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Pathogenic bacteria often utilize type IV secretion systems to interact
with host cells and to modify their microenvironment in a favourable
way. The human pathogen Helicobacter pylori produces such a system
to inject only a single protein, CagA, into gastric cells, but this injection
represents a major risk factor for gastric cancer development. Here, we
discuss the unusual structure of the Cag secretion nanomachine and
other features that make it unique among bacterial protein transporters.
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B Bakterielle Infektionen entstehen oft
infolge einer Invasion des Krankheitser-
regers in sterile Korperbereiche oder durch
zu starke Vermehrung gegentiber der norma-
len Mikrobiota. Der Magenkeim Helicobacter
pylori ist anders: Er ist meistens auBerhalb
der Magenschleimhaut zu finden und ver-
drangt bei der Pathogenese keine anderen
Bakterien. Tatsachlich konnte man H. pylori
aufgrund seines hdufigen Vorkommens und
seiner optimalen Anpassung als typische
Mikrobiota des menschlichen Magens
betrachten, ware da nicht der Umstand, dass
die Kolonisierung stets eine chronische Ent-
ziindung der Magenschleimhaut und haufig
schwere Komplikationen wie Magenge-
schwiire oder Magenkrebs verursacht. Ein
wichtiger Punkt ist dabei der chronische
Verlauf der Infektion: Die ,Ansteckung*
erfolgt iiblicherweise im Kindesalter, wobei
die Bakterien meistens innerhalb der Familie
auf die jiingere Generation iibertragen wer-
den, wiahrend Beschwerden oft erst im fort-
geschrittenen Erwachsenenalter auftreten.
Evolutiondr gesehen ist H. pylori deswegen
ein standiger Begleiter der Menschheit iiber
mindestens die letzten 100.000 Jahre hinweg
[1]. In dieser Zeit haben sich weltweit in loka-
len Bevilkerungsgruppen Varianten von
H. pylori herausgebildet. So unterscheiden
sich etwa Isolate von Patienten aus Ostasien
genetisch von solchen aus Westafrika oder
Europa. Tatsdchlich konnten groBe Migra-
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tionsbhewegungen der Menschheitsgeschich-
te, wie die urspriingliche Auswanderung aus
Ostafrika oder die von Taiwan ausgehende
Besiedlung der stidpazifischen Inseln anhand
der Diversitdt entsprechender H. pylori-Iso-
late schliissig nachverfolgt werden.

Eine Ursache, viele Wirkungen:
CagA als Pathogenitatsfaktor

Fiir die Entstehung schwerer Verldufe sind
neben der chronischen Entziindung der
Magenschleimhaut (Gastritis) auch bakte-
rielle Pathogenitatsfaktoren verantwortlich.
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Als entscheidendes Ereignis in der Evolution
von H. pylori gilt in diesem Zusammenhang
die Aneignung eines mobilen genetischen
Elements, der cytotoxin-associated gene(cag)-
Pathogenitatsinsel, vor etwa 60.000 Jahren.
Diese Insel codiert zum einen das CagA-
Protein, das als bakterielles Onkoprotein
beschrieben wurde [2], und zum anderen ein
Typ-IV-Sekretionssystem (T4SS), das CagA
als Effektorprotein erkennt und in Magen-
zellen translozieren (,injizieren“) kann
(Abb. 1A). Diese Translokation wiederum
fiihrt zu zahlreichen Veranderungen in den
betroffenen Zellen, die den Bakterien bei-
spielsweise groBere Eisenvorrite liefern, die
aber auch zur Konsequenz haben, dass
Magengewebe mit groBerer Wahrscheinlich-
keit transformiert. Zudem reagieren die Epi-
thelzellen mit einer verstdrkten Entzilin-
dungsantwort auf das Cag-T4SS.

Im Gegensatz zu vielen anderen Bakterien,
die oft ein ganzes Arsenal von Proteinen mit
jeweils spezifischer Funktion zur Sekretion
in Wirtszellen bereithalten, ist CagA das ein-
zige bekannte Effektorprotein des Cag-T4SS.
Dafiir wechselwirkt es bei geringerer Spezi-
fitdit mit einer ganzen Reihe zelluldrer Pro-
teine. Moglich wird dies durch seine unge-
wohnliche C-terminale Region, die intrin-
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A Abb. 1: Aufbau des Cag-Typ-IV-Sekretionssystems. A, Helicobacter pyloriinjiziert CagA (rote
Fiinfecke) tiber das Cag-T4SS in verschiedene Wirtszellen und nutzt dafiir die Bindung seines
Membranproteins HopQ an CEACAM-Rezeptoren aus. B, Der Sekretionsapparat ist aus mehreren
Subkomplexen aufgebaut und bildet extrazelluldre pilusartige Strukturen aus, die im Elektronen-
mikroskop erkennbar sind (rechts oben). IM: innere Membran; AM duBere Membran; ZM: Zyto-

plasmamembran der Zielzelle.
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sisch ungeordnet ist und mehrere Interakti-
onsmotive aufweist: Zum einen wird CagA
von Kinasen in der Wirtszelle an dem mehr-
fach vorkommenden Motiv Glu-Pro-Ile-Tyr-
Ala (EPIYA-Motiv) phosphoryliert und kann
in der Folge an zelluldre Proteine mit SH2-
Doménen binden, aber eben mit vergleichs-
weise geringer Bindespezifitat. Zum anderen
bindet CagA unabhéngig von dieser Phospho-
rylierung an weitere Wirtszellproteine tiber
MARK kinase inhibitor(MKI)-Motive in der
gleichen Region.

CagA kann an tiber 20 zelluldre Proteine
binden und so deren Funktion beeinflussen.
Viele dieser Proteine sind an Signaltransduk-
tionsvorgdngen oder der Kontrolle der Zell-
polaritét beteiligt, entsprechend gravierend
sind die Folgen. Ein Beispiel ist die Fehl-
Aktivierung des ,kanonischen“ Wnt-Signal-
wegs liber die Stabilisierung von B-Catenin,
die zusammen mit weiteren Verdnderungen
zu einer epithelial-mesenchymalen Transi-
tion, also einer Entdifferenzierung der Epi-
thelzellen, fiihren kann [3]. Die genaue
Abfolge solcher CagA-vermittelter Prozesse
im Verlauf der chronischen Infektion, oder
auch der Einfluss der anhaltenden Entziin-
dung und die damit verbundene Anhdufung
von DNA-Schédden, miissen jedoch in weite-
ren Studien besser aufgeklart werden.

Eine Nanomaschine in UbergréBe und
ein Andockmandéver

CagA ist mit keinem anderen bekannten Pro-
tein verwandt, und auch die am Sekretions-
apparat beteiligten Proteine haben zum Teil
kaum Ahnlichkeiten zu den typischen Kom-
ponenten klassischer T4SS. AuBerdem sind
etwa zehn zusétzliche Proteine fiir den Auf-
bau des Sekretionsapparats notwendig, die
es nur in diesem System gibt. Diese Unter-
schiede spiegeln sich auch in der dreidimen-
sionalen Struktur wider, die nun mit moder-
nen Kryoelektronentomographie-Verfahren
weitgehend aufgeklart werden konnte
(Abb. 1B, [4, 5]).

Der im Periplasma und an der auBeren
Membran angeordnete Kernkomplex zeigt
zwar die typische 14-zdhlige Rotationssym-
metrie, ist aber mit einem AuBendurch-
messer von 41 nm deutlich groBer als bei den
tiblichen T4SS mit 17-23 nm; nur der eben-
falls untypische Icm/Dot-Sekretionsapparat
von Legionella hat vergleichbare Dimensio-
nen. Das erhohte Volumen kommt vor allem
durch den Einbau zweier Extra-Proteine
zustande, aber wohl auch durch zuséatzliche
Domiénen der drei Standardkomponenten.

Uber einen periplasmatischen Zylinder ist
der Kernkomplex mit einem zweiten groen
Komplex in der inneren Membran verbun-
den, auf dessen zytosolischer Seite die drei
fir die Funktion bendtigten ATPasen in
sechsfacher Symmetrie angeordnet sind.
Zusammengenommen ist der Sekretionsap-
parat mindestens 7 MDa schwer und deutlich
groBer als ein Ribosom. Auf der extrazellu-
laren Seite kann bei Wirtszellkontakt eine
pilusartige Struktur aufgebaut werden, die
im Elektronenmikroskop darstellbar ist
(Abb. 1B), deren Zusammensetzung und
Feinstruktur aber nicht genau bekannt sind.
Wihrend im Sekretionskomplex ein innerer
Kanal zu erkennen ist, durch den CagA aus
der Bakterienzelle gelangen konnte, ist der-
zeit weitgehend unklar, wie sein Transport
iber die Membran der Zielzelle ablauft.
Man weiB aber, dass Proteine des Sekre-
tionsapparats an Integrin-Rezeptoren auf der
Zelloberflache binden konnen. Lange Zeit
wurde angenommen, dass dies eine wichtige
Rolle bei der CagA-Translokation spielt.
Neuere Untersuchungen, bei denen mithilfe
der CRISPR-Cas-Technologie alle Integrine
aus Zielzellen entfernt wurden, konnten
jedoch belegen, dass CagA mit unverminder-
ter Effizienz auch in integrinfreie Zellen
injiziert werden kann [6]. Im Gegensatz
dazu sind Vertreter aus der Familie der
CEACAM(carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecule)-Rezeptoren wesent-
lich fiir das Einschleusen von CagA. Die

N-terminalen Domédnen dieser CEACAM-
Proteine konnen tiber das duBere Membran-
protein HopQ, das von allen H. pylori-Stam-
men in einer von zwei Varianten produziert
wird, zur Anheftung benutzt werden
(Abb. 1A, [7]). Die Bindung zwischen HopQ
und einem CEACAM-Protein erfolgt dabei auf
ahnliche Weise wie die physiologische Bin-
dung zwischen zwei CEACAM-Molekiilen,
iber die eine Adhédsion zwischen benach-
barten Zellen vermittelt wird [8]. Wie genau
diese Bindung die Typ-IV-Sekretion ermog-
licht, ist Gegenstand aktueller Untersuchun-
gen.

Griines Licht bei Vollsperrung:
Anwendungen eines Translokations-
Reporters

Das Cag-T4SS ist wegen seiner exponierten
Stellung bei der Pathogenese ein Angriffs-
punkt fiir das Immunsystem, wie die ver-
starkte Entziindungsantwort auf cag-positive
H. pylori-Stamme und auch die Bildung von
Antikorpern gegen CagA in vielen Patienten
zeigen. Ein besseres Verstandnis des Sekre-
tionsmechanismus auf molekularer Ebene
konnte aber auch zur Entwicklung neuarti-
ger Wirkstoffe gegen H. pylori genutzt wer-
den. Zur genaueren Untersuchung des Trans-
lokationsvorgangs haben wir kiirzlich einen
Reporter-Assay entwickelt, der quantitative
Messungen des CagA-Transports ermoglicht
[9]. Dieser CagA-Translokations-Reporter
macht sich die Tatsache zunutze, dass
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A Abb. 2: Schema des CagA-Translokationsreporters. Helicobacter pylori sekretiert hierbei ein
Fusionsprotein aus der B-Lactamase TEM-1 (roter Mond) und CagA (rotes Fiinfeck; links, T4SS+).
Intrazelluldres TEM-1 kann via Hydrolyse des B-Lactams CCF4 gemessen werden, die die beiden
angekoppelten Fluorophore trennt und so zu blauer Fluoreszenz fiihrt (rechts oben). Ist die Trans-
lokation unterbunden, fluoresziert die Zelle hingegen griin (links, T4SS-). Das AusmaB der CagA-
Translokation lasst sich liber das Verhéltnis von blauer zu griiner Fluoreszenz quantifizieren, etwa
per Durchflusszytometrie (rechts unten). Die Translokation von TEM-1-CagA macht sich hier durch
eine Verlagerung zu héheren Blauwerten (Wildtyp) bemerkbar, die in Mutanten mit defektem
Sekretionsapparat (AcagT) oder ohne CEACAM-Ligand (AhopQ) nicht oder nur vermindert auftritt.

FRET: Forster-Resonanzenergietransfer.
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CagA trotz seiner beachtlichen GroBe von
130-140 kDa Fusionen mit fremden Protein-
domanen toleriert, die dann als Passagier-
proteine mit in die Zielzellen transportiert
werden. Bei Fusion von CagA mit einer
B-Lactamase (TEM-1) kann so mit dem
Cephalosporinderivat CCF4 ein System auf-
gebaut werden, bei dem in der Zelle ankom-
mendes TEM-1-CagA eine griin fluoreszie-
rende in eine blau fluoreszierende Substanz
umsetzt; bei Defekten im Sekretionsapparat
bleibt die Zelle dagegen griin (Abb. 2).

Mit diesem Messsystem, das auch fiir
Immunzellen funktioniert [10], kann der Ein-
fluss von T4SS-Proteinen wie CagT oder von
indirekt beteiligten Proteinen wie HopQ auf
die Typ-IV-Sekretion bestimmt werden
(Abb. 2). Auf dhnliche Weise gelang auch
eine detaillierte Charakterisierung des C-ter-
minalen Sekretionssignals, tiber das CagA
Zugang zum Sekretionsapparat erhélt [9].
AuBerdem ldsst sich dieses Reportersystem
prinzipiell fiir einen Einsatz im Mikrotiter-
platten-Format anpassen. Mit einem solchen
miniaturisierten Assay lieBen sich systema-
tisch Substanzbanken nach potenziellen
Inhibitoren des T4SS durchsuchen, woraus
sich wiederum weiterfiihrende Erkenntnisse
iiber dessen molekulare Wirkungsweise,
aber auch neue Therapiemoglichkeiten
ergeben konnten.
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