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Zusammenfassung |

Zusammenfassung

Fur die Pathogenitdit des Gram-negativen Bakteriums Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xcv) ist das Typ llI-Sekretionssystem (T3S-System) essentiell, welches die
Proteinsekretion und Translokation von Effektorproteinen ermdglicht. Voraussetzung fir ein
funktionales T3S-System in Xcv ist der Pathogenitatsfaktor HrpB2. HrpB2 wird selbst als
»frihes® T3S-Substrat sekretiert. Die Substratspezifitat des T3S-Systems wird u.a. durch das
zytoplasmatische Protein HpaC kontrolliert, welches mit der C-terminalen Doméne des
inneren Membranproteins HrcU interagiert. In dieser Arbeit wurden HrpB2 und HpaC
funktionell charakterisiert. Durch eine gerichtete Mutagenese der N-terminalen 20
Aminosdauren von HrpB2 konnten unmittelbar am T3S-Signal beteiligte Aminoséurereste
identifiziert werden. Sekretions- und Komplementationsanalysen N-terminaler HrpB2-
Deletionsderivate deuteten darauf hin, dass eine Sekretion von HrpB2 fir die Funktion des
T3S-Systems wichtig ist. In der C-terminalen Region von HrpB2 wurde das konservierte
VXTLXK-Aminoséduremotiv (123-128) identifiziert, welches in vorhergesagten ,,inner rod-
Proteinen tierpathogener Bakterien ebenfalls zu finden ist. Das VXTLxK-Motiv ist essentiell
fur die Proteinfunktion von HrpB2. Elektronenmikroskopie und Fraktionierungsstudien
zeigten, dass HrpB2 vermutlich keine extrazellulare Komponente des Hrp-Pilus ist, sondern
im bakteriellen Periplasma und der &uferen Membran lokalisiert. HrpB2 unterstitzt
vermutlich als periplasmatische Komponente des T3S-Systems den Aufbau des T3S-Pilus.
Komplementationsanalysen mit HpaC-Deletionsderivaten zeigten, dass die N- und C-
terminale Region von HpaC fir einen Wechsel der Substratspezifitat erforderlich ist,
wohingegen die Aminosduren 42 bis 101 fir die Sekretion spater Substrate nicht ben6tigt
werden. Jedoch fuhrten Deletionen innerhalb der zentralen Region von HpaC zu einer
fehlerhaften Kontrolle der Sekretion von HrpB2. Dies lasst den Schluss zu, dass die HpaC-
abhangige Kontrolle der Sekretion von frihen und spédten T3S-Substraten unabhéngig
stattfinden kann. Interaktionsstudien mit HpaC-Deletionsderivaten zeigten, dass die
Aminoséuren 112 bis 212 aus HpaC die Interaktion zwischen der C-terminalen Domane von
HrcU und HpaC vermittelt und eine potentielle T3S4 (,,type 11l secretion substrate specificity
switch“)-Domane darstellt. Zudem konnte an der Aminosaureposition 175 ein konserviertes
Phenylalanin identifiziert werden, welches sowohl fir die Proteinfunktion von HpaC als auch
fir die Interaktion mit der C-terminalen Domane von HrcU essentiell ist. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass fiir einen Wechsel von ,.frithen” zu ,,spiten* T3S-Substraten die
Interaktion zwischen HpaC und der C-terminalen Domane von HrcU eine Voraussetzung

darstellt aber allein nicht ausreicht.
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Summary

The gram-negative plant pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv)
possesses a type Il secretion system (T3S-System), which is essential for pathogenicity. The
T3S-System mediates protein secretion into the extracellular medium as well as translocation
of effector proteins directly into the plant host cell. Essential for a functional T3S-System is
the pathogenicity factor HrpB2, which is secreted as an early substrate of the T3S-System.
The substrate specificity of the T3S-System depends on the cytoplasmic switch protein HpaC,
which interacts with the C-terminal domain of the conserved inner membrane protein HrcU.
In this study, the pathogenicity factor HrpB2 and the switch protein HpaC from Xcv were
functionally characterized. Site directed mutagenesis of the N-terminal 20 amino acids led to
the identification of essential essential amino acids, which are presumably part of the T3S-
signal and therefore crucial for the type I11-dependent secretion of HrpB2 itself. Secretion and
complementation studies of N-terminal deletion derivatives indicated that HrpB2 secretion is
necessary for the function of the T3S-System. It was possible to identify the conserved
VXTLXxK-motif in the C-terminal region (amino acid 123-128) of HrpB2, which can also be
found in predicted “inner rod" proteins of animal pathogenic bacteria. The VXTLXK motif is
essential for the protein function of HrpB2 and therefore crucial for the type Il dependent
secretion of Xcv. Electron-microscopy and fractionation studies showed that HrpB2 mainly
localizes in the bacterial periplasm and the outer membrane. This suggests that HrpB2 is not
an extracellular component of the T3S-pilus but probably promotes the assembly of the pilus
in the periplasm. Complementation analyses with HpaC deletion derivatives revealed that the
N-and C-terminal region of HpaC is required for the switch in the substrate specificity,
whereas the amino acids 42 to 101 are dispensable for the type Il1-dependent secretion of late
substrates. However, deletions within the central region of HpaC corrupted the control of
HrpB2 secretion. This leads to the conclusion that the HpaC-dependent control of the
secretion of early and late T3S-substrates can take place independently. Protein-protein
interaction studies showed also that the amino acids 112 to 212 of HpaC mediates the
interaction between the C-terminal domain of HrcU and HpaC and also represents a potential
T3S4 (type Il secretion substrate specificity switch )-domain. Additionally, a conserved
phenylalanine at amino acid position 175 could be identified, which is essential for both the
protein function of HpaC and for the interaction with the C-terminal domain of HrcU. This
suggests that the interaction between HpaC and the C-terminal domain of HrcU is essential

but not sufficient for the T3S-substrate specificity switch from early to late substrates.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Pflanzenpathogene Bakterien

Vertreter pflanzenpathogener Bakterien aus Gram-positiven (z.B. Clavibacter) und Gram-
negativen Gattungen (z.B. Agrobacterium, Pseudomonas, Erwinia, Ralstonia und
Xanthomonas) l6sen eine Reihe verschiedener Krankheiten ihrer Wirtspflanze aus (Tabelle
1.1). Eine erfolgreiche Infektion der Pflanze stellt trotz alledem eher eine Ausnahme dar. Die
effektive Besiedlung und Infektion der Pflanze gelingt zumeist nur spezialisierten
Pathogenen. Im Laufe der Evolution haben Pflanzen effektive Mechanismen entwickelt, um
sich vor Infektionen zu schitzen. Im Gegenzug versuchen potentielle Pathogene diese
Abwehrsysteme zu unterlaufen und es kommt zu einem stdndig andauernden, evolutiondren
Wettlauf zwischen der Entwicklung pflanzlicher Abwehrmechanismen und Anpassung der

Infektionsstrategien des Pathogens.

Tabelle 1.1: Ausgewadhlte pflanzenpathogene Bakterien.

Pathogen’ Wirt® Krankheit / Symptom®

Gram-positive Gattungen

Clavibacter spp.
Clavibacter michiganensis Tomate, Kartoffel, Luzerne | Welke, Faule

Gram-negative Gattungen

Agrobacterium spp.

Agrobacterium tumefaciens Dikotyledone Pflanzen Wurzelgallen

Agrobacterium rhizogenes Dikotyledone Pflanzen Wourzelhaarkrankheit

Pseudomonas spp.

Pseudomonas syringae Tomate, Sojabohne, Fleckenkrankheit, Welke,
Zuckerriibe, Getreide Krebs

Ralstonia spp.

Ralstonia solanacearum Tomate, Kartoffel Welke

Xanthomonas spp.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Paprika, Tomate Fleckenkrankheit

Xathomonas campestris pv. campestris Brassicaceae Adernschwarze

Xanthomonas axonopodis pv. citri Citrus-Arten Zitruskrebs

Xanthomonas oryzae pv. oryzae Reis Faulnis

®Angegeben sind ausgewdhlte Beispiele bekannter Pflanzenpathogene, die bei einer erfolgreichen Infektion der
Wirtspflanze Krankheiten bzw. Symptome auslésen.




Einleitung 2

1.2 Infektionsstrategien Gram-negativer Bakterien

Die erfolgreiche Infektion von Pflanzen durch Gram-negative Bakterien wird entscheidend
durch bakterielle Proteinsekretionssysteme bestimmt, die Virulenzfaktoren in das
extrazelluldre Milieu sekretieren oder direkt in die Wirtszelle translozieren. Bedeutende
Gruppen von sekretierten Virulenzfaktoren bei pflanzenpathogenen Bakterien sind vor allem
extrazellulare Enzyme, wie z.B. Zellulasen und Proteasen, aber auch ein breites Spektrum von
Toxinen oder Exopolysacchariden (EPS) (Kao et al. 1992; Bender et al. 1999; Sandkvist
2001). In dem z.B. EPS die Bakterien zumeist vollstandig umhillen, unterstiitzen sie dabei
die Anlagerung der Bakterien an die Wirtszelloberflache, schitzen vor pflanzlichen
Giftstoffen und Austrocknung (Coplin et al. 1990; Kao et al. 1992; Dharmapuri et al. 1999).
Zudem besitzt z.B. Agrobacterium tumefaciens die besondere F&higkeit, neben Proteinen,
auch DNA-Protein Komplexe direkt in die pflanzliche Wirtszelle zu transferieren (Kostakioti
et al. 2005; Juhas et al. 2008).

Gram-negative Bakterien besitzen verschiedenste Proteinsekretionssysteme, welche sich in
der Struktur, Regulation und Substratspezifitdt voneinander signifikant unterscheiden
(Gerlach et al. 2007). Jedoch erfordert die Sekretion extrazellulérer Proteine immer einen
Transport Uber die innere und dulRere Membran der Bakterienzelle. Dabei werden
Proteinsekretionssysteme in Abhé&ngigkeit ihrer Transportwege in zwei Hauptgruppen, Sec-
abhangig und Sec-unabhdngig, eingeteilt (Kostakioti et al. 2005). Sec-abhéngige
Transportwege erlauben den Transport von Substraten mittels des allgemeinen
Sekretionsweges ber die bakterielle innere Membran (IM) in das Periplasma (PP). Sec-
abhangig transportierte Proteine haben ein hydrophobes, N-terminales Sekretionssignal
gemeinsam, welches im PP durch eine Signal-Peptidase abgespalten wird (Veenendaal et al.
2004). Zu Sec-abhéngigen Sekretionssystemen zdhlen z. B. Autotransporter (Typ V-
Sekretionssysteme, T5S-System), das ,.two partner Sekretionssystem (TPS-System), das
,,Chaperon-Usher“-System (CU-System) sowie das Typ ll-Sekretionssystem (T2S-System)
(Kostakioti et al. 2005). Das T2S-System sekretiert v.a. hydrolytische Enzyme sowie Toxine
in das extrazelluldare Milieu und besitzt hierfur einen oligomeren Proteinkomplex in der IM
und einem Transportkanal in der bakteriellen &uReren Membran (AM) (Sandkvist 2001;
Kostakioti et al. 2005) (Johnson et al. 2006). Im Gegensatz dazu erfolgt der Sec-unabhéngige
Transport von Proteinen ohne periplasmatische Zwischenstufen direkt aus dem Zytoplasma in
die extrazellulare Umgebung. Sec-unabhéngige Proteintransportsysteme sind z.B. das Typ |-

Sekretionssystem  (T1S-System), Typ 1lI-Sekretionssystem (T3S-System), Typ IV-
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Sekretionssystem (T4S-System) und Typ VI-Sekretionssystem (T6S-System) (Gerlach und
Hensel 2007; Hayes et al. 2010).

Die meisten pathogenen Bakterien verwenden zur erfolgreichen Infektion ihres
entsprechenden Wirtsorganismus mehrere Proteinsekretionssysteme in unterschiedlichen
Kombinationen. Hierbei sind jedoch meist T3S-Systeme, welche sogenannte bakterielle
Effektorproteine direkt in die eukaryotische Wirtszelle transportieren fur die Virulenz vieler
pathogener Bakterien von besonderer Bedeutung. Erstmalig in tierpathogenen Bakterien der
Gattung Yersinia spp. identifiziert, wurde es seitdem in einer Vielzahl Gram-negativer
tierpathogenen (z.B. Salmonella spp., Shigella spp., Bordetella spp., Pseudomonas
aeruginosa) und pflanzenpathogenen Bakterien (z.B. Ralstonia spp. und Xanthomonas spp.)
als essentieller Pathogenitatsfaktor charakterisiert (Michiels et al. 1991b; Cornelis et al. 2000;
Mota et al. 2005; Tampakaki et al. 2010).
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1.3 Das T3S-System

Hinsichtlich Aufbau und Funktion werden T3S-Systeme in flagellare und Translokations-
assoziierte T3S-Systeme unterschieden (Abbildung 1.1) (Desvaux et al. 2006). Flagellare
T3S-Systeme dienen hauptséchlich der bakteriellen Motilitat und bestehen im Wesentlichen
aus einem flagellaren Filament, welches tUber einen Haken mit dem sogenannten Basalkorper
verbunden ist (Samatey et al. 2004). Im Gegensatz zu Translokations-assoziierten T3S-
Systemen sekretieren flagellare T3S-Systeme hauptsachlich extrazellulare Komponenten des
Flagellums wie z.B. Haken- und Filamentproteine (Minamino et al. 1999b). Eine Sekretion
von Virulenzfaktoren durch das flagellare T3S-System ist jedoch nicht ausgeschlossen und
wurde z.B. fiir Yersinia spp. beobachtet (Young et al. 1999; Young et al. 2002).
Translokations-assoziierte T3S-Systeme werden aufgrund ihrer Form und ihrer Féhigkeit,
Proteine (Effektoren) direkt in das Zytoplasma der Wirtszelle zu translozieren, auch als
,molekulare Nadeln" bezeichnet (Cornelis 2006). Diese ,,molekularen Nadeln“ sind
supramolekulare Strukturen, welche die IM, den periplasmatischen Raum, die AM, den
extrazelluldren Raum und die Wirtszellmembran durchspannen (Abbildung 1.1).

Strukturell und evolutionar sind Translokations-assoziierte T3S-Systeme mit flagellaren T3S-
Systemen verwandt und aus mehr als 20 einzelnen Komponenten aufgebaut (Gerlach und
Hensel 2007). Mindestens neun strukturelle Komponenten des Translokations-assoziierten
T3S-Systems sind zwischen pflanzen- und tierpathogenen Bakterien konserviert und stellen
vermutlich Kernkomponenten des Sekretionsapparates in der IM und AM dar. In
pflanzenpathogenen Bakterien werden strukturelle Komponenten des T3S-Systems durch ein
hrp (,,hypersensitive response and pathogenicity)-Gencluster kodiert. In Anlehnung der
Nomenklatur von Ysc (,,Yersinia secreted)-Proteinen des T3S-Systems vom tierpathogenen
Bakterium Yersinia, werden in Pflanzenpathogenen konservierte Komponenten als Hrc (,,Hrp
conserved“)-Proteine bezeichnet (Bogdanove et al. 1996). Einige dieser Kernkomponenten
sind zwischen flagellaren und translokations-assoziierten T3S-Systemen konserviert und
bilden vermutlich den beide bakterielle Membranen Gberspannenden Basalapparat (Abbildung
1.1), (Blocker et al. 2003; Tampakaki et al. 2010). Der Basalapparat besteht vermutlich aus
zwei Ringpaare in der IM und AM, welche in der Basis durch einen zentralen
periplasmatischen Exportkanal miteinander verbunden sind (Cornelis 2006; Yip et al. 2006).
In Salmonella typhimurium wurde im Periplasma zusatzlich die Anwesenheit einer ,,inner
rod“-Struktur gezeigt, welche hier maligeblich durch das Protein PrgJ gebildet wird

(Marlovits et al. 2004). Es wird angenommen, dass der ,,inner rod zur stabilen Verankerung



Einleitung 5

extrazelluléarer Strukturen erforderlich ist (Marlovits et al. 2004; Marlovits et al. 2006; Wood
et al. 2008). Ahnliche periplasmatische Strukturen wurden ebenfalls fir das T3S-System aus
Yersinia spp. postuliert und aus EPEC (enteropathogene E. coli) beobachtet. (Ogino et al.
2006; Wood et al. 2008; Sal-Man et al. 2012). Die IM-Ringe sind mit einem Exportapparat
assoziiert, welcher hauptsachlich aus Mitgliedern konservierter Proteinfamilien aufgebaut und
mit einem vorhergesagten zytoplasmatischen C-Ring sowie einem ATPase-Komplex
verknUpft ist (Blttner 2012). Weiterhin ist der Basalkérper von Translokations-assoziierten
T3S-Systemen mit einem extrazellularen Pilus, in Pflanzenpathogenen als Hrp-Pilus
bezeichnet, oder einer Nadelstruktur assoziiert (Hueck 1998; Ghosh 2004; He et al. 2004). Im
Gegensatz zu tierpathogenen Bakterien missen pflanzenpathogene Bakterien zur
Translokation von Effektorproteinen zusétzlich die pflanzliche Zellwand Uberwinden
(Abbildung 1.1). Daher ist der Hrp-Pilus pflanzenpathogener Bakterien langer (bis zu 2 um)
als die T3S-System assoziierten, nadelartigen Strukturen (ca. 45-80 nm) in Tierpathogenen
(He et al. 2003; Jin et al. 2003; Kvitko et al. 2007). Die Translokation erfolgt vermutlich mit
Hilfe eines postulierten kanalformigen Proteinkomplexes, dem Translokon, welcher in die
Plasmamembran der Wirtszelle inseriert und eine Pore bildet (Bittner et al. 2002; Bittner et
al. 2002; Coombes et al. 2005).
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Translokations-assoziiertes T3S-System Flagelldres T35-System (Flagellum)

Wirtszelle 7 T ®)

PM
Filament
Translokon
Nadel / Pilus
AM-Ring
Basal-
apparat periplasmatischer Ring
IM-Ring
zytoplasmatischer Ring
mit Exportapparat
ATP ATP+P
@ ATPase
. Virulenzfaktoren
Komponenten Effektoren Komponenten
des T35-Systems des T35-Systems

Abbildung 1.1: Vergleich des Translokations-assoziierten und flagelldren T3S-Systems.

Modelle eines Translokations-assoziierten und flagellaren T3S-Systems aus tier- und pflanzenpathogene
Bakterien. Strukturell und evolutionar sind Translokations-assoziierte T3S-Systeme und flagellare T3S-Systemen
verwandt. Beide T3S-Systeme iberspannen die bakterielle innere (IM) und &uBere Membran (AM). Im
Translokations-assoziierten T3S ist der Basalapparat in tierpathogenen Bakterien mit einer extrazellularen
Nadelstruktur (Nadel), in pflanzenpathogenen Bakterien mit einer extrazelluldren Pilusstruktur (Pilus) und im
flagellaren-T3S-System mit einem extrazellularem Haken sowie Filament assoziiert. Die Nadel bzw. der Pilus im
Translokations-assoziierten T3S-System ist zusatzlich mit einem Translokonkomplex in der Plasmamembran
(PM) der Wirtszelle verkniipft, welcher die Translokation von Effektoren unterstiitzt. Die Energie zu Sekretion
oder Translokation von T3S-Substraten (Komponenten des T3S-Systems, Effektoren und Virulenzfaktoren)
liefert die am zytoplasmatischen Ring assoziierte ATPase, welche im flagellaren T3S-System vermittelt durch
Protonenkanale das Flagellum bewegt. Der zytoplasmatische Ring, welcher mit dem Exportapparat assoziiert
ist, wurde bisher nur im Translokations-assoziierten T3S-System vorhergesagt. Abbildung modifiziert nach
(Buttner et al. 2009).
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1.4 Das T3S-Signal — Exportsignale des T3S-Systems

Die Erkennung, Sekretion und Translokation von Substraten durch das T3S-System setzt die
Anwesenheit eines spezifischen Exportsignals voraus. Jedoch ist die Natur dieses T3S-
Signals, im Gegensatz zu dem gut charakterisierten Sec-Signal (Nielsen et al. 1997), bis heute
nicht genau geklart. Da das T3S-System pflanzenpathogener Bakterien in der Lage ist
Effektorproteine tierpathogener Bakterien zu sekretieren, wird ein allgemeines
Sekretionssignal vermutet (Rossier et al. 1999). Unterschiedliche Daten deuten darauf hin,
dass das Sekretionssignal fir eine Typ lll-abhéngige Sekretion von Substraten des T3S-
Systems in den zumeist N-terminalen 20 bis 30 Aminoséauren lokalisiert ist (Michiels et al.
1991a; Sory et al. 1995; Schesser et al. 1996). Obwohl bisher innerhalb der N-terminalen
Region von T3S-Substraten weder konservierte Aminosauren identifiziert oder eine typische
Konsensus-Sequenz gefunden wurde, gibt es Hinweise auf eine charakteristische
Zusammensetzung der Aminosauren (Guttman et al. 2002; Petnicki-Ocwieja et al. 2002;
Schechter et al. 2004; Arnold et al. 2009; Lower et al. 2009; Samudrala et al. 2009). Fir
einige Effektoren aus Pseudomonas syringae wurde beschrieben, dass die N-terminale Region
einen hohen Gehalt an Serin, aber verhaltnismaRig wenig Asparaginsaure, Glutaminsaure,
Leucin und Lysin aufweist (Guttman et al. 2002; Schechter et al. 2004). Desweiteren zeigte
ein Vergleich der Sekundarstrukturen N-terminaler Bereiche von ca. 100 Effektorproteinen
aus tierpathogenen und symbiotischen Bakterien, dass die N-terminalen Bereiche dieser
Proteine in der Regel nur wenig strukturiert sind (Arnold et al. 2009). Ungeordnete
Proteinregionen besitzen eine gewisse strukturelle Flexibilitat, welche vermutlich die
Erkennung des T3S-Signals durch Komponenten des T3S-Systems erleichtert und woméglich
eine Voraussetzung fiir den Transport der T3S-Substrate durch den engen Transportkanal des
T3S-System darstellt (Buchko et al. 2010). Die Anwesenheit eines T3S-Signals ist nicht
ausschlieBlich auf N-terminale Regionen beschrankt. So wurde z.B. ein T3S-Signal in der C-
terminalen Region des Effektors Tir aus EHEC (enterohdmorrhagische E. coli) identifiziert
(Allen-Vercoe et al. 2005). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass zentrale oder C-terminale
Regionen z.B. vom Effektorprotein SipB aus Salmonella spp. oder dem Translokonprotein
EspB aus EHEC ebenfalls eine Typ Ill1-abh&ngige Sekretion unterstuitzen kénnen (Chiu et al.
2003; Kim et al. 2007). AuRerdem wurde fir einige Yersinia-Effektoren die alternative
Hypothese entwickelt, nach der das T3S-Signal im 5 -Bereich der mRNA liegt. Damit wird
eine kotranslationale Typ Ill-abh&ngige Sekretion postuliert (Anderson et al. 1997; Anderson
et al. 1999; Ramamurthi et al. 2005). Beide Hypothesen sind zum derzeitigen Stand

umstritten und lassen sich schwer in Einklang bringen. Zudem ldsst sich die schnelle
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Translokation von Effektoren, wie z.B. von YopH aus Yersinia pseudotuberculosis oder SipA
aus Salmonella typhimurium, welche bereits zehn Sekunden nach der Aktivierung des T3S-
Systems nachweisbar ist, nicht mit einem kotranslationalen Transport begriinden (Andersson
et al. 1999; Schlumberger et al. 2005; Wilharm et al. 2007). Es wird davon ausgegangen, dass
die Typ Ill-abhéngige Sekretion durch verschiedene Signale vermittelt wird und dass sowohl
die mRNA als auch der N-terminale Bereich des Proteins in unterschiedlichem Male zur
Sekretion beitragen kann (Karlinsey et al. 2000; Aldridge et al. 2001).

Effektorproteine  besitzen  vermutlich  zusatzlich  zum  Sekretionssignal  ein
Translokationssignal, welches innerhalb der ersten 50 bis 100 Aminosduren angenommen
wird und die Translokation in die Wirtszelle vermittelt (LlIoyd et al. 2001; Guttman et al.
2002; Petnicki-Ocwieja et al. 2002; Ghosh 2004). Haufig ist dies auch die Bindestelle von
sogenannten Typ IlI-Sekretionschaperonen (T3S-Chaperone) (Parsot et al. 2003). Diese
kleinen, zytoplasmatischen Proteine fordern in tier- und in pflanzenpathogenen Bakterien
sowohl die effiziente Sekretion als auch Translokation von T3S-Substraten und vermitteln
u.a. mittels spezifischer Bindung ihrer Interaktionspartner die Spezifitdt der
Substraterkennung durch das T3S-System (Page et al. 2002; Parsot et al. 2003) (Feldman et
al. 2003).
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1.5 Substrate des T3S-Systems

Typ Ill-abhéngig transportierte Proteine konnen nach ihrem Bestimmungsort in zwei
Hauptgruppen eingeteilt werden. Dabei unterscheidet man Proteine, die in das extrazellulére
Milieu transportiert werden oder extrazellulare Komponenten des T3S-Apparates darstellen
(Nicht-Effektorproteine) von Effektorproteinen, die direkt in das Zytosol der Pflanzenzelle

transloziert werden.

1.5.1 Nicht-Effektorproteine

Zu den Typ Ill-abhdngig sekretierten Nicht-Effektorproteinen gehodren u.a. sogenannte
Translokonproteine. Translokonproteine gehoren zu den extrazellularen Bestandteilen des
T3S-Systems und bilden vermutlich eine Pore in der Wirtszellmembran. Aus dem tierischen
Pathogen Yersinia spp. sind Translokonproteine wie z.B. YopB und YopD bereits bekannt
(Goure et al. 2005; Edqvist et al. 2007). Ein weiteres sekretiertes Nicht-Effektorprotein aus
Yersinia spp. stellt LrcV dar. Im Gegensatz zu YopB und YopD bildet LrcV keine Pore in der
Wirtszellmembran, sondern verknipft die extrazellulare Nadelstruktur mit dem Translokon
als sogenannter ,tip“-Komplex (Goure et al. 2005; Mueller et al. 2008). In
pflanzenpathogenen Bakterien existieren ebenfalls putative Translokonproteine wie z.B. HrpF
und XopA aus Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) oder PopFl und PopF2 aus
Ralstonia solanacearum (R. solanacearum) (Buttner und Bonas 2002; Buttner et al. 2002;
Meyer et al. 2006). Eine mit dem ,,tip“-Komplex vergleichbare extrazellulare Komponente
des T3S-Systems wurde bisher in Pflanzenpathogenen nicht identifiziert (Bittner und He
2009).

Harpin-Proteine repréasentieren eine weitere Klasse von Nicht-Effektorproteinen und kommen
ausschlieBlich in pflanzenpathogenen Bakterien vor. Es wird vermutet, dass Harpin-Proteine
wie HrpZ aus Pseudomonas syringae (P. syringae) oder PopA aus R. solanacearum
zusammen mit Translokonproteinen an der Translokation von Effektorproteinen beteiligt sind
(Lee et al. 2001; Racapé et al. 2005; Kvitko et al. 2007).

Weitere extrazelluldre Substrate des T3S-Systems sind strukturelle Piluskomponenten. Die
Komponenten des Hrp-Pilus in pflanzenpathogenen Bakterien sind meist kleine Proteine (6
bis 11 kDa) und weisen untereinander eine starke Sequenzvariabilitdt auf (Weber et al.
2005a). So ist HrpA, ein gut charakterisiertes Protein des Hrp-Pilus aus P. syringae pv.
tomato nur zu 27% identisch mit HrpA aus P. syringae pv. syringae (Roine et al. 1997; Deng
et al. 1998; Weber und Koebnik 2005a). Aus Xcv ist das Protein HrpE bekannt, welches als
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Hauptkomponente des Hrp-Pilus aus Xcv identifiziert werden konnte und HrpB2, welches
ebenfalls als Komponente des T3S-Systems von Xcv vermutet wird (Rossier et al. 2000;
Weber et al. 2005b, Hartmann et al. 2012). Die Typ Ill-abhangige Sekretion der
extrazellularen Komponenten des T3S-Apparates, wie z.B. Bestandteile des Translokons oder

des Pilus, ist die Voraussetzung fir die Sekretion und Translokation von Effektorproteinen.

1.5.2 Effektorproteine

Effektoren werden direkt in die pflanzliche Wirtszelle transloziert (Alfano et al. 2004). In der
Wirtszelle angelangt konnen Effektorproteine die Bedingungen fur eine Vermehrung des
Pathogens optimieren. Zum Beispiel nutzen intrazelluldare Pathogene von S&ugetieren, wie
Salmonella, Shigella und Chlamydia Typ IlI-Effektoren, um ihre eigene Phagozytose durch
Wirtszellen zu regulieren und auf diese Weise zwischen verschiedenen Infektionsstrategien
wechseln zu konnen (Grant et al. 2006). Die Translokation von Typ IlI-Effektoren ist
ebenfalls essentiell fir einen erfolgreichen Lebenszyklus und Interaktion vieler Gram-
negativer pflanzenassoziierter Bakterien mit ihren Wirtspflanzen, die sowohl von
symbiontischer (z. B. Rhizobium spp.) als auch pathogener Natur (z. B. Xanthomonas spp.)
sein konnen (Grant et al. 2006). Indem Effektorproteine pflanzenpathogener Bakterien z.B.
Hormon- und Signalwege der Wirtspflanze, die pflanzliche Genexpression oder pflanzliche
Zielproteine modifizieren, sind sie fahig die Basalabwehr bzw. spezifische Abwehrreaktionen
der Wirtspflanze zu supprimieren. Auf diese Weise unterstiitzen Effektorproteine in
Pflanzenpathogenen die erfolgreiche Vermehrung des Pathogens in den pflanzlichen
Interzellularraumen (Slot et al. 2002; Alfano and Collmer 2004; Chang et al. 2004; Mudgett
2005; Grant et al. 2006; McDowell et al. 2007).
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1.6 Modell des Wechsels der Substratspezifitat

Angesichts der komplexen Architektur des T3S-Systems wird angenommen, dass die
Assemblierung des Basalapparates mit dessen extrazellularen Komponenten der Sekretion
und Translokation von Effektorproteinen vorrausgeht. Daher wird fur den Aufbau des T3S-
Apparates und der Sekretion bzw. Translokation von Substraten ein streng kontrollierter und
hierarchisch ablaufender Prozess vermutet (Ghosh 2004; Cornelis et al. 2006; Richard et al.
2007). Studien aus tierpathogenen Bakterien (z.B. Yersinia spp. oder Salmonella spp.) zeigten
indes, dass die Ausbildung bzw. der kontrollierte Aufbau extrazellularer Nadelstrukturen mit
genau definierter Lange (ca. 60 nm bzw. 80 nm) fir die spatere Translokation von
Effektorproteinen ein entscheidender Faktor ist (Kubori et al. 1998; Hoiczyk et al. 2001,
Journet et al. 2003; Wagner et al. 2009; Wagner et al. 2010). Es ist daher sehr wahrscheinlich,
dass Komponenten der extrazellularen Nadel- bzw. Pilusstruktur als erste Proteine (,,frithe®
T3S-Substrate) durch den T3S-Apparat sekretiert werden, da die Nadelstruktur bzw. der Pilus
pathogener Bakterien eine strukturelle Voraussetzung fiir die Sekretion von ,,spiaten” T3S-
Substraten wie z.B. Translokon- und Effektorproteine darstellt (Ghosh 2004). Zum Beispiel
wurde flr Xcv vorgeschlagen, dass die Sekretion des Pathogenitétsfaktors HrpB2, welcher fir
die Assemblierung des Hrp-Pilus erforderlich ist, eine VVoraussetzung fiir die Sekretion des
Translokonproteins HrpF und der Effektorproteine darstellt (Rossier et al. 2000; Lorenz et al.
2008b). Es wird demnach davon ausgegangen, dass wéhrend des zeitlichen Ablaufs vom
Aufbau des Basalapparates tber die Sekretion von Nadel- bzw. Piluskomponenten bis hin zur
Translokation von Effektorproteinen ein Wechsel in der Substratspezifitat des T3S-Systems
von ,,frithen® zu ,,spaten* Substraten stattfindet (Abbildung 1.2) (Cornelis 2006; Deane et al.
2010; Buttner 2012). Hierbei muss das Pathogen die Fahigkeit besitzen, zwischen ,,frithen*
und ,,spiten* Substraten zu unterscheiden. In Translokations-assoziierten und flagellaren T3S-
Systemen aus tierpathogenen Modellorganismen wurde der Prozess des Wechsels der
Substratspezifitat (Abbildung 1.2) bereits intensiv studiert und wird hier mafi3geblich durch
sogenannte T3S4 (,type III secretion substrate specificity switch®)-Proteine vermittelt
(Cornelis et al. 2006).

1.6.1 T3S4-Proteine und die Beziehung zu Proteinen der FIhB/YscU-Familie

Zahlreiche Studien aus tierpathogenen Bakterien zeigten, dass der Wechsel von ,,frithen® zu
»spaten Substraten von meist sekretierten und regulatorischen T3S4-Proteinen wie z.B. YscP
aus Yersinia enterocolitica, Spa32 aus Shigella flexneri oder InvJ bzw. FliK aus Salmonella
typhimurium abhédngt (Tabelle 1.2) (Minamino et al. 1999a; Magdalena et al. 2002; Journet et
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al. 2003; Agrain et al. 2005a; Sorg et al. 2007; Botteaux et al. 2008). Haufig regulieren einige
T3S4-Proteine (z.B. YscP) zusétzlich die Lange der extrazelluldren Nadel. Fur tierpathogene
Modellsysteme wurde gezeigt, dass der Verlust von funktionellen T3S4-Proteinen neben der
reduzierten Sekretion von ,,spaten* Substraten haufig in einer stark verldngerten Nadelstruktur
resultiert (Edqvist et al. 2003; Journet et al. 2003; Wagner et al. 2009). T3S4-Proteine sind
auf Ebene der Aminoséuresequenz untereinander wenig konserviert. Jedoch besitzen bekannte
T3S4-Proteinen eine in der C-terminalen Region gelegene, strukturell konservierte T3S4-
Doméane mit einem P-X-L-G-Aminosauremotiv, welches wahrscheinlich fur die
Proteinfunktion von entscheidender Bedeutung ist (Minamino et al. 2004; Agrain et al.
2005a; Minamino et al. 2006; Botteaux et al. 2008). Studien uber Spa32 und FliK zeigten
zusatzlich, dass T3S4-Proteine die Fahigkeit besitzen, mit der C-terminalen
zytoplasmatischen Doméne von Mitgliedern der konservierten FIhB/YscU-Proteinfamilie zu

interagieren (Abbildung 1.2).

Mitglieder der FIhB/YscU-Familie sind konservierte IM-Proteine, welche vermutlich an der
Erkennung von Substraten und der Kontrolle der Substratspezifitit des T3S-Systems
entscheidend beteiligt sind (Minamino et al. 2000a; Minamino et al. 2000c; Botteaux et al.
2008; Lorenz et al. 2011). FIhB, YscU und YscU-homologe Proteine sind in der Regel mit
vier transmembranen Doménen in der bakteriellen IM verankert und besitzen eine C-
terminale Doméne, welche in das bakterielle Zytoplasma hineinragt (Allaoui et al. 1994,
Lavander et al. 2002). Diese zytoplasmatische C-terminale Doméne wird innerhalb eines
unter YscU-homologen Proteinen konservierten Aminoséuremotivs (NPTH) zwischen
Asparagin (N) und Prolin (P) autokatalytisch gespalten (Bjornfot et al. 2009). Es existieren
experimentelle Hinweise, dass das konservierte NPTH-Motiv Uber die Ausbildung einer
definierten Struktur bzw. eines sogenannten ,loops*“ die zytoplasmatische C-terminale
Doméne von FIhB/YscU und Homologen in zwei Hélften unterteilt (Ferris et al. 2005; Deane
et al. 2008). Die Spaltung zwischen Asparagin und Prolin resultiert vermutlich in einer
strukturellen Reorganisation des PTH-,,loops* (Lavander et al. 2002; Ferris et al. 2005; Deane
et al. 2008; Zarivach et al. 2008; Bjornfot et al. 2009; Lountos et al. 2009; Wiesand et al.
2009). Es existieren Hinweise, dass die strukturellen Anderungen des PTH-, loops*
mafRgeblich am Wechsel der Substratspezifitat des T3S-System beteiligt sind. Zusétzlich wird
angenommen, dass T3S4-Proteine unter bestimmten Voraussetzungen einen Zugang zum C-
terminalen Spaltprodukt der zytoplasmatische Doméne von YscU bzw. YscU-Homologen
erhalten. Die Interaktion zwischen T3S4-Proteinen und YscU bzw. YscU-Homologen ist

haufig mit der Konformationsédnderung des PTH-,,loops* assoziiert und kontrolliert auf diese
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Weise vermutlich den Wechsel in der Substratspezifitdt von ,,frihen* zu ,spaten” T3S-
Substraten (Abbildung 1.2) (Edqvist et al. 2003; Riordan et al. 2008a).

Alternativ gibt es Hinweise, dass YscP oder InvJ) die Assemblierung der vorhergesagten
ninner rod“-Struktur (z.B. Yscl aus Yersinia spp.) regulieren und die kontrollierte
Fertigstellung der ,,inner rod“-Struktur im Inneren des Basalapparates den Wechsel der
Substratspezifitat induzieren konnte (Marlovits et al. 2006; Wood et al. 2008). Zu Beginn
dieser Arbeit war in pflanzenpathogenen Bakterien nicht geklart, inwieweit und nach
welchem Mechanismus ein Wechsel der Substratspezifitit ablaufen konnte. Derweil zeigten
mehrere Studien Uber T3S-Systeme aus pflanzenpathogenen Bakterien (z.B. Xcv), dass
vermutlich auch hier eine Wechsel der Substratspezifitdt von ,,frithen” zu ,,spdten Substraten
stattfindet, dieser ebenfalls durch spezielle Proteine reguliert wird und die Kontrolle
wahrscheinlich von Prozessen vermittelt wird, die in Tier- und Pflanzenpathogenen dhnlich
sind (Lorenz et al. 2008b).

Tabelle 1.2: Beispiele von T3S4-Proteinen aus tier- und pflanzenpathogenen Bakterien.

Pathogen T354- Interaktion mit Typ llI- Einfluss
Protein® | YscUc/FIhBS® oder | abhingige
Homologe Sekretion
Yersinia spp. YscP nicht gezeigt Ja differentielle Sekretion von T3S-
Substraten,
Kontrolle der Nadelldange
Salmonella spp. Inv) nicht gezeigt Ja Kontrolle der ,inner rod” Struktur und
Nadellange
Flik Ja Ja Kontrolle der Hakenldange und
Filamenstruktur
Shigella flexneri Spa32 Ja Ja differentielle Sekretion von T3S-
Substraten,
Kontrolle der Nadellange
Xcv HpaC Ja Nein differentielle Sekretion von T3S-
Substraten

® T3S4-Proteine aus dem translokations-assoziierten T3S-System mit Ausnahme von FIiK, b YscUc/FIhB¢:
Interaktion mit der zytoplasmatischen C-terminalen Domé&ne von YscU/FIhB oder homologen Proteinen. Tabelle
wurde modifiziert nach (Buttner 2012).
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Abbildung 1.2: Modell des Wechsels der Substratspezifitat.

Modell des Wechsels der Substratspezifitdit in ,translokations-assoziierten” T3S-Systemen tier- und
pflanzenpathogener Bakterien. Die Substratspezifitdt des T3S-Systems wechselt von ,friihen” T3S-Substraten
(z.B. Komponenten des Basalapparates und der Nadel- bzw. Pilusstruktur) zu ,spaten” T3S-Substraten (z.B.
Translokon- und Effektorproteine). Der Wechsel von ,frihen“ zu ,spaten” T3S-Substraten wird durch
Mitglieder der konservierten FIhB/YscU-Proteinfamilie und regulatorischen T3S4-Proteinen (T354) vermittelt.
FIhB/YscU und YscU-homologe Proteine sind mit vier transmembranen Domanen in der inneren bakteriellen
Membran (IM) verankert und besitzen eine zytoplasmatische C-terminale Domane mit konservierten NPTH-
Motiv. Die autokatalytische Spaltung von FIhB/YscU innerhalb des NPTH-Motivs und die Bindung von T354-
Proteinen mit dem Spaltprodukt resultiert vermutlich in einer strukturellen Reorganisation des PTH-,loops”.
Dies fuihrt wahrscheinlich zu einer Konformationsdnderung der C-terminalen Domédne und induziert den
Wechsel in der Substratspezifitat des T3S-Systems. Abbildung modifiziert nach D. Bittner.
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1.7 Das Modellsystem Xanthomonas spp.

Der Gattung Xanthomonas ist eine Vielzahl pflanzenpathogener und wirtschaftlich
bedeutender Arten zuzuordnen (Tabelle 1.1). Xanthomonaden besitzen im Allgemeinen eine
gute experimentelle und molekulargenetische Zuganglichkeit. Aus diesem Grund wurden
viele Vertreter der Gattung Xanthomonas als Modellsystem in der Phytopathologie etabliert
(Tabelle 1.1). Ein gut charakterisierter Vertreter pflanzenpathogener Modellsysteme zum
Studium von Wirt-Pathogen-Interaktionen und der Typ Ill-abhdngigen Sekretion ist Xcv. Fur
eine Interaktion von Xcv mit den Wirtspflanzen ist das T3S-System essentiell (Abbildung
1.3). Translozierte Effektorproteine férdern die erfolgreiche Vermehrung der Bakterien im
Apoplasten anfélliger (suszeptibler) Pflanzen. Es kommt in der Pflanze zur Auspragung
charakteristischer Krankheitssymptome, welche sich makroskopisch durch ein feucht bis
spater nekrotisch erscheinendes Gewebe im infizierten Bereich kennzeichnen (Abbildung
1.3). In diesem Fall spricht man von einer kompatiblen Interaktion zwischen virulenten
Bakterien und suszeptiblem Wirt. In resistenten Pflanzen kann jedoch die Vermehrung von
Xcv durch eine spezifische Abwehrreaktion der Pflanze unterbunden werden. Dabei
induzieren individuelle Effektorproteine in resistenten Pflanzen haufig einen lokal begrenzten
Zelltod, welcher als ,,Hypersensitive Reaktion“ (HR) bezeichnet wird (Abbildung 1.3)
(Klement 1982). In diesem Fall werden Effektorproteine als Avirulenzproteine (Avr-Proteine)
bezeichnet und das korrespondierende Gen aus der Pflanze, welches die Erkennung des
Avirulenzproteins vermittelt, als Resistenzgen (R-Gen). Man spricht von einer inkompatiblen
Interaktion zwischen avirulenten Bakterien und resistentem Wirt (Flor 1971; Klement 1982;
Staskawicz 2001). Einige Gen-fur-Gen-Interaktionen zwischen avr-Genen und R-Genen aus
unterschiedlichen Paprikakultivaren sind fur Xcv gut charakterisiert. Zum Beispiel tragt die
Paprikalinie ECW-10R das dominante R-Gen Bsl und vermittelt Resistenz gegenlber Xcv-
Stammen mit dem avr-Gen avrBsl (z. B. Xcv-Stamm 85-10) (Ronald et al. 1988).

In der Regel betrifft die HR bei einer naturlichen Infektion meist nur wenige Zellen und ist
makroskopisch kaum sichtbar. Um die Interaktion von Xcv mit der Wirtspflanze in
experimenteller Umgebung besser analysieren zu kdnnen, werden daher groRere Blattbereiche
mit Suspensionen relativ hoher Bakteriendichte inokuliert. Die HR ist in diesem Fall als eine

schnelle, scharf umgrenzte ,,Nekrose* des infiltrierten Blattbereiches deutlich zu erkennen.
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Abbildung 1.3: Das T3S-System von Xcv ist fiir eine Interaktion mit der Wirtspflanze essentiell.

Modell der Interaktion von Xcv mit der pflanzlichen Wirtszelle. Zundchst werden (iber das T3S-System
Komponenten des T3S-System sekretiert, welche v.a. extrazelluldre Strukturen wie Translokon und Hrp-Pilus
bilden. Die Assemblierung von Hrp-Pilus und Translokon ist fir die Sekretion von Effektoren (orange) zwingend
erforderlich. Effektorproteine werden in die pflanzliche Wirtszelle transloziert und interferieren in anfalligen
Pflanzen mit zelluldren Prozessen des Wirtes zum Vorteil von Xcv und l6sen Krankheitssymptome aus. In
resistenten Pflanzen fihrt die R-Gen-vermittelte Erkennung (R) der bakteriellen Avr-Proteine (Avr) zur
Ausbildung einer hypersensitiven Reaktion (HR) und verhindert eine weitere Vermehrung von Xcv in der
Wirtspflanze. Dargestellt sind die Laborphdnotypen. IM: innere bakterielle Membran; AM: duRere bakterielle
Membran; PM: Plasmamembran. Abbildung modifiziert nach (Buttner and He 2009).

1.7.1 Das T3S-System von Xcv

Das T3S-System ist ein essentieller Pathogenitatsfaktor von Xcv, vermittelt die Sekretion
extrazellularer Komponenten und Translokation von Effektorproteinen (siehe 1.5.2 und 1.7
oben) und wird durch das hrp-Gencluster (hrp — ,,hypersensitive response and pathogenicity*)
kodiert (Bonas et al. 1991).

Requlation der Expression von hrp- und Virulenzgenen in Xcv.

Die hrp-Gene innerhalb des hrp-Genclusters von Xcv werden nicht konstitutiv exprimiert,
sondern innerhalb der Pflanze oder in speziellem Minimalmedium induziert (Schulte et al.
1992b; Wengelnik et al. 1996a). Die hrp-Genexpression wird durch HrpG und HrpX
aktiviert. Beide Proteine sind auf3erhalb des hrp-Genclusters kodiert und Teil einer noch nicht
vollstandig aufgeklarten Regulationskaskade nach dem Prinzip eines Zwei-Komponenten-
Regulationssystems. HrpG, eine postulierte Sensorkinase, aktiviert unter induzierenden
Bedingungen die Expression eines Genom-weiten Regulons (Wengelnik and Bonas 19964a;
Wengelnik et al. 1996¢c; Wengelnik et al. 1999; Noél et al. 2001). In den meisten Féllen
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bendtigt die HrpG-abhangige Expression den nachgeschalteten Transkriptionsaktivator HrpX,
welcher die meisten Gene des hrp-Regulons sowie zusétzlich Gene z.B. fir Effektoren,
Proteasen und weitere potentielle Virluenzfaktoren reguliert (Noél et al. 2001; Noél et al.
2002). Viele der HrpX-regulierten Gene weisen ein cis-regulatorisches Element in ihrer
Promotor-Region auf. Dieses konservierte Element wird als PIP (,,plant-inducible-
promotor*)-Box bezeichnet (Fenselau und Bonas 1995). Es konnte gezeigt werden, dass HrpX
spezifisch an DNA-Fragmente bindet, die eine PIP-Box enthalten (Koebnik et al. 2006).
Durch Einfiihrung von Punktmutationen, die zum Austausch einzelner Aminosauren (E44K)
in HrpG fuhrten, wurde eine konstitutiv aktive Form des Transkriptionsregulators HrpG
identifiziert. Die mutierte Version HrpG* Iost die konstitutive Expression aller HrpG-
regulierten Gene aus und ermdglicht die Assemblierung eines funktionalen T3S-Systems
unabhéngig von der Wirtspflanze oder dem in vitro-Medium (Wengelnik et al. 1999). Dies
schuf die Voraussetzung fur die Etablierung von Typ Ill-abhangigen in vitro-
Sekretionsbedingungen (Rossier et al. 1999). Die hrpG*-Mutation von Xcv fihrt in der
Pflanze zu einer beschleunigten Induktion von Krankeitssymptomen bzw. HR, aber zu keiner
Anderung im bakteriellen Wachstum (Rossier et al. 1999; Wengelnik et al. 1999).

Organisation des hrp-Gencluster.

Das hrp-Gencluster von Xcv erfillt alle charakteristischen Eigenschaften einer sogenannten
Pathogenitatsinsel. Es zeichnet sich durch das Vorhandensein mehrerer Pathogenitats-
assoziierter Gene, einen im Verhéltnis zum tbrigen Genom abweichenden G+C-Gehalt und
der Anwesenheit flankierender mobiler genetischer Elemente aus. (Noél et al., 2002). Das
hrp-Gencluster umfasst ca. 25 Kb, beinhaltet mehr als 20 Gene und ist in mindestens acht
Operonen organisiert. Das hrp-Gencluster kodiert neben strukturelle Komponenten auch
Kontrollproteine des T3S-Systems und Effektorproteine. Xcv hrp-Mutanten 16sen in
suszeptiblen Pflanzen keine Krankheitssymptome aus und sind nicht mehr in der Lage, eine
HR in resistenten Pflanzen zu induzieren (Bonas et al. 1991; Blttner et al. 2007; Weber et al.
2007). EIf hrp-Gene sind zwischen pflanzen- und tierpathogenen Bakterien konserviert und
werden als hrc (,,hrp conserved)-Gene bezeichnet. In pflanzenpathogenen Bakterien werden
die hrc-Gene nach der Homologie mit dem jeweiligen ysc-Gen aus Yersinia bezeichnet
(Bogdanove et al. 1996). Neben den hrp- und hrc-Genen gibt es so genannte hpa-Gene (,,hrp-
associated”), die zur Pathogenitdt von Xcv beitragen, aber fur eine HR-Induktion in
resistenten Pflanzen nicht essentiell sind (Huguet et al. 1998; Biittner et al. 2004; Blttner et
al. 2006). Die hpa-Gene kodieren haufig Kontrollproteine, welche meist einen modulierenden
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oder regulierenden Einfluss auf die Wirt-Pathogen-Interaktion austiben (Buttner et al. 2006;
Lorenz et al. 2008b).

1.7.2 Hrc-Proteine — konservierte Kernkomponenten des T3S-Systems

Die unter Tier- und Pflanzenpathogenen konservierten Hrc-Proteine aus Xcv stellen
vermutlich die strukturellen Kernkomponenten des T3S-Systems dar und bilden dessen
Basalapparat aus (Abbildung 1.4). Mit wenigen Ausnahmen besitzen die Hrc-Proteine aus Xcv
zusitzlich homologe Proteine im ,,flagelliren” T3S-System von tierpathogenen Bakterien
(Nguyen et al. 2000; Aizawa 2001; Gophna et al. 2003; He et al. 2004; Tampakaki et al.
2004; Desvaux et al. 2006). Trotz intensiver Studien in pflanzenpathogenen Bakterien ist
haufig die genaue Funktionsweise einzelner Komponenten des Basalapparates noch nicht
detailliert geklart. Aufgrund des gemeinsamen evolutiondaren Ursprungs der unterschiedlichen
T3S-Systeme und der starken Konservierung der Kernkomponenten, werden in vielen Fallen

jedoch vergleichbare Funktionen angenommen.

HrcC aus der Familie der Sekretine ist wahrscheinlich in der AM von Xcv lokalisiert und
formt ringférmige Strukturen aus mehreren Untereinheiten, welche auf diese Weise eine Pore
in der AM ausbilden (Wengelnik et al. 1996b; Koster et al. 1997; Burghout et al. 2004;
Spreter et al. 2009). Dagegen sind die Proteine HrcJ, HrcD, HrcR, HrcS, HrcT, HrcV und
HrcU vermutlich in der IM lokalisiert (Cornelis 2006; Yip und Strynadka 2006; Berger et al.
2010). Zum Beispiel wird das postulierte Lipoprotein HrcJ der YscJ-Familie zugeordnet,
welche durch eine C-terminale transmembrane Domane mit der periplasmatischen Seite der
IM verankert und vermutlich am Aufbau der inneren Ringe des T3S-Systems beteiligt sind
(Kubori et al. 1998; Tamano et al. 2000; Blocker et al. 2001; Silva-Herzog et al. 2008). So
konnte fir Mitglieder der YscJ-Familie gezeigt werden, dass diese supramolekularen
Strukturen ausbilden und wahrscheinlich die ringférmigen Proteinkomplexe in der IM und
AM Membran des T3S-Systems miteinander verbinden (Suzuki et al. 2004; Crepin et al.
2005; Yip et al. 2005). Die genaue Funktion von HrcD ist bisher weitestgehend unbekannt.
HrcD besitzt neben einer transmembranen Domane, eine zytoplasmatische sowie
periplasmatische Doméne und spielt vermutlich wéhrend der Assemblierung des Hrp-Pilus
eine wichtige Rolle (Berger et al. 2010). Ebenfalls sehr komplex ist die Membrantopologie
von HrcR, HrcS und HrcT mit einer unterschiedlichen Anzahl an transmembranen,
periplasmatischen und zytoplasmatischen Doménen (Berger et al. 2010). HrcR, HrcS und
HrcT homologe Proteine aus dem ,,flagellaren” T3S-System sind wahrscheinlich am Aufbau
des zentralen Exportkanal in der IM des T3S-System beteiligt (Aizawa 2001; Buttner 2012).
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Zu den am starksten konservierten Komponenten des T3S-Systems in der IM von Xcv
gehéren HrcV und HrcU. Studien zur Membrantopologie von HrcV ergaben in
Ubereinstimmung mit dem homologen Protein YscV aus Y. pestis, dass HrcV acht
transmembrane Domanen und eine grofle C-terminale zytoplasmatische Domane besitzt
(Plano et al. 1991; Berger et al. 2010). Zusétzlich konnte in HrcV das aus FIhA (Salmonella
spp.) bekannte zytoplasmatische FHIPEP-Motiv identifiziert werden, welches vermutlich eine
wichtige Funktion beim Export von T3S-Substraten tbernimmt (McMurry et al. 2004; Berger
et al. 2010). Das HrcV Homolog FIhA des ,.flagellaren” T3S-Systems interagiert indes mit
mehreren zytoplasmatischen und membranstdndigen Komponenten des Sekretionsapparates,
wie z.B mit der C-terminalen Doméne des HrcU homologen Proteins FInB (McMurry et al.
2004). HrcU ist ein Mitglied der bereits erwahnten FIhB/YscU-Familie (siehe 1.6.1 oben und
Abbildung 1.2). HrcU besitzt neben vier transmembrane Domanen, eine C-terminale
zytoplasmatische Doméne, welche sich durch das konserviertes NPTH-Motiv auszeichnet
(Berger et al. 2010; Lorenz und Buttner 2011). Studien verwiesen darauf, dass HrcU ahnlich
YscU innerhalb des konservierten NPTH-Motives zwischen dem Asparagin (N) und Prolin
(P) gespalten wird (Lorenz and Buttner 2011). YscU aus Yersinia spp. ist in die zeitliche
Regulation der Sekretion von Nadel- und Effektorproteinen involviert und fir FIhB konnte
gezeigt werden, dass es am Wechsel der Sekretion von Hakenkomponenten zu
Filamentproteinen beteiligt ist (Hirano et al. 1994; Williams et al. 1996; Edqvist et al. 2003).
Es wird flr Xcv daher angenommen, dass HrcU als Mitglied der konservierten FIhB/YscU-
Familie an einem Wechsel der Substratspezifitdt von ,,frithen” zu ,,spiten* Substraten des
T3S-Systems eine Schlisselfunktion besitzt (Lorenz et al. 2008b; Lorenz and Buttner 2011)
(Abbildung 1.4).

Die vorhergesagten C-Ring-Komponenten des Translokations-assoziierten T3S-System
werden durch Mitglieder YscQ-Familie gebildet (Morita-Ishihara et al. 2006; Spaeth et al.
2009). Mitglieder der YscQ-Familie, zu welcher HrcQ gehort, bilden vermutlich multimere
Plattformen an der zytosolischen Seite der IM und dienen wahrscheinlich der Rekrutierung
Typ lll-abhéngig sekretierter Proteine (Cornelis 2006; Morita-Ishihara et al. 2006; Spaeth et
al. 2009; Lara-Tejero et al. 2011). Das YscQ homologe Protein Spa33 aus S. flexnerti,
ebenfalls ein zytoplasmatisches Protein, interagiert u.a. mit der T3S-assozierten ATPase
Spa47 (Morita-Ishihara et al. 2006). HrcN aus Xcv besitzt Homologie zur B-Untereinheit von
FoF1-ATPasen. Fur HrcN aus Xcv konnte die Fahigkeit nachgewiesen werden, ATP in vitro zu
hydrolysieren und an der Energetisierung des Sekretionsprozesses in Xcv entscheidend

beteiligt zu sein (Lorenz et al. 2009). Die ATPasen Flil aus Salmonella spp. und YscN aus
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Yersinia spp. interagieren mit den HrcL-homologen Proteinen FliH bzw. YscL, welche in
vitro die ATPase-Aktivitat regulieren (Minamino et al. 2000b; Blaylock et al. 2006; McMurry
et al. 2006). Auf ahnliche Weise bindet HrcL aus Xcv an HrcN und beeinflusst so die
Stabilitat von HrcN (Lorenz and Buttner 2009). Ebenfalls zeigten Studien zu Protein-Protein
Interaktionen, dass HrcN und HrcL an das IM-Protein HrcU binden kdnnen und unter
sekretionsinduzierenden Bedingung spezifisch an der bakteriellen Membran lokalisiert sind
(Lorenz and Buttner 2009).

1.7.3 Hrp-Proteine - Nicht-Effektorproteine und Komponenten des T3S-System

Sekretierte Nicht-Effektorproteine sind den nicht konservierten Komponenten des T3S-
Systems zuzuordnen und stellen hdufig Bestandteile extrazelluldarer Strukturen des
Sekretionsapparates dar (Tabelle 1.3 und Abbildung 1.4). So werden z.B. die essentiellen
Pathogenitétsfaktoren HrpE, HrpF und HrpB2 selbst Typ I1l-abhéngig sekretiert jedoch in der
Regel nicht transloziert. HrpE wurde bereits als Hauptkomponente des Hrp-Pilus identifiziert
und HrpF bildet vermutlich gemeinsam mit XopA den multimeren Translokonkomplex
(Rossier et al. 2000; Buttner et al. 2002; Noél et al. 2002; Weber et al. 2005b). Ein weiteres
sekretiertes Nicht-Effektorprotein ist HrpB2, fur das eine Beteiligung am Aufbau
extrazelluléarer Strukturen des T3S-Systems vermutet wird. Die genaue Funktion von HrpB2

ist bisher noch weitestgehend ungeklart (Rossier et al. 2000).

Tabelle 1.3: Beispiele von Nicht-Effektoren des T3S-Systems aus Xcv.

Protein Typ lll-abhdngige maogliche Funktion / Rolle Referenz
Sekretion®

HrpE Ja Haupkomponente des Hrp-Pilus (Weber und Koebnik
2005a; Weber et al.
2005b)

HrpB2 Ja unbekannt; extrazelluldare Komponente des | (Rossier et al. 2000;

T3S-Systems Lorenz et al. 2008b)

HrpF Ja putatives Translokonprotein (Buttner et al. 2006;
Lorenz et al. 2008b)

XopA”® Ja putatives Translokonprotein (Noél et al. 2002)

® basierend auf in vitro Sekretionsstudien;® Xop: ,Xanthomonas outer protein“
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Der Pathogenitatsfaktor HrpB2

HrpB2 von Xcv ist ein sekretiertes 13,8 kDa-Protein, welches durch das zweite Gen des hrpB-
Operons kodiert wird und essentiell fir die Pathogenitat von Xcv ist (Fenselau et al. 1995;
Rossier et al. 2000; Lorenz et al. 2008b). Die Sekretion von HrpB2 ist in Xcv-
Wildtypstammen jedoch sehr gering und wird durch das zytoplasmatische Exportkontroll-
und T3S4-Protein HpaC (siehe 1.7.4 unten) negativ reguliert (Lorenz et al. 2008b). HrpB2
aus Xcv ist zwingend erforderlich fir die Bildung des Hrp-Pilus, der Sekretion extrazellulérer
Komponenten wie HrpF, XopA und HrpE sowie der Sekretion von Effektorproteinen (Rossier
et al. 2000; Lorenz et al. 2008b). Aus diesen Grunden wird angenommen, dass HrpB2
wéhrend der Assemblierung des Sekretionsapparates als eines der ersten Substrate das T3S-
System passiert und am Aufbau des Hrp-Pilus entscheidend beteiligt ist (Weber et al. 2005b;
Lorenz et al. 2008b). Zu Beginn dieser Arbeit deuteten Studien darauf hin, dass die N-
terminale Region von HrpB2 fur die Funktion essentiell ist und vermutlich ein funktionales
T3S-Signal enthélt (Lorenz et al. 2008b). Durch Komplementationsstudien und in vitro
Sekretionsanalysen konnte gezeigt werden, dass ein HrpB2-Derivat mit einer Deletion der
Aminosauren 10 bis 25 weder sekretiert wird noch eine hrpB2-Deletionsmutante
komplementiert (Lorenz et al. 2008b). Jedoch wurden bisher keine am T3S-Signal spezifisch
beteiligten Aminosduren identifiziert. Auch konnte bis zum Beginn dieser Arbeit nicht klar
gezeigt werden, ob ein intaktes T3S-Signal in HrpB2 fur die Funktion essentiell ist und direkt
die Pathogenitdt von Xcv unterstiitzt. Es ist ebenso unbekannt, auf welche Art und Weise
HrpB2 die generelle Typ Ill-abhangige Sekretion in Xcv fordert und welche Funktion HrpB2
vermutlich beim Aufbau des Sekretionsapparates besitzt. Interessanterweise gab es erste
experimentelle Daten, dass HrpB2 spezifisch an das T3S-Kontrollprotein HpaC bindet und
beide gemeinsam mit der C-terminalen zytoplasmatischen Doméane von HrcU interagieren,
welche vermutlich eine wichtige Rolle beim Wechsel (siehe 1.6.1 und 1.7.2 oben) von
»frihen zu ,,spiaten” Substraten des T3S-Systems spielt (Alegria et al. 2004; Lorenz et al.
2008b; Schulz et al. 2011).

HrpB2 ist lediglich unter den Gattungen Xanthomonas spp., Burkholderia spp., Acidovorax
spp. und R. solanacearum konserviert. Jedoch konnte bisher flr keines der HrpB2 homologen
Proteinen eine klare Funktion zugeordnet werden. Durch vergleichende Sequenzanalysen der
HrpB2-Homologen wurden jedoch konservierte Aminoséuremotive in der zentralen Region
(FQALM) sowie C-terminalen Region (TLKMNQ) von HrpB2 aus Xanthomonas axonopodis
pv. citri (Xac) identifiziert (Cappelletti et al. 2011). HrpB2 aus Xac (HrpB2*®) ist ahnlich
wie HrpB2 aus Xcv ein Kleines sekretiertes Protein, welches fir die Pathogenitdt von Xac
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2Xac

essentiell ist. Studien Gber HrpB zeigten zudem, dass das konservierte TLKMNQ-Motiv

flir die die Pathogenitéat von Xac wichtig ist (Cappelletti et al. 2011). Zu Beginn dieser Arbeit

2Xac

war jedoch nicht bekannt, ob die in HrpB identifizierten Motive ebenfalls fur HrpB2 aus

Xcv von Bedeutung sind.

Aufgrund der zu Beginn dieser Arbeit vorliegenden Daten wurden mehrere Hypothesen fur
die Rolle von HrpB2 aus Xcv entwickelt. Eine mdgliche Funktion von HrpB2 wadre die
Assemblierung einer ,,inner-rod,, dhnlichen Struktur innerhalb des Basalapparates des T3S-
Systems, welche z.B. fir die Proteine PrgJ aus S. enterica und Yscl aus Y. pseudotuberculosis
angenommen wird (Abbildung 1.4) (Marlovits et al. 2004; Wood et al. 2008). Zum Beispiel
wird die Sekretion der beschriebenen putativen ,,inner rod“-Proteine PrgJ und Yscl ebenfalls
durch T3S-Kontrollproteine reguliert. Studien zeigten, dass die Sekretion von PrgJ abhéngig
vom regulatorischen T3S4-Protein InvJ ist und die Sekretion von Yscl durch das T3S4-
Protein YscP kontrolliert wird. Da der ,,inner rod* vermutlich zur stabilen Verankerung
extrazellularer Strukturen erforderlich ist, kénnte HrpB2 so die Sekretion spéter T3S-
Substrate fordern und auf diese Weise die Pathogenitat von Xcv unterstiitzen (Sukhan et al.
2003; Marlovits et al. 2004; Marlovits et al. 2006; Wood et al. 2008). Es ist fiir HrpB2 aber
ebenso denkbar, dass vergleichbar der postulierten Funktion des PrgJ homologen Proteins
Mxil aus S. flexneri, HrpB2 eine Komponente dhnlich der ,,cap“-Struktur oder des ,,tip*“-
Komplexes an der Spitze des Hrp-Pilus bildet und auf diese Weise eine Verbindung zum
Translokon herstellt (Abbildung 1.4) (Ohnishi et al. 1994; Blocker et al. 2001; Mueller et al.
2008). Auch besteht durchaus die Mdglichkeit, dass HrpB2 in Xcv gemeinsam mit dem
Pilusprotein HrpE direkt an der Assemblierung des Hrp-Pilus beteiligt ist (Abbildung 1.4)
(Weber et al. 2005b). In pflanzenpathogene Bakterien konnte bisher weder die Existenz einer
winner rod“ Struktur noch die Anwesenheit eines ,,cap“- oder ,tip“-Komplexes gezeigt
werden, zudem ist es fiir Xcv nicht bekannt mit welchem Zweck und Uber welchen

Mechanismus die Sekretion von HrpB2 durch HpaC supprimiert wird.

1.7.4 Hpa-Proteine — regulatorische Kontrollproteine des T3S-System

Vergleichbar zu tierpathogenen Bakterien ist in pflanzenpathogenen Bakterien die
vollstandige Assemblierung extrazellularer Strukturen des Sekretionsapparates (z.B. der Hrp-
Pilus oder das Translokon) Voraussetzung fur die Translokation von Effektorproteinen in die
Wirtszelle. Daher erfolgt vermutlich auch in Xcv die Sekretion verschiedener Substrate des
T3S-Systems schrittweise und nach einem zeitlich kontrollierten Prozess. In diesem Prozess

sind vermutlich mehrere T3S-Kontrollproteine involviert (Tabelle 1.4). HpaB, ein globales
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T3S-Chaperon, fordert die effiziente Sekretion und Translokation indem HpaB
wahrscheinlich die Rekrutierung von Effektoren an die T3S-assozierte ATPase HrcN reguliert
(Buttner et al. 2004; Buttner et al. 2006; Lorenz and Buttner 2009). Die Rekrutierung von
Effektoren erfolgt vermutlich durch eine direkte Bindung der Effektoren. Es konnte gezeigt
werden, dass HpaB mit verschiedensten Effektorproteinen in vitro interagiert (Bttner et al.
2004). Zusétzlich konnte durch in vivo-Translokationsanalysen gezeigt werden, dass HpaB in
unterschiedlichem Male zur Translokation von Effektorproteinen beitragt und die Effektoren
in Abhéngigkeit einer HpaB vermittelten (Klasse A) oder unabhangigen Translokation
(Klasse B) unterteilt werden konnen . Zusatzlich wir die Aktivitdt von HpaB durch das
regulatorische Protein HpaA kontrolliert, welches vermutlich eine doppelte Funktion als
Effektor- und T3S-Kontrollprotein besitzt (Lorenz et al. 2008a). Der Virulenzfaktor HpaA aus
Xcv wird selbst durch das T3S-System sekretiert und zusatzlich in die Pflanzenzelle
transloziert. HpaA fordert zudem die Sekretion von Pilus-, Translokon- und
Effektorproteinen. Eine Interaktion von HpaA und HpaB konnte bereits nachgewiesen werden
und ermdglicht vermutlich die Sekretion extrazellularer Komponenten des T3S-Systems
(Lorenz et al. 2008a). Es wird vorgeschlagen, dass die Sekretion von HpaA zur Ablésung von
HpaB fuhrt und dieser Zustand die Sekretion von Effektorproteinen, nach der vollstandigen
Assemblierung des Sekretionsapparates, fordert (Lorenz et al. 2008a). Interaktionsstudien
zeigten indes, dass HpaB zusétzlich an das zytoplasmatische Protein HpaC bindet, welches
ein weiteres T3S-Kontrollprotein (siehe unten) darstellt (Blttner et al. 2004; Bittner et al.
2006; Lorenz et al. 2008a).

Tabelle 1.4: Beispiele ausgewahlter Hpa-Proteine aus Xcv.

Protein Typ lll-abhédngige Interaktion’ Mogliche Funktion / Rolle® Referenz
Sekretion® u.a. mit
HpaA Ja HpaB, HpaC regulatorisches Protein; unterstiitzt (Huguet et al. 1998;
Sekretion von Pilus-, Translokon- und | Lorenz et al. 2008a)
Effektorproteinen C.L. unpubliziert
HpaB Nein Effektoren, generelles T3S-Chaperon; untersitzt | (Buttner et al. 2004;
HrcN, HrcU, Sekretion und Translokation von Buttner et al. 2006;
HrcV, HpaA, Effektorproteinen Lorenz und Blttner
HpaC 2009)
HpaC Nein Effektoren, T3S4-Protein; beteiligt am Wechsel (BUttner et al. 2006;
HrcN, HchCA, der Substratspezifitat; unterstitzt Lorenz et al. 2008b)
HpaB, HrpB2 Sekretion von Translokon- und
Effektorproteine, supprimiert
Sekretion von HrpB2

basierend * auf in vitro Sekretionsstudien; * bzw. auf in vitro Interaktionsstudien; 3 vorhergesagte bzw.
. 4 . . .
angenommene Funktion " HrcUc: zytoplasmatische C-terminalen Doméane von HrcU
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Das Exportkontrollprotein HpaC — ein T3S4-Protein aus Xcv

Durch Analysen von Xcv-Mutanten wurde hpaC als wichtiger Virulenzfaktor identifiziert. Es
fordert das bakterielle Wachstum in suszeptiblen Wirtspflanzen und ist fur eine effektive HR-
Induktion in resistenten Pflanzen essentiell (Buttner et al. 2006). HpaC wird vermutlich nicht
selbst sekretiert, ist aber fir die effektive Sekretion und Translokation von verschiedenen
Effektoren essentiell. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass HpaC fiir die Sekretion der
Translokonproteine HrpF und XopA von Xcv benétigt wird. Im Gegensatz dazu scheint HpaC
aber keinen Einfluss auf die Sekretion des Hrp-Pilus-Proteins HrpE zu besitzen. Als
Kontrollprotein inhibiert HpaC zusatzlich die Sekretion des ,,frithen* T3S-Substrates HrpB2,
waéhrend es die Sekretion der ,spiaten T3S-Substrate wie z.B. Translokon- und
Effektorproteinen fordert (Rossier et al. 2000; Weber et al. 2005b; Buttner et al. 2006; Lorenz
et al. 2008b). Demnach hat HpaC aus Xcv einen differentiellen Einfluss auf die Sekretion von
»frihen® und ,,spaten” T3S-Substraten und induziert vergleichbar mit bekannten T3S4-
Proteinen aus tierpathogenen Bakterien vermutlich einen Wechsel der Substratspezifitat des
T3S-Systems von Xcv (Lorenz et al. 2008b; Lorenz und Buttner 2011). Studien zeigten
zudem, dass HpaC mit der C-terminalen Doméne von HrcU (siehe 1.7.2 oben) interagiert
(Lorenz et al. 2008b). Im Gegensatz dazu konnte die Interaktion mit dem vollstdndigen HrcU
nicht nachgewiesen werden (Lorenz et al. 2008b). Es wird angenommen, dass die Interaktion
zwischen HpaC und HrcU von einer bestimmten Konformation der C-terminalen Doméne von
HrcU abhangt und diese wahrscheinlich im Kontext des vollstandigen HrcU verandert
vorliegt (Lorenz et al. 2008b). Weiterhin wurde anschaulich demonstriert, dass die Interaktion
von HpaC und der C-terminalen Doméne von HrcU malgeblich durch das in HrcU
konservierte NPTH-Motiv vermittelt wird und hierbei die proteolytischen Spaltung des
NPTH-Motivs eine wesentliche Rolle fur die strukturelle Reorganisation der C-terminalen
Doméne von HrcU spielt. Gemeinsam mit HpaC induziert die Konformationsédnderung der C-
terminalen Doméane von HrcU vermutlich einen Wechsel der Substratspezifitdt des T3S-
Systems in Xcv von ,frithen” zu ,,spaten® T3S-Substraten (Lorenz und Buttner 2011). Die
maogliche Funktion von HpaC als T3S4-Protein wird durch die Tatsache unterstitzt, dass das
homologe Protein HpaP aus R. solanacearum &dhnlich wie HpaC konservierte Aminosauren
und strukturelle Ahnlichkeiten in der unter T3S4-Proteinen konservierten T3S4-Doméne aus
dem tierpathogenen Modellsystem besitzt (Van Gijsegem et al. 2002; Agrain et al. 2005a;
Lorenz et al. 2008b).
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Abbildung 1.4: Das T3S-System und der Wechsel von "friihen" zu "spaten" T3S-Substraten in Xcv.

Die Abbildung zeigt konservierte (Hrc-Proteine) und nicht-konservierte Komponenten (Hrp- und Hpa-Proteine)
des T3S-System aus Xcv, sowie ein vereinfachtes Modell des HrcU/HpaC vermittelten Wechsels der
Substratspezifitat. Der Basalapparat des T3S-Systems von Xcv wird von den konservierten Proteinen HrcC, D, J,
L, N, Q R, S, T, UundV gebildet. Der Hrp-Pilus ist aus Untereinheiten von HrpE aufgebaut. Das Translokon
besteht vermutlich aus HrpF und XopA. Die mogliche Funktion des Pilusproteins und ,,frihen” T3S-Substrates
HrpB2 ist noch nicht geklart. HrpB2 konnte (a) innerhalb des Basalapprates als ,inner rod“-dhnliches Protein
einen zentrale Struktur bilden und auf diese Weise zur stabilen Verankerung extrazelluldrer Komponenten
dienen oder (b) gemeinsam mit HrpE eine Untereinheit des Hrp-Pilus stellen bzw. (c) einen ,cap” oder ,tip“-
ahnlichen Komlex an der Spitze des Hrp-Pilus ausbilden um so eine Verbindung zum Translokon herzustellen.
Die Sekretion ,frither”-T3S-Substrate (extrazellularen Komponenten des T3S-Systems wie z.B. HrpE und HrpB2)
ist Voraussetzung fir die Sekretion bzw. Translokation ,spater” T3S-Substraten (z.B. HrpF und Effektoren). Der
Wechsel von ,friihen” zu ,spaten” T3S-Substraten wird in Xcv vermutlich u.a. durch das konservierte, in der
inneren bakteriellen Membran verankerte HrcU und das regulatorische T3S4-Protein HpaC vermittelt. Die
autokatalytische Spaltung der zytoplasmatischen C-terminalen Doméane von HrcU (HrcU¢) und die Interaktion
mit HpaC resultiert vermutlich in einer strukturellen Reorganisation von HrcUc. Dies fiihrt wahrscheinlich zu
einer Konformationsdnderung von HrcU: und induziert gemeinsam mit HpaC den Wechsel in der
Substratspezifitat des T3S-Systems von ,frihen” zu ,spdten” T3S-Substraten, wie z.B. Translokon- und
Effektorpoteine. IM = innere Membran, PP = Periplasma, AM = duBere Membran, PM = Plasmamembran.
Abbildung modifiziert nach (Buttner und He 2009).
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1.8 Zielstellung dieser Arbeit
1.8.1 Charakterisierung funktionaler Regionen von HprB2

Bislang ist nicht vollstandig aufgeklart, in wieweit die Sekretion von HrpB2 fur die
Pilusbildung und Typ Ill-abhangige Sekretion erforderlich ist. Wie genau HrpB2 die Typ IlI-
abhangige Sekretion von Xcv unterstutzt und welche Funktion HrpB2 wahrend der
Assemblierung des Sekretionsapparates Gbernimmt ist ebenfalls unbekannt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollten am T3S-Signal beteiligte Aminosaurereste identifiziert und die C-
terminale Region von HrpB2 funktional analysiert werden. Zu diesem Zweck sollten durch
eine gerichtete Mutagenese HrpB2-Derivate mit Deletionen sowie Punktmutationen erstellt
und diese mittels Infektionsstudien,  Sekretionsanalysen und  Protein-Protein
Interaktionsstudien hinsichtlich ihrer Proteinfunktion Gberprift werden. Zusétzlich sollten
durch Lokalisierungsstudien von HrpB2 in Xcv weitere Hinweise fir eine mégliche Funktion

als extrazelluldre Pilus- oder ,,inner-rod-Komponente des T3S-Systems gewonnen werden.

1.8.2 Charakterisierung des T3S4-Proteins HpaC

Die durch HpaC regulierte Sekretion von ,,frithen” und ,,spaten* T3S-Substraten l&sst darauf
schlieBen, dass HpaC aus Xcv mdoglicherweise &hnlich dem Mechanismus von T3S4-
Proteinen aus tierpathogenen Bakterien einen Wechsel der Spezifitat der Substrate des T3S-
Systems induziert. Um weitere Hinweise fur die Funktion von HpaC in Xcv zu erhalten, sollte
HpaC auf molekularer Ebene charakterisiert und in Xcv funktional analysiert werden. In der
vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, welche Regionen und Aminoséuren an
der Funktion von HpaC und der mdglichen Kontrolle des Wechsels der Substratspezifitat des
T3S-Systems von Xcv beteiligt sind. Im Fokus der experimentellen Arbeiten lag dabei die
vorhergesagte T3S4-Doméane aus HpaC, welche vermutlich gemeinsam u.a. mit dem
konservierten IM-Protein HrcU am Wechsel der Substraterkennung des T3S-Systems beteiligt

ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Bakterienstiamme und Wachstumsbedingungen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme und Plasmide sind in Tabelle
2.1 bzw. Tabelle 2.2 aufgefuhrt. Die Kultivierung der Escherichia coli (E. coli) Stdmme
erfolgte in ,,Lysogeny Broth* (LB) Medium bei 37°C iiber Nacht (Miller 1972) (Tabelle 2.3).
Xcv-Stamme wurden in ,,Nutrient-Yeast-Glycerol* (NYG) Medium bei einer Temperatur von
30°C ebenfalls Gber 1984) (Tabelle 2.3). Far
Sekretionsanalysen erfolgte die Kultivierung der Xcv-Stamme bei 30°C Uber Nacht in
Minimalmedium A (MA) (Rahme et al. 2000) (Tabelle 2.3). Plasmide wurden in E. coli durch

chemische Transformation (2.1.1 unten) und in X. campestris pv. vesicatoria durch

Nacht angezogen (Daniels et al.

triparentale Konjugation (2.1.2 unten) unter Verwendung von pRK2013 als Helferplasmid
eingefihrt (Figurski et al. 1979). Antibiotika wurden, wenn nicht anders beschrieben, in den
folgenden Endkonzentrationen eingesetzt: Ampicillin 100 pg/ml, Kanamycin 25 pg/ml,
Rifampicin 100 pug/ml, Gentamycin pg/ml, Spectinomycin 100 pg/ml, Tetracyclin 10 pg/ml
und Chloramphenicol 5 pg/ml. Feste Medien enthielten 1,5% (w/v) Agar bzw. 1% (w/v) fir
Konjugationen. Fur eine Blau-Weil3-Selektion wurde 0,004% (w/v) 5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-p-D-galactopyranosid (X-Gal) als chromogenes Substrat fir das Enzym j-

Galactosidase zugesetzt.

Tabelle 2.1: Verwendete Bakterienstamme.

Stamm Eigenschaften Referenz

E. coli

HB101 (pRK2013) Helferstamm fir die Konjugation; pRK2013 tragt tra-Gene | (Boyer et al. 1969)

fiir den Aufbau des Konjugationsapparates

TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15; AlacX74 Invitrogen GmbH
recAl; araD139 A(araleu)7697 galU; galK rpsL (StrR)
endAl nupG
BL21(DE3) F ompT hsdSy, (r, my, ) gal Stratagene
DH5a(Apir) recA hsdR17 (rk mK") $80dlacZ M15 [Apir] (Ménard et al. 1993)
Xev
85-10 Wildtyp (WT); Paprika-Tomatenrasse 2, Gruppe A; (Canteros 1990)

exprimiert avrBs1

85-10AhrpB2

85-10-Derivat; chromosomale Deletion von hrpB2

(Kousik et al. 1998;
Rossier et al. 2000)

85-10AhpaC 85-10-Derivat; chromosomale Deletion von hpaC (Buttner et al. 2006)

85* 85-10-Derivat; Punktmutation in hrpG (hrpG*) resultiert in | (Nennstiel et al. 2000)
konstitutiver Expression der hrp-Gene

85*AhrpB2 85*-Derivat; chromosomale Deletion von hrpB2 (Rossier et al. 2000)

85*AhpaC 85*-Derivat; chromosomale Deletion von hpaC (Buttner und Bonas 2006)

85*AhpaC AhrpB2

85*-Derivat; chromosomale Deletion von hpaC und hrpB2

(Hartmann et al. 2012)
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Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz
PRK2013 ColE1-Replicon, TraRK", Mob® (Figurski and Helinski
1979)
pUC119 ColE1-Replicon, Ap" (Vieira et al. 1987)
pBlueskript(ll) KS Phagemid, pUC Derivat; Ap" Stratagene
pDSK602 Expressionsvektor; 3x lacUV5 Promotor; Tra” Mob* (Murillo et al. 1994)
pDSK604 pDSK602-Derivat mit modifiziertem Polylinker (Escolar et al. 2001)
pDGWAM GATEWAY®-kompatibles pDSK602-Derivat mit vierfacher | (Lorenz et al. 2008a)
c-Myc-Epitop-kodierender Sequenz; enthélt attR-
Rekombinationssequenzen; Sm"
pLAFR3 rIxRK2"; repRK’; lacZ; incP-I; Tra. Mob* (Napoli et al. 1987)

pPENTR/D-TOPO

"ENTRY"-Vektor fir GATEWAY®-Klonierungen; enthalt
attL-Rekombinationssequenzen; Km'

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

pGEX-2TKM GST-Expressionsvektor; Py, GST lac Ig pBR322 ori Ap' Stratagene, (Escolar et
pGEX-2TK-Derivat mit pDSK604-Polylinker; al. 2001)

pBBR1MCS-5 “Broad-host-range” Vektor”; lac Promotor; Gm' (Kovach et al. 1995)

pUC57ABsal pUC57-Derivat mit mutierten Bsal Erkennungsstellen (Morbitzer et al. 2011)

pBRM Golden Gate- kompatibles pPBR1IMCS-5 Derivat (Szczesny et al. 2010)

pBRMhrcU g5 357 pBRM-Derivat zur Expression von HrcU g5 357-C-Myc (Lorenz und Buttner
2011)

pBRMhrpB1 pBRM-Derivat zur Expression von HrpB1-c-Myc Hausner, unpubliziert

pDGW4MhpaC pDGW4M-Derivat zur Expression von HpaC-c-Myc (Schulz und Bittner
2011)

pGhpaC pGEX-2TKM-Derivat zur Expression von GST-HpaC (Buttner et al. 2006)

pLhpaCas.111 pLAFR3-Derivat zur Expression von HpaC »,.111-c-Myc

pGhrcUsss 357 pGEX-2TKM-Derivat zur Expression von GST-HrcU,ss 357 (Lorenz et al. 2008b)

Ap, Ampicillin; Km, Kanamycin; Rif, Rifampin; Sm, Spectinomycin; Gm, Gentamicin; 'resistent.

Tabelle 2.3: Verwendete Medien.

Medium Zusammensetzung

LB 1% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Bakto-Hefe-
Extrakt; 0,5% (w/v) NaCl; pH 7,5

NYG 0,5% (w/v) Bakto-Pepton; 0,3% (w/v) Bakto-Hefe-
Extrakt; 0,2% (w/v) Glycerin

SOC 2% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Bakto-Hefe-
Extrakt; 0,05% (w/v) NaCl; 20 mM Glucose

MA 60 mM K;HPO,4; 33 mM KH,POy4; 7,6 mM (NH,)SO,;

1,7 mM Natriumcitrat; 1 mM Mg,S0,; 10 mM
Saccharose; 0,3% (w/v) Casaminosauren; pH 7,0

(LB) Lysogeny Broth“, (NYG) , Nutrient-Yeast-Glycerol“(MA) Minimalmedium A (SOC) “Super Optimal Broth”
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2.1.1 Chemische Transformation von E. coli und Herstellung kompetenter Zellen

Eine Ubernachtkultur von E. coli-Zellen (Top10, Invitrogen, Karlsruhe) wurde in frischem
LB-Medium verdunnt (1:100) und bei einer Temperatur von 37°C fir ca. 2,5 Stunden auf
einem Schittler inkubiert. Mit einem Photometer wurde die optische Dichte der
Bakterienkultur bei einer Wellenldange von 600 nm (ODgy) in regelméligen Abstanden
gemessen. Bei einer ODggo von 0,4 bis 0,5 wurde die Bakterienkultur auf Eis abgekihlt und
zentrifugiert. Das Pellet wurde in vorgekihltem TFBI-Puffer (30 mM KOAc, pH 5,8; 50 mM
MnCl,; 100 mM RbCI; 10 mM CaCly; 15% (v/v) Glycerol) resuspendiert, fiir wenige Minuten
auf Eis gestellt und erneut zentrifugiert. Nach Resuspension in Puffer TFBII (10 mM
NaMops, pH 7,0; 75 mM CaCly; 10 mM RbCI; 15% (v/v) Glycerol) wurden die Zellen
aliquotiert und nach Schockgefrieren in flissigem Stickstoff (-196°C) bei -80°C gelagert. Fur
die chemische Transformation wurden chemisch kompetente E. coli-Zellen langsam auf Eis
aufgetaut. Ein Aliquot von 50-100 pl dieser chemisch kompetenten Zellen wurden mit 5-20 pl
des Ansatze mit dem zu transferierendem Plasmid, fir etwa 30 min auf Eis inkubiert. Es
folgte ein Hitzeschock fiir 42 s bei 42°C und die Inkubation fiir 45-60 s auf Eis. Im Anschluss
wurde der Transformationsansatz in 1 ml SOC-Medium bzw. alternativ in 1 ml LB-Medium
aufgenommen und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
pelletiert, der Uberstand bis auf 100 pl abgenommen und das Pellet nach Resuspension auf

selektiven Agarplatten ausplattiert.

2.1.2 Triparentale Konjugation von Xanthomonas

Der Transfer von Plasmiden aus E. coli in Xanthomonas erfolgte mittels triparentaler
Konjugation (Figurski and Helinski 1979; Ditta et al. 1980; Huguet et al. 1998). Dazu wurden
der E. coli-Donorstamm, der das zu konjugierende Plasmid enthielt, der E. coli-Helferstamm
HB101 (pRK2013) und der Xcv-Rezipientenstamm auf ihren erwdhnten N&hrmedien (2.1
oben) angezogen, nachfolgend im Verhaltnis 1:1:2 auf einer 1% (w/v) NYG-Agarplatte
gemischt und Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Die Bakterien wurden am darauffolgenden Tag
in 800 pul NYG-Medium aufgenommen und mindestens 200 pl dieser Bakteriensuspension in

verschiedenen Verdinnungsstufen auf selektive 1,5% (w/v) NYG-Agarplatten ausplattiert.
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2.2 Pflanzenmaterial und Pflanzeninokulation

Fur Infektionsstudien mit Xcv-Stdmmen wurden Paprikapflanzen (Capsicum annuum) der
nahezu isogenen Linien ,,Early Californian Wonder*“ (ECW) und ECW-10R inokuliert
(Kousik und Ritchie 1998), 1998; (Minsavage et al. 1990). ECW-10R-Pflanzen exprimieren
das Resistenzgen Bs1, welches die HR nach Erkennung des Effektorproteins AvrBsl induziert
(Minsavage et al. 1990). Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter Standardbedingungen im
Gewachshaus bei einer Temperatur von 26°C, 65% Luftfeuchtigkeit und einer Photoperiode
von 16 h. Die Xcv-Stamme wurden nach Anzucht auf NYG-Agar-Medium in 10 mM MgCl,
resuspendiert und in Konzentrationen von 2 x 10 Zellen/ml (ODggo = 0,02) bis 4 x 10°
Zellen/ml (ODggo = 0,4) mit einer nadellosen Spritze in die Unterseite der Paprikablatter
inokuliert (Bonas et al. 1991). Nach der Infektion wurden die Pflanzen in eine Phytokammer
(Percival Scientific, Series 101) Uberfiihrt. Die Inkubation in der Phytokammer erfolgte bei
einer relativen Luftfeuchte von 80%, konstantem 16 h Tag- / 8 h Nachtrhythmus und einer
Tages- bzw. Nachttemperatur von 28°C bzw. 26°C. Zur Verdeutlichung der HR wurden die
Blatter in 70%-igen Ethanol bei 60°C gebleicht. Die Infektionsstudien wurden mindestens

dreimal in unabhangigen Experimenten durchgefiihrt.

2.3 Erstellung von Expressionskonstrukten

Die in der vorliegenden Arbeit generierten Expressionskonstrukte sind in Tabelle 2.4
aufgefiihrt.

Tabelle 2.4: Verwendete Expressionskonstrukte.

Plasmid Vektor kodiertes Protein
pBRMhrpB2 pBRM HrpB2
pBRMhrpB2g6.130 pBRM HrpB2¢s.130
pBRMhrpB2y7.130 pBRM HrpB2¢7.130
PBRMhrpB24g.130 pPBRM HrpB24s.130
pBRMhrpB2y9.139 pBRM HrpB2¢9.130
pBRMhrpB244.130 pBRM HrpB214.130
pBRMhrpB241.130 pBRM HrpB211.130
pBRMhrpB24,.130 pBRM HrpB21;5.130
pBRMhrpB2,1.130 pBRM HrpB2;; 139
pBRMhrpB2y;.90 pBRM HrpB2¢;.90
pPBRMhrpB2ys.99 pBRM HrpB2gs.90
pBRMhrpB244.99 pBRM HrpB244.90
pBRMhrpB24,.99 pBRM HrpB2;1.90
pBRMhrpB2,,.9 pBRM HrpB2,1.90
pPBRMhrpB2¢1.90a10-25 pBRM HrpB2p1-90a10-25
pPBRMhrpB2¢1.90a12-25 pBRM HrpB2p1-90a12-25
pPBRMhrpB2¢1.90a16.25 pBRM HrpB2p1-90a16-25
PBRMhrpB2¢;.90a13-22 pBRM HrpB2o1.00n13-22
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Plasmid Vektor kodiertes Protein
PBRMhrpB2¢:.15, pBRM HrpB2g1.12,
PBRMhrpB2,123.128 PBRM HrpB2,123.128
PBRMhrpB2y;y34 PBRM HrpB2y123a
PBRMhrpB21y;54 PBRM HrpB211554
PBRMhrpB2,156a PBRM HrpB2, 164
PBRMhrpB2y;,sa PBRM HrpB2y1zsn
pBRMhrpB2-c-myc pBRM HrpB2-c-Myc
pBRMhrpB2-flag pBRM HrpB2-Flag
pBRMprglJ pBRM Prgl
pBRMprglJ-c-myc pBRM Prgl-c-myc
pBRMyscl pPBRM Yscl
pBRMyscl-c-myc pPBRM Yscl-c-myc
pGhrpB2 pGEX-2TKM GST-HrpB2
pGhrpB2y;.90 pGEX-2TKM GST-HrpB2p1.90
pGhrpB2g4 139 pGEX-2TKM GST-HrpB244.130
pGhrpB2y;.12, pGEX-2TKM GST-HrpB2¢1.122
pDGW4MhpaC pDGW4AM HpaC-c-Myc
pDGWA4AMhpaCpy.11 pDGWAM HpaCy,.11-c-Myc
pDGWA4MhpaCpis.1 pDGW4AM HpaC a15.21-c-Myc
pDGWA4MhpaCpys.31 pDGW4AM HpaCyy;.31-c-Myc
pDGWA4AMhpaCass.a1 pDGW4M HpaCpsj.41-c-Myc
pDGWA4AMhpaCpgs.51 pDGW4M HpaCpg;.51-c-Myc
pDGWA4AMhpaCpg,.71 pDGW4M HpaCpgy.71-c-Myc
pDGWA4MhpaCpy;.51 pDGW4M HpaCy7,.81-c-Myc
pDGWA4AMhpaCags.o1 pDGW4M HpaCpgy.91-c-Myc
pDGWA4AMhpaCpg;.101 pDGW4M HpaCagy-101-c-Myc
PDGW4AMhpaCaioz111 pDGWAM HpaCpi0z-111-c-Myc
PDGW4AMhpaCaiip 12 pDGWAM HpaCai12.121-c-Myc
PDGWAMhpaCaiz)-131 pDGW4M HpaCaizy-131-c-Myc
pPDGW4MhpaCais)-141 pDGW4M HpaCai3;.141-C-Myc
pPDGW4MhpaCai4;-151 pDGW4M HpaCai4;.151-c-Myc
pPDGW4MhpaCais)-161 pDGW4M HpaCais,.161-C-Myc
pPDGW4MhpaCaier-171 pDGW4M HpaCaiea-171-C-Myc
pPDGW4MhpaCai7;-181 pDGW4M HpaCai7,.181-C-Myc
pPDGW4MhpaCyis;-101 pDGW4M HpaCaisg;.101-C-Myc
pPDGW4MhpaCaig;-201 pDGW4M HpaCaigs-201-C-Myc
pPDGW4MhpaCaz0s-212 pDGW4M HpaCaspz-212-C-Myc
pBRMhpaC pBRM HpaC-c-Myc
PBRMhpaCpea-o1 PBRM HpaCpea-01-c-Myc
PBRMhpaCasz 101 PBRM HpaCaaz-101-c-Myc
PBRMhpaCpies 168 PBRM HpaCaies-168-C-MyC
PBRMhpaCpy71.175 pPBRM HpaCai71.175-c-Myc
pPBRMhpaCyy.111 pBRM HpaCy,.111-c-Myc
PBRMhpaCi164a pBRM HpaCi64a-c-Myc
pPBRMhpaCi171a pBRM HpaC,i71a-c-Myc
PBRMhpaCi173a pBRM HpaC,i732-c-Myc
pBRMhpaCy75a pBRM HpaCey754-c-Myc
PBRMhpaCyz.111,1171a pBRM HpaCa;.111,1171a-C-MycC
PBRMhpaCyy.111,£175A pBRM HpaCyy 111 F175a-C-MycC
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2.3.1 ,,Blunt-End*“-Subklonierung von PCR-Fragmenten

Fir ,,Blunt-end“-Klonierungen von PCR-Fragmenten wurde der Vektor pUC57ABsal
(Morbitzer et al. 2011) verwendet, welcher ein Ampicillin-Resistenzgen sowie ein lacZ-Gen
enthalt. Mit Hilfe des Restriktionsenzyms Smal (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot), welches an
der Erkennungssequenz 5°-CCCANGGG-3" glatte Enden herstellt, kann der Vektor
pUCS57ABsal linearisiert werden. Das gewiinschte Gen wurde mit spezifischen
Oligonukleotiden mittels PCR amplifiziert und das erhaltene PCR-Produkt anschlieRend
,»Blunt-End* in den zuvor linearisierten Vektor pUC57ABsal kloniert. Die Reaktion wurde in
Temperaturzyklus-Steuergeraten (FlexCycler, Analytik Jena AG, Jena) fiir eine Stunde bei
30°C inkubiert und fir 10 min bei 65°C abgestoppt. AnschlieBend wurden chemisch
kompetente E. coli-Zellen transformiert und auf LB-N&hragarplatten mit Ampicillin und dem
Substrat der B-Galaktosidase X-Galaktose ausplattiert. Zur ldentifizierung potentiell positiver

Klone wurden weiRe Kolonien am folgenden Tag mittels Kolonie-PCR analysiert.

2.3.2 ,,Golden Gate“-Klonierung von PCR-Fragmenten

Die ,,Golden Gate“-Klonierung erméglicht unter Benutzung eines Typ ll-Restriktionsenzyms
die Klonierung von DNA-Fragmenten in einem Ein-Schritt-Verfahren (Engler et al. 2008).
Durch die besonderen Eigenschaften von Typ ll1-Restriktionsenzymen, wie z.B. Bsal, kann die
Restriktion vom Zielvektor bzw. DNA-Fragment und die anschlieRende Ligation gemeinsam
in einem Reaktionsanatz durchgefuhrt werden. Bsal gehért zu den Typ lls-
Restriktionsenzymen und schneidet auferhalb seiner Erkennungssequenz 5-GGTCTC-3,
wobei ein Uberhang von vier Nukleotiden entsteht. Nach einer Bsal-Restriktion werden die
Erkennungssequenzen entfernt und das DNA-Fragment weist einen 4-Nukleotid-Uberhang an
beiden Enden auf. Durch das Generieren komplementarer Uberhidnge und gleichzeitiges
Entfernen der Restriktionsschnittstellen kann mittels dieser Technologie ein gewiinschtes
DNA-Fragment in einem Schritt in den kompatiblen Zielvektor pBRM (Szczesny et al. 2010)
kloniert werden. Der ,,Golden Gate*“-kompatible Zielvektor pBRM enthélt eine dreifach c-
Myc-Epitop-kodierende Sequenz sowie ein von Bsal-Schnittstellen flankiertes lacZ-Gen unter
Kontrolle des lac-Promotors (Szczesny et al. 2010). Um das lacZ-Gen durch das gewiinschtes
DNA-Fragment ersetzen zu konnen, sind die Bsal-Schnittstellen im Zielvektor pBRM so
gestaltet, dass durch eine Bsal-Restriktion das lacZ-Gen zusammen mit den Bsal-

Schnittstellen entfernt wird und ein Uberhang von vier Nukleotiden im Zielvektor entsteht.
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2.3.3 Generierung von hrpB2-Expressionskonstrukten

Zur Generierung des Expressionskonstruktes fir HpB2 wurde hrpB2 aus dem Genom vom
Xcv-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert. Durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide
(Anhang Tabelle 6.1) wurden der hrpB2-Sequenz entsprechende Bsal-Schnittstellen angefligt.
Das erhaltene PCR-Produkt wurde anschlieend mittels ,,Golden-Gate*“-Klonierung direkt in
den ,,Golden-Gate*“-kompatiblen Expressionsvektor pBRM Kkloniert, wodurch pBRMhrpB2
generiert wurde. Anschlielend wurden chemisch kompetente E. coli-TOP10-Zellen
transformiert und auf LB-Nahragarplatten mit Gentamycin und dem Substrat der f-
Galaktosidase X-Galaktose ausplattiert. Zur Identifizierung potentiell positiver Klone wurden
weille Kolonien am folgenden Tag mittels Kolonie-PCR analysiert. Die Generierung der
Expressionskonstrukte fir N- und C-terminal verkirzte HrpB2-Derivate sowie HrpB2-Derivate
mit einem Austausch einzelner Aminsaurereste erfolgte addquat (Tabelle 2.4). Das
Expressionskonstrukt fir HpB2-c-Myc wurde auf gleiche Weise erstellt, jedoch erfolgte die
Amplifizierung von hrpB2 aus dem Genom von Xcv in diesem Fall ohne das TGA-Stop-
Codon. Durch eine spezielle Oligonukleotid-Kombination mit der kodierenden Sequenz fir
ein FLAG-Epitop neben kompatiblen Bsal-Schnittstellen fiir das Expressionsplasmid pBRM
und dem amplifizierte PCR-Produkt von hrpB2, wurde mittels ,,Golden-Gate*“-Klonierung das
Expressionskonstrukt pBRMhrpB2-flag erstellt.

Die Generierung von Expressionskonstrukten fiir HrpB2-Derivate mit gezielten Deletionen
innerhalb der Aminoséduresequenz von HrpB2 (Tabelle 2.4) erfolgte durch eine zusétzliche,
gerichtete Mutagenese von hrpB2. Hierfir wurde das ,,Phusion™-Site-Directed-Mutagenesis-
Kit“ (Finnzymes OY, Espoo, Finnland) verwendet. Zu diesem Zweck wurde das zuvor
amplifizierte PCR-Produkt von hrpB2 zusétzlich ,,Blunt-End* in den Vektor pUC57ABsal
subkloniert, wodurch pUChrpB2 generiert wurde. Mittels einer weiteren PCR wurden unter
dem Einsatz spezifischer Oligonukleotide (Tabelle 6.1) Deletionen in die hrpB2-Sequenz
eingefiihrt. Als Matrizen-DNA wurden 10-50 pg Plasmid-DNA (pUC57hrpB2) eingesetzt.
Die Oligonukleotide besaBen eine 5 -P-Gruppe, welche die anschlieRende Zirkularisierung
des PCR-Produktes mittels der Quick™ T4-DNA Ligase (New England Biolabs) ermdglichte.
Zur Transformation der ligierten PCR-Produkte wurden chemisch kompetente E. coli-TOP10-
Zellen verwendet. Mutagenisierte hrpB2-Derivate wurden anschlieBend mittels ,,Golden-
Gate““-Klonierung in den Expressionsvektor pBRM kloniert.

Zur Generierung von Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionen mit HrpB2 bzw. HrpB2-
Derivaten wurde hrpB2 oder das entsprechendes hrpB2-Derivat aus dem Genom vom Xcv-
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Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die BamH/IXhol-Schnittstellen von pGEX-
2TKM Kloniert, woraus pGhrpB2 und pGhrpB2-Derivate resultierten.

2.3.4 Generierung von prgJ und yscl-Expressionskonstrukten

Zur Generierung der pBRM-Expressionskonstrukte fir PrgJ bzw. Prgj-c-Myc wurde das Gen
prgJ mittels spezifischer Oligonukleotide (Tabelle 6.1) mit bzw. ohne Stop-Codon
amplifiziert und Bsal-Schnittstellen angefiigt. Als Matrize wurde eine zur Verfligung gestellte
DNA-Préaparation genomischer DNA vom Yersinia enterocolitica Stamm W22703 eingesetzt.
Die pBRM-Expressionskonstrukte fur Yscl bzw. Yscl-c-Myc wurden auf vergleichbare
Weise erstellt. Jedoch wurde in diesem Fall eine genomische DNA-Préparation von
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium Stamm 14028 als Matrize
verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlieBend mittels ,,Golden-Gate*-
Klonierung direkt in den ,,Golden-Gate*-kompatiblen Expressionsvektor pBRM kloniert.

2.3.5 Generierung von hpaC-Expressionskonstrukten

Zur Generierung eines C-terminal c-Myc-Epitop-markierten HpaC-Derivates wurde hpaC
ohne Stoppcodon aus dem Xcv-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und entsprechend den
Herstellerangaben in pENTR/D-TOPO eingefuigt, woraus pENTRhpaC resultierte. Mittels
GATEWAY®-Technologie (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurde pENTRhpaC in den Vektor
pDGW4M (Lorenz et al. 2008a) vor eine c-Myc-Epitop-kodierende Sequenz rekombiniert.
pDGW4M  ist ein GATEWAY®-kompatibles  pDSK602-Derivat mit  attR-
Rekombinationssequenzen und einer vierfach c-Myc-Epitop-kodierenden  Sequenz
stromabwaérts des dreifachen lacUV Promotors (Tabelle 2.2) (Lorenz et al. 2008a). Die
Expressionskonstrukte fir HpaC-c-Myc-Derivate mit sequentiellen Deletionen von 10
Aminosdaureresten (Tabelle 2.4) wurden durch eine gerichtete Mutagenese von hpaC mittels
PCR erstellt. Hierfir wurde wie zuvor beschrieben das ,,Phusion™-Site-Directed-
Mutagenesis-Kit“ und spezifische Oligonukleotide (Tabelle 6.1) mit einer 5 -P-Gruppe
verwendet. Als Matrizen-DNA wurden 10-50 pg von pENTRhpaC eingesetzt. Ligierte PCR-
Produkte wurden in E. coli-TOP10-Zellen transformiert. Mutagenisierte hpaC-Derivate
wurden anschliefend mittels GATEWAY®-Technologie in den Vektor pDGW4M
rekombiniert (Tabelle 2.4).

Zur Generierung der pBRM-Expressionskonstrukte fir HpaC-c-Myc und HpaC-c-Myc-
Derivate mit Deletionen von fiinf, 30 bzw. 60 Aminosdureresten oder mit einem einzelnen
Aminosdureaustausch innerhalb der C-terminalen Proteinregion, wurde die ,,Golden-Gate*-

Technologie angewendet. Hierfur wurde hpaC ohne Stoppcodon aus dem Xcv-Stamm 85-10
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mittels PCR amplifiziert, Bsal-Schnittstellen angefiigt und ,,Blunt-End“ in den Vektor
pUC57ABsal subkloniert, woraus pUChpaC resultierte. AnschlieBend wurde hpaC mittels
,,Golden-Gate“-Klonierung in den kompatiblen Expressionsvektor pBRM kloniert, wodurch
pBRMhpaC generiert wurde. Deletionen und Punktmutationen innerhalb von hpaC-c-myc
wurden durch PCR mit phosphorylierten Oligonukleotiden und pUChpaC als Matrizen-DNA
wie zuvor beschrieben eingefuhrt. Religierte PCR-Produkte wurden in E. coli-TOP10-Zellen
transformiert und die mutagenisierten hpaC-Derivate anschlieBend mittels ,,Golden-Gate*-
Klonierung in den Expressionsvektor pBRM kloniert. Zur Generierung der pBRM-
Expressionskonstrukte fir HpaCaz-111-c-Myc, HpaCaz-111 L171a-C-MYyc und HpaCasz-111 F17sa-C-
Myc wurde das korrespondierende hpaC Fragment via PCR amplifiziert und mittels ,,Golden-
Gate“-Klonierung direkt in den Expressionsvektor pBRM Kkloniert. Alle in der Arbeit

verwendeten Oligonukleotide sind in der Tabelle 6.1 im Anhang aufgefihrt.

2.4 Sekretionsstudien und Proteinanalyse

Die Analyse der Typ Ill-abhangigen in vitro-Proteinsekretion erfolgte mit leichten
Modifikationen entsprechend der vorliegenden Publikation (Rossier et al. 1999). Die
Kultivierung der zu analysierenden Xcv-Stamme erfolgte Uber Nacht in 3 ml MA-Medium
(pH 7,0) bei 30°C. Von dieser Kultur ausgehend wurden 4 ml einer Kultur mit einer ODggo
von 0,15 in MA-Medium (pH 5,3) angeimpft, welches zusdtzlich 50 pg/ml BSA (New
England BioLabs Inc., Beverly, USA) und 10 pg/ml Thiamin (Serva, Heidelberg) enthielt.
Diese Kultur wurde 2 bis 3 Stunden bei 30°C schuttelnd inkubiert und anschlief3end erneut die
ODggo der Kultur gemessen. Zur Herstellung des Totalextraktes wurden 500 pl der Kultur
durch Zentrifugation pelletiert und in 50 pl Laemmli-Puffer aufgenommen. Um im
Kulturiiberstand die sekretierten Proteine nachzuweisen, wurden 2 ml des Kulturmediums mit
Hilfe eines proteindurchldssigen Filters (Acrodisc 25 mm Syringe Filter, 0,45 um HT Tuffryn
Membrane, Pall GmbH, Dreieich) von den Bakterienzellen abgetrennt. Die im Uberstand
enthaltenen Proteine wurden mittels 200 pl Trichloressigsdure (TCA) und Inkubation auf Eis
prazipitiert und durch anschlielende Zentrifugation bei 4°C vom Medium getrennt. Das
erhaltene Pellet wurde mit -20°C-kaltem Ethanol gewaschen, erneut bei 4°C zentrifugiert und
nach dem Trocknen in 20 ul Laemmli-Puffer aufgenommen. Die Proteinextrakte wurden fur
etwa 5 min gekocht und gleiche Proteinmengen (maximal 12 pl Gesamtzellextrakt und 18 pl
Kulturtberstand) wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und
Western-Blot (Sambrook et al. 1989) mit spezifischen Antikorpern analysiert (Tabelle 2.5).
Als Sekundarantikorper wurden Meerrettich-Peroxidase-Konjugate von Anti-Kaninchen-,
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Anti-Maus- (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) bzw. Anti-Ziegen
(Sigma, Steinheim, Deutschland) Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:10000 verwendet.
Antikorperreaktionen  wurden  durch ~ Chemilumineszenz ~ (Amersham  Pharmacia

Biotech,Freiburg, Deutschland) visualisiert.

Tabelle 2.5: Verwendete Primdrantikérper.

Primarantikorper Verdinnung Antikorperspezifitat Referenz/Hersteller
polyklonal

Anti-HrpF 1:3000 Kaninchen-IgG (Blttner et al. 2002)
Anti-HrpB1 1:3000 Kaninchen-IgG (Rossier et al. 2000)
Anti-HrpB2 1:3000 Kaninchen-IgG (Rossier et al. 2000)
Anti-HrpB3 (Hrc)) 1:1000 Kaninchen-IgG (Rossier et al. 2000)
Anti-HrpE 1:500 Kaninchen-IgG (Weber et al. 2005b)
Anti-AvrBs3 1:5000 Kaninchen-IgG (Knoop et al. 1991)
monoklonal

Anti-c-Myc 1:3000 Maus-IgG Roche, Mannheim
Anti-GST 1:10000 Ziegen-IgG Amersham, Freiburg
Anti-FLAG 1:5000 Maus-IgG Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen

IgG-Immunglobulin G

2.5 GST-,,pull down“-Analysen

Ein Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in vitro ist die GST (Glutathion-S-
Transferase)-,,pull-down““-Analyse. Die GST-,,pull down*“-Analyse wurde mit Modifikationen
entsprechend der vorliegenden Publikation, durchgefiihrt (Blttner et al. 2006). Soweit nicht
gesondert vermerkt, wurden bakterielle Pellets von 50 ml E. coli-Kulturen in 3 ml PBS (140
mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10,1 mM NaHPO,4 1,8 mM KH,PO,) resuspendiert. Der
Aufschluss der Bakterien erfolgte mittels der ,,French Pressure Cell Press* (SIM-AMINCO
Spectronic Instruments, Rochester, USA) bei 800 psi in einer auf 4°C vorgekihlten, kleinen
Zelle (20K, Thermo Electro Corporation). Das Aufschlussverfahren wurde zur Erhéhung der
Effizienz mindestens zweimal wiederholt. Die unloslichen Proteine und Zellbestandteile
wurden durch Zentrifugation (10 min, 14.000 rpm) entfernt. Wenn nicht anders beschrieben,
wurden jeweils 600 pl Lysat fiir die GST-,,pull down*“-Analyse eingesetzt. Hierbei wurde das
Volumen in Abhéangigkeit von der Proteinstabilitdt und der Expressionsstarke angeglichen.
GST oder GST-Fusionsproteine enthaltende E. coli-Lysate wurden fir 30-60 min bei 4°C im
Kidhlraum mit 40 pl Glutathion-Sepharose 4B (Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland) auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Dabei erfolgte die Immobilisierung der
Fusionsproteine tber die GST-Doméne an Glutathion, das an die Sepharose-Matrix gebunden
ist. Durch zweimaliges Waschen mit PBS wurden ungebundene oder unspezifisch gebundene

Proteine entfernt. Im Anschluss wurde ein weiteres E. coli-Lysat, welches den mdglichen
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Interaktor mit einer c-Myc-Epitopmarkierung enthielt, hinzugegeben. Nach Inkubation fir 1,5
h bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler wurden ungebundene Proteine durch viermaliges
Waschen mit PBS entfernt. Gebundene Proteine wurden durch Inkubation mit 40 ul
Elutionspuffer (10 mM reduziertes Glutathion in 50 mM Tris-HCI, pH 8,0) fur 1,5 h bei
Raumtemperatur unter Schiitteln eluiert. 5 pl Lysat und 20 pl Eluat wurden durch SDS-PAGE
und Western-Blot unter Verwendung von GST- und c-Myc-spezifischen Antikorpern

analysiert.

2.6 Subfraktionierungsstudien

Um separate zellulare Fraktionen mit bakteriellem Zytoplasma, Periplasma, innerer Membran
(IM) und &uBerer Membran (AM) anzureichern und diese voneinander zu trennen, wurden ein
angepasstes zuvor publiziertes Protokoll verwendet (Thein et al. 2010). Zu diesem Zweck
erfolgte zunéchst die Kultivierung der zu analysierenden Bakterien-Stamme (ber Nacht in
mindestens 5 ml MA (pH 7,0)- oder NYG-Medium bei 30°C. Von dieser Kultur ausgehend
wurden die Bakterien in einem Liter sekretionsinduzierenden MA-Medium (pH 5,3) oder
sekretionshemmenden NYG-Medium bis zu einer optischen Dichte (ODggo) von annéhernd
0,8 angezogen. Die Bakterien wurden anschlielend durch Zentrifugation geerntet und in 10
ml 0.2 M Tris/HCI, pH 8.0, 1 M Saccharose, 1 mM EDTA und Lysozym mit einer
Endkonzentration von 1 mg /ml resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend mit 40 ml deionisiertes Wasser versetzt. Zum
generieren von Sphaeroplasten wurde die Bakterienlosung anschlieBend fir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 200.000 g fiir 45 min bei 4°C wurde der Uberstand mit
angereichertem Periplasma abgenommen und das Pellet in 7.5 ml 10 mM Tris/HCI, pH 7.5, 5
mM EDTA, 0.2 mM DTT und DNase mit einer Endkonzentration von 1 mg /ml mittels an
ULTRA-TURRAX® resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend mittels der ,,French
Pressure Cell Press* bei 800 psi in einer auf 4°C vorgekihlten, kleinen Zelle aufgeschlossen.
Die Suspension wurde bei 1789 g fur 10 min zentrifugiert und das Pellet mit
unaufgeschlossene Zellen vom Uberstand entfernt. Der Uberstand wurde danach fiir 2-3h mit
300.000 g bei 4°C zentrifugiert und mit bakteriellem Zytoplasma angereichert. Das
entstandene Pellet mit angereicherter IM sowie AM wurde in 9 ml 50 mM Tris/HCI, pH 8.0,
2% (wi/v) Triton X-100 and 10 mM MgCI; resuspendiert und mit 85.000 g fur 30 min bei 4°C
zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand korrespondiert mit der IM angereicherten zelluldren
Fraktion. Das entstandene Pellet besteht im Wesentlichen aus der konzentrierten
Komponenten der AM und wurde anschlieRend mit 1 ml 50 mM Tris/HCI, pH 8.0, 2% (w/v)
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Triton X-100 und 10 mM MgCl,. gewaschen. Die Probe wurde wie bereits beschrieben erneut
zentrifugiert und das Pellet vorsichtig dreimal mit 500 pl deionisiertem Wasser gewaschen.
AnschlieBend wurde das Pellet in 1 ml Laemmli-Puffer resuspendiert. Die Proteine in der mit
Periplasma, Zytoplasma, IM und AM angereicherten Fraktion wurden anschlieBend mittels
TCA und DOC (,,sodium deoxycholate®) gefillt. Zu diesem Zweck wurde ein Volumen-
Anteil der Probe mit 1/100 Volumen von 2% (w/v) DOC fir 30 min auf Eis inkubiert und
1/10 Volumen 100% TCA hinzugefiigt Nach der Zentrifugation bei 10.000 g fiir 15 min bei
4°C wurde das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und mit -20°C kaltem Aceton
gewaschen. Das Pellet wurde anschliefend in 1 ml Laemmli-Puffer resuspendiert und mittels
SDS-PAGE sowie Western-Blot mit spezifischen Antikorpern analysiert.

2.7 EM (Elektronenmikroskop)-Analysen und Immunogoldmarkierungen

Alle EM-Analysen erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Gerd Hause (Biozentrum). Fir die
EM-Analysen wurden die Bakterien-Stamme zunéchst auf speziell mit Harz (Formvar®)
beschichteten Gitter, sogenannte ,,gold-grids* (300 Square, #G2300A; Plano, Wetzlar), fiir 6 h
bei 30°C unter sekretionsinduzierenden Bedingungen angezogen (Weber et al. 2005b). Bevor
die Gitter fur 10 s an der Luft getrocknet wurden, wurde uberschissiges Medium mittels
Filterpapier vorsichtig entfernt. Danach wurden die ,,gold-grids“ mit den Bakterien dreimal
mit Wasser gewaschen und durch eine wassrige Losung mit 1 % Uranylacetat negativ
kontrastiert. Die Proben wurden mittels Transmission Elektronenmikroskop (EM 900, Zeiss
SMT) analysiert. Die digitale Dokumentation der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte mit
der SSCCD SM-1k-120 Kamera (TRS). Zum Zweck der immunologisch basierten
Goldmarkierung von Proteinen, wurden die Bakterien wie zuvor beschrieben auf den ,,gold-
grids“ angezogen und anschlieend mittels einer PBS-Losung mit 2 % Paraformaldehyd bei
Raumtemperatur fur 20 min fixiert. Anschlieend wurden die Gitter dreimal fir 1 min mit
PBS gewaschen und 30 min in einer speziellen Blockierungslésung (1% acetyliertes BSA und
0.1% Tween 20 in PBS) inkubiert. Nach der Inkubation der Proben mit Anti-HrpE, Anti
HrpB2 und Anti-HrpF-spezifischen Antikorpern fir 12 h bei 4°C wurden die Gitter viermal
fir 5 min mit der Blockierungslésung gewaschen (Weber et al. 2005b) und mit 10 nm
Goldpartikel gekoppelten, sekunddren Antikorpern (Ziegen Anti-Kaninchen gekoppelt mit 10
nm Goldpartikel, Sigma-Aldrich) fir 90 min bei Raumtemperatur behandelt. Die Proben
wurden viermal fir 5 min mit Wasser gewaschen und anschlieBend mit einer wassrigen
Losung von 1 % Uranylacetat negativ kontrastiert. Die Analyse mittels EM und die

Dokumentation erfolgten wie zuvor beschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1 HrpB2 - ein essentieller Pathogenitatsfaktor aus Xcv

Die genomische Deletion von hrpB2 in Xcv fuhrt zum vollstandigen Verlust der Pathogenitét
und der T3SS-abhdngigen in vitro Sekretion (Rossier et al. 2000). HrpB2 ist damit ein
essentieller Pathogenitéatsfaktor von Xcv und fur eine Typ Ill-abhéngige Sekretion zwingend
erforderlich. Aus vorherigen Studien war bekannt, dass HrpB2 selbst durch das T3SS in vitro
sekretiert wird und ein mogliches Sekretionssignal innerhalb der ersten 25 Aminosaurereste
enthdlt (Rossier et al. 2000; Lorenz et al. 2008b). Es wurde bereits demonstriert, dass die
Komplementation einer Xcv hrpB2-Deletionsmutante mit einem HrpB2-Derivat , welchem die
N-terminalen 25 Aminosaurereste fehlen, nicht mehr méglich ist (Lorenz et al. 2008b). Durch
eine randomisierte Transposonmutagenese von HrpB2 konnten fiir die Pathogenitat und das
T3S-System von Xcv essentielle Proteinregionen eingegrenzt werden (Hartmann et al. 2012).
Jedoch gab es zu diesem Zeitpunkt weder detaillierten Hinweise fir eine Beteiligung
spezifischer Aminosaurereste innerhalb der essentiellen Proteinregionen, noch Kenntnisse

uber die genaue Proteinfunktion von HrpB2 selbst.

3.1.1 Funktionelle Charakterisierung der N-terminalen Proteinregion und
Identifizierung wichtiger Aminosaurereste in HrpB2

Durch eine gerichtete Mutagenese von HrpB2 sollten in dieser Arbeit zundchst funktionelle
Bereiche und N-terminale Aminoséauren in HrpB2 identifiziert werden, die malgeblich fir die
Proteinfunktion und damit fur die Pathogenitdt von Xcv von Bedeutung sind. Zu diesem
Zweck wurde aus dem Genom von Xcv 85-10 das Wildtyp-Gen hrpB2 (393 Basenpaare)
amplifiziert und mittels ,,Golden Gate“-Strategie (2.3.2) in das bakterielles
Expressionsplasmid pBRM kloniert (2.3.3). Zur detaillierten Analyse des T3S-Signals und
der N-terminalen Proteinregion von HrpB2, wurden zusatzlich N-terminale HrpB2-
Deletionsderivate erstellt, die sukzessive Deletionen der N-terminalen 20 Aminosduren
enthielten. Die entsprechenden Genfragmente wurden, wie das Wildtyp-Gen hrpB2, in das
Expressionsplasmid  kloniert. Durch Einflhrung eines Stop-Codons besaRen die
korrespondierenden Genprodukte keine C-terminale Epitopmarkierung. Die erstellten
Expressionskonstrukte wurden mittels triparentaler Konjugation (2.1.2) in die Xcv Wildtyp-
Stamme 85-10 und 85-10hrpG*(85*) sowie deren genomischen hrpB2-Deletionsderivate (85-
10AhrpB2 und 85*AhrpB2) transferiert. Im Gegensatz zum Wildtyp-Stamm 85-10 enthalt der

Stamm 85* eine konstitutiv aktive Version des regulatorischen Proteins HrpG (HrpG*).
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HrpG* fiihrt zu einer konstitutiven Expression der hrp-Gene, was die VVoraussetzung fur die
in vitro-Analyse der Typ Ill-abhéngigen Sekretion ist (Rossier et al. 1999). Das in planta-
Wachstum eines 85*-Stammes ist jedoch vergleichbar zum Wildtyp (Wengelnik et al. 1999).

Charakterisierung der HrpB2-Deletionsderivate in Xcv (Komplementationsanalysen)

Im Folgenden sollte durch Infektionsstudien und eine in vitro Analyse der Typ Ill1-abhangigen
Sekretion getestet werden, ob die erstellten HrpB2-Derivate funktional, daher in der Lage
sind, den hrpB2-Mutanten-Phanotyp beziiglich Symptome in der Pflanze und der Typ IlI-
abhangigen Sekretion zu komplementieren. Der Wildtyp-Stamm 85-10 sowie die genomische
hrpB2-Deletionsmutante, welche die hrpB2-Expressionskonstrukte oder das Plasmid pBRM
enthielt, wurden in suszeptible ECW- und resistente ECW-10R-Paprikapflanzen inokuliert
(Abbildung 3.1 A). ECW-10R-Pflanzen tragen das Resistenzgen Bsl und erkennen das
Effektorprotein  AvrBsl (Minsavage et al. 1990). Der Stamm 85-10 induzierte
erwartungsgemal in resistenten Pflanzen eine HR und fiihrte in suszeptiblen Pflanzen zur
Ausbildung von Krankheitssymptomen (Abbildung 3.1 A). In Ubereinstimmung mit
vorangegangenen Arbeiten wurden keine makroskopischen Reaktionen nach der Infiltration
mit dem Stamm 85-10AhrpB2 beobachtet (Rossier et al. 2000). Der Phanotyp der hrpB2-
Deletionsmutante wurde durch die ektopische Expression von hrpB2 sowie von hrpB2-
Deletionderivaten komplementiert, die die verkiirzten HrpB2-Derivate HrpB2ps.130, HrpB2¢7-
130, HrpB2pg130, HrpB2p9.130, und HrpB2i0.130 kodieren (Abbildung 3.1 A). Keine
Komplementation wurde dagegen fir die HrpB2-Derivate HrpB21113, HrpB2i5.130 und
HrpB2,1.130 beobachtet (Abbildung 3.1 A). Diese Beobachtung deutet an, dass eine Deletion
der N-terminalen Aminosduren 02 bis 09 aus HrpB2 keinen Einfluss auf die Proteinfunktion
besitzt. Im Gegensatz dazu, die HrpB2-Derivate HrpB2;1.130, HrpB212.130 und HrpB2;1.130 ihre
Funktion fir die Pathogenitat von Xcv vermutlich nicht mehr vollstandig erfullen (Abbildung
3.1 A). Die ektopische Expression des Wildtyp-Gens hrpB2 bzw. der hrpB2-Derivate im
Wildtyp-Stamm 85-10 ubte keinen makroskopisch sichtbaren Einfluss auf die Induktion der
HR oder Ausbildung von Krankheitssymptomen aus (Abbildung 3.2 A). Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass der Verlust zur Fahigkeit der Komplementation nicht auf einen
dominant-negativen Einfluss von HrpB211.130 oder HrpB2;:.130 in planta beruht. Ebenfalls
wurde die stabile Expression von hrpB2 und der hrpB2-Deletionsderivate mittels Western-
Blot unter Verwendung spezifischer Antikdrper gegen HrpB2 (berpriift und nachgewiesen
(Abbildung 3.1 B und Abbildung 3.2 B). Hierflr wurden die verwendeten Xcv-Stdmme in
NYG-Medium angezogen und die bakteriellen Gesamtzellextrakte analysiert. Wie erwartet

besitzt HrpB2;1-130 aufgrund einer Deletion von 20 Aminosduren ein im Vergleich zu HrpB2
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reduziertes Molekulargewicht. Im Vergleich zu den konstitutiv exprimierten hrpB2-Derivaten
konnte das im Genom kodierte HrpB2 im Wildtyp-Stamm 85-10 erwartungsgemaR nicht
detektiert werden (Abbildung 3.2 B), da die hrp-Genexpression nicht konstitutiv, sondern nur
innerhalb der Pflanze oder in speziellem Minimalmedium induziert wird. (Schulte et al.
1992a; Wengelnik et al. 1996c¢).
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Abbildung 3.1: Komplementationsanalyse mit N-terminal verkiirzten HrpB2-Deletionsderivaten.

(A) Ergebnisse der Infektionsstudien. Suszeptible (ECW) und resistente (ECW-10R) Paprikapflanzen wurden mit
den Xcv-Stammen 85-10 (WT) und 85-10AhrpB2 (AhrpB2), welche die Plasmide pBRM (-) oder die pBRMhrpB2-
Expressionskonstrukte fur HrpB2 (HrpB2) bzw. HrpB2-Deletionsderivate (HrpB2,.130) enthielten, infiltriert. Die
verkiirzte Aminosauresequenz der HrpB2-Deletionsderivate wurde durch Zahlen (n) angegeben. Die
Dokumentation der Symptome bei der suszeptiblen Pflanze erfolgte finf Tage nach der Infiltration. Zur
besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter der resistenten Pflanze zwei Tage nach der Infiltration in
EtOH gebleicht und dokumentiert. Alle Xcv-Stamme wurden mit einer Bakteriendichte ODgg = 0,4 inokuliert.
Markierte Blattbereiche kennzeichnen die Inokulationsflache. (B) Analyse der Proteinstabilitat. Die Xcv-Stamme
wurden in NYG angezogen und die Gesamtzellextrakte mittels SDS-Page (15%) und Western-Blot analysiert. Die
Detektion von HrpB2 erfolgte durch HrpB2-spezifische Antikorper (Anti-HrpB2).
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Abbildung 3.2: Ektopische Expression der hrpB2-Derivate im Wildtyp-Stamm 85-10.

(A) Ergebnisse der Infektionsstudien. Suszeptible (ECW) und resistente (ECW-10R) Paprikapflanzen wurden mit
dem Xcv Stamm 85-10 (WT), der das Plasmid pBRM (-) oder die pBRMhrpB2-Expressionskonstrukte fiir HrpB2
bzw. HrpB2-Deletionsderivate enthielt, infiltriert. Die verkilirzte Aminosduresequenz der HrpB2-
Deletionsderivate wurde durch Zahlen angegeben. Die Dokumentation der Symptome bei der suszeptiblen
Pflanze erfolgte sechs Tage nach der Infiltration. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter der
resistenten Pflanze ein Tag nach der Infiltration in EtOH gebleicht und dokumentiert. Alle Xcv-Stdmme wurden
mit einer Bakteriendichte ODgyo = 0,4 inokuliert. Markierte Blattbereiche kennzeichnen die Inokulationsflache.
(B) Analyse der Proteinstabilitdt. Die Xcv-Stamme wurden in NYG angezogen und die Gesamtzellextrakte
mittels SDS-Page (15%) und Western-Blot analysiert. Die Detektion von HrpB2 erfolgte durch HrpB2-spezifische
Antikorper (Anti-HrpB2).

Aus diesem Grund wurden Derivate der Stdimme 85* bzw. 85*AhrpB2 verwendet, um den
Einfluss von HrpB2-Derivaten auf die Typ Ill-abhéngige Sekretion in vitro zu analysieren.
Die konstitutive Expression der hrp-Gene im Stamm 85* erleichtert die Analyse der Typ IlI-
abhangigen Sekretion in vitro unabhéngig von Faktoren der Wirtspflanze (Rossier et al.
1999). Fur Sekretionsanalysen (2.4) wurden die Xcv-Stdmme in speziellem Minimalmedium
(pH=5,35) inkubiert und anschlielend die Kulturiiberstinde von den Bakterien getrennt.
Western-Blot-Analysen mit HrpF-spezifischen Antikorpern zeigten, dass die Sekretion von
HrpF in der hrpB2-Deletionsmutante durch HrpB2 und die HrpB2-Derivate HrpB2¢s.-130,
HrpB2o7.130, HrpB20s.130 Wiederhergestellt wurde (Abbildung 3.3 A). Eine potentielle
Komplementation der HrpF-Sekretion wurde fir HrpB2p.130 und HrpB210.130 beobachtet,
wohingegen die Derivate HrpB211-130, und HrpB2;;.130 den sekretionsdefizienten Phénotyp der
genomischen hrpB2-Deletionsmutante nicht komplementierten (Abbildung 3.3 B). Mit
Riickblick auf die Infektionsstudien (Abbildung 3.1) deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
die HrpB2-Derivate HrpB2;1.130, HrpB212.130 und HrpB2,1.130 weder in planta noch in vitro
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funktional sind. In weiteren Experimenten sollte die Typ Ill-abhéngige Sekretion der N-
terminal verkirzten HrpB2-Deletionsderivate analysiert werden. Aus vorherigen Studien war
bekannt, dass die in vitro-Sekretion von HrpB2 im Xcv-Wildtyp sehr gering ist und die Menge
von sekretierten HrpB2 an bzw. unterhalb der Detektionsgrenze des HrpB2-spezifischen
Antikorpers liegt (Rossier et al. 2000). HrpB2 wird jedoch in Abwesenheit des T3S4-Proteins
HpaC verstarkt sekretiert (Buttner et al. 2006; Lorenz et al. 2008b). Die Sekretion der HrpB2-
Derivate wurde daher in einer hpaC-Deletionsmutante analysiert. Um die Detektion des
nativen HrpB2-Proteins zu vermeiden, wurden die HrpB2-Deletionsderivate im Stamm
85* AhrpB2AhpaC analysiert. HrpB2¢s.130, HrpB207-130, HrpB205-130, HrpB209.130 und HrpB2;0-
130 wurden im Kulturberstand detektiert, jedoch war die Sekretion von HrpB2pg.130 und
HrpB210.130 im Vergleich zu HrpB2 reduziert (Abbildung 3.3 A und B). HrpB211.13 und
HrpB2,1.130 wurden dagegen nicht im Kulturiiberstand nachgewiesen (Abbildung 3.3 B).
Anhnliche Ergebnisse wurden fiir den Stamm 85*AhrpB2 beobachtet (Abbildung 3.3).

Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse an, dass HrpB2-Derivate mit Deletionen bis
einschlieBlich der Aminosaure Alanin an der Position neun, welche in planta den Phanotyp
der hrpB2-Deletionsmutante vollstandig komplementierten und partiell die Sekretion von
HrpF wiederherstellten, auch grundsétzlich noch sekretiert werden kénnen (Tabelle 3.1). Die
HrpB2-Derivate HrpB231.130 HrpB215.130 und HrpB2;1.130 komplementieren dagegen weder
den Phanotyp einer hrpB2-Deletionsmutante noch werden sie sekretiert (Tabelle 3.1). Dies
deutet darauf hin, dass in diesen HrpB2-Deletionsderivaten Aminosaurereste fehlen, die fur
die Funktion von HrpB2 wichtig sind und eine entscheidende Rolle fur das T3S-System von

Xcv und fir die Sekretion von HrpB2 selbst, spielen.
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Abbildung 3.3: Komplementationsstudie und Analyse der Typ lll-abhidngigen Sekretion N-terminal verkiirzter
HrpB2-Derivate.

(A) und (B) Analyse der Typ lll-abhangigen Sekretion von HrpF und HrpB2 in Xcv. Fur die in vitro-
Sekretionsanalyse wurden die Xcv-Stamme 85* (WT), 85*AhrpB2 (AhrpB2) und 85*AhrpB2 AhpaC (AhpaC),
welche die Plasmide pBRM (-) oder die pBRMhrpB2-Expressionskonstrukte fir HrpB2 (HrpB2) bzw. HrpB2-
Deletionsderivate (HrpB2,.130) enthielten, in Sekretionsmedium inkubiert. Die verkiirzte Aminosduresequenz
der HrpB2-Deletionsderivate ist durch Zahlen (n) angegeben. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie
Kulturiiberstande (US) wurden voneinander getrennt und anschlieRend durch SDS-PAGE sowie Western-Blot
analysiert. HrpF (86,4 kDa) wurde durch HrpF-spezifische Antikérper (Anti-HrpF) bzw. HrpB2 (13,8 kDa) durch
HrpB2-spezifische Antikorper (Anti-HrpB2) detektiert. Die Bande oberhalb der 95 kDa entspricht HrpF und
weitere Signale stellen Degradationsprodukte von HrpF dar. Die Schwankungen in der Signalstarke fir HrpF im
Gesamtzellextrakt sind nicht reproduzierbar und vermutlich mit technischen Abweichungen zu erklaren. Die
gepunktete Linie kennzeichnet die Schnittebene einer gemeinsamen Membran.
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Tabelle 3.1: : Zusammenfassung der Komplementationsstudien mit N-terminal verkiirzten HrpB2-Derivaten.

Expressionskonstrukt AhrpB2-Komplementation

Infektionsstudie® in vitro-Sekretionsstudie®

HrpF HrpB2

HrpB2 ++ ++ ++
HrpB26.130 ++ ++ ++
HrpB2y7.130 ++ ++ ++
HrpB2os.130 ++ ++ ++
HrpB2g9.130 ++ + +
HrpB249.130 ++ + +
HrpB241.130
HrpB24,.130
HrpB2;1.130

Virulenz /Sekretion vergleichbar mit dem WT (++) bzw. partielle (+) oder keine (-) Komplementation

3.1.2 HrpB2-Derivate mit einer C-terminalen Epitopmarkierung haben einen
dominant-negativen Einfluss

Aus friheren Experimenten war bekannt, dass ein C-terminales c-Myc-Epitop markiertes
HrpB2-Protein im Xcv-Stamm 85* in vitro sekretiert werden kann, aber im Gegensatz dazu
nicht mehr die Fahigkeit besitzt eine genomische hrpB2-Deletionsmutante zu
komplementieren (Lorenz et al. 2008b). Die damals gewahlte Klonierungsstrategie, bei der
hrpB2 in den Expressionsvektor pDSK602 kloniert wurde, flhrte zu einer translationalen
Fusion von sieben zusatzlichen Aminosédureresten im N-terminalen Bereich von HrpB2. Um
einen mdoglichen Einfluss der zusétzlich vorhandenen Aminoséduren auf die Sekretion von
HrpB2 vollstandig auszuschlielen, aber dennoch die Typ Il1-abhangige Sekretion von HrpB2-
Deletionsderivaten im Hintergrund eines funktionsfdhigen T3SS von Xcv analysieren zu
kdnnen, sollten erneut C-terminal markierte HrpB2-Derivate erstellt werden. Zu diesem
Zweck wurde hrpB2 ohne Stopcodon in das Expressionsplasmid pBRM kloniert. Das
resultierende pBRMhrpB2-Expressionskonstrukt kodiert HrpB2 mit einer C-terminalen
translationalen Fusion an ein dreifaches c-Myc Epitop. In einem parallelen Ansatz wurde
zusatzlich ein hrpB2-Expressionskonstrukt erstellt, welches ein HrpB2-Derivat mit einem C-
terminalen FLAG-Epitop kodiert. Komplementations- und Sekretionsanalysen mit Stdmmen
85* und 85*AhrpB2 zeigten, dass sowohl HrpB2-c-Myc, als auch HrpB2-Flag den hrpB2-
mutanten Phanotyp nicht komplementierten (Daten nicht gezeigt) und zudem vom Stamm 85*
nicht sekretiert wurden (Abbildung 3.4 A und B). Dies deutet darauf hin, dass die ektopische
Expression von hrpB2-c-myc bzw. hrpB2-flag im Stamm 85* einen generell dominant
negativen Einfluss auf die Virulenz und die Typ lll-abhéngigen Sekretion besitzt. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung gestutzt, dass im Vergleich zum Xcv-Stamm 85* die




Ergebnisse 47

Stamme 85* mit HrpB2-c-Myc oder HrpB2-Flag deutlich reduzierte Symptome in der Pflanze
auslosten (Daten nicht gezeigt).

A WT B WT
HrpBZ- Hrsz_
kDa - CMyc kba - FLAG
os = == == antitror | e — TE
P - 2
71 = [Anti-c-Myc i @ |ANti-FLAG
— Us . Us
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Abbildung 3.4: Analyse der Typ lll-abhdngigen Sekretion von HrpF in Xcv nach Expression von hrpB2-c-myc
und hrpB2-flag.

Fir die in vitro-Sekretionsanalyse wurde der Xcv-Stamm 85* (WT), welcher das Plasmid pBRM (-) oder (A)
HrpB2-c-Myc bzw. (B) HrpB2-FLAG enthielt, in Sekretionsmedium inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie
Kulturiiberstande (US) wurden voneinander getrennt und anschlieRend durch SDS-PAGE sowie Western-Blot
analysiert. HrpF wurde mittels HrpF-spezifischen Antikérpern (Anti-HrpF) und (A) HrpB2-c-Myc durch c-Myc-
spezifische Antikorper (Anti-c-Myc) bzw. (B) HrpB2-FLAG mittels FLAG-spezifischen Antikérpern detektiert. Die
Bande oberhalb der 95 kDa entspricht HrpF und weitere Signale stellen Degradationsprodukte von HrpF dar.
Die Antikorperreaktionen wurden durch Chemilumineszenz visualisiert.

3.1.3 Analyse des T3S-Signals von HrpB2

Durch die Analyse weiterer HrpB2-Deletionsderivate sollte untersucht werden, ob die
essentielle Bedeutung des N-terminalen Aminosdurebereiches von HrpB2 auf Anwesenheit
des T3S-Signals beruht, welches in vorausgegangenen Experimenten innerhalb der N-
terminalen 25 Aminoséuren lokalisiert wurde (Lorenz et al. 2008b). Da HrpB2 fir das T3S-
System essentiell ist, sollten diese Experimente préferentiell mit Epitop-markierten HrpB2-
Derivaten durchgefuhrt werden, die jedoch einen dominant-negativen Einfluss auf die Typ
I1l-abhéngige Sekretion ausiiben (3.1.2 oben). Es wurde daher mit C-terminal um 40
Aminosauren verkiirzten HrpB2-Derivaten gearbeitet (HrpB2,.90), welche vom nativen
HrpB2-Protein durch ihre geringere GrofRe unterscheidbar sind. Die in vitro-
Sekretionsanalysen wurden mit einer hpaC-Deletionsmutante durchgefiihrt, die eine
verstarkte HrpB2-Sekretion ermdglicht. Neben HrpB2y:-90 Wurde die Sekretion N-terminal
verkurzter Derivate analysiert (Abbildung 3.5). Die HrpB2-Derivate HrpB2o1-90 HrpB209-90,
HrpB210-90 Wurden durch Xcv in den Kulturiiberstand sekretiert, die Sekretion von HrpB2;1-99
war dagegen stark reduziert (Abbildung 3.5 A). Im Xcv-Stamm mit dem Expressionskonstrukt
flr HrpB2,1-90 konnte im Kulturliberstand weder das native HrpB2 noch HrpB2;1.go detektiert

werden (Abbildung 3.5 A). Durch eine zusatzliche Sekretionsanalyse von HrpF (Daten nicht
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gezeigt) wurde festgestellt, dass HrpB2,;.90 in Xcv als einziges analysiertes HrpB2-
Deletionsderivat einen generell negativen Einfluss auf die Typ Ill-abhdngige Sekretion
besitzt. Neben sukzessiven Verkirzungen des N-terminalen Bereiches, wurden interne
Deletionen eingefiihrt. Deletionen der Aminoséuren 13 bis 22 und 16 bis 25 fihrte nicht zu
einer Beeintrachtigung der Sekretion von HrpB2p1.90 (Abbildung 3.5 B). Deletionen von
Aminosdure 10 bis 25 und 12 bis 25 fiihrte dagegen zu einer Beeintrachtigung der Sekretion
von HrpB2p1.90 (Abbildung 3.5 B). Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin,
dass die Aminoséaurereste Isoleucin, Alanin und Glutamat (IAG) an der Position 10, 11 und 12
fur die effiziente Sekretion von HrpB2 eine wichtige Rolle spielen und damit einen
essentiellen Bestandteil innerhalb des T3S-Signals von HrpB2 darstellen.
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Abbildung 3.5: Analyse des T3S-Signals von HrpB2.

(A) und (B) Analyse der Typ lll-abhangigen Sekretion von HrpB2;.9o und HrpB2y;.oo-Deletionsderivate in Xcv. Fir
die in vitro-Sekretionsanalyse wurde der Xcv-Stamm 85*AhpaC (AhpaC), welcher das Plasmid pBRM (-) oder
HrpB2y;1.90 bzw. HrpB2-Deletionsderivate (A) HrpB2,4, oder (B) HrpB2y;90an enthielt, in Sekretionsmedium
inkubiert. Die Position des ersten Aminosdurerestes in der Aminosduresequenz (n) der verkirzten HrpB2-
Derivate oder die interne Deletion (An) ist durch Zahlen angegeben. HrpB2g,.9o unterscheidet sich vom nativen
HrpB2-Protein durch die geringere GroRBe und ldsst sich daher im Western-Blot als zweite Bande mit
geringerem Molekulargewicht detektieren. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie Kulturiiberstande (US) wurden
voneinander getrennt und anschlieBend durch SDS-PAGE sowie Western-Blot analysiert. HrpB2 wurde mittels
HrpB2-spezifischen Antikdrpern (Anti-HrpB2) detektiert.
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3.1.4 Funktionelle Charakterisierung der C-terminalen Proteinregion und
konservierter Aminosaurereste von HrpB2

Ergebnisse aus einer friiheren Studie wiesen darauf hin, dass unter anderem die Proteinregion
zwischen der Aminosaureposition 93 bis 130 aus HrpB2 fir die Proteinfunktion und damit fir
die Pathogenitat sowie Typ Ill-abhangigen Sekretion von Xcv wichtig ist (Hartmann et al.
2012). Durch eine vergleichende Analyse der C-terminalen Aminosauresequenz von HrpB2
aus Xcv sollten mogliche konservierte Aminoséurereste identifiziert und weitere Hinweise flr
die potentielle Funktion von HrpB2 gesammelt werden. Hierbei wurde ein bisher unbekanntes
Aminosauremotiv (VXTLxK, Aminosdure 123-128) identifiziert, welches unter den HrpB2-
homologen Proteinen aus Xanthomonas spp. und in HrpJ aus R. solanacearum konserviert ist.
Ein &hnliches Motiv wurde in der Aminosduresequenz der vorhergesagten ,,inner-rod®
Proteine Yscl aus Yersinia spp., Mxil aus S. flexneri und PrgJ aus Salmonella spp. gefunden
(Abbildung 3.6). Das VxTLxK-Motiv schlielt teilweise ein bereits identifiziertes Motiv
(TLMKNQ, Aminosdure 125-130) aus HrpB2-homologen Proteinen von Xanthomonas spp.
und R. solanacearum ein, welches eine wichtige Rolle fiir die Pathogenitat von Xac spielt
(Cappelletti et al. 2011). Um den Einfluss der konservierten Aminosaurereste 123 bis 128
innerhalb der C-terminalen Proteinregion von HrpB2 fur die Pathogenitat und Typ IlI-
abhangigen Sekretion von Xcv zu (berpriifen, wurden HrpB2-Derivate mit Deletionen von
123 bis 128 bzw. 123 bis 130, sowie Punktmutationen in V123, T125, L126 und K128,
erstellt (Abbildung 3.6 ).
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Abbildung 3.6: Vergleich C-terminaler Aminosaurereste von HrpB2 mit HrpJ, Mxl, Yscl und PrgJ

(A) Die C-terminale Aminosauresequenz von HrpB2 aus X. campestris pv. vesicatoria Stamm 85-10
(UniProtkB/TrEMBL: Q3BYK4, GenBank accession number YP_362159), HrpJ aus R. solanacearum GMI1000
(GenBank accession number NP_522427), Mxil aus Shigella flexneri (GenBank accession number AAP79001),
Yscl aus Yersinia enterocolitica Stamm W22703 (UniProtKB/TrEMBL: Q7BRZ3, GenBank accession number
AAD16842) and Prgl aus Salmonella enterica subp. enterica serovar typhimurium Stamm 14028 (GenBank
accession number ACY89885/AAB60190) wurden mittels Clustalw2
(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) miteinander verglichen. Konservierte Aminosdurereste sind mit
schwarzen Boxen markiert. Die angegeben Zahlen entsprechen der Position des jeweiligen Amninosdurerestes
in HrpB2. Die Aminosduren, die in HrpB2 zu Alanin ausgetauscht wurden, sind mit Sternen markiert. (B) Web-
Logo der C-terminalen Aminosduresequenz von HrpB2, HrpJ, Mxi, Yscl und PrgJ. Die relative Haufigkeit fir das
Auftreten eines bestimmten Aminosdurerestes ist in diesem Logo dargestellt
(http://meme.sdsc.edu/memed_6_1/cgi-bin/meme.cgi). Die Aminosduresequenz entspricht den Positionen
116-129 in HrpB2, 114-127 in HrpJ, 84-97 in Mxil, 101-114 in Yscl und 88-101 in PrgJ.
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Um die Funktionalitdt der HrpB2-Derivate zu testen, wurden Infektions- und
Sekretionsexperimente durchgefuhrt. HrpB2a123.130 und HrpB2a123-128 Waren nicht in der
Lage, den mutanten Phanotyp von 85-10AhrpB2 bezlglich Krankheitssymptome oder HR zu
komplementieren (Abbildung 3.7 A). Beide Derivate konnten nicht die T3S-Defizienz von
85*AhrpB2 komplementieren, wie am Beispiel der HrpF-Sekretion gezeigt wurde (Abbildung
3.7 C). Die eigene Sekretion von HrpB2x123.130 und HrpB2a123.128 konnte ebenfalls nicht
detektiert werden (Daten nicht gezeigt), da die Funktion von HrpB2 auch fiur seine eigene
Sekretion essentiell ist. Ein generell dominant-negativer Einfluss von HrpB2a123.130 und
HrpB2a123-128  Wurde  mittels  zusétzlicher  Infektions- und  Sekretionsexperimente
ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass die Aminosduren im
Bereich des VXTLxK-Motivs an der Position 123 bis 128 wichtig flr die Proteinfunktion von
HrpB2 und damit entscheidend fiir die Typ Ill-abhéngige Sekretion und Pathogenitat von Xcv
sind. Weitere Infektions- und Sekretionsexperimente wurden durchgefthrt, um den Einfluss
von Punktmutationen in VXTLxK auf die Proteinfunktion zu analysieren. HrpB2y123a uUnd
HrpB2t125a komplementierten den mutanten Phanotyp von 85-10AhrpB2 vollstandig,
HrpB2126a Und HrpB2ki28a dagegen nur partiell (Abbildung 3.8 A). Sekretionsexperimente
zeigten, dass HrpB2126a und HrpB2kissa die Sekretion von HrpF im Stamm 85*AhrpB2
nicht wiederherstellen konnten (Abbildung 3.8 B). In weiteren Sekretionsexperimenten wurde
die Sekretion der HrpB2-Derivate analysiert. Im Gegensatz zu HrpB2y123a und HrpB21125a
wurden deutlich geringere Mengen von HrpB2 1264 und HrpB2kizsa im Kulturiiberstand
nachgewiesen, obwohl alle Derivate in vergleichbaren Mengen im Gesamtzellextrakt
detektiert wurden (Abbildung 3.8 B). Wie zuvor beschrieben ist die vollstandige Funktion von
HrpB2 fiir seine eigene Sekretion notwendig. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus
den Komplementationsanalysen, dass ein HrpB2-Derivat mit einem einzelnen
Aminosaureaustausch zu Alanin an der Postion L126 und K128 die Pathogenitat und T3S
einer hrpB2-Deletionsmutante nicht vollstdndig wiederherstellen kann. Dies deutet an, dass
die konservierten Aminosduren L126 und K128 im Bereich des VXTLXK Motiv eine
bedeutende Rolle fur die Funktion von HrpB2 wéhrend der Typ Ill-abh&ngigen Sekretion

besitzen.



Ergebnisse 51

B  AhrpB2
v &
&,0 04,,0
: &'v &'\? &’1«"
) ECW kDa ‘?“ - ‘2‘& Q“
5= 3
11-|-_ -q—l
Anti-HrpB2
ECW-10R

kDa Q\&Q Q“Q Q\QQ

95_—--—..‘—.—TE

Q5 | S— - Us
Anti-HrpF

Abbildung 3.7: Komplementationsanalyse mit C-terminal verkiirzten HrpB2-Deletionsderivaten.

(A) Ergebnisse der Infektionsstudien. Suszeptible (ECW) und resistente (ECW-10R) Paprikapflanzen wurden mit
den Xcv-Stammen 85-10 (WT) und 85-10AhrpB2 (AhrpB2), welche die Plasmide pBRM (-) oder die pBRMhrpB2-
Expressionskonstrukte fir HrpB2 (HrpB2) bzw. HrpB2-Derivate (HrpB2a123.130 und HrpB2,153.128) enthielten,
infiltriert. Die Krankheitssymptome bei der suszeptiblen Pflanze wurden fiinf Tage nach der Infiltration
dokumentiert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter der resistenten Pflanze zwei Tage nach
der Infiltration in EtOH gebleicht und dokumentiert. Alle Xcv-Stamme wurden mit einer Bakteriendichte ODggg =
0,4 inokuliert. Markierte Blattbereiche kennzeichnen die Inokulationsflache. (B) Analyse der Proteinstabilitat.
Analyse der Proteinstabilitdat. Die Xcv-Stamme wurden in NYG angezogen und die Gesamtzellextrakte mittels
SDS-Page (10%) und Western-Blot analysiert. HrpB2 wurde mittels HrpB2-spezifischer Antikorper (Anti-HrpB2)
nachgewiesen. (C) Analyse der Typ lll-abhangigen Sekretion von HrpF in Xcv. Fir die in vitro-Sekretionsanalyse
wurden die Xcv Stdmme 85* (WT) und 85*AhrpB2 (AhrpB2), welche die oben genannten Plasmide oder
Expressionskonstrukte enthielten, in Sekretionsmedium inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie
Kulturiiberstande (US) wurden voneinander getrennt und anschlieBend durch SDS-PAGE sowie Western-Blot
analysiert. HrpF wurde durch HrpF-spezifische Antikorper (Anti-HrpF) detektiert.
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Abbildung 3.8: Komplementationsanalyse mit HrpB2-Derivaten mit Punktmutationen im konservierten
VxTLxK-Motiv.

(A) Ergebnisse der Infektionsstudien. Suszeptible (ECW) und resistente (ECW-10R) Paprikapflanzen wurden mit
den Xcv-Stammen 85-10 (WT) und 85-10AhrpB2 (AhrpB2), welche die Plasmide pBRM (-) oder die pBRMhrpB2-
Expressionskonstrukte fur HrpB2 (HrpB2) bzw. HrpB2-Derivate mit einem Aminosdureaustausch (V123A,
T125A, L126A und K128A) enthielten, infiltriert. Die Krankheitssymptome der suszeptiblen Pflanze wurden acht
Tage nach der Infiltration dokumentiert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter der resistenten
Pflanze ein Tag nach der Infiltration in EtOH gebleicht und dokumentiert. Die Xcv-Stimme wurden in die Blatter
der suszeptiblen Pflanze mit einer Bakteriendichte ODgy = 0,1 und resistenten Pflanze mit einer
Bakteriendichte ODgyo = 0,02 inokuliert. Markierte Blattbereiche kennzeichnen die Inokulationsflache. (B)
Analyse der Typ lll-abhdngigen Sekretion von HrpF und HrpB2 in Xcv. Fir die in vitro-Sekretionsanalyse wurden
die Xcv Stamme 85* (WT) und 85*AhrpB2 (AhrpB2), welche die oben genannten Plasmide oder
Expressionskonstrukte enthielten, in Sekretionsmedium inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie
Kulturiiberstande (US) wurden voneinander getrennt und anschlieRend durch SDS-PAGE sowie Western-Blot
analysiert. HrpF wurde durch HrpF-spezifische Antikérper (Anti-HrpF) und HrpB2 mittels HrpB2 spezifischen
Antikdrpern detektiert.
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3.1.5 Einfluss von HrpB2 auf die stabile Assemblierung der T3S-Pili

In weiteren Experimenten sollte mittels EM analysiert werden, ob die konservierten
Aminosduren innerhalb des VXTLxK-Motives von HrpB2 einen Einfluss auf die generelle
Assemblierung und Ausbildung der T3S-Pili von Xcv besitzen. Zu diesem Zweck wurde der
Xcv-Stamm 85*und 85*AhrpB2 der das Plasmid pBRM oder hrpB2-Expressionskonstrukte
enthielt, unter Sekretionsbedingungen auf speziell behandelten Gitterrosten, sogenannte
»gold-grids*“, inkubiert (2.7 oben), (Weber et al. 2005b). Diese speziellen Gitter erleichtern
die in-vitro Assemblierung von intakten T3S-Pili und ermdglichen deren anschlieende
Auswertung auf elektronenmikroskopischer Ebene. In Kooperation mit Gerd Hause
(Biozentrum, Martin-Luther University Halle-Wittenberg) und der technischen Unterstlitzung
durch Simone Fraas (Biozentrum) wurde die Anzahl der T3S-Pili von anndhernd 300
Bakterien je Xcv-Stamm mittels EM bestimmt. Hierbei wurden nur intakte und direkt mit den
Bakterien assoziierte T3S-Pili in die Z&hlung und statistische Auswertung aufgenommen. Wie
erwartet, wurden keine T3S-Pili beim Stamm 85*AhrpB2 beobachtet (Abbildung 3.9 A), da
HrpB2 fiur die Bildung des extrazellularen T3S-Pilus notwendig ist (Weber et al. 2005b).
Jedoch wiesen nur ca. 5% der Bakterienzellen vom Wildtypstamm 85* zwei bis drei T3S-Pili
und ca. 35% einen intakten T3S-Pilus auf. In ca. 60% der analysierten Bakterienzellen vom
Wildtypstamm 85* war der Nachweis von direkt assoziierten T3S-Pili nicht mdglich
(Abbildung 3.9 B). Da T3S-Pili &hnliche Strukturen h&ufig in direkter oder naherer
Umgebung der Bakterienzellen beobachtet wurden, ist die tatsachliche Anzahl der T3S-Pili
vor der Aufbereitung der EM-Gitter fiir die mikroskopische Aufnahme wahrscheinlich groRer
und diese brechen wéhrend der Probenaufbereitung ab. Die Pilusbildung im Stamm
85*AhrpB2 konnte durch HrpB2, nicht jedoch durch HrpB2 ai23.130 und HrpB2a123-128
wiederhergestellt werden (Abbildung 3.9 A). Die ektopische Expression von hrpB2 fiihrte
sogar zu einer erhéhten Anzahl von Pili im Vergleich zu 85*(Abbildung 3.9 B). In Gegenwart
von HrpB2 1264 Und HrpB2kizsa War die Anzahl der beobachteten T3S-Pili signifikant
reduziert (Abbildung 3.9 B). Dies deutet darauf hin, dass das VXTLxK-Motiv und speziell die
Aminosduren Leucin (L) an Position 126 und Lysin (K) an Position 128 von HrpB2 fir eine

stabile Assemblierung der T3S-Pili in Xcv wichtig sind.
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Abbildung 3.9: Einfluss des VXTLxK-Motivs in HrpB2 auf die stabile Assemblierung des T3S-Pilus.

(A) EM-Aufnahmen der Xcv-Stamme 85* (WT) und 85*AhrpB2 (AhrpB2), welche die Plasmide pBRM (-) oder die
pBRMhrpB2-Expressionskonstrukte fir HrpB2 (HrpB2) bzw. HrpB2-Derivate mit einem Aminosaureaustausch
(V123A, T125A, L126A und K128A) oder einer Deletion (A123-130 und A123-128) enthielten. Die Bakterien
wurden unter Sekretionsbedingungen auf ,gold-grids” inkubiert und fir die EM-Aufnahmen negativ-
kontrastiert. Schwarze Pfeile zeigen die mit den Bakterien direkt assoziierten T3S-Pili. Der schwarze Balken
entspricht 1 um. (B) Diagramm der statistischen Auswertung beobachteter T3S-Pili. Die Anzahl der intakten mit
der duBeren Membran assoziierten T3S-Pili wurde von anndhernd 300 Bakterien je Xcv-Stamm und Gitter aus
jeweils drei Replikaten bestimmt. Das Diagramm zeigt den prozentualen Anteil der Zellen mit jeweils 0,1,2 oder
3 Pili an der Gesamtzahl der ausgezdhlten Bakterien (100 %) pro Xcv-Stamm. Signifikante prozentuale
Unterschiede im Vergleich zu 85*AhrpB2 (AhrpB2) mit HrpB2 und nach dem ungepaarten Student’s t-Test
(P<0,05) sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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3.1.6 HrpB2 ist vermutlich keine Komponente des extrazellularen T3S-Pilus

Da HrpB2 entscheidend an der Pilusbildung beteiligt ist, konnte die Moglichkeit nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich bei HrpB2 um eine Komponente des Pilus handelt. Als
Hauptbestandteil des Pilus wurde in frilheren Experimenten jedoch HrpE identifiziert (Weber
et al. 2005b). Um eine magliche Funktion von HrpB2 als Pilusprotein zu analysieren, wurde
der Wildtypstamm 85* unter Sekretionsbedingungen auf ,,gold-grids“, inkubiert (2.7 oben)
und in Kooperation mit Gerd Hause mittels EM untersucht. Dabei wurden HrpB2 und HrpE
mit polyklonalen Antiseren und mit Goldpartikel gekoppelten, sekundaren Antikdrpern
nachgewiesen (Abbildung 3.10). Nach Inkubation der Proben mit HrpE-spezifischen
Antikorpern, konnten direkt mit dem T3S-Pilus assoziierte und perlenschnurartig aneinander
gereihte Goldpartikel dokumentiert werden (Abbildung 3.10). Dieses spezifische Muster
bestatigt frihere Studien und zeigt dass HrpE ein Besatndteil des T3S-Pilus von Xcv ist
(Weber et al. 2005b). Fir HrpB2 konnten dagegen nur wenige Goldpartikel in unmittelbarer
Nachbarschaft des T3S-Pili nachgewiesen werden (Abbildung 3.10). Da die Sekretion von
HrpB2 in AhpaC signifikant verstarkt ist (Lorenz et al. 2008b), wurden weitere EM-Analysen
mit dem Stamm 85*AhpaC durchgefihrt. In diesem Fall wurden fiir HrpB2 signifikant mehr
Goldpartikel, diese aber im Gegensatz zu HrpE nur in der ndheren Umgebung der T3S-Pili,
detektiert (Abbildung 3.10). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass HrpB2 im Vergleich
zu HrpE wahrscheinlich keine Hauptkomponente des T3S-Pilus ist.
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Abbildung 3.10: Immunologische Goldmarkierung von HrpE und HrpB2.

EM-Aufnahmen der Xcv-Stamme 85* (WT)
Sekretionsbedingungen auf ,gold-grids” inkubiert und fiir die EM-Aufnahmen negativ-kontrastiert. Die
einzelnen Proben wurden mit primaren Antikorpern gegen HrpE (Anti-HrpE) und HrpB2 (Anti-HrpB2) inkubiert.
Die spezifische Erkennung der Proteine wurde mit Goldpartikel gekoppelten, sekundadren Antikoérpern
visualisiert (weiRe Pfeile) und am EM dokumentiert. Die schwarzen Pfeile kennzeichnen T3S-Pili, die direkt mit

den Bakterien assoziiert sind.

und 85*AhpaC (AhpaC).
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Anti-HrpB2
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3.1.7 HrpB2 ist vermutlich im Periplasma von Xcv lokalisiert

Da HrpB2 vermutlich kein Pilusprotein ist, sollten seine subzelluldre Lokalisierung in Xcv
analysiert werden. Zu diesem Zweck wurde der Xcv-Stamm 85*AhrpB2, welcher
Expressionskonstrukte fur HrpB2, HrpB221.130 oder HrpB2a123.128 enthielt, unter T3S-
induzierenden Bedingungen angezogen. Mittels Ultrazentrifugation wurden Fraktionen aus
Zytoplasma, Periplasma, innere und auBere Membran voneinander separiert und die Proteine
in den unterschiedlichen Fraktionen mittels SDS-Page sowie Western-Blot analysiert (2.6
oben) (Thein et al. 2010). HrpB2, HrpB221.130 und HrpB2,123-128 Wurden ausschliellich im
Gesamtzellextrakt, in der mit Periplasma und &uferen Membran angereicherten Fraktion
detektiert, nicht jedoch in der mit Zytoplasma oder mit inneren Membran angereicherten
Fraktion (Abbildung 3.11 A). Als Kontrolle wurden die Western-Blots mit Anti-HrcC
inkubiert. Entsprechend friherer Beobachtungen war HrcC in allen Fraktionen detektierbar
(Abbildung 3.11 A). Bei den in inneren Membran und Periplasma detektierten Proteinen
handelt es sich mdglicherweise um Transportintermediate von HrcC, welches vermutlich Sec-
abhéngig uber die innere Membran transportiert wird. Die experimentellen Daten deuten an,
dass HrpB2 insbesondere im Periplasma sowie der AuReren Membran lokalisiert ist. Auf die
subzelluldre Lokalisierung besitzen die Aminosauren 123 bis 128 und die 20 N-terminalen
Aminosdurereste von HrpB2 hierbei keinen Einfluss. Die Detektion von HrpB2;1.13 im
Periplasma war unerwartet, da dieses Derivat vom T3SS nicht mehr sekretiert wird
(Abbildung 3.3). Um zu Uberprifen, ob die subzelluldre Lokalisierung von HrpB2 von einem
aktiven T3SS abhangig ist, wurden die Lokalisierungsstudien mit 85-10-Derivaten unter nicht
T3S-induzierenden Bedingungen durchgefiihrt. HrpB2 wurde ektopisch in 85-10AhrpB2
exprimiert. Die Detektion von HrpB2 erfolgte wiederum hauptséchlich in der mit Periplasma
und aulleren Membran angereicherten Fraktion (Abbildung 3.11 B). Dies deutet darauf hin,
dass HrpB2 unabhéngig vom T3S-System in das Periplasma und der dufReren Membran

transportiert wird.
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Abbildung 3.11: Die subzelluldre Lokalisierung von HrpB2.

(A) Fiur die Analyse der subzelluldren Lokalisation von HrpB2 und HrpB2-Derivaten wurde der Xcv-Stamm
85*AhrpB2 (AhrpB2) mit pBRMhrpB2-Expressionskonstrukten fiir HrpB2 (HrpB2) oder HrpB2-Derivaten
(HrpB2,1.13p und HrpB2,153.128) in Sekretionsmedium angezogen. (B) Fir die Analyse der subzelluldren
Lokalisierung von HrpB2 unter nicht-induzierenden Bedingungen wurden die Xcv Stamme 85*AhrpB2 und 85-
10 AhrpB2 mit pBRMhrpB2-Expressionskonstrukt (HrpB2) in komplexen NYG-Medium angezogen. Bei einer
ODgyy von ca. 0,9 wurden die Bakterien geerntet und Gesamtzellextrakte (TE) hergestellt. Mittels
Ultrazentrifugation wurden Zytoplasma (Z), Inneren Membran (IM), Periplasma (PP) und AuReren Membran
(AM) voneinander getrennt. Die Fraktionen wurden durch SDS-PAGE (15%) und Western-Blot analysiert. HrpB2
(Anti-HrpB2) und HrcC (Anti-HrcC) wurden mittels spezifischer Antikérpern detektiert. Aliquots der Fraktionen
wurden zusatzlich auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt.
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3.1.8 PrgJ oder Yscl tibernehmen nicht die funktionelle Rolle von HrpB2

Die periplasmatische Lokalisierung von HrpB2 weist darauf hin, dass es sich bei HrpB2
mdoglicherweise um eine Komponente ahnlich des vorhergesagten ,,Inner Rod*“ vom T3S-
System aus Yersinia spp. oder Salmonella spp. handelt (Marlovits et al. 2006; Wood et al.
2008; Hartmann et al. 2012). HrpB2 weist jedoch nur geringfligige Homologie mit Yscl aus
Yersinia spp. oder PrgJ aus Salmonella spp. auf (Abbildung 3.12).

A (1) 1 10 20 30 70 80 93
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Abbildung 3.12: Vergleich der Aminosauresequenz von HrpB2 mit Yscl und Prgl.

Aminosduresequenzvergleich zwischen HrpB2 vom Xcv Stamm 85-10 (UniProtKB/TrEMBL: Q3BYK4) und (A) Yscl
von Yersinia enterocolitica Stamm W22703 (UniProtKB/TrEMBL: Q7BRZ3) und (B) Prgl aus Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium Stamm 14028 (Acession: ACY89885) mittels AlignX (VectorNTI Advance ™
11.0). Identische Aminosduren sind rot auf gelben Hintergrund und Aminosaurereste mit vergleichbaren
chemischen Eigenschaften sind griin unterlegt. Sterne kennzeichen die einzelnen Aminosduren vom VxTLxK-
Motiv. Die korrespondierende Aminosaureposition in HrpB2 ist angegeben. Die Aminosduresequenz von Yscl
bzw. Prgl ist jeweils mit 8,5 % identisch zur Aminosduresequenz von HrpB2.

Um zu dberprifen, ob Yscl und PrgJ eine genomische hrpB2-Deletionsmutante
komplementieren kdnnen, wurden beide Gene unter Kontrolle von lacP in Fusion mit einer 3-
fachen c-myc-Epitop kodierenden Sequenz im Stamm 85-10AhrpB2 und 85*AhrpB2
ektopisch exprimiert. Fir Komplementationsstudien wurden die Bakterien in Blatter von
suszeptiblen und resistenten Paprikapflanzen inokuliert. Die ektopische Expression von yscl
oder prgJ im Wildtypstamm 85-10 (ibte keinen sichtbaren Einfluss auf die Symptombildung
aus (Daten nicht gezeigt). Beide Gene waren ebenfalls nicht in der Lage den mutanten
Phénotyp einer genomischen hrpB2-Deletionsmutante zu komplementieren (Abbildung 3.13
A). Dies lag nicht an der Proteinstabilitdt, da sowohl Yscl-c-Myc als auch PrgJ-c-Myc
immunologisch in den Gesamtzellextrakten nachgewiesen werden konnten (Daten nicht
gezeigt). Ahnliche Ergebnisse zeigten die Sekretionsanalysen. So konnte die
Sekretionsdefizienz vom Stamm 85*AhrpB2 durch PrgJ-c-Myc und Yscl-c-Myc nicht
aufgehoben werden (Abbildung 3.13 B). Es besteht die Mdglichkeit, dass die translationale
Fusion des c-Myc-Epitops mit Yscl und PrgJ die Proteinfunktion negativ beeinflusst. Aus

diesem Grund wurden die Gene yscl bzw. prgJ zusétzlich ohne c-myc-Epitop kodierenden
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Sequenz im Stamm 85-10AhrpB2 und 85*AhrpB2 ektopisch exprimiert. Die
Infektionsexperimente und Sekretionsanalysen zeigten jedoch, dass PrgJ oder Yscl den
mutanten Phanotyp einer hrpB2-Deletionsmutante nicht komplementieren (Abbildung 3.13 A
und B). PrgJ oder Yscl sind daher vermutlich nicht in der Lage die funktionelle Rolle von
HrpB2 zu Ubernehmen. In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob PrgJ-c-Myc und
Yscl-c-Myc von Xcv sekretiert werden konnen. Jedoch konnte weder fur PrgJ-c-Myc oder
Yscl-c-Myc eine Sekretion in den Kulturiberstand nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Da die Sekretion von PrgJ und Yscl im Wildtypstamm 85* mdglicherweise
vergleichbar zu HrpB2 sehr gering ist, wurden Sekretionsanalysen auch in 85*AhpaC
durchgefihrt. Wie im Stamm 85*, konnten PrgJ-c-Myc und Yscl-c-Myc jedoch auch in
85*AhpaC nicht im Kulturiiberstand nachgewiesen werden und werden daher von Xcv

vermutlich nicht sekretiert.
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Abbildung 3.13: Funktionelle Analyse von Prgl und Yscl in Xcv.

(A) Ergebnisse der Infektionsstudien. Suszeptible (ECW) und resistente (ECW-10R) Paprikapflanzen wurden mit
den Xcv-Stammen 85-10 (WT) und 85-10AhrpB2 (AhrpB2), welche das Plasmid pBRM (-), das pBRM-
Expressionskonstrukte fiir HrpB2 oder die Expressionskonstrukte fiir PrgJ-c-Myc bzw. Yscl-c-Myc oder Prg) bzw.
Yscl enthielten, infiltriert. Die Krankheitssymptome bei der suszeptiblen Pflanze wurden acht Tage nach der
Infiltration dokumentiert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter der resistenten Pflanze zwei
Tage nach der Infiltration mit EtOH gebleicht und dokumentiert. Alle Xcv-Stdmme wurden mit einer
Bakteriendichte ODgyq = 0,4 inokuliert. Markierte Blattbereiche kennzeichnen die Inokulationsflache. (B)
Ergebnisse der Sekretionsanalyse. Fur die in vitro-Sekretionsanalyse wurden die Xcv Stamme 85* (WT) und
85*AhrpB2 (AhrpB2), welche die oben genannten Konstrukte enthielten, in Sekretionsmedium inkubiert. Die
Gesamtzellextrakte (TE) sowie Kulturiiberstinde (US) wurden voneinander getrennt und anschlieRend durch
SDS-PAGE (10%) sowie Western-Blot analysiert. HrpF wurde durch HrpF-spezifische Antikorper (Anti-HrpF)
detektiert. (C) Ergebnisse der in vitro-Sekretionsanalyse von Prgl-c-Myc bzw. Yscl-c-Myc in Xcv. Der Xcv Stamm
85*AhpaC (AhpaC), welcher das Plasmid pBRM (-) oder das Expressionskonstrukt fir Prgl-c-Myc bzw. Yscl-c-
Myc enthielt, wurde in Sekretionsmedium inkubiert und die Proben wie oben beschrieben analysiert. Prgl-c-
Myc bzw. Yscl-c-Myc wurden durch c-Myc-spezifische Antikdrper (Anti-c-Myc) detektiert. Zur Uberpriifung der
Typ lll-abhangigen Sekretion wurde die Membran mit HrpB2-spezifischen Antikbpern (Anti-HrpB2) reinkubiert.
#1 und ,#2 stellen jeweils unabhangige Xcv-Konjuganten dar.
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3.1.9 HrpB2 interagiert mit HpaC und HrcUgs.357

In friheren Experimenten konnte bereits eine Interaktion zwischen dem T3S4-Protein HpaC
und HrpB2-c-Myc nachgewiesen werden (Lorenz et al. 2008b). Um Proteinregionen in
HrpB2 zu identifizieren, die malgeblich an der Interaktion mit HpaC beteiligt sind, wurden
GST-,,pull down“-Analysen mit HpaC und N- bzw. C-terminal verklrzten HrpB2-
Deletionsderivaten durchgefihrt. Hierfir wurden GST-HrpB2, GST-HrpB2p1.90, GST-
HrpB2¢1.122 und GST-HrpB2go.130 an eine Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem
E. coli-Lysat inkubiert, welches HpaC-c-Myc enthielt. Wie erwartet, wurden HpaC-c-Myc im
Eluat von GST-HrpB2 nicht jedoch von GST nachgewiesen (Abbildung 3.14 A). Im
Vergleich zu GST-HrpB2 wurden im Eluat mit GST-HrpB2p:.90 (nicht gezeigt), GST-
HrpB2gp.130 und GST-HrpB2o1.12; reduzierte Proteinmengen von HpaC-c-Myc detektiert
(Abbildung 3.14 A). Damit konnte keine fiir die Interaktion bevorzugte Proteinregion in
HrpB2 identifiziert werden, da sowohl N- als auch C-terminale Deletionen einen Einfluss auf
die Interaktion haben. Zusétzlich zur Interaktion mit HpaC, sollte ein mdglicher Einfluss N-
und C-terminaler Proteinregionen von HrpB2 auf die Interaktion mit HrcU,gs.35; analysiert
werden. Im Vergleich zu GST-HrpB2 wurden im Eluat mit GST-HrpB2p1.g0 reduzierte
Proteinmengen von HrcUzgs-357-c-Myc und im Eluat mit GST-HrpB2go.130 kein HrcUzgs.357-C-
Myc detektiert (Abbildung 3.14 B). Damit weisen die Daten darauf hin, dass der Bereich von
Aminoséureposition 90 bis 130 aus HrpB2 einen Einfluss auf die Affinitat zwischen HrpB2
und HrcUyes.357 besitzt, jedoch selbst fur eine effiziente Interaktion mit HrcUjgs.35; hicht

ausreicht.
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Abbildung 3.14: Nachweis der Interaktion von HrpB2 mit HpaC und HrcU g5 357.

(A) HrpB2 und HrpB2-Derivate interagieren mit HpaC. Fur die GST-,pull down“-Analyse wurden GST, GST-
HrpB2, GST-HrpB2g1.125, GST-HrpB249.130 an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat
inkubiert, welches HpaC-c-Myc enthielt. Das Lysat (Gesamtzellextrakt) und die Eluate wurden durch Western-
Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen Antikérpern auf verschiedenen Membranen analysiert. GST und GST-
Fusionsproteine sind mit einem Stern gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar. (B)
HrpB2 und HrpB2-Derivate interagieren mit HrcU,gs.357. Flir die GST-,,pull down“-Analyse wurden GST und die
GST-Fusionsproteine an eine Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches
HrcU,gs5.357-c-Myc enthielt. Das Lysat und die Eluate wurden wie oben beschrieben analysiert.
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3.2 HpaC - ein Kontrollprotein des T3S-Systems mit potentieller T354-
Domane

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde das T3S4-Protein HpaC charakterisiert,
welches die effiziente Sekretion von HrpB2 inhibiert, die Sekretion von Translokon- und
Eftktorproteinen dagegen fordert. Mittels einem “PSI-BLAST* und dem Abgleich von
Hydrophobizitatsmuster konnte bereits gezeigt werden, dass die T3S4-Doméne, welche
wahrend des Wechsels der Substratspezifitat eine entscheidende Rolle spielt, wahrscheinlich
nicht ausschliellich auf Proteine aus tierpathogenen Bakterien beschrankt ist (Agrain et al.
2005a). Die Ergebnisse aus dieser Studie deuten darauf hin, dass das Protein HpaP (27%
identisch zu HpaC) aus dem pflanzenpathogenen Bakterium R. solanacearum im C-
terminalen Bereich Sequenzahnlichkeiten mit T3S4-Domanen von bekannten T3S4-Proteinen
aus tierpathogenen Bakterien sowie zu HpaC besitzt (Agrain et al. 2005a; Lorenz et al.
2008b) (Abbildung 3.15). Homologe Sequenzen zwischen HpaC und T3S4-Proteinen aus
tierpathogenen Bakterien wurden jedoch nicht identifiziert. Um Hinweise flr eine mogliche
Struktur von HpaC zu erhalten, wurde eine webbasierte, bioinformatische Vorhersage der
Sekundérstruktur durchgefiihrt. Mittels ,,GLOBPLOT* (http://globplot.embl.de/) konnte in
HpaC eine potentielle globuldre Domane ab der Aminoséaureposition 112 bis 113 identifiziert
werden. Fr die Identifizierung funktioneller Proteinregionen in HpaC, wurden C-Terminal c-
Myc-markierte HpaC-Derivate mit sequentiellen 10 Aminosdure umfassenden Deletionen
erstellt (Abbildung 3.20). Leider schlug die Erstellung eines Expressionskonstruktes flr
HpaCasy61 auch nach mehrfachen Ansdtzen fehl. Die korrekte Amplifikation der
entsprechenden Nukleotidsequenz war durch die eingeschrankte Wahl der spezifischen
Oligonukleotide nicht ohne Fehler moéglich. Aus diesem Grund wurde HpaCasy61 aus den
weiteren Betrachtungen ausgenommen. Die erstellten Expressionskonstrukte fiir die HpaC-
Deletionsderivate wurden in die Xcv-Stamme 85-10 und 85-10AhpaC sowie die Xcv 85-10-
Derivate 85* und 85*AhpaC konjugiert und funktionell analysiert.
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Abbildung 3.15: Bioinformatische Analyse der Aminosauresequenz von HpaC aus Xcv.

(A) Aminosduresequenzabgleich zwischen HpaC vom Xcv Stamm 85-10 (,,accession number” CAJ22055) und
HpaP aus Ralstonia solanacearum (,,accession number”“ CAB58249) mittels AlignX (VectorNTI Advance ™ 11.0).
Identische Aminosduren sind rot auf gelben Hintergrund und Aminosaurereste mit vergleichbaren chemischen
Eigenschaften sind griin unterlegt. Die Aminosdureposition von HpaC ist angegeben. HpaC und HpaP besitzen
einen Anteil von 27% identischen und 36,2% dhnlichen Aminosduren. Die C-terminale Proteinregion von HpaP
besitzt eine vorhergesagte T3S4-Domidne (gepunktete Linie). Die mit Sternen gekennzeichneten
Aminosaurereste sind zwischen HpaP und anderen Proteinen mit einer T3S4-Domane konserviert (Agrain
2005).

3.2.1 ldentifizierung funktioneller Proteinregionen

Durch Infektionsstudien wurden die HpaC-Derivate auf ihre Fahigkeit getestet, den mutanten
Phanotyp vom Stamm 85-10AhpaC zu komplementieren. Die Deletion von hpaC fuhrt zu
einer reduzierten Virulenz von Xcv, welche sich durch sichtbar reduzierte
Krankheitssymptome und HR nach der |Infiltration in suszeptiblen und resistenten
Paprikapflanzen nachweisen lasst (Buttner et al. 2006), (Abbildung 3.16). Wie in friiheren
Studien bereits gezeigt, wurde der mutante Phéanotyp der genomischen hpaC-
Deletionsmutante durch ektopischen Expression von hpaC komplementiert (Blttner et al.
2006), (Abbildung 3.16). Komplementation wurde ebenfalls fiir HpaC-Deletionsderivate
beobachtet mit Deletionen im Bereich von Aminosaureposition 42 bis 101 (Abbildung 3.16).
Deletionen im Bereich von Aminosaureposition 02 bis 41 und 102 bis 212 flihrten dagegen zu
einem Funktionsverlust von HpaC (Abbildung 3.16). Dies ist nicht auf einen dominant-
negativen Effekt dieser Derivate zuriickzufiihren, da die Expression aller hpaC-Derivate im
Wildtypstamm 85-10 nicht zu einer Beeintrdchtigung der Symptomausbildung auf
suszeptiblen und resistenten Paprikapflanzen fiihrte. (Daten nicht gezeigt). Ebenfalls wurde
die stabile Expression von hpaC und der hpaC-Deletionsderivate mittels c-Myc-spezifischer
Antikorper Gberprift. Im Vergleich zu HpaC wurden fur die HpaC-Deletionsderivate keine
signifikanten Unterschiede in der Proteinmenge im Gesamtzellextrakt detektiert (Daten nicht
gezeigt). Damit zeigen die Ergebnisse der Infektionsstudien, dass im Gegensatz zur zentralen
Proteinregion (Aminosdureposition 42 bis 101), die N-terminalen- (Aminosaureposition 02

bis 41) und C-terminalen Aminosaurebereiche (Aminosaureposition 102 bis 212) aus HpaC
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fur die Unterstitzung der Proteinfunktion wvon HpaC notwendig sind. Neben
Infektionsexperimenten sollte durch Sekretionsstudien Uberprift werden, inwieweit die
reduzierte Sekretion von HrpF und verstérkte Sekretion von HrpB2 in 85*AhpaC durch die
erstellten HpaC-Deletionsderivate komplementiert werden kann (Buttner et al. 2006; Lorenz
et al. 2008b). Die Sekretionsanalysen wurden wie zuvor beschrieben in Xcv-Stdammen mit
einer konstitutiv aktiven Version von HrpG (HrpG*) durchgefihrt. Nach Induktion der T3S
wurden die Gesamtzellextrakte und Kulturiiberstande auf die Anwesenheit von HrpF und
HrpB2 untersucht. Die Sekretion von HrpF in der genomischen hpaC-Deletionsmutante
konnte durch HpaC und HpaC-Deletionsderivate mit Deletionen im Bereich der Positionen 42
bis 101 partiell oder vollstdandig komplementiert werden (Abbildung 3.17). Im Gegensatz
dazu wurde die Sekretion von HrpF durch HpaC-Deletionsderivate mit Deletionen in der
Region von der Aminosaure 02 bis 41 sowie 102 bis 212 nicht wiederhergestellt (Abbildung
3.17). Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Infektionsanalysen. Im
Gegensatz zu HrpF wird HrpB2 in 85*AhpaC verstarkt sekretiert. Dies konnte durch
Expression von hpaC nicht jedoch der meisten hpaC-Deletionsderivate komplementiert
werden (Abbildung 3.17). Ein dominat-negativer Einfluss der HpaC-Deletionsderivate im
Xcv-Stamm 85*auf die Typ Ill-abhdngige Sekretion von HrpF oder HrpB2 wurde nicht
festgestellt (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Aminosduren 42
bis 101 einen Einfluss auf die Sekretion von HrpB2 besitzen, jedoch die Kontrolle der
Sekretion von HrpB2 und HrpF durch HpaC vermutlich unterschiedlichen Mechanismen
unterliegt. HpaC selbst wird wahrscheinlich nicht Typ Ill-abhdngig sekretiert, da weder HpaC
noch die HpaC-Deletionsderivate im Kulturiberstand von 85*AhpaC detektiert werden

konnten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.16: Komplementatlonsanalyse mit den erstellten HpaC-DeIetlonsderivaten (2).

Ergebnisse der Infektionsstudien. Suszeptible (ECW) und resistente (ECW-10R) Paprikapflanzen wurden mit den
Xcv-Stammen 85-10 (WT) und 85-10AhpaC (AhpaC), welche die Plasmide pDGW4M (-) oder
Expressionskonstrukte fur HpaC bzw. HpaC-Deletionsderivate (A02-11 = Deletion von Aminosadureposition 02
bis 11) enthielten, infiltriert. Die Dokumentation der Symptome bei der suszeptiblen Pflanze erfolgte acht Tage
nach der Infiltration. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter der resistenten Pflanze drei Tage
nach der Infiltration in EtOH gebleicht und dokumentiert. Alle Xcv-Stdmme wurden mit einer Bakteriendichte
ODgyo = 0,2 inokuliert. Markierte Blattbereiche kennzeichnen die Inokulationsflache. Stern kennzeichnet eine
unabhangige Inokulation.
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Abbildung 3.17: Komplementationsanalyse mit den erstellten HpaC-Deletionsderivaten (2).
Analyse der Typ lll-abhadngigen Sekretion von HrpF und HrpB2 in Xcv. Fir die in vitro-Sekretionsanalyse wurden

die Xcv-Stamme 85* (WT) und 85%*

AhpaC  (AhpaC),

welche die Plasmide pDGW4M

oder

Expressionskonstrukte fir HpaC bzw. HpaC-Deletionsderivate (A02-11 = Deletion von Aminosaureposition 02
bis 11) enthielten, in Sekretionsmedium inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie Kulturiiberstinde (US)
wurden voneinander getrennt und anschlieBend durch SDS-PAGE sowie Western-Blot analysiert. HrpF wurde
durch HrpF-spezifische Antikorper (Anti-HrpF) bzw. HrpB2 durch HrpB2-spezifische Antikérper und HpaC
mittels c-Myc-spezifischer Antikérper (Anti-c-Myc) detektiert. Die Bande oberhalb der 95 kDa entspricht HrpF
und weitere Signale stellen Degradationsprodukte von HrpF dar.
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Auf Grundlage der Ergebnisse der Komplementationsanalysen und der Hinweise aus dem
Aminoséuresequenzvergleich (Abbildung 3.15) wurden weitere HpaC-Deletionsderivate
erstellt, die in den Aminoséuren 42 bis 101 bzw. 62 bis 91 oder 164 bis 168 bzw. 171 bis 175
deletiert sind (Abbildung 3.20) und analog analysiert (Abbildung 3.18). Infektionsstudien und
Sekretionsanalysen zeigten, dass die Deletion der Aminosduren 42 bis 101 bzw. 62 bis 91
nicht zu Beeintrachtigung der Proteinfunktion von HpaC fiuihrte (Abbildung 3.18 A und C).
Dagegen komplementierten die Derivate HpaCaies-168 Und HpaCaj71.175 den mutanten
Phénotyp nicht, was fur eine essentielle Bedeutung der Region 164 bis 168 und 171 bis 175
spricht (Abbildung 3.18 A und C).
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Abbildung 3.18: Komplementationsanalyse mit den erstellten HpaC-Deletionsderivaten (3).

(A) Ergebnisse der Infektionsstudien. Suszeptible (ECW) und resistente (ECW-10R) Paprikapflanzen wurden mit
den Xcv-Stammen 85-10 (WT) und 85-10AhpaC (AhpaC), welche die Plasmide pBRM (-) oder -
Expressionskonstrukte fir HpaC (HpaC) bzw. HpaC-Deletionsderivate (A42-101 = Deletion von
Aminosaureposition 42 bis 101) enthielten, infiltriert. Krankheitssymptome der suszeptiblen Pflanze wurden
sechs Tage nach der Infiltration dokumentiert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden Blatter der
resistenten Pflanze drei Tage nach der Infiltration in EtOH gebleicht. Die Blatter der suszeptiblen Pflanze
wurden mit einer ODggo = 0,1 und resistenten Pflanze mit ODgg, = 0,02 inokuliert. Markierte Blattbereiche
kennzeichnen die Inokulationsflache. (B) Analyse der Proteinexpression. Die in A analysierten Xcv-Stamme
wurden in NYG-Medium (ber Nacht angezogen und Gesamtzellextrakte mittels Western-Blot analysiert. (C)
Analyse der Typ lll-abhdngigen Sekretion von HrpF und HrpB2. Fiir die in vitro-Sekretionsanalyse wurden die
Xcv-Stamme 85* (WT) und 85* AhpaC (AhpaC), welche die Expressionskonstrukte fur HpaC enthielten, in
Sekretionsmedium inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie Kulturiiberstinde (US) wurden mittels SDS-
PAGE und Western-Blot analysiert. HrpF wurde durch HrpF-spezifische Antikorper (Anti-HrpF) bzw. HrpB2
durch HrpB2-spezifische Antikdrper und HpaC mittels c-Myc-spezifischer Antikorper (Anti-c-Myc) detektiert.
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3.2.2 Die Bindestelle von HrcU3ss.357 ist in der C-terminalen Region von HpaC
lokalisiert

In friheren Experimenten konnte bereits die Interaktion zwischen dem T3S4-Protein HpaC
und der C-terminalen, zytoplasmatischen Doméane von HrcU (HrcUgss.357) nachgewiesen
werden (Lorenz et al. 2008b). Um Regionen und Aminosdurereste in HpaC zu identifizieren,
die malgeblich an der Interaktion mit HrcU,ss.357 beteiligt sind, wurden die HpaC-
Deletionsderivate mittels GST-,,pull down*“-Analyse analysiert. Aus diesem Grund wurden
GST und das Fusionsprotein GST-HrcU,s5.35; an eine Glutathion-Sepharose immobilisiert
und mit E. coli-Lysaten inkubiert, welche HpaC-c-Myc oder Deletionsderivate davon
enthielten (Abbildung 3.19). Eine spezifische Interaktion mit dem Fusionsprotein GST-
HrcUzss.357 konnte fur alle HpaC-Deletionsderivate mit Deletionen im Bereich der
Aminosauren von Position 02 bis 121 gezeigt werden (Abbildung 3.19). Im Vergleich zu
HpaC war jedoch die detektierte Proteinmenge fur HpaCaj12-121 im Eluat mit GST-HrcU2s5.357
deutlich reduziert. Im Gegensatz dazu konnte kein HpaC-Deletionsderivat mit einer Deletion
im Bereich von Aminosaure 122 bis 212 im Eluat mit GST-HrcUzss.35; hachgewiesen werden
(Abbildung 3.19 A). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen war die Interaktion zwischen
HpaC und HrcU»s5.357 auch bei Deletion der Aminosduren 62 bis 91 nicht beeintrachtigt
(Abbildung 3.19 B). HpaC-Derivate mit Deletionen im Bereich der Aminosauren 164 bis 168
oder 171 bis 175 waren dagegen nicht mehr im Eluat mit GST HrcU2ss.357 nachweisbar
(Abbildung 3.19 B). Die Analyse der Interaktion zwischen HpaC-Deletionsderivaten und
HrcU2s5.357 zeigt, dass die C-terminale Region von HpaC im Bereich der Aminoséuren 112
bis 212 fir eine stabile Interaktion mit HrcUss.357 notwendig ist, wohingegen die N-terminale
und zentrale Region von HpaC bis zur Aminosdure 111 fir die Interaktion mit HrcUjss.357
nicht erforderlich sind (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.19: Interaktionsanalyse zwischen HrcU,ss.35; und HpaC-Derivaten.

(A) Ergebnisse der Interaktionsstudie zwischen HpaC-Derivaten und HrcUjyss.3s;. FlUr die GST-,pull down“-
Analyse wurden GST und GST-HrcU,ss3s; an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten
inkubiert, welche HpaC-c-Myc (WT) oder die HpaC-Deletionsderivate (A) enthielten. Lysate sowie Eluate
wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. HpaC-Derivate wurden mittels c-Myc-spezifischer
Antikorper (Anti-c-Myc) und GST oder GST-HrcU,ss 357 mittels GST-spezifischer Antikorper (Anti-GST) detektiert.
Ein Nachweis der GST-Fusionsproteine ist an einem Western-Blot reprdsentativ gezeigt und wurde fir jeden
GST-,pull down mit vergleichbarem Ergebnis durchgefiihrt. GST und GST-Fusionsproteine sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar. Antikoérperreaktionen wurde mittels
Chemilumineszenz visualisiert. (B) Ergebnisse der Interaktionsstudie zwischen HpaC-Deletionsderivaten und
HrcU,ss.357. Lysate und Eluate wurden wie oben beschrieben analysiert.
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3.2.3 Zusammenfassung: Identifizierung funktioneller Proteinregionen

Komplementation von AhpaC

T3S4-Domine in planta _in vitro-Sekretion -Interaktion
60 80 100 120 140 160 180 200 212 HrpF HrpB2  GST-HrcUass-asy

442-101 [ + + + +
a62-91 D --------- + e +
A164-168 - - - -
A171-175 - - - -

Abbildung 3.20: Zusammenfassung: Identifizierung funktioneller Proteinregionen in HpaC.

Ubersicht der in dieser Studie funktional analysierten HpaC-Deletionsderivate. Zur Identifizierung funktioneller
Proteinregionen in HpaC wurde die Aminosauresequenz in 21 Blocke unterteilt. Einzelne Blocke entsprechen 10
bzw. 11 Aminosduren, gestrichelte Linien entsprechen Deletionen (A) und die Zahlen entsprechen der
Aminosdureposition. Die gepunktet Linie markiert die Region in HpaC, welche die vorhergesagte T3S4-Domaéne
einschlieRt. Essentielle Regionen in HpaC sind rot, Regionen ohne Einfluss auf die Proteinfunktion sind griin
unterlegt. Gelbe Bereiche in HpaC zeigen die zwischen HpaC und HpaP konservierten Aminosaurereste. C-
terminal c-Myc-Epitop markierte HpaC-Derivate wurden im Xcv-Stamm 85-10AhpaC (AhpaC) getestet, den
mutanten Phanotyp beziglich Krankheitssysmptome und HR in Paprikapflanzen zu komplementieren. Zur
Analyse der HrpF- und HrpB2-Sekretion wurden die Xcv-Stamme 85* (WT) und 85* AhpaC (AhpaC), welche
HpaC-c-Myc oder Deletionsderivate enthielten, in Sekretionsmedium inkubiert. Um die Interaktion zwischen
GST-HrcU,s5.35; und HpaC-Derivaten zu studieren, wurden GST-,pull-down“-Analysen durchgefiihrt. (+)
Komplementation der Krankheitssymptome und HR in planta, Komplementation von HrpF- und HrpB2-
Sekretion in vitro sowie Interaktion von HpaC-c-Myc Derivaten mit GST-HrcU,ss_357; (-) keine Komplementation
der Symptome in planta, reduzierte HrpF-Sekretion bzw. Ubersekretion von HrpB2 in vitro und keine
nachweisbare Interaktion von HpaC-c-Myc Derivaten mit GST-HrcU,s5_357; (+/-) partielle Komplementation bzw.
reduzierte Interaktion von HpaC-c-Myc mit GST-HrcUs55_357.
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3.2.4 Charakterisierung der T3S4-Doméane von HpaC.

Nach experimentellen Hinweisen auf die Beteiligung konservierter Aminoséurereste
innerhalb der T3S4-Doméne von HpaC an der Virulenz und Kontrolle der Typ IlI-abhéngigen
Sekretion von Xcv sowie der effizienten Interaktion mit HrcU,ss.35; (Abbildung 3.20), sollte
die Bedeutung der einzelnen Aminosdurereste und die funktionelle Rolle der potentiellen
T3S4-Doméne von HpaC in Xcv charakterisiert werden. Hierfir wurden Derivate von HpaC-
c-Myc mit einzelnen Aminosdureaustauschen in den konservierten Aminosaureresten Leucin
an der Position 164, 171, 173 und Phenylalanin an der Position 175 zu Alanin erstellt.
Zusétzlich wurde ein weiteres Derivat erstellt, welches lediglich die Aminosauresequenz der
C-terminalen Region aus HpaC (Aminosdure 112 bis 212) mit der angenommenen T3S4-
Doméne enthalt. Durch HpaCap,-111 Sollte Gberprift werden, ob die Aminosduresequenz 112
bis 212 aus HpaC einen Wechsel der Substratspezifitat des T3S-System in einer genomischen
hpaC-Deletionsmutante  induziert. =~ Wie in  vorherigen Infektionsstudien  und
Sekretionsanalysen beschrieben, wurde die Funktionalitat der erstellten HpaC-Derivate in Xcv
getestet. Infektionsexperimente zeigten, dass HpaC-Derivate mit einem Aminoséureaustausch
an der Position 164, 171 oder 173 den mutanten Phanotyp einer genomischen hpaC-
Deletionsmutante beziliglich Krankheitssymptome und HR komplementierten (Abbildung 3.21
A). Im Gegensatz dazu konnte HpaCrizsa die Virulenz von 85-10AhpaC nur partiell
wiederherstellen (Abbildung 3.21 A). Die Deletion der Aminoséuren bis zur Position 111
flihrte hingegen zu einem vollstdndigen Funktionsverlust von HpaC (Abbildung 3.21 A). Die
reduzierte Sekretion von HrpF und Ubersekretion von HrpB2 in 85*AhpaC konnte durch
HpaC-Derivate mit Aminosdureaustausche an den Positionen 164, 171 und 173
komplementiert werden (Abbildung 3.21 B). Dagegen komplementierte das Derivat
HpaCri75a den mutanten Phénotyp von 85*AhpaC nicht vollstdndig, was mit vorherigen
Infektionsexperimenten Ubereinstimmt und fur eine essentielle Bedeutung des konservierten
Phenylalanin wéhrend der Kontrolle des Wechsels von frithen zu spaten Substraten des T3S-
System spricht. HpaCag,-111 inhibierte in 85*AhpaC unerwartet die verstarkte Sekretion von
HrpB2 (Abbildung 3.21 B). Dieses Ergebnis ist vermutlich mit einen dominant-negativen
Einfluss von HpaCag-111 In Xcv zu begrinden, da die ektopische Expression von hpaCags-111
im Wildtypstamm 85* ebenfalls zu einer reduzierten Sekretion von HrpF und HrpB2 fiihrte
(Abbildung 3.21 B). In Infektionsstudien der Stdamme 85-10 und 85* mit HpaCa¢-111 wurde
jedoch kein signifikanter Einfluss auf die bakterielle Virulenz beobachtet (Schulz und Biittner
2011). Die Ergebnisse der Infektionsexperimente und Sekretionsanalysen deuten darauf hin,

dass die T3S4-Doméne allein fir die Proteinfunktion von HpaC nicht ausreicht und die
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ektopische Expression der T3S4-Doméne einen negativen Einfluss auf die Kontrolle der Typ

I11-abhéngigen Sekretion von Xcv besitzt.
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Abbildung 3.21: Komplementationsanalyse mit HpaC-Punktmutanten und der T3S4-Domane.

(A) Ergebnisse der Infektionsstudien. Suszeptible (ECW) und resistente (ECW-10R) Paprikapflanzen wurden mit
den Xcv-Stammen 85-10 (WT) und 85-10AhpaC (AhpaC), welche die Plasmide pBRM (-) oder
Expressionskonstrukte fir HpaC (HpaC) bzw. HpaC-Derivate (L164A, L171A, L173A, F175A bzw. A02-111)
enthielten, infiltriert. Punktmutationen fiihrten an der angegebenen Aminosaureposition zu einem Austausch
zu Alanin. Krankheitssymptome der suszeptiblen Pflanze wurden fiinf Tage nach der Infiltration dokumentiert.
Zur besseren Visualisierung der HR wurden Blatter der resistenten Pflanze zwei Tage nach der Infiltration in
EtOH gebleicht. Die Blatter der suszeptiblen und resistenten Pflanze wurden mit einer ODgy = 0,1 inokuliert.
Markierte Blattbereiche kennzeichnen die Inokulationsflache. (B) Analyse der Typ lll-abhangigen Sekretion von
HrpF und HrpB2 in Xcv. Fir die in vitro-Sekretionsanalyse wurden die Xcv Stamme 85* (WT) und 85*AhpaC
(AhpaC), welche die oben angegebenen Expressionskonstrukte fiir HpaC enthielten, in Sekretionsmedium
inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie Kulturiiberstinde (US) wurden mittels SDS-PAGE sowie Western-
Blot analysiert. HrpF wurde durch HrpF-spezifische Antikorper (Anti-HrpF) bzw. HrpB2 durch HrpB2-spezifische
Antikorper und HpaC mittels c-Myc-spezifischer Antikorper (Anti-c-Myc) detektiert. Die Antikérperreaktionen
wurden durch Chemilumineszenz visualisiert.
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3.2.5 Einfluss von Punktmutationen in der T3S4-Doméane von HpaC auf die
Interaktion mit HrcU2s5.357 und T3S von Xcv

Nach Hinweisen dass die C-terminale Region von HpaC fir eine stabile Interaktion mit
HrcU,s5.357 €in wichtige Rolle spielt, sollte die Beteiligung der T3S4-Doméne aus HpaC und
der unter T3S4-Proteinen konservierten Aminosduren mittels GST-,,pull down‘“-Analyse wie
oben beschrieben untersucht werden. HpaC-c-Myc sowie Derivate mit einem
Aminosaureaustausch von Leucin zu Alanin an der Position 164, 171 und 173 konnten im
Eluat mit GST-HrcUgss5.357 aber nicht mit GST detektiert werden (Abbildung 3.22 A). Die im
Eluat nachgewiesenen Proteinmengen von HpaCiigsa, HpaCrizia und HpaCpiesa wWaren
jedoch im Vergleich zu HpaC deutlich reduziert (Abbildung 3.22 A). Im Gegensatz dazu
konnte das HpaC-Derivat mit dem Austausch des konservierten Phenylalanins an der Position
175 weder im Eluat mit GST noch GST-HrcU,ss5.357 detektiert werden (Abbildung 3.22 A).
Die Ergebnisse zeigen, dass Punktmutationen in HpaC, welche zu einem
Aminoséureaustausch an der Position 164, 171 oder 173 fiihren, die Interaktion mit HrcU yss.
357 beeintrachtigt. Ein Austausch des konservierten Phenylalanins an Position 175 hingegen
verhinderte die Bindung von HrcU5,ss.357 vollstandig. Um die direkte Interaktion zwischen der
T3S4-Doméne von HpaC und HrcUzss.357 zu analysieren, wurden GST und GST-HrcUss.357
zusdtzlich mit einem Lysat inkubiert, welches das HpaC-Deletionsderivat HpaCagz-111
enthielt. In den Eluaten mit GST-HrcU,s5.357 konnten HpaC und das Deletionsderivat
HpaCag2-111 In vergleichbaren Proteinmengen nachgewiesen werden (Abbildung 3.22 B). Da
keines der beiden HpaC-Derivate im Eluat mit GST detektiert wurde, kann die Interaktion
von HpaCap-111 und HrcUzss357 als spezifisch betrachtet werden. Der Einfluss der
konservierten Aminosaurereste Leucin und Phenylalanin an der Position 171 bzw. 175 auf die
Interaktion mit HrcU,s5.357 sollte dabei auch in diesem HpaC-Deletionsderivat tberprift
werden. Daher wurden in HpaCap,-111-C-Myc zusétzlich Punktmutationen eingefiihrt, welche
den erwédhnten Aminosdureaustausch zur Folge hatten und mittels GST-,,pull-down*
analysiert. HpaCagz-111 L1714 Und HpaCap-111 F175a Konnten im Gegensatz zu HpaCpapo-111 im
Eluat mit GST-prcuzss-357 nicht detektiert werden (Abbildung 3.22 B). Die GST-,,pull-down*
Analysen bestétigen, dass der Aminosaureaustausch an der Position 171 und 175 in HpaCags-
111 die effiziente Interaktion mit HrcU,ss.357 negativ beeinflusst und zeigen, dass die T3S4-
Domaéne ausreichend fir die Interaktion mit HrcUjss3s7 ist. Daher sollte zusatzlich der
Zusammenhang zwischen der Interaktion von HrcU;ss.357 mit der T3S4-Doméne und dem
negativen Einfluss von HpaCao,-111 auf die Kontrolle der Typ Il1l-abhéngige Sekretion von Xcv

untersucht werden. Interessanterweise zeigten Sekretionsexperimente mit den Stdimmen 85*
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und 85*AhpaC, dass der dominant-negative Einfluss von HpaCag-111 durch den
Aminosdureaustausch L171A und F175A vollstandig aufgehoben wird (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.22: Interaktionsanalyse zwischen HpaC-Derivaten mit Punktmutationen der T3S4-Domane von
HpaC und HrcUs5.357.

Ergebnisse der Protein-Protein Interaktionsstudien von HpaC-Derivaten und HrcU,ssss;. Flir die GST-,pull
down“-Analysen wurden GST und GST-HrcU,ss.357 an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten
inkubiert, welche HpaC-c-Myc (WT) oder Derivate mit (A) einem Aminosdureaustausch (L164A, L171A, L173A,
F175A) oder (B) das HpaC-Deletionsderivat (A02-111) bzw. HpaCpp.111-Derivate  mit  einem
Aminosadureaustausch (A02-111, L171A und A02-111, F175A) enthielten. Lysate sowie Eluate wurden mittels
SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. HpaC-Derivate wurden mittels c-Myc-spezifischer Antikorper (Anti-c-
Myc) und GST oder GST-HrcU,s5.357 mittels GST-spezifischer Antikérper (Anti-GST) detektiert. GST und GST-
Fusionsproteine sind mit einem Stern gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar.
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Abbildung 3.23: Analyse der Typ lll-abhangigen Sekretion von HrpF und HrpB2.

Analyse der Typ lll-abhangigen Sekretion von HrpF und HrpB2 in Xcv. Fir die in vitro-Sekretionsanalyse wurden
die Xcv Stamme 85* (WT) und 85*AhpaC (AhpaC), welche die Plasmide pBRM (-) oder Expressionskonstrukte
flr HpaCypz-111-¢-Myc (HpaCppz.111) oder HpaCagy.111-Derivate (HpaCapz-111, 11714 Oder Hpapaozqn, r17sa) enthielten,
in Sekretionsmedium inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (TE) sowie Kulturiiberstande (US) wurden mittels SDS-
PAGE sowie Western-Blot analysiert. HrpF wurde durch HrpF-spezifische Antikorper (Anti-HrpF) bzw. HrpB2
durch HrpB2-spezifische Antikdrper und HpaC mittels c-Myc-spezifischer Antikorper (Anti-c-Myc) detektiert.
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3.2.6 Selbstinteraktion von HpaC wird durch die C-terminale Region unterstitzt.

In einer friheren Studie zur Protein-Protein-Interaktion von HpaC konnte bereits gezeigt
werden, dass HpaC die Fahigkeit besitzt mit mindestens einem weiteren HpaC-Protein eine
stabile Interaktion einzugehen. (Buttner et al. 2006). Bisher wurden jedoch keine an einer
Selbstinteraktion beteiligten spezifischen Aminosdurereste oder Regionen aus HpaC
eingegrenzt. Aus diesem Grund sollten mittels GST-,,pull-down“-Analyse Proteinregionen
oder spezifische Aminoséurereste aus HpaC identifiziert werden, welche mafRgeblich an der
Selbstinteraktion von HpaC beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurden immobilisiertes GST
und GST-HpaC mit Lysaten inkubiert, welche HpaC-c-Myc oder Derivate enthielt. Hierbei
konnte eine Interaktion zwischen GST-HpaC und HpaC-c-Myc wiederholt bestatigt werden.
GST-,,pull-down“-Analysen mit HpaC-Deletionsderivaten zeigten ebenfalls, dass die N-
terminalen 31 Aminoséduren vermutlich nicht fir die Selbstinteraktion von HpaC notwendig
sind (Daten nicht gezeigt). Daher wurde das HpaC-Deletionsderivat HpaCagz-111, Welches die
C-terminale Region mit T3S4-Doméne aus HpaC einschlieit (Aminosdure 112 bis 212),
ebenso analysiert. HpaCxg,-111 konnte im Eluat mit GST-HpaC detektiert werden, jedoch
deutete ein schwaches Signal von HpaCag,-111 iIm Eluat mit GST auf eine leicht unspezifische
Bindung hin (Abbildung 3.24). Die detektierten Proteinmengen von HpaCagp-111 im Eluat mit
GST waren aber signifikant reduziert und lassen sich auf eine neue Charge aliquotierter c-
Myc-spezifischer Antikorper zurtckfihren. Im Gegensatz dazu wurden weder HpaCap-111
L171a Noch HpaCapz-111 F175a in den Eluaten mit GST oder GST-HpaC nachgewiesen
(Abbildung 3.24). Die Ergebnisse zeigen, dass die Aminosauren aus HpaC bis zur Position
111 fir die Bindung eines weiteren HpaC-Molekiiles vermutlich nicht benotigt werden und
die C-terminale Region aus HpaC (Aminosaure 112 bis 212) wahrscheinlich die Bindestelle
eingrenzt. Zusatzlich beeintréchtig der Austausch konservierter Aminosaurereste (L171A und
F175A) in der T3S4-Doméne die Selbstinteraktion von HpaC.
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Abbildung 3.24: Analyse der Interaktion zwischen HpaC und HpaC-Deletionsderivaten.

Ergebnisse der Protein-Protein Interaktionsstudie von HpaC und HpaC-Deletionsderivaten. Fir die GST-,pull
down“-Analyse wurden GST und GST-HpaC an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten
inkubiert, welche  HpaCygy111-c-Myc  (A02-111) oder  HpaCygp111-C-Myc-Derivate mit  einem
Aminosadureaustausch (A02-111,L171A bzw. F175A) enthielten, inkubiert. Lysate sowie Eluate wurden mittels
SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. HpaC-Derivate wurden mittels c-Myc-spezifischer Antikorper (Anti-c-
Myc) und GST oder GST-HpaC mittels GST-spezifischer Antikorper (Anti-GST) detektiert. GST und GST-
Fusionsproteine sind mit einem Stern gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar.
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3.2.7 Zusammenfassung: Charakterisierung der T3S4-Domane aus HpaC

Komplementation von AhpaC  Interaktion (in vitro) dominant-negativ
T354-Domine in planta__in vitro-Sekretion in planta _in vitro-Sekretion
80 100 120 140 160 180 200 212 HrpF HrpB2  GST-HrcUassasz  GST-HpaC HrpF HrpB2
HpaC + + + + + - - -
L164A + + + +f- n.a. - - -
L171A + + + +- n.a. - - -
L173A + + + +[- n.a - -
F175A +/- B R na R R
P e T — . . " . . + .

A02-111,
L173A

802-111,]
F175A

Abbildung 3.25: Zusammenfassung: Charakterisierung der C-terminalen Region aus HpaC.

Die Aminosduresequenz von HpaC wurde in 21 Blocke unterteilt. Einzelne Blocke entsprechen 10 bzw. 11
Aminosduren, gestrichelte Linien entsprechen Deletionen (A) und die Zahlen entsprechen der
Aminosdureposition. Die gepunktete Linie markiert die Region in HpaC, welche die vorhergesagte T3S4-
Domane einschlieRt. Essentielle Regionen in HpaC sind rot, Regionen ohne Einfluss auf die Proteinfunktion sind
grin unterlegt. Gelbe Bereiche in HpaC zeigen die zwischen HpaC und HpaP konservierten Aminosaurereste. C-
terminale c-Myc-Epitop markierte HpaC-Derivate wurden im Xcv-Stamm 85-10AhpaC (AhpaC) getestet, den
mutanten Phanotyp beziglich Krankheitssymptome und HR in Paprikapflanzen zu komplementieren. Durch
ektopische Expression von hpaC-c-myc und Derivaten im Xcv-Stamm 85-10 wurde der dominant-negative
Einfluss C-terminaler c-Myc-Epitop markierte HpaC-Derivate beziiglich Krankheitssymptome und HR in planta
Gberprift. Zur Analyse der HrpF- und HrpB2-Sekretion wurden die Xcv-Stamme 85* (WT) und 85* AhpaC
(AhpaC), welche HpaC-c-Myc oder Deletionsderivate enthielten, in Sekretionsmedium inkubiert. Um die
Interaktion zwischen GST-HrcU,ss.3s; bzw. GST-HpaC und HpaC-Derivaten zu studieren, wurden GST-,pull-
down“-Analysen durchgefiihrt. (+) Komplementation der Krankheitssymptome und HR in planta,
Komplementation von HrpF- und HrpB2-Sekretion in vitro, sowie Interaktion von HpaC-c-Myc-Derivaten mit
GST-HrcU,s5_357 bzw. GST-HpaC und ektopische Expression von hpaC-Derivaten ist dominant-negativ; (-) keine
Komplementation der Symptome in planta, reduzierte HrpF-Sekretion bzw. Ubersekretion von HrpB2 in vitro,
keine nachweisbare Interaktion von HpaC-c-Myc-Derivaten mit GST-HrcU,ss_35; bzw. GST-HpaC und kein
dominant-negativer Einfluss; (+/-) partielle Komplementation oder reduzierte Interaktion von HpaC-c-Myc mit
GST-HrcU,s5_357 bzw. GST-HpaC
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4. Diskussion

4.1 Ildentifizierung funktionaler Regionen aus HrpB2

Das Nicht-Effektorprotein HrpB2 ist fur die Pathogenitidt von Xcv, die Typ Ill-abhéngige
Sekretion extrazelluldarer Komponenten des T3S-Systems und Translokation von Effektoren
erforderlich (Rossier et al. 2000; Lorenz et al. 2008b). Interessanterweise wird HrpB2 in vitro
selbst Typ Ill-abhdngig sekretiert und besitzt ein Sekretionssignal, wahrscheinlich zwischen
den ersten 10 bis 25 Aminoséuren (Lorenz et al. 2008b). Zudem wurde in vorherigen Studien
gezeigt, dass eine effiziente Sekretion von HrpB2 durch das T3S4-Protein HpaC unterbunden
wird. Es wird daher angenommen, dass HrpB2 ein ,,frithes® T3S-Substrat darstellt und damit
als eines der ersten Substrate den Sekretionsapparat passiert (Lorenz et al. 2008b). Wie genau
HrpB2 die Sekretion von Xcv unterstiitzt und welche Funktion HrpB2 waéhrend der
Assemblierung des Sekretionsapparates Ubernimmt war bisher weitestgehend unbekannt.
HrpB2 ist in Bakterien der Spezies Xanthomonas konserviert, jedoch nicht in anderen
pflanzenpathogenen Bakterien. So sind die HrpB2 homologen Proteine aus Xathomonas
campestris pv. campestris zu 70%, aus Xanthomonas oryzae pv. oryzae zu 98% und aus
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) zu 96% identisch mit HrpB2 aus Xcv. Ein weiteres
HrpB2 homologes Protein ist z.B. HrpJ aus Ralstonia solanacearum. HrpJ und HrpB2
besitzen eine Sequenzidentitat von maximal 32%. Bisher wurde jedoch keine signifikante

Ubereinstimmung zu Proteinen mit bekannter Funktion gefunden.

4.1.1 Analyse und Charakterisierung des T3S-Signals

Sekretionssignale wurden bislang in T3S-Substraten von tier- und pflanzenpathogenen
Bakterien intensiv studiert. Es ist sehr wenig bekannt, welche genauen Signale fur eine
effektive Sekretion von T3S-Substraten notwendig sind, da es kein eindeutiges Sequenzmotiv
gibt. Jedoch konnte flr eine Reihe von Effektoren gezeigt werden, dass meist die N-terminale
Region flr eine Typ Ill-abhéngige Sekretion notwendig ist und diese haufig eine ahnliche
Zusammensetzung von Aminosauren aufweisen (Buchko et al. 2010). Zum Beispiel deuten
Mutationsstudien von T3S-Signalen darauf hin, dass eventuell eine amphipatische
Sequenzabfolge, polare Aminosduren und Serin-Reste innerhalb der N-terminalen 15 bis 20
Aminosduren fur eine Erkennung als T3S-Substrate forderlich sein kdnnten (Lloyd et al.
2002; Petnicki-Ocwieja et al. 2002; Alfano und Collmer 2004; Ghosh 2004). Aber bisher

wurden nicht einmal fir T3S-Substrate innerhalb eines Organismus konservierte
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Aminosduren identifiziert oder eine Art Konsensus-Sequenz gefunden (Samudrala et al.
2009). In der Literatur werden daher unterschiedlichste Hypothesen zum Aufbau eines
typischen T3S-Signals diskutiert. Zum Beispiel konnte eine ,,chaotische® N-terminale
Aminosauresequenz eine unstrukturierte oder flexible Sekundarstruktur ausbilden, welche
dann als T3S-Signal erkannt wird (Samudrala et al. 2009). Es ware ebenfalls moglich, dass
das Sekretionssignal nicht von der Aminosdauresequenz abhangt, sondern durch die mRNA
kodiert wird oder dass eine spezifische Bindung durch T3S-Chaperone schliellich das T3S-
Substrat zum T3S-System heranfiihrt (Bittner et al. 2006; Galan et al. 2006; Blaylock et al.
2008; Arnold et al. 2009; Samudrala et al. 2009; Costa et al. 2012). Welche dieser
Hypothesen schlielich auf HrpB2 zutrifft, ist zu diesem Zeitpunkt eine schwierige
Fragestellung. Jedoch entspricht die vorhergesagte, schwach strukturierte N-terminale Region
von HrpB2 (Phyre? http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) der Hypothese, nach welcher ein
T3S-Signal in der Regel innerhalb der ersten 20 bis 30 Aminosduren und in einer wenig
strukturierten Region zu finden ist (Petnicki-Ocwieja et al. 2002; Arnold et al. 2009). In
friheren Analysen wurden in der N-terminalen Region aus HrpB2 einige polare Aminoséuren
kombiniert und einzeln gegen Alanin ausgetauscht, jedoch konnte bislang kein Einfluss dieser

Aminosdurereste auf die Sekretion nachgewiesen werden (Buttner D., unpubliziert).

Mit Hilfe von Komplementationsstudien und in vitro Sekretionsanalysen wurde in dieser
Arbeit festgestellt, dass Deletionen der Aminosauren zwei bis neun von HrpB2 keinen
signifikanten Einfluss auf die Proteinfunktion oder Typ Ill-abhdngige Sekretion von HrpB2
besitzen. Im Gegensatz dazu fiihren jedoch Deletionen der Aminosduren 2 bis 10 bzw. bis 20
zu einem Funktionsverlust von HrpB2 und korrespondierende HrpB2-Derivate werden in Xcv
nicht mehr sekretiert (Kapitel 3.1.1 und Tabelle 3.1). Es ist daher wahrscheinlich, dass diesen
HrpB2-Deletionsderivaten Aminosaurereste fehlen, die fur die Funktion von HrpB2 wichtig
sind und vermutlich eine entscheidende Rolle fiir die Sekretion von HrpB2 spielen. Es besteht
jedoch auch die Maoglichkeit, dass der Funktionsverlust der Derivate HrpB2;1.13 und
HrpB221-130 nicht allein auf ihre reduzierte Sekretion zurlickzufiihren ist, sondern dass die
Aminosauren ab der Position 10 an der Proteinfunktion von HrpB2 beteiligt sind. Aus diesem
Grund wurde auch die Sekretion von HrpB2-Derivaten mit einem C-terminalen c-Myc- bzw.
FLAG-Epitop im Wildtyp-Stamm (mit Wildtyp-hrpB2-Gen) untersucht.

Aus friheren Experimenten war bekannt, dass ein C-terminales c-Myc-Epitop-markiertes
HrpB2-Protein zwar nicht mehr die Fahigkeit besitzt, eine genomische hrpB2-

Deletionsmutante zu komplementieren, aber im Xcv-Stamm 85* in vitro sekretiert werden



Diskussion 83

kann (Lorenz et al. 2008b). Im Gegensatz dazu stellte sich jedoch wahrend dieser Arbeit
heraus, dass die pPBRM-Plasmid-vermittelte Expression von hrpB2-c-myc oder hrpB2-flag in
Xcv einen dominant-negativen Einfluss auf die Pathogenitdt sowie die Typ Ill-abhéngige
Sekretion ausiibt. Zudem werden die Proteine HrpB2-c-Myc oder HrpB2-FLAG selbst nicht
mehr sekretiert (Kapitel 3.1.2). Fir die Hauptkomponente des Hrp-Pilus HrpE aus Xcv wurde
in friiheren Studien Ahnliches beobachtet, denn auch hier fiihrt die C-terminale Fusion mit
einem c-Myc-Epitop zum vollstandigen Funktionsverlust und zur Blockade der Typ IlI-
abhangigen Sekretion (Christian Lorenz und Daniela Buttner, unveroffentlicht). Es ist
denkbar, dass C-terminale Epitop-Markierungen an Komponenten des T3S-Systems z.B. eine
strukturelle Fehlorientierung des Proteins provozieren oder Interaktionen mit potentiellen
Partnern im bzw. am Sekretionsapparat verhindern und auf diese Weise die fehlerfreie
Assemblierung des T3S-Systems behindern. Es konnte in tierpathogenen Bakterien wie z. B.
Yersinia spp. gezeigt werden, dass in Abhangigkeit eines funktionalen T3S-Signals die C-
terminale Fusion von GST an ,friihe” T3S-Substrate (z.B. YscP oder YscH) die Typ IlI-
abhangige Sekretion aller weiteren Substrate blockieren kann (Sorg et al. 2006; Riordan et al.
2008b). Vorlaufige Daten weisen darauf hin, dass der dominant-negative Einfluss von HrpB2-
c-Myc oder HrpB2-FLAG in Xcv vermutlich ebenfalls von einem funktionalen T3S-Signal
abhangt, da im Hintergrund eines funktionsfahigen T3S-Systems u.a. HrpB2;;-130-c-Myc

weder sekretiert noch dominant-negativ war (Daten nicht gezeigt).

Um unabhéngig von der HrpB2-Funktion am T3S-Signal beteiligte Aminosauren zu
identifizieren, wurde daher die Sekretion von C-terminal um 40 Aminosauren verkirzter
HrpB2-Derivate (HrpB2,.90) im Hintergrund eines hrpB2-Wildtypstammes untersucht
(Kapitel 3.1.3). Diese in vitro-Sekretionsanalysen zeigten, dass die C-terminale Region fiir
eine spezifische Sekretion von HrpB2 nicht notwendig ist, da die HrpB2-Derivate HrpB2o;-90
HrpB2p9.90 und HrpB210.99 durch Xcv Typ Ill-abhéngig sekretiert wurden (Abbildung 3.5).
Damit kann die Anwesenheit eines essentiellen T3S-Signals in der C-terminalen Region, wie
es z.B. fur das Effektorprotein Tir aus EHEC beschrieben wurde, fur HrpB2 weitestgehend
ausgeschlossen werden (Allen-Vercoe et al. 2005). Zusétzlich l&sst es den Schluss zu, dass
die Aminosduren zwei bis neun weder fir eine effiziente Typ Ill-abhangige Sekretion, noch
fur die Funktion von HrpB2 wichtig sind.

Besonders interessant ist das Derivat HrpB211.90, Welches durch Xcv nicht mehr effizient in
das extrazellulare Milieu sekretiert wurde. Die Deletion der Aminoséuren 2 bis 10 fuhrte
vermutlich zum Verlust des funktionalen T3S-Signals. Dies deutet darauf hin, dass im

Gegensatz zu den Aminosauren zwei bis neun der Aminoséurerest Isoleucin (I) an der
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Position 10 bereits Teil eines funktionalen T3S-Signals aus HrpB2 ist. Weitere
Sekretionsanalysen von HrpB2y;-9-Derivaten mit internen Deletionen flihrten zu dem
Ergebnis, dass die Aminosdurereste an der Position 11 (Alanin) und 12 (Glutamat) fir die
Sekretion von HrpB2o1.90 €benfalls entscheidend sind. Deletionen der Aminosauren 10 bis 25
bzw. 12 bis 25 fuhrten im Gegensatz zu Deletionen der Aminosaure 16 bis 25 bzw.13 bis 22
zu einer Beeintrachtigung der Sekretion von HrpB2y1-90 (Abbildung 1.1). Hieraus lasst sich
ableiten, dass die Aminosdaurereste Isoleucin (1), Alanin (A) und Glutamat (G) an der Position
10, 11 und 12 nicht nur fur die effiziente Sekretion des Derivates HrpB2y1-90 €ine wichtige
Rolle spielen, sondern vermutlich ein essentieller Bestandteil des T3S-Signals von HrpB2
sind. Wahrscheinlich besteht das vollstdndige T3S-Signal aus mehr als drei

Aminosdureresten, jedoch ist die Natur des T3S-Signals schwer auszumachen.

Die Komplementationsanalyse N- und C-terminal verkurzter HrpB2-Derivate weisen jedoch
darauf hin, dass ein intaktes T3S-Signal fiir die Funktion von HrpB2 essentiell ist. Das lasst
den Schluss zu, dass HrpB2 nicht nur essentiell fur die Typ Il1-abh&ngige Sekretion von Pilus,
Translokon und Effektoren ist, sondern die Sekretion von HrpB2 fir Funktion und das T3S-
System zwingend erforderlich ist. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass allein die effiziente
Sekretion entscheidend fur die Funktion ist. Eine Sekretion von HrpB2 konnte eher die
Voraussetzung darstellen, um ein intaktes T3S-System zu unterstitzen. Die bisher
beschriebenen experimentellen Daten sprechen fiir eine Rolle von HrpB2 als extrazellulére
Komponente des Sekretionsapparates. Daher ist es denkbar, dass HrpB2 als ,.frithes* T3S-
Substrat in Xcv gemeinsam mit HrpE eine strukturelle Komponente des Hrp-Pilus darstellt
(Abbildung 1.4) (Weber und Koebnik 2005a; Weber et al. 2005b). Es ist jedoch
unwabhrscheinlich, dass HrpB2 die Hauptkomponente des Hrp-Pilus bildet, da die Typ IlI-
abhangige Sekretion von HrpB2 im Wildtypstamm sehr gering ist (Lorenz et al. 2008b).
Zudem existieren bisher keine experimentellen Hinweise darauf, dass der Hrp-Pilus von
pflanzenpathogenen Bakterien aus mehreren Komponenten aufgebaut ist. Lediglich fir das
T3S-System vom symbiontisch lebenden Pflanzenbakterium Rhizobium spp. NGR234 konnte
gezeigt werden, dass die T3S-System-abhéngigen Pili aus mindestens zwei Proteinen, NopA
und NopB, bestehen. Hierbei bildet NopA die Hauptkomponente der Pili. NopB ist essentiell
flr Assemblierung des Pilus und mit selbigem assoziiert (Deakin et al. 2005; Saad et al. 2005;
Saad et al. 2008).
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4.1.2 ldentifizierung des VXTLxK-Motives in HrpB2

Um die genaue Bedeutung von HrpB2 als extrazellulare Komponente des Sekretionsapparates
aufzuklaren, wurden zusatzlich zum T3S-Signal weitere fur die Funktion wichtige Regionen

identifiziert und charakterisiert.

Durch bioinformatisch gestiitzte Sequenzvergleiche von HrpB2 und Homologen konnte das
konservierte C-terminale VXTLxK-Motiv (Aminosdure 123 bis 128) identifiziert werden
(Abbildung 3.6) (Hartmann et al. 2012). Besonders auffallig hierbei ist die Anwesenheit eines
ahnlichen Motives in der sonst stark abweichenden Aminosauresequenz beschriebener bzw.
vorhergesagter ,,inner rod“ Proteine (z.B. PrgJ aus Salmonella spp. oder Yscl aus Yersinia
spp.) von tierpathogenen Bakterien (Tabelle 4.1) (Marlovits et al. 2004; Marlovits et al. 2006;
Wood et al. 2008). Das VXTLxK-Motiv ist vermutlich fir die Funktion von HrpB2 wichtig,
da eine Deletion der Aminosauren 123 bis 128 bzw. 123 bis 130 aus HrpB2 zum
vollstandigen Verlust der Typ Ill-abhangigen Sekretion in vitro und Pathogenitat von Xcv in
der Pflanze fiihrte (Abbildung 3.7). Der separate Austausch V123A und T125A in HrpB2
hatte in Xcv hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die Pathogenitdt oder Typ IlI-
abhangigen Sekretion. Jedoch flihrten HrpB2-Derivate mit einem Austausch der konservierten
Aminosdurereste an der Position 126 (L126A) und 128 (K128A) zu einer reduzierten
Virulenz in der Pflanze und zu einer stark eingeschrankten Typ Ill-abh&ngigen Sekretion in
vitro (Abbildung 3.8). Daher sind die konservierten Aminosauren L126 und K128 im Bereich
des VXTLxK-Motivs vermutlich an der Funktion von HrpB2 in Xcv maligeblich beteiligt.
Interessanterweise fiihrten einzelne Mutationen im VXTLXK-Motiv mit negativem Einfluss
auf die Funktion von HrpB2 zugleich zu einer signifikant reduzierten Anzahl von intakten
T3S-Pili (Abbildung 3.9). Demnach konnte das VXTLxK-Motiv entscheidend an der
Assemblierung der T3S-Pili beteiligt sein.

Wahrend der Anfertigung dieser Arbeit wurde im HrpB2-homologen Protein aus Xac
(HrpB2**) ein teilweise Uberlappendes Motiv (TLMKNQ, Aminosaure 125 bis 130)
analysiert, welches ebenfalls als Teil einer essentiellen Proteinregion aus HrpB2*®
identifiziert wurde (Cappelletti et al. 2011). Die Ergebnisse der Analyse von HrpB2** zeigen
jedoch deutliche Unterschiede zu den Beobachtungen fiir HrpB2 aus Xcv. In HrpB2**® filhrte
der Aminosdureaustausch T125A zum Funktionsverlust in der Pflanze, wohingegen der
Austausch L126A oder K128A keinen signifikanten Einfluss auf die Virulenz von Xac besal?.
Zudem konnte gezeigt werden, dass trotz des Funktionsverlustes in der Pflanze die Derivate

HrpB2® 156 HrpB2 *®,.155 und HrpB2 **11254 im Hintergrund einer hrpB2-Deletionsmutante
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unverandert sekretiert wurden (Cappelletti et al. 2011). Was darauf hindeutet, dass per se die

Sekretion von HrpB2*®

nicht fir eine Ausbildung von Krankheitssymptomen in der Pflanze
ausreicht und hierbei vermutlich das C-terminale TLMKNQ-Motiv v.a. die konservierte

Aminosdure T125 eine besondere Bedeutung hat (Cappelletti et al. 2011)

Welche spezifische Rolle dabei dieses Sequenzmotiv Ubernimmt muss weiter untersucht
werden. Fiir eine Reihe von beschriebenen ,,inner rod“-Proteinen aus tierpathogenen
Bakterien konnte gezeigt werden (Tabelle 4.1), dass das gemeinsame C-terminale
Sequenzmotiv durch einen Rezeptor (NLRC4) in der Wirtszelle erkannt werden kann und
eine Immunantwort hervorruft (Miao et al. 2010). Zusatzlich wurde gezeigt, dass dabei die
konservierten Aminosauren vermutlich kritisch fur die Proteinfunktion sind, denn eine
Mutation verhinderte die Erkennung von PrgJ durch NLRC4 (Miao et al. 2010). Die
Detektion von unter pathogenen Bakterien strukturell konservierten Komponenten ist
sinnvoll. Es versetzt die Wirtszelle in die Lage, ein breites Spektrum an Pathogenen durch ein

gemeinsames Merkmal zu erkennen und auf diese Weise schnell eine Abwehr zu induzieren.

So koénnte das VXTLxK-Motiv durch Verknipfung von HrpB2-Molekilen fur den Aufbau
einer periplasmatischen inneren Struktur des T3S-Systems aus Xcv wichtig sein. Die
Erkennung von PrgJ findet direkt in der Wirtszelle statt(Miao et al. 2010). Dies steht zunéchst
im Gegensatz zu HrpB2, welches nicht in das Zytosol der Pflanzenzelle transloziert und im
Wildtypstamm nur sehr schwach sekretiert wird (Lorenz et al. 2008b). Jedoch existieren
experimentelle Hinweise dafiir, dass die Translokation von HrpB2 grundsétzlich moglich ist.
Denn eine Deletion von hpaC in Xcv fuhrt nicht nur zur verstarkten Sekretion, sondern auch
zu einer Translokation von HrpB2 in die pflanzliche Wirtszelle (Lorenz et al. 2008b). Es
existieren jedoch keine Hinweis oder experimentelle Daten dariiber ob HrpB2 in der

Pflanzenzelle spezifisch erkannt werden kénnte.
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Tabelle 4.1: Beispiele von bekannten Proteinen mit Sequenzdhnlichkeiten in der C-terminalen Region aus
Gram-negativen tier- und pflanzenpathogenen Bakterien.

Protein Organismus Mogliche Funktion | Referenz
Tierpathogene Bakterien
Prg) Salmonelle enterica ,inner rod“- Protein (Marlovits et al. 2004)
Mxil Salmonelle flexneri putatives ,,cap“-Protein
Yscl Yersinia pseudotuberculosis | ,inner rod“- Protein (Wood et al. 2008)
BsaK Burkholderia pseudomallei »inner rod“-Protein (Blocker et al. 2001)
Pflanzenpathogene Bakterien
Hrp) Ralstonia solanacearum unbekannt (Van Gijsegem et al. 2002)
HrpB2 Xanthomonas campestris »inner rod“-dhnliches (Hartmann et al. 2012)

pv. vesicatoria Protein

4.1.3 HrpB2 ist eine periplasmatische und AM-assoziierte Komponente des T3S-
Systems

Ungeachtet dessen lasst die VVorhersage eines gemeinsamen Aminosauremotives aus HrpB2
und angenommenen ,,inner rod“-Proteinen tierpathogener Bakterien eine ahnliche Funktion
der Proteine vermuten. Es wird angenommen, dass ,,inner rod““-Proteine aus Tierpathogenen
die Assemblierung der Nadelstruktur unterstitzen, indem sie vermutlich im bakteriellen
Periplasma unterhalb der Nadel als eine Art innere ,,Plattform* zur stabilen Verankerung der
Nadelstruktur mit dem Sekretionsapparat dienen. Zugleich werden ,,inner rod* Proteine durch
das T3S-System sekretiert (Marlovits et al. 2004; Marlovits et al. 2006; Ogino et al. 2006;
Wood et al. 2008; lzoré et al. 2011). Bisher ist nicht bekannt, ob ,,inner rod*“-Proteine bzw.
winner rod“-&hnliche Strukturen in T3S-Systemen pflanzenpathogener Bakterien Uberhaupt
existieren oder in welchem MaRe eine periplasmatische Basis zur stabilen Verankerung des
Hrp-Pilus bendtigt wird.

So konnte HrpB2 als ,inner rod“-d&hnliche Komponente den Aufbau des Hrp-Pilus
unterstitzen. Unterstitzt wird diese Hypothese durch Beobachtungen aus den EM- und
Subfraktionierungsstudien (Kapitel 3.1.6 und 3.1.7). Mehrere Hinweise lassen es als
unwahrscheinlich erscheinen, dass HrpB2 ahnlich wie z.B. HrpE einen extrazellularen Teil
des Hrp-Pilus darstellt. Im Xcv-Wildtypstamm konnten im Gegensatz zu HrpE nur einige
wenige HrpB2-Molekile in der naheren Umgebung der T3S-Pili detektiert werden und
darliber hinaus lasst sich HrpB2 unter T3S-induzierenden Bedingungen hauptséachlich in der
mit PP und AM angereicherten Fraktion finden (Abbildung 3.10 und Abbildung 3.11). Jedoch
besitzt das konservierte Sequenzmotiv keinen direkten Einfluss auf die Lokalisierung von
HrpB2, da das analysierte Deletionsderivat HrpB2,123.128 Weiterhin in der mit PP und AM
angereicherten Fraktionen zu finden war (Abbildung 3.11). Welche genaue Aufgabe dieses

Motiv aus HrpB2 wahrend der Assemblierung des Pilus hat, muss zusatzlich Uberprift
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werden. Ubertragt man die fiir HrpB2 erhaltenen experimentellen Daten auf eine mogliche
Funktion, konnte HrpB2 demnach als eine Art periplasmatische ,,Basis“, dhnlich der ,,inner
rod“-Proteine aus tierpathogenen Bakterien, fir den Aufbau des Hrp-Pilus erforderlich sein.
Ahnlich wie es flir die extrazellulare Nadel des T3S-Systems aus Salmonella spp. beschrieben
wurde, ist es fur Xcv denkbar, dass die Basis des Hrp-Pilus bereits im periplasmatischen
Zwischenraum auf einer z.B. in Xcv aus HrpB2 bestehenden inneren Struktur ,,aufgesetzt™
wird (Marlovits et al. 2004; Marlovits et al. 2006; Sani et al. 2007; Wood et al. 2008).

Von dieser Hypothese ausgehend, sollte die Anwesenheit von HrpB2 im PP bzw. in der AM
eine Voraussetzung fir die stabile Assemblierung des Hrp-Pilus von Xcv darstellen. Es wurde
festgestellt, dass das Derivat HrpB2;1.130, Welches weder in vitro sekretiert noch in planta
funktionstiichtig war, unverandert im PP und der AM lokalisiert (Kapitel 3.1.1und 3.1.7).
Zudem war es besonders, dass HrpB2 offenbar unabhéngig von einem aktiven T3S-System
uber die IM in das PP transportiert werden kann (Abbildung 3.11). Diese Ergebnisse waren
vollig unerwartet und deuten auf einen alternativen Transportweg von HrpB2 aus dem
bakteriellen Zytoplasma in den periplasmatischen Raum hin. Bioinformatische gestitzte
Vorhersagen offenbarten in der N-terminalen Region von HrpB2, je nach verwendetem
Modell (SignalP 3.0-NN bzw. -HM und PrediSi) mogliche Schnittstellen eines Signalpeptides
zwischen den Aminosaurepositionen 11 bis 12, 25 bis 26 und 31 bis 31 (Dyrlgv Bendtsen et
al. 2004), (http://www.predisi.de/). Mit Ausnahme der Vorhersage durch SignalP 3.0-NN
wurde jedoch im Sequenzkontext von HrpB2,1.130 weder ein Sec-abhéngiges Signalpeptid
noch eine mogliche Schnittstelle identifiziert. Ob Uberhaupt ein alternativer Transport von
HrpB2 in das Periplasma Sec-abhéngig erfolgen konnte, muss daher noch weiter untersucht
werden. Da aber alle untersuchten HrpB2-Derivate unverandert im PP detektiert wurden, kann
zu diesem Zeitpunkt nicht abschlieBend geklart werden, ob ein direkter Zusammenhang

zwischen der subzelluléren Lokalisierung und Funktion von HrpB2 besteht.

4.1.4 Ist HrpB2 ein ,inner rod“-Protein?

Die Kontrolle der Sekretion des mutmaBlichen ,,inner rod“-Proteins HrpB2 durch HpaC in
Xcv ist eine interessante Gegebenheit, da fiir einige beschriebene ,,inner rod“-Proteine (z.B.
Yscl oder PrgJ) aus Tierpathogenen bereits &hnliche Mechanismen gezeigt werden konnten.
So unterliegt z.B. in Yersinia pseudotuberculosis die Sekretion von Yscl ebenfalls der
Kontrolle des T3S4-Proteins YscP, indem es die effiziente Sekretion von Yscl verhindert
(Wood et al. 2008). Ein weiteres Beispiel ist die durch das T3S4-Protein InvJ kontrollierte

Assemblierung der vermutlich aus PrgJ bestehenden, ,,inner rod“-Struktur aus Salmonella
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enterica (Marlovits et al. 2006). In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass durch eine
Deletion von inv] die Ausbildung der ,,inner rod“-Struktur verhindert wird und stark
verlangerten Nadelstrukturen mit der Basis des Sekretionsapparates assoziiert waren. Im
Gegensatz zur sogar verstiarkten Sekretion des ,,inner rod“-Proteins PrgJ, konnte die Sekretion
von Effektoren nicht mehr nachgewiesen werden (Collazo et al. 1996; Kubori et al. 2000;
Sukhan et al. 2001; Sukhan et al. 2003; Marlovits et al. 2006). Daher schldgt man fur
Salmonella vor, dass eine kontrollierte Assemblierung der ,inner rod“-Struktur
Voraussetzung flr eine stabile Verankerung der Nadel mit einer genau definierten L&nge ist,
was wiederum fiir die effiziente Sekretion von ,,spaten” Substraten wie Effektoren essentiell
ist (Marlovits et al. 2006). Findet hingegen keine kontrollierte Assemblierung des ,,inner
rods* statt, flihrt dies zu einer Fehlregulierung der Sekretion von Komponenten der
extrazelluldren Nadel und unterbindet auf diese Weise die effiziente Sekretion von Effektoren
(Marlovits et al. 2006). Geht man nun von der Hypothese aus, dass HpaC aus Xcv eine
dhnliche Funktion wie Inv] aus Salmonella besitzt, gibt es deutliche Ubereinstimmung
zwischen beiden Modellorganismen. Ahnlich wie fiir invJ beschrieben fiihrt die Deletion von
hpaC per se nicht zum Verlust des Hrp-Pilus (Abbildung 3.10), hat aber ebenso die stark
reduzierte Sekretion von Effektoren zur Folge (Weber et al. 2005b; Lorenz et al. 2008b). So
konnten fur Xcv zwar keine signifikant verlangerten Hrp-Pili beobachtet werden, jedoch fiihrt
die Deletion von hpaC zu einer Fehlregulierung der Sekretion des potentiellen ,,inner rod*-
Proteins HrpB2 (Lorenz et al. 2008b). Daher ist es fir Xcv durchaus denkbar, dass die
kontrollierte Assemblierung einer eventuell aus HrpB2 aufgebauten “inner rod“-&hnlichen
Struktur, durch HpaC reguliert wird. Zusammenfassend deuten die Hinweise auf eine
Funktion von HrpB2 als ,,inner rod“-&hnliche Komponente des T3S-Systems aus Xcv hin
(Abbildung 4.1).

Aufgrund der anscheinend ahnlichen Kontrollmechanismen von HrpB2, Yscl und PrgJ, der
vergleichbaren ProteingréfRe und dem gemeinsamen C-terminalen VXTLxK-Motiv wurde in
weiteren Experimenten untersucht ob PrgJ oder Yscl die funktionelle Rolle von HrpB2 in Xcv
ubernehmen konnten (Kapitel 3.1.8). Infektionsexperimente und Sekretionsanalysen zeigten
jedoch, dass PrgJ oder Yscl weder die Fahigkeit besitzen eine hrpB2-Deletionsmutante zu
komplementieren noch im Xcv-Wildtypstamm oder einer hpaC-Deletionsmutante sekretiert
werden (Abbildung 3.13). Da die Aminoséuresequenz von HrpB2 nur zu 8,5% identisch zur
Sequenz von Yscl bzw. PrgJ ist und sich die Sequenzéhnlichkeiten im Wesentlichen auf das
zuvor identifizierte VXTLxK-Motiv beschrédnken, war dieses Ergebnisse nicht sonderlich

uberraschend (Abbildung 3.12). So kénnte z.B. schon allein die fehlende Fahigkeit zur
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Sekretion von Yscl und PrgJ durch das T3S-System aus Xcv fur den Funktionsverlust eine
Erklarung liefern. Um eine mogliche Transkomplementation oder Sekretion von Yscl bzw.
PrgJ in Xcv weiter zu untersuchen, konnte man z.B. chimere Yscl bzw. PrgJ Proteine
erstellen, welche z.B. die ersten 20 bis 25 Aminosduren aus HrpB2 enthalten und dessen

Fahigkeit zur Sekretion und Komplementation erneut tberprifen.

} Translokon

SRR
NI )

> Hrp-Pilus

pinner rod”

> Basalapparat

Fertigstellung

Wechsel der
Substrate

{O

Effektoren

Abbildung 4.1: Modell der Assemblierung von "inner rod“-Struktur und Hrp-Pilus in Xcv.

HrpB2 wird als friihes Substrat gemeinsam mit HrpE sekretiert. HrpB2 ist wie HrpE flr die Pilusassemblierung
notwendig und wird daher als eine essentielle Komponente des Hrp-Pilus angenommen. Die EM-Studien in
dieser Arbeit zeigten, dass HrpB2 vermutlich nicht direkt mit dem Hrp-Pilus oder dessen Spitze assembliert ist.
Da HrpB2 hauptsachlich im Periplasma und in der dulReren bakteriellen Membran lokalisiert ist, konnte HrpB2
innerhalb des Basalapprates als ,inner rod“-dhnliches Protein, dhnlich den vorhergesagten Strukturen aus
Tierpathogenen, eine zentrale Struktur bilden. Da der ,inner rod“ vermutlich zur stabilen Verankerung
extrazellularer Strukturen (z.B Hrp-Pilus) erforderlich ist, kénnte zusatzlich die kontrollierte Fertigstellung im
Inneren des Basalapparates einen Wechsel der Substratspezifitdt induzieren und zur spezifischen Sekretion
spater T3S-Substrate (Translokon und Effektoren) fihren. HrcC, D, J, L, N, Q, R, S, T, U und V sind konservierte
Komponenten des Basalapparates.

4.1.5 Die C-terminale Region aus HrpB2 ist wichtig fur eine Interaktion mit HpaC
oder HrcU2g5.357

Aus vorherigen Studien tber HrpB2 war bekannt, dass HrpB2 mit dem T3S4-Protein HpaC
und der C-terminalen Doméne des konservierten IM-Proteins HrcU (HrcUzes.357) interagiert
(Lorenz et al. 2008b). Dies ist besonders im Zusammenhang der durch das T3S4-Protein
HpaC regulierten Sekretion von HrpB2 und der Beteiligung von HrcU am Wechsel von
»frihen® zu ,.spaten* T3S-Substraten, interessant. Die Interaktionsstudie zwischen HpaC und

HrpB2 deutete hierbei auf einen mdglichen Einfluss des VXTLxK-Motivs, da die Deletion der
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Aminosduren 123 bis 130 aus HrpB2 zu einer leicht reduzierten Interaktion mit HpaC fiihrte
(Abbildung 3.14). Jedoch sollte diese Schlussfolgerung kritisch betrachtet werden, da die
Deletion der N-terminalen Aminosduren 2 bis 89 ebenso zu einer reduzierten Interaktion mit
HpaC fiihrten (Abbildung 3.14). Daher ist es unwahrscheinlich, dass allein das konservierte
Motiv aus HrpB2 die Interaktion mit HpaC vermittelt. Mit Blick auf die Interaktionsstudien
zwischen HrpB2 und HrcUygs.357 deutet eher alles darauf hin, dass die C-terminale Region aus
HrpB2 von Position 90 bis 130 einen generellen Anteil an der Interaktion mit HpaC oder
HrcUqes5-357 besitzt. Es ist schwer nachzuvollziehen, warum die schwach reduzierte Interaktion
von HrpB2,123-130 mit HpaC einen vollstandigen Funktionsverlust von HrpB2 zur Folge haben
sollte. Wie HpaC die effiziente Sekretion von HrpB2 letztlich verhindert, ist in Xcv noch nicht
verstanden. Jedoch existieren experimentelle Beweise dafir, dass HpaC und HrpB2 um die
gleiche Bindestelle in HrcU,gs.357 konkurrieren konnten (Lorenz und Buttner 2011). Durch ein
veréndertes Verhaltnis der Affinitdt zwischen HrpB2, HpaC und HrcUges.35; konnten die
fehlerfreie Kontrolle der Sekretion von HrpB2 und so ein Wechsel in der Spezifitat der
Substraterkennung negativ beeinflusst sein. Es darf nicht ausgeschlossen werden, dass die
reduzierte Interaktion der analysierten HrpB2-Derivate sowie deren Funktionsverlust auf eine
Fehlfaltung des Proteins zurtickzufihren ist. Da die Vorhersage der Sekundéarstruktur von
HrpB2 eine stark strukturierte Region v.a. zwischen den Aminosduren 88 bis 130 zeigt
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) kénnte die C-terminale Region aus HrpB2 aus diesem

Grund generell wichtig fur eine Interaktion mit HpaC oder HrcUg5.357 Sein.

In zukunftigen Studien sollte Gberprift werden, ob HrpB2 Proteinkomplexe ausbilden kann
und mit weiteren PP und AM assoziierten Komponenten (z.B. HrcC, HrcD oder HrcJ) des
T3S-Systems interagiert. Zum Beispiel deuten erste experimentelle Beweise darauf hin, dass
HrpB2 mit HrpB1 interagiert. HrpB1 aus Xcv, mit bisher unbekannter Funktion, ist ebenfalls
essentiell fur die Assemblierung des Pilus. Die Analyse und funktionelle Charakterisierung
von HrpB2 assoziierten Proteinkomplexen sollte helfen, mehr Hinweise tber die Funktion
einer maglichen periplasmatischen Struktur vom T3S-System aus Xcv zu erhalten. Ahnlich zu
den Kryo-EM-Studien aus Salmonelle typhimurium kénnte ein vergleichbarer experimenteller
Ansatz auch fur HrpB2 aus Xcv erfolgreich sein (Marlovits et al. 2006). So kdnnten
strukturelle Abweichungen im Basalapparat vom Xcv-Wildtypstamm, einer hpaC- und hrpB2-
Deletionsmutante analysiert werden. Zudem konnte zusatzlich versucht werden, z.B. Uber
eine native 2D-Gelelektrophorese Basalapparate aus Xcv aufzutrennen und davon ausgehend

einzelne Komponenten auf ihre Anwesenheit vergleichen.
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4.2 Charakterisierung des T3S4-Proteins HpaC

HpaC aus Xcv ist das erste bekannte T3S4-Protein, welches in pflanzenpathogenen Bakterien
identifiziert werden konnte. Es unterstiitzt die Virulenz von Xcv und &hnlich der T3S4-
Proteine aus Tierpathogenen, vermittelt HpaC vermutlich einen Wechsel der
Substratspezifitat des T3S-Systems von ,,frithen” (z.B. HrpB2) zu ,,spaten* T3S-Substraten
(z.B. HrpF und Effektoren) (Lorenz et al. 2008b). HpaC besitzt keine signifikanten
Sequenzahnlichkeiten zu Proteinen mit bekannter Funktion. Lediglich das homologe Protein
HpaP aus Ralstonia solanacearum ist zu 27% identisch mit der Aminosauresequenz von
HpaC (Abbildung 3.15) (Lorenz et al. 2008b). Ahnlich wie HpaC unterstiitzt HpaP in
Ralstonia solanacearum eine effiziente Sekretion von Effektoren (z.B. PopA) und fordert die
Interaktion mit der Pflanze (Van Gijsegem et al. 2002). Die genaue Funktion von HpaP ist
dennoch  nicht bekannt. Mittels ,,PSI-BLAST“ und dem Vergleich von
Hydrophobizitatsmustern konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass HpaP v.a. im C-
terminalen Bereich aufféllige Sequenzéhnlichkeiten mit T3S4-Proteinen aus tierpathogenen
Bakterien besitzt (Agrain et al. 2005a). Bekannte T3S4-Proteine aus tierpathogenen Bakterien
besitzen eine in der C-terminalen Region gelegene, strukturell konservierte T3S4-Domane,
welche wahrscheinlich fiir die Proteinfunktion von entscheidender Bedeutung ist. Die
vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass HpaC in der C-terminalen Region, &hnlich
wie HpaP, konservierte Aminosduren und Sequenzéhnlichkeiten mit T3S4-Proteinen (z.B.
YscP oder FliK) aus Tierpathogen besitzt (Abbildung 3.15) (Agrain et al. 2005a; Lorenz et al.
2008b). Jedoch gab es zu Beginn der vorliegenden Arbeit weder experimentellen Daten zu
funktionellen Proteinregionen, noch war etwas tber den Einfluss potentiell konservierter

Sequenzbereiche bzw. Aminoséurereste aus HpaC bekannt.

4.2.1 Die Kontrollmechanismen fur eine Sekretion von HrpF und HrpB2 sind teilweise
voneinander unabhéangig

Durch  Komplementationsstudien und in  vitro-Sekretionsanalysen von  HpaC-
Deletionsderivaten wurde festgestellt, dass die N-terminalen 41 und C-terminalen 111
Aminosauren (102 bis 212) aus HpaC die Virulenz sowie Typ Ill-abhangige Sekretion
unterstltzen und fir die Proteinfunktion von HpaC essentiell sind (Kapitel 3.2.1). Dagegen ist
die zentrale Region (Aminosaure 42 bis 101) fiir die Funktion von HpaC vermutlich nicht
erforderlich (Abbildung 3.20). Es war (berraschend, dass HpaC-Derivate mit sequentiellen
Deletionen der Aminoséduren 42 bis 101 die Sekretion von HrpF in einer hpaC-

Deletionsmutante zumeist vollstdndig wiederherstellen konnten, jedoch die Kontrolle der
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Sekretion von HrpB2 weiterhin deutlich beeinflusst war (Abbildung 3.20). Dagegen konnten
die Deletionsderivate HpaCa4r-100 Und HpaCaer91 Nicht nur den mutanten Phéanotyp
komplementieren, sondern die Sekretion von HrpB2 in der hpaC-Deletionsmutante
vollstandig kontrollieren (Abbildung 3.20). Im Gegensatz dazu fiihrten verhaltnisméaRig kleine
Deletionen von lediglich funf Aminoséuren (164 bis 168 und 171 bis 175) in der C-terminalen
Region von HpaC zum volistandigen Verlust von Funktion und Kontrolle der
Proteinsekretion. Die Aminosauren 164 bis 168 und 171 bis 175 sind zwischen HpaC und
HpaP konserviert. Zusatzlich schlieRen diese Sequenzbereiche konservierte Aminosaurereste
von T3S4-Proteinen aus tierpathogener Bakterien ein (Abbildung 3.15). Der Funktionsverlust
von HpaCaies-168 UNd HpaCai71-175 Sowie die konservierten Aminoséurereste innerhalb dieses
Sequenzabschnittes lassen auf eine bedeutende Rolle fir die Proteinfunktion von HpaC
schlieBen. Zudem zeigten die Sekretionsanalysen der unterschiedlichen HpaC-
Deletionsderivate, dass die Sekretion von HrpB2 und HrpF unabhéngig kontrolliert werden
konnte (Abbildung 3.20). Diese Beobachtung legt nahe, dass der Mechanismus fiir die HpaC-
abhéngige Sekretion ,,frither” T3S-Substrate vom Prozess der HpaC-abhé&ngigen Sekretion
»spater T3S-Substrate entkoppelt werden kann. Diese Hypothese stimmt mit Ergebnissen
einer Studie Uberein, in welcher durch eine spezifische Mutation von HrcU die Sekretion von
HrpF in einer hpaC-Deletionsmutante wiederhergestellt werden konnte, aber die
Ubersekretion von HrpB2 unbeeinflusst blieb (Lorenz und Biittner 2011). Im Gegensatz zur
Kontrolle der Sekretion von HrpF als ,,spates™ T3S-Substrat, ist vermutlich die Anwesenheit
von HpaC eine Voraussetzung fir die Kontrolle der Sekretion von HrpB2, welches auf
unabhangige Kontrollmechanismen fur die Sekretion von HrpF und HrpB2 hindeutet.

4.2.2 Die Rolle der Interaktion zwischen HpaC, HrpB2 und der C-terminalen Doméane
von HrcU

Eine Interaktion zwischen HrpB2 und dem zytoplasmatischen Protein HpaC wurde bereits
nachgewiesen, daher konnte z.B. die stabile Interaktion im Zytoplasma der Bakterienzelle
eine Ubermé&Rige Sekretion von HrpB2 verhindern (Lorenz et al. 2008b). Es ist denkbar, dass
hierbei die zentralen Regionen von Aminosdure 42 bis 101 aus HpaC in unterschiedlichem
Malie an einer effizienten Bindung von HrpB2 beteiligt sind und verschiedene Deletionen die
Interaktion mal mehr oder weniger destabilisieren. Betrachtet man dabei die HpaC-abhéangige
Sekretion von HrpB2 und den Wechsel der Substratspezifitdt unabhangig voneinander, so
konnten z.B. die Derivate HpaCas-s1 o0der HpaCasx-71  grundsétzlich einen
Konformationswechsel der C-terminalen Doméne von HrcU induzieren und so den

Spezifitdtswechsel unterstiitzen, aber die instabile Bindung zu HrpB2 nicht dessen
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ubermaRige Sekretion verhindern (Abbildung 3.20). Leider wurde bisher keine bevorzugte
Region in HpaC fiur die spezifische Bindung von HrpB2 identifiziert. Eine Analyse der
Interaktion zwischen HpaC- und HrpB2- Derivaten zeigte jedoch, dass HrpB2 wahrscheinlich
die Fahigkeit besitzt, mit mehreren Regionen von HpaC eine Bindung einzugehen (Kapitel
3.1.9) (Schulz und Buttner 2011). Aus diesem Grund ist es schwierig den spezifischen
Einfluss einer direkten Interaktion zwischen HrpB2 und HpaC beztglich einer Kontrolle der
Sekretion von HrpB2 zu untersuchen.

HpaC, HrpB2 und die C-terminale Domane von HrcU koénnen jedoch in vitro einen
multimeren Komplex ausbilden (Schulz und Buttner 2011). Zudem hédngt die jeweilige
Interaktion von HrpB2 oder HpaC vom konservierten NPTH-Motiv in der C-terminalen
Doméne von HrcU ab (Lorenz und Blttner 2011). So ist es denkbar, dass HpaC und HrpB2
um die gleiche Bindestelle am NPTH-Motiv konkurrieren und HpaC innerhalb eines
multimeren Komplexes sterisch den Zugang von HrpB2 zur C-terminalen Domane von HrcU
bzw. dem NPTH-Motiv verhindert. Ob beide Proteine um die gleiche Bindestelle
konkurrieren muss in zusatzlichen Analysen aufgeklart werden, jedoch sind Protein-Protein
Interaktionen zwischen HpaC, der C-terminalen Domane von HrcU und HrpB2 entscheidend

an der Kontrolle der Sekretion in Xcv beteiligt.

4.2.3 Die Bedeutung der C-terminalen Region und potentiellen T3S4-Doméne von
HpaC.

Die Analyse der HpaC-Deletionsderivate zeigte, dass die Aminosauren 112 bis 212 aus HpaC
fir eine Interaktion mit der C-terminalen Doméne von HrcU (HrcUzss.357) essentiell und
ausreichend sind (Abbildung 3.20 und Abbildung 3.25). Hierbei ist besonders bemerkenswert,
dass auch verhaltnismalig kleine Deletionen von funf Aminoséuren (164 bis 168 bzw. 171 bis
175) oder ein einzelner Austausch des konservierten Phenylalanins an Position 175 in der C-
terminalen Region von HpaC zum Verlust der stabilen Interaktion mit HrcU,ss.357 flihrten.
Interessanterweise hatte in HpaC der Austausch F175A zusatzlich einen negativen Einfluss
auf die Virulenz und Kontrolle der Sekretion von HrpF sowie HrpB2 zur Folge. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass das Phenylalanin an der Position 175 eine tragende Rolle
fur die Funktion von HpaC besitzt und zugleich an der Interaktion mit der C-terminalen
Domane von HrcU malgeblich beteiligt ist. Jedoch ist es sehr unwahrscheinlich, dass allein
die Interaktion mit der C-terminalen Doméane von HrcU fir die Funktion von HpaC ausreicht,
da Deletionen N-terminaler Aminoséuren aus HpaC ebenfalls zu einem Funktionsverlust
fUhrten, aber die Interaktion zwischen HpaC und HrcU,s5.357 unbeeinflusst blieb (Abbildung

3.20). Zusatzlich wird die Bindung von HpaC vermutlich nicht nur durch das konservierte
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Phenylalanin vermittelt, da ein Austausch der Aminosdauren an den Positionen 164, 171 oder
173 ebenfalls die stabile Interaktion mit HrcU;ss.357 negativ beeinflussten (Abbildung 3.25).
Nach den Ergebnissen der Interaktionsstudien kann davon ausgegangen werden, dass die
Bindung von HrcUgss.357 vermutlich durch den gesamten Bereich der C-terminalen 100
Aminoséuren aus HpaC vermittelt wird. Es ware denkbar, dass eine spezifische Struktur der
C-terminalen Region (Aminosduren 112 bis 212) von HpaC fur die effiziente Interaktion mit

HrcU3s5.357 zwingend erforderlich ist.

Durch Deletionen oder einen Austausch von Aminosauren kénnte die Spezifitat, welche durch
eine bestimmte Struktur vermittelt wird, empfindlich gestort werden. Unterstutzt wir diese
Hypothese durch die Vorhersage einer potentiell globuldren Doméne in HpaC
(http://globplot.embl.de/) beginnend mit dem Aminosaurerest 112, welche vermutlich eine
durch  a-Helices und  B-Faltblattern  organisierte  Sekundérstruktur  besitzt
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2). Die Vorhersage einer globuliren Doméne mit o/fp-
Faltblattstruktur in der C-terminalen Region von HpaC ist sehr interessant, da diese
strukturelle Eigenschaft von T3S4-Doménen aus T3S4-Proteinen wie z.B. YscP und FliK
bekannt ist (Agrain et al. 2005a; Minamino et al. 2006). Daher kann die gesamte C-terminale
Region, welche die potentielle T3S4-Domaéne enthalt, vermutlich als eine funktionelle Einheit
betrachtet werden. So konnte eine in der C-terminalen Region von HpaC gelegene T3S4-

Domane die Interaktion mit HrcU,ss5.357 vermitteln.

Dieses Modell stimmt z.B. mit Beobachtungen fiir das bekannte T3S4-Protein FliK aus
Salmonella spp. tGberein. FliK interagiert ebenfalls vermittelt durch die T3S4-Domane mit der
C-terminalen Doméne des HrcU homologen Proteins FIhB (Minamino und Macnab 2000a;
Minamino und MacNab 2000c). Zudem konnte fur Xcv gezeigt werden, dass ein HpaC-
Derivat (HpaCao-111) bestehend aus den Aminosauren 112 bis 212 mit HrcUs5.357 interagiert
und demnach die T3S4-Doméne aus HpaC grundsatzlich fur eine Interaktion mit der C-
terminalen Doméne von HrcU ausreicht (Abbildung 3.25). Jedoch war das Derivat HpaCaos-
111 weder in der Lage die Virulenz, noch die Kontrolle der Sekretion in einer hpaC-
Deletionsmutante wiederherzustellen. Was wiederum mit vorherigen Beobachtungen
ubereinstimmt, wonach die N-terminale Region ebenfalls eine essentielle Bedeutung fiir die
Funktion von HpaC besitzt. Interessanterweise fiihrte die ektopische Expression des Derivates
HpaCagz-111 im Xcv Wildtypstamm zu einer reduzierten Sekretion von frithen und spéten T3S-
Substraten. Demnach besitzt anscheinend die stark erhohte Proteinmenge des funktionslosen

Derivates HpaCag-111 im Xcv Wildtypstamm einen dominant negativen Einfluss auf die Typ
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I11-abh&ngige Sekretion. HpaCagz-111 kOnnte mittels seiner T3S4-Doméne zwar an die C-
terminale Doméne von HrcU binden, inhibiert jedoch durch die fehlenden N-terminalen
Aminosduren die notwendigen strukturellen Veranderungen innerhalb der zytoplasmatischen
Doméne von HrcU. Zusatzlich sind im Vergleich zum nativen HpaC wesentlich mehr
Molekiile des funktionslosen Derivates HpaCag,-111 in der Bakterienzelle vorhanden, was das
Verhéltnis der Interaktion zwischen HpaC bzw. HpaCag-111 mit der C-terminalen Region von
HrcU immer zu Gunsten von HpaCag-111 verschiebt. Auf diese Weise wére es denkbar, dass
z.B. ein Wechsel der Substratspezifitat zu spaten Substraten nur sehr ineffizient bis gar nicht
stattfindet oder alternativ der rdumliche Zugang zum T3S-System fur Substrate, wie z.B.
HrpB2 oder HrpF, blockiert bleibt (Lorenz und Biittner 2011). Da fir diese Hypothese die
Interaktion zwischen HpaCag-111 und der C-terminalen Domadne von HrcU eine
Voraussetzung darstellt, sollte der inhibitorische Effekt von HpaCagy-111 im Fall einer
fehlenden Interaktion aufgehoben werden konnen. In der Tat wurde diese Annahme fir die
Derivate HpaCagz-111 L1714 UNd HpaCag-111 F1754 bestatigt (Abbildung 3.25).

Der inhibitorische Einfluss von HpaCa-111 kénnte ebenso durch zusétzliche Bindung
weiterer fur die Typ Ill-abhdngige Sekretion von Xcv wichtiger Proteine begriindet werden.
Da bereits zwischen HpaC und konservierten Komponenten des T3S-Systems (z.B. HrcN und
HrcV) oder zusétzlichen T3S-Kontrollproteinen (z.B. HpaB und HpaA) eine Interaktion
gezeigt wurde, konnte HpaCagz-111 €benso mit diesen Proteinen interagieren (Bdttner et al.
2006; Lorenz et al. 2008a; Lorenz und Bittner 2009). Ob auch in diesen Fallen eine
funktionelle T3S4-Domadne als potentielle Bindestelle agiert muss noch Uberprift werden.
Jedoch konnte gezeigt werden, dass fur eine Selbstinteraktion von HpaC ebenfalls die C-
terminale Domane von HpaC ausreichend ist und dhnlich der Interaktion mit der C-terminalen
Domane von HrcU ein Austausch der konservierten Aminoséurereste L171 und F175 zu
einem Verlust der Selbstinteraktion fuhrt (Abbildung 3.24). Daher besteht durchaus die
Maoglichkeit, dass die T3S4-Doméne aus HpaC als eine Art universelle Bindestelle fir
verschiedene Substrate des T3S-Systems dient. Ist die Funktion der T3S4-Domane aus HpaC
z.B. durch einen Austausch von Aminoséduren gestort, konnte diese vermutlich nicht mehr mit
den oben genannten Substraten interagieren. Das wurde erkldaren, warum der inhibitorische
Effekt von HpaCag,-111 allein durch den Austausch der konservierten Aminosaurereste L171
und F175 aufgehoben werden kann, jedoch die Abwesenheit von HrcU keinen Einfluss

besitzt.
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Die Identifizierung der C-terminalen Region aus HpaC als potentielle T3S4-Doméne und
wahrscheinliche Bindestelle der C-terminalen Doméne von HrcU stimmt mit mehreren
Beobachtungen aus tierpathogenen Modellorganismen (berein. So wurde z.B. gezeigt, dass
das FIhB/YscU homologe Protein Spa40 aus Shigella flexneri ebenfalls mit der C-terminalen
Region des T3S4-Proteins Spa32 interagiert und &hnlich wie in HpaC diese Region essentiell
flr die eigene Proteinfunktion ist (Botteaux et al. 2008). Wie bereits erwahnt konnten in FliK
aus Salmonella spp. &hnlich wichtige Regionen und funktionelle Aminosduren in der C-
terminalen Domane (T3S4-Domaéne) identifiziert werden (Minamino et al. 2006). Zudem
wurde gezeigt, dass die T3S4-Domane von FliK aus Salmonella spp. mit der C-terminalen
Doméne des HrcU homologen Proteins FIhB interagiert (Minamino und Macnab 2000a;
Minamino und MacNab 2000c). Es wird vorgeschlagen, dass die Interaktion des T3S4-
Proteins FliK einen Konformationswechsel in der C-terminalen Domane von FIhB (FIhBc)
induziert und so einen Wechsel der Substratspezifitdt des flagellaren T3S-Systems von
Komponenten des Hakens zu Filamentproteinen auslést (Minamino et al. 2005; Cornelis et al.
2006). Fur dieses Modell wird desweiteren angenommen, dass die Interaktion zwischen FliK
und FIhB¢ vermutlich durch die N-terminale Region von FliK kontrolliert wird, da die T3S4-
Doméne von FliK den Phanotyp einer flik-Mutante nicht komplementieren konnte (Minamino
et al. 2004). Dies stimmt ebenfalls mit den Beobachtungen fur HpaC aus Xcv iberein, wonach
die N-terminale Region fur die Funktion von HpaC zwingend bendétigt wird (Abbildung 3.17).
Basierend auf den Gemeinsamkeiten der durch das T3S4-Proteins HpaC und HrcU
vermittelten Kontrolle der Substratspezifitat wird vermutet, dass ein Wechsel von friihen zu
spaten T3S-Substraten in Xcv ahnlich ablaufen kénnte (Lorenz und Blttner 2011).

4.2.4 HpaC kontrolliert vermutlich nicht die Lange des Hrp-Pilus in Xcv.

Ein wichtiger Unterschied zwischen Tier- und Pflanzenpathogenen betrifft die Kontrolle der
Lange der extrazellularen Nadelstruktur, welche mit dem Sekretionsapparat von
tierpathogenen Bakterien assoziiert ist. In translokations-asoziierten und flagellaren T3S-
Systemen tierpathogener Bakterien ist die Langenkontrolle der Nadel- bzw. Hakenstruktur
zumeist direkt mit dem Wechsel der Substratspezifitat gekoppelt. Zum Beispiel ist bekannt,
dass das T3S4-Protein FliK nach einer kontrollierten Fertigstellung des Hakens die Sekretion
von Filamentproteinen aktiviert, da die Deletion von fliK in Salmonella spp. u.a. zu einer stark
verlangerten Hakenstruktur fihrt (Hirano et al. 1994; Williams et al. 1996; Eggenhofer et al.
2006). Auf eine &dhnlich Weise reguliert das T3S4-Protein YscP aus Yersinia spp. im

translokations-assoziierten T3S-System die Lange der extrazellularen Nadel (Cornelis et al.
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2006). Im Gegensatz zu HpaC aus Xcv wird YscP aber selbst Typ Ill-abhéngig sekretiert
(Agrain et al. 2005b). Aus diesem Grund wurde vorgeschlagen, dass der N-Terminus von
YscP mit der Spitze der Nadel verknupft ist und im Besonderen wahrend einer zunehmenden
Lange der Nadelstruktur verankert bleibt. Wird dann eine Uber YscP definierte Lange der
Nadel erreicht, bindet vermutlich der C-terminale Bereich von YscP am Sekretionsapparat
und induziert einen Wechsel in der Substratspezifitdt (Agrain et al. 2005b). Entsprechend
diesem Modell wird angenommen, dass T3S4-Proteine als eine Art zelluldares Mallband
(,,molecular ruler*) die Linge der Nadelstruktur bestimmen und dieser Prozess vermutlich
direkt mit dem Wechsel der Substratspezifitat gekoppelt ist (Agrain et al. 2005a; Cornelis et
al. 2006).

Nach einer Vielzahl von Hinweisen aus tierpathogenen Bakterien wurde vorgeschlagen, dass
die als ,,molecular ruler fungierenden T3S4-Proteine sich zun&chst mit dem N-terminalen
Bereich durch den Sekretionsapparat fadeln, welches darauf hin zu einer strukturellen
Dehnung oder teilweisen Entfaltung des Proteins fuhren konnte. Dieser Zustand erlaubt dann
bei einer durch das T3S4-Protein definierten Lange eine direkte Interaktion der potentiellen
T3S4-Doméne mit der zytoplasmatischen Domane von Proteinen der FIhB/YscU-Familie und
I6st damit den Wechsel der Substratspezifitdt von frihen zu spéaten T3S-Substraten aus
(Cornelis et al. 2006; Richard et al. 2007; Erhardt et al. 2010; Wagner et al. 2010). Mit Blick
auf den wesentlich langeren extrazellularen Pilus von pflanzenpathogenen Bakterien (Pilus ca.
2 um vs. Nadel ca. 50 nm) scheint ein vergleichbares Modell fiir HpaC aus Xcv eher
unwahrscheinlich. Es ist sterisch kaum vorstellbar, dass HpaC als einziges und
verhaltnismaRig kleines T3S4-Protein die gesamte Lange des Hrp-Pilus von Xcv Uberbrickt.
Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass HpaC im Gegensatz zu z.B. YscP selbst nicht Typ IlI-
abhangig sekretiert wird (Agrain et al. 2005b; Biittner et al. 2006). Zudem wurde in dieser
Arbeit deutlich gemacht, dass eine 60 Aminosauren umfassende Deletion in der zentralen
Region von HpaC keinen Einfluss auf die Funktion oder Sekretion von spédten Substraten
besitzt, daher eine definierte Lange von HpaC vermutlich keine Bedeutung fiir den Wechsel
der Substratspezifitat in Xcv hat. Ebenso konnte bereits gezeigt werden, dass in Abwesenheit
von HpaC die Hauptkomponente des Hrp-Pilus HrpE unbeeinflusst sekretiert wird (Blttner et
al. 2006). HpaC besitzt als zytoplasmatisches T3S4-Protein zun&chst keinen sichtbaren
Einfluss auf die Lange des Hrp-Pilus (Kapitel 3.1.6). Aus diesen Griinden besitzt HpaC
vermutlich nicht die Funktion als eine Art ,,molekularer ruler” die Lange des Hrp-Pilus in Xcv

zu kontrollieren.
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4.2.5 Modell des Wechsels der Substratspezifitat des T3S-Systems aus Xcv.

Es ist fiur Xcv vorstellbar, dass zundchst das fur die Pilusassemblierung benétigte T3S-
Substrat HrpB2 an die C-terminale Doméne von HrcU bindet und dieser Zustand die Passage
von HrpB2 uber die IM durch den Sekretionsapparat fordert. Da das zytoplasmatische T3S4-
Protein HpaC ebenfalls mit der C-terminale Doméane von HrcU und zusétzlich mit HrpB2
interagiert, konnten beide vermutlich um die gleiche Bindestelle konkurrieren (Lorenz und
Buttner 2011). Bindet nun HpaC an HrpB2 und mit der in der in dieser Arbeit
charakterisierten T3S4-Doméne an die C-terminale Doméane von HrcU, 16st dies auf noch
unbekannte Weise eine raumliche Umstrukturierung aus, welche die proteolytische Spaltung
des NPTH-Motivs der C-terminalen Doméne von HrcU zur Folge hat. Diese Spaltung fiihrt in
letzter Konsequenz zu einer vollstdndigen Konformationsanderung der C-terminalen Doméne
von HrcU und induziert damit einen Spezifitatswechsel, welcher die Sekretion spater T3S-
Substrate fordert, jedoch mit Hilfe von HpaC die Passage von HrpB2 durch den
Sekretionsapparat tber die bakterielle innere Membran blockiert (Lorenz et al. 2008b; Lorenz
und Bdttner 2011). Auf diese Weise konnte HpaC die Sekretion von HrpB2 kontrollieren und

den Spezifitatswechsel induzieren.

In zukinftigen Arbeiten sollte vor allem die spezifische Rolle der N-terminalen Region von
HpaC analysiert werden. Hierbei sind noch weitestgehend offenen Fragestellungen zu kléren,
z.B. welche genaue Rolle die N-terminale Aminosduresequenz fir den Wechsel der
Substratspezifitat besitzt oder in welchem Malie diese Region an entscheidenden Protein-
Protein Interaktionen beteiligt sein konnte. Es ist durchaus maéglich, dass u.a. die N-terminale
Region von HpaC entscheidend am vorhergesagten Konformationswechsel der
zytoplasmatischen C-terminalen Domane von HrcU beteiligt ist. Jedoch bedarf es zusétzlicher
Studien wie die N-terminale Region aus HpaC z.B. mit Hilfe zusétzlicher Interaktionspartner
(v.a. konservierte Komponenten und Kontrollproteine des T3S-Systems) diesen Prozess
unterstutzt (Buttner et al. 2006; Lorenz und Blittner 2009).
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6. Anhang

6.1 Verwendete Oligonukleotide

Die in der vorliegenden Arbeit generierten Expressionskonstrukte sind in Tabelle 6.1 aufgefihrt.

Tabelle 6.1: Verwendete Oligonukleotide.

Bezeichnung

Sequenz (5" - 37)

| Modifikation

Oligonukleotide zur Generierung von

HrpB2-Expressionskonstrukten

HrpB2_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG ACG CTC ATT CCT CCT G Bsal
HrpB2_Bsal_rev ACT GGTCTC TCACC CTG GTT CTT CACCAG C Bsal
HrpB2_stop_Bsal_rev ACT GGTCTC TCACC CTA CTG GTT CTT CAC Bsal
HrpB2_6-130_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG CCT GTC CAA GCG ATT GC Bsal
HrpB2_7-130_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG GTC CAA GCG ATT GCCG Bsal
HrpB2_8-130_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG CAA GCG ATT GCC GGC Bsal
HrpB2_9-130_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG GCG ATT GCC GGC ACC Bsal
HrpB2_10-130_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG ATT GCC GGC ACC AGT GC Bsal
HrpB2_11-130_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG GCC GGC ACCAGT GCTG Bsal
HrpB2_12-13_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG GGC ACC AGT GCT GCC Bsal
HrpB2_12-13_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG CTG TCC CCG GTG GC Bsal
HrpB2_Flag_ Bsal_rev TTT GGTCTC T CTGGTTCTTCACCAG Bsal
B2_Flag_for CCAG GAC TAC AAG GAT GAC GAT GAC AAG TAG 5-P
B2_Flag_rev CACC CTA CTT GTC ATC GTC ATC CTT GTA GTC 5-P
HrpB2_1-90Stop_ Bsal _rev ACT GGTCTC TCACC CTA CAT TTC CTG CAG CC Bsal
HrpB2_1-90_ Bsal_rev ACT GGTCTC TCACC CAT TTC CTG CAG CCC Bsal
HrpB2_1-122Stop_ Bsal_rev ACT GGTCTC TCACC CTA GGC GTT CTT TCC CG Bsal
HrpB2_1-122_Bsal _rev ACT GGTCTC TCACC GGC GTT CTT TCC CG Bsal
HrpB2A123_128Stop_Bsal _rev ACT GGTCTC TCACC CTA CTG GTT GGC GTT C Bsal
HrpB2_K128AStop_Bsal_rev ACT GGTCTC TCACC CTA CTG GTT CGC CACC Bsal
HrpB2_L126AStop_Bsal_rev ACT GGTCTC TCACC CTA CTG GTT CTT CAC CGC CGTC Bsal
HrpB2_T125AStop_Bsal_rev ACT GGTCTC TCACC CTA CTG GTT CTT CAC CAG CGC Bsal
CTGC
HrpB2_V123AStop_Bsal_rev AAA GGTCTC TCACC CTA CTG GTT CTT CAC CAG CGT Bsal
CTG CGC GG
HrpB2_BamHI_for TTT GGATCC ATG ACG CTCATTCCTC BamHI
HrpB2_Xhol_rev TTT CTCGAG CTA CTG GTT CTT CACC Xhol
HrpB2_1-122_Xhol_rev TTT CTCGAG CTA GGC GTT CTT TCC CG Xhol
HrpB2_1-90_BamHlI_for TTT GGATCC GAA ATG GCA GCG CAG BamHI
HrpB2_1-90_Xhol_for TTT CTCGAG CTATTC CTG CAG CCC CAT G Xhol
B2A13-22_for CCG GTG GCA ACG CCC AAG CAA GCG 5-P
B2A13-22_rev GCC GGC AAT CGC TTG GAC AGG AGG 5-'P
B2A10-25_for ACG CCC AAC CAA GCG CTG GTG 5-P
B2A10-25_rev CGC TTG GAC AGG AGG AAT GAG CGT 5-P
B2A12-25_rev GGC AAT CGC TTG GAC AGG AG 5-'P
B2A16-25_rev AGC ACT GGT GCC GGC AAT CGCTTG 5-P
Oligonukleotide zur Generierung von Prgl/Yscl-Expressionskonstrukten
Prg)_Bsal_for ACT GGTCTCTT ATG TCGATTGCAACTATTGTC
Prg)_Bsal_rev ACT GGTCTCTC ACC TGAGCGTAATAGCGTTTC
Yscl_Bsal_for ACT GGTCTCTT ATG CCGAACATAGAAATAGC
Yscl_Bsal_rev ACT GGTCTCTC ACC CCCCCCCTTCGACAAGG

Oligonukleotide zur Generierung von

HpaC-Expressionskonstrukten

HpaC_entry_for
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Bezeichnung

Sequenz (5" = 3)

Modifikation

HpaC_entry_rev

HpaCA02-11for

CTG CCG GTC AGC GGC GCA CTG CAG

HpaCAO2-11revr

CAT GGT GAA GGG GGC GGC CGC GGAG

HpaCA12-21for

GCG GCT CCA GCC ACG CCG GCC CGG

HpaCA12-21revr

GAT GCG CAC ATG GCG GAG GGG CGG

HpaCA22-31for

CTG CGCTCCAGCTTC CTG CAACTG

HpaCA22-31revr

CGG CCG CTG CAG TGC GCC GCT GAC

HpaCA32-41for

CGC TTG CGC AGC GCA CAG CTC GCG

HpaCA32-41revr

CGC CGA CCG GGC CGG CGT GGC TGG

HpaCA42-51for

TGC ATG GTG TTG CCA CCG CAG TGC

HpaCA42-51revr

CTG GCG CAG TTG CAG GAA GCT GG

HpaCA52-61for

GAT CGG CCG GGG CCT GAT GCC GAG

HpaCA52-61revr

CTC GTC GCA CTG CGG TGG CAA CAC

HpaCA62-71for

TTC ACC GAG GCG CAT GACAGC GTG

HpaCA62-71revr

CTC GTC GCA CTG CGG TGG CAA CAC

HpaCA72-81for

CAA ACC GAC CCA CCCTTA CGT ATC

HpaCA72-81revr

GCC CTC CTC GGC ATC AGG CCCCGG

HpaCA82-91revr

ACG AAA CAC CAA GAG CCG TCC

HpaCA82-91revr

CAC GGG CACGCT GTCATG CGCC

HpaCA92-101for

GAC GAT GGC GCA GTG GGG CGA CAG

HpaCA92-101revr

CCC CTC GAT ACG TAA GGG TGG GTC

HpaCA102-111for

ACC GAG TGG ATA CGC ACG CAA CGC

HpaCA102-111revr

GTT GCCTTG GGA CGG CTCTTG GTG

HpaCA112-121for

ATG GCG ATC GAC CACATC GCG CTG

HpaCA112-121revr

CGC AAT CTG TCG CCC CACTGC GCC

HpaCA122-131for

GCC GAG TTC TGC AAT GCC CAA CCG

HpaCA122-131revr

GTG GGC GCG TTG CGT GCG TAT CC

HpaCA132-141for

AGC GCA GGG AGC TGG GAA GCG TGG

HpaCA132-141revr

CAC CCG CAG CGC GAT GTG GTC G

HpaCA142-151for

ATC GAC CAA GAG GTC GTC GCA CAG

HpaCA142-151revr

GCG CACCGG TTG GGCATT GCAG

HpaCA152-161for

TTIGTTT TTG CGG CTT TCG CCG GAC

HpaCA152-161revr

AGC CAG CCACGCTTCCCAGCT CC

HpaCA162-171for

TCG CTT CGC TTC AAT ACC AGT TCG

HpaCA162-171revr

CGT CGT CTG TGC GAC GACCTCTTG

HpaCA172-181for

GCG CGC GAG GTACTTTGG TGC GG

HpaCA172-181revr

TAG CTG GTC CGG CGA AAG CCG C

HpaCA182-191for

CGC CTG GAG GCT GCA CTG ACG TCC

HpaCA182-191revr

ATCTGG CGA ACT GGT ATT GAA GCG

HpaCA192-201for

AGT AGC ACG CTC CAG ATC AGC

HpaCA192-201revr

CTG CTT TCC GCA CCA AAG TACCTCG

HpaCA202-212for

AAG GGT GGG CGC GCC GAC CCA GC

U'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'I(IJ'IU'IU1U1U1U1U1U1U1U1U1U1U'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'IU'I
'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'd'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U'U

HpaCA202-212revr CAG CGT GGA CGT CAGTGCAGCC 5-P
HpaC_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG CGC AAG CCG CC Bsal
HpaC_Bsal_rev ACT GGTCTC TCACC GACAACCTCGATGCT G Bsal
HpaC_1-122_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG GCG ATC GAC CAC ATC Bsal
HpaC_1-112_Bsal_for ACT GGTCTC TTATG ACC GAG TGG ATA CGC Bsal
HpaC_L164A_for ACGACGTTG TTT GCG CGG CTT TCG CCG 5-'P

HpaC_L164A rev

CTG TGC GAC GAC CTC TTG GTC GAT AGC

HpaC_L171A_for

TCG CCG GAC CAG GCATCG CTT CGCTTC

HpaC_L171A rev

AAG CCG CAA AAA CAA CGT CGT CTG TGC

HpaC_L173A for

GAC CAG CTATCG GCT CGC TTC AAT ACC

HpaC_L173A rev

CGG CGA AAG CCG CAA AAA CAA CGT CG

HpaC_F175A_for

TCG CTT CGC GCC AAT ACC AGT TCG CC

HpaC_1-112_EcoRI_for

ACT GAATTC ATG ACC GAG TGG ATA CGC
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Bezeichnung

Sequenz (5" = 3)

Modifikation

HpaCA171-175_for AATACCAGTTCGCCAGATGCGCGC 5-'P
HpaCA171-175_rev CTGGTCCGGCGAAAGCCGCAAAAAC 5-'P
HpaCA164-168_for GACCAGCTATCGCTTCGCTTCAATACC 5-P
HpaCA164-168_rev AAACAACGTCGTCTGTGCGACGACC 5-P

vektorspezifische Oligonukleotide

pBRM_for AGT TAG CTC ACT CAT TAG G -
pBRM_rev CAT CGC AGT CGG CCT ATT G -
M13_for GTAAAACGACGGCCAG -
M13_rev CAGGAAACAGCTATGAC -
pGEX 5 for GGG CTG GCA AGC CAC GTT TGG -

pGEX 3'rev

CCG GGA GCT GCATGT GTC AGA GG
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