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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Humanpathogen Helicobacter pylori kolonisiert den menschlichen Magen und ist an der
Entstehung von Magengeschwiiren und -krebs beteiligt. Mehr als die Haélfte der
Weltbevolkerung ist bereits mit dem Bakterium infiziert. Der Erreger ist gut an das Milieu im
Magen angepasst und in Abhingigkeit von verschiedenen individuellen Faktoren wie
Mikrobiom und Immunstatus lassen sich verschiedene Krankheitsverldufe beobachten.
Aktuelle Therapien erfolgen ausschlieSlich auf Basis von Antibiotika. Resistenzen gegeniiber
den verfiigbaren, Therapie-relevanten Antibiotika erschweren jedoch zunehmend eine effektive
Behandlung von Patienten. Daher werden langfristig alternative Therapie-Ansitze bendtigt, um

die Antibiotika z.B. durch antimikrobielle Peptide (AMPs) zu ergdnzen bzw. zu ersetzen.

Um zukiinftig eine effektive Antibiotika-freie Eradizierung von H. pylori zu ermdglichen,
wurde die Wirksamkeit von 13 AMPs gegeniiber H. pylori untersucht. Hierbei erwiesen sich
die Peptide LL-37 und Nisin A als die wirksamsten Kandidaten. Im Rahmen von Dosis-
Wirksamkeitskurven wurde fiir beide Peptide eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICso)
von ~12 uM fiir LL-37 und ~11 pM fiir Nisin A berechnet. Weiterhin wurden alle AMPs
hinsichtlich ihrer zytotoxischen und hdmolytischen Aktivitit sowie ihrer Sensitivitit gegeniiber
dem im menschlichen Magen vorliegenden Verdauungsenzym Pepsin analysiert. Um den
Wirkstoff zum Ort der Infektion zu bringen, sollte ein modifizierter H. pylori-Stamm entwickelt
werden. Dieser soll als trojanisches Pferd fungieren und sich in unmittelbarer Nidhe zum
Pathogen ansiedeln, um dort den Wirkstoff bei Kontakt mit pathogenen H. pylori-Zellen
zielgerichtet freizusetzen. Dazu soll die Synthese und Sekretion des Wirkstoffs durch
Botenstoffe, sogenannte Autoinducer (Al), angeregt werden, die vom pathogenen H. pylori
freigesetzt werden. LC-MS/MS Analysen zeigten, dass H. pylori Al-2 als Botenstoff
synthetisiert, nicht aber Al-1 oder Al-3. Die Attenuierung eines pathogenen H. pylori-Stamms
sollte durch Deletionen von Pathogenitdtsfaktoren erreicht werden. Dazu wurden drei Gen-Loci
deletiert, welche fiir die Pathogenitétsfaktoren VacA und IceA2 sowie das Enzym LuxS
codieren, das an der Katalyse eines bakteriellen Botenstoffs beteiligt ist. Eine
Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie bestétigt das Ausbleiben der Bildung des VacA-
Proteins und eine LC-MS/MS-Analytik eine signifikante Reduktion der Synthese des
bakteriellen Botenstoffs AI-2. Die Bestitigung der ice42-Deletion erfolgte mittels
Sequenzierung.  Vergleichende in  vitro  Infektionsversuche @ von  humanen
Magenschleimhautzellen erfolgten aus Zeit- und Kostengriinden mit der Trojanergeneration

H. pylori HP4 und zeigten wie angestrebt keine deutliche Reduktion der
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Zusammenfassung

Kolonisierungseffizienz des Trojaners HP4 im Vergleich zum Wildtyp. Allerdings fiel auch der
dabei ausgeloste Zytokin-Titer (IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-a) dhnlich aus, was darauf
hindeutet, dass die Trojanergeneration HP4 noch nicht ausreichend attenuiert ist und weiter
optimiert werden muss. Daher wurde nachfolgend zusétzlich das fiir den
Hauptpathogenitétsfaktor CagA codierende cag4-Gen deletiert und der Stamm H. pylori HP5
generiert. Ein Western-Blot Analyse bestétigte, dass der erzeugte Trojaner HPS das CagA-
Protein nicht mehr bildet. Zukiinftige Studien werden kldren miissen, ob hierdurch eine
signifikante Reduktion der Pathogenitdtparameter (IL-1B, IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-a)

erreicht werden kann, oder ob hierfiir weitere Deletionen erfolgen miissen.
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Abstract

Abstract

The human pathogen Helicobacter pylori is a bacterium that colonizes the human stomach and
is involved in the development of stomach ulcers and cancer. More than half of the world's
population is already infected with H. pylori. The pathogen is well adapted to the environment
in the stomach and different courses of disease can be observed depending on various individual
factors such as microbiome and immune status. Current therapies rely solely on antibiotics.
However, resistance to therapy-relevant antibiotics makes it difficult to treat patients
effectively, which is why alternative antibiotic-free therapy approaches are needed in the long

term to supplement or replace antibiotics, such as with antimicrobial peptides (AMPs).

To enable effective antibiotic-free eradication of H. pylori in the future, the efficacy of 13 AMPs
against H. pylori was investigated. The peptides LL-37 and Nisin A were found to be the most
effective candidates. By recording dose-response curves, an almost similar mean inhibitory
concentration (ICso) in the lower micromolar concentration range was determined for LL-37
(~12 uM) and Nisin A (~11 uM). Furthermore, all AMPs were analyzed with regard to their
cytotoxic and hemolytic activity as well as their sensitivity to the digestive enzyme pepsin
present in the human stomach. To deliver the drug to the site of infection, a modified H. pylori
strain was to be developed that can act as a Trojan horse and colonize in the immediate vicinity
of the pathogen in order to release the active substance in a targeted manner upon contact with
pathogenic H. pylori cells. To this end, the synthesis and secretion of the active ingredient is to
be induced by messenger substances known as autoinducers (Al) released by the pathogenic
H. pylori. LC-MS/MS analyses revealed that H. pylori synthesizes Al-2 as a messenger
substance, but not Al-1 or AI-3. The attenuation of a pathogenic H. pylori strain should be
achieved by deleting pathogenicity factors. For this purpose, three gene loci, two of which
encode for the pathogenicity factors VacA and IceA2 and one for the enzyme LuxS, which is
involved in the catalysis of a bacterial messenger substance, were deleted. A surface plasmon
resonance spectroscopy confirmed the absence of VacA protein formation and LC-MS/MS
analysis confirmed a significant reduction in the synthesis of the bacterial messenger substance
Al-2. iceA?2 deletion was confirmed by sequencing. Comparative in vitro infection experiments
of human gastric mucosal cells were carried out with the Trojan generation H. pylori HP4 for
reasons of time and cost. As intended, these showed no significant reduction in colonization
efficiency of the Trojan HP4 compared to the wild type. However, the triggered cytokine titers
(IL-1B, IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-a) were similar, indicating that this Trojan generation is not

yet sufficiently attenuated and needs to be further optimized. Therefore, the cag4 gene coding
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Abstract

for the main pathogenicity factor CagA was subsequently deleted and the strain H. pylori HP5
was generated. A western blot analysis confirmed that the generated Trojan HPS5 no longer
produces the CagA protein. Future studies will have to clarify whether this leads to a significant
reduction in the pathogenicity parameters (IL-1B, IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-a) or whether

further deletions are required.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Humanpathogen Helicobacter pylori

Helicobacter pylori ist ein humanadaptiertes Gram-negatives, spiralformiges, begeileltes
mikroaerophiles Bakterium [1] und wurde erstmalig durch Marshall und Warren 1982 aus
Magenbiopsien ~ von  Patienten @~ mit  chronischer  Gastritis, Magen-  und
Zwolffingerdarmgeschwiiren nachgewiesen [2]. Es wird allgemein angenommen, dass
schiatzungsweise 50 % der weltweiten Bevdlkerung mit diesem Pathogen infiziert sind, wobei
die globale Privalenz zwischen 18,9 % und 87,7 % schwankt [3]. Variationen in der Privalenz
sind dabei abhingig von ethnischer Zugehorigkeit, geographischen Gegebenheiten und dem
sozioOkonomischen Status [3]. Das Bakterium kann iiber den gastro-oralen, oral-oralen oder
fédkal-oralen Weg iibertragen werden sowie liber kontaminierte Nahrungsmittel und Wasser [4].
Eine Erstinfektion erfolgt iiberwiegend im Kindesalter und kann mehrere Jahre und sogar
lebenslang persistieren. In der Regel verlauft eine Infektion jedoch symptomlos. H. pylori ist in
der Lage, trotz der extremen Konditionen den menschlichen Magen zu kolonisieren, indem es
schnell die Mukosa-Barriere penetriert und sich an der Oberfliche der Magenschleimhaut
ansiedelt, wo ein neutraler pH-Wert vorliegt. Dort ist das Bakterium an der Ausbildung der
chronischen Gastritis, Magen- und Zwdlffingerdarmgeschwiiren sowie von Lymphomen der
Schleimhaut-assoziierten lymphoiden Gewebe (MALT) und Adenokarzinomen des Magens
malgeblich beteiligt [S]. Magenkrebs stellt laut Ergebnissen der World Health Organization
weltweit die vierthdufigste krebsbedingte Todesursache dar [6].

1.2 Virulenzfaktoren

Nachdem H. pylori im Zuge einer Infektion in den Magen gelangt, ist das Bakterium bestrebt,
dem Sdurestress in Richtung einer moderateren Umgebung zu entflichen. Mithilfe seiner
Flagellen bewegt sich das Bakterium entlang eines Urea-Gradienten in Richtung der
Magenschleimhautepithelzellen, welcher mittels Chemorezeptoren detektiert wird, um letztlich
eine Epithelnische ausfindig zu machen [7]. Mit Hilfe des Enzyms Urease wird dabei das saure
Milieu des Magens neutralisiert [8]. Fiir eine anschliefende Adhésion und Kolonisierung wird
ein breites Spektrum an Adhésinen und Outer Membrane Proteins eingesetzt (1.2.3). Eine
anschlieBende Injektion des Proteins Zytotoxin-assoziiertes Gen A (CagA) und Sekretion des
vakuolisierenden Zytotoxins (VacA) losen eine Modulation und Beschiddigung der
Epithelzellen sowie einen Inflammationsprozess aus [9-13]. Um das saure Milieu des

Magenbereichs zu iiberwinden und um eine persistente Kolonisierung zu etablieren, verfiigt



Einleitung

H. pylori iiber ein breites Arsenal an Virulenzfaktoren, wovon einige in den nachfolgenden

Kapiteln ndher erldutert werden.

1.2.1 Urease

Die Urease von H. pylori ist ein Nickel-abhingiges Enzym, welches die Hydrolyse von Urea in
Ammoniak und Carbamate katalysiert, wobei letzteres sich in Ammoniak und Kohlenséure
zersetzt. Dies ermoglicht H. pylori lokal die Neutralisierung des sauren Milieus im
Magenbereich, die Aufrechterhaltung des periplasmatischen pH-Werts [8] und der
protonenmotorischen Kraft, wodurch die energiereichen Metabolite ATP gebildet werden
konnen [14]. Es handelt sich um einen essenziellen Faktor fiir die Kolonisierung der humanen
Magenschleimhaut, da Urease-negative Stdmme invivo eine deutlich reduzierte
Kolonisierungseffizienz zeigen [15, 16]. Weiterhin ist das Enzym notwendig, damit H. pylori
eine persistente Infektion etablieren kann [17]. Der Anteil von ca. 10 % am Proteom
unterstreicht die Relevanz des Enzyms fiir H. pylori [18]. Darliber hinaus kann das Enzym

Monozyten stimulieren, welche proinflammatorische Zytokine freisetzen [19].

1.2.2 Flagellen

H. pylori besitzt 2—6 ummantelte lophotriche Flagellen [20, 21], welche jeweils aus einem
Komplex aus mehr als 20 Proteinen bestehen. Die Beweglichkeit der Flagellen hingt dabei von
der protonenmotorischen Kraft ab, wobei die Chemotaxis durch Urea beeinflusst wird [22].
Nicht motile begeillelte Bakterien zeigen eine reduzierte Fahigkeit in vivo Méuse zu infizieren
[23]. Weiterhin wurde beobachtet, dass Flagellen einen wesentlichen Bestandteil des Biofilms
darstellen und Stimme ohne Flagellen einen weniger robusten Biofilm in vivo ausbilden [24].
Die Motilitét ist essenziell fiir eine initiale Kolonisierung und fiir die Erreichung einer vollen

Infektionsstirke [23].

1.2.3 Adhisine

Im Genom von H. pylori sind verschiedene Outer Membrane Proteins codiert, welche an der
Adhérenz und inflammatorischen Prozessen beteiligt sind. Zu diesen Adhésinen zdhlen unter
anderem die folgenden Proteine: Quter Inflammatory Protein A (OipA), Blood Group Antigen-
Binding Adhesion (BabA), Sialic Acid-Binding Adhesion (SabA), Adherence-Associated
Lipoprotein A and B (AlpA / AlpB) und das Outer Mebrane Protein Q (HopQ). Entsprechend
funktionale Loci sind assoziiert mit einer hohen H. pylori Infektionsdichte, einem erhohten
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inflammatorischen Zytokin-Titer und einem schwereren klinischen Verlauf [25-30]. Der
Knockout einiger dieser OQuter Membrane Proteins fiihrt gréf8tenteils zu einem reduzierten Titer
proinflammatorischer Zytokine und/oder einer reduzierten Adhérenz [26, 29-34]. Im Gegensatz
dazu zeigen OipA-defiziente Stimme einen erhohten apoptotischen Effekt [34, 35] und AlpA-

und AlpB-defiziente Stdimme fiihren in vivo zu einer starkeren Inflammation [36].

1.2.4 Die Zytotoxin-assoziierte Gene-Pathogenititsinsel

Malgeblich fiir den Schweregrad der Pathogenese ist die Anzahl entsprechender
Pathogenititsfaktoren sowie die Pradisposition des Wirts. Generell lassen sich H. pylori-
Stimme in den hoch virulenten Typ-I Stamm gliedern, welche iiber die Zytotoxin-assoziierte
Gene-Pathogenititsinsel (cagPAl) verfligen sowie cagd™ und vacA" sind, und in den weniger
virulenten Typ-II Stamm, welche die cagPAI nicht besitzen und kein funktionales VacA
ausbilden [37]. Die ca. 40 kb groB3e cagPAI beinhaltet ca. 30 Open Reading Frames, die fiir
unterschiedliche strukturelle Proteine des Typ IV Sekretionssystems (T4SS) sowie fiir das
Effektorprotein CagA codieren [38]. Das T4SS besteht aus einem Kernkomplex von fiinf
Proteinen in der d&ufleren Membran [39], einem extrazelluldren Pilus sowie aus Kernkomplex-
und Translokations-assoziierten Faktoren, verankert in der inneren Membran, lytischen
Transglykolasen und aus einem Nukleosidtriphosphat-hydrolysierenden Proteinkomplex [38].
Die Ausbildung des Pilus erfolgt an der basolateralen Oberfliche der Epithelzelle, dessen
Zugang durch die sekretierte Protease High Temperature Requirement A (HtrA) ermoglicht
wird, welche bestehende Zell-Zell-Adhdsionsmolekiile hydrolysiert [40]. Die HtrA ist nicht in
der cagPAl codiert. Das Typ IV Sekretionssystem transloziert neben CagA auch das
Lipopolysaccharid Biosynthese Intermediat ADP-Heptose und chromosomale DNA {iber den
Pilus in die Epithelzellen [41-43], wobei ADP-Heptose hauptsidchlich die Synthese und

Sekretion verschiedener proinflammatorischer Zytokine induziert [41].

1.2.5 Zytotoxin-assoziiertes Gen A

Einer der wichtigsten Hauptpathogenititsfaktoren von H. pylori stellt das Zytotoxin-assoziierte
Gen A (cagA) dar, welches in der cagPAI codiert ist. Die Grofe des CagA-Proteins variiert
zwischen 120 und 145 kDa und lésst sich unter H. pylori-Stimmen in einen N-terminalen relativ
konservierten Bereich (ca. 70 % des Proteins) und in einen variablen C-terminalen Bereich
gliedern (ca. 30 % des Proteins) [44]. Der C-terminale Bereich beinhaltet eine unterschiedliche

Anzahl an Motiven, welche aus der Aminosduresequenz Glutamat-Prolin-Isoleucin-Tyrosin-
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Alanin (EPIYA) bestehen [45]. Das CagA-Protein wird iiber einen Pilus des T4SS in die
Wirtszelle injiziert [43] und durch die wirtseigenen Tyrosin-Kinasen Src und c-Abl an
entsprechenden EPIYA-Motiven phosphoryliert [45, 46]. Dies fiihrt zur Beeinflussung
wirtseigener nachgeschalteter Signalwege [47], was zu Umstrukturierungen des Aktin-
Zytoskeletts sowie zur Ausbildung eines verldngerten Zelltyps fiihrt, der als ,,Hummingbird*
Phénotyp bezeichnet wird [9]. Weiterhin ist CagA an der Freisetzung bestimmter
proinflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-8 beteiligt, allerdings indirekt iiber einen noch
unbekannten Mechanismus [48]. Dariiber hinaus wurden bereits Mitte der 1990er Jahre CagA -
Stamme in Assoziation mit einem erhohten Magenkrebs Risiko gebracht [49], was durch
weitere in vivo Untersuchungen bestétigt wurde [50, 51]. CagA™-Stimme zeigen eine signifikant

reduzierte Expression von Flagellin A und Flagellin B und einen nicht-motilen Phanotyp [52].

1.2.6 Vakuolisierendes Zytotoxin A

Ein weiterer Hauptpathogenititsfaktor von H. pylori stellt das vakuolisierende Zytotoxin
(VacA) dar, welches in vitro erstmalig durch die Ausbildung von Vakuolen bei Zellkulturen
beschrieben wurde [53]. Das vacA-Gen codiert fiir ein Protoxin mit einer Masse von ca. 140
kDa, welches durch eine Sec-abhéngige proteolytisch Prozessierung in das mature Toxin mit
einer Masse von ca. 88 kDa tiiberfiihrt wird [54]. Bei der Prozessierung entsteht unter anderem
ein Protein, welches als Autotransporter in der dufleren Zellmembran fiir den Transport des
VacA-Proteins fungiert [54, 55]. Das aktive monomere Toxin wird aus dem periplasmatischen
Raum durch die duBlere Zellmembran transloziert [54, 56] und anschlieBend freigesetzt oder
verbleibt als aktives Toxin auf der Zelloberfliche gebunden [57]. Das aktive 88 kDa Protein
kann nach der Sekretion zudem in eine 33 kDa N-terminale Doméne (p33) und in eine 55 kDa
C-terminale Domine (p55) prozessiert werden [58]. Sekretiertes VacA oligomerisiert
hauptséchlich zu doppelschichtigen Oligomeren, wohingegen membrangebundenes VacA
oftmals Hexamere Oligomere ausbildet [59]. Integriert aktives VacA in eine planare
Lipiddoppelschicht, wird ein Anionen-selektiver Kanal ausgebildet [12]. Durch die Perforation
entsteht eine osmotische Schwellung der spiten Endosomen, was letztendlich zur
Zellvakuolisierung fiithrt [12]. Dariiber hinaus kann VacA weitere zelluldre Verdnderungen
herbeifiihren wie die Inaktivierung des Energiemetabolismus der Mitochondrien [13], und
Autophagie [60]. Weiterhin besitzt VacA eine immunmodulatorische Funktion, indem es die
Proliferation von T-Zellen [61] und die Antigenprédsentation von B-Zellen inhibiert [62],
wodurch die Etablierung einer persistenten Infektion begiinstigt wird. Eine mogliche Funktion

der VacA-verursachten Porenbildung in Zellmembranen besteht moglicherweise darin,
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Nahrstoffe aus umgebenden Zellen freizusetzen, um das eigene Wachstum zu fordern [63]. Die
Deletion bestimmter Sequenzen innerhalb der p37 Domine des vacA-Locus oder die
Substitution spezifischer Aminosduren innerhalb bestimmter Transmembran-assoziierter
Motive fiihren zur Inhibierung der Kanalaktivitit sowie zum Verlust der vakuolisierenden

Aktivitit [12, 64].

1.2.7 Induced By Contact With Epithelium

Das Virulenzgen Induced By Contact With Epithelium (iceA) hat zwei Allele, iceA1 und ice42
[65]. Die Expression von iceAl wird durch den Kontakt zwischen H. pylori und humanen
Epithelzellen hochreguliert [65]. Das IceAl-Protein zeigt Endonuklease-Aktivitit [66] und
steht in Assoziation mit der Ausbildung von Magengeschwiiren [67, 68]. Die Korrelation
zwischen den jeweiligen Allelen mit dem klinischen Verlaufist jedoch umstritten [69-71]. Eine
strukturelle Charakterisierung von IceA2 existiert bereits [72], jedoch ist dessen Funktion
aktuell unbekannt. Der Nachweis von Antikorpern gegen IceA2 in Serum-Proben von einigen
infizierten Patienten deutet darauf hin, dass dieses Protein wihrend der Infektion exprimiert

wird [73].

1.3 Quorum Sensing

Bei Quorum Sensing handelt es sich um einen bakteriellen Zell-Zell-Kommunikationsprozess,
der eine kollektive Verhaltensanpassung als Antwort auf eine Anderung der
Zellpopulationsdichte und der Artenzusammensetzung ermdglicht [74]. Hierbei akkumulieren
wihrend der Wachstumsphase chemische Botenstoffe, sogenannte Autoinducer (Al), welche
von den Zellen als amphiphile Molekiile bestindig in ihre Umgebung freigesetzt werden.
Ausgeschiittete Al konnen von Zellen aufgenommen werden, sorgen fiir eine
konzentrationsabhédngige Signaliibertragung und globale Anpassung der Genexpression wie
z.B. fiir Prozesse der Biolumineszenz, Ausbildung von Biofilmen, Sporulation und Sekretion
von Pathogenitétsfaktoren [74, 75]. Hierbei ermdglicht Quorum Sensing eine kontrollierte
kollektive Prozesskoordination, was den Zellen einen Produktivitdtsvorteil bietet [75].
Hauptsédchlich unterscheidet man zwischen vier Arten von Autoinducern: N-Acyl-L-
Homoserinlactone (Al-1), Furanosylboratdiester (AI-2), Pyrazinon-Derivate (AI-3) und
Autoinducer Peptide (AIP), wobei letztere hauptsidchlich durch Gram-positive Bakterien
gebildet werden. Die Biosynthese von AI-3 durch Gram-negative pathogene Bakterien wie z.B.

durch enterohdmorrhagische Escherichia coli-Stamme [76] und Vibrio cholerae wurde bereits
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beschrieben [77]. Nach aktuellem Stand der Literatur ist die Bildung von Al-1, AI-3 und AIP
durch H. pylori nicht beschrieben. Weiterhin wurden keine orthologen Gene im Genom von
H. pylori fiir die Bildung von AI-1 identifiziert [78]. Allerdings bildet H. pylori Al-2, dessen
Synthese durch das Enzym S-Ribosylhomocysteinase (LuxS) katalysiert wird [78]. LuxS
iiberfiihrt dabei S-Ribosylhomocystein in Homocystein und in die AI-2 Vorstufe 4,5-
Dihydroxy-2,3-pentandion (DPD), wobei DPD durch anschlieBende Dehydratisierung und
Zyklisierung in komplexen Gleichgewichtsreaktionen in einen AI-2 Pool tiberfiihrt wird [79].
Die Synthese von AI-2 beeinflusst die Chemotaxis von H. pylori negativ [80]. So bilden LuxS"
H. pylori-Stamme gegeniiber dem Wildtyp einen homogeneren Biofilm mit einem hdheren
prozentualen Anteil an adhirenten als planktonischen Zellen sowie vermehrte Mikrokolonien
auf Epithelzellen aus [81]. Die AI-2 Chemotaxis beeinflusst somit die rdumliche Organisation
und Ausbreitung des Biofilms [81]. Weiterhin zeigen LuxS™ H. pylori-Stimme keinen
signifikanten Kolonisierungsdefekt bei Mausinfektionsversuchen [82]. Ein Knockout des /uxS-
Locus kann in einem kompetitiven Nachteil bei der Kolonisierung von Méusen mit einem

anderen H. pylori-Stamm resultieren [83]. Allerdings ist dieser Effekt Stamm-abhéingig [83].

1.4 Aktuelle Eradikationsstrategien

Aktuell erfolgt eine Therapie von H. pylori ausschlieBlich auf Basis von Antibiotika in
Kombination mit einem Protonenpumpeninhibitor. Der Inhibitor reduziert die
Magensédureproduktion, wodurch die Wirkung der Antibiotika verbessert wird. Zu den
Antibiotika zdhlen Clarithromycin, Amoxicillin, Tetracyclin, Rifabutin, Metronidazol und
Nitroimidazole, wobei diese in unterschiedlichen Kombinationen als Therapieform eingesetzt
werden, unter anderem auch in Kombination mit Bismut als Zusatz [84]. Die Auswahl und der
Erfolg einer Eradikation richtet sich dabei nach der Sensibilitdt der Bakterien gegeniiber den
therapierelevanten Antibiotika sowie nach der Behandlungsdauer, Antibiotika-Allergien und
der Behandlungstreue der Patienten.

Laut World Health Organization gehort die antimikrobielle Resistenz zu den zehn grofBten
globalen Gesundheitsbedrohungen [85]. Nach Schétzungen konnte eine fortschreitende
Resistenzentwicklung dazu fiithren, dass bis 2050 ca. 10 Millionen Menschen global pro Jahr
aufgrund antimikrobiell resistenter Bakterien sterben [86]. Alleine in Deutschland stieg im
Zeitraum 2001-2012 die Primaérresistenz gegeniiber dem H. pylori therapierelevanten
Antibiotikum Metronidazol von ca. 22 % auf 36 % an [87]. Eine retrospektive chinesische
Studie mit ca. 2900 Patienten zeigte, dass iiber einen Zeitraum von acht Jahren die

Resistenzprofile gegeniiber den therapierelevanten Antibiotika Amoxicillin, Chlarithromycin
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und Levofloxacin mit einer Mono-Resistenz bei ca. 30 %, die Doppel-Resistenz bei ca. 26 %
und bei einer Trippel-Resistenz bei ca. 7 % lag [88]. Eine weitere Studie mit ca. 900 Patienten
aus westlichen Léndern zeigte eine Resistenz von ca. 22 % gegeniiber Chlarithromycin und
69 % gegeniiber Metronidazol [89]. Neue Antibiotika-Therapien, die sich bereits in der
klinischen Phase III befinden, zielen entweder auf die Substitution des
Protonenpumpeninhibitors [90, 91] oder auf die Variation der Antibiotika Anzahl ab [92]. Eine
vielversprechende Studie der Firma RedHill Biopharma Ltd., welche die Wirksamkeit von
RHB-105 erprobte, zeigte eine deutlich hohere Wirksamkeit gegeniiber der aktuellen Standard
Triple-Therapie und zeigt somit Potenzial, die bereits vorhandene Therapie zu ersetzen. RHB-
105, kommerziell unter dem Namen Talicia® verfiigbar, besteht aus dem
Protonenpumpeninhibitor Omeprazole und den zwei Antibiotika Amoxicillin und Rifabutin.
Seit 2019 ist Talicia® in den USA durch die U.S. Food and Drug Administration als neue
H. pylori-Therapie zugelassen.

1.5 Alternative und neuartige Eradikationsstrategien

1.5.1 Vakzinierung

Die Uberlegung einer Vakzinierung besteht bereits seit 30 Jahren. Diese blieb aber bisher in
unterschiedlichen Versuchen in klinischen Phasen erfolglos oder wurde nicht weiter verfolgt
[93, 94]. Griinde fiir erfolglose klinische Studien lassen sich auf die genetische Diversitit,
Immunoregulations- und Immunotoleranz-Mechanismen von H. pylori sowie auf die
Limitierung von Maus-Modellen zuriickfithren [95]. Eine entscheidende Frage bei der
Impfstoffentwicklung ist, ob ein prophylaktischer oder therapeutischer Impfstoff vorteilhafter
wire. Da der Grofiteil der Erstinfektionen bereits im Kindesalter auftritt, miisste eine
prophylaktische Impfung bereits in den ersten Lebensjahren stattfinden, um einen effektiven
Schutz zu bieten. Eine Phase III Studie, bei der ein prophylaktisches orales rekombinantes
H. pylori Vakzin an Kindern im Alter zwischen 6 und 15 Jahren getestet wurde, zeigte, dass
zum Zeitpunkt der Impfung circa 20 % der Probanden bereits einer Erstinfektion unterlagen
[93]. Eine Infektion mit H. pylori verlduft in der Regel symptomlos und schwere Folgen wie
Magenkrebs entstehen wenn {iberhaupt meist erst ab dem 50. Lebensjahr, weshalb die Vorziige
einer prophylaktischen Impfung sehr spit eintreten wiirden [96]. Gegen eine prophylaktische
Vakzinierung spricht, dass eine H. pylori-Infektion seit lingerem in zunehmender Assoziation
mit dem Schutz vor einer Vielzahl an Krankheiten steht wie zum Beispiel Asthma und der

gastrodsophagealen Refluxkrankheit [97, 98].
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1.5.2 Antimikrobielle Peptide

Eine Alternative zu Antibiotika stellen antimikrobielle Peptide (AMPs) dar. Diese
kennzeichnen sich hdufig durch ihre kationische, amphiphile Peptidsequenz, bestehend aus 10—
60 Aminosduren mit antimikrobieller Wirkung [99]. Im Vergleich zu Antibiotika bieten AMPs
den groBBen Vorteil, dass eine Resistenzentwicklung sehr unwahrscheinlich ist, da AMPs oft mit
mehreren Zielen mit niedriger Affinitét interagieren wie z.B. mit Zellmembranen und die
Synthese der Membranbausteine auf komplexen Biosynthese-Routen beruht [100]. Eine
Umstrukturierung der Zellmembran wire daher mit hohen energetischen Kosten verbunden.
Weiterhin gelten die Abbauprodukte von AMPs gegeniiber Small Molecules als sicherer, da es
sich um natiirlich vorkommende Aminosduren handelt [101] und aufgrund der kurzen
Halbwertszeit reichern sich nur wenige Peptide in Geweben an [102]. In Abhéngigkeit vom
jeweiligen AMP erfolgt die antimikrobielle Wirkung durch Interaktion mit der Zellmembran,
Immunmodulation oder Inhibition intrazelluldrer Funktionen. Zwei bekannte AMPs mit
antimikrobieller Wirkung gegentiber H. pylori stellen die Peptide LL-37 [103, 104] und Nisin A
dar [105]. Bei LL-37 handelt es sich um ein humanes AMP mit Alpha-helikaler Struktur,
welches natiirlich durch humane Magenschleimhautzellen bei einer H. pylori-Infektion
freigesetzt wird [103]. Es zerstort die Zellmembran, zeigt Anti-Biofilm Aktivitit und fungiert
fiir die Chemotaxis von unterschiedlichen Immunzellen [106]. Nisin A bildet Poren in der
Zellmembran aus und blockiert die Zellwand-Biosynthese durch Interaktion mit
membrangebundenem Lipid I1 [107]. LL-37 findet bereits Anwendung in klinischen Phasen zur
Behandlung von vendsen Beingeschwiiren [108]. Weiterhin ist Nisin A als
Nahrungskonservierungsmittel zugelassen und triagt den Generally Recognized As Safe Status

[109].

1.5.3 Bakterielle Drug-Delivery Systeme

Um einen Wirkstoff zielgerichtet zu einem bestimmten Ort zu bringen, kdnnen Bakterien in
lebende Vehikel-Systeme iiberfiihrt werden. Dabei kann ihre Vertréglichkeit und Funktionalitit
durch gentechnische Methoden optimiert werden, indem aus dem Genom beispielsweise
bestimmte Pathogenitétsfaktoren deletiert oder z.B. eradizierende oder immunogene
Expressionskassetten integriert werden.

Einige bakterielle Vehikel-Systeme fiir eine H. pylori-Therapie wurden bereits in der Literatur
beschrieben. Diese fokussieren sich jedoch auf Vakzin-Plattformen und nicht auf die
Freisetzung direkt eradizierender Komponenten. Milchsdurebakterien bieten zu diesem Zweck

als Antigen-Vehikel-System den Vorteil, dass diese nicht pathogen sind, den Magen nicht
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kolonisieren konnen und einige Stimme bei der U.S. Food and Drug Administration den Status
Generally Recognized As Safe (GRAS) tragen. Ein rekombinanter Lactococcus lactis Stamm,
welcher das CaglL-Protein exprimiert, wurde bereits als lebender oraler Impfstoff in Maus
Infektionsversuchen erprobt, wo es als immunogen eine humorale Immunantwort induzierte
[110]. H. pylori verfigt allerdings iiber diverse Virulenzfaktoren, die in der Pathogenese
involviert sind, weshalb multivalente gegeniiber univalenten Vakzinen wahrscheinlicher einen
effektiveren Schutz bieten. Ein solcher multivalenter Impfstoff wurde auf Basis von den vier
H. pylori Proteinen CagA, Urease, VacA und dem Neutrophil-aktivierenden-Protein entwickelt
und mittels L. lactis als Vehikel in vivo erprobt [111]. Dieser Ansatz induzierte nicht nur eine
humorale Immunantwort gegeniiber den unterschiedlichen Pathogenititsfaktoren, sondern
zeigte zudem eine verbesserte Spezifitit gegeniiber Mikrofaltenzellen [111]. Die Aufnahme
von Antigenen durch Mikrofaltenzellen iiber die Schleimhaut in das Schleimhaut-assoziierte
lymphatische Gewebe ist Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Schluckimpfung [111].
Alternative bakterielle Vehikel wie Saccharomyces cerevisiae wurden ebenfalls als Vakzin-
Plattform ausgetestet und l6sten ebenfalls eine signifikante humorale Immunantwort in vivo aus
[112].

Neben probiotischen Ansdtzen wurde H. pylori erstmalig als biologisches Drug-Delivery-
System durch die australische Firma Ondek Pty. Ltd. beschrieben. Hierbei wurde ein Verfahren
fiir eine kontrollierte Ausbildung einer persistenten Infektion durch einen modifizierten
H. pylori-Stamm patentiert sowie ein Verfahren zum Schutz gegen das Pathogen selbst und die
notwendigen Schritte zur Verabreichung einer immunologisch wirksamen Menge [113].
Hierbei handelt es sich um einen attenuierten H. pylori-Stamm, welcher sich durch eine
modifizierte funktionale Urease kennzeichnet und weiterhin Méduse infizieren, jedoch keine
persistente Infektion etablieren oder aufrechterhalten kann [113]. Dariiber hinaus ist dieser
Stamm in der Lage, eine oder mehrere Antigene zu exprimieren, darunter auch ein solches von

H. pylori [113].
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1.6 Zielsetzung

Das humanadaptierte Pathogen H. pylori ist der é&tiologische Erreger verschiedener
gastroduodenaler Ulkuserkrankungen wie der chronischen Gastritis sowie die Ursache von
MALT-Lymphomen und Adenokarzinomen des Magens. Aktuell erfolgt eine Therapie durch
die Kombination von mindestens zwei Antibiotika mit einem Protonenpumpenhemmer.
Aufgrund von bestehenden Resistenzen von H. pylori gegeniiber therapierelevanten Antibiotika
und der limitierten Anzahl verfiigbarer Wirkstoffe [114], ist eine Antibiotika-Behandlung auf
Dauer nicht zielfilhrend. Daher besteht ein Bedarf nach neuen Antibiotika-freien

Therapieansdtzen fiir die Eradikation von H. pylori-Infektionen.

Als Alternative zu den bereits auf dem Markt verfiigbaren Antibiotika-Therapien soll im
Rahmen dieser Arbeit ein Modellsystem eines attenuierten H. pylori-Stamms entwickelt
werden, welches als induzierbares Drug-Delivery-System einen Wirkstoff am Ort der Infektion
freisetzen kann. Sobald dieser trojanische Stamm in unmittelbarer Ndhe zum Pathogen
kolonisiert, werden die durch H. pylori natiirlich freigesetzten bakteriellen Botenstoffe
(Autoinducer vom Typ AI-2) durch den Trojaner aufgenommen. Diese Al sollen dann im
Trojaner die Expression einer Al-2-regulierbaren Kassette induzieren. Fiir den Proof-of-
Concept soll zuerst eine Reporterkassette verwendet werden, wobei der Reporter perspektivisch
als Platzhalter fiir die Integration einer AMP DNA-Sequenz dienen soll. Um eine
Selbstinduktion zu verhindern, darf der trojanische Stamm selbst nicht in der Lage sein, AI-2
zu synthetisieren. Weiterhin soll der Stamm einen geringeren Zytokin-Titer ausldsen, indem
die Pathogenitdt des Trojaners schrittweise durch die Deletion einzelner Pathogenitétsfaktoren
reduziert wird, ohne dabei aber die Fahigkeit zur Kolonisierung signifikant zu beeinflussen.
Hierfiir soll mittels geeigneter analytischer Verfahren die Abwesenheit der deletierten
Pathogenititsfaktoren bestdtigt werden. Nachfolgend sollen dann humane mukogene
Magenschleimhautzellen mit dem Trojaner und dem Wildtyp-Stamm infiziert werden, um
sowohl die Immunantwort durch die Quantifizierung des Zytokin-Titers als auch RT-PCR-
basiert die Kolonisierungseffizienz zu bewerten. Als Alternative zum Antibiotikum sollen fiir
die Eradikation AMPs verwendet werden, welche bereits in der Literatur beschrieben sind. Da
die Wirksamkeit der AMPs gegen H. pylori in der Literatur unter unterschiedlichen
Versuchsbedingungen untersucht wurden, lassen sich keine vergleichenden Riickschliisse auf
die Wirksamkeit der AMP untereinander ziehen. Daher soll im Rahmen dieser Arbeit die
antimikrobielle Wirksamkeit ausgewéhlter AMPs gegen H. pylori unter gleichen

Versuchskonditionen analysiert werden, um die effizientesten AMP-Kandidaten zu
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identifizieren. Weiterhin sollen diese AMPs hinsichtlich ihrer hdmolytischen und zytotoxischen
Aktivitdt sowie auf ihre Sensitivitdt gegeniiber dem im menschlichen Magen vorkommenden
Verdauungsenzym Pepsin beurteilt werden. Um zu entscheiden, welche Promotorsysteme fiir
die Induktion der Expressionskassette eingesetzt werden konnen, war es von Bedeutung zu
untersuchen, welche Al durch H. pylori gebildet werden. In der Literatur wird bisher lediglich
die Bildung von AI-2 beschrieben. Daher soll in dieser Arbeit gepriift werden, ob H. pylori
weitere Al der Klassen Al-1 und/oder AI-3 bildet. Finales Ziel dieser Arbeit ist es, eine
funktional regulierbare AI-2 Reporterkassette in einen attenuierten H. pylori Trojaner zu

integrieren.
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2 Material & Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Gerite und Verbrauchsmaterial

Alle Medien, Puffer, Antikérper, Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Kits sowie Gerite und
Software, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind im Anhang aufgelistet (Tabelle 20,
Tabelle 21, Tabelle 22 , Tabelle 23, Tabelle 24, Tabelle 25, Tabelle 26). Weiterhin wurden alle
Medien, Puffer, Reagenzien und Losungen, wenn nicht anders angegeben, in MilliQ
Reinstwasser, nachfolgend als MilliQ abgekiirzt, angesetzt. Bakterielle Medien wurden vor
threr Verwendung autoklaviert, wohingegen Medien fiir die Zellkultur direkt steril erworben
wurden. Thermolabile Medienkomponenten wie zum Beispiel Antibiotika (Tabelle 21) wurden
mittels 0,2 pm Filter (Tabelle 24) filtriert und dem entsprechenden Kulturmedium oder Agar
bei einer Temperatur < 60°C hinzugefiigt. Die Lagerung der verwendeten Medien (Tabelle 20)
erfolgte bei 4°C.

2.1.2 Bakterienstimme und Zelllinien

Alle bakteriellen Stimme (Tabelle 1) wurden entweder bei NEB GmbH (New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am Main, DE) oder bei DSMZ GmbH (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, DE) bestellt. Die Stimme wurden
bei -80°C im entsprechenden Kulturmedium (Tabelle 20) und 50 % Glycerol gelagert.

Die humane Zelllinie AGS wurde bei der Firma CLS GmbH (Cell Lines Service, Eppelheim,
DE) erworben. Entsprechende Kryo-Vials mit einer Zellkonzentration ~2 - 10 Zellen - mL"!
in Ibidi Freezing Medium Classic (Tabelle 23) wurden freundlicherweise durch Katrin Hauten
(Fraunhofer IME, Aachen, DE) erstellt und bei -196°C in der Gasphase eines Stickstoffstanks
(Tabelle 25) gelagert. Eine adhdrente humane mukogene Magenschleimhautzelllinie wurde fiir
direkte Versuchszwecke freundlicherweise durch Prof. Dr. Silja Wessler und Dr. Marina
Cafiadas Ortega (Paris Londron Universitit Salzburg, Salzburg, AT) als bereits passagierte

vitale Zelllinie zur Verfiigung gestellt. Es erfolgte keine Lagerung dieser Zelllinie in Form von

Kryo-Vials.
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Tabelle 1: Bakterienstimme und Zelllinien

Bakterienstamm Genotyp Plasmid Hersteller
E. coli DH5a fhuA2A(argF-lacZ)U169, phoA, n.a. NEB GmbH

ginV44, d80A(lacZ)M15, gyr496,
recAl, relAl, endAl, thi-1, hsdR17

E. coli DH5a s.0. pMK3 Diese Arbeit
E. coli DH5a 8.0. pUreA-difH- Diese Arbeit
RC-R

E. coli DH5a 8.0. pTZ12 Diese Arbeit

E. coli DH5a $.0. pTZ13 Diese Arbeit

E. coli DH5a s.0. pTZ14 Diese Arbeit

E. coli DH5a s.0. pTZ17 Diese Arbeit

Y. enterocolitica n.a. n.a. DSMZ GmbH

DSM 11503

H. pylori DSM 21031, n.a. n.a. DSMZ GmbH

Zellbank Stocks mit

ODgoo = 10

H. pylori HP1 rpsL (Lys88Arg) n.a. Diese Arbeit

H. pylori HP2 rpsL (Lys88Arg), AluxS n.a. Diese Arbeit

H. pylori HP3 rpsL (Lys88Arg), AluxS, AvacA n.a. Diese Arbeit

H. pylori HP4 rpsL (Lys88Arg), AluxS, AvacA, n.a. Diese Arbeit
AiceA?2

H. pylori HP5 rpsL (Lys88Arg), AluxS, AvacA, n.a. Diese Arbeit
AiceA2, AcagA

Zelllinie Genotyp Hersteller

AGS, adhédrent n.a. n.a. CLS GmbH

Humane mukogene n.a. n.a. Prof. Dr. Silja Wessler,

Magenschleimhautzelllinie, PLUS

adhirent

E. coli = Escherichia coli; Y. enterocolitica = Yersinia enterocolitica; H. pylori = Helicobacter pylori; AGS = Epithelzellen eines
Magenadenokarzinoms; Cm® = Chloramphenicol-Resistenz; n.a. = nicht anwendbar; s.o. = siehe oben; PLUS = Paris Londron Universitit

Salzburg.

2.1.3 Antimikrobielle Peptide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Peptide, mit Ausnahme von Nisin A, wurden durch den
Synthesedienstleister mit Festphasensynthese hergestellt und mittels HPLC aufgereinigt
(> 95%). Die Peptide wurden jeweils als Lyophilisat bereitgestellt und in DPBS oder DMSO
(>99,5 %) in der jeweiligen Konzentration gelost (Tabelle 2). Bezogen wurden diese bei der

Firma GenScript Biotech B.V. und LL-37 bei der Firma InvivoGen Europe (Toulouse, FR).
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Nisin A wurde als Nisin Ready Made Solution (38134 IU - mL! in 0,02 M HCI) (Tabelle 23)
bei der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE) bezogen und besitzt fiinf
Lanthionin-Ringe, welche durch posttranslationale Modifikationen gebildet wurden. Dieses
AMP wurde in DPBS auf eine Peptid-Konzentration von 0,2 mM verdiinnt (Tabelle 2). Die
Umrechnung der Potenz von IU - mg™! in die Stoffmengenkonzentration erfolgte unter der
Annahme, dass 1 IU einer Masse von 0,025 pg Nisin A entspricht [115]. Fiir Nisin A standen
keine Informationen zur Herstellung, Aufreinigung und Reinheit zur Verfiigung. Alle Arbeiten
mit AMPs wurden ausschlieBlich in Protein LoBind® ReaktionsgefiBen (Tabelle 24)
durchgefiihrt und die Lagerung der Stammldsungen erfolgte bei -80°C. Tabelle 2 zeigt eine

Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten AMPs.

Tabelle 2: Antimikrobielle Peptide

Name Peptidsequenz Konzentration (mM)  Solvenz
MSI-78 GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK-NH, 2 DMSO
TP4 FIHHIIGGLFSAGKAIHRLIRRRRR-NH; 2 DMSO
Epinecidin-1 GFIFHIIKGLFHAGKMIHGLV-NH; 2 DMSO
SolyC FSGGNCRGFRRRCFCTK-NH; 2 DMSO
Bicarinalin KIKIPWGKVKDFLVGGMKAV-NH; 2 DMSO
PGLa-AM1 GMASKAGSVLGKVAKVALKAAL-NH, 2 DMSO
Temporin-Sha FLSGIVGMLGKLF-NH; 2 DMSO
Nstl FLSGIVGMLAKLF-NH; 2 DMSO
0-S2-Casein QKALNEINQF-NH; 2 DMSO
Kontrollpeptid RVQGRWKVRKSFF-COOH 2 DMSO
BAMP AGKLNVR-NH; 2 DMSO
Buf IIIb RVVRQWPIGRVVRRVVRRVVR-NH; 3 DMSO
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPR 0,2 DPBS
TES-COOH
Nisin A ITéISL(IZ'}PG(IZK{“GALMG(llNMK]IA_T(IZHCSIHVSK 02 Hel
—
Melittin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-COOH 2 DMSO

Alle Aminoséuren, welche durch Klammern verbunden sind, bilden Lanthionin-Ringe aus. Das Peptid Nisin A wurde in 14 mM HCI gelost.

Alle anderen Peptide auBer LL-37 wurden in DMSO (> 99,5 %) oder DPBS gel6st.

2.1.4 Primer
Alle verwendeten Primer (Tabelle 19) wurden ausschlieBlich bei der Firma Integrated DNA
Technologies Inc. (Leuven, BE) synthetisiert, 100 uM in MilliQ geldst und bei -20°C gelagert.
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2.1.5 Plasmide

Als Grundlage fiir die Stammentwicklung diente das Plasmid pUreA-difH-RC-R (Tabelle 3),
welches freundlicherweise durch Dr. Aleksandra Debowski und Prof. Dr. Barry Marshall (The
University of Western Australia, Perth, AU) zur Verfiigung gestellt und fiir entsprechende
Target-Loci modifiziert wurde. Die Erzeugung markerloser Deletionen auf Basis dieses
Plasmid-Systems wird durch einen Integrationsschritt {iber zwei zum Ziellocus flankierenden
homologen DNA-Sequenzen initiiert, welche durch ein Selection/Counter-Selection System
mit flankierenden Tyrosin-Rekombinase Erkennungssequenzen (difH) getrennt sind. Das
Selektionssystem beinhaltet fiir den ersten Selektionsschritt ein cat-Gen, welches fiir eine
Chloramphenicol-Acetyltransferase codiert und dem Stamm eine Chloramphenicol-Resistenz
verleiht sowie ein mutiertes Allel des ribosomalen Proteins S12 (#psL), welches dem Stamm
fiir eine nachfolgende Gegenselektion eine Streptomycin-Sensitivitdt verleiht. Daher ist die
Voraussetzung zur Nutzung dieses Plasmides, dass der Stamm {iber eine Streptomycin-
Resistenz verfiigt. Eine wirtseigene H. pylori Tyrosin-Rekombinase XerH kann die zur Kassette
flankierenden difH-Sequenzen ortsspezifisch erkennen und iiber homologe Rekombination
zusammen mit der Kassette aus dem Genom entfernen, wodurch final eine markerlose Deletion
entsteht (Abbildung 1). Das Plasmid pTZ17 ist in Abbildung 2 repridsentativ fiir alle
Deletionsplasmide dargestellt.

Als Ausgangspunkt fiir die Erstellung von Lumineszenz-basierten Reporterplasmiden wurde
das Plasmid pMK3 (Tabelle 3) verwendet. Dieses beinhaltet eine Reporterkassette bestehend
aus dem LsrR-regulierbaren Promotor Pi und dem luxCDABE-Operon. Die Gene /uxCDE
codieren hierbei fiir einen Fettsdure-Reduktase-Komplex. Dieser stellt das Substrat fiir die
Lumineszenz-Reaktion bereit, welche durch die Luciferase LuxAB katalysiert wird. Die
Transkription des Operons steht unter der Kontrolle des Pisr und wird durch einen Wirtsgenom
codierten LsrR Repressor reprimiert [116]. Liegt intrazelluldr phosphorylierter AI-2 vor, bindet
dieses am Repressor, wodurch eine Konformationséinderung ausgeldst und die Repremierung
des Pisr aufgehoben wird [116]. Hierdurch kann das Operon transkribiert werden und ein

Lumineszenz-Signal entsteht.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

Name Beschreibung Selektionsmarker Ursprung

pMK3 Pis-luxCDABE nptll Quh-Lab
Lebensmittelsicherheit,
Siegen, DE

pUreA-difH-RC  rpsL-cat bla, rpsL, cat Dr. Aleksandra

Debowski und Prof. Dr.
Barry Marshall [117]

pTZ12 Deletion /uxS-Locus bla, rpsL, cat Diese Arbeit
pTZ13 Deletion vacA-Locus bla, rpsL, cat Diese Arbeit
pTZ14 Deletion iceA2-Locus bla, rpsL, cat Diese Arbeit
pTZ17 Deletion cagA-Locus bla, rpsL, cat Diese Arbeit

Die Selektionsmarker codieren fiir Gene, welche dem Stamm eine Resistenz gegeniiber Kanamycin (nptll), Ampicillin (bla) oder

Chloramphenicol (cat) verleihen. Ein mutiertes rpsL-Allel verleiht dem Stamm eine Streptomycin-Sensitivitat.

|
A Flanke A H difi H msL—cat> diftl H Flanke B
Deletionsplasmid

Transformationl
B
q Flanke A + diffl H rpsL—cat> difil H Flanke B P

Homologe Rekombination

| Flanke A § Genx > Flanke B | | Genom: Cm®, Stk
Cm-Selektion 1
| | FlankeA § gt | rpsL—cat> difffi | Flanke B | | Genom: Cm¥, Strs
C Str-Selektion 1 XerH-Rekombination
| ¥ FlankeA | diff | Flanke B | | Genom: CmS, StrR

Abbildung 1: Darstellung des Rekombinationssystems zur Erzeugung von genomischen Modifikationen

Ein Deletionsplasmid enthélt zwei zum Ziellokus flankierende homologe DNA-Sequenzen (Flanke A und B) und
zwei Erkennungssequenzen (difH) fiir die wirtseigene Tyrosin-Rekombinase (XerH). Weiterhin ist eine Selection-
Counterselection-Kassette im Plasmid codiert, welche das cat-Gen beinhaltet und dem Stamm eine
Chloramphenicol-Resistenz (CmY®) verleiht, sowie ein mutiertes rpsL-Allel von H. pylori, wodurch der Stamm
sensitiv gegeniiber Streptomycin (StrS) wird (A). Eine anschlieBende Transformation eines H. pylori-Stamms
(CmS, Str®) mit diesem Deletionsplasmid fiihrt zur Rekombination zwischen homologen DNA-Sequenzen des
Plasmids und dem Genom, wodurch das Zielgen (orange) durch die Selektionskassette und difH-Sequenzen des
Plasmids ersetzt wird. Eine anschliefende Selektion mit Chloramphenicol beseitigt alle Bakterienzellen, welche
nicht die Selektionskassette im Genom tragen (B). Eine weitere XerH-vermittelte Rekombination entfernt anhand
der zwei difH-Sequenzen die Selektionskassette und eine difH-Sequenz aus dem Genom. Eine nachfolgende
Selektion mit Streptomycin resultiert in Klone ohne Selektionskassette im Genom (C). Abbildung gemél
Debowski ef al. 2013, angepasst.
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F1 Origin

Upstream cagA Flanke

difH

bla

pTZ17 (AcagA)1

6.636bp

Col E1 Origin

difH

Downstream cagA Flanke

Abbildung 2: Plasmidkarte von pTZ17 fiir die Deletion des cagA-Locus

Das Deletionsplasmid pTZ17 verfiigt iiber zwei zum cagA-Locus homologe Flanken. Weiterhin trdgt das Plasmid
drei Selektionsmarker: Ampicillin- (b/a) und Chloramphenicol-Resistenzmarker (caf) sowie ein mutiertes Allel
des ribosomalen Proteins S12 (rpsL). Zwei Tyrosin-Rekombinase Erkennungssequenzen (difH) ermdglichen das
spétere Entfernen der integrierten rpsL-cat-Kassette aus dem Genom. Codierende DNA-Sequenzen sind in gelb
und nicht codierende Sequenzen in grau dargestellt.

2.2 Methoden
2.2.1 Bakterielle Kultivierung

2.2.1.1 Kultivierung von E. coli

E. coli wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich in Fliissigmedium kultiviert, um einzelne Klone
aus Transformationsansitzen (2.2.3.10) zu vermehren und die enthaltene Plasmid-DNA des
Klons zu isolieren (2.2.3.1). Diese wurde nachfolgend dafiir verwendet, um H. pylori mit der
aufgereinigten Plasmid-DNA zu transformieren (2.2.3.11).

Ausgehend von einem Glycerol-Stock (Tabelle 1) erfolgte mittels Impfose ein
Verdiinnungsausstrich auf einer LB-Agarplatte mit Antibiotikum (Tabelle 20), wobei die
Auswahl des Antibiotikums vom jeweiligen Selektionsmarker des Plasmides abhing (Tabelle
3). Die Agarplatte wurde anschlieSend fiir einen Tag bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurde
ein 100 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane und 10 mL LB-Medium (Tabelle 20) sowie

entsprechendem Antibiotikum vorbereitet (Tabelle 3, Tabelle 20). Das Medium wurde mit

17



Material & Methoden

einem Klon inokuliert, indem ausgehend von der Agarplatte eine alleinstehende Kolonie mittels
Pipettenspitze isoliert und die Spitze in die Kultur iiberfithrt wurde. Die Inkubation erfolgte
iiber Nacht (ii.N.) bei 37°C und 160 rpm. Die Inokulation von Fliissigkulturen mit Klonen aus
einem Transformationsansatz erfolgte identisch (2.2.3.10).

Fiir die Herstellung von Glycerol-Stocks wurden ausgehend von einer i.N.-Kultur 5 mL Kultur
mit 50 % Glycerol in einem 15 mL Falcon auf einem Vortexer fiir 5 sec auf maximaler Stufe
gemischt. AnschlieBend wurden 1,5 mL des Ansatzes in Kryo-Vials iiberfithrt. Pro Klon

wurden jeweils drei Glycerol-Stocks erstellt, welche unmittelbar bei -80°C gelagert wurden.

2.2.1.2 Erstellung einer H. pylori Zellbank

H. pylori-Stimme wachsen oftmals zwischen zwei und drei Tagen auf einer Agarplatte, wenn
diese ausgehend von einem Glycerol-Stock ausgestrichen werden. Das vollstindige
Ausplattieren eines konzentrierten Glycerol-Stocks bietet den Vorteil, dass bereits am Folgetag
ein dichter vitaler Zellrasen vorliegt, wodurch auf eine lange Inkubationszeit verzichtet werden
kann. Daher wurde eine Zellbank von vitalen H. pylori DSM 21031-Zellen mit definierter
ODeoo erstellt, welche fiir die Versuche in dieser Arbeit verwendet wurde.

Hierfiir wurde ausgehend von einem Glycerol-Stock (Tabelle 1) mittels Impfose Zellmaterial
entnommen, sodass der Ring der Impfose sichtbar mit Zellmaterial benetzt war. Auf eine 37°C
vortemperierte HP-Agarplatte (Tabelle 20) wurde das gesamte Zellmaterial zentral und
kreisformig aufgetragen (1 cm @). Die Platte wurde in einem begasbaren Vakuum-Exsikkator
(Tabelle 25) gestellt und mit der MZ 2C Membran-Vakuumpumpe (Tabelle 25) wurde die
enthaltene Atmosphére bis zu einem Druck von -0,08 MPa evakuiert. Danach wurde der
Exsikkator mit einem Mischgas (3 % Haz, 5 % O3, 5% CO2, 87 % N2) (Tabelle 24) geflutet, bis
Atmosphirendruck erreicht wurde. Die Verwendung des Mischgases fiir Kultivierungszwecke
wird nachfolgend als mikroaerophile Konditionierung bezeichnet. AnschlieBend folgte eine
Inkubation bei 37°C fiir 72 h. Der gesamte Zellrasen auf der Agarplatte wurde mittels sterilen
Wattestibchen in einem Reaktionsgefdil mit 1 mL HP-Medium (Tabelle 20) (37°C)
suspendiert. 500 uL der Bakteriensuspension wurden jeweils auf eine 37°C temperierte HP-
Agarplatte mittels Drigalski-Spatel ausplattiert. Die Platte wurde wie oben beschrieben im
Exsikkator bei 37°C fiir 24 inkubiert. Am darauffolgenden Tag war auf den Agarplatten ein
dichter Zellrasen sichtbar. Mittels Wattestibchen wurden die Zellen von der Agarplatte geerntet
und in 4 mL vorgewédrmten HP-Medium (37°C) in einem 5 mL Reaktionsgefall suspendiert.
Der Ansatz wurde fiir 5 sec auf dem Vortexer gemischt. Das gesamte Volumen wurde

nachfolgend ausplattiert, indem 500 pL der Bakteriensuspension auf jeweils eine HP-
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Agarplatte (37°C) mittels Drigalski-Spatel ausplattiert wurde. Die Agarplatten wurden in einem
Exsikkator tiberfiihrt und die Atmosphére wie oben beschrieben mikroaerophil konditioniert.
Die Platten wurden anschlieBend bei 37°C fiir 24 h inkubiert. Am Folgetag wurden die
Bakterienzellen mittels Wattestdbchen von den Agarplatten geerntet und in 10 mL HP-
Einfriermedium (4°C) (Tabelle 20) in einem 15 mL Falcon suspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde fiir 10 sec auf einem Vortexer gemischt. In einem 2 mL
Reaktionsgefal wurden 100 uL der Bakteriensuspension mit HP-Medium (37°C) so verdiinnt,
sodass die ODgoo zwischen 0,2 und 0,8 lag. Der Ansatz wurde in einem 15 mL Falcon mit HP-
Einfriermedium (Tabelle 20) auf eine ODsoo = 10 eingestellt. Final wurden 500 pL der
Zellsuspension in Kryo-Vials iiberfiihrt. Die Lagerung der Vials erfolgte bei -80°C.

2.2.1.3 Kultivierung von H. pylori

Fiir die Erstellung einer H. pylori-Flissigkultur wurde ein Glycerol-Stock einer H. pylori
DSM 21031 Zellbank (2.2.1.2) auf Eis fiir 15 min aufgetaut. Das gesamte Volumen wurde auf
einer HP-Agarplatte mittels Drigalski-Spatel ausplattiert und die Platte wurde in einem
Exsikkator unter mikroaerophilen Konditionen bei 37°C fiir 24 h inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellen mittels Wattestdbchen in 1,5 mL HP-Medium (37°C)
suspendiert und die ODgoo wurde bestimmt. Ein 100 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikane mit
15 mL HP-Medium (37°C) wurde nachfolgend mit einer ODgoo = 0,05 inokuliert. Der Kolben
wurde mit einer Haftmatte (Tabelle 24) im Exsikkator befestigt und die Atmosphire wurde
mikroaerophil konditioniert (2.2.1.2). Der Exsikkator wurde auf dem Tablar des Multitron
Standard Inkubationsschiittlers (Tabelle 25) mit einer weiteren Klebematte und Spanngurten
fixiert. Anschliefend erfolgte eine Inkubation bei 37°C und 100 rpm fiir 24 h.

Sollten AI-2 oder das VacA-Protein aus dem Kulturiiberstand nachgewiesen werden, so wurden
1-2 mL der jeweiligen Kultur in ein 2 mL Reaktionsgefd3 tiberfiihrt. Fiir die Messung des
VacA-Proteins wurden die Fliissigkulturen vor der Zentrifugation auf eine ODgoo = 0,7 in HP-
Medium eingestellt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 1 min bei 16.000 x g zentrifugiert,
der Uberstand mittels 0,2 um Filter filtriert und das Filtrat bei -80°C gelagert.

2.2.1.4 AMP-Wirksamkeitstest im BioLector® Pro
Die Aufnahme von Wachstumskinetiken von H. pylori DSM 21031 unter mikroaerophilen
Konditionen erfolgte mittels BioLector® Pro System, welches die kontinuierliche Aufnahme

des Light Scatters iiber die Zeit ermoglicht.
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Fiir die Kultivierung von H. pylori DSM 21031 im BioLector® Pro (Tabelle 25) wurde ein
Aliquot einer Zellbank (2.2.1.2) ausplattiert und eine Fliissigkultur mit einer finalen ODgoo =
0,15 erstellt (2.2.1.3). Die Fliissigkultur wurde fiir 5-6 h bei 100 rpm und 37°C kultiviert bis
eine finale ODgoo ~0,5 vorlag. Vor dem Ansetzen der bakteriellen Stammkultur wurden die
AMPs (Tabelle 2) zunéchst auf eine Stoffmengenkonzentration von 20 uM in vorgewarmtem
HP-Medium verdiinnt und anschlieBend wurden 500 uL des jeweiligen AMPs in die Wells
einer FlowerPlate® 48-Well-Mikrotiterplatte (MTP) (Tabelle 24) iiberfiihrt. Pro AMP wurde
eine Dreifach-Bestimmung durchgefiihrt. Ausgehend von der angesetzten Fliissigkultur wurde
eine Stammbkultur mit einer ODgoo = 0,1 erstellt, indem die Fliissigkultur in vorgewéarmtem HP-
Medium verdiinnt und direkt fiir 10 sec auf dem Vortexer gemischt wurde. Pro Versuch wurde
ein Volumen von 40 mL in einem 50 mL Falcon angesetzt. Anschlieend wurden 500 pL der
bakteriellen Stammkultur in die Wells iiberfiihrt, um eine finale ODgoo = 0,05 und eine
Stoffmengenkonzentration der AMPs von 10 uM zu erreichen. Fiir jedes Peptid wurden
weiterhin als Blank 500 pL des jeweiligen AMPs mit 500 pL HP-Medium gemischt, um die
Peptidabsorption zu beriicksichtigen. Des Weiteren wurden pro Platte als Positivkontrolle
10 uM Streptomycin mitgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde ein AMP mit einer zufillig
ausgewdhlten Peptidsequenz verwendet, welche keine antimikrobielle Wirkung zeigen soll und
daher namentlich als ,,Kontrollpeptid“ (Tabelle 2) definiert wurde. Weiterhin wurden
entsprechende  Vehikel- bzw.  Wachstumskontrollen — mitgefiihrt,  welche  den
Losungsmittelanteil fiir DMSO und HCI beriicksichtigen. Als Vehikelkontrolle fiir das AMP
LL-37 wurde HP-Medium verwendet. Der finale Losungsmittelanteil der AMPs pro Well in
einem Volumen von 1 mL betrug 0,5 % (v/v) DMSO bzw. 0,7 mM HCI fiir Nisin A (Tabelle
2). Das AMP LL-37 wurde in Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS) gelost (Tabelle
23), weshalb fiir dieses Peptid kein Losungsmittelanteil beriicksichtigt wurde. Die Platte wurde
im Nachgang mit einer Gas-permeablen Folie mit Verdunstungsschutzschicht (Tabelle 24)
versiegelt und im Exsikkator mikroaerophil vorkonditioniert, wie unter 2.2.1.2 beschrieben.
Eine Anaerobier-Kammer fiir 48-Well-MTP (Tabelle 25) wurde anschliefend iiber die MTP
platziert, mit dem dazugehdrigen Deckel verschlossen und in den BioLector® Pro gestellt.
Danach wurde die Kammer mit den Gasschliuchen des BioLector® Pro verbunden, welcher
wiederum {iiber einen Massenflussregler fiir Gas (Tabelle 25) mit einem mikroaerophilen
Mischgas verbunden war. Fiir den kontinuierlichen Fluss des Mischgases durch die Kammer
wiéhrend der Kultivierung wurde der Arbeitsdruck am Druckminderer der Gasflasche auf 2 bar
eingestellt. Die Kammer wurde vor Beginn der Messung fiir 5 min mit dem mikroaerophilen

Mischgas konditioniert und im Anschluss wurde die Messung gestartet. Die Inkubation erfolgte
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fiir 48 h bei 37°C, 800 rpm, 85 % Luftfeuchtigkeit und die Lichtstreuung wurde kontinuierlich
mit einem Gain = 7 alle 10 min gemessen. Der Versuch wurde in jeweils drei technischen
Replikaten in Form von drei biologischen Replikaten durchgefiihrt (n = 3). Die Messdaten
wurden kontinuierlich iiber einen angebundenen Laptop mit der Software BioLection (Tabelle
26) abgebildet. Die Rohdaten wurden nach der Messung auf Basis eines unverdffentlichten
Python Skripts und der Software Spyder (Tabelle 26) grafisch ausgewertet. Das Python Skript
wurde freundlicherweise durch Carlos Helbig (Fraunhofer IME) bereitgestellt. Der BioLector®
Pro wurde freundlicherweise durch die Abteilung Industrielle Biotechnologie (Fraunhofer

IME) zur Verfiigung gestellt.

2.2.1.5 Aufnahme von Dosis-Wirksamkeitskurven

Ausgehend von einem Glycerol-Stock wurde H. pylori DSM 21031 auf einer vorgewdrmten
GC-Agarplatte (Tabelle 20) mit einer Impfose ausgestrichen und mikroaerophil bei 37°C fiir
48 h inkubiert. Hierfiir wurden die Platten in einem 2,5 L-Behélter mit Plattentrager (AnaeroJar)
(Tabelle 25) gestellt und die mikroaerophile Atmosphére im Behilter wurde durch den Inhalt
eines CampyGen™ 2.5 L-Beutel (Tabelle 24) erzeugt. Dieser beinhaltet eine Mischung aus
CO: und H» sowie einen Katalysator, der die Umsetzung von Wasserstoff mit Sauerstoff zu
H>O katalysiert, wodurch der Sauerstoffgehalt im Behilter reduziert wird. Nach 48 h
Inkubation wurde ausgehend von der dicht bewachsenen Agarplatte etwas Zellmaterial mit
einem sterilen Wattestdbchen entnommen, in 1 mL DPBS suspendiert und die ODgoo bestimmt.
Eine Fliissigkultur mit 20 mL vorgewédrmtem HP-Medium in einem 50 mL Erlenmeyerkolben
ohne Schikane wurde nachfolgend mit einer finalen ODgsoo = 0,1 inokuliert. Der Kolben wurde
in einem AnaeroJar mit einem CampyGen™ 2.5 L-Beutel auf einer Klebematte im Multitron
Standard Inkubatonsschiittler fixiert und bei 37°C und 50 rpm fiir 24 h inkubiert. Die AMPs
LL-37 und Nisin A wurden in vorgewarmtes Medium in einem Reaktionsgefdal verdiinnt und
im Anschluss wurden 100 pL der jeweiligen Verdiinnung in die Wells einer Nunc™ Edge™
2.0 96-Well-Miktrotiterplatte (Tabelle 24) pipettiert, sodass innerhalb der Platte ein
Stoffmengenkonzentrationsgradient von 100-0,1 puM vorlag. Weiterhin wurden Blanks
bestehend aus Kulturmedium und der jeweiligen Stoffmengenkonzentration des Peptides
mitgefiihrt, um die Absorption des Peptides bei der jeweiligen Konzentration zu ermitteln,
sowie fiir Nisin A eine Vehikelkontrolle, um den Einfluss des Losungsmittels HCI auf das
bakterielle Wachstum zu berticksichtigen. Fiir LL-37 wurde keine Vehikelkontrolle mitgefiihrt,
da dieses Peptid in DPBS geldst wurde. Dariiber hinaus wurde eine Wachstumskontrolle,

bestehend aus HP-Medium mit H. pylori-Kultur, und eine Sterilkontrolle, bestehend aus HP-
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Medium ohne Kultur, pro Platte mitgefiihrt. Um die Verdunstungsrate zu reduzieren, wurden
die umlaufenden Reservoirs der MTP mit 10 mL 0,2 % Agarose (Tabelle 21) und alle nicht
verwendeten dulleren Wells mit 200 uL HP-Medium befiillt. In einem 50 mL Falcon wurde im
Anschluss eine Bakterienstammldsung mit einer ODgoo = 0,1 in vorgewédrmtem HP-Medium
erstellt. 100 pL dieser Stammldsung wurde zu den jeweiligen Wells mit einer Multipipette
(Tabelle 25) und einem 5 mL Combitip (Tabelle 24) pipettiert, sodass eine finale ODsoo = 0,05
vorlag. Die Platte wurde im Anschluss mit Tesafilm fixiert und in den CLARIOstar® Plus mit
einer Atmosphéren Kontrolleinheit (Tabelle 25) gestellt. Die Inkubation erfolgte fiir 40 h bei
37°Cund 500 rpm (Double Orbital Modus) unter mikroaerophilen Konditionen (10 % CO; und
5 % O3), wobei vor dem ersten Zyklus die Platte fiir 30 sec bei 400 rpm geschiittelt wurde. Die
Aufnahme von Wachstumskinetiken erfolgte alle 30 min bei einer Wellenldnge von 600 nm
(Well Scan = Orbital Average, 2 mm @; No. Of Flashes = 10). Jede Peptidkonzentration wurde
in jeweils drei technischen Replikaten in Form von drei biologischen Replikaten gemessen. Die
Peptidabsorption (AbsorptionMedium + peptid - Absorptionmedium) Wurde von der jeweiligen Probe
in entsprechender Konzentration subtrahiert und anschlieBend wurden die Ergebnisse in
GraphPad Prism (Tabelle 26) auf die Wachstumskontrolle (100 %) und die Sterilkontrolle
(0 %) normalisiert. Ein biologisches Replikat fiir Nisin A wurde durch Dr. Gernot Posselt
(PLUS, Salzburg, AT) erstellt.

2.2.2 Zellkultur — Kultivierung und Assays
2.2.2.1 Kultivierung von AGS-Zellen

Humane Zellen aus dem Adenokarzinom des Magens (Tabelle 1) (AGS) wurden routinemaBig
in 15 mL Dulbecco‘s Modified Eagle Medium (DMEM) + 10 % Fetales Kalberserum (FKS),
nachfolgend AGS-Medium (Tabelle 20) genannt, kultiviert. Ausgehend von einer ~80 %
konfluenten Kultur wurden die Zellen mittels Zellschaber geldst und mit einer 25 mL Pipette
suspendiert. In eine neue T25-Zellkulturflasche (Tabelle 24) wurde vorgewédrmtes AGS-
Medium vorgelegt und die suspendierten Zellen 1:6 verdiinnt, sodass ein finales Volumen von
10 mL vorlag. Die Passage wurde im CO;-Inkubator (Tabelle 25) bei 37°C und 5 % CO; unter
feuchter Atmosphdre (nachfolgend Standardbedingung genannt) fiir vier bis fiinf Tage
inkubiert, wobei nach zwei bis drei Tagen das Medium gewechselt wurde. Vor jeder
Passagierung wurden die Zellen unter dem Mikroskop (Tabelle 25) hinsichtlich ihrer Viabilitat
begutachtet. Wurden AGS-Zellen aus einem Kryo-Vial kultiviert, so wurden diese mindestens
fiinf Mal passagiert, bevor sie fiir anstehende Versuche verwendet wurden. Weiterhin wurden

die Zellen nicht mehr als 30-mal passagiert. Die initiale Bereitstellung einer vitalen Zelllinie
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aus einem Kryo-Vial fiir die oben beschriebene Passagierung erfolgte durch Katrin Hauten

(Fraunhofer IME).

2.2.2.2 Zytotoxizititstest
Ausgehend von einer fliinf Tage alten ca. 80 % konfluenten Kultur in einer T75-
Zellkulturflasche (2.2.2.1) wurden die enthaltenen AGS-Zellen geerntet. Hierzu wurde das
Medium verworfen und der Monolayer zwei Mal mit 5 mL DPBS gewaschen, indem das
Volumen in der Zellkulturflasche vorsichtig geschwenkt und direkt verworfen wurde.
AnschlieBend wurden 5 mL TrypLE™ Express (Tabelle 23) hinzugegeben und der Ansatz
wurde bei 37°C fiir 5 min inkubiert. Weiterhin wurden 15 mL AGS-Medium zu dem Ansatz
gegeben und dieser wurde mit einer 25 mL Pipette mehrfach suspendiert. Die Zellsuspension
wurde in ein 50 mL Falcon iiberfiihrt und bei 300 x g fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet wurde in 5 mL AGS-Medium suspendiert. Fiir die
Zellzahlbestimmung mit dem Gerdt CASY TT (Tabelle 25) wurden 50 uL der Zellsuspension
entnommen, in einem CASYcub (Tabelle 24) mit 10 mL CASYton (Tabelle 24) durch
Invertieren gemischt und final wurde mittels CASY TT die Zellzahl bestimmt. Hierfiir wurden
die folgenden Einstellungen gewihlt:

e Kapillare = 150 um

e Probenvolumen =400 pL

o Zyklen=3

e X-Achse = 50 um, Y-Achse = Auto

e  Verdiinnungsfaktor = 2,01-10?

e Evaluation Cursor: 11,13—48,88 um

e  Normalisation Cursor: 7,50-48,88 um

o Aggregationskorrektur = Auto; Debris = On

Nachfolgend wurde in einem 50 mL Falcon eine Stammldsung mit 1-10° Zellen'mL™"' in AGS-
Medium angesetzt und jeweils 100 pL in einer 96-Well-MTP (PS, F-Boden, transparent, steril)
(Tabelle 24) iiberfiihrt. Die Platte wurde in einem CO,-Inkubator unter Standardbedingungen
fiir 24 h inkubiert. Am Folgetag wurden die jeweiligen Peptidstammldsungen (Tabelle 2) auf
eine Konzentration von 20 uM in AGS-Medium verdiinnt. Fiinfzig pL wurden aus allen
Vertiefungen der 96-Well-MTP verworfen und jeweils 50 pL AMP-Losung wurde zu den
Wells gegeben, um eine finale Stoffmengenkonzentration von 10 uM an AMP zu erreichen.
Als Positivkontrolle wurde das Peptid Melittin (Tabelle 2) in gleicher Konzentration und eine

SDS-Losung (final 0,2 % (w/v) SDS pro Well) (Tabelle 21) verwendet. Eine Reihe der MTP
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wurde mit AGS-Medium ohne Zellen angesetzt (Blank). Unbehandelte Zellen wurden in AGS-
Medium kultiviert und dienten als Wachstumskontrolle. Als Vehikelkontrollen wurden final
0,5 % (v/v) DMSO bzw. 0,7 mM HCI gelost in AGS-Medium verwendet. Die Platte wurde
weiterhin flir 24 h im COz-Inkubator unter Standardbedingungen inkubiert. 10 uL
alamarBlue™ HS Zellviabilititsreagenz (Tabelle 23) wurde zu allen Wells der MTP gegeben
und die Platte wurde weiter fiir 4 h unter Standardbedingungen inkubiert. AnschlieBend wurden
50 uL pro Well in eine 96-Well-MTP (Polystyrol, Half Area, schwarz) (Tabelle 24) liberfiihrt.
Die Fluoreszenzdetektion wurde im CLARIOstar® MTP-Reader (Tabelle 25) bei einer
Extinktionswellenldnge von 560 nm und einer Emissionswellenldnge von 590 nm mit einem
Gain =900 durchgefiihrt. Vor jeder Messung wurde die MTP fiir 10 sec bei 300 rpm geschiittelt
(Double Orbital Modus). Der Versuch wurde in Form acht technischer Replikate in jeweils drei
biologischen Replikaten durchgefiihrt. Die Berechnung der relativen Viabilitit erfolgte mit
Gleichung 1.

(As9onm(Probe) — Asgonm(Medium Blank)
(As90nm(VK) — Asgonm(Medium Blank)

Gleichung 1: Viabilitit (%)=

2.2.2.3 Passagierung und Kultivierung von mukogenen Magenschleimhautzellen

Humane mukogene Magenschleimhautzellen wurden in dieser Arbeit kultiviert, um ein
moglichst in vivo nahes Magenmodell fiir in vitro Infektionsversuche mit H. pylori darzustellen.
Diese Zellen sind im Gegensatz zu géngigen Magenschleimhautzelllinien in der Lage, eine
apikale Mukusschicht auszubilden, welche auch im menschlichen Magen vorliegt und als
natiirliche Schutzschicht des Magens fungiert. Die Kultivierung erfolgte in einer 24-Well-MTP
mit Zellkultureinsitzen, welche jeweils aus einer Halterung fiir die Vertiefungen einer 24-Well-
Platte sowie aus einem Filter fiir die Kultivierung von Zellkulturen bestehen. Im Gegensatz zu
einer Kultivierung von adhirenten Zellen in einer T-Flasche, stehen die auf dem Filter
angehefteten Zellen apikal und basolateral in Kontakt mit dem Medium, wodurch
Zellwachstum, -funktion und -struktur eher einer in vivo Kultur dhnelt. Um eine H. pylori-
Infektion zu simulieren, konnen die Bakterienzellen apikal auf die Zellkultur gegeben werden.
Die Kultivierung der Zellen fiir Infektionsversuche ist in Abbildung 3 dargestellt.

Fiir jede bendtigte Kultur wurde jeweils ein Millicell® Zellkultureinsatz (Tabelle 24) in eine 24-
Well CytoOne® Platte (Tabelle 24) iiberfiihrt und 150 pL einer Kollagen-Lésung (Tabelle 21)
wurde auf den Filter des Zellkultureinsatzes gegeben. Die Zellkultureinsétze wurden fiir 45 min
bei 37°C im COs-Inkubator unter feuchter Atmosphdre temperiert. Danach wurde der
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Uberstand verworfen und die Filter der Zellkultureinsitze wurden zwei Mal mit 600 pL
vorgewiarmtem DPBS gewaschen, indem das DPBS auf den Filter und in das Reservoir gegeben
und danach unmittelbar verworfen wurde. Die Ansétze wurden anschlieend fiir 1 h unter der
laminaren Stromung der Cleanbench getrocknet und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Am
Tag der Passagierung wurden die Filter erneut in 600 uLL DPBS gewaschen.

Ausgehend von drei Wochen alten humanen mukogenen Magenschleimhautzellen (Tabelle 1)
wurde eine Passagierung durchgefiihrt. Hierzu wurde das Medium und der Mukus der Zellen
durch Abpipettieren verworfen. Anschlieend wurde der Filter von unten drei Mal mit 600 puL
DPBS und von oben drei Mal mit 400 uL DPBS gewaschen, indem das DPBS hinzu pipettiert
und unmittelbar verworfen wurde. Fiir die Dissoziation der adhirenten Zellen von dem Filter
wurden jeweils 400 pL TrypLE™ Express in das Reservoir des Wells und 200 pL TrypLE™
Express auf den Filter gegeben. Die Ansdtze wurden fiir 30 min bei 37°C im CO»-Inkubator
inkubiert und die Zellen wurden alle 10 min mit der Pipette suspendiert. Die Zellsuspension auf
dem Filter wurde anschliefend in ein 15 mL Falcon mit 5 mL vorgewarmten ADF+++-Medium
(Tabelle 20) transferiert und das Falcon wurde fiir die Zellernte bei 37°C im COs-Inkubator
zwischengelagert. Erneut wurden zwei Mal 200 uL TrypLE™ auf den Filter gegeben, jeweils
fiir acht Minuten wie oben beschrieben inkubiert und die Ansédtze final zu den Zellen in das
Falcon gegeben. Vorhandene Zellaggregate wurden durch mehrfaches vorsichtiges auf- und
abpipettieren geldst. Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen seriell in DPBS
verdiinnt und 10 pL der jeweiligen Verdiinnung mit 10 pL einer 0,4 % Trypanblau-Losung
(Tabelle 24) gemischt. Die Zellkonzentration wurde mittels Neubauer-Kammer (Tabelle 25)
unter dem Mikroskop bestimmt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 300 x g fiir 5 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde nachfolgend zwei Mal gewaschen, indem der Uberstand
verworfen, das Pellet in 5 mL ADF++-Medium (Tabelle 20) suspendiert und erneut bei 300 x g
fiir 5 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde erneut verworfen und die Zellzahl auf
2 - 10° Zellen - mL"! eingestellt, indem die Zellen in einem entsprechenden Volumen ALI-
Medium (7,5 uM ROCK-I) (Tabelle 20) suspendiert wurden. In einer 24-Well CytoOne® Platte
wurde nachfolgend die benotigte Menge an Zellkultureinsidtzen vorgelegt, welche zuvor auf
Raumtemperatur (RT) gebracht wurden. Anschlieend wurden 200 uL der Zellsuspension auf
den Kollagen-beschichteten Filter des Zellkultureinsatzes iiberfiihrt und jeweils 600 pL ALI-
Medium (7,5 uM ROCK-I) in die Reservoirs der Wells pipettiert, wodurch die Zellen
basolateral und apikal in Kontakt mit dem Medium standen. Weiterhin wurde je 1 mL DPBS in
nicht belegte Wells der 24-Well-Platte pipettiert, um die Verdunstung zu reduzieren. Die
Inkubation der Zellen mit ALI-Medium mit erhohter ROCK-I-Konzentration erfolgte fiir drei
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Tage bei 37°C im COz-Inkubator, um die Anheftung und Ausbildung einer Zellschicht zu
begiinstigen und um die Apoptose zu verhindern. Nachfolgend wurde das Medium aus den
Reservoirs sowie der Mukus und das Medium von der Zelloberfldche verworfen und 600 pL
vorgewarmtes ALI-Medium (1,5 uM ROCK-I) in die Unterseite der Reservoirs iiberfiihrt,
wodurch die Zellen apikal in Kontakt mit der Atmosphére standen, und die Polarisierung der
Zellen induziert wurde. Die Zellkultur-Ansédtze wurden je nach Passagierung insgesamt fiir
zwel bis drei Wochen bei 37°C im CO;-Inkubator inkubiert, wobei der Wechsel des ALI-
Medium (1,5 uM ROCK-I) und der Verwurf des Mukus alle zwei Tage erfolgte. Die
Beschichtung der Zellkultureinsétze und die Passagierung wurde fiir einen biologischen Ansatz
durch Dr. Marina Canadas Ortega (Paris Londron Universitidt Salzburg, Salzburg, AT)
durchgefiihrt.

“— Luft

Zellkultureinsatz
Mukus

Epithelzellen

Kollagen-
beschichteter Filter

Kulturmedium

-

Abbildung 3: Infektion von humanen mukogenen Magenschleimhautzellen mit H. pylori

Humane mukogene Magenschleimhautzellen werden bis zur Konfluenz auf einem Kollagen-beschichteten
Polykarbonat-Filter in einem Zellkultureinsatz in einer 24-Well-MTP kultiviert. Nachfolgend konnen die Zellen
mit einer definierten Multiplicity of Infection von Bakterien-Zellen apikal infiziert werden. Abbildung angepasst:
Boccellato et al. 2019.

2.2.2.4 Infektion von humanen mukogenen Magenschleimhautzellen
Fir die Infektion wurden die Stimme H. pylori DSM 21031 und HP4 vier Tage vor der
Infektion auf einer GC-Agarplatte ausplattiert und bei 37°C in einem AnaeroJar mit einem

CampyGen™ 2.5 L-Beutel inkubiert. Ausgehend von dicht bewachsenen Agarplatten wurde
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mittels Impfose etwas Zellmaterial des jeweiligen Stamms auf eine neue GC-Agarplatte
ausgestrichen und bei 37°C fiir 24 h erneut mikroaerophil inkubiert. Am folgenden Tag wurde
der Zellrasen der Platte des jeweiligen Stamms in 1 mL vorgewédrmtes DPBS in einem
Reaktionsgefd3 mittels Wattestdbchen suspendiert, um eine Arbeitslosung mit einer ODgoo =
2,36 (~1 - 10® Zellen - mL"!) anzusetzen. Am Tag der Infektion wurden zwei bis drei Wochen
alte mukogene Magenschleimhautzell-Anséitze von jeweils zwei unterschiedlichen Spendern
mit einer Zellzahl von ~1 - 10° Zellen - mL"! eingesetzt (2.2.2.3). Der Mukus und das Medium
wurden am Tag der Infektion verworfen und 600 puL. Antibiotika-freies ALI-Medium in die
jeweiligen Wells pipettiert. AnschlieBend wurden 100 uL der jeweiligen H. pylori
Arbeitslosung auf die jeweiligen Filter pipettiert, sodass die Ansétze mit einer Multiplicity Of
Infection (MOI) = 100 infiziert wurden. Als Negativkontrolle wurde DPBS verwendet. Die
Inkubation der infizierten Ansétze erfolgte fiir 24 h bzw. 72 h bei 37 C und 10 % CO2 im

Brutschrank.

2.2.2.5 Isolierung humaner Erythrozyten

Fiir die Isolierung von humanen Erythrozyten (hE) wurden 30 mL Vollblut durch Dr. med.
Marius Heintschel von Heinegg unter sterilen Bedingungen mit einer Venofix® Safety Nadel
(Tabelle 24) entnommen und fiir diese Arbeit bereitgestellt. Das Vollblut wurde in einem 50
mL Falcon mit 3 mL 3,13 % Natriumcitrat-Losung (Tabelle 23) als Antikoagulans durch
Invertieren gemischt und bis zur weiteren Aufarbeitung am selben Tag bei 4°C gelagert. Das
Vollblut wurde bei 400 x g fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert und die obere Plasmafraktion wurde
verworfen. Anschlieend wurde der Ansatz mit 10 mL DPBS durch Invertieren gemischt, bis
alle pelletierten Bestandteile suspendiert wurden. Der Wasch- und Zentrifugationsschritt wurde
insgesamt sechs Mal durchgefiihrt und final wurde das Pellet in 5 mL DPBS gelost. 100 pL der
aufgereinigten hE wurden seriell in DPBS verdiinnt und 10 pL der jeweiligen Verdiinnung mit
10 pL einer 0,4 % Trypanblau-Losung (Tabelle 24) gemischt, um die Erythrozyten mittels

Neubauerkammer unter dem Mikroskop auszuzdhlen.

2.2.2.6 Bestimmung der himolytischen Aktivitit der AMPs

Die Bestimmung der relativen Hdmolyse orientierte sich an der Methode nach Greco et al.
[118]. Hierzu wurden jedes AMPs ausgehend von der jeweiligen Stammldsung (Tabelle 2) in
einem 1,5 mL Reaktionsgefdl} auf eine Konzentration von 20 uM in DPBS verdiinnt. Hundert

pL aufgereinigte hE mit 5 - 10% hE - mL"' (2.2.2.5) wurden zusammen mit 100 uL der
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jeweiligen 20 uM AMP-L6sung in eine 96-Well-MTP (U-Boden, Polypropylen) (Tabelle 24)
pipettiert und diese mittels Verschlussfolie (Tabelle 24) versiegelt. Final lag eine
Stoffmengenkonzentration von 10 uM AMP pro Well vor. Als Positivkontrolle wurde eine 1 %
Triton™ X-100-Losung (Tabelle 21) verwendet. Als Vehikelkontrolle wurden die jeweiligen
Losungsmittel der AMPs (Tabelle 2) in das Kulturmedium hinzugefiigt. Da das AMP LL-37 in
DPBS gelost vorlag, wurde hier kein Losungsmittelanteil beriicksichtig. Als Positivkontrolle
wurde das Peptid Melittin und als Negativkontrolle das Peptid ,,Kontrollpeptid* (Tabelle 2)
verwendet. Die Platte wurden bei 300 rpm fiir 30 sec im CLARIOstar® MTP-Reader gemischt
und fiir 1 h im CO;-Inkubator unter Standardbedingungen inkubiert. Anschlieend wurde die
MTP bei 1500 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert und es wurden je Well 100 pL Uberstand
entnommen und in eine neue 96-Well-MTP (Polystyrol, F-Boden, transparent, unsteril)
(Tabelle 24) tiberfiihrt. Die Platte wurde erneut bei 1000 x g fiir I min bei RT zentrifugiert, um
entstandene Luftblasen zu entfernen. Final wurde die Absorption im CLARIOstar® MTP-
Reader bei 405 nm gemessen. Der Versuch wurde in drei technischen Replikaten in Form von
drei biologischen Replikaten durchgefiihrt (» = 3). Die relative himolytische Aktivitidt wurde
mit Gleichung 2 berechnet:

ODaos(Probe)

Gleichung 2: Himolyse (%) = ODuos(Triton X — 100) .

100

2.2.3 Molekulare Methoden

2.2.3.1 Isolierung von DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus FE. coli-Fliissigkulturen (2.2.1.1) erfolgte nach
Herstellerangaben des NucleoSpin Plasmid Kits (Tabelle 24).
Wurde DNA aus PCR-Ansidtzen aufgereinigt, so wurde dies ausschlielich nach
Herstellerangabe des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits (Tabelle 24) durchgefiihrt.
Wurde genomische DNA oder Plasmid-DNA als Template im PCR-Ansatz verwendet, so
erfolgte die Aufreinigung des PCR-Produktes direkt mittels Kit. Eine praparative Aufreinigung
des PCR-Produktes aus einem Agarosegel auf dem UV-Transilluminator VWR LM-20E
(Tabelle 25) mit einem Skalpell wurde durchgefiihrt, wenn lineare DNA-Fragmente oder
Fragmente gleicher Grole zum erwartenden PCR-Produkt eingesetzt wurden (2.2.3.7). Die
Durchfiihrung der préparativen Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben des Kits (Tabelle
24). Final erfolgte eine Quantifizierung der DNA-Konzentration mittels NanoDrop 2000
(2.2.3.3).
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2.2.3.2 Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA aus Infektionsversuchen erfolgte nach Herstellerangaben des
TRIzol™ Reagenz (Tabelle 23). Zu Beginn wurde das Medium aus den Wells und der Mukus
von den Filtern separat in RN Ase-freie Reaktionsgefile iiberfithrt. Um die Zellen zu waschen
wurden 600 pL. vorgewiarmtes DPBS auf jeden Filter gegeben und die 24-Well-Platte wurde
fiir 5 min bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Filter wurden jeweils in
ein trockenes Well iiberfiihrt. Danach wurden unter einem Abzug 500 uLL TRIzol™ Reagenz
pro Filter zu den Zellen gegeben und die Zellen auf dem Filter fiir 30 sec suspendiert. Die
Suspension wurde in ein RNAse-freies Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und fiir 5 min inkubiert. Es
wurden 100 pL Chloroform hinzugegeben, der Ansatz wurde gemischt und fiir 15 min auf Eis
gelagert. Nachfolgend wurde der Ansatz fiir 15 min bei 12.000 x g bei 4°C zentrifugiert und die
wissrige Phase in ein RNAse-freies Reaktionsgefal pipettiert. Diese wurde mit 250 pL
Isopropanol durch sechsfache Invertierung gemischt und fiir 10 min inkubiert, um die
enthaltene RNA zu prézipitieren. Im Folgenden wurde die Probe fiir 15 min bei 12.000 x g und
4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es wurden 500 pL 75 % Ethanol (-20°C)
hinzugegeben, der Ansatz wurde gemischt und fiir 5 min bei 7500 x g bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das verbliebene Ethanol fiir 15-30 min unter dem Abzug
evaporiert. Final wurde das getrocknete Pellet in 50 uL RNAse-freiem Wasser suspendiert, die
Probe fiir 1 h auf Eis hydratisiert und die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt
(2.2.3.3). Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

2.2.3.3 Quantifizierung von DNA- und RNA-Proben

Die Quantifizierung von DNA- und RNA-Proben erfolgte durch das Spektralphotometer
NanoDrop 2000 (Tabelle 25) mit 2 uL des Analyten. Weiterhin wurde die Reinheit des
Analyten durch die Messung des Verhiltnisses Azsonm - A26onm’ SOWie A2gonm = A230nm™"

bestimmt.

2.2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifikation von DNA iiber die Polymerase Kettenreaktion (PCR) erfolgte mit dem Q5®
High-Fidelity 2X Master Mix (Tabelle 24) und unterschiedlichen Primern (Tabelle 19). Wurde
Plasmid-DNA als Template verwendet, so wurde standardméfig 1 pL mit einer Konzentration

von 10 ng - pL!' eingesetzt. Fiir PCR-Ansiitze mit genomischer DNA wurde bakterielles
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Zellmaterial von einer Agarplatte verwendet, indem eine einzelne Kolonie in 20 pL MilliQ in
einem PCR-Reaktionsgefill suspendiert wurde. Der Zellaufschluss erfolgte anschlieend fiir
15 min bei 99°C im FlexCycler? (Tabelle 25). Der Ansatz wurde fiir 30 sec in einer Mini-
Zentrifuge (Tabelle 25) zentrifugiert und 1 pL des Uberstandes wurde als Template-DNA
eingesetzt. Die Erstellung von PCR-Ansitzen (Tabelle 4) und die Amplifikation im FlexCycler?
(Tabelle 5) erfolgte nach Herstellerangaben des Q5® High-Fidelity 2X Master Mix.

Tabelle 4: PCR-Ansatz

Komponente 25 pL Reaktion 50 pL Reaktion Finale Konzentration
Q5 High Fidelity 2X Master Mix 12,5 uL 25uL 1x

Forward Primer, 10 pM 1,25 pL 2,5 uL 0,5 uM

Reverse Primer, 10 uM 1,25 uL 2,5uL 0,5 uM
DNA-Template 1 uL 1 uL <1000 ng

MilliQ 25 -x uL 50 -x uL n.a.

PCR = Polymerase Kettenreaktion; n.a. = nicht anwendbar.

Tabelle 5: PCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit ZyKklen
Initiale Denaturierung 98°C 30 sec 1
Denaturierung 98°C 10 sec

Annealing 50 -72°C 30 sec 35
Elongation 72°C 30 sec - kbp!

Finale Elongation 72°C 2 min 1
Pause 4°C - 1

PCR = Polymerase Kettenreaktion; kbp = Kilobasenpaar.

2.2.3.5 Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde in dieser Arbeit dazu
verwendet, um die Kolonisierungseffizienz des jeweiligen H. pylori-Stamms an humanen
mukogenen Magenschleimhautepithelzellen zu bestimmen. Hierfiir wurden spezifische Primer
zur Detektion der 16S rRNA von H. pylori (Primerpaar P202/203) und der RNA des sauren
ribosomalen 60S-Proteins PO (RPLPO) der verwendeten Zelllinie (Primerpaar P204/205)
(Tabelle 19) verwendet. Fiir die Erstellung eines Ansatzes (Tabelle 6) wurde das Power SYBR™
Green RNA-to Ct' 1-Step Kit (Tabelle 24) verwendet. Die Verwendung dieses Kits ermdglicht
die Umschreibung der RNA in DNA und die nachfolgende Amplifikation der spezifischen
DNA-Produkte in einem Reaktionsansatz. Die Ansédtze wurden zusammen mit dem jeweiligen

Primerpaar P202/203 bzw. P204/205 in 96-Well PCR-Platten (Tabelle 24) auf Eis pipettiert und
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mit einer optischen adhdsiven Folie (Tabelle 24) verschlossen. Der RT-PCR-Lauf erfolgte nach
Herstellerangaben des Kits (Tabelle 7) im QuantStudio 3 (Tabelle 25). Der Nachweis der DNA-
Amplifikationsprodukte erfolgte mittels Fluoreszenz bei einer Extinktionswellenldnge von
498 nm und einer Emissionswellenldnge von 522 nm. Als Proben wurden verschiedene RNA-
Proben und als Kontrolle wurde MilliQ verwendet. Jede Probe wurde in drei technischen
Replikaten gemessen. Die Daten der gemessenen Fluoreszenzsignale wurden im Anschluss in
die Software Design & Analysis 2 (Tabelle 26) importiert, um den Cycle Treshold (Ct) fiir die
einzelnen Proben zu bestimmen. Die Bestimmung der Kolonisierungseftizienz erfolgte anhand

von Gleichung 3.

) _ o . Mittelwert Ct(RPLPO)
Gleichung 3: Kolonisierungseffizienz = Mittelwert Ci(16S rRNA)
Tabelle 6: RT-PCR-Ansatz
Komponente 20 pL Reaktion Finale Konzentration
Power SYBR™ Green RT-PCR Mix (2x) 10 uL 1x
Forward Primer, 100 nM 2 uL 100 nM
Reverse Primer, 100 nM 2 uL 100 nM
RT Enzym Mix (125x) 0,16 uL 1x
RNA-Template 1 uL (50 ng) 2,5ng - puLt
MilliQ 25-xuL n.a.
n.a. = nicht anwendbar.
Tabelle 7: RT-PCR-Programm
Schritt Temperatur Zeit Zyklus
Reverse Transkription 48°C 30 min 1
Aktivierung Polymerase 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 15 sec
Annealing & Elongation 60°C 1 min } 0
95°C 15 sec 1
Schmelzkurve 60°C 15 sec 1
95°C 15 sec 1

2.2.3.6 Restriktion von DNA
Um den Erfolg einer Klonierung nachzuweisen, wurde aufgereinigte Plasmid-DNA (2.2.3.1)

zuerst mit einem oder zwei Restriktionsenzymen (Tabelle 23) nach Herstellerangaben
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hydrolysiert (Tabelle 8). Die Inkubation des Ansatzes erfolgte fiir 15 min bei 37°C in einem
Thermoblock (Tabelle 25). Der Erfolg des Restriktionsverdaus wurde im Anschluss mittels
Agarose-Gelelektrophorese bestitigt (2.2.3.7).

Tabelle 8: Enzymatische Restriktion von DNA-Proben

Komponente Volumen (pL)

Pro Restriktionsenzym 1 uL (10 Units)
DNA x pL (300-1000 ng)
rCutSmart™ Buffer (10x) 5 uL (1x)
Gesamtvolumen 50 uL

2.2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die groBBenabhédngige Separation von DNA erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Hierzu
wurden die Proben mittels Gel Loading Dye (Tabelle 24) nach Herstellerangaben einfach
verdiinnt und auf ein 0,8 % oder 1,2 % Agarosegel mit Ethidiumbromid (Tabelle 21)
aufgetragen. Fiir die GroBenabschiatzung wurden 4 pL eines DNA-Léngenmarkers (Tabelle 24)
eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte im Mini-Sub Cell GT System (Tabelle 25) mit TBE-
Puffer (1x) (Tabelle 21) als Laufpuffer fiir 40 min bei 120 V unter Verwendung der
PowerPac™ Basic HC High-Current Power Supply (Tabelle 25) als Spannungsquelle. Die
DNA-Banden wurden anschlieBend im Agarosegel mittels UV-Licht fiir praparative Arbeiten
auf einem UV-Transilluminator (2.2.3.1) oder in der Gel Doc XR+ (Tabelle 25) zur
Uberpriifung von hydrolysierter Plasmid-DNA (2.2.3.6) visualisiert.

2.2.3.8 Klonierung

Die Klonierung von Plasmiden orientierte sich an den Herstellerangaben des NEBuilder® HiFi
DNA Assembly Master Mix (Tabelle 24). Fiir eine Assemblierung von DNA-Fragmenten
wurden Primer mit 15-30 bp komplementiren Uberhiingen (Tabelle 19) synthetisiert und in
einer PCR eingesetzt (2.2.3.4). Fiir die Assemblierung wurden die bendtigten DNA-
Konzentrationen mittels NEBioCalculator® (Tabelle 26) berechnet und ein Klonierungsansatz
in einem PCR- Reaktionsgefdl mit 50 ng Vektor-DNA und der berechneten Masse des Inserts
erstellt (Tabelle 9). Es folgte eine Inkubation fiir 60 min bei 50°C im FlexCycler? und eine

anschliefende Probenlagerung bei 4°C bis zur weiteren Verwendung.
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Tabelle 9: Ansatz fiir eine Klonierung mittels NEBuilder® HiFi DNA Assembly

Ansatz fiir Assemblierung 2-3 Fragmente 4-6 Fragmente
DNA-Stoffmengenverhéltnis 1:2 (Vektor:Insert) 1:1 (Vektor:Insert)
Stoffmenge DNA gesamt 0,03-0,2 pmol (x uL) 0,2 pmol-0,5 pmol (x pL)
NEBuilder® HiFi DNA Assembly 5ul 5uLl

Master Mix

MilliQ 5-xpuL 5-xpuL

Gesamtvolumen 10 uL 10 uL

2.2.3.9 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Proben wurde nach Herstellerangaben des Mix2Seq Kits (Tabelle
24) mit entsprechenden Primern (Tabelle 19) durchgefiihrt und erfolgte durch die Firma
Eurofins Genomics Europe Shared Services GmbH (Ebersberg, DE).

2.2.3.10 Hitzeschock-Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli DH5a (NEB GmbH, Frankfurt am Main, DE) (Tabelle 1) mit
Plasmid-DNA erfolgte nach Herstellerangaben. Ein Aliquot mit einem Volumen von 50 pL
wurde flir 10 min auf Eis aufgetaut. 100 ng Plasmid-DNA (Tabelle 3) oder 5 puL eines
Klonierungsansatzes wurden zu den Zellen pipettiert und fiir 30 min auf Eis gelagert. Im
Anschluss wurden die Zellen in einen vorgeheizten Thermoblock tiberfiihrt und fiir 30 sec bei
42°C inkubiert. Der Ansatz wurde darauthin fiir 5 min auf Eis gestellt. Anschlieend erfolgte
eine Zugabe von 950 uL Super Optimal Broth With Catabolite Repression (SOC)-Medium
(Tabelle 23) sowie ein weiterer Inkubationsschritt bei 160 rpm fiir 1 h bei 37°C auf dem VKS
75 A Control Vielkolbenschiittler (Tabelle 25) in einem Thermokonstantraum. Final wurden
50 uL des Transformationsansatzes auf einer vorgewiarmten LB-Agarplatte (Tabelle 20) mit
entsprechendem  Antibiotikum ausplattiert und die Platte #.N. bei 37°C im

Thermokonstantraum inkubiert.

2.2.3.11 Transformation und Genom-Editierung von H. pylori

Die Deletion von Genen aus dem Genom von H. pylori erfolgte in dieser Arbeit iiber die
homologe Rekombination. Hierfiir wurden zuerst Bakterienzellen mit PCR- oder Plasmid-DNA
transformiert, die zwei ca. 1 kbp grofle homologe DNA-Sequenzen flankierend zum Ziellocus

im Genom von H. pylori besitzen. Uber die homologe Rekombination zwischen Sequenzen des
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Plasmids und des Genoms wird der Ziellocus deletiert. Entsprechende Knockout-Stimme
konnen nachfolgend mittels Antibiotika-Selektion isoliert werden (Abbildung 1).

Als Grundlage fiir die chromosomalen Modifikationen diente die Genomkarte von H. pylori
ATCC 43504 (Stand 02.08.2021), welches durch die Firma American Type Culture Collection
(Manassas, US) zur Verfligung gestellt wurde. Die Durchfiihrung der Transformation von
H. pylori DSM 21031 mit DNA-Produkten iiber die natiirliche Kompetenz orientierte sich an
der Methode von Debowski et al. [117]. Aus einem Glycerol-Stock wurde etwas Zellmaterial
mit einer Impfose in Form eines Kreises (1 cm @) auf eine vorgewéarmte HP-Agarplatte zentral
aufgebracht. Die Platte wurde anschlieend bei 37°C fiir drei Tage mikroaerophil inkubiert
(2.2.1.2). Der dichte Bakterienrasen wurde mittels Impfose vollstindig abgenommen und auf
eine weitere vorgewarmte HP-Agarplatte iiberfiihrt, kreisformig aufgetragen und bei 37°C fiir
24 h mikroaerophil inkubiert. Am Folgetag wurde der gesamte Bakterienrasen erneut auf eine
vorgewidrmte HP-Agarplatte {iberfiihrt und bei 37°C fiir 5 h mikroaerophil inkubiert. Ein pg
Plasmid-DNA (Tabelle 3) wurde auf den Zellrasen pipettiert und mittels Impfose verteilt.
Nachfolgend wurde die Platte bei 37°C fiir 24 h mikroaerophil inkubiert. Fiir die Selektion
wurde am darauffolgenden Tag eine Hélfte des Bakterienrasens mittels Impfose auf eine
vorgewiarmte HP-Agarplatte mit Chloramphenicol in Form eines Verdiinnungsausstriches
iibertragen und die andere Hélfte wurde auf eine weitere HP-Agarplatte mit Chloramphenicol
so ausgestrichen, dass die gesamte Agarplatte mit Bakterien benetzt wurde. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C fiir 7-10 d unter mikroaerophilen Bedingungen. Fiir eine anschliefende
Gegenselektion wurden 4-10 Klone mittels Verdiinnungsausstrich auf eine vorgewédrmte HP-
Agarplatte mit Streptomycin {iberfiihrt. Es folgte ein weiterer mikroaerophiler
Inkubationsschritt bei 37°C fiir 7-10 d. Um einzelne Klone zu vermehren, wurde auf eine
vorgewidrmte HP-Agarplatte 10 pL. HP-Medium pipettiert und einzelne Klone mittels Impfose
in das Medium iibertragen. Die Ansétze wurden bei 37°C fiir zwei bis drei Tage mikroaerophil
inkubiert. Das Zellmaterial eines jeweiligen Klons wurde mit einem Wattestdbchen in HP-

Einfriermedium suspendiert und der Glycerol-Stock wurde bei -80°C eingefroren.

2.2.3.12 Isolierung von Gesamtzellproteinen

Entsprechende H. pylori-Stimme (Tabelle 1) wurden auf einer HP-Agarplatte ausgestrichen
und fiir vier Tage mikroaerophil im Exsikkator inkubiert (2.2.1.2). Ausgehend von der dicht
bewachsenen Platte wurden die Zellen mittels Impfose auf eine neue HP-Agarplatte passagiert
und fiir zwei weitere Tage unter den gleichen Konditionen inkubiert. Fiir die Erstellung von

H. pylori Zellextrakten wurden die Zellen von einer Agarplatte mittels Wattestabchen geerntet
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und in 1 mL DPBS suspendiert, sodass eine ODgoo = 6,0 vorlag. Der Ansatz wurde nachfolgend
bei 3500 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 200 pL Lysis-
Puffer (Tabelle 21) suspendiert, fiir 10 min auf Eis gelagert und bei 15.000 x g bei 4°C fiir
10 min zentrifugiert. Anschlieend erfolgte die Quantifizierung der
Gesamtzellproteinkonzentration nach Bradford anhand einer Bovine Serum Albumin (BSA)
Standardgeraden nach Herstellerangaben des ROTI®Quant 5x Konzentrates (Tabelle 23). Fiir
die BSA-Standardgerade wurden die Pierce™ Rinderserumalbumin-Standards (Tabelle 24)

verwendet. Die Zellextrakte wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.3.13 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Separation von Proteinen nach ihrer Masse erfolgte mittels Sodium Dodecylsulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). Die Proben wurden unter reduzierenden
Bedingungen gemdl3 Tabelle 10 vorbereitet und bei 70°C fiir 10 min in einem Thermoblock
denaturiert. 15 pL der jeweiligen Probe, die jeweils 15 pg des Zellextraktes enthielten, und
5 uL des PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10—180 kDa) (Tabelle 24) als Gro3enmarker
wurden anschlieend in einem NuPAGE™ Bis-Tris 412 % Gradientengel (Tabelle 24) bei 200
V fiir 40 min separiert. Als Laufpuffer wurde der NuPAGE™ MES SDS-Laufpuffer (20x)
(Tabelle 24) in MilliQ 1:20 verdiinnt eingesetzt. Die Trennung erfolgte im XCell4 SureLock
Midi-Cell Elektrophoresis System (Tabelle 25) mit dem PowerPac™ Basic HC High-Current
Power Supply (Tabelle 25) als Spannungsquelle.

Tabelle 10: Probenvorbereitung fiir SDS-PAGE

Komponente Volumen (uL)
Zellextrakt (1,54 ug - mL") 26
NuPAGE™ LDS-Probenpuffer (4x) 10
NuPAGE™ Probenreduktionsmittel (10x) 4

2.2.3.14 Western-Blot

Nach erfolgter SDS-PAGE wurde das Gel fiir einen Western-Blot eingesetzt. Hierzu wurde eine
0,2 um Nitrocellulose Membran (Tabelle 24) fiir 5 min in 4°C temperiertem Transfer-Puffer
(Tabelle 21) dquilibriert. AnschlieBend wurde das SDS-Gel auf die Membran aufgelegt und
beidseitig mit jeweils einem Whatman™ Grade 3MM Chr Chromatographiepapier (Tabelle 24)
und zwei Schwidmmen eingespannt, welche zuvor in Transfer-Puffer benetzt wurden. Der

Blotting-Prozess erfolgte mit Transfer-Puffer (4°C) bei 100 V fiir 60 min in einem Blotting
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Modul (Tabelle 25) und dem PowerPac™ Basic HC High-Current Power Supply (Tabelle 25)
als Spannungsquelle. Die Membran wurde anschlieBend fiir 1 h bei RT in Blockierungslosung
(Tabelle 21) auf einem Wippschiittler (Tabelle 25) bei 15 rpm inkubiert. Die Membran wurde
drei Mal fiir 5 min in PBS-T Puffer (Tabelle 21) bei 15 rpm gewaschen. Nachfolgend wurden
die zwei Primidrantikorper CagA3 (1:2500) und HtrA (1:10.000) (Tabelle 23) in 10 mL
Blockierungslosung (Tabelle 21) pipettiert und die Membran mit der Losung wie oben
beschrieben ii.N. bei 4°C inkubiert. Die Primérantikdrper wurden freundlicherweise durch Prof.
Dr. Silja Wessler (Paris Londron Universitdt Salzburg, Salzburg, AT) zur Verfiigung gestellt.
Erneut wurde die Membran wie bereits beschrieben gewaschen. AnschlieBend wurde der
Sekundirantikorper Goat Anti-Rabbit gekoppelt mit einer alkalischen Phosphatase (Tabelle 23)
(1:5000) in 10 mL Blockierungslosung verdiinnt und die Losung wurde zur Membran gegeben.
Der Ansatz wurde fiir 1,5 h bei RT bei 15 rpm inkubiert. Die Membran wurde erneut
gewaschen, fiir 5 min in AP-Puffer (Tabelle 21) dquilibriert und der Puffer anschlieend
verworfen. Final wurde das Substrat Nitroblautetrazolium (NBT) und 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolylphosphat (BCIP) (Tabelle 21) 1:100 in 10 mL AP-Puffer verdinnt und die
Substratlosung auf die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte unter Lichtausschluss, bis
deutliche Banden sichtbar wurden. Danach wurde der Puffer verworfen und die Membran drei
Mal in 100 mL MilliQ gewaschen. Final wurde der Blot im ChemStudio PLUS (Tabelle 25)
fotografiert.

2.2.3.15 Zytokin-Quantifizierung

Die Quantifizierung der Zytokine IL-1f, IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-a aus Zellkulturmedium
erfolgte mittels Human Luminex® Discovery Assay (Tabelle 24) nach Herstellerangaben durch
Christian Fehring (Uniklinikum Essen, Essen, DE). Die entsprechenden Rohdaten wurden
freundlicherweise durch Professor Dr. Astrid M. Westendorf (Uniklinikum Essen) im Rahmen

des Kooperationsprojektes HeliTec zur Verfiigung gestellt.

2.2.3.16 SPR-Spektroskopie

Die Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR-Spektroskopie) ist eine Methode zur
Charakterisierung von molekularen Interaktionen. Hierbei wird ein Bindungspartner auf einer
Goldoberfldche immobilisiert und der Analyt iiber diese Messzelle gestromt. Gleichzeitig wird
von der anderen Seite der Metalloberfliche Licht eingestrahlt, wobei im Falle der

Totalreflektion ein Teil der Lichtenergie als Oberflachenplasmon in die Oberfldche eindringt.
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Der Energietransfer ist proportional zum Brechungsindex der Oberfldche, welcher durch deren
Schichtdicke und Dichte beeinflusst wird. Interagiert ein Analyt mit dem immobilisierten
Bindungspartner, so dndert sich auf Grund der Akkumulation von zusitzlichen Molekiilen an
der funktionalisierten Oberfliche der Brechungsindex des eingestrahlten Lichtes und damit
auch der Reflexionswinkel proportional zur Masse der gebundenen Molekiile. Uber die
Messung der Anderung im Reflexionswinkel kann so in Echtzeit die Masseninderung durch
Bindungsereignisse in einem Sensogramm dargestellt werden. Dabei wird das
Oberflachenplasmonenresonanzsignal, ausgedriickt in Response Units (RU), gegen die Zeit
aufgetragen.

In dieser Arbeit wurde die Methode dazu verwendet, um einen qualitativen Nachweis des
VacA-Proteins aus H. pylori Kulturiiberstinden durchzufiihren. Hierfiir wurde ein CMS5 Chip
(Tabelle 24) verwendet, der auf seiner Goldoberfldche eine carboxymethylierte Dextranmatrix
aufweist. Die Chip-Oberfliche wurde nach Herstellerangaben mit einem Rabbit Anti Mouse-
Reagenz (Capture Antibody) kovalent funktionalisiert. Hierfiir kamen das Amine Coupling Kit
und das Mouse Antibody Capture Kit (Tabelle 24) zum Einsatz. Fiir die Messung wurde ein
monoklonaler Maus IgG; VacA Antikorper (Tabelle 23) (Detection Antibody) auf eine finale
Konzentration von 1 pg - mL' in HBS-EP Puffer (Tabelle 21) verdiinnt. Als Proben wurde
jeweils 1 mL der filtrierten jeweiligen H. pylori-Flissigkultur verwendet (2.2.1.3). Diese
Proben wurden fiir die SPR-Messung 1:2 in HPS-EP Puffer verdiinnt. Die SPR-Messung
erfolgte mit einem Biacore™ T200 Instrument (Tabelle 25) bei einer Flussrate von
30 uL - min" ! bei 25°C mit HBS-EP als Laufpuffer, wobei die Immobilisierung des Detection
Antibody an der Chip-Oberfliche in einem Signal von 185,0 RU resultierte. Als Kontrolle
wurde die jeweilige Probe iiber eine Referenzoberfldche ohne Detection Antibody injiziert, um
mogliche Wechselwirkungen des Analyten mit dem Capture Antibody festzustellen. Zwischen
einzelnen Messzyklen fiir die untersuchten Proben wurden jeweils zwei Regenerationsschritte
durchgefiihrt, um eine ausreichende Baseline Recovery von ca. = 5 % zu erreichen. Der
Prozessablauf ist in Tabelle 11 dargestellt. Die Durchfiihrung der SPR-Analytik erfolgte durch
Holger Spiegel (Fraunhofer IME).
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Tabelle 11: Prozessschritte SPR-Analyse

Schritt bzw. Injektion Injektionszeit (sec) Anzahl Beschreibung

Regenerationslosung 45 1 Entfernung von Riickstinden

Detection Antibody 180 1 Bindung mAB VacA an Capture Antibody
Probe (H. pylori WT) 180 1 Bindung Analyt an Detection Antibody
Regenerationslosung 45 2 Entfernung Analyt und Detection Antibody
Detection Antibody 180 | Bindung mAB VacA an Capture Antibody
Probe (H. pylori HP3) 180 1 Bindung Analyt an Detection Antibody
Regenerationsldsung 45 2 Entfernung Analyt und Detection Antibody
Probe (H. pylori WT) 180 1 Interaktion Analyt mit Referenzoberfléche
Regenerationslosung 45 2 Entfernung Analyt

Probe (H. pylori HP3) 180 1 Interaktion Analyt mit Referenzoberfliche
Regenerationslosung 45 2 Entfernung Analyt

Ein CM5-Chip wurde mit einem Rabbit Anti Mouse-Antikorper (Capture Antibody) funktionalisiert, um nachfolgend einen VacA-spezifischen
monoklonalen Antikérper (mAB) zu binden. Dieser Antikorper wurde als Detection Antibody zum Nachweis des VacA-Proteins aus den
Kulturiiberstanden von H. pylori Wildtyp (WT) und H. pylori HP3 (AvacA) verwendet. Als Kontrolle wurde die jeweilige Probe auf eine

Referenzoberfldche ohne Detection Antibody injiziert.

2.2.4 Extraktions- und Chromatographie-Methoden

2.2.4.1 Extraktion von Al-1 aus Kulturiiberstinden

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob H. pylori neben Al-2 auch Al-1 bildet.
Hierfiir wurde ein Protokoll angewendet, mit dem sich eventuell vorhandene AI-1 direkt aus
dem filtrierten bakteriellen Kulturiiberstand extrahieren lassen. Als Positivkontrolle wurde ein
Y. enterocolitica-Stamm verwendet, da dieser Stamm die Al-1-Molekiile N-(B-Ketocaproyl)-L-
Homoserinlacton und N-Hexanoyl-L-Homoserinlacton bildet [119].

Fiir den Nachweis dieser Al-1 wurde Y. enterocolitica DSM 11503 (Tabelle 1) in Fliissigkultur
angezogen. Hierfir wurde in einem 100 mL Schiittelkolben mit Schikane 100 pL eines
Glycerol-Stocks in 10 mL TSB-Medium (Tabelle 20) {iberfiihrt und der Ansatz aerob bei 28°C
und 160 rpm fiir 24 h inkubiert. Neben der Y. enterocolitica-Kultur wurde eine weitere
Schiittelkolbenkultur von H. pylori DSM 21031 angesetzt (2.2.1.3), wobei das verwendete HP-
Medium 2 (Tabelle 20) im Schiittelkolben mit H. pylori-Zellen inokuliert wurde, sodass eine
initiale ODgoo = 0,05 vorlag. Die Kultivierung erfolgte fiir 24 h unter mikroaerophilen
Konditionen (2.2.1.3). Die Kulturiiberstinde wurden anschlieend in beiden Féllen fiir 15 min
bei 8000 x g zentrifugiert und die Uberstande mittels 0,2 um Filter filtriert.

Mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion sollten vorhandene AI-1 aus den Kulturiiberstinden
extrahiert werden. Hierfiir wurden 1,2 mL Probe mit 400 pL AI-1 Extraktionslosung (Tabelle

21) fiir 1 min auf einem Vortexer gemischt. Die Ansdtze wurden anschlieend fiir 1 min bei
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11.000 x g zentrifugiert. Die obere organische Phase wurde gesammelt und aus der wissrigen
Phase wurde wie oben beschrieben erneut extrahiert. Der Extraktionsprozess wurde insgesamt
fiinf Mal wiederholt. Das gesammelte Losungsmittel der jeweiligen Probe wurde anschlieBend
mittels dem Vakuumkonzentrator (Tabelle 25) fiir bis zu 2 h zentrifugiert, bis keine
Losungsmittelriickstinde mehr vorhanden waren. Die Riickstinde wurden anschliefend in
200 pL Acetonitril gelost, in eine Kurzgewindeflasche iiberfiihrt und mit einem entsprechenden
Deckel (Tabelle 24) verschraubt. Die Proben wurden unmittelbar fiir eine Messung mittels
Fliissigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektroskopie-Kopplung (LC-MS/MS)
eingesetzt (2.2.4.4).

2.2.4.2 Extraktion und Derivatisierung von Al-2 aus Kulturiiberstinden

Das Enzym LuxS katalysiert in H. pylori die Synthese des bakteriellen Botenstoffs AI-2 [78].
In dieser Arbeit sollte ein Knockout-Stamm entwickelt werden, welcher nicht mehr in der Lage
ist, das Enzym zu exprimieren und folglich eine signifikante Reduktion der Al-2-Konzentration
im Kulturiiberstand aufweist. Zur quantitativen AI-2 Bestimmung sollten ausgehend von
Fliissigkultur-Uberstinden des Wildtyp- und Knockout-Stamms Extraktionen durchgefiihrt
werden.

Der Nachweis von Al-2 erfolgt indirekt iiber die Molekiilvorstufe DPD. Die Derivatisierung
wurde mittels o-Phenylendiamin (OPD) durchgefiihrt, wobei die Ketogruppen des DPDs mit
den Aminofunktionalititen des OPDs ein Chinoxalin-Derivat ausbilden und das stabile
Molekiil 1-(3-Methyl-2-chinoxalinyl)-1,2-ethandiol (MQED) mit einem Molekulargewicht von
204,23 g - mol™! entsteht (Abbildung 4). Dieses lisst sich mittels LC-MS/MS detektieren.

Zu Beginn wurden die Stimme H. pylori DSM 21031 und HP2 fiir 24h in
Schiittelkolbenkulturen kultiviert (2.2.1.3). Pro Stamm wurden jeweils drei Kulturen erstellt.
Die Kultivierung erfolgte an drei unabhingigen Tagen, sodass pro Stamm final neun Kulturen
vorlagen. Ausgehend von dem jeweiligen Kolben wurden 2 mL der Kultur am jeweiligen Tag
bei 11.000 x g zentrifugiert und der Uberstand 0,2 um filtriert. Die Uberstinde wurden bis zum
Tag der Messung bei -80°C gelagert und am Tag der Messung auf Eis aufgetaut. Fiir die
indirekte Quantifizierung von AI-2 wurde eine Kalibriergerade erstellt. Hierfiir wurden aus
einer 100 uM DPD-Stammlosung (Tabelle 21) acht Kalibrierlosungen mit Konzentrationen
zwischen 0,5 und 100 uM in PBS (1x) (Tabelle 21) hergestellt und mit einer 100 mM OPD-
Stammlosung (Tabelle 21) derivatisiert. Als Proben wurden 0,2 pum filtrierte Kulturiiberstinde
von H. pylori DSM 21031 und HP2 verwendet sowie PBS (1x) und 0,2 pm filtriertes HP-

Medium als Negativkontrollen. Zusétzlich wurde in einen Kulturiiberstand von H. pylori HP2
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zur Kontrolle DPD mit einer finalen Konzentration von 10 uM formuliert (Positivkontrolle).
Weiterhin wurde in einen Kulturiiberstand von H. pylori DSM 21031 final 10 uM DPD
formuliert. 50 pL der verdiinnten Standards, Kulturiiberstinde und der Positivkontrollen
wurden mit jeweils 50 pL. OPD-Stammldsung gemischt. Die Derivatisierungsreaktion erfolgte
fiir 1 h bei RT unter Lichtausschluss. Die Ansétze wurden fiir 10 sec auf dem Vortexer gemischt
und fiir 1 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die Reaktion erfolgte fiir die Kulturproben in
Dreifach-, fiir die Standards in Zweifach- und fiir die Positivkontrollen in Einfachbestimmung.
Die Extraktion der derivatisierten Al erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurden fiir jede zu
untersuchende Probe in je einem 5 mL Reaktionsgefd3 322 mg Natriumacetat Trihydrat und
800 mg wasserfreies Magnesiumsulfat eingewogen und in 1 mL MilliQ gelost. Nach erfolgter
Derivatisierungsreaktion wurden die jeweiligen 100 pL. Ansdtze mit 900 pL. MilliQ verdiinnt
und mittels Vortexer gemischt. Danach wurden die Proben in die vorbereiteten 5 mL
Reaktionsgefdfe tiberfiihrt und die Ansétze auf Stufe 10 des Vortexers fiir 15 sec gemischt. Mit
einer Multipipette wurden zu jedem Ansatz 2 mL Acetonitril + 1 % Ameisensdure gegeben und
fiir I min auf einem Vortexer bei Stufe 10 gemischt. Nachfolgend wurden die Proben fiir 5 min
bei 3.000 x g zentrifugiert. Jeweils 1 mL der oberen organischen Phase wurde in ein DisQuE™
Reaktionsgefa3 (Tabelle 24) tiberfiihrt und fiir 30 sec auf einem Vortexer gemischt. Danach
wurden die Extrakte fiir 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels 1 mL
Spritze und einer Kaniile abgenommen, mit einem 0,2 um Filter filtriert und in eine 1,5 mL

Kurzgewindeflasche mit Deckel iiberfiihrt. Die Proben wurden bis zur Messung bei -20°C

gelagert.
OH 8] OH
Q\/\ -
HO o N OH
1k, 60°C
I ' jij ETTN B
N
4.5-Dihydroxy-2,3-pentadion (DPD) o-Phenylendiamin (OPD) 1-(3-Methyl-2- quinoxalinyl)-1,2-ethandiol
Detektion bei 313 nm
132,11 g - mol! 108,14 g - mol! 204,23 g - mol!

Abbildung 4: Derivatisierung von DPD zu MQED

4,5-Dihydroxy-2,3-pentandion (DPD) wird zusammen mit o-Phenylendiamin (OPD) inkubiert. Unter Abspaltung
von zwei Wassermolekiilen bilden sich zwischen den Aminogruppen des OPDs und den Keton-Gruppen des DPDs
ein stabiles Chinoxalin-Derivat aus, welches bei 313 nm detektiert werden kann. Abbildung angepasst: Alexander
Croon, Fraunhofer IME.
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2.2.4.3 Extraktion von AI-3 aus Kulturiiberstinden

Neben Al-1 ist die Bildung von AI-3 durch H. pylori ebenfalls nicht in der Literatur
beschrieben. Entsprechend sollte im Rahmen dieser Arbeit iiberpriift werden, ob H. pylori
neben Al-2 auch andere AI-Typen bildet, damit perspektivisch auf alternative Al-regulierbare
Expressionssysteme zuriickgegriffen werden kann. Die Extraktion eventuell vorhandener Al-3
erfolgte direkt aus dem filtrierten bakteriellen Kulturiiberstand. Als Positivkontrolle wurden
verfligbare Standards in H. pylori-Kulturmedium formuliert. Fiir eine Fliissigkultur wurden
25 mL HP-Medium in einem 100 mL Schiittelkolben mit H. pylori DSM 21031 inokuliert,
sodass sich eine initiale ODgoo = 0,05 ergab. Die Kultur wurde fiir 24 h wie unter 2.2.1.4
beschrieben inkubiert. Der Kulturiiberstand wurde nachfolgend fiir 30 min bei 4500 x g
zentrifugiert und die Uberstinde mittels 0,2 pum Filter filtriert. Fiir die Referenzmessungen
standen sechs AI-3-Standards mit bekannter Konzentration von 100 ng - pL™!' sowie zwei Al-
3-Standards (Tabelle 22), 1:10 in Methanol verdiinnt, mit unbekannter Konzentration zur
Verfligung. Alle Standards wurden freundlicherweise durch Prof. Crawford (Yale University,
Westhafen, US) zur Verfiigung gestellt. Fiir eine Positivkontrolle wurde ein AI-3-
Standardmischung bestehend aus acht AI-3-Molekiilen (Tabelle 22) erstellt. Hierfiir wurden
50 uL der jeweiligen Standards mit 100 pL Methanol gemischt. Die Standards mit bekannter
Konzentration lagen final mit einer Konzentration von 10 ng - pL™! und die Standards mit
unbekannter Konzentration 1:100 verdiinnt vor. Jeweils 20 puL dieser Al-3-Standardmischung
wurde nachfolgend verwendet und in 5 mL HP-Medium formuliert (Positivkontrolle).

Die Isolierung von AI-3 aus dem Kulturiiberstand erfolgte mittels Festphasenextraktion.
Hierfiir wurde eine BAKERBOND spe™ C18 SPE-Séule (Tabelle 24) mit 3 mL Methanol und
anschliefend 3 mL Wasser konditioniert. Nachfolgend wurden 5 mL des Kulturiiberstandes,
Kulturmediums (Negativkontrolle) oder der Positivkontrolle auf die Séule geladen.
AnschlieBend wurden die Sdulen mit 3 mL 5 % Methanol (Tabelle 21) gewaschen und final
drei Mal mit 2 mL Acetonitril in ein 5 mL Reaktionsgefdl3 eluiert. Das Beladen der Sdule mit
den jeweiligen Proben erfolgte ohne Vakuum im Gravitationsfluss. Alle anderen
Beladungsschritte erfolgten mit Vakuum unter Verwendung einer Wasserstrahlpumpe. Das
triibe Eluat wurde fiir 10 min bei 3000 x g zentrifugiert, mittels 0,2 pm Spritzenfilter
ROTILABO® Polyvinylidenfluorid (Tabelle 24) filtriert und das danach klare Filtrat mittels
Vakuumkonzentrator (Tabelle 25) eingedampft. Final wurden die Proben in 200 pL geldst,
mittels 0,2 um Sartorius® Claristep Filter (Tabelle 24) filtriert und in eine Kurzgewindeflasche
mit Deckel iiberfiihrt. Die Proben wurden bis zur Messung am gleichen Tag bei -20°C gelagert.
Die Durchfiihrung der Extraktion erfolgte durch Alexander Croon (Fraunhofer IME).
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2.2.4.4 Qualitativer Nachweis von AlI-1 mittels LC-MS/MS

N-Acyl-L-Homserinlactone sind kleine diffusionsfdhige Signalmolekiile Gram-negativer
Bakterien, die aus einem charakteristischen flinfgliedrigen Lactonring und einer variablen
linearen Acylgruppe bestehen. Aufgrund des charakteristischen Lactonrings wurde eine
Untargeted Metabolomics Methode verwendet, welche diesen charakteristischen Lactonring als
Produktion filtert.

Fir die  Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie =~ (UHPLC)  wurde  eine
Gerdtekombination aus dem Ultimate™ 3000 HPLC, Ultimate™ 3000 Mehrfachwellenlédngen-
Detektor, Ultimate™ 3000 Séaulenthermostat TCC-3000, Ultimate™ LPG-3400 RS
Quarternére Schnelltrennungspumpe und Ultimate™ WPS-3000 TBFC MTP Autosampler mit
Fraktionssammler (Tabelle 25) gewidhlt. Die Durchfiihrung der LC-MS/MS-Analytik erfolgte

unter folgenden Konditionen und dem in Tabelle 12 dargestellten Trennverfahren.

UHPLC:

e  Autosamplertemperatur: 10°C

e Injektionsvolumen: 10 pL

e Injektionsart: pL Pickup (Tansportsolvens: Mobile Phase A1)

e  Siule: Ascentis® Express C18, 2,7um, 150 x 2,1 mm, 90 A

e  Séulentemperatur: 30°C

e Flussrate: 0,2 mL - min’!

e  Mobile Phase Al: 5 % (v/v) Methanol + 0,1 % (v/v) Ameisensédure
e  Mobile Phase B1: 95 % (v/v) Methanol + 0,1 % (v/v) Ameisenséure

Tabelle 12: Trennverfahren der AI-1 mittels UHPLC

Zeit (min) Mobile Phase B1 (%) Prozessschritt
-3-0 0 Aquilibrierung
0-3 0 Isokratisch
3-18 0-100 Gradient

18-21 100 Isokratisch
21-22 100-0 Gradient
22-25 0 Isokratisch

Die Analyten wurden nachfolgend mittels MS/MS mit einem Triple-Quadrupol
Massenspektrometer (QqQ) analysiert. Hierzu wurde der Ausgang der UHPLC mit der

Electrospray lonisationsquelle (ESI-Quelle) des QqQ verbunden und nachfolgend wurden die
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Molekiile in der ESI-Quelle ionisiert. Fiir die MS/MS Messung wurde das TSQ Quantum Ultra
(Tabelle 25) eingesetzt.

ESI-QgQ Methode:

Modus: Parent lon Scan

Positive lonization Mode

Spray Voltage: 5000 V

Sheath Gas Pressure: 40 Arbitrary Units (AU)
Ion Sweep Gas: 0 AU

Auxiliary Gas Pressure: 45 AU
Transferkapillartemperatur: 350°C
Product Ion: m/z 102,1
Kollisionsenergie: 10 V

Scan Range m/z 100—1500

Scan Time: 2 s

Mass spectrometry Detection window: 3—24 min

Die Durchfiihrung der LC-MS/MS-Analytik erfolgte durch Alexander Croon (Fraunhofer

IME).

2.2.4.5 Quantifizierung von AI-2 mittels LC-MS/MS
Der indirekte Nachweis von AI-2 iiber das derivatisierte DPD-Molekiill MQED erfolgte mittels

LC-MS/MS unter den nachfolgenden Konditionen und dem in Tabelle 13 dargestellten

Trennverfahren. Fiir die Durchfiihrung der LC-MS/MS wurde die Gerdtekombination gewéhlt,

welche bereits unter 2.2.4.4 beschrieben wurde.

UHPLC:

Autosamplertemperatur: 10°C

Injektionsvolumen: 10 uLL

Injektionsart: Partial Injection

Sdule: Ascentis® Express C18, 2,7um, 150 x 2,1 mm, 90 A
Saulentemperatur: 30°C

Flussrate: 0,3 mL - min’!

Mobile Phase A2: 5 % (v/v) Acetonitril + 0,1 % (v/v) Ameisensiure
Mobile Phase B2: 95 % (v/v) Acetonitril + 0,1 % (v/v) Ameisenséure
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Tabelle 13: Trennverfahren des derivatisierten DPD mittels UHPLC

Zeit (min) Mobile Phase B (%) Prozessschritt
-2-0 0 Aquilibrierung
0-3 0 Isokratisch
3-13 0-100 Gradient
13-15 100 Isokratisch
15-15,5 100-0 Gradient
15,5-18 0 Isokratisch

Die Analyten wurden mittels UV-Detektor bei einer Wellenlédnge von 220 nm, 260 nm, 280 nm,
313 nm detektiert, wobei letztere Wellenlédnge fiir die Detektion des derivatisierten DPDs
verwendet wurde. Nachfolgend wurden die Analyten mittels MS/MS mit einem QqQ analysiert.
Hierzu wurde der Ausgang der UHPLC mit der ESI-Quelle des QqQ verbunden und
nachfolgend wurden die Molekiile in der ESI-Quelle ionisiert. AnschlieBend wurden im ersten
Quadrupol alle Ionen mit dem m/z des Parent lon gefiltert. Nachfolgend kollidierten diese im
zweiten Quadrupol mit Argon-Atomen, sodass charakteristische Produktionen entstanden
(Tabelle 14), welche im Dritten Quadrupol gefiltert wurden und nachfolgend auf den Detektor
trafen. Die ESI-QqQ-Methode wurde unter den nachfolgenden Konditionen durchgefiihrt. Die
Durchfiihrung der LC-MS/MS-Analytik erfolgte durch Alexander Croon (Fraunhofer IME).
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ESI-QgqQ-Methode:

e Modus: Selected Reaction Monitoring
e Positive lonization Mode

o Spray Voltage: 5000 V

o Sheath Gas Pressure: 40 AU

e Jon Sweep Gas: 0 AU

o Auxiliary Gas Pressure: 45 AU

e Kapillartemperatur: 350°C

o Tube Lens: 83

e  Parent Ion: m/z 205,1

e Transferkapillartemperatur: 350°C

Tabelle 14: Produktmassen des DPD-Derivats

Produktmassen m/z

Kollisionsenergie (V)

77,0
144,3
158,3
159,1
187,2

44
23
24
18
12

2.2.4.6 Qualitativer Nachweis von AI-3 mittels LC-MS/MS

Der Nachweis von Pyrazinon-Metaboliten erfolgte mittels LC-MS/MS, wobei die

Gerdtekombination der LC-MS/MS aus Kapitel 2.2.4.4 verwendet wurde. Hierfiir wurden die

nachfolgenden UHPLC-Parameter und das in Tabelle 15 dargestellte Trennverfahren

verwendet.

UHPLC:

e Autosamplertemperatur: RT

Injektionsvolumen: 10 pL

e Injektionsart: pL Pickup (Tansportsolvens: Mobile Phase A1)

e Séule: Ascentis® Express C18, 2,7um, 150 x 2,1 mm, 90 A

e  Sdulentemperatur: 30°C

e Flussrate: 0,3 mL - min’!

e  Mobile Phase A2: 5 % (v/v) Acetonitril + 0,1 % (v/v) Ameisensédure
e  Mobile Phase B2: 95 % (v/v) Acetonitril + 0,1 % (v/v) Ameisenséure
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Tabelle 15: Trennverfahren der AI-3 mittels UHPLC

Zeit (min) Mobile Phase B2 (%) Prozessschritt
-2-0 0 Aquilibrierung
0-2 0 Isokratisch
2-18 0-100 Gradient
18-20 100 Isokratisch
20-21 100-0 Gradient
21-25 0 Isokratisch

Die Analyten wurden nachfolgend mittels MS/MS mit einem QqQ analysiert. Hierzu wurde der
Ausgang der UHPLC mit der ESI-Quelle des QqQ verbunden und nachfolgend wurden die
Molekiile in der ESI-Quelle ionisiert.

ESI-QgQ Methode:

e  Modus: Single Reaction Monitoring
e Positive lonization Mode

e Spray Voltage: 3000 V

e Sheath Gas Pressure: 35 AU

o Jon Sweep Gas: 0 AU

o Auxiliary Gas Pressure: 30 AU

e Kapillartemperatur: 350°C

e Mass Spectrometry Detection Window: 3—22 min

Fiir die jeweiligen AlI-3-Standards wurden zu Beginn durch Alexander Croon (Fraunhofer IME)
entsprechende Scan Events erstellt (Daten nicht gezeigt), welche die optimierten Einstellungen
zur Detektion eines jeweiligen Al-3-Standards beschreiben. Hierfiir wurde die
Referenzsubstanz (Tabelle 22) direkt in die ESI-Quelle injiziert und nachfolgend mittels
MS/MS mit einem QqQ analysiert. Die Durchfithrung der LC-MS/MS-Analytik erfolgte durch
Alexander Croon (Fraunhofer IME).

2.2.4.7 Enzymatische Hydrolyse der AMPs
Im menschlichen Magen liegt das Verdauungsenzym Pepsin vor, welches Proteine und Peptide
hydrolysiert. Aufgrund der Spezifitidt des Enzyms ist es sehr wahrscheinlich, dass auch die in

dieser Arbeit verwendeten AMPs sensitiv gegeniiber Pepsin sind, womit ein Verlust der

46



Material & Methoden

antimikrobiellen Aktivitit einhergehen wiirde. Die nachfolgende Methode zur Hydrolyse der
AMPs durch Pepsin orientierte sich an den Arbeiten von Wang et al. [120].

In der Reaktion wurden pro 1 pg AMP 10 U Pepsin eingesetzt. Hierfiir wurden 50 puL des
jeweiligen AMPs (Tabelle 2) verdiinnt in Reaktionslosung (1x) (Tabelle 21) mit 107 puL einer
Pepsin-Stammldsung (Tabelle 21) und 43 pL Reaktionslosung (5x) (Tabelle 21) gemischt.
Aufgrund der geringen Konzentration der kommerziellen Nisin A Stammldsung von
0,959 pg - uL! wurden hier 104,25 uL anstelle der sonst verwendeten 50 uL eingesetzt. Die
Ansitze wurden bei 37°C und 200 rpm auf dem Thermoschiittler MKR13 (Tabelle 25) fiir
60 min inkubiert (Tabelle 25). Die Inkubationszeit fiir die AMPs Buf IIIb und BAMP wurde
zusitzlich auf 24 h erweitert, da diese Peptide vollstindig bzw. bedingt resistent gegeniiber
Pepsin sind [121, 122]. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 70 pL einer 0,7 M
Natriumcarbonat-Losung (Tabelle 21) gestoppt. Fiir jedes AMP wurde ein Kontrollstandard
erstellt, bei dem das Volumen der Pepsin-Stammldsung durch Reaktionslosung (1x) ersetzt
wurde. Zudem wurde als Kontrolle Pepsin durch direkte Zugabe der Natriumcarbonat-Losung
inhibiert, bevor das jeweilige AMP zum Ansatz hinzugefiigt wurde. Nach erfolgter Inkubation
wurden 100 pL des jeweiligen Reaktionsansatzes in eine Kurzgewindeflasche mit Mikroeinsatz
(Tabelle 24) iiberfiihrt und mit einem entsprechenden Deckel verschlossen. Die Durchfithrung
der LC-MS-Analytik erfolgte unter Verwendung der Gerdtekombination, welche in 2.2.4.4
beschrieben wurde, und unter den nachfolgenden Konditionen und dem in Tabelle 16

dargestellten Trennverfahren.

UHPLC:

e Autosamplertemperatur: 10°C

e Injektionsvolumen: 10 pL oder 21 pL fiir Nisin A

o Injektionsart: pL Pickup (Transportsolvens: Mobile Phase A1)

e Séule: Ascentis® Express C18, 2,7um, 150 x 2,1 mm, 90 A

e  Siulentemperatur: 30°C

e  Flussrate: 0,2 mL - min™!

e  Mobile Phase Al: 5 % (v/v) Methanol + 0,1 % (v/v) Ameisenséure
e  Mobile Phase B1: 95 % (v/v) Methanol + 0,1 % (v/v) Ameisensdure
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Tabelle 16: Trennverfahren fiir Pepsin hydrolysierte AMPs mittels UHPLC

Zeit (min) Mobile Phase B1 (%) Prozessschritt
-3-0 0 Aquilibrierung
0-3 0 Isokratisch
3-30 0-100 Gradient
30-35 100 Isokratisch
3540 100-0 Gradient
40-45 0 Isokratisch

Die Analyten wurden mittels UV-Detektor bei einer Wellenldinge von 214 nm, 260 nm und

280 nm detektiert und im Full Scan-Modus nachfolgend mittels MS analysiert. Hierzu wurde
der Ausgang der UHPLC mit der ESI-Quelle des QqQ verbunden und nachfolgend wurden die
Molekiile in der ESI-Quelle ionisiert.

Modus: Full Scan m/z 20—1500

Positive lonization Mode

Spray Voltage: 3000 V

Sheath Gas Pressure: 35 AU

lon Sweep Gas: 0 AU

Auxiliary Gas Pressure: 30 AU

Kapillartemperatur: 350°C

Scan Time (s): 0,423

Q3 Peak Width FWHM: 0,7

MS Datenaufnahme: 3—42 min; Nach 3 min wurde das Ventil auf MS Detektion geschaltet und fiir die

letzten 3 min zuriickgeschaltet

Die Durchfithrung der LC-MS-Analytik erfolgte durch Alexander Croon (Fraunhofer IME).

2.2.5 Daten Evaluation und Visualisierung

Die Auswertung von Messdaten erfolgte mittels Excel (Tabelle 26) und die statistische

Evaluation sowie graphische Darstellung mit GraphPad Prism (Tabelle 26).
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung wirksamer AMPs

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche AMPs eine antimikrobielle Wirkung

gegeniiber H. pylori zeigen, um diese nachfolgend fiir den Trojaner-basierten Therapieansatz

verwenden zu konnen. Hierzu wurden zundchst auf Basis einer Literaturrecherche

Publikationen, Patente und die Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides

(Tabelle 26) nach H. pylori wirksamen AMPs durchsucht und 49 AMPs identifiziert. Die

Anzahl der in dieser Arbeit ndher zu betrachtenden AMPs wurde durch die nachfolgenden

Kriterien reduziert:

1. Die beschriebene minimale Hemmkonzentration (MHK) sollte moglichst < 16 pg - mL™!
sein.

2. Wenn moglich, sollten keine posttranslationalen Modifikationen fiir die Aktivitidt des
Peptids notwendig sein.

3. Falls moglich, sollten die AMPs nicht sensitiv gegeniiber Pepsin sein, da die enzymatische
Hydrolyse der AMPs die Aktivitét beeinflusst.

4. Falls unterschiedliche Derivate eines AMPs gegeniiber H. pylori getestet wurden, wird die

AMP-Sequenz ausgewihlt, welche am effizientesten ist.

Auf Basis dieser Kriterien ergaben sich fiir diese Arbeit elf ndher zu priifende AMPs (Tabelle
2), wobei eines der identifizierten AMPs, Nisin A, iiber mehrere posttranslationale
Modifikationen verfiigt (2.1.3). Neben diesen AMP-Kandidaten wurden zusitzlich zwei
weitere AMPs, Buf [IIb und BAMP, mitgefiihrt, deren Auswahl nicht den genannten Kriterien
unterlag. Diese AMPs sind vollstindig oder bedingt resistent gegeniiber dem im Magen
vorliegende Enzym Pepsin [121, 122]. Eine vorzeitige Degradierung durch eine enzymatische
Hydrolyse wiirde fiir spatere therapeutische Anwendungen im Magen die antimikrobielle
Aktivitéit beeinflussen. Da die Peptide Buf I1Ib und BAMP nach aktuellem Stand der Literatur
bisher noch nicht gegeniiber H. pylori getestet wurden, sollten im Rahmen dieser Arbeit

detaillierte Versuche zu ihrer Wirksamkeit gegen H. pylori erfolgen.

3.1.1 Wirksamkeitstests der AMPs gegeniiber H. pylori im BioLector-System

Der Wirksamkeitsnachweis der AMPs gegeniiber H. pylori erfolgte durch die Aufnhahme von
Wachstumskinetiken. Hierfiir wurden die Kulturen mit 10 uM pro Peptid versetzt und unter
mikroaerophilen Bedingungen bei 37°C fiir 48 h im 48-Well-MTP Format im BioLector® Pro-
System (2.2.1.4) kultiviert. Fiir die Positivkontrolle wurde das Antibiotikum Streptomycin

49



Ergebnisse

eingesetzt. Als Vehikelkontrolle wurde das entsprechende Losungsmittel der AMPs (Tabelle 2)
verwendet, um den Einfluss des LoOsungsmittelanteils auf das bakterielle Wachstum zu
beurteilen. Weiterhin wurde als Negativkontrolle ein Peptid mit einer zufdllig ausgewihlten
Aminosduresequenz mitgefiihrt, welches keine antimikrobielle Wirkung aufweisen soll, und
nachfolgend unter dem Namen ,,Kontrollpeptid* verwendet wird (Tabelle 2). Streptomycin und
alle AMPs mit Ausnahme von LL-37 und Nisin A wurden in DMSO gel6st. Nisin A wurde in
HCl und LL-37 in DPBS gelost. Die Kultivierung von H. pylori ohne Einfluss von
Losungsmittel zeigte, dass die Zellen sich anfangs fiir ca. 10 h in einer Lag-Phase befanden und
nachfolgend in die exponentielle Phase {ibergingen (Abbildung 5, Abbildung 6). Ab ca. 25 h
erreichten die Kulturen die stationdre Phase und gingen anschlieBend in die Absterbe-Phase
iiber (Abbildung 5,Abbildung 6). Die Kinetiken der Vehikelkontrollen unter Einfluss von
DMSO und HCI zeigten relativ zur Kinetik der Wachstumskontrolle ohne Losungsmittel kaum
einen Unterschied hinsichtlich des Kurvenverlaufs (Abbildung 6). Ebenso zeigte das
,Kontrollpeptid®, welches als Negativkontrolle verwendet wurde, keinen sichtbaren
Unterschied im Wachstumsverhalten zur Vehikelkontrolle mit DMSO (Abbildung 5,
Abbildung 6). Als Positivkontrolle wurde das Antibiotikum Streptomycin mit einer
Konzentration von 10 uM mitgefiihrt, welches das Wachstum von H. pylori vollstindig
hemmte (Abbildung 5, Abbildung 6). Die AMPs a-S2-Casein, SolyC sowie die laut Literatur
beschriebenen Pepsin-resistenten AMPs BAMP und Buf IlIb beeinflussten die Vermehrung
von H. pylori nicht (Abbildung 5, Abbildung 6). Weiterhin hatten die AMPs MSI-78,
Temporin-Sha und dessen Derivat Nstl einen geringen Effekt auf das Wachstum (Abbildung
5). Dartiiber hinaus zeigten die Peptide Bicarinalin, Epinecidin-1 und TP4 eine moderate
antimikrobielle Wirkung, was relativ zur Vehikelkontrolle durch eine zeitlich verschobene und
leicht abgeflachte exponentielle Phase im Kurvenverlauf sichtbar wird (Abbildung 5). Im
Vergleich dazu wiesen die Peptide LL-37 und Nisin A eine hohe antimikrobielle Wirksamkeit
auf (Abbildung 6). Zu Beginn der Kultivierung dhnelte das Wachstum von H. pylori unter
Einfluss von LL-37 dem der Vehikelkontrolle. Allerdings wurde das Wachstum ab ca. 20 h in
der friihen exponentiellen Phase gehemmt und anschlieend stellte sich eine stationdre Phase
ein (Abbildung 6). Insgesamt reduzierte LL-37 das bakterielle Wachstum nach 48 h bei der
getesteten Konzentration relativ zur Vehikelkontrolle um ca. 80 %. Die Kultivierung des
Stamms unter dem Einfluss von Nisin A fiihrte dazu, dass eine stark abgeflachte und zeitlich
verschobene exponentielle Phase sichtbar war, wobei die Kinetik nach ca. 42 h in eine
stationdre Phase iiberging. Relativ zur entsprechenden Vehikelkontrolle wurde das Wachstum

nach 48 h um ca. 50 % bei der getesteten Konzentration gechemmt (Abbildung 6). Keines der
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AMPs fiihrte zu einer vollstindigen Hemmung des Wachstums wie die Positivkontrolle
(Abbildung 5, Abbildung 6). Zur Ubersicht wurden die Daten ohne Standardabweichung
dargestellt (Abbildung 5, Abbildung 6) und die Ergebnisse mit Standardabweichung dem
Anhang beigefiigt (Abbildung 24, Abbildung 25).

Zusammenfassend erwiesen sich unter den verwendeten AMPs LL-37 und Nisin A als die
effektivsten Kandidaten zur Eradizierung von H. pylori, weshalb diese nachfolgend niher
hinsichtlich ihrer dosisabhidngigen Wirkungsweise gegeniiber diesem Bakterium untersucht

werden sollten.
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Abbildung 5: H. pylori Wachstumskinetiken unter Einfluss unterschiedlicher AMPs - Teil 1

H. pylori DSM 21031 wurde fiir 48 h im BioLector® Pro System bei 800 rpm und 37°C unter mikroaerophilen
Bedingungen kultiviert. Der Einfluss unterschiedlicher AMPs auf das Wachstumsverhalten wurde mittels Light
Scatter aufgezeichnet. Das Antibiotikum Streptomycin wurde als Positivkontrolle (PK) und als Negativkontrolle
(NK) wurde ein Kontrollpeptid mitgefiihrt. Da alle AMPs in DMSO geldst vorlagen, wurde eine entsprechende
Vehikelkontrolle (VK) mit DMSO mitgefiihrt. Die Daten représentieren den Mittelwert von drei unabhidngigen
Experimenten jeweils durchgefiihrt in drei technischen Replikaten (n = 3). a.u. = Arbitrary Unit.
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Abbildung 6: H. pylori Wachstumskinetiken unter Einfluss unterschiedlicher AMPs - Teil 2

H. pylori DSM 21031 wurde fiir 48 h im BioLector® Pro System bei 800 rpm und 37°C unter mikroaerophilen
Bedingungen kultiviert. Der Einfluss unterschiedlicher AMPs auf das Wachstumsverhalten wurde mittels Light
Scatter aufgezeichnet. Das Antibiotikum Streptomycin wurde als Positivkontrolle (PK) und als Negativkontrolle
(NK) wurde ein Kontrollpeptid mitgefiihrt. Fiir die Peptide BAMP und Buf IIIb wurde eine Vehikelkontrolle (VK)
mit DMSO und fiir Nisin A eine VK mit HCI mitgefiihrt. Da LL-37 in DPBS gel6st wurde, diente die VK bestehend
aus Kulturmedium ohne Losungsmittel als Wachstumskontrolle. Die Daten repriasentieren den Mittelwert von drei
unabhéngigen Experimenten jeweils durchgefiihrt in drei technischen Replikaten (n = 3). a.u. = Arbitrary Unit.

3.1.2 Aufnahme von Dosis-Wirksamkeitskurven fiir LL-37 und Nisin A

Da sich LL-37 und Nisin A unter den getesteten AMPs als besonders wirksam erwiesen hatten
(3.1.1), wurde fiir beide AMPs die ICso anhand von Dosis-Wirksamkeitskurven bestimmt
(2.2.1.5). Fiir das AMP LL-37 wurde ein ICso = 12 uM (Abbildung 7) und fiir Nisin A ein ICso
~ 11 uM (Abbildung 8) errechnet. Eine fast vollstindige eradizierende Wirkung von H. pylori
wurde bei einer Konzentration > 50 uM fiir LL-37 (Abbildung 7) und > 25 uM fiir Nisin A
(Abbildung 8) erzielt. Der Einfluss des Losungsmittels (Vehikelkontrolle) auf das bakterielle
Wachstum zeigte im Verhédltnis zur antimikrobiellen Wirkung von Nisin A nur eine
untergeordnete inhibitorische Wirkung. Lediglich eine hohere Losungsmittel-Konzentration
von 7 mM HCI, welche bei einer Peptidkonzentration von 100 uM vorliegt, flihrte zur

Inhibierung des bakteriellen Wachstums auf ca. 75 % (Abbildung 8). Um die Absorption des
52



Ergebnisse

AMPs mit zunehmender Peptidkonzentration zu berilicksichtigen, wurde das Peptid in der
jeweiligen Konzentration im verwendeten Kulturmedium gemessen. Aufgrund der limitierten
Menge des AMPs LL-37 konnte nur in einem biologischen Versuch die Absorption mit
zunehmender Peptidkonzentration gemessen werden. Daher lieB sich in den zwei
nachfolgenden Replikaten die Peptidabsorption nicht mehr messen, weshalb die Messdaten der
Peptidabsorption aus dem ersten Replikat fiir die Berechnung verwendet wurden.

Insgesamt zeigten beide AMPs einen ICso im niederen Mikromolaren-Konzentrationsbereich
(LL-37=12 uM, Nisin A = 11 uM) und beide AMPs sind in der Lage H. pylori fast vollstindig
zu eradizieren. Die Peptide LL-37 und Nisin A koénnen daher fiir die Strategie der Expression

eines AMPs im Trojaner in Betracht gezogen werden.
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Abbildung 7: Dosis-Wirksamkeitskurve von LL-37 anhand von H. pylori DSM 21031

H. pylori DSM 21031 wurde unter Zugabe des antimikrobiellen Peptids LL-37 in unterschiedlichen
Konzentrationen fiir 40 h unter mikroaerophilen Bedingungen kultiviert und die ODgop wurde gemessen. Die
Messwerte wurden unter Berticksichtigung der Peptidabsorption auf eine Wachstumskontrolle (100% Wachstum)
und eine Sterilkontrolle (0 % Wachstum) in GraphPad Prism normalisiert. Da das Peptid in DPBS gel6st wurde
und dieses keinen Einfluss auf das bakterielle Wachstum zeigte, wurde keine Vehikelkontrolle mitgefiihrt. Jeder
Datenpunkt repréisentiert den Mittelwert + SD von drei unabhéngigen Experimenten jeweils durchgefiihrt in drei
technischen Replikaten (n = 3).
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Abbildung 8: Dosis-Wirksamkeitskurve von Nisin A anhand von H. pylori DSM 21031

0_

H. pylori DSM 21031 wurde unter Zugabe des antimikrobiellen Peptids Nisin A in unterschiedlichen
Konzentrationen fiir 40 h unter mikroaerophilen Bedingungen kultiviert und die ODgoo wurde gemessen. Die
Messwerte wurden unter Berticksichtigung der Peptidabsorption auf eine Wachstumskontrolle (100% Wachstum)
und eine Sterilkontrolle (0 % Wachstum) in GraphPad Prism normalisiert. Da das Peptid in HCI geldst vorlag,
wurde eine entsprechende Vehikelkontrolle (VK) mitgefiihrt. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert = SD
von drei unabhingigen Experimenten jeweils durchgefiihrt in drei technischen Replikaten (n = 3).

3.1.3 Zytotoxische Aktivitit der AMPs gegeniiber einer AGS-Zelllinie

Um die AMPs weiterhin auch hinsichtlich ihrer Toxizitdt fiir humane Anwendungen zu
bewerten, wurden humane Magenschleimhautepithelzellen, nachfolgend AGS-Zellen genannt,
mit den jeweiligen AMPs in einer definierten Stoffmengenkonzentration von 10 uM dquimolar
inkubiert (2.2.2.2). Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt. Aufgrund der gemessenen
Standardabweichung des Fluoreszenzsignals wurde definiert, dass ein Einfluss auf die
Viabilitét vorliegt, wenn diese um > 15 % reduziert wird. Bei der untersuchten Konzentration
konnte fiir die Mehrheit der AMPs, einschlieBlich der Peptide LL-37 und Nisin A mit bekannter
antimikrobieller Wirkung gegeniiber H. pylori, keine zytotoxische Aktivitit festgestellt werden.
AusschlieBlich die AMPs Epinecidin-1 (~28 % Viabilitdt) und TP4 (~8 % Viabilitit) zeigten
Einfluss auf die AGS-Zellviabilitdt. Sowohl die Kultivierung der AGS-Zellen mit dem
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Detergens SDS als auch mit dem AMP Melittin als Positivkontrolle fiihrten zur vollstdndigen
Reduktion der Viabilitdt auf ca. 0 %.
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Abbildung 9: Zytotoxizitit der AMPs

Die zytotoxische Aktivitdt der AMPs wurde mit einer Konzentration von 10 uM anhand von AGS-Zellen getestet.
Natriumdodecylsulfat (SDS) und das AMP Melittin wurden als Positivkontrolle (PK) und als Vehikelkontrolle
(NK) wurden die Losungsmittel der jeweiligen Peptide DMSO, HCI und DPBS in entsprechender Konzentration
mitgefiihrt. Die AMPs LL-37 und Nisin A (griin) zeigten bereits eine starke antimikrobielle Wirkung gegeniiber
H. pylori. Die Daten wurden zur entsprechenden Vehikelkontrollen relativiert und représentieren den Mittelwert
+ SD von drei unabhédngigen Experimenten jeweils durchgefiihrt in acht technischen Replikaten (» = 3). Ein
Einfluss auf die Viabilitdt der AGS-Zellen liegt vor, wenn diese unter den Schwellenwert (gestrichelte schwarze
Linie) von 85 % reduziert wird.

3.1.4 Hiamolytische Aktivitit der AMPs gegeniiber humanen Erythrozyten
Weiterhin sollte untersucht werden, was passiert, wenn die AMPs bei einer schweren Lision
im Magenbereich in Kontakt mit humanen Erythrozyten (hE) treten. Zu diesem Zweck wurden
hE aus Vollblut aufgereinigt (2.2.2.5), dquimolar mit 10 uM des jeweiligen AMPs inkubiert
und die hdmolytische Aktivitit experimentell bestimmt (2.2.2.6). Die Ergebnisse sind in
Abbildung 10 zusammengefasst. Ebenso wie in Abbildung 9 zeigt sich ein dhnlicher Einfluss
der AMPs auf hE. Die meisten AMPs zeigten keinen Effekt auf die Viabilitit der hE,
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wohingegen die drei AMPs Nstl, Epinecidin-1 und TP4 bei der getesteten Konzentration die
Viabilitdt signifikant reduzierten. Die AMPs LL-37 und Nisin A, welche sich gegen H. pylori
DSM 21031 bereits als wirksam erwiesen hatten, zeigten bei einer Stoffmengenkonzentration
von 10 uM keine erkennbare hidmolytische Aktivitit gegeniiber den hE. Ebenso zeigten die
Losungsmittel der Peptide DMSO, HCI und DPBS keinen Effekt auf die Membranintegritit,
wohingegen die mitgefiihrte Peptid-basierte Positivkontrolle Melittin eine starke hdmolytische
Aktivitét relativ zur Positivkontrolle mit dem Detergens Triton X-100 zeigte.

Zusammenfassend zeigten die gegen H. pylori wirksamen Peptide LL-37 und Nisin A keine
zytotoxische und hdmolytische Aktivitit bei der getesteten Konzentration. Diese Ergebnisse

sind erste Hinweise auf eine mogliche Eignung fiir die Anwendung beim Menschen.
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Abbildung 10: Himolytische Aktivitit der AMPs

Die hdmolytische Aktivitit der AMPs gegeniiber humanen Erythrozyten wurde mit einer Konzentration von 10
UM getestet. Triton™ X-100 (100 %) wurde als Positivkontrolle und als Vehikelkontrolle wurden die
Losungsmittel der jeweiligen Peptide DMSO, HCI und DPBS mitgefiihrt. Weiterhin wurde das Peptid Melittin als
eine Positivkontrolle mitgefiihrt. Die AMPs LL-37 und Nisin A (griin) zeigten bereits eine starke antimikrobielle
Wirkung gegeniiber H. pylori. Die Daten wurden zur entsprechenden Vehikelkontrolle normiert und représentieren
den Mittelwert + SD von drei unabhéngigen Experimenten jeweils durchgefiihrt in drei technischen Replikaten (n
= 3). Die statistische Signifikanz wurde mittels one-way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur bestimmt.
Signifikante Unterschiede der AMPs zur entsprechenden Negativkontrolle sind gekennzeichnet als *p < 0,05, **p
<0,01, ¥***p < 0,001 und ****p < 0,0001.
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3.1.5 Pepsin Hydrolyse der AMPs

Neben der Toxizitdt der AMPs fiir humane Anwendungen wurde weiterhin untersucht, ob die
AMPs durch das im menschlichen Magen vorliegende Enzym Pepsin hydrolysiert werden. Eine
enzymatische Hydrolyse der Peptide wiirde dazu fiihren, dass die AMPs fragmentiert werden
und somit bei einer Anwendung im Magenbereich ihre antimikrobielle Wirkung nicht oder nur
kurzzeitig entfalten konnten. Hierzu wurden alle Peptidsequenzen (Tabelle 2) mittels Expasy
PeptideCutter (Tabelle 26) in silico einer Pepsin-Hydrolyse unterzogen. Hierbei stellte sich
heraus, dass alle AMPs aufler das Peptid Buf IIIb mehrfach hydrolysiert wurden (Daten nicht
gezeigt). Um zu beurteilen, ob die AMPs nach einer Inkubationszeit von 1 h bzw. 24 h durch
Pepsin in vitro hydrolysiert werden, wurden die AMPs unter Magen-dhnlichen Bedingungen
inkubiert. Die Proben wurden im Anschluss mittels LC-MS durch Alexander Croon
(Fraunhofer IME) analysiert (2.2.4.7). Das AMP Buf IIIb zeigte keine Sensitivitit gegeniiber
Pepsin nach 24 h (Abbildung 11). Weiterhin zeigte das Peptid BAMP nach 1h keine
Fragmentierung, wohingegen nach 24 h das Peptid vollstidndig hydrolysiert vorlag (Abbildung
12). Weiterhin zeigte sich, dass die AMPs LL-37 und Nisin A, welche sich gegentiiber H. pylori
bereits als besonders wirksam erwiesen hatten, durch Pepsin bereits innerhalb 1 h hydrolysiert
wurden (Abbildung 13, Abbildung 14). Alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten AMPs
wurden mehrfach durch Pepsin hydrolysiert (Daten nicht gezeigt).

Die Peptide LL-37 und Nisin A, welche antimikrobieller Wirkung gegeniiber H. pylori besitzen,
wurden in vitro durch Pepsin hydrolysiert. Daher ist es wahrscheinlich, dass die beiden
Peptidkandidaten im Rahmen einer Anwendung im menschlichen Magen ebenfalls durch

Pepsin ihre antimikrobielle Wirkung verlieren werden.
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Abbildung 11: Untersuchung des Peptids Buf IIIb auf enzymatische Hydrolyse durch Pepsin

Die Sensitivitit des Peptids Buf IIIb gegeniiber Pepsin wurde untersucht. Hierfiir wurde das Peptid ohne Pepsin
als Kontrollstandard mitgefiihrt (A). Weiterhin wurde die Hydrolyse des Peptids mit Pepsin nach 1 h (B) und 24 h
(C) sowie mit inaktiviertem Pepsin nach 24 h (D) analysiert. Die Inkubation der Ansitze erfolgte im Verhéltnis
Pepsin zu Peptid mit 10 U:1 pg bei 37°C im 1x Reaktionslésung (10 mM HCI, 1 % (w/v) NaCl, pH 1,7). Die
Peptidfragmentierung wurde anschlieBend mittels LC-MS analysiert (Alexander Croon, Fraunhofer IME).
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Abbildung 12: Untersuchung des Peptids BAMP auf enzymatische Hydrolyse durch Pepsin

Die Sensitivitét des Peptids BAMP gegeniiber Pepsin wurde untersucht. Hierfiir wurde das Peptid ohne Pepsin als
Kontrollstandard mitgefiihrt (A). Weiterhin wurde die Hydrolyse des Peptids mit Pepsin nach 1 h (B) und 24 h (C)
sowie mit inaktiviertem Pepsin nach 24 h (D) analysiert. Die Inkubation der Ansétze erfolgte im Verhiltnis Pepsin
zu Peptid mit 10 U:1 pg bei 37°C in 1x Reaktionslosung (10 mM HCI, 1 % (w/v) NaCl, pH 1,7). Die
Peptidfragmentierung wurde anschlieBend mittels LC-MS/MS analysiert (Alexander Croon, Fraunhofer IME).
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Abbildung 13: Untersuchung des Peptids LL-37 auf enzymatische Hydrolyse durch Pepsin

Die Sensitivitit des Peptids LL-37 gegeniiber Pepsin wurde untersucht. Hierfiir wurde das Peptid ohne Pepsin als
Kontrollstandard mitgefiihrt (A). Weiterhin wurde die Hydrolyse des Peptids mit aktivem (B) und inaktiviertem
Pepsin (C) nach 1 h analysiert. Die Inkubation der Ansétze erfolgte im Verhaltnis Pepsin zu Peptid mit 10 U:1 pg
bei 37°C in 1x Reaktionslosung (10 mM HCIL, 1 % (w/v) NaCl, pH 1,7). Die Peptidfragmentierung wurde
anschlieBend mittels LC-MS analysiert (Alexander Croon, Fraunhofer IME).
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Abbildung 14: Untersuchung des Peptids Nisin A auf enzymatische Hydrolyse durch Pepsin

Die Sensitivitdt des Peptids Nisin A gegeniiber Pepsin wurde untersucht. Hierflir wurde das Peptid ohne Pepsin
als Kontrollstandard mitgefiihrt (A). Weiterhin wurde die Hydrolyse des Peptids mit aktivem (B) und inaktiviertem
Pepsin (C) nach 1 h analysiert. Die Inkubation der Ansétze erfolgte im Verhiltnis Pepsin zu Peptid mit 10 U:1 pg
bei 37°C in 1x Reaktionslosung (10 mM HCI, 1 % (w/v) NaCl, pH 1,7). Die Peptidfragmentierung wurde
anschlieBend mittels LC-MS analysiert (Alexander Croon, Fraunhofer IME).

3.2 Screening nach gebildeten AI-Typen durch H. pylori

Die Expression von AMPs im Trojaner sollte final unter der Kontrolle eines Al-regulierbaren
Promotors stehen. Da bereits bekannt war, dass H. pylori Al-2 bildet [78], die Synthese von Al-
1 und AI-3 durch H. pylori in der Literatur jedoch noch nicht beschrieben wurde, sollte durch
eigene Untersuchungen mittels LC-MS/MS mit entsprechenden Standards gepriift werden, ob
auch AI-1 und/oder AI-3 durch H. pylori gebildet werden. Entsprechende Untersuchungen sind
nach aktuellem Stand der Literatur nicht beschrieben und wiirde in dem Fall, dass weitere Al-
Typen bei H. pylori nachgewiesen werden konnten, die Nutzung alternativer Al-regulierbarer

Promotoren ermoglichen [123].

3.2.1 Untersuchung auf Bildung von AI-1

Fiir den Nachweis von Al-1 wurden fiinf unterschiedliche Al-1-Standards als Kontrolle mit
10 pg - mL™! jeweils in MilliQ und in das verwendete H. pylori-Kulturmedium HP-Medium 2
formuliert (Tabelle 22). Als Positivkontrolle wurde der sterilfiltrierte Kulturiiberstand von

Y. enterocolitica DSM 11503 mitgefiihrt, da dieser Stamm die Al-1-Molekiile N-Hexanoyl-L-
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Homoserinlacton und 3-oxo-Octanoylhomoserinlacton natiirlich bildet [119]. Als Probe wurde
der sterilfiltrierte Kulturiiberstand von H. pylori DSM 21031 nach 24 h Kultivierungszeit
eingesetzt (2.2.4). Die finale ODgoo der H. pylori-Kultur betrug ~2,7 und die der
Y. enterocolitica-Kultur ~7,5. Als Negativkontrolle wurde HP-Medium 2 verwendet. Die
Proben wurden einer Al-1 Extraktion unterzogen (2.2.4.1) und mittels LC-MS/MS durch
Alexander Croon (Fraunhofer IME) aufgetrennt und analysiert (2.2.4.4). Anhand der jeweiligen
Retentionszeiten der Standards (Abbildung 15) und der m/z der Vorlduferionen (Tabelle 22)
konnten die verschiedenen Al-1 Molekiile zugeordnet werden. Sowohl die fiinf AI-1-Standards
in MilliQ als auch die durch Y. enterocolitica DSM 11503 gebildeten Al-1-Molekiile konnten
zuverldssig detektiert werden. Jedoch konnte einer der flinf Standards, N-(3-Hydroxybutanoyl)-
L-Homoserinlacton, in HP-2 Medium nicht nachgewiesen werden. Weiterhin wurde im
Kulturiiberstand von H. pylori DSM 21031 kein Peak mit dem entsprechenden m/z identifiziert,
welcher den mitgefiihrten Al-1 Standards entspricht (Abbildung 15).
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Abbildung 15: LC-MS/MS Chromatogramme fiir den Nachweis von Al-1 in H. pylori-Kulturiiberstand

Fiir den Nachweis von Al-1 wurden die fiinf verschiedenen Al-1 N-(3-Hydroxybutanoyl)-L-Homoserinlacton (1),
N-Butyryl-L-Homoserinlacton (2), N-(B-Ketocaproyl)-L-Homoserinlacton (3), N-Hexanoyl-L-Homoserinlacton
(4), 3-oxo-Octanoylhomoserinlacton (5) in MilliQ (A) sowie in H. pylori-Kulturmedium formuliert (E) und mittels
LC-MS/MS durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) analysiert. Weiterhin wurde fiir die Analytik der
Kulturiiberstand von Y. enterocolitica DSM 11503 nach 24 h als Positivkontrolle mitgefiihrt (B). Dariiber hinaus
wurde der Kulturiiberstand einer H. pylori-Kultur nach 24 h auf Vorhandensein von AI-1 untersucht (C) sowie das
verwendete H. pylori-Kulturmedium als Negativkontrolle (D). RT = Retentionszeit.
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3.2.2 Untersuchung der Bildung von AI-3

Der sterile Kulturiiberstand des verwendeten H. pylori-Stamms sowie HP-Kulturmedium
(Negativkontrolle) und die sieben AI-3 Standards in HP-Kulturmedium (Positivkontrolle)
wurden flir eine Fliissig-Fliissig-Extraktion eingesetzt (2.2.4.3) und die Extrakte mittels LC-
MS/MS durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen (2.2.4.6). Anhand des m/z der
sieben Al-3-Molekiile (Tabelle 22) wurden zwar Signale im Kulturiiberstand von H. pylori
DSM 21031 detektiert, allerdings unterschieden sich die Peakflidche bei keinem der acht AI-3-
Molekiile von denen der Negativkontrolle. Der Nachweis des Al-3-Molekiils 3-Isobutyl-5-
methyl-2(1H)-pyrazinon ist in Abbildung 16 beispielhaft fiir eine Al-3-Analytik gezeigt. Die
Chromatogramme aller weiteren Al-3-Molekiile sind im Anhang dargestellt (7.1).
Zusammenfassend konnte eine Bildung von AI-1 und AI-3 durch H. pylori nicht nachgewiesen
werden. Im Hinblick auf die Trojaner-Strategie eignet sich daher nur AI-2 als Induktor fiir die

Al-regulierbare Expressionskassette.
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Abbildung 16: Chromatogramm zur Identifizierung eines AI-3-Molekiils in H. pylori-Kulturiiberstand

Fiir den Nachweis des AI-3-Molekiils bzw. Pyrazinon 4 (3-Isobutyl-5-methyl-2(1H)-pyrazinon) wurde das
Molekiil in H. pylori-Kulturmedium als Positivkontrolle formuliert (A). Der sterile Kulturiiberstand von H. pylori
DSM 21031 nach 24 h wurde als Probe (B)und das H. pylori-Kulturmedium wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt
(C). Die Proben wurden anschlieBend mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion extrahiert und die Extrakte mittels LC-
MS/MS durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen.
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3.3 Generierung eines trojanischen H. pylori

Um den Wirkstoff gezielt zum Ort der Infektion zu bringen, sollte ein trojanischer H. pylori
entwickelt werden. Als Ausgangspunkt diente der gut charakterisierte Stamm H. pylori
DSM 21031. Dieser sollte dann durch die Deletion einzelner Pathogenitétsfaktoren schrittweise
attenuiert werden, um bei Infektionsversuchen eine reduzierte Immunantwort zu erzielen.
Weiterhin muss dieser Stamm in der Lage sein, trotz des Verlusts entsprechender
Pathogenititsfaktoren, den Magen zu kolonisieren. Da hoch virulente H. pylori-Stamme {iber
die cagPAl verfligen sowie cagd” und vacA™ sind [37], war es Ziel dieser Arbeit dieses
Gencluster bzw. diese Gene zu deletieren. Dariiber hinaus steht der ice4 /-Locus in Assoziation
mit der Ausbildung von Magengeschwiiren [67, 68]. Der verwendete H. pylori-Stamm verfiigt
iiber das ice42-Allel, dessen Funktion nach aktuellem Stand der Literatur unbekannt ist. Daher
wurde vermutet, dass die Bildung von IceA2 eine dhnliche Auswirkung auf die Pathogenese
haben konnte wie IceA1l. Obwohl der Zusammenhang der jeweiligen Allele mit dem klinischen
Verlauf umstritten ist [69-71], sollte das IceA2-Allel aus dem Genom des Ausgangsstamms
deletiert werden. Da im trojanischen H. pylori spéter die Expression wirksamer AMPs durch
den bakteriellen Autoinducer AI-2 erfolgen soll, muss zudem sichergestellt werden, dass der
Trojaner selbst nicht mehr in der Lage ist diesen zu bilden. Entsprechend sollte der /uxS-Locus
deletiert werden, um die enzymatische AI-2-Synthese zu unterbinden und somit eine
Selbstinduktion einer Al-2-regulierbaren Reporterkassette perspektivisch zu verhindern. Final
sollte eine solche Expressionskassette in das Genom integriert werden, wobei ein optisch
nachweisbarer Reporter perspektivisch als Platzhalter fiir die Integration einer AMP DNA-

Sequenz dienen soll.

3.3.1Klonierung von Deletionsplasmiden

Um eigene Deletionsplasmide zu erzeugen, wurde fiir die Stammentwicklung das Plasmid-
System pUreA-difH-RC (Tabelle 3) als Ausgangsplasmid verwendet. Hierfiir wurde fiir
unterschiedliche Klonierungsansdtze das Plasmid-Riickgrat mittels PCR so amplifiziert
(2.2.3.4), dass die bereits auf dem Plasmid vorhandenen homologen ureA-Flanken und die
dazwischenliegenden DNA-Sequenzen nicht mit amplifiziert wurden. Fiir eine gezielte
Deletion eines Locus wurden ausgehend von genomischer DNA von H. pylori DSM 21031
DNA-Sequenzen mit einer Grofle von 1 kbp amplifiziert, welche den Ziellocus flankieren und
zu diesem homolog sind (2.2.3.4). Weiterhin wurde die rpsL-cat-Selektionskassette aus dem
Plasmid pUreA-difH-RC amplifiziert (2.2.3.4). Alle PCR-Produkte wurden aufgereinigt

(2.2.3.1) und die DNA-Isolate mittels Agarose-Gelelektrophorese hinsichtlich der DNA-
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BandengrofBe analysiert (2.2.3.7). AnschlieBend wurden die entsprechenden PCR-Produkte fiir
eine Klonierung verwendet (2.2.3.8), um entsprechende Deletionsplasmide zu erzeugen. Eine
Ubersicht zur Amplifikation der PCR-Produkte mit den jeweiligen Primerpaaren sowie zu den
entsprechenden Klonierungsansétzen fiir die Deletionsplasmide sind in Tabelle 17 dargestellt.
AnschlieBend wurden E. coli DHS5a-Zellen mit den Klonierungsansidtzen transformiert
(2.2.3.10), die enthaltene Plasmid-DNA aus den Fliissigkulturen aufgereinigt (2.2.3.1),
restringiert (2.2.3.6) und mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (2.2.3.7) (Daten nicht
gezeigt). Final wurden die Plasmide mit den Primerpaaren P52/53 und P69/70 (Tabelle 19)
sequenziert (2.2.3.9) (Daten nicht gezeigt) und entsprechende positive Klone bei -80°C
eingefroren (Tabelle 1, 2.2.1.1).

Insgesamt konnten somit erfolgreich die vier Deletionsplasmide pTZ12 (AluxS),
pTZ13(AvacA), pTZ14 (AiceA2) und pTZ17 (AcagA) erzeugt werden (Tabelle 17). Diese

wurden nachfolgend fiir die Erzeugung von Deletionen in H. pylori verwendet.

Tabelle 17: Ubersicht iiber die Klonierungsansiitze zur Generierung der Deletionsplasmide

Template Primerpaar PCR-Produkte im Klonierungsansatz Erzeugtes Plasmid
gDNA P56/57 luxS linke homologe Flanke pTZ12
gDNA P60/61 luxS rechte homologe Flanke

pUreA-difH-RC P54/55 Plasmid-Riickgrat

pUreA-difH-RC P58/59 difH-rpsL-cat

gDNA P74/75 vacA linke homologe Flanke pTZ13
gDNA P76/77 vacA rechte homologe Flanke

pUreA-difH-RC P72/73 difH-rpsL-cat

pUreA-difH-RC P78/79 Plasmid-Riickgrat

gDNA P110/111 iceA2 linke homologe Flanke pTZ14
gDNA P112/113 iceA2 rechte homologe Flanke

pUreA-difH-RC P72/73 difH-rpsL-cat

pUreA-difH-RC P78/79 Plasmid-Riickgrat

gDNA P80/81 cagA linke homologe Flanke pTZ17
gDNA P82/83 cagA rechte homologe Flanke

pUreA-difH-RC P72/73 difH-rpsL-cat

pUreA-difH-RC P78/79 Plasmid-Riickgrat

gDNA = genomische DNA von H. pylori DSM 21031; P = Primer; TZ = Tobias Zumbusch.

3.3.2 Erzeugung von Modifikationen und Deletionen in H. pylori
Um die Selection/Counter-Selection-Kassette des Plasmid-Systems pUreA-difH-RC fiir die

Stammentwicklung in H. pylori DSM 21031 nutzen zu kdnnen, muss der Stamm zu Beginn
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iiber eine Streptomycin-Resistenz verfiigen (2.1.5). Hierflir miissen innerhalb des Genoms im
rpsL-Locus zwei Punktmutationen erzeugt werden, die jeweils in einem Aminosédure-
Austausch von Lysin zu Arginin (Lys43Arg und Lys88Arg) resultieren [124]. Daher wurde
ausgehend von dem Stamm H. pylori DSM 21031 eine genomische PCR mit dem Primerpaar
P31/32 (Tabelle 19) durchgefiihrt (2.2.3.4), um ein mutiertes rpsL-Allel mit Lys43Arg
(AAA129AGA) und Lys88Arg (AAG263AGG) zu amplifizieren. Das PCR-Produkt wurde
nachfolgend iiber eine Agarose-Gelelektrophorese separiert (Daten nicht gezeigt) (2.2.3.7),
mittels Kit aufgereinigt (2.2.3.1) und im Anschluss wurde die DNA-Konzentration quantifiziert
(2.2.3.3). Der Stamm H. pylori DSM 21031 wurde mit dem aufgereinigten PCR-Produkt {iber
die natiirliche Kompetenz transformiert (2.2.3.11), wobei eine anschlieBende Selektion auf
Agarplatten mit Streptomycin fiir sieben Tage erfolgte. Die genomische Modifikation des
erzeugten Stamms wurde im Anschluss mittels PCR-Amplifikation (2.2.3.4), Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.3.7) und Sequenzierung (2.2.3.9, Tabelle 18) verifiziert (Daten nicht
gezeigt). Anhang der Sequenzierungsergebnisse wurde die Erzeugung des Streptomycin-
resistenten Stamms H. pylori HP1 bestitigt (Tabelle 18). Ein entsprechender Klon wurden
nachfolgend bei -80°C gelagert (Tabelle 1, 2.2.3.11). Anhand der Sequenzierungsergebnisse
zeigte sich, dass die Modifikation Lys88Arg (AAG263AGG), nicht aber die Modifikation
Lys43Arg (AAA129AGA) erzeugt wurde (Daten nicht gezeigt). Da bereits eine der beiden
vorgesehenen Punktmutationen in der Ausbildung einer Streptomycin-Resistenz resultierte,
wurde die ausstehende Modifikation Lys43Arg nachtraglich nicht mehr erzeugt.

Die Deletion der Loci luxS, vacA, iceA2 und cagA erfolgte sequenziell. Hierfiir wurde der
Stamm H. pylori HP1 mit einem Locus-spezifischen Deletionsplasmid (Tabelle 3) transformiert
und tiber homologe Rekombination wurde die gewiinschte Deletion erzeugt (2.2.3.11, Tabelle
18). Der so generierte Folgestamm diente aus Ausgangstamm fiir die Erzeugung der néchsten
Deletion (Tabelle 18). Die Erzeugung des Stamms H. pylori HPS erfolgte durch Dr. Andreas
Schiermeyer (Fraunhofer IME). Die Verifizierung einer genomischen Modifikation eines
einzelnen Klons erfolgte wie bereits oben beschrieben mittels Sequenzierung und
entsprechenden Primern (Tabelle 18).

Final wurde der Quadrupel-Knockout-Stamm H. pylori HPS (AluxS, AvacA, AiceA2, AcagA)
erzeugt. Die ersten Pathogenitdtsversuche wurden aus Zeitgriinden mit dem Stamm H. pylori
HP4 durchgefiihrt (3.3.7). Da sich in nachfolgenden Versuchen herausstellen, dass dieser
Stamm nicht ausreichend attenuiert war, wurde nachtriglich der Stamm H. pylori HPS erzeugt.

Dieser wurde noch nicht fiir Pathogenititsversuche eingesetzt.
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Tabelle 18: Ubersicht iiber die H. pylori Stammentwicklung

Ausgangsstamm Transformation Erzeugter Stamm  Genotyp Sequenzierung

H. pylori DSM rpsL (Lys88Arg) H. pylori HP1 rpsL (Lys88Arg) P33/34

21031 (PCR-Produkt)

H. pylori HP1 pTZ12 H. pylori HP2 rpsL (Lys88Arg), AluxS  P41/42

H. pylori HP2 pTZ13 H. pylori HP3 rpsL (Lys88Arg), AluxS, P108/109
AvacA

H. pylori HP3 pTZ14 H. pylori HP4 rpsL (Lys88Arg), AluxS, P107/114
AvacA, AiceA2

H. pylori HP4 pTZ17 H. pylori HPS rpsL (Lys88Arg), AluxS, P125/126

AvacA, AiceA2, AcagA

P = Primer; n.a. = nicht anwendbar; Cm® = Chloramphenicol-Resistenz.

3.3.3 Quantifizierung der AI-2-Konzentration

Um eine Selbstinduktion einer Al-regulierbaren Expressionskassette durch AI-2 im Trojaner
zu unterbinden, muss die LuxS-katalysierte Synthese von DPD, einer Vorstufe des Al-2,
unterbunden werden. Hierflir wurde der /uxS-Locus mit Hilfe des Plasmids pTZ12 deletiert
(3.3.2). Der Erfolg des Knockouts wurde anschlieBend durch eine Quantifizierung des
Molekiils DPD aus dem Kulturiiberstand einer Schiittelkolben-Fliissigkultur mittels LC-
MS/MS {tiberpriift.

Zu diesem Zweck wurden die Stamme H. pylori DSM 21031 und H. pylori HP2 auf einer HP-
Agarplatte kultiviert (2.2.1.2). Am Folgetag wurden pro Stamm jeweils drei Fliissigkulturen
angesetzt (2.2.1.3). Die Kultivierung wurde insgesamt an drei unabhingigen Tagen
durchgefiihrt. Der Mittelwert der ODgoo fiir H. pylori DSM 21031 betrug ~1,7 und fiir HP2
~0,7. Das im filtrierten Kulturiiberstand enthaltene DPD wurde aus dem Filtrat extrahiert und
zu dem Molekiil MQED derivatisiert (2.2.4.2). AnschlieBend erfolgte eine LC-MS/MS-Analyse
der Proben (Abbildung 17). Die Quantifizierung der MQED-Konzentration wurde anhand einer
Kalibriergeraden durchgefiihrt (Abbildung 18A). Die LC-MS/MS Analyse und die
Quantifizierung erfolgte durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) (2.2.4.5). Fiir die
Vergleichbarkeit wurden die gemessenen MQED-Konzentrationen auf den ODgoo-Wert der
jeweiligen Kultur normalisiert (Abbildung 18B). Der [uxS-Deletionsstamm H. pylori HP2
zeigte gegenliber dem Wildtyp H. pylori DSM 21031 eine signifikante Reduktion der Al-2-
Konzentration (two-tailed z-test p < 0,0001) von 99,97 %. Dariiber hinaus zeigt sich jedoch
auch, dass trotz Deletion des /uxS-Locus eine AI-2-Synthese nicht vollstindig unterbunden
wurde, da eine geringe AIl-2-Konzentration weiterhin detektiert wurde (Abbildung 17,

Abbildung 18B). Anhand der Positivkontrolle, welche aus H. pylori HP2 Kulturiiberstand mit
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10 uM DPD bestand, zeigt sich, dass 5 von 10 uM des eingesetzten DPD wiedergefunden
wurden (Abbildung 18B).

Insgesamt wurde durch den Knockout des /uxS-Locus eine signifikante Reduktion der AI-2
Synthese nachgewiesen. Daher kann die Integration einer Al-2-regulierbaren

Expressionskassette in das Genom des Trojaners realisiert werden.
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Abbildung 17: Chromatogramm fiir den indirekten Nachweis von AI-2 in H. pylori-Kulturiiberstanden

H. pylori DSM 21031 und H. pylori HP2 (AluxS) wurden in Fliissigkultur angezogen und die im Uberstand
enthaltene AI-2 Vorldufermolekiile wurden extrahiert, derivatisiert und mittels LC-MS/MS analysiert. Als
Negativkontrolle wurde reines H. pylori-Kulturmedium verwendet (A) und als Positivkontrolle der
Kulturiiberstand von H. pylori DSM 21031 (B). Weiterhin wurde als Probe der Kulturiiberstand des /uxS-
Deletionsstamms H. pylori HP2 verwendet (C). 10 uM 4,5-Dihydroxy-2,3-pentandion (DPD) wurde in den
Kulturiiberstand von H. pylori HP2 (AluxS) (D) und in PBS (E) formuliert, um als weitere Positivkontrolle zu
dienen. Das Derivat mit einem m/z 205,1 eluierte bei einer Retentionszeit (RT) zwischen 8,12 und 8,15 min. m/z
= Masse zu Ladungsverhiltnis; AA = Automatic Integration; MA = Manual Integration.
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Abbildung 18: Indirekte Quantifizierung der AI-2-Konzentration mittels LC-MS/MS

Fiir die indirekte Quantifizierung von AI-2 wurde eine Kalibriergerade erstellt (A). Hierfiir wurde die Vorstufe
4,5-Dihydroxy-2,3-pentandion (DPD) zu dem stabilen Molekiil 1-(3-Methyl-2-chinoxalinyl)-1,2-ethandiol
(MQED) derivatisiert, anschlieBend extrahiert und die geldsten Extrakte mittels LC-MS/MS durch Alexander
Croon (Fraunhofer IME) gemessen. Fiir den Nachweis der AI-2 Defizienz des /uxS Knockout-Stamms wurde der
Kulturiiberstand von H. pylori HP2 verwendet. Als Positivkontrolle wurde der Uberstand des Wildtyps H. pylori
DSM 21031 verwendet und fiir eine weitere Kontrolle wurden 10 pM DPD in den Uberstand des Knockout-
Stamms formuliert. Die in den Uberstinden enthaltene DPD-Molekiile wurden zu MQED derivatisiert, extrahiert
und anschlieBend mittels LC-MS/MS durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen (B). Die MQED-
Konzentration wurde auf die ODggo der jeweiligen Kultur normalisiert und ist als Mittelwert = SD dargestellt. Die
statistische Signifikanz wurde mittels #-Test (Mann-Whitney Test) bestimmt. Der signifikante Unterschied
zwischen den Proben ist mit *p < 0,0322, ** p < 0,0021, ***p <0,0002 oder ****p < 0,0001 gekennzeichnet. Die
Kultivierung der Stamme H. pylori DSM 21031 und HP2 erfolgte in drei technischen Replikaten in Form von drei
biologischen Replikaten (n = 3). Jedes Extrakt eines Kulturiiberstandes wurde nachfolgend einfach mittels LC-
MS/MS gemessen. Die Formulierung von DPD in den Kulturiiberstand des Knockout-Stamm HP2 erfolgte anhand
eines biologischen Replikats in Form von drei technischen Replikaten.

3.3.4 SPR-basierter Nachweis des VacA-Proteins

VacA ist einer der Hauptpathogenititsfaktoren von H. pylori. Das VacA-Protein kann Lipid-
Doppelschichten perforieren [12], kann zelluldre Verdnderungen wie die Inaktivierung des
Energiemetabolismus der Mitochondrien auslésen [13] und hat eine immunomodulatorische
Funktion [61]. Um die Pathogenitéit des Trojaners zu reduzieren, wurde der vacA-Locus mit
Hilfe des zuvor genierten Plasmids pTZ13 deletiert (3.3.2), wodurch die Expression von VacA
verhindert werden soll. Anhand eines kommerziellen Antikorpers sollte das VacA-Protein
spezifisch aus den Kulturiiberstinden des Wildtyp und Knockout-Stamms HP3 gebunden
werden. Um die molekularen Interaktionen zwischen Analyt und Antikorper schnell und
effizient zu charakterisieren, sollte eine SPR-Analyse (2.2.3.16) durchgefiihrt werden.

Fir die Bakterienstimme H. pylori DSM 21031 und H. pylori HP3 (AvacA) wurden
entsprechende Schiittelkolben-Fliissigkulturen mit einer initialen ODgoo = 0,15 erstellt (2.2.1.3).
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Nach einer Inkubation von 24 h wurde eine ODgoo ~1,7 fiir den Wildtyp und eine ODgoo ~0,7
fiir den Knockout-Stamm gemessen. AnschlieBend wurden die Kulturen jeweils auf eine ODsoo
= 0,7 mit Kulturmedium verdiinnt und filtriert (2.2.1.3). Eine qualitative Detektion des VacA-
Proteins erfolgte direkt aus den filtrierten Kulturiiberstanden. Der Stamm H. pylori DSM 21031
wurde als Positivkontrolle mitgefiihrt. Als Negativkontrolle wurden die Wechselwirkungen der
zwei Kulturiiberstinde mit dem Chip ohne gebundenen Detection Antibody analysiert. Ein
entsprechender kommerzieller VacA-Proteinstandard stand zum Zeitpunkt der Messung nicht
zur Verfiigung. Versuche, das VacA-Protein rekombinant zu exprimieren, waren nicht
erfolgreich. So  konnte das VacA-Protein zwar mittels eines  zellfreien
Proteinexpressionssystems exprimiert, aber nicht in Losung gebracht werden (Daten nicht
gezeigt), weshalb die SPR-Messung ohne VacA-Proteinstandard erfolgte. Daher wurde eine
qualitative SPR-Analytik durchgefiihrt. Die Proben wurden in HPS-EP verdiinnt und das
Bindungsverhalten mittels SPR-Spektroskopie analysiert (2.2.3.16). Die SPR-Analytik erfolgte
durch Holger Spiegel (Fraunhofer IME). Anhand des Sensogramms zeigte sich, dass im
Analyten des Stamms H. pylori DSM 21031 ein VacA-spezifisches Signal von 22 RU detektiert
wurde (Abbildung 19). Weiterhin wurde fiir den Analyten des Stamms H. pylori HP3 ein Signal
von 2 RU detektiert, welches unterhalb des Signals der entsprechenden Negativkontrolle mit 3
RU lag (Abbildung 19). Das Signal der Negativkontrolle des Wildtyp-Stamms lag bei ebenfalls
3 RU (Abbildung 19).
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Abbildung 19: SPR-basierter Nachweis des VacA-Proteins in H. pylori-Kulturiiberstinden

Der Kulturiiberstand von H. pylori DSM 21031 (WT) und H. pylori HP3 (AvacA) wurde fiir eine SPR-
Spektroskopie-Analyse eingesetzt. Fir den Nachweis wurde ein VacA-Antikdrper an einen RAM-FC
funktionalisierten CMS5 Chip gebunden (185 RU). Dieser wurde dazu verwendet, um die Bindungsereignisse der
im Kulturiiberstand enthaltenen VacA-Proteine des Wildtyps (22 RU) und des Knockout-Stamms HP3 (2 RU) zu
untersuchen. Fiir beide Stimme wurde eine Kreuzreaktivititskontrolle (NK) mitgefiihrt, um die
Wechselwirkungen der Probenbestandteile mit der RAM-FC funktionalisierten CM5 Chip zu beurteilen. Hierfiir
wurde die Probe in Abwesenheit des VacA-Antikdrpers auf den Chip aufgetragen. RU = Response Unit; NK =
Negativkontrolle.

3.3.5 Untersuchung des iceA2 Knockout-Stamms mittels Sequenzierung

Der verwendete Stamm H. pylori DSM 21031 trigt das iceA-Allel iceA2, nicht jedoch das Allel
iceAl, liber das bekannt ist, dass es in Assoziation mit der Ausbildung von Magengeschwiiren
steht [67, 68]. Obwohl die Funktion des IceA2-Proteins bisher noch nicht bekannt ist [72],
wurde angenommen. dass IceA2 ebenfalls eine dhnliche Rolle in der Pathogenese spielen
konnte wie IceAl. Daher wurde der iceA2-Locus mit Hilfe des Plasmids pTZ14 deletiert
(3.3.2). Ein quantitativer Nachweis des IceA2-Proteins war nicht moglich, da keine
entsprechenden Antikorper fiir die Detektion zum Beispiel iliber einen Western-Blot zur
Verfiigung standen. Ein direkter Nachweis des Proteins und Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm
konnte daher nicht durchgefiihrt werden. Daher erfolgte die Uberpriifung der ice42-Deletion
im Stamm H. pylori HP4 nur im Rahmen einer Sequenzierung, welche bestitigte, dass die
codierende Sequenz aus dem Genom deletiert wurde (Abbildung 20).

Die Synthese des Hauptpathogenitétsfaktors VacA wurde im Trojaner nicht nachgewiesen. Der
Knockout des iceA2-Locus wurde mittels Sequenzierung bestétigt. Ausgehend von dem
Trojaner HP4 sollten nachfolgend erste Infektionsversuche durchgefiihrt werden, um den
Einfluss der Knockouts auf die Kolonisierungseftfizienz des Trojaners zu bewerten sowie

Ergebnisse zu der verbleibenden Pathogenitit des Stamms zu erhalten.
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Abbildung 20

Der iceA2-Locus (ca. 290 bp, gelb dargestellt) wurde aus dem Stamm H. pylori HP3 deletiert und der Stamm
H. pylori HP4 (AiceA2) wurde erzeugt. Die Genome beider Stimme wurden fiir ein Alignment in der Software

CLC Genomics Workbench eingesetzt, um die Deletion des ice42-Locus darzustellen. Homologe DNA-

Sequenzen des Stamms H. pylori HP4 zum Ausgangsstamm wurden durch Punkte und fehlende DNA-
Sequenzabschnitte durch Bindestriche in einer roten Box dargestellt. Teils homologe DNA-Sequenzabschnitte

innerhalb des deletierten iceA2-Locus im Genom des Stamms H. pylori HP4 entstammen aus dem verwendeten

Deletionsplasmid. Diese Sequenzabschnitte verbleiben nach einer erfolgreichen Deletion im entsprechenden

Locus.
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3.3.6 Kolonisierungseffizienz des Trojaners HP4

Zur Untersuchung der Kolonisierungseffizienz des Trojaners HP4 wurden in vitro
Infektionsversuche durchgefiihrt. Hierzu wurden von zwei unterschiedlichen Spendern humane
Magenschleimhautzellen passagiert (2.2.2.3) und anschlieBend jeweils mit dem Stamm
H. pylori HP4 und H. pylori DSM 21031 als Wildtypkontrolle infiziert (2.2.2.4). Weiterhin
wurde DPBS als Vehikelkontrolle eingesetzt, um die Abwesenheit von H. pylori in einer nicht
infizierten Kontrolle zu bestdtigen. Nach 24 h bzw. 72 h wurde das Kulturmedium der Ansétze
gesammelt und die RNA isoliert (2.2.3.2). Nachfolgend wurde die aufgereinigte RNA-Extrakte
in einem Kit-basierten RT-PCR-Ansatz eingesetzt und amplifiziert (2.2.3.5), bei dem die RNA
direkt in die entsprechenden DNA-Amplifikate umgeschrieben und nachfolgend detektiert
wird. Fiir die Amplifikation wurden spezifische Primer fiir die 16S rRNA von H. pylori und fiir
die RNA von RPLPO der humanen mukogenen Magenschleimhautepithelzellen verwendet
(2.2.3.5). Um die Kolonisierungseffizienz zu bestimmen, wurde der C-Wert von RPLPO auf
den Ci-Wert der 16S rRNA normalisiert (2.2.3.5, Gleichung 3). Nach 24 h bzw. 72 h zeigte sich
kein sichtbarer Unterschied hinsichtlich der Kolonisierungseffizienz des Trojaners H. pylori
HP4 gegeniiber der des Wildtyp-Stamms (Abbildung 21). Dies zeigte sich dadurch, dass die
normalisierten C-Werte des Trojaners und des Wildtyps bei 24 h (~1,6) und 72 h (~1,4) auf
einem gleichen Niveau liegen. Die Ergebnisse der Vehikelkontrolle bzw. Sterilkontrolle

zeigten, dass kein Ci-Wert fiir die 16S rRNA von H. pylori ermittelt werden konnte (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 21: Vergleich der Kolonisierungseffizienz der H. pylori-Stimme DSM 21031 und HP4

Humane mukogene Magenschaumhautzellen wurde mit den Stimmen H. pylori DSM 21031 (WT) bzw. H. pylori
HP4 jeweils mit einer MOI = 100 infiziert, in dem eine bakterielle Suspension in DPBS auf die Zellkultur-Ansitze
pipettiert wurde. Als Negativkontrolle wurde DPBS ohne Bakterien auf die Zellkultur gegeben (Daten nicht
gezeigt). Die RNA wurde nach 24 h bzw. 72 h isoliert und nachfolgend wurde mittels RT-PCR der C-Wert des
sauren ribosomalen 60S-Proteins PO (RPLPO) der humanen Zelllinie sowie die 16S rRNA fiir H. pylori detektiert.
Die Kolonisierungseffizienz des jeweiligen H. pylori-Stamms wurde anhand der Zellkultur aus dem Verhéiltnis der
gemittelten Ci-Werte von RPLPO zu 16S rRNA gebildet. Fiir den Infektionsversuch wurden je Infektionsansatz
jeweils zwei unterschiedliche humane Spender verwendet. Die RT-PCR-Messung erfolgte in jeweils drei
technischen Replikaten in Form von einem biologischen Replikat (# = 1). Der relative C-Wert wurde als als
Mittelwert £ SD dargestellt. MOI = Multiplicity Of Infection, WT = Wildtyp.

3.3.7 Immunantwort des Trojaners HP4

Neben der Bestimmung der Kolonisierungsetfizienz (3.3.6) sollte zudem bewertet werden, ob
die Deletion entsprechender Pathogenitétsfaktoren zu einer Reduktion der durch den Trojaner
HP4 ausgelosten Immunantwort fiithrt. Hierflir sollte der Zytokin-Titer aus den unter 3.3.6
erfolgten in vitro Infektionsversuchen bestimmt werden.

Die Quantifizierung des Zytokin-Titers infizierter und nicht-infizierter humaner mukogener
Magenschleimhautepithelzellen von zwei unterschiedlichen Spendern aus dem Versuchsansatz
3.3.6 erfolgte direkt aus dem gesammelten Zellkulturmedium mittels Human Luminex®
Discovery Assay (2.2.3.15), welcher freundlicherweise durch Christian Fehring
(Universititsklinikum Essen) durchgefiihrt wurde. IL-8 zeigte von allen fiinf quantifizierten
Zytokinen den hdochsten Titer (~10.000-40.000 pg - mL’'), wohingegen alle anderen
quantifizierten Zytokine (IFN-y, TNF-a, IL-1f, IL-6) im Mittel sehr niedrig ausfielen (< 50
pg - mL! (Abbildung 22). Weiterhin wurde ein leichter Anstieg des IL-8, TNF-a und IFN-y

Titers gegeniiber der Negativkontrolle bestimmt (Abbildung 22). Sowohl nach 24 h als auch
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nach 72 h Infektionszeit zeigten sich keine sichtbaren Unterschiede bei dem Wildtyp und
Trojaner hinsichtlich der fiinf quantifizierten Zytokine (Abbildung 22).

Insgesamt zeigte sich im Rahmen der Infektionsversuche, wie angestrebt, kein Unterschied
hinsichtlich der Kolonisierungseffizienz des Trojaners HP4 gegeniiber dem Wildtyp.
Allerdings wurde keine Reduktion der quantifizierten Zytokine bestimmt, was darauf hindeutet,
dass der Trojaner HP4 noch nicht ausreichend attenuiert ist. Daher muss der Stamm

nachfolgend weiter hinsichtlich seiner Pathogenitit optimiert werden.
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Abbildung 22: Zytokin-Titer nach der Infektion einer Magenschleimhautzelllinie mit H. pylori-Stimmen

Humane mukogene Magenschleimhautepithelzellen wurden fiir 24 h bzw. 72 h mit den H. pylori-Stimmen DSM
21031 (WT) und dem Trojaner H. pylori HP4 mit einer MOI = 100 infiziert. Fiir eine Negativkontrolle (NK)
wurden DPBS auf die Zellen gegeben. Anschlieend wurden die Zytokin-Titer von IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-6
und IL-8 mittels Human Luminex® Discovery Assay durch Christian Fehring (Universititsklinikum Essen)
quantifiziert. Pro Infektionsversuch wurden zwei unterschiedliche Spender infiziert, wobei jede Probe in zwei
technischen Replikaten gemessen wurde. Dargestellt ist der Mittelwert + SD eines biologischen Replikats (n = 1).
WT = Wildtyp; MOI = Multiplicity Of Infection.

3.3.8 CagA-Immunodetektion

Neben VacA stellt CagA einen weiteren Hauptpathogenititsfaktor von H. pylori dar, welcher
indirekt an der Freisetzung bestimmter proinflammatorischer Zytokine beteiligt ist [48] und im
Zusammenhang mit einem erhohten Magenkrebsrisiko steht [49]. Da die Pathogenitdt des
Trojaners bisher nicht ausreichend reduziert werden konnte (3.3.7), wurde entschieden
zusitzlich auch den cagA-Locus mit dem generierten Deletionsplasmid pTZ17 zu deletieren
(3.3.2). Ausgehend von einem Zellextrakt des Trojaners H. pylori HPS sollte anschlieBend
mittels Western-Blot bestétigen werden, dass der Knockout des cag4-Locus die Expression von
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CagA verhindert. Neben dem CagA-Protein sollte als Kontrollprotein die essenzielle
Serinprotease HtrA detektiert werden, welche unabhéngig von dem Deletionsansatz durch den
Wildtyp- und den Knockout-Stamm HPS5 gebildet wird und im Western-Blot als
Beladungskontrolle diente.

Fiir den immunologischen Nachweis des CagA-Proteins mussten zuerst Zellextrakte hergestellt
werden. Hierfiir wurden die Bakterienstimme H. pylori DSM 21031 und H. pylori HP5 auf HP-
Agar kultiviert und der dichte Zellrasen des jeweiligen Stamms wurde fiir die Erstellung eines
Zellextrakt verwendet (2.2.3.12). Im Anschluss wurden die Proteinbestandteile der Zellextrakte
mittels SDS-PAGE getrennt (2.2.3.13) und die Bildung des CagA-Proteins wurde in einem
Western-Blot durch den CagA3-Antikorper detektiert (2.2.3.14). Als Positivkontrolle wurde
Kulturiiberstand von H. pylori DSM 21031 mitgefiihrt, welcher das native CagA-Protein
(~140 kDa) bildet. Als Beladungskontrolle wurde das HtrA-Protein (~55 kDa) mit dem HtrA-
Antikorper detektiert. Sowohl die Probe des Wildtyps als auch die des Knockout Stamms HPS5
zeigen auf dem Western-Blot eine Bande knapp oberhalb von 50 kDa (Abbildung 23).
Weiterhin zeigt der Wildtyp, nicht aber der Knockout-Stamm HP5 eine Proteinbande oberhalb
der Ebene der 140 kDa Bande des Protein-Grof8enmarkers (Abbildung 23). Dariiber hinaus
zeigen beide Proben schwache Banden mit einer molekularen Masse (Wildtyp ~100 kDa, HP5
~115 kDa), die weder dem CagA- noch dem HtrA-Protein entspricht.

Insgesamt wurde anhand dieses Western-Blots der Knockout des Hauptpathogenititsfaktors

CagA im Trojaner HPS bestitigt.
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Abbildung 23 Detektion des CagA-Proteins mittels Western-Blot

15 pg Zellextrakt von H. pylori DSM 21031 (WT) und H. pylori HP5 (Acagd) wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Western-Blot hinsichtlich der Bildung des CagA-Proteins (~140 kDa) analysiert. Die
Protease HtrA (~55 kDa) von H. pylori wurde als Beladungskontrolle detektiert. L = Protein-Grofenmarker; kDa
= Kilodalton.

3.4 Schlussfolgerung Ergebnisse

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit der Trojaner HPS (AluxS, AvacA, AiceA2,
AcagA) erzeugt, welcher nicht mehr in der Lage ist AI-2 zu synthetisieren sowie die
Hauptpathogenititsfaktoren VacA, IceA2 und CagA zu exprimieren. Diese Trojanergeneration
wurde bisher noch nicht hinsichtlich der Pathogenitit und Kolonisierungseffizienz
charakterisiert. Um eine signifikante Reduktion der Pathogenitdt zu erzielen, sind sehr
wahrscheinlich weitere Deletionen von Pathogenitétsfaktoren erforderlich. Im Hinblick auf die
Expression eines AMPs unter der Kontrolle eines regulierbaren Al-Promotors zeigte sich, dass
nur Al-2 durch H. pylori synthetisiert werden. Daher muss eine Al-2-regulierbare
Expressionskassette fiir die Trojaner-Strategie verwendet werden. Die AMPs LL-37 und
Nisin A erwiesen sich als geeignete Kandidaten fiir die Eradizierung von H. pylori. Folglich
sollte zukiinftig versucht werden eine DNA-Sequenz der beiden ausgewdhlten AMPs in eine
Al-2-regulierbare Expressionskassette zu klonieren und diese in das Genom des Trojaners zu

integrieren.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, einen attenuierten H. pylori-Stamm zu entwickeln, der potenziell als
Drug-Delivery-System geeignet sein kann, um am Infektionsort zielgerichtet AMPs
freizusetzen (1.6). Hierfiir wurden im Rahmen der Arbeit verschiedene AMPs im Hinblick auf
ihre antimikrobielle Wirkung gegeniiber H. pylori getestet und mogliche Off-Target Effekte
untersucht. Weiterhin wurde die Bildung auf unterschiedliche AI-Typen analysiert, um
perspektivisch im Bakterienstamm eine Al-regulierbare AMP-Expressionskassette verwenden
zu konnen. Dariiber hinaus wurden unterschiedliche Pathogenitétsfaktoren aus einem H. pylori-

Stamm deletiert, um dessen Pathogenitit zu reduzieren.

4.1 Screening nach wirksamen AMPs

In dieser Arbeit wurden im Gegensatz zu bisherigen Untersuchungen [103, 125-134] erstmalig
unterschiedliche AMPs mit Wirksamkeit gegeniiber H. pylori unter den gleichen
Versuchskonditionen eingesetzt, um die antimikrobielle Wirkung gegeniiber H. pylori, die
zytotoxische und hémolytische Aktivitit sowie die Pepsin Stabilitdt untereinander zu
vergleichen. Zu Beginn wurden iiber Literaturrecherche ~50 AMPs identifiziert. Die Auswahl
der ndher zu untersuchenden AMPs orientierte sich in dieser Arbeit an den nachfolgenden
Kriterien: Die AMPs sollten eine moglichst geringe MHK gegeniiber H. pylori aufweisen, falls
moglich nicht durch Pepsin hydrolysiert werden und keine posttranslationalen Modifikationen
besitzen. Sollten mehrere Derivate eines wirksamen AMPs existieren, sollte nur das
effizienteste ausgewéhlt werden. Die Zahl der hier untersuchten AMPs konnte von ~50 AMPs
anhand der definierten Kriterien auf insgesamt 11 Kandidaten reduziert werden. Keines dieser
AMPs wird in der Literatur als Pepsin-resistent beschrieben. Zusitzlich wurde die
antimikrobielle Wirksamkeit zwei weiterer Peptide, BAMP und BufIIlb [121], gegeniiber
H. pylori untersucht, welche den erwédhnten Kriterien nicht entsprachen und dennoch
mitgefiihrt wurden, da diese laut vorheriger Studien resistent gegeniiber Pepsin sind, bei hohen
Konzentrationen keine hidmolytische Aktivitit aufweisen und die Zellviabilitdt nicht
beeinflussen [121, 122, 135]. Diese Eigenschaften wiren vorteilhaft fiir eine Eradikation von
H. pylori, da téglich 10 mg des Hauptverdauungsenzym Pepsin im menschlichen Magen
synthetisiert werden [136] und eine Hydrolyse Pepsin-sensitiver AMPs sehr wahrscheinlich
zum Aktivititsverlust fiihren wiirde. Weiterhin soll der Trojaner in unmittelbarer Ndhe zum
Pathogen kolonisieren und dort AMPs freisetzen, wodurch die Viabilitdt der kolonisierten
Magenepithelzellen beeinflusst wiirde. Eine antimikrobielle Wirksamkeit der Peptide BAMP

und Buf IlIb gegeniiber H. pylori wurde in der Literatur jedoch bisher noch nicht untersucht.
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Da perspektivisch ein gegen H. pylori wirksames Peptid ohne Fehlfunktion heterolog im
Trojaner exprimiert werden sollte und dieser Trojaner sehr warscheinlich nicht {iber notwendige
posttranslationale Modifikationsmaschinerie verfiigt, wurden vorrangig AMPs ohne solche
Modifikationen untersucht. Als Ausnahme wurde Nisin A, trotz seiner vorhandenen
Lanthionin-Ringe, in diese Arbeit mit aufgenommen, da dieses Peptid niedrige MHK gegen
verschiedenen H. pylori-Stimme besitzt [134]. Fiir erste Versuchszwecke wurde die
ausgewdhlten AMPs kommerziell als synthetische Peptide erworben. Im Rahmen eines ersten
Screenings wurde die Wirksamkeit der 13 AMPs dquimolar gegeniiber H. pylori getestet
(3.1.1). Die Wirksamkeit der AMPs sollte anhand von Wachstumskinetiken durch eine
Reduktion bzw. vollstindige Hemmung des bakteriellen Wachstums beurteilt werden. Hierfiir
wurde das BioLector® Pro-System verwendet, welches den Vorteil bietet, dass
Wachstumskinetiken im Small-Scale bei einem Kulturvolumen von 800-1900 uL unter
mikroaerophilen Bedingungen iiber lange Zeitrdume bei geringen Verdunstungseffekten in
einem 48-Well-MTP-Format aufgenommen werden konnen. Unter den hier getesteten Peptid-
Kandidaten erwiesen sich LL-37 und Nisin A als die effektivsten Kandidaten (3.1.1). LL-37
verringerte das Wachstum um ca. 80 %, wihrend Nisin A das Wachstum um ca. 50 %
reduzierte. Die Wirksamkeit von LL-37 ist nicht iiberraschend, da dieses AMP Teil der
angeborenen humanen Immunantwort ist und dessen Expression durch humane
Magenschleimhautzellen bei einer H. pylori-Infektion hochreguliert wird [103]. Zhang ef al.
zeigten, dass nach 48 h die ODsos einer H. pylori SS1-Fliissigkultur bei einer Konzentration
von 13,91 puM des AMPs LL-37 um ca. die Hélfte gehemmt wurde [137]. Eigene
Untersuchungen bestétigen diese Ergebnisse, da bei einer Konzentration von 10 uM LL-37 die
Kultur bereits nach 20 h die stationédre Phase erreichte, was in etwa einem Drittel des maximalen
Wachstums der jeweiligen Vehikelkontrolle entspricht (Abbildung 6). Im Hinblick auf Nisin A
wurde fiir den gleichen Stamm eine MHK von ~8 uM (25 pg - mL™") beschrieben [134]. In
Rahmen eigener Untersuchungen wurde das Wachstum bei 10 uM nicht vollstdndig gehemmt.
Dies zeigte sich anhand der Wachstumskinetik durch eine exponentielle Phase mit einer
geringeren Steigung und einer Biomasse in der stationdren Phase, welche nur ca. der Hélfte der
jeweiligen Kontrolle entsprach (Abbildung 6). Abweichungen eigener Ergebnisse zu der
Literatur lassen sich vermutlich auf den unterschiedlichen Versuchsaufbau und die initiale
Zellkonzentration im Assay zuriickfiihren. Obwohl Hase et al. fiir drei von vier H. pylori-
Stammen eine bakterizide Wirkung von LL-37 nachweisen konnte [ 103], wiren weitere Studien
mit einer groBBeren Anzahl von Stimmen erforderlich, um die allgemeine Anwendbarkeit dieses

AMPs fiir eine H. pylori-Eradizierung abzuschitzen. Im Gegensatz dazu zihlt Nisin A zu den
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Bakteriozinen mit einem breiten Wirkspektrum und Genera wie Acinetobacter und
Helicobacter zeigen eine hohe Sensitivitit gegeniiber diesem AMP [138]. Die Sensitivitit neun
weiterer H. pylori-Stimme mit einer MHK zwischen ~0,06 und 4 pM (~0,2 und 13,2 ug - mL™ ")
deutet darauf hin [134, 138], dass Nisin A ein vielversprechender Kandidat zur Bekdmpfung
von H. pylori-Infektionen darstellt. Die Peptide Bicarinalin, Epinecidin-1 und TP4 hatten
lediglich einen moderaten Einfluss auf das bakterielle Wachstum, was sich anhand der
Wachstumskinetiken durch eine zeitlich verschobene, leicht abgeflachte exponentielle Phase
und durch ein niedrigeres maximales Wachstum relativ zur Kontrolle sichtbar machte
(Abbildung 5). Alle weiteren AMPs zeigten nahezu kaum oder gar keinen Einfluss auf das
Wachstum von H. pylori. Eine Aktivitit dieser AMPs wiirde vermutlich erst bei hoheren
Konzentrationen sichtbar, was jedoch experimentell bestimmt werden miisste. Anhand von
Dosis-Wirksamkeitskurven gegeniiber H. pylori wurden 1Cso-Werte fiir Nisin A (~11 uM) und
LL-37 (~12 uM) berechnet (3.1.2). Die ICso-Werte liefern prézisere Riickschliisse darauf, bei
welcher Konzentration des jeweiligen AMPs die eingesetzte H. pylori-Zellkonzentration zu
welchem prozentualen Anteil eradiziert wird. Analog zu vorangegangenen Experimenten
wurde das bakterielle Wachstum durch Nisin A bei 10 pM um ca. die Hélfte gechemmt (3.1.1,
Abbildung 6), was dem berechneten ICsp von ~11 pM sehr nahe kommt (3.1.2, Abbildung 8).
Im Gegensatz dazu weicht der berechnete ICso-Wert fiir LL-37 von ~12 uM (3.1.2, Abbildung
7) leicht von den vorherigen Ergebnissen ab, da das Wachstum von H. pylori durch 10 uM LL-
37 nicht um die Hilfte, sondern um ca. ein Drittel reduziert wurde (3.1.1, Abbildung 6). Dies
konnte darauf zuriickzufithren sein, dass bei der Dosis-Wirksamkeitskurve bei der
Konzentration von 10 uM eine erhohte Standardabweichung vorliegt (3.1.2, Abbildung 7),
wodurch der ermittelte ICso wiederum hoher ausféllt. Im Gegensatz zu dem in der Literatur von
Hase et al. angegebenen ICso von 1,4 uM fiir LL-37 [103], ergaben eigene Untersuchungen
einen hoheren Wert von 10 uM. Die Diskrepanz zu dem Literaturwert ldsst sich sehr
wahrscheinlich darauf zuriickfiihren, dass sich der eigene Versuchsaufbau zu den Arbeiten von
Hase et al. stark unterscheidet. Fiir LL-37 konnte in der Literatur kein weiterer ICso-Wert
ermittelt werden. Ebenso wurde kein Vergleichswert flir den hier berechneten ICso von Nisin A
in der aktuellen Literatur gefunden.

Weiterhin wurde die Sensitivitit der AMPs gegeniiber dem im humanen Magen vorliegenden
Enzym Pepsin getestet, da durch eine Hydrolyse der Peptidsequenz die antimikrobielle
Wirksamkeit in der Regel eliminiert wird, was im Hinblick auf die verfolgte Drug-Delivery-
Strategie zu einem Problem werden kann. Pepsin hydrolysiert vorzugsweise Bindungen mit

aromatischen Resten oder Leucin in P1 oder P1' Position [139], wobei die benachbarten
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Aminosduren die Hydrolyse positiv oder negativ beeinflussen konnen. Die Untersuchungen
zeigten, dass unter Magen-dhnlichen Bedingungen alle Peptidsequenzen mit Ausnahme von
Buf IIIb mindestens einmal durch Pepsin hydrolysiert werden (3.1.5). Eine antimikrobielle
Wirkung von Buf IIIb sowie von BAMP gegeniiber H. pylori ist in der Literatur nicht
beschrieben und konnte im Rahmen dieser Arbeit bei der getesteten Konzentration nicht
nachgewiesen werden (3.1.1). Das bedeutet, dass von den gegen H. pylori wirksamen AMPs
am Wirkort im Magen aufgrund der Hydrolyse durch Pepsin nur eine eingeschrinkte oder
ausbleibende antimikrobielle Wirksamkeit erwartet werden kann. Ob die AMPs tatséchlich im
Magen hydrolysiert werden, bevor diese ihre antimikrobielle Wirkung entfalten kénnen, bleibt
experimentell zu bestimmen. Hierfiir wire es sinnvoll, ein in vitro Magenmodell zu verwenden,
welches die Bedingungen im menschlichen Magen moglichst realistisch abbildet. So kdnnte
beispielsweise das bereits in dieser Arbeit verwendete Magenmodell mit H. pylori infiziert
werden (2.2.2.4), um die Stabilitdt der jeweiligen AMPs gegeniiber Pepsin zu untersuchen. Ob
eine Hydrolyse der AMPs tatsdchlich vorliegt, konnte mittels LC-MS bewertet werden
(2.2.4.7). Fiir den Fall, dass die AMPs hydrolysiert werden, bevor diese ihre Wirkung entfalten
konnen, konnte perspektivisch mittels Protein-Engineering die Peptidsequenz angepasst
werden. Beispielhaft fiir LL-37 zeigte ein AMP-Derivat EFK 17 eine reduzierte proteolytische
Sensitivitit und erhohte antimikrobielle Wirkung durch die Aminosdure-Substitution
spezifischer Positionen gegen Tryptophan [140]. Uber C-terminale Tryptophan oder
Phenylalanin-reiche Peptidverldngerungen ldsst sich ebenfalls die proteolytische Stabilitét
erhohen [141]. Eine weitere Moglichkeit, um eine Pepsin Hydrolyse zu verzégern, damit das
AMP seine antimikrobielle Wirkung entfalten kann, besteht in der Kopplung des Peptids an ein
Fusionsprotein wie zum Beispiel an Humanserumalbumin, welches das AMP sterisch von
Pepsin abschirmt. Die Fusion an einen solchen Partner wurde bereits anhand eines humanen
Lactoferrins beschrieben, wodurch dessen Stabilitét gegeniiber Pepsin erhoht wurde [142]. Da
eine N- bzw. C-terminale Kopplung eines Fusionsproteins an ein AMP sowie die Modifikation
der Peptidsequenz des AMPs die antimikrobielle Aktivitdt sehr wahrscheinlich beeinflussen
wiirde, wire ein Vergleich der Wirksamkeit jeglicher Konstrukte mit dem urspriinglichen AMP
notwendig.

Um die Sicherheit der AMPs fiir die Anwendung im Menschen zu bewerten, wurde die
Toxizitat aller AMPs gegeniiber humanen Magenschleimhautzellen und humane Erythrozyten
unter dquimolarer Konzentration vergleichend untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die
AMPs Epinecidin-1 und TP4 einen Einfluss auf die Viabilitit der humanen
Magenschleimhautzellen (3.1.3) und Nstl, TP4 und Epinecidin-1 h@molytische Aktivitit
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zeigten (3.1.4). Nisin A und LL-37 zeigten bei der getesteten Konzentration keine Off-Target
Effekte (3.1.3, 3.1.4). Anhand dieser Ergebnisse lassen sich jedoch nur Riickschliisse darauf
ziehen, welche AMPs bei einer Konzentration von 10 pM keine Off-Target Effekte zeigen.
ICso-Werte fir LL-37 und Nisin A gegeniiber Magenschleimhautzelllinien und humanen
Erythrozyten konnten in der Literatur nicht gefunden werden. Um eine Bewertung der Toxizitit
fiir beide Targets auch im Hinblick auf eine im Magen optimal eradizierende Konzentration
gegen H. pylori vornehmen zu konnen, sollten zukiinftig entsprechende Dosis-
Wirksamkeitskurven aufgenommen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen das Potenzial von LL-37 und Nisin A zur
Behandlung von H. pylori-Infektionen. Aktuell existieren jedoch keine klinischen Studien,
welche die Sicherheit dieser AMPs im Kontext einer H. pylori-Infektion ndher untersuchen.
Erste Daten fiir die Sicherheit von LL-37 lieferte eine klinische Phase IIb Studie (HEAL LL-
37) zur Behandlung von vendsen Beingeschwiiren, bei der die lokal getesteten Dosen von 0,5
und 1,6 mg - mL™" (~111 bzw. 356 uM) von LL-37 sicher und vertréiglich waren [108]. Dies
entspricht der ca. zehn- bzw. dreiligfachen Konzentration des in dieser Arbeit ermitteln ICso
von 12 puM fir LL-37 gegeniiber H. pylori (3.1.2). Nisin A ist bereits als
Nahrungskonservierungsmittel zugelassen und trigt den Generally Recognized As Safe Status.
Daten aus klinischen Studien spezifisch fiir Nisin A existieren noch nicht. Allerdings werden
aktuell Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom fiir eine klinische Phase I/Ila Studie
(NCT06097468) rekrutiert, bei der die Toleranz von Nisin Z erprobt und der Einfluss auf das
orale Mikrobiom erforscht wird. Diese Studienergebnisse konnten zukiinftig einen ersten
groben Anhaltspunkt fiir eine Vertriglichkeit von Nisin A dienen, da sich Nisin Z von Nisin A
lediglich durch eine Aminosduresubstitution unterscheidet und die MHK-Werte fiir beide
AMPs anhand von drei Bakterienstimmen iibereinstimmen [143].

Zu Beginn der hier vorgestellten Arbeiten wurde ausgehend von ca. 50 AMPs eine Anzahl von
13 Peptiden ausgewdhlt, deren antimikrobielle Wirkung gegentiber H. pylori ndher untersucht
werden sollte. Diese Kandidaten wurden unter anderem aufgrund der in der Literatur
beschriebenen niedrigen MHK ausgewidhlt [103, 125-134]. Die Bestimmung der
antimikrobiellen Wirkung erfolgt in diesen Publikationen oftmals anhand verschiedener
H. pylori-Stimme mit unterschiedlichen Assays, wie der Agar-Dilution- und Broth-Dilution-
Methode geméd3 CLSI Guideline [144], oder anhand selbst entwickelter Analyseansitze. Die
Ergebnisse dieser Publikationen liefern zwar Anhaltspunkte beziiglich einer Wirksamkeit eines
untersuchten AMPs, aber aufgrund der stark variierenden Assay-Bedingungen lassen sich keine

vergleichenden Riickschliisse beziiglich der Wirksamkeit der AMPs untereinander ziehen.
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Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig die antimikrobielle Wirksamkeit der
ausgewahlten AMPs gegeniiber H. pylori unter standardisierten Versuchsbedingungen (2.2.1.4)
untersucht, um besonders wirksame Peptide zu identifizieren. Einige AMPs wie zum Beispiel
das Peptid PGLa-AMI1 zeigten in dieser Arbeit nach 48 h bei einer Konzentration von 10 uM
keine antimikrobielle Wirkung (3.1.1), wohingegen in den Arbeiten von Zhang et al. bereits
nach 30 min bei einer dhnlichen Konzentration von ~8 uM (16 pg - mL™') eine vollstindige
Eradizierung von H. pylori beschrieben wurde [131]. Neben der eigentlichen Methode zur
Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitit und der Auswahl des jeweiligen Stamms bilden die
Reinheit des Peptids, eine C-terminale Amidierung und die Faltung wichtige Faktoren, welche
die antimikrobielle Wirkung beeinflussen konnen. Die Synthese von PGLa-AMI in der Arbeit
von Zhang et al. erfolgte rekombinant in einem E. coli-basierten Expressionssystem [131]. Die
Expression dieses AMP resultierte in einem nativen Zustand mit einer Peptid-Reinheit von
>90 % [131]. Angaben zu einer C-terminalen Amidierung wurden jedoch nicht beschrieben.
Alle AMPs, mit Ausnahme von Nisin A, wurden in dieser Arbeit mit einer Reinheit von > 95 %
erworben. Weiterhin bestétigt die Qualitdtskontrolle des Synthesedienstleisters das
Vorhandensein einer C-terminalen Amidierung. In den Arbeiten von McLean ef al. wurde
PGLa-AM1 wie in den eigenen Arbeiten per Syntheseauftrag erstellt und zeigte eine identische
Aminoséduresequenz mit C-terminaler Amidierung und einen dhnlichen Reinheitsgrad von
>98 % [145]. Da McLean et al. die Wirksamkeit von PGLa-AM1 gegeniiber mehreren oralen
und respiratorischen Pathogenen beschrieb [145], l4sst sich die Faltung sowie die C-terminale
Amidierung und Reinheit als Fehlerquelle ausschlieBen. Somit lassen sich Diskrepanzen in der
Wirksamkeit der Peptide zu bisherigen Untersuchungen vermutlich auf den unterschiedlichen
Versuchsaufbau zur Bestimmung der antimikrobiellen Wirkung zuriickfiihren und darauf, dass
die Wirksamkeit des gleichen AMPs gegeniiber unterschiedlicher H. pylori-Stimme variieren
kann [103]. In vielen Publikationen wird die antimikrobielle Wirksamkeit mit einer
Massenkonzentration angegeben, wodurch sich allerdings keine vergleichenden Riickschliisse
ziehen lassen. Da AMPs oftmals eine Grof3e zwischen 12 und 50 Aminosduren aufweisen, wire
die Angabe der Molaritét sinnvoller als die Angabe der Massenkonzentration, vorausgesetzt,
dass die Peptidsequenz bekannt ist. Um eine bessere Vergleichbarkeit der AMPs untereinander
zu gewdhrleisten, wurde in dieser Arbeit die Stoffmengenkonzentration der AMPs angegeben.
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Dissertation erstmalig die Wirksamkeit von 13
AMPs gegeniiber H. pylori unter standardisierten Versuchsbedingungen untersucht und
verglichen werden. Hierdurch ergibt sich gegeniiber den bisherigen Untersuchungen ein

wissenschaftlicher Mehrwert, insbesondere, da neben der Untersuchung der antimikrobiellen
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Wirksamkeit gegentiber H. pylori auch vergleichende Untersuchungen zur zytotoxischen und
hédmolytischen Aktivitdt sowie der Pepsin-Stabilitdt erfolgten. Es konnten demnach zwei AMPs
(LL-37 und Nisin A) identifiziert werden, die fiir eine spétere therapeutische Anwendung in
Betracht kommen. Thre Eignung ergibt sich daraus, da bereits die Anwendung beider Peptide
bei einer Konzentration von 10 uM zu einer starken Reduktion des H. pylori-Wachstums
fithrten und in separaten Untersuchungen bei der gleichen Konzentration keine zytotoxische
und hidmolytische Aktivitdt hervorgerufen wurde. Perspektivisch sind dosisabhingige
Wirksamkeitsstudien hinsichtlich der zytotoxischen und hédmolytischen Aktivitit jedoch
erforderlich, um das vollstindige Spektrum der Wirkung beider AMPs fiir eine zukiinftige

therapeutische Anwendung zu verstehen.

4.2 Untersuchung auf Bildung verschiedener AI-Typen

Perspektivisch sollte ein Al-regulierbare Expressionskassette in das Genom des Trojaners
integriert werden, welche eine DNA-Sequenz fiir ein AMP beinhaltet. Grundsétzlich existieren
vier verschiedene Typen an Al, welche fiir die Regulation verwendet werden konnten: Al-1,
AI-2, AI-3 und AIPs. Letztere sollten in dieser Arbeit nicht untersucht werden, da AIPs
hauptsdchlich durch Gram-positive Bakterien gebildet werden [146] und es sich bei H. pylori
um ein Gram-negatives Bakterium handelt. Nach aktuellem Stand der Literatur ist nur die
Synthese von Al des Typ AI-2 durch H. pylori beschrieben [78]. Die Bildung von AlI-2 wurde
in dieser Arbeit ebenfalls nachgewiesen (3.3.3). Daher wurde zu Beginn dieser Arbeit durch
Kooperationspartner Quh-Lab Lebensmittelsicherheit freundlicherweise eine Al-2-regulierbare
Reporterkassette zur Verfligung gestellt. Diese besteht aus einem LsrR-regulierbaren Promotor
Pisr und einer nachgeschalteten Reporterkassette (2.1.5). Liegt AI-2 vor, so bindet dieses an den
Repressor LsrR, wodurch dieser inaktiviert wird [147] und die Expression der Reporterkassette
ermoglicht wird. Da jedoch Daten des Kooperationspartners zeigten, dass der AI-2-regulierbare
Promotor eine hohe Basalexpression aufweist (Daten nicht gezeigt), zudem das LsR-
Regulationssystem recht komplex ist und die AI-2-Vorstufen in einer komplexen
Gleichgewichtsreaktion stehen [79], sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob ein
anderes, weniger komplexes Al-basiertes Regulationssystem fiir H. pylori in Betracht gezogen
werden kann. Daher sollte gepriift werden, ob H. pylori Al-1 und/oder AI-3 bildet, um auf
alternative Al-induzierbare Promotoren auszuweichen und somit die Arbeiten flexibler
aufzustellen. Ein sensitives Al-1-induzierbares Biolumineszenz-Reportersystem konnte am
Fraunhofer IME bereits erfolgreich etabliert werden [123] und wiirde im Falle einer Al-1-

Synthese durch H. pylori zur Verfiigung stehen.
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Da eine Vielzahl unterschiedlicher Al-1-Molekiile existiert [146], wovon nicht alle als
kommerzielle Standards zur Verfligung standen und zudem aus Kostengriinden sich die
Auswahl auf eine kleine Menge beschrinken musste, wurde im Rahmen dieser Arbeit finf
gingige Al-1-Standards mit unterschiedlich langem Acylrest ausgewéhlt (Tabelle 22), um das
Al-1-Spektrum bestmoglich abzudecken. Al-1-Molekiile bestehen aus einem fiinfgliedrigen
Lactonring und einer variablen linearen Acylgruppe. Anhand der verwendeten Untargeted LC-
MS/MS-Methode (2.2.4.4) wurde dieser charakteristische Lactonring detektiert, weshalb auch
Al-1-Molekiile, welche nicht als Standards mitgefiihrt wurden, detektiert wiirden. Die hier
durchgefiihrten Versuche mittels LC-MS/MS-Analytik zeigten, dass keine der Al-1-Molekiile
durch H. pylori synthetisiert werden, die als Standard mitgefiihrt wurden (3.2.1). Weiterhin
wurde gezeigt, dass der Bakterienstamm Y. enterocolitica DSM 11503 (Positivkontrolle) Al-1
bildet und dass vier von fiinf Al-1-Standards mit einer Konzentration von 41-58 nM aus dem
H. pylori-Kulturmedium mittels LC-MS/MS detektiert wurden (3.2.1). Konzentrationen von
Al-1 in Bakterienkulturen variieren zwischen dem niederen nanomolaren und dem niederen
mikromolaren Konzentrationsbereich [123, 148]. Daher ist es auch moglich, dass die
Sensitivitit der LC-MS/MS-Analytik nicht ausreichend war, um die gebildeten Al-1-
Konzentrationen von H. pylori zu detektieren. Eine Bestimmung der unteren Nachweisgrenze
fiir die jeweiligen Al-1-Molekiille wurde nicht durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurde eine
Untargeted LC-MS/MS-Methode von Patel ef al. verwendet [149]. Vier von den finf hier
verwendeten Al-1-Standards wurden in den Arbeiten von Patel ef al. mit einer Nachweisgrenze
zwischen 0,6 und 229,6 nM detektiert [149]. Da die verwendete Methode auf den Arbeiten von
Patel et al. basiert, kann in dieser Arbeit von einer vergleichbaren Nachweisgrenze ausgegangen
werden, weshalb eine unzureichende Sensitivitit als Fehlerquelle zur Detektion von Al-1
wahrscheinlich ausgeschlossen werden kann. Fiir beide Bakterien-Stimme wurde nach 24 h die
ODeoo der Fliissigkultur bestimmt. Hierbei wies die Y. enterocolitica-Kultur eine etwa dreifach
hohere ODegoo auf als die der H. pylori-Kultur (3.2.1). Anhand von publizierten Daten des
Fraunhofer IME wurde bereits unter Verwendung des gleichen Y. enterocolitica-Stamms mit
der gleichen LC-MS/MS Methode AI-1 in Abhdngigkeit von der Zellkonzentration quantifiziert
[123]. Anhand dieser publizierten Daten lisst sich abschitzen, dass in einer Y. enterocolitica-
Probe mit einer vergleichbaren ODegoo zur H. pylori-Kultur die Analytik zuverldssig
entsprechende Al-1-Molekiile hitte detektieren miissen. Zusammenfassend kann somit davon
ausgegangen werden, dass H. pylori keine dieser Al-1-Molekiile bildet. Alternativ konnte auch
ein Biosensor-basierten Ansatz zur simultanen Detektion von Al-1 aus Kulturiiberstinden

verwendet werden, welcher im Vergleich zur LC-MS/MS-Analytik eine hohere Sensitivitét
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aufweist und eine Nachweisgrenze fiir einen der in dieser Arbeit verwendeten Al-1-Standard
zwischen 0,17 und 0,50 nM zeigt [123].

Neben Al-1 und AI-2 bilden viele Bakterien weitere Klassen von Botenstoffen. Aus diesem
Grund sollte auch untersucht werden, ob Al vom Typ 3 von H. pylori gebildet werden. Nach
aktuellem Stand der Literatur ist die Bildung von AI-3 durch H. pylori bisher nicht beschrieben.
Weiterhin wird auf eine AI-3-Bildung untersucht, da bekannt ist, dass humanpathogene E. coli-
Stimme diesen AI-Typ bilden [76], einige Pyrazinone durch die Inhibierung humaner
Proteasen an der Pathogenese beteiligt sind [150, 151] und eine inflammatorische
Immunantwort auslésen [152]. Fiir die Analytik wurden freundlicherweise durch Prof.
Crawford (Yale University) sieben von acht der hier verwendeten AlI-3-Standards bereitgestellt,
welche bereits in E. coli detektiert wurden [76]. Ein weiterer Standard wurde kommerziell
erworben. Fiir zwei der zur Verfiigung gestellten Standards stand keine Information beziiglich
der Masse zur Verfiigung (Tabelle 22), weshalb diese direkt gelost und mit unbekannter
Konzentration in den Versuchen eingesetzt wurden. In den eingesetzten Konzentrationen
konnten alle Standards mittels LC-MS/MS-Analytik detektiert werden (3.2.2, 7.1). Wihrend
sich die jeweiligen Al-3-Standards in den gespikten Proben mit der Analytik zuverldssig
detektieren lieBen, konnte in den Kulturiiberstanden von H. pylori keine entsprechende Al-3-
Molekiile nachgewiesen werden (3.2.2, 7.1). Sowohl fiir die AI-2- als auch fiir die AI-3-
Messung wurde nach 24 h die ODegoo der jeweiligen H. pylori-Flissigkultur bestimmt. Der
ODeoo-Wert der Fliissigkultur fiir den Al-3-Nachweis war dabei um ca. den Faktor zwei grof3er
(3.2.2) als bei der AI-2-Messung (3.3.3). Da AI mit einer zunehmenden Zelldichte in ihre
Umgebung akkumulieren [74] und im Zuge des AI-2-Nachweises bei einer geringeren
Zelldichte eine hohe Al-2-Konzentration gemessen wurde, wire auch ein deutliches Signal fiir
die jeweiligen Al-3-Standards zu erwarten. Da jedoch kein Signal fiir die entsprechenden Al-
3-Standards in der H. pylori-Probe detektiert wurde, kann davon ausgegangen werden, dass
H. pylori die hier untersuchten Al-3-Molekiile nicht als Quorum Sensing Signalmolekiile
verwendet.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die ersten analytischen Untersuchungen auf Bildung
von Al-1 und AI-3 durchgefiihrt mit dem Ergebnis, dass H. pylori nur Al des Typ Al-2
synthetisiert. Da nach aktuellem Stand der Literatur keine Daten existieren, welche die Synthese
von sowohl Al-1 als auch AI-3 durch nahe Verwandte Gattungen wie Campylobacter
bestétigen, kann davon ausgegangen werden, dass H. pylori diese nicht bildet. Somit kann nur
Al-2 fiir die induzierende Wirkung einer Al-regulierbaren Kassette im Trojaner in Betracht

gezogen werden. Folglich sollte zukiinftig das Al-2-regulierbare Reportersystem verwendet
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werden (2.1.5), wobei der Reporter perspektivisch als Platzhalter fiir eine gegen H. pylori
wirksame AMP DNA-Sequenz dient.

4.3 Von der Mythologie zur Forschung: Entwicklung eines trojanischen H. pylori

Inspiriert von der Geschichte des trojanischen Pferdes, mit dessen Hilfe den Griechen
unbemerkt der Transport von Soldaten in die Stadt Troja gelang und diese so den Sieg erlangten,
war ein weiteres Ziel dieser Arbeit einen scheinbar harmlosen attenuierten trojanischen
H. pylori zur Bekdmpfung einer H. pylori-Infektion zu entwickeln. Dieser bakterielle Trojaner
soll sich unbemerkt neben dem im Magen vorliegenden Pathogen ansiedeln und in
unmittelbarer Nihe eine eradizierende Substanz freisetzen. Dieser zeichnet sich dadurch aus,
dass dieser bei Anwendung im menschlichen Magen eine reduzierte Immunantwort ausldst,
jedoch weiterhin in der Lage ist, den menschlichen Magen zu kolonisieren. Hierfiir war es
erforderlich verschiedene Pathogenitdtsfaktoren zu entfernen. Perspektivisch sollte zunichst
eine Al-2-regulierbare Reporterkassette im Trojaner integriert werden, um die Induzierbarkeit
durch H. pylori-spezifische Botenstoffe zu demonstrieren und die Reporterkassette spéter
gegen eine AMP-Kassette auszutauschen. Um eine Selbstinduktion durch AI-2 zu verhindern,
musste daher dessen Biosynthese unterbunden werden. Nachfolgend sollten humane mukogene
Magenschleimhautzellen mit dem Trojaner und Wildtypstamm infiziert werden, um die
Bakterien-induzierte Immunantwort und die Kolonisierungseffizienz der Stimme zu

vergleichen.

4.3.1 Erzeugung von Deletionen und Charakterisierung der Knockout-Stimme

Da eine direkte Quantifizierung von Furanosylboratdiester (AI-2) mit konventionellen
Methoden nicht moglich ist, erfolgte in dieser Arbeit eine indirekte Quantifizierung iiber
derivatisiertes DPD, einer Vorstufe des AI-2. Hierzu wurden Proben aus dem Schiittelkolben
der Fliissigkulturen entnommen und mittels LC-MS/MS analysiert. Dabei ergab sich fiir den
Wildtyp-Stamm eine gemittelte DPD-Konzentration von ca. 16 uM (3.3.3), welche einem in
der Literatur beschriebenen Wert von 7 uM sehr nahe kommt [153]. Leichte Abweichungen
der eigenen Ergebnisse zu den von Wen ef al. lassen sich moglicherweise darauf zuriickfiihren,
dass fiir die DPD-Quantifizierung ein Biosensor-basierter Ansatz verwendet wurde [153]. Um
die Extraktionseffizienz zu beurteilen, wurde zuséitzlich DPD in PBS und in das verwendete
H. pylori-Kulturmedium formuliert, wobei eine Wiederfindungsrate von DPD im

Kulturmedium gegeniiber PBS von ca. 44 % berechnet wurde (Daten nicht gezeigt). Fiir die
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Kultivierung von H. pylori wurde HP-Medium (Tabelle 20) verwendet, ein komplex Medium,
welches FKS als Zusatz beinhaltet. Wéhrend der Extraktion von AI-2 aus dem Kulturmedium
wurde eine deutlich sichtbare weile Schicht zwischen dem Extrakt und dem Raffinat
beobachtet, was sich vermutlich auf den hohen Proteingehalt des Mediums zuriickfiihren l&sst.
Die geringe Wiederfindungsrate ldsst sich somit sehr wahrscheinlich durch einen Matrixeffekt
begriinden, wodurch die Extraktionseffizienz beeinflusst wurde. Die Kultivierung von H. pylori
ohne FKS im Kulturmedium war bisher in eigenen Versuchen nicht moglich, weshalb auf ein
alternatives Kulturmedium nicht zuriickgegriffen werden konnte. Aufgrund der geringen
Wiederfindungsrate von DPD aus dem H. pylori-Kulturmedium kann daher davon ausgegangen
werden, dass tatsidchlich eine deutlich hohere AI-2-Konzentration als ca. 16 uM vorgelegen hat.
Um das Problem der Extraktionseffizienz zu umgehen, konnte alternativ zu der hier
verwendeten LC-MS/MS-Methode auf einen Biosensor-basierten Assay zuriickgegriffen
werden. Hierfiir wird die Al-2-Konzentration iiber die Induktion der Biolumineszenz in einem
Reporterstamm nach Zugabe zellfreier H. pylori-Kulturiiberstande bestimmt [153, 154]. Der
Knockout-Stamm H. pylori HP2 (AluxS) zeigte in Ubereinstimmung mit der Literatur [153,
155] gegeniiber dem Wildtyp-Stamm eine stark signifikante Reduktion der DPD-Biosynthese
(3.3.3). LuxS ist ein integraler Bestandteil des aktiven Methylzyklus bei dem das Intermediat
S-Adenosylmethionin gebildet wird [83, 155], welches unter anderem fiir essenzielle
Zellprozesse wie Protein- und Nukleinsdure-Methylierung verwendet wird. Die verbleibende
DPD-Konzentration des Trojaners ldsst sich daher vermutlich auf den weiterhin aktiven
Methylzyklus von H. pylori zuriickfiihren, bei dem DPD ohne die katalytische Funktion des
LuxS-Proteins als Nebenprodukt gebildet wird. Inwiefern die verbleibende DPD-Konzentration
des Trojaners spiter einen Einfluss auf eine Al-2-regulierbare Expressionskassette haben
konnte, bleibt experimentell zu bestimmen. Dies kann beispielsweise durch einen direkten
Vergleich einer Al-2-regulierbaren Reporterkassette in An- und Abwesenheit von DPD
erfolgen. Die Kultivierung von H. pylori wurde in dieser Arbeit unter optimierten
Laborbedingungen durchgefiihrt. In welcher Quantitit sowohl der Trojaner bei einer
Anwendung im Magen als auch H. pylori bei persistent infizierten Patienten tatsdchlich Al-2
unter den harschen Bedingungen des menschlichen Magen bilden, bleibt experimentell zu
bestimmen. Als ersten Anhaltspunkt konnten hierfiir in vitro Infektionsversuche mit den in
dieser Arbeit verwendeten humanen mukogenen Magenschleimhautzellen (2.2.2.4)
durchgefiihrt werden, um anschliefend AI-2 aus dem Mukus zu extrahieren (2.2.4.2) und
mittels LC-MS/MS zu quantifizieren (2.2.4.5). Unter der Annahme, dass diese in vitro Daten

eine ausreichende AI-2-Konzentration bei einer H. pylori-Infektion bestitigen, welche die
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Funktion der Al-2-regulierbaren Expressionskassette gewihrleistet, sollten perspektivisch
diese Versuche erneut in einem Mausmodell validiert werden. Ausgehend von diesen Daten
kann die in vivo Relevanz einer Al-2-regulierbaren Expressionskassette bewertet werden.

Fiir die Entwicklung eines Trojaners sollten neben der AI-2-Synthese vor allem die
Hauptpathogenitétsfaktoren vacA4, cagdA und iceA2 aus dem Genom von H. pylori entfernt
werden. Hoch virulente H. pylori-Stimme des Typ-I sind vacA”, wohingegen weniger virulente
Stimme kein funktionales VacA-Protein ausbilden [37]. Um die Bildung von VacA vollstindig
zu unterbinden und so einen weniger virulenten Stamm zu entwickeln, wurde in dieser Arbeit
der gesamte vacA-Locus deletiert (3.3.2). Ein anschlieBender qualitativer Nachweis des VacA-
Proteins aus den normalisierten Uberstinden von Schiittelkolben-Fliissigkulturen des H. pylori
Wildtyp- und Knockout-Stamms HP3 erfolgte mittels SPR (3.3.4). Die Ergebnisse bestétigen,
dass VacA durch den Wildtyp- nicht aber durch den Knockout-Stamm HP3 gebildet wird
(3.3.4) und korrelieren mit den von Kuck et al. publizierten Daten. Dort wurde mittels Western-
Blot gezeigt, dass die Bildung von VacA in der Probe eines Wildtyp-Stamms, nicht aber in der
des isogenen Knockout-Stamms, detektiert werden kann [156]. Ein direkter Nachweis der
fehlenden vakuolisierenden Aktivitit beispielsweise anhand der Infektion einer Zellkultur mit
dem Trojaner wurde nicht durchgefiihrt. Die Mutagenese spezifischer Sequenzabschnitte
innerhalb des vacA4-Locus fiihrt bereits zum Verlust der vakuolsierenden Aktivitdt von VacA
[54]. Da in dieser Arbeit der vacA-Locus vollstindig deletiert wurde, ist es duferst
unwahrscheinlich, dass eine verbleibende vakuolisierende Aktivitit weiterhin vorliegt.

Eine Deletion des ice42-Locus wurde in dieser Arbeit durchgefiihrt, da IceA2"-Stimme die
Bildung von pro-inflammatorische IL-1-Polymorphismen stimulieren, welche in Assoziation
mit einem erhohten Risiko pridkanzerdser Lésionen der Magenschleimhaut stehen [157].
Zusitzlich stehen cagA+-Stimme mit einem bestimmten vacA-Genotyp und ice4-Allel in
Assoziation eine verstdrkte Immunantwort auszuldsen [158]. Es ist bekannt, dass der ice42-
Locus fiir das Protein IceA2 codiert, jedoch ist dessen Funktion jedoch unbekannt [72]. Da
keine Antikorper fiir einen immunologischen Nachweis zur Verfiigung standen, konnte die
Deletion nur mittels Sequenzierung verifiziert werden. Anhand der Sequenzierungsergebnisse
wurde die Deletion des ice4A2-Locus bestitigt (3.3.5). Hierbei zeigte sich, dass teils homologe
DNA-Sequenzabschnitte innerhalb des deletierten ice42-Locus des Stamms H. pylori HP4
gegeniliber dem Stamm mit dem nativen Locus vorliegen. Diese homologen Sequenzen sind
nicht auf eine unvollstindige Deletion zurlickzufiihren, sondern entstehen durch den
eigentlichen Deletionsprozess. Hierfiir wurde ein Plasmid verwendet, welches auf dem

Rekombinase difH/XerH-System von Debowski et. al. aufbaut [117]. Im ersten Schritt wird der
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zu deletierende Locus durch eine Selection/Counter-Selection-Kassette im Genom ersetzt. Die
Kassette wird dabei von zwei difH-Sequenzen flankiert, welche die ortsspezifische
Rekombination durch die H. pylori-Rekombinase XerH ermdglicht. In einem nachfolgenden
Gegenselektionsschritt entfernt XerH tiber die difH-Sequenzen die Kassette aus dem Genom.
Das resultierende chromosomale Rekombinationsprodukt ist eine markerlose Deletion mit
Sequenzriickstinden die aus einer difH-Erkennungssequenz [117] und aus wenigen
Basenpaaren des Plasmid-Riickgrats besteht. Im Falle dieser Deletion zeigen diese
Sequenzriickstinde eine gewisse Homologie zum nativen ice4A2-Locus (Abbildung 20). Um
polare Effekte zu verhindern und somit die Expression distal gelegener Gene nicht zu
beeinflussen, wurden die ersten fiinf und die letzten 21 Basenpaare des iceA2-Locus nicht
entfernt. Obwohl innerhalb des iceA2-Locus Sequenzriickstinde vorliegen, kann von einer
vollstindigen Inaktivierung ausgegangen werden.

Zusammenfassend wurde der Trojaner H. pylori HP4 entwickelt. Dieser Triple Knockout-
Stamm ist nicht mehr in der Lage Al-2 zu synthetisieren und die Hauptpathogenitétsfaktoren
VacA und IceA2 zu exprimieren. Ausgehend von diesem Stamm sollten erste

Infektionsversuche anhand von humanen Magenschleimhautzelllinien durchgefiihrt werden.

4.3.2 Trojaner vs. Wildtyp: Analyse der Immunogenitiit und Kolonisierungseffizienz

Um die Auswirkungen der Deletionen auf die bakterielle Kolonisierungseffizienz sowie die
ausgeloste  humane Immunantwort zu bewerten, wurden humane mukogene
Magenschleimhautzellen mit dem Trojaner HP4 und dem Wildtyp-Stamm infiziert.
Urspriinglich sollten die Infektionsversuche in drei biologischen Replikaten durchgefiihrt
werden. Aus zeitlichen Griinden konnte die Durchfiihrung der Infektionsversuche nur in einem
biologischen Replikat erfolgen, weshalb die Ergebnisse nur als Anhaltspunkt gesehen werden
sollten. Die Ergebnisse zeigten, dass durch die eingefiihrten chromosomalen Deletionen im
Trojaner HP4 (AluxS, AvacA, AiceA2) die Kolonisierungseffizienz relativ zum Wildtyp nicht
negativ beeinflusst wird (3.3.6). Eine Reduktion der Immunantwort konnte jedoch durch die
Entfernung der Loci der Pathogenitétsfaktoren VacA und IceA2 nicht bestitigt werden (3.3.7).
Im Hinblick auf VacA lassen sich die Ergebnisse vermutlich dadurch begriinden, dass VacA
zur Kolonisierungseffizienz im Maus-Modell beitridgt, wobei eine Nullmutation die Etablierung
einer Infektion beeinflusst [159]. Wird jedoch eine Infektion etabliert, so ist der bakterielle Titer
und der Grad der Inflammatorischen Antwort solcher Stdmme é&hnlich wie bei dem
entsprechenden Wildtyp-Stamm [159]. Weiterhin existieren einige klinische H. pylori Isolate,

welche das VacA-Protein nicht exprimieren und den menschlichen Magen dennoch
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kolonisieren konnen [160]. LuxS katalysiert die Synthese von Al-2, welcher die Chemotaxis
negativ beeinflusst [80]. Weiterhin bilden LuxS~ H. pylori-Stimme einen homogeneren Biofilm
mit einem hoheren prozentualen Anteil an adhirenten Zellen aus als der entsprechende Wildtyp
[81]. Dariiber hinaus zeigen LuxS™ H. pylori-Stimme keinen signifikanten
Kolonisierungsdefekt bei Mausinfektionsversuchen [82, 83]. Daher wurde vermutet, dass die
Deletion des /uxS-Locus keinen Einfluss auf die Kolonisierungseffizienz zeigen wiirde. In
dieser Arbeit wies der Trojaner im Vergleich zum Wildtyp eine vergleichbare
Kolonisierungseffizienz auf (3.3.6). Im Gegensatz zu dem nahe verwandten Bakterium
Campylobacter jejunii, bei dem die Mutagenese von [uxS zu einer reduzierten
Kolonisierungseffizienz in vivo fiithrt [161], wird aktuell davon ausgegangen, dass LuxS
weniger an der Kolonisierung beteiligt ist, sondern vielmehr an der Modulation der
Immunreaktion [82]. Im Hinblick auf IceA2 kann eine Einordnung der Ergebnisse zur Literatur
nicht vorgenommen werden, da die Funktion von IceA2 aktuell unbekannt ist. In dieser Arbeit
sollte beurteil werden, welcher Einfluss die Gesamtheit der Deletionen im Genom des Trojaners
auf die Kolonisierungseffizienz und Immunantwort hat. Mochte man den Einfluss eines
einzelnen Locus auf die Kolonisierungseffizienz und Immunantwort ermitteln, so miissten
entsprechende isogene Single-Gene Knockout-Stimme fiir diese Versuchsansitze verwendet
werden. Diese wurden auch im Rahmen dieser Arbeit erzeugt (Daten nicht gezeigt), wurden
aber aus Ressourcen- und Zeitgrinden nicht individuell 1im  mukogenen
Magenschleimhautmodell untersucht.

H. pylori induziert bei Infektionen die Sekretion einer groBen Bandbreite an Zytokinen wie IL-
1B, IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-a. IL-6 und TNF-a gelten als wichtige Marker einer Infektion,
da H. pylori-Infektionen und Magenkrebs mit erhohten Titern beider Marker assoziiert ist [ 162].
Der IL-8-Titer bei H. pylori infizierten Patienten mit aktiver Gastritis ist signifikant erhoht
[163] und =zeigt bei Infektionen von Magenschleimhautepithelzellen die stérkste
Hochregulierung [164]. Die Versuche dieser Arbeit bestétigten, dass das Zytokin IL-8 von allen
Zytokinen die hochste Konzentration aufweist (Abbildung 22). Alle anderen gemessenen
Zytokine zeigten jedoch keinen deutlichen Anstieg gegeniiber IL-8 (Abbildung 22). Wen et al.
zeigten, dass die Bildung von AI-2 die bakterielle Adhésion inhibiert und die IL-8-Produktion
attenuiert [ 153]. Daher wire zu erwarten, dass der Trojaner gegeniiber dem Wildtyp bei in vitro
Infektionsversuchen einen hoheren IL-8-Titer auslosen und mdéglicherweise eine verbesserte
Kolonisierungseffizienz zeigen wiirde. Der fiir die Infektionsversuche verwendete Trojaner
H. pylori HP4 zeigte keinen hoheren IL-8-Titer und eine gleiche Kolonisierungseffizienz

relativ zum Wildtyp (3.3.6, 3.3.7). Abweichungen eigener Ergebnisse zu den von Wen et al.
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lassen sich vermutlich darauf zuriickfiihren, dass in den eigenen Arbeiten der mehrfach
Knockout-Stamm HP4 und eine andere humane Zelllinie fiir die Infektionsversuche verwendet
wurde. Anhand der publizierten Daten von Boccellato et al., auf welchen das hier verwendete
Magenmodell beruht, wurde gezeigt, dass die mRNA-Level von TNF-a und IL-8 innerhalb von
zwel Wochen lediglich leicht anstiegen und erst nach vier Wochen ein deutlicher Unterschied
zur nicht infizierten Kontrolle sichtbar wurde [165]. Im Rahmen der eigenen Arbeiten wurde
ebenfalls ein niedriger Titer fiir beide Zytokine beobachtet, wobei die Infektionszeit bei 24 bzw.
72 h lag. Um einen deutlichen Unterschied im Zytokin-Titer zwischen den Ansdtzen mit dem
Trojaner, Wildtyp und der Kontrolle zu sehen, miisste vermutlich eine Infektionszeit von vier
Wochen gewidhlt werden. Dies lieB sich im Rahmen dieser Arbeit nicht realisieren.
Vergleichsdaten fiir die Zytokine IL-1p, IL-6 und IFN-y fiir dieses Magenmodell wurden nicht
in der Literatur gefunden.

Insgesamt zeigte der Trojaner im Rahmen von Infektionsversuchen gegeniiber dem Wildtyp
eine gleiche Kolonisierungseffizienz. Dies ist fiir die angedachte Anwendungsstrategie von
Vorteil, da der Trojaner trotz genomischer Deletionen den Magen moglichst effizient
kolonisieren soll. Da der Zytokin-Titer des Trojaners dhnlich zu dem vom Wildtyp ausfiel, ist
zu vermuten, dass der Stamm noch nicht ausreichend attenuiert war. Daher sollten weitere
Pathogenititsfaktoren deletiert werden, um sicherzustellen, dass der Trojaner mdglichst
geringfligig pathogen ist und somit von ithm spéter keine erhohte Gefahr fiir den Patienten
ausgeht. Mogliche Optimierungen des Trojaners werden im nachfolgenden Kapitel 4.3.3 niher
erldutert. Weiterhin sollten die Infektionsversuche mit einer lingeren Infektionszeit von vier

Wochen wiederholt werden, um einen deutlichen Unterschied im Zytokin-Titer zu beobachten.

4.3.3 Optimierung des Trojaners

Da erste Infektionsversuche zeigten, dass die Immunogenitéit bzw. die quantifizierten Zytokin-
Titer des Trojaners HP4 im Vergleich zum Wildtyp &dhnlich ausfielen (3.3.7), sollte die
Pathogenitit des Stamms weiter reduziert und der Trojaner im Hinblick auf einen spiteren
Einsatz optimiert werden. Daher wurde nachfolgend der cagA4-Locus deletiert, welcher fiir den
Hauptpathogenititsfaktor CagA codiert. Anhand eines Western-Blots wurde bestitigt, dass das
~140 kDa groe CagA-Protein im Gegensatz zum Wildtyp, von dem Trojaner nicht mehr
gebildet wird (3.3.8). Ein &hnlicher Western-Blot-basierter Ansatz bestétigte, dass bei
Infektionsversuchen mit einem isogenen Knockout-Stamm CagA ebenfalls nicht detektiert
werden konnte [166]. Im Western-Blot wurden mehrere schwache Banden in den Proben des

Wildtyp- und Knockout-Stamms HPS5 identifiziert (3.3.8). Hierbei zeigte sich in der Lysat-
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Probe des cagd Knockout-Stamms HPS5 eine Bande bei ~115 kDa, welche jedoch nicht in der
Probe des Wildtyp-Lysats vorlag (3.3.8). Ein verkiirztes CagA-Protein, welches durch die
Genom-Editierung entstanden sein konnte, kann jedoch ausgeschlossen werden, da mittels
Sequenzierung die vollstindige Deletion des ~3,7 kbp cagA-Locus zusitzlich bestitigt wurde
(Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurde kein zweiter cag4-Locus im Genom gefunden, welcher
fiir ein verkiirztes CagA codieren konnte. Der Nachweis von CagA aus dem Lysat des gleichen
H. pylori Wildtyp-Stamms sowie aus dem Lysat weiterer Stimme mittels Western-Blot unter
Verwendung des gleichen CagA-Antikorpers zeigte ebenfalls eine schwache Bande oberhalb
von 100 kDa [167]. In dieser Arbeit wurde ein leporiner polyklonaler CagA-Antikorper
verwendet. Polyklonale Antikorper konnen Kreuzreaktivitit zeigen und weitere Antigene
binden. Da CagA nicht in der Lysat-Probe des Trojaners vorliegt, kann der CagA-Antikrper
nicht mehr spezifisch an dieses Protein binden. Dies fiihrt zu einer erhhten Wahrscheinlichkeit
unspezifischer Bindungen des Antikdrpers an andere Proteine im Lysat, wodurch unspezifische
Banden im Western-Blot deutlicher sichtbar werden als in der Wildtyp-Probe. Die schwachen
Banden im Western-Blot lassen sich somit sehr wahrscheinlich auf unspezifische Bindungen
des polyklonalen CagA-Antikorpers zuriickfiihren.

Der aktuelle Stamm H. pylori HP5 wurde bisher noch nicht fiir Infektionsversuche eingesetzt.
Da CagA eher die Signaltransduktion fiir Prozesse wie der Zellpolaritit, Adhdsion, Proliferation
und Anti-Apoptose beeinflusst, ist ein Einfluss auf die Kolonisierungseffizienz
unwahrscheinlich [168, 169]. Ein Einfluss auf die Immunantwort wiirde vermutlich dann
sichtbar, wenn die gesamte cagPAl deletiert wiirde (1.2.4), da diese neben CagA fiir das T4SS
codiert, welches eine starke pro-inflammatorische Immunantwort auslost [48]. Weiterhin wiirde
vermutlich die Immunantwort durch eine Deletion der cagPAI ebenfalls reduziert werden, da
neben CagA unter anderem auch ADP-Heptose durch das T4SS transloziert wird, welches den
Transkriptionsfaktor NF-xB Signalweg stark aktiviert, wodurch letztendlich eine pro-
inflammatorische Antwort ausgelost wird [41]. Eigene Versuche die ~40 kbp grof3e cagPAl zu
deletieren blieben mehrfach erfolglos (Daten nicht gezeigt), obwohl sich die Herangehensweise
nicht von der Erzeugung des cagP Al Knockout-Stamms H. pylori P12APAI unterschied [170].
Alternativ wire es auch moglich die Deletion in mehreren kleineren Schritten sequenziell
durchzufiihren oder mittels der in dieser Arbeit erzeugten Plasmide entsprechende Deletionen
im Genom des Stamms H. pylori P12APAI zu erzeugen. Aufgrund des hohen Zeit- und
Ressourcen-Aufwandes sollten weitere Infektionsversuche erst dann umgesetzt werden, wenn

die Deletion der cagPAlI erfolgreich gelungen ist.
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Insgesamt ist die Optimierung des Trojaners im Hinblick auf die Pathogenitdt nicht trivial, da
die Deletion von Pathogenitétsfaktoren dazu fiihren kann, dass wichtige metabolische Prozesse
und Funktionen wie zum Beispiel die Adhésion beeinflusst werden. So war es lange Zeit nicht
moglich das Gen zu deletieren, welches fiir die essenzielle Serinprotease HtrA codiert [171,
172]. HtrA ermoglicht H. pylori das Magenepithel zu zerstoren, durch das Epithel zu
transmigrieren und das Onkogen CagA zu injizieren. Durch das Screenen von 100 H. pylori
Isolaten konnte bisher nur ein Stamm identifiziert werden, dessen HtrA sich deletieren und
mutieren ldsst, wodurch eine proteolytisch inaktive HtrA entstand [173]. Weitere Knockout-
Stamme wurden in der Literatur nicht beschrieben. Weiterhin sind einige Adhédsine an der
Adhirenz und gleichzeitig an inflammatorischen Prozessen beteiligt, so dass eine Deletion zwar
zu einem reduzierten proinflammatorischen Zytokin-Titer, aber auch zu einer reduzierten
Adhérenz fiihren kann [26, 29-34]. Daher muss der Einfluss jeder Deletion im Hinblick auf die
Kolonisierungseffizienz und Immunantwort individuell getestet und bewertet werden. Um
Veranderungen im Trojaner-Genom durch horizontalen Gentransfer wahrend einer Anwendung
im Menschen zu reduzieren, stellt der Knockout des T4SS eine weitere vielversprechende
Strategie im Hinblick auf die Entwicklung eines unter Praxisbedingungen einsatzfahigen
Trojaners dar. Das T4SS ist unter anderem fiir die Aufnahme von fremder DNA verantwortlich.
Die Entfernung entsprechender Gene des comB-Operon fiihren zum vollstindigen Verlust der
natlirlichen Kompetenz [174, 175].

Zusammenfassend sollten zukiinftig die erwéhnten Optimierungsvorschldage zur Reduktion der
Pathogenitidt des Trojaners zuerst umgesetzt werden bevor weitere Infektionsversuche
durchgefiihrt werden. Sollte sich zudem bestétigen, dass der optimierte Trojaner in vitro eine
signifikant reduzierten Zytokin-Titer auslost und gleichzeitig noch in der Lage ist humane
Magenschleimhautepithelzellen zu kolonisieren, sollte die verbleibende Pathogenitét und die

Kolonisierungseffizienz im Mausmodell ndher untersucht werden.
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5 Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation wurde erstmalig die Wirksamkeit von 13 AMPs gegeniiber
H. pylori unter standardisierten Versuchsbedingungen verglichen und Untersuchungen zur
zytotoxischen und hdamolytischen Aktivitit sowie Pepsin-Stabilitit durchgefiihrt. Die Peptide
LL-37 und Nisin A wurden als die zwei effizientesten von den hier getesteten AMPs in Bezug
auf die antimikrobieller Wirkung gegeniiber H. pylori DSM 21031 identifiziert. Da ein
therapeutisch genutzter Trojaner perspektivisch eine gewisse Peptidkonzentration exprimieren
muss, um eine vollstdndige Eradizierung des Pathogen zu erzielen, sind effizientere AMPs
weiterhin von Interesse. Die Kultivierung von H. pylori mit einem dieser AMPs bei einer
hoheren mikromolaren Konzentration fiihrte zu einer vollstdndigen Eradizierung. Um zukiinftig
effizientere AMPs zu identifizieren, konnte die Wirksamkeit gegen H. pylori unter Verwendung
von LL-37 und Nisin A als Benchmark im Zusammenhang mit den hier verwendeten Assays,
untersucht werden. Fiir die beiden genannten AMPs existiert eine Vielzahl an Peptidderivaten
[104, 176-178], die bisher noch nicht an H. pylori getestet wurden. Diese konnten sehr
wahrscheinlich aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu LL-37 und Nisin A ebenfalls, und
moglicherweise sogar eine effizientere antimikrobielle Wirkung gegeniiber H. pylori
aufweisen. Auflerdem gibt es neben Nisin A weitere natiirliche Formen des Nisins [179-186],
die sich durch die Anzahl und die Art der Aminosduren an spezifischen Positionen im Molekiil
unterscheiden [187] und ebenfalls noch nicht an H. pylori getestet wurden. Im Rahmen von
aktuellen H. pylori-Therapien werden oftmals zwei bis drei Antibiotika eingesetzt. Aktuelle
Studien berichten von teils hohen Resistenzen gegeniiber therapierelevanten Antibiotika [88,
89], weshalb eine Therapie ausschlieBlich auf Basis von Antibiotika nicht zukunftsorientiert ist.
Als Alternative zur einer Antibiotika-Therapie wiére ein kombinierter Ansatz aus Nisin A und
LL-37 ebenfalls denkbar. Da Peptide synergistische Effekte mit Antibiotika zeigen konnen,
wire auch eine Ergdnzung der bereits bestehenden H. pylori-Therapien durch LL-37 und/oder
Nisin A mdglich. Eine Vielzahl von kombinierten Strategien unter Verwendung von LL-37 mit
unterschiedlichen Antibiotika ist bereits beschrieben [104] und konnte die Wirksamkeit
therapierelevanter Antibiotika verldngern, indem dieses AMP die Durchlédssigkeit der
bakteriellen Membran erhoht und so das Eindringen des Antibiotikums erleichtert. Die orale
Applikation von AMPs fiihrt mit Ausnahme einiger weniger Peptide sehr wahrscheinlich dazu,
dass diese enzymatisch im Magen hydrolysiert werden bevor diese ithre Wirkung gegeniiber
H. pylori entfalten konnen. In dieser Arbeit wurde die Sensitivitit von LL-37 und Nisin A
gegeniiber Pepsin bestitigt. Um eine Alternative zu den bisherigen Antibiotika-Therapien zu

schaffen und den Wirkstoff geschiitzt zum Ort der Infektion zu bringen, sollte ein attenuierter
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trojanischer H. pylori entwickelt werden, welcher den Wirkstoff in unmittelbarer Ndhe zum
Pathogen bildet und freisetzt. Erste Ergebnisse eines in vitro Infektionsversuchs deuten darauf
hin, dass die Kolonisierungseffizienz des Trojaners sich nicht vom Wildtyp-Stamm
unterscheidet, weshalb dieser Stamm vermutlich trotz der genomischen Deletionen den
menschlichen Magen kolonisieren kann. Allerdings zeigten die Ergebnisse dieses Versuchs
auch, dass sich der durch die Infektion mit dem Trojaner induzierte Zytokin-Titer nicht vom
dem nach Infektion mit dem Wildtyp-Stamm beobachteten Werten unterscheidet. Daher muss
davon ausgegangen werden, dass der Trojaner trotz der gezielten Deletionen noch nicht
ausreichend attenuiert wurde. Entsprechend miisste zukiinftig weitere Pathogenitétsfaktoren
aus dem Stamm deletiert werden (4.3.3), um einen apathogenen Stamm zu erzeugen. Aufgrund
der toxischen Wirkung der AMPs darf die AMP-Synthese durch den Trojaner erst nach der
Kolonisierung von Schleimhautarealen erfolgen, in denen sich pathogene H. pylori aufhalten.
In einem ersten Schritt sollte dazu, als Proof-of-Concept, eine Al-2-regulierbare
Reporterkassette in das Trojaner-Genom integriert werden. Dies konnte aus Zeitgriinden nicht
realisiert werden. Um zukiinftig den Trojaner vor der toxischen Wirkung des AMPs wihrend
dessen Expression zu schiitzen, sollte eine Strategie entwickelt werden, welche die Expression
einer inaktiven AMP-Variante und deren spitere Aktivierung ermdglicht. Hierzu konnte ein
Fusionsprotein an das AMP gekoppelt werden, welches das Peptid maskiert und sterisch dessen
Aktivitdt abschirmt. Nach der Sekretion konnte das Fusionsprotein durch z.B. Pepsin
abgespalten werden, um so das AMP in seine aktive Form zu iiberfithren. Abschlieend
erscheint die Expression eines vorzeitig inaktiven AMPs durch die Kopplung an einen
Fusionspartner unter der Kontrolle eines Al-2-regulierbaren Promotors als vielversprechende
Kombinationsstrategie fiir zukiinftige Arbeiten. Sollte in Zukunft die Problematik der
vorliegenden Pathogenitét des Trojaners gelost werden und eine Expression eines AMPs mit
der erwdhnten Strategie mdglich sein, kann das Konstrukt des Trojaners auch langfristig in

klinischen Studien getestet werden.
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7 Anhang
7.1 BioLector Wachstumskinetiken
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Abbildung 24: H. pylori Wachstumskinetiken unter Einfluss von AMPs - Teil 1 mit Standardabweichung

H. pylori DSM 21031 wurde fiir 48 h im BioLector® Pro System bei 800 rpm und 37°C unter mikroaerophilen
Bedingungen kultiviert. Der Einfluss unterschiedlicher AMPs auf das Wachstumsverhalten wurde mittels Light
Scatter aufgezeichnet. Das Antibiotikum Streptomycin wurde als Positivkontrolle (PK) und als Negativkontrolle
(NK) wurde ein Kontrollpeptid mitgefiihrt. Da alle AMPs in DMSO geldst vorlagen, wurde eine entsprechende
Vehikelkontrolle (VK) mit DMSO mitgefithrt. Die Daten représentieren den Mittelwert = SD von drei
unabhéngigen Experimenten jeweils durchgefiihrt in drei technischen Replikaten (n = 3). a.u. = Arbitrary Unit.
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Abbildung 25: H. pylori Wachstumskinetiken unter Einfluss von AMPs - Teil 2 mit Standardabweichung

H. pylori DSM 21031 wurde fiir 48 h im BioLector® Pro System bei 800 rpm und 37°C unter mikroaerophilen
Bedingungen kultiviert. Der Einfluss unterschiedlicher AMPs auf das Wachstumsverhalten wurde mittels Light
Scatter aufgezeichnet. Das Antibiotikum Streptomycin wurde als Positivkontrolle (PK) und als Negativkontrolle
(NK) wurde ein Kontrollpeptid mitgefiihrt. Fiir die Peptide BAMP und Buf I1Ib wurde eine Vehikelkontrolle (VK)
mit DMSO und fiir Nisin A eine VK mit HCI mitgefiihrt. Da LL-37 in DPBS gel6st wurde, diente die VK bestehend
aus Kulturmedium ohne Losungsmittel als Wachstumskontrolle. Die Daten repriasentieren den Mittelwert = SD
von drei unabhingigen Experimenten jeweils durchgefiihrt in drei technischen Replikaten (n = 3). a.u. = Arbitrary
Unit.

109



Anhang

7.2 Weitere AI-3 Chromatogramme
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Abbildung 26: LC-MS/MS-basierter Nachweis von Pyrazinon 1 aus H. pylori-Kulturiiberstand

Fir den Nachweis des AI-3-Molekiils 5-Isopropyl-3-(2-methylsulfanylethyl)-2(1H)-pyrazinon (Pyrazinon 2)
wurde das Molekiil in H. pylori-Kulturmedium als Positivkontrolle formuliert (A). Der sterile Kulturiiberstand von
H. pylori DSM 21031 nach 24 h wurde als Probe (B) und das H. pylori-Kulturmedium wurde als Negativkontrolle
mitgefiihrt (C). Die Proben wurden anschlieBend mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion extrahiert und die Extrakte

mittels LC-MS/MS durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen.

110



Anhang

RT: 0.00 - 25.06
RT:8.32
MA: 742761642
100, A |
80| ’
60 I‘
40 ‘
20-] |
|
(044 152 200 316395 438 632 703 789 , L, 904 997 1068 11.97 1312 14.05 1462 1570 1684 1763 1578 19.85 2193 2250  24.79
RT:8.33
MA: 8513156
- | 833
£ I\
= &0 Il
] ] {
- | |
2 ]
= 60 |
& |
:: |
o 40 \
o 40
B |
T ]
Chas 360 374 453 651 12/ | 868 9.76
] 347 S0 909 4 61 " | 855 9.76 1098 13.06 1363 1384 1478 1707
Homas agp e BER NS s 00 8108 e 101 1057 89 222 2 pa s
RT: 8.32
MA: 4857102
100,
1C 8.10 "‘
] i
80| w:“
] |
60| |
| |
] |
40- ‘
] 782 !
20

324 438 546603 753 [

[}

968 10.11 1090

58 10. 12562 1441 14,
023 0.87 216 E S . ) S AAT0 1577 1778 1864
T

0

4

10

18

T
14

T
16

19.93 2107 2208 2337 2451
- T T T T T T T
12

Zeit (min)

2 6 8 20 22 24

Abbildung 27: LC-MS/MS-basierter Nachweis von Pyrazinon 2 aus H. pylori-Kulturiiberstand

Fiir den Nachweis des Al-3-Molekiils 5-Methyl-3-(2-methylsulfanylethyl)-2(1H)-pyrazinon (Pyrazinon 2) wurde
das Molekiil in H. pylori-Kulturmedium als Positivkontrolle formuliert (A). Der sterile Kulturiiberstand von H.

pylori

DSM 21031 nach 24 h wurde als Probe (B)und das H. pylori-Kulturmedium wurde als Negativkontrolle

mitgefiihrt (C). Die Proben wurden anschlieBend mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion extrahiert und die Extrakte

mittels

LC-MS/MS durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen.
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Abbildung 28: LC-MS/MS-basierter Nachweis von Pyrazinon 3 aus H. pylori-Kulturiiberstand

Fiir den Nachweis des Al-3-Molekiils 6-Ethyl-5-methyl-3-(2-methylsulfanylethyl)-2(1H)-pyrazinon (Pyrazinon 3)
wurde das Molekiil in H. pylori-Kulturmedium als Positivkontrolle formuliert (A). Der sterile Kulturiiberstand von
H. pylori DSM 21031 nach 24 h wurde als Probe (B)und das H. pylori-Kulturmedium wurde als Negativkontrolle
mitgefiihrt (C). Die Proben wurden anschlieBend mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion extrahiert und die Extrakte
mittels LC-MS/MS durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen.
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Abbildung 29: LC-MS/MS-basierter Nachweis von Pyrazinon 5 aus H. pylori-Kulturiiberstand

Fiir den Nachweis des Al-3-Molekiils 3-Benzyl-5-methyl-2(1H)-pyrazinon (Pyrazinon 5) wurde das Molekiil in
H. pylori-Kulturmedium als Positivkontrolle formuliert (A). Der sterile Kulturiiberstand von H. pylori DSM 21031
nach 24 h wurde als Probe (B) und das H. pylori-Kulturmedium wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt (C). Die
Proben wurden anschlieBend mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion extrahiert und die Extrakte mittels LC-MS/MS
durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen.
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Abbildung 30: LC-MS/MS-basierter Nachweis von Pyrazinon 8 aus H. pylori-Kulturiiberstand

Fiir den Nachweis des Al-3-Molekiils 5-Methyl-3-sec-butyl-2(1H)-pyrazinon (Pyrazinon 8) wurde das Molekiil in
H. pylori-Kulturmedium als Positivkontrolle formuliert (A). Der sterile Kulturiiberstand von H. pylori DSM 21031
nach 24 h wurde als Probe (B) und das H. pylori-Kulturmedium wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt (C). Die
Proben wurden anschlieBend mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion extrahiert und die Extrakte mittels LC-MS/MS
durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen.
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Abbildung 31: LC-MS/MS-basierter Nachweis von Pyrazinon 10 aus H. pylori-Kulturiiberstand

Fiir den Nachweis des AI-3-Molekiils 3-Isopropyl-5-methyl-2-(1H)-pyrazinon (Pyrazinon 10) wurde das Molekiil
in H. pylori-Kulturmedium als Positivkontrolle formuliert (A). Der sterile Kulturtiberstand von H. pylori DSM
21031 nach 24 h wurde als Probe (B) und das H. pylori-Kulturmedium wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt (C).
Die Proben wurden anschlieBend mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion extrahiert und die Extrakte mittels LC-
MS/MS durch Alexander Croon (Fraunhofer IME) gemessen.
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7.3 Abkiirzungsverzeichnis
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7.6 Primer

Tabelle 19: Primer

Name

FW/RV  5° 3¢ Sequenz

P31!
P32!
P33
P34
P41
P42
P52
P53
P54
P55
P56
P57
P58
P69
P60
P61
P69
P70
P72
P73
P74
P75
P76
P77
P78
P79
P80
P81

FW AGGGGTTTGTACTAGGGTTTATACGACTACCCCTAAGAAGCCTAACTCG

RV GAACGATGTGGTATTTCACACCGGGTAAATCCCTAACCCTACCCCCACG

FW GGGAACAGGCATGTATAAGA

RV CGTCGAACATCATCTTATTGAT

Fw GCTATTGCCTTGCAACAAATCC

RV CGTGGCTTTAGCGGGATGC

FW GTAAAACGACGGCCAGT

RV GGAAACAGCTATGACCATG

FW CGTATCACTAGTGAATTCGC

RV GGCTTTGGATCGAATTCC

Fw CCTGCAAAAATGATGTCAAATTGC
RV GCTGATTGGTTTGGGGAATG

FW CCTCGAGATTTAAAAGTTTGAAAAGTGC
RV GGATCCATCGATCATTTAGTTATGAAAAC
FW TGTTTTCATGTTTTTAACTCC

RV GACACTAGCGATATATCC

Fw CCTTATCGATTCAAGTGC

RV GTTTAATCCATAGTTATAAAGC

Fw CCTCGAGATTTAAAAGTTTGAAAAGTGC

RV GGATCCATCGATCATTTAGTTATGAAAAC

Fw GCATGGTTTTTGAAACTTTAGC
RV TTTTTTCCTTTCTTCTTGTAAAACG
FW ATACCGCTCTTAAACCCATGC

RV GCTGGATTGGGTTAGTCATTCC
FwW CGTATCACTAGTGAATTCGC

RV GGCTTTGGATCGAATTCC

FwW CCTCTTTTGATATCATCAGAG

RV TGTTTCTCCTTACTATACCTAG
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Name FW/RV 5‘> 3¢ Sequenz

P82 FwW AGGATTAAGGAATACCAAAAACG

P83 RV CCAAAAAGGGGCTATAGC

P107 FW CCAAAACCATCACAAAGGATCG

P108 FW CGTTTTAGGGACTCTTGGAGG

P109 RV GCCAAACTAATCGCTTATATCCC

P110 FW CAAATCAATGATGGATTAGTGG

P111 RV GCCATTATAAACCTCCTAAAATATAAATTG
P112 FW ATTCATAAAAGGACCTACTAGAAAATAGG
P113 RV GCAAAGGGCGTATAAATAGC

P114 RV GCTAAAATACTGCCTTGAACTCC

P125 FW GCTCTAAATCCCAACCAGAAACG

P126 RV CCATCCCCAAAAGCATGC

P202> FW TTTGTTAGAGAAGATAATGACGGTATCTAAC

P203?> RV CATAGGATTTCACACCTGACTGACTAT

P204°> FW CAGGTGTTCGACAATGGCAGCA

P205° RV CAGACACTGGCAACATTGCGGA

FW = Forward; RV = Reverse; P = Primer; orange = homologe Uberhéinge; rot = Mutation; ! = Ursprung: Dailidiene et al. 2006; > = Ursprung:
Boccellato et al. 2019; 3 = Ursprung Prof. Dr. Silja Wessler (PLUS, Salzburg, AT).

7.7 Agar und Medien
Tabelle 20: Agar und Medien

Name Komponente Konzentration Anmerkung

ADF++ Advanced DMEM/F12 98 % (v/v) Lagerung bei 4°C
L-Glutamin 1 % (v/v)
HEPES 1 % (v/v)

ADF+++ Advanced DMEM/F12 88 % (v/v) Lagerung bei 4°C
L-Glutamin 1 % (v/v)
HEPES 1 % (v/v)
FKS 10 % (v/v)

AGS-Medium DMEM, hoher 90 % (v/v) Lagerung bei 4°C
Glukosegehalt
FKS 10 % (v/v)

ALI-Medium Wnt3a-Medium 50 % (v/v) Wnt3a-, R-Spondin 1-Medium
R-Spondin 1-Medium 25 % (v/v) und ADF++ im Wasserbad bei
ADF++ 18,5 % (v/v) 37°C temperieren, alle
B27 2 % (v/v) anderen Komponenten wurden
N2 1 % (v/v) auf Eis aufgetaut, Lagerung
Penicillin-Streptomycin 1 % (v/v) des finalen Mediums bei 4°C
(optional)
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Name Komponente Konzentration Anmerkung
EGF 20 ng - uL-!
FGF-10 150 ng - pL!
Noggin 150 ng - pL!
Gastrin | 10 nM
Nicotinamid 10 mM
ROCK-I 1,5/7,5 uM
Alk-1 1 uM
GC-Agar GC-Agar 36g- L1 GC-Agar und Proteose Pepton
Proteose Pepton 15g- L1 ad 1 L MilliQ, autoklavieren
Vitaminmix 1 % (v/v) und Zugabe restlicher
Pferdeserum 10 % (v/v) Komponenten bei 45°C, pH
Nystatin 0,01 % (v/v) 7,2, Lagerung bei 4°C
Trimethoprim 0,1 % (v/v)
HP-Agar BHI 37¢g- L1 BHI und Agar-Agarad 1 L
Agar-Agar 15g- L1 MilliQ, autoklavieren, Zugabe
Pferdeblut, defibriniert 5% (v/v) Pferdeblut und Antibiotikum,
Chloramphenicol (optional) 0,01 g - L! pH 7,4, Lagerung bei 4°C
Streptomycin (optional) 0,01 g-L!
HP-Einfriermedium HP-Medium 50 % (v/v) Lagerung bei 4°C
Glycerol, 50 % (v/v) 50 % (v/v)
HP-Medium BHI 37¢g-L! BHI ad 1 L MilliQ,
FKS 10 % (v/v) autoklavieren, Zugabe von
FKS bei RT, pH 7.4,
Lagerung bei 4°C
HP-Medium 2 Brucella-Bouillon 28,1 g-L! Brucella-Bouillon ad 1 L
FKS 10 % (v/v) MilliQ, autoklavieren, Zugabe
von FKS bei RT, pH 7,0,
Lagerung bei 4°C
LB-Agar Hefeextrakt 5g-L"! Ad 1 L MilliQ, autoklavieren,
Trypton 10g- L Zugabe Antibiotikum bei
Natriumchlorid 10g- L einer Temperatur < 60°C, pH
Agar 15g- L 7,0, Lagerung bei 4°C
LB-Medium Hefeextrakt 5g-L! Ad 1 L MilliQ, autoklavieren,
Trypton 10g-L"! pH 7,0, Zugabe Antibiotikum
Natriumchlorid 10g-L"! bei einer Temperatur < 60°C,
TSB-Medium Pepton aus Casein 17g-L"! Ad 1 L MilliQ, autoklavieren,
Pepton aus Sojamehl 3,0g- L1 pH 7,3
D(+)-Glukose 25g- L1
Natriumchlorid 50g- L1
Dikaliumhydrogenphosphat 2,5 g - L!
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7.8 Puffer, Losungen, Peptide und Autoinducer-Standards

Tabelle 21: Puffer, Stammlosungen und Arbeitslosungen

Name Komponente Konzentration = Anmerkung
Agarosegel (0,8 %, 1,2 Agarose 8bzw. 12 g- L' Agarose einwiegen und
%) fiir die TBE-Puffer (1x) - mit TBE-Puffer (1x)
Gelelektrophorese Ethidiumbromid 25uL - L entsprechend auffiillen,
Ansatz aufkochen, Zugabe
Ethidiumbromid bei <
60°C
Agarosegel (0,2 %) zur Agarose 02¢g-L! Agarose in MilliQ
Reduktion der einwiegen, Ansatz
Verdunstung in MTPs aufkochen, Abkiihlen <
60°C vor Verwendung
Al-1 Extraktionslosung Essigsdureethylester 99 % (v/v)
Essigsdure 1 % (v/v)
AP-Puffer TRIS 12,1 g- L pH 9,6, ad 1 L MilliQ
Natriumchlorid 58g-L!
Magnesiumchlorid Hexahydrat 1 g- L’}
Ampicillin-Losung Ampicillin, Natriumsalz 100 mg - mL"! Geldst in 50 % (v/v)
Ethanol, 0,2 um filtriert,
Lagerung bei
-20°C,
Arbeitskonzentration
50 pg - mL!
Blockierungslosung BSA 3 % (w/v) Gelost in PBS-T
Chloramphenicol- Chloramphenicol 10 mg - mL™! Gelost in Ethanol, 0,2 um
Losung filtriert, Lagerung bei -
20°C,
Arbeitskonzentration
10 ug - mL™!
DPD-Stammldsung DPD, 4,16 mM in PBS (1x) 100 uM Verdiinnt in PBS (1x),
Lagerung bei -20°C
Glycerol-Losung Glycerol 50 % (v/v) 0,2 pm filtriert
MilliQ 50 % (v/v)
HPS-EP HEPES 10 mM Ad 1 L MilliQ, 0,2 um
NaCl 150 mM filtriert, pH 7,4
Tween® 20 0,05 % (v/v)
EDTA 3 mM
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Name Komponente Konzentration = Anmerkung
Kollagen-Losung Kollagen 1 % (v/v) Kollagen muss eine
Eisessig, 0,02 M, sterilfiltriert 99 % (v/v) Temperaur von 4°C vor
Zugabe haben
Kanamycin-Losung Kanamycin-Sulfat 50 mg - mL! Gelost in MilliQ, 0,2 um
filtriert, Lagerung -20°C,
Arbeitskonzentration
50 pg - mL!
Lysis-Puffer TRIS, I M 20 mM Alle Losungen wurden als
EDTA, 100 mM 1 mM Konzentrate angesetzt,
NaCl, 1 M 100 mM Zugabe der Chemikalien
Triton™ X-100, 10 % (w/v) in 1 % (v/v) nach SDS erfolgte separat,
MilliQ Lagerung bei 4°C
Deoxycholsdure, Natriumsalz, 0,5 % (v/v)
10 % (w/v) in MilliQ
SDS, 10 % (w/v) in MilliQ 0,1 % (v/v)
cOmplete™, EDTA-frei, 25x 1x
Natriumfluorid, 1 M 20 mM
B-Glycerophosphat, 1 M 20 mM
Natriumorthovanadat, 1 M 1 mM
Natriummolybdat, 1 M 1 mM
Methanol, 5 % Methanol 5% (v/v)
Mobile Phase Al Methanol 5% (v/v) Entgast
Ameisensiure 0,1 % (v/v)
MilliQ 94,9 % (v/v)
Mobile Phase A2 Acetonitril 5% (v/v) Entgast
Ameisensdure 0,1 % (v/v)
MilliQ 94,9 % (v/v)
Mobile Phase B1 Methanol 95 % (v/v) Entgast
Ameisensiure 0,1 % (v/v)
MilliQ 4,9 % (v/v)
Mobile Phase B2 Acetonitril 95 % (v/v) Entgast
Ameisensdure 0,1 % (v/v)
MilliQ 4,9 % (v/v)
Natriumcarbonat-Lésung  Natriumcarbonat 0,7M pH 11,1
NBT/BCIP NBT 0,33¢g-L! Suspension in DMF,
BCIP 0,167 g - L Lagerung -20°C
Nystatin Nystatin Dihydrat 10 mg - L! Geldst in DMSO, 0,2 pm

filtriert, Dunkel lagern,

Lagerung -20°C
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Name Komponente Konzentration = Anmerkung

OPD-Stammldsung OPD 100 mM Gelost in MilliQ,

lichtsensitiv, dunkel lagern

PBS (10x) Natriumchlorid 80g-L! Ad 1 L MilliQ, pH 7.4, fiir
Kaliumchlorid 2g-L! PBS (1x) in MilliQ 1:10
Kaliumdihydrogenphosphat 2g-L! verdiinnen
Dinatriumhydrogenphosphat 29¢g- L1
Dodecahydrat

PBS-T PBS (10x) 10 % (v/v) pH 7,4
Tween-20 0,05 % (v/v)

MilliQ 89,5 % (v/v)

Pepsin-Stammldsung Pepsin vom Schwein, 9383 U - mL! Gelost in Reaktionslosung

3528 U - mg’! (1x) durch Inkubation fiir
20 min bei 37°C im
Wasserbad und durch
anschlieBendes Vortexen

Reaktionslosung (5x) HC1 50 mM Ad 1L MilliQ, pH 0,9 fiir
NaCl 5% (W/v) Reaktionslésung (1x) 1:5

in MilliQ verdiinnen

SDS-Lésung SDS 0,4 % (w/v) Lagerung 4°C
AGS-Medium 99,96 (v/v)

Streptomycin-Losung Streptomycinsulfat 10 mg - mL™! Geldst in MilliQ, 0,2 pm

filtriert, Lagerung bei
-20°C,
Arbeitskonzentration
10 pg - mL!

TBE-Puffer (10x) TRIS 108 g L Ad 1 L MilliQ, pH 8,3, fiir
Borséure 55g- L1 TBE-Puffer (1x) 1:10 in
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat 75¢- Lt MilliQ verdiinnen

Transfer-Puffer TRIS 0,6g-L! pH 8,3, Lagerung bei 4°C
Glycin 12,6 g-L!

Methanol 20 % (v/v)
Trimethoprim Trimethoprim 2,5mg - L Geldst in DMSO, 0,2 um
filtriert, Lagerung bei
-20°C
Triton™ X-100-Losung  Triton™ X-100 1 % (w/v)
DPBS 99 % (v/v)

Vitaminmix Adenin 1g-L! Ad 1L MilliQ, 0,2 um
Arginin 150 mg - L! filtriert, Lagerung bei
p-Aminobenzoesédure 13 mg - L -20°C, Zur Verfiigung
Carboxylase 100 mg - L"! gestellt durch Prof.
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Name Komponente Konzentration = Anmerkung
L-Cystein-HCl 26 g - L1 Wessler, PLUS, Salzburg,
L-Cystein 1,L1g-L! AT
Dextrose 100 g - L
Eisen(III)-nitrat 20 mg - L
L-Glutamin 10g-L"!
Guanin 30mg - L!
B-NAD 250 mg - L!
Thiamin 3mg- L
Uracil 500 mg - L!
Vitamin B12 10 mg - L
Tabelle 22: Autoinducer-Standards & Reagenzien
AI-Typ Alias Name Konzentration M (g - mol') Hersteller
Al-1 N-Butyryl-L- 1 mg - mL"'in 171,19 Sigma-Aldrich
Homoserinlacton MilliQ Chemie GmbH
N-Hexanoyl-L- 1 mg - mL"'in 199,25
Homoserinlacton MilliQ
N-(3-Hydroxybutanoyl)-L- 1 mg - mL"!in 187,19
Homoserinlacton MilliQ
N-(B-Ketocaproyl)-L- 1 mg - mL!in 213,23
Homoserinlacton MilliQ
N-(3-Oxooctanoyl)-L- 1 mg - mL"'in 241,28
Homoserinlacton MilliQ
Al-2 DPD (AI-2  4,5-Dihydroxy-2,3- 4,71 mM in 132,12 Carbosynth
Vorstufe) pentandion MilliQ Limited,
Berkshire, UK
Al-3 Pyrazinon  5-Isopropyl-3-(2- Unbekannt!, in 212,31 Prof. Crawford,
1 methylsulfanylethyl)- DMSO Yale University
2(1H)-pyrazinon
Pyrazinon = 5-Methyl-3-(2- 1 mg - mL'in 184,26
2 methylsulfanylethyl)- DMSO
2(1H)-pyrazinon
Pyrazinon  6-Ethyl-5-methyl-3-(2- 1 mg - mL'in 212,31
3 methylsulfanylethyl)- DMSO
2(1H)-pyrazinon
Pyrazinon  3-Isobutyl-5-methyl- 1 mg - mL'in 166,22
4 2(1H)-pyrazinon DMSO
Pyrazinon = 3-Benzyl-5-methyl-2(1H)-  Unbekannt in 200,24
5 pyrazinon DMSO
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AI-Typ Alias Name Konzentration M (g - mol!) Hersteller
Pyrazinon = 5-Methyl-3-sec-butyl- 1 mg - mL'in 166,22
8 2(1H)-pyrazinon DMSO
Pyrazinon  3-Isopropyl-5-methyl-2- 1 mg - mL'in 152,19
10 (1H)-pyrazinon DMSO

! = Pyrazinon 1 wurde ohne bekannte Masse zur Verfiigung gestellt, weshalb die gesamte Masse in 1 mL geldst wurde; Al = Autoinducer; M

= Molare Masse

7.9 Antikorper, Chemikalien und Zellkulturbestandteile

Tabelle 23: Antikorper, Chemikalien, Enzyme und Kulturbestandteile

Material

Hersteller

[Leu'’]-Gastrin I Human

Advanced DMEM/F12, kein L-Glutamin & HEPES
alamarBlue™ HS Zellviabilititsreagenz

Alkaline Phosphatase AffiniPure™ Goat Anti-Rabbit
IgG, FCy Fragment-spezifisch, polyklonal

B-27™ Supplement (50x), serumfrei

BamHI-HF®

cOmplete™, EDTA-freier Proteasehemmer-Cocktail
DMEM, hoher Glukosegehalt, nur fiir AGS-Zellen
DPBS, ohne Kalzium, ohne Magnesium
EcoRI-HF®

EcoRV-HF®

Fetales Kélberserum, steril-filtriert (Bestandteil des
ALI-Mediums)

Fetales Kélberserum, Hitze-inaktiviert (Fiir die
Kultivierung von H. pylori und AGS-Zellen)
Gibco™ Human EGF Recombinant Protein
HindIII-HF®

Ibidi Freezing Medium Classic

Kollagen Typ-1, Bovin

L-Glutamin 100X, 200 mM

LL-37, 1 mg, antimikrobielles Peptid
Monoklonaler Maus IgG; VacA (5E4) Antikorper,
200 pg - mL!

N-2 Supplement (100X)

Natriumcitrat-Losung 3,13 % Eifelfango®

Nicotinamid
Nisin Ready Made Solution, 38134 TU - mL"! in
0,02 M HCI (Nisin A)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, US
Thermo Fisher Scientific Inc.

Jackson ImmunoResearch, Europe Ltd., Ely, UK

Thermo Fisher Scientific Inc.
New England Biolabs GmbH
Roche Holding AG, Basel, CH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
New England Biolabs GmbH
New England Biolabs GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.
New England Biolabs GmbH
Ibidi GmbH, Grifelfing, DE
Thermo Fisher Scientific Inc.
Biowest SAS, Nuaillé, FR
InvivoGen Europe

Santa Cruz Biotechnology, Texas, US

Thermo Fisher Scientific Inc.

Eifelfango Chemisch Pharmazeutisches Werk GmbH
& Co. KG, Bad Neuenahr-Ahrweiler, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
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Material

Hersteller

o-Phenylendiamin

Penicillin-Streptomycin, 10.000 Units Penicillin und
10 mg Streptomycin pro mL, 0,1 pum filtriert
Pepsin vom Schwein, lyophilisiertes Pulver, > 3200
U - mg’!

Pferdeblut, defibriniert

Pferdeserum, sterilfiltriert

Polyklonaler Hase CagA3 Antikorper, Anti-CagA N-
terminal

Polyklonaler Hase HtrA Antikdrper

Recombinant Human FGF-10

Recombinant Human Noggin

ROTI® Cell HEPES-Losung, CELLPURE® 1 M,
steril

ROTI®Quant, 5x Konzentrat

R-Spondin 1-Medium, konditioniert

SOC, Medium

TGF-B RI Kinase Inhibitor IV (ALK-I)

TRIzol™ Reagenz

TrypLE™ Express Enzym (1x), Phenolrot
Wnt3A-Medium, konditioniert

Xhol-HF®

Y-27632-Dihydrochlorid (ROCK-I)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.
Biowest SAS
Paul Ehrlich Institut, Langen, DE

Paul Ehrlich Institut

PeproTech GmbH, Hamburg, DE
PeproTech GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG

Prof. Wessler, PLUS, Salzburg, AT
New England Biolabs GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.

Prof. Wessler, PLUS

New England Biolabs GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

7.10 Verbrauchsmaterialien und Kits

Tabelle 24: Verbrauchsmaterialien und Kits

Material

Hersteller

1 kbp DNA-Leiter, 50 pg (DNA-Langenmarker)
24-Well CytoOne® Platte, unbehandelt

96-Well PCR Platten, weill (Anwendung: RT-PCR)
96-Well-MTP, Polystyrol, F-Boden, transparent,
Microlon, High Binding, unsteril

96-Well-MTP, Polystyrol, F-Boden, transparent
CELLSTAR®, TC, Abdeckplatte mit
Kondensationsringen, steril, einzeln verpackt
96-Well-MTP, Polystyrol, Half Area, schwarz
96-Well-MTP, U-Boden, Polypropylen
Amersham™ Protran® Nitrocellulose Blotting

Membran, 0,2 um

Carl Roth GmbH + Co. KG
STARLAB GmbH, Hamburg, DE
Thermo Fisher Scientific Inc.

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Greiner Bio-One GmbH

Greiner Bio-One GmbH
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, DE
Cytiva, Marlborough, US
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Material

Hersteller

Amine Coupling Kit

BAKERBOND spe™ C18 SPE-Séule, 500 mg
Saulenbettgewicht, 3 mL Sdulenkapazitit

Cap w/PTFE/Rubber Seal For 9mm Screw Vial
(Kappe fiir Kurzgewindeflasche)

CASYcups

CASYton Puffer

CELLSTARP Zellkulturflaschen (T25, T75)

CMS5 S-Series Chip Biacore

Combitips advanced® 5 mL, steril

DisQuE™ 2 mL Reaktionsgefi

Ethanolamin-HCI (1 M, pH 8,5)

Falcon Reaktionsgefafl (15 und 50 mL)
FlowerPlate® 48-Well-MTP, flower, ohne Optoden
Gas-permeable Folie mit Verdunstungsschutzschicht
Gel Loading Dye, Purple (6x)

Haftmatte fiir Schiittler Varioshake VS-8-Serie und
VS 60 OI

Human Luminex® Discovery Assay
Kurzgewindeflasche, 1,5 mL, Klarglas, weite
Offnung

Mikroeinsatz, 0,1 mL, Klarglas (Einsatz fiir
Kurzgewindeflasche)

Millicell® Zellkultureinsatz, 12 mm, Polykarbonat,
0,4 ym

Mischgas (3 % Haz, 5 % O2, 5% CO, 87 % N») fiir die
mikroaerophile Kultivierung

Mix2Seq Kit NXP (Sequenzierungskit)

Mouse Antibody Capture Kit

NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, Mini Kit fiir
Gelextraktion und PCR Clean

NucleoSpin Plasmid, Mini Kit fiir Plasmid DNA
Nunc™ Edge™ 2.0 96-Well-MTP, flacher Boden
NuPage™ 4-12 %, Bis-Tris Gel

NuPage™ LDS-Probenpuffer (4x)

NuPage™ MES SDS-Laufpuffer (20x)
NuPage™ Probenreduktionsmittel (10x)
Omnifix® Spritzen, 1-20 mL

Cytiva
Avantor Inc., Radnor, US

OMNILAB-LABORZENTRUM GmbH & Co. KG,
Bremen, DE

OMNI Life Science GmbH & Co. KG, Bremen, DE
OMNI Life Science GmbH & Co. KG

Greiner Bio-One GmbH

Cytiva

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Waters Corporation, Milford, US

Cytiva

Greiner Bio-One GmbH

Beckman Coulter GmbH, Aachen, DE

Beckman Coulter GmbH

New England Biolabs GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG

R&D Systems, Inc., Minneapolis, US
OMNILAB-LABORZENTRUM GmbH & Co. KG

OMNILAB-LABORZENTRUM GmbH & Co. KG

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Westfalen AG, Miinster, DE

Eurofins Genomics Europe Shared Services GmbH,
Ebersberg, DE

Cytiva

New England Biolabs GmbH

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren, DE

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
Thermo Fisher Scientific Inc.

Life Technologies AG, Carlsbad, US
Life Technologies AG

Life Technologies AG

Life Technologies AG

B. Braun SE, Melsungen, DE
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Material

Hersteller

Optische adhésive Folie (Anwendung: RT-PCR)
Ox0id™ CampyGen™ 2.5 L-Beutel

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-180
kDa)

Phenix™-RC 4mm Syringe Filter, 0,2 pm

Pierce™ Rinderserumalbumin-Standards

Pipette (1, 5, 10, 25, 50 mL), steril

Power SYBR™ Green RNA-to CT™ 1-Step Kit
Protein LoBind® Reaktionsgefaf (1,5, 2, 5 mL)

Q5® High-Fidelity 2X Master Mix

Sartorius® Claristep Spritzenloser Filter 17CO7FT -
480, 0,2 um regenerierte Cellulose

Spritzenfilter ROTILABO® Polyvinylidenfluorid, 0,2
pm, 15 mm, steril

Sterican® Kaniile, 0,6 x 30 mm

Trypanblau-Losung, 0,4 %

Venofix® Safety, Nadel: 0,65 x 19 mm, Lénge: 30 cm
Verschlussfolie fiir Mikrotestplatten Aluminium,

Starke 64 um, unsteril

Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Phenomenex Inc., Torrance, US

Thermo Fisher Scientific Inc.

Greiner Bio-One GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Eppendorf AG

New England Biolabs GmbH

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG

B. Braun SE

Thermo Fisher Scientific Inc.
B. Braun Melsungen AG
Carl Roth GmbH & Co. KG

Whatman™ Grade 3MM Chr Cytiva
Chromatographiepapier

7.11 Geriite und Software

Tabelle 25: Geriite
Gerit Hersteller
Anaerobier-Kammer fiir 48-Well-MTP (Verwendung Beckman Coulter GmbH

im BioLector Pro)

Analysewaage TE64

Arium® pro

Ascentis® Express C18, 2,7 um, 150 x 2,1 mm, 90A
Basic pH-Meter PB-11

Biacore T200

BioLector® Pro

Biophotometer 6131

Blotting Kammer Novex XCell 11

CASY TT Zellzéhler

CASY TT Zellzdhlsystem mit Analysator
ChemStudio PLUS

CLARIOstar®

Sartorius Stedim Biotech GmbH
Sartorius Stedim Biotech GmbH

Merck KGaA

Sartorius Stedim Biotech GmbH

Cytiva

Beckman Coulter GmbH

Eppendorf AG

Life Technologies AG

OMNI Life Science GmbH & Co. KG
Schérfe System, Reutlingen, DE
Analytik Jena GmbH & Co. KG, Jena, DE
BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, DE

128



Anhang

Geriit Hersteller
CLARIOstar® Plus mit Atmosphiren Kontrolleinheit BMG LABTECH GmbH
Concentrator 5301(Vakuumkonzentrator) Eppendorf AG

Dri Block DB3, Thermoblock

Eismaschine IceMatic D201

Elektrophorese-Modul PowerPac HC

Eppendorf Research® plus, 8-Kanalpipette,
mechanisch, (0,5-10 pL, 30-300 pL)
Erlenmeyerkolben DURAN® Super Duty (100 mL)
FlexCycler?

Forma™ -86°C-Ultratiefkiihlschrank der Serie 900,
Probenlagerung bei -80°C

Forma™ CO»-Inkubator der Serie II mit
Wassermantel

Gefrierschrank, Probenlagerung bei -20°C

Gel Doc XR+

Heraeus Megafuge 40 R

Magnetriihrer IKA RCT Basic

Massenflussregler fiir Gas

Mikroskop CKX41

Mini-Sub Cell GT System
Mini-Zentrifuge Sprout® Plus, Blue Sprout
Multipipette® E3

Multitron Standard (Inkubationsschiittler)
NanoDrop 2000

Neubauer-improved Zdhlkammer

Ox0id™ AnaeroJar™ 2.5 L

Pipetten Discovery Comfort (D1000, D200, D20,
D10, D2

Pipettierhelfer S1

PowerPac™ Basic HC High-Current Power Supply
Prézisionwaage TE3102S

QuantStudio 3

Sterilwerkbank BioWizard Golden GL-130
Stickstofftank Cryotherm Biosafe 220 SC

Stuart™ SSL.3 Wippschiittler

Thermomixer comfort

Thermoschiittler MKR13

Thermo Fisher Scientific Inc.

Castel MAC Srl, Castelfranco Veneto, IT
Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, US
Eppendorf AG

Schott AG, Mainz, DE
Analytik Jena GmbH & Co. KG

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Siemens AG, Miinchen, DE

Bio-Rad Laboratories GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau,
DE

Beckman Coulter GmbH

Olympus AG, Tokio, JP

Bio-Rad Laboratories GmbH

Heathrow Scientific, Vernon Hills, US
Eppendorf AG

Infors AG, Bottmingen, CH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda-
Konigshofen, DE

Thermo Fisher Scientific Inc.

Corning HTL SA, Warszawa, PL

Thermo Fisher Scientific Inc.

Bio-Rad Laboratories GmbH

Sartorius Stedim Biotech GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Kojair Tech Oy, Vilppula, FI

Cyrotherm GmbH & Co. KG, Kirchen/Sieg, DE
Cole-Parmer® Instrument Company Ltd., St. Neots,
UK

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Hettich AG, Biach SZ, CH
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Geriit

Hersteller

TSQ Quantum Ultra (Triple Quad MS)

Ultimate™ 3000 HPLC

Ultimate™ 3000 Mehrfachwellenldangen-Detektor
Ultimate™ 3000 Saulenthermostat TCC-3000
Ultimate™ LPG-3400RS Quaternére

Schnelltrennungspumpe

Ultimate™ WPS-3000 TBFC MTP Autosampler mit

Fraktionssammler

Vakuum-Exsikkator VDR-25G mit Manometer,

Nennvolumen =10 L

MZ 2C Membran-Vakuumpumpe

Vielkolbenschiittler, VKS 75 A control

Vortex Genie 2

VWR UV-Transilluminator VWR LM-20E

Wasserbad GFL 1008

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim, DE

VACUUBRAND GmbH + Co. KG, Wertheim, DE

Edmund Biihler GmbH, Bodelshausen, DE

ELMI Ltd., Riga, LV

VWR, Radnor, US

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel,

DE
XCell4 SureLock Midi-Cell Electrophoresis System  Life Technologies AG
Zentrifuge 5415D Eppendorf SE
Tabelle 26: Software
Name Version Hersteller Funktion
Biacore™ T200 n.a. Cytiva Kontrollsoftware, Biacore™ T200
Software
BioLection 3.16.74 Beckman Coulter GmbH  Kontrollsoftware, BioLector® Pro
Citavi 6 Swiss Academic Zitation
Software GmbH,
Widenswil, CH
CLC Main Workbech 20.0.4 Qiagen N.V., Venlo, NL.  Virtuelle Klonierung
20
Database of n.a. IBCEB, Thilisi, US Datenbank fiir antimikrobielle Peptide
Antimicrobial Activity OCICB/NIAID/NIH,
and Structure of Bethesda, US
Peptides
Design & Analysis 2 2.7 Thermo Fisher Scientific Datenauswertung fiir RT-PCR
Inc.
Excel 2013 Microsoft Corporation, Datenauswertung
Redmond, US
Expasy PeptideCutter n.a SIB Swiss Institute of Virtuelle Pepsin Hydrolyse

Bioinformatics,

Lausanne, CH
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Name Version  Hersteller Funktion
GraphPad Prism 9.0.0 GraphPad Software, Inc., Datenauswertung
San Diego, US
Image Lab 4.1 Bio-Rad Laboratories Bildvisualisierung fiir Agarose-Gele
GmbH
MARS 3.30 BMG LABTECH GmbH  Analysesoftware, CLARIOstar®
Microplate Reader 5.40 BMG LABTECH GmbH Reader Kontrollsoftware, CLARIOstar®
Software
NEBioCalculator® 1.15.5 New England Biolabs Klonierung
Inc., Waltham, US
Spyder (Anaconda3) 5.1.5 n.a. BioLector® Pro Datenauswertung
TM Calculator 1.16.5 New England Biolabs, PCR
Inc.
Word 2013 Microsoft Corporation, Dokumentation

Redmond, US
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