & Hughes, 2000).
Diese Genklasse setzt sich aus ca. 20 Genen zusammen, die fur die Struktur- und
Hilfsproteine des Flagellenfilaments, sowie fur Flagellenmotor- und Chemotaxis-
komponenten kodieren (Chilcott & Hughes, 2000). Fur H. pylori waren zu Beginn
dieser Arbeit das Hauptflagellingen flaA und das fliDST Operon als o?®-kontrollierte
Gene beschrieben worden (Leying et al., 1992; Haas et al., 1993; Kim et al., 1999).
Bis zu Beginn dieser Arbeit wurde aufgrund fehlender homologer Sequenzbereiche
in den beiden sequenzierten Genomen angenommen, dass ein FliA-Antagonist in H.
pylori nicht existiert (Tomb et al, 1997; Alm et al., 1999). Die funktionelle
Charakterisierung des durch verschiedene experimentelle Ansatze identifizierten H.
pylori-FIgM (Colland et al., 2001; Josenhans et al., 2002a) sollte ebenfalls durch die

hier durchgefluhrten Microarray-Analysen vervollstandigt werden.

3.3.1.1 Microarray-Untersuchungen der fliA- und flgM-Mutanten

Die isogenen H. pylori N6-Mutanten der Gene fur den alternativen Sigma-Faktor FIiA
und den neu beschriebenen Anti-Sigma-Faktor FIgM wurden von C. Josenhans
hergestellt und charakterisiert (Josenhans et al., 2002a) und in dieser Arbeit durch
die Microarray-Analysen weiter untersucht. Wahrend die fliA-Mutante einen
Bewegungs-defizienten Phanotyp mit Stummelflagellen aufwies, der sich nicht vom
Phanotyp einer flaA-Mutante unterschied, wurden in der flgM-Mutante Flagellen
ahnlich dem polar begei3elten Wildtyp beobachtet (siehe Abb. 15). Es traten in
erhohter Anzahl Bakterien mit bipolaren oder in der Mitte der Zelle lokalisierten
Flagellen auf. Das FlaA-Protein war in der fliA-Mutante nicht nachzuweisen, in der

flgM-Mutante in etwa derselben Menge wie im Wildtyp. Demgegenuber traten die
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o>*-kontrollierten Flagellenproteine FlaB und FIgE1 in beiden Mutanten in

vergleichbarer Menge zum Wildtyp auf.

Abb. 15. Phanotypische
Charakterisierung von H.

pylori fliA und figM. TEM-
Aufnahmen: A) fliA-Mutante mit

Stummelflagellen  B)  figM-
Mutante mit 2 bzw. 5 Flagellen
an beiden Polen des Bakteriums
und einem lateral angeordneten
Flagellum (weile Pfeile).
(Vergleichende Aufnahme eines
H. pylori-Wildtyps siehe
Einleitung, Abb. 1).

Balken reprasentieren 0,5um.
TEM-Aufnahmen von
C. Josenhans.

Fir beide Mutanten wurden jeweils vier unabhangige Hybridisierungen mit H. pylori-
Oligonukleotid-Microarrays (MWG Biotech) durchgefuhrt, die aufgrund der
gegenlaufigen Funktion von FIiIA und FIgM direkt miteinander verglichen werden
konnten. Die Experimente setzten sich aus je zwei biologischen Experimenten und
einem 'Dye Switch® zusammen. Das heil3t, die RNA aus dem Wildtyp und der
Mutante wurde bei den Experimenten jeweils mit beiden Fluoreszenzfarbstoffen, Cy3
und Cy5, markiert um eventuelle Hybridisierungsunterschiede aufgrund eines
unterschiedlichen Einbaus der beiden Farbstoffe durch die reverse Transkriptase zu
kompensieren. Um reproduzierbare Ergebnisse bei vergleichbaren Wachstums-
bedingungen zu erhalten, wurden fur die Gewinnung von Zellmaterial Flussigkulturen
unter gleichen Bedingungen fur Wildtyp und Mutante angezogen. Dies wurde auch
fur alle folgenden Microarray-Analysen so durchgefuhrt. Ausgehend von den
Reportergenexperimenten und den Transkriptmengen-Bestimmungen wahrend der
Wachstumsphasen (vgl. 3.1), wurde als Zeitpunkt der Probenahme die mittlere
exponentielle Phase (O.D.eopo = 1,0) gewahlt, um mogliche Einflisse auf die
Expression spater und friherer Flagellengene abzudecken. Fur die
Markierungsreaktionen und nachfolgenden Hybridisierungen wurden 50 bzw. 25 pg
Gesamt-RNA-Praparationen aus Wildtyp und Mutante verwendet.
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A HpNG6 fliA vs. HpN6 Wildtyp

B HpNG6 filgM vs. HpN6 Wildtyp

Abb. 16. Ergebnisse der Microarray Hybridisierungen mit der HpN6 fliA- und flgM-Mutante.
Aufgetragen sind ausgewahlte Signalquotienten der kompetitiven cDNA Hybridisierungen von fliA-
Mutante (A) und flgM-Mutante (B) mit dem Wildtyp. Die Ergebnisse setzen sich pro Mutante aus vier
unabhéngigen Hybridisierungen zusammen, ausgewahlte Gene sind als Saulen mit
Standardabweichungen gegen die Quotienten der normalisierten Intensitaten der Fluoreszenzsignale
(ratios’) von Mutante zu Wildtyp aufgetragen. Fur beide Mutanten sind die von den untersuchten
Regulatoren abhangigen Gene mit einem Signalquotienten >2 oder < 0,5 aufgetragen (graue Saulen).
Des Weiteren sind zum Vergleich einige ausgewahlte Kontrollgruppen aufgetragen, deren
Transkription von der Mutation nicht beeinfuBt wird. Hierzu gehdren “Housekeeping'-Gene der
Tryptophan-Biosynthese (weie Saulen), einige fiir H. pylori beschriebene s>-abhangige Gene
(schrag gestrichelt) und in Salmonella als szs—abhangig beschriebene Motor- und Chemotaxisgene
(wellenférmig gestrichelt).
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In der Abb. 16 sind ausgewahlte Ergebnisse der Microarray-Hybridisierungen mit den
HpN6 fliA- und flgM-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp dargestellt (samtliche
Ergebnisse der fliA- und flgM-Microarray-Experimente siehe 6.2.2). Zur Bestimmung
des Quotienten der Hybridisierungssignale zwischen den markierten cDNA-
Praparationen aus Mutante und Wildtyp flr die einzelnen Gensonden wurden die
Mittelwerte der normalisierten Signalintensitaten Uber den linearen Fluoreszenz-
bereich zugrunde gelegt (vgl. 2.12.5). Regulierte Gene mit einem Signalqotienten >2
oder <0,5 sind neben drei Gruppen von Kontrollgenen mit unveranderter
Transkriptmenge aufgetragen, die sich aus Genen der Tryptophan-Biosynthese, 0°*-
abhangigen Flagellengenen und einigen in Salmonella FliA-abhangigen Motor- und

Chemotaxisgenen zusammensetzen.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen friiherer Arbeiten wurde durch die
Microarray-Experimente das Hauptflagellingen flaA als o?®-abhidngig bestimmit.
Zusatzlich ist die Transkription des Gens in der flgM-Mutante signifikant erhoht,
einhergehend mit der antagonistischen Funktion von FIgM und FIliA in anderen
Organismen. In derselben Weise wie flaA wurden drei weitere Gene in zwei Operons
reguliert, die bislang in keinem anderen Organismus als FliA/FIgM-abhangig
beschrieben wurden. Hierzu zahlen das Gen eines zur Gruppe der "Hops™ (H. pylori
specific outer membrane proteins) gehdrigen Proteins, des putativen
Membranproteins HP0472 (Omp11), sowie die Gene HP1051 und HP1052, die
zusammen ein Operon bilden, wie durch RT-PCR bestatigt wurde (ohne Abbildung).
HP1052 als erstes Gen in dem Operon ist als kodierende Sequenz fur EnvA (UDP-
Acyl-Acetylglykosamin-Deacetylase) annotiert, einem Enzym der Lipopolysaccharid-
synthese, fur das eine essenzielle Funktion in E. coli nachgewiesen wurde (Beall &
Lutkenhaus, 1987). HP1051 =zeigt schwache Sequenzahnlichkeiten zu einer
Glykopeptid-Endopeptidase aus B. subtilis. Es gab keinen Hinweis auf Gene, die von
FliA negativ und von FIgM positiv reguliert wurden. Das Gen fiur den Anti-Sigma-
Faktor FIgM war in der fliA-Mutante deutlich, aber nicht Gber dem Grenzwert von 2
herunterreguliert (Signalquotient 1,8 + 0,1; siehe Abb. 16; Tab. 6; Tab. 9). In
Ubereinstimmung damit wurde vor dem Gen zusétzlich zu einem potenziellen o>*-
Promotor (Colland et al., 2001) eine konservierte 6?®-Promotorsequenz identifiziert.
Zusatzlich zu den von FIliA/FIgM antagonistisch regulierten Genen ist das Gen
HP0602 (endlll) in der flgM-Mutante signifikant hochreguliert, aber nicht
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entsprechend in der fliA-Mutante dereguliert. HP0602 kodiert fur eine Glykosylase (3-
Methyladenin-DNA-Glykosylase), die in die Reparatur von DNA-Basenaustauschen
involviert ist (O'Rourke et al., 2000). Das Gen liegt in gleicher Leserichtung 774 Bp
‘downstream’ von flaA. Da flur flaA ein putativer Rho-unabhangiger Terminator der
Transkription beschrieben wurde (Leying et al., 1992), ist die Bildung eines voll-

standig o?®-abhangigen Operons zusammen mit HP0602 allerdings eher

unwahrscheinlich.
3.3.1.2 Uberpriifung der fliA- und flgM-Microarray-Ergebnisse

Um die Ergebnisse der Microarray-Analysen zu verifizieren und die Klasse der von
FliA und FIgM kontrollierten Gene mit alternativen Methoden zu Uberprifen, wurden
Northern Blot-Hybridisierungen und semi-quantitative RT-PCRs durchgefuhrt. Einige
Ergebnisse sind in Abb. 17 dargestellt.

A & S B L& S
s & & s & &
T & I T & I
HPR1£§ s — wwse swss # s HP16SrRNA
y -
R— pr— a— wsms HP0601 (flaA)
HP0601 .
(flaA) ;’ ->-- s HP0472 (omp11)
. W HP 751 (flaG2)
HP0472 [e—
(omp11) ' — w HP 752 (fliD)
- W HP 753 (fliS)
P 1051
HP1052 . :
(envA) s s wms  HP1052 (envA)
..-i.ar..i + == HP0815 (motA)

— — . HP0392 (cheA)

S s s HP1067 (cheY)

Abb. 17. Uberpriifung ausgewihiter fliA- und flgM-Microarray-Ergebnisse. A) Northern Blot-
Hybridisierungen mit Dig-markierten Sonden fir 16S rRNA, flaA, omp11 und envA, wie links neben
den einzelnen Blots mit dem Gennamen gekennzeichnet. Gesamt-RNA-Praparationen aus Wildtyp
und Mutante wurden wie Uber den Spuren angezeigt aufgetragen. Die Ergebnisse bestatigen die
durch die Microarrays ermittelte antagonistische Regulation fur flaA, omp711 und HP1051
(envA)/HP1051. B) Semi-quantitative RT-PCRs mit cDNA aus HpN6 Wildtyp, fliA- und figM-Mutante
(oben). Die jeweils detektierten Gene sind rechts angegeben.
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Zunachst wurden die Microarray-Ergebnisse fur die Gene flaA, omp11 und HP1052
(envA)/HP1051 hinsichtlich ihrer gegenlaufigen Regulation in den fliA- und flgM-
Mutanten Uberpraft. Durch die Northern Blot-Analysen konnten die Microarray-
Ergebnisse fur die drei Operons bestatigt werden, mit einer deutlich herabgesetzten
Transkriptmenge oder keinem nachweisbaren Transkript in der fliA-Mutante und
einem héheren mRNA-Gehalt in figM. Flr das envA/HP1051-Operon konnte kein klar
differenziertes Transkript nachgewiesen werden, moglicherweise ein Hinweis auf
eine hohe mRNA-Instabilitat. Eine erhdhte Transkriptmenge in der flgM-Mutante und
eine deutliche Verminderung in der fliA-Mutante im Vergleich zum Wildtyp ist jedoch
klar erkennbar (Abb. 17). Sowohl im Northern Blot, als auch in den RT-PCRs ist flr
envA/HP1051 im Gegensatz zu flaA und omp11 spezifische mRNA auch noch in der
fliA-Mutante nachzuweisen. Dies lasst auf einen zusatzlichen Promotor schlieen.
Ein Operon, welches in fruheren Arbeiten als FliA-abhangig beschrieben wurde, in
den hier durchgefiihrten Microarray-Analysen aber nicht unter den regulierten Genen
gefunden wurde, ist das HP0751-53 Operon (flaG2, fliD, fliS; Kim et al., 1999). Mit
der sensitiveren Methode der RT-PCR, mit der eine sehr niedrige Kopienzahl an
mMRNA aufgrund des Amplifikationsschrittes nachgewiesen werden kann, konnte
deutlich eine Regulation der drei Gene in den Mutanten analog zu flaA
nachgewiesen werden (Abb. 17). Zumindest flr das erste Gen des Operons, HP0751
(flaG1) konnte in der fliA-Mutante noch mRNA nachgewiesen werden. Dies geht
einher mit einer konservierten o>*-Promotorsequenz, die vor dem flaG7-Gen
identifiziert wurde (Josenhans et al., 2002a). Fur drei Flagellenmotor- und
Chemotaxisgene, die bei Enterobakterien zu den spaten 0°°-Genen gehdren
(Aizawa, 1996; Macnab, 1996; Chilcott & Hughes, 2000), konnte weder in den
Microarray-Analysen noch mittels RT-PCR eine Zugehdarigkeit zum FliA/FIgM-System
nachgewiesen werden. Diese Gene wurden bei H. pylori im Gegensatz zu
Salmonella aufgrund ihrer Anordnung im Genom zusammen mit unterschiedlichen
“Housekeeping'-Genen in o®%-kontrollierte Operons eingeordnet (Josenhans &
Suerbaum, 2000; Spohn & Scarlato, 2001). Eine genauere Analyse der
stromaufwarts gelegenen Sequenzbereiche vor den beiden neuen FIliA/FIgM-
abhangigen Operons ergab in einer Entfernung von weniger als 100 Nukleotiden
zum Startkodon der jeweiligen Gene stark konservierte Sequenzen fiir o?-
Promotoren (Abb. 18).
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HPOGO1(fl aA) : AGCCCTTHATAAATTTC- - AAACTTTAAGGENITATAGI TCCAAC- 47
HPO751(fl a@ X ACCCAATIIAAACAAATCGTTTTTAT TGS NIAT TGGCTAAAGA- 58
HP1052( envA) . ATAA TATHAAYAATAATCACTAAAAAT

HPO472(onpll) : GATA THAAAACT TTTAGAAAAATAA

HP1122(flgM AAAT TACTTTTTTTCTTTTTTGEOENJACT TGCTGTAAT-
ECC28 D TAYANNNNNNNNNNNNNNNGEOENJAA- - - - - - - - - -

Abb. 18. Sequenzvergleich von H. pylori-Promotorsequenzen von Operons unter der Kontrolle
des FIliA/FIgM-Systems. Der E. coli 0%-Konsensus-Promotor (ECO28) ist zum Vergleich mit
angegeben. Auch vor den durch die Microarrays ermittelten Operons HP1052 (envA)/HP1051 und
HP0472 (omp11) konnten konservierte Promotorsequenzen ermittelt werden. Der Abstand von der
letzten angezeigten Base bis zum ATG-Startkodon ist hinter den Sequenzen angegeben.

3.3.1.3 Vergleich der Oligonukleotid- und PCR-Produkt-Microarray-
Hybridisierungen anhand des FliA/FIgM-Systems

Zusatzlich zu den acht Experimenten, die mit den kommerziell erhaltlichen
Oligonukleotid-Microarrays durchgefuhrt wurden (siehe 3.3.1.1), wurde pro Mutante
zum Vergleich eine Hybridisierung mit einem PCR-Produkt-Microarray
(Eigenproduktion) durchgefuhrt. Diese Anzahl reicht nicht fur eine statistische
Auswertung der Ergebnisse aus, ein bedingter Vergleich ist aber flr diejenigen Gene
moglich, die in der fliA-Mutante herunter- und gleichzeitig in der flgM-Mutante
hochreguliert sind (Tab. 6). Fir die Oligonukleotid-Microarrays sind hier noch einmal
die Ergebnisse der antagonistisch regulierten Gene aus Abb. 16 in Tabellenform
dargestellt. Samtliche Gene wurden auch in dem fliA-PCR-Microarray als
herunterreguliert im Vergleich zum Wildtyp ermittelt, zum Teil mit deutlich héheren
Signalquotienten. Die entsprechenden flgM-Werte haben dieselbe Tendenz wie in
den Oligoarray-Experimenten, liegen jedoch bis auf HP1051 aulerhalb des
gewahlten Grenzwertes von <0,5. Interessanterweise wird das fliD-Operon (HP0751-
53) in beiden Mutanten mit den PCR-Produkt-Microarrays wie auch durch die RT-
PCR (siehe Abb. 17) als antagonistisch reguliert ermittelt. Zusatzlich zeigen die Gene
HP0679 (wbpB), HP1432 (hpn) und der hypothetische Leserahmen HP1391 eine
gegensatzliche Regulation in den fliA- und flgM-Mutanten nach den PCR-Produkt-
Microarray-Hybridisierungen. Aufgrund dieser Ergebnisse zeichnet sich eine hdhere
Sensitivitat der PCR-Produkt-Microarrays ab, wahrscheinlich aufgrund des langeren
Hybridisierungsbereichs der Gen-umfassenden PCR-Sonden gegenlber den 50mer
Sonden der Oligonukleotid-Microarrays. Auf der anderen Seite gibt es bei den PCR-

Produkt Microarray-Experimenten eine gro3e Anzahl von Genen, die nur in einer der
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beiden Mutanten Uber oder unter dem Grenzwert flir den Signalquotienten liegen
(vgl. 6.2.2) und bei denen es sich sehr wahrscheinlich um falsch-positive Signale
handelt. Somit sinkt die Spezifitat der PCR-Produkt- gegenuber den Oligonukleotid-

Microarrays.

Tab. 6 Untersuchungen des
Oligonukleotid PCR-Produkt FIiA/FIgM-Systems mit Oligo-
Microarrays Microarrays nukleotid- und PCR-Produkt-
Microarrays. Dargestellt sind
ausgewahlte Gene in den unter-

Glrl‘ Y %‘ i schiedlichen Mutanten und den 2

3 £ £ Microarray-Systemen. Die Quo-

) g < % % tienten der Signalintensitaten von

> & S = = Wildtyp zu Mutante sind jeweils

14 i S 2 < mit der Standard-abweichung ()

:—2 8 2 +H g =+ H £ o+ aus n Experimenten oder den
zwei Spot-Replikaten der PCR-

HP0472 omp11 3603 0,2 71 0,6 0,03 | Produkt-Microarrays  angegeben.
Grine und orange Unterlegung

HP0601 flaA 1,504 0,1 26 0,6 0,1 zeigt Quotienten aufierhalb der

Grenzwerte < 0,5 und > 2 an.

HP0602 endlll 1,6 0,3 0,4 0.1 0,1 0,6 01 TIGR Nr.: Gen—Bezeichnung in H.

HP1052 envA 0,4 0,3 0,1 0,6 0,7 0,01 | pylori 26695; hyp.: hypothetischer
Lese-rahmen; N.D.: keine

HP1051 hyp 0,5 0,5 0,1 0,0 0,5 0,1 Bestimmung mog“ch

HP1122 figM 1,8 0,2 N.D. 0,5 N.D. Der obere Teil der Tabelle

(HP0472-HP1122) zeigt Gene,
die durch die Experimente mit den
0.3 10,41 0,06 Oligonukleotid- Microarrays als
0,1 0,5 0,03 | dem FliA/FIgM-System zugehdrig
ermittelt wurden (vgl. 3.3.1.1). Der
0.4 0,4 0,04 | untere Teil der Tabelle (HP0751-
HP1391) listet zusatzliche Gene
0,210,5 0,04 .
0.5 auf, die nach den PCR-Produkt
0,2 10,3 0,01 | Microarray-Experimenten  durch
0.2 0,4 004 :ilzz/FlgM antagonistisch reguliert

HP0751 flaG2 1,2 0,3 0,8 0,2
HP0752 fliD 1,5 05 0,8 0,1
HP0753 fliS 1,4 05 0,9 0,1
HP0679 wbpB 1,0 0,1 1,0 02
HP1432 hpn 1,4 11 1,8 09
HP1391 hyp. 1,1 0,1 0,9 0,1

3.3.2 Untersuchungen zum RpoN-Regulon

Nach der Charakterisierung der spaten Flagellengene unter Kontrolle des FIliA/FIgM-
Systems wurden nun der Einflul des in H. pylori Flagellen-assoziierten alternativen
Sigma-Faktors RpoN und der funktionell zugehdrigen Regulatoren FIgR und HP0244
auf die globale Transkription in H. pylori naher untersucht. Wahrend RpoN bei der
Regulation der Flagellenbiosynthese in Enterobakterien keine Rolle spielt (Macnab,
1996; Chilcott & Hughes, 2000), wurde ein Einflud auf das Flagellensystem durch
o>*-Faktoren mit transkriptionellen Aktivatoren und assoziierten Sensorkinasen fiir
eine Reihe polar begeillelter Bakterien beschrieben. Hierzu gehdéren z. B. C.

crescentus, Pseudomonas spp. oder Vibrio spp. (Jenal, 2000; Prouty et al., 2001;
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Dasgupta et al., 2002). Fur H. pylori wurden bereits vor Beginn dieser Arbeit einige
Flagellengene dem RpoN-Regulon zugeordnet (Suerbaum et al., 1993; Spohn &
Scarlato, 1999; Josenhans & Suerbaum, 2000; Spohn & Scarlato, 2001). Um zu
Uberprifen, ob zusatzliche Gene unter der Kontrolle von RpoN stehen, und ob das
Regulon auch nicht-flagellenassoziierte Gene beinhaltet, wurden Transkriptom-
Untersuchungen mit PCR-Produkt- und Oligonukleotid-Gesamtgenom-Microarrays
durchgefuhrt. Zur Kontrolle der Ergebnisse fur RpoN wurden auch der o>*-Aktivator
FIgR und die fur diesen Faktor spezifische Histidinkinase FIgS (HP0244) in die
Untersuchungen einbezogen. Als Zeitpunkt der Probenahme fiur die RNA-
Praparationen wurden dabei mit der frihen exponentiellen Wachstumsphase
(0.D.600=0,35 bzw 0,7) etwas frihere Zeitpunkte gewahlt als fur die Untersuchung
des FIliA/FIgM-Systems (O.D.g00=1,0).

3.3.2.1 Microarray-Untersuchungen der rpoN-Mutante

Die Experimente wurden mit rpoN-Mutanten der Stamme H. pylori N6 und Hp88-
3887 durchgefiihrt (Herstellung C. Josenhans; Niehus et al., 2004). Die initiale
Charakterisierung der Mutanten erbrachte Ubereinstimmende Ergebnisse mit
Beschreibungen einer rpoN-Mutation in einem anderen H. pylori Stamm (Fujinaga et
al., 2001) und in dem eng verwandten Genus Campylobacter (Jagannathan et al.,
2001). Die Mutante wurde jeweils als flagellenlos und nicht beweglich beschrieben
(vgl. Abb. 19). In einer rpoN-Mutante in C. jejuni war die Expression der beiden
Flagelline FlaA und FlaB, die wie in H. pylori von 6°®- und o*-Promotoren kontrolliert
werden, vollstandig blockiert (Jagannathan et al., 2001). Auch in den ent-
sprechenden H. pylori-Mutanten konnten durch Western Blot-Hybridisierungen weder

FlaA und FlaB noch das 054—abhéngige Hakenprotein FIgE1 nachgewiesen werden.

Abb. 19. Phanotypische Charakterisierung
der rpoN-Mutante. Elektronenmikroskopische
Aufnahme einer H. pylori N6 rpoN-Mutante. Das
Bakterium ist nicht mehr zur Ausbildung von
Flagellen oder Flagellenhaken befahigt.

TEM-Aufnahme von C. Josenhans.
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Die Microarray-Hybridisierungen basierten auf einer Reihe von
Flussigkulturexperimenten mit den H. pylori-Wildstammen und rpoN-Mutanten. Es
wurden vier Hybridisierungen mit Zellen aus zwei unterschiedlichen biologischen
Experimenten fur HpN6 rpoN und drei Hybridisierungen mit Zellen aus zwei
biologischen Experimenten flr Hp88-3887 rpoN durchgeflhrt. Der Vergleich des
Wachstumsverhaltens der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp in nahrstofflimitierter
Kultur erbrachte dabei keine signifikanten Unterschiede in den Verdopplungszeiten.
Zum Vergleich der Ergebnisse der Hybridisierungen mit den zwei verschiedenen
Microarray-Systemen wurden zusatzliche Experimente mit den Oligonukleotid-Arrays
durchgefuhrt. Drei Microarray-Hybridisierungen wurden wie bei den voran-
gegangenen Experimenten mit markierten cDNAs aus Zellen der frihen
exponentiellen Wachstumsphase durchgefuhrt (O.D.ggo ca. 0,35). Um auch die
Wachstumsphasen-abhéngige Veranderung der Transkription von o>*-kontrollierten
Genen zu berucksichtigen, wurden drei weitere Experimente mit HpN6 rpoN-
Mutanten bei einer héheren O.D.gpo von 0,7 und 1,0 durchgefihrt (siehe 3.3.2.3). Die
Ergebnisse fur alle Gene aus den Microarray-Hybridisierungen fur die Experimente
zum RpoN-Regulon sind in 6.2.2 aufgelistet, ausgewahlte Ergebnisse sind in Abb.
20, Tab. 7 ,Tab. 8 und Tab. 9 dargestellit.

Das Diagramm in Abb. 20 zeigt die Gruppe der o>*-abhingigen Gene
(Zusammensetzung siehe unten) mit den Signalquotienten von HpNG6-Wildtyp zur
rpoN-Mutante im Vergleich zu anderen Flagellengenen. Die grof3e Anzahl der
flagellenassoziierten Gene, die aufgrund von Informationen aus den H. pylori-
Genomsequenzen der Kontrolle des Grundstoffwechsel-assoziierten ("House-
keeping’) 0®-Faktors zugeordnet worden waren (Spohn & Scarlato, 2001), sind in
ihrer Transkription durch die Mutation in rpoN nicht signifikant beeintrachtigt. Ebenso
ist kein EinfluR auf die 0®®-abhéngigen spaten Flagellengene zu ermitteln, die einen
Signalquotienten von ca. 1 aufweisen. Dies bestatigt eine der Besonderheiten des H.
pylori-Flagellensystems, nach dem Mutationen in den mittleren Flagellengenen,
durch die das Typ IllI-Sekretionssystem nicht funktionsfahig zusammengesetzt
werden kann, keine negative ‘Feedback'-Regulation auf die Expression spater
Flagellengene hat (O'Toole et al., 1994b).
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Abb. 20. Auswirkungen der Mutation von rpoN auf die Expression verschiedener Gene des
Flagellensystems. Dargestellt sind in der Transkriptmenge bei HpN6 rpoN und Wildtyp unveranderte
FliA/FIgM-abhéangige (oben) und frihe Flagellengene (unten), sowie Gene unter RpoN Kontrolle, die z.
T. durch die Microarray-Experimente ermittelt wurden (Mitte). Die Gene sind als Saulen gegen den
Signalquotienten der Flureszenzsignale aus Wildtyp und Mutante aufgetragen. Die Daten errechnen
sich aus n=4 Experimenten.
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Durch die Microarray-Analysen mit den rpoN-Mutanten in zwei unterschiedlichen H.
pylori-Stammen und den Vergleich mit den Experimenten mit den Regulatoren FIgR
und FIgS (siehe 3.3.2.4), konnte eine spezifische o0>*-abhdngige Gengruppe
identifiziert werden (siehe Abb. 20, Tab. 7). Hierbei konnte eine Reihe von Genen
durch die Microarray-Analysen bestatigt werden, die in vorangegangenen Arbeiten
als RpoN-FIgR reguliert beschrieben wurden (O'Toole et al., 1994b; Spohn &
Scarlato, 1999; Suerbaum et al., 2003). Hierzu zahlen die Gene flaB (HP0115;
Flagellin B), flgge1 (HPO870; Flagellenhaken), flgL (HP0295; Flagellenhaken-
assoziiertes Protein HAP3) und HP1120/flgKk (HP1119; Flagellenhaken-assoziiertes
Protein HAP1). Die Gene HP0869, HP1076, HP1154/HP1155 und HP1233 wurden
als bislang in keinem anderen Organismus als RpoN-abhangig beschriebene Gene
dem Regulon zugeordnet. HP0869 (hypA) kodiert fur ein Nickel-bindendes Protein,
welches in die Reifung und Aktivierung von Urease und Hydrogenasen in H. pylori
involviert ist (Mehta et al., 2003). Durch eine RT-PCR mit den Primern HP0869_RT1
und HP0870_RT1 konnte in dieser Arbeit ein Kotranskript von hypA mit dem
Flagellenhaken-Gen flgE1 nachgewiesen werden. Auch fur HP1154/1155 wurde
durch RT-PCR Analysen die transkriptionelle Organisation in einem Operon bestatigt.
HP1155 (murG) kodiert flr eine Glycosyltransferase (Undekaprenyl-PP-MurNac-
Pentapeptid-UDPGIcNAc-GIcNAc-Transferase) und katalysiert einen Schritt der
Mureinbiosynthese bei der Peptidoglykansynthese. HP1154 ist als erstes Gen des
Operons als hypothetischer Leserahmen annotiert und weist nur schwache
Aminosaureahnlichkeiten zu UDP-Glukoronyl-Transferasen auf (9% ldentitat, 17%
Ahnlichkeit). Fir das Gen wurde in einer umfangreichen H. pylori Protein-

Interaktionsdatenbank (Hybrigenics PimRider™; http://pim.hybrigenics.com/pimrider;

Rain et al., 2001) eine schwache Interaktion mit dem Flagellin FlaA beschrieben
(PBS=D 0,01), die eine Verbindung zum Flagellensystem impliziert. Zwei zusatzliche
neu ermittelte o°*-abhangige Gene sind die bislang nicht annotierten Leserahmen
HP1076 und HP1233. Fur HP1076 konnten keine Homologien zu bekannten
Proteinen anderer Organismen ermittelt werden, fur das Protein wurde jedoch eine
signifikante Proteininteraktion mit dem Flagellin-Chaperon FIiS beschrieben (PBS=A
1e-50; Hybrigenics PimRider™), was wiederum auf eine Verbindung zum
Flagellensystem schlieBen lasst. Die Sequenz von HP1233 weist
Aminosaureahnlichkeiten (22% Ahnlichkeit, 10% Identitat) zu der Muraminidase FlgJ

auf (Niehus et al, 2004), einem fur die Flagellenbiosynthese in Salmonella
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essienziellen Faktor (Nambu et al., 1999). Erste funktionelle Experimente zur
Funktion der beiden Proteine in der Arbeitsgruppe von C. Josenhans haben bereits
weitere Hinweise auf eine Zugehorigkeit zum Flagellensystem von H. pylori erbracht
(vgl. 3.4.2).

3.3.2.2 Uberpriifung der rooN-Microarray-Ergebnisse

Die Uberpriifung der RpoN-abhéngigen Gene erfolgte mit semi-quantitativer RT-
PCR. Dafur wurden, wie bei den Experimenten mit den Ubrigen hier untersuchten
Mutanten, die fur die Microarray-Experimente verwendeten RNA-Praparationen
zugrunde gelegt und in vielen Fallen zusatzliche RNA aus weiteren biologischen
Wachstumsexperimenten. Auf diese Weise wurden fir jedes uberprifte Gen
mindestens zwei Bestatigungsexperimente aus unabhangigen biologischen
Experimenten durchgefuhrt. Die in Abb. 21 abgebildeten RT-PCRs wurden mit cDNA
aus Zellen des HpN6-Wildtyps und der entsprechenden rpoN-Mutante durchgefuhrt.
Die fur den H. pylori-Stamm 88-3887 durchgefuhrten Experimente zu den
abgebildeten Genen bestatigten die Ergebnisse (ohne Abbildung). Samtliche durch
die Microarray-Analysen dem RpoN-Regulon zugewiesenen Gene konnten durch die
RT-PCRs als o>*-reguliert bestatigt werden (sieche Abb. 21). Demgegeniiber konnte
fur eine Reihe von Genen bestatigt werden, dass die Transkriptmenge in der rpoN-
Mutante gegeniiber dem Wildtyp unverandert ist. Hierzu gehdren die 0?-abhangigen
Gene flaA und omp11, wie auch die Gene der Regulatoren des Flagellensystems,
HP0244 (atoS/flgS), HP0703 (figR), HP 0714 (rpoN), HP1032 (fliA) und HP1122
(figM) (vgl. Tab. 9). Die Gene des flgBC-Operons, HP1559/HP1558, die flr
Komponenten des Flagellenstabs kodieren wurden in friheren Arbeiten durch Primer
Extension-Experimente als FIgR-abhangig transkribiert ermittelt und haben einen
konservierten o°*-Promotor (Spohn & Scarlato, 1999). Die RT-PCR-Experimente
zeigen eine deutlich herabgesetzte, aber nicht vollstandig blockierte Transkription
dieser Gene in der rpoN-Mutante (siehe Abb. 21), was auf einen zusatzlichen
funktionalen Promotor hindeutet. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Microarray-
Experimente, die fur HP1559 und HP1558 eine herabgesetzte Transkriptmenge in
den rpoN-Mutanten zeigten, wobei die Signalquotienten aber unterhalb des hier

zugrunde gelegten Grenzwertes von 2 lagen (siehe Tab. 8).
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Ein scheinbarer Widerspruch ergab sich aus der Tatsache, dass die als o
kontrolliert beschriebenen Gene HP0907 (flgD) und HPO0908 (flgE2) (Spohn &
Scarlato, 1999) nicht unter den durch die Microarray-Analysen ermittelten Genen des
RpoN-Regulons eingeordnet werden konnten. Genauere Analysen des Operons
ergaben, dass lediglich HP0906 ausschlieRlich 6°*-abhangig ist, wahrend figD/E2 ein

weiteres Kotranskript bildet welches von mindestens einem zusatzlichen Promotor

kontrolliert wird (siehe 3.4.3, Abb. 29).

Vor allen neu ermittelten RpoN-abhangigen Genen und Operons konnten bei einer
Analyse der innerhalb von 100 Bp vor den Genen gelegenen Sequenzbereichen

Bereiche mit groRer Homologie zu einem 0°*-Konsensus-Promotor identifiziert

werden (siehe Abb. 22).
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Abb. 21. Uberpriifung der Microarray-
Ergebnisse mit der rooN-Mutante mit
semi-quantitativer RT-PCR. Rechts
neben den Gelbildern sind die
detektierten Gene benannt. Aufgetragen
sind jeweils PCRs, basierend auf cDNA
von Zellen einer O.D.gy von 0,35. Es
sind, wie Uber den Spuren bezeichnet,
jeweils zwei unabhangige  RNA-
Praparationen von HpN6-Wildtyp (wt)
und rpoN-Mutante mit Negativkontrolle
(-) ohne reverse  Transkriptase
aufgetragen.

Die durch die Microarray-Analysen
ermittelten bekannten und neuen RpoN-
abhangigen Gene konnten mit den RT-
PCRs bestatigt werden. HP1559 (figB)
scheint zusatzlich von einem o>'-
unabhangigen Promotor kontrolliert zu
werden. Als Kontrolle sind die o*-
abhangigen Gene omp711 und flaA
sowie 16S rRNA abgebildet.
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HP0115 : CAAAGAGTTEI&:VACACCCHIMHHEISHNGACTAAAATCAMNA-22
HP0295 : GCTTATTTT(ele: ATACTTGTTTGTTAAA AA-14
HP0367 : GTGTTTTT ANATAGAGIMUHEOHRKA TCTTATCTTTIEA-25
HPO870 : AGCTATTT AACAACTINMHEHIKTATTTTGCATAGA-28
HP1076 : TCATAAAA "CGAAAA‘TGCTTGTGAATGATCAET—19
HP1120 : TAAAAAAAT CMTAGTATTTGCTTGAATACGGCTG‘A—Zl
HP1154 : GTTGGATTT AWACGCCTheleipy T TACGCTTTTAIANT-56
HP1233 : TCTCATTAG AWATGGAT MOy A ACATTAGCGTIAA-22
Konsensus: GGaa tttGCtT a

Abb. 22. Sequenzvergleich verschiedener H. pylori o**-Promotoren. In der Abbildung sind bereits
funktionell charakterisierte o>-Promotoren (HP0115, HP0295, HP0870, HP1120; Spohn & Scarlato,
1999) mit Sequenzbereichen vor neu ermittelten Operons des RpoN-Regulons gleichgesetzt. Man
erkennt zwischen allen Sequenzen einen hohen Konservierungsgrad. Die Zahl am Ende der Sequenz
zeigt jeweils den Abstand zum Startkodon des entsprechenden Gens an.

3.3.2.3 Vergleich Oligonukleotid- und PCR-Produkt-Microarray-Hybridisierung

anhand der Experimente mit rooN-Mutanten

Der Vergleich der mit den beiden unterschiedlichen Microarray-Systemen
durchgefuhrten Experimente mit der HpN6 rpoN-Mutante und dem Wildtyp ist fur die
regulierten Gene unter RpoN-Kontrolle in Tab. 7 dargestellt. Mit den Oligonukleotid-
Microarrays wurden zusatzliche Experimente mit Zellen aus der mittleren Phase des
exponentiellen Wachstums durchgefiihrt (O.D.gp0 von 0,7 bzw 1,0). Der Vergleich der
Werte ergab eine tendenzielle Abnahme der Signalquotienten fur die Gene des
RpoN-Regulons mit zunehmender O.D.goo der Zellkultur. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde der Hauptteil der Microarray-Experimente mit RNA-Praparationen aus Zellen
einer O.D.goo von 0,35 bzw. 0,7 durchgeflhrt.

Der Vergleich der Experimente mit Oligonukleotid- und PCR-Produkt-Microarrays mit
Zellen aus der frihen exponentiellen Phase (0O.D.g00=0,35), zeigte eine gute
Korrelation der Ergebnisse zwischen den beiden verschiedenen Systemen. Wie bei
den entsprechenden Versuchen mit dem FliA/FIgM-System (vgl. 3.3.1.3), zeigte sich
hier eine hohere Spezifitdt der PCR-Produkt-Microarrays in Bezug auf die Detektion
der regulierten Gene. Das Flagellingen flaB wurde bei den hier durchgefuhrten
Experimenten mit den Oligonukleotid-Microarrays im Gegensatz zu den PCR-Arrays
nicht als dem RpoN-Regulon zugehorig ermittelt (siehe Diskussion). Bis auf das
Flagellenhaken-Gen HP0870 (flgE1) waren die Signalquotienten zwischen Wildtyp
und Mutante fur die regulierten Gene durch die Bestimmung mit den PCR-Produkt-
Microarrays durchweg hoher als durch die Oligonukleotid-Microarray-Experimente
bestimmt (siehe Tab. 7).
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TIGR Nr. Name, Funktion T a T T 4 T s
HP0115 Flagellin B (flaB) 11 04 0,8 1,3 04 0,5
HP0114 Hypothetischer ORF 1270709 13 01 1,6
HP0295 Flagellenhaken-assoziiertes-Protein HAP3 (figL ) 18 08 1,2 1,5 01 0,8
HP0870 Flagellenhaken-Protein (figE?) 1862053 (24l 0s 0.3
HP0869 Hydrogenase Expressions-/Reifungs-Protein (hypA) 1,6 05 1,2 1,4 0,1 /1,8 04
HP0906 Hypothetischer ORF 1,2 0111 1000 14 03
HP1120 Hypothetischer ORF / Operon mit figk 1300 1,0/32] 28] 03 78 07
HP1119 Flagellenhaken-assoziiertes-Protein HAP1 (figK) 1,6 0515 1502 1,8 0,0
HP1076 Hypothetischer ORF 134 1,1]28 (1,9 0,0 1,2
HP1154 Hypothetischer ORF / Operon mit murG 1,7 0,1 1,8 1,6 0,0 1,0
HP1155 Transferase, Peptidoglykansynthese (murG) 1,8 0,5- -0,1 1,7 0,5
HP1233 Hypothetischer ORF, figJ-Ortholog 1,5 05 1,4 1,4 00 20 04

Tab.7 Vergleich der Microarray-Hybridisierungen mit der rpoN-Mutante zwischen
Oligonukleotid- und PCR-Produkt Microarrays. Die Bezeichnung der einzelnen Gene in H. pylori
26695 (TIGR Nr.), Genname und Funktion, sowie die in den Experimenten uberpufte Mutanten und
Wildtyp-Stdmme sind oberhalb der Tabelle angegeben. Aufgelistet sind unterschiedliche, durch PCR-
Produkt-Microarray-Hybridisierungen und RT-PCR ermittelte 054-abhéngige Gene (siehe 3.3.2.1 und
3.3.2.2) mit Signalquotienten mit Standardabweichung (+) aus n Wiederholungen der verschiedenen
Experimente mit der rpoN-Mutante. Verglichen werden die Werte von Oligonukleotid- (Oligo) und
PCR-Produkt basierten (PCR) Microarray-Hybridisierungen, sowie Experimente mit Bakterien in
unterschiedlichen Phasen des exponentiellen Wachstums (Flissigkultur O.D.g00=0,35, 0,7, 1,0).
Signalquotienten >1,8 sind orange unterlegt.

3.3.2.4 Microarray-Untersuchungen zu den flgR- und flgS-Mutanten

Um die Ergebnisse der Microarray-Untersuchungen mit der rpoN-Mutante und die
dadurch ermittelten RpoN-abhangigen Gene zu Uberprufen, wurden in einem
nachsten Schritt die Transkriptionsprofile der Gene durch entsprechende Versuche

mit figR- und flgS-Mutanten bestimmt.

Die Aktivitit des 0°*-Holoenzyms ist gekoppelt an die Bindung eines spezifischen
transkriptionellen Aktivators Uber eine ca. 70-150 Bp ‘upstream™ vom Promotor
gelegene Aktivatorsequenz (Thony & Hennecke, 1989; Xu & Hoover, 2001). FIgR

gehort zur Familie der NtrC-ahnlichen Proteine und ist der Aktivator von RpoN in H.
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pylori. Im Gegensatz zu vielen anderen Bakterien konnte fur FIgR gezeigt werden,
dass es RpoN unabhangig von einer Aktivierungssequenz stimuliert (Brahmachary et
al., 2004). Durch Untersuchungen einer isogenen H. pylori G27 flgR-Mutante und
ihrer Auswirkung auf die Expression unterschiedlicher Flagellengene wurde bereits
ein Teil des RpoN-Regulons auf transkriptioneller Ebene charakterisiert (Spohn &
Scarlato, 1999). FIgR stellt weiterhin den ‘Response Regulator’ eines Zwei-
Komponenten-Systems dar und wird spezifisch von der Histidinkinase FIgS
(HP0244/AtoS) phosphoryliert (Beier & Frank, 2000). Die Sensorkinase FIgS kodiert
fur ein 381 Aminosauren groRes Protein, welches vermutlich rein zytoplasmatisch
vorliegt und Ahnlichkeiten zu E. coli NtrB aufweist. Da fir FIgS, anders als bei vielen
anderen Sensorkinasen, keine Transmembrandomane identifiziert werden konnte,
wird spekuliert, dass ein zusatzliches Rezeptorprotein mit Transmembrandomane mit
HP0244 interagieren konnte und so in die Signalweiterleitung involviert ist (Beier &
Frank, 2000). Spezifische Signale, die zur Autophosphorylierung der Histidinkinase
FIgS fuhren, sind bislang nicht bekannt. Die fir die hier durchgeflihrten Experimente
verwendeten Mutanten in H. pylori N6 wurden von F. Ye (flgR) und C. Josenhans
(flgS) hergestellt und charakterisiert, die flgR-Microarray-Untersuchungen wurden
von F. Ye durchgefiihrt. Beide Mutanten zeigen einen ahnlichen Phanotyp wie rpoN-
Mutanten und sind flagellenlos und unbeweglich, wie schon in friheren Arbeiten
beschrieben wurde (Spohn & Scarlato, 1999; Beier & Frank, 2000).

Tab. 8 Ausgewahite Ergebnisse der Microarray-Experimente zum RpoN-Regulon (folgende
Seite). Die Bezeichnung der einzelnen Gene in H. pylori 26695 (TIGR Nr.), Name der Gene und
Funktion, sowie die in den Experimenten Uberplften Mutanten- und Wildtyp-Stamme sind oberhalb
der Tabelle angegeben. Fir die aufgelisteten Gene sind jeweils die Signalquotienten mit
Standardabweichung (x) aus n Wieder-holungen der verschiedenen Experimente mit rpoN, flgR und
HP0244 angegeben. Signalquotienten >1,8 sind orange unterlegt. Es sind o>*-abhingige Gene
(HP0115-HP0906), teilweise 0>*-abhingige Gene (HP0908-0366), Gene mit postulierten zweiten o™-
Promotor (HP0751-HP1122), bekannte Regulatoren des RpoN-Regulons (HP0703-HP0244) und
weitere in einer Mutante signifikant in der Transkriptmenge veranderte Gene (HP1035-HP1028)
abgebildet, Erklarungen siehe Text.
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S = x 7

8 3 2 2

E 2 % E

¢ 85 g ¢
TIGR Nr. Name, Funktion 2,22 ., £ ., £
HP0115 Flagellin B (flaB) 05 0,0 28N 0.3 23
HP0114 Hypothetischer ORF 1,6 04 11 0,0 0,4
HP0295 Flagellenhaken-assoziiertes-Protein HAP3 (figL ) 08 0.8 58Y 0.4 74
HP0870 Flagellenhaken-Protein (flgE1) 03 1,7 01 19 00 0,3
HP0869 Hydrogenase Expressions-/Reifungs-Protein (hypAl 1,8 04 1,6 01 1,7 0,0 0,4
HP1120 Hypothetischer ORF / Operon mit figk 79 o782Y 15 . 0.3 127
HP1119 Flagellenhaken-assoziiertes-Protein HAP1 (figK) 1,8 00 1,7 0,1 0,0 6,1
HP1076 Hypothetischer ORF 120280 1.1 1,9 02 8,6
HP1154 Hypothetischer ORF / Operon mit murG 1,0 11 0,0 . 0,1 1,8
HP1155 Transferase, Peptidoglykansynthese (murG) 1,7 05 1,7 0,2 0,2 1,7
HP1233 Hypothetischer ORF, figJ-Ortholog F20Y 0.4 05 1,7 02 2,3
HP0906 Hypothetischer ORF 1,4 03 02 15 01 0,0
HP0908 Flagellenhaken-Protein-Paralog (figE2) 1,3 02 11 00 10 00 1,3 0,0
HP0907 Flagellenhaken-Chaperon (figD) 11 00 15 03 14 00 . 0,7
HP1559 Flagellenstab-Protein (figB) 1,6 03 1,7 0,1828% 0.1 0,7
HP1558 Flagellenstab-Protein (figC) 14 03 13 02 14,7 01 16 04
HP1557 Basalkorper-Protein (fliE) 1,0 01 11 02 15 00 13 03
HP0367 Hypothetischer ORF 1,2 04 14 03027 0.2 . 1,4
HP0366 Polysaccharid-Biosynthese-Protein C 1714 04 08 00 11 0,0 2,1
HP0751 flaG2 08 02 06 01 16 01 07 0,1
HP0752 Flagellenkappen-Protein HAP2 (fliD ) 08 00 06 00 10 01 08 02
HPO0753 Filament-Chaperon (fliS) 09 02 07 01 12 0,1 08 0,1
HP1122 Anti-sigma28-Faktor (figM) 09 01 09 01 13 0,1 08 0,1
HP0703 Response Regulator (figR) 09 02 11 00 15 01 09 0,0
HP0714 RNA Polymerase ™*-Faktor (rpoN) 09 01 08 00 10 00 1,0 0,0
HP0244 FIgR-spezifische Histisdinkinase (figS) 1,0 02 09 00 11 00 11 0,0
HP1035 fihF 09 03 12 01 15 01 08 01
HP1034 ATP-Binde-Protein (yixH) / (flhG) 09 03 1,0 0124 01 08 0,1
HP1033 Hypothetischer ORF 1,0 02 1,0 01 16 0,1 09 0,0
HP1032 Alternativer Sigma-Faktor28 (fliA) 11 03 09 02 1,7 00 09 0,1
HP1031 Flagellenmotor-Komponente (fliM) 11 04 1,0 00 1,7 00 09 0,1
HP1030 (fliY) 09 03 09 0,1 . 00 09 03
HP1029 Hypothetischer ORF 1,0 0,3 11 01 0,1 11 0,2
HP1028 Hypothetischer ORF 09 01 08 00 19 00 11 0,2

In der Tab. 8 sind ausgewahlte Ergebnisse der Microarray-Analysen der rpoN-, flgR-
und flgS-Mutanten einander gegentubergestellt. Die Experimente wurden basierend
auf Zellen einer O.D.goo von 0,7 und zwei biologischen Experimenten fur HP0244
durchgefuhrt und erfolgten mit Zellen einer O.D.goo von 0,35 und einem biologischen
Experiment fur FIgR. Die Transkriptionsprofile beider Mutanten wurden mit Hilfe von

Analysen mit PCR-Produkt-Microarrays bestimmt und zeigten eine groRRe
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Ubereinstimmung mit den fiir rooN erzielten Ergebnissen (vgl. 3.3.2.1). Alle Gene,
die in den vorangegangenen Experimenten als RpoN-abhangig bestimmt wurden,
zeigten dieselbe Regulation auch in den flgR- und flgS-Mutanten. Diese Ergebnisse
wurden z. T. auch durch RT-PCR Analysen bestatigt (ohne Abbildung; siehe Abb.
29). Als zusatzliche Gene unter der Kontrolle von FIgS und FIgR wurde ein Operon
mit den Genen HP0367 und HP0366 ermittelt. Das erste Gen kodiert fur ein Protein
ohne bekannte Funktion, HP0366 fur ein Protein mit Homologien zu dem
Sporenhullen-Polysaccharid-Biosynthese-Protein C aus Methanococcus jannaschii
(34,9% Identitdt, 57,1% Ahnlichkeit), das mdglicherweise in die Flagellin-
Glykosylierung involviert ist (Josenhans et al, 2002b). Eine konservierte o>*-
Promotorsequenz konnte vor HP0367, dem ersten Gen des putativen Operons
identifiziert werden (siehe Abb. 22). Interessanterweise war in der flgS-Mutante die
Transkription des 0?®-abhangigen flaA signifikant hochreguliert (Signalquotient=0,4;
siehe Tab. 9). Dies bestatigt Ergebnisse von Spohn und Scarlato, die in einer flgR-
Mutante eine ca. zweifach hoéhere flaA-Transkription beobachtet hatten und daraus
eine Repressorfunktion von FIgR fur flaA ableiten (Spohn & Scarlato, 1999). Unter
den hier gewahlten Bedingungen konnte ein Effekt von FIgR auf die flaA-
Transkription allerdings weder mit den Microarray-Analysen noch mit RT-PCR-
Untersuchungen nachgewiesen werden. Eine Rolle der Wachstumsphase ist bei
diesen unterschiedlichen Ergebnissen jedoch moglich, da die hier durchgefuhrten
Experimente mit flIgS (0O.D.g00=0,7) und Experimente mit flgR-Mutanten von Spohn
und Scarlato (0.D.gpo=1,0) mit Bakterien aus einer spateren Phase des
exponentiellen Wachstums durchgefihrt wurden als hier fir die flgR-Mutanten

verwendet wurde (O.D.gp0=0,35).

Ein auffalliger Unterschied des hier ermittelten Transkriptoms von flgR-Mutanten im
Vergleich zu dem von rpoN und flgS, ist die negative Regulation des Operons
HP1035-HP1028, welches die Gene fur den Sigma-Faktor FliA (HP1032) und
FIhF/FIhG (HP1035/HP1034) beinhaltet (sieche Tab. 8). Ein Einfluss auf die von FIiA-
regulierten spaten Flagellengene (siehe 3.3.1) oder die von FIhF kontrollierten Gene

(siehe 3.3.3.3) konnte aber in der flgR-Mutante nicht beobachtet werden.
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3.3.3 Untersuchungen zu den friihen Regulatoren FIhA und FIhF

Die Charakterisierung der spaten und mittleren Flagellengene durch die
Untersuchung der FliA/FIgM-Systems und des RpoN-Regulons lieferte abgegrenzte,
von diesen Regulatoren abhangige Gengruppen. Diese setzen sich, bis auf wenige
Ausnahmen, aus Flagellensystem-assoziierten Genen zusammen (vgl. 3.3.1 und
3.3.2). Auswirkungen der Transkription der einen auf die andere Gruppe in Form von
Ruckkopplungs-Regulation fanden unter den hier gewahlten experimentellen
Bedingungen nicht statt. In vielen anderen Bakterien mit Flagellensystemen gibt es
Ubergeordnete Regulatoren der koordinierten Expression der Gene des
Flagellensystems, die Uber globale Signale der Zellregulation gesteuert werden, wie
z. B. FINCD in Salmonella, CtrA in C. crescentus oder FlaK/FIrA und FlaM in Vibrio
spp. (Chilcott & Hughes, 2000; Jenal, 2000; Prouty et al., 2001; Aldridge & Hughes,
2002). In H. pylori gibt es bislang keine Hinweise auf solche Ubergeordneten
Regulatoren (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999). Um mdgliche Querverbindungen
des Flagellensystems zu anderen zellularen Funktionen und Regulationsnetzwerken
zu untersuchen und mogliche Effekte auf die Transkription anderer Flagellengene zu
charakterisieren, wurden nun solche Gene mit der Microarray-Technologie
untersucht, die am Beginn der Flagellenbiosynthese stehen. Hierzu wurde zum einen
das Gen flhA ausgewahlt, welches fir eine Komponente des Flagellensekretions-
apparates kodiert. Fur flhA/flbA-Mutanten wurde bereits in friheren Arbeiten ein
negativer Effekt auf die Transkription der 054-abhéngigen Flagellengene flaB und
flgE1 sowie des o?®-abhangigen Hauptflagellingens flaA nachgewiesen (Schmitz et
al., 1997). Mit der Moglichkeit der globalen Microarray-Untersuchungen wurde die

flhA-Mutante im Hinblick auf zusatzliche regulierte Gene untersucht.

Ein weiteres Protein, dessen Funktion in der globalen Regulation fur H. pylori
untersucht wurde, ist FIhF. Dieser Faktor gehort zu der Familie der SRP- (Signal
Recognition Particle) Proteine, die in den gerichteten Transport von Proteinen zur
Zellmembran involviert sind (Keenan et al., 2001). FIhF kommt in den peritrich
begeilelten Enterobakterien nicht vor, fir Pseudomonas spp. wurde ein
Zusammenhang des Proteins mit polarer Ausrichtung und Flagellenzahl festgestellt
(Dasgupta et al., 2000; Pandza et al., 2000).
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3.3.3.1 Microarray-Untersuchungen der flhA-Mutante

Fur die Untersuchungen einer flhA-Mutation auf die globale Transkription von H.pylori
wurde die bereits beschriebene HpN6 flhA-Mutante verwendet (Schmitz et al., 1997),
sowie eine entsprechende Mutante in H. pylori 88-3887 (Niehus et al., 2004). Mit
diesen Mutanten wurden ausgehend von Zellen aus Flussigkultur einer O.D.gpo von
0,7 drei bzw. vier Hybridisierungen aus jeweils zwei biologischen Experimenten
durchgefuhrt. Ausgewahlte Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 23 als
Diagramm der HpN6 flhA-Experimente und in Tab. 9 im Vergleich zu den
Experimenten mit den Ubrigen Mutanten dargestellt. Bezlglich der Auswirkungen der
flhA-Mutation auf die Expression der mittleren und spaten Flagellengene ergab sich
fur die beiden Uberpruften Stamme ein Ubereinstimmendes Ergebnis (vgl. Abb. 23).
Die durch die Untersuchung des FIiA/FIgM-Systems charakterisierten o%-
abhangigen spaten Flagellengene (siehe 3.3.1) waren in den Mutanten samtlich
herunterreguliert. Dasselbe galt fir die bei den Untersuchungen zum RpoN-Regulon
ermittelten Gene (siehe 3.3.2), wobei die Signalquotienten einiger Gene nicht unter
den Grenzwert der Microarray-Analysen von >2 fielen, aber durch die RT-PCR
Untersuchungen als mehr als zweifach reguliert nachgewiesen werden konnten
(sieche Tab. 9). In Ubereinstimmung mit den frilheren Beschreibungen der
herabgesetzten Transkriptmenge fur flaA, flaB und flgE1 in der HpN6 flhA-Mutante
(Schmitz et al., 1997), konnte hier also gezeigt werden, dass eine Mutation in flhA die
Hemmung der Expression der gesamten Klasse 2- und 3-Gene in H. pylori N6 und
88-3887 zur Folge hat. Zusatzlich dazu waren in beiden Mutanten die Gene HP0751-
HPQO753 (flaG1, fliD, fliS) und HP1122 (flgM) herunterreguliert. Flir beide Operons
konnten konservierte 6%- und o°*-Promotoren identifiziert werden (Josenhans et al.,
2002a). Dabei konnte flr flgM eine immer noch vorhandene Basaltranskription in den
flhA-Mutanten durch RT-PCR-Untersuchungen nachgewiesen werden (siehe Abb.
25A). Zusatzliche Gene, die in den HpN6 und HP88-3887 flhA-Mutanten in ihrer
Transkriptmenge stark reprimiert waren, sind die Gene fur das Zwei-Komponenten
Signal-Transduktionssystem HP0166 (ompR)/HP0165, sowie die Gene HP0367,
HP0488 und HP1440, alle mit bislang unbekannter Funktion. Die Regulation von
HP0166 und HP1440 in den flhA-Mutanten wurde per RT-PCR bestatigt (siehe Tab.
9). Ein zum Grofiteil unterschiedlicher Satz von Zielgenen des Zwei-Komponenten-
Systems HP0166/HP0165 in H. pylori wurde in zwei Arbeiten beschrieben (Dietz et
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al., 2002; Forsyth et al., 2002), wobei z. T. eine negative Regulationswirkung durch
Phosphorylierung nachgewiesen wurde. Keines dieser Gene wurde unter den hier
gewahlten experimentellen Bedingungen als in den flhA-Mutanten reguliert ermittelt.
Desweiteren gab es keinen Hinweis auf Gene, die in den flhA-Mutanten in beiden H.

pylori-Stammen signifikant erhdhte Transkriptmengen aufweisen.

Die zusatzlich zu den Klasse 2- und 3-Flagellengenen regulierten Gene in der flhA-
Mutante, die nicht in eines dieser Regulons eingeordnet werden konnten, da sie
durch mehr als einen Promotor kontrolliert werden wurden in eine neue
Zwischenklasse der Flagellengene eingeordnet (intermediare Gene, siehe Abb. 23,
Tab. 9).

Neben den oben beschriebenen Genen, die in den flhA-Mutanten in beiden
untersuchten H. pylori-Stammen Ubereinstimmend reguliert waren, gab es eine Reihe
von Genen, die entweder in der einen oder in der anderen Mutante hoch- oder
herabreguliert waren. Diese Gene beinhalten unterschiedliche funktionelle Gruppen
wie Gene des Energiestoffwechsels, des Polymertransports oder unbekannter
Funktion (siehe 6.2.3). Da fur diese Arbeit hauptsachlich die Gene von Interesse
waren, die ein konserviertes Transkriptionsprofil Uber stammspezifische Grenzen
hinweg aufweisen, um generelle Mechanismen aufzuklaren, wird hier nicht weiter auf
diese Gene eingegangen. Eine Ausnahme sind die zwei paralogen Proteine HP0410
und HP0492, die fur putative Flagellenhullen-assoziierte Proteine kodieren und
aufgrund ihrer stammspezifisch differenziellen Regulation in den flhA-Mutanten
mittels RT-PCR naher charakterisiert wurden (siehe Tab. 9 und Abb. 26).
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Abb. 23. Expression ausgewdhlter Gene des Flagellensystems nach einer flhA-Mutation. Die
Gene sind als Saulen gegen den Signalquotienten der Fluoreszenzsignale aus Wildtyp und Mutante
aufgetragen. Die Daten errechnen sich aus n=4 Experimenten. Dargestellt sind die in ihrer
Transkriptmenge zwischen HpNG6 flhA und Wildtyp unveranderten oeo-abhéngigen Flagellengene
sowie mittlere und spate Flagellengene unter der Kontrolle von FIhA. FIhA-abhangige Gene, die
keinem der einzelnen Regulons zugeordnet werden kénnen werden als ‘intermediare Gene’
bezeichnet.
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3.3.3.2 Microarray-Untersuchungen einer flhA/flgM-Mutante

Als nachster Schritt wurde die negative Rickkopplung und ihre Mechanismen naher
untersucht, die durch die Inaktivierung von flhA auf die Transkription der spaten und
mittleren Flagellengene und der intermediaren Gene bewirkt wurde (siehe 3.3.3.1).
Ein mdgliches Protein, das eine Rolle in einer solchen "Feedback -Regulation spielen
konnte, ist der FliA-spezifische Anti-Sigma-Faktor FIgM. Trotz Repression der
Transkription in der flhA-Mutante konnte eine Basaltranskription des Gens HP1122
nachgewiesen werden (siehe Abb. 25A). Die Expression von FIgM in den flhA-
Mutanten wurde mittlerweile auch durch Western Blot-Analysen nachgewiesen (C.
Josenhans, unveroffentlicht). Um den Effekt der zusatzlichen Inaktivierung von figM
in einer flhA-Mutante zu untersuchen, wurde eine HpN6-Doppelmutante in den

beiden Genen hergestellt.

Die Untersuchung der HpNG6 flhA/flgM-Mutante erfolgte mittels funf PCR-Produkt-
Microarray-Hybridisierungen ausgehend von Zellen der Doppelmutante (O.D.g00=0,7)
aus drei verschiedenen biologischen Experimenten. In Bezug auf die Expression der
unterschiedlichen Klassen der Flagellengene bewirkte die zusatzliche Inaktivierung
von flgM in der flhA-Mutante eine Wiederherstellung, bzw. eine Erhdhung der
Transkription im Vergleich zum Wildtyp, nicht nur fir die o?®-abhéngigen
Flagellengene, sondern auch fir die Gene des RpoN-Regulons (siehe Abb. 24; Tab.
9). Zusétzlich zu den Genen der 6°*- und 0?-abhéngigen Klassen 2 und 3 sind auch
Gene der neu definierten Zwischenklasse in der flhA/flgM-Doppelmutante im
Vergleich zur flhA-Mutante invers reguliert (siehe Tab. 9). Hierzu gehéren sowohl die
Gene HP0751-53 (flaG1, fliD, fliS) und HP1122 (figM), als auch HP0367/HP0366 und
HP1440, deren Transkriptionsanderung zum Grol3teil auch mit semi-quantitativer RT-
PCR bestatigt wurde (siehe Abb. 24, Tab. 9).

Als weitere nicht-Flagellen-assoziierte Gene, die in der Doppelmutante hochreguliert
sind, wurde unter anderem ein groler zusammenhangender Genbereich mit
ribosomalen Proteinen detektiert. Wenige Gene wurden aufgrund der Microarray-
Experimente als dereguliert in der Doppelmutante ermittelt, von denen der Groliteil
zu den in der HpN6 flhA-Mutante stammspezifisch negativ regulierten Genen zahlt
(vgl. 6.2.2, 6.2.3).
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Abb. 24. Wiederherstellung der Expression der spaten und mittleren Flagellengene durch
Mutation von flgM in einer flhA-Mutante. Die Gene sind als Saulen gegen den Signalquotienten der
Fluoreszenzsignale aus Wildtyp und Mutante aufgetragen. Die Daten errechnen sich aus n=5
Experimenten. Die Transkription der 028-abhéngigen, 054-abhéngigen und intermedidren Gene ist im
Vergleich zu den flhA-Einzelmutanten wiederhergestellt bzw. erhdht (vgl. Abb. 23). cso-abhéngige

frhe Flagellengene sind weitgehend unverandert in ihrer Transkription.
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3.3.3.3 Microarray-Untersuchungen der flhF- und der flhF/flgM-Mutanten

Das zweite als zu den frihen Flagellengenen gehdrend klassifizierte Gen, welches in
dieser Arbeit mit Hilfe der Transkriptom-Analyse analog zu flhA auf globale
Regulation untersucht wurde, ist HP1035 (flhF). Dieses Gen kodiert fur ein Protein
der SRP-Familie. Die fur H. pylori zum ersten Mal beschriebene nicht-polare
Inaktivierung von flhF (durchgeflihrt von C. Josenhans), bewirkte einen flagellenlosen
Phanotyp, wobei in sehr wenigen Fallen das Auftreten ungewohnlich kurzer und z. T.
lateral lokalisierter Flagellen beobachtet wurde (Niehus et al., 2004). Die
Experimente mit den flhF-Mutanten in den zwei H. pylori-Stammen N6 und 88-3887
und in der zusatzlich konstruierten nicht-polaren HpNG6 flhF/flgM-Doppelmutante
wurden in analoger Weise wie fur flhA-Mutanten durchgefuhrt (vgl. 3.3.3.1 und
3.3.3.2.). Dabei wurden fur die Hp88-3887 flhF-Mutante zwei Hybridisierungen
basierend auf einem biologischen Experiment durchgefuhrt, fur die HpNG flhF/flgM-
Doppelmutante drei Microarray-Hybridisierungen mit RNA-Praparationen aus zwei
unterschiedlichen biologischen Experimenten. Die Analysen der unterschiedlichen
Experimente ergaben fur die flhF-Mutanten in Bezug auf die Klasse 2- und 3- sowie
die in die Zwischenklasse eingeordneten Flagellengene ein fast Uberlappendes
Transkriptionsprofil mit einer signifikanten Erniedrigung der Transkriptmenge flr die
Gene der Regulons. Fur viele dieser Gene in den beiden Mutanten wurde die durch
die Microarray-Hybridisierungen ermittelte Regulation durch mehrere RT-PCR-
Analysen bestatigt (siehe Tab. 9). Der auffalligste Unterschied in der Zusammen-
setzung der von FIhF und FIhA abhangigen Flagellengene ist die signifikante
Repression des HP1035-HP1028-Genbereichs in den flhF-Mutanten im Vergleich zu
den flhA-Mutanten. Dieses Operon beinhaltet als erstes Gen flhF und mit HP1032
(fliA) einen Regulator der spaten Flagellengene. Um einen polaren Effekt der
Insertion einer Antibiotikaresistenz-Genkassette in dem flhF-Gen auf die anderen
Gene des HP1035 Operons auszuschlieRen, wurde eine apolare Km~-Kassette fiir
die Inaktivierung von flhF verwendet (Niehus et al., 2004). Neben der Kontrolle der
oben beschriebenen Klassen an Flagellengenen scheint FIhF also positiv in die
Regulation des eigenen Operons involviert zu sein. Wie flur flhA traten auch bei den
Experimenten mit flhF-Mutanten in H. pylori N6 und HP88-3887 eine Reihe von
stammspezifisch regulierten Genen auf (siehe 6.2.4).
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Um wie fur FIhA auch hier eine mdgliche Rolle von FIgM bei der Regulation der FIhF-
abhangigen Gene zu untersuchen, wurden ebenfalls vergleichende Microarray-
Analysen mit Doppelmutanten durchgefuhrt. Hier konnte im Unterschied zur
flhA/flgM-Mutante ein Effekt der zusatzlichen Inaktivierung von FIgM in der flhF
Mutante nur auf die 0®®-abhéngigen Flagellengene beobachtet werden (siehe Tab.
9). Die Regulation der mittleren, o>*-abhangigen Flagellengene muss im Fall von
FIhF also auf einem anderen Mechanismus beruhen als bei FIhA, wo der Anti-Sigma-
Faktor FIgM nach den hier erzielten Ergebnissen ebenfalls eine essenzielle Rolle
innehat (siehe 3.3.3.2). Eine weiterer Effekt, der in der flhF/flgM-Doppelmutante
auftrat, ist die Wiederherstellung der Transkription eines Teils des in der flhF-Mutante
transkriptionell reprimierten HP1035-Operons ab dem Gen HP1032 (fliA) (siehe Tab.
9). Dieser Effekt konnte auch durch RT-PCR-Analysen fur ausgewahlte Gene des
Operons bestatigt werden (siehe Abb. 25B). Vier 0®°-abhéngige Flagellengene (tipB,
flgS, flgH, cheV2) wiesen im Gegensatz zu den anderen untersuchten Mutanten eine

erhdhte Transkriptmenge in den flhF/flgM-Mutanten auf (vgl. Tab. 9).

Zusatzlich zu den oben genannten Genen aus Flagellenregulons war eine Reihe von
nicht-Flagellen-assoziierten Genen in den flhF/flgM-Mutanten hochreguliert. Hierzu
zahlten wie bei flhA/flgM groltenteils ribosomale Gencluster (siehe 6.2.2).
Zusatzliche deregulierte Gene in den flhF/flgM-Doppelmutanten umfassen u. a.
Ureasegene und einzelne Gene der cag-Pathogenitatsinsel, sowie Zielgene des in
die Zwischenklasse gruppierten Zwei-Komponenten-Systems HP0165/HP0166 (vgl.
Tab. 9, 6.2.2, Dietz et al., 2002; Forsyth et al., 2002).

3.3.3.4 Uberpriifung der flhA- und flhF-Microarray-Ergebnisse

Die Uberprifung der Charakterisierung der Flagellengenregulation durch die friihen,
regulatorisch aktiven Komponenten des H. pylori-Flagellensystems, FIhA und FIhF
erfolgte mittels RT-PCR-Untersuchungen und Western Blot-Analysen (siehe
Abb. 25). Fur die hier untersuchten reprasentativen Gene aus den verschiedenen
Genklassen konnten mittels RT-PCR die durch die Microarray-Analysen ermittelte
Regulation und unterschiedliche Ruckkopplungs-Kontrolle bei flhA- und flhF-
Mutanten durch FIgM bestatigt werden (siehe Abb. 25A). Entscheidend ist hierbei
auch der Nachweis, dass sowohl in der flhA-, wie auch in der flhF-Mutante immer

noch flgM-Transkript gebildet wird, welches zu einem aktiven Repressorprotein
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translatiert wird (Nachweis mittels Western Blot von C. Josenhans, unpubliziert). Die
RT-PCR-Untersuchungen zur Expression des HP1035 Operons in den flhF- und
flnF/flgM-Doppelmutanten bestatigen die Ergebnisse der Microarray-Analysen (siehe
Abb. 25B). Die Transkription aller Uberpriften Gene des Operons ist in der HpNG6
flhF-Mutante im Vergleich zum Wildtyp signifikant vermindert. Demgegenuber steigt
die Transkriptmenge fur die im 3’-Bereich des Operons lokalisierten Gene, HP1032
(fiA)/HP1033 und HP1028 in der flhF/flgM-Doppelmutante nahezu auf Wildtypniveau
an. Demgegenuber ist das flhF/flhG-Transkript gegenuber der flhF-Mutante erhoht,
gleichzeitig aber gegenuber der Menge im Wildtyp heruntergesetzt. Die Western-Blot
Analyse fir das durch FliA exprimierte Flagellin FlaA zeigt eine héhere Menge an
FlaA in der flhA/flgM-Doppelmutante im Vergleich zum Wildtyp und allen anderen
abgebildeten Mutanten, in denen gar kein Flagellin nachgewiesen werden kann
(siehe Abb. 25C). In flhF/flgM ist im Vergleich dazu flaA-Transkript ebenfalls in

erhdhtem Male vorhanden, das Protein kann aber nicht gebildet werden.
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Abb. 25. Charakterisierung der H. pylori flhA-, flhF-, flhAlflgM- und flhFlflgM-Mutanten. A)
Ausgewahlte semi-quantitative RT-PCRs mit den verschiedenen Mutanten fur unterschiedliche Gene.
Sowohl 0®*-abhangige Gene (flaA, omp11) als auch o>*-abhangige Gene (flaB, HP1076, HP1120)
sind in den flhA- und flhF-Mutanten nicht exprimiert, figM-Transkript ist nicht vollig unterdriickt.
Wahrend in den flhnA/flgM-Doppelmutanten sowohl fir o®®- als auch 0>-Gene wieder mRNA
nachzuweisen ist, ist in den flhF/figM-Doppelmutanten lediglich die Transkription der 0?-Gene
wiederhergestellt. B) Semi-quantitative RT-PCRs mit flhF und flhF/figM zur Transkription des HP1035
(flhF) bis HP1028-Operons. Transkripte der Gene konnen in der Doppelmutante im Vergleich zur flhF-
Einzelmutante wieder nachgewiesen werden. C) Western Blot-Entwicklung (Gesamtzellysate der
Einzel- und Doppelmutanten)mit a-FlaA Antiserum. FlaA-Protein kann in der flhA/flgM-Doppelmutante
im Gegensatz zu den anderen Mutanten nachwiesen werden.
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HpaA gehort zu der Gruppe der H. pylori-spezifischen Adhasine und wird aufgrund
der Fahigkeit N-Acetyl-Neuraminyl-(a-2,3)-Lactose zu binden, auch als NLBH
(‘neuraminyl-lactose-binding-hemagglutinin’) bezeichnet (Evans & Evans, 2000).
Zunachst wurde das Gen HPO0797 als hpaA beschrieben (Evans et al., 1988),
mittlerweile sind die Gene HP0410 und HP0495 als Homologe identifiziert worden.
Die Lokalisation von HpaA wurde in unterschiedlichen Arbeiten kontrovers als
Flagellen-assoziiert (Jones et al., 1997), zytoplasmatisch (O'Toole et al., 1995), oder
als an der gesamten Bakterienoberflache auftretend charakterisiert (Lundstrom et al.,
2001). Die zwei HpaA-Paraloge, HP0410 und HP0495, befanden sich nach den flhA-
Microarray-Untersuchungen unter den stammspezifisch regulierten Genen (vgl.
3.3.3.1) und wurden daher naher untersucht. Die Abb. 26 zeigt die Bestatigung
dieser der hpaA-Expression in
unterschiedlichen flhA-Mutanten durch semi-quantitative RT-PCR. Wahrend die
Transkriptmenge fur HP0797 in H. pylori N6 und Hp88-3887 ahnlich ist, kann fur die

beiden Paraloge HP0410 und HPO0492 eine stammspezifisch unterschiedliche

stammspezifisch differenziellen Regulation

Transkription nachgewiesen werden. Dabei ist auch die Menge an spezifischem
Transkript fur die beiden HpaA-Paraloge in den zwei H. pylori-Stammen jeweils sehr
verschieden, wobei HP0410 in H. pylori 88-3887 starker transkribiert zu werden
scheint und HP0492 in HpN6 eine héhere Transkriptmenge aufweist (siehe Abb. 26).

S Abb. 26. Stammspezifische Transkription von

Yy & & hpaA-Paralogen in H. pylori N6 und 88-3887.

RN ¢§> 9‘,"’ T Dargestellt sind RT-RCRs mit cDNA-Praparationen

S & & S aus H. pylori N6 und 88-3887 Wildtyp und den

K kS Q‘Q k3 entsprechenden flhA-Mutanten, wie Uber den
—A— —A—

Spuren beschriftet. Diese Proben wurden jeweils mit
Primern, spezifisch fir die rechts angezeigten Gene,

- —— 16S rRNA| amplifiziert. Wahrend HP0797 (hpaA) in beiden
Stammen und Mutanten ahnlich stark transkribiert
werden, werden HP0410 (hpaA2) und HPO0492

HP0797 (hpaA3) in den zwei Stammen FlhA-abhangig

— —— v (hpaA) differenziell exprimiert.

(hpaA2)
. G G S e HP0492
(hpaA3)
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Um eine maogliche funktionelle Erklarung flr die beobachtete stammspezifisch
differenziell regulierte Transkription der hpaA-Paraloge zu erhalten, wurden die
Promotoregionen vor den Genen HP0410 und HPO0492 in einer Reihe
unterschiedlicher H. pylori-Stamme, inklusive N6 und 26695, sequenziert (C.
Josenhans, unveroéffentlicht). Obwohl in den untersuchten Sequenzbereichen eine
stammspezifische Variation in den den Nukleinsduresequenzen bei den
unterschiedlichen Stammen gezeigt wurde, konnten keine spezifischen 0>*- oder 0?%-

Promotoren ermittelt werden, die die flhA-abhangige Regulation erklaren konnten.

3.3.4 Zusammenfassung der Microarray-Analysen fiir alle Regulatoren des

Flagellensystems

In der Tab. 9 sind ausgewahlte Ergebnisse der hier durchgefuhrten Microarray-
Untersuchungen zu den Genen des antagonistischen FliA/FIgM-Systems, des RpoN-
Regulons und zu den von den frihen Flagellenproteinen FIhA und FIhF kontrollierten
Genen zusammengefasst. Die Gene des H. pylori-Flagellenapparats sind je nach
ihrer Abhangigkeit von den unterschiedlichen Regulatoren in verschiedene Klassen
eingeteilt. Unter der Klasse 1 werden die Gene zusammengefasst, die bereits als
Angehérige von o®-abhangigen Operons vorgeschlagen wurden (Spohn & Scarlato,
2001) und die bei den hier durchgeflhrten Microarray-Hybridisierungen in ihrer
Transkription durch die Inaktivierung der verschiedenen Regulatoren nicht signifikant
verandert wurden. Die Klasse 2 setzt sich aus Genen zusammen, die eindeutig dem
RpoN-Regulon zugeordnet werden konnten (siehe 3.3.2). Die Klasse 3 setzt sich aus
ausschlieRlich o?*-abhangigen Genen zusammen (vgl. 3.3.1). Unter der
Zwischenklasse der Flagellengene (‘intermediare Gene’) wurden alle Gene
zusammengefasst, die nicht konsistent einem einzelnen Regulon zugeordnet werden
konnten und wahrscheinlich von mindestens zwei unterschiedlichen Promotoren
kontrolliert werden. AulRerdem sind die in der flhA-Mutante stammspezifisch
regulierten Gene fir die unterschiedlichen HpaA-Paralogen mit den Signalquotienten

fur die unterschiedlichen Mutanten angegeben.
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auabuajabel4-| assery aanend

= = = o =
_ 3 _ s 2 5 2z L
s =7 =¥ 5% ¥ I ¥ B® ¥ Bs s ==
1 :: (£ gs 2L 3o 2L 8F 2L 8L (5 %5
TIGR z= zZs =2 =2 2 z23 2 < S < Zu N Zz< Zg
N GenName R 3 22 3 £8 3 £8 3 223 2%y 28 ; £5 3 283 £5 3 28 3 PE 3
=| HP0472 ompT1 * 36 *10,3 02°09 02 09 02 1,20, 7, *T0,4 0,1 1,0 0,1
2| HPo601 flaA * 1,5 * 0,4 01 ° 09 02° 07 00°1,101* *10,5 02 0,6 0,0
& | HP1052 envA * 04 */0,3 01 0903 0801 120, 05 02 07 0,1
| HP1051 Hyp. * 0,5 *10,5 01 0902 0601 140,1 0,5 0,8
[7] HPO751 flaG2 *12 03 *08 02 0902 0601 1602
HP0752 fliD *15 05 *08 01 0902 0600 1001
HP0753 fliS *14 05 *09 01 0902 0701 1201
HP0754 fliT 1,2 06 [05l00 1102 0800 1201 09 01|* 13 00* 1,1 01* 1101 1,0 00 * 08 00 09 00
HP1122 figM 1,8 02 N.D. °0901°0901 1301 08 01|(*§28013*2\lo7 [1804 *8@ 06 N.D. N.D.
5 | [HP1035 fihF 16 03 09 01 0902 1201 1501 08 01| 14 01 16 03* 1,7 04 06 1,4 02* 0,3
& | HP1034 yixH (InG) 1,1 02 1,0 02 1,0 04 1,0 0,1 *2#o03° 08 0,1[° 1,2 02 1,7 0,3 *[6j0) 2,1 * 67 10 03* 0,6
g HP1033 Hyp. 1,0 02 1001 1002 1001 1601 09 00 12 02 14 05* 1601 14 00 1,1 02 0,6
2 | 'HP1032 fliA 16 06 12 03°1104°09 02 1700 09 01|° 12 01 15 05 *[4,902* 00° 09 02° 1,5 00
S| HP1031 flim 16 05 1,101 1104 1000 1701 09 01| 12 01 1,4 05 1,0 04 1,0 01 1,3 04
=| HP1030 fiiy 1,0 02 1002 1,005 09 0,1 01 09 03| 13 01 15 05 0,5 24 09 02 18 05
% | HP1029 Hyp. 1,2 02 1001 1,004 1,1 0,1 01 1,21 02| 14 03 2201 0,3 20 09 02 1,4 0,1
@ | HP1028 Hyp. 1,0 01 09 01 0903 08 00*11901°11 02| 15 03 [19 04 * 02* 0,0 [05101° 08 00
g HP1559 figB 1,0 02 1,001 * 1603 1,7 01 *2@lo1*2@Jo7| 14 04 0602 1604 1301 06 02 [BE o9
@ | HP1558 figC 08 02 0902 1403 1302 1701 16 04| 1101 0701 1302 1202 06 02 [19 03
2 | HP1557 fliE 10 01 0902 1002 1102 1501 13 03| 11 03 08 00 0903 1,102 10 02 [22 04
% | HP0166 ompR 1,3 03 1301 0902 1002 1000 1,1 03[* 03* 1502 1602 11 01° 14 05 [49]09
@ | HPO165 Histidinkinase 1,4 03 1,4 02 0802 13 03 1100 10 02 0,6 03 1301 1202 16 03 |18 06
® [ HP0367 Hyp. 08 02 1,002 1203 14 03 2703 14| 1,5 02 1,0 [2olo4 [B@l o7 [0 0,1 0,9
HP0366 Hyp. 08 01 0902 1506 08 00 1,10, 21| 1501 1205 1,405 14 00 |05 02 2,5
HP0488 Hyp. 1,1 01 1101 1002 1001 1101 09 0,1 .1,9 1,81 0,2 .2,4 .0,5 0,7 0,3 1,2 0,1
HP1440 Hyp. 1,3 01 09 00 1001 07 00 [49801 07 01[* 1,0 * 1,1 01 * 0,2 00 * 0,6 0,1 09 02
HP0908 flgE2 08 02 1,2 04°1403° 11 00°1,001° 13 00[° 1,1 01° 0,9 02
HP0907 figD 09 01 0901°1202°1503° 1401 *22]07[° 11 00° 0,7 00
HP0906 Hyp. 11 01 09 01 * 15 04 * 02* 15 0,1°* 00 *[1,9 02 * 1,2 0,1
HP0115 flaB 09 01 09 01°* 05 * 2,7 *|28l 0,4 * 2,3 *|13,4) 1,6 * 1281 0,3
HP0114 Hyp. 09 01 09 00 1,4 04 1, 00 04 15 04 15 0,1
HP0295 figL 1,0 01 09 01 * 0,8 0,8 [558lo,7 74 8 1.4 [5i0] 4.9
x| HP0870 figE1 °11 02 °08 01 * 05 1,7 01 [1,9 0,1 03 (18 04 15 0,1
& | HP0869 hypA 1,2 02 09 02 * 03 1,6 01* 17 00* 04 * 02* 1,7 0,0
@ | HP1120 Hyp. 1,0 04 09 01 * 33*Bal15* 1,2 127 * 14 0,5
~ | HP1119 figK 11 01 09 01 *1904 1,7 0,1 0,1 6,1 0,6 0,6
HP1076 Hyp. 1,0 02 08 01 * 1,4 1281 1,1 *[1,9 0,3 86 * 05 1,6 03
HP1154 Hyp. 1,0 02 09 02 * 08 1,1 00 *.0,2 1,8 02 1,3 01
HP1155 murG 1,3 02 1,0 02*17 04 1,7 02* 0,2 17 0,6 0,5
HP1233 flgJ-Paralog 1,3 06 1,5 06 *J22107 [2/J05* 1,7 0,2 23 * 16 03* 1,4 03
HP0019 cheV1 1,0 01 09 00 1204 1604 0901 12 00 09 01 12 04
HP0082 tipC 08 01 0901 1001 1000 0900 10 01 1,1 01 1,0 0,
HP0099 tipA 09 00 1001 1102 0802 0900 10 01° 11 01° 17 0,1
HP0103 tipB 10 02 1,102 1203 0901 1002 08 02 08 01 1,21 0,1
HP0173 fliR 11 02 1001 1002 0900 0901 10 01 09 01 08 0,1
HP0244 flgS (atoS) 1,2 01 1,1 02 °1,001° 09 00° 1,100 11 00° 12 0,1° 1,0 00
HP0246 flgl 10 01 09 01 1102 1201 1100 10 01 10 01 1,0 03
HP0325 flgH 08 01 0801 1001 1102 1101 11 02 13 01 09 0,

HP0326 neuA (flmD) 1,1 0,1 1,2 04 1103 1001 1101 09 00 1,6 01 0,8 01
HP0327 flaG1 (flmH) 1,7 07 1403 1204 1102 1501 11 01 1,6 04 09 00

HP0351 fliF 1,2 01 1102 1001 1301 0800 10 01 14 03 08 0,1
HP0352 fliH 1,2 01 1201 1002 1002 1201 09 02 10 01 1,0 02
HP0391 cheW 09 01 0901 1305 0800 1001 12 01 1,1 02 14 02
HP0392 cheA °09 00°1002 1104°1100 0901 10 02° 10 01 12 01
HP0393 cheV3 09 02 0902 1003 1000 1101 11 01 10 00 1,2 02
HP0584 fliN 09 04 0802 0703 0902 1001 09 02 11 01 1,1 0,
HP0599 tipB 09 01 1,0 0,1 N.D. N.D. 0901 14 00 10 00 16 03
HP0616 cheV2 1,0 01 1002 1103 0901 1201 09 02 12 02 09 00
HP0684 fliP’ N.D. N.D. 1,204 1000 1001 12 00 10 00 1,0 00
HP0685 fliP" 09 01 1101 1103 09 01 1302 12 03 16 04 1,5 0,1
HP0703 flgR 08 01 09 01°0903°1100°1502 09 00° 09 02° 14 03
HPO0714 rpoN 1,0 02 1,000°1003°08 02 1001 08 02° 13 01° 1,1 00
HP0770 flhB1 10 02 1201 1002 0902 1101 10 01 11 01 1,1 01
HP0815 motA °11 02 °0801°1002 07 01°1201 09 02° 12 01° 1,4 0,1
HP0816 motB 1,0 05 0800 0802 0800 1101 08 01 08 01 N.D.

HP0840 flaA1 1,2 02 1201 1004 0902 0901 08 01 08 02 08 00
HP1041 flhA 09 04 0901 1403 0800 1101 10 03 08 02 12 05
HP1067 cheY °09 01°0901°1002 09 01°0901 10 01° 10 01° 1,0 04
HP1092 flgG 09 00 1001 1102 0801 1101 10 02 1,1 01 12 02
HP1286 fliZ 10 01 1101 0903 1100 1001 12 02 14 01 15 03
HP1419 fliQ 10 01 0901 0902 1001 1100 10 02 08 01 09 01
HP1420 flil 11 02 1203 0903 1001 1101 08 01 06 01 09 01
HP1462 Hyp. 09 01 1001 1002 1100 1100 10 01 10 02 09 0,1
HP1575 flhB2 09 01 1001 1003 09 00 1502 09 02 14 01 09 0,1
HP1585 flgG 09 02 1001 1104 09 01 1001 11 01 06 02 08 0,0
HP0410 hpaA2 09 01 0901 0703 0902 1001 1,0 02 *J2AN09° 1,0 0,0
HP0492 hpaA3 08 02 1002 1002 1605 0902 12 03° 14 04 *[B2l03
HP0797 hpaA 09 01 0801 1003 09 01 0801 13 03° 15 05° 12 00
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Tab.9 Ausgewahlte Ergebnisse der DNA-Microarray-Hybridisierungen und RT-PCR mit
unterschiedlichen H. pylori-Stammen und Mutanten in verschiedenen Regulatoren des
Flagellensystems. Experimente mit n Wiederholungen und Standardabweichung (+) sind oberhalb
der Tabelle angegeben. Experimente mit den fliA- und flgM-Mutanten wurden mit Oligonukleotid-
Microarrays durchgefiihrt, alle anderen mit PCR-Produkt-Microarrays. Die Bezeichnung fiir die
Lokalisation der einzelnen Gene in H. pylori 26695 (TIGR Nr.) und der Genname sind oberhalb der
Tabelle angegeben. Auf der linken Seite ist durch farbliche Unterscheidung die Unterteilung der Gene
in die regulatorischen Gengruppen 1, 2 und 3 sowie einer Zwischengruppe mit der Kontrolle der Gene
durch mehrere Sigma-Faktoren, dargestellt. Durch Umrahmung sind die Werte in einzelnen Klassen
mit den dazugehdrigen Experimenten hervorgehoben. Die Hoch- oder Herunterregulation von
einzelnen Genen in der Mutante im Vergleich zum Wildtyp ist durch rote bzw. griine Unterlegung der
Felder hervorgenoben.

N.D., kein Wert vorhanden; * Ergebnis der Regulation (Microarray) im Vergleich zum Wildtyp durch
RT-PCR bestatigt; ° Ergebnis: keine Regulation (Microarray) durch RT-PCR bestatigt

3.4 Konstruktion und Charakterisierung isogener Mutanten in

unterschiedlichen Genen des H. pylori-Flagellensystems

Um die Funktion von weiteren putativen Genen des Flagellensystems naher zu
untersuchen, wurden isogene Mutanten durch Insertion von Antibiotika-Markern in
einzelnen Gene hergestellt und die Auswirkungen auf den Flagellenphanotyp und
Expression anderer Gene untersucht. Aufgrund des gut untersuchten Flagellen-
systems der Enterobakterien (Macnab, 1996; Aizawa, 2000), konnten fur H. pylori
aufgrund signifikanter Aminosaurehomologien bereits eine grole Zahl an
Genprodukten strukturellen oder funktionellen Untereinheiten der Flagellen
zugeordnet werden (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Josenhans & Suerbaum,
2001; Spohn & Scarlato, 2001). Durch Experimente bestatigt ist die Zugehdrigkeit
zum Flagellensystem nur flr einen kleinen Teil dieser Gene. In dieser Arbeit wurden
sowohl einige der bislang nicht charakterisierten, jedoch aufgrund von
Sequenzhomologien als Flagellensystem-assoziiert annotierten Gene untersucht,
sowie auch Gene, die durch die hier durchgefuhrten Transkriptom-Analysen als
Angehdrige der verschiedenen Flagellenregulons ermittelt wurden (vgl. 3.3). Aus
allen bekannten Synthesestadien der Flagellen wurde, soweit nicht schon
vorhanden, mindestens eine Mutante fur die Erganzung einer flagellenspezifischen

Mutantenbank von H. pylori hergestellt.

3.4.1 Basalkorper L-Ring Protein FigH
Das Gen flgH kodiert in Salmonella fir die Proteinuntereinheit, die als Multimer
zusammen mit dem P-Ring fur die Verankerung der Flagelle in der &uf3eren

Membran verantwortlich ist (Macnab, 1996). Dabei sind FIgH zusammen mit Figl (P-
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Ring-Untereinheit) die einzigen aulerhalb der Zellmembran lokalisierten
Flagellenstrukturproteine, die durch den Sec-abhangigen Proteintransport mittels
Signalpeptid und nicht Uber den Typ llI-Flagellensekretionsapparat exportiert werden.
FUr Salmonella wurde weiterhin gezeigt, dass FIgH Uber eine spezielle
Aminosauresequenz, die Lipobox, zu einem Lipoprotein prozessiert wird und erst
dann voll funktionsfahig ist (Schoenhals & Macnab, 1996; Dailey & Macnab, 2002).
Eine solche Lipobox (Sequenz: L-X-G/A- |C) konnte in der Sequenz von HP0325 (H.
pylori FIgH) nicht identifiziert werden. FIgH wurde fir eine Mutagenese ausgewanhlt,
da es zu einer Klasse von Genen gehort, die funktionell an der Basalkorperbildung
beteiligt sind. Zur Herstellung einer Insertionsmutante von flgH wurde zunachst mit
den Primern HPflgH1 und -2 aus chromosomaler H. pylori 26695-DNA ein 1,3 Kb
PCR-Fragment amplifiziert und nach Bglll-Verdau das entstandene 1,1 kB-Fragment
in einen mit BamHI-geschnittenen pUC18-Vektor ligiert. Das entstandene Plasmid
(pSUS1605) wurde nach einer inversen PCR mit den Oligonukleotiden HPflgH3 und
-4 mit dem Enzym BamH| verdaut, dephosphoryliert und mit der BamHI-
geschnittenen aphA-3'-lll-Kassette (KmR) ligiert, was in dem Plasmid pSUS1611
resultierte (siehe Abb. 27). Hierdurch wurde eine 154 Bp-Deletion in flgH erzeugt, in
die die Kanamycin-Resistenzkassette inseriert wurde. Durch eine Sequenzierung des
Plasmids mit den pUC18-spezifischen Primern M13fw und -rev wurde die korrekte

Insertion der Kanamycin-Kassette bestatigt.

pSUS1611 (5 kB)

2 3 M 4 567 M kB

Bp 2700 | 370 1300 100| 530
5
puUC18 ——| figH aphA3'1ll (kmR) figH 3
1,65
Xbal BamHI Hindlll - BamHI EcoRlI
Pstl Smal Smal Smal
Hindlll  EcoRl EcoRI Kpnl 0,5
Clal Cial Xmal
BamHI

Abb. 27. Schematische Darstellung des Plasmids pSUS1611. Das Plasmid wurde in H. pylori N6
transformiert, wo der entsprechende Bereich durch homologe Rekombination mit dem figH-Gen
(HP0325) in das Genom integriert wurde. Rechts dargestellt einige Restriktionen zur Uberpriifung des
Plasmids (Spur 1-3) und PCRs zur Uberpriifung der H. pylori N6 flgH-Mutanten (BAC15, Spur 4-7) mit
den Primern HPflgH1 + 2.

Spur M:  1Kb DNA ladder (NEB) Spur4: BAC15.1
Spur 1:  Hindlll / Kpnl Spur5: BAC15.2
Spur2: Kpnl Spur6: HpN6
Spur 3:  EcoRl / Xbal Spur7: Hp88-3887
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Das Plasmid wurde in H. pylori N6 transformiert und die flgH-Insertionsmutanten
(BAC15) auf Blutplatten mit dem Antibiotikum Kanamycin selektiert. Die Uberprifung
der einzelnen Klone erfolgte durch eine PCR mit den Primern HPflgH1 und -2 (siehe
Abb. 27). Die lichtmikroskopische Analyse der Mutanten zeigte im Gegensatz zu den
motilen H. pylori-Wildtyp-Zellen keinerlei Beweglichkeit. Bestatigt wurde dieses
Ergebnis durch elektronenmikroskopische Untersuchungen, bei denen fiur die flgH-

Insertionsmutanten ein flagellenloser Phanotyp nachgewiesen wurde.
3.4.2 RpoN-abhangige Gene HP1076 und HP1233 (flgJ-Homolog)

Die Gene HP1076 und HP1233 wurden durch die Microarray-Experimente als zum
RpoN-Regulon gehdrig charakterisiert (vgl 3.3.2). Ein theoretischer Bezug zum H.
pylori-Flagellensystem konnte anschlieBend fur beide Gene hergestellt werden.
HP1076 zeigt starke Proteininteraktionen von mit dem Flagellen-assoziierten
Chaperon FIiS (PBS=A 1e-50; Hybrigenics PimRider™). HP1233 weist
Aminosaureahnlichkeiten (22% Ahnlichkeit, 10% ldentitat) zu der in Salmonella fur
die Flagellenbiosynthese essenziellen Muraminidase FlgJ auf (vgl. 3.3.2.1; Nambu et
al., 1999). Ein FlgJ-Homolog konnte fur H. pylori bis dahin noch nicht identifiziert
werden. Um die phanotypischen Auswirkungen einer Inaktivierung dieser Gene in H.
pylori zu untersuchen, wurden jeweils Insertionsmutanten hergestellt und
charakterisiert. Hierzu wurde fir beide Gene dieselbe Klonierungsstrategie wie fur

die Inaktivierung von flgH angewandt (siehe 3.4.1).

Fur HP1076 wurde zunachst ein 430 Bp-Fragment aus H. pylori 26695-DNA mit den
Primern HP1076-1-Bglll und HP1076-2-Bglll amplifiziert, aufgereinigt und Bglll-
behandelt und in einen BamHI-geschnittenen pUC18-Vektor ligiert. Bei der
anschlielfenden inversen PCR mit HP1076-3-BamHI und HP1076-4-BamHI wurde
ein 217 Bp-Fragment aus dem Gen deletiert und eine BamHI-geschnittene
Kanamycin-Resistenskassette (aphA3'-lll) inseriert. Das entstandene Plasmid
pSUS1627 wurde durch Restriktionen mit den Endonukleasen EcoRI (Linearisierung:
ca. 4,35 kB-Fragment) und BamHlI (1,4 kB- und 2,95 kB-Fragmente), sowie eine PCR
und anschlielende Sequenzierung mit den pUC18-spezifischen Primern M13fw und
M13rev Uberpriuft (ohne Abbildung). AnschlieBend wurden durch natirliche
Transformation und homologe Rekombination mit pSUS1627 die HP1076-Gene der
H. pylori-Stamme N6 und 88-3887 inaktiviert. Die erfolgreiche Rekombination mit
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dem Plasmid wurde mit Praparationen genomischer DNA aus den Mutanten durch
PCR mit den Oligonukleotiden HP1076-1-Bglll und HP1076-1-Bglll und
anschlielRende Sequenzierung mit denselben Primern bestatigt.

Fir die Klonierung von HP1233 erfolge die initiale PCR mit den Primern HP1233-1-
Balll und HP1233-2-Bglll und H. pylori 26695-DNA und lieferte das zu erwartende
970 Bp grol’e Fragment, welches in den BamHlI-linearisierten pUC18-Vektor ligiert
wurde. Die inverse PCR zur Deletion eines ca. 200 Bp-Fragments und zur BamHI-
vermittelten Insertion der Kanamycin-Kassette erfolgte mit den Primern HP1233-3-
BamHI und HP1233-4-BamHI. Das entstandene Plasmid pSUS1631 wurde durch
Restriktionen mit den Endonukleasen BamHI (1,4 kB- und 3,45 kB-Fragment) und
Hindlll (1,65 kB- und 3,2 kB-Fragmente), sowie eine PCR und anschlielRende
Sequenzierung mit den pUC18-spezifischen Primern M13fw und -rev Uberpruft (ohne
Abbildung). Anschlieliend wurden durch naturliche Transformation und homologe
Rekombination mit dem entsprechenden Bereich von pSUS1627 die HP1233-Gene
der H. pylori-Stamme N6 und 88-3887 inaktiviert. Die erfolgreiche Rekombination mit
dem Plasmid wurde mit Praparationen genomischer DNA aus den Mutanten durch
PCR und anschlielende Sequenzierung mit den Oligonukleotiden HP1233-1-Bglll
und HP1233-2-Bglll bestatigt.

Durch lichtmikroskopische Studien zur Beweglichkeit der Mutanten im Vergleich zu
den H. pylori-Wildtypen konnte keine eindeutige Verminderung der Motilitat durch die
Inaktivierung von HP1076 oder HP1233 beobachtet werden. Diese Ergebnisse
wurden auch durch Untersuchungen der Mutanten in Agar-Motilitatsassays bestatigt,
bei denen die Schwarmhéfe von Mutanten und Wildtypen keine signifikanten
Unterschiede in der GroRe zeigten. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
der HP1076-Mutanten zeigten in Ubereinstimmung mit den Beweglichkeitstests keine
auffalligen Veranderungen in Anzahl oder Lokalisation der Flagellen verglichen mit
den Wildtypen. Es wurde aber eine erhdhte Anzahl von Flagellen ohne Hulle und frei
vorliegende Flagellenhullen beobachtet, als dies bei Bakterien ohne Mutation der Fall
war (ohne Abbildung). Dieselbe Beobachtung konnte auch fur die HP1233-Mutanten
gemacht werden. Hier zeigte sich zusatzlich eine geringe Zahl an Bakterien mit

polaren Ausstulpungen der Zellmembran anstelle von intakten Flagellen.
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3.4.3 Hakenprotein-Homolog FIgE2

Der Flagellenhaken ist die Struktur, die den Basalkorper Uber die HAP-Proteine
(hook adaptor proteins) mit dem Flagellenfilament verbindet (Homma et al., 1984b;
Macnab, 2003). Der Haken besteht aus einem Homopolymer der Untereinheit FIgE,
die bei den meisten Spezies eine Lange von ca. 400 Aminosauren hat und bei H.
pylori mit 718 Aminosauren im Vergleich fast doppelt so grol} ist (Aizawa, 2000).
Auch die komplette Hakenstruktur (FIgE-Polymer) selbst ist mit ca. 70 nm Lange
etwas grofder als die von Enterobakterien mit 55 nm (O'Toole et al., 1994b; Macnab,
1996; Makishima et al., 2001). Ein Paradigma der Regulation des Flagellenaufbaus
bei Enterobakterien und anderen Spezies ist der Rickkopplungspunkt fir die
Expression der spaten Flagellengene durch die Fertigstellung des
Basalkorper/Haken-Komplexes und dem folgenden Export des Anti-0*®-Faktors FigM
(Macnab, 1996; Aizawa, 2000; Chilcott & Hughes, 2000). Fur H. pylori wurden
Flagellenhaken isoliert, die aus ca. 78 kDa gro3en FIgE1-Proteinuntereinheiten
aufgebaut waren (O'Toole et al., 1994b). Mutanten in flgE1 sind unbeweglich und
flagellenlos, exprimieren aber das spate Flagellin FlaA in gleicher Menge wie der
Wildtyp (O'Toole et al., 1994b).

Abb. 28. Phanotypische Char-
akterisierung der flgE2-Mutante.
TEM-Aufnahme einer H. pylori N6-
flge2-Mutante. Das Bakterium weist
einen flagellenlosen Phanotyp auf.

Der Balken reprasentiert 0,5 pm.
TEM-Aufnahme von C. Josenhans.

Eine weitere Besonderheit von H. pylori wie auch anderer e-Proteobakterien, wie
z. B. C. jejuni, W. succinogenes oder H. hepaticus, ist die Existenz eines zweiten
Hakengen-Paralogs, flgE2, dessen Funktion bislang nicht untersucht wurde (Tomb et
al., 1997; Alm et al., 1999; Parkhill et al., 2000; Baar et al., 2003; Suerbaum et al.,
2003). Bei H. pylori ist FIgE2 (HP0908) mit einer vorhergesagten GroRe von ca. 67
kDa (606 Aminosauren) etwas kleiner als FIgE1 und unterscheidet sich deutlich in
der Proteinsequenz (20% Identitat, 37% Ahnlichkeit). Das Gen flgE2 liegt in einem
Operon mit flgD (HP0907), welches in Salmonella flr ein FIgE-spezifisches
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Chaperon kodiert, das fur den Aufbau des Flagellenhakens unerlaldlich ist (Macnab,
2003). Ein weiteres Gen mit funktionellem o**-Promotor, HP0906, ein offener
Leserahmen ohne signifikante Homologien zu bekannten Genen, wurde als erstes
Gen des Operons postuliert (Spohn & Scarlato, 1999, vgl. Abb. 30). Um die
Besonderheiten im H. pylori-Flagellensystem und die Funktion des Hakenprotein-
Paralogs FIgQE2 naher zu untersuchen, wurde hier eine isogene flgE2-Insertions-
mutante konstruiert und charakterisiert.

Mit den Primern HPflgD1 und -2 wurde mit H. pylori 26695-DNA ein ca. 1,6 kB
langes, einen Teil von flgD und flge2 (HP0907/HP0908) umfassendes PCR-
Fragment mit BamHI-Schnittstellen generiert und in einen BamHI-geschnittenen
pILL570-Vektor kloniert (pSUS1602). In eine in flgE2 gelegene naturliche EcoRI-
Schnittstelle wurde in Transkriptionsrichtung eine Kanamycin-Kassette inseriert und
dadurch FIgEZ2 inaktiviert. Mit dem entstandenen Plasmid pSUS1603 wurde in den H.
pylori-Stammen N6 und 88-3887 das flgE2-Gen ausgeschaltet. Die Uberpriifung
erfolgte mittels PCR mit den Primern HP0908 Ndel und HPflgD2, bzw. HPflgD2 und

km1 und Sequenzierung mit denselben Oligonukleotiden.

Die phanotypische Charakterisierung der Mutanten wurde mittels licht- und
elektronenmikroskopischer Analyse durchgefuhrt. Es konnte eine funktionelle
Verbindung von FIgE2 zum Flagellensystem nachgewiesen werden, da die flgE2-
Mutanten unbeweglich waren und in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen

keine Ausbildung von Flagellen beobachtet wurde (vgl. Abb. 28).

Bei den Microarray-Analysen der Regulatoren des o°*-Regulons, RpoN, FIgR und
FIgS wurde kein signifikanter Einfluss auf die Expression derGene flgD und flgE2
festgestellt (siehe 3.3.2). Dies stand in scheinbaren Widerspruch zu friheren
Untersuchungen, nach denen keine Aktivitat des °*-Promotors vor HP0906, dem
ersten Gen des putativen Operons (HP0906-HP0908) in einer flgR-Mutante
vorhanden war (Spohn & Scarlato, 1999). Um diesen Widerspruch aufzuklaren,
wurden vergleichende RT-PCRs mit cDNA aus verschiedenen Mutanten und
Wildtypen sowie drei spezifischen Primerpaaren fur jeweils eines der Gene HP0906,
flgD und flgE2 durchgefuhrt (siehe Abb. 29). Da die Zyklenzahl und die Ubrigen
Bedingungen bei der PCR fiur die drei Reaktionen identisch waren (siehe Tab. 4),
konnen hier bedingt auch Aussagen zur Transkriptmenge der einzelnen Gene

gemacht werden. In den Mutanten der Gene fur RpoN, FIgR, FIgS und FIhA ist kein
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Transkript fur HP0906 im Vergleich zum Wildtyp nachzuweisen, was die von Spohn

und Scarlato gezeigte Zugehdrigkeit zum o°*-Regulon bestatigt (Spohn & Scarlato,

1999). Hierfur spricht auch das Auftreten einer spezifischen RT-PCR-Bande in der

fIhAlflgM-Doppelmutante, flr die in den vorangegangenen Microarray-Experimenten

eine erhdhte Transkription der Klasse 2-Gene nachgewiesen worden war (vgl. 3.3.3).

Im Gegensatz dazu waren in allen Mutanten Transkripte der Gene figD und flgE2

nachzuweisen, die folglich von einem o°*-unabhingigen Promotor kontrolliert

werden. Da in den flhA-Mutanten auch die 0%-abhéngigen Klasse 3-Gene reprimiert

sind (vgl. 3.3.3), nicht aber flgD/E2, ist ein 0®-"Housekeeping -Promotor fiir
HP0907/HP0908 wahrscheinlich. In einer bioinformatischen Arbeit von Vanet et al.

(2000) ist eine fiir H. pylori spezifische Konsensus-Sequenz fiir o®-Promotoren

abgeleitet worden. In einem Bereich von 25-59 Nukleotiden vor dem flgD-Startkodon

konnte hier eine solche Sequenz identifiziert und als potenzieller zweiter Promotor in

dem Gencluster vorgeschlagen werden (siehe Abb. 30).
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Abb. 29. RT-PCR-Analyse zur
Expression der Gene HP0906,
HP0907 (figD) und HP0908 (figE2) in
unterschiedlichen Mutanten.
Abgebildet sind Experimente mit RNA-
Praparationen verschiedener isogener
Mutanten in den Stammen H. pylori N6
HpN6 rpoN (HpNG6) und H. pylori 88-3887 (Hp88-
3887). Die Primerkombinationen
HP0906_RT1 und -2 (HP0906),
Hp88-3887 HPflgD3 und HP0907 _RT2 (figD),
rpoN HP0908 RT1 und HPflgD2 (figE2),
sowie HP16S1 und 2 (HP16S rRNA)
wurden zur Amplifikation von cDNA aus
HPNG figR Wildtyp (wt) und Mutante (mt) benutzt.
HpN6 Die cDNA fir die RT-PCRs wurde fir
HP0244 die rpoN- und flgR-Mutanten aus Zellen
einer O.D.gyo von 0,35 und fur HP0244,
flhA- und flhA/flgM-Mutanten aus Zellen
HpN6 flnA einer O.D.gpo von 0,7 hergestellt. Fur
den Wildtyp wurden Zellen mit
dementsprechender O.D .45 verwendet.
Hp88-3887
flhA
HpN6
flnAlfigM

Das Ergebnis, dass in einigen Mutanten die Transkriptmenge fur flgD/E2 im

Vergleich zum Wildtyp etwas herabgesetzt ist, wahrend sie in der flhAlflgM-
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Doppelmutante erhoht ist, spricht flr eine partielle positive Kokontrolle durch den
HP0906-0>*-Promotor (siehe Abb. 29 und Abb. 30). Da in nahezu allen Experimenten
durch die RT-PCR fur den Wildtyp eine kleinere Transkriptmenge fur HP0906 als fur
das nachfolgende flgD bei gleichen PCR-Bedingungen bestimmt wurde (siehe Abb.
29), kann weiterhin geschlossen werden, dass unter den gewahlten Bedingungen der
o>*-Promotor eine schwichere Aktivitat aufweist als der putative o®°-Promotor der

beiden nachfolgenden Gene.

po>* (Spohn & Scarlato, 1999)

| po8o
: T TTTTTTT T T T T T -
1
1 |
1
— HP0906 flgD flgE2
~—
kB 1,58 0,05 0,91 1,82
in silico pa® figD : —-TTATGCGTGATTTTAAGCAAGTTTGCTCTATAAT-
H. pylori pa8 Konsensus : -TTAAGC------ TTAAGC----12n---TATAAT-
(Vanetetal,20000 === 2ln + 2 —————-

Abb. 30. Operonstruktur von HP0906-HP0908 (flgE2). Nach den RT-PCR-Ergebnissen existieren
mindestens zwei unabbhangige Transkripte von HP0906 und flgD/E2 (siehe Text). Zusatzlich zu dem
funktionell bestatigten o>*-Promotor vor HP0906 (Spohn & Scarlato, 1999) wurde hier ein potenzieller
0®-"Housekeeping'-Promotor 59-25 Nukleotide vor dem figD-Startcodon identifiziert. Er hat eine fast
100%ige Ubereinstimmung mit der beschriebenen H. pylori-Konsensus-Sequenz: TTAAGC-21n+2-
TATAAT, inclusive einer TTAAGC Wiederholungssequenz (Vanet et al., 2000).

In einem weiteren RT-PCR-Experiment wurde die Transkription des Gens flgE1 mit
der von flgDIflgE2 wahrend des Wachstums von H. pylori N6 in nahrstofflimitierter
Kultur zu unterschiedlichen Zeitpunkten verglichen (siehe Abb. 31). Fur flgE1 wurde
in friheren Arbeiten nachgewiesen und bei den Microarray-Analysen dieser Arbeit
bestatigt, dass es ausschlieldlich unter der Kontrolle des RpoN-Regulons steht
(Spohn & Scarlato, 1999; siehe 3.3.2). Diese Tatsache wurde auch durch dieses
Wachstumsphasen-Experiment bestatigt, da flgE71 ein anndhernd identisches
Transkriptionsprofil zeigt wie das 054—abhéngige flaB (vgl. Abb. 11 und Abb. 31). Fur
die Transkription der Gene flgD und flgE2 zeigt sich Uber den Verlauf des
exponentiellen Wachstums des Bakteriums eine ahnliche relative Transkription wie

fir figE1. Wahrend firr die o°*-abhangigen Klasse 2-Gene flaB und flgE1 keinerlei
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Transkription mehr in der stationdren Phase nachweisbar ist, wird das flgD/flgE2-
Operon auch in dieser spaten Wachstumsphase, wenn auch schwacher, weiter
transkribiert. Auch diese Tatsache legt die Anwesenheit eines zusatzlichen

Promotors zu dem beschriebenen o®*-Promotor nahe.

Abb. 31. RT-PCRs mit
Proben der Wachstums-
S kurve von H. pylori N6 (vgl.
a Abb. 11). Dargestellt ist die
o Wachstumskurve mit den
01 4 ; ‘ ‘ ‘ Probenahmezeitpunkten
10 20 30 40 50 (Rauten). Darunter abge-
Zeit[h] bildet RT-PCRs mit cDNA-

Praparationen aus den
Proben in der Reihenfolge
flge1 entsprechend der fort-
schreitenden ~ Wachstums-
kurve. Rechts neben den
Abbildungen sind die
o flgDIfigE2 detektierten Gene an

1 kbR - - e e — — o gegeben

10

il
1l

[

1
;
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s ~ HP16S rRNA
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3.5 Uberexpression und Reinigung von H. pylori-FIgE2 in E. coli

Die vorhergegangenen Experimente zu dem Hakenprotein-Homolog FIgE2 in H.
pylori hatten gezeigt, dass die Mutation und Inaktivierung des Gens einen
flagellenlosen unbeweglichen Phanotyp zur Folge hatte, wobei die genaue Rolle von
FIQE2 immer noch unklar war (siehe 3.4.3). Daher sollten in den nachsten Schritten
weitere funktionelle Untersuchungen durchgefuhrt werden, die zur Aufklarung der
Lokalisation des Proteins in dem Bakteriums und einer mogliche Assoziation mit dem
Flagellum beitragen. Hierzu wurden zunachst spezifische Antikdrper gegen FIgE2
bendtigt, um das Protein gezielt nachweisen zu kdénnen. Um eine ausreichende
Menge an aufgereinigtem Protein zu gewinnen, wurde das IMPACT™-System
(Intein-Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag) der Firma NEB
gewahlt. Mit diesem System kdnnen rekombinante Proteine Uber eine Chitinmatrix
aufgereinigt und anschlie3end in hoher Reinheit mit der nativen Aminosauresequenz

ohne Durchflihrung einer Proteasespaltung gewonnen werden.
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3.5.1 Konstruktion des Uberexpressionsplasmids

Die Konstruktion eines Plasmids fiir die Uberexpression von FIgE2 erfolgte nach
Herstellerangaben fur eine C-terminale Fusion des Zielproteins mit der Inteinsequenz
(Mxe-GyrA) und Chitinbindedomane. Hierzu wurde zunachst der Vektor pTWIN1 mit
den Restriktionsendonukleasen Ndel und Sapl zu einem 6,75 kB gro3en Fragment
linearisiert und aufgereinigt. Mit einem Enzymmix mit Korrekturlese-Aktivitat (“proof
reading’, Expand High Fidelity PCR System, Roche) wurde das vollstandige flgE2-
Gen (1818 Bp) aus Hp 26695-DNA mit den Primern HP0908 Sapl und
HP0908 Ndel amplifiziert und mit den Nukleasen Ndel und Sapl entsprechend der
terminal generierten Schnittstellen behandelt und aufgereinigt. Das aus den beiden
DNA-Fragmenten hergestellte Plasmid pSUS1622 wurde durch Restriktionen mit
EcoRI (linearisiert: 8,6 kB) und Xbal und Spel (Vektor: 6,75 kB; Insert: 1,81 kB)
Uberprift. Durch eine PCR mit den Primern Mxe_Intein_rev und HP0908 RT1 und
Sequenzierungen mit denselben Oligonukleotiden wurde die Ubereinstimmung der

entsprechenden Plasmid-Sequenz mit dem flgE2-Gen im Wildtyp bestatigt.

3.5.2 Uberexpression des FIgE2-CBD Fusionsproteins

Fir die Uberexpression des Proteins FIQE2 mit Hilfe von pSUS1622 wurde das
Plasmid zunachst in den E. coli Stamm ER2566 transformiert (‘Eco90’). In der
Abb. 32 ist ein Coomassie-gefarbtes SDS-PAGE-Gel mit Gesamtzelllysaten aus
Eco90-Zellproben einer Wachstumskurve bei 37°C vor und nach Induktion der Uber-
expression durch Zugabe von 0,3 mM IPTG abgebildet. Bei einem Molekulargewicht
von ca. 67 kDa fur FIgE2 und 28 kDa fir die Inteinsequenz Mxe-GyrA und der
Chitinbindedomane (CBD) des pTWIN1-Vektors ware bei erfolgreicher Expression
ein Fusionsprotein von ca. 95 kDa zu erwarten. Zwei Stunden nach der Zugabe des
Induktors ist im Gesamtzelllysat eine deutliche Bande in dieser Grol3e zu erkennen,
die vor der Zugabe von IPTG nicht vorhanden war. Aufgrund dieses Experiments

muften die Induktionsbedingungen nicht weiter modifiziert werden.
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M 1 2 Abb. 32. Expression des FIlgE2-Fusionsproteins
nach Induktion der Expression. Abgebildet ist ein
12%iges Coomassie-gefarbtes SDS-PAGE-Gel; GZL

97 kba— —— —= -— | (Gesamitzelllysat).
66 kDa — Spur M: Broad Range Marker (2-212 kDa; NEB)
a —_— Spur1:  GZL Eco90 vor Induktion, Auftrag ca. 7 pg
Protein
F Spur 2:  GZL Eco90, 2 h nach Induktion mit 0,3 mM

IPTG, ca. 10 ug Protein

Die ca. 95 kDa grol’e Bande des FIgE2-Mxe-GyrA-
™ “ CBD-Fusionsproteins nach Induktion ist in Spur 2
- deutlich zu erkennen (Pfeil).

Um effektiv an die Chitingruppen der Aufreinigungsmatrix binden zu kénnen, missen
die Chitinbindedomanen frei verfugbar vorliegen und das Protein im Aufschlusspuffer
gut I6slich sein. Zur Bestimmung der Ldslichkeit wurden Eco90-Zellen mit dem
exprimierten Fusionsprotein einem Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung
unterzogen und Ibsliche von unldslichen Zellbestandteilen durch Zentrifugation
getrennt (ohne Abb.). Verglichen mit der Menge der anderen Proteine in der I6slichen
Fraktion war die Konzentration des Fusionsproteins ausreichend hoch, um das hier
gewahlte Protokoll des Zellaufschlusses unter nativen Bedingungen (siehe 2.10.4)

fur die nachfolgende Aufreinigung beizubehalten.
3.5.3 Aufreinigung des rekombinanten FIgE2

Um Kaninchenantiseren herstellen lassen zu konnen, die moglichst spezifisch H.
pylori-FIgE2-Protein binden, wurde zunachst das Uberexprimierte FIgE2-Mxe-GyrA-
CBD-Fusionsprotein durch Affinitatschromatographie aufgereinigt. Hierzu wurden
Zellen aus einer 500 ml Eco90-Kultur aufgeschlossen und die I6slichen Proteine auf
eine Saule mit einer Chitinmatrix gegeben. Die Aufreinigung wurde bei 4°C nach
Herstellerangaben durchgefuhrt, die Abspaltung der Inteindoméane erfolgte Uber
Nacht durch Zugabe von DTT.

In Abb. 33A sind Proben einiger wichtiger Fraktionen der Aufreinigung und
Abspaltung von FIgE2 abgebildet. Die Elution des gereinigten FIgE2 erfolgte in 10 x 2
ml-Aliquots (siehe Abb. 33B). Neben der dominanten Bande der erwarteten Grolie
von ca. 67 kDa war nach Auftrennung der Elutionsfraktionen in der SDS-PAGE auch
eine etwas schneller laufende Bande zu detektieren (Spuren 9,10). Wahrscheinlich
handelte es sich hierbei um eine leicht prozessierte Form des Uberexprimierten
FIgE2.
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A Abb. 33. A) Fraktionen der Auf-
M 1 2 3 4 5 reinigung von FIgE2 iber die
; Chitinmatrix. 12%iges SDS-PAGE-
120 kDa — | G
i F ~—— | Spur M: Protein Ladder (Invitrogen)
i Spur1:  Eco90, Isliche Frkt.
60 kDa —' Spur2: Durchfluss
| Spur3: Waschen
Spur 4: Zugabe DTT/ Initiation der
Abspaltung
s Spur 5: Chitinmatrix nach der Ab-
o — — spaltung von FIgE2
25 kDa —'~,
- B) Elution des uberexprimierten
B — FIgE2 aus der Chitinmatrix. (aus
500ml Flissigkultur)
M 6 8 9 10 11 12 13 14 Spur 6-14; Elutionsfraktion 1-7 nach
Spaltung Uber Nacht
120 kDa — 3 Spur13: 100 ng BSA
Spur 14: 1 ug BSA
60kDa — » DD WP = — _ - Pfeil 1: FIgE2-Mxe-GyrA-CBD  (ca.
95 kDa)
Pfeil 2: Mxe GyrA-CBD (ca. 28 kDa)
Pfeil 3: FIgE2 (ca. 67 kDa)
25 kDa — Auftrag je 10 pl pro Elutionsfraktion
(ca. 2 ml Gesamtvolumen/Frkt.).

In einem weiteren Versuch wurde ermittelt, ob das so gewonnene FIgE2 mit dem

gegen native H. pylori Flagellen gerichteten Antikorper AK179 (Leying et al., 1992)

detektiert werden kann. Es wurde eine deutliche Reaktion beobachtet, wobei beide

beschriebenen eluierten Banden in Immunoblot detektierbar sind (Abb. 34). Eine

Entwicklung desselben Western-Blots mit dem H. pylori FlaA-spezifischen Antikorper

a-FlaA (Josenhans et al., 2000) ergab keinerlei Reaktion mit dem gereinigten Protein

(ohne Abbildung).

60 R .
kDa '* |

Abb. 34. Rekombinantes FIgE2 reagiert mit dem  Anti-
Flagellenantikérper AK179. Western Blot AK179 1:10000, a-rabbit-
POX 1:100000 (Chemilumeneszens-Substrat).

Spur 1: Elutionsfraktion 4
Spur 2: Elutionsfraktion 5

Auftrag je 10 pl

Nach Induktion der Uberexpression wurden ca. 200 ug gereinigtes FIgE2 aus 200 ml

Kulturvolumen Eco90 gewonnen. Fur die Immunisierung wurde das Protein

anschlie3end in 80 pg-Aliquots aufgeteilt und flr den Versand getrocknet.
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3.6 Herstellung von spezifischen Antiseren gegen rekombinantes
H. pylori FIgE2

Die Herstellung von polyklonalen FIgE2-Antiseren mit dem uUberexprimierten und
gereinigten Protein (siehe 3.5) wurde von der Firma EuroGentec durch
Immunisierung von Kaninchen mittels intradermaler Injektion durchgefihrt. Es
wurden Seren von zwei Kaninchen ausgewahlt, die einen madglichst geringen
Hintergrund gegen H. pylori-Proteine erzeugten und keine Banden in der Grolie von
FIgE2 aufwiesen. In der Abb. 35 sind Western Blot-Entwicklungen mit den beiden
parallel hergestellten Antiseren (HPE2/2499 und HPE2/2599) abgebildet.

2 3 4 5 6 7 Abb.35. Western Blot-

Entwicklungen mit HPE2-
Antiseren. Gesamizelllysate
wurden auf zwei Blots mit den
beiden  hergestellten Ka-
-~ FIgE2 ninchenantiseren HPE2/2499
— i T ca.67kDa (A) und HPE2/2500 (B)
- entwickelt. Verdinnung je 1:
2000. Zweiter Antikorper: a-
rabbit-AP 1:5000 (NBT-BCIP-
Substrat).

Spur M: Prestained Protein
Ladder (Invitrogen)
Spur 1: HpN6
B M 1 2 3 4 5 6 7 Spur2: HpNG6 flge2
Spur 3:  HpNG6 rpoN
- - . : - Spur4: HpN6 rpoN
85 Spur 5:  HpNG6 flhA

= Spur 6:  HpNG6 fihAlflgM
60 - — - == = FIgE2  sSpur7: HpNe6 fihF
kDa e ca.67kDa Alle Proben: Zellen aus
S on ean Gy =N = Flissigkultur 0.D.600=0,7.

Resuspendiert in 500 yl PBS,
Auftrag je 5 pl Gesamtzelllysat
(2-3 pg Protein).

Uberprift wurde die immunologische Reaktion mit Gesamtzelllysaten
unterschiedlicher H. pylori N6-Mutanten in Genen des Flagellensystems. Sowohl fur
HPE2/2499 wie auch fur HPE2/2500 |aRt sich neben mehreren unspezifischen
Banden spezifisch eine Bande in der erwarteten Grof3e von ca. 67 kDa detektieren
(siehe Abb. 35, Pfeile). In den flgE2-Mutanten wird FIgQE2 nicht exprimiert (Spur 1).

-121 -



Ergebnisse

Im Gegensatz zu dem Hakenprotein FIgGE1, weches in einer rpoN-Mutante nicht
exprimiert wird (Fujinaga et al., 2001, eigene Ergebnisse), ist FIgE2 hier deutlich
nachweisbar (Spuren 3,4). Dies korreliert gut mit den transkriptionellen Ergebnissen
aus den Microarray- und RT-PCR Experimenten (vgl.3.3.2 und 3.4.3). In den flhA-
und flhF-Mutanten ist eine geringere Proteinmenge vorhanden (Spur 5,7), wahrend
demgegenuber in der flhA/flgM-Doppelmutante mehr FIgE2 nachzuweisen ist
(Spur 6).

Da bei den beiden hier hergestellten Antiseren HPE2/2499 und HPE2/2500 neben
der spezifischen FIgE2-Bande mehrere unspezifische Banden durch Kreuzreaktionen
mit H. pylori-Proteinen auftreten, kénnen zurzeit mit den Seren keine Experimente
zur mikroskopischen Lokalisation von FIgE2 an den intakten Bakterien durchgefuhrt
werden. Fur zukunftige Arbeiten ist geplant, die Serumfraktion, welche spezifisch mit
FIgE2 reagiert, mit Hilfe des Uberexprimierten Proteins aufzureinigen. Mit Hilfe des
gereinigten Antiserums sollen dann Lokalisation und Funktion des Proteins genauer

untersucht werden.
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4 Diskussion

Die durch Chemotaxis gesteuerte Flagellen-vermittelte Beweglichkeit ist bei vielen
tier- und pflanzenpathogenen Bakterien ein essenzieller Faktor der Pathogenese
dieser Organismen (vgl. 1.2; Josenhans et al., 2002a). Fur H. pylori und andere
gastrische Helicobacter-Arten wurde in einer Reihe von unterschiedlichen Versuchs-
ansatzen gezeigt, dass Mutationen in nahezu allen Genen des Flagellenapparates
und der Chemotaxismaschinerie die Fahigkeit des Bakteriums zur Besiedelung des
Magens des Wirtes aufheben (Eaton et al., 1996; Andrutis et al., 1997; Josenhans et
al., 1999; Kim et al., 1999; Foynes et al.,, 2000; Ottemann & Lowenthal, 2002;
Kavermann et al., 2003). Entscheidend ist hierbei auch, dass vermutlich mehr als
80% der H. pylori-Zellen bei einer Infektion frei im Magenschleim persistieren und
dabei durch Bewegung aktiv der Abschilferung in das Magenlumen entgegenwirken
mussen, wahrend nur ein kleiner Teil der Bakterien adharent an den Magen-
epithelzellen vorliegt (Yoshiyama & Nakazawa, 2000; Testerman et al., 2001). Somit
ist fur H. pylori die Flagellen-vermittelte Motilitdt wahrend des gesamten Zeitraumes
der persistenten Kolonisation notwendig, und nicht wie bei vielen anderen
Organismen nur fur die initiale Kolonisierung und Etablierung einer Infektion
(Josenhans et al., 2002a). Obwohl Uber die Rolle der Motilitdt bei der Pathogenese
von H. pylori bereits seit vielen Jahren intensive Untersuchungen durchgefuhrt
wurden, ist das transkriptionelle Netzwerk, welches die koordinierte Expression der
Flagellensystem-assoziierten Gene steuert, bislang nur unvollstandig charakterisiert.
Bei anderen gram-negativen Mikroorganismen haben Untersuchungen ergeben,
dass Ubergeordnete transkriptionelle Regulatoren die Expression der mehr als 50
Flagellen- und Chemotaxisgene in Abhangigkeit von globalen Signalen wie
Zellzyklus oder metabolischem Status in der Zelle dberwachen (vgl. 1.2.3). Fur H.
pylori konnten bislang weder durch Sequenzanalysen noch durch experimentelle
Arbeiten Hinweise auf solche Ubergeordneten Regulatoren des Flagellensystems
ermittelt werden. Im Vergleich mit Genomen anderer Organismen, bei denen die
Flagellengene in wenigen Regionen zu gro3en Operons zusammengefasst vorliegen
(‘Gencluster’), sind die entsprechenden Gene bei H. pylori einzeln oder in kleinen
Transkriptionseinheiten Uber das gesamte Genom verteilt (Tomb et al., 1997; Alm et

al., 1999). All dies scheint ein Hinweis auf eine, im Vergleich zu vielen anderen
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Bakterien, in H. pylori unterschiedlich koordinierte Regulation der Expression der

Flagellengene zu sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, durch die Anwendung verschiedener
Methoden, wie unter anderem der DNA-Microarray-Technologie, die Struktur des
Regulationsnetzwerkes der Flagellenbiosynthese flir H. pylori besser zu
charakterisieren und mdgliche Hinweise auf Verbindungen zu anderen Funktionen

und Systemen der Zelle zu untersuchen.

4.1 Wachstumsphasen-abhangige und differenzielle Transkription

der beiden Flagellingene in H. pylori

Eine Besonderheit von H. pylori ist die Fahigkeit des Bakteriums, sich im hoch-
viskdsen Milieu der aus Polysacchariden (Muzinen) und Glykoproteinen bestehenden
Mukusschicht der Magenschleimhaut zu bewegen und dort zu persistieren. So wurde
unter anderem gezeigt, dass H. pylori in vitro mit ansteigender Viskositat des
Mediums deutlich l1anger und besser beweglich ist als E. coli (Hazell et al., 1986).
Seit langerem wird in diesem Zusammenhang die Moglichkeit diskutiert, dass H.
pylori in Abhangigkeit von der Viskositat des Mediums die Zusammensetzung des
Flagellenfilaments aus den beiden heterologen Flagellinuntereinheiten FlaA und FlaB
variieren konnte, um so die physikalischen Eigenschaften des Filaments an eine
wechselnde Umgebung anzupassen. Diese Annahme beruht unter anderem auf der
Tatsache, dass flaA und flaB von zwei unterschiedlichen alternativen Sigma-
Faktoren, 0®® und ¢®*, kontrolliert werden. Beobachtungen aus friiheren Arbeiten
deuten auf ein sich veranderndes Verhaltnis der transkriptionellen Aktivitaten von
flaA und flaB wahrend der verschiedenen Wachstumsphasen von H. pylori hin
(Josenhans et al., 1995b). Auch der Grad der Beweglichkeit des Bakteriums andert
sich abhangig von der Wachstumsphase in nahrstofflimitierter Kultur (eigene
Beobachtungen; Worku et al., 1999). Um den Zusammenhang der Wachstums-
phasenabhangigkeit der Transkription der beiden H. pylori-Flagellingene, stell-
vertretend fir die Klasse 2 und 3-Flagellenregulons, naher zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Methoden angewandt. Zum einen wurden die flaA- und flaB-
Transkripte direkt durch Northern Blot-Hybridisierungen und RT-PCRs mit Proben

aus unterschiedlichen Wachstumsphasen in nahrstofflimitierter Kultur nachgewiesen.
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Andererseits wurden die Promotoraktivitaten der Gene mit Hilfe von Luziferase-

Reportergen-Experimenten bestimmt.

Mit den hier konstruierten luxAB-Fusionen mit den Promotoren von flaA und flaB
konnte die stabile Expression einer rekombinanten Luziferase in H. pylori erstmalig
erfolgreich nachgewiesen werden. Dabei wurde eine deutlich starkere
Luziferaseaktivitat bei der Fusion mit dem flaA-spezifischen o2®-Promotor im
Vergleich zum o”*-flaB-Promotor ermittelt. Dies stimmt mit einer Reihe frilherer
Arbeiten Uberein, nach denen die Expression von FlaA in Helicobacter mindestens
zehnfach hoéher als die von FlaB ist (Kostrzynska et al., 1991; Suerbaum et al., 1993;
Josenhans et al., 1995a; Josenhans et al., 1999). In der Folge wurde die Expression
der Luziferase unter Kontrolle der Promotoren der beiden Flagelline in H. pylori
wahrend des Wachstums in nahrstofflimitierter Flussigkultur bestimmt. Als Ergebnis
ergaben sich maximale Promotoraktivitdten, abgeleitet aus der hochsten
Luziferaseaktivitat, in der mittleren exponentiellen Wachstumsphase, wobei die
relative Aktivitdit des o°*-flaB-Promotors friiher abnimmt als die des o0**-flaA-
Promotors. Auch bei der Betrachtung der durch Northern Blot und RT-PCR
bestimmten Transkriptmengen zeigt sich ein deutlicher Unterschied fur das
Verhaltnis von flaA- zu flaB-Transkript wahrend der unterschiedlichen Wachstums-
phasen. Das flaB-Genprodukt lasst sich Ubereinstimmend mit der hdchsten
Luziferaseaktivitat der flaB-luxAB-Fusion in der fruhen bis mittleren log-Phase
maximal nachweisen, wahrend die grosste Menge an flaA-Transkript spater als die
hdchste Luziferaseaktivitat der flaA-luxAB-Fusion, beim Ubergang der exponentiellen
in die stationare Wachstumsphase von H. pylori auftritt. Eine mogliche Erklarung fur
diese Diskrepanz ist die Hypothese, dass die flaA-mRNA eine hohere
posttranskriptionelle Stabilitat aufweist als flaB und in der Zelle akkumuliert, wahrend
das flaB-Transkript schneller degradiert wird. Wahrend die durchschnittliche mRNA-
Halbwertzeit in Prokaryoten nur wenige Minuten betragt, wurde flr einige
Transkripte, die durch Sekundarstrukturen stabilisiert werden, wesentlich hdhere
Halbwertzeiten beschrieben (Kushner, 1996; Rauhut & Klug, 1999; Bernstein et al.,
2002). Auch im Hinblick auf die geringe Anzahl an potenziellen Regulatoren, die in H.
pylori identifiziert werden konnten (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Scarlato et al.,
2001), scheint die Einbindung der RNA-Stabilitat als zusatzliches regulatorisches
Element plausibel. Potenzielle Komponenten eines RNA-prozessierenden

‘Degradosoms’ konnten fur H. pylori identifiziert werden (Scarlato et al., 2001). Fur
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das H. pylori Urease-Operon konnte eine pH-abhangige Regulation der mRNA-
Stabilitat experimentell nachgewiesen werden (Akada et al., 2000). Eine aus-
schlieBliche Regulation des flaA-Gens durch mRNA-Stabilitat ist jedoch unwahr-
scheinlich, da neue Ergebnisse in unserer Arbeitsgruppe u. a. gezeigt haben, dass
der flaA-o®-Promotor in Abhangigkeit von der DNA-Topologie und der
Wachstumsphase differenziell transkribiert wird (Ye et al., 2004). In einer kirzlich
erschienenen Arbeit wurden mit Hilfe der DNA-Microarray-Technologie globale
Veranderungen der Genexpression in H. pylori wahrend des Wachstums in einer
Flassigkultur analysiert (Thompson et al., 2003). Auch in dieser Arbeit zeigte sich
eine differenzielle Expression der beiden Flagellingene mit einer maximalen
Transkriptmenge fur flaB (sowie anderer Klasse 2-Flagellengene) nach 12-18 h
Wachstum und nachfolgender Abnahme des Transkriptes bei gleichzeitigem Anstieg
der flaA-Transkriptmenge bis in die spate exponentielle und Ubergehende stationare

Wachstumsphase.

Die zeitlich koordinierte Expression der Flagellengene wurde bereits ausfuhrlich fur
die Modellorganismen S. enterica Serovar Typhimurium und C. crescentus mittels
Reportergenanalysen sowie Transkriptom- und Proteomvergleichen untersucht (Laub
et al., 2000; Grunenfelder et al., 2001; Kalir et al., 2001). Hier zeigte sich jeweils die
aufeinanderfolgende Expression der Vertreter der einzelnen Klassen von Flagellen-
genen. Auch innerhalb der einzelnen Klassen konnte z. T. die chronologisch
geordnete Aufeinanderfolge der Genexpression wahrend des Zellzyklus mit der
Funktion des entsprechenden Proteins in der Abfolge der Biogenese des Flagellen-
apparates in Zusammenhang gebracht werden (Kalir et al., 2001). Die hier
bestimmten Verlaufe der flaA- und flaB-Transkriptmengen wahrend des Wachstums
in nahrstofflimitierter Kultur basieren vermutlich ebenfalls auf einer zeitlich versetzt
gesteuerten Expression der Flagellenregulons. So gehoért flaB mit einem Transkript-
maximum im exponentiellen Wachstum zu den mittleren Flagellengenen, wahrend
flaA mit einer maximalen mRNA-Menge beim Ubergang der exponentiellen in die
stationare Wachstumsphase zu den spaten Flagellengenen gehort (Spohn &
Scarlato, 1999; Josenhans & Suerbaum, 2000). Dies entspricht auch der struk-
turellen Aufeinanderfolge von FlaB (proximal) und FlaA (distal) im Filament
(Kostrzynska et al., 1991).
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4.1.1 Das lux-System im Vergleich mit weiteren Reportergen-Systemen fiir

H. pylori

Neben der Nutzung zur Untersuchung der Flagellingenexpression wurde die hier
erstmals fur H. pylori angewandte Biolumineszenz-basierte Reportergen-Analyse mit
anderen in dem Organismus verwendeten Systemen zur Messung von Promotor-
aktivitaten verglichen. Fur H. pylori wurden in frGheren Arbeiten bereits xylE- und
lacZ-Fusionen zur Untersuchung von cagA- und Ureasegen-Expression verwendet
(Karita et al., 1996; de Vries et al., 2001; van Vliet et al., 2001), sowie gfp- und cat-
Fusionen zur Studie der Flagellinexpression (siehe unten). Flr das xy/E-System
wurde eine hohe Sensitivitat bei nahezu keiner messbaren Hintergrundaktivitat in H.
pylori beschrieben. Dabei wurde die als Reportersignal fur die Promotoraktivitat
bestimmte Enzymaktivitat als sehr stabil charakterisiert (Karita et al., 1996), was eine
Akkumulation des Signals Uber den Verlauf der Messungen bewirken konnte. Die
Transposon-vermittelte Fusion von H. pylori Genen mit dem Reportergen lacZ wurde
als geeignetes Instrument zur ldentifizierung von Stress-regulierten Genen durch
eine leicht durchzufuhrende blau-weild Selektion der Mutanten beschrieben (de Vries
et al., 2001). Die Fusion mit dem in H. pylori sehr stark transkribierten Promotor des
ureA-Gens fuhrte allerdings nur zu geringen messbaren Reportergen-Aktivitaten (van
Vliet et al., 2001). Daher scheint das System flur die Untersuchung von schwacher

exprimierten Genen in H. pylori nur bedingt geeignet zu sein.

Zum aussagekraftigen Vergleich unterschiedlicher Systeme ist es notwendig, die
Versuchsbedingungen maoglichst ahnlich zu wahlen und die Aktivitat derselben
Promotoren in dem Organismus zu untersuchen. Von C. Josenhans wurden bereits
Expressionsstudien mit den H. pylori-Flagellingenen mit cat- (Chloramphenicol-
Acetyltransferase) und gfp- (grin fluoreszierendes Protein) Reportergenen
durchgefuhrt. Da diese zum Teil unterschiedliche Ergebnisse lieferten, wurden zum
Vergleich mit einem dritten System die Experimente mit den /[ux-Fusionen
durchgefuhrt (Josenhans et al., 1998; Niehus et al., 2002). Fur alle drei Systeme
wurden unterschiedliche Sensivitaten fur die Detektion der Promotoraktivitaten
bestimmt. Die relativ hdchsten Signale wurden hier mit der durch Luziferase
erzeugten Biolumineszenz gemessen. Hier stand eine maximale Aktivitat der flaA-lux
Fusionen von ca. 50000-60000 RLU ('Relative Light Units’) einer nicht

detektierbaren Photonenemission bei den Negativkontrollen gegenuber. Bei den
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flaA-cat Promotorfusionen betrugen die Maximalwerte ca. 10000 pg/ug l6sliche
Proteine gegentber 50-100 pg/ug in den Negativkontrollen. Bei den gfp-Messungen
wurden maximal 15 Fluoreszenzeinheiten/pug I6sliche Proteine fur flaA und 0,25 fur
die Negativkontrollen bestimmt. Auf3erdem steigt die Hintergrundfluoreszenz bei H.
pylori besonders in den spaten Wachstumsphasen an und kann so die Mef-
ergebnisse verfalschen (Josenhans et al., 1998). Ubereinstimmend wurde durch alle
drei Reportergen-Systeme eine vielfach hohere Aktivitat des flaA-Promotors im
Vergleich zu dem von flaB bestimmt, wobei das Verhaltnis im Verlauf der
Wachstumskurve anstieg und die Verhaltnisse bei den lux-Fusionen generell am
héchsten waren (Niehus et al., 2002). Zusatzlich zur héchsten Sensitivitat zeichnete
sich das Luziferase-System durch die grofdte zeitliche Dynamik gegenuber den
beiden anderen Reportergenen aus. So spiegelte sich nur in den Biolumineszenz-
messungen der deutliche Rickgang der Promotoraktivitaten in der stationaren
Wachstumsphase wieder, wie er auch in den Northern Blot-Hybridisierungen und RT-
PCRs gezeigt wurde. Der Grund hierfur ist wahrscheinlich eine héhere Stabilitat und
Signalakkumulation von GFP und CAT.

Aufgrund der genannten Vorteile, kombiniert mit der Moglichkeit einer
Echtzeitmessung ohne Zellaufschlu® und weitere Aufarbeitung, kann die bakterielle
Luziferase als ein fur H. pylori geeignetes System zur Reportergenanalyse
angesehen werden. Bakterielle Biolumineszenz wurde erfolgreich als
Reportersystem auch in anderen Spezies wie Pseudomonas, Streptomyces oder
Legionella (Schauer et al., 1988; Burlage et al., 1990; Heuner et al., 1997)

verwendet.

4.2 Charakterisierung der globalen transkriptionellen Kontrolle
der Gene des H. pylori-Flagellensystems durch unter-

schiedliche Regulatoren

Durch die zuvor durchgefuhrten Reportergenexperimente konnte nur die
Transkription einzelner Gene mit hohem experimentellem Aufwand bewertet werden.
Aulerdem handelt es sich um eine indirekte Methode der Bestimmung von
Promotoraktivitaten und aufgrund der Eigendynamik der Reportergenprodukte in dem
Bakterium koénnen Probleme bei der Ubertragbarkeit auf das untersuchte System

nicht vollig ausgeschlossen werden. Daher sollte nun mit einer umfassenderen und
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direkteren Methode versucht werden, die uUbergeordneten transkriptionellen

Kontrollmechanismen im H. pylori-Flagellensystem naher zu charakterisieren.

Wahrend zu Beginn dieser Arbeit bei einer kleinen Zahl von Modellorganismen
(E. coli/fSalmonella, C. crescentus) die transkriptionelle Kontrolle der Flagellen-
biosynthese durch langjahrige Untersuchungen zu einem Groldteil entschlisselt
waren (Macnab, 1996; Wu & Newton, 1997; Aizawa, 2000; Anderson & Gober, 2000;
Chilcott & Hughes, 2000; Jenal, 2000), standen fur H. pylori nur begrenzte
Informationen zu wenigen Bereichen der Genregulation im Zusammenhang mit dem
Flagellensystem zur Verfiugung. Potenzielle Gene fir Ubergeordnete Regulatoren
des Flagellensystems wie FIhCD in Salmonella (Claret & Hughes, 2002) konnten in
H. pylori nicht identifiziert werden (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999). Neben dem
Flagellingen flaB und dem Gen fur das Flagellenhaken-Protein flgE1 (Suerbaum et
al., 1993; Eaton & Krakowka, 1994) waren bereits einige weitere o>*-abhingige
Flagellengene durch Inaktivierung des positiven Regulators FIgR in H. pylori
charakterisiert worden (Spohn & Scarlato, 1999). Als o?®-abhangig waren bis dahin
nur das Flagellingen flaA und das fliD-Operon beschrieben worden (Leying et al.,
1992; Kim et al, 1999). Untersuchungen der Komponenten des Flagellen-
Sekretionsapparates flhA, flil und fliQ hatten gezeigt, dass die Mutation jedes dieser
Gene eine Repression von FlaA, FlaB und FIgE1 bewirkt, also Gene sowohl mit o8-
als auch o>-Promotoren reprimiert werden (Schmitz et al., 1997; Porwollik et al.,
1999). Des Weiteren war als wichtige spezifische Eigenschaft beschrieben worden,
dass in H. pylori, im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Organismen, durch
einen unvollstandigen Basalkérper/Haken-Komplex (HBB) keine ‘Feedback'-
Inhibition der Expression der spaten Flagellengene stattfindet (Hughes et al., 1993;
O'Toole et al., 1994b; Karlinsey et al.,, 2000b). Dies wurde nach Analyse der
vollstandigen Genomsequenzen zunachst damit erklart, dass flir H. pylori kein
negativer Regulator FIgM zu dem flr die Expression der spaten Flagellengene
zustandigen alternativen Sigma-Faktors FliA annotiert werden konnte (Tomb et al.,
1997; Alm et al., 1999). Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein funktioneller Anti-Sigma-
Faktor FIgM mit verkidrztem N-Terminus auch in H. pylori durch unterschiedliche
Versuchsansatze in unserer und einer weiteren Arbeitsgruppe identifiziert (Colland et
al., 2001; Josenhans et al., 2002a).
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In der hier durchgeflhrten Arbeit konnte die DNA-Microarray-Technologie erfolgreich
auf H. pylori angewendet werden, um erstmalig die umfangreiche Charakterisierung
des Flagellenregulons durch die Analyse von Regulatoren unterschiedlicher Klassen
von Flagellengenen durchzuflihren. Hierbei wurde insbesondere eine Reihe von
antagonistischen und synergistischen Regulatoren in die Untersuchungen

einbezogen, um die Ergebnisse zusatzlich abzusichern.

4.2.1 Der alternative o-Faktor FliA (0°®) kontrolliert zusammen mit dem Anti-o-

Faktor FIgM die Expression der Klasse 3-Flagellengene in H. pylori

Im Flagellensystem von Salmonella nimmt die Kontrolle der spaten Flagellengene,
die Gene des Flagellenflaments und des Motor- und Chemotaxisapparats
beinhalten, eine wichtige Rolle in der Regulationshierarchie ein. Der Anti-Sigma-
Faktor FIgM inhibiert hier durch die Bindung an der Flagellen-spezifischen Sigma-
Faktor FliA (0%) dessen Interaktion mit dem RNA-Polymerase-Holoenzym und der
o?®-Promotorsequenz der spaten Flagellengene (Burgess & Anthony, 2001; Chadsey
& Hughes, 2001). Erst mit Fertigstellung des HBB durch Expression der frihen und
mittleren Flagellengene wird FIgM als Exportsubstrat durch diesen Typ llI-
Sekretionsapparat aus der Zelle sezerniert. Hierdurch wird o freigesetzt, und die
Klasse 3-Flagellengene konnen transkribiert werden (Chilcott & Hughes, 2000;
Karlinsey et al., 2000a). Wahrend die Kontrolle einiger Klasse 3-Flagellengene durch
FliA far H. pylori seit langerem beschrieben ist (Leying et al., 1992; Kim et al., 1999),
wurde ein funktioneller Anti-Sigma-Faktor FIgM erst im Verlauf dieser Arbeit
identifiziert (Colland et al., 2001; Josenhans et al., 2002a). Trotz eines um ca. 20
Aminosauren verkurzten N-Terminus kann das H. pylori-FIgM den Flagellen-Anti-
Sigma-Faktor in Salmonella funktionell komplementieren (Josenhans et al., 2002a).
Zur Charakterisierung der spaten Flagellengene in H. pylori wurden in dieser Arbeit
erstmalig genomweite Microarray-Untersuchungen mit Mutanten in den Regulator-
genen fliA und flgM durchgefihrt. Die Transkriptom-Untersuchungen mit den zwei
antagonistischen Regulatoren erfolgten unter anderem zur Etablierung und
Evaluierung der Transkriptanalyse in H. pylori mit Hilfe von Gesamtgenom-DNA-
Microarrays. Ausschlaggebend hierfir war neben der Vorkenntnis einiger o?®-
kontrollierter Gene (siehe 4.2) auch die Tatsache der zu erwartenden gegenlaufigen
Kontrolle Uber das Klasse 3-Regulon und die daraus resultierende Moglichkeit einer

wechselseitigen Uberpriifung der Ergebnisse.
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Bei einem kleinen Satz an Genen mit konservierten o®®-Promotoren konnte die
antagonistische Kontrolle durch FliA und FIgM durch die Microarray-Analysen in
dieser Arbeit bestatigt werden (Josenhans et al., 2002a). Fur das bereits als FliA-
kontrolliert beschriebene flaA-Gen und das fliD-Operon (Leying et al., 1992; Kim et
al., 1999) konnte hier zusatzlich die negative Regulation durch FIgM bestatigt
werden. Das schwach exprimierte fliD-Operon wurde dabei nur mittels der
sensitiveren PCR-Produkt-Microarrays und durch die RT-PCR-Analysen als
FliA/FIgM-kontrolliert ermittelt. Die nachweisbare Resttranskription des Operons in
der fliA-Mutante und ein neu identifizierter putativer o>*-Promotor deuten auf die
Zugehorigkeit des fliD-Operons sowohl zum Klasse 2 als auch zum Klasse 3-
Flagellenregulon in H. pylori hin. Auch in Salmonella und C. jejuni gehort das fliD-
Operon zu den Klassen 2 und 3 der Flagellengene (Chilcott & Hughes, 2000; Wosten
et al., 2004). Ein zusatzliches Gen, welches in Salmonella, P. aeruginosa und C.
Jejuni diesen beiden Regulations-klassen zugeordnet wurde, ist fligM (Gillen &
Hughes, 1993; Dasgupta et al., 2003; Wdsten et al., 2004). Ubereinstimmend damit
wurde auch bei den hier durchgefuhrten Versuchen in H. pylori eine deutliche, aber
nicht vollstandige transkriptionelle Repression von flgM in der fliA-Mutante ermittelt.
Vor dem Gen konnten konservierte 0°*- und o?®-Promotoren ermittelt werden
(Colland et al., 2001; Josenhans et al., 2002a). Die Analysen der frihen Regulatoren
FIhA und FIhF ergaben deutliche Hinweise auf die Kontrolle von flgM durch alle drei

fur H. pylori beschriebenen Sigma-Faktoren (vgl. 4.2.6, Abb. 37).

Bislang in keinem anderen Organismus als FliA/FIgM-abhangig beschrieben wurde
das Operon HP1052 (envA)/HP1051. Es wird in H. pylori analog zu flaA durch
FliA/FIgM-kontrolliert, ist aber im Gegensatz dazu in der fliA-Mutante noch als
Transkript nachweisbar. Somit muR es noch von einem anderen als dem o®-
Promotor kontrolliert werden. EnvA ist in E. coli in die Lipid A-Synthese involviert und
wurde in diesem Bakterium als essenzielles Protein beschrieben (Normark, 1970;
Beall & Lutkenhaus, 1987; Young et al.,, 1995). Auf eine essenzielle Funktion von
EnvA mit einer Kkonstitutiven Basaltranskription in H. pylori deuten weitere
Experimente, bei denen eine Inaktivierung des envA-Gens durch Insertion einer
Antibiotikaresistenz-Kassette nicht mdglich war (C. Josenhans, pers. Mitteilung). Da
die Flagellen von H. pylori von einer LPS-haltigen Membran (Flagellenhulle)
umgeben werden, deren Zusammensetzung der auReren Zellmembran ahnelt (Geis

et al., 1993), liegt es nahe, dass EnvA an der Synthese dieser Struktur beteiligt ist.
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Das zweite Gen des Operons, HP1051, zeigt Homologien zu Glykopeptid-Endo-
peptidasen und koénnte evt. ebenfalls in die Zusammensetzung der aufleren
Flagellenstruktur involviert sein. Die Zugehorigkeit des Operons zu den spaten
Klasse 3-Flagellengenen deutet ebenfalls auf eine Funktion der Genprodukte als
Komponenten des Flagellensystems hin, die eine Rolle bei den chronologisch letzten
Schritten der Flagellenbiogenese spielen, der Synthese des Filaments und der

Flagellenhdlle.

Das letzte der hier neu ermittelten FliA/FIgM-abhangigen Gene ist HP0472 (omp11),
welches fur ein H. pylori-spezifisches aulleres Membranprotein kodiert. Wie bei flaA
ist fur dieses Gen weder durch Northern Blot-Analysen noch durch RT-PCRs ein
spezifisches Transkript in den fliA-Mutanten nachzuweisen. Daher kann es
zusammen mit flaA als ausschlieRlich o?®-kontrolliert zu den Klasse 3 Flagellengenen
gruppiert werden (siehe Abb. 37). Funktionell ist eine Einbindung in die Struktur der
Flagellenhllle und eine mogliche Wirkung als Flagellen-spezifisches Adhesin
naheliegend, eine Hypothese, die zurzeit experimentell Uberpruft wird. Erste
Untersuchungen durch die Herstellung von isogenen Mutanten in omp11 zeigten

keine auffalligen Veranderungen im Phanotyp, der Morphologie oder der Motilitat.

Ein weiteres Ergebnis der hier durchgefuhrten Untersuchungen bestatigte einen
zusatzlichen wichtigen Unterschied in H. pylori zu anderen bekannten Flagellen-
regulons. Bei allen untersuchten Bakterien mit einem Flagellensystem-spezifischen
alternativen Sigma-Faktor FliA, wie Salmonella, Pseudomonas spp. oder Vibrio spp.,
gehoren Flagellenmotor- und Chemotaxisgene zu den Klasse 3- bzw. Klasse 4-
Regulons der spaten Flagellengene (Eisenbach, 1996; Chilcott & Hughes, 2000;
McCarter, 2001; Prouty et al., 2001; Dasgupta et al., 2003). Fur H. pylori wurde
schon zuvor durch in silico-Sequenzvergleiche und durch transkriptionelle Analysen
die Einbindung einiger dieser Gene in Transkriptionseinheiten zusammen mit
Grundstoffwechsel-Genen beschrieben (Beier et al., 1997; Porwollik et al., 1999;
Josenhans & Suerbaum, 2000; Spohn & Scarlato, 2001). Es konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die Inaktivierung der spaten Regulatoren FlIiA und FigM
tatsachlich keinen Einfluld auf die Transkription der gesamten Motor- und
Chemotaxisgene in H. pylori hatte. Da diese Gene auch nicht von der Mutation von
Komponenten des RpoN-Regulons in ihrer Transkription beeinflu3t werden (siehe

unten), wurden sie der o®°-abhangigen, mit “Housekeeping'-Genen koregulierten
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Klasse 1 der Flagellengene zugeordnet. Interessanterweise werden also die Gene
des Flagellenmotors und des Chemotaxis-Systems, die ohne ein intaktes
Flagellensystem wahrscheinlich ohne Funktion sind, in diesem Organismus

unabhangig von den ubrigen Komponenten des Flagellenapparates transkribiert.

Mit den Microarray-Analysen der fliA- und flgM-Mutanten und die Uberpriifung der
Ergebnisse durch alternative Methoden konnte in dieser Arbeit diese neue
Technologie fur H. pylori erfolgreich angewendet werden. Das Klasse 3-Regulon
unter Kontrolle des antagonistischen FIiA/FIgM-Systems konnte hierdurch detailliert
charakterisiert werden. Wahrend die Gene flaA und HPO0472 (omp11) unter
ausschlieRlicher Kontrolle dieser Regulatoren stehen, konnten das fliD-Operon,
HP1122 (figM) und HP1052 (envA)/HP1051 in eine neu definierte regulatorische
‘Zwischenklasse™ von Genen eingeordnet werden, die unter der Kontrolle von o?®
und einem oder mehreren zusatzlichen Sigma-Faktoren stehen (vgl. Abb. 37). Weder
Motor- und Chemotaxisgene und eine Reihe weiterer Klasse 1-Gene noch die
mittleren Flagellengene des RpoN-Regulons werden unter den hier gewahlten
Bedingungen in ihrer Transkription durch die Inaktivierung von FIiA oder FigM
wesentlich beeintrachtigt. In C. jejuni wurde im Gegensatz dazu ein deutlicher
aktivierender Effekt einer fliA-Mutation auf die Expression der Klasse 2-Gene unter
RpoN-Kontrolle beschrieben (Carrillo et al., 2004). Der Mechanismus, durch den FliA
in diesem Organismus direkt oder indirekt reprimierend auf das RpoN-Regulon wirkt,
ist allerdings noch nicht aufgeklart worden. Auch sind die Ergebnisse nur bedingt mit
den hier durchgefihrten Arbeiten vergleichbar, da in dieser Arbeit die Zellanzucht
von C. jejuni unter wenig definierten Bedingungen auf festem Medium und nicht in
Flussigkultur erfolgte. Daher konnen unterschiedliche Wachstumsbedingungen
zwischen Mutante und Wildtyp, die sich von den in dieser Arbeit gewahlten deutlich
unterscheiden, als Ursache fur einen Teil der Regulationsereignisse nicht aus-

geschlossen werden.

4.2.2 Das RpoN-Regulon in Helicobacter pylori besteht zum Grofteil aus

Flagellen-assoziierten Genen

Der nachste Schritt der Charakterisierung des Flagellenregulons in H. pylori war die
Ermittlung der Gene unter Kontrolle des alternativen Sigma-Faktors RpoN (c°%).
Wahrend 0> bei der Regulationskaskade der Enterobakterien keine Rolle spielt,

wurde seine zentrale Bedeutung in den polaren Flagellensystemen von C.
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Crescentus, Vibrio spp., Pseudomonas spp. und C. jejuni nachgewiesen (Wu &
Newton, 1997; Jagannathan et al., 2001; McCarter, 2001; Prouty et al., 2001;
Dasgupta et al., 2003; Hendrixson & DiRita, 2003; Wosten et al.,, 2004). Bei allen
diesen Organismen werden die mittleren, und bei C. crescentus, bei dem FIliA/FIgM
nicht involviert sind, zusatzlich die spaten Flagellengene o0°*-abhangig transkribiert.
Aufgrund der Wachstumsphasen-abhangigen differenziellen Regulation, die durch
die Reportergenexperimente gezeigt worden war (siehe 4.1), und unterstitzt durch
Microarray-Vorversuche mit Zellen aus verschiedenen Zeitpunkten der
Wachstumsphase, wurden fir die Experimente Zellen aus der frihen exponentiellen
Wachstumsphase verwendet. Um auch eventuelle stammspezifische Unterschiede,
bedingt durch die gro3e genetische Variabilitat verschiedener H. pylori-lsolate
(Suerbaum, 2000) abzudecken, wurden die Experimente in zwei unterschiedlichen

Stammen durchgefuhrt.

Es konnte ein Satz von Genen ermittelt werden, der in den rpoN-Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp negativ reguliert ist, auf den RpoN also einen aktivierenden
Einfluss hat. Hierzu gehorten zum einen bereits beschriebene Klasse 2-Gene, die
hauptsachlich fur definierte Bereiche der Flagellenstruktur kodieren (vgl. Abb. 4, Abb.
5), wie flaB, flgK, flgE1, HP0906 und HP1120/HP1119 (flgL) (Suerbaum et al., 1993;
Eaton & Krakowka, 1994; Spohn & Scarlato, 1999; Josenhans & Suerbaum, 2000;
Fujinaga et al., 2001). Fur vier Gene in zwei Operons wurde gezeigt, dass sie einer
komplexeren Regulation unterliegen als zuvor angenommen, und zusatzlich zu dem
o>*-abhangigen- noch mindestens ein weiteres Transkript gebildet wird. Hierzu
zahlen die Gene fur zwei Strukturkomponenten des proximalen Flagellenhakens,
FIgB und FIgC (HP1559/HP1558), sowie die Gene HP0907/HP0908, die fur das
Flagellenhaken-Chaperon Ortholog FIgD (Hirano et al., 2003) und fur FIgE2, ein
homologes Protein des Hakenproteins FIgE1, kodieren (O'Toole et al., 1994b). Alle
diese Gene wurden bereits zuvor in H. pylori als Angehoérige des RpoN-Regulons
beschrieben (Spohn & Scarlato, 1999). Diese Gene stehen auch in den anderen gut
untersuchten Organismen mit polaren Flagellen unter o>*-Kontrolle bzw. gehdren zu
den Klasse 2-Flagellengenen in Salmonella (Macnab, 1996). Fur FIQE2 konnte hier
die Verbindung zum H. pylori-Flagellensystem gezeigt werden, indem das Gen
inaktiviert wurde, was einen flagellenlosen Phanotyp zur Folge hatte. Auch wurde
gezeigt, dass Uberexprimiertes FIQE2 von einem gegen native H. pylori-Flagellen

gerichteten Antiserum spezifisch detektiert wird. Das Gen HP0114, welches in
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gleicher Leserichtung ca. 80 Bp ‘downstream’ von flaB beginnt, wurde durch die
Microarray-Analysen ebenfalls als RpoN-abhangig charakterisiert. Wahrscheinlich
wird es teilweise mit dem Flagellingen koreguliert. In einer kurzlich erschienenen
Arbeit wurde fur HP0114 eine Funktion bei der Glykosylierung von Flagellin in H.
pylori nachgewiesen (Schirm et al., 2003). Somit konnte es flir das Bakterium sinnvoll

sein, die Expression dieses Gens mit der Flagellinexpression zu synchronisieren.

Zusatzlich zu der Bestatigung bekannter RpoN-abhangiger Gene konnten durch die
hier durchgefiihrten Analysen fiinf weitere Gene mit konservierten o>*—Promotor-
sequenzen ermittelt werden, die bislang in keinem anderen Organismus als RpoN-
abhangig beschrieben sind oder dem Flagellensystem zugeordnet wurden. Hierzu
zahlen die drei hypothetischen Gene HP1076, HP1154 und HP1233, sowie die Gene
mit funktionell bekannten Orthologen in anderen Organismen, HP1155 (murG) und
HP0869 (hypA). Das Gen HP1155 (murG) kodiert fur eine potenzielle Glykosyl-
transferase der Peptidoglykan-Biosynthese und kénnte somit eine mdgliche Funktion
bei der Verankerung der Flagellen haben. In E. coli bewirkt die Mutation von murG
signifikante Veranderungen der Zellform und schlieRlich die Lyse der Zelle (Mengin-
Lecreulx et al., 1991). HP1154 bildet das erste Gen im Operon mit murG. Eine
schwache Proteininteraktion mit dem Flagellin FlaA (PBS=D 0,01; Hybrigenics
PimRiderTM, Rain et al., 2001), kénnte auf die Einbindung von HP1154 in die
Biosynthese des H. pylori-Flagellenapparates hindeuten. Starke Interaktionen mit
dem Flagellinchaperon FliS werden in derselben Datenbank fur das Protein HP1076
beschrieben (PBS=A 1e-50). Erste Experimente mit einer isogenen Mutante deuten
aufgrund von Variationen des Flagellenphanotyps, insbesondere Instabilitat der
Flagellenhdlle, auf einen funktionellen Zusammenhang mit dem Flagellensystem hin.
Fir ein weiteres hypothetisches o**-abhéngiges Protein, HP1233, ergaben sich nach
genaueren Sequenzanalysen Aminosaureahnlichkeiten zu der Flagellensystem-
assoziierten Muraminidase FIgJ aus S. typhimurium. Wahrend fur Salmonella die
essenzielle Funktion dieses Proteins bei der Ausbildung des Flagellenstabs durch
partielle Hydrolyse des Peptidogykans gezeigt wurde (Nambu et al., 1999), konnte
fur H. pylori bislang kein orthologes Gen identifiziert werden (Tomb et al., 1997; Alm
et al., 1999). Erste funktionelle Analysen in H. pylori zeigten bei Inaktivierung des
Gens deutliche Veranderungen der Flagellenmorphologie, bspw. weniger oder
verkurzte Flagellen, die auf einen Zusammenhang von HP1233 mit dem

Flagellensystem hindeuten. Weitere funktionelle Analysen, wie die Bestimmung einer
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modglichen Muraminidase-Aktivitat, konnte die Funktion dieses Proteins in Zukunft
naher charakterisieren. Das einzige RpoN-abhangige Gen, welches flir ein
annotiertes Protein mit einer Funktion aul3erhalb des Flagellensystems kodiert, ist
hypA (HP0869), von dem hier mittels RT-PCR gezeigt wurde, dass es mit dem
Flagellenhaken-Gen flgE1 ein Kotranskript bildet. Fir das Nickel-bindende Protein
HypA wurde gezeigt, dass es in H. pylori fir die Reifung der funktionsfahigen
Hydrogenase- und Urease-Proteinkomplexe notwendig ist (Mehta et al., 2003). Somit
stellt das Gen in H. pylori eine Verbindung der fur Persistenz und Virulenz des
Organismus wichtigen Faktoren Motilitat, Urease- und Hydrogenase-Expression dar
(Eaton & Krakowka, 1994; Tsuda et al., 1994; Olson & Maier, 2002; Kavermann et
al., 2003). Die 054—Abhéngigkeit von hypA konnte daher auch den negativen Effekt
von Mutationen in flhA auf die Urease-Aktivitat in H. pylori erklaren (McGee et al.,
2002), da, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, unter anderem das gesamte RpoN-

Regulon in flhA-Mutanten reprimiert ist (vgl.4.2.4).

RpoN stellt also einen flr das Flagellensystem zentralen positiven Regulator dar, der
die Transkription von mindestens 16 unterschiedlichen Genen komplett oder zu-
satzlich zu einem anderen Promotor kontrolliert. Das Gen hypA scheint dabei als
einziges nicht direkt in die Flagellen-Biogenese eingebunden zu sein und stellt eine
Verbindung zu den Virulenzfaktoren Urease und Hydrogenase dar. Fur alle Ubrigen
Gene konnte ein Bezug zum Flagellensystem hergestellt werden, wobei sie zum
GroRteil fur den Aufbau der mittleren Flagellenstruktur zustandig zu sein scheinen.
Das o**-kontrollierte Klasse 2-Flagellenregulon in H. pylori ist somit deutlich kleiner
im Vergleich zu anderen Organismen, wie C. crescentus, Vibrio spp. oder
Pseudomonas spp., bei denen zusatzlich zu den mittleren Flagellengenen auch die
Gene der frUihen Basalkdrperstruktur durch RpoN und entsprechende Aktivatoren
transkriptionell kontrolliert werden (Wu & Newton, 1997; McCarter, 2001; Prouty et
al., 2001; Dasgupta et al., 2003). Eine ahnliche Anzahl und Zusammensetzung der
Gene des RpoN-Regulons wie bei H. pylori scheint dagegen im phylogenetisch eng
verwandten Bakterium C. jejuni zu existieren (Hendrixson & DiRita, 2003; Carrillo et
al., 2004; Wosten et al., 2004). Allerdings wurden hier bislang nur einzelne Gene mit
identifizierten o>*-Promotoren untersucht, und nicht, wie in dieser Arbeit, ein globaler

Ansatz zur Charakterisierung des gesamten RpoN-Regulons durchgefuhrt.
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Durch Arbeiten in Salmonella und C. crescentus wurde wahrend des Zellzyklus eine
zeitliche Staffelung der Expression einzelner Gene innerhalb der unterschiedlichen
Flagellengenklassen, einhergehend mit ihrer strukturellen Aufeinanderfolge im
Flagellenapparat, beschrieben (Laub et al., 2000; Kalir et al., 2001). In dieser Arbeit
lieferten die vergleichenden Transkriptomanalysen erste Hinweise auf eine Wachs-
tumsphasen-abhangige differenzielle Regulation von Genen innerhalb des H. pylori
RpoN—-Regulons. Um diese zeitlich engen Regulationsereignisse des Zellzyklus
innerhalb eines Regulons genauer zu untersuchen, ware eine Synchronisation des
Zellzyklus der Bakterien notwendig. Aufgrund des anspruchs-vollen Wachstums und
der langen Verdopplungszeiten von H. pylori konnte eine solche Synchronisation
bislang jedoch noch nicht erfolgreich durchgefihrt werden. Die in dieser Arbeit
gezeigte Reproduzierbarkeit vieler Ergebnisse mit RNA-Praparationen derselben
Wachstumsphase bei unterschiedlichen biologischen Experimenten durch
Microarray-Analysen, Reportergen-Experimente und Northern Blots oder RT-PCRs,
weist auf eine Synchronisation des Zellzyklus der Bakterien auch beim Wachstum in
nahrstofflimitierter Flussigkultur hin. Voraussetzung daflur ist die hier praktizierte
Verwendung definierter Vorkulturen. Die synchronisierte, zeitlich gestaffelte
Expression von Flagellengenen innerhalb einzelner Regulons bei dem Wachstum in
nahrstofflimitierter Kultur ohne gezielte Synchronisation wurde bereits flr E. coli
beschrieben (Kalir et al., 2001). Der Mechanismus dieser Autosynchronisation der
Bakterien ist noch nicht eindeutig aufgeklart. Als eine mogliche Erklarung des
Phanomens wird aber die Kommunikation durch Signalmolekile innerhalb der

Bakterienkultur diskutiert.

Zusatzlich zu der Charakterisierung der Gene unter der Kontrolle des alternativen
Sigma-Faktors RpoN in H. pylori lieferten die Transkriptomanalysen mit den rpoN-
Mutanten ein weiteres interessantes Ergebnis. Ubereinstimmend mit friiheren
Ergebnissen der Untersuchung des Hakenproteins FIgE1 (O'Toole et al., 1994a),
konnte keine negative "Feedback'-Regulation der Klasse 2-Gene auf die zuvor
ermittelten spaten Flagellengene des Klasse 3-Regulons festgestellt werden. Dies
steht im Kontrast zur Regulationskaskade der Flagellenbiosynthese in Entero-
bakterien und anderen Organismen mit flagellenspezifischem o?®-Faktor. Dort
blockiert ein unvollstandiger Basalkorper/Haken-Komplex durch die Hemmung des

Exports von FIgM die Transkription der spaten Flagellengene (Karlinsey et al.,
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2000a). Fur H. pylori scheint daher ein alternativer Mechanismus der Inaktivierung
des Anti-Sigma-Faktors FIgM zu existieren, als der Export durch das Typ IllI-
Flagellen-Sekretionssystem. Dies wird auch durch die Tatsache unterstutzt, dass ein
orthologes Protein zu dem FIgM spezifischen Exportchaperon FIgN aus Salmonella
in H. pylori nicht identifiziert werden konnte (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999).
Untersuchungen zum Mechanismus der FIgM-Inaktivierung werden derzeit in der
Arbeitsgruppe von C. Josenhans durchgefuhrt. Wahrend das flaA-Transkript wie
zuvor beschrieben in der rpoN-Mutante in aquivalenten Mengen zum Wildtyp
vorhanden war, war in Proteinextrakten der Mutanten FlaA, genau wie FlaB und
FIQE, nicht mehr nachweisbar. Die fehlende Ausbildung der mittleren
Flagellenstruktur mit dem Basalkorper/Haken-Komplex durch die rpoN-Mutation
scheint also eine posttranskiptionelle Riuckkopplung auf die FlaA-Expression zu
bewirken. Dies konnte durch eine Destabilisierung des flaA-Transkripts erreicht
werden, durch die Induktion einer schnellen Proteolyse des FlaA-Proteins im

Zytoplasma der Zelle, oder einer direkten Stérung der Translation von flaA.

4.2.3 Das RpoN-assoziierte Zwei-Komponenten-System FIgR/HP0244 (FigS)

kontrolliert denselben Satz an Genen wie RpoN

Ein bei einer groRen Zahl unterschiedlicher Bakterien konservierter regulatorischer
Mechanismus ist die Aktivierung des o>*-Holoenzyms durch einen spezifischen
Aktivator. Der alternative Sigma-Faktor RpoN bindet im Komplex mit dem RNA-
Polymerase-Holoenzym an die konservierten -12 und -24 Bereiche des o
Promotors. Dort liegen die Proteine als geschlossener Komplex inaktiv gebunden
vor, bis er von einem spezifischen Regulator ('EBP", enhancer binding protein), der
vor dem Promotor gelegene Aktivierungssequenzen erkennt, aktiviert wird und die
Transkription initiiert (Buck et al., 2000; Xu & Hoover, 2001). Fur H. pylori wurde ein
"Response-Regulator’ der NtrC-Familie (nitrogen regulatory protein C; Porter et al.,
1995), das Protein FIgR, als RpoN-spezifischer Aktivator identifiziert (Spohn &
Scarlato, 1999). Im Gegensatz zu vielen anderen Bakterien konnte kurzlich fur FIgR
gezeigt werden, dass es RpoN unabhangig von einer Aktivierungssequenz stimuliert
(Brahmachary et al., 2004). Als zugehorige Histidinkinase, die FIgR spezifisch
phosphoryliert, wurde das Protein FIgS (HP0244) ermittelt (Beier & Frank, 2000).
Diese Sensorkinase scheint zytoplasmatisch vorzuliegen, da keine Transmembran-

domane aus der Aminosauresequenz abgeleitet werden kann. Bislang sind noch
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keine spezifischen Signale identifiziert worden, die zur Autokinaseaktivitat von FIgS
fuhren, und damit die Transkription des RpoN-Regulons aktivieren. Zur Kontrolle der
Ergebnisse zum RpoN-Regulon und um die Mdglichkeit zu Uberprufen, ob FIgR oder
FIgS unabhangig von RpoN die Transkription weiterer Gene steuern, wurden auch
mit Mutanten der Gene dieser beiden Regulatoren genomweite Microarray-Analysen
durchgefuhrt.

Fir alle bei den vorhergehenden Untersuchungen dieser Arbeit ermittelten o°-
abhangigen Gene konnte auch in den flgR- und flgS-Mutanten eine Repression
nachgewiesen werden. Somit konnten sowohl die Zugehdrigkeit der zuvor ermittelten
Gene zum RpoN-Regulon verifiziert werden, als auch die Funktion des Zwei-
Komponenten-Systems FIgS/FIgR als positiver Regulator von RpoN bestatigt
werden. Die Deckungsgleichheit der regulierten Gene zeigt weiterhin, dass FIgR im
Zusammenspiel mit FIgS unter den gewahlten Bedingungen der einzige positive
Regulator von RpoN ist. Demgegenuber sind in den Flagellenregulons von anderen
untersuchten Organismen jeweils zwei o>*-Aktivatoren in die Regulationshierarchie
eingebunden. In V. parahaemolyticus, V. cholerae und Pseudomonas spp. steuern
die Uibergeordneten Aktivatoren FlaK, FlaR und FleQ, zusammen mit ¢°*, die Ex-
pression der frihen Flagellengene inklusive der Zwei-Komponenten-Systeme FlaLM,
FIrBC oder FleSR, die sich jeweils aus einer Sensorkinase mit dazu-gehérigem NtrC-
Homolog zusammensetzen (McCarter, 2001; Prouty et al., 2001; Dasgupta et al.,
2003). Diese Zwei-Komponenten-Systeme induzieren dann die Expression der Gene,
die fUr die Fertigstellung des Basalkérper/Haken-Komplexes nétig sind. Hierdurch
wird das RpoN-Regulon bei diesen Bakterien in zwei hierarchische Klassen unterteilt.
Bei C. crescentus gibt es eine ahnliche regulatorische Hierarchie, wobei hier der
iibergeordnete Aktivator CtrA mit dem “Housekeeping'-Faktor 6’ die Transkription
der Klasse 2-Flagellengene steuert, die die Gene fiir das o*-spezifische Zwei-
Komponenten-System FIbDE beinhalten (Wu & Newton, 1997; Osteras & Jenal,
2000). Die offensichtliche Abwesenheit eines solchen Ubergeordneten Aktivators ist
ein wesentlicher Unterschied des H. pylori-Flagellensystems im Vergleich zu denen

der oben genannten Organismen.

Zusatzlich zu den Genen des RpoN-Regulons konnte ein negativer Effekt der
Mutation in flIgR und flgS auf die Transkriptmenge einer kleinen Zahl an Genen

nachgewiesen werden, deren Transkription in den rpoN-Mutanten im Vergleich zum
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Wildtyp nicht beeintrachtigt ist. In den flgR-Mutanten waren die Transkriptmengen
eines langeren Sequenzbereichs (HP1035-HP1028) signifikant erniedrigt. Dieser
beinhaltet unter anderem die Gene einiger Regulatoren des Flagellensystems, flhF,
flhG und fliA. Interessanterweise war dadurch aber nicht die Transkription der von
diesen Regulatoren abhangigen Gene betroffen (vgl. 4.2.1und 4.2.4), so dass noch
eine ausreichende Basaltranskription fir eine dem Wildtyp vergleichbare Funktion
der Proteine stattzufinden scheint. Das stimmt Uberein mit der Anwesenheit eines
putativen 080-‘Housekeeping‘-Promotors vor dem Operon (Spohn & Scarlato, 2001).
Ca. 150 Bp ‘upstream’ von fliA (HP1032) konnte bei einer erneuten Analyse der
Sequenz eine zusatzliche konservierte o**-Promotorsequenz identifiziert werden, die
fir den EinfluR auf die Transkription des Operons durch den o°*-assoziierten
Regulator FIgR verantwortlich sein konnte. Ein weiteres Gen, welches durch die flgR-
Analysen, nicht aber in Untersuchungen der rpoN-Mutanten als negativ reguliert
ermittelt wurde, ist der hypothetische Leserahmen HP0367. Vor diesem Gen konnte
ebenfalls ein konservierter o>-Promotor lokalisiert werden. Auch bei den
Experimenten mit dem inaktivierten flgS wurde HP0367 zusammen mit dem in
derselben Leserichtung nachfolgendem Gen HPO0366 (‘spore coat biosynthesis
protein C) als reguliert ermittelt. Die konservierten o>*-Promotorsequenzen der
Gene, fur die ein Einflull der RpoN-assoziierten Proteine FIgR und FIgS, nicht aber
von RpoN selber nachgewiesen werden konnte, deuten auf eine teilweise
Zugehorigkeit zum RpoN-Regulon hin. Da noch zusatzliche regulatorische Faktoren
in die Steuerung der Transkription der Operons eingebunden zu sein scheinen,

erfolgte eine Gruppierung zu den "Zwischenklasse’-Genen (vgl. Abb. 37).

Im Gegensatz zu den rpoN- und flgR-Mutanten wurde in der flgS-Mutante eine
deutlich erhdhte mRNA-Menge fur flaA nachgewiesen. Von Spohn und Scarlato
wurde eine gesteigerte flaA-Transkription in den Experimenten mit der flgR-Mutante
fur H. pylori beschrieben (Spohn & Scarlato, 1999). Diese Transkriptionsanalysen
wurden basierend auf Zellen aus einer spateren Phase des exponentiellen Wachs-
tums durchgefuhrt als es bei den hier ermittelten flgR-Resultaten der Fall war. Da
auch die hier durchgeflhrten Experimente mit den flgS-Mutanten basierend auf
Zellen aus einem etwas spateren Zeitpunkt im exponentiellen Wachstum durch-
gefuhrt wurden als bei den flgR- und rpoN-Mutanten, ist eine gegenlaufige Regu-

lation von flaA mit Genen des RpoN-Regulons in Abhangigkeit von der Wachstums-

- 140 -



Diskussion

phase wahrscheinlich. Die Mechanismen einer solchen Regulation sollen bei

verschiedenen Wachstumsphasen in zuktinftigen Arbeiten naher untersucht werden.

4.2.4 FIhA ist ein libergeordneter Regulator der Transkription der Klasse 2-

und 3-Flagellengene

Nachdem es durch die Microarray-Analysen zu den Regulatoren der mittleren und
spaten Flagellengene in H. pylori keinen Hinweis auf eine "Feedback -Regulation
durch Proteine der einen Klasse auf die Genexpression der anderen Klasse gab,
wurden weitere mdogliche Kandidaten fur eine koordinierte Kontrolle der ver-

schiedenen Flagellenregulons und Einfluss auf nicht-flagellare Gene untersucht.

Ein Protein, fir das ein Einfluss auf die Transkription von einigen 0®*- und o%-
abhangigen Flagellengenen in H. pylori gezeigt werden konnte, ist die Komponente
FIhA des Flagellen-Sekretionsapparates. Das Protein gehdrt zur konservierten sog.
FHIPEP-Familie (flagellar/Hr/invasion proteins export pore) von Exportproteinen, die
in die Typ llI-Sekretion und den Flagellenaufbau bei unterschiedlichen Bakterien
involviert sind (Macnab, 2003). Fur die Enterobakterien wurde gezeigt, dass FIhA
membranstandig mit dem Basalkorper MS-Ring (FliF) assoziiert ist und Uber eine
zytoplasmatische Domane mit der ATPase Flil und anderen l6slichen Komponenten
des Exportapparates interagiert und dadurch eine zentrale Stellung bei der Typ IllI-
Sekretion von Flagellenkomponenten einnimmt (Macnab, 2003). In einer in dieser
Arbeit weiter untersuchten H. pylori N6 flhA-Mutante wurde bereits in friheren
Arbeiten eine Repression der Expression der Klasse 2- und 3-Flagellengene FlaB,
FIgE1 und FlaA beschrieben (Schmitz et al., 1997). Auch wird die Virulenz von H.
pylori durch die Inaktivierung von flhA herabgesetzt, wahrscheinlich bedingt durch
den flagellenlosen, unbeweglichen Phanotyp. So ist die Fahigkeit, in vitro an humane
gastrische Epithelzellen zu binden, im Vergleich zum Wildtyp signifikant erniedrigt,
genau wie die Kolonisationsrate in einem Mausmodell (Clyne et al., 2000; McGee et
al., 2002). AuRerdem wurde ein deutlicher Effekt einer flhA-Mutation auf die Aktivitat
des Virulenzfaktors Urease in dem Bakterium beschrieben, der zum Teil stamm-
spezifisch zwischen Aktivierung und Repression wechselt (McGee et al., 2002).
Dieser Effekt kann moglicherweise indirekt mit der hier gezeigten Repression der
Klasse 2-Gene in einer flhA-Mutante erklart werden (siehe unten). Das Produkt des
o>*-abhiangigen Gens HP0869 (vgl. 4.2.2) ist als Hydrogenase HypA essenziell fiir
die Reifung und Aktivitdt des Urease-Enzymkomplexes (Mehta et al., 2003), und
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konnte so die Verbindung zwischen FIhA und der Regulation der Urease-Aktivitat
vermitteln. Auch bei einer Reihe weiterer humanpathogener Bakterien wird die
Verbindung der FIhA-Expression zur Virulenz des Organismus beschrieben. So wird
in C. coli und in P. aeruginosa in vitro eine deutlich geringere Invasivitat in
Epithelzellen nach Mutation des flhA-Gens, auch nach Aufzentrifugieren der
Bakterien beobachtet (Park et al., 2000; Fleiszig et al., 2001). In dem peritrich
begeilelten, uropathogenen Bakterium Proteus mirabilis wurde in einer flhA-Mutante
neben dem negativen Effekt auf die Ausbildung von Flagellen auch eine direkte
inhibierende Auswirkung auf die Virulenz nachgewiesen, da unter anderem die
Expression des Gens hpmA blockiert war, welches fur ein toxisches Hamolysin
kodiert (Gygi et al., 1995). Fur Yersinia enterocolitica und Bacillus thuringiensis
wurde die Anwesenheit von funktionellem FIhA als notwendig fur die Sekretion von

Virulenzfaktoren nachgewiesen (Young et al., 1999; Ghelardi et al., 2002).

Durch eine globale Analyse des von FIhA abhangigen Transkriptionsprofils in zwei
verschiedenen H. pylori-Stammen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die
Expression samtlicher Klasse 2- und 3-Flagellengene, sowie einiger zusatzlicher
Gene von diesem Faktor abhangt. Unabhangig von dem hier untersuchten H. pylori-
Isolat war die Transkriptmenge samtlicher zuvor bestimmter Klasse 2- und 3-
Flagellengene in den flhA-Mutanten signifikant reprimiert. Da Klasse 2 und 3-Gene
von FIhA kontrolliert werden, waren auch solche Gene deutlich reprimiert, flr die
sowohl ¢*- als auch o®*-Promotoren postuliert wurden. Hierzu gehéren die Gene
flgM und HP0751-53 (fliD-Operon), die in den vorhergehenden Experimenten mit
Mutanten in Klasse 2 oder Klasse 3-Regulatoren nur partiell in ihrer Transkription
beeintrachtigt waren. Eine niedrige Basal-Transkription von flgM in den flhA-
Mutanten konnte durch RT-PCR Untersuchungen nachgewiesen werden und deutet
auf die zusatzliche Anwesenheit eines o®°-Promotors hin. Inzwischen konnte FigM
auch als Protein in den flhA-Mutanten nachgewiesen werden (C. Josenhans,

unveroffentlicht).

Ubereinstimmend mit den in dieser Arbeit beobachteten Effekten einer Inaktivierung
von flhA in H. pylori wurde durch genomweite Microarray-Analysen kirzlich auch flr
das phylogenetisch nahestehende Bakterium C. jejuni die Repression der Klasse 2-
und 3-Flagellengene durch Mutation des flhA-Gens beschrieben (Carrillo et al.,

2004). Somit kontrolliert FIhA die Expression der mittleren und spaten Flagellengene
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bei diesen beiden Organismen, fur die im Gegensatz zu anderen gut untersuchten
Bakterien bislang keine Regulatoren an der Spitze einer Hierarchie der
Flagellenbiosynthese identifiziert werden konnten (Tomb et al., 1997; Alm et al.,
1999; Parkhill et al., 2000).

Zusatzlich zu den Klasse 2 und 3-Flagellengenen wurde auch einige zusatzliche
Gene als von FIhA, und teilweise von FIhF (siehe 4.2.5), kontrolliert ermittelt, die in
die intermediare Klasse von Genen im derzeitigen Arbeitsmodell eingeordnet wurden
(siehe Abb. 37). Hierzu gehoren die Gene unbekannter Funktion HP0488 und
HP1440. Fir HP0488 wurde eine Proteininteraktion mit FIgE1 und FIgB beschrieben
(PBS=B 1 e-6; PBS=D 0,04; Hybrigenics PimRider™), die ein Hinweis auf eine
Einbindung des Proteins in die Flagellenbiogenese sein konnte. Des Weiteren sind
die Gene fur das Zwei-Komponenten-System HP0166/HP0165 in der flhA-Mutante
reprimiert. Das durch dieses Zwei-Komponenten-System kontrollierte Regulon wurde
in zwei kurzlich erschienenen Arbeiten durch verschiedene globale Ansatze mittels
Transkriptom-Analysen mit einer HP0165-Mutante (Forsyth et al., 2002) und durch
genomweite Selektion der spezifisch von dem ‘Response-Regulator’ HP0166
erkannter Promotorsequenzen (Dietz et al., 2002). Die hierbei ermittelten Zielgene
des Zwei-Komponenten-Systems wiesen allerdings in den beiden Arbeiten nur
geringe Uberschneidungen auf, evtl. aufgrund von stammspezifischen Unterschieden
der untersuchten H. pylori-Isolate (Dietz et al., 2002; Forsyth et al., 2002). Die durch
diese Arbeiten als von dem Zwei-Komponenten-System abhangig beschriebenen
Gene wurden hier nicht als FIhA-reguliert ermittelt. Saureeinwirkung wurde kurzlich
als ein mogliches aktivierendes Signal von HP0165 beschrieben (Pflock et al., 2004),
die unter den hier gewahlten experimentellen Bedingungen nicht erfolgt. Daher ist
dieses Zwei-Komponenten-System unter den hier gewahlten Bedingungen
modglicherweise nicht oder nur in geringem Malde aktiv. Bei den entsprechenden
Signalen in vivo kénnte der regulatorische Einflul® von FIhA auf die Transkription der
Gene aber eine weitere Verbindung des Flagellensystems zu anderen Zellfunktionen
darstellen. Durch kompetitive Experimente mit dem Wildtyp wurde ausserdem
gezeigt, dass Mutanten in HP0166/0165 in vivo einen Kolonisationsdefekt aufweisen
(Panthel et al., 2003).

Eine weitere Gruppe, deren Transkriptmenge bei den Experimenten in den Mutanten

im Vergleich zum Wildtyp verandert war, umfasst Gene, die nur in einem der beiden
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untersuchten H. pylori-Stammen als FIhA-abhangig ermittelt wurden. Hierbei handelt
es sich neben Genen unbekannter Funktion vor allem um Stoffwechselgene und
Gene des Polymertransports. Fur zwei potenziell flagellenassoziierte Gene aus
dieser Gruppe konnte die stammspezifische Regulation durch weitere Methoden
bestatigt werden. Dabei handelt es sich um zwei paraloge Gene des in der
Flagellenhille enthaltenden fibrillaren Hamagglutinins HpaA (Evans et al., 1988;
Jones et al.,, 1995). Um einen moglichen Hinweis auf den Mechanismus dieser
stammspezifisch unterschiedlichen Transkription der HpaA-Paraloge zu erhalten,
wurden daraufhin die potenziellen Promotorsequenzen der Gene in den hier
untersuchten und einigen zusatzlichen H. pylori-Stammen analysiert. Die
Sequenzierung der nicht-kodierenden ‘upstream’-Sequenzen der drei HpaA-
Paraloge HP0410, HP0492 und HPO0797 in 6 verschiedenen H. pylori-lsolaten
erbrachten zwar eine Variabilitdt der Sequenzbereiche, aber keinen eindeutigen
Hinweis auf verschiedene regulatorische Elemente oder veranderte Promotoren (C.

Josenhans, unveroffentlich).

4.2.5 FIhF fungiert als weiterer friher Regulator der Klasse 2- und 3-

Flagellengene

Das zweite Protein aus der Reihe der frihen Flagellengene, dessen genomweiter
Einflul auf die Genregulation in H. pylori untersucht wurde, ist FIhF (HP1035).
Dieses Protein gehort zur ubiquitaren Familie der “signal recognition particle’ (SRP),
die in den gerichteten Transport zu membrangebundenen Translokationsapparaten
von Proteinen in Pro- und Eukaryonten involviert sind (Keenan et al., 2001). Bei
Bakterien ist das am weitesten verbreitete Mitglied dieser Gruppe das in die Zell-
teilung involvierte Protein Ffh, das mit dem SRP-Rezeptor FtsY interagiert (Park et
al., 2002). Diese beiden Proteine besitzen eine GTPase-Aktivitat, und zeichnen sich
durch ein charakteristisches GTP-Bindemotif, das NG-Modul aus (Keenan et al.,
2001). Dieses Motif findet sich auch bei H. pylori-FIhF sowie dem ‘downstream’
gelegenen GTP-Bindeprotein YIxH (HP1034), einem Protein homolog zu FleN aus
Pseudomonas spp.(z. B. P. putida: 32% ldentitat/60% Ahnlichkeit) bzw. FInG aus V.
parahaemolyticus (38%/58%). Fur FIhF und FleN wurde in Pseudomonas eine
Funktion bei bei Kontrolle von Anzahl und Polaritat der Flagellen beschrieben
(Dasgupta et al., 2000; Pandza et al., 2000). Wahrend auch in anderen Bakterien mit

polarer Flagellenanordnung wie C. jejuni oder Vibrio spp. FIhF- und FleN-Homologe
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identifiziert wurden, sind diese Proteine bei den peritrich begeilelten Enterobakterien
nicht vorhanden. Bei P. putida fuhrt die Inaktivierung von flhF zu einer zufalligen
lateralen Verteilung und einer hoheren Anzahl an Flagellen im Vergleich zu den
polaren Flagellen beim Wildtyp (Pandza et al., 2000). Demgegenuber wurde eine
flhF-Mutante in Bacillus subtilis als nicht mehr beweglich und flagellenlos
beschrieben (Carpenter et al., 1992). Die hier untersuchten flhF-Mutanten in H. pylori
N6 und 88-3887 waren unbeweglich und fast ohne Ausnahme flagellenlos. Wenige
Bakterien zeigten auch ein oder zwei kurze Flagellen, die wie bei der Pseudomonas-
Mutante lateral inseriert waren. Da erste Experimente mit den flhF-Mutanten in H.
pylori einen deutlichen negativen Effekt auf die Transkiptmenge der Klasse 2- und 3-
Flagelligene flaA und flaB zeigten, schien FIhF ein weiterer geeigneter Kandidat in
Hinblick auf eine Ubergeordnete Regulation der Expression der Flagellengene zu

sein.

Die flhF-Mutanten verhalten sich in ihrem globalen Transkriptionsprofil sehr ahnlich
wie die flhA-Mutanten. Genau wie bei diesen sind samtliche Klasse 2 und 3
Flagellengene reprimiert, einschliellich der Gene der intermediaren Klasse. Der
einzige auffallige Unterschied im Bezug auf die Expression der Flagellengene war
eine transkriptionelle negative Autoregulation des flhF-Operons (HP1035-HP1028) in
der flhF-, nicht aber in der flhA-Mutante. Ein polarer Effekt der Insertionsmutation in
flhF auf die "downstream’™-Gene konnte dabei durch die Verwendung einer apolaren
Resistenzkassette ausgeschlossen werden. AuflRerdem zeigte die teilweise
Wiederherstellung der Transkription des Operons in der flhF/flgM-Doppelmutante
(siehe 4.2.6), dass die Repression regulatorisch bedingt ist und kein Artefakt der
Mutagenese. Da das flhF-Operon auch das Gen fliA (HP1032) beinhaltet, besteht die
Madglichkeit, dass die heruntergesetzte Transkriptmenge der Klasse 3-Gene teilweise
durch die Repression des Gens fiir 0®® bedingt wird. Demgegeniiber sind die Gene,
die fir Regulatoren der Klasse 2 kodieren, rpoN, filgR und HP0244, in den flhF-
Mutanten genau wie in den flhA-Mutanten in ihrer Transkription zum Wildtyp nicht
verandert. Die zusatzlichen, stammspezifisch regulierten Gene in den flhF-Mutanten
beinhalten, wie auch bei den flhA-Mutanten, unterschiedliche Genfamilien, und
wurden aufgrund einer fehlenden Kontrolle einer allgemeinen Bedeutung fir die

Spezies vorerst nicht weiter bearbeitet.
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Das GTP-bindende Protein FIhF kann also zusammen mit FIhA funktionell als
Ubergeordneter Regulationsfaktor der mittleren und spaten Flagellengene in H. pylori
bezeichnet werden. Der teilweise beobachtete Phanotyp mit verkurzten lateral
inserierten Flagellen deutet wie bei den Pseudomonaden auf eine Funktion bei der
polaren Lokalisation der Flagellen hin. Daflr spricht, neben der Zugehorigkeit zur
SRP-Familie der Translokationsproteine, dass FIhF bislang ausschliel3lich bei
Organismen mit polarem Flagellenapparat identifiziert werden konnte. Ein wichtiger
Unterschied zu P. putida ist, dass bei diesem Organismus durch eine Inaktivierung
von flhF die Expression der Flagellengene nicht beeintrachtigt ist, sondern sogar eine
grélkere Anzahl an Flagellen ausgebildet wird (Pandza et al., 2000). Interessant ware
in diesem Zusammenhang auch eine nahere Untersuchung des FleN-Homologs
HP1034 (YIxH/FInG) in H. pylori, das in den flhF-Mutanten noch exprimiert wird. Bei
P. aeruginosa agiert dieses Protein als Anti-Aktivator und inhibiert FleQ, den
Ubergeordneten o°*-Aktivator der Expression der Flagellengene (Dasgupta &
Ramphal, 2001).

4.2.6 FIlgM vermittelt die transkriptionelle Repression der Klasse 3-Flagellen-
gene in den flhA- und flhF-Mutanten und der Klasse 2-Flagellengene in
flhA-Mutanten

Als nachster Schritt wurde der Mechanismus naher untersucht, durch welchen die
Flagellensystem-Komponenten FIhA und FIhF die Transkription der Klasse 2 und 3
Flagellengene und zusatzlicher Gene steuern. Bei beiden Proteinen gibt es keine
Sequenzhinweise auf DNA-Bindedomanen. Daher scheint ein indirekter
Mechanismus der Genegulation unter Einbeziehung weiterer Faktoren
wahrscheinlicher als eine direkte transkriptionelle Regulation durch die beiden
Proteine. In Salmonella stellt der Anti-Sigma-Faktor FIgM den entscheidenden Faktor
beim Umschalten der Transkription der Klasse 2 auf die Klasse 3 Flagellengene dar
(Chilcott & Hughes, 2000; Karlinsey et al., 2000a). Um auch in H. pylori eine
mogliche Rolle von FIgM in einer ‘Feedback’-Regulation durch die fruhen
Komponenten des Sekretionsapparates zu prufen, wurden Doppelmutanten in dem
Genen flgM sowie flhA oder flhF hergestellt. Der Phanotyp dieser Mutanten ist
erwartungsgemall nach wie vor flagellenlos und unbeweglich, da die frihen

strukturellen Komponenten FIhA und FIhF weiterhin nicht vorhanden sind.
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Im Rahmen der Untersuchungen der flhA/flgM-Mutanten ergaben die globalen
Transkriptanalysen nicht nur eine Wiederherstellung, sondern in den meisten Fallen
eine erhohte Transkriptmenge vieler Gene, die in der flhA-Mutante reprimiert sind.
Interessanterweise umfassen diese hochregulierten Gene nicht nur spate Flagellen-
gene mit o®-Promotor, sondern auch samtliche Klasse 2-Gene unter RpoN-
Kontrolle. Auch die meisten Gene der Zwischenklasse unter der Kontrolle von
mehreren Promotoren zeigten eine signifikant erhohte Transkriptmenge im Vergleich
zum Wildtyp (vgl. Abb. 36 und Abb. 37). Wahrend im Gegensatz zur flhA-Einzel-
mutante grol3e Mengen an FlaA-Flagellin in den flhA/flgM-Mutanten gebildet wird und
sich im Zytoplasma anreichern, konnte FlaB nicht nachgewiesen werden, obwonhl
auch hier die mRNA-Menge im Vergleich zum Wildtyp erhoht war. In flgM-
Einzelmutanten wird FlaB in aquivalenter Menge wie im Wildtyp gebildet (Josenhans
et al.,, 2002a). Die Translation von flaB und mdoglicherweise weiterer Klasse 2-
Transkripte ist also von der Anwesenheit von FIhA abhangig. Moglicherweise ist die
Proteinexpression der Klasse 2-Transkripte an das Vorhandensein eines
funktionellen Typ llI-Sekretionssystems oder des kompletten Basalkorpers gekoppelt.
Fiur C. crescentus wurde eine translationale 'Feedback’ -Kontrolle auf die Flagellin-
expression als Antwort auf eine Mutation im Basalkorper-Haken-Komplex
nachgewiesen (Anderson & Newton, 1997). Die Klasse 4-Flagellingene fljK und fijL
werden in den entsprechenden Mutanten von Genen einer fruheren Klasse zwar
weiterhin transkribiert, die Proteine werden aber nicht mehr gebildet. Als
Mechanismus, zumindest fur FIjK, wird eine Verdeckung der Ribosomenbindestelle
durch RNA-Sekundarstrukturen diskutiert, die bei funktionellem Basalkérper/Haken-
Komplex aufgeldst wird. Durch Sequenzdeletionen im 5’-Nichttranslatierten Bereich
des Gens konnte die Proteinexpression von FIK in den HBB-Mutanten

wiederhergestellt werden.

In Bezug auf das Transkriptionsprofil konnte durch die Experimente also gezeigt
werden, dass in Abwesenheit des flhA-Genprodukts der Anti-Sigma-Faktor FIgM eine
Repression der Transkription sowohl der 0%- als auch der o°*-abhangigen Gene
vermittelt. FIgM inhibiert durch Bindung im Zytoplasma den alternativen Sigma-Faktor
FliA und kann nicht durch Sekretion oder durch einen anderen an einen kompletten
Exportapparat gekoppelten Prozess inaktiviert werden, um FIliA freizusetzen. Als
Folge davon konnen die FliA-abhangigen Transkripte nicht gebildet werden. Die

Inaktivierung von FIgM durch Sekretion, analog zu dem System in Salmonella, ist fur
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H. pylori allerdings aufgrund der Anwesenheit der Flagellenhille unklar, und wird
zurzeit weiter untersucht. Durch die Transkriptom-Analysen mit den rpoN-Mutanten
(siehe 4.2.2) und durch die Untersuchung des Hakenproteins FIgE1 (O'Toole et al.,
1994b) wurde gezeigt, dass die exportdefizienten Mutanten ohne funktionellen
Basalkdrper/Haken-Komplex keine negative “Feedback'-Regulation auf o%-
abhangige Gene austben. FIgM wird also inaktiviert, dies geschieht jedoch
unabhangig von der Transkription von flagellaren Klasse 2-Genen. Schwieriger zu
erklaren ist die Reversion des negativen Effekts der flhA-Mutation auf die o*-
abhangigen Klasse 2-Gene und die Zwischenklasse-Gene durch eine zusatzliche
flgM-Inaktivierung. Da eine flgM-Mutation alleine keinen deutlichen Effekt auf die
Transkriptmenge dieser Gene hat (siehe 4.2.1 und Abb. 36), scheint FIgM nur in
Abwesenheit von FIhA die Transkription dieser Gene zu blockieren. Mechanismen
dieser FigM-vermittelten Kontrolle sind bislang noch nicht identifiziert worden. Die
bisherigen Ergebnisse sprechen jedoch flr eine direkte Proteininteraktion zwischen
FIhA und FIgM. Eine Interaktion von FIgM mit einem der Regulatoren des RpoN-
Regulons wurde bislang nicht beschrieben, obwohl alle dazugehorigen Faktoren in
einer globalen Proteininteraktionsstudie untersucht wurden (Hybrigenics PimRider™:
Rain et al., 2001). Fur Salmonella wurden mit FIiT und FliZ zwei Regulatoren
beschrieben, die in Abhangigkeit von FIgM die Genexpression von Klasse 2-Genen
reprimieren bzw. aktivieren (Kutsukake et al, 1999). Putative Gene fur diese
Faktoren konnten mit HP0754 (fliT) und HP1286 (fliZ) in unserer Arbeitsgruppe auch
fur H. pylori identifiziert werden (Niehus et al., 2004). Die Beteiligung der Proteine an
der Regulation der Flagellenbiosynthese soll nun auch fir diesen Organismus
gepruft werden.

Im Gegensatz zu den nahezu identischen Transkriptionsprofilen von flhA und flhF in
Bezug auf die Flagellengene gibt es hier auffallige Unterschiede beim Vergleich der
beiden Stdamme nach einer zusatzlichen flgM-Mutation. Bei den flhF/flgM-Doppel-
mutanten gibt es wie bei flhA/flgM eine Ruckkopplungs-Regulation durch FIgM auf
die Klasse 3-Gene, nicht aber auf die Klasse 2- und Zwischenklasse-Gene (siehe
Abb. 36). Die Repression dieser Genklassen ist also FIhF- und nicht FIgM-abhangig.
Fur die transkriptionelle Repression der Klasse 3-Gene ist wie bei der flhA-Mutante
auch bei flhF die fehlende Inaktivierung des Anti-Sigma-Faktors FIgM durch
Sekretionsblockade oder andere Mechanismen in Folge der flhF-Mutation eine

wahrscheinliche Erklarung. Nach der zusatzlichen Mutation von filgM entfallt dieser
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Faktor, und die o?®-abhangigen Gene konnen transkribiert werden, wie die
Transkriptom-Analysen belegen. Die reprimierende Auswirkung der flhF-Inaktivierung
auf die Expression der Klasse 2- und intermediaren Gene wird im Gegensatz dazu
durch die zusatzliche Mutation von flgM nicht aufgehoben. Interessanterweise ist
sogar eine erhohte Transkriptmenge von HP0244 (flgS) und rpoN in der flhF/flgM-
Mutante nachzuweisen. Es gibt bislang noch keinen Hinweis auf den molekularen
Mechanismus der Kontrolle iiber die o°*-abhangigen Gene und die Gene der
Zwischenklasse durch FIhF. Moglicherweise besteht hier ein Zusammenhang
zwischen der Regulation der RpoN-abhangigen Gene durch das Flagellen-
assoziierte Zwei-Komponenten-System FIgS/FIgR und der Anwesenheit von FIhF.
Eine gezielte Untersuchung der Vernetzung dieser Faktoren wird dadurch erschwert,
dass bislang die spezifischen Signale, die zur Aktivierung des Systems fuhren, nicht

bekannt sind.

finA/figM -
flnF/figM -

Zwischen-
Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 klasse
Mutante (0%9) (054) (028) (o089, 054, 028)
flia — — . 2 —
flgM — — 4 —
rpoN — * — -
HP0244 — 2 — —
flgR — 2 — —
flhA - *
flhF - *

> €€
P €

Abb. 36. Schematische Darstellung der Microarray-Ergebnisse zur Kontrolle der unterschiedlichen
Klassen der Flagellenge durch die untersuchten Regulatoren (vgl. Tab. 9). Die untersuchten Mutanten
sind rechts ange%eben. Die unterschiedlichen Klassen der Flagellengene (oben% gliedern sich in
Klasse 1-Gene (c*’-kontrolliert), Klasse 2-Gene (c**-kontrolliert), Klasse 3-Gene (o*-kontrolliert) und
Zwischenklasse Gene (durch mehr als einen Sigma-Faktor kontrolliert). Die Pfeile reprasentieren die
Veranderung der Transkription innerhalb der Genklassen in der Mutante im Vergleich zum Wildtyp.
Blauer Pfeil — gleichbleibende Transkription; roter Pfeil — Repression; griiner Pfeil — Hochregulation.

Transkripte der Gene des in den flhF-Mutanten reprimierten flhF-Operons (HP1035-
1028) sind in der flhF/flgM-Doppelmutante im Vergleich dazu im erhéhten Male
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vorhanden, oder sogar wieder auf Wildtypniveau angehoben. Auch dieser Effekt ist
also zumindest teilweise auf eine FIgM-abhangige Regulation zurickzuflhren.
Vermutlich erfolgt unter den gewahlten Bedingungen eine teilweise Koregulation der
Gene mit den Klasse 3-Flagellengenen, vermittelt durch einen putativen o?%-
Promotor vor flhF mit verklrztem Bereich zwischen den beiden konservierten
o?®-Faktor-Boxen (n=14) (Niehus et al., 2004). Ob auch der konservierte putative 0>*-
Promotor vor dem fliA-Gen (HP1032) bei dieser Regulation eine Rolle spielt, sollen

weitere Untersuchungen klaren.

Dass evt. auch weitere Bereiche zellularer Prozesse zusatzlich zur Expression von
Genen des Flagellenregulons durch die Mutationen in flhF/figM und flhA/figM
betroffen sind, deutet sich unter anderem durch die erhdhte Expression eines grof3en
ribosomalen Genbereichs und die differenzielle Transkription weiterer Gene
unterschiedlicher Familien an. Diese Ergebnisse miussen aber noch in mindestens
einem anderen H. pylori-Stamm reproduziert werden, um diese regulatorischen
Querverbindungen als signifikant abzusichern. Durch die Experimente mit den
Doppelmutanten konnte gezeigt weden, dass FIgM in H. pylori eine zentrale Rolle bei
der Regulation des Flagellenaufbaus einnimmt und, teilweise in Zusammenspiel mit
FIhA und FIhF, die Expression der spaten und mittleren Flagellengene steuert.
Aufgrund vieler noch bestehender Unklarheiten Uber die Eigenschaften und die
Inaktivierung von FIgM in H. pylori bleiben die Mechanismen der Regulation jedoch
bislang zum Grolteil hypothetisch. Die nahere Aufklarung der Eigenschaften von
FIgM in diesem Organismus ist also in Zukunft von zentraler Bedeutung flr das
Verstandnis der spezifischen Eigenschaften der Regulation des Flagellensystems in

H. pylori.

4.2.7 Modell der transkriptionellen Regulation der Gene des Flagellensystems

in H. pylori

Anhand der hier durchgeflihrten globalen Transkriptanalysen mit unterschiedlichen
Regulatoren des Flagellensystems konnten neue Aspekte der Regulation der
Flagellen-Biogenese in H. pylori ermittelt werden. Basierend darauf wurde ein neues
Modell der transkriptionellen Regulation des Flagellensystems in dem Bakterium
erstellt (siehe Abb. 37). Wie bereits zuvor in anderen Arbeiten vorgeschlagen
(Josenhans & Suerbaum, 2000; Spohn & Scarlato, 2001), erfolgt eine hierarchische

Aufteilung der Flagellengene in drei Regulationsklassen. Durch die hier
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durchgefuhrten Experimente konnte zusatzlich eine regulatorische Zwischenklasse
mit Genen erstellt werden, die von mehr als einem Promotor kontrolliert werden, und
teilweise auch Nicht-Flagellengene einschlief3t. Die grof3te Anzahl an Flagellengenen
beinhalten die Klasse 1-Gene unter Kontrolle des H. pylori- Housekeeping -Sigma-
Faktors 0®. Als putative Angehdrige dieser Klasse werden hier Flagellengene
bezeichnet, die, indirekt bestimmt, anhand der Untersuchungen weder c**- oder o2%-
abhangig sind, noch aufgrund einer FIhA- oder FIhF-Abhangigkeit der
Zwischenklasse zugeordnet werden konnten. Aul3erdem konnten fur einige dieser
Gene in fruheren Arbeiten entweder durch funktionelle Untersuchungen (Beier et al.,
1997; Porwollik et al., 1999), oder durch in silico-Promotorabgleiche (Josenhans &
Suerbaum, 2000; Spohn & Scarlato, 2001), eine Kotranskription mit "Housekeeping'-
Genen nachgewiesen oder vorgeschlagen werden. Alle bekannten Regulatoren des
Flagellensystems scheinen durch o®-abhéngige Promotoren exprimiert zu werden.
Diese Kontrolle kann ausschlieBlich 0®-gekoppelt sein, wie bei FIhA, HP0244, FIgR
und RpoN, oder im Zusammenspiel mit anderen Promotoren, wie bei FIhF/FIhG
(YIxH), FliA und FIgM. Aus diesem Grund kann die Klasse 1 der 0®-abhangigen
Gene, die Gene fur funktionell Ubergeordnete Regulatoren beinhaltet, den anderen
Flagellenklassen hierarchisch Ubergeordnet werden. Den Klasse 2-Genen unter
Kontrolle von RpoN und dem Zwei-Komponenten-System FIgS/FIgR konnten flnf
neue Gene hinzugefugt werden. Fur die beiden Operons HP0907/HP0908
(figDIflge2) und HP1559/HP1558 (flgB/C), die zuvor nur den Klasse 2-Genen
zugerechnet wurden (Spohn & Scarlato, 1999), wurde unter den gewahlten
Bedingungen ein zusétzliches o>*-unabhangiges Transkript nachgewiesen, welches
vermutlich konstitutiv durch o®® transkribiert wird. Auch den FliA/FIgM-abhangigen
Klasse 3-Genen konnten drei neue Gene hinzugefugt werden, wovon nur omp11
zusammen mit flaA ausschlielllich in dieses Regulon einzuordnen ist. Die
Zwischenklasse-Gene setzten sich zum einen aus verschiedenen Flagellengenen
zusammen, die durch Promotoren verschiedener Regulationsklassen kontrolliert
werden, wie bspw. das fliD-Operon unter 0%- und o**-Kontrolle, oder figM, das durch
alle drei Sigma-Faktoren transkribiert wird. Aulerdem werden hier Gene, die
hauptsachlich FIhA- oder FIhF-abhangig reguliert werden, der Zwischenklasse
zugeordnet. Dazu gehoren Faktoren, die eine weitere Verbindung des
Flagellensystems zu anderen Zellfunktionen darstellen konnten, wie z. B. das Zwei-

Komponenten-System HP0166 (ompR)/HP0165. Die Expression der Proteine der
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frihen Flagellengene flhA und flhF stellt einen Kontrollpunkt der Expression der
mittleren und spaten Flagellengene in H. pylori dar. Dieser ist im Fall der
Ruckkopplungs-Kontrolle der Klasse 3-Gene fur FIhA und FIhF an den Anti-Sigma-
Faktor FIgM gekoppelt. Der Mechanismus erfolgt hier sehr wahrscheinlich durch
einen nicht-vorhandenen Exportapparat, der normalerweise die Inaktivierung von
FIgM vermitteln kdnnte. Die Kontrolle der Klasse 2- und Zwischenklasse-Gene ist im
Fall von FIhA an die Anwesenheit von FIgM gekoppelt, bei FIhF ist diese Regulation
unabhangig von dem Anti-Sigma-Faktor. Der genaue Mechanismus ist in beiden

Fallen noch unklar.

Die Expression von Genen, die fir Komponenten des proximalen Basalkorpers (MS-
Ring, C-Ring, Sekretionsapparat) kodieren, wurde bereits fur andere Organismen,
bei denen der o>*-Faktor in die Flagellenregulation eingebunden ist, als “Checkpoint’
fur die Expression von den hierarchisch nachfolgenden Genklassen beschrieben.
Hierzu gehdren ausfuhrlich untersuchte Bakterien wie C. crescentus, Vibrio spp. und
P. aeruginosa (Anderson & Newton, 1997; Wu & Newton, 1997; McCarter, 2001;
Prouty et al., 2001; Dasgupta et al., 2003). Fur alle diese Organismen wird eine in
vier Klassen aufgeteilte Regulationskaskade der Flagellenregulation beschrieben.
Wie bei den Enterobakterien (Aldridge & Hughes, 2002) gibt es auch bei allen diesen
Bakterien durch die notwendige Fertigstellung des Basalkdrper/Haken-Komplexes
(HBB) einen zweiten strukturellen Kontrollpunkt der Genexpression der nach-
folgenden spaten Flagellengene. Ein wichtiger Unterschied der Regulation bei H.
pylori ist das Fehlen des HBB-Kontrollpunkts, da bei Mutanten in mittleren Flagellen-
genen unverandert die Transkripte der Klasse 3-Gene gebildet werden (diese Arbeit;
O'Toole et al., 1994b). Demgegenuber scheint der Regulations-Kontrollpunkt durch
den proximalen Basalkorper auch in H. pylori zu existieren. Dies haben unter
anderem die Experimente mit den flhA- und flhF-Mutanten gezeigt. Weiterhin gibt es
Arbeiten mit H. pylori zu einer Reihe von Mutanten in weiteren Genen des
Sekretionsapparats und des proximalen Basalkorpers (flhB, flilQFG), die allesamt die
Inhibition der Expression der Flagelline FlaA und FlaB sowie des Hakengens FIgE1
zur Folge haben (Porwollik et al., 1999; Allan et al., 2000). Ob auch hier ein Effekt auf
die Transkription samtlicher Klasse 2 und 3 Gene wie bei den flhA- und flhF-
Mutanten stattfindet, muss aber noch geklart werden, genau wie die Mechanismen

der transkriptionellen Ruckkopplung.
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HP1120 HP1052 envA
HP1076 (Anti-Sigma Faktor)
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Abb. 37. Modell der transkriptionellen Regulation von Genen der Flagellenblogenese in H.
pylorl Die Transkription der drei Klassen von Flagellengenen wird von o® (Klasse 1), 0° (Klasse2)
und o° (Klasse 3) gesteuert. Einige Gene werden von mehreren der drei Sigma-Faktoren kontrolliert
und sind in die Zwischenklasse eingeordnet. Die Klasse 1-Gene beinhalten wichtige Regulatoren des
Flagellensystems und wurden in dieser Arbelt nlcht detailliert untersucht (vollstdndige Liste siehe Tab.
9). Die Klasse 2-Gene werden von RpoN (c**) zusammen mit dem spezifischen Aktivator FIgR und
der dazugehdrigen Histidinkinase FIgS (HP0244) kontrolliert. Die Ubergeordneten Regulatoren FIhA
und FIhF werden flr die voIIstand|ge Transkription der Klasse 2 und 3 sowie der Zwischenklasse-
Gene bendtigt. Der Anti- -0%-Faktor FIgM blockiert die Transkription der Klasse 3-Gene in flhA- und
flhF-Mutanten. Zusatzlich vermittelt FIgM einen Transkriptionsblock der Klasse 2-Gene in der flhA-,
nicht aber in der flhF-Mutante. Fir weitere Komponenten des Sekretionsapparates (gestrichelter
Kasten) wurde gezeigt, dass eine Mutation dieser Gene die Blockade der Expression von FlaB und
FIgE1 (Klasse2), sowie von FlaA (Klasse 3) bewirkt (Porwollik et al., 1999; Allan et al., 2000). Dies
lasst evtl. auf eine Kontrolle der Expression von mittleren und spaten Flagellengene durch einen
funktionellen proximalen Basalkorper schliefien (Erlauterungen siehe Text). Die Transkription der
Klasse 3-Gene erreicht ihr Maximum spater in der Wachstumsphase als die der Klasse 2-Gene.
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Der herausragendste Unterschied des H. pylori-Flagellen-Regulationssystems zu
denen aller anderen charakterisierten Bakterien, mit Ausnahme der eng verwandten
Campylobacter spp., ist die Abwesenheit eines oder mehrerer Ubergeordneter
Regulatoren, die eine koordinierte und dkonomisch sinnvolle Expression auch der
frihen Flagellengene steuern. In H. pylori scheint sich also die strikte hierarchische
Kontrolle der Regulation der Flagellen-Biogenese, die in anderen Organismen
vorhanden ist, wahrend der Evolution so nicht etabliert zu haben. Ein Grund hierfur
ist moglicherweise, dass das Bakterium wahrend der Infektion des Wirtes
ununterbrochen auf einen funktionierenden Bewegungs- und Chemotaxisapparat zur
Aufrechterhaltung der Infektion angewiesen ist und Mutationen in unterschiedlichen
Flagellengenen diese Fahigkeit aufheben (Eaton et al., 1996; Andrutis et al., 1997,
Kim et al., 1999; Foynes et al., 2000; Ottemann & Lowenthal, 2002; Kavermann et
al., 2003). Da ein funktioneller Flagellenapparat und die Chemotaxis fur das
Bakterium also im gesamten Lebenszyklus absolut essenziell zu sein scheint, ist die
Koregulation vieler Gene des Flagellensystems mit "Housekeeping'-Genen sinnvoll.
Die hier gezeigte, im Vergleich zu den meisten anderen Organismen unterschiedliche
Regulation des Flagellensystems, scheint also eine Folge der spezifischen
Anpassung und Genomreduktion von H. pylori an die sehr eingegrenzte dkologische
Nische zu sein. Diese Reduktion der regulatorischen Kontrolle der Flagellen-
biogenese geht mit der generellen Armut des Organismus an regulatorischen
Elementen einher (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Scarlato et al., 2001). Jedoch
ist die hier gezeigte, immer noch vorhandene koordinierte Expression der mittleren
und spaten Flagellengene wahrscheinlich fir einen reibungslosen Aufbau der
Flagellenstruktur wahrend des Zellzyklus unerlasslich und musste daher evolutionar

aufrecht erhalten werden.

4.3 Nutzung der Microarray-Technologie fiir genomweite Trans-

kriptionsuntersuchungen in H. pylori und anderen Bakterien

Im Verlauf dieser Arbeit wurde eine standig wachsende Anzahl von Arbeiten
veroffentlicht, bei denen von anderen Arbeitsgruppen DNA-Micro- oder Macroarrays
erfolgreich zur Untersuchung genomweiter Transkriptionsereignisse in H. pylori und
anderen komplett sequenzierten Bakterien eingesetzt wurden (Ubersichtsartikel
siehe Kato-Maeda et al., 2001; Schoolnik, 2002; Conway & Schoolnik, 2003). Dies
unterstreicht die wichtige Stellung dieser neuen Technologie im Zusammenhang mit
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bekannten Genomsequenzen flr verschiedene Mikroorganismen. Dabei kann der
Groliteil der bislang durchgefiihrten bakteriellen Microarray-Untersuchungen grob in
zwei unterschiedliche Kategorien aufgeteilt werden. Zum einen wurden Experimente
durchgefuhrt, bei denen, wie in der hier prasentierten Arbeit, Effekte der Inaktivierung
einzelner Gene auf das bakterielle Transkriptom beobachtet wurden. Die zweite
Kategorie umfasst Experimente, bei denen mit den Microarray-Untersuchungen die
Auswirkungen von Veranderungen aullerer Faktoren und Wachstumsbedingungen

auf die genomweite Transkription in Wildtyp-Bakterien untersucht wurde.

Eine sehr umfangreiche Arbeit beschreibt jeweils den genomweiten transkriptionellen
Effekt der Inaktivierung samtlicher, mehr als 30, Zwei-Komponenten-Systeme (2KS)
in E. coli K12 (Oshima et al., 2002). Neben des Nachweises der Uberschneidung
einzelner Regulons unterschiedlicher 2KS und der regulatorischen Interaktion
(‘crosstalk’), stellte die Arbeit heraus, dass ein groRer Anteil der 2KS in diesem
Organismus in die Transkription von Flagellengenen involviert ist. Eine andere Arbeit
uber E. coli K12 beschreibt die zusatzliche Regulation von Nicht-Flagellengenen
durch die Ubergeordneten enterobakteriellen Flagellensystem-Regulatoren FIhCD
(Pruess et al., 2003). Hierzu zahlt nach dieser Arbeit sowohl die indirekte Kontrolle
von FIhD auf Gene der anaeroben Atmung, vermittelt durch den Sauerstoff-
abhangigen Chemotaxis-Sensor Aer, als auch die Aer-unabhangige Kontrolle tber
eine Reihe von Metabolismus-Genen und Komponenten der aeroben Atmung. Mit
einer groflen Anzahl unabhangiger Methoden, wie Reportergenfusionen oder
quantitativer 'Real Time PCR’, konnten viele der Microarray-Ergebnisse bestatigt
werden, und damit wie in vielen anderen Arbeiten die Reproduzierbarkeit der durch
die globalen Analysen erzielten Ergebnisse gezeigt werden (Pruess et al., 2003). Fur
Salmonella wurde mit Microarray-Untersuchungen einer csrA-Mutante die Kontrolle
einer groRen Zahl an Flagellengenen durch diesen Regulator der Expression von
Invasions-assoziierten Genen beschrieben (Lawhon et al.,, 2003). Andere um-
fassende genomweite Analysen mit Mutanten in Flagellensystem-assoziierten Genen
wurden, wie bereits diskutiert (siehe 4.2), in P. aeruginosa durch die Untersuchung
von fleQ, fleR, fliA und rpoN durchgefuhrt (Dasgupta et al., 2003), oder in C. jejuni
mit einer genomweiten Untersuchung von flhA (Carrillo et al., 2004). Weitere
Microarray-Arbeiten zu H. pylori, bei denen wie in dieser Arbeit gezielt ein Gen
ausgeschaltet wurde und das Transkriptionsprofil mit dem des Wildtyps verglichen

wurde, beinhalten Untersuchungen der Histidinkinase-Mutante HP0165 (Forsyth et
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al., 2002) und einen Nickel-abhangigen Autoregulator, NikR (Contreras et al., 2003).
Die Zielgene des Zwei-Komponenten-Systems HP0165/HP0166 wurden in einer
anderen Arbeit mit einer globalen "Screening -Methode, alternativ zu den Microarray-
Hybridisierungen, charakterisiert (Dietz et al., 2002). Hierbei wurde die Bindung von
rekombinanten und phosphorylietem HP0166 (ompR) an die Promotoren der
Zielgene durch die Selektion der DNA-Proteinkomplexe mit einer Magnetismus-
basierten Methode (‘Magnetocapture’) gezeigt. Der Vergleich dieser Methode mit
dem Transkriptionsprofil der HP0164-Mutante (Forsyth et al., 2002), ergibt eine
grol’e Differenz in den ermittelten Zielgenen des Zwei-Komponenten-Systems, so
dass weitere Experimente nétig sind, um die Effizienz und Reproduzierbarkeit der

beiden unterschiedlichen Methoden zu bewerten.

Auch die Arbeiten, die die transkriptionelle Antwort von Wildtyp-Bakterien auf
Umweltreize oder globale Wachstumsveranderungen mit Hilfe von Microarray-
Analysen bestimmt haben, beschaftigen sich haufig direkt mit bakterieller Motilitat
oder zeigen anhand der Ergebnisse die Einbindung von Flagellengenen in diverse
zellulare regulatorische Prozesse. Eine umfassende kurzlich verodffentlichte Arbeit
charakterisiert die Genexpression in Zusammenhang mit der ‘schwarmenden
Motilitat" von Salmonella und zeigte u. a. die Abschaltung vieler Flagellengene mit
einsetzendem Schwarmen der Bakterien (Wang et al., 2004). Ein ahnliches Ergebnis
erbrachte eine Untersuchung der genomweiten Transkription bei der Biofilm-

Entwicklung in P. aeruginosa (Whiteley et al., 2001).

Ein Gebiet, welches in globalen Transkriptionsstudien mit H. pylori in mehreren
Arbeiten untersucht wurde, ist die Abhangigkeit der Genexpression von der
Ansauerung des Mediums (Allan et al., 2001; Ang et al., 2001; Merrell et al., 2003;
Wen et al., 2003). Diese Untersuchungen leiten sich aus der Fahigkeit des
Bakteriums ab, in vivo zumindest zeitweise im sauren Milieu des Magens persistieren
zu konnen. Bemerkenswerterweise wurden durch die verschiedenen Arbeiten
aullerst unterschiedliche transkriptionelle Antworten des Bakteriums auf eine pH-
Wert-Veranderung ermittelt, was sich wahrscheinlich u. a. auf voneinander ab-
weichende experimentelle Ansatze zurlckfuhren lasst. Eine der ausfuhrlichsten
Arbeiten von Merrell und Kollegen (Merrell et al., 2003) hat bei Einbeziehung von
verschiedenen Wachstumsphasen eine transkriptionelle Antwort bei 7% der H. pylori-

Gene in Antwort auf eine Veranderung des pH-Werts ergeben, worunter auch eine
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beachtliche Zahl von Flagellengenen fallt. Interessanterweise sind dabei fast
ausschlieRlich o>*-abhangige Gene der Klasse 2 betroffen, die eine erhdhte
Transkription als Reaktion auf eine Erniedrigung des pH-Wertes zeigen. Dies
beinhaltet auch die durch diese Arbeit dem RpoN-Regulon neu zugeordneten Klasse
2-Gene HP1155 (murG)/HP1154, HP1233 (flgJ-Paralog), HP1076, sowie die
Zwischenklasse-Gene HP0367 und HP1440. Moglicherweise liefert diese pH-
abhangige Expression o>*-abhangiger Gene einen Hinweis auf ein spezifisches
Signal zur Aktivierung der Histidinkinase FIgS. Ein anderer globaler Untersuchungs-
Ansatz ergab ein Umschalten der Transkription von verschiedenen "Genklustern™ in
Abhangigkeit von der Wachstumsphase von H. pylori (Thompson et al., 2003). In
dieser Arbeit konnte auch die Wachstumsphasen-abhangige Transkription von flaA
und flaB (und weiterer Klasse 2-Gene) nachgewiesen werden, die auch hier durch
die /ux-Reportergen-Experimente ermittelt wurde (siehe. 3.1). Durch genomweite
Analysen konnten diese Ergebnisse inzwischen auch durch Arbeiten von Fang Ye in
unserer Arbeitsgruppe bestatigt und ausgeweitet werden. Hier konnte eine
Verbindung von temporaler Genexpression zu Veranderungen im DNA-

“supercoiling -Status hergestellt werden (Ye et al., 2004).

Der wachsende Einsatz der Microarray-Technologie zur Untersuchung verschiedener
Fragestellungen in einer Reihe unterschiedlicher Bakterien zeigt das grof3e Potential
dieser Methode. Globale regulatorische Ereignisse lassen sich mit relativ wenigen
Experimenten charakterisieren, was mit anderen Methoden gar nicht oder nur mit
ungleich hdherem Aufwand durchfihrbar ware. Eine zufriedenstellende Korrelation
von Microarray- und Proteom-Ansatzen wurde in mehreren Arbeiten beschrieben
(Grunenfelder et al., 2001; Eymann et al., 2002; Corbin et al., 2003). Andererseits
treten auch Probleme bei Microarray-Untersuchungen zutage, wenn unterschiedliche
Ergebnisse zu ahnlichen Fragestellungen erzielt werden, wie z. B. der trans-
kriptionellen Antwort auf sich verandernde pH-Werte in H. pylori. Hierdurch wird die
Notwendigkeit unterstrichen, die Microarray-Ergebnisse nach Maoglichkeit mit
alternativen Methoden zu Uberprufen und die Versuchsbedingungen maoglichst scharf
umgrenzt und definiert zu gestalten. Die Microarray-Technologie ist also mittlerweile
eine essenzielle und wertvolle Methode zur Entschlusselung von regulatorischen
Netzwerken bei Bakterien, sollte aber durch unterstutzende Analysen mit alternativen

Methoden immer wieder Uberpruft werden.
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6 Anhang

6.1 Abkilirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

AP alkalische Phosphatase

APS Adenosinphosphosulfat
ATCC Amerikanische Bakterien-Stammsammlung
BHI Brain-Heart-Infusion-Medium
Bp Basenpaare

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

BSA Rinderserumalbumin

°C Grad Celsius

ca. circa

CBD Chitin-Bindedoméane

cDNA ‘copy -DNA

Cm Chloramphenicol

DEPC Diethylpyrocarbonat

dest. destilliert

dd doppelt destiliert

d. h. das heil3t

DIG Digoxygenin

DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP 2’-Desoxynukleosid-5'-triphosphat
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
et al. ‘et alteri’ (und andere)

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

Frkt. Fraktion

g Gramm, Erdbeschleunigung
h Stunde

IPTG Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid
J Joule

kB Kilobasenpaare (1 kB=1000 Bp)
kDa Kilodalton

Km Kanamycin

I Liter

LB Luria-Bertani

LPS Lipopolysaccharid

Lsg. Losung

M molar

m milli- (107%); Meter

M mikro- (10°°)

min Minute

mRNA ‘messenger -RNA

n nano-(107)
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O.D.eoo
ORF
PAA
PAGE
PCR
POX
pH
pSUS
RLU
RNA
rRNA
RT
SDS
sec
S. 0.
sog.
Sp
sp.
Ssp.
Taqg-Polymerase
U

u. a.
Upm
uv

V

VS.
viv
W
w/v
X-Gal
z. B.
z. T.

optische Dichte bei 600 nm

offener Leserahmen(‘open reading frame®)
Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Peroxidase

pH-Wert

Bezeichnung selbsthergestellter Plasmide
Lichtemission (‘relative light units’)
Ribonukleinsaure

ribosomale Ribonukleinsaure
Raumtemperatur; reverse Transkriptase
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

siehe oben

sogenannt

Spectinomycin

Spezies (sg.)

Spezies (pl.)

Termostabile Polymerase aus Thermophilus aquaticus
Unit

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolettes Licht

Volt

‘versus’, gegen

“volume per volume’, Volumenanteile

Watt

‘weight per volume’, Gewichts- pro Volumenanteile
5-Brom-4-chlor-3-indoyl-b-D-galactopyranosid
zum Beispiel

zum Teil

6.2 Elektronischer Anhang

6.2.1 Nicht auf dem H. pylori-PCR-Produkt-Microarray vorhandenen PCR-
Produkte (Datei: Anhang 6 2 1.pdf)

6.2.2 Gesamtliste der Microarray-Ergebnisse (Datei: Anhang 6 2 2.pdf)

6.2.3 Stammspezifisch regulierte Gene flhA (Datei: Anhang 6 2 3.pdf)

6.2.4 Stammspezifisch regulierte Gene flhF (Datei: Anhang 6 2 4.pdf)
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