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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Pathogene Bakterien, wie Escherichia coli, Yersinia, Ralstonia und Xanthomonas Spezies,
sind verantwortlich fir schwere Krankheiten beim Menschen bzw. in der Pflanze weltweit.
Essentiell fir die Pathogenitat vieler Bakterien ist ein Sekretionssystem, das sogenannte Typ
3-Sekretionssystem (T3SS), welches Proteine ins extrazellulare Milieu sekretiert und
zahlreiche Effektoren in die Wirtszelle transloziert. Die Effektoren beeinflussen dort zellulare
Prozesse zum Vorteil fur das Bakterium. In dieser Arbeit wurde das pflanzenpathogene
Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, der Erreger der bakteriellen
Fleckenkrankheit auf Paprika und Tomate, als Modellorganismus verwendet um zwei
essentielle Komponenten des T3SS, HrcS und HrpB7, sowie ein Kontrollprotein, HpaA,
bezlglich ihrer Funktion in der Typ 3-Sekretion (T3S) zu analysieren.

Es wird vermutet, dass der Pathogenitatsfaktor HrcS im Exportapparat des T3SS lokalisiert
ist. Diese Hypothese wurde unterstitzt durch Ergebnisse aus in vitro-Interaktionsstudien mit
strukturellen Komponenten des T3SS, welche sich in raumlicher Nahe zum Exportapparat
befinden. Zudem zeigten Sekretionsanalysen und weitere Interaktionsstudien mit T3S-
Substraten, dass HrcS vermutlich eine Substrat-Akzeptor-Bindungsstelle besitzt und die C-
terminale periplasmatische Domane von HrcS essentiell ist flr die Proteinfunktion.

Fir die T3S und Pathogenitat in Xcv ist neben HrcS auch HrpB7 essentiell. Detaillierte
Sequenzanalysen wiesen schlieBlich auf die Zugehorigkeit von HrpB7 zur HrpO/FIliJ/YscO-
Proteinfamilie hin. Dieser Proteinfamilie werden kleine Proteine zugeordnet, welche, wie im
Fall von HrpB7, im Genom von tier- und pflanzenpathogenen Bakterien stromabwarts der
ATPase des T3SS kodiert vorliegen und a-helikale coiled-coil Strukturen ausbilden kénnen.
Die coiled-coil Struktur dient als Protein-Protein-Bindungsdoméne. In Ubereinstimmung mit
den in silico-Daten waren stabile HrpB7-Proteinkomplexe nachweisbar, sogar in
Abwesenheit des T3SS. Die Ergebnisse der Interaktionsstudien deuteten auf Interaktionen
mit strukturellen Komponenten des T3SS und des T3S-Chaperons hin. Zudem zeigten
Sekretions- und Fraktionierungsanalysen, dass HrpB7 essentiell ist fir die T3S und in der
Zelle membranlokalisiert vorliegt. Ausgewahlte Experimente wurden zusatzlich mit HrpB7-
Derivaten durchgeflihrt. Der Austausch oder die Deletion einzelner Aminosaurereste in
HrpB7 beeinflusste die T3S und/oder zeigte einen Effekt auf die Komplexbildung von HrpB?7.
Es war bereits im Vorfeld bekannt, dass auch HpaA, vermutlich als Kontrollprotein, essentiell
die T3S beeinflusst und anschlieRend in die pflanzliche Wirtszelle T3-abhangig transloziert
wird. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Sekretions-, Translokations- und
Interaktionsstudien deuteten auf essentielle Aminosauresequenzmotive in HpaA hin, welche

die HpaA-Translokation und -Sekretion wesentlich beeinflussen.



Summary

Summary

Bacterial pathogens, including species of Escherichia coli, Yersinia, Ralstonia, and
Xanthomonas cause serious human or plant diseases worldwide. All these pathogens use a
common transport nano-machine, called type 3 secretion system (T3SS), which secretes
proteins into the extracellular milieu and translocates numerous bacterial effectors into the
host cells to establish the infection. In the host cell the effectors modulate key cellular
processes to promote bacterial survival, replication and transmission. In this study, the plant-
pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, which is the causal agent of
bacterial spot disease in pepper and tomato, is used as a model organism to analyse two
essential components of the T3SS, HrcS and HrpB7, and the control protein HpaA in terms
of their function in type 3 secretion (T3S).

The pathogenicity factor HrcS is proposed to be a part of the export apparatus. This
hypothesis was supported by results of interaction studies with structural components of the
T3SS near the export apparatus. Additional secretion and interaction analyses revealed that
HrcS presumably contains an acceptor site for T3S substrates and that the periplasmic
domain of HrcS is essential for the protein function.

In addition to HrcS also HrpB7 is essential in the T3S process. In sito analysis showed that
HrpB7 belongs to the HrpO/FIliJ/YscO protein family, which are small a-helical coiled-coil
proteins encoded downstream of the T3SS-ATPase genes from plant- and animal
pathogenic bacteria. The coiled-coil structure is a special feature of proteins and acts as a
protein binding domain. In accordance with the in silico data, HrpB7 formed stable protein
complexes even in the absence of the T3SS. In interaction studies HrpB7 was a putative
binding partner of structural components of the T3SS and T3S chaperones. Secretion and
fractionation analyses showed that HrpB7 is essential for T3S and associates with the
bacterial membrane. The analyses of HrpB7 deletion and point mutant derivatives led to the
identification of amino acid residues in HrpB7 that control T3S and/or have an effect on
HrpB7 complex formation.

It was previously shown, that HpaA is assumedly as control protein essential for T3S
followed by its T3-depedent translocation into the plant cell. Based on secretion and
translocation assays as well as interaction studies with HpaA deletion and point mutant
derivatives, important sequence motifs were identified in HpaA, which had an influence on

HpaA translocation and HrpF secretion.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ZUSAMMENFASSUNG ......teieteeteeesssssssessssssssessssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssessssesssssssssssssssessssessssassssessssssssanes [
SUMMARY ..ottt essesssessesssssssssssessssssssessssessssssssssssssesssesssessssssssesssnssass e sssesssessssssssssssnsssessasssssasssnssssesssnsssasssnssas I1
INHALTSVERZEICHNIS ... rectseetseesseessectsesass e ssse st et ssss s sessss s s sssess s sssess s sasasssnssanes I1
ABKURZUNGSVERZEICHNIS....ooooooeeessssssssmsssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssesee VI
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ........oeeteseeiestssesssesssssssssessssssssssssssssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssanes VIII
TABELLENVERZEICHNIS ...ttt sssessessssssssssssssss s sssasssesssssssssssssssssssssssssssssnsssmsssssssssssssssssssans IX
1. EINLEITUNG....... o irnnssssnssssssssssssssssssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasasasasasasas 1
1.1.  Der Proteintransport liber die Zytoplasmamembran in Prokaryonten..........cccccccecverrcuennneen. 1
1.2. Das Typ 3 Sekretionssystem (T3SS)......ccccciiriiriiiiinnennrernrrrrresssee s sre s see s san s s snesssaesssanes 3
1.2.1. Die Architektur des T3SS von tierpathogenen Bakterien...........cccccoeeeviiiieeieciiiccieee, 7
1.2.2. Die Logistik: Erkennung der T3S-Substrate und Transport zum T3SS..............ooecvvieeeenn. 9
1.3.  X. campestris pv. vesicatoria (Xcv) - ein Modellorganismus zur Analyse des T3SS........ 11
1.3.1 Das PhytopathOgen XCV ........cocueiiiiiiiiie ettt 11
1.3.2. Der genetische Bausatz zum Aufbau des T3SS in XCV ......cooiiiiiiiiiiiiii e 13
1.3.3 Die Hierarchie in der T3-abhangigen Sekretion am Beispiel von Xcv...........ccccccoiiiiieenn. 15
1.4. Die Zielstellung der Arbeit.........ccccooiiiiiiiiiiiiiii 19
2. MATERIAL UND METHODEN........ccoconmmmmmmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 20
2.1. Medien, Antibiotika, BakterieNStAmMME ...........ccvvviiiiiiiiiiriicrrccrrccrrcccrecs s esssssssssssnssnns 20
2.1.1 1Y =Y 11T o SRS 20
21.2 PUFfEr UNd LOSUNGEN ...ttt e st e e s bt e e s saeeee e 20
21.3 Verwendete AntibiotiKa ... ... ..o 21
214 Verwendete ANtIKOIPE ... ... . ittt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaens 22
21.5 Verwendete BakteriensStamme ... ..o 22
2.2. Molekularbiologische Methoden.............coooiiiiiiiiiiiiiirer e 23
2.2.1. DNA-Amplifizierung mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ..........ccccceiviiiieiiiinnnnn, 23
2.2.2. »G0IAEN-Gate -KIONIEIUNG ........coi i e e e e e e e e e e e e e e e e aaas 24
2.2.3. Herstellung kompetenter Zellen und chemische Transformation von E. coli .................... 25
2.2.4. Erstellung von EXpressionskonNStruKeN ............coooiiiiiiiiii i 26
2.2.5. Plasmide und OlIGONUKIEOLIAE ...........coiiiiiiiiiie e 27
2.2.6. Plasmid-Praparation ............ooiuioioie e 27
227. Triparentale Konjugation VON XCV.........cc.eiiiiiiiiii i 27
2.2.8. EleKtroporation VON XCV........ooo et e e e 28
2.2.9. DeletionsSmutagenese VON XCV ..........ueiiiiiiiiiiiiiiee ettt 28
2.3. Biochemische Methoden ...ttt ne s s 29
2.31. Herstellung von Protein€n in E. COMi.........ccuuueiiiiiiiii e 29
2.3.2. Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) .........coooiiiiiiiiiiiiee e 29
2.3.3. Immunoblot Analyse (Western-BIot)............oovv i 30
2.3.4. Co0omMASSIE-FAIrDUNG ....vveeiiiiee e 31
2.4. Protein-Analysen: Sekretions- und Interaktionsstudien...........cccccovveiieveiiricvericcveeniccnnnen. 31
24.1. IN-Vitro SEKretioNSANAIYSEN .........uiiiiiiiie e e 31
242, (Sl o0 o 0 TR 31
24.3. KoimmuNOPrazipitation ... ... 32
24.4. FraktionierungSanalySEN ...........ooi i 33
24.5. Proteinreinigung von Hise-NUSA-HIPB7 @us E. COli.........ccuueiiiiiiiiiiiiiieiieec e 33
2.4.6. MicroScale ThermophoresisS (MST).......c.oicuiii ettt ee e e e s eneeeas 35



Inhaltsverzeichnis

2.5. Infektionsversuche mit XCV-StAMMEeN ..........cccriviiiiciiiiciiiirnn e see s 35
2.5.1. Pflanzen und AnzuchtbedinQUNGEN...........oooiiiiiiiiiieeee et 35
2.5.2. Infiltration von Bakterien in Paprikapflanzen .............cccocooiiiii e 36

2.6. BioinformatisChe ANAlYSEN ..........uiiiiiieiiiiieiicresrccrrerrcere s ssrnres s ssneessssanessssnnasssssnesssssanaesas 36

3.  ERGEBNISSE ... sssssssssssssssssssssssssssasasasasasssasssssssssses 38

3.1. Die Funktionelle Charakterisierung des Strukturproteins HrcS............cccooviviiniiennnennneen. 38
3.1.1 In silico-Analysen von HrcS: Sequenz-Alignment mit homologen Proteinen.................... 38
3.1.2 hrcS ist essentiell fir die Pathogenitat und Typ 3-Sekretion von Xcv..........ccccoveevviennnnee 40
3.1.3 HrcS ist in der Membran I0KaliSiert.............cooiiiiiiiiii e 44
3.1.4 Identifizierung méglicher HrcS-Interaktoren mittels GST-pull down Analysen in vitro und

KoimmuNOPrazipitation iN VIVO ..........cocuiiieiie ettt 45

3.2.  Funktionelle Charakterisierung und Lokalisierung von HrpB7 ............cccccevcviricrerricrnennnne 48
3.2.1. In silico-Analysen VON HIPBT .........ooo i e 48
3.2.2. hrpB7 ist essentiell fur die Pathogenitdt und T3S vOn XCV .......coccooiiiiiiiiiiiieiece 53
3.2.3. HrpB7 formt hochmolekulare Komplexe, die membranlokalisiert sind.................c.......... 56
3.24. Identifizierung essentieller Sequenz- und Strukturmotive in HrpB7 ... 57
3.2.5. Identifizierung moglicher HrpB7-Interaktoren mittels GST-pull down Analysen in vitro.... 62
3.2.6. Proteinreinigung und Quantifizierung der Dimerisierung von HrpB7 ...........cccceviiieniennne. 63

3.3. Funktionelle Analyse von HpaA und Charakterisierung essentieller Sequenzmotive......68
3.3.1. HpaA interagiert mit HpaC und wird HpaC-abhangig transloziert..............cccccccoooiniinee.n. 69
3.3.2. Die zentrale Region in HpaA ist essentiell fir die T3S und Pathogenitat von Xcv ........... 71
3.3.3. Die Analyse der zentralen Domane mit Hilfe von XopA-HpaA-Chimaren...............cc....... 74
3.3.4. Die zentrale Doméane von HpaA interagiert mit den Komponenten des zytoplasmatischen

Komplexes und EXportapparates. ..........cooi i 76

3.3.5. Die NLS-Motive in HpaA beeinflussen die T3S und Pathogenitat von Xcv....................... 79
3.3.6. Die NLS-Sequenz in der N-terminalen Region von HpaA beeinflusst die Translokation von

L 7= SRR 81

4. DISKUSSION......oociiismnmsmsmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssasassssssssssssasassses 84

4.1. HrcS (SctS) von Xcv: eine essentielle T3-Komponente am Eingang des Exportkanals...84
4.1.1. HrcS ist ein essentieller Pathogenitatsfaktor und interagiert mit T3-Komponenten des

Exportapparates und des zytoplasmatischen Komplexes...........cccccovieiiiiiieienniiee e, 84
4.1.2. Agiert HrcS als Akzeptor fir Chaperone und T3-abhangig sekretierte Substrate? .......... 87
4.1.3. Die periplasmatische Domane von HrcS ist essentiell fur die Pathogenitat von Xcv und
LIS 1 TSRS 89
4.2. HrpB7 ist ein Mitglied der Proteinfamilie HrpO/FIiJ/YSCO........ccccccvercerircrrennrcrcenssenseneesennens 91
4.21. HrpB7 formt hochmolekulare Komplexe durch die Bildung von intra- und intermolekularen
COIHEd-COIl STTUKLUIEIN ...ttt e e st e e e s ente e e e e nnreeeeeanes 91
4.2.2. HrpB7 besitzt Gemeinsamkeiten zu Vertretern der HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie ......... 92
4.2.3. HrpB7 ist Bestandteil des zytoplasmatischen Komplexes im T3SS..........cccocceeeeiiiinnnee. 94
424, Die Komplexbildung und das Glutamat-reiche Motiv in HrpB7 férdern die T3S und die
Pathogenitat VON XCV........ooo i 96
4.3. HpaA interagiert mit zahlreichen Komponenten des T3SS und ist vermutlich essentiell
fur den Substratspezifitatswechsel ..., 98
4.31. Die Kontrolle der HpaA-Sekretion und —Translokation...............ccccooiiiiiiii e 98
4.3.2. Die zentrale Proteinregion in HpaA ist essentiell fiir die Pathogenitat von Xcv und HrpF-
S T=Y = 1o ) o PR 102
4.3.3. Modellvorstellungen der Funktion der gatekeeper-Proteine ..........ccccccoviiiiiiiiniinne 104
LITERATURVERZEICHNIS.......... s sssssssssssssssssssssssssssssssssasasases 109



Inhaltsverzeichnis

5. ANHANG ... s s s 128
LEBENSLAUF ... s ssassssssssssssssssseassas s 133
DANKSAGUNG ... s ssassssssassssssssssssassssassss s 134
EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG........cosmerrmsesssmsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 135



Abklirzungsverzeichnis

Abkilirzungsverzeichnis

3 x c-Myc
Abb.

ATP

AM

BSA

bzw.

C

C-Ring
DNA
dNTPs

ECW
EHEC

EPEC

et al.
GE
Hpa
HR
Hrp

Hrc

Kb
KBE
kDa
NYG
MA
mRNA
MST

n. a.
NLS
NTP

dreifaches c-Myc-Epitop
Abbildung
Adenosintriphosphat
aulere Membran

Bovines Serumalbumin
beziehungsweise

Carboxy
zytoplasmatischer Ring
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribo-
nukleosidtriphosphate
wEarly Californian Wonder*
Enterohamorrhagische
Escherichia coli
Enteropathogene Escherichia
coli

et altera (und andere)
Gesamtzellextrakt
~hrp-associated”
hypersensitive Reaktion
~hypersensitive response
and pathogenicity”
»hrp-conserved”

innere Membran
Kilobasenpaare
koloniebildende Einheiten
Kilodalton

.Nitrogen Yeast Glycerol’
Minimalmedium
.messenger RNA
Mikroskalige Thermophorese
Amino

nicht analysiert

»huclear localisation signal®

Nukleotidtriphosphat

PAGE

PCR
pVv.
RNA
Sct

SDS

Sec
spp.
T3
T3S
T3SS
T3S4

TAE
TALE

Taq
TBE
TBST
u. a.
us
Xac

Xcv

Xoo

Xop

Yop

Ysc

Polyacrylamid-
Gelelektrophorese
.polymerase chain reaction’
Pathovar

Ribonukleinsaure
“secretion and cellular
translocation”

»~Sodiumdodecylsulfat”

.sSecretory pathway*
~species”, Arten

Typ 3

Typ 3-Sekretion

Typ 3-Sekretionssystem
» 13S substrate specificity
switch*

Tris-Acetat-EDTA

» lranscription activator-like
effector*

Thermus aquaticus
»1ris-buffered EDTA”

» 1 ris-buffered saline”
unter anderem

Uberstand

Xanthomonas axonopodis
pv. citri

Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria
Xanthomonas oryzae pv.
oryzae

Xanthomonas outer
protein”

» Yersinia outer protein”

» Yersinia secretion complex”

Vi



Abklirzungsverzeichnis

Aminosauren

A Ala  Alanin

C Cys Cystein

D Asp  Aspartat
E Glu  Glutamat
F Phe Phenylalanin
G Gly  Glycin

H His  Histidin

I lle Isoleusin
K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met  Methionin

<X s <40 xmPO T Z

Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val

Trp

Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

beliebige Aminosaure

Tyr

Tyrosin

Vil



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Vergleich des T3SS aus tierpathogenen Bakterien mit dem Aufbau des Flagellums. .............. 4
ADbD. 2: Das hrp-GenCIUSIEr VON XCV. .........coui ittt sanee e 14
Abb. 3: Der SubstratspezifitatSWECRSEl IN XCV. ...........uuueeeeeeeeeeseeeee ettt a e e s 16
Abb. 4: Der Einfluss der Kontrollproteine HpaC und HpaA und des T3S-Chaperon HpaB auf den
SUDSIAtSPEZIFItAISWECRHSEL. ......ocooeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e e sttt e e e e e sstsstanaaaeeaaas 17
Abb. 5: Das Prinzip der Golden-Gate-KIONIEIUNG. ...............cccceeeueeeeeeeeeeeeeiieteeeeeeeeeseeeeeeeeeeee s 24
Abb. 6: HrcS-Sequenz-Alignment und TOPOIOGIE............ceeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee et 39
Abb. 7: Phédnotypenvergleich der Transformanden bei Verwendung unterschiedlicher Promotoren im
KomplementatiONSKONSIIUKL. .............oo et e e e e e e e e aeas 41
Abb. 8: Die Konstrukte fiir die Komplementationsanalysen mit der hrcS-Deletionsmutante. .............. 41
Abb. 9: Komplementationsstudien mit der hrcS-Deletionsmutante 85-10AhrcS. ............ccceeveeeeennnenn.. 43
Abb. 10: HrcS ist essentiell fiir die T3S iN XCV. ......cc.eeeeeeeeeeeeeeeeeeee et seees 44
Abb. 11: HrcS ist in der Membran I0KalISIErL. .................cccueeei oo 45
Abb. 12: HrcS interagiert mit verschiedenen Komponenten des T3SS. ........ccccccoovevccvvveeieeeeeescnnnn, 46
Abb. 13: Koimmunoprézipitationsexperimente mit HrcS-c-Myc und HrpBT.........ccccvvvveeeeeeeeesrnne, 47
Abb. 14: Sequenz-Alignments von HrpB7 Proteinen aus tier- und pflanzenpathogenen Bakterien. ... 51
Abb. 15: Vorhersage der Sekundér- und 3D-Struktur von HrpB7 aus XCV. .........cccccvvvveveeeeeeeeeseirrnnne.. 52
Abb. 16: Komplementationsstudien mit den hrpB7-Deletionsmutanten. ...............c.cccooooovovieneeeeencni. 54
Abb. 17: HrpB7 ist essentiell fiir die T3S iN XCV. ... 55
Abb. 18: HrpB7 formt stabile und hochmolekulare KOmMPIEXe. .............oooooi i 56
Abb. 19: Sequenz- und Strukturmotive von HIpB7 @us XCV...........cccueeiiiiiiiiiiiiiiiee e 58
Abb. 20: Komplementationsstudien mit den HrpB7-Derivaten mit Cystein-Alaninsubstitutionen. ....... 59
Abb. 21: Komplementationsstudien mit HroB7-Derivate. ................uuueeeeeeecieieeiaaeeeesecinieiaaaeeeasssrnsees 60
Abb. 22: Der Einfluss der HrpB7-Derivate auf die Typ 3-Sekretion. ...........cccccceveeeeecccivveeesaeeeesciinnnnnn, 62
Abb. 23: HrpB7 interagiert mit Kontrollproteinen und Komponenten des T3SS. .........cccccceevvvevvvnennn.. 63
Abb. 24: Prinzip und Ablauf der MST-MESSUNGEN. ..........c.ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeee ettt es e 64
Abb. 25: Proteinreinigung von Hisg-NUSA-HrpB7 und HiSg=-NUSA...............ueeeeeeeeeeeeeiieeeaeeeeeeeee 66
Abb. 26: Die Selbstinteraktion von Hise-NusA-HrpB7 gemessen mittels MST...........cccccovvcievivncnenn. 67
Abb. 27: Einteilung von HpaA in drei funktionelle DOMENEN. .............ccceveiieeiiiiiiiiiiiiie e 68
Abb. 28: Die zentrale Doméne von HpaA enthélt eine HpaC-Bindungsstelle...............cccccccoveviiiiini. 69
Abb. 29: HpaA wird HpaC-abhdngig transIOZiert..............c..coeoiueeei oo 70
Abb. 30: Komplementationsstudien mit den HpaA-Deletionsderivaten................ccccocceeevovieeeisienannns 71
Abb. 31: Die zentrale und C-terminale Region von HpaA sind essentiell fiir die HrpF-Sekretion....... 73
Abb. 32: HpaAy interagiert mit dem Chaperon HpaB. ..................eeeuieeeeeeiciieiiieeeeeeeiiaa e 74
Abb. 33: Das XopA-HpaA-Chimér komplementiert nicht die hpaA-Deletionsmutante. ........................ 75
Abb. 34: In vitro-Sekretionsanalysen und in vivo-Translokationsanalysen mit XopA-HpaA-Chimére. 76
Abb. 35: HpaA interagiert mit den Substratbindungsstellen des T3SS...........cccccooevvvvveeeieeeeeeccrnne. 78
Abb. 36: Komplementationsstudien mit den HpaA-NLS-Mutanten. ...............cccccooeeeiiiiioiiiieieeeeee 80
Abb. 37: Das NLS2-Sequenzmotiv in HpaA ist essentiell fiir die HrpF-Sekretion...............cc.cccco....... 80
Abb. 38: GST-pull down Analysen der HpaA-Derivate mit GST-HpaB. .............cccooeeeiiiiiviiiieeeees 81
Abb. 39: Die Translokationsanalysen mit HpaA-Derivaten in 85* und 85*AhpaB................ccccccccueenn. 83
Abb. 40: Modell des SctRsS,TU;-Komplexes im T3SS.........c...eeeeeeeeeeeeeeeeee et 85
Abb. 41: Modell zur Assemblierung der T3SS..............uueeeeiee oottt ees e 86
Abb. 42: Modellvorstellung fiir die Substraterkennung und -weiterleitung am T3SS..............c.cc.oee..... 87
Abb. 43: Vergleich der FyF-ATP-Synthase mit dem Modell des HrpB7-HrcN-Komplexes. ................ 94
Abb. 44: HpaA trégt das Strukturmerkmal der gatekeeper-Proteine.................cccccoeeveevvieeeeeeeeeseann, 104
Abb. 45: Modellvorstellung der gatekeeper-Funktion auf der Grundlage der Interaktion mit dem ,inner
rod“-Protein (nach Cherradi et @l., 2073).........c.uoee it 105
Abb. 46: Modellvorstellung der gatekeeper-Funktion auf der Grundlage der Interaktion mit SctV (nach
Yu et al., 2018, Bange €t @l., 2070). ..o et 107
Abb. 47: Nukleotidsequenz des lacUV5-Promotors im pBRM-VeKIOr..............cccccovvvoeiiiiciniiie 132

Vil



Tabellenverzeichnis

Tabellen

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:
Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:

Tabelle 14:
Tabelle 15:
Tabelle 16:
Tabelle 17:

verzeichnis

Bakterielle Sekretionssysteme (modifiziert nach Green und Mecsas, 2016)..............ccccc...... 2
Einordnung der T3SS-Komponenten in die Sct-NomenkIatur. ..............c.cccoveevveneeenvenecenenen, 5
VEIWENAEIE MEIEN. ...ttt ettt 20
Verwendete PUTfer UNd LOSUNGEN. ...........cc.ccuveeeireieesieieesietsiesie sttt 20
Verwendete ANTIDIOLIKA. ............ccoceeeeeeeeeeee ettt ettt 21
VEIWENAEIE ANLIKOIEN ...ttt sttt sttt st 22
Verwendete BaKIeriENSIAIMIME. ...........cc.oou oottt 22
PCR-Ansatz und ReaktionSbedinQUINGEN............ccoeueereeieireieiisieisisietseieesestseeee e 23
Golden-Gate-Ansatz und ReaktionSbedinQUNGEN. .............cueveveeeciesieeieeesieieeieiesiesiessesseens 25

Zusammensetzung der SDS-GelE. ...ttt 30
Sequenzidentitdten und Sequenzédhnlichkeiten der homologen Proteine zu HrcS aus Xcv.
........................................................................................................................................................... 38
Sequenzidentitdten aus den Alignments der Hrp-Proteine kodiert im hrpB-Operon.......... 48

Sequenzidentitdten und Sequenzdhnlichkeiten der homologen Proteine zu HrpB7 aus

........................................................................................................................................................... 49
RMSD-Werte der Struktur-Alignments von HrpB7 mit FliJ und CT670. ..........cccccvevvrenenne. 52
Die Versuchsergebnisse mit den XopA-HpaA-CRIMAEren. ............cccceveeveevvevveveveieeeereerenn, 101
Verwendete PIASIMUQE. ...........cooeeoeeeeeeeeese ettt ettt e e ns 128
Verwendete OlIGONUKIEOLITE. .............cccveeeieieeieieieeieeeeeeeee st e e ittt e e sss e sss e e ssseseess 130



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der Proteintransport tliber die Zytoplasmamembran in Prokaryonten

In vielen Lebensformen, wie Bakterien, Archaeen und Eukaryonten, sind das Sec
(secretion)- und Tat (twin arginine transporter)-Proteinsekretionssystem zu finden (Robinson
und Bolhuis, 2004; Papanikou et al., 2007). Beide Sekretionssysteme erkennen ihre
Substrate anhand einer Signalsequenz am N-terminalen Ende. Zusatzlich vermitteln I6sliche
Hilfsproteine, sogenannte Chaperone, die Ubertragung der zu sekretierenden Proteine aus
dem Zytoplasma an das Sekretionssystem (Papanikou et al., 2007; Green und Mecsas,
2016). Im Unterschied zum Sec-System werden Proteine vom Tat-System in vollstandig
gefalteter Form sekretiert (Green und Mecsas, 2016). Diese Form des Proteinexports ist bei
einigen Proteinen essentiell, da sie postiranslationale Modifikationen besitzen, wie
Glykosylierung, Phosphorylierung, oder gebundene Cofaktoren, welche lediglich im
Zytoplasma synthetisiert werden (Palmer und Berks, 2003).

Der Grofdteil der vom Sec- und Tat-System sekretierten Proteine verbleibt als
Membranproteine innerhalb der Zytoplasmamembran oder bei Gram-negativen Bakterien im

Periplasma (Green und Mecsas, 2016).

Gram-negative und einige Gram-positive Bakterien, wie Mycobacteria und Corynebacteria,
bendtigen weitere spezielle Sekretionssysteme fir den Transport von Proteinen auch Uber
die aulRere Membran (Sekretion) und bei pathogenen Bakterien sogar bis in das Zytosol der
eukaryontischen Wirtszelle (Translokation) (Tab. 1). Einige dieser Sekretionssysteme sind
zudem vom Sec- oder Tat-System abhangig (Green und Mecsas, 2016).

Sec-abhangige Sekretionssysteme sind das Typ 2-, Typ 5- und Typ 9- Sekretionssystem
(Tab. 1). Diese Sekretionssysteme (bernehmen den Transport von Proteinen aus dem
Periplasma Uber die aulere Membran ins extrazellulare Milieu (Green und Mecsas, 2016).
Das Typ 2-Sekretionssystem (T2SS) ist beispielsweise ein Multiproteinkomplex, welcher die
innere und &uBere Membran von Gram-negativen Bakterien durchspannt. Die
periplasmatischen Proteine werden auf bislang unbekanntem Weg vom T2SS erkannt,
welches diese im bereits gefalteten Zustand exportiert (Korotkov et al., 2012).

Uber dieses Sekretionssystem wird zum Beispiel das Enzym Pullulanase von dem Bakterium
Klebsiella oxytoca sekretiert. Dieses spaltet Pullulan, ein von Pilzen produziertes
Polysaccharid, in kleine Maltotrioseeinheiten (Pugsley et al., 1997; Korotkov und Sandkvist,
2019).

Die Typ 1-, 3-, 4-, 6- und 7-Sekretionssysteme sekretieren Proteine unabhangig vom Sec-

System Uber die Zytoplasmamembran und aufRere Membran der Bakterien (Tab. 1). Sie sind
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Multiproteinkomplexe, bei denen, mit Ausnahme des T1SS, neben der Sekretion ins
extrazellulare Milieu auch eine Translokation von Proteinen, welche allgemein als Effektoren

bezeichnet werden, in das Zytosol der Wirtszelle erfolgt (Green und Mecsas, 2016).

Tabelle 1: Bakterielle Sekretionssysteme (modifiziert nach Green und Mecsas, 2016).

Tabellarisch aufgelistet sind die Sekretionssysteme von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien. Dabei
wurden folgende Merkmale gegenubergestellt: die sekretierten Substrate; die vemutete Lokalisation des
Sekretionssignals im Substrat; die Sekretionsschritte, d.h. Sekretionssysteme, welche am Export des Substrates

beteiligt sind; inwieweit das Substrat gefaltet oder ungefaltet sekretiert wird; die Anzahl der Membranen, die das

Substrat mit Hilfe des Sekretionssystems durchquert.

Gram (+)
Sekretions- . Sekretions- Sekretions- Substrat Anzahl der
Substrat/ Funktion . .
system signal schritte  gefaltet? Membranen
T1SS C-terminal 1 Nein 2 Gram (-)
Sekretiert Toxine und 2
N-und/oder
T2SS abbauende Enzyme (Sec/TAT- Ja 1 Gram (-)
C-terminal
abhangig)
Transloziert Effektorproteine in
T3SS N-terminal 1 Nein 2-3 Gram (-)
die Wirtszelle
Transloziert DNA und/oder
T4SS ) C-terminal 1 Nein 2-3 Gram (-)
Proteine
Sekretiert Toxine, Rezeptor- 2
T5SS binde Proteine, Adhesine, N-terminal (Sec- Nein 1 Gram (-)
abbauende Enzyme abhangig)

Transloziert Effektorproteine in
T6SS prokaryotische und n.a. 1 n.a. 2-3 Gram (-)
eukaryotische Zellen

Sekretiert/transloziert Proteine

T7SS C-terminal 1 Ja 1-3 Gram (+)
und/oder DNA
) 2
T9SS/ Sekretiert
2 ) ) C-terminal (Sec- Ja 1 Gram (-)
PorSs Proteine/Virulenzfaktoren L
abhangig)

'Referenzen: Bittner und Bonas, 2010; Meuskens et al., 2019; Bernal et al., 2018; Green und Mecsas, 2016;
%Por secretion system, Lasica et al., 2017; Pena et al., 2019

Das T4SS beispielsweise ist ein essentieller Pathogenitatsfaktor fir das Gram-negative
Bodenbakterium A. tumefaciens (Christie, 2016). Die daruber Ubertragene DNA, die
sogenannte T-DNA (Transfer-DNA), inseriert in das Genom der pflanzlichen Wirtszelle und
induziert unkontrollierte Zellteilung, was zu krebsartigen Wucherungen im Wurzelhalsbereich
der Pflanze fuhrt. Gleichzeitig wird die Pflanze dazu veranlasst Nahrstoffe flr das Bakterium

zu produzieren (Lacroix und Citovsky, 2019).
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In anderen tier- und pflanzenpathogenen Bakterien spielt das T3SS eine wesentliche Rolle.
Uber das T3SS werden von dem Bakterium Effektorproteine in die Wirtszelle transloziert,
welche in die Immunabwehr und in zelluldre Prozesse des eukaryontischen Wirtes eingreifen
und diese zum Vorteil fur die Vermehrung des Bakteriums verandern (Buttner, 2012).

Ob ein Sekretionssystem als Pathogenitatsfaktor eingestuft wird oder nicht, hangt im
Wesentlichen von der Lebensweise des jeweiligen Bakteriums ab. So ist das T4SS essentiell
fur die Pathogenitat in A. tumefaciens wahrend Xanthomonas axonopodis pv. citri das T4SS
verwendet, um sich gegen die mit ihm um den Platz konkurrierenden Bakterien zu wehren
(Souza et al., 2015). Fur diesen Wettstreit um den gleichen Lebensraum bedienen sich
Klebsiella pneumoniae oder Pseudomonas aeruginosa dem T6SS (Hood et al., 2010; Storey
et al., 2020).

Des Weiteren kdnnen sich zwei Sekretionssysteme in ihrer Funktion unterstiitzen. Beispiele
hierfir sind unter anderem das T2SS in Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv),
welches Uber die Sekretion von Lipasen, Proteasen und Amylasen den Aufbau des T3SS
und damit die Pathogenitat von Xcv unterstitzt (Szczesny et al., 2010; Solé et al., 2015),
oder das T6SS im Enterohamorrhagischen Escherichia coli (EHEC), welches zusatzlich zum
T3SS durch die Sekretion von Effektoren noch die angeborene Immunantwort des Wirtes
hemmt (Wan et al., 2017).

1.2. Das Typ 3 Sekretionssystem (T3SS)

Das T3SS ist in vielen Gram-negativen pflanzen- und tierpathogenen Bakterien als auch in
einigen nicht-pathogenen Bakterien, wie das symbiotisch lebende Bakterium Rhizobium
vorhanden (Troisfontaines und Cornelis, 2005; Tampakaki, 2014). Dank der gro3en Anzahl
an T3SS pro Zelle in tierpathogenen Bakterien ist es bereits gelungen, diese zu isolieren und
mittels Cryo-Elektronenmikroskopie den Aufbau des T3SS zu analysieren (Abb. 1) (Kubori et
al., 1998; Marlovits et al., 2004; Yip et al., 2005; Ogino et al., 2006; Zenk et al., 2007).

Es gibt Grund zu der Annahme, dass das T3SS pflanzenpathogener Bakterien dem der
tierpathogenen Bakterien im Aufbau ahnelt. Die Proteine, welche den Aufbau der
Ringstrukturen in der inneren und auleren bakteriellen Membran organisieren, sind in
pflanzen- und tierpathogenen Bakterien konserviert (Bogdanove et al., 1996; Blttner, 2012).
Um eine allgemeine Nomenklatur zu schaffen, werden die konservierten Komponenten des
T3SS als Sct (Sekretion und zelluldre Translokation; secretion and cellular translocation)
Proteine bezeichnet (Tab. 2) (Hueck, 1998; Deng et al., 2017).

In seinem strukturellen Aufbau ahnelt das Translokations-assoziierte T3SS dem bakteriellen
Flagellum (Abb. 1) (Buttner, 2012; Diepold und Armitage, 2015). Das bakterielle Flagellum ist

ein rotierendes Organell von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien und dient der

3
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Fortbewegung des Bakteriums (Baron, 1996). Dieser multimere Komplex aus uber 30
verschiedenen Proteinen besitzt ahnlich dem Translokations-assoziierten T3SS die
Membranringkomponenten, den Exportapparat und eine ATPase auf der zytoplasmatischen
Seite (Blttner, 2012). Insgesamt acht Komponenten des Translokations-assoziierten T3SS
besitzen homologe Proteine im flagellaren T3SS (Abb. 1) (Blair, 1995; Kubori et al., 1998;
Bittner, 2012).

pZpP

Filament

Translokon
SctE,B)
l’i By o .

w .

Pilus Haken

(SctF)

extrazelluldre
Komponenten

Sekretin
(5ctC)

Jinner rod”
(5ctl)
SctD
SctJ
SctR
Scts

Basal-
Basal- apparat

apparat

:"P":t SctT
ppa Scty

SctV Export-
zytoplasmat. apparat \
Komponenten Sctk

C-Ring _/T‘
SctQ (SctQ)

Sctl ATPase
ATPase (SctN)

(Scth)

SctO

Abb. 1: Vergleich des T3SS aus tierpathogenen Bakterien mit dem Aufbau des Flagellums.

Im linken Bild ist das T3SS in der Frontansicht dargestellt. Im mittleren Bild sind die Ringstrukturen des T3SS zu
180 Grad aufgeschnitten, um die Komponenten Pilus, ,inner rod“-Komplex, Exportapparat und ATPase zu zeigen.
Die Sct-Nomenklatur ist den einzelnen Komponenten des T3SS zugeordnet. Die Einteilung des T3SS erfolgt in
die zytoplasmatischen Komponenten, dem Exportapparat, dem Basalapparat sowie den extrazellularen
Komponenten (siehe Farbcode). Im rechten Bild ist das flagellare T3SS dargestellt. Die zueinander homologen
Komponenten (Kernkomponenten) vom Translokations-assoziierten T3SS wund flagellarem T3SS sind
gekennzeichnet. tZP, tierisches Zytoplasma; PM, Plasmamembran; AM, duRere Membran; PP, Periplasma; IM,
innere Membran; bZP, bakterielles Zytoplasma. Modell wurde erstellt nach (Worrall et al., 2016; Kuhlen et al.,
2018; Wagner et al., 2018; Majewski et al., 2019; Torres-Vargas et al., 2019)

Uber den Exportapparat des Flagellums werden die Proteine sekretiert, welche am Aufbau
der réhrenférmigen axialen Struktur des Flagellums im duf3eren Bereich der Zellmembran
involviert sind (Minamino und Namba, 2008; Paul et al, 2008). Die Anzahl und die
Anordnung der Flagellen hangen von dem Bakterium ab und kdnnen demzufolge auch zur

Klassifizierung und Identifizierung des Bakteriums verwendet werden (Baron, 1996).
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Tabelle 2: Einordnung der T3SS-Komponenten in die Sct-Nomenklatur.

Sct- Salmonella
Putative Xanthomonas | Ralstonia Pseudomonas | Yersinia EPEC und |Shigella |Chlamydia
Nomen- i . Spp. Flagellar
Funktion spp. solanacearum |syringae spp. EHEC spp. spp.
klatur SP-1 SP-2
Extrazellulire Komponenten
SctB XopA XopA - YopD SipC SseD EspB IpaC CopD -
Translokationspore
SctE HrpF PopF1/2 HrpK YopB SipB SseC EspD IpaB CopB -
SctA Nadelfilament/-spitze - - - LerV SipD SseB EspA IpaD CT584 FliC
SctF Nadel/Pilus HrpE HrpY HrpA YscF Prgl SsaG EscF MxiH CdsF FIgE
Basalapparat
SctC Sekretin, AM-Ring HrcC HrcC HrcC YscC InvG SsaC EscC MxiD CdsC -
- Pilotin, Stabilisierung von SctC - - HrpT YscW InvH - - MxiM - -
SctD %/'[ng’ Briicke von IM zu HrcD HrpW HrpQ YscD PrgH SsaD EscD | MxiG | CdsD FliG
Sct] IM-Ring, Adaptor fiir Sctl Hrcel Hrcel Hrcel Yscl Prgk Ssal Escl MxiJ CdsJ FIiF
Sctl »inner rod* HrpB1/B2 HrpJ HrpB Yscl Prgl Ssal Escl Mxil - -
HrpH and
- Lyt. Transglycosylase HpaH - TP all - lagB - EtgA IpgF - FlgJ
HopP1
Exportapparat (IM-Komponenten)
Autoprotease,
SctU Substraterkennung, HrcU HrcU HrcU YscU SpaS SsaU EscU Spa40 CdsU FIhB
Substratspezifitdtswechsel
SctV Substratbindungsstelle HreV HreV HreV YscV InvA SsaV EscV MxiA CdsV FIhA
SctR HrcR HrcR HrcR YscR SpaP SsaR EscR Spa24 CdsR FliP
SctS Translokationspore HrcS HrcS HrcS YscS SpaQ SsaS EscS Spa9 CdsS FliQ
SctT HrcT HrcT HrcT YscT SpaR SsaT EscT Spa29 CdsT FliR
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Tabelle 2: Die Zuordnung der T3SS-Komponenten in die Sct-Nomenklatur

Sct- Salmonella
Putative Xanthomonas | Ralstonia Pseudomonas | Yersinia | ¢ EPECund |Shigella |Chlamydia
Nomen- . . Pp. Flagellar
Funktion spp. solanacearum |syringae spp. EHEC spp. spp.
klatur SP-1 SP-2
Cytoplasmatische Komponenten
SctQ C-Ring HrcQ HrcQ HrcQ YscQ SpaO SsaQ SepQ Spa33 CdsQ FliM/N
SctN ATPase HrceN HrcN HrceN YscN Spa47 InvC EscN Spad7 CdsN Flil
Set, | ATPase-Stabilisatoru. - HrcL HrpF HrpE YscL OrgB Ssak EscL | MxiN CdsL FliH
Regulator
SctO ATPase-Stabilisator (HrpB7) HrpD HrpO YscO Invl SsaN EscO Spal3 CdsO FliJ
Verbinder zwischen IM-Ring .
SctK HrpB4 - HrpD YscK OrgA - EscK MxiK - -
¢ und C-Ring (HrpB4) P 8¢ rg sc xi
Regulatoren
SctP Nadel-Lange-Regulator HpaC HpaP HrpP YscP Inv] SsaP EscP Spa32 CdsP FliK
. YopN- .
SctW Pfortner, gatekeeper HpaA HpaA HrpJ TyeA InvE SsalL SepL MxiC CopN -
) Weitere regulatorische ) ) i ) SpiC SepD i i i
Komponenten
SicP, IpgE,
A
- Chaperon fiir spate Substrate HpaB HpaB u.a. ShcA | u. a. SycE SigE, Stea, Spev, Spal, SycE -
SscB SpcS
InvB IpgA

Die allgemeine Sekretions- und zellulare Translokations (Sct)-Nomenklatur wurde 1998 erstmalig vorgeschlagen und 2016 endlich umgesetzt. Die Spezies-spezifischen Namen fiir

jedes Sct-Protein sind in der Tabelle angegeben. Die T3SS-Komponenten der pflanzenpathogenen Bakterien (Xanthomonas spp., Ralstonia solanacearum und Pseudomonas

syringae) besitzen nur eine sehr geringe Sequenzidentitdt zu den T3SS-Komponenten der tierpathogenen Bakterien. Daher erfolgte die Einteilung der Hrp/Hrc-Proteine in die

Tabelle zum Teil aufgrund ihrer vorhergesagten Funktion.

diesbeziiglich noch nicht abgeschlossen sind. EHEC, Enterohamorrhagische Escherichia coli;

- zeigt an, dass bisher noch kein funktionelles Homolog identifiziert werden konnte. ,( )“ gibt an, dass die Analysen

EPEC, Enteropathogene Escherichia coli; SP-1 und 2, Salmonella

Pathogenitétsinsel 1 und 2. Salmonella besitzt zwei Gen-Cluster, welche fir je ein T3SS kodieren. Diese Gen-Cluster werden als Pathogenitatsinseln 1 und 2 bezeichnet.
Verandert nach (Hueck, 1998; Gazi et al., 2012; Portaliou et al., 2016; Deng et al., 2017)
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1.2.1. Die Architektur des T3SS von tierpathogenen Bakterien

Die rund 20 unterschiedlichen Sct-Proteine, welche das circa 7 MDa grof3e T3SS aufbauen,
werden eingeteilt in die zytoplasmatischen Komponenten (SctK, Q, L, N, O), den
Exportapparat (SctR, S, T, U, V), den Basalapparat (SctC, J, D) und die extrazellularen
Komponenten (SctF, |, B, E) (Buttner, 2012; Wagner et al., 2018; Diepold, 2019).

Die extrazellularen Komponenten des T3SS

Zu den extrazellularen Komponenten zahlt die in tierpathogenen als Nadel bezeichnete
Struktur. Es ist bekannt, dass mehr als 100 Kopien von SctF die Nadel aufbauen (Broz et al.,
2007). Die vorhergesagte helikale Struktur der Nadel ist circa 40-80 nm lang und hat
vermutlich einen Innendurchmesser von nur 20 A, was lediglich das Passieren von
ungefaltetem Protein erlaubt (Loquet et al., 2012).

Die Nadel ist direkt oder indirekt mit dem Translokon verbunden, welches als kanalbildender
Komplex in die eukaryontische Plasmamembran inseriert und die Effektortranslokation
vermittelt (Mueller et al., 2008; Mattei et al.,, 2011; Galan et al., 2014). Das Translokon
besteht aus multiplen Kopien der zwei Translokonproteine SctB und SctE, wahrend ein
zusatzlicher Nadel-,tip“-Komplex (SctA) das Translokon mit dem Nadelfilament verbindet
(Broz et al., 2007; Mueller et al., 2008; Dickenson et al., 2013; Park et al., 2018).

Das helikale Nadelfilament ist in der inneren Membran mit dem Exportapparat SctRST Uber
einen ,inner rod“-Komplex aus sechs Kopien des Proteins Sctl verbunden (Marlovits et al.,
2006; Dietsche et al., 2016; Zilkenat et al., 2016). Sctl wird schwach sekretiert und ist fir den
Aufbau der extrazellularen Nadel essentiell (Sukhan et al., 2003; Zhong et al., 2012; Torres-
Vargas et al., 2019).

Der Basalapparat des T3SS

Uber den ,inner rod“-Komplex ist die Nadelstruktur in dem Basalapparat verankert und mit
dem Exportapparat verbunden (Wagner et al., 2018). Der Basalapparat besteht aus dem
aulleren Membranring, der vermutlich aus einem Sekretin-Komplex aus 12-15 SctC-Proteine
aufgebaut wird, und den auf3eren und inneren Innermembranring SctD und SctJ (Abb. 1)
(Wagner et al., 2018). SctC interagiert mit dem Innermembranring, bestehend aus 24 SctD-
Proteinen (Schraidt et al., 2010; Schraidt und Marlovits, 2011). Im Inneren des SctD-Ringes
befindet sich der Ring aus 24 SctJ-Proteinen (Yip et al., 2005; André et al., 2007; Sani et al.,
2007; Mcdowell et al., 2011; Schraidt und Marlovits, 2011).

In vivo-Photocrosslinking-Experimente in Salmonella Typhimurium, welche mit dem ,inner
rod“-Protein Sctl durchgeflhrt wurden, zeigten eine Interaktion des ,inner rod“-Proteins mit

SctR und SctT mit einer fortlaufenden helikalen Assemblierung von Sctl an dem
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Exportapparat (Torres-Vargas et al., 2019). Diese experimentellen Daten stimmen Uberein
mit der Annahme, dass auch die Nadelstruktur eine helikale Windung aufweist (Cordes et al.,
2003; Loquet et al., 2012).

Der Exportapparat des T3SS

Der Exportapparat umhiillt von dem SctJ-Ring besteht aus fiinf hydrophoben Proteinen, die

innerhalb der Translokations-assoziierten T3SS der tier- und pflanzenpathogenen Bakterien
als auch des flagellarem T3SS konserviert sind: SctR, SctS, SctT, SctU und SctV (Blttner,
2012; Kuhlen et al., 2018).

Der Exportapparat baut sich vermutlich zusammen aus finf SctR-Proteinen, einem SctT-
Protein und vier SctS-Proteinen (Kuhlen et al., 2018). Elektronenmikroskopische Aufnahmen
des flagellaren Exportapparates lassen vermuten, dass die Proteine SctRST helikal
assemblieren (Kuhlen et al, 2018). An diesem Kernkomplex des Exportapparates
assembliert ein SctU-Protein und ein Ring aus neun SctV-Proteinen (Kuhlen et al., 2018).
Eine Besonderheit der Proteine SctU und SctV sind die groen C-terminalen
zytoplasmatischen Domanen, welche fur die jeweilige Proteinfunktion essentiell sind.
SctV interagiert mit Kontrollproteinen des T3SS sowie Effektorproteinen und wird daher als
potentielle Substratbindungsstelle des T3SS definiert (Minamino und Macnab, 2000b; Bange
et al., 2010; Minamino et al., 2012; Yu et al., 2018). SctU besitzt vermutlich eine besondere
Funktion im Substratspezifitatswechsel (Williams et al., 1996; Lavander et al., 2002; Edqvist
et al., 2003; Wood et al., 2008; Bjornfot et al., 2009).

Die zytoplasmatischen Komponenten des T3SS
SctK, SctQ, SctlL, SctN und SctO sind die zytoplasmatischen Komponenten des T3SS. Der

Komplex aus SctK, SctQ und SctL wird aufgrund seiner Funktion als Substrat-

Sortierungsplattform bezeichnet (Lara-Tejero et al., 2011). An diese Plattform binden die
T3S-Substrate vor ihrer Sekretion lber das T3SS entsprechend ihrer Sekretionshierarchie
(Lara-Tejero et al., 2011; Diepold et al., 2015; Wagner et al., 2018). Es wird vermutet, dass
die Sekretion der Substrate einer Hierarchie unterliegt, da es entscheidend ist, dass zuerst
die extrazellularen Komponenten des T3SS sekretiert werden, um anschlieRend die
Sekretion der Effektoren zu ermdglichen (Lara-Tejero et al., 2011; Diepold et al., 2015;
Wagner et al., 2018). Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Substrat-
Sortierungsplattform aus Shigella und Salmonella zeigen sechs im Kreis angeordnete Saulen
aus SctQ-Proteinen, die jeweils Uber ein SctK-Protein an die zytoplasmatische Domane von
je vier SctD-Proteinen an die innere Membran gebunden sind (Abb. 1) (Hu et al., 2015; Hu et

al., 2017). Ein Homodimer aus SctL verbindet die sechs Saulen mit der zentral gelegenen
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hexameren ATPase SctN und dient zugleich als negativer Regulator der ATPase (Blaylock et
al., 2006; Notti et al., 2015; Imada et al., 2016; Diepold et al., 2017; Hu et al., 2017).

Die ATPase hydrolysiert ATP und setzt dabei vermutlich die Substrate aus dem
Chaperon-Substrat-Komplex frei und entfaltet diese (Akeda und Galan, 2005). Die
Entfaltung der Proteine ermdglicht den Transport durch den 2-3 nm breiten Sekretionskanal
(Blocker et al., 2001).

Es wird vermutet, dass die T3-assoziierte ATPase nur die Energie fur den initialen
Sekretionsprozess bereitstellt (Akeda und Galan, 2005). Die Sekretion der Substrate
durch das T3SS soll hingegen von der protonenmotorischen Kraft (PMF), vermutlich
unterstitzt durch eine Drehbewegung des Sekretionskanals ahnlich wie beim Flagellum,
angetrieben sein (Wilharm et al., 2004; Akeda und Galan, 2005; Minamino und Namba,
2008; Paul et al., 2008; Ohgita et al., 2013; Ohgita und Saito, 2019).

Im Zentrum des ATPase-Hexamers bindet SctO vermutlich als Monomer und stellt eine
Verbindung zum Exportapparat her oder dient als Abstandshalter zur zytoplasmatischen
Domaéne des SctV-Ringes (Minamino und Macnab, 1999; Minamino et al., 2000; Ibuki et al.,
2013; Hu et al., 2015; Majewski et al., 2019).

1.2.2. Die Logistik: Erkennung der T3S-Substrate und Transport zum T3SS

Die effiziente Sekretion und Translokation vieler T3S-Substrate hangt von T3S-Chaperonen
ab (Buttner et al., 2004; Mukaihara et al., 2010). Es existiert die Vermutung, dass sich die
T3S-Substrate vorher an der inneren Membran versammeln, dank eines Cardiolipin-
Bindungsmotivs in der N-terminalen Region der Effektoren (Prochaska et al., 2018). Dort
angekommen, werden sie von einem T3S-Chaperon erkannt und zum Exportapparat des
T3SS gefilhrt (Prochaska et al., 2018). Die T3S-Chaperone interagieren mit den T3S-
Substraten, stabilisieren sie und erleichtern ihre Erkennung mit den Komponenten des T3SS
unter anderem der Substrat-Sortierungsplattform oder der ATPase (Thomas et al., 2005;
Lara-Tejero et al., 2011). Die Chaperon-Effektor-Komplexe werden am T3SS ATP-abhangig
dissoziiert, der Effektor entfaltet und dieser in die Wirtszelle transloziert (Akeda und Galan,
2005; Lorenz und Buttner, 2009; Galan et al., 2014).

Chaperone werden entsprechend der Funktion ihrer Bindungspartner in drei Typen eingeteilt
(Parsot et al., 2003). Die Chaperone, welche Effektoren erkennen und deren Translokation
vermitteln, gehéren zum Typ 1. Die Typ 2-Chaperone vermitteln die Sekretion der
Translokatoren, wahrend die Typ 3-Chaperone die Nadel-aufbauenden Proteine binden und
zum T3SS geleiten (Parsot et al., 2003).

Die T3-abhangig sekretierten Substrate besitzen neben der Chaperon-Bindungsstelle,

welche vorwiegend in der N-terminalen oder zentralen Region lokalisiert ist, zusatzlich ein N-



Einleitung

terminales Sekretions- und Translokationssignal (Stebbins und Galan, 2001; Buittner et al.,
2004; Triplett et al., 2009; Oh et al., 2010; Buttner, 2012). Die N-terminale Signalsequenz ist
im Fall der T3-abhangig sekretierten Substrate in ihrer Aminosauresequenz nicht konserviert.
Zudem findet keine Prozessierung der sekretierten Proteine statt (Tampakaki et al., 2004;
Gurlebeck et al., 2006). Es wurden bislang nur wenige potentielle Merkmale in der N-
terminalen Aminosauresequenz von T3-Effektoren gefunden, die flir die T3-abhangige
Sekretion entscheidend sind (Mcdermott et al., 2011; Schechter et al., 2012; Galan et al.,
2014). Auf der Grundlage von bioinformatischen Analysen besteht die Signalsequenz
vermutlich aus einem vermehrten Auftreten von Serinen und Threoninen und ein Fehlen von
geladenen oder hydrophoben Aminosauren wie Leucin in den ersten 20 bis 25 N-terminalen
Aminosauren (Mcdermott et al., 2011; Schechter et al., 2012; Galan et al., 2014). Da die
Signalsequenz als Hauptmerkmal unstrukturiert ist, toleriert sie auf der Ebene der
Aminosauresequenz allerdings viele Variationen (Michiels und Cornelis, 1991; Sory et al.,
1995; Rissmann et al., 2002). Interessanterweise sekretiert zum Beispiel das T3SS von
Xanthomonas auch heterologe Effektorproteine wie PopA von Ralstonia solanacearum, AvrB
von Pseudomonas syringae und YopE von Yersinia pseudotuberculosis, was darauf
schliel3en lasst, dass sich der Mechanismus zur Erkennung der Substrate in pflanzen- und
tierpathogenen Bakterien vermutlich ahnelt (Rossier et al., 1999; Glrlebeck et al., 2006).
Zusatzlich zum Sekretionssignal liegt in der N-terminalen Region von T3-abhangig
sekretierten Effektoren ein separates Translokationssignal zwischen der 30igsten und
70igsten Aminosaure. Es handelt sich hierbei um ein Prolin-/Arginin-reiches Sequenzmotiv,
welches unter den Effektoren nahezu konserviert zu sein scheint (Escolar et al., 2001). Die
Deletion des Translokationssignals als auch Mutationen in diesem Sequenzmotiv zeigten
bereits fir die Effektoren AvrBs3, XopE2, XopJ und XopB aus Xanthomonas, DspA/E aus
Erwinia amylovora sowie YopE und YopH aus Yersinia enterocolitica, dass diese noch T3-
abhangig sekretiert aber nicht mehr in die Wirtszelle transloziert werden kénnen (Sory et al.,
1995; Schesser et al., 1996; Triplett et al., 2009; Oh et al., 2010; Scheibner et al., 2017,
Prochaska et al., 2018; Scheibner et al., 2018).

Neben dem T3S- und Translokationssignal wird in einigen Effektoren ein weiteres
»minimalistisches Translokationssignal“ in- und auf3erhalb der N-terminalen Region vermutet.
Dieses ,minimalistische Translokationssignal® unterstltzt vermutlich die Translokation des
T3S-Substrates auch in Abwesenheit des Chaperons bzw. noch inaktivem Zustand des
Chaperons in der friihen Phase der Wirt-Pathogen-Interaktion (Triplett et al., 2009; Lonjon et
al., 2016; Scheibner et al., 2018).
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1.3. X. campestris pv. vesicatoria (Xcv) - ein Modellorganismus zur Analyse des
T3SS

1.3.1. Das Phytopathogen Xcv

Das Phytopathogen Xcv wird fur funktionelle Analysen am T3SS als Modellorganismus
verwendet. 1914 wurden in Sidafrika zum ersten Mal Flecken auf Tomate, hervorgerufen
von dem Bakterium Xcv, beobachtet (Doidge, 1920). Eine weitere Wirtspflanze von Xcv ist
Paprika. Xcv ist ein Gram-negatives, aerobes, pflanzenpathogenes Bakterium mit einer
stabchenformigen Gestalt und einem am Pol lokalisiertem Flagellum, welches der
Fortbewegung dient (Buttner und Bonas, 2010). Mit Hilfe des Flagellums dringt das
Bakterium in das pflanzliche Gewebe (iber natirliche Offnungen, wie Hydathoden,
Spaltéffnungen oder Wunden, ein. Im pflanzlichen Gewebe angekommen, vermehrt sich Xcv
lokal im Interzellularraum von anfalligen (suszeptiblen) Pflanzen zu hohen Zelldichten
(Buttner und Bonas, 2010). Der Befall der Pflanze wird nach einigen Tagen zunachst als
wassrige Lasion und spater als nekrotische Flecken sichtbar (Jones et al., 1998). Die
Ausbildung der Fleckenkrankheit und zugleich Vermehrung von Xcv wird beglnstigt bei
Temperaturen von 24 bis 30 °C und einer hohen Luftfeuchtigkeit, was vor allem in
Anbaugebieten mit feucht-warmen Klima ein 6konomisches Problem darstellt (Bradbury,
1984).

Die erfolgreiche Infektion der Wirtspflanze ist abhangig von einem oder einer Kombination
aus verschiedenen bakteriellen Sekretionssystemen, welche Proteine in das extrazellulare
Milieu sekretieren kdnnen oder Proteine und/oder DNA direkt ins Zytosol der Wirtszelle
translozieren (Tab. 1, Abschnitt 1.1.) (Gerlach und Hensel, 2007). Es ist bisher bekannt, dass
im Genom von Xcv acht unterschiedliche Sekretionssysteme kodiert vorliegen: das Sec- und
Tat-Sekretionssystem, sowie die Sekretionssysteme Typ 1 bis Typ 6 (T1SS-T6SS) (Buttner
und Bonas, 2010). Die Kombination aus T3SS und T2SS hat nicht nur einen Einfluss auf das
bakterielle Wachstum in der Pflanze, sondern steigert auch die Pathogenitat von Xcv
(Szczesny et al., 2010). Uber den Einfluss der anderen Sekretionssysteme auf die
Pathogenitat von Xcv ist bisher nichts bekannt.

Essentiell fir die Pathogenitat von Xcv ist in erster Linie das T3SS, welches uber 30
verschiedene Effektoren in das Zytosol der pflanzlichen Wirtszelle transloziert und dort die
Stoffwechselprozesse der Pflanzenzelle manipuliert (Buttner und Bonas, 2010; Bittner,
2016). Die Pflanze hat ihre eigene Strategie entwickelt, um sich gegen diese
phytopathogenen Bakterien zu wehren. Zur pflanzlichen Immunantwort gehoéren als primarer
Schritt die PAMP/MAMP-abhangige Immunitat (PTI; ,PAMP-triggered immunity; MTI;
-MAMP-triggered immunity“) und die Effektor-abhangige Immunitat (ETI; ,effector-triggered
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immunity“) (Jones und Dangl, 2006). Im Fall der PTI aktivieren membranstandige
Rezeptoren durch die Erkennung pathogener Strukturen (PAMPs/MAMPs; ,pathogen-
/microbe-associated molecular patterns®) intrazellulare Signalkaskaden, induzieren den
Einstrom von Calcium-lonen in das Zytosol, fordern radioaktive Sauerstoffspezies und die
Expression spezifischer Abwehrgene (Asai et al., 2002; Nirnberger et al., 2004; Zipfel,
2008). Bei der ETI werden die in die Pflanzenzelle translozierten Effektoren des Pathogens
detektiert durch sogenannte Resistenz (R)-Proteine und I6sen eine entsprechende
Immunreaktion aus (Jones und Dangl, 2006). Dabei besitzt ein R-Protein eine hohe
Spezifitat und kann jeweils nur einen bestimmten Effektor detektieren (Dangl und Mcdowell,
2006). Die Erkennung des bakteriellen Effektors in der pflanzlichen Wirtszelle durch ein R-
Protein induziert zumeist eine hypersensitive Reaktion (HR) (Scheel, 1998; Gill et al., 2015).
Die HR ist der programmierte Zelltod pflanzlicher Zellen am Infektionsort, um das bakterielle
Wachstum im Pflanzengewebe zu verhindern und dient demnach als Abwehrreaktion der
Pflanze (Buttner und Bonas, 2010).

Die von der PTI und ETI induzierten Abwehrmechanismen sollen die Ausbreitung
eingedrungener Pathogene in der Pflanze verhindern. Zeitgleich erfolgt eine Immunisierung
des restlichen Pflanzengewebes (SAR; ,systemic acquired resistance”) (Verhagen et al.,
2004; Choudhary et al., 2007; Romera et al., 2019). Dabei ubernehmen vor allem
Phytohormone wie Salicylsaure (SA), Jasmonsaure (JA) und Ethylen die Regulation weiterer
Signalwege (Bigeard et al., 2015).

Die Analyse einzelner Effektoren von Xcv zeigte, dass das Phytopathogen mit Hilfe von
Effektoren dazu in der Lage ist, die pflanzliche Immunantwort zu hemmen. Zu den bereits
analysierten Effektoren gehéren unter anderem XopJ und XopD. Wahrend Xopd die
Proteasom-Aktivitat inhibiert und den SA (salicylic acid)-Gehalt in der Zelle reduziert, greift
XopD auf transkriptionaler Ebene ein (Ustin et al., 2013). XopD reduziert die SA-, JA
(jasmonic acid)- und Ethylen-induzierte Transkription von Genen, welche flr die
Immunantwort entscheidend sind, und unterstitzt dabei die Vermehrung des Bakteriums
(Kim et al., 2008; Kim et al., 2011; Kim et al., 2013).

Effektoren kdnnen aber auch die Expression spezifischer pflanzlicher Gene aktivieren, wie
es flr die Avr-Proteine gezeigt wurde (Szurek et al., 2001; Marois et al., 2002). Der wohl
bekannteste Vertreter ist AvrBs3 aus Xcv. Er fungiert als Transkriptionsaktivator pflanzlicher
Gene und wird daher auch als TAL (transcription activator like)-Effektor bezeichnet (Boch et
al., 2009; Scholze und Boch, 2010, 2011). Der TAL-Effektor lasst sich in drei Domanen
einteilen. Uber die zentrale Region bindet der Effektor direkt an ein konserviertes Promotor-
Element von Zielgenen, welche UPA-Gene (upregulated by AvrBs3) genannt werden (Kay et
al., 2007; Boch und Bonas, 2010). Zur Induktion der Transkription im pflanzlichen Zellkern

tragt AvrBs3 in der C-terminalen Region Kernlokalisierungssignale (NLS, nuclear localization
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signals) und eine saure transkriptionaktivierende Domane (Szurek et al., 2001; Marois et al.,
2002; Kay et al., 2007; Romer et al., 2007). Die N-terminale Region von AvrBs3 enthalt
Signale, welche essentiell sind fir die T3-abhangige Sekretion und Translokation des
Effektors in die Wirtszelle (Buttner et al., 2004; Scheibner et al., 2018).

1.3.2. Der genetische Bausatz zum Aufbau des T3SS in Xcv

Die T3SS-Gene von pflanzenpathogenen Bakterien sind in dem circa 23 kb grolien
chromosomalen hrp (hypersensitive response and pathogenicity)-Gencluster lokalisiert
(Buttner und Bonas, 2002). Das hrp-Gencluster in Xcv besitzt insgesamt 25 Gene, welche
auf acht Operone aufgeteilt sind (Abb. 2). Unter den 25 Genen zahlen 11 Gene im Vergleich
zu den tier- und/oder anderen pflanzenpathogenen Bakterien als konserviert, welche daher
als hrc (hrp conserved)-Gene bezeichnet werden, und sieben Gene als nicht konserviert,
kurz hrp-Gene (Bittner und Bonas, 2002). Die Genprodukte sowohl der hrc- als auch der
hrp-Gene sind essentiell fir die Pathogenitat von Xcv (Buttner et al., 2002; Weber et al.,
2005; Hartmann et al., 2012; Hartmann und Biuttner, 2013; Hausner et al., 2013). Die hrc-
Gene kodieren vermutlich die Kernkomponenten des T3SS auf Grund der hohen
Nukleinsaureidentitdt zu den Genen aus tierpathogenen Bakterien (Abb. 2) (Huguet et al.,
1998; Rossier et al., 2000). Die hrp-Gene sind beteiligt am Aufbau der periplasmatischen
Jnner rod“-Struktur (HrpB1 und HrpB2), des Translokons (HrpF) und des Pilus (HrpE)
(Weber und Koebnik, 2005; Weber et al., 2005; Hartmann et al., 2012; Hausner et al., 2013).
Die Funktion der hrp-Gene hrpB4, hrpB7 und hrpD6 ist noch unklar.

Weitere sieben Gene des hrp-Genclusters werden als hrp-assoziierte Gene bezeichnet, kurz
hpa-Gene. Diese Gene kodieren Proteine, welche die T3S und Translokation kontrollieren,
wie im Fall von HpaA, HpaB und HpaC (Buttner und Bonas, 2002; Buttner et al., 2004;
Lorenz et al., 2008a; Lorenz et al., 2008b).

Die Expression der hrp-Gene wird in der Pflanze oder in einem speziellen Minimalmedium
aktiviert (Schulte und Bonas, 1992a, b). Dabei hangt die Aktivierung von zwei
regulatorischen Proteinen ab, HrpG und HrpX, welche aufierhalb des hrp-Genclusters
kodiert sind (Wengelnik und Bonas, 1996; Wengelnik et al., 1996b). Die Regulation erfolgt
nach dem Prinzip des Zwei-Komponentensystems. Dabei ist eine bislang unbekannte
Histidinkinase der Rezeptor eines extrazelluldren Signals und aktiviert HrpG bei
Signalerkennung (Wengelnik et al., 1999).

HrpG aktiviert die Genexpression des hrpA-Operons und hrpX (Wengelnik et al., 1996b).
HrpX, ein Transkriptionsaktivator, welcher zur AraC-Familie gehort, induziert in Folge die
Genexpression der Operone hrpB bis hrpF und einiger Effektor-Gene (Wengelnik und
Bonas, 1996; Wengelnik et al., 1996a; Koebnik et al., 2006).
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Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (85-10)
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Abb. 2: Das hrp-Gencluster von Xcv.

Das hrp-Gencluster umfasst 25 Gene, die in acht Transkriptionseinheiten, den Operonen hrpA, B, C, D, E, F und hpaB sowie xopF1 zusammengefasst sind (weille Kasten). Die
Gene hpaH und xopA befinden sich in der flankierenden Region des hrp-Genclusters. Die 11 konservierten hrc-Gene sind orange unterlegt, die hrp-Gene in griin und die hpa-
Gene in blau dargestellt. Pfeile weisen auf Gene hin und geben die Transkriptionsrichtung der Gene an. Im unteren Abschnitt der Abbildung ist die mdgliche Funktion der

Genprodukte aus dem hrp-Gencluster angegeben. hrc, hrc-Gene (orange); hrp, hrp-Gene (grin); hpa, hpa-Gene (blau)
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1.3.3. Die Hierarchie in der T3-abhangigen Sekretion am Beispiel von Xcv

Zu den Substraten des T3SS zahlen die extrazellularen Komponenten des T3SS und die
Effektoren (Rossier et al., 2000; Buttner und Bonas, 2002). Die Sekretion der Substrate
unterliegt hochstwahrscheinlich einer Hierarchie, deren Kontrolle bisher nicht vollstandig
analysiert ist (Rossier et al., 2000; Buttner et al., 2004; Lorenz et al., 2008a; Lorenz et al.,
2008b; Lorenz und Bittner, 2011). Eine Funktion in der Sekretionskontrolle werden in Xcv
bisher vier zum Teil essentielle Proteine zugeschrieben: HrcU, HpaA, HpaB und HpaC
(Buttner et al., 2004; Lorenz et al., 2008a; Lorenz et al., 2008b; Lorenz und Buttner, 2011).
Die Interaktion der Kontrollproteine HrcU (SctU) und HpaC leitet vermutlich den ersten
Substratspezifitatswechsel vom inner rod“- Protein HrpB2 (Sctl) zur Sekretion der
Translokonproteine ein (Abb. 3) (Lorenz und Bittner, 2011).

HpaC ist das T3S4 (,type 3 secretion substrate specificity switch protein”)-Protein (Lorenz et
al., 2008b). Die C-terminal gelegene putative T3S4-Domane ist essentiell fir die Interaktion
mit HrcUc, jedoch nicht hinreichend, um den hpaC-Phanotyp zu komplementieren (Schulz
und Buttner, 2011). HpaC wird nicht sekretiert anders als seine analogen T3S4-Proteine in

tierpathogenen oder flagellarem T3SS (Blttner et al., 2006).

Der erste Substratspezifitdtswechsel

Das ,inner rod“-Protein HrpB2, welches fir die Pilusassemblierung in Xcv essentiell ist, ist
vermutlich eines der ersten T3-abhangig sekretierten Substrate und interagiert ebenso wie
HpaC mit der C-terminalen zytoplasmatischen Domane (HrcU;) des FIhB/YscU-Homologs
HrcU (SctU) (Rossier et al., 2000; Lorenz et al., 2008b). HrcU, wird autoproteolytisch
gespalten (Lorenz und Buttner, 2011). Die autoproteolytische Spaltung von HrcU. erfolgt im
NPTH-Motiv (Abkurzung fir die Aminosauren Asn-Pro-Thr-His) vermutlich zwischen dem
Asparagin und dem Prolin. Die Spaltung férdert die Sekretion von Translokonproteinen sowie
Effektorproteinen und damit die Pathogenitat von Xcv (Lorenz und Bittner, 2011). Eine
Interaktion von HrcU. mit Pilus- und Effektorproteinen konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden (Lorenz et al., 2008b).

Auf die Sekretion von HrpB2 hat die autoproteolytische Spaltung von HrcU. keinen Einfluss,
weshalb der Start der HrpB2-Sekretion bereits vor der HrcUc-Spaltung vermutet wird (Abb.
3) (Lorenz und Buttner, 2011; Hausner und Bittner, 2014). HrcU-Derivate, welche
Mutationen oder Deletionen im NPTH-Motiv besitzen, interagieren nicht mit HrpB2 und dem
Kontrollprotein HpaC (Hausner und Blttner, 2014). HrpB2 und HpaC konnten daher um die
gleiche Bindungsstelle an HrcUc konkurrieren (Lorenz und Bittner, 2011; Hausner und
Bittner, 2014). Das putative ,inner rod“-Protein HrpB2 wird zunachst sekretiert und HpaC

fordert wahrscheinlich die autoproteolytische Spaltung und/oder Konformationséanderung von
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HrcUc (Lorenz und Battner, 2011; Hausner und Buittner, 2014). Das Spaltprodukt bietet
vermutlich keine effektive Substratbindungsstelle fur HrpB2 (Lorenz und Buttner, 2011).
Zusatzlich inhibiert HpaC die weitere HrpB2-Sekretion wahrscheinlich Uber die Interaktion mit

zytoplasmatischen HrpB2-Proteinen (Abb. 3) (Lorenz und Battner, 2011).

autoproteolytische Spaltung

von HrcU
Effektor ® H;a A
o, x
pzP
Ir PM
W
2, o

fo v,
&8 o

HpaC/HrpB2 Effektor/HpaB

Abb. 3: Der Substratspezifititswechsel in Xcv.

(A) HrpB2 interagiert mit HrcUc und wird sekretiert fir den Aufbau des ,inner rod“-Komplexes. HpaC interagiert
ebenfalls mit HrcUc. (B) Die autoproteolytische Spaltung erfolgt zwischen dem Asparagin (N) und Prolin (P) im
NPTH-Motiv. HpaC interagiert mit HrpB2 und inhibiert dessen Sekretion. (C) Nach dem ersten
Substratspezifitatswechsel werden vermutlich das Pilusprotein HrpE und das Translokonprotein HrpF sekretiert.
Das Chaperon HpaB wird von dem Kontrollprotein HpaA blockiert, (D) welches gleichzeitig die HrpF-Sekretion
fordert. (E) Mit dem zweiten Substratspezifitdtswechsel ist das T3SS vermutlich aufgebaut und HpaA wird als
erster Effektor in die Pflanzenzelle transloziert. Das Chaperon HpaB interagiert mit weiteren Effektoren und
geleitet sie zum T3SS fir die Translokation ins Zytoplasma der Pflanzenzelle. rot, Exportapparat; blau,
zytoplasmatische Komponenten; braun, Basalapparat; griin, extrazelluldaren Komponenten; pZP, pflanzliches
Zytoplasma; PM, Plasmamembran; ZW, Zellwand; AM, duRere Membran; PP, Periplasma; IM, innere Membran;

bZP, bakterielles Zytoplasma

Fur dieses Modell spricht die Tatsache, dass in einer hpaC-Deletionsmutante die Sekretion
von Translokon- und Effektorproteinen reduziert ist, wahrend HrpB2 vermehrt sekretiert und
sogar transloziert wird (Abb. 4) (Buttner et al., 2006; Lorenz und Buttner, 2011; Hausner und
Buttner, 2014). Des Weiteren wurde eine HrcU-Mutante mit einer Punkmutation in der C-
terminalen zytoplasmatischen Domane gefunden, welche den hpaC-Phanotyp von Xcv
supprimiert vermutlich aufgrund der veranderten Konformation der HrcU-Mutante. Diese
Mutante aktiviert sogar in Abwesenheit von HpaC die Sekretion von spaten Substraten
(Lorenz und Bittner, 2011).
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Abb. 4: Der Einfluss der Kontrollproteine HpaC und HpaA und des T3S-Chaperon HpaB auf den

Substratspezifitatswechsel.
(AhpaC) Das T3SS wird assembliert trotz reduzierter HrpF-Sekretion. Die Sekretion von HrpB2 wird bei

fehlendem HpaC nicht gestoppt, sodass nach der Assemblierung des T3SS HrpB2 in die Wirtszelle transloziert
wird. Die Sekretion der Effektoren ist stark reduziert, da weiterhin das T3S-Chaperon HpaB grofRtenteils von
HpaA blockiert wird. (AhpaA) Die Sekretion des Pilusproteins HrpE ist stark reduziert. Das freie T3S-Chaperon
HpaB blockiert vermutlich bei fehlendem HpaA das T3SS. Das Translokonprotein HrpF und die Effektoren
kénnen nicht sekretiert bzw. transloziert werden. (AhpaB) Das T3SS wird assembliert. Die Sekretion von HrpF
wird bei fehlendem HpaA nicht gestoppt und nach vollendeter Assemblierung des T3SS in die Wirtszelle

transloziert. Die Effektortranslokation ist reduziert.

Der zweite Substratspezifitdtswechsel

Der zweite Substratspezifitatswechsel hemmt die Translokonsekretion und férdert die
Effektortranslokation (Abb. 3). In diesem Wechsel sind vermutlich die Kontrollproteine HpaA
und HpaB involviert (Buttner et al., 2006; Lorenz et al., 2008a). HpaA fordert die Sekretion
des Pilusproteins und ist essentiell fir die Sekretion der Translokonproteine und die
Translokation von Effektorproteinen (Abb. 4) (Weber et al., 2005; Lorenz et al., 2008a).
Zudem konnte gezeigt werden, dass HpaA selber T3-abhangig sekretiert und in die
eukaryontische Wirtszelle transloziert wird. Eine Funktion fiir HpaA als Effektorprotein konnte
bisher nicht nachgewiesen werden (Huguet et al., 1998; Lorenz et al., 2008a). Die Sekretion
und Translokation von HpaA erfolgt HpaB-abhangig. Diese Abhangigkeit beruht vermutlich
auf einer HpaB-Bindungsstelle in der C-terminalen Region von HpaA (Lorenz et al., 2008a).
Interessanterweise wird HpaA jedoch bei deletierter HpaB-Bindungsstelle weiterhin HpaB-
abhangig sekretiert (Lorenz et al., 2008a).

HpaB ist ein kleines Leucin-reiches Protein mit einem sauren isoelektrischen Punkt, was

typische Merkmale flr T3S-Chaperone sind (Feldman und Cornelis, 2003; Parsot et al.,
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2003; Buttner et al., 2004; Buttner et al., 2006). Protein-Protein-Interaktionsstudien und in
vitro-Sekretionsanalysen zeigten, dass HpaB mit Effektoren interagiert und die
Effektorsekretion unterstutzt (Buttner et al., 2004). In einer hpaB-Deletionsmutante werden
die Translokonproteine sekretiert und sogar in die eukaryontische Wirtszelle transloziert
(Abb. 4) (Blttner et al., 2004). Die Uberexpression von hpaB bewirkt wiederum eine
Reduktion der Translokon- und Effektorsekretion, ahnlich dem Phanotyp einer hpaA-
Deletionsmutante (Buttner et al., 2004).

Aufgrund der Daten Uber HpaA und HpaB existiert das Modell, dass HpaA zunachst das
T3S-Chaperon HpaB bindet und damit die Effektorsekretion blockiert. Die Pilus- und
Translokonproteine werden sekretiert bis zur vollstindigen Assemblierung des T3SS und ein
unbekanntes Signal die Sekretion und Translokation von HpaA als ersten Effektor initiiert.
Das freie HpaB kann nun seine Aufgabe als T3S-Chaperon nachgehen (Abb.3). (Lorenz et
al., 2008a; Bittner, 2012)

Eine mogliche Hierarchie in der Effektortranslokation

Es ist durchaus denkbar, dass nicht nur die Sekretion der Komponenten des T3SS einer
Hierarchie folgt, sondern auch nach der vollstindigen Assemblierung des T3SS die
Translokation der Effektoren kontrolliert wird. Hinweise diesbezlglich zeigen experimentelle
Daten von pflanzenpathogenen und tierpathogenen Bakterien (Buttner et al., 2006; Lara-
Tejero et al., 2011).

So erfolgt in Xcv die Einteilung der Effektoren in Klasse A und Klasse B (Buttner et al.,
2006). Die Effektoren der Klasse A werden HpaB-abhangig transloziert. Zugleich unterstitzt
HpaC deren Translokation. Die Klasse B-Effektoren werden HpaB- und HpaC-unabhangig
transloziert. Interessanterweise interagieren die Effektoren beider Klassen mit HpaB und
HpaC (Buttner et al., 2004; Bittner et al., 2006). Es ist bisher unbekannt, wie HpaB und
HpaC zwischen den Klasse A- und B-Effektoren unterscheiden, noch welche als erstes
transloziert werden (Buttner et al., 2004; Blttner et al., 2006).

Womoglich erfolgt die Differenzierung der Effektoren Ulber die zur Verfligung stehenden
Substratbindungsstellen des T3SS. HpaB und HpaC bilden Komplexe mit den Effektoren und
interagieren mit der zytoplasmatischen Domane von HrcV (HrcVc) (Bittner et al., 2006;
Hartmann und Buttner, 2013) oder den Komponenten der Substrat-Sortierungsplattform
bestehend aus den Proteinen SctK, SctQ und SctL (Lara-Tejero et al., 2011; Lorenz et al.,
2012). In Xcv konnte HrcQ (SctQ) nur bezlglich seiner Interaktion zu HpaC, sowie friihe
(HrpB2) und spate Substrate (Effektoren) positiv getestet werden (Lorenz et al., 2012). Eine
Interaktion zwischen HrcQ und HpaB war bisher nicht nachweisbar (Lorenz et al., 2012).

In tierpathogenen Bakterien wurde die Substrat-Sortierungsplattform zum Beispiel in

Salmonella Thyphimurium ausflhrlich analysiert (Lara-Tejero et al., 2011). Die Ergebnisse
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zeigen, dass die T3SS-assoziierten Chaperone essentiell sind fir Interaktion der Effektoren
mit der Substrat-Sortierungsplattform. Daher existiert das Modell, dass unterschiedliche
Affinitdten der Effektor-Chaperon-Komplexe zur Substrat-Sortierungsplattform eine

Hierarchie in der Effektorsekretion festlegen kénnten (Lara-Tejero et al., 2011).

1.4. Die Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der T3SS-assoziierten Proteine HrcS, HrpB7 und
HpaA von Xcv.

HrcS zeigt zu Vertretern der YscS-Proteinfamilie eine hohe Sequenzahnlichkeit (YscS,
57 %). Die Vertreter der YscS-Proteinfamilie sind Transmembranproteine und ein
wesentlicher Bestandteil des Exportapparates im T3SS. Topologiestudien zeigten, dass das
Protein HrcS vermutlich eine Transmembrandoméane besitzt, welche von einer N-terminalen
zytoplasmatischen und einer C-terminalen periplasmatischen Domane flankiert wird (Berger
et al., 2010). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die C-terminale periplasmatische
Region von HrcS hinsichtlich ihrer Proteinfunktion analysiert werden. Zur Lokalisierung von
HrcS im T3SS sollten Fraktionierungsstudien und in vitro-Interaktionsstudien mit HrcS
durchgeflhrt werden.

Neben HrcS sollte in dieser Arbeit auch HrpB7 naher charakterisiert werden. In
vorangegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass eine hrpB7-Deletionsmutante nicht
pathogen ist und keine T3S-Pili aufbaut (Weber et al., 2005). Ein Ziel dieser Arbeit bestand
in der Identifizierung essentieller Sequenzmotive in HrpB7, welche fir die Funktion des
Proteins entscheidend sind. Aus den bioinformatischen Analysen sollten HrpB7-Derivate
erstellt und mittels Infektions- und in vitro-Sekretionsstudien funktional analysiert werden.
Lokalisierungsstudien und in vitro-Interaktionsstudien sollten weitere Hinweise auf die
mogliche Funktion von HrpB7 in der T3S geben.

Ein weiteres Thema dieser Arbeit war das Kontrollprotein HpaA von Xcv. Aus
vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass die N-terminalen Aminosauren 1-25 von HpaA
fur die T3-Effektorsekretion essentiell sind, wahrend die C-terminalen Aminosauren 225-275,
welche zugleich als HpaB-Bindungsstelle identifiziert wurden, fir die Sekretion der
extrazellularen Komponenten des T3SS entscheidend sind (Lorenz et al., 2008a). Im Fokus
dieser Arbeit lag die Untersuchung weiterer essentieller Regionen und Sequenzmotive in
HpaA und deren Beteiligung an der Kontrolle des zweiten Substratspezifitatswechsels.

Durch in vitro-Interaktionsstudien sollten weitere Interaktionspartner von HpaA identifiziert

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Medien, Antibiotika, Bakterienstamme

2.1.1. Medien

Tabelle 3: Verwendete Medien.

Medium Zusammensetzung

LB lysogenic broth (Miller, 1972) 1 % (w/v) Bakto-Trypton; 0,5 % (w/v) Bakto-Hefe-
Extrakt; 0,5 % (w/v) NaCl; pH 7,5

NYG nutrient-yeast- (Daniels etal., 0,5 % (w/v) Bakto-Pepton; 0,3 % (w/v) Bakto-Hefe-
glycerol 1984) Extrakt; 2% (w/v) Glycerin; pH 7,2
MA Minimalmedium A (Ausubel, 60 mM K;HPO,; 33 mM KH,POy; 7,6 mM (NH,4),SOy;
1996) 1,7 mM Natriumacetat; 10 mM Saccharose; 0,3 %

(w/v) Casaminosauren; 1 mM MgSO,; pH 7,0 oder 5,3

Alle Medien wurden vor der Verwendung autoklaviert (Tabelle 3). Escherichia coli (E. coli)
Stamme wurden in LB-Medium bei 37°C kultiviert. Die Kultivierung der Xcv-Stamme erfolgte
in NYG-Medium oder MA-Medium bei 30 °C. Unter Zugabe von 1,5 % (w/v) Agarose bzw.
1 % (w/v) Agarose bei der triparentalen Konjugation (Kapitel 2.2.7) wurden die Medien zur
Herstellung von Nahrplatten verwendet. Zur selektiven Kultivierung der Bakterien wurden die

Medien mit entsprechenden Antibiotika (Kapitel 2.1.3) versetzt.

2.1.2. Puffer und Losungen

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Lésungen.

Puffer/Losung Zusammensetzung

Herstellung chemisch-kompetenter Zellen

TFBI 30 mM KOAc; 50 mM MnCl,; 100 mM RbCI, pH 5,8, steril filtriert; 10
mM CaCl,; 15 % Glycerin

TFBII 10 mM NaMops, pH 7; 75 mM CaCl,, steril filtriert; 10 mM RbCl; 15 %
Glycerin

DNA-Analysen

1 x TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat; 1 mM EDTA; pH 8,0

10 x PCR-Puffer 100 mM Tris-HCI, pH 8,5; 500 mM KCI; 15 mM MgCly; 1 % (v/v)

Triton X-100; 0,1 % (w/v) Gelatine

5 x DNA-Probenpuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 25 % (w/v) Saccharose; 0,1 % (w/v) SDS
(Sodiumdodecylsulfat); 0,05 % (w/v) Bromphenolblau

Proteinanalysen

2 x Laemmli-Puffer 125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 20 % (v/v) Glycerin; 10 % (v/v) B-
Mercaptoethanol; 4 % (w/v) SDS; 0,05 % (w/v) Bromphenolblau

1 x TBST-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween-20
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Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer

1 x Tank-Puffer
Transferpuffer
Blockierldsung
p-Cumarsaure

3-Aminophthalhydrazid
(Luminol)

Detektionslésung/ECL-
Lésung

Coomassie-Farbelésung

Entfarbelésung

1 x PBS-Puffer

Reduziertes Glutathion

Aufschlusspuffer

Puffer B

MST-Messpuffer

0,5 M Tris-HCI, pH 8,8

1,5 M Tris-HCI, pH 6,8

25 mM Tris; 200 mM Gilycin; 0,1 % (w/v) SDS

25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol

5% (w/v) Milchpulver; 3 % (w/v) BSA-Albumin Fraktion V in 1 x TBST
29,6 mg in 2 ml DMSO

88 mg in 2 ml DMSO

100 mM Tris-HCI, pH 8,5; 0,5 % (v/v) Luminol; 0,25 % (v/v) p-
Cumarsaure; 0,116 % (v/v) H,O,

0,25 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R-250; 30 % (v/v) Methanol; 6
% (v/v) Essigsaure

30 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure

140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10,1 mM Na,HPO, Dihydrat; 1,8 mM
KH,PO,; pH 7,4

50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM reduziertes Glutathion

100 mM Tris-HCI, pH 9,0; 500 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 10 % Glycerin;
0,05 % (v/v) Tween-20

100 mM Tris-HCI, pH 9,0; 250 mM NaCl; 10 % Glycerin; 0,05 % (v/v)
Tween-20

1 x PBS, pH 7; 0,05 % (v/v) Tween-20

2.1.3. Verwendete Antibiotika

Die Nahragarplatten und Flussigmedien enthielten flr das selektive Wachstum der Bakterien

verschiedene Antibiotika. Die Antibiotika und verwendeten Endkonzentrationen sind in der

Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Antibiotika.

Medienzusatze

Endkonzentration

Ampicillin (Amp)

Gentamicin (Gent)
Kanamycin (Kan)
Rifampicin (Rif)
Spectinomycin (Spec)

100 pg/ml (Nahrplatten)
50 pg/ml (Flussigkultur)
15 pg/ml

25 pg/ml

100 pg/ml

10 pg/mi
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X-Gal 0,004% (w/v)
(5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-Galaktosid

2.1.4. Verwendete Antikorper

Die Immundetektion Epitop-markierter, mit einem Tag versehene oder nicht markierter
Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikdrper im Western-Blot Verfahren. Die Antikorper

wurden in 1 x TBST verdinnt. Die verwendeten Konzentrationen sind in der Tabelle 6

angegeben.

Tabelle 6: Verwendete Antikorper.

Antikoper

Endkonzentration

Primare Antikorper

Anti-c-Myc (A-14; Santa Cruz)
Anti-c-Myc (Roche Applied Science)
Anti-GST (Amersham Pharmacia Biotech)
Anti-His (Qiagen GmbH)
Anti-HrpB7

Anti-HrpF (Buttner et al., 2002)
Anti-HrpB1 (Rossier et al., 1999)
Anti-HrpB2 (Rossier et al., 1999)
Anti-HrcJ (Rossier et al., 2000)
Anti-HrcN (Rossier et al., 2000)
Anti-AvrBs3 (Knoop et al., 1991)
Sekundare Antikorper

Anti-Maus (GE Healthcare)
Anti-Kaninchen (GE Healthcare)
Anti-Ziege (Sigma Aldrich)

1 pg/ml

0,2 ng/pl

0,5 pg/mi

0,1 ng/pl

Nicht bestimmt (1:500 verwendet)
Nicht bestimmt (1:3000 verwendet)
Nicht bestimmt (1:2000 verwendet)
Nicht bestimmt (1:1000 verwendet)
Nicht bestimmt (1:4000 verwendet)
Nicht bestimmt (1:500 verwendet)
Nicht bestimmt (1:10.000 verwendet)

1:10.000 verwendet
1:10.000 verwendet
1:10.000 verwendet

2.1.5. Verwendete Bakterienstamme

In der vorliegenden Arbeit wurden die in der Tabelle 7 aufgelisteten Bakterienstamme

verwendet.

Tabelle 7: Verwendete Bakterienstamme.

Stamm Beschreibung

Referenz

E. coli

OneShot® Top10 F°, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcerBC), 80/acZAM15, AlacX74, Invitrogen GmbH,
deoR, recA1, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (StrR), Karlsruhe

endA1, nupG
HB101 Helferstamm fir die Konjugation. pRK2013 tragt die tra-Gene (Boyer und Roulland-
fiir den Aufbau des Konjugationsapparates, Kan® Dussoix, 1969)
Dh5a(Apir) recA hsdR17 (rK mK +) @80lacZM15[Apir] (Ménard et al., 1993)
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Bl21star(DE3) r, F 'ompT hsdSg (rs mg-) gal dcm rne131 (DE3) Invitrogen GmbH

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

85-10 Pagrika—WiIdtypstamm (enthalt avrBs1 jedoch nicht avrBs3), (Bonas et al., 1989)
Rif

85* Derivat von 85-10 mit Punktmutation in hfl;é)G (hrpG*). Bedingt (Wengelnik et al., 1999)
konstitutive Aktivierung der hrp-Gene. Ri

85-10AhrcN Derivat von 85-10, chromosomale Deletion von hrcN, Rif* (Lorenz und Bittner,

2009)

85-10AhrcS Derivat von 85-10, chromosomale Deletion von ArcS, Rif® Diese Arbeit

85*AhrcS Derivat von 85*, chromosomale Deletion von hrcS, Rif Diese Arbeit

85-10AhrpB7 Derivat von 85-10, chromosomale Deletion von hrpB7, Rif® (Drehkopf et al., 2020)

85*AhrpB7 Derivat von 85*, chromosomale Deletion von hrpB7, Rif* (Drehkopf et al., 2020)

85-10AhpaA Derivat von 85-10, chromosomale Deletion von hpaA, Rif® (Lorenz et al., 2008a)

85*AhpaA Derivat von 85*, chromosomale Deletion von hpaA, Rif* (Lorenz et al., 2008a)

85*AhpaB Derivat von 85*, chromosomale Deletion von hpaB, Rif* (Buttner et al., 2004)

85*AhpaC Derivat von 85*, chromosomale Deletion von hpaC, Rif* (Buttner et al., 2006)

85*Ahrp Derivat von 85*, Deletion des hrp-Genclusters, Rif* (Hausner et al., 2019)

Str - Streptinomycin, Rif - Rifampicin, Kan - Kanamycin, " - resistent
2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. DNA-Amplifizierung mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) kénnen gezielt
DNA-Fragmente amplifiziert und/oder DNA-Abschnitte spezifisch mutiert werden. Dazu
werden spezifische Oligonukleotide und hitzestabile DNA-Polymerasen bendtigt. Die PCR-
Reaktionen wurden in Temperaturzyklus-Steuergeraten (FlexCycler, Analytik Jena,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Kolonie-PCR an E. coli oder Xcv erfolgte durch Zugabe von
Bakterienzellen mit der Pipettenspitze, ohne vorhergehende DNA-Isolation, direkt in dem
Reaktionsansatz mit der tag-Polymerase (DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus
aquaticus) und den spezifischen Oligonukleotiden.

Um PCR-Fehler zu minimieren wurde fir die Amplifizierung von DNA-Fragmenten im
Klonierungsprozess die Phusion-Polymerase (Thermo Fischer Scientific, Schwerte,
Deutschland) eingesetzt. Uber die verwendeten Oligonukleotide wurden gezielt Mutationen
oder Deletionen in spezifische DNA-Abschnitte eingebracht.

Die Reaktionsansatze und Reaktionsbedingungen sind in der Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: PCR-Ansatz und Reaktionsbedingungen.

Komponente Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen

tag-PCR

10 x PCR-Puffer 2 ul 2-4 min 95 °C

2 mM dNTPs 2 ul 30s 95°C

10 mM Primer for 1ul 30s 57°C 35x
1 min/kb 72 °C

10 mM Primer rev 1ul
4 min 72°C

DMSO 1,4 ul w 10 °C

1 U faqg DNA-Polymerase 0,25 pul
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H.O 12,35
template
Phusion-PCR
5 x GC-Puffer 10 pl 2-4 min 98 °C
2 mM dNTPs 5yl 15s 98 °C
10 mM Primer for 2,5l 15 57°C 35x
30 s/kb 72 °C
10 mM Primer rev 2,5yl
4 min 72 °C
1 U Phu-Polymerase 0,8 pl w 4°C
H20 28,4 ul
template
2.2.2. ,,Golden-Gate“-Klonierung

Die Golden-Gate-Klonierung bietet die Mdoglichkeit in einem Schritt bis zu neun DNA-

Fragmente in einem Zielvektor gerichtet zu transferieren (Engler et al., 2008). Dazu werden

Gen und Zielvektor mit Typ lls-Restriktionsschnittstellen (Bsal, Bpil oder Esp3/) versehen.

Typ lis-Restriktionsenzyme schneiden auf3erhalb ihrer Erkennungssequenz und generieren

einen Uberhang von vier Nukleotiden. Diese vier Nukleotide werden so gewahlt, dass die

Assemblierung der DNA-Fragmente

in den Zielvektor

gerichtet erfolgt Uber die

Hybridisierung der komplementaren Nukleotidiiberhdnge. Das Prinzip der Golden-Gate-

Klonierung ist in der Abbildung 4 dargestellt.

Bsal

Bsal
[6vi>

ggtcte n
ccagag n ABCD

EFGH n gagacc
EFGH|n ctctgg

PCR-Produkt

+
Bsal Bsal
_,:’Ancm n gagacc tcte n|EFGH]
__——— —|ABCD|n gtgtgg |IaCZ> ?:Eagag nlm't——::_-i'_?::-ﬁ_x
- N
- >
Zielvektor
l Bsal + Ligase
T aBcp EFGH|-—
_————— |a=c |GVI'> EFGH I E—

Zielvektor mit GVI

Abb. 5: Das Prinzip der Golden-Gate-Klonierung.

e .

Mittels Phusion-PCR wurden DNA-Fragmente synthetisiert mit dem Gen von Interesse (GVI) flankiert von der

Erkennungssequenz des Typ llIs-Restriktionsenzyms Bsal mit spezifischen Oligonukleotiden. Die Golden-Gate-
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Reaktion erfolgt in einem Reaktionsgefa® durch die Zugabe von Bsal, der Ligase und dem Zielvektor. Der
Zielvektor besitzt das Gen /acZa, welches ebenfalls von Bsal-Erkennungssequenzen flankiert ist. Die Restriktion
mit Bsal generiert einen Uberhang von vier Nukleotiden (ABCD und EFGH sind beliebige Nukleotide), welche so
gewahlt wurden, dass die Insertion des DNA-Fragmentes in den Zielvektor Uber die Hybridisierung der
komplementaren Nukleotidiberhdnge gerichtet erfolgt. Das ligierte DNA-Fragment kann von dem
Restriktionsenzym nicht mehr aus dem Zielvektor ausgeschnitten werden. Nach erfolgter Restriktion und Ligation
mit dem GVI ist eine Blau-WeiR-Selektion mdglich, da das Gen lacZa ausgeschnitten wurde. Der Zielvektor tragt

fiir weitere Selektionsschritte zudem eine Antibiotika-Resistenz (Gent™ — Gentamicin-Resistenz).

Tabelle 9: Golden-Gate-Ansatz und Reaktionsbedingungen.

Komponente Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen
10 x T4-DNA-Ligasepuffer 1ul 2 min 37 °C }
T4-DNA-Ligase 1l 5 min 15°C J =23x
Bsal 1l 2 min 37 °C

] 20 min 65 °C
Zielvektor 100 ng

o0 4°C

PCR-Fragment 100 ng
H,O aufgefillt auf 10 pl

Das Restriktionsenzym Bsal wurde von NEB und die T4-DNA-Ligase von Thermo Scientific
bezogen. Die Golden-Gate-Reaktionen wurden in Temperaturzyklus-Steuergeraten
(FlexCycler, Analytik Jena, Deutschland) durchgeflihrt. Der Reaktionsansatz und die
Reaktionsbedingungen flir die Golden-Gate-Reaktion sind in der Tabelle 9

zusammengefasst.

2.2.3. Herstellung kompetenter Zellen und chemische Transformation von E. coli

Herstellung kompetenter Zellen

5 ml LB-Medium wurden mit einem E. coli-Stamm (Top10, BI21 star (DE3) oder Dh5aApir)
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde 1:100 mit LB-
Medium verdinnt und erneut bei 37 °C angezogen bis zu einer ODggo von 0,4 bis 0,5. Die E.
coli-Kultur wurde fir 10 min auf Eis inkubiert und anschlieRend bei 4000 rpm flr 5 min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in eiskaltem TFBI-Puffer (15 ml auf 50 ml Zellkultur)
resuspendiert und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die
Zellen mit gekuhltem TFBII-Puffer (2 ml auf 50 ml Zellkultur) resuspendiert. Die

Zellsuspension wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Chemische Transformation von E. coli
Fir die Transformation wurden 100 pl chemisch-kompetente Zellen auf Eis aufgetaut.

AnschlieRend wurde der ,Golden-Gate“-Ansatz vollstdndig zu den kompetenten Zellen
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hinzugegeben und dieses Gemisch mindestens 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem
Hitzeschock bei 42 °C fur 45 sec und sofortiger Inkubation auf Eis fir 2 min erfolgte die
Aufnahme der Bakterien in 600 bis 800 uyl LB-Medium und Inkubation flr 1 h bei 37 °C. Der
Transformationsansatz wurde auf eine LB-Nahragarplatte ausplattiert, welche ein zur

Selektion entsprechendes Antibiotikum enthielt.

2.2.4. Erstellung von Expressionskonstrukten

Die in dieser Arbeit generierten Expressionskonstrukte sind in der Tabelle 16 im Anhang
aufgefiihrt. Fir die Erstellung von Konstrukten zur Expression Protein-kodierender Gene
wurden die auf pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 1995) basierenden Golden-Gate-Vektoren
pBRM verwendet. Die DNA-Fragmente hrcS, hrpB7, hpaA und entsprechende Derivate
wurden mittels PCR unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide vom Genom des Xcv-
Stammes 85-10 amplifiziert. Die Klonierung des DNA-Fragmentes in den Zielvektor erfolgte
Uber Bsal-Restriktionsschnittstellen nach dem Golden-Gate-Prinzip. Das Fragment wurde

direkt vor einer c-Myc-Epitop-kodierenden Sequenz oder einem STOPP-Codon inseriert.

Erstellung von Reporterkonstrukten zur Analyse der HpaA-Translokation

Zur Analyse von Translokationsereignissen wurden verschiedene Domanen des T3S-
Substrates HpaA translational an den AvrBs3A2-Reporter (Noél et al., 2003) fusioniert. Dazu
wurden die DNA-Fragmente der Doménen von HpaA mittels PCR unter Verwendung
spezifischer Oligonukleotide vom Genom des Xcv-Stammes 85-10 amplifiziert. Die PCR-
Fragmente wurden von der Bsal-Erkennungssequenz flankiert. In einer Golden-Gate-
Reaktion wurden die PCR-Fragmente in den Zielvektor pBR356 kloniert, dabei wurden die

DNA-Fragmente stromaufwarts einer AvrBs3A2-kodierenden Sequenz inseriert.

Generierung der Expressionskonstrukte zur Expression von hpaAn.s-Derivaten

Fir die Amplifizierung der DNA-Fragmente hpaAnisim und hpaAniszm wurden hpaA-
spezifische Oligonukleotide und als template der Vektor pDGWA4MhpaAnisim bzw.
pDGW4MhpaAnisam von C. Lorenz (unpubliziert) verwendet. Das pDGW4M-Konstrukt ist ein
GATEWAY-kompatibles pDSK602-Derivat mit vierfacher c-Myc-Epitop kodierender Sequenz.
Die Klonierung der DNA-Fragmente in den Zielvektor pBRM bzw. pBR356 erfolgte Uber

Bsal-Restriktionsschnittstellen nach dem Golden-Gate-Prinzip.
Generierung von Expressionskonstrukten mit phosphorylierten Primern
Die Expessionskonstrukte der pBRMhrpB7a144.154, PBRMArOB7 144.154mut, PBRMArPB7 ag1-100

und das Expressionskonstrukt pBR356hpaAjzss-240 Wurden mit Hilfe von phosphorylierten
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Oligonukleotiden erstellt. Als template fur die PCR wurde pBRMhrpB7 bzw. pBRMhpaA
verwendet. Die Reaktion wurde im Thermozykler durchgefihrt. Wahrend eines Zyklus wurde
das Ausgangsplasmid vollstandig repliziert, wobei die phosphorylierten Oligonukleotide,
welche die Mutation trugen, mit eingebaut wurden. Im Anschluss wurde ein Dpnl-Verdau
zum Abbau des Ausgangsplasmids (template) fir 2 h bei 37 °C durchgefuhrt. Das
synthetisierte, mutierte Plasmid wurde mit Hilfe der T4-DNA-Ligase fur 2 h bei 16 °C ligiert.

Erstellung von Expressionskonstrukten zur Generierung von Glutathion-S-Transferase
(GST)-Fusionsproteinen

Das hrcS-DNA-Fragment wurde aus dem Xcv-Stamm 85-10 mittels PCR ampilifiziert und in
die EcoRlI/Xhol-Schnittstellen, von pGEX-2TKM kloniert. Stromaufwarts der inserierten hrcS-
Sequenz ist eine GST-kodierende Sequenz im Zielvektor bereits vorhanden.

Zur Generierung der GST-Fusion von HrpB7 wurde das hrpB7-DNA-Fragment aus dem Xcv-
Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert. Das DNA-Fragment wurde in einer Golden-Gate-
Reaktion zusammen mit dem pUC57-Derivat, welches den tac-Promotor und gst flankiert

von Bsal-Schnittstellen enthielt, in den Zielvektor pBRM-P(Stopp) kloniert.

Erstellung des Expressionskonstruktes zur Proteinexpression von Hise-NusA-HrpB7

Der Zielvektor pGGE10 ist Golden-Gate-kompatibel. Das DNA-Fragment hrpB7 wurde aus
dem Xcv-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die Bsal-Schnittstellen stromabwarts
der Hisg-NusA-Epitop-kodierenden Sequenz in den Zielvektor kloniert.

2.2.5. Plasmide und Oligonukleotide

Die im Anhang befindlichen Tabellen 16 und 17 weisen die Plasmide und Oligonukleotide

auf, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

2.2.6. Plasmid-Praparation

Die Plasmid-Isolierung aus 5 ml E. coli-Ubernachtkultur erfolgte mittels GeneJet Plasmid

Miniprdp Kit (Fisher Scientific, Germany GmbH, Schwerte) nach Herstellerangaben.

2.2.7. Triparentale Konjugation von Xcv

Ein Plasmid wurde von einem E. coli-Stamm (Donor) auf einem Xcv-Stamm (Rezeptor)
mittels triparentaler Konjugation Ubertragen. Der Donor und der Rezeptor wurden zusammen

mit dem E. coli-Helferstamm HP101 im Verhaltnis von ca. 1:2:1 gemischt und auf einer 1 %-
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igen NYG-Platte uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde das
Bakteriengemisch in 600 pl NYG-Medium resuspendiert und 200 ul der Bakteriensuspension

auf selektive NYG-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden drei Tage bei 30 °C inkubiert.

2.2.8. Elektroporation von Xcv

Mit Hilfe der Elektroporation wurden Plasmide aus der Ldsung in einem Xcv-Stamm
transferiert. Der Xcv-Stamm wurde mit einer ODggo Vvon 1 zunachst mit eisgekihltem sterilem
Wasser dreimal gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte bei 8000 g. Die Zellen wurden in 50
bl 10 %-iger Glycerinldsung resuspendiert. Die Xcv-Suspension wurde mit 1-2 pl Plasmid-
DNA gemischt und in einer eisgekihlten 2 mm Elektroporationskivette einen elektrischen
Puls gegeben und transformiert (Electro Pulser, BioRad GmbH, Minchen). Anschliel3end
wurden 600 pl NYG-Medium zugegeben und fir 2 h bei 30 °C inkubiert. 200 pl der
Bakterienlésung wurden auf NYG-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert
und flr drei Tage bei 30 °C inkubiert.

2.2.9. Deletionsmutagenese von Xcv

Zur Erstellung von Xcv-Deletionsmutanten wurde das ,Golden-Gate“-kompatible pOK1-
Derivat pOGG2 verwendet (Schulze et al., 2012). Dieser Vektor besitzt das lacZ-Gen,
welches von Bsal-Restriktionsschnittstellen flankiert ist. Fur Selektionszwecke besitzt
pOGG2 ein Spectinomycin-Resistenzgen und das Gen fir die Levansucrase SacB aus
Bacillus subtilis (Pelicic et al., 1996).

In dieser Arbeit wurde der proteinkodierende Bereich von hrcS und hrpB7 in Xcv 85-10 und
85* deletiert. Dazu wurden die 651 bp 5° und 974 bp 3‘ von hrcS bzw. 839 bp 5° und 860 bp
3" von hrpB7 mittels Phusion-PCR amplifiziert. Durch den Einsatz spezifischer
Oligonukleotide (Kapitel 2.2.5) wurden den DNA-Amplifikaten entsprechende Bsal-
Schnittstellen angefiigt und die Uberhédnge so gewahlt, dass beide Teilfragmente, 5° und 3'
des zu deletierenden Gens, zusammen in einer ,Golden-Gate“-Reaktion in den Suizidvektor
pOGG2 kloniert werden konnten. Die pOGG2-Konstrukte wurden in chemisch kompetente
Dh5a(Apir)-Zellen transformiert (Kapitel 2.2.3) und die Transformanden auf LB-
Nahragarplatten, die Spectinomycin und X-Gal enthielten, selektiert. AnschlieRend erfolgte
eine Verifizierung der positiven Klone durch Kolonie-PCR sowie die Sequenzierung der
klonierten DNA-Fragmente. Die resultierenden Plasmide pOGG2:hrcS und pOGG2:hrpB7
wurden mittels triparentaler Konjugation in Xcv 85-10 bzw. 85* eingeflihrt (Kapitel 2.2.7). Die
Selektion auf eine erfolgreiche Deletion des Gens Dbasierend auf zwei

Rekombinationsereignisse erfolgte nach Huguet et al. 1998 (Huguet et al., 1998). Im ersten
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Rekombinationsereignis kommt es auf Grund der homologen Sequenzbereiche zwischen
dem Deletionskonstrukt und dem Chromosom von Xcv zur spezifischen Integration des
Suizidplasmids ins Chromosom. Die erhaltenen Transkonjuganden wurden auf NYG-Platten,
die Rifampicin, Rifampicin und Spectinomycin bzw. Rifampicin und 5% Saccharose
enthielten, angezogen. Kolonien mit erfolgreicher Integration des Suizidplasmids ins
Chromosom zeigten auf Grund der sacB-Expression eine reduzierte Zellvermehrung auf
NYG-Platten mit Rifampicin und 5% Saccharose. 10 Kolonien, welche positiv auf die sacB-
Expression getestet wurden, wurden gemischt, in 1 ml NYG resuspendiert und in zwei
verschiedenen Verdinnungen auf NYG-Platten mit Rifampicin und 5% Saccharose plattiert.
Dadurch wird der Selektionsdruck auf das zweite Rekombinationsereignis erhéht. Das
Suizidplasmid rekombiniert aus dem Chromosom wieder heraus. Im ldealfall rekombiniert
das zu deletierende Gen zusammen mit dem Suizidvektor. Allerdings wird in 50 % der Falle
auch der Ausgangszustand wiederhergestellt. Positive Transkonjuganden wuchsen auf
NYG-Platten, die Rifampicin und Rifampicin und 5% Saccharose enthielten nicht aber auf
Rifampicin und  Spectinomycin. Die jeweilige Deletion als Ergebnis des
Doppelrekombinationsereignisses wurde dreimal per PCR mit spezifischen Oligonukletiden

Uberprift.

2.3. Biochemische Methoden

2.3.1. Herstellung von Proteinen in E. coli

Die Herstellung der GST-markierten und c-Myc-markierten Proteine fur die
Interaktionsstudien erfolgte in E. coli Top 10 oder BL21 (DE3) Star-Zellen. Die E. coli-Zellen
wurden in 5 ml Flussig-LB-Medium und Antibiotikum Uber Nacht bei 37°C vorgezogen. Am
nachsten Tag wurde die Hauptkultur von 200 ml Flissig-LB-Medium und Antibiotikum mit der
gesamten 5 ml Vorkultur angeimpft und bei 37°C und 130 rpm inkubiert. Bei einer ODggg
zwischen 0,6 und 0,8 wurde die Proteinherstellung in den E. coli-Zellen mit 2 mM IPTG
induziert. Die Zellen wurden weitere 2 Stunden bei 37°C und 130 rpm inkubiert.
AnschlielRend wurde die Kultur in 50 ml Zentrifugenréhrchen aliquotiert. Die Zellen wurden
geerntet durch Zentrifugation 10 min bei 3.200 g und 4°C. Die Lagerung der Zellpellets

erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -20°C.

2.3.2. Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Protein-Extraktion aus Xcv wurden die Stamme einen Tag auf NYG-Agarplatten mit

entsprechendem Antibiotikum und anschlieBend Uber Nacht in Flussigkulturen bei 30 °C
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angezogen. Am nachsten Tag wurde die optische Dichte der Ubernachtkulturen am
Photometer gemessen und angeglichen. Es wurden 750 ul der Ubernachtkulturen geerntet
und die Zellen in 30 pl 2 x Laemmli resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fur 5 min im
Wasserbad gekocht und bis zum Auftragen auf ein SDS-Gel bei -20 °C gelagert.

Mit Hilfe einer SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) erfolgte die Auftrennung
der Proteine nach ihrem Molekulargewicht. Es wurden 15 yl von den Protein-Extrakten auf
das SDS-Gel geladen.

Die SDS-PAGE wurde in einer vertikalen Apparatur fur Mini-Gele (Mighty Small I,
Amersham Pharmacia Biotech AB, San Francisco, USA) durchgefuhrt. Es wurden 4 %-ige
Sammelgele und 10 bzw. 15 %-ige Trenngele verwendet (Tab. 10). Als Laufpuffer in der
SDS-PAGE diente 1 x Tank. Als GroRRenstandard wurde der PageRuler Prestained Protein
Ladder (Fermentas GmbH, Deutschland) mit auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgt bei 130 V.

Tabelle 10: Zusammensetzung der SDS-Gele.

Komponente 10 %-iges Trenngel 4 %-iges Sammelgel
H,O 11,9 ml 9ml

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 7,5ml -

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 3,75 ml

30 % (v/v) Acrylamid 10 ml 2 ml

10 % (w/v) SDS 0,3 ml 0,15 ml

10 % (w/v) APS 0,3 mil 0,15 ml

TEMED 0,012 ml 0,009 ml

Tris-HCI-Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid, SDS-Natriumdodeccylsulfat, TEMED-Tetramethylethylendiamin, APS-

Ammoniumpersulfat

2.3.3. Immunoblot Analyse (Western-Blot)

Der Western-Blot erfolgte im Transfer-Puffer auf eine Nitrocellulosemembran Whatman
(Protran®, Schleicher und Schuell GmbH) bei 90 V, 400 mA und 4 °C fir 95 Minuten. Um
freie Bindungsstellen auf der Oberflaiche der geblotteten Nitrocellulosemembran
abzusattigen, wurde die Membran anschlielend flir mindestens 30 min in eine
Blockierlésung unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach dreimal Waschen fir 5 min mit 1 x
TBST wurde der Primarantikdrper zur Inkubation Gber Nacht bei 4 °C auf die Membran
gegeben. Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal flir 5 min mit 1 x TBST gewaschen
bevor der Sekundarantikérper fir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur
dazugegeben wurde. Nach drei Waschschritten wurde die Membran flir eine Minute mit der
ECL-Lésung (Tabelle 4) inkubiert, in Folie eingeschlagen und auf einen Film (Kodak,
BioMaxx Light Film, Rochester, USA) gelegt. Der Film wurde mit Entwicklerlésung (Kodak)

entwickelt und abschlieliend mittels Fixierlésung (Kodak) fixiert.
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2.3.4. Coomassie-Farbung

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels SDS-Page.
AnschlieBend wurden die SDS-Gele kurz mit aqua dest. gespllt und fir 20 min in die
Coomassie-Farbeldsung (Tabelle 4) bei leichtem Schitteln gelegt. Die Gele wurden entfarbt

mit der Entfarbe-Lésung bis der Hintergrund des Gels farblos war.

2.4. Protein-Analysen: Sekretions- und Interaktionsstudien

2.4.1. In-vitro Sekretionsanalysen

Die in vitro-Sekretionsanalysen wurden in Anlehnung an Rossier et al. 1999 durchgefihrt
(Rossier et al., 1999). Fur die Versuche wurde der 85*-Stamm oder Derivate von diesem
verwendet, da hier die hrp-Gene konstitutiv exprimiert vorliegen, was auf eine Mutation in
hrpG (hrpG*) zurlickzuflhren ist. Die Xcv-Stamme wurden in 4 ml MA-Medium pH 7,0 Gber
Nacht bei 30 °C angezogen. Am nachsten Tag wurden diese Xcv-Stamme mit einer End-
ODggp von 0,2 in 4 ml MA-Medium pH 5,35 (fir Sekretionsanalysen mit HpaA 6 ml)
transferiert. Zum Medium wurden zusatzlich 10 pg/ml Thiamin (Serva, Heidelberg) sowie 50
mg/ml gereinigtes BSA (New England Biolabs) zugegeben und die Kulturen bei 30 °C in
einem Rotator fur 2 h (fur Sekretionsanalysen mit HpaA 4 h) inkubiert. Anschlieend wurden
750 pl von der Kultur pelletiert und als Gesamtzellextrakt in 40 yl 2 x Laemmli-Puffer
resuspendiert und fir 5 min gekocht. Der Rest der Zellkultur wurde filtriert (0,45 ym HT
Tuffryn-Membran, Acrodisc 25 mm Syringe Filter, Pall GmbH, Dreieich, Deutschland) und in
ein vorgekihltes 2 ml Eppendorfgefald mit 200 ul Trichloressigsaure geflllt. Die
Proteinfallung wurde fir 30 min auf Eis inkubiert. Anschliellend wurden die gefallten Proteine
fir 10 min bei 15 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 500 pl eiskaltem (-20°C) 100%-igem Ethanol Uberdeckt. Die Proben wurden erneut
fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen, das Pellet getrocknet
und in 25 pl 2 x Laemmli-Puffer aufgenommen. Die Proben wurden fir 5 min im Wasserbad
gekocht. Alle Proben des Gesamtzellextraktes und der sekretierten Proteine wurden

anschliellend in aquivalenten Proteinmengen auf ein SDS-Gel geladen.

2.4.2. GST-pull down

Der Glutathion-S-transferase (GST)-pull down ist eine gangige und schnelle Methode fiir den
Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in vitro (Buttner et al., 2004; Hartmann und

Buttner, 2013; Cherradi et al.,, 2014). Die Generierung der Zellpellets, in denen die
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gewlnschten Proteine Uberexprimiert vorliegen, ist in Kapitel 2.3.1 beschrieben. Die
Zellpellets von 50 ml E. coli-Zellkulturen wurden in 3 ml 1 x PBS-Puffer resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte mit der ,French Pressure Cell Press® (SIM-AMINCO Spectronic
Instruments, Rochester, USA) bei 800 psi in einer kleinen Zelle (20K, Thermo Electro
Corporation). Zur Erhéhung der Effizienz wurde der Zellaufschluss einmal wiederholt. Die
Zelltrimmer und unléslichen Proteine wurden mittels Zentrifugation (10 min, 4 °C, 15 000
rom) aus der Proteinldsung entfernt. Es wurden in der Regel 600 pl des Zelllysates
eingesetzt. In Abhangigkeit von der Proteinstabilitdt und Expressionsstarke wurde das
Volumen neu angepasst. GST oder GST-Fusionsprotein enthaltene E. coli-Lysate wurden zu
80 ul Glutathion-Sepharose 4B (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) gegeben
und bei 20 °C und 950 rpm fiir 20 min inkubiert. Freies GST und die GST-Domane der
Fusionsproteine binden an dem Glutathion an der Sepharose-Matrix. Unspezifisch
gebundenes Protein wurde durch dreimaliges Waschen mit 1 x PBS-Puffer von der Matrix
entfernt. AnschlieBend wurde ein E. coli-Lysat, welches einen potentiellen
Interaktionspartner mit einer c-Myc-Epitopmarkierung enthielt, auf die Matrix gegeben. Das
Gemisch wurde in einem Uberkopfschittler fir 2 h bei 4 °C inkubiert. Die Matrix wurde
viermal mit 1 x PBS-Puffer gewaschen und anschlieRend mit 60 pl reduziertem Glutathion
(Tabelle 4) unter Schitteln (1150 rpm) bei 20 °C fir 2 h inkubiert. Reduziertes Glutathion
konkurriert mit dem Glutathion der Sepharose-Matrix um die Glutathion-Bindungsstelle an
GST und eluiert GST oder das GST-Fusionsprotein mit Interaktor von der Matrix. E. coli-
Zelllysat (10 yl) des potentiellen Interaktionspartners und die Eluate (20 pl) wurden mittels
SDS-PAGE und anschliefendem Western-Blot analysiert.

2.4.3. Koimmunoprazipitation

Die Xcv-Stdmme wurden in 50 ml Minimalmedium (MA) pH 7,0 und 5,35 unter Schitteln bei
30 °C Uber Nacht angezogen. Am nachsten Tag wurde die ODgg der Zellkulturen bestimmt
und alle Zellkulturen an die Zellkultur mit der niedrigsten optischen Dichte durch die Zugabe
von MA-Medium angepasst. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation bei 3200 x g fir 25 min
und 4°C pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1 x PBS-Puffer mit Proteinaseinhibitor (PIC,
proteinase inhibitor cocktail, Roche, Mannheim, Deutschland) resuspendiert und mittels
.French Pressure Cell Press* (SIM-AMINCO Spectronic Instruments, Rochester, USA) bei
800 psi in einer kleinen Zelle (20K, Thermo Electro Corporation) aufgeschlossen. Um die
Membranproteine aus den Zelltrimmern zu I6sen wurde 0,1 % Nonidet-P40 (AppliChem)
zum Zelllysat gegeben. Der Ansatz wurde fir 15 min auf Eis inkubiert und anschlieend
zentrifugiert bei 7000 x g und 4 °C flr 15 min. Der Uberstand wurde fiir 1 h mit 20 pl Protein
G-Agarose (Roche, Mannheim, Deutschland) bei 4 °C im Uberkopfschdttler inkubiert. Mittels
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Zentrifugation (700 x g, 90 sec, 4 °C) wurde die Protein G-Agarose mit den unspezifisch
gebundenen Proteinen aus der Proteinldsung entfernt. Der Uberstand wurde zu gleichen
Teilen (ca. 450 pl) auf zwei Eppendorfgefalle aufgeteilt. In beiden Aliquots wurden 60 pl
Protein G-Agarose hinzugegeben. In einem Aliquot wurden zusatzlich 15 ul Anti-c-Myc-
Antikérper (Roche, Sekundarantikérper: Anti-Maus) pipettiert. Die c-Myc-Epitop markierten
Proteine im Zelllysat mit ihren Interaktoren interagieren mit Hilfe des Anti-c-Myc-Antikdrpers
an die Protein G-Agarose. Die Proben wurden Uber Nacht bei 4 °C in einem
Uberkopfschttler inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Suspension bei 8000 x g und 4 °C
fir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet dreimal mit 1 x PBS-
Puffer gewaschen. AbschlieRlend wurde das Pellet in 40 pl 2 x Laemmli-Puffer
aufgenommen und fir 5 min im Wasserbad gekocht. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
und anschlielfendem Western-Blot unter Verwendung des anti-c-Myc-Antikdrpers
(Sekundarantikérper: Anti-Kaninchen) und weiteren proteinspezifischen Antikérpern

analysiert.

2.4.4. Fraktionierungsanalysen

Die 85*-Stamme wurden in 50 ml MA-Medium pH 7,0 und 5,35 unter Schitteln bei 30 °C
Uber Nacht angezogen. Am nachsten Tag wurden von den Zellkulturen die Zelldichten ODgg
gemessen und alle Zelldichten durch die Zugabe von MA-Medium aneinander angeglichen.
Die Zellkulturen wurden zentrifugiert bei 3200 x g und 4 °C fur 25 min. Die Resuspension der
Zellpellets erfolgte in 2 ml 100 mM HEPES-Puffer. AnschlieBend wurden die Zellen mittels
der ,French Pressure Cell Press” aufgeschlossen. Die Zelllysate wurden zentrifugiert bei
8.000 x g und 4 °C fur 5 min. Von den Uberstanden wurde die optische Dichte ODgyo
gemessen und alle Proben durch Zugabe von HEPES-Puffer aneinander angeglichen.
Jeweils 1 ml der Uberstdnde wurde zentrifugiert bei 200.000 x g und 4 °C fiir 90 min. Der
resultierende Uberstand war die zytoplasmatische Fraktion. Es wurden 80 ul Uberstand mit
20 pl 5 x Laemmli-Puffer versetzt. Der restliche Uberstand wurde verworfen. Das Pellet,
welches die Membranfraktion darstellte, wurde in 1 ml 100 mM HEPES-Puffer resuspendiert.
80 pl der Membranfraktion wurden mit 20 yl 5 x Laemmli-Puffer versetzt. Die Proben mit
Laemmli-Puffer wurden im Wasserbad fir 5 min gekocht und mittels SDS-PAGE und

Western-Blot analysiert.

2.4.5. Proteinreinigung von Hisg-NusA-HrpB7 aus E. coli

Der Expressionsvektor pGGE10 hrpB7 (Abschnitt 2.2.4) wurde in chemisch kompetente
Bl21star(DE3)-Zellen mittels Hitzeschock transformiert (Abschnitt 2.2.3). Mit dem
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Transformationsansatz wurde eine 5 ml Vorkultur angesetzt und diese tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Vorkultur zum Animpfen einer 500 ml Hauptkultur
verwendet mit einer Start-ODggo von 0,1, Kanamycin und 1 % Glucose. Die Hauptkultur
wurde bis zu einer ODgoo von 0,8 angezogen. Anschliel3end erfolgte die Proteinexpression
bei Raumtemperatur fir 5 h durch die Zugabe von 2 mM IPTG (lsopropyl-3-D-
thiogalactopyranosid) zur Hauptkultur. Die Hauptkultur wurde bei 3.200 x g und 4 °C fir 10
min zentrifugiert. Die Zellen wurden mit 25 ml Aufschlusspuffer (Tabelle 4) gewaschen und
erneut zentrifugiert fir 20 min. Das Pellet wurde in 10 ml Aufschlusspuffer mit
Proteinaseinhibitor (PIC, proteinase inhibitor cocktail, Roche, Mannheim, Deutschland)
resuspendiert und die Zellen mit drei verschiedenen Methoden aufgeschlossen. Zunachst
erfolgte der Zellaufschluss mittels ,French Pressure Cell Press®. AnschlieRend wurde ein
enzymatischer Zellaufschluss mit 0,1 mg/ml Lysozym flir 15 min bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Um sicher zu gehen, dass nahezu alle Zellen lysiert sind, wurde das Verfahren
der Frost-Tau-Lyse angewandt bis das Zelllysat klar und dickfliissig war. Ein anschlieRender
RNA-/DNA-Verdau (RNAseA, DNAse |, 0,02 mg/ml) bei Raumtemperatur bis das Zelllysat
flissig war erhohte die Konzentration an Protein in Loésung. Die Zelltrimmer wurden entfernt
mittels Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C fir 40 min. Die Proteinreinigung von Hisg-NusA-
HrpB7 bzw. Hiss-NusA aus dem Uberstand erfolgte im ,batch“-Verfahren. Es wurden 3 ml
von dem Saulenmaterial His60 Ni Superflow Resin (Clontech) in eine Filtersaule (Qiagen
GmbH) gegeben und zunachst zweimal mit 6 ml Aufschlusspuffer mit PIC equilibriert. Im
Anschluss wurden 5 ml Zelllysat aufgetragen und die Filtersaule fir 1 h bei 4 °C in einem
Uberkopfschuttler inkubiert. Die nicht gebundenen Proteine wurden in drei Waschschritten
mit 6 ml Aufschlusspuffer von der ,batch“-Saule gewaschen. Die gebundenen Proteine
wurden anschlielRend mit je 12 ml Aufschlusspuffer mit ansteigender Imidazolkonzentration
(20 mM bis 600 mM) in finf Stufen eluiert. Proben (10 ul) der einzelnen Elutionsfraktionen
(10 Fraktionen zu je 6 ml) wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert.
Die Elutionsfraktionen, die Hisg-NusA-HrpB7 bzw. Hisg-NusA enthielten und wenig
Fremdprotein, wurden vereinigt, mit einer Amicon NMWA50-Einheit (Merck Millipore)
konzentriert und Uber Nacht bei 4 °C mittels Dialyse in Puffer B (Tabelle 4) tberflihrt. Dazu
wurden 1-2 ml Proteinlésung in einen Dialyseschlauch gefiillt und dieser rotierend Uber
Nacht in ein Becherglas mit 5 | Puffer B gelegt. Am nachsten Tag wurde die Proteinldsung
zentrifugiert bei 20.000 x g und 4 °C fir 10 min um unl6sliches Protein zu entfernen. Die
Konzentrationsbestimmung der Proteinlésung erfolgte am NanoDrop ND1000
Spektrophotometer (Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurth, Deutschland). Die
Proteinlésung wurde aliquotiert, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.
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2.4.6. MicroScale Thermophoresis (MST)

Mit Hilfe der MicroScale Thermophoresis (MST) wurde die Selbstinteraktion von HrpB7
gezeigt und quantifiziert. Die thermophoretischen Messungen erfolgten am Monolith NT.115
(NanoTemper Technologies GmbH, Michen, Deutschland). Ein Teil der gereinigten Proteine
Hisg-NusA-HrpB7 und Hisg-NusA wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff NT-647-NHS markiert.
Die Fluoreszenzmarkierung von 100 pl einer 2 - 20 uyM Proteinlésung erfolgte mittels
Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS (NanoTemper, Munchen, Deutschland) nach
Herstellerangaben. In diesem Schritt erfolgte zugleich eine Umpufferung in dem MST-
Messpuffer (1 x PBS-Puffer, pH 7, 0,05 % Tween-20). Die erfolgreiche Fluoreszenz-
markierung wurde Uberprift am Monolith NT.115 anhand der Messung der
Fluoreszenzintensitat. AnschlieRend wurden die Fluoreszenzintensitaten von drei
unterschiedlichen Verdiinnungen der fluoreszenzmarkierten Proteinldsungen gemessen, um
die optimale Proteinkonzentration und zugehdérige LED-Power (light emitting diode power) flir
die nachfolgenden Messungen zu bestimmen.

Die Messung

Nicht markiertes Hisg-NusA-HrpB7 mit variierenden Konzentrationen von 0,061 nM bis 4 uM
wurde mit 5 nM des markierten Hisg-NusA-HrpB7 bei Raumtemperatur fir 5 min in 1 x PBS-
Puffer (pH 7) mit 0,05 % Tween-20 inkubiert. Die Proben wurden in Monolith NT.115
Premium Kapillaren geladen. Die Messung erfolgte bei 23 °C, einer LED-Power von 55 %
und einer MST-Power von 40 % (entspricht einem Temperaturgradienten von ca. 4 °C). Als
Negativkontrolle wurde zusatzlich die Interaktion zwischen fluoreszenzmarkiertem Hisg-NusA
und nicht markiertem Hisg-NusA-HrpB7 gemessen. In dieser Messung wurden 26 nM Hise-
NusA und variierende Konzentrationen von 0,0641 nM bis 2,1 uM an Hisg-NusA-HrpB7
eingesetzt. Die Messung erfolgte bei 21 °C, einer LED-Power von 40 % und einer MST-
Power von 40 %. Die Messreihen wurden jeweils zweimal wiederholt. Die Datenanalyse

wurde in der NanoTemper-Analyse-Software durchgefiihrt.

2.5. Infektionsversuche mit Xcv-Stammen

2.5.1. Pflanzen und Anzuchtbedingungen

Die in dieser Arbeit verwendete Paprikapflanze (Capsicum anuum) gehoért der nahezu
isogenen Linien ,Early Californian Wonder* (ECW), ECW-10R und ECW-30R an (Minsavage
et al., 1990; Kousik und Ritchie, 1998). Das Paprikakultivar ECW-10R tragt das
Resistenzgen Bs1, ECW-30R-Pflanzen das Resistenzgen Bs3, welche die bakteriellen

Effektoren AvrBs1 bzw. AvrBs3 erkennen und eine hypersensitive Reaktion (HR) ausldsen.
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Die Anzucht der Paprikapflanzen erfolgte im Gewachshaus unter Standardbedingungen (65
% relative Luftfeuchte, 16 h Photoperiode, 25 °C) (Bonas et al., 1991). Nach der Infiltration
der Pflanzen mit Xcv-Stammen wurden diese in die Phytokammer (Series 101, Percival
Scientific, USA) Uberfihrt. In der Phytokammer war eine relative Luftfeuchte von 65 %, eine
16/8 h Tag/Nacht-Rhythmus sowie 26 °C Tages- bzw. 22 °C Nachttemperatur

vorherrschend.

2.5.2. Infiltration von Bakterien in Paprikapflanzen

Die Xcv-Stamme wurden am Vortag auf selektiven NYG-Nahragarplatten ausgestrichen und
bei 30 °C angezogen Uber Nacht. Fir das Infektionsexperiment wurden die Bakterien in 1 ml
1 mM MgCl, resuspendiert und mittels Spektrophotometer auf eine ODggo von 0,1 (entspricht
10® kbE/ml) eingestellt. Die Infiltration der Bakteriensuspensionen erfolgte mit einer 1 ml
Einwegspritze ohne Kanlle in die Blattunterseite. Die zu vergleichenden Bakterienstamme
wurden in vergleichbare Blattpositionen infiltriert. Die Dokumentation erfolgte fotografisch bei
der Hypersensitiven Reaktion (HR) auf den resistenten Pflanzen zwei bis drei Tage, die
Krankheitssymptome auf den suszeptiblen Paprikapflanzen sechs bis sieben Tage nach
Inokulation. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die entsprechenden Blatter in 70 %-

igem Ethanol bei 65 °C noch gebleicht.

2.6. Bioinformatische Analysen

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Zur Berechnung der Sequenzidentitdten von den HrpB7-Homologen innerhalb der

Xanthomonas spp. wurde der Alignment-Server Blast (Altschul et al., 1990) verwendet
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

EMBOSS Needle

Zur Berechnung der Sequenzidentitaten von den HrpB7-Homologen und HrcS-Homologen
wurde der Alignment-Server EMBOSS Needle (Chojnacki et al., 2017) verwendet
(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

ClustalWS Version 2.1

Jalview ist eine online frei verfigbare Arbeitsplattform mit der multiple Sequenz-Alignments

ausgefiihrt werden konnen (http://www.jalview.org/; (Waterhouse et al., 2009). Es wurden die
Aminosauresequenzen homologer Proteine von HrcS bzw. HrpB7 in die Arbeitsplattform
eingefiigt und das Programm ClustalWS Version 2.1 (Larkin et al., 2007) als Alignment-
Werkzeug ausgewahlt. Das Sequenz-Alignment wurde anschlieBend noch beschriftet und

als png-Datei exportiert.
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Jpred4

Jpred4 ist ein frei verflgbarer Server, der die Sekundarstruktur von Proteinen anhand deren
Aminosauresequenz vorhersagt (Drozdetskiy et al., 2015). In dieser Arbeit wurde das
Programm verwendet um die Sekundarstruktur von HrpB7 vorherzusagen.

SWISS-MODEL

Mit Hilfe des SWISS-MODEL-Servers (Arnold et al., 2006) wurde anhand der
Aminosauresequenz von HrpB7 ein 3D-Model des Proteins erstellt. SWISS-MODEL ist frei

verflgbar Uber http://swissmodel.expasy.org.

PyMOL

Die 3D-Grafiksoftware PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.7.0.5
Schrédinger, LLC, http:// pymol.org) wurde zur Darstellung und Bearbeitung des HrpB7-
Proteinmodels verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Funktionelle Charakterisierung des Strukturproteins HrcS

HrcS ist auf Grund seiner Sequenzhomologie (Ahnlichkeit zu 57 %) zu YscS vermutlich ein
Vertreter der YscS-Proteinfamilie (Berger et al., 2010). Diese werden als ein Bestandteil des
Exportapparates im T3SS beschrieben und liegen als transmembrane Proteine lokalisiert in
der inneren Membran vor (Fields et al., 1994; Ohnishi et al., 1997; Ghosh, 2004; Diepold und
Wagner, 2014). Berger et al. konnten 2010 mit Hilfe der PhoA-LacZa-Reporter-Analysen die
Topologie von HrcS entschlisseln. Die Ergebnisse der Analysen zeigten, dass HrcS
vermutlich eine Transmembranhelix besitzt, die N-terminal eine zytoplasmatische und C-
terminal eine periplasmatische Domane aufweist (Abb. 6 B) (Berger et al., 2010). Eine
weitere Funktion von HrcS, neben der moéglichen Funktion als Strukturprotein im T3SS, ist

unbekannt.

3.1.1. In silico-Analysen von HrcS: Sequenz-Alignment mit homologen Proteinen

Der Vergleich der Aminosauresequenzen von HrcS aus Xcv und seinen homologen
Proteinen aus Escherichia coli, Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovorum, Shigella
flexneri und Yersinia pestis zeigte gemeinsame Sequenzmotive des konservierten Proteins
(Abb. 6). In der N-terminalen zytoplasmatischen Domane von HrcS ist vermutlich das

hydrophobe Sequenzmotiv A;3-(X)s-L1s konserviert.

Tabelle 11: Sequenzidentitaten und Sequenzihnlichkeiten der homologen Proteine zu HrcS aus Xcv.
Es wurden Sequenz-Alignments mittels Blast durchgeflhrt. In der Tabelle sind die Sequenzidentitdten und —
Ahnlichkeiten der HrcS-homologen Proteine aus pflanzenpathogenen Bakterien (R. solanacearum, Er.

carotovorum), tierpathogenen Bakterien (S. flexneri, Y. pestis) und dem flagellaren T3SS (E. coli).

Sequenzidentitat Sequenzahnlichkeit
FliQ (E. coli) AAC36860 24,4 % 53,3 %
HrpU (R. solanacearum) CAB58246 62,8 % 791 %
MopD (Er. carotovorum) CAA51477 23,3 % 50,0 %
Spa9 (S. flexneri) BAA02830 28,6 % 48,4 %
YscS (Y. pestis) AAB72202 36,0 % 57,0 %

Die Transmembrandomane der homologen Proteine weist Uberwiegend hydrophobe
Aminosauren auf und endet einheitlich mit einem Glutamin (Qso) (Erhardt et al., 2017). In der
periplasmatischen Domane ist ein weiteres konserviertes Sequenzmotiv (Kss-(X)3-Vsg-(X)s-
I/Ls2-(X)s-Wes) lokalisiert. Fur das flagellare T3SS konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Mutation von Ks, im HrcS-homologen Protein FliQ die Motilitdt des Bakteriums inhibiert
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Abb. 6: HrcS-Sequenz-Alignment und Topologie

(A) HrcS ist in tier- und pflanzenpathogenen Bakterien ein konserviertes Protein. Das Sequenz-Alignment
wurde mit dem Programm ClustalWS Version 2.1 durchgefiihrt. Dazu wurde HrcS aus Xcv verglichen mit
dem homologen Protein aus dem flagellaren System in E. coli FliQ, aus dem T3SS in den
pflanzenpathogenen Bakterien R. solanacearum HrpU und Er. carotovorum MopD sowie aus dem T3SS in
den tierpathogenen Bakterien S. flexneri Spa9 und Y. pestis YscS. In blau bis dunkelblau (skaliert nach der
Konservierung, dunkelblau entspricht stark konserviert) sind die konservierten Aminosauren hervorgehoben.
Unter dem Sequenz-Alignment wurde die experimentell bestétigte Topologie nach Berger et al. (2010) mit
Pfeilen veranschaulicht. (B) Schematische Darstellung der HrcS-Topologie nach Berger et al. (2010). Der N-
Terminus von HrcS liegt im Zytoplasma (CP) des Bakteriums (blau). HrcS zeigt in den Experimenten nur eine
Transmembranhelix (rot). Der C-Terminus von HrcS ist im Periplasma (PP; griin) lokalisiert. IM, innere

Membran

Periplasma

B C-Terminus
P86

CP

N-Terminus
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(Erhardt et al., 2017; Kuhlen et al., 2018). Ein Einfluss der konservierten Aminosduren und
Sequenzmotive auf die Funktion von HrcS in Xcv ist noch zu beweisen. Die Sequenz-
identitdten von HrcS aus Xcv und seinen homologen Proteinen liegen zwischen 23 % wie im
Fall von MopD aus E. carotovorum und 62 % wie im Fall von HrpU aus R. solanacearum

(Tab. 11). Die entsprechenden Sequenzahnlichkeiten erstrecken sich von 48 % bis 79 %.

3.1.2. hrcS ist essentiell fiir die Pathogenitat und Typ 3-Sekretion von Xcv

Die Bedeutung von hrcS fur die Pathogenitdt von Xcv sollte in in planta-
Infektionsexperimenten und in in vitro-Sekretionsanalysen untersucht werden. Die
phanotypischen Analysen erfolgten in den Xcv-Wildtypstdmmen 85-10 und 85*. Es war
bereits bekannt, dass eine hrcS-Mutante, in der Codon 44 bis 80 von hrcS deletiert sind,
nicht pathogen ist (Huguet et al., 1998). Das gleiche Ergebnis wurde fir eine vollstandige
hrcS-Deletion  erhalten (Abb. 7). Die hrcS-Mutante 85*AhrcS induzierte in
Infektionsexperimenten keine Krankheitssymptome auf suszeptiblen ,Early Californian
Wonder* (ECW) bzw. keine hypersensitive Reaktion (HR) auf resistenten ECW-10R
Paprikapflanzen (Abb. 7). Der Stamm 85* besitzt eine Mutation in hrpG. Das daraus
resultierende HrpG-Protein ist konstitutiv aktiv und aktiviert die Expression der hrp-Gene
auch unter nicht-induzierten Bedingungen (Rossier et al., 1999; Wengelnik et al., 1999). Dies
ermaoglicht die Analyse der T3-abhangigen Sekretion in vitro.

Um den Verlust der Pathogenitat des Xcv-Stammes auf die vollstandige Deletion von hrcS
zurtckfihren zu kénnen, wurde Uberprift, ob durch ektopische Expression von hrcS-c-myc
unter der Kontrolle des lac-Promotors der mutante Phanotyp komplementiert wird. Dieses
Expressionskonstrukt in den hrcS-Deletionsmutanten stellte jedoch nicht in allen
Transformanden den Wildtyp-Phanotyp vollstandig wieder her (Daten nicht gezeigt). Daher
wurden die Expressionskonstrukte aus den Transformanden isoliert und sequenziert. Das
Komplementationskonstrukt besaf eine Deletion von 92 Nukleotiden im /ac-Promotor. Diese
Deletion war zufallig im Verlauf der Transformation entstanden und erfolgte aufgrund einer
Sequenzwiederholung von 7 Basenpaaren im Abstand von 85 Basenpaaren im /ac-Promotor
(Anhang, Abb. 47). Zur Kontrolle wurden die isolierten Plasmide in den Stamm 85*AhrcS
retransformiert und die Transformanden in Paprikapflanzen infiltriert. Die Infiltration des
Stammes 85*AhrcS, welcher hrcS-c-myc unter der Kontrolle des /ac-Promotors ektopisch
exprimierte, |0ste reduzierte Krankheitssymptome in suszeptiblen ECW-Paprikapflanzen aus.
Die Expression von hrcS-c-myc in trans unter der Kontrolle des /ac-Promotors mit der
Deletion (Alac-Promotor) im Stamm 85*AhrcS stellte den Wildtyp-Phanotypen vollstandig
wieder her (Abb. 7). Der Verlust der Pathogenitat von Stamm 85*AhrcS ist demnach auf die

Deletion von hrcS zuriickzufuhren.
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Abb. 7: Phinotypenvergleich der Transformanden bei Verwendung unterschiedlicher Promotoren im
Komplementationskonstrukt.

Es wurden die Stamme 85* und 85* AhrcS ohne Konstrukt, sowie 85* AhrcS mit den in Abb. 8 beschriebenen vier
unterschiedlichen Expressionskonstrukten in Blatter von ECW- und ECW-10R-Paprikapflanzen mit einer
Zelldichte von 0,2 x 10% kbE ml™ infiltriert. Fur die Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen Zellextrakt
auf ein SDS-Gel geladen und anschlieend mittels Western-Blot unter Verwendung eines c-Myc-spezifischen
Antikorpers analysiert. Die Krankheitssymptome wurden nach 6-7 Tagen fotografisch dokumentiert. Zur besseren
Erkennung der HR wurden die Blatter drei Tage nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die Umrandungen
weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert.

lac, lac-Promotor; Alac, Deletion von 92 Nukleotiden im /ac-Promotor; plasmid, unbekannter Promotor im

Expressionsvektor; T, vor dem Gen eingebauter rrnbT1-Terminator aus E. coli

lac- Alac- rmbT1-
Promotor Gen+/-tag Promotor Terminator
161 bp A40-131 % -
& - i X
2 Promotoren plasmid-Promotor plasmid-Promotor kein Promotor

und Alac-Promotor

Abb. 8: Die Konstrukte fiir die Komplementationsanalysen mit der hrcS-Deletionsmutante.
Fir die Komplementationsanalyse mit der hrcS-Deletionsmutante wurden vier pBRMhrcS-Vektoren kloniert, die

sich ausschliefRlich in der Promotorregion unterschieden. Im Vektor 1 sind zwei Promotoren vor dem Gen
positioniert. Zum einen der /ac-Promotor und zum anderen ein unbekannter plasmid-Promotor im Vektor. Im
Vektor 2 ist der essentielle Bereich fir die Ausfiihrung der Funktion als Promotor im /ac-Promotor deletiert,
sodass man hier davon ausgehen kann, dass nur der plasmid-Promotor als Promotor des hrcS-Gens agiert. Auch
im Vektor 3 ist der plasmid-Promotor der Promotor des hrcS-Gens. Allerdings ist der Abstand zwischen dem
Promotor und dem Startcodon um 69 Nukleotide kirzer als im Vektor 2. Der Vektor 4 ist die Negativkontrolle.
Hierbei wurde der rrnbT1-Terminator aus E. coli vor dem Gen kloniert. Der Terminator (T) verhindert die

Transkription des hrcS-Gens.
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Um die Bedeutung des Promotors bei der ektopischen Expression von hrcS in der hrcS-
Deletionsmutante flr die Komplementation des mutanten Phanotyps analysieren zu kénnen,
wurden zwei weitere pBRMhrcS-Vektoren generiert, die zum einen kein /ac-Promotor und
zum anderen einen rrnbT1-Terminator (T) stromaufwarts des hrcS-Gens besalien (Abb. 8).
Die generierten Vektoren wurden in 85*AhrcS transformiert und zusammen mit 85* und
85*AhrcS in suszeptible und resistente ECW-Paprikapflanzen infiltriert (Abb. 7). Das
Experiment zeigte, dass die ektopische Expression von hrcS-c-myc unter der Kontrolle des
plasmid-Promotors den Phanotyp der hrcS-Mutante nur partiell komplementierte. Die
Negativkontrolle 85*AhrcS, die den pBRM-Vektor mit dem eingebauten rrnbT1-Terminator
stromaufwarts vom hrcS-Gen besal}, I16ste wie erwartet keine makroskopischen Reaktionen
auf den Blattern der Paprikapflanzen aus. Der Vergleich der synthetisierten Proteinmengen
an HrcS-c-Myc in den vier Xcv-Stammen zeigte keinen detektierbaren Unterschied im Fall
der Expression von hrcS-c-myc in trans unter der Kontrolle des /ac-Promotors und des Alac-
Promotors, wahrend die resultierende Proteinmenge an HrcS-c-Myc im Fall des plasmid-
Promotors vergleichsweise geringer war. In der Negativkontrolle war kein HrcS-c-Myc
nachweisbar (Abb. 7).

Fir die weiteren Komplementationsversuche der hrcS-Deletionsmutanten wurde in dieser
Arbeit der Alac-Promotor verwendet.

Die Infektionsexperimente mit dem Xcv-Wildtypstamm 85-10 und der daraus resultierenden
hrcS-Deletionsmutante 85-10AhrcS zeigten, dass die ektopische Expression von hrcS-c-myc
und hrcS unter der Kontrolle des Alac-Promotors den Wildtyp-Phanotypen vollstandig
wiederherstellt (Abb. 9). Der Verlust der Pathogenitat vom Stamm 85-10AhrcS ist demnach
auf die Deletion von hrcS zuriickzufiihren. Die Uberexpression von hrcS-c-myc in trans unter
der Kontrolle des Alac-Promotors in 85-10 hatte keinen Einfluss auf die Virulenz des Wildtyp-
Stammes 85-10. HrcS-c-Myc wurde immunologisch durch einen c-Myc-Epitop-spezifischen

Antikdrper nachgewiesen.

Die Infektionsexperimente mit der hrcS-Mutante, bei der hrcS vollstandig deletiert ist,
bestatigten erneut, dass hrcS essentiell ist fir die Pathogenitat von Xcv (Huguet et al., 1998).
Es wurde eine hrcS-Deletionsmutante generiert, deren mutanter Phanotyp mit hrcS oder
hrcS-c-myc in trans unter der Kontrolle des Alac-Promotors komplementiert wurde. Die
Uberexpression von hrcS-c-myc in 85-10 zeigte keinen Effekt auf die Virulenz des Xcv-

Stammes.
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Abb. 9: Komplementationsstudien mit der hrcS-Deletionsmutante 85-10AhrcS.
Die Stamme 85-10, 85-10 hrcS-c-myc, 85-10AhrcS sowie 85-10AhrcS, welcher ein Plasmid mit hreS-c-myc, hrcS

oder hrcSacso-c-myc enthielt, wurden in Blatter von ECW- und ECW-10R-Paprikapflanzen mit einer Zelldichte von
1 x 10® kbE ml”" infiltriert. Fir die Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen Zellextrakt auf ein SDS-Gel
geladen und anschlieBend mittels Western-Blot unter Verwendung eines c-Myc-spezifischen Antikdrpers
analysiert. Die Krankheitssymptome wurden nach 6-7 Tagen fotografisch dokumentiert. Zur besseren Erkennung
der HR wurden die Blatter drei Tage nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die

Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert.

Um die Bedeutung der C-terminalen periplasmatischen Domane von HrcS fir die
Proteinfunktion zu analysieren, wurde hrcSacso-c-myc (HrcS-Deletionsderivat ohne die 30 C-
terminalen Aminosauren) ektopisch in 85-10AhrcS exprimiert und auf die Fahigkeit hin
untersucht, den Phanotyp der hrcS-Deletionsmutante zu komplementieren. Die hrcS-Mutante
mit hrcSaczo-c-myc in trans unter der Kontrolle des Alac-Promotors zeigte keine
makroskopischen Reaktionen auf suszeptible oder resistente Paprikapflanzen (Abb. 9). Die
fehlende Komplementation durch HrcSacs-c-Myc ist  nicht auf Proteininstabilitat
zurlckzufuhren, wie die erfolgreiche immunologische Detektion des HrcS-Derivates zeigt
(Abb. 9).

Um den Einfluss von HrcS auf die T3-abhangige Sekretion zu analysieren, wurden in vitro-
Sekretionsanalysen mit den Stdmmen 85* und 85*AhrcS durchgefuhrt. Die erhaltenen
Gesamtzellextrakte und Kulturiberstande wurden mittels SDS-PAGE und anschlieRendem
Western-Blot mit spezifischen Antikérpern gegen das c-Myc-Epitop von HrcS, das
Translokonprotein HrpF, das putative ,inner rod“ Protein HrpB2 und die nicht-sekretierten
Proteine HrcJ und HrpB1 (Hausner et al., 2013) analysiert (Abb. 10).

Die Proteine HrpF und HrpB2 wurden erwartungsgemaf vom Wildtyp-Stamm 85* sekretiert
(Rossier et al., 2000), waren aber nicht im Kulturiberstand der hrcS-Deletionsmutante
nachweisbar. Die Sekretionsdefizienz konnte durch die ektopische Expression von hrcS-c-
myc in trans unter der Kontrolle des /ac-Promotors, des Alac-Promotors oder des plasmid-

Promotors, nicht aber von hrcS,cs-c-myc unter der Kontrolle des Alac-Promotors
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komplementiert werden. Das putative Transmembranprotein HrcS-c-Myc war nicht im

Kulturtiberstand detektierbar und wird daher vermutlich nicht sekretiert.

Zellpellet Uberstand
85* 85*AhrcS 85" 85*AhrcS
HrcSAC30- HrcSAC30-

HrcS-c-Myc  c¢c-Myc HrcS-c-Myc c-Myc

e ‘ : anti-c-Myc
e B BEE e
15 | e e s e s o A — anti-HrpB2
26 | - a————— — anti-HrcJ
15 | — — — —— — anti-HrpB1

Abb. 10: HrcS ist essentiell fiir die T3S in Xcv.

Es wurden die folgenden Stamme in Sekretionsmedium inkubiert: 85*, 85*AhrcS und 85*AhrcS, welcher hrcS-c-
myc unter der Kontrolle des /ac-Promotors (Pic), Alac-Promotors (Paac) bzw. plasmid-Promotors (Ppias)
exprimierte oder hrcSacso-c-myc exprimierte unter der Kontrolle des Alac-Promotors (Pawc). Die
Gesamtzellextrakte (Zellpellet) und Kulturiiberstdnde wurden mittels SDS-PAGE und anschlieRendem Western-
Blot mit den spezifischen Antikérpern analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz

visualisiert. Das Experiment wurde dreimal mit dem gleichen Ergebnis durchgefihrt.

Die in vitro-Sekretionsanalysen deuten darauf hin, dass HrcS essentiell ist fir die T3-
abhangige Sekretion der T3S-Substrate. Insbesondere die periplasmatische Domane von

HrcS besitzt eine essentielle Bedeutung fiir die Funktion des Proteins.

3.1.3. HrcS ist in der Membran lokalisiert

HrcS-homologe Proteine, wie FliQ aus dem flagellaren T3SS in Salmonella Typhimurium,
sind membranlokalisiert. Bislang wurde noch kein Fraktionierungsassay flr HrcS aus Xcv
beschrieben, obwohl die erfolgreiche Durchfliihrung der PhoA-LacZa-Reporter-Analysen von
Berger et al. 2010 bereits auf eine Membranlokalisation von HrcS in Xcv schlie3en lassen.
Fir die Lokalisierungsstudien von HrcS wurden in dieser Arbeit Fraktionierungsanalysen an
Xcv durchgefuhrt. Als Kontrolle fur den erfolgreichen Verlauf des Experimentes wurde HrcN
in den Fraktionierungsanalysen mit einbezogen (Lorenz und Buttner, 2009). Fur die
Detektion von HrcN konnte ein HrcN-spezifischer Antikorper verwendet werden (Rossier et
al., 2000).

Der Xcv-Stamm 85, welcher hrcS-c-myc ektopisch eprimierte wurde in ein T3SS-

inaktivierendes bzw. aktivierendes Medium inkubiert. AnschlieRend wurden die Lysate
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mittels Ultrazentrifugation fraktioniert. Die Analyse der Fraktionen erfolgte mittels Western-
Blot (Abb. 11).

T3SS inaktiv T3SS aktiv
kDa TE ZP M TE ZP M
_—— anti-HrcN
HrcS-c-Myc
(anti-c-Myc)

Abb. 11: HrcS ist in der Membran lokalisiert.

Die Stamme 85* und 85*, welcher hrcS-c-myc ektopisch exprimierte, wurden Uber Nacht in zwei
unterschiedlichen MA-Medien, zum einen mit pH 7.0, wo das T3SS inaktiv ist, und zum anderen mit pH 5.3 und
den Additiven BSA und Thiamin, wo das T3SS aktiv ist, inkubiert. Die Zellen beider Kulturen wurden am nachsten
Tag mit einer French Press lysiert. Die Lysate (TE, Totalextrakt) wurden mittels Ultrazentrifugation fraktioniert in
Pellet (M, Membranfraktion) und Uberstand (ZP, zytoplasmatische Fraktion). Proben der Fraktionen und des
vorangegangenen Gesamtzellextraktes wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot unter Verwendung der

spezifischen Antikdrper analysiert. Das Ergebnis wurde einmal reproduziert.

Das Protein HrcN konnte, wie bereits von Lorenz et al. 2009 gezeigt, nach Aktivierung des
T3SS vermehrt in der Membranfraktion detektiert werden. HrcS-c-Myc wurde in der
Membranfraktion  detektiert unabhangig von der Aktivitdt des T3SS. Die

Fraktionierungsanalysen bestatigen die Hypothese, dass HrcS in der Membran lokalisiert ist.

3.1.4. ldentifizierung moglicher HrcS-Interaktoren mittels GST-pull down Analysen in

vitro und Koimmunoprazipitation in vivo

HrcS ist fir die Sekretion von T3S-Substraten essentiell (siehe Abschnitt 3.1.2). In Protein-
Protein-Interaktionsstudien sollte untersucht werden, inwieweit HrcS mit T3-abhangig
sekretierten Proteinen oder anderen essentiellen Komponenten des T3SS interagiert. Als
potentielle HrcS-Interaktoren wurden Komponenten des Exportapparates (HrcU und HrcV),
periplasmatische (HrpB1 und HrpB2) und zytoplasmatische (HrcQ, HrcN, HrcL, HrpB7)
Komponenten des T3SS, Kontrollproteine (HpaA, HpaB und HpaC) sowie Effektoren (XopdJ
und XopF 1) getestet.

Hierfar wurden GST-pull down Analysen durchgefihrt, bei denen ein Interaktionspartner mit
einem GST-tag an Glutathion-Sepharose immobilisiert ist und mit einem E. coli-Lysat,
welches den zweiten Interaktionspartner enthalt, inkubiert wird.

Zunachst wurden die potentiellen Interaktoren als GST-Fusionsproteine Uber ihr GST-fag an
Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysat inkubiert, welches C-terminal c-Myc-
Epitop-markiertes HrcS enthielt (Abb. 12 A). HrcS-c-Myc coeluierte mit den GST-
Fusionsproteinen HrcV, HrpB1, HrcN, Hrcl, HrpB7, den Kontrollproteinen und Effektoren. In
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weiteren GST-pull down Analysen unter Verwendung von GST-HrcS konnte eine mdgliche
Interaktion zu HpaA, HpaB und HrcL reproduziert werden (Abb. 12 B).

Zusammenfassend deuten die GST-pull down Analysen darauf hin, dass HrcS mit den
Proteinen HpaA, HpaB, HpaC, HrcN, HrclL, HrcV, HrpB7, HrpB1 und den Effektorproteinen
XopF1 und XopdJ interagiert. Es war keine Interaktion von HrcS mit sich selbst und zwischen
HrcS und HrcQ bzw. HrcU nachweisbar. Eine mdgliche Interaktion zwischen HrcS und
HrpB2 war nicht eindeutig nachweisbar. Die Interaktion von HrcS mit HpaC, HrcV, XopJ und
XopF1 konnte bei den GST-pull down Analysen unter Verwendung des N-terminal GST-tag-
markierten HrcS nicht bestatigt werden, da vermutlich die Interaktion durch das grofte N-
terminale tag GST sterisch verhindert wird. Die Analyse der Interaktion von HrcS und HrcR,
HrcT sowie der zytoplasmatischen Domane von HrcU steht noch aus. Die Interaktion
zwischen HrcS und dem putativen ,inner rod“-Protein HrpB1 sollte genauer betrachtet
werden, da diese Interaktion womaoglich der Verbindungsanker zwischen Exportapparat und

Basalapparat sein kénnte.

A B
O L N > £ o
2 2 o 28 WS 2
ACARRAS AR AR A S
kDa TE GST & & @ & O O © kDa TE GST ©  (anti-c-Myc)
HrcS-c-Myc 40 —
] — e - -C-
15 — - = S (anti-c-Myc) -« HpaA-c-Myc
135 — 25 — _ _| HpaB-c-Myc
70 — -— - T i =
-— e =D . 40 "\ o HpaC-c-Myc
e =
05 —|em— SN “- -. 40 —| — HrcVe-c-Myc
S — g,
— HrclL-c-M
anti-GST 35 |- rob-ehlye
15 —| e— HrcS-c-Myc
NG A 55 — e XopJ-c-myc
2 € o8 o (& E
&N NN NN 70 — XopF1-c-Myc
kDa TE GST ©° ©° ©° O O O i
| i | HrcS-c-Myc
15 (anti-c-Myc) =
90 — 25 — e
40 — anti-GST
25 —

anti-GST

Abb. 12: HrcS interagiert mit verschiedenen Komponenten des T3SS.

(A) GST-pull down Analysen mit HrcS-c-Myc. Die GST-Fusionsproteine und GST wurden an Glutathion-
Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysat, welches HrcS-c-Myc enthielt, inkubiert. Es wurden der Totalextrakt
des E. coli-Lysates (TE, 5 pl) sowie die Eluate (20 pl) mittels SDS-PAGE und anschlieRendem Western-Blot mit
GST- und c-Myc-spezifischen Antikorper analysiert. Die Ergebnisse wurden mindestens einmal reproduziert. (B)
GST-pull down Analysen mit GST-HrcS. GST-HrcS und GST wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und
mit E. coli-Lysaten, welches HpaA-c-Myc, HpaB-c-Myc, HpaC-c-Myc, HrcVc-c-Myc (zytoplasmatische Domane
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von HrcV), HrcL-c-Myc, HrcS-c-Myc, XopJ-c-Myc bzw. XopF1-c-Myc enthielt, inkubiert. Die Analyse der Proben

erfolgte wie unter (A) beschrieben. Die Ergebnisse wurden mindestens einmal reproduziert.

Zusatzlich zu GST-pull down Analysen wurde eine moégliche Interaktion von HrcS mit HrpB1
mittels Koimmunoprazipitation in vivo Gberprift. Dazu wurden die Xcv-Stamme 85*, in dem
die T3SS-Gene konstitutiv exprimiert sind, die hrpB1-Mutante (85*AhrpB1) als
Negativkontrolle und die hrpB2-Mutante (85*AhrpB2) zur Charakterisierung der HrcS-HrpB1-
Interaktion bei Fehlen des zweiten putativen .inner rod“-Proteins HrpB2 (Hausner et al.,
2013), verwendet. Mangels HrcS-spezifischer Antikdrper wurde hrcS mit einem C-terminalen
c-myc-Epitop ektopisch in den Xcv-Stammen exprimiert. Die Bakterien wurden in einem
T3SS-induzierenden Medium angezogen, lysiert und HrcS-c-Myc mit einem c-Myc-
spezifischen Antikdrper, der an Protein G-Agarose gekoppelt war, immunprazipitiert.
Western-Blot-Analysen zeigten, dass HrpB1 im Prazipitat von HrcS-c-Myc, nicht jedoch in
Abwesenheit des c-Myc-spezifischen Antikorpers oder in Abwesenheit von HrpB1
detektierbar war (Abb. 13).

Basierend auf den Ergebnissen der Koimmunoprazipitation kann eine Interaktion zwischen
dem Transmembranprotein HrcS und dem putativen ,inner rod“-Protein HrpB1 in Xcv
vorhergesagt werden. Die Interaktion wurde im Wildtypstamm 85* und in der hrpB2-Mutante
nachgewiesen und ist damit unabhangig von dem zweiten putativen ,inner rod“-Protein
HrpB2.

T3SS inaktiv T3SS aktiv
HrcS-c-Myc HrcS-c-Myc
85" 85*AhrpB1  85*AhrpB2 85* 85*AhrpB1  85*AhrpB2
kDa TE -a +a TE -a +a TE -a +a TE -a +a TE -a +a TE -a +a
anti-c-Myc
anti-HrpB1

Abb. 13: Koimmunoprazipitationsexperimente mit HrcS-c-Myc und HrpB1.

Es wurden drei Xcv Stamme, 85* (WT), 85*AhrpB1 (Negativkontrolle) und 85*AhrpB2 (Deletion der zweiten
putativen ,inner rod‘-Komponente), welche hrcS-c-myc exprimierten, in T3SS-inaktiven und aktiven Medium
angezogen. Die Kulturen wurden anschlieRend vollstandig lysiert. Die eine Halfte des Zelllysates [TE] wurde mit
Protein G-Agarose [-a] und die zweite Halfte zusatzlich mit c-Myc-Antikdrper [+a] inkubiert. Die Proben wurden
mittels SDS-PAGE und anschlieRendem Western-Blot unter Verwendung von c-Myc- und HrpB1-spezifische
Antikérpern analysiert. Das untere Signal im anti-HrpB1-Blot ist das Signal fur HrcS-c-Myc. Das Ergebnis wurde

zweimal reproduziert.

47



Ergebnisse

3.2. Funktionelle Charakterisierung und Lokalisierung von HrpB7

Zu Beginn der Arbeit war bereits bekannt, dass eine hrpB7-Mutante, die von Codon 28 bis
125 in hrpB7 deletiert ist, nicht pathogen ist und keine T3S-Pili aufbaut (Weber et al., 2005).
Warum HrpB7 einen solchen Einfluss auf die Ausbildung der T3S-Pili besitzt, wurde bisher
nicht weiter untersucht. Lokalisations- und Sekretionsstudien mit HrpB7 und ausgewahlter

HrpB7-Derivate sollten Hinweise auf die mdgliche Funktion des Proteins in der T3S geben.

3.2.1. In silico-Analysen von HrpB7

Das hrpB-Operon kodiert vier Hrp-Proteine: HrpB1, HrpB2, HrpB4 und HrpB7. Auffallig sind
die geringen Sequenzidentitaten der Hrp-Proteine zu den Homologen aus X. campestris pv.
campestris im Vergleich zu den anderen untersuchten Xanthomomas-Arten. HrpB7 besitzt
von diesen vier Proteinen die geringste Sequenzidentitat zu seinen homologen Proteinen

innerhalb der Xanthomonas spp. (Tab. 12).

Tabelle 12: Sequenzidentitaten aus den Alignments der Hrp-Proteine kodiert im hrpB-Operon

Es wurden Sequenz-Alignments mit den Hrp-Proteinen, welche im hrpB-Operon kodiert vorliegen, mittels BLAST
durchgefuhrt. In der Tabelle sind die Sequenzidentitdten der homologen Proteine innerhalb der Xanthomonas
spp. und R. solanacearum zusammengefasst. HrpB1 (Xcv: CAJ22058; Xcc: NP_636605; Xoo: AAF61286; Xac:
AAM35298; Xag: AOY64638; R.s.: CAB58252), HrpB2 (Xcv: CAJ22059; Xcc: NP_636606; Xoo: AAF61285; Xac: AAM35299;
Xag: AOY64637; R.s.: CAB58253); HrpB4 (Xcv: CAJ22061; Xcc: NP_636608; Xoo: AAF61283; Xac: AAM35301; Xag:
AQY64635; R.s.: CAB58255); HrpB7 (Xcv: CAJ22064; Xcc: NP_636611; Xoo: AAF61280; Xac: AAM35304; Xag: AOY64632;
R.s.: CAB58258)

Xanthomonas spp.
X. campestris  X. campestris X. oryzae X. citri pv. X. R.
pV. pv. pv. oryzae citri axonopodis solanacearum
vesicatoria campestris pv. glycines
HrpB1 100 % 84 % 97 % 96 % 96 % 38 %
HrpB2 100 % 71 % 98 % 97 % 97 % 32%
HrpB4 100 % 68 % 96 % 95 % 95 % 34 %
HrpB7 100 % 67 % 95 % 92 % 92 % 18 %

Um zu untersuchen, ob die vier Hrp-Proteine innerhalb der pflanzenpathogenen Bakterien
konserviert sind, wurde als Vertreter das Bakterium R. solanacearum fir das Sequenz-
Alignment ausgewahlt. Die Proteine HrpB1, HrpB2 und HrpB4 zeigen eine Sequenzidentitat
zwischen 32 % und 38 % zu den homologen Proteinen aus R. solanacearum. HrpB7 besitzt
nur eine Sequenzidentitat von 18 %.

In den Sequenz-Alignments fallt auf, dass in den Aminosduresequenzen von HrpB7 und

seinen homologen Proteinen Heptadenmuster (heptad repeat motifs) in der N- und C-
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terminalen Region lokalisiert sind (Abb. 14 A). In diesem Sequenzmotiv sind die erste und
die vierte Aminosaure eines aus sieben Aminosduren umfassenden Motivs hydrophob,
zumeist ein Leucin, wahrend die flnfte und die siebente Aminosdure polar sind.
Heptadenmuster sind in coiled-coil Strukturen zu finden. In einem coiled-coil sind zwei bis
funf a-Helices von demselben Biomolekil stammend oder weitere zu einer linksgedrehten
Helix gewunden (Mason und Arndt, 2004). Auffallig ist, dass die Heptadenmuster in der N-
terminalen Region von HrpB7 vorwiegend ein Cystein in der vierten Position besitzen.
Cysteine an der vierten Position im Heptadenmuster erhéhen die Stabilitdt der coiled-coil
Struktur durch die Bildung von Disulfidbriicken zwischen den a-Helices (Zhou et al., 1993).
Die Cysteine sind innerhalb der Xanthomonas spp. konserviert (Abb. 14 A). Die
Aminosauren eines Heptadenmusters werden allgemein als abcdefg bezeichnet. Diese
allgemeine Bezeichnung diente als Markierung der Heptadenmuster in der
Aminosauresequenz von HrpB7 in der Abb. 14 A. In der C-terminalen Region von HrpB7 ist
ein Glutamat-reiches Motiv, das in den Xanthomonas spp. und in R. solanacearum zu finden
ist. Inwieweit diese beiden Sequenzmotive essentiell sind flr die Funktion von HrpB7, sollten
die in dieser Arbeit durchgefiihrten Funktionsanalysen klaren.

Es wurde weiterhin ein Sequenz-Alignment zwischen HrpB7 aus Xcv und homologen
Proteinen aus den tierpathogenen Bakterien Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Escherichia coli, Chlamydia trachomatis, Shigella flexneri und Yersinia pestis durchgeflhrt
(Abb. 14 B). Dazu wurden jeweils die Proteine verwendet, die, wie im Fall von HrpB7 aus
Xcv, im Genom der tierpathogenen Bakterien stromabwarts der T3SS-ATPase kodiert sind.
Diese Proteine werden in der HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie zusammengefasst und werden
nach der Sct-Nomenklatur als SctO bezeichnet (Tab. 2). Weitere Merkmale dieser Proteine
sind, eine coiled-coil Struktur und eine geringe Sequenzidentitat untereinander (Evans et al.,
2006; Gazi et al., 2008; Cherradi et al., 2014).

Die Aminosauresequenzidentitaten der HrpB7-homologen Proteine zu HrpB7 aus Xcv sind
unter 25 % (Tab. 13).

Tabelle 13: Sequenzidentitaten und Sequenzdhnlichkeiten der homologen Proteine zu HrpB7 aus Xcv.
Es wurden Sequenz-Alignments mittels BLAST durchgefihrt. In der Tabelle sind die Sequenzidentitdten und —
Ahnlichkeiten der HrpB7-homologen Proteine aus tierpathogenen Bakterien (E. coli, C. trachomatis, S. flexneri, Y.

pestis) und dem flagellaren T3SS (S. Typhimurium) zu HrpB7 aus Xcv.

Sequenzidentitat Sequenzihnlichkeit
FliJ (S. Typhimurium) APF14132 19,2 % 341 %
EscO (E. coli) AMF91845 13,8 % 32,0%
CT670 (C. trachomatis) WP_009872042 15,5 % 33,0 %
Spa13 (S. flexneri) AAP79013 12,0 % 21,0 %
YscO (Y. pestis) AAB72198 23,5 % 38,5 %
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Abb. 14: Sequenz-Alignments von HrpB7 Proteinen aus tier- und pflanzenpathogenen Bakterien.

(A) Sequenz-Alignment von HrpB7 der Xanthomonas spp. und R. solanacearum. Das Sequenz-Alignment wurde
mit dem Programm ClustalWS Version 2.1 durchgefiihrt. Es wurde HrpB7 aus Xcv mit HrpB7 aus X. campestris
pv. campestris (Xcc), aus X. oryzae pv. oryzae (Xoo), aus X. citri pv. citri (Xac) und aus X. axonopodis pv.
glycines (Xag) miteinander verglichen. Des Weiteren wurde das potentiell homologe Protein HrpD aus dem
pflanzenpathogenen Bakterium R. solanacearum mit in das Sequenz-Alignment mit einbezogen. Die
Sequenzidentitdten sind in der Tabelle 12 aufgelistet. In blau bis dunkelblau (skaliert nach der Konservierung,
dunkelblau entspricht stark konserviert) sind die konservierten Aminosauren hervorgehoben. Das Cystein-reiche
Sequenzmotiv ist orange und das Glutamat-reiche Motiv ist griin eingerahmt. Das Heptadenmuster ist mit der
allgemein gtiltigen Bezeichnung abcdefg markiert, wobei in blau die hydrophoben Aminosauren gekennzeichnet
sind. (B) Sequenz-Alignment von HrpB7 aus Xcv mit homologenen Proteinen aus tierpathogenen Bakterien. Das
Sequenz-Alignment wurde mit dem Programm ClustalWS Version 2.1 durchgefiihrt. Dazu wurde das homologe
Protein aus dem flagellarem System in S. Typhimurium FliJ sowie von den T3SS aus den tierpathogenen
Bakterien E. coli EscO, C. trachomatis CT670, S. flexneri Spa13 und Y. pestis YscO mit HrpB7 aus Xcv
verglichen. In blau bis dunkelblau (skaliert nach der Konservierung) sind die konservierten Aminosauren

hervorgehoben. Das Glutamat-reiche Motiv ist griin eingerahmt.

Die homologen Proteine besitzen wie HrpB7 in der N- und C-terminalen Region
Heptadenmuster (Abb. 14 B; N-terminales Heptadenmuster wurde nicht eingezeichnet, da
die Heptadenmuster im Alignment nicht an der gleichen Position liegen.). Des Weiteren
weisen die homologen Proteine von HrpB7 aus C. trachomatis und Y. pestis ebenfalls ein
Glutamat-reiches Motiv in der C-terminalen Region auf (Abb. 14 B).

Um einen Einblick in die Proteinstruktur von HrpB7 zu bekommen, wurden die
Strukturvorhersageprogramme Jpred4 (Drozdetskiy et al, 2015) und SWISS-MODEL
(Waterhouse et al., 2018) verwendet. Wahrend Jpred4 die Sekundarstruktur einer
gegebenen Aminosauresequenz voraussagt, erstellt SWISS-MODEL ein 3D-Modell des
Proteins (Abb. 15). Beide Vorhersageprogramme beschreiben HrpB7 als ein Protein mit
einem hohen Anteil an a-Helices. Eine weitere Gemeinsamkeit ist die von Jpred
vorhergesagte Position eines loops, welcher in der 3D-Struktur von SWISS-MODEL wieder
zu finden ist.

Um zu Uberprifen, ob sich HrpB7 und homologe Proteine aus tierpathogenen Bakterien in
der Tertiarstruktur ahneln, wurde ein Struktur-Alignment in PyMol (Delano, 2002)
durchgefihrt (Abb. 15 B). Dazu wurden die bereits existierenden Kristallstrukturen der
HrpB7-Homologe FliJ aus S. Typhimurium und CT670 aus C. trachomatis aus der PDB-
Datenbank verwendet (Lorenzini et al., 2010; Ibuki et al., 2011). Das Programm PyMol
berechnete aus dem Alignment den root-mean-sqare-deviation (RMSD-Wert), welcher den
durchschnittlichen Abstand zwischen den Atomen des Proteinriickgrats in Angstrém
beschreibt. Je kleiner der RMSD-Wert, desto &hnlicher sind die dreidimensionalen
Strukturen. Fiur das Struktur-Alignment von HrpB7, FliJ und CT670 wurde ein RMSD-Wert fur
HrpB7 und FliJ von 8,4 A und fur HrpB7 und CT670 von 8,2 A berechnet. Bei einem Struktur-
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Alignment der N- oder C-terminalen Helices der Proteine verringert sich der RMSD-Wert
(Tab. 14).
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Abb. 15: Vorhersage der Sekundar- und 3D-Struktur von HrpB7 aus Xcv.

(A) Schematische Darstellung der Sekundarstruktur von HrpB7 aus Xcv. Die Sekundarstruktur von HrpB7 wurde
mit dem Programm Jpred4 berechnet. Anhand der Daten wurde die Abbildung in Adobe lllustrator CS6 erstellt.
Die Zahlen geben die Aminosaurepositionen an. (B) Proteinstrukturmodell von HrpB7. Das 3D-Modell von HrpB7
aus Xcv von Aminosaure sechs bis 122 wurde anhand der Aminosauresequenz mittels Datenbankrecherche von
SWISS-MODEL erstellt. Fir die restlichen Aminosauren des 169-Aminosauren groflen Proteins konnte in der
Datenbank keine vergleichbare Sequenz mit bekannter Struktur gefunden werden. Die anschlieBende
Bildbearbeitung erfolgte in PyMol. In (2) und (3) sind jeweils die Kristallstrukturen der HrpB7-homologen Proteine
FliJ (PDB:3AJW) und CT670 (PDB:3K29) dargestellt. Die Bildbearbeitung erfolgte in PyMol. (4) Struktur-
Alignment von HrpB7, Flid und CT670. Es wurde ein Struktur-Alignment von HrpB7, FliJ und CT670 in PyMol
durchgefiihrt. Die RMSD-Werte sind 8,4 A fiir HrpB7 und FliJ und 8,2 A fiir HrpB7 und CT670.

Tabelle 14: RMSD-Werte der Struktur-Alignments von HrpB7 mit FliJ und CT670.
Es wurde ein Struktur-Alignment mit dem SWISS-MODEL-Modell von HrpB7 und den Kristallstrukturen von FliJ
und CT670 in PyMol durchgefiihrt. Zusatzlich wurden die N- bzw. C-terminale Region der Proteine noch einmal in

separaten Struktur-Alignments verglichen. Die aus den Alignments erhaltenen RMSD-Werte sind in der Tabelle
aufgelistet.

RMSD-Werte der Struktur-Alignments
FliJ (PDB:3AJW)

vollstindiges N-terminale  C-terminale

CT670 (PDB:3K29)

vollstindiges N-terminale  C-terminale
Protein Region Region Protein

Region Region

HrpB7
P 8,45 A 0,06 A 0,56 A 8,2 A 1,72 A 6,83 A
(Modell)
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Der grolRere RMSD-Wert bei dem Struktur-Alignment des gesamten Proteins ist darauf
zurtckzufuhren, dass sich durch die abweichende Lange und Position des loops zwischen
der N- und C-terminalen Helix der Proteine der Winkel unterscheidet mit dem sich die C-
terminale um die N-terminale Helix windet. Die erhaltenen Ergebnisse des Struktur-
Alignments zeigen eine auffallende Ahnlichkeit der 3D-Strukturen der Proteine, was auf eine
Verwandtschaft der Proteine hindeutet.

Die in silico-Analysen zeigen, dass die Aminosauresequenz des Proteins HrpB7 im
geringeren Maly konserviert ist innerhalb der Xanthomonas spp. und der
pflanzenpathogenen Bakterien im Vergleich zu den anderen Hrp-Proteinen, die im hrpB-
Operon kodiert sind. Aus den Sequenz-Alignments lie} sich herauslesen, dass die HrpB7-
Proteine Heptadenmuster in der N- und C-terminalen Region besitzen sowie ein Glutamat-
reiches Motiv in der C-terminalen Region. Die Heptadenmuster in der Aminosauresequenz
von HrpB7 weisen auf die Bildung einer coiled-coil Struktur hin. Neben dem vorliegenden
Heptadenmuster wurde von Jpred4 und SWISS-MODEL zusatzlich die Existenz von a-
Helices in der Proteinstruktur vorhergesagt. Das Proteinstruktur-Modell von HrpB7 erstellt
von SWISS-MODEL ahnelt den Proteinkristallstrukturen von FliJ aus S. Typhimurium und
CT670 aus C. trachomatis (Abb. 15 B).

3.2.2. hrpB7 ist essentiell fur die Pathogenitat und T3S von Xcv

Fur die Analysen bezlglich Pathogenitdt und T3S wurde eine hrpB7-Deletionsmutante
erstellt, in der hrpB7 vollstandig deletiert ist (siehe Material und Methoden, Kapitel 2.2.9). Die
hrpB7-Deletionsmutante 16ste keine Krankheitssymptome auf suszeptiblen bzw. keine HR
auf resistenten Paprikapflanzen aus (Abb. 16). Die Expression von hrpB7 unter der Kontrolle
des lac-Promotors in trans im Stamm 85-10AhrpB7 stellte den Wildtyp-Phanotypen wieder
her. Der Verlust der Pathogenitat von Stamm 85-10AhrpB7 ist demnach auf die Deletion von
hrpB7 zuriickzuflihren (Drehkopf et al., 2020).

Das gleiche Infektionsexperiment wurde mit dem Xcv-Stamm 85* und der daraus
resultierenden hrpB7-Deletionsmutante 85*AhrpB7 durchgefihrt (Abb. 16). Es wurden die
gleichen Ergebnisse mit den HrpG*-Stammen erzielt.

Die Uberexpression von hrpB7 unter der Kontrolle des /ac-Promotors in 85-10 und 85* libte
keinen Einfluss auf die Virulenz von Xcv aus (Abb. 16) (Drehkopf et al., 2020).

HrpB7 wurde immunologisch durch ein HrpB7-spezifisches Antikorperserum detektiert
(Drehkopf et al., 2020). Zusatzlich zu dem erwarteten Signal fir das monomere HrpB7
wurden weitere Signale fur vermutlich zum Teil hochmolekulare Komplexe mit oder aus

HrpB7 nachgewiesen. Natives HrpB7 konnte in dem Stamm 85*, in dem die hrp-Gene
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konstitutiv exprimiert sind, nicht detektiert werden. Die native Proteinkonzentration liegt

vermutlich unter der Detektionsgrenze des HrpB7-Antikdrperserums.

85-10 85-10AhrpB7 85* 85*AhrmpB7
N3 Y
IG ’c’,
> &

-

v K Ly S

_— WB

anti-HrpB7 anti-HrpB7

Abb. 16: Komplementationsstudien mit den hrpB7-Deletionsmutanten.

Die Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AhrpB7, 85*, 85*AhrpB7 wurden jeweils ohne Konstrukt, mit Leervektor (LV), mit
hrpB7-c-myc unter der Kontrolle des /lac-Promotors oder mit hrpB7 unter der Kontrolle des lac-Promotors in
Blatter von ECW- und ECW-10R-Paprikapflanzen mit einer Zelldichte 1 x 10® kbE ml™" infiltriert. Fir die
Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen Zellextrakt auf ein SDS-Gel geladen und anschlielRend mittels
Western-Blot unter Verwendung eines HrpB7-spezifischen Antikorpers analysiert. Die Krankheitssymptome
wurden nach 6 Tagen fotografisch dokumentiert. Zur besseren Erkennung der HR wurden die Blatter drei Tage
nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse

wurden zweimal reproduziert.

Fir den Nachweis der Synthese von HrpB7-Deletionsderivaten wurde zusatzlich der Einfluss
eines C-terminalen c-Myc-Epitops an HrpB7 auf die Pathogenitat analysiert (Abb. 16). Die
Infiltration der Stamme 85-10AhrpB7 bzw. 85*AhrpB7, welche HrpB7-c-Myc synthetisierten,
I6sten im Vergleich zum Wildtyp reduzierte Krankheitssymptome in suszeptiblen ECW-
Paprikapflanzen als auch eine zeitlich verzogerte Induktion der HR in resistenten ECW-10R-
Pflanzen aus. Vermutlich hat das C-terminale c-Myc-Epitop einen negativen Effekt auf die
Funktion von HrpB7 (Drehkopf et al., 2020). Diese Theorie stimmt Uberein mit der
Beobachtung, dass die Uberexpression von hrpB7-c-myc in trans unter der Kontrolle des /ac-
Promotors in 85-10 und 85* ebenfalls zu reduzierten Krankheitssymptomen fuhrte (Abb. 16).

Der immunologische Nachweis von HrpB7-c-Myc erfolgte unter Verwendung des c-Myc-
Epitop-spezifischen Antikdrpers. Neben dem erwarteten Signal fir das monomere HrpB7-c-
Myc konnten wiederum weitere Signale flr vermutlich zum Teil hochmolekulare Komplexe

mit oder aus HrpB7 detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Fiar die HrpB7-homologen Proteine aus tierpathogenen Bakterien konnte bereits gezeigt
werden, dass sie die Sekretion der friihen Substrate, der Translokon-Komponenten und der
Effektoren beeinflussen (Payne und Straley, 1998; Evans und Hughes, 2009).

In in vitro-Sekretionsanalysen mit den Stdammen 85* und 85*AhrpB7 sollte der Einfluss von
HrpB7 auf die T3S untersucht werden (Abb. 17). Um den Einfluss von HrpB7 auf die
Sekretion eines Effektorproteins zu analysieren, wurde avrBs3 ektopisch exprimiert. Der
Vorteil bei der Verwendung von AvrBs3 war, dass ein spezifisches Antikérperserum zur

Detektion des Effektors vorlag (Knoop et al., 1991).

Zellpellet Uberstand
85 85*AhrmpB7 85” 85*AhrpB7
-+ - o+ -+ - o+ -+ - + - + - + AvrBs3
kDa - -+ o+ - -+ o+ - = + + - - + + HrpB7
25 il -~ -"| [ Ianti-HrpBT
90

HENOERES oz |
90-| . R = | P ‘ e ! anti-AvrBs3

26‘[--—--——' -| | |anti-Hch

17 _I - e e B8 & = | l ' |anti-HrpB1

Abb. 17: HrpB?7 ist essentiell fir die T3S in Xcv.

Es wurden die folgenden Stamme in Sekretionsmedium inkubiert: 85%, 85%, welcher avrBs3, hrpB7 oder avrBs3
und hrpB7 ektopisch exprimierte, 85*AhrpB7 und 85*AhrpB7, welcher avrBs3, hrpB7 oder avrBs3 und hrpB7
ektopisch exprimierte. Die Gesamtzellextrakte (Zellpellet) und Kulturiiberstande wurden mittels SDS-PAGE und
anschlieRendem Western-Blot mit spezifischen Antikérpern fir HrpB7, HrpF, AvrBs3, HrcJ und HrpB1 analysiert.
HrpB1 und Hrcd sind intrazelluldre Proteine, die als Lysiskontrolle dienen. HrpF ist das Translokonprotein.
Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. Das Experiment wurde zweimal mit dem

gleichen Ergebnis durchgefiihrt.

Die Gesamtzellextrakte und Kulturiberstande wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot
mit spezifischen Antikérpern gegen HrpB7, das Translokonprotein HrpF, das Effektorprotein
AvrBs3 und die nicht-sekretierten Proteine Hrcd und HrpB1 (Hausner ef al., 2013) analysiert
(Abb. 17). Die Proteine HrpF und AvrBs3 wurden erwartungsgemal® vom Wildtyp-Stamm
sekretiert (Rossier et al., 1999; Rossier et al., 2000), waren aber nicht im Kulturiberstand der
hrpB7-Deletionsmutante nachweisbar (Drehkopf et al., 2020). Die Sekretionsdefizienz wurde
durch die ektopische Expression von hrpB7 komplementiert. HrpB7 war nicht im

Kulturtiberstand detektierbar und wird daher vermutlich nicht sekretiert.

Zusammenfassend wurde in den Komplementationsstudien gezeigt, dass der mutante

Phanotyp komplementiert wird durch die ektopische Expression von hrpB7 unter der
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Kontrolle des lac-Promotors, sodass der mutante Phanotyp spezifisch auf die Deletion von
hrpB7 zurtckgefihrt werden kann (Drehkopf et al., 2020). Die in vitro-Sekretionsanalyse
l&sst den Schluss zu, dass HrpB7 vermutlich essentiell ist fir die T3-abhangige Sekretion
des Translokonproteins HrpF und des Effektorproteins AvrBs3. HrpB7 selbst wird nicht
sekretiert. Es wurde auflerdem gezeigt, dass HrpB7 zum Teil hochmolekulare Komplexe
bildet und das C-terminale c-Myc-Epitop vermutlich einen negativen Einfluss auf die Funktion
von HrpB7 austbt (Drehkopf et al., 2020).

3.2.3. HrpB7 formt hochmolekulare Komplexe, die membranlokalisiert sind

Um zu untersuchen, ob andere Komponenten des T3SS fiir die Komplexbildung von HrpB7
essentiell sind, wurde die Expression von hrpB7-c-myc in trans unter der Kontrolle des lac-
Promotors in den Stdmmen 85* und 85*Ahrp miteinander verglichen (Abb. 18 A). Der Xcv-
Stamm 85*Ahrp besitzt kein hrp-Gencluster. Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot unter
Verwendung eines c-Myc-Epitop-spezifischen Antikdrpers. Bei beiden Xcv-Stdmmen wurden
das monomere HrpB7-c-Myc und die hochmolekularen Komplexe detektiert. Dieses Ergebnis
spricht entweder fir homomere Komplexe aus HrpB7 oder heteromere Komplexe aus HrpB7
mit einem oder mehreren unbekannten Proteinen, welche nicht im hrp-Gencluster kodiert
sind (Drehkopf et al., 2020).

A B Abb. 18: HrpB7 formt stabile und
WT Ah—rp HrpB7-c-Myc in 85* hochmolekulare Komplexe.

HrpB7- T3SS inaktiv  T3SS aktiv  (A) HrpB7-Komplexe sind unabhéngig
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90 m analysiert. Das Ergebnis wurde einmal

59 reproduziert. (B) HrpB7 ist ein

R e o 2 e sl 3% membranstandiges Protein. Der

25 Stamm 85*, welcher hrpB7-c-myc

antl—c—Myc anti-c-Myc ektopisch exprimierte, wurde Uber

Nacht in MA-Medium pH 7.0, wo das T3SS inaktiv ist, und in MA-Medium pH 5.3 und den Additiven BSA und
Thiamin, welches das T3SS aktiviert, inkubiert. Die Zellen wurden am nachsten Tag lysiert. Die Lysate (TE,
Totalextrakt) wurden mittels Ultrazentrifugation fraktioniert in Membranfraktion (M) und zytoplasmatische Fraktion
(ZP). Proben der Fraktionen und des Gesamtzellextraktes wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot unter
Verwendung des c-Myc-Epitop-spezifischen Antikérpers analysiert. Das Ergebnis wurde zweimal reproduziert. (C)

HrpB7 bildet stabile Komplexe. Von dem Stamm 85*, welcher hrpB7-c-myc ektopisch exprimierte, wurden jeweils
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gleiche Mengen Zellextrakt vor dem Auftragen auf ein SDS-Gel unterschiedlich bearbeitet. Zum einen wurde
jeweils ein Aliquot 10, 20 oder 30 Minuten gekocht. Weitere drei Proben wurden 0,5, 2 oder 4 M Harnstoff
zugesetzt und diese fir 5 min im Wasserbad gekocht. Andere drei Proben wurde 10, 25 oder 50 % R3-
Mercaptoethanol (B-ME) zugegeben und diese auch fur 5 min im Wasserbad gekocht. Das SDS-Gel wurde
anschlieRend mittels Western-Blot unter Verwendung eines c-Myc-spezifischen Antikérpers analysiert. Das

Ergebnis wurde einmal reproduziert.

Um die Stabilitdt der hochmolekularen Komplexe genauer bewerten zu kdénnen, wurden
einzelne Aliquots an Zelllysat vom Stamm 85*, welcher HrpB7-c-myc synthetisierte, vor dem
Auftragen auf ein SDS-Gel 10-30 Minuten lang gekocht, bis zu 4 M Harnstoff als chaotropes
Mittel oder bis zu 50 % R-Mercaptoethanol als Thiol-Reduktionsmittel zugegeben. Unter den
eingesetzten Konzentrationen an Denaturierungsmitteln und unterschiedlicher Kochdauer
der Proben blieben die hochmolekularen Komplexe von HrpB7 stabil (Abb. 18 C) (Drehkopf
et al., 2020).

Im nachsten Schritt wurde die Lokalisation von HrpB7 in der Zelle untersucht. Dazu wurden
Fraktionierungsanalysen an Xcv durchgefiihrt. Es wurde der Xcv-Stamm 85*, welcher hrpB7-
c-myc ektopisch exprimierte, in den Fraktionierungsstudien eingesetzt. Die Bakterienkultur
wurde in ein T3SS-inaktivierendes bzw. aktivierendes Medium inkubiert. AnschlieRend
wurden die Lysate mittels Ultrazentrifugation in die Membranfraktion und zytoplasmatische
Fraktion aufgetrennt. Die Analyse dieser Fraktionen erfolgte mittels Western-Blot (Abb. 18
B). Im T3SS-inaktiven Zustand lag HrpB7-c-Myc im Zytoplasma als auch an der Membran
als monomer und in komplexer Form in vergleichbaren Mengen nachweisbar vor. Nach der
Inkubation der Bakterienkultur im T3SS-aktivierenden Medium lokalisiert HrpB7-c-Myc
vermehrt in komplexer Form bevorzugt in der Membranfraktion (Drehkopf et al., 2020).

Basierend auf den Ergebnissen der Analyse der hrpB7-c-myc-Expression in der hrp-Mutante,
der Fraktionierungsanalysen und des Denaturierungsexperimentes wird vermutet, dass

HrpB7 membranlokalisierte, Hitze-resistente hochmolekulare Komplexe bildet.

3.2.4. Identifizierung essentieller Sequenz- und Strukturmotive in HrpB7

Die Cysteine im N-terminalen Heptadenmuster

Die Aminosauresequenz von HrpB7 in Xcv weist in der N-terminalen Region
Heptadenmuster auf, die jeweils ein Cystein in der Position d tragen (Abb. 19). Dieses
Cystein-Motiv ist konserviert in den N-terminalen Heptadenmuster innerhalb der
Xanthomonas spp. (Kapitel 3.2.1.; Abb. 14). Um die Relevanz einer mdglichen
Disulfidbriickenbildung zwischen den Cysteinen fiir die Stabilitat der Komplexbildung zu
untersuchen, wurden vier HrpB7-Derivate erstellt, in denen das dritte Cystein (C1A), die

ersten beiden (C2A), die ersten drei Cysteine (C3A) und alle finf Cysteine (C5A) jeweils
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gegen ein Alanin ausgetauscht wurden. Der Austausch zu einem Alanin bewahrt weiterhin

die Funktion des Heptadenmusters.

d d d d d
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Abb. 19: Sequenz- und Strukturmotive von HrpB7 aus Xcv.
Gezeigt ist die Aminosauresequenz von HrpB7 aus Xcv und die dazugehdrige Proteinstruktur von SWISS-

MODEL (Abschnitt 3.2.1). In der N-terminalen Region ist ein Heptadenmuster (abcdefg) lokalisiert, welches
Cysteine in der Position d tragt. In der C-terminalen Region von HrpB7 befindet sich ein Glutamat-reiches
Sequenzmotiv, welches in der Abbildung in orange gekennzeichnet ist. Da das Proteinmodell nur bis zur
Aminosaure 122 vorhergesagt ist, wurde die Position des Glutamat-reichen Motives als Stern gekennzeichnet.
Die zentrale Region des Proteins, hier in blau hervorgehoben, formt in der 3D-Struktur ein Abschnitt der C-

terminalen Helix.

Die erstellten Xcv-Stamme wurden in suszeptible und resistente Paprikapflanzen infiltriert
(Abb. 20). Wie erwartet, komplementierte die ektopische Expression von hrpB7 den
mutanten Phanotyp auf suszeptiblen und resistenten Paprikapflanzen (siehe Abschnitt
3.2.2). Die Stamme 85-10AhrpB7, welche hrpB7-Cystein-Mutanten ektopisch exprimierten,
I6sten reduzierte Krankheitssymptome in Blattern von suszeptiblen Paprikapflanzen aus
(Abb. 20). In Blattern von resistenten Paprikapflanzen induzierte die Infiltration dieser Xcv-
Stamme jedoch eine HR mit Ausnahme der hrpB7-Cystein-Mutante hrpB7csa (Abb. 20)
(Drehkopf et al., 2020).

Der immunologische Nachweis der Proteinsynthese von HrpB7 und den HrpB7-Derivaten
erfolgte mit dem HrpB7-spezifischen Antikdrperserum. Fir das HrpB7-Derivat, in dem alle
funf Cysteine gegen ein Alanin ausgetauscht wurden, waren die hochmolekularen HrpB7-
Komplexe nicht nachweisbar.
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Abb. 20: Komplementationsstudien mit den HrpB7-Derivaten mit Cystein-Alaninsubstitutionen.

Die Xcv-Stamme 85-10 mit und ohne Leervektor (LV) sowie 85-10AhrpB7 ohne Konstrukt, mit Leervektor, mit
Wildtyp-hrpB7 (WT) oder mit einem HrpB7-Derivat (C1A, C2A, C3A oder C5A), wurden in Blatter von ECW- und
ECW-10R-Paprikapflanzen mit einer Zelldichte von 1 x 10°® kbE mI™ und 0,2 x 10° kbE ml” infiltriert. Fiir die
Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen Zellextrakt auf ein SDS-Gel geladen und anschlieRend mittels
Western-Blot unter Verwendung von HrpB7-spezifischen Antikdrpern analysiert. Die Krankheitssymptome wurden
nach 6 Tagen fotografisch dokumentiert. Zur besseren Erkennung der HR wurden die Blatter drei Tage nach der
Inokulation in Ethanol entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse wurden

zweimal reproduziert.

Das Glutamat-reiche Motiv

Das Glutamat-reiche Motiv in der C-terminalen Region von HrpB7 ist unter den homologen
Proteinen innerhalb von Xanthomonas spp. konserviert, aber auch bei den Vertretern der
HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie zu finden (Abschnitt 3.2.1.; Abb. 14). Eine funktionelle
Analyse dieses Motivs wurde auch in den homologen Proteinen bisher nicht durchgefuhrt
(Mukerjea und Ghosh, 2013).

Glutamat- oder Aspartatreste findet man haufig in aktiven Zentren von Helikasen, Kinasen
oder ATPasen zum Beispiel im Walker B-Motiv (Walker et al., 1982). Dabei Ubernehmen
diese sauren Aminosauren aufgrund ihrer Polaritdt die Funktion der Bindung des
Magnesium-lons oder agieren als katalytische Base in der ATP-Hydrolyse. Um die
Bedeutung des Glutamat-reichen Motivs flr die Funktion von HrpB7 untersuchen zu kénnen,
wurde das komplette Motiv 144[DAAEEEDAIEA]154 von Aminosaure 144 bis 154 deletiert bzw.
das Motiv durch Alaninsubstitutionen in 154[DAAAAAAAIAA] 54 mutiert (Abb. 21).

Die Infiltration der Xcv-Stamme 85*AhrpB7, welche HrpB7a144.154 0der HrpB7144-154mut
synthetisierten, |6sten auf Blatter der resistenten ECW-10R-Pflanze eine reduzierte HR aus

(Abb. 21 A). Die HrpB7-Derivate komplementierten zudem nicht den Phanotypen der hrpB7-

59



Ergebnisse

Deletionsmutante auf suszeptiblen ECW-Paprikapflanzen. Der immunologische Nachweis
der HrpB7-Derivate mit dem HrpB7-spezifischem Antikbrperserum war nicht mdglich.
Vermutlich ist die Antikdrper-Bindungsstelle in HrpB7 durch die angewandten Deletions-
bzw. Mutationsereignisse defekt. Das Infektionsexperiment wurde daher mit Xcv-Stdammen
mit HrpB7-c-Myc-Derivaten wiederholt (Abb. 21 B). Die Stamme 85*AhrpB7, welche
hrpB7 p144-154-C-mycC, hrpB7144.154mu-C-myc oder hrpB7csa-c-myc exprimierten, |6sten keine
Krankheitssymptome oder HR in Paprikapflanzen aus. Wie erwartet, |0ste der Stamm
85*AhrpB7, welcher hrpB7-c-myc in trans unter der Kontrolle des /lac-Promotors exprimierte,
reduzierte Krankheitssymptome und eine zeitlich verzégerte HR im Vergleich zum Wildtyp-
Stamm aus (siehe Abschnitt 3.2.2). Uber das C-terminale c-Myc-Epitop wurde mit c-Myc-
spezifischem Antikorper die Synthese der HrpB7-Derivate nachgewiesen. HrpB7a144.154-C-
Myc bildete wie das Wildtyp-HrpB7-c-Myc Komplexe aus. Der immunologische Nachweis
von HrpB744.154mut-C-Myc  detektierte nur zwei Signale, das Monomer und ein

hochmolokularer Komplex von Gber 90 kDa.

A B

85* 85*AhrpB7 85" 85*AhrpB7
HrpB7 HrpB7-c-Myc

- LV - LV WTCB5A » KbE/ml

10°
0,2x 10°

10°

ECW-10R ECW

e o N e ) ARERY 02x100
kDa = : = : —_ kDa
N == — — P q.—. | 90

55 — 55

T P Y M—zs

anti-HrpB7 anti-c-Myc
Abb. 21: Komplementationsstudien mit HrpB7-Derivate.

(A) Komplementationsstudien mit HrpB7-Derivate ohne Epitop-Markierung. Es wurden die Stdamme 85* und 85*
AhrpB7 mit oder ohne Leervektor (LV), sowie 85*AhrpB7, welches hrpB7 volle Lange (WT), hrpB7csa, hrpB7a144-
154, hrpB7 144-154mur 0der hrpB7as1-100 ektopisch exprimierte, in Blatter von ECW- und ECW-10R-Paprikapflanzen mit

25

einer Zelldichte von 0,2 und 1 x 10® kbE ml™" infiltriert. Fur die Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen
Zellextrakt auf ein SDS-Gel geladen und anschliefend mittels Western-Blot unter Verwendung von HrpB7-
spezifischen Antikérpern analysiert. Die Krankheitssymptome wurden nach 6-7 Tagen fotografisch dokumentiert.
Zur besseren Erkennung der HR wurden die Blatter drei Tage nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die
Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert. (B)
Komplementationsstudien mit c-Myc-Epitop-markierte HrpB7-Derivate. Es wurden die Stdmme 85* und 85"
AhrpB7 mit oder ohne Leervektor (LV), sowie 85*AhrpB7, welches hrpB7-c-myc volle Lange (WT), hrpB7csa-c-

myc, hrpB7 a144.154-C-myc, hrpB7 144.154mu-C-myc oder hrpB7ag1-100-c-myc ektopisch exprimierte, in Blatter von ECW-
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und ECW-10R-Paprikapflanzen mit einer Zelldichte von 0,2 und 1 x 10® kbE ml™" infiltriert. Die Auswertung und
Proteinexpression erfolgte wie unter (A) beschrieben. Der Western-Blot wurde mit einem c-Myc-spezifischen

Antikorper inkubiert. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert.

Deletion in der C-terminalen Helix

Das Strukturvorhersageprogramm SWISS-MODEL beschreibt HrpB7 als ein Protein mit
einem hohen Anteil an a-helikalen Strukturen. In der dreidimensionalen Struktur soll sich die
C-terminale Helix um die N-terminale Helix legen. Fur das HrpB7-homologe Protein FliJ aus
dem flagelldren T3SS in S. Typhimurium wurde gezeigt, dass die Lange der N- und C-
terminalen a-Helices fur die Funktion des Proteins entscheidend ist (Fraser et al., 2003). Im
Fall von HrpB7 aus Xcv sollte dies im Rahmen dieser Arbeit Gberprift werden. Dazu wurde
die C-terminale Helix von HrpB7 aus Xcv um 20 Aminosauren gekurzt. Die hrpB7-Mutante
besitzt eine Deletion von Codon 81 bis 100 (hrpB7as1-100) (Abb. 21).

hrpB781.100 bzw.  hrpB7ag1.100-c-Myc  komplementierte den Phanotyp der hrpB7-
Deletionsmutante nicht und ist demnach nicht funktional (Abb. 21). Die HrpB7ag1.100-c-Myc
Synthese wurde mit dem c-Myc-Epitop-spezifischen Antikorper detektiert. Das HrpB7-Derivat
wurde stabil synthetisiert. Es waren aber keine hochmolekularen Komplexe nachweisbar
(Abb. 21).

Basierend auf die Analyse der HrpB7-Derivate kann man vermuten, dass die finf Cysteine in
der N-terminalen Region von HrpB7 sowie die Lange der C-terminale Helix eine wichtige
Rolle in der Stabilisierung der hochmolekularen HrpB7-Komplexe spielen. Die
Komplementationsanalysen dazu lassen den Schluss zu, dass womobglich die
Komplexbildung von HrpB7 einen Einfluss auf die Virulenz von Xcv hat.

Das Glutamat-reiche Motiv in HrpB7 ist vermutlich essentiell flr die Virulenz von Xcv, hat

aber keinen Einfluss auf die Komplexbildung von HrpB?7.

Analyse der T3S der HrpB7-Derivate

Als nachstes wurde der Einfluss der HrpB7-Derivate auf die T3S analysiert. Hierflr wurden in
vitro-Sekretionsanalysen mit den Stammen 85*, 85*AhrpB7 und 85*AhrpB7, welcher hrpB7,
hrpB7csa, hrpB7 a144.154, hrpB7 144.154mue 0der hrpB7 a1.100 €ktopisch exprimierte, durchgeflihrt.
Die Gesamtzellextrakte und Kulturiberstande wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot
mit spezifischen Antikérpern gegen das c-Myc-Epitop von HrpB7-c-Myc, das
Translokonprotein HrpF, das ,inner rod“-Protein HrpB2 und die nicht-sekretierten Proteine
HrcJd und HrpB1 (Hausner et al., 2013) analysiert (Abb. 22). Die Proteine HrpF und HrpB2
wurden erwartungsgemafl vom Wildtyp-Stamm sekretiert (Rossier et al., 2000), waren aber
nicht im Kulturiiberstand der hrpB7-Deletionsmutante nachweisbar. Die Sekretionsdefizienz
konnte durch die ektopische Expression von hrpB7-c-myc komplementiert werden. Keine

Komplementation wurde dagegen bei den hrpB7-Derivaten beobachtet (Abb. 22).
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Abb. 22: Der Einfluss der HrpB7-Derivate auf die Typ 3-Sekretion.
Es wurden die folgenden Stamme in Sekretionsmedium inkubiert: 85*, 85* mit Leervektor (LV), 85*AhrpB7 mit

und ohne Leervekor und 85*AhrpB7, welcher hrpB7-Wildtyp (WT), hroB7csa, hrpB7a144-154, hrpB7144-154mut Oder
hrpB7 as1-100 €ktopisch exprimierte. Die Gesamtzellextrakte (Zellpellet) und Kulturiiberstande wurden mittels SDS-
PAGE und anschlieBendem Western-Blot mit den spezifischen Antikdrpern analysiert. Antikdrperreaktionen
wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. Das Experiment wurde zweimal mit dem gleichen Ergebnis
durchgefihrt.

Die Sekretionsanalysen deuten darauf hin, dass die Bildung der HrpB7-Komplexe und das

Glutamat-reiche Motiv in HrpB7 hochstwahrscheinlich essentiell sind fiir die T3S.

3.2.5. Identifizierung moéglicher HrpB7-Interaktoren mittels GST-pull down Analysen

in vitro

Fur die SctO-Proteine wird vorhergesagt, dass sie ein wesentlicher Bestandteil im
zytoplasmatischen Komplex des T3SS sind (Evans und Hughes, 2009; Cherradi et al., 2014;
Romo-Castillo et al., 2014). Das homologe Protein Spa13 aus Shigella flexneri interagiert
zum Beispiel im zytoplasmatischen Komplex mit dem Translokon-Chaperon IpgC, der
ATPase Spa47 (HrcN in Xcv), der gespaltenen Form von Spa40 (HrcU in Xcv), der C-Ring-
Komponente Spa33 (HrcQ in Xcv) und der Komponente des Exportapparates MxiA (HrcV in
Xcv) (Cherradi et al., 2014; Hu et al., 2015).

Als potentielle Interaktoren fir HrpB7 aus Xcv sollten die zytoplasmatischen Komponenten
des T3SS HrcQ, HrcV und HrcL, die Kontrollproteine HpaA, HpaB und HpaC sowie die
Effektoren XopJ und XopF1 mittels GST-pull down Analysen getestet werden.

GST-HrpB7 wurde an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten inkubiert,

welche C-terminal c-Myc-Epitop-markierte Derivate von HpaA, HpaB, HpaC, HrcV, HrcL,
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HrcQ, XopdJ und XopF1 enthielten (Abb. 23). HpaA, HpaB, HrcV, HrcL und HrcQ coeluierten
mit GST-HrpB7 aber nicht mit GST. Dies deutet auf eine mdgliche Interaktion zwischen
HrpB7 und den genannten Proteinen hin. Es war keine Interaktion zwischen HrpB7 und
HpaC sowie HrpB7 und den Effektoren XopJ und XopF1 nachweisbar.

A
&

5
kba TE GST @
40 —| = | HpaA
25 — ; - HpaB

Abb. 23: HrpB7 interagiert mit Kontrollproteinen und Komponenten des
T3SS.

GST-HrpB7 und GST wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E.
40 7_-— HpaC coli-Lysaten, welches HpaA-c-Myc, HpaB-c-Myc, HpaC-c-Myc, HrcVc-c-Myc

40 — - | Hreve (cytoplasmatische Doméane von HrcV), HrcL-c-Myc, HrcQ-c-Myc, XopJ-c-Myc
35 4P = | HrcL . , . _

bzw. XopF1-c-Myc enthielten, inkubiert. Es wurden der Totalextrakt des E. coli-
40 — HrcQ

Lysates (TE, 5 pl) sowie die Eluate (20 pl) mittels SDS-PAGE und

55 — XopJ  anschlieRendem Western-Blot mit GST- und c-Myc-spezifischen Antikdrper

L e

==
70 —. XopF1 analysiert. Die Ergebnisse wurden mindestens einmal reproduziert.
anti-c-Myc

40 — ==
25 —| ——m a—

anti-GST

Die Ergebnisse der bisher durchgeflihrten GST-pull down Analysen deuten an, dass HrpB7
wie seine homologen Proteine als Bestandteil des zytoplasmatischen Komplexes mit dessen
Komponenten interagiert (Evans und Hughes, 2009; Cherradi et al., 2014; Romo-Castillo et
al., 2014). In dieser Arbeit wurde fur HrpB7 vergleichbar mit Spa13 aus S. flexneri eine
Interaktion mit der C-Ringkomponente HrcQ und der Exportapparatkomponente HrcV
nachgewiesen (Cherradi et al., 2014). Des Weiteren interagiert HrpB7 vermutlich mit HrcL,
den Regulator der ATPase. Die Interaktion zwischen HrpB7 und der ATPase HrcN und der
Exportapparatkomponente HrcU muss noch analysiert werden.

Es wurde eine Interaktion zwischen HrpB7 und den Kontrollproteinen HpaA und HpaB im
GST-pull down gezeigt. Eine Interaktion zu T3-Effektoren war nicht detektierbar. Auch fir die
HrpB7-homologen Proteine Invl, YscO und FliJ konnte eine Interaktion mit Effektoren nicht

nachgewiesen werden (Evans und Hughes, 2009).

3.2.6. Proteinreinigung und Quantifizierung der Dimerisierung von HrpB7

Im immunologischen Nachweis von HrpB7 und HrpB7-c-Myc sind hochmolekulare Komplexe
detektiert wurden (Abschnitt 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4). Auch homologe Proteine von HrpB7 zeigten
Selbstinteraktion (Fraser et al., 2003; Lorenzini et al., 2010). Um neben einen Hinweis auf
eine HrpB7-Selbstinteraktion zugleich eine quantitative Bewertung der Interaktion zu

erhalten, wurden weitere Interaktionsstudien mittels MicroScale Thermophoresis (MST)
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durchgefihrt. Die Methode beruht auf dem Prinzip der Thermophorese. Diese ist die
gerichtete Bewegung von Molekilen in einem Temperaturgradienten, welche von den
molekularen Eigenschaften wie Grdélke, Ladung, Hydrathille oder Konformation abhangt
(Wienken et al., 2010; Jerabek-Willemsen et al., 2011). Das Prinzip und der Ablauf der MST-

Messungen sind allgemein in der Abb. 24 erldutert.
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Abb. 24: Prinzip und Ablauf der MST-Messungen.

(1) Die Thermophorese beschreibt die Bewegung von Molekllen in einem Temperaturgradienten. Die
Teilchenbewegung ist abhangig von deren GréRe, Ladung, Hydrathille und Konformation. Demnach bewegt sich
ein groReres Teilchen bzw. Dimer oder Oligomer langsamer als ein kleines Teilchen bzw. Monomer. (2+3) Die
Proteinlésung bestehend aus den potentiellen Interaktoren wird fir die Messung in eine Glaskapillare gegeben.
Einer der Interaktoren ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die Messung erfolgt im Monolith NT. 115,
welcher einen Infrarot-Laser (IR-Laser) verwendet zum Aufbau des Temperaturgradienten in der Proteinldsung
und einen Detektor besitzt zur Aufnahme der Fluoreszenzintensitdt gegen die Zeit. Der IR-Laser wird
eingeschaltet und baut den Temperaturgradienten in der Glaskapillare auf. Zugleich misst der Detektor die
Anderung der Fluoreszenzintensitat im Temperaturgradienten gegen die Zeit (MST-Messkurven). Der IR-Laser
wird wieder ausgeschaltet und wandert zur nachsten Glaskapillare. Der gesamte Ablauf verlauft im Monolith NT.
115 vollstdndig automatisiert. Insgesamt werden 16 Glaskapillaren vermessen mit Proteinlésungen aus
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konstanter Konzentration an fluoreszenzmarkiertem Protein und unterschiedlichen Konzentrationen des
potentiellen Interaktors. (4) Die Bindungskurve wird berechnet aus den aufgenommenen MST-Messkurven,
indem fir jede MST-Messkurve der Wert fir die ,kalte® Fluoreszenzintensitat (IR-Laser aus) durch die ,heile*
Fluoreszenzintensitat (IR-Laser an) bestimmt wird und dieser der veranderten Konzentration des potentiellen
Interaktors zugeordnet wird. Anhand der erstellten Bindungskurve kann die Dissoziationskonstante der Interaktion
zwischen Rezeptor und Ligand bestimmt werden. Die Dissoziationskonstante ist die Ligandenkonzentration, bei

der 50 % der Rezeptoren mit dem Liganden im Komplex vorliegen.

Fir die MST-Messungen wurde Hisg-NusA-HrpB7-Fusionsprotein in E. coli synthetisiert und
gereinigt (Kapitel 2.4.5.). NusA (N utilization substance A) zahlt zu den Protein-tags, welches
die Léslichkeit und die korrekte Faltung des ,Passagierproteins®, in dem Fall von HrpB7,
fordert. Das Hexa-Histidin-Epitop (Hisg) wurde fur die Reinigung des Proteins Uber eine
Saule mit Ni**-lonen gebunden an Nitrilotriessigsaure (NTA) benétigt.

Der E. coli-Stamm BL21 star (DE3), welcher hiss-nusA-hrpB7 unter der Kontrolle des T7-
Promotors ektopisch exprimierte, wurde in Flissigkultur angezogen und die Genexpression
bei einer ODgoonm Von 1 mit IPTG induziert. Zur besseren Kontrolle der Proteinsynthese
wurden Proben im Verlauf des Prozesses enthnommen und anschlieBend auf ein SDS-Gel
aufgetragen (Abb. 25 A). Auf dem Coomassie-gefarbten SDS-Gel und dem Western-Blot mit
dem His-spezifischen Antikorper konnte das Protein Hisg-NusA-HrpB7 nach der Induktion mit
IPTG vorwiegend im Uberstand nach der Zelllyse detektiert werden. Der Uberstand wurde
auf eine Ni-NTA-Saule geladen und der Durchlauf, die Waschfraktion und 10
Elutionsfraktionen getrennt aufgefangen. Zur Uberpriifung des Reinigungsprozesses wurden
Proben aus den Fraktionen auf ein SDS-Gel geladen und dieses anschlielend mit
Coomassie gefarbt (Abb. 25 A). Die Elutionsfraktionen 3 bis 5 wurden gemischt und mittels
Dialyse entsalzt (Kapitel 2.4.5.).

Um ausschlie®en zu kénnen, dass bei der Interaktionsanalyse nicht der Reinigungs-tag Hise-
NusA mit sich selbst oder mit HrpB7 interagiert, wurde das Protein Hisg-NusA nach dem
gleichen Reinigungsprotokoll wie Hisg-NusA-HrpB7 gereinigt (Abb. 25 B) und als
Negativkontrolle in den MST-Messungen mit einbezogen. Nach der Proteinreinigung war
ausreichend Protein fur die MST-Messung vorhanden mit Proteinmengen zwischen 0,5 und
1 mg/ml. Die Proteinldsungen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Die Markierung der Proteine Hisg-NusA-HrpB7 und Hisg-NusA mit dem Fluoreszenzfarbstoff
NT647 erfolgte Uber den aktivierten N-Hydroxysuccinimid (NHS) Ester mit Hilfe eines Kits
nach Herstellerangaben (Kapitel 2.4.6.). Diese reaktionsfahige Verbindung reagiert effizient
mit primaren Aminen in Proteinen und formt stabile Farbstoff-Protein-Konjugate. Eine
primare Aminogruppe befindet sich zum Beispiel in der Seitenkette des Lysins, welche
regular Loésungsmittel zuganglich ist und daher gut flr Fluoreszenzfarbstoff-Markierung

geeignet ist.
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Abb. 25: Proteinreinigung von Hisg-NusA- A Protein-

HrpB7 und Hise-NusA. expression Ni-NTA-Reinigung

(A) Proteinreinigung von Hiss-NusA-HrpB?7. vinEP U UDLWF Elutionsfraktionen

Der E. coli BL21 star (DE3)-Stamm, welcher kDa 12345678910
hise-nusA-hrpB7 ektopisch exprimierte, wurde 19,8 ] - -—---.9 o .. — :'US;‘_
im 500 ml-Maf3stab bei 37°C angezogen (vl - g5 _| HrpB7
vor Induktion). Die Proteinexpression erfolgte 40 —|

bei Raumtemperatur und wurde mit 2 mM

IPTG induziert. Nach 5 h wurden die Zellen

geerntet (nE - nach Expression) und mittels 100 Coomassie-gefarbtes Polyacrylamid-Gel

French Press aufgeschlossen. Das Lysat 70

wurde zentrifugiert (P - Pellet) und der WB (anti-His)

Uberstand (U) (ber eine Ni-NTA-S&ule B Protein-

gegeben. Wahrend der Reinigung wurden der expression Ni-NTA-Reinigung

Durchlauf (DL), die Waschfraktion (WF) und vVInEP U U DLWF Elutionsfraktionen

10  Elutionsfraktonen ~ (E)  getrennt kDa 12345678910
aufgefangen. Die Elutionsfraktionen E3-E5 ;g: ¢ T Hiss-NusA
wurden gemischt und mittels Dialyse entsalzt. 40—

Die entnommenen Proben aus dem 52 _|

Zellaufschluss und Reinigungsprozess 15—

wurden auf ein SDS-Gel geladen und

anschlieRend mit Coomassie Brillant Blau-

. ) ) ) Coomassie-gefarbtes Polyacrylamid-Gel
Farbung analysiert. Das Fusionsprotein

wurde zudem noch mittels Western-Blot, welcher mit einem His-spezifischen Antikdrper analysiert wurde,
nachgewiesen. (B) Proteinreinigung von Hisg-NusA. Der E. coli BL21 star (DE3)-Stamm, welcher hiss-nusA
ektopisch exprimierte, wurde im 500 ml-Mafistab bei 37°C angezogen. Die Proteinexpression und Ni-NTA-
Reinigung erfolgte wie unter (A) beschrieben. Die Elutionsfraktionen E3-E6 wurden gemischt und mittels Dialyse

entsalzt. Das SDS-Gel der entnommenen Proben wurde mit Coomassie Brillant Blau-Farbung analysiert.

Es wurden folgende Interaktionen getestet: Hiss-NusA-HrpB7 nHs-nTea7) Mit Hise-NusA-HrpB7
und Hisg-NusAnns-nTesa7) mit Hise-NusA-HrpB7 (Abb. 26).

Aus den Bindungskurven der durchgefiihrten MST-Messungen wurde ein Kp-Wert von circa
127 nM flar die Interaktion zwischen Hisg-NusA-HrpB7nus.nTesa7y Mit Hise-NusA-HrpB7
berechnet. In der Literatur ist ein Kp-Wert fur die Selbstinteraktion des HrpB7-homologen
Proteins CT670 aus C. trachomatis mit 500 uM bekannt (Lorenzini et al., 2010). Demnach ist
die Selbstassoziation von HrpB7 aus Xcv vermutlich um zirka 4000fach starker als die
Selbstassoziation von CT670.

Hisg-NusAnns-ntesa7) Mit Hise-NusA-HrpB7 zeigte in den MST-Messungen keine Interaktion.
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Abb. 26: Die Selbstinteraktion von Hisg-NusA-HrpB7 gemessen mittels MST.
Nicht-markiertes Hise-NusA-HrpB7 wurde titriert in eine Lésung mit konstanter Konzentration an Hise-NusA-

HrpB7 nHs-NTe47) bzw. Hisg-NusAnns-nTe47). Griine Bindungskurve: Die Konzentration an Hiss-NusA-HrpB7 wurde
variiert von 0,061 nM und 4 pM. Die Konzentration an Hise-NusA-HrpB7nHs-nTs47) blieb konstant bei 5 nM. Es
wurde die normalisierte Fluoreszenz AFNorm gegen die Ligandenkonzentration von Hisg-NusA-HrpB7 in nM
aufgetragen. Rote Bindungskurve: Die Konzentration an Hisg-NusA-HrpB7 wurde variiert von 0,0641 nM und 2,1
uM. Die Konzentration an Hiss-NusAnws.nTes7) blieb konstant bei 26 nM. Wiederum wurde die normalisierte
Fluoreszenz AFNorm gegen die Ligandenkonzentration Hiss-NusA-HrpB7 in nM aufgetragen. Die MST-
Messdaten sagten eine Dissoziationskonstante Kp von 127,15 + 29,5 nM fiir die Selbstinteraktion von Hisg-NusA-
HrpB7 voraus. Hisg-NusA interagierte nicht mit Hise-NusA-HrpB7.
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3.3.  Funktionelle Analyse von HpaA und Charakterisierung essentieller

Sequenzmotive

HpaA ist ein wichtiger Pathogenitatsfaktor, der zum einen die T3S von Pilus, Translokon und
Effektoren kontrolliert und zum anderen selber T3-abhangig sekretiert und in die Wirtszelle
transloziert wird (Huguet et al., 1998; Lorenz et al., 2008a).

Das Protein HpaA wird in drei funktionelle Doméanen gegliedert (Abb. 27). Sowohl die N-
terminale (N69) als auch die C-terminale Region (C50) von HpaA sind essentiell fir die
Pathogenitat von Xcv (Lorenz et al., 2008a). Die 25 N-terminalen Aminosauren von HpaA
besitzen ein Sekretionssignal, welches essentiell ist fur die T3-abhangige Sekretion von
HpaA und weiterer Effektoren (Lorenz et al., 2008a). In den 50 C-terminalen Aminosauren
von HpaA ist eine HpaB-Bindungsstelle lokalisiert. Des Weiteren ist die C-terminale Region
C50 essentiell fir die T3-abhangige Sekretion von Pilus, Translokon und Effektoren (Lorenz

et al., 2008a). Die zentrale Region (M) von HpaA wurde bisher nicht untersucht.

54 - PRRRRRG - 60 244 - KPRR - 247
NLS1 NLS2
aa 1 1 70 225 1 275
: HpaA
N69 zentrale Region -
= (30,4 kDa)
1 25
Sekretions hydrophobes
signal Motiv

231 - FHLLLPLILL - 240
Abb. 27: Einteilung von HpaA in drei funktionelle Domanen.
HpaA wurde in drei funktionelle Doméanen eingeteilt: In der N-terminalen Region (Griin, 1-69 aa, abgekurzt N69)

ist das Sekretionssignal lokalisiert, das ,Nuclear localization signal 1“ (NLS1)-Motiv und es wird weiterhin noch ein
Translokationssignal vermutet. Die zentrale Region (Orange, 71-224 aa, abgekiirzt M) besitzt bisher keine
definierten Sequenzmotive. In der C-terminalen Region (Blau, 225-275 aa, abgekurzt C50) wurden zwei
Sequenzmotive benannt: ein hydrophobes Motiv aus 10 hydrophoben Aminos&uren und das NLS2-Motiv (Huguet

et al., 1998; Lorenz et al., 2008a). aa, Aminosauren

Weitere interessante Sequenzmotive in HpaA sind je ein NLS-(nuclear localization signal)-
Motiv in der N- und C-terminalen Domane und ein hydrophobes Motiv in der C-terminalen
Region (Abb. 27) (Huguet et al., 1998; Lorenz et al., 2008a).

Im Fokus dieser Arbeit standen die Charakterisierung des N-terminalen NLS-Sequenzmotivs
in HpaA und die ldentifizierung weiterer Interaktionspartner von HpaA neben den bereits

bekannten Interaktionspartnern HpaB und HrcQ (Lorenz et al., 2008a; Lorenz et al., 2012).
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3.3.1. HpaA interagiert mit HpaC und wird HpaC-abhangig transloziert

Die Sekretion der T3S-Substrate wird kontrolliert Uber die Hpa-Proteine HpaA, HpaB und
HpaC. Die Selbstinteraktion von HpaB und HpaC, als auch eine mdgliche Interaktion
zwischen den Kontrollproteinen HpaA und HpaB sowie zwischen HpaB und HpaC wurden
bereits gezeigt (Blttner et al., 2006; Lorenz et al., 2008a).

In dieser Arbeit sollte die Interaktion zwischen HpaA und HpaC in vitro mittels GST-pull down
Analysen untersucht werden. Dafir wurde GST-HpaC in E. coli exprimiert, an Glutathion-
Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches HpaA-c-Myc enthielt.
Die Analyse der eluierten Proteine zeigte, dass HpaA-c-Myc im Eluat von GST-HpaC
nachweisbar war (Abb. 28).

%Q&

<>

kDa TE GST

O%
40 - o e | HpaA-c-Myc
_ —

25 — HpaAanesacso-c-Myc

25 - | HpaAam-c-Myc
anti-c-Myc
55 — =
25— -'i'-.

anti-GST

Abb. 28: Die zentrale Domédne von HpaA enthilt eine HpaC-Bindungsstelle.

GST-HpaC und GST wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten, welches HpaA-c-
Myc, HpaAanesoacso-c-Myc oder HpaAauw-c-Myc enthielt, inkubiert. Es wurden der Totalextrakt des E. coli-Lysates
(TE, 5 pl) sowie die Eluate (20 pl) mittels SDS-PAGE und anschlieendem Western-Blot mit GST- und c-Myc-

spezifischen Antikorper analysiert. Die Ergebnisse wurden mindestens einmal reproduziert.

Um die HpaC-Bindungsstelle in HpaA genauer lokalisieren zu kdénnen, wurden N- und C-
terminale Deletionsderivate von HpaA in GST-pull down Analysen auf deren Interaktion mit
GST-HpaC getestet. Western-Blot-Analysen mit c-Myc- und GST-spezifischen Antikérpern
zeigten im Eluat von GST-HpaC die Anwesenheit von HpaAanessacso-c-Myc, nicht aber
HpaAau-c-Myc (Abb. 28).

Die Ergebnisse aus den GST-pull down Analysen deuten an, dass das Kontrollprotein HpaA
mit dem Kontrollprotein HpaC interagiert. Die HpaC-Bindungsstelle ist wahrscheinlich in der

zentralen Region von HpaA lokalisiert.

Das Kontrollprotein HpaC beeinflusst die Sekretion des Translokonproteins HrpF, des ,inner

rod“-Proteins HrpB2 und des Kontrollproteins HpaA (Buttner et al., 2006; Lorenz et al.,
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2008a). Der Einfluss von HpaC auf die Sekretion und vermutlich auch Translokation von
HpaA sollte anhand eines sensitiveren Versuches uberprift werden. Hierfir wurden in
planta-Translokationsanalysen mit dem AvrBs3A2-Reporter als translationale Fusion an
HpaA durchgeflihrt. AvrBs3A2 ist ein Deletionsderivat des TAL-Effektors AvrBs3, dem die
Aminosauren 2-152 fehlen (Szurek et al., 2002). Damit besitzt es kein funktionales
Sekretions- und Translokationssignal (Szurek et al., 2002; Buttner et al., 2004). Es eignet
sich jedoch als Reporter, da es in translationaler Fusion mit einem T3S- und
Translokationssignal in resistente Paprikapflanzen des Kultivars ECW-30R eine AvrBs3-
spezifische HR auslésen kann (Minsavage et al., 1990; Noél et al., 2003; Bittner et al.,
2004).

Der Effektor AvrBs3 selber wird HpaC-unabhangig transloziert und dient in diesem
Experiment als Kontrolle (Buttner et al., 2006). Die Xcv-Stamme, welche AvrBs3A2, AvrBs3,
HpaA-AvrBs3A2, HpaAiz70-AvrBs3A2 oder HpaAacso-AvrBs3A2 synthetisierten, wurden in
Blatter von Paprikapflanzen der Kultivare ECW-10R und ECW-30R infiltriert. Keines der
HpaA-Derivate wurde transloziert durch 85*AhpaC (Abb. 29).

85*AhpaC Abb. 29: HpaA wird HpaC-abhéngig
AvrBs3A2-Derivate transloziert.
Der Stamm 85*AhpaC, welcher AvrBs3A2,
HpaA-AvrBs3A2, HpaA1.70-AvrBs3A2,
HpaAa22s.275-AvrBs3A2 oder AvrBs3
synthetisierte, wurde in ECW-10R und
ECW-30R-Pflanzen mit einer Zelldichte von
2 x 10° kbE mlI" infiltriert. Zur besseren

Visualisierung der HR wurden die Blatter

drei Tage nach der Inokulation in Ethanol

kDa
entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die

130 + - ,,l - a’g anti-AvrBs3 Inokulationsstellen hin. Fir die

Proteinexpression wurden jeweils gleiche

Mengen Zellextrakt auf ein SDS-Gel geladen und anschlieBend mittels Western-Blot unter Verwendung eines

AvrBs3-spezifischen Antikdrpers analysiert. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert.

Einzig die Infiltration der mit avrBs3 in trans exprimierten hpaC-Deletionsmutante fihrte wie
erwartet zu einer HR im Infektionsbereich auf Blatter von ECW-30R-Pflanzen (Abb. 29)
(Buttner et al., 2006). Wahrend alle anderen Stdmme erwartungsgemal die zeitlich
verzdgerte HR auf resistenten ECW-10R-Pflanzen induzierten (Blttner et al., 2006), 16ste
der Stamm 85*AhpaC, welcher HpaA-AvrBs3A2 synthetisierte, keine makroskopischen
Reaktionen aus (Abb. 29). Es wird vermutet, dass durch die Uberexpression von HpaA der
Phanotyp der hpaB-Deletionsmutante imitiert wird. HpaA bindet nach dem Modell von Lorenz
et al. (2008) das T3S-Chaperon HpaB bis das T3SS assembiliert ist. Anschliel’end wird

HpaA sekretiert (Lorenz et al., 2008a). In einer hpaC-Deletionsmutante wird HpaA allerdings
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nicht sekretiert und bleibt demnach in Xcv an HpaB gebunden. HpaB kann seine Funktion
als T3S-Chaperon nicht nachgehen, dhnlich dem Phanotyp der hpaB-Deletionsmutante.

Die Proteinstabilitdt der Fusionsproteine in den Xcv-Stdmmen wurde immunologisch
nachgewiesen (Abb. 29).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der in planta-Translokationsanalysen darauf hin,
dass HpaA HpaC-abhangig transloziert wird. Die Deletion der HpaB-Bindungstelle als auch
die Deletion der HpaB- und putativen HpaC-Bindungsstelle hatte keine Auswirkung auf die

HpaC-abhangige Translokation des HpaA-Derivates.

3.3.2. Die zentrale Region in HpaA ist essentiell fiir die T3S und Pathogenitit von Xcv

Wie in Kapitel 3.3.1. beschrieben, interagiert HpaC vermutlich mit der zentralen Doméane von
HpaA. Um die Bedeutung der zentralen Region von HpaA fir die Proteinfunktion zu
analysieren, wurden HpaA-Deletionsderivate generiert und auf die Fahigkeit untersucht, den
Phanotyp der hpaA-Deletionsmutante 85*AhpaA zu komplementieren. Fir phanotypische
Analysen wurden die Xcv-Stamme in suszeptible ECW- und resistente ECW-10R-
Paprikapflanzen infiltriert (Abb. 30).

85* 85*AhpaA
HpaA-c-Myc HpaA-c-Myc

kDa

55 |
40 -

35 —
25

-" . ® e -

anti-c-Myc

Abb. 30: Komplementationsstudien mit den HpaA-Deletionsderivaten.
Die Xcv-Stamme 85* und 85*AhpaA wurden jeweils ohne Konstrukt, mit Leervektor (LV), mit einem

Expressionskonstrukt, welches fir HpaA-c-Myc (WT), HpaAacso-c-Myc, HpaAanss-c-Myc, HpaAanssacso-c-Myc
oder HpaAau-c-Myc kodierte, in Blatter von ECW- und ECW-10R-Paprikapflanzen mit einer Zelldichte 1 x 108
kbE ml™" infiltriert. Fiir die Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen Zellextrakt auf ein SDS-Gel geladen
und anschlieRend mittels Western-Blot unter Verwendung eines c-Myc-spezifischen Antikdrpers analysiert. Die
Krankheitssymptome wurden nach 6 Tagen fotografisch dokumentiert. Zur besseren Erkennung der HR wurden
die Blatter zwei Tage nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die

Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert.
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Der Phanotyp der hpaA-Deletionsmutante wurde erwartungsgemafl durch die ektopische
Expression von hpaA-c-myc unter der Kontrolle des lac-Promotors vom Konstrukt pBRM und
nicht von hpaAanse-C-myc, hpaAacso-c-myc oder hpaAanssacso-C-myc komplementiert
(Vergleich (Lorenz et al., 2008a), ektopisch exprimiert von pDSK). Es wurde zudem gezeigt,
dass die Expression von hpaAau-c-myc in trans unter der Kontrolle des /ac-Promotors im
Stamm 85*AhpaA den Wildtyp-Phanotypen nicht wiederherstellen kann. Die fehlende
Komplementation der HpaA-Deletionsderivate ist nicht auf Proteininstabilitat zuriickzufihren
(Abb. 30). Die Uberexpression der hpaA-Derivate in trans unter der Kontrolle des lac-

Promotors in 85* libte keinen nachweisbaren Einfluss auf die Virulenz von Xcv aus.

Als nachstes wurde die T3S der HpaA-Deletionsderivate analysiert. In friheren
Experimenten wurde bereits gezeigt, dass HpaAacso-c-Myc im Stamm 85* sekretiert wird,
wahrend HpaAanse-c-Myc und HpaAanesacso-c-Myc aufgrund des fehlenden Sekretionssignals
nicht im Kulturtiberstand nachweisbar sind (Abb. 31 A) (Lorenz et al., 2008a). Das HpaA-
Deletionsderivat HpaAau-c-Myc, bei dem die zentrale Region deletiert ist, wurde sekretiert
(Abb. 31 A). Auffallig ist die erhéhte HrpF-Sekretion bei der Uberexpression von hpaA-c-myc
und hpaAange-c-myc in 85* (Abb. 31 A).

In weiteren in vitro-Sekretionsanalysen wurde der Einfluss der HpaA-Deletionsderivate auf
die T3-abhangige Sekretion in dem Xcv-Stamm 85*AhpaA untersucht (Abb. 31 A). HrpF war
erwartungsgeman nicht im Kulturiberstand der hpaA-Deletionsmutante nachweisbar (Lorenz
et al., 2008a). Die Sekretionsdefizienz konnte durch die ektopische Expression von hpaA-c-
myc komplementiert werden. Die HrpF-Sekretion konnte auRerdem durch die ektopische
Expression von hpaAanes-c-myc in 85*AhpaA wiederhergestellt werden (Lorenz et al.,
2008a). Von HpaAanesacso-c-Myc wurde weder die eigene Sekretion noch die HrpF-Sekretion
beobachtet. Auffallig war, dass das HpaA-Deletionsderivat HpaAauw-c-Myc von 85*AhpaA
sekretiert wurde, obwohl keine HrpF-Sekretion nachgewiesen werden konnte.

Um herauszufinden, ob HpaAaw-c-Myc T3-abhangig sekretiert wird, wurde die Sekretion des
HpaA-Deletionsderivates in 85*AhrcN, ein Xcv-Stamm, wo die ATPase des T3SS deletiert
ist, Uberprift (Abb. 31 B). HpaAau-c-Myc wurde nicht im Kulturiiberstand von 85*AhrcN
detektiert. Es ist zu vermuten, dass dieses HpaA-Deletionsderivat T3-abhangig, jedoch

Translokon-unabhangig sekretiert wird.
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Abb. 31: Die zentrale und C-terminale Region von HpaA sind essentiell fiir die HrpF-Sekretion.

(A) Es wurden die folgenden Stdmme in Sekretionsmedium inkubiert: 85* und 85*, welcher den Leervektor (LV)
besall oder hpaA-c-myc (WT), hpaAacso-c-myc, hpaAaneg-c-myc, hpaAanseacso-c-myc oder hpaAau-c-myc
ektopisch exprimierte, sowie 85*AhpaA und 85*AhpaA, welcher den Leervektor besal® oder hpaA-c-myc,
hpaAasu-c-myc  ektopisch exprimierte. Die
Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstande (US) wurden mittels SDS-PAGE und anschlieRendem Western-

hpaAacso-c-myc, hpaAanse-c-myc, hpaAanssacso-c-myc oder
Blot mit den spezifischen Antikérpern analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz
visualisiert. Das Experiment wurde dreimal mit dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt. (B) Es wurden die Xcv-
Stamme 85*, 85*AhrcN, 85*AhrcN, welcher hpaAau-c-myc ektopisch exprimierte, und 85*AhpaA, welcher
HpaAam-c-Myc synthetisierte, im Sekretionsmedium inkubiert. Anschliefend wurden die Gesamtzellextrakte und

Kulturiberstande wie unter (A) beschrieben analysiert. Das Ergebnis wurde einmal reproduziert.

Um zu Uberprifen, ob die C-terminale Region C50 im HpaA-Deletionsderivat HpaAay noch
intakt ist, wurden GST-pull down Analysen durchgefiihrt. GST-HpaB und GST-HpaC, als

Negativkontrolle, wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysat
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inkubiert, welches das C-terminal c-Myc-Epitop-markierte HpaA-Deletionsderivat enthielt
(Abb. 32).

@0 z§7 Abb. 32: HpaAaw interagiert mit dem Chaperon HpaB.

A é&’ Die GST-Fusionsproteine und GST wurden an
kDa TE GST O° O

Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysat,

HpaAAnq-C-Myc welches HpaAam-c-Myc enthielt, inkubiert. Es wurden der
(anti-c-Myc)

Totalextrakt des E. coli-Lysates (TE, 5 ul) sowie die
Eluate (20 pl) mittels SDS-PAGE und anschliefiendem

gg Western-Blot mit GST- und c-Myc-spezifischen
40 Antikdrper analysiert. Das Ergebnis wurde einmal
35 reproduziert.
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HpaAaw-c-Myc coeluierte mit GST-HpaB jedoch nicht mit GST-HpaC. Dies deutet auf eine
mdgliche Interaktion zwischen den HpaA-Deletionsderivat HpaAaw-c-Myc und dem T3S-
Chaperon HpaB hin. Demnach ist die HpaB-Bindungsstelle in der C-terminalen Region von

HpaAaw-c-Myc noch intakt.

Die Ergebnisse fuhren zur Annahme, dass neben der N- und der C-terminalen Region auch
die zentrale Region von HpaA essentiell ist fur die Pathogentitdt und T3S von Xcv. Ein
HpaA-Protein ohne N- und C-terminale Region wird nicht sekretiert und I6st keine HrpF-
Sekretion aus. Eine fehlende HrpF-Sekretion wird auch beobachtet, wenn die zentrale
Region deletiert ist. Jedoch wird dieses HpaA-Deletionsderivat T3-abhangig sekretiert und
interagiert im GST-pull down mit HpaB. Fur die Induktion der HrpF-Sekretion in Xcv ist nach
den experimentellen Daten die N-terminale Region und damit die Sekretion von HpaA nicht

essentiell.

3.3.3. Die Analyse der zentralen Domane mit Hilfe von XopA-HpaA-Chiméren

Die zentrale Domane von HpaA wurde gegen XopA ausgetauscht, wobei XopA in diesem
Chimar als Abstandshalter zwischen der N- und C-terminalen Region von HpaA diente. Es
sollte zunachst Uberprift werden, ob es mdglich ist, die hpaA-Deletionsmutante mit dem
Chimar HpaAnzo-XopA-HpaAcsy zu komplementieren. Fur die phanotypische Analyse wurde
der Xcv-Stamm in suszeptible ECW- und resistente ECW-10R-Paprikapflanzen infiltriert
(Abb. 33). Der Stamm 85*AhpaA, welcher hpaAnzo-xopA-hpaAcso-c-myc in trans unter der
Kontrolle des /ac-Promotors exprimierte, fihrte zu keinen makroskopischen Reaktionen im
Infektionsbereich (Abb. 33). Auch die reduzierte HrpF-Sekretion der hpaA-Deletionsmutante
konnte durch die ektopische Expression von hpaAnzo-xopA-hpaAcse-c-myc in in vitro-

Sekretionsanalysen nicht komplementiert werden (Abb. 33).
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85*AhpaA Abb. 33: Das XopA-HpaA-Chimar komplementiert
HpaAnro- nicht die hpaA-Deletionsmutante.
85+ . HpaA-  XopA- Die Xcv-Stamme 85*, 85*AhpaA und 85*AhpaA mit
c-Myc HpaAcso-
c-Myc einem Expressionskonstrukt, welches fir HpaA-c-

Myc (WT) oder HpaAn7o-XopA-HpaAcse-c-Myc
kodierte, wurden in Blatter von ECW- und ECW-10R-
Paprikapflanzen mit einer Zelldichte 1 x 10® kbE ml”

infiltriert. Die Krankheitssymptome wurden nach 6

Tagen fotografisch dokumentiert. Zur besseren
Erkennung der HR wurden die Blatter zwei Tage

nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die

anti-c-Myc Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen hin.

GE Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert. Die

anti-HrpF

gleichen Xcv-Stdmme wurden in Sekretionsmedium
inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (GE) und

anti-HrcJ

55 - S | anti-c-Myc Kulturiiberstande (US) wurden mittels SDS-PAGE

us 90_- - anti-HrpF und anschlieBendem Western-Blot mit den

spezifischen Antikérpern analysiert. Antikdrper-
35 anti-Hred

reaktionen wurden mittels Chemilumineszenz

visualisiert. Das spezifische Signal fir HrcJ im GE ist mit einem schwarzen Stern gekennzeichnet. Das

Experiment wurde dreimal mit dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt.

XopA, beschrieben als potentielle Komponente des T3-Translokon neben HrpF (Noél et al.,
2002), wird im Wildtyp-Stamm 85* sekretiert, aber nicht transloziert, wahrend in einer hpaB-
Deletionsmutante XopA sekretiert und transloziert wird (Buttner et al., 2004).

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob eine HpaB-abhangige Sekretion oder
Translokation des chimaren Proteins wie bei HpaA vorliegt oder ob XopA die Sekretion und
Translokation des XopA-HpaA-Chimars lenkt. Dazu wurden verschiedene XopA-HpaA-
Chimare in Kombination mit dem AvrBs3A2-Reporter in in vivo-Translokationsanalysen und
in vitro-Sekretionsanalysen untersucht. Es wurden die Ergebnisse der Derivate XopA-
AvrBs3A2, HpaA-AvrBs3A2, XopA-HpaAcs-AvrBs3A2 (Scheibner et al., 2017), HpaAnzo-
XopA-HpaAcso-AvrBs3A2 und HpaAnzo-XopA-AvrBs3A2 miteinander verglichen. XopA-
HpaAcso-AvrBs3A2 und HpaAn7o-XopA-AvrBs3A2 wurden in 85" und der hpaB-
Deletionsmutante sekretiert und transloziert wie XopA (Abb. 34). Einzig das XopA-HpaA-
Chimar HpaAnzo-XopA-HpaAcso-AvrBs3A2, welches die N- und C-terminale Region von
HpaA besitzt, wurde wie HpaA HpaB-abhangig transloziert. Jedoch erfolgte die Sekretion
von HpaAnzo-XopA-HpaAcsoAvrBs3A2 HpaB-unabhangig (Abb. 34). Die Fusionsproteine
interferierten nicht mit der AvrBs1-spezifischen HR. Die Proteinsynthese der Fusionsproteine
ist im Gesamtzellextrakt der in vitro-Sekretionsanalysen zu sehen (Abb. 34).

Die Ergebnisse der in vivo-Translokationsanalysen und in vitro-Sekretionsanalysen mit den
XopA-HpaA-Chimaren deuten an, dass die N- und C-terminale Doméane von HpaA die HpaB-

abhangige Translokation von HpaA steuern. Zudem zeigte das Ergebnis aus den
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Sekretionsanalysen, dass vermutlich die Sekretion und Translokation Uber das T3SS
getrennt voneinander kontrolliert werden, da die Sekretion von HpaAnzo-XopA-HpaAcso
HpaB-unabhangig erfolgte.

In zuklnftigen Versuchen sollte die HpaC-abhangige Sekretion und Translokation des

HpaAn7o-XopA-HpaAcse-Chimars analysiert werden.
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Abb. 34: In vitro-Sekretionsanalysen und in vivo-Translokationsanalysen mit XopA-HpaA-Chimare.

Die Stamme 85* und 85*AhpaB, welche AvrBs3A2, XopA-AvrBs3A2, HpaA-AvrBs3A2, XopA-HpaAcso-AvrBs3A2,
HpaAnro-XopA-HpaAcso-AvrBs3A2 oder HpaAnro-XopA-AvrBs3A2 synthetisierten, wurden in ECW-10R und
ECW-30R-Pflanzen mit einer Zelldichte von 4 x 10® kbE ml” infiltriert. Zur besseren Visualisierung der HR
wurden die Blatter drei Tage nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die
Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert. Die Xcv-Stdmme wurden zudem in
Sekretionsmedium inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (Zellpellet) und Kulturiberstdnde wurden mittels SDS-PAGE
und anschlieBendem Western-Blot mit den spezifischen Antikérpern analysiert. Antikorperreaktionen wurden

mittels Chemilumineszenz visualisiert. Die Ergebnisse des Experimentes wurden einmal reproduziert.

3.3.4. Die zentrale Domdne von HpaA interagiert mit den Komponenten des

zytoplasmatischen Komplexes und Exportapparates

HpaA interagiert mit dem T3S-Chaperon HpaB (Lorenz et al., 2008a), dem Kontrollprotein
HpaC (Kapitel 3.3.1) und der zytoplasmatischen Ringstruktur-Komponente HrcQ (Lorenz et
al., 2012). Aufgrund der Funktion von HpaA als Kontrollprotein im Prozess der T3S und -

Translokation sollten die Interaktionen zwischen HpaA und den Substratbindungsstellen
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(HrcU und HrcV), den Komponenten der Substrat-Sortierungsplattform (HrcN und HrcL)
sowie einer weiteren Komponente aus dem zytoplasmatischen Komplex (HrpB7) getestet
werden. Die Interaktion zwischen HpaA und HrcQ wurde als Positivkontrolle mitgefhrt.

Des Weiteren sollte Uberprift werden, ob die nachgewiesenen Interaktionen wie HpaC Uber
die zentrale Domane von HpaA erfolgen.

Zunachst wurden die potentiellen Interaktoren als GST-Fusionsproteine Uber ihr GST-fag an
Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysat inkubiert, welches C-terminal c-Myc-
Epitop-markiertes HpaA oder HpaAansoacso enthielt (Abb. 35 A). HpaA und HpaAansoacso
coeluierten mit allen getesteten GST-Fusionsproteinen auf’er mit GST. Demnach interagierte
HpaA mit allen getesteten Komponenten nachweisbar Gber die zentrale Domane.

In weiteren GST-pull down Analysen wurde gezeigt, dass auch die C-terminal c-Myc-Epitop-
markierten Derivate von HrcV, HrcQ und HrcL im Eluat mit GST-HpaA nachweisbar sind
(Abb. 35 B).

Zum Vergleich wurden zusatzlich HrpB7 und eine Komponente aullerhalb des
Exportapparates bezlglich deren Interaktion mit HpaA analysiert. XopA ist vorwiegend im
Translokationsprozess involviert und wird daher als potentielle Komponente des T3-
Translokon neben HrpF beschrieben (Noél et al., 2002). Im Eluat von GST-XopA war HpaA-
c-Myc nicht detektierbar (Abb. 35 D). GST-HrpB7 coeluierte mit HpaA-c-Myc (Abb. 35 D).

Zusatzlich zu GST-pull down Analysen wurde eine mogliche Interaktion von HpaA mit der
ATPase HrcN mittels Koimmunoprazipitation in vivo Uberprift. Dazu wurden die Xcv-Stdmme
85%, in dem die T3SS-Gene konstitutiv exprimiert sind, verwendet. Mangels HpaA-
spezifischer Antikérper wurde hpaA mit einem C-terminalen c-myc-Epitop ektopisch in 85*
exprimiert. Die Bakterien wurden in einem T3SS-induzierenden Medium angezogen, lysiert
und HpaA-c-Myc mit einem c-Myc-spezifischen Antikérper, der an Protein G-Agarose
gekoppelt war, immunprazipitiert. Western-Blot-Analysen zeigten, dass HrcN in hdéherer
Konzentration im Prazipitat von HpaA-c-Myc, jedoch reduziert in Abwesenheit des c-Myc-
spezifischen Antikérpers oder in Abwesenheit von HpaA-c-myc detektierbar war (Abb. 35 C).
HrcN interagierte vermutlich unspezifisch in geringer Menge mit der Protein G-Agarose.

Die Ergebnisse der GST-pull down Analysen flihren zu der Annahme, dass die zentrale
Domaéne von HpaA mit den Komponenten des T3SS HrcU, HrcV, HrcN und HrcL interagiert.
Eine madgliche Interaktion zwischen HpaA und HrcN wurde auch mittels
Koimmunoprazipitation in vivo detektiert. Bei einer Koimmunoprazipitation lasst sich jedoch
nicht ausschlieRen, ob noch weitere Komponenten an der nachgewiesenen Interaktion
beteiligt sind. Des Weiteren wurde die Interaktion von HpaA zu HrpB7 positiv getestet. Das

Kontrollprotein HpaA interagiert vermutlich nicht mit XopA. Die Interaktionen zwischen HpaA
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und HrcR, HrcS und HrcT sowie den Komponenten des Basalapparates und Pilus missen
noch analysiert werden.
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Abb. 35: HpaA interagiert mit den Substratbindungsstellen des T3SS.
(A) Die Gene hrcU, hrcVe, hreQ, hrcN und hrcL wurden als translationale Fusion mit gst iberexprimiert in E. coli,

an Glutathion-Sepharose immobilisiert, und mit E. coli-Lysat, welches HpaA-c-Myc oder HpaAansg-c-Myc enthielt,
inkubiert. Es wurden der Totalextrakt des E. coli-Lysates (TE, 5 pl) sowie die Eluate (20 pl) mittels SDS-PAGE
und anschlieBendem Western-Blot mit GST- und c-Myc-spezifischen Antikoérper analysiert. Die Ergebnisse
wurden zweimal reproduziert. (B) GST-HpaA wurde an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysat,
welches HrcVc-c-Myc, HrcQ-c-Myc oder HrcL-c-Myc enthielt, inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte wie unter
(A) beschrieben. Der Versuch wurde zweimal wiederholt mit dem gleichen Ergebnis. (C) Es wurden zwei
Xanthomonas Stdmme, 85* und 85*, welcher hpaA-c-myc exprimierte, in T3SS-inaktiven und aktiven Medium
angezogen. Am nachsten Tag wurden die Kulturen vollstéandig lysiert. Die eine Halfte des Zelllysates [TE] wurde
mit Protein G-Agarose [-a] und die zweite Halfte zusatzlich mit c-Myc-Antikérper [+a] 2 h bei 4 °C im
Uberkopfschiittler inkubiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und anschlieRendem Western-Blot unter
Verwendung von c-Myc- und HrcN-spezifischen Antikdrpern analysiert. Die Analyse der beiden Antikdrper
erfolgte auf einer Membran. Das Ergebnis wurde zweimal reproduziert. (D) Die Glutathion-Sepharose mit dem
immobilisierten Fusionsprotein GST-HrcN, GST-XopA oder GST-HrpB7 wurde mit E. coli-Lysat, welches HpaA-c-
Myc enthielt, inkubiert. Die anschlieRende Analyse der Proben erfolgte wie unter (A) beschrieben. Das Ergebnis

wurde zweimal reproduziert.
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3.3.5. Die NLS-Motive in HpaA beeinflussen die T3S und Pathogenitit von Xcv

Punktmutationen innerhalb der NLS-Sequenzmotive in HpaA verursachen ein vermindertes
Wachstum in planta und eine Reduktion der Virulenz von Xcv (Huguet et al., 1998). NLS-
Signalsequenzen sind in Proteinen lokalisiert, welche in den Zellkern eingeschleust werden,
um dort die Genexpression definierter Gene zu beeinflussen. Die Akkumulation von HpaA im
Zellkern der Wirtszelle ist jedoch nicht essentiell fur die Virulenz von Xcv (Lorenz et al.,
2008a). Dieses Ergebnis wies die Frage auf, warum Punktmutationen innerhalb der NLS-
Sequenzmotive eine Reduktion der Virulenz von Xcv verursachen (Huguet et al., 1998).

In Vorarbeiten wurden pDGW4MhpaA-Expressionskonstrukte erstellt, in denen das NLS1-
Motiv 5[PRRRRRGJs, durch Alaninsubstitutionen in s [PAAAAAG]s; (NLS1m) oder das
NLS2-Motiv 244[KPRR],4; ebenfalls durch Alaninsubstitutionen in 244[AAAA]4; (NLS2m)
vollstandig mutiert wurden (Lorenz, unpubliziert). Die Expressionskonstrukte wurden in die
hpaA-Deletionsmutante transferiert und die erhaltenen Xcv-Stamme in in vitro und in vivo-
Komplementationsanalysen untersucht. HpaAnsim-C-Myc komplementierte den Phanotyp
der hpaA-Deletionsmutante in vitro, aber nicht in vivo. Fur HpaAnisam-C-Myc war der
umgekehrte Fall zu beobachten (Lorenz, unpubliziert). Keine vollstandige Komplementation
in vivo war auch bei der ektopischen Expression von hpaA-c-myc (Plasmid pDGW4M)
gegeben. Das pDGW4M-Konstrukt ist ein GATEWAY-kompatibles pDSK602-Derivat. Ein
Nachteil des pDGW4M-Konstruktes ist, dass die DNA-Fragmente stromabwarts einer
kodierenden Sequenz von 20 Aminosaduren inserieren mit unbekannter Auswirkung fur das
Fusionsprotein.

In dieser Arbeit wurden die hpaAns-Mutanten in den Golden-Gate-kompatiblen
Expressionsvektor pBRM kloniert (Kapitel 2.2.4). Wahrend der Stamm 85*AhpaA, welcher in
trans hpaAn.s2m-c-myc exprimierte, reduzierte Krankheitssymptome in suszeptiblen Pflanzen
und eine reduzierte HR in resistenten Pflanzen induzierte, flhrte der Stamm 85*AhpaA,
welcher HpaAnsim-C-Myc synthetisierte, zu keinen makroskopischen Reaktionen im
Infektionsbereich (Abb. 36).

Der Phanotyp der hpaA-Deletionsmutante wurde erwartungsgemall durch die ektopische
Expression von hpaA-c-myc unter der Kontrolle des lac-Promotors vom Konstrukt pBRM
komplementiert (siehe Abschnitt 3.3.2). Der immunologische Nachweis der HpaA-Derivate
erfolgte unter Verwendung des c-Myc-Epitop-spezifischen Antikorpers. Die HpaA-Derivate
waren stabil synthetisiert. Die Uberexpression der hpaA-Derivate in 85* iibte keinen Einfluss

auf die Virulenz von Xcv aus (Abb. 36).
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Abb. 36: Komplementationsstudien mit den HpaA-NLS-Mutanten.

Die Xcv-Stamme 85* und 85*AhpaA wurden jeweils ohne Konstrukt oder mit einem Expressionskonstrukt,
welches fiir HpaA-c-Myc (WT), HpaAanes-c-Myc, HpaA-NLS1m-c-Myc, HpaAacso-c-Myc oder HpaA-NLS2m-c-
myc kodierte, in Blatter von ECW- und ECW-10R-Paprikapflanzen mit einer Zelldichte von 1 x 10® kbE ml”
infiltriert. Fur die Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen Zellextrakt auf ein SDS-Gel geladen und
anschlieBend mittels Western-Blot unter Verwendung eines c-Myc-spezifischen Antikdrpers analysiert. Die
Krankheitssymptome wurden nach 6 Tagen fotografisch dokumentiert. Zur besseren Erkennung der HR wurden
die Blatter zwei Tage nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die

Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert.

Um den Einfluss der NLS-Mutationen in HpaA auf die Sekretion von HpaA und HrpF zu
analysieren, wurden in vitro-Sekretionsanalysen durchgefiihrt. Die Expression von
hpaAnLsim-c-myc in trans unter der Kontrolle des lac-Promotors in 85*AhpaA besal’} das
Sekretionsmuster des Wildtyp-Stammes 85* (Abb. 37). Der Stamm 85*AhpaA, welcher
hpaAnLsam-c-myc ektopisch exprimierte, komplementierte das Sekretionsdefizit der hpaA-

Deletionsmutante nicht.

85*AhpaA Abb. 37: Das NLS2-Sequenzmotiv in HpaA ist
essentiell fiir die HrpF-Sekretion.
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%‘b% @ S &V inkubiert: 85*AhpaA, 85*AhpaA, welcher HpaA-c-Myc (WT),
KDa - WTY & v

HpaAanss-c-Myc, HpaA-NLS1m-c-Myc, HpaAacso-c-Myc oder

40 i-c-
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) 40+ e ant!-c-Myc Antikdrper analysiert. Antikrperreaktionen wurden mittels
us 90-_‘_..— ant!-HrpF Chemilumineszenz visualisiert. Das Experiment wurde
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dreimal mit dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt.

Die Ergebnisse fihren zu der Annahme, dass das N-terminale NLS-Sequenzmotiv (NLS1)

von HpaA nicht essentiell ist flr die HpaA- und HrpF-Sekretion, dennoch aber entscheidend
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ist fir die Virulenz von Xcv. Das C-terminale NLS-Sequenzmotiv (NLS2) von HpaA férdert

die Sekretion von HpaA und HrpF, ist jedoch nur partiell relevant fiir die Virulenz von Xcv.

Das NLS2-Sequenzmotiv ist lokalisiert in der putativen Interaktionsdomane fiir HpaB. Um zu
Uberprifen, ob das HpaA-Derivat HpaAyisom noch mit dem T3S-Chaperon HpaB interagiert,
wurden GST-pull down Analysen durchgefihrt. Erwartungsgemafl wurde die Interaktion
zwischen HpaB und HpaA und keine Interaktion zwischen HpaB und dem HpaA-Derivat
HpaAacso reproduziert (Abb. 38) (Lorenz et al., 2008a). Interessanterweise coeluierte das
HpaA-Derivat HpaAnLsam-c-Myc mit GST-HpaB, aber nicht mit GST. Dies deutet auf eine

maogliche Interaktion zwischen den genannten Proteinen hin.

&
Q
«)2‘ Abb. 38: GST-pull down Analysen der HpaA-
kDa TE GST 0(‘9 Derivate mit GST-HpaB.
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40 ' anto-Myc HpaAntsam-c-Myc E. coli-Lysates (TE, 5 pl) sowie die Eluate (20 pl) mittels
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= und c-Myc-spezifischen Antikdrper analysiert. Die
25 — - Ergebnisse wurden mindestens einmal reproduziert.
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Das C-terminale NLS-Sequenzmotiv ist vermutlich nicht die HpaB-Bindungsstelle, da eine
Interaktion zwischen dem HpaA-Derivat mit der Mutation im NLS2-Sequenzmotiv und dem

T3S-Chaperon HpaB mittels GST-pull down Analysen nachgewiesen werden konnte.

3.3.6. Die NLS-Sequenz in der N-terminalen Region von HpaA beeinflusst die

Translokation von HpaA

Die Mutation im N-terminalen NLS-Sequenzmotiv von HpaA hat keine Auswirkung auf
dessen Sekretion (siehe Abschnitt 3.3.2). Es sollte nun anhand von Translokationsanalysen
die Frage geklart werden, ob das NLS-Sequenzmotiv in der N-terminalen Region die
Translokation von HpaA beeinflusst. Fir die Translokationsanalysen wurden die HpaA-
Derivate HpaA, HpaAn7; (die N-terminalen 70 Aminosaduren von HpaA), HpaAanso,
HpaAnLsim, HpaAacso und HpaAnisom als translationale Fusionen mit dem AvrBs3A2-Reporter
erstellt. Die Stdmme wurden zusammen mit den als Kontrolle dienenden Stammen 85* und
85*, welcher AvrBs3A2 synthetisierte, in resistente Paprikapflanzen der Kultivare ECW-10R
und ECW-30R infiltriert (Abb. 39).
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Wie zu erwarten war, verursachten die Stamme 85* und 85%, welcher AvrBs3A2
synthetisierte, keine sichtbaren Reaktionen auf Blattern der ECW-30R-Pflanzen. Im
Gegensatz dazu wurde wie erwartet HpaA-AvrBs3A2 und HpaAn7o-AvrBs3A2 durch den
Stamm 85 transloziert und |16ste eine AvrBs3-spezifische HR aus (Lorenz et al., 2008a).

Die Infiltration der Stamme 85*, welche die Fusionsproteine HpaAanes-AvrBs3A2 und
HpaAnLsim-AvrBs3A2 synthetisierten, induzierte in Blattern von ECW-30R-Pflanzen keine
AvrBs3-spezifische HR, wahrend die Fusionsproteine HpaAacso-AvrBs3A2 und HpaAnisom-
AvrBs3A2 von 85* weiterhin transloziert werden und die AvrBs3-spezifische HR in den
Pflanzenzellen ausléste (Abb. 39).

Die Fusionsproteine interferierten nicht mit der AvrBs1-spezischen HR. Die Proteinstabilitat
wurde immunologisch nachgewiesen (Abb. 39).

Die Ergebnisse flihren zu der Annahme, dass das N-terminale NLS-Sequenzmotiv von HpaA

die Translokation von HpaA bestimmt.

Es ist bereits bekannt, dass ein Prolin-Arginin-reiches Motiv in der N-terminalen Region von
T3-Effektoren die Translokation des Effektors beeinflusst (Escolar et al., 2001; Prochaska et
al., 2018). Im Fall von XopB, AvrBs1 und AvrBsT, T3-Effektoren aus Xcv, konnte mit Hilfe
von in planta-Translokationsanalysen bereits gezeigt werden, dass dieses N-terminale Motiv
eine HpaB-abhangige Translokation vermittelt (Prochaska et al., 2018).

Inwieweit der Verlust der HpaA-Translokation aufgrund der Mutation im NLS1-Motiv auf die
Erkennung durch das T3S-Chaperon HpaB zurickzufuhren ist, sollte anhand von
Translokationsanalysen mit der hpaB-Deletionsmutante gezeigt werden.

Die Fusionsproteine HpaAn7o-AvrBs3A2 und HpaAacso-AvrBs3A2 wurden von dem Stamm
85*AhpaB transloziert (Abb. 39), was vermutlich an die Deletion der HpaB-Bindungsstelle in
den Proteinen liegt (Lorenz et al., 2008a). Wie zu erwarten war, wurden die Proteine
AvrBs3A2, HpaA-AvrBs3A2 und HpaAanes-AvrBs3A2 durch den Stamm 85*AhpaB nicht
transloziert (Abb. 39). In diesen Proteinen ist entweder eine HpaB-Bindungsstelle lokalisiert
(HpaA-AvrBs3A2  und HpaAnisom-AvrBs3A2) oder das  T3S-Signal  und/oder
Translokationssignal ist deletiert. Interessanterweise wurde im Gegensatz zu den bereits
untersuchten Effektoren, XopB, AvrBs1 und AvrBsT (Prochaska et al., 2018), HpaAnLs1m-
AvrBs3A2 durch den Stamm 85*AhpaB nicht transloziert.

Die Infiltration aller Stdmme in Blatter der ECW-10R-Pflanze verursachte keine sichtbaren
Reaktionen entsprechend des Phanotyps des Stammes 85*AhpaB. Die Fusionsproteine
waren stabil synthetisiert (Abb. 39).

Mit Hilfe der in vitro-Translokationsanalysen konnte gezeigt werden, dass das N-terminale

NLS-Sequenzmotiv die Translokation von HpaA beeinflusst. Dies erfolgt HpaB-unabhangig,
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anders als im Fall von XopB, AvrBs1 und AvrBsT beschrieben wurde (Prochaska et al.,
2018).
85* 85*AhpaB
AvrBs3A2-Derivate AvrBs3A2-Derivate
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Abb. 39: Die Translokationsanalysen mit HpaA-Derivaten in 85* und 85*AhpaB.
(A) Es wurden die Stamme 85*, 85%, welcher AvrBs3A2, HpaA-AvrBs3A2, HpaAnro-AvrBs3A2, HpaAanso-

AvrBs3A2, HpaAnLsim-AvrBs3A2, HpaAacso-AvrBs3A2 oder HpaAnisam-AvrBs3A2 synthetisierten, in ECW-10R
und ECW-30R-Pflanzen mit einer Zelldichte von 2 x 10% kbE ml”" infiltriert. Fir die Proteinexpression wurden
jeweils gleiche Mengen Zellextrakt auf ein SDS-Gel geladen und anschlieRend mittels Western-Blot unter
Verwendung eines AvrBs3-spezifischen Antikdrpers analysiert. Zur besseren Erkennung der HR wurden die
Blatter zwei Tage nach der Inokulation in Ethanol entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen
hin. Die Ergebnisse wurden zweimal reproduziert. (B) Der Stamm 85*AhpaB, welcher AvrBs3A2, HpaA-
AvrBs3A2, HpaAn7o-AvrBs3A2, HpaAanso-AvrBs3A2, HpaAnLsim-AvrBs3A2, HpaAacso-AvrBs3A2 oder HpaAnLsom-
AvrBs3A2 synthetisierte, wurde in ECW-10R und ECW-30R-Pflanzen mit einer Zelldichte von 4 x 108 kbE ml’
infiltriert. FUr die Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen Zellextrakt angepasst nach der ODggo auf ein
SDS-Gel geladen und anschliefend mittels Western-Blot unter Verwendung eines AvrBs3-spezifischen
Antikdrpers analysiert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter drei Tage nach der Inokulation in
Ethanol entfarbt. Die Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die Ergebnisse wurden zweimal

reproduziert
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4. Diskussion

41. HrcS (SctS) von Xcv: eine essentielle T3-Komponente am Eingang des

Exportkanals

Der Exportapparat wurde bisher in Translokations-assoziierten T3SS aus tierpathogenen
Bakterien und im flagellaren T3SS analysiert (Hu et al., 2017; Kuhlen et al., 2018; Hu et al.,
2019; Johnson et al., 2019; Torres-Vargas et al., 2019). Er besteht aus den flnf
konservierten hydrophoben Transmembranproteinen SctR, SctS, SctT, SctU und SctV,
welche sich in der inneren Membran helikal zu einem Komplex aus finf SctR, vier SctS,
einem SctT und SctU sowie neun SctV Proteinen aufbauen (Wagner et al., 2010; Abrusci et
al., 2013; Dietsche et al., 2016; Zilkenat et al., 2016; Hu et al., 2017; Kuhlen et al., 2018;
Johnson et al., 2019; Torres-Vargas et al., 2019). Uber den Exportapparat aus

pflanzenpathogenen Bakterien ist hingegen wenig bekannt.

41.1. HrcS ist ein essentieller Pathogenititsfaktor und interagiert mit T3-

Komponenten des Exportapparates und des zytoplasmatischen Komplexes

Infektionsstudien und in vitro-Sekretionsstudien zeigten, dass HrcS essentiell ist fur die
Pathogenitadt von Xcv und die T3S (Kapitel 3.1.2.) (Huguet et al., 1998). HrcS (SctS)
assoziiert mit der bakteriellen Membran und wird nicht sekretiert (Kapitel 3.1.2 und 3.1.3). In
vitro-Interaktionsstudien zeigten zudem, dass HrcS mit den Komponenten des T3SS
interagiert, welchen in cryoelektronischen Aufnahmen vorhergesagt wird, eine raumliche
Nahe zum Exportapparat des T3SS von tierpathogenen Bakterien oder des Flagellums zu
besitzen (Kapitel 3.1.4.) (Hu et al., 2017; Kuhlen et al., 2018). Demnach korrelieren die
experimentellen Daten mit der bereits vermuteten Lokalisation von HrcS im Exportapparat.
Betrachtet man das aktuelle Modell des Exportapparates, welches dank cryoelektronischer
Daten von dem flagellarem T3SS aus Salmonella spp. entstanden ist, so ist zu erkennen,
dass fiunf SctR-Proteine und ein SctT-Protein zu einer pseudo-hexameren Struktur
assoziieren und sich an diesem RsT-Komplex vier SctS-Proteine periphar aufen anlagern
(Abb. 40). Da vermutlich nur vier SctS-Proteine assoziieren, entsteht an dem fiinften SctR-
Protein eine Bindungslicke. Uber in vivo-Photocrosslinking Studien wurde diese Position als
Bindungsstelle fiur SctU identifiziert (Abb. 40) (Kuhlen et al., 2018). SctV assoziiert als
Innermembranring um den Exportapparat (Abrusci et al., 2013; Hu et al., 2017; Kuhlen et al.,
2018).

Entsprechend dem Modell sollte HrcS aus Xcv mit sich selbst interagieren. Die HrcS-

Selbstinteraktion konnte jedoch mittels GST-pull down Analysen nicht gezeigt werden
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(Kapitel 3.1.4.). Der verwendete GST-tag hat ein Molekulargewicht von rund 26 kDa und ist
fast dreimal so grof wie HrcS (8,9 kDa). Hochstwahrscheinlich verhindert der grol3e GST-tag
an GST-HrcS eine maogliche Interaktion mit HrcS-c-Myc. Unter diesen Umstanden sollte far
weiterfihrende in vitro-Interaktionsstudien beztiglich der HrcS-Selbstinteraktion ein kleineres
Epitop, zum Beispiel Strep (Streptavidin) oder HA (human influenza hemagglutinin), im pull

down verwendet werden.

Abb. 40: Modell des SctRsS4T1U-Komplexes im T3SS.
Finf SctR-Proteine assoziieren angeordnet mit einem SctT-

SctRs
SctT,

SCtU1 funften SctR-Protein neben SctT positioniert sich ein SctU-

SctS,

Protein zu einem Hexamer. Auf zytoplasmatischer Seite ordnen

sich vier SctS-Proteine an vier der SctR-Proteine an. An dem

Protein mit seiner transmembranen Doméne, an der sich eine
zytoplasmatische Doméne anschlieRt. Der SctV-Ring bettet den

SctR5S4T1U1-Komplex in die Membran ein. Das Modell wurde
SctV,

erstellt anhand der Erkenntnisse von Kuhlen et al., 2018. PP,

Periplasma; IM, innere Membran; bZP, bakterielle Zytoplasma

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten,
dass HrcS mit der zytoplasmatischen Domane von HrcV (SctV) interagiert (Kapitel 3.1.4.).
Eine Interaktion von HrcS mit HrcU (SctU) wurde nicht detektiert (Kapitel 3.1.4.).
Interaktionen zwischen SctS und den Exportapparat-Komponenten SctV und SctU wurden
bereits im flagellaren T3SS aus Salmonella spp. beschrieben (Mcmurry et al., 2004; Hu et
al., 2017; Kuhlen et al., 2018). Im Gegensatz dazu konnte flr das HrcS-Homologe EscS aus
dem enteropathogenen Escherichia coli (EPEC) weder eine Interaktion flir EscV noch flr
EscU nachgewiesen werden (Tseytin et al., 2019). Womdglich besitzen diese Interaktionen
eine zu schwache Affinitat und befinden sich unter dem Detektionslimit oder im Fall von HrcU
(SctU), welches im Exportapparat nur als Monomer vermutet wird, assoziiert in Xcv an den
Exportapparat Uber eine Interaktion mit HrcR (SctR) oder HrcT (SctT) (Hu et al., 2017;
Kuhlen et al., 2018; Tseytin et al., 2019).

Fir HrcS aus Xcv kdnnte in zuklnftigen Interaktionsstudien untersucht werden, ob HrcS, da
es nach dem Modell vermutlich periphdr an den RsT{-Komplex assoziiert, mit der
zytoplasmatischen Domane von HrcU interagiert. Um weiterhin den Aufbau des
Exportapparates zu bestéatigen, sollten die Interaktionen 2zwischen HrcS und den
Komponenten des Exportapparates HrcR und HrcT sowie die HrcS- und HrcR-
Selbstinteraktion analysiert werden.

In den durchgefiihrten Protein-Protein-Interaktionsstudien wurde weiterhin eine Interaktion
zwischen HrcS und der ATPase HrcN (SctN) sowie dem ATPase Regulator HrcL (SctlL)
detektiert (Kapitel 3.1.4.). Diese Interaktionen wurden in T3SS oder Flagellen bislang nicht

beschrieben. Eine mogliche Regulation der Assoziation von HrcS an den RsT;-Komplex
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durch die ATPase und seinem Regulator ist eher unwahrscheinlich, da sich nach dem Modell
der Assemblierung des T3SS zuerst der Exportapparat aufbaut, dann die
Innermembranringkomponenten und schliel3lich der zytoplasmatische Komplex mit der
ATPase und seinem Regulator assoziiert (Abb. 41) (Diepold et al., 2010; Burkinshaw und
Strynadka, 2014; Wagner et al., 2018).

Loutside-in”

(A)
M {'i
ReSaTU; RsS,T,U,V,
()

+ J24D2s + KQLNOI Assemblierung + Pilus / Nadel
Abb. 41: Modell zur Assemblierung der T3SS.

(A) Der Exportapparat in der inneren Membran (IM) setzt sich helikal zusammen zunachst aus einem SctR-
Pentamer an dem sich ein SctT und vier SctS anlagern. Der Kernkomplex windet sich aus der Membran bei der
Assemblierung von SctU und neun SctV. (B) ,Outside-in“-Assemblierungsmodell mit unabhangiger Sekretin-
Assemblierung nach Diepold et al., 2010. Die Sekretin-Untereinheiten SctC assemblieren und formen eine Pore
in der duBeren Membran (AM). Das Sekretin rekrutiert anschlieRend die &uRere Innerringkomponente SctD,
welche an den vollstandigen SctJ-Exportapparat assembliert. (C) ,/nside-out‘-Assemblierungsmodell nach
Burkinshaw et al., 2015. An dem Exportapparat assemblieren die inneren und auferen Innermembranringe SctJ
und SctD. Die zytoplasmatischen Komponenten lagern sich an die zytoplasmatischen Doméanen von SctV und
SctD an. AnschlieBend assembliert das Sekretin. (D) Nach der Assemblierung wird der Pilus bzw. die Nadel
aufgebaut. Die Untereinheiten des ,inner rod“-Komplexes Sctl und des Pilus SctF werden als ,frihe* Substrate
T3-abhangig sekretiert.

Die Proteinnamen sind in GroRRbuchstaben angegeben, ohne den Vorsatz ,Sct‘. Das Modell ist von links nach
rechts entlang der Pfeile zu betrachten. rot, Exportapparat; blau, zytoplasmatische Komponenten; braun,

Basalapparat; griin, extrazelluldren Komponenten; Abbildung verandert nach Wagner et al., 2018.

Die Interaktion zwischen HrcS und HrcN bzw. HrcL als auch die zuvor diskutierten
Interaktionen zwischen HrcS und HrcV bzw. HrcU, sollten zusatzlich zum GST-pull down mit

Hilfe einer anderen Methode Uberprift werden.

86



Diskussion

4.1.2. Agiert HrcS als Akzeptor fiir Chaperone und T3-abhdngig sekretierte

Substrate?

T3-abhangig sekretierte Substrate werden auf bislang unbekanntem Weg zum Exportapparat
rekrutiert und passieren dort den T3-Transportkanal, um ins extrazellulare Milieu sekretiert
oder in die Wirtszelle transloziert zu werden. HrcV und HrcU, zwei Komponenten des
Exportapparates, und der zytoplasmatische Ring HrcQ konnten bereits als Akzeptorstellen,
welche Substrate empfangen und vermutlich fir die Sekretion und/oder Translokation
weiterleiten, identifiziert werden (Lorenz et al., 2012; Hartmann und Bdttner, 2013; Hausner
und Buttner, 2014). In dieser Arbeit zeigten in vitro-Interaktionsstudien, dass HrcS als
weitere Komponente des T3SS mit den Kontrollproteinen HpaA, HpaB und HpaC und den
Effektoren XopJ und XopF1 womdglich interagiert (Kapitel 3.1.4.).

Eine mogliche Theorie fir den Substrat-Transport ist, dass die Chaperon-Substrat-Komplexe
von der Substrat-Sortierungsplattform (Lara-Tejero et al., 2011) zunachst an den ATPase-

Komplex geleitet werden (Abb. 42). Dieser setzt die Substrate unter ATP-Verbrauch aus dem

Chaperon-Substrat-Komplex frei (Lorenz und Blttner, 2009).

. Effektor
C
"

Scts, | Export-
apparat

Substrat-

Sortierungs-
SAQ | platform
SctL
ATPase
(SctN)
Chaperon

Effektor/Chaperon
Abb. 42: Modellvorstellung fiir die Substraterkennung und -weiterleitung am T3SS.

Das T3-Substrat bzw. der Effektor wird mit Hilfe seines Chaperons zum T3SS rekrutiert. Dort angekommen wird
es zuerst (1.) von dem Substrat-Sortierungs-Komplex als T3-Substrat erkannt und an die ATPase weitergereicht.
2. An der ATPase dissoziiert das Substrat von seinem Chaperon unter ATP-Verbrauch. Das Substrat wird lber
die zytoplasmatische Domane von HrcV (3.) weiter zum Exportapparat (4.) des T3SS gereicht an dessen
Peripherie HrcS lokalisiert ist.
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Anschliefend Ubergeben die zytoplasmatischen Domanen von SctV und/oder SctU (Lorenz
und Battner, 2011; Hartmann und Buttner, 2013) die Substrate an den Exportapparat, an
dessen Peripherie SctS sitzt (Kuhlen et al., 2018). Eine Interaktion zwischen HrcS und der
zytoplasmatischen Doméane von HrcV (SctV) wurde in GST-pull down Analysen
nachgewiesen. SctS vermittelt dann vermutlich den Eintritt des Substrates in den
Exportkanal.

Eine direkte Interaktion zwischen HrcS (SctS) und HrcQ (SctQ), eine wesentliche
Komponente der Substrat-Sortierungsplattform, ware bei diesem Sekretionsmodell nicht
essentiell und wurde auch nicht beobachtet (Kapitel 3.1.4.).

Eine weitere entscheidende Rolle in diesem Sekretionsmodell wirde die zytoplasmatische
Domaéne von HrcS (SctS) spielen. Womdéglich steuert sie die Weitergabe des Substrates von
HrcV in den Exportkanal. In zuklnftigen Studien ware zu Uberprifen, ob die
zytoplasmatische Doméane von HrcS essentiell ist flir die T3S und die Pathogenitat von Xcv.
In Interaktionsstudien mit HrcS-Derivaten konnten die Bereiche, an denen die
zytoplasmatischen Komponenten des T3SS (HrcV, HrcN, Hrcl), die Chaperone und die T3S-
Substrate (XopdJ, XopF1) binden, identifiziert werden.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten in silico-Analysen beschrieben ein konserviertes
hydrophobes Sequenzmotiv A¢3-(X)s-L1g in der N-terminalen Domane (Kapitel 3.1.1.). Um
den Beitrag dieses Sequenzmotives zur Proteinfunktion untersuchen zu kénnen, sollten
HrcS-Derivate mit Punktmutationen im Aq3-(X)s-L1g -Motiv auf ihre Interaktion mit den vorher
identifizierten Bindungspartnern von HrcS analysiert werden. Des Weiteren sollte der
Einfluss dieser Mutation auf die T3S und Pathogenitat von Xcv Uberprift werden.
Interessanterweise wird fir das HrcS-Homologe Protein FliQ (SctS) im flagellaren T3SS aus
Salmonella spp. keine N-terminale zytoplasmatische Domane vorhergesagt (Kuhlen et al.,
2018). Stattdessen werden fur das kleine Protein zwei Transmembrandomanen
prognostiziert (Dietsche et al., 2016; Taylor et al., 2016; Kuhlen et al., 2018). Sollte die
Mutation im A43-(X)4-L1g -Motiv von HrcS lediglich einen Einfluss auf die Interaktion mit den
zytoplasmatischen Bindungspartnern aufweisen und keine Auswirkung auf die
periplasmatischen Bindungspartner aufzeigen, wirde das Ergebnis fiir die vorhergesagte
Struktur von HrcS mit nur einer Transmembrandomane flankiert von einer zytoplasmatischen

und einer periplasmatischen Domane sprechen (Berger et al., 2010).
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4.1.3. Die periplasmatische Doméane von HrcS ist essentiell fiir die Pathogenitit von
Xcv und T3S

Die C-terminale periplasmatische Domane von HrcS hat eine Grofle von 30 Aminosauren
(Berger et al., 2010). Durch den Sequenzvergleich mit HrcS-homologen Proteinen Iasst sich
ein konserviertes Sequenzmotiv in der C-terminalen Domane erkennen, welches als Kss-(X)3-
Vsg-(X)s-I/Ls2-(X)s-Wss bezeichnet wird (Kapitel 3.1.1.). Die Deletion der C-terminalen
Domane von HrcS fuhrt zum vollstandigen Verlust der Pathogenitat von Xcv (Kapitel 3.1.2.).
In vitro-Sekretionsanalysen zeigten, dass die Deletion dieser Domane die Sekretion von
HrpF und HrpB2 blockiert.

In Protein-Protein-Interaktionsstudien mit HrcS wurde neben zahireichen zytoplasmatischen
Komponenten des T3SS auch die periplasmatische Komponente HrpB1 als mdglicher
Interaktionspartner in vitro und in vivo nachgewiesen (Kapitel 3.1.4.). HrpB1 ist eine
essentielle periplasmatische Komponente des T3SS in Xcv und ist vermutlich ein Bestandteil
des putativen ,inner rod“-Komplexes zusammen mit HrpB2 (Hartmann et al., 2012; Hausner
et al., 2013). Fehlt HrpB1 erfolgt keine Sekretion von HrpB2, vom Pilusprotein HrpE und vom
Translokonprotein HrpF (Rossier et al., 2000; Hartmann et al., 2012; Hausner et al., 2013).
Daher ist der Einbau von HrpB1 in den putativen ,inner rod“-Komplex vermutlich essentiell
fir die weitere Assemblierung des T3SS (Rossier et al., 2000; Hartmann et al., 2012;
Hausner et al., 2013; Torres-Vargas et al., 2019).

Die nachgewiesene Interaktion zwischen dem periplasmatischen Protein HrpB1 und HrcS
lasst vermuten, dass HrcS an dem Aufbau und der Stabilisierung des ,inner rod“-Komplexes
beteiligt ist. Interessanterweise zeigt der Xcv-Stamm mit der Deletion der C-terminalen
Doméne von HrcS einen vergleichbaren Phanotyp wie die hrpB1-Deletionsmutante (Rossier
et al., 2000; Hartmann et al., 2012; Hausner et al., 2013). Im Einklang damit konnte bereits
gezeigt werden, dass sowohl HrpB1 als auch die C-terminale Domane von HrcS in Xcv im
Periplasma lokalisiert sind (Berger et al., 2010; Hartmann et al., 2012; Hausner et al., 2013).
Vermutlich unterstiitzt HrcS Uber seine periplasmatische Doméane die Assoziation von HrpB1
an das T3SS. Ob die C-terminale periplasmatische Domane von HrcS eine Bindungsdomane
fir HrpB1 besitzt, kdnnten Interaktionsstudien, zum Beispiel GST-pull down Analysen, mit
dem HrcS-Deletionsderivat zeigen.

Im Bezug auf HrpB1 sind bereits Derivate bekannt (HrpB1cgsa) und HrpB1(L128a)), Welche
weiterhin mit den HrpB1-Interaktoren HrpB1, HrpB2, HrpE, HrcD, HrcC und Peptidoglykan
interagieren, jedoch einen Verlust der Virulenz in Xcv hervorrufen (Hausner et al., 2013).
Womoglich hat eine oder sogar beide Aminosauresubstitutionen Einfluss auf die Interaktion
mit HrcS. Weitere Interaktionsstudien mit Derivaten von HrcS und HrpB1 kénnten Aufschluss

Uber die Interaktion zwischen den beiden Proteinen geben. Eine Interaktion zwischen SctS
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und dem ,inner rod“-Proteinen wurde bisher bei T3SS aus tierpathogenen Bakterien nicht
beschrieben. Es wird lediglich eine Interaktion zwischen SctR bzw. SctT und den ,inner rod“-

Proteinen postuliert (Torres-Vargas et al., 2019)

Die Analyse von Punktmutationen und Deletionen in HrcS sollte den Einfluss der
periplasmatischen Domane und den konservierten Aminosauren auf die Virulenz, T3S,
HrpB1-Interaktion und HrcR/S/T-Interaktion klaren.

Bereits durchgefiihrte Experimente mit kleineren Deletionen von drei bis vier Aminosauren
(A54-58, A61-65, A73-76, AB0-84) in der periplasmatischen Doméane von HrcS fiihrten stets
zu einem Verlust der Pathogenitat von Xcv (Otten, C., Hausner, J. und Bittner, D.,
unveroffentlicht). Diese Deletionen lagen nicht in allen Fallen im konservierten
Sequenzmotiv, verursachten aber dennoch eine Kirzung der periplasmatischen Domane
von HrcS. Womdglich ist die Lange der periplasmatischen Domane essentiell fir die
Interaktion mit dem periplasmatischen Protein HrpB1 oder HrcR/S/T. Interaktionsstudien zur
moglichen Klarung dieses Sachverhaltes stehen noch aus.

Des Weiteren wurden Infektionsexperimente und in vitro-Sekretionsanalysen mit HrcS-
Mutanten durchgefihrt, bei denen insbesondere das Ks; aus dem konservierten
Sequenzmotiv als essentielle Aminosdure flr die Funktion von HrcS identifiziert wurde
(Otten, C., Hausner, J. und Buttner, D., unveroffentlicht).

Bereits bei den HrcS-Homologen aus den flagellaren und tierpathogenen T3SS ist bekannt,
dass die Aminosaure Ks, Salzbriicken zum E4 des benachbarten SctS im Exportapparat
aufbaut (Kuhlen et al., 2018; Tseytin et al.,, 2019). Das Fehlen der Salzbriicken hat keinen
Einfluss auf die SctS-Selbstinteraktion, bedingt jedoch eine verformte 3D-Anordnung des
Exportapparates in der inneren Membran, was im Einzelnen die Assoziation des
zytoplasmatischen Ringes SctQ hemmt und letztendlich die T3S blockiert (Kuhlen et al.,
2018; Tseytin et al., 2019). Um Herauszufinden, ob das Ks, in HrcS aus Xcv ebenfalls
Salzbriicken aufbaut zur Stabilisierung des Exportapparates in der inneren Membran, kann
Uberprift werden, ob die HrcS-Punktmutante in Xcv ahnlich der EscS-Mutante in EPEC unter
dem Fluoreszenzmikroskop eine Reduktion der Foci-Anzahl von GFP-HrcQ bewirkt (Tseytin
et al., 2019). Die Fluoreszenzmikroskopie ist mittlerweile eine gangige Methode zur
Untersuchung der Assemblierung des T3SS. Dabei werden komplexbildende Komponenten
des T3SS mit Fluoreszenzproteinen translational fusioniert, welche anschliellend unter dem
Fluoreszenzmikroskop als distinkte Fluoreszenzpunkte (Foci) in der Zelle zu sehen sind
(Diepold et al., 2010; Li und Sourjik, 2011; Morimoto et al., 2014; Diepold et al., 2015). In Xcv

wurde bereits HrcQ-sfGFP auf diese Weise analysiert (Hausner et al., 2019).

90



Diskussion

4.2. HrpB?7 ist ein Mitglied der Proteinfamilie HrpO/FliJ/YscO

Zu Beginn dieser Arbeit war Uber das Protein HrpB7 aus Xcv nicht viel bekannt. Es existierte
eine hrpB7-Mutante, die von Codon 28 bis 125 eine Deletion tragt. Diese Mutante baute
keine T3S-Pili auf, was vermutlich zum vollstandigen Verlust der Pathogenitat beitrug (Weber
et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurden bioinformatische Analysen durchgefihrt auf
der Suche nach essentiellen Sequenz- und Strukturmotiven, welche die Funktion von HrpB7
fir die T3S definieren kdnnten. Einige der Motive wurden in dieser Promotionsarbeit

analysiert (Kapitel 3.2.).

4.2.1. HrpB7 formt hochmolekulare Komplexe durch die Bildung von intra- und

intermolekularen coiled-coil Strukturen

Die in silico-Analysen mit HrpB7 zeigten, dass das 18,8 kDa grof3e Protein in der N- und C-
terminalen Region Leucin-Heptadenmuster besitzt, welche die Grundlage sind zur
Ausbildung von coiled-coil Strukturen (Kapitel 3.3.1.) (Burkhard et al., 2001; Mason und
Arndt, 2004). Ein coiled-coil Motiv besteht aus zwei oder mehr a-Helices, die sich zu einer
linksdrehenden Superhelix umeinander winden (Burkhard et al., 2001; Mason und Arndt,
2004). In Ubereinstimmung dazu wurde fir HrpB7 von SWISS-MODEL eine Proteinstruktur
vorhergesagt, bestehend aus zwei um sich gewundenen a-Helices (Kapitel 3.2.1.). Coiled-
coil Motive unterstutzen die Oligomerisierung innerhalb von und zwischen Proteinen
(Burkhard et al., 2001; Mason und Arndt, 2004). Zudem wird diese Oligomerisierung noch
stabilisiert, wenn sich, wie im Fall von HrpB7, Cysteine im Leucin-Heptadenmuster befinden
zur Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen den Helices (Kapitel 3.2.1.) (Zhou et al., 1993;
Haudenschild et al., 1995; Drehkopf et al., 2020). Im Einklang mit den in silico-Daten zeigt
HrpB7 in Proteingelen hochmolekulare Komplexe, die hitzestabil sind und keine
Veranderungen in 4 M Harnstoff oder 50 % (v/v) B-Mercaptoethanol besitzen (Kapitel 3.2.3.)
(Drehkopf et al., 2020). Hochstwahrscheinlich sind die Disulfidbriicken durch die Windung
der a-Helices im Inneren der coiled-coil Struktur lokalisiert, sodass das p-Mercaptoethanol
diese nicht reduzieren kann. Im Fall des Harnstoffs sollte in einem weiteren Versuch eine
hohere Konzentration verwendet werden (circa 6-8 M) (Scholtz et al., 1995; Bennion und
Daggett, 2003).

Der Austausch der Cysteine gegen Alanin im Leucin-Heptadenmuster (Kapitel 3.2.4.) ebenso
wie ein Austausch der Leucine in den N- und C-terminalen Heptadenmuster gegen Serin
oder Glycin und damit die Auflosung der Heptadenmuster (Drehkopf et al., 2020),
beeintrachtigten die Komplexbildung von HrpB7. Dies bestdtigt, dass die Leucin-

Heptadenmuster als auch die Disulfidbriicken die HrpB7-Komplexe stabilisieren (Kapitel
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3.2.4.) (Drehkopf et al., 2020). Die HrpB7-Selbstinteraktion wurde zusatzlich im Rahmen
dieser Arbeit mittels MST quantifiziert (Kapitel 3.2.6.). Demnach ist HrpB7 hochaffin mit einer
Dissoziationskonstante des Komplexes von 127 nM. Fir das HrpB7-Homolog CT670 wurde
eine deutich héhere Dissoziationskonstante mit 500 uM vermessen (Lorenzini et al., 2010).
Je Kkleiner der Wert einer Dissoziationskonstante ist, desto starker die Bindung.
Hochstwahrscheinlich haben die Disulfidbricken in HrpB7 aus Xcv einen groRen Einfluss auf
die Dissoziationskonstante des HrpB7-Komplexes. CT670 aus C. trachomatis weist keine

Cysteine im Leucin-Heptadenmuster auf (Kapitel 3.2.1.).

4.2.2. HrpB7 Dbesitzt Gemeinsamkeiten 2zu Vertretern der HrpO/FliJ/YscO-

Proteinfamilie

Kleine Proteine mit einem coiled-coil Proteinfaltungsmotiv sind bereits aus dem
tierpathogenen und flagellaren T3SS bekannt (Evans et al., 2006; Gazi et al., 2008; Cherradi
et al., 2014). Trotz geringer Sequenzidentitat untereinander besitzen diese Proteine eine
coiled-coil Struktur, sind im hrp-Gencluster stromabwarts der T3SS-ATPase kodiert und
essentiell fir die Pathogenitait des Bakteriums. Diese Proteine werden in der
HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie zusammengefasst (Evans et al., 2006; Gazi et al., 2008;
Cherradi et al., 2014). HrpB7 aus Xcv ist vermutlich auf Grund der gleichen Merkmale ein
Teil dieser Proteinfamilie (Drehkopf et al., 2020).

HrpB7 ist essentiell fur die T3-abhangige Sekretion vom .inner rod“-Protein HrpB2, dem
Translokonprotein HrpF, Effektoren und wird selbst nicht sekretiert (Kapitel 3.2.2.) (Drehkopf
et al., 2020). Translokationsanalysen bestatigten in weiterfihrenden Experimenten den
Verlust der Effektortranslokation in einer hrpB7-Deletionsmutante (Drehkopf et al., 2020).

Die Proteine der HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie, die dem tierpathogenen oder flagelldren
T3SS angehdren, sind ebenfalls essentiell fir die T3S (Evans et al., 2006; Gazi et al., 2008;
Cherradi et al., 2014). Bezuglich der eigenen T3-abhangigen Sekretion dieser kleinen
Proteine herrschte zunachst Uneigkeit. So wird das HrpB7-Homolog YscO aus Yersinia
pestis und Yersinia enterocolitica T3-abhangig sekretiert, wahrend YscO aus Yersinia
pseudotuberculosis oder Spa13 aus Shigella flexneri nicht im Uberstand detektierbar sind
(Payne und Straley, 1998; Diepold et al., 2012; Mukerjea und Ghosh, 2013; Cherradi et al.,
2014). Die Diskrepanz der experimentellen Daten von Yersinia spp. fiel bereits den Autoren
Mukerjea und Ghosh in ihrer Publikation 2013 auf (Mukerjea und Ghosh, 2013). Daher
untersuchten sie in einem zusatzlichen Sekretionsassay die Sekretion des endogenen YscO
Proteins mit Hilfe eines polyklonalen anti-YscO-Antikorpers. Dieses Experiment bestatigte,

dass YscO aus Yersinia pseudotuberculosis nicht sekretiert wird in Ubereinstimmung mit den
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Daten zu Spa13 aus Shigella flexneri und HrpB7 aus Xcv (Mukerjea und Ghosh, 2013;
Cherradi et al., 2014; Drehkopf et al., 2020).

HrpB7 bildet stabile Komplexe (Kapitel 3.2.3.) (Drehkopf et al., 2020). Auch die Mitglieder der
HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie zeigen Dimerisierung, Trimerisierung und Tetramerisierung
(Fraser et al., 2003; Lorenzini et al., 2010). Von potentiellen coiled-coil Proteinen ware nicht
nur eine Selbstinteraktion, sondern auch eine Interaktion zu anderen umgebenden
Komponenten zu erwarten (Delahay und Frankel, 2002). So interagiert zum Beispiel Spa13
aus Shigella flexneri mit der ATPase SctN, der zytoplasmatischen Ring-Komponente SctQ
und den Exportapparat-Komponenten SctV und der gespaltenen Form von SctU (Cherradi et
al., 2014). Im flagellarem T3SS wurde eine Interaktion zwischen dem HrpB7-Homolog FliJ
und dem ATPase-Regulator SctL, SctV sowie zu Chaperonen nachgewiesen (Gonzalez-
Pedrajo et al., 2002; Fraser et al., 2003; Evans et al., 2006; Ibuki et al., 2013). Im Einklang
zu den Vertretern der HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie interagiert HrpB7 von Xcv in in vitro-
Interaktionsstudien mit dem Chaperon HpaB, mit HpaA, HrcV, HrcL und HrcQ (Kapitel 3.2.5.)
(Drehkopf et al., 2020). Als weitere mogliche Interaktionspartner konnten die ATPase HrcN
und die Innermembranring-Komponente HrcD detektiert werden (Drehkopf et al., 2020).
Keine Interaktion war zwischen HrpB7 und dem T3S4-Protein HpaC sowie zwischen HrpB7
und den Effektoren XopJ und XopF1 nachweisbar (Kapitel 3.2.5.).

Da HrpB7 und die Proteine der HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie allgemein betrachtet mit
Komponenten des zytoplasmatischen Komplexes und Innermembranring-Komponenten
interagiert, wird eine Lokalisation im zytoplasmatischen Komplex vermutet (Gonzalez-
Pedrajo et al., 2002; Fraser et al., 2003; Evans et al., 2006; Cherradi et al., 2014; Drehkopf
et al., 2020). Lokalisierungsstudien diesbezlglich zeigten, dass HrpB7 als Monomer und in
Form von Komplexen unter T3SS-induzierenden Bedingungen sowohl im bakteriellen
Zytoplasma als auch an der bakteriellen Membran lokalisiert (Kapitel 3.2.3.) (Drehkopf et al.,
2020). Dabei ist zu vermerken, dass HrpB7 an die innere Membran auf zytoplasmatischer
Seite assoziiert und nicht in die Membran inseriert unabhangig von anderen Komponenten
des T3SS (Drehkopf et al., 2020). Interessanterweise ist auch das HrpB7-Derivat, in der die
Leucine im N- und C-terminalen Heptadenmuster gegen Glycine ausgetauscht sind und
keine Komplexe formt, sowohl im bakteriellen Zytoplasma als auch an der bakteriellen
Membran lokalisiert (Drehkopf et al., 2020). Dies Ilasst vermuten, dass die
Membranassoziierung von HrpB7 nicht von der coiled-coil Struktur des Proteins gesteuert
wird, sondern moglicherweise von einem anderen Sequenzmotiv abhangig ist. Der Nachweis

dieser Theorie steht noch aus.
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4.2.3. HrpB7 ist Bestandteil des zytoplasmatischen Komplexes im T3SS

Die Lokalisierung von HrpB7 auf zytoplasmatischer Seite der inneren Membran, sowie die
nachgewiesenen putativen Interaktionspartner deuten an, dass HrpB7 ein Bestandteil des
zytoplasmatischen Komplexes im T3SS ist (Kapitel 3.2.5.) (Drehkopf et al., 2020). Ahnlich zu
HrpB7 wird auch fir die homologen Proteine eine Membranassoziation postuliert (Payne und
Straley, 1998; Cherradi et al., 2014). Interessanterweise deuten Kristallstrukturen von FliJ
und CT670 daraufhin, dass die Proteine der HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie strukturelle
Ahnlichkeit zur y-Untereinheit der FoF;-ATPase besitzen, welche die zentrale Saule der
hexameren ATPase ist (Abb. 43 A) (Lorenzini et al., 2010; Ibuki et al., 2013; Kondo et al.,
2018; Majewski et al., 2019). Die y-Untereinheit der FoF-ATPase besteht ebenfalls aus einer
N- und einer C-terminalen Helix, wobei die N-terminale Helix die ATP-Hydrolyse steigert und
die C-terminale Helix essentiell ist flir die Assemblierung des ATPase-Hexamers (Kondo et
al., 2018).

(A) aus (Preiss et al., 2015) (B) Modell des HrpB7-HrcN-Komplexes (nach Majewski et al., 2019)
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Abb. 43: Vergleich der FoF1-ATP-Synthase mit dem Modell des HrpB7-HrcN-Komplexes.

(A) Es ist ein Modell der bakteriellen FoF1-ATP-Synthase dargestellt. Das Enzym setzt sich zusammen aus einem
Kopfteil, der F4-ATPase, und einem transmembranen Teil, Fo genannt. Fo und Fi bestehen aus mehreren
Untereinheiten, wie in der Abbildung gezeigt ist. Der rotierende Stiel, die y-Untereinheit (rot), ist assoziiert mit
dem Rotor ¢ (blau), der sich in der Membran dreht. Der Stator besteht aus Transmembranuntereinheiten a und
weitere Untereinheiten b und 9, die einen langlichen Arm bilden, um die katalytische a/B-Untereinheit zu fixieren.
(B) Ein Modell des HrpB7-HrcN-Komplexes ist gezeigt. HrpB7(rot) interagiert als Dimer mit der ATPase HrcN
(griin) und vermutlich durch die ATPase hindurch mit HrcL (lila). Durch eine mdgliche Rotationsbewegung von
HrpB7, hervorgerufen durch die ATP-Hydrolyse von HrcN, assoziiert HrpB7 zeitweise mit HrcVe, HrcS und
vermutlich weiteren Komponenten des Exportapparates. Die Fixierung der ATPase erfolgt tUiber die Komponenten

HrcL, HrcQ, HrpB4 und den Transmembranproteinen HrcJ und HrcD.
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Fur die HrpB7-homologen Proteine FliJ und EscO wurde bereits ein positiver Effekt fir die
ATPase-Hexamerisierung und ATPase-Aktivitat gezeigt (Fraser et al., 2003; Lorenzini et al.,
2010; Ibuki et al., 2011; Ibuki et al., 2013; Cherradi et al., 2014; Romo-Castillo et al., 2014;
Majewski et al., 2019). Im Gegensatz zu EscO und FliJ zeigten weiterfiihrende Analysen,
dass HrpB7 die ATPase-Aktivitdt von HrcN in vitro vermutlich nicht beeinflusst (Drehkopf et
al., 2020). Des Weiteren deuten Fluoreszenzmikroskopiestudien an, dass HrpB7
mdglicherweise nicht flr die Assemblierung des ATPase-Hexamers essentiell ist (Drehkopf
et al., 2020). Allerdings fehlen diesbeziiglich noch weitere Analysen. Es ist dennoch méglich,
dass HrpB7 keinen Einfluss auf die ATPase besitzt, da auch fiir YscO aus Yersinia spp. dies
nicht bestatigt werden konnte (Riordan und Schneewind, 2008; Diepold et al., 2012;
Mukerjea und Ghosh, 2013). Eine cryoelektronische Aufnahme des EscO-EscN-Komplexes
bestatigte weiterhin die Theorie, dass von EscO, wie bei der y-Untereinheit der FoF,-ATPase,
die C- und N-terminalen coiled-coil Regionen in die C-terminale Offnung des ATPase-
Hexamers inserieren (Majewski et al., 2019). Inwieweit EscO als Monomer oder Dimer
inseriert, ist unklar, da EscO in der cryoelektronischen Aufnahme nicht vollstandig aufgelost
war. Es wird vermutet, dass EscO entsprechend dem katalytischem Mechanismus der
ATPase rotiert analog zur y-Untereinheit der FoF-ATPase (Abb. 43 B) (Majewski et al.,
2019). Die Aufgabe der Rotation besteht vermutlich darin die freigesetzten Chaperone aus
den Chaperon-Substrat-Komplexen von der ATPase zu |6sen (Evans et al., 2006; Cherradi
et al., 2014).

Es ware denkbar, dass HrpB7 in den vorhergesagten Komplex mit dem ATPase-Hexamer
als Dimer assoziiert, da das Strukturvorhersageprogramm ProCoil (Mahrenholz et al., 2011)
eine Dimerisierung postuliert. Uber eine mdgliche Rotation, &hnlich der y-Untereinheit der
FoF1-ATPase, kénnte HrpB7 mit den Interaktoren HrcV und HrcS assoziieren und zugleich
die Chaperone von der ATPase HrcN befreien (Abb. 43 B) (siehe Kapitel 4.2.2.) (Evans et
al., 2006; Cherradi et al., 2014). Kristallstrukturen oder cryoelektronische Aufnahmen des
zytoplasmatischen Komplexes kdnnten einen tieferen Einblick in dessen Aufbau gewahren.
Die Funktion als ,Chaperon-Freisetzer” konnte untersucht werden, indem HrpB7 in den
chaperone release assay nach Lorenz et al., 2009 mit zugegeben wird. Hierbei ist das
Chaperon HpaB (ber ein GST-Epitop an Glutathion-Sepharose immobilisiert und wird mit
aus E. coli gereinigten Strep-HrcN inkubiert (Lorenz und Bittner, 2009). Nach der Entfernung
ungebundener Proteine kdnnte aus E. coli gereinigtes HrpB7 zum Ansatz hinzugegeben
werden. Die Detektion von HrcN im Uberstand wére ein Hinweis, ob HrpB7 freie Chaperone

von der ATPase HrcN losen kann.
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4.2.4. Die Komplexbildung und das Glutamat-reiche Motiv in HrpB7 fordern die T3S

und die Pathogenitit von Xcv

Durch den Austausch der Leucine (Drehkopf et al., 2020) oder Cysteine (Kapitel 3.2.4.)
(Drehkopf et al., 2020) im Heptadenmuster von HrpB7 wurde das coiled-coil Motiv und damit
die Komplexbildung als wichtiges Merkmal von HrpB7 identifiziert, welches nicht nur die T3S
fordert, sondern auch zur vollstdndigen Virulenz beitragt. Essentiell fir die Proteinfunktion
von HrpB7 ist die Komplexbildung vermutlich nicht, da der Austausch der Leucine gegen
Serin in den N- und C-terminalen Heptadenmuster zwar die Komplexbildung inhibiert, die
Virulenz von Xcv allerdings nur partiell reduziert (Drehkopf et al., 2020).

Einen Verlust der Pathogenitat wurde bei der HrpB7-Mutante beobachtet, in der die Leucine
gegen Glycine in den N- und C-terminalen Heptadenmuster ausgetauscht wurden (Drehkopf
et al., 2020). Dieses HrpB7-Derivat bildete auch keine Komplexe mehr und zeigte im GST-
pull down keine Interaktion zu den HrpB7-Interaktoren HpaB, HrcQ und HrcD (Drehkopf et
al., 2020). Die Aminosaure Glycin gilt als Helixbrecher. Vermutlich ist die Interaktion
zwischen HrpB7 und den umgebenden T3-Komponenten von der coiled-coil Struktur des
einzelnen Proteins abhangig und nicht von dem HrpB7-Komplex, weshalb die HrpB7-
Mutante mit dem Leucin-Serin-Austausch noch partiell pathogen ist. In zuklnftigen
Interaktionsstudien sollte das HrpB7-Derivat mit einbezogen werden, in der der Austausch
der Leucine gegen Serin in den N- und C-terminalen Heptadenmuster erfolgte. Des Weiteren
sollte die Sekundarstruktur der beiden HrpB7-Derivate zum Beispiel mittels

Circulardichroismus geklart werden.

Fir die Komplexbildung und die Funktion von HrpB7 ist vermutlich die Lange der beiden um
sich gewundenen a-Helices entscheidend. Eine Deletion von 20 Aminosauren in der C-
terminalen Helix auferhalb des Heptadenmusters in HrpB7 flhrte zu einem vollstandigen
Verlust der HrpB7-Komplexbildung, T3S und Pathogenitat des Xcv-Stammes (Kapitel 3.2.4.).
Parallelen dazu zeigt FliJ aus dem flagellarem T3SS. Das HrpB7-Homolog ist zur Erfiillung
seiner Funktion gegentber jeder Deletion von zehn Aminosauren innerhalb des Proteins
intolerant (Fraser et al., 2003). Ein weiterer Faktor neben der mdglicherweise
entscheidenden Lange der beiden um sich gewundenen a-Helices kdnnte die Deletion einer
Bindungsdomane der vielen Interaktoren von HrpB7 sein (Fraser et al., 2003).
Interaktionsstudien hierfur stehen noch aus.

Die Proteine der HrpO/FliJ/YscO-Proteinfamilie besitzen viele Interaktoren (Gonzalez-
Pedrajo et al., 2002; Fraser et al., 2003; Evans et al., 2006; Cherradi et al., 2014; Drehkopf

et al., 2020). Der wesentliche Unterschied ist die vorhandene Interaktion zum T3S4-Protein

96



Diskussion

und die Interaktion zur gespaltenen oder ungespaltenen Form von SctU, woraus sich
verschiedene Theorien zur Funktion der HrpB7-homologen Proteine entwickelt haben.
Existiert eine Interaktion zum T3S4-Protein und zur ungespaltenen Form von SctU, liegt die
noch unbekannte Funktion des HrpB7-Homologs vermutlich vor dem ersten
Substratspezifitdtswechsel (Yersinia spp., Chlamydia trachomatis) (Riordan und
Schneewind, 2008; Lorenzini et al., 2010; Mukerjea und Ghosh, 2013). Im Gegensatz dazu
ist die Funktion fiir die HrpB7-homologen Proteine FliJ aus dem flagellaren T3SS und Spa13
aus Shigella flexneri klarer definiert. Diese Proteine interagieren nicht mit dem T3S4-Protein
und zeigen eine hohere Affinitat zur gespaltenen Form von SctU (Minamino et al., 2000;
Minamino und Macnab, 2000a; Evans et al., 2006; Cherradi et al., 2014). lhre Aufgabe
besteht darin, zunachst die Assemblierung des T3SS zu férdern und spater die aus dem
Chaperon-Substrat-Komplex freigewordenen Chaperone von der ATPase abzulésen (Evans
et al., 2006; Cherradi et al., 2014).

Eine Interaktion zwischen HrpB7 aus Xcv mit dem T3S4-Protein HpaC konnte nicht
nachgewiesen werden (Kapitel 3.2.5.). Zukiinftige Interaktionsstudien sollten die Interaktion

zwischen HrpB7 und der gespaltenen und ungespaltenen Form von HrcU fokussieren.

Das Glutamat-reiche Motiv in HroB7

Die Deletion des Glutamat-reichen Motivs (E-Motiv) in der C-terminalen Region von HrpB7
fuhrt zum Verlust der T3S und Pathogenitat von Xcv. Dieses HrpB7-Derivat bildet noch
Komplexe, was vermutlich auf eine weitere Funktion des Proteins deutet neben der
Komplexbildung (Kapitel 3.2.4.). Die HrpB7-Mutante, in der die Glutamate des Motivs gegen
Alanin substituiert wurden, zeigte ebenfalls den gleichen Phanotyp wie das HrpB7-
Deletionsderivat. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass das Defizit auf die Kirzung
der C-terminalen Helix zurickzufuhren ist. Das E-Motiv ist auch in einigen homologen
Proteinen zu finden, wie zum Beispiel YscO aus Yersinia pestis, CT670 aus Chlamydia
trachomatis oder PscO aus Pseudomonas aeroginosa (Kapitel 3.2.1.) (Mukerjea und Ghosh,
2013). Bisher wurde dieses Motiv aber nicht analysiert. Fir FliJ aus dem flagellarem T3SS
ist die C-terminale Region als Bindungsdomane fiir die Interaktion mit SctL beschrieben
wurden (Fraser et al., 2003). Allerdings ist das E-Motiv in FliJ nicht konserviert (Kapitel
3.2.1.) (Mukerjea und Ghosh, 2013). Ob das E-Motiv als Bindungsstelle in HrpB7 flr die
HrcL-Interaktion fungiert, konnten zukinftige Interaktionsstudien zwischen den HrpB7-
Derivaten und HrcL zeigen. Auch wenn HrcL nicht an der C-terminalen Region von HrpB7
bindet, so sollten weitere Interaktoren getestet werden. Bereits die Ergebnisse der
Infektionsexperimente deuteten an, dass die C-terminale Region von HrpB7 fur die

vollstandige Virulenz von Xcv essentiell ist. Die ektopische Expression des Gens hrpB7 mit
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einem C-terminalen c-myc-Epitop hatte einen negativen Einfluss auf die Virulenz des Xcv-
Stammes (Kapitel 3.2.2.). Die C-terminale Region von HrpB7 mit dem E-Motiv kdnnte, wie im
Fall von FliJ, eine wichtige Bindungsdomane zu den benachbarten zytoplasmatischen
Komponenten des T3SS sein zum Beispiel der ATPase oder mdglicherweise das Chaperon
von der ATPase |6sen (Evans et al., 2006; Cherradi et al., 2014).

4.3. HpaA interagiert mit zahireichen Komponenten des T3SS und ist vermutlich

essentiell fiir den Substratspezifitatswechsel

HpaA zeigt typische Merkmale eines Effektors. Es bindet das T3S-Chaperon HpaB, wird
sekretiert und in die Wirtszelle T3-abhangig transloziert, wo es mit Hilfe von zwei
Kernlokalisierungssequenzen in den Zellkern lokalisiert (Huguet et al., 1998; Lorenz et al.,
2008a). Interessanterweise ist die Kernlokalisierung von HpaA in der Wirtszelle jedoch nicht
entscheidend fir die Virulenz von Xcv. Essentiell hingegen flir die Pathogenitat des
Bakteriums ist vermutlich, dass HpaA sekretiert wird (Lorenz et al., 2008a). Des Weiteren
zeigt HpaA auch Merkmale eines Kontrollproteins. Eine hpaA-Deletionsmutante ist nicht in
der Lage Pilus-, Translokon- und Effektorproteine zu sekretieren (Huguet et al., 1998; Lorenz
et al., 2008a). Auf Grund der bisherigen Daten existierte zu Beginn dieser Arbeit das Modell,
dass HpaA das T3S-Chaperon HpaB bindet und blockiert bis Pilus und Translokon
aufgebaut sind. AnschlieRend wird HpaA HpaB-abhangig sekretiert und in die Wirtzelle als
erster Effektor transloziert (Lorenz et al., 2008a). Liegt kein HpaA in Xcv vor oder ist hpaB
Uberexprimiert, wird die Sekretion und Translokation aller Substrate blockiert, vermutlich von
HpaB (Huguet et al., 1998; Blttner et al., 2004; Blttner et al., 2006; Lorenz et al., 2008a).

4.3.1. Die Kontrolle der HpaA-Sekretion und —Translokation

Zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass in den ersten 25 N-terminalen Aminosauren von
HpaA das Sekretionssignal kodiert ist (Lorenz et al., 2008a). Weiter C-terminal gelegen ist
das putative N-terminal lokalisierte NLS-Motiv (Huguet et al., 1998). Das NLS-Motiv ist ein
Prolin-/Arginin-reiches Motiv und konserviert in der N-terminalen Region von Effektoren
(Escolar et al., 2001). Auf Grund seiner besonderen Lage im Protein wird dem Motiv eine

Funktion in der Translokation zugeschrieben (Escolar et al., 2001).

Das Translokationssignal in HpaA

Das N-terminale Prolin-/Arginin-reiche Motiv (NLS1) in HpaA wurde im Rahmen dieser Arbeit
als mogliches Translokationssignal analysiert. Die Substitution der Arginine in dem

Sequenzmotiv NLS1 fuhrte zu einem Verlust der HpaA-Translokation und der Pathogenitat
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von Xcv trotz Wildtyp-gleicher HpaA- und HrpF-Sekretion in in vitro-Sekretionsanalysen
(Kapitel 3.3.4. und 3.3.5.; Christian Lorenz, unveroffentlicht). Nach dem Modell von Lorenz et
al., 2008 muss HpaA sekretiert werden, um das T3S-Chaperon freizusetzen (Lorenz et al.,
2008a). Das Derivat HpaAnLs1m Wird sekretiert, wodurch HpaB theoretisch frei wird. Dennoch
ist die HpaAnsim-Mutante nicht pathogen. Daraus konnte resultieren, dass entweder die
Translokation von HpaA die Pathogenitat von Xcv férdert oder HpaA eine weitere Aufgabe
neben der Kontrolle von HpaB besitzt, eventuell im ersten oder zweiten
Substratspezifitatswechsel.

Um einen Defekt im Substratspezifitatswechsel nachweisen zu kénnen, sollte in zuklnftigen
Studien die Effektor- und Nicht-Effektorsekretion und -Translokation in der NLS1-Mutante
naher analysiert werden. Im Vordergrund sollten dabei die HrpB2-Sekretion und
-Translokation sowie die HrpF-Translokation stehen.

Es ware denkbar, dass HpaA als erster Effektor transloziert werden muss. Fir das
Kontrollprotein MxiC aus Shigella flexneri wurde dies bereits gezeigt (Botteaux et al., 2009;
Martinez-Argudo und Blocker, 2010; Cherradi et al., 2013). MxiC versperrt nach dem Modell
von Cherradi et al., 2013 den Eingang des Exportapparates und wird nach einem externen
Signal als erstes sekretiert. Jedoch wurde in diesen Analysen MxiC nur als Kontrollprotein im
Substratspezifitdtswechsel am T3SS betrachtet. Eine mogliche Funktion in der Wirtszelle als
erster Effektor wurde bisher nicht untersucht. In Chlamydophila pneumoniae hingegen wurde
fur das HpaA-Homolog CopN neben der Kontrollfunktion des Proteins am T3SS im
Bakterium auch die Funktion als Effektor in der Wirtszelle genauer analysiert (Archuleta et
al., 2011; Archuleta und Spiller, 2014). So wurde gezeigt, dass CopN direkt an ap-Tubulin
bindet und deren Polymerisation zu Mikrotubuli verhindert (Archuleta et al., 2011).

In zukinftigen Studien sollte auch die Funktion von HpaA aus Xcv in der pflanzlichen

Wirtszelle naher untersucht werden.

Die Translokationsanalysen zeigten zusatzlich, dass das Sekretionssignal in HpaA separat
vom Translokationssignal agiert (Kapitel 3.3.5.) (Mudgett et al., 2000; Escolar et al., 2001;
Scheibner et al., 2017; Prochaska et al., 2018; Scheibner et al., 2018). Das heil’t, dass
Translokation abhangig ist von einem aktiven Sekretionssignal, wahrend die T3-abhangige
Sekretion auch ohne Translokationssignal erfolgt. Ahnlich dazu wurden bereits Aussagen
getroffen zur Sekretion und Translokation des Effektors DspA/E aus Erwinia amylovora (Oh
et al., 2010) sowie von T3-Effektoren in Xcv (Scheibner, F. et al., 2017; Prochaska, H. et al.,
2018; Scheibner, F. et al., 2018). Als Beispiel sei an dieser Stelle XopE2 aus Xcv genannt.
XopE2 weist in den ersten 150 N-terminalen Aminosauren ein Sekretions- und ein
Translokationssignal auf. Wahrend die ersten 20 N-terminalen Aminosauren von XopE2 im

Wildtyp sekretiert werden, ist fur das XopE2-Derivat, welches in den ersten 20 N-terminalen
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Aminosauren deletiert ist, keine Translokation nachweisbar (Scheibner et al., 2018). Dies

zeigt, das HpaA in diesem Merkmal den Effektoren ahneilt.

Die HpaB-abhédngige Sekretion und Translokation von HpaA

Das Prolin-/Arginin-reiche Motiv wurde bereits am Xcv-Effektor XopB im Detail analysiert
(Prochaska et al., 2018). Alanin-Substitutionen im Sequenzmotiv fihrten zu einer Reduktion
der Translokation des XopB-Derivates. Zudem wurde der sonst HpaB-abhangig translozierte
Effektor XopB mit dieser Mutation HpaB-unabhangig transloziert (Prochaska et al., 2018).
GST-pull down Analysen zeigten, dass das Prolin-/Arginin-reiche Motiv nicht Bestandteil der
HpaB-Bindungsstelle ist, sondern die Membranassoziation von XopB unterstitzt, vermutlich
durch die Interaktion mit Cardiolipin (Prochaska et al., 2018). Anhand dieser Daten existiert
die Modellvorstellung, dass die T3-Effektoren an die Membran assoziieren bis das T3SS
vollstandig assembliert ist und sie von HpaB zum T3SS eskortiert werden (Prochaska et al.,
2018).

In dieser Arbeit wurde in Translokationsanalysen die HpaB-Abhangigkeit der Translokation
des HpaAnsim-Derivates untersucht (Kapitel 3.3.6.). Das HpaAy.sim-Derivat wurde von einer
hpaB-Mutante nicht transloziert, was dem zuvor beschriebenen Modell widerspricht (Kapitel
3.3.6.). Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Kontrolle der Sekretion und
Translokation des Kontrollproteins HpaA geordneter verlauft als bei einem Effektor wie
XopB. Mdéglicherweise besitzt HpaA mehr als einen Kontrollpunkt fir die Sekretion und
anschlielRende Translokation. Eventuell nimmt die HpaB-Bindungsstelle noch Einfluss. Zur
Uberpriifung sollte in zukiinftigen Translokationsanalysen ein HpaA-Derivat mit einbezogen
werden, welches im NLS1-Motiv mutiert ist und zusatzlich keine HpaB-Bindungsstelle
aufweist.

Die Deletion der HpaB-Bindungsstelle in der C-terminalen Region von HpaA hatte in
vorangegangenen Studien interessanterweise keine Auswirkung auf die HpaB-abhangige
Sekretion des HpaA-Derivates (Lorenz et al., 2008a). Bereits zu diesem Zeitpunkt bestand
die Hypothese, dass mehr als ein Marker flr die HpaB-abhangige Sekretion von HpaA
verantwortlich ist. Auf der Suche nach dem zweiten Marker, welcher die HpaB-abhangige
Sekretion und Translokation von HpaA mitbestimmt, wurden die Versuchsergebnisse mit den
XopA-HpaA-Chimaren einmal genauer betrachtet. Die Ergebnisse wurden noch einmal in der
Tabelle 15 zusammengefasst. Weder die N-terminale Domane noch die C-terminale
Doméane von HpaA translational fusioniert als N- bzw. C-terminales Epitop an XopA
beeinflusste die Sekretion und Translokation von XopA. XopA als auch die Chimare wurden
vom Xcv-Wildtyp sekretiert und von einer hpaB-Mutante transloziert (Kapitel 3.3.6.)
(Scheibner et al., 2018). Erst das XopA-HpaA-Chimar, in dem die zentrale Domane von

HpaA gegen XopA ausgetauscht ist, wurde wie HpaA HpaB-abhangig transloziert, jedoch
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interessanterweise HpaB-unabhangig sekretiert (Kapitel 3.3.6.). Dies kdnnte ein weiterer
Hinweis auf eine separate Kontrolle der Sekretion und Translokation in HpaA sein (Oh et al.,
2010; Scheibner et al., 2018).

HpaAn7o-XopA-HpaAcso komplementiert nicht den Phanotypen der hpaA-Deletionsmutante in
planta und in der HrpF-Sekretion (Kapitel 3.3.6.). Ein weiteres interessantes XopA-HpaA-
Chimar besteht aus den ersten N-terminalen 50 Aminosauren von XopA (Sekretions- und
minimales Translokationssignal) und der zentralen und C-terminalen Doméane von HpaA
(Lorenz et al., 2008a). Dieses XopA-HpaA-Chimar komplementiert partiell die hpaA-Mutante
phanotypisch in der Pflanze und in der HrpF-Sekretion (Tab. 15) (Lorenz et al., 2008a).
Jedoch wird es wie XopA HpaB-unabhangig sekretiert (Lorenz et al., 2008a). Fir dieses
Chimar wurden bislang noch nicht die Translokation und deren HpaB-Abhangigkeit
untersucht. Der weitere Vergleich der beiden zuletzt beschriebenen XopA-HpaA-Chimare
kénnte den Unterschied zwischen dem Sekretions- und Translokationssignal des Nicht-

Effektors XopA und des Kontrollproteins HpaA klaren.

Tabelle 15: Die Versuchsergebnisse mit den XopA-HpaA-Chimaren.

In der Tabelle sind die Versuchsergebnisse mit den XopA-HpaA-Chimaren aus dem Kapitel 3.3.6. und der
Literatur Lorenz et al., 2008a zusammengefasst. Xcv-Wildtyp, 85*; AhpaB, 85*AhpaB; Komplementiert,
Komplementation von 85*AhpaA; (Ja), partiell, nicht wie Wildtyp.

Xcv-Wildtyp AhpaB Komple-
Chimer
sekretiert  transloziert  sekretiert  transloziert mentiert
XopA Ja Nein Ja Ja n.a.
HpaA Ja Ja Nein Nein Ja
XopA-HpaAcsy Ja Nein Ja Ja n.a.
HpaAy7o-XopA Ja Nein Ja Ja n.a.
HpaAn7o-XopA-HpaAcso Ja Ja Ja Nein Nein
XopAs,-HpaA
PRsoHPaRanro Ja n.a. Ja n.a. (Ja)
(Lorenz et al., 2008a)

Die bisherigen Ergebnisse der XopA-HpaA-Chimare zeigen, dass vermutlich die N- und C-
terminale Region von HpaA essentiell sind flr die HpaB-abhangige Translokation von HpaA,
die zentrale Domane von HpaA, als auch die C-terminale Region (Lorenz et al., 2008a) sind
vermutlich essentiell fur die HrpF-Sekretion. Die HpaB-abhangige Sekretion ist nur von dem

Wildtyp-HpaA zu beobachten.

Die HpaC-abhéngige Sekretion und Translokation von HpaA

Dass HpaC die Sekretion von HpaA kontrolliert, war aus Vorarbeiten bekannt (Buttner et al.,
2006; Lorenz et al., 2008a). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass

die HpaC-Bindungsstelle in HpaA vermutlich in der zentralen Domane lokalisiert ist (Kapitel
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3.3.1.). Des Weiteren zeigten Translokationsanalysen, dass HpaA oder das HpaA-Derivat, in
dem die HpaB-Bindungsstelle deletiert ist, HpaC-abhangig transloziert wurde.

Nach der Theorie bindet ein Chaperon an die N-terminale Region des Effektors oder direkt
nach dem Translokationssignal in der zentralen Region (Stebbins und Galan, 2001; Battner
et al., 2004; Triplett et al., 2009; Oh et al., 2010; Bittner, 2012). Im Fall von HpaA liegt die
Bindungsstelle des postulierten Chaperons HpaB in der C-terminalen Region, weit entfernt
vom Translokationssignal (Lorenz et al., 2008a). Es ware durchaus denkbar, dass auf Grund
der existierenden Daten und der Bindungsposition von HpaC in HpaA auch HpaC als
Chaperon von HpaA in Betracht kommt. Interessanterweise wird aber auch die N-terminale
Doméane von HpaA, wo die putative HpaC-Bindungsstelle deletiert ist, HpaC-abhangig
transloziert. Dafir ist mdglicherweise, wie bei der HpaB-abhangigen Translokation ein
weiterer Marker im Sekretions- und/oder Translokationssignal vorhanden. In diesem
Zusammenhang sollte das NLS1-Sequenzmotiv noch einmal genauer analysiert werden.
Eine hpaC-Mutante besitzt Wildtyp-gleiche Pili (Buttner et al.,, 2006). Dennoch wird das
»inner rod“-Protein HrpB2 transloziert und HrpF reduziert sekretiert (Bittner et al., 2006). Es
bleibt die Frage offen, inwieweit die HpaA-Translokation von einem korrekt eingebauten
»inner rod" oder von HrpF abhangig ist und nur indirekt von HpaC.

Eine weitere Moglichkeit ware, dass HpaA bereits im ersten Substratspezifitdtswechsel mit
eingreift. Die Interaktionen zu den beteiligten Komponenten HrcU und HpaC (Kapitel 3.3.3.
und 3.3.1.) sowie HrpB2 (Sabine Drehkopf, unveroffentlicht) wurden bereits nachgewiesen.
Fur die Hypothese spricht zudem die Tatsache, dass in einer hpaA-Mutante signifikant
weniger Pili zu finden sind als beim Xcv-Wildtyp (Weber et al., 2005). Ob HpaA bereits eine
essentielle Komponente im ersten Substratspezifitdtswechsel ist, missen zukiinftige Studien
zeigen. Hinweise diesbezuglich kdnnten in vitro-Sekretionsstudien und Translokationsstudien
geben, in denen zunachst die HrpB2-Sekretion und Translokation in einer hpaA-Mutante
analysiert werden (Scheibner et al., 2016).

Der Phanotyp der hpaC-Mutante, Wildtyp-gleiche Pili, Krankheitssymptome in der Pflanze,
wenn auch zeitlich verzégert gegenuber Xcv-Wildtyp und keine HpaA-Translokation, zeigt,
dass die HpaA-Translokation, wie im oberen Abschnitt bereits diskutiert, nicht essentiell ist
fur die Pathogenitat von Xcv. Demzufolge ist vermutlich das NLS1-Sequenzmotiv in HpaA

kein Translokationssignal.

4.3.2. Die zentrale Proteinregion in HpaA ist essentiell fur die Pathogenitat von Xcv

und HrpF-Sekretion

Nachdem bereits in vorangegangenen Arbeiten beschrieben wurde, dass in der N-terminalen

Doméane von Aminosaure 1-20 das Sekretionssignal lokalisiert ist und die C-terminale
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Domane von Aminosaure 225-275 als HpaB-Bindungsstelle identifiziert wurde (Lorenz et al.,
2008a), sollte im Rahmen dieser Arbeit die Funktion der zentralen Domane in HpaA geklart
werden. Das daflr analysierte HpaAay-Derivat besteht aus dem Sekretionssignal und der
HpaB-Bindungsstelle. In vitro-Studien zeigten, dass es T3-abhangig sekretiert wird und mit
HpaB interagiert (Kapitel 3.3.2.). Die HpaB-abhangige Sekretion und/oder Translokation des
HpaAaw-Derivates muss noch untersucht werden.

Die bisherigen Ergebnisse bestatigen das Modell von Lorenz et al., 2008. Wahrend das
HpaAacso-Derivat, welches nicht mit HpaB interagiert, von einer hpaA-Deletionsmutante nicht
sekretiert wird, kann HpaAav HpaB binden und sekretiert werden (Kapitel 3.3.2.) (Lorenz et
al., 2008a). Interessanterweise kann der Defekt der hpaA-Deletionsmutante bezlglich der
HrpF-Sekretion und der Pathogenitat von Xcv von beiden Derivaten nicht komplementiert
werden (Kapitel 3.3.2.) (Lorenz et al., 2008a). Dies deutet erneut darauf hin, dass auch die
zentrale Domane von HpaA einen entscheidenden Einfluss auf die HrpF-Sekretion ausiibt
(siehe oberer Abschnitt Ergebnisse XopA-HpaA-Chimare).

Die in diesem Zusammenhang durchgeflihrten in vitro-Interaktionsstudien identifizierten die
zentrale Domane von HpaA als putative Bindungsstelle fiir die Komponenten des T3SS
HrcU, HrcV, HrcN, Hrcl, HrcQ und HrpB7, sowie flr HpaC, HpaA und fiir Effektoren (Kapitel
3.3.3. und Sabine Drehkopf, unverdffentlicht). Die Beobachtung, dass HpaA ohne die
zentrale Domane nicht funktional ist, deutet darauf hin, dass diese Interaktionen fir die

Virulenzaktivitat von HpaA essentiell sind.

Kontrollproteine wie HpaA, welche die Sekretionshierarchie der Translokonproteine und der
ersten Effektoren regulieren, werden in der Literatur als ,gatekeeper‘ bezeichnet. Zu den
gatekeeper-Proteinen zahlt SepL aus EPEC, InvE aus Salmonella SPI-1 und Ssal aus
Salmonella SPI-2, MxiC aus Shigella, der Komplex aus YopN und TyeA in Yersinia sowie
PopN/Pcr1 aus Pseudomonas aeruginosa (Kubori und Galan, 2002; Deng et al., 2005;
Pallen et al., 2005; Yu et al., 2010). Die gatekeeper besitzen eine einheitliche Struktur: ein N-
terminales Sekretionssignal gefolgt von einer Chaperon-Bindungsstelle und einem Biindel
aus a-Helices. Letzteres dient im Regulationsprozess als Bindungstelle fir multiple
Interaktionspartner (Schubot et al., 2005; Deane et al., 2008).

Das Strukturvorhersageprogramm SWISS-MODEL sagt fiur HpaA ein Blindel aus a-Helices
in der zentralen Domane voraus (Abb. 44). Dieses Strukturmotiv konnte, wie bei den
anderen gatekeeper-Proteinen, die Ursache fir das breitgefacherte Spektrum an
Interaktionspartnern mit der zentralen Doméane von HpaA sein. Im Fall von YopN, das
gatekeeper-Protein aus Yersinia pestis, wurde bereits gezeigt, dass die effiziente YopN- und
Effektortranslokation von dem helikalen Bindel in YopN abhangig ist (Bamyaci et al., 2019).

Zukunftige Studien konnten klaren, ob das helikale Bundel in HpaA von Xcv ebenfalls fur die
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Effektortranslokation entscheidend ist. Gleichzeitig sollte die Interaktion dieses HpaA-

Derivates mit den HpaA-Bindungungspartnern Uberpruft werden.

Abb. 44: HpaA tragt das Strukturmerkmal der gatekeeper- N /

Proteine. G /’\ ’

Die gatekeeper-Proteine besitzen in der zentralen oder C- m‘, '\ %

terminalen Region ein Biindel aus a-Helices (Schubot et ‘ ’\ 4

al., 2005; Deane et al., 2008). Mittels SWISS-MODEL \ c

wurde das gleiche Strukturmerkmal fir HpaA

vorhergesagt. Es ist im C-terminalen Bereich der |(\\ Ny
A

zentralen Domane von HpaA lokalisiert, zwischen Gly123
und Leu233.

Interessant ist die Interaktion zu dem T3S4-Protein HpaC (Kapitel 3.3.1.), dessen
Bindungsstelle in HpaA nicht mit der HpaB-Bindungsstelle kolokalisiert (Lorenz et al.,
2008a), was flr einen ternaren Komplex der drei Kontrollproteine sprechen kénnte, zumal
die Deletion auch nur eines dieser Proteine eine reduzierte oder unkontrollierte
Translokonsekretion und eine reduzierte Effektorsekretion hervorruft (Buttner et al., 2004;
Lorenz et al., 2008a; Lorenz et al., 2008b; Scheibner et al., 2016). Ubereinstimmend damit
wird auch in den tierpathogenen Bakterien Yersinia pestis, Salmonella enterica, EPEC und
EHEC ein Komplex aus Kontrollproteinen und Chaperonen vermutet, der die Translokon-
und Effektorsekretion am T3SS kontrolliert (Day et al., 2003; Wang et al., 2008; Younis et al.,
2010; Yu et al., 2010; Liu et al., 2017). So interagiert YopN aus Yersinia pseudotuberculosis
mit TyeA, die mit Hilfe der Chaperone SycN und YscB zum T3SS gelangen (Ferracci et al.,
2005; Schubot et al., 2005; Plano und Joseph, 2013). Der YopN-TyeA-Komplex reprimiert
die T3S Uber einen unbekannten Mechanismus bis YopN sekretiert wird (Schubot et al.,
2005).

Ein Nachweis flr die Existenz eines ternaren Komplexes in Xcv aus HpaA, HpaB und HpaC

steht noch aus.
4.3.3. Modellvorstellungen der Funktion der gatekeeper-Proteine

Die Funktion der gatekeeper-Proteine ist vermutlich die Kontrolle des zweiten Substrat-
spezifitatswechsels (Younis et al., 2010; Cherradi et al., 2013; Archuleta und Spiller, 2014;
Gaytan et al., 2017; Bamyaci et al., 2019). Wie der gatekeeper die Reihenfolge der Substrate
koordiniert, ist im Detail noch unklar. Allerdings sind dank zahlreicher Mutagenese- und
Interaktionsstudien aus tierpathogenen Bakterien Proteine bekannt, die méglicherweise dem
gatekeeper helfen. Auf der Grundlage dieser Interaktionspartner haben sich unterschiedliche

Modelle entwickelt.
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Ein gatekeeper-Modell beruht auf die nachgewiesene Interaktion zwischen dem gatekeeper
und dem ,inner rod“-Protein (Abb. 45) (Cherradi et al., 2013; El Hajjami et al., 2017; Bamyaci
et al., 2019). Es wird vermutet, dass das gatekeeper-Protein Uber die Interaktion mit dem
~inner rod“-Protein am Exportapparat des T3SS assoziiert und von da aus zunachst die T3S
hemmt (Cherradi et al., 2013). Ein externes Signal, vermutlich die Erkennung einer
Wirtszelle, initiiert eine allosterische Signalweiterleitung vom Pilusprotein zum gatekeeper,
welche am Ende die Interaktion zwischen gatekeeper und ,inner rod“-Protein auflést
(Cherradi et al., 2013). Der freie gatekeeper férdert nun wahrscheinlich zusammen mit
Chaperonen die Translokonsekretion. AnschlieBend wird er sekretiert und initiiert die
Effektorsekretion (Cherradi et al., 2013; El Hajjami et al., 2017; Roehrich et al., 2017).

A B C D

Zellkontakt/

externes Signal ‘.SctW |
*SctB/EIA 9 ® .. Effektor l
SctF (‘ :
Sctw SctR.S,T,UV, (
SctD/Sct) . )
M7 i g
bZP Sctk :
SctQ P~ 7
SctL * *
sctN SCtB/E/A-SctW - Chaperon
@ ® Effektor-Chaperon

SctW-Chaperone
Abb. 45: Modellvorstellung der gatekeeper-Funktion auf der Grundlage der Interaktion mit dem ,inner

rod“-Protein (nach Cherradi et al., 2013).
A. Vor der T3S-Induktion interagiert der gatekeeper SctW mit dem ,inner rod“-Komplex Sctl im Sekretionskanal

und verschlie3t diesen. Ein kleiner Teil der Translokonproteine SctB/E/A wurde vermutlich bereits sekretiert. B.
Die T3S-Induktion erfolgt Uber ein externes Signal, vermutlich ein Kontakt mit der Wirtszelle. Das
Aktivierungssignal wird vermutlich allosterisch weitergeleitet von dem Pilusprotein SctF Uber den ,inner rod*-
Komplex Sctl auf den gatekeeper SctW (Kenjale et al., 2005; Martinez-Argudo und Blocker, 2010; Cherradi ef al.,
2013). Dieser verlasst schliellich den Sekretionskanal in Richtung Zytoplasma der Bakterienzelle. Der
gatekeeper oder auch andere Translokon-Chaperone foérdern die anschlieRende Translokonsekretion. C. Nach
der vollstandigen Translokonsekretion sekretiert und transloziert der gatekeeper SctW reguliert von Chaperonen
als erster Effektor. D. Im zytoplasmatischen Komplex des T3SS ist nun Platz fir die Erkennung und

anschlieRende Sekretion und Translokation der Effektoren.

Es gibt Punktmutanten vom gatekeeper-Protein oder auch ,nner rod“-Protein, die zum
Verlust der Interaktion zwischen den beiden Proteinen fuhren und eine unkontrollierte
Effektorsekretion verursachen (El Hajjami et al., 2017). Des Weiteren existieren auch
Pilusprotein-Mutanten von Shigella flexneri, welche eine unkontrollierte Effektorsekretion
aufweisen oder keine Effektorsekretion zeigen, aber die Translokonsekretion noch erlauben
(Kenjale et al., 2005). Diese Phanotypen der Mutanten kdnnten Hinweise darauf sein, dass

eine allosterische Signalweiterleitung eines externen Signals ausgehend vom Pilusprotein
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moglich ware. Zudem wird vermutlich noch zwischen ein Signal fur die Translokonsekretion
und der Effektorsekretion unterschieden (Kenjale et al., 2005).

Im Einklang damit konnte fur Xcv gezeigt werden, dass das putative gatekeeper-Protein
HpaA mit den ,nner rod“-Proteinen HrpB1 und HrpB2 interagiert (Sabine Drehkopf,
unpubliziert). Dennoch ist eine direkte Interaktion zwischen dem gatekeeper und dem im
T3SS bereits eingebauten ,inner rod“-Protein, wie es im Modell beschrieben wird, eher
unwahrscheinlich. Zum einen ware der Abstand vom Eingang des T3SS bis zum ,inner rod“-
Komplex zu grof3 fir eine direkte Interaktion und zum anderen scheint ein vorzeitiger Eintritt
des gatekeepers in den Sekretionskanal bis zum ,inner rod“-Komplex und anschlielend
wieder zurlick zum zytoplasmatischen Komplex des T3SS als sehr energieaufwendig und
fehleranfallig.

Zu diesem Modell passende Interaktionen waren die HpaA-HrcS-Interaktion und die HrcS-
HrpB1-Interaktion (Kapitel 3.1.4.). HrcS als eine Komponente im Exportapparat (Berger et
al., 2010) konnte die Verbindung zwischen dem gatekeeper und dem ,inner rod“-Komplex in
der Signalweiterleitung darstellen. Des Weiteren wurde bereits gezeigt, dass HrpB1 mit
HrpB2 interagiert und HrpB1 mit dem Pilusprotein HrpE (Hausner et al., 2013). Diese
Interaktionen wirden eine allosterische Signalweiterleitung eines externen Signals bis zum
gatekeeper HpaA am Eingang des Sekretionskanals ermdéglichen. Allerdings musste dies

Uber Phanotypisierung von Mutanten in Xcv in zukunftigen Studien noch analysiert werden.

Ein weiteres gatekeeper-Modell beruht auf die Interaktion zwischen dem gatekeeper und die
Exportapparatkomponente SctV (Bange et al., 2010; Shen und Blocker, 2016; Portaliou et
al., 2017; Yu et al., 2018). Dabei interagiert der gatekeeper vermutlich zunachst mit dem
Translokon-Chaperon-Komplex und eskortiert diesen zur zytoplasmatischen Domane von
SctV (Abb. 46). Die Bindung an SctV kénnte eine Konformationsédnderung im Chaperon
verursachen, welches das Translokonprotein durch den Sekretionskanal entlasst (Yu et al.,
2018). Der gatekeeper bleibt gebunden an SctV. Im flagellarem T3SS in Bacillus subtilis wird
sogar vermutet, dass diese Bindung von FliJ, dem HrpB7-Homolog, noch verstarkt wird
(Bange et al., 2010). Die Anzahl der Bindungsstellen flir den gatekeeper an den nonameren
Ring aus SctV ist vermutlich begrenzt (Bange et al., 2010; Yu et al.,, 2018). Sind alle
Bindungsstellen besetzt, startet ein unbekanntes Signal die Chaperon-vermittelte Sekretion
und Translokation des gatekeepers. AnschlieRend folgt die Sekretion und Translokation der
Effektoren (Yu et al., 2018). Das Signal kdnnte wie bei dem zuerst beschriebenen Modell ein
externes Signal sein und Uber allosterische Signalweiterleitung zum gatekeeper gelangen
(Cherradi et al., 2013). Eine mégliche Interaktion zwischen HrcS und HrcV konnte in dieser

Arbeit gezeigt werden (Kapitel 3.1.4.).
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Dass SctV eine Rolle im zweiten Substratspezifitditswechsel spielen kénnte, zeigt die
Existenz von SctV-Mutanten mit dem Phanotyp der gatekeeper-Mutante (Bange et al., 2010;
Lee et al., 2014; Shen und Blocker, 2016; Gaytan et al., 2017; Portaliou et al., 2017; Yu et
al., 2018). Auch fir Xcv wurden HrcV-Mutanten gefunden, die einen Defekt in der HrpF-
Sekretion zeigen und nicht pathogen sind, und somit dem Phanotyp der hpaA-Mutante

widerspiegeln (Hartmann und Buttner, 2013).
A B C D

SCtB/E/A ®

SctR.S,T.UV

574717179

) SctD/SctJ

SctQ T q#-.

SctN =

Chaperon
Chaperon SCtB/E/A- Chaperon Chaperon Effektor-Chaperon

Abb. 46: Modellvorstellung der gatekeeper-Funktion auf der Grundlage der Interaktion mit SctV (nach Yu
et al., 2018; Bange et al., 2010).

A. Uber die Interaktion zwischen dem gatekeeper SctW und SctV assoziiert der Translokon(SctB/E/A)-Chaperon-
gatekeeper-Komplex in die Sortierungsplattform (SctQ/SctL/SctN). Dieser Komplex verhindert vermutlich aus
sterischen Grinden die Interaktion von Effektor-Chaperon-Komplexe mit der Sortierungsplattform. Die SctW-
SctV-Interaktion 16st vermutlich das Translokonprotein von seinem Chaperon. Das freie Translokonprotein wird
sekretiert. Der gatekeeper verbleibt zunachst an den SctV-Bindungsstellen. B. Wenn alle Substratbindungsstellen
an dem zytoplasmatischen SctV-Ring mit gatekeeper besetzt sind, ist das Translokon vollstandig aufgebaut und
die Translokonsekretion wird gestoppt. C. Chaperone vermitteln die Dissoziation des gatekeepers von SctV und
dessen anschlieBende Sekretion und Translokation als erster Effektor. D. Es folgt die Chaperon-vermittelte

Translokation weiterer Effektoren.

Neben HpaA interagiert in Xcv auch das T3S-Chaperon HpaB mit HrcV (Hartmann und
Bittner, 2013). Entsprechend dem gatekeeper-Modell wirde das T3S-Chaperon in Komplex
mit einem Effektor erst nach der Translokation des gatekeepers an SctV binden (Yu et al.,
2018). Es ware daher mdglich, dass HpaA nicht HpaB blockiert, wie postuliert (Lorenz et al.,
2008a), sondern HpaA und HpaB konkurrieren um eine anndhernd gleiche Bindungsstelle an
HrcV. HpaA vermutlich im Komplex mit dem Translokonprotein HrpF und seinem Chaperon
kénnte zunachst eine héhere Affinitat zu HrcV besitzen. HrpF wird sekretiert und HpaA
verbleibt an HrcV bis alle Bindungsstellen besetzt sind und HpaA seine hohere Affinitat
verlieren wirde (Bange et al., 2010). HpaB, eventuell in Kombination mit HpaC, kénnte nun
HpaA von HrcV |6sen und die Sekretion von HpaA initiieren. Oder ein externes Signal 10st
die Interaktion zwischen HpaA und HrcV (Cherradi et al., 2013). HpaB und HpaC

unterstltzen dann die Sekretion und Translokation den ersten Effektors HpaA (Lorenz et al.,
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2008a). Anschliefend koénnte HpaB seine Aufgabe als T3S-Chaperon der Effektoren
nachgehen, dank der freien Substratbindungsstelle an HrcV (Buttner et al., 2004; Hartmann
und Buttner, 2013).

Interaktionsstudien von HrcV mit den konkurrierenden Proteinen HpaA und HpaB, ahnlich
dem chaperone release assay nach Lorenz et al., 2009, kdnnten die Theorie stlitzen. Des
Weiteren sollte in zukunftigen Studien geklart werden, ob HpaA mit den HrcV-Mutanten
(Hartmann und Buttner, 2013) interagiert, welche, wie oben beschrieben den Phanotyp der
hpaA-Mutante widerspiegeln, und inwieweit sich der Phanotyp der HrcV-Mutanten verandert,
wenn eines oder beide Kontrollproteine HpaA und HpaB zusatzlich deletiert oder

Uberexprimiert ist oder sind.

Beide Modellvorstellungen von der Beteiligung des gatekeeper-Proteins am zweiten
Substratspezifitdtswechsel werfen noch viele offene Fagen auf. Zumal der Ubergang von
dem ersten Substratspezifitditswechsel in den zweiten Substratspezifitatswechsel ungeklart
ist. Eine Mdoglichkeit der Kommunikation zwischen den Sekretionsphasen ware durch den
gatekeeper gegeben. So ist bereits aus E. coli und Xcv bekannt, dass der gatekeeper mit
dem T3S4-Protein, welches im ersten Substratspezifitatswechsel essentiell ist, interagiert
(Gaytan et al., 2017; Shaulov et al., 2017) (Kapitel 3.3.1.). Ob die Interaktion wichtig ist fur
den Ubergang in den nachsten Substratspezifitaitswechsel, konnte eine genauere Analyse
von gatekeeper- und/oder T3S4-Mutanten zeigen, welche nicht mehr miteinander

interagieren, jedoch noch die Interaktion mit den anderen Interaktionspartnern besteht.
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5. Anhang

Tabelle 16: Verwendete Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz

Leervektoren

pBRM pBBR1MCS-5-Derivat, lac-Promotor, lacZ-Gen (Szczesny et al.,
flankiert von Bsal-Schnittstellen, 3xc-myc, Gent? 2010)

pBRM-P pBBR1MCS-5-Derivat, lacZ-Gen flankiert von (Szczesny et al.,
Bsal-Schnittstellen, 3xc-myc, Gent? 2010)

pBRM(Stopp) pBBR1MCS-5-Derivat, lac-Promotor, lacZ-Gen (Hausner et al., 2017)

pBRM-P(Stopp)

pBRM-P+T

pBR356

pOGG2

pUC57
pUC57 ptac gst

pGEX-2TKM

pDSK602
pDSK604

PGGE10

flankiert von Bsal-Schnittstellen, Stoppcodon,
Gent®

pBBR1MCS-5-Derivat, lac-Promotor und /lacZ-
Gen flankiert von Bsal-Schnittstellen,
Stoppcodon, Gent?

pBBR1MCS-5-Derivat, rrnbT1-Terminator, lac-
Promotor und /acZ-Gen flankiert von Bsal-
Schnittstellen, 3xc-myc, Gent®
pBBR1MCS-5-Derivat, lac-Promotor, lacZ-Gen
flankiert von Bsal-Schnittstellen, avrBs3A2
(AvrBs3a1.152)-FLAG, Gent®

Suizidvektor, pOK1-Derivat, lac-Promotor, lacZ-
Gen flankiert von Bsal-Schnittstellen, SpecR
Klonierungsvektor, Smal, AmpR
pUCS57-Derivat, tac-Promotor und gst flankiert
von Bsal-Schnittstellen, AmpR
pGEX-2TK-Derivat mit Polylinker von pDSK604,
GST-Expressionvektor, tac-Promotor, gst, lacl,
pBR322 ori, Amp~

,,broad-host—range“-Plasmid, 3 x lacUV5-
Promotor, Spec

pDSK602-Derivat, modifizierter Polylinker,
SpecR

pQE-60-Derivat, T7-Promotor, Hiss-NUSA,
Thrombin-Schnittstelle, Chloramphenicol”-ccdB-
Gen flankiert von Bsal-Schnittstellen, Kan®

(Hausner et al., 2013)

Helm und Schmidtke,
unpubliziert

(Schulze et al., 2012;
Scheibner et al.,
2016)

(Schulze et al., 2012)

Genscript, USA
unpubliziert

(Escolar et al., 2001);
Stratagene

(Murillo et al., 1994)
(Escolar et al., 2001)

Thieme, unpubliziert

hrcS-Expressionskonstrukte

pBRM hrcS

pBRM-Derivat, lac-Promotor, kodiert HrcS-c-
Myc, Gent?

Diese Arbeit

pBRMajac hreS pBRM-Derivat, Deletion im /ac-Promotor (A40- Bachelorarbeit
131), kodiert HrcS-c-Myc, Gent? Friederike Hantel,
2016
pBRM(Stopp)aiac hrcS pBRM(Stopp)-Derivat, Deletion im /ac-Promotor ~ Diese Arbeit
(A40-131), kodiert HrcS, Gent®
PBRMajac hrcSases-ss pBRM-Derivat, Deletion im /ac-Promotor (A40- Diese Arbeit
131), kodiert HrcSass-gs-c-Myc, Gent?
pBRM-P hrcS pBRM-P-Derivat, kodiert HrcS-c-Myc, Gent® Diese Arbeit
pBRM-P+T hrcS pBRM-P+T-Derivat, kodiert HrcS-c-Myc, Gent" Diese Arbeit
pGEX hrcS pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HrcS Diese Arbeit
hrpB7-Expressionskonstrukte
pBRM hrpB7 pBRM-Derivat, lac-Promotor, kodiert HrpB7-c-
Myc, Gent?
pBRM(Stopp) hrpB7 pBRM(Stopsz-Derivat, lac-Promotor, kodiert
HrpB7, Gent
pBRM hrpB7¢1a pBRM-Derivat, lac-Promotor, kodiert HrpB7c43a-
c-Myc, Gent®
pBRM(Stopp) hrpB7¢c1a pBRM(Stopp)-Derivat, lac-Promotor, kodiert (Drehkopf et al.,

pBRM hrpB7c2a
pBRM(Stopp) hrpB7c2a
pBRM hrpB7c3a

pBRM(Stopp) hrpB7csa

HrpB?C43A, GentR

pBRM-Derivat, lac-Promotor, kodiert
HrpB7c20a,c3sa-C-Myc, Gent®
pBRM(Stopp)-Derivat, lac-Promotor, kodiert
HrpB7C29A1036A, Gent

pBRM-Derivat, lac-Promotor, kodiert
HrpB7c20a c6a casa-c-Myc, Gent®
pBRM(Stopp)-Derivat, lac-Promotor, kodiert

2020)
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pBRM hrpB7¢csa

pBRM(Stopp) hrpB7csa

PBRM hrpB7a144-154
pBRM(Stopp) hrpB7a144-154
pBRM hrpB7144-154mut
pBRM(Stopp) hrpB7144-154mut
pBRM hrpB7as1-100
pBRM(Stopp) hrpB7as1-100
pBRM-P(Stopp) ptac gst hrpB7

pGGE10 hrpB7

HrpB7c20a c36a.casa, Gent™

pBRM-Derivat, /lac-Promotor, kodiert
HrpB7caoa casa.casa csoa,cs7a-C-Myc, Gent®
pBRM(Stopp)-Derivat, /ac-Promotor kodiert
HrpB7ca0a c3sa casa csoacs7a, Gentt
pBRM-Derivat, Iac-Promotor kodiert HrpB7a144-
1s4-c-Myc, Gent?

pBRM(Stopp)- Derlvat lac-Promotor, kodiert
HrpB7A144 154, Gent

pBRM-Derivat, Iac-Promotor kodiert HrpB7 144-
154mut-C-MyC, Gent®

pBRM(Stopp)- Derlvat lac-Promotor, kodiert
HrpB7144-154mut, Gent®

pBRM-Derivat, Iac-Promotor kodiert HrpB7asg1-
100-c-Myc, Gent?

pBRM(Stopp)- Derlvat lac-Promotor, kodiert
HrpB7Ag1 100, Gent

pBRM-P(Stopp)- Denvat tac-Promotor, kodiert
GST-HrpB7, Gent®

pGGE10-Derivat, kodiert Hisg-NusA-HrpB?7,
Kan

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
(Drehkopf et al.,

2020)
Diese Arbeit

hpaA-Expressionskonstrukte

pBRM hpaA
PBRM hpaAazzs.275

pBRM hpaAa2-69
pPBRM hpaAn2.69,0225-275

pPBRM hpaAa71-224

pBRM hpaAnisim

pBRM hpaAnisom
pBR356 hpaA

pBR356 hpaA1.7o
pBR356 hpaAaz-se
pBR356 hpaAnLsim
pBR356 hpaAna22s.275
pBR356 hpaAnLs2m
pBR356 hpaAa231-240
pBR356 xopA

pBR356 xopA-hpaAg;s.27s
pBR356 hpaA1.70-xopA-hpaAgs.275

pBR356 hpaA1.70-xopA

pBRM-Derivat, kodiert HpaA-c-Myc, Gent~
pBRM -Derivat, kodiert HpaAAzzs 275-C- Myc
Gent®

pBRM-Derivat, kodiert HpaAaz.s0-c-Myc, Gent"
pBRM -Derivat, kodiert HpaAa2-69a225-275-C-Myc,
Gent®

pBRM-Derivat, kodiert HpaAa71-224-c-Myc, Gent®

pBRM-Derivat, kodiert HpaAnis1m-c-Myc, Gent®
pBRM-Derivat, kodiert HpaAnis2m-c-Myc, Gent®

pBR356-Derivat, kodiert HpaA-AvrBs3A2, Gent®

pBR356 Derivat, kodiert HpaA1.7o-AvrBs3A2,

[();B?I%SG Derivat, kodiert HpaAa2-69-AvrBs3A2,

SSQ{ESG Derivat, kodiert HpaAnLs1m-AvrBs3A2,

552556 Derivat, kodiert HpaAa225.275-AvrBs3A2,

SglgtBSG Derivat, kodiert HpaAnLsom-AvrBs3A2,

EB?;ESSG Derivat, kodiert HpaAa231-240-AvrBs3A2,
en

pBR356-Derivat, kodiert XopA-AvrBs3A2, Gent®

pBR356-Derivat, kodlert XopA-HpaAazos.275-
AvrBs3A2, Gent®

pBR356-Derivat, kodiert HpaA1 70-XOpA-
HpaAz2s.275-AvrBs3A2, Gent®
pBR356-Derivat, kodiert HpaA1.70-XopA-
AvrBs3A2, Gent®

Lorenz, unpubliziert
Diese Arbeit

Lorenz, unpubliziert
Lorenz, unpubliziert

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Hoffmeister,
unpubliziert
(Scheibner et al.,
2018)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Deletionskonstrukte

pOGG2:hrcS

pOGG2:hrpB7

pOGG2-Derivat, enthalt die flankierenden
Regionen von hrcS

pOGG2-Derivat, enthalt die flankierenden
Regionen von hrpB7

Hausner, unpubliziert

Diese Arbeit

Weitere verwendete Expressionskonstrukte

pDSF300

pDSK hrpF20-356
pDSK xopF1200-356
pDSK hpaB

pDSK hpaC
pDSK hrcL

pDSK602-Derivat, kodiert AvrBs3-FLAG, Spec™

pDSK602 Derivat, kodiert HrpF200-AvrBs3A2,

Spec

pDSK602 -Derivat, kodiert XopF 11-200-AvrBs3A2,
Spec

pDSK604-Derivat, kodiert HpaB-c-Myc, Spec”®

pDSK604-Derivat, kodiert HpaC-c-Myc, Spec”

pDSK604-Derivat, kodiert HrcL-c-Myc, Spec”

(Van Den Ackerveken
et al., 1996)
(Buttner et al., 2004)

(Buttner et al., 2006)
(Buttner et al., 2004)

(Buttner et al., 2006)
(Lorenz und Buttner,
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pDSK hrcQ
pDSK xopF1
pBRM hrcVce

pBRM xopJ
pGEX hpaA
pGEX hpaB
pGEX hpaC
pGEX hrcVce
pGEX hrcL
pGEX hrcU
pGEX hrcQ
pGEX hrcN

pGEX hrpB1
pGEX hrpB2

pGEX xopJ
pGEX xopF1
pGEX xopA

pDSK602-Derivat, kodiert HrcQ-c-Myc, SpecR
pDSK602-Derivat, kodiert XopF1-c-Myc, Spec®
pBRM-Derivat, kodiert HrcVap4.645-c-Myc, Gent®

pBRM-Derivat, kodiert XopJ-c-Myc, Gent®
pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HpaA, Amp"

pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HpaB, Amp"
pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HpaC, Amp~
pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HrcVs24-645,
AmpR

pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HrcL, AmpR

pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HrcU, AmpR
pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HrcQ, AmpR
pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HrcN, AmpR

pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HrpB1, Amp"
pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-HrpB2, Amp~

pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-XopJ, Amp~
PGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-XopF1, Amp"
pGEX-2TKM-Derivat, kodiert GST-XopA, Amp"

2009)

Lorenz, unpubliziert
Lorenz, unpubliziert
(Hartmann und
Buttner, 2013)
(Lorenz und Bttner,
2011)

Lorenz 2009, Diss.,
(Lorenz et al., 2012)
(Buttner et al., 2006)
(Buttner et al., 2006)
(Hartmann und
Buttner, 2013)
(Lorenz und Bttner,
2009)

(Lorenz et al., 2008b)
(Lorenz et al., 2012)
(Lorenz und Buttner,
2009)

(Hausner et al., 2013)
(Schulz und Biittner,
2011)

(Lorenz et al., 2012)
(Buttner et al., 2006)
(Buttner et al., 2004)

Kan - Kanamycin, Spec - Spectinomycin, Amp - Ampicillin, Gent - Gentamycin," - resistent

Tabelle 17: Verwendete Oligonukleotide.

Primerbezeichnung

Nukleotidsequenz (5’ 2 3’)

Verwendung

pBBR1180_for ATGCATGCGCCAATACGCAAA Sequenzierung des

pBBRendlacZ_rev CACTCATCGCAGTCGGCC Inserts in pPBRM

PGEX_for GGGCTGGCAAGCCACGTTTGG Sequenzierung des

PGEX _rev CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG Inserts in pGEX-
2TKM

SH_hrcS_pB_for

TTTGGTCTCTTATGGACCATGACGATCTAG

SH_hrcS_pB_rev

TTTGGTCTCTCACCTGGGAACGCCGCCTGCATC

SD_hrcSDC30_pB_rev

TTTGGTCTCTCACCCACCAGCTTGAGCGCGAAC

Zur Erstellung von
hrcS-Derivaten fur
pBRM

SH_prom_lacZ_for

TTTGGTCTCTATTCGCAGCTGGCACGACAG

SH_prom_lacZ_rev

TTTGGTCTCTCATAGAATTCTCCTGTG

SD_hrcSohneprom_for

TTTGGTCTCTATTCATGGACCATGACGATCTAG

Zur Erstellung von
hrcS-Derivaten fur
pBRM-P

SD_hrcSSacl_for

TTTGAGCTCATGGACCATGACGATCTAG

SD_hrcSNhel_rev

TTTGCTAGCTCATGGGAACGCCGCCTGCATC

Zur Erstellung von
hreS fir pGEX-2TKM

SH_hrpB7_pB_for

TTTGGTCTCTTATGCGTGAGCCTGCCTAC

SH_hrpB7_pB_rev

TTTGGTCTCTCACCTCGGGCGCCCCCATGTG

SD_hrpB7_CA_pB_for

TTTGGTCTCTGGCCAGACAGGAAGCAGAGGCCGCCACC

SD_hrpB7_CA _pB_rev

TTTGGTCTCTGGCCCTGGCAAGTTCGCGGTCGGCGTG

SD_hrpB7_CA2_pB_for

TTTGGTCTCTGCGTTGGAACACGCCGACCGCGAAC

SD_hrpB7_CA2_pB_rev

TTTGGTCTCTACGCACGCCTGGCGTCACTCAGGCGTTCC

SD_hrpB7_CA4/5_pB_for

TTTGGTCTCTGCTTGGCCAACGCCGATGCAGCAC

SD_hrpB7_CA4/5_pB_rev

TTTGGTCTCTAAGCGCGTGGTGGCGGCCTCTGCTTC

SD_(P)hrpB7Dactivesite_for

GCACTGGTCGGGCTGCGTTCGCAC

SD_(P)hrpB7Dactivesite_rev

GCGTTGCGCCTGTCTGGCGCGGCGCGCACTG

Zur Erstellung von
hrpB7-Derivaten fur
pBRM
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SD_(P)hrpB7144-154mut_for

GCAGCGATCGCGGCACTGGTCGGGCTGCGTTC

SD_(P)hrpB7144-154mut_rev

TGCTGCCGCCGCTGCGTCGCGTTGCGCCTGTCTG

SD_(P)hrpB7D81-99_for

GATCAGTCATTGCATAGTGCCCGCGATGAGCTC

SD_(P)hrpB7D81-99_rev

TTCGTGCTGCAGGATCGTATCGATATCGATCGAAC

SH_hrpB7_pB_for

TTTGGTCTCTTATGCGTGAGCCTGCCTAC

SH_hrpB7_pB_rev

TTTGGTCTCTCACCTCGGGCGCCCCCATGTG

Zur Erstellung von
hrpB7-Derivaten  flr
pBRM-P(Stopp) ptac
GST

SD_hrpB7_pGGE_for

TTTGGTCTCATATGCGTGAGCCTGCCTACACCTG

SD_hrpB7_pGGE_mitStopp_rev

TTTGGTCTCTAAGCTTCATCGGGCGCCCCCATGTGC

Zur Erstellung von
hrpB7 fir pGGE10

SH_hrcN500_pOGG2_for

TTTGGTCTCTCGACCATCTTCGCTGCAGCAGG

SH_hrpB7_18_pOGG2_rev

TTTGGTCTCTGTAGGCAGGCTCACGCATCGTC

SH_hrpB7_493 pOGG2_for

TTTGGTCTCTCTACCATGGGGGCGCCCGATGAACGAC

SH_hrcT_beforeSTOP_pOGG2_rev

TTTGGTCTCTATGGATGTCTCAATAAAGATCAG

Fir die Erstellung der
flankierenden
Fragmente von hrpB7
und Kilonierung in
pOGG2

CL_hpaABsalfor

TTTGGTCTCTTATGATCCGTCGCATCTCG

CL_hpaABsalrev

TTTGGTCTCTCACCTGGGCGAACCTCCTGAGC

SH_hpaA(70/225)rev

TTTGGTCTCTGCACTTCATCCTCCTGGCCGTC

SH_hpaA(225)for

TTTGGTCTCTGTGCCAGCGCTACGCAATTTTC

SH_hpaA(225)rev

TTTGGTCTCTCACCCACCGGCTCCAACTC

SD_(P)hpaADhydro_for

AATGCGGAAAAACCGCGCAGAC

SD_(P)hpaADhydro_rev

ATTGCGTAGCGCTGGCACCGGCTC

Zur Erstellung von
hpaA-Derivaten fir
pBRM

CL_hpaABsalfor

TTTGGTCTCTTATGATCCGTCGCATCTCG

SH_pBR356hpaA_rev

TTTGGTCTCTGATCTGGGCGAACCTCCTGAGC

SH_pBR356hpaA(71)_rev

TTTGGTCTCTGATCGAATTCATCCTCCTGGC

SH_pBR356hpaA(225)_rev

TTTGGTCTCTGATCCACCGGCTCCAACTC

SD_hpaADN70pBRM_for

TTTGGTCTCTTATGGAATTCGACGCCAACGAGC

SD_hpaAN70XopA_for

TTTGGTCTCTATGATCAATTCATTGAATACGTCG

SD_hpaAN70XopA_rev

TTTGGTCTCTTCATTTCATCCTCCTGGCCGTCCAG

DB_xopA_GATC_rev

TTTGGTCTCTGATCCTGCATCGATGCAG

Zur Erstellung von
hpaA-Derivaten fur
pBR356
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Ijbc
1 11 21 31 41 51 61 71 81

GCAGCTGGCA CGACAGGTTT CCCGACTGGA AAGCGGGCAG TGAGCGCAAC GCAATTAATG TGAGTTAGCT CACTCATTAG GCACCCCAGG

91 101 111 121 131 141 151 161

CTTTACACTT TATGCTTCCG GCTCGTATGT TGTGTGGAAT TGTGAGCGGA TAACAATTTC ACACAGGAGA ATTC

Abb. 47: Nukleotidsequenz des lacUV5-Promotors im pBRM-Vektor.

Dargestellt ist die Nukleotidsequenz des Promotors im pBRM-Vektor. In griin hervorgehoben ist die Nukleotidsequenz des lacUV5-Promotors. Aufgrund der Sequenzwiederholung
von sieben Basenpaaren (rot) im Abstand von 85 Nukleotide wird die dazwischenliegende Sequenz einschlieRlich des lacUV5-Promotors durch das zufallige tbereinanderlegen

der Wiederholungssequenz deletiert. Die unterstrichene Nukleotidsequenz ist die Sequenz des Pajac.
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