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Zusammenfassung 

I 

 

Zusammenfassung 

 

Das Gram-negative pflanzenpathogene Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 

(Xcv) ist der Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit auf Paprika und Tomate. Essentiell für 

die Pathogenität von Xcv ist das Typ III-Sekretionssystem (T3S-System), das durch das 

„hypersensitive response and pathogenicity“-Gencluster (hrp-Gencluster) kodiert wird und 

zur Übertragung von Effektorproteinen in das Zytoplasma der Wirtszelle dient. In dieser 

Arbeit wurden die T3S-Komponenten HrcQ, HrcU und HrpB1 funktional charakterisiert. 

Durch Komplementationsstudien konnte gezeigt werden, dass HrcQ für die T3S essentiell ist. 

Die Assoziation von HrcQ mit bakteriellen Membranen sowie die Interaktion mit der T3S-

assoziierten ATPase HrcN und ihrem putativen Regulator HrcL lässt vermuten, dass ein 

Komplex aus den zytoplasmatischen Proteinen HrcQ, HrcN und HrcL an das T3S-System 

bindet. Die Interaktion von HrcQ mit dem sekretierten putativen „inner rod“-Protein HrpB2 

und dem Pilusprotein HrpE sowie mit Effektorproteinen deutet ferner darauf hin, dass HrcQ 

Bindestellen für T3S-Substrate besitzt. HrcQ interagiert ebenfalls mit der C-terminalen 

zytoplasmatischen Domäne der Membrankomponente HrcU (HrcUC), welche am 

Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems beteiligt ist und an einem konservierten Motiv 

gespalten wird. Die Analyse von HrcU-Derivaten, die eine Insertion, Deletion oder 

Substitution von Aminosäuren enthielten, führte zur Identifizierung von Aminosäuren in 

HrcUC, die einen Beitrag zur Sekretion und Translokation von HrpB2, dem Translokonprotein 

HrpF sowie dem Effektorprotein AvrBs3 leisten. Weil Mutationen in hrcU die Sekretion und 

Translokation von HrpB2 und Effektorproteinen unterschiedlich beeinflussen, reguliert HrcU 

die Sekretion von verschiedenen T3S-Substratklassen eventuell durch unabhängige 

Mechanismen. Obwohl die Spaltung von HrcUC für die Pathogenität von Xcv sowie für die 

T3S nicht essentiell ist, könnte die HrcUC-Spaltung und/oder das T3S4-Protein HpaC die 

Translokation von HrpB2 supprimieren. Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass 

HrpB2 mit HrpB1 interagiert. HrpB1 bildet wahrscheinlich Proteinkomplexe aus und 

interagiert neben HrpB2 auch mit weiteren Komponenten des T3S-Systems. 

Subfraktionierungs- und Peptidoglykan-Interaktionsstudien zeigten weiterhin, dass HrpB1 in 

das bakterielle Periplasma lokalisiert und mit Peptidoglykan assoziiert. Die erhaltenen Daten 

lassen vermuten, dass das periplasmatische Peptidoglykan-bindende Protein HrpB1 Teil einer 

Struktur des T3S-Systems ist, welche das T3S-System im Periplasma verankert. Um die 

weitere Charakterisierung von T3S-Komponenten zu erleichtern, wurde ein modulares 

System entwickelt, welches es erlaubt das hrp-Gencluster aus den einzelnen hrp-Genen zu 

assemblieren. Durch dieses System können effizient und gleichzeitig multiple Mutationen in 

das hrp-Gencluster eingebracht werden. 
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Summary 

 

The plant-pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) is the causal 

agent of the bacterial spot disease of pepper and tomato. Essential for the pathogenicity is the 

type III secretion system (T3S system) which is encoded by the hrp (hypersensitive response 

and pathogenicity) gene cluster and is used to deliver effector proteins into the host cell 

cytoplasm. In this study, the T3S components HrcQ, HrcU and HrpB1 were functionally 

characterized. Complementation studies showed that HrcQ is essential for T3S and associates 

with bacterial membranes. The association of HrcQ to bacterial membranes and the 

interaction with the T3S-associated ATPase HrcN and its predicted regulator HrcL, led to the 

assumption that a cytoplasmic complex consisting of HrcQ, HrcN and HrcL binds to the T3S 

system. Furthermore the interaction of HrcQ with the secreted putative inner rod protein 

HrpB2 and pilus protein HrpE as well as with effector proteins indicates that HrcQ acts as a 

substrate docking site for T3S substrates. In addition HrcQ also interacts with the C-terminal 

cytoplasmic domain of the inner membrane component HrcU (HrcUC) which is involved in 

the substrate specificity switch and is cleaved at a conserved motif. The analysis of HrcU 

insertion, deletion and point mutant derivatives led to the identification of amino acids 

residues in HrcUC that control T3S and translocation of HrpB2, the translocon protein HrpF 

and the effector protein AvrBs3. Given that mutations in hrcU differentially affected T3S and 

translocation of HrpB2 and effector proteins, HrcU probably controls the secretion of 

different T3S substrate classes by independent mechanisms. Although the HrcU cleavage is 

not crucial for pathogenicity and T3S, it is possible that the HrcUC cleavage and/or the T3S4-

Protein HpaC suppress the translocation of HrpB2. Protein-protein interactions assays showed 

that HrpB2 interacts with HrpB1. HrpB1 probably forms protein complexes and interacts 

besides HrpB2 with other T3S components. Furthermore subfractionation and peptidoglycan 

studies provided experimental evidence that HrpB1 localizes to the bacterial periplasm and 

binds to peptidoglycan. These findings suggest that the periplasmic peptidoglycan-binding 

protein HrpB1 is part of a structure of the T3S system which presumably anchors the T3S 

system in the periplasm. To facilitate the characterization of T3S components, a modular 

system was developed to assemble the whole hrp gene cluster from the single hrp genes. Such 

a system allows the efficient and simultaneous introduction of mutations into the hrp gene 

cluster. 
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1. Einleitung 

 

1.1 Typ III-Sekretionssysteme sind oft essentielle Pathogenitätsfaktoren  

 

Pathogene Gram-negative Bakterien rufen die verschiedensten Krankheiten in Pflanzen, 

Tieren und Menschen hervor (siehe Tabelle 1.1). Unterschiedliche pathogene Bakterien 

besitzen daher vermutlich individuelle Mechanismen, um sich auf dem Wirt zu etablieren. Die 

Analyse der molekularen Basis der Pathogenitätsmechanismen von tier- und 

pflanzenpathogenen Bakterien zeigte jedoch, dass einige Infektionsstrategien über Gram-

negative pathogene Bakterien weitverbreitet sind. So ist die Pathogenität von vielen Gram-

negativen tier- und pflanzenpathogenen Bakterien wie Yersina pestis, Salmonella typhimurium, 

Pseudomonas syringae von einem heterooligomeren Proteinkomplex abhängig, der als 

Translokations-assoziiertes Typ III-Sekretionssystem (T3S-System) bezeichnet wird (Hueck, 

1998). Über das Translokations-assoziierte T3S-System werden sogenannte Effektorproteine 

aus dem bakteriellen Zytoplasma in das Zytoplasma der Wirtszelle übertragen, d. h. 

transloziert (Cornelis, 2006). In der Wirtszelle interferieren die translozierten Effektorproteine 

mit Wirtszellprozessen zum Vorteil des Bakteriums (Tosi et al., 2013). Translokations-

assoziierte T3S-Systeme sind aber nicht nur essentiell für die Pathogenität, sondern können 

auch zu Symbiosen beitragen (siehe Tabelle 1.1) (Okazaki et al., 2009, Cusano et al., 2011, 

Okazaki et al., 2013).  

 

Tabelle 1.1: Ausgewählte pathogene Gram-negative Bakterien mit einem T3S-System. 

Organismus  Krankheit
1
  Wirt  Referenz 

Pathogene Bakterien       

Yersinia enterocolitica  Gastroenteritis  Tiere, 

Menschen 

 (Cover & Aber, 1989) 

Salmonella typhimurium  Gastroenteritis, 

Sepsis 

 Tiere, 

Menschen 

 (Chen et al., 2013) 

Shigella flexneri  Bakterienruhr  Primaten, 

Menschen  

 (Salgado-Pabon et al., 

2014) 

Pseudomonas syringae pv. tomato  Bakterielle 

Fleckenkrankheit 

 Tomaten  (Buell et al., 2003) 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae  Weißblättrigkeit  Reis  (Mew et al., 1993) 

Symbiotische Bakterien       

Bradyrhizobium elkanii  -  Sojabohne, 

Erdnuss 

 (Okazaki et al., 2009, 

Okazaki et al., 2013) 

Pseudomonas fluorescens  -  Zweifarbiger 

Lacktrichterling 

 (Cusano et al., 2011) 

Sodalis glossinidius  -  Tsetsefliege  (Dale & Maudlin, 

1999, Dale et al., 2001) 

1
 Nach einer Infektion mit dem spezifischen Pathogen auftretende Krankheit.  
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1.2 Translokations-assoziierte und Flagellum-assoziierte T3S-Systeme besitzen einen 

strukturell ähnlichen Gesamtaufbau 

 

Vergleichende Sequenzanalysen zeigten, dass mindestens neun der circa 20 Komponenten des 

Translokations-assoziierten T3S-Systems über pflanzen- und tierpathogene Bakterien eine 

hohe Aminosäureidentität aufweisen (Diepold & Wagner, 2014). Vermutlich stellen diese 

Komponenten die Kernkomponenten des T3S-Systems dar. Acht Komponenten der 

Translokations-assoziierten T3S-Systeme weisen ebenfalls eine hohe Aminosäureidentität mit 

Komponenten des Flagellums auf, welches der Fortbewegung dient (Abrusci et al., 2014, 

Diepold & Wagner, 2014). Dies führte zur Annahme, dass Translokations-assoziierte T3S-

Systeme und das Flagellum, welches auch als Flagellum-assoziiertes T3S-System bezeichnet 

wird, einen ähnlichen Gesamtaufbau besitzen könnten (Van Gijsegem et al., 1995). Bestätigt 

wurde diese Annahme durch kryo-elektronenmikroskopische Aufnahmen von Flagellum-

assoziierten und Translokations-assoziierten T3S-Systemen (Kubori et al., 1998, Thomas et 

al., 2006, Schraidt & Marlovits, 2011), die zeigten, dass beide T3S-Systeme aus einem 

Basalapparat bestehen, der sowohl die innere (IM) als auch die äußere bakterielle Membran 

(ÄM) durchspannt (siehe Abbildung 1.1). Der Basalapparat ist mit einem zytoplasmatischen 

Ring („cytoplasmic ring“, C-Ring), einer zytoplasmatischen T3S-assozierten ATPase sowie 

mit einem Exportapparat verbunden, der in der IM wahrscheinlich einen Exportkanal 

ausbildet (Diepold & Wagner, 2014). Obwohl Flagellum-assoziierte und Translokations-

assoziierte T3S-Systeme einen ähnlichen Gesamtaufbau besitzen, unterscheiden sie sich in 

ihren extrazellulären Anhängen. Der Basalapparat Flagellum-assoziierter T3S-Systeme ist 

über einen extrazellulären Haken mit dem flagellaren Filament verbunden (siehe Abbildung 

1.1). Zum Aufbau des Flagellums werden die Haken- und Filamentproteine über das 

Flagellum-assoziierte T3S-System sekretiert (Minamino et al., 2008). Im Gegensatz zu 

Flagellum-assoziierten T3S-Systemen ist der Basalapparat von Translokations-assoziierten 

T3S-Systemen mit einer extrazellulären Nadel (in Tierpathogenen) bzw. Pilus (in 

Pflanzenpathogenen) assoziiert, die als Transportkanal für extrazelluläre T3S-Komponenten 

und Effektorproteine dienen (Ghosh, 2004, He et al., 2004). Für die Translokation von 

Effektorproteinen in eukaryotische Zellen ist jedoch oft ein Translokon notwendig, welches 

wahrscheinlich in die Plasmamembran der Wirtszelle inseriert und den Transport von 

Effektorproteinen über diese Membran vermittelt (siehe Abbildung 1.1) (Mueller et al., 

2008).  
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Abbildung 1.1: Überblick über den Aufbau des Translokations-assoziierten und Flagellum-

assoziierten T3S-Systems. A) Flagellum-assoziierte und Translokations-assoziierte T3S-Systeme 

weisen einen ähnlichen Gesamtaufbau des Basalapparates auf, unterscheiden sich jedoch in ihren 

extrazellulären Anhängen. Das Flagellum-assoziierte T3S-System ist mit einem Haken und 

flagellarem Filament verbunden, während das Translokations-assoziierte T3S-System von 

tierpathogenen Bakterien mit einer extrazellulären Nadel und das Translokations-assoziierte T3S-

System von pflanzenpathogenen mit einem Pilus verbunden ist. Der Basalapparat durchspannt die IM 

und ÄM und ist mit einem Exportapparat sowie mit einem vorhergesagten zytoplasmatischen Ring 

(„cytoplasmic“, C-Ring) verbunden. Für die Translokation von Effektoren in die Wirtszelle benötigen 

Translokations-assoziierte T3S-Systeme ein Translokon, welches vermutlich in die Plasmamembran 

(PM) der Wirtszelle inseriert. B) Elektronenmikroskopische Studien von isolierten T3S-Apparaten 

weisen darauf hin, dass im Inneren des Basalapparates eine Struktur vorhanden ist, die als „inner rod“ 

bezeichnet wird (Marlovits et al., 2004, Marlovits et al., 2006). Der Exportapparat besteht aus 

mindestens fünf Komponenten (V, T, R, S, U), welche sich in der Anzahl der Aminosäuren, der 

transmembranen Helices und der zytoplasmatischen Domänen unterscheiden. Komponenten des 

Exportapparates sind u. a. an der Erkennung von T3S-Substraten sowie an dem Wechsel der 

Substratspezifität beteiligt. Neben dem C-Ring ist der Basalapparat auf der bakteriellen 

zytoplasmatischen Seite mit einer ATPase (N) und ihrem putativen Regulator (L) assoziiert. Die 

Buchstaben V, T, R, S, U, N, L stehen für die konservierten Proteine der jeweiligen Ysc-homologen 

Proteinfamilien. ÄM, äußere Membran; IM, innere Membran; PP, Periplasma; PM, Plasmamembran 

der Wirtszelle; ZW, Zellwand; Bzyto, bakterielles Zytoplasma; Pzyto, pflanzliches Zytoplasma. 
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1.3 Der Basalapparat von Translokations-assoziierten T3S-Systemen 

 

Der Basalapparat durchspannt beide bakterielle Membranen und besteht aus einem ÄM-Ring 

und IM-Ring. Der IM-Ring wird in Translokations-assoziierten T3S-Systemen vermutlich aus 

Mitgliedern der YscJ- und YscD-Proteinfamilien ausgebildet (siehe Anhang, Tabelle 5) 

(Kubori et al., 1998, Kimbrough & Miller, 2000, Kubori et al., 2000, Blocker et al., 2001, 

Marlovits et al., 2004, Schraidt et al., 2010). Durch die Analyse von kryo-

elektronenmikroskopischen Aufnahmen von IM-Ringen konnte für Salmonella typhimurium 

gezeigt werden, dass der IM-Ring durch zwei konzentrische Ringe aufgebaut wird, wobei der 

schmalere innere Ring aus 24 Monomeren PrgK (YscJ-homolog) und der äußere IM-Ring aus 

24 Monomeren PrgH (YscD-homolog) besteht (Schraidt et al., 2010). Die 24-fache 

Symmetrie des IM-Rings aus S. typhimurium wird sowohl durch die Analyse von kryo-

elektronenmikroskopischen Aufnahmen von isolierten Translokations-assoziierten T3S-

Systemen aus S. flexneri als auch durch die Analyse von Kristallstrukturen des YscJ-

homologen Proteins EscJ aus enteropathogenen E. coli (EPEC) und des YscD-homologen 

Proteins MxiG aus S. flexneri unterstützt (Yip et al., 2005, Andre et al., 2007, Sani et al., 

2007, McDowell et al., 2011). Für den schmaleren IM-Ring von S. flexneri wird alternativ 

auch eine 12-fache bzw. 15-fache Symmetrie angenommen (Sani et al., 2007, Hodgkinson et 

al., 2009). Der ÄM-Ring wird durch Proteine der Sekretin-Familie aufgebaut, welche 

vermutlich in die ÄM integrieren und einen oligomeren Komplex aus 12 bis 14 Monomeren 

ausbilden (Koster et al., 1997, Crago & Koronakis, 1998, Ogino et al., 2006, Hodgkinson et 

al., 2009, Schraidt et al., 2010, Korotkov et al., 2011). Kryo-elektronenmikroskopische 

Aufnahmen von isolierten Translokations-assoziierten Basalapparaten weisen jedoch darauf 

hin, dass der ÄM-Ring in S. typhimurium aus 15 Monomeren InvG besteht (Schraidt & 

Marlovits, 2011). Die effiziente Oligomerisierung der Sekretine und die Assoziation der 

Sekretine mit der ÄM ist von kleinen Lipoproteinen abhängig, den Pilotinen (Crago & 

Koronakis, 1998, Daefler & Russel, 1998, Schuch & Maurelli, 2001, Burghout et al., 2004). 

Vertreter der Sekretin-Familie interagieren vermutlich über ihre N-terminale Region mit IM-

Komponenten des T3S-Systems (Hodgkinson et al., 2009, Schraidt et al., 2010). Für die 

Sekretine InvG aus S. typhimurium, MxiD aus Shigella flexneri und EscC aus EPEC konnte 

bereits gezeigt werden, dass die Sekretine mit dem YscD-homologen Protein des jeweiligen 

T3S-Systems interagieren (Schuch & Maurelli, 2001, Ogino et al., 2006, Schraidt et al., 

2010). Weitere Protein-Protein-Interaktionsstudien weisen darauf hin, dass die ÄM-

Ringkomponente EscC und die IM-Ringkomponente EscD aus EPEC mit dem Nadelprotein 

EscF interagieren (Ogino et al., 2006) und lassen vermuten, dass Komponenten des 

Basalapparates mit der extrazellulären Nadel des Translokations-assoziierten T3S-Systems 

aus EPEC verbunden sind. 
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1.4 Extrazelluläre Komponenten des Translokations-assoziierten T3S-Systems 

 

Die Nadel Translokations-assoziierter T3S-Systeme wird wahrscheinlich aus mehreren 

Kopien eines Proteins aufgebaut und weist abhängig von dem jeweiligen Bakterium eine 

Länge zwischen 40-80 nm auf (Kubori et al., 1998, Tamano et al., 2000, Li et al., 2002, 

Journet et al., 2003). Eine Ausnahme sind EPEC-Stämme, welche durch das Filamentprotein 

EspA die Nadel bis auf 600 nm verlängern können (Daniell et al., 2001, Sekiya et al., 2001). 

Der Aufbau der Nadel erfolgt wahrscheinlich durch die Polymerisierung von 

Nadeluntereinheiten an der Nadelspitze in einer helikalen Anordnung (Cordes et al., 2003, 

Poyraz et al., 2010). Das Nadelprotein MxiH aus S. flexneri polymerisiert dabei 

wahrscheinlich mit 5,6 Untereinheiten je Windung, während die Nadel aus S. typhimurium 6,3 

Untereinheiten PrgI je Windung enthält (Cordes et al., 2003, Galkin et al., 2010). Die 

Ausbildung eines „tip“-Komplexes an der Nadelspitze verhindert vermutlich die 

Polymerisierung weiterer Nadeluntereinheiten (Poyraz et al., 2010) und ist an der effizienten 

Ausbildung des Translokons beteiligt (De Geyter et al., 2000, Goure et al., 2004, Picking et 

al., 2005, Faudry et al., 2006, Broz et al., 2007). Ein „tip“-Komplex ist jedoch nicht in allen 

Translokations-assoziierten T3S-Systemen zu finden. So weisen Translokations-assoziierte 

T3S-Systeme aus EPEC vermutlich keinen „tip“-Komplex auf, können die Nadel aber durch 

das Filamentprotein EspA direkt mit dem Translokon verbinden (Daniell et al., 2001, Sekiya 

et al., 2001). Das Translokon bildet wahrscheinlich in der Wirtszellplasmamembran eine Pore 

und besteht gewöhnlich aus zwei hydrophoben Proteinen, die einen heterooligomeren 

Proteinkomplex ausbilden (Blocker et al., 2008, Diepold & Wagner, 2014). Im Gegensatz zur 

Nadel, konnte für den Pilus von pflanzenpathogenen Translokations-assoziierten T3S-

Systemen noch kein „tip“-Komplex nachgewiesen werden. Über den exakten Aufbau des 

Pilus ist bisher nicht viel bekannt. Studien mit pflanzenpathogenen Translokations-

assoziierten T3S-Systemen weisen jedoch daraufhin, dass der Pilus aus einer 

Hauptkomponente aufgebaut wird und eine Länge von bis zu 2 µm aufweisen kann, um 

vermutlich die pflanzliche Zellwand zu überbrücken (Roine et al., 1997, Van Gijsegem et al., 

2000, Brown et al., 2001, Hu et al., 2001, Jin & He, 2001, Weber et al., 2005). 

Translokonproteine pflanzenpathogener Translokations-assoziierter T3S-Systeme sind im 

Vergleich zu Translokonproteinen aus Tierpathogenen nicht gut untersucht. Unter anderem 

konnten putative Translokonproteine in X. campestris pv. vesicatoria, R. solanacearum, P. 

syringae, Rhizobium spp.-Stamm NGR234 identifiziert werden (Rossier et al., 2000, Marie et 

al., 2003, Petnicki-Ocwieja et al., 2005, Meyer et al., 2006). Für einige Pflanzenpathogene 

wie Erwinia spp. und Pseudomonas syringae konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch 

sogenannte „harpin“-Proteine in der Translokation von Effektorproteinen involviert sein 

können (Kvitko et al., 2007, Bocsanczy et al., 2008).         
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1.5 Der „inner rod“ bildet eine Struktur innerhalb des Basalapparates 

 

Die stabile Verankerung der Nadel bzw. des Pilus mit dem Basalapparat ist wahrscheinlich 

von einer Struktur abhängig, die als „inner rod“ (innerer Stab) bezeichnet wird und vermutlich 

einen Kanal im Inneren des Basalapparates ausbildet (siehe Abbildung 1.1, B) (Büttner, 

2012). Bisher konnte jedoch nur für Y. pestis eine direkte Interaktion zwischen dem 

Nadelprotein YscF und dem „inner rod“-Protein YscI gezeigt werden (Yang et al., 2013a). Im 

Periplasma wird der „inner rod“ von Translokations-assoziierten T3S-Systemen 

wahrscheinlich durch eine sockelähnliche Struktur mit den IM-Ringen des Basalapparates 

verbunden (Marlovits et al., 2004, Marlovits, 2006 #3398).   

Während der „inner rod“ des Flagellum-assoziierten T3S-Systems von S. typhimurium aus 

den Komponenten FlgB, FlgC, FlgF und FlgG besteht, welche einen proximalen und einen 

distalen „rod“ aufbauen (Homma et al., 1990), wird der „inner rod“ in Translokations-

assoziierten T3S-Systemen vermutlich aus mehreren Kopien einer einzelnen Komponente 

aufgebaut. Elektronenmikroskopische Studien von isolierten T3S-Apparaten weisen darauf 

hin, dass der „inner rod“ des Translokations-assoziierten T3S-Systems von S. typhimurium 

aus PrgJ aufgebaut wird (Marlovits et al., 2004, Marlovits et al., 2006). Obwohl „inner rod“-

Proteine untereinander eine geringe Aminosäureidentität besitzen, konnte durch einen 

Aminosäuresequenzvergleich von bekannten bzw. vorhergesagten „inner rod“-Proteinen aus 

tier- und pflanzenpathogenen Bakterien ein konserviertes Motiv, das VxTLxK-Motiv, im C-

terminalen Bereich der „inner rod“-Proteine identifiziert werden (Hartmann et al., 2012). 

Welche Bedeutung dieses Motiv für die Funktion von „inner rod“-Proteinen hat ist jedoch 

noch nicht geklärt. Für PrgJ und andere „inner rod“-Proteine konnte eine Sekretion in das 

extrazelluläre Milieu nachgewiesen werden (Rossier et al., 2000, Magdalena et al., 2002, 

Wood et al., 2008, Sal-Man et al., 2012, Lefebre & Galan, 2014), welche vermutlich für die 

Ausbildung eines funktionalen T3S-Systems von Bedeutung ist. Die Sekretion von „inner 

rod“-Proteinen ist dabei von Komponenten des Exportapparates abhängig, wie für YscI aus Y. 

pseudotuberculosis gezeigt werden konnte (Wood et al., 2008). 

 

1.6 Der Exportapparat ist ein Proteinkomplex mit verschiedenen Funktionen  

 

Der Exportapparat ist ein heterooligomerer Proteinkomplex, welcher vermutlich einen Kanal 

in der IM bildet und aus mindestens fünf integralen Membranproteinen der YscR-, YscS-, 

YscT-, YscU- und YscV-Familien aufgebaut wird (siehe Abbildung 1.1, B) (Diepold & 

Wagner, 2014). Für S. typhimurium konnte gezeigt werden, dass SpaP (YscR-homolog), 

SpaQ (YscS-homolog) oder SpaR (YscT-homolog) für die Rekrutierung von InvA (YscV-

homolog) und für die effiziente Assemblierung des Basalapparates notwendig sind (Wagner 
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et al., 2010). Ähnliche Ergebnisse konnten auch für das Translokations-assoziierte T3S-

System aus Y. enterocolitica ermittelt werden, welche darauf hinweisen, dass YscR, YscS und 

YscT als Ausgangspunkt für die Assemblierung des Basalapparates dienen und für die 

Oligomerisierung von YscV erforderlich sind (Diepold et al., 2011). Eine Oligomerisierung 

wurde auch für die YscV-homologen Proteine FlhA aus E. coli und MxiA aus S. flexneri 

berichtet (Li & Sourjik, 2011, Abrusci et al., 2013) und ist vermutlich für die Ausbildung 

einer zytoplasmatischen Exportringpore unterhalb des Exportkanals essentiell (Abrusci et al., 

2013). Die Exportringpore wird dabei durch die C-terminale zytoplasmatische Domäne von 

YscV-homologen Proteinen gebildet, die nicht nur mit Komponenten des T3S-Systems, 

sondern auch mit T3S-Substraten interagiert und somit vermutlich eine Substratbindestelle 

des T3S-Systems darstellt (Minamino & MacNab, 2000b, Zhu et al., 2002, McMurry et al., 

2004, Bange et al., 2010, Stone et al., 2010, Minamino et al., 2011, Minamino et al., 2012, 

Abrusci et al., 2013). Neben YscV-homologen Proteinen besitzen auch YscU-homologe 

Proteine eine C-terminale zytoplasmatische Domäne, welche vermutlich an dem 

Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems beteiligt ist. Die YscU-Proteinfamilie wird in 

einem der folgenden Kapitel näher besprochen.  

 

1.7 Der Substratspezifitätswechsel: Ein Zusammenspiel zwischen Partnern 

 

Die effiziente Translokation von Effektorproteinen durch Translokations-assoziierte T3S-

Systeme in die Wirtszelle, erfordert wahrscheinlich eine Mindestlänge der Nadel damit 

bakterielle Oberflächenstrukturen wie Lipopolysaccharide oder Adhesine überbrückt werden 

können (Mota et al., 2005, West et al., 2005, Hölzer et al., 2009). Die Sekretion von 

Nadelproteinen und Proteinen, die für die feste Verankerung der Nadel mit dem Basalapparat 

verantwortlich sind, wie z. B. „inner rod“-Proteine, sollte somit vor der Sekretion bzw. 

Translokation von Translokon- und Effektorproteinen erfolgen. Der Sekretionswechsel von 

„inner rod“-Proteinen und Nadelproteinen, welche als frühe Substrate benannt werden, zu 

späten Substraten, wie Translokon- und Effektorproteinen, wird als Substratspezifitätswechsel 

des T3S-Systems bezeichnet.  

 

1.7.1 T3S-Substratspezifitätswechselproteine 

 

Der Substratspezifitätswechsel wird vermutlich u. a. durch T3S-Substratspezifitätswechsel-

proteine („T3S substrate specificity switch protein“, T3S4-Protein) vermittelt (Lohou et al., 

2013). In Abwesenheit des T3S4-Proteins InvJ aus S. typhimurium war jedoch nicht nur die 

Sekretion von Translokonproteinen inhibiert, sondern auch die Nadel verlängert (Collazo & 

Galan, 1996, Kubori et al., 2000). Ähnliche Ergebnisse konnten auch für S. flexneri und 
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Yersinia spp. ermittelt werden, die zeigten, dass in Abwesenheit des T3S4-Wildtypproteins 

bis zu 10-fach verlängerte Nadeln und eine reduzierte Sekretion von Effektorproteinen 

auftraten (Magdalena et al., 2002, Edqvist et al., 2003, Journet et al., 2003). T3S4-Proteine 

tierpathogener Bakterien sind daher vermutlich nicht nur am Substratspezifitätswechsel, 

sondern auch an der Nadellängenkontrolle beteiligt. Während die bekannten T3S4-Proteine 

aus tierpathogenen Bakterien über das Translokations-assoziierte T3S-System sekretiert 

werden (Collazo & Galan, 1996, Payne & Straley, 1999, Magdalena et al., 2002), konnte für 

T3S4-Proteine aus pflanzenpathogenen Bakterien noch keine Sekretion nachgewiesen werden 

(Lorenz et al., 2008b, Morello & Collmer, 2009), was darauf hin deutet, dass die 

Nadellängenkontrolle in pflanzenpathogenen Bakterien Translokations-assoziierten T3S-

Systemen vermutlich durch einen anderen Mechanismus reguliert wird. T3S4-Proteine 

besitzen untereinander nur geringe Aminosäuresequenzidentitäten, weisen jedoch eine 

strukturell konservierte C-terminale Domäne auf, welche als T3S4-Domäne bezeichnet wird 

(Minamino et al., 2004, Agrain et al., 2005, Minamino et al., 2006, Botteaux et al., 2008, 

Lorenz et al., 2008b). Studien mit dem T3S4-Protein Spa32 aus S. flexneri zeigten, dass die 

T3S4-Domäne nicht nur für die Sekretion von Effektorproteinen und die 

Nadellängenkontrolle essentiell ist, sondern auch für die Interaktion mit dem YscU-

homologen Protein Spa40 (Botteaux et al., 2008), wodurch vermutet wurde, dass die 

Interaktion zwischen T3S4-Proteinen und YscU-homologen Proteinen eine Bedeutung für den 

Substratwechsel hat (Minamino et al., 2006).   

 

1.7.2 Vertreter der YscU-Proteinfamilie 

 

Vertreter der YscU-Proteinfamilie sind sowohl in tier- und pflanzenpathogenen 

Translokations-assoziierten T3S-Systemen als auch in Flagellum-assoziierten T3S-Systemen 

zu finden und bestehen aus einer N-terminalen transmembranen Domäne sowie aus einer C-

terminalen zytoplasmatischen Domäne die an einem konservierten Motiv, dem NPTH-Motiv, 

zwischen dem Asparagin (N) und Prolin (P) gespalten wird (einzelne Buchstaben beziehen 

sich auf den Einbuchstabencode der Aminosäuren) (Allaoui et al., 1994, Minamino & 

Macnab, 2000a, Lavander et al., 2002, Deane et al., 2008, Zarivach et al., 2008). 

Kristallstrukturen der zytoplasmatischen Domäne von EscU aus EPEC, SpaS aus S. 

typhimurium, Spa40 aus S. flexneri und YscU aus Y. pestis zeigen, dass das konservierte 

NPTH-Motiv auf einer Schleife an der Oberfläche des Proteins lokalisiert ist und 

wahrscheinlich autokatalytisch ohne weitere Proteine gespalten wird (Deane et al., 2008, 

Zarivach et al., 2008, Lountos et al., 2009, Wiesand et al., 2009). Die abgespaltene Domäne 

bleibt dabei möglicherweise mit der membrangebundenen Domäne des Proteins assoziiert  
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(Minamino & Macnab, 2000a, Deane et al., 2008, Björnfot et al., 2009, Lountos et al., 2009). 

Kristallstrukturen von YscU, Spa40, EscU und SpaS, weisen weiter darauf hin, dass die 

Spaltung des NPTH-Motivs zu einer veränderten Orientierung der PTH-Schleife führt (Deane 

et al., 2008, Zarivach et al., 2008, Lountos et al., 2009), wodurch eine Änderung der 

Oberflächenladung in diesem Bereich auftritt, welche möglicherweise wichtig für die 

Interaktion mit T3S-Komponenten ist (Deane et al., 2008, Lountos et al., 2009).  

YscU-homologe Proteine mit einer Substitution des Asparaginrestes oder des Prolinrestes des 

konservierten NPTH-Motivs werden nicht mehr effizient gespalten und weisen oft ein 

Sekretionsdefizit für „späte“ Substrate, nicht jedoch für „frühe“ Substrate auf (siehe Tabelle 

1.2). So führte die Substitution des Asparaginrestes zu einem Alaninrest im NPTH-Motiv des 

YscU-homologen Proteins FlhB aus dem Flagellum-assoziierten T3S-System von Salmonella 

spp. zur Sekretion von Hakenproteinen („frühes“ Substrat), aber nicht von Filamentproteinen 

(„spätes“ Substrat) (Fraser et al., 2003, Smith et al., 2009). In Translokations-assoziierten 

T3S-Systemen erlaubten Aminosäuresubstitutionen im NPTH-Motiv von YscU aus Yersinia 

spp. und SpaS aus S. flexneri die Sekretion des T3S4-Proteins („frühes“ Substrat), während 

Translokonproteine nicht mehr sekretiert wurden (Sorg et al., 2007, Zarivach et al., 2008). 

Durch diese Ergebnisse wurde angenommen, dass die Spaltung des NPTH-Motivs in 

Translokations-assoziierten T3S-Systemen an dem Substratspezifitätswechsel von „frühen“ 

Substraten zu Translokonproteinen beteiligt ist (Sorg et al., 2007, Zarivach et al., 2008). Im 

Gegensatz zu YscU und SpaS führten Aminosäuresubstitutionen im NPTH-Motiv von EscU 

aus EPEC und HrcU aus X. campestris pv. vesicatoria zu einem Sekretionsverlust von 

Translokon- und Effektorproteinen (Zarivach et al., 2008, Lorenz & Büttner, 2011), was 

darauf hin deutet, dass der Mechanismus der Substratspezifitätskontrolle zwischen Bakterien 

variieren kann.  

Interaktionsstudien mit YscU und YscU-homologen Proteinen zeigten, dass Vertreter der 

YscU-Familie mit sekretierten T3S-Komponenten, wie z. B. „inner rod“-Proteinen und T3S4-

Proteinen interagieren können (Minamino & Macnab, 2000a, Creasey et al., 2003, Botteaux 

et al., 2008, Riordan & Schneewind, 2008, Lorenz & Büttner, 2009, Morris et al., 2010, Sal-

Man et al., 2012), was darauf hin deutet, dass YscU-homologen Proteine auch eine 

Substratbindestelle des T3S-Systems darstellen könnten. Interessanterweise konnte der 

Phänotyp einer T3S4-Mutante durch Aminosäuresubstitutionen in der C-terminalen Region 

der zytoplasmatischen Domäne von YscU aus Yersinia spp. komplementiert werden (Edqvist 

et al., 2003). Auch für flhB aus Salmonella spp., escU aus EPEC und für hrcU aus X. 

campestris pv. vesicatoria führten Mutationen zur Komplementation des Phänotyps einer 

T3S4-Mutante (Hirano et al., 1994, Kutsukake et al., 1994, Williams et al., 1996, Minamino 

& Macnab, 2000a, Zarivach et al., 2008, Lorenz & Büttner, 2011).
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Tabelle 1.2: Einfluss von Aminosäuresubstitutionen in YscU-homologen Proteinen auf die T3S.
1
 

Aminosäuresubstitution 

(Genexpression)  Spaltung
2
  Effekt auf T3S

3 
  Referenz 

YscU (Yersinia spp.)       

N263A (in cis)  Reduziert   Reduzierte Sekretion des „tip“-Proteins LcrV, des Nadelproteins YscF und von Translokon- 

sowie Effektorproteinen 
 

(Björnfot et al., 2009) 

N263A (in trans)  Nein / 

Alternativ 

 Keine Sekretion des „tip“-Proteins LcrV, keine / reduzierte Sekretion von 

Translokonproteinen, reduzierte Sekretion des T3S4-Proteins YscP und von Effektorproteinen 
 

(Sorg et al., 2007, Riordan 

& Schneewind, 2008) 

P264A (in cis)  Nein  Reduzierte Sekretion des „tip“-Proteins LcrV, des Nadelproteins YscF und von Translokon- 

sowie Effektorproteinen 
 

(Björnfot et al., 2009) 

P264A (in trans)  Nein / 

Alternativ 

 Keine Sekretion des „tip“-Proteins LcrV, reduzierte Sekretion von Translokon- und 

Effektorproteinen 
 

(Sorg et al., 2007) 

P264G (in trans)  Reduziert  Keine Sekretion des „tip“-Proteins LcrV  (Wiesand et al., 2009) 

T265A (in cis)  Ja  WT-Sekretion des Nadelproteins YscF  (Björnfot et al., 2009) 

H266A (in trans)  Reduziert  WT-Sekretion des „tip“-Proteins LcrV  (Wiesand et al., 2009) 

Y317D (in trans)  NA  Reduzierung der YscI-Sekretion durch eine yscP-Mutante, Komplementation des Phänotyps 

einer yscP-Mutante, reduzierte Sekretion von Effektorproteinen 
 

(Edqvist et al., 2003, 

Wood et al., 2008) 

EscU (EPEC)       

N262A (in trans)  Nein  Keine / Reduzierte Sekretion von Effektorproteinen, keine Sekretion von Translokonproteinen 

und EspA 
 

(Zarivach et al., 2008) 

P263A (in trans)  Nein  Keine / Reduzierte Sekretion von Effektorproteinen, keine Sekretion von Translokonproteinen 

und EspA 
 

(Zarivach et al., 2008) 

H265A (in trans)  Ja  Keine Sekretion von EspA, Translokon- und Effektorproteinen   (Zarivach et al., 2008) 

Y316D (in trans)  Reduziert  Reduzierte Sekretion von EspA, Translokon- und Effektorproteinen   (Zarivach et al., 2008) 

SpaS (S. typhimurium)     

N258A (in trans)  Nein  WT-Sekretion des T3S4-Proteins InvJ, reduzierte Sekretion des Nadelproteins PrgI, keine 

Sekretion von Translokonproteinen 
 

(Zarivach et al., 2008) 

P259A (in trans)  Nein  WT-Sekretion des T3S4-Proteins InvJ, reduzierte Sekretion des Nadelproteins PrgI, keine 

Sekretion von Translokonproteinen 
 

(Zarivach et al., 2008) 

Fortsetzung auf der nächsten Seite. 
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Aminosäuresubstitution 

(Genexpression)  Spaltung
2
  Effekt auf T3S

3
  Referenz 

HrcU (X. campestris pv. vesicatoria)    

N264A (in trans)  Nein  Keine Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen, WT-Sekretion des „inner rod“-

Proteins HrpB2 
 

(Lorenz & Büttner, 2011) 

P265A (in trans)  Reduziert  Reduzierte Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen, WT-Sekretion des „inner 

rod“-Proteins HrpB2 
 

(Lorenz & Büttner, 2011) 

P265G (in trans)  Nein  Keine Sekretion des „inner rod“-Proteins HrpB2 sowie von Translokon- und 

Effektorproteinen  
 

(Lorenz & Büttner, 2011) 

T266A (in trans)  Ja  WT-Sekretion des „inner rod“-Proteins HrpB2 sowie von Translokon- und 

Effektorproteinen 
 

(Lorenz & Büttner, 2011) 

H267A (in trans)  Ja  Reduzierte Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen, WT-Sekretion des „inner 

rod“-Proteins HrpB2 
 

(Lorenz & Büttner, 2011) 

Y318D (in trans)  Reduziert  Komplementation des Phänotyps einer hpaC-Mutante, WT-Sekretion von Translokon- und 

Effektorproteinen durch eine hpaC-Mutante 
 

(Lorenz & Büttner, 2011) 

FlhB (Salmonella spp.)     

N269A (in trans)  Nein / 

Alternativ  

 Keine Sekretion des Filamentproteins FliC, WT-Sekretion des Hakenproteins FlgD 
 

(Fraser et al., 2003) 

P270A (in trans)  Reduziert / 

Alternativ 

 Reduzierte Sekretion des Filamentproteins FliC, WT-Sekretion des Hakenproteins FlgD 
 

(Fraser et al., 2003) 

G293V (in trans)  Reduziert  Partielle Komplementation des Phänotyps einer fliK-Mutante 

 

(Williams et al., 1996, 

Minamino & Macnab, 

2000a) 

FlhB (Helicobacter pylori)     

N265A (in trans)  Nein  WT-Sekretion des Hakenproteins FlgE, keine Sekretion von Filamentproteinen  (Smith et al., 2009) 

P266G (in trans)  Nein  WT-Sekretion des Hakenproteins FlgE, keine Sekretion von Filamentproteinen  (Smith et al., 2009) 

Spa40 (S. flexneri)       

N257A (in trans)  Nein / 

Alternativ 

 Reduzierte Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen, verstärkte Sekretion des 

Nadelproteins 
 

(Shen et al., 2012) 

1
 Tabelle nach (Büttner, 2012). 

2
 Ja, Spaltung der C-terminalen Domäne zwischen dem Asparagin und Prolin; Nein, Keine Spaltung; Reduziert, Reduzierte Spaltung zwischen dem Asparagin und Prolin bezogen auf das 

Wildtypprotein; Alternativ, Detektion eines Spaltproduktes, welches nicht dem Spaltprodukt des Wildtyps entspricht; NA, Nicht analysiert.  
3
 WT-Sekretion, Sekretion des untersuchten Proteins in das extrazelluläre Milieu, die mit dem Wildtypprotein vergleichbar ist.  
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Weil diese Substitutionen meist den Austausch von hydrophoben Aminosäureresten mit 

polarem bzw. mit größeren hydrophobem Rest betraf, nahmen die Autoren an, dass die 

Aminosäuresubstitution eine geringe Veränderung in der Proteinkonformation bewirkt, 

welche der Konformation von YscU entspricht, wenn das T3S4-Protein YscP in dem selben 

Yersinia-Stamm anwesend ist (Edqvist et al., 2003). Somit wurde angenommen, dass eine 

Konformationsänderung in der C-terminalen Domäne von YscU-homologen Proteinen, 

möglicherweise nach der Interaktion mit einem T3S4-Protein und vermutlich die Spaltung des 

NPTH-Motivs zu dem Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems führt (Williams et al., 

1996, Edqvist et al., 2003, Ferris et al., 2005, Cornelis, 2006, Deane et al., 2008, Minamino et 

al., 2008, Zarivach et al., 2008, Björnfot et al., 2009, Lountos et al., 2009, Wiesand et al., 

2009, Lorenz & Büttner, 2011).  

 

1.7.3 Die derzeitigen Theorien des Substratspezifitätswechsels 

 

Momentan werden verschiedene Theorien über den Substratspezifitätswechsel durch T3S4-

Proteine und YscU-homolge Proteine postuliert. Das „molecular ruler“-Modell, welches die 

Nadellängenkontrolle und Substratspezifitätswechsel in Yersinia spp. durch YscP erklären 

soll, basiert auf der Erkenntnis, dass Deletionen in YscP zu kleineren und Insertionen zu 

größeren Nadeln führten (Hirano et al., 1994, Journet et al., 2003). Im Rahmen dieses 

Modells wird angenommen, dass der C-Terminus des T3S4-Proteins an der Basis des 

Basalapparates verankert ist, währenddessen der N-Terminus das Innere der Nadel durchquert 

oder sogar mit dem „tip“-Komplex interagiert (Deane et al., 2010). Der Transport von T3S-

Substraten erfolgt dabei vermutlich partiell oder ungefaltet (Büttner, 2012). Tritt bei einer 

Verlängerung der Nadel eine Streckung des T3S4-Proteins auf, wird wahrscheinlich durch 

Interaktion der T3S4-Domäne des T3S4-Proteins mit der C-terminalen zytoplasmatischen 

Domäne eines YscU-homologen Proteins, der Substratspezifitätswechsel initiiert und die 

Sekretion von Translokonproteinen aktiviert. Experimente mit dem T3S4-Protein Spa32 aus 

S. flexneri wiesen daraufhin, dass das „molecular ruler“-Modell nicht vollständig angewendet 

werden kann, da unterschiedlich große Deletionen in Spa32 zu keiner großen Variation der 

Nadellänge führten (Botteaux et al., 2008), was den Experimenten mit YscP widersprach 

(Hirano et al., 1994, Journet et al., 2003). Für die Bestimmung der Nadellänge in S. flexneri 

wurde dadurch das „molecular tape measure“-Modell postuliert. Dieses beruht im 

Wesentlichen auf dem „molecular ruler“-Modell, geht jedoch von einer periodischen 

Sekretion des T3S4-Proteins aus (Botteaux et al., 2008). Ist die erforderliche Nadellänge 

erreicht, wird der Substratspezifitätswechsel vermutlich durch die Interaktion der T3S4-

Domäne des Spa32-Proteins mit der C-terminalen zytoplasmatischen Domäne von Spa40 
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(YscU-Homolog) induziert (Botteaux et al., 2008). Im Vergleich zum „molecular ruler“-

Modell, beschreibt das „molecular tape measure“-Modell jedoch nicht eindeutig wie die 

Fertigstellung der Nadel in das Zytoplasma signalisiert wird (Barison et al., 2013). 

Eine alternative Theorie für die Kontrolle des Substratspezifitätswechsels berücksichtigt einen 

möglichen Beitrag von „inner rod“-Proteinen. Für S. thyphimurium konnte durch Kryo-

Elektronenmikroskopie gezeigt werden, dass in Abwesenheit des T3S4-Proteins InvJ eine 

strukturelle Differenz im Basalapparat zu erkennen ist, welche möglicherweise auf eine 

Störung der „inner rod“-Assemblierung hindeutet (Marlovits et al., 2006). In 

Übereinstimmung mit dieser Beobachtung konnte weiterhin ermittelt werden, dass in einer 

invJ-Mutante der „inner rod“ nicht assemblieren kann und der Betrag von „inner rod“-

Proteinen die mit dem Basalapparat assoziieren reduziert ist, was u. a. zu längeren Nadeln und 

keinem Substratspezifitätswechsel führte (Sukhan et al., 2003, Lefebre & Galan, 2014). 

Studien mit Yersinia spp. zeigten weiterhin, dass in Abwesenheit des T3S4-Proteins YscP das 

„inner rod“-Protein YscI verstärkt sekretiert wird (Wood et al., 2008). Nachdem 

Aminosäuresubstitutionen in YscU nicht nur den Phänotyp einer yscP-Mutante supprimierten, 

sondern auch zu einer Wildtyp-Sekretion von YscI führten, wurde eine Verbindung zwischen 

dem Substratspezifitätswechsel und der Sekretionskontrolle des „inner rod“-Proteins YscI 

angenommen (Wood et al., 2008). Das daraus entwickelte Modell postuliert, dass der „inner 

rod“ sowie die Nadel zur gleichen Zeit aufgebaut werden und die Nadellänge durch die 

relative Konzentration der zytoplasmatischen „inner rod“- bzw. Nadelproteine als auch durch 

die Assemblierungsrate des „inner rod“ bestimmt wird (Marlovits et al., 2006). Unterstützt 

wird diese Theorie durch eine vor kurzem veröffentlichte Studie mit dem „inner rod“-Protein 

PrgJ aus S. typhimurium, die zeigte, dass Aminosäuresubstitutionen in PrgJ zu verlängerten 

Nadeln führte, deren Länge der Nadellänge einer invJ-Mutante entsprachen, während die 

Sekretion von PrgJ und des T3S4-Proteins InvJ nicht beeinflusst  war (Lefebre & Galan, 

2014). Diese Daten vermitteln, dass die Kontrolle der Nadellänge und damit vermutlich die 

Determinierung des Substratspezifitätswechsels von Substitutionen in PrgJ und nicht von der 

InvJ-Sekretion abhängig ist. Im Rahmen dieser alternativen Theorie wird nach der 

Fertigstellung des „inner rod“ die Nadel am Basalapparat verankert und gleichzeitig ein 

Konformationswechsel induziert, welcher vermutlich zum Substratspezifitätswechsel führt 

(Marlovits et al., 2004). YscU-homologe Proteine sowie T3S4-Proteine würden demnach 

ihren Einfluss auf den Substratspezifitätswechsel durch die Regulation der Sekretion von 

„inner rod“-Proteinen ausüben (Wood et al., 2008). 

 

 

 

 

 



Einleitung 

14 

 

1.8 Die Erkennung von T3S-Substraten - T3S-Signale und T3S-Chaperone 

 

Die Sekretion von T3S-Substraten erfordert ein T3S-Signal, welches oft in den N-terminalen 

20 bis 30 Aminosäuren lokalisiert ist (Michiels & Cornelis, 1991, Sory et al., 1995, Schesser 

et al., 1996, Cardenal-Munoz & Ramos-Morales, 2011, Baison-Olmo et al., 2012). Die N-

terminale Region von T3S-Substraten ist auf Ebene der Aminosäuren nicht konserviert, 

besitzt jedoch oft eine spezifische Aminosäurekomposition (Guttman et al., 2002, Schechter 

et al., 2004, Arnold et al., 2009, Löwer & Schneider, 2009, Samudrala et al., 2009). So zeigen 

statistische Analysen von T3S-Effektoren und Nicht-Effektoren, dass in den N-terminalen 30 

Aminosäuren von T3S-Effektoren die Aminosäuren Serin und Threonin häufiger vorkommen 

und der Anteil von hydrophoben und sauren Aminosäureresten verringert ist (Arnold et al., 

2009, McDermott et al., 2011, Sato & Frank, 2011, Dong et al., 2013). Neueste in silico-

Analysen lassen vermuten, dass auch weitere Eigenschaften der N-terminalen Region, wie die 

Sekundärstruktur, die Zugänglichkeit von Wassermolekülen oder sehr schwach konservierte 

Aminosäuremotive einen Einfluss auf die Erkennung von Effektorproteinen haben können 

(Dong et al., 2013, Wang et al., 2013, Yang et al., 2013b). Die Analyse der Kristallstruktur 

des Effektors SipA aus S. typhimurium sowie die Untersuchung des Effektorproteins BteA 

aus Bordetella bronchiseptica durch Zirkulardichroismus-Spektroskopie, weisen ferner darauf 

hin, dass die N-terminale Region dieser Proteine wahrscheinlich unstrukturiert ist, d. h. keine 

tertiäre Struktur aufweist (Lilic et al., 2006, Guttman et al., 2013). Die N-terminale 

unstrukturierte Region von Effektorproteinen ist möglicherweise für die Erkennung von T3S-

Substraten durch T3S-Komponenten wichtig (Buchko et al., 2010), wie z. B. durch die C-

terminale Domäne von Vertretern der YscV-Familie, den C-Ring oder die T3S-assoziierte 

ATPase (siehe Kapitel 1.9 und Anhang, Tabelle 5). Die Untersuchung des T3S-Signals der 

Effektoren YopE, YopN und YopQ aus Yersinia spp. zeigte, dass alternative T3S-Signale 

möglicherweise auch in der mRNA kodiert sein können, wodurch eine kotranslationale 

Sekretion dieser Effektoren vermutet wurde (Anderson & Schneewind, 1997, Anderson & 

Schneewind, 1999, Ramamurthi & Schneewind, 2002). Die Existenz eines mRNA-Signals 

wird jedoch kontrovers betrachtet, da die Mutationen in yopE aus Yersinia spp. ohne die 

Aminosäuresequenz zu verändern, zu keiner Inhibierung der T3S-Sekretion von YopE führten 

(Lloyd et al., 2001). Weiterhin zeigten Studien mit Effektorproteinen aus Salmonella spp., 

dass die ermittelte Anzahl von Effektorproteinen im bakteriellen Zytoplasma (6000 Proteine 

SipA, 3000 Proteine SopE, 10000 Proteine SptP) im Vergleich zu den geschätzten 10 bis 100 

T3S-Systemen wesentlich höher ist, was einer kotranslationalen Sekretion widerspricht 

(Kubori et al., 1998, Schlumberger et al., 2005, Schlumberger & Hardt, 2006, Winnen et al., 

2008). Experimentelle Daten verdeutlichen jedoch, dass für den Transport von bestimmten 
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Effektoren wie GtgA, SseL und SteD aus Salmonella spp. in die Wirtszelle das RNA-

Chaperon Hfq, welches kurze Adenin/Uracil-reiche RNA-Sequenzen bindet, benötigt wird 

und lässt vermuten, dass möglicherweise ein RNA-Signal auch an der Erkennung von 

bestimmten Effektorproteinen beteiligt sein kann (Brennan & Link, 2007, Niemann et al., 

2013). Die Analyse der N-terminalen Region von verschiedenen Effektorproteinen zeigte 

weiterhin, dass für den Transport von Effektoren in die Wirtszelle, neben einem T3S-Singal 

auch ein Translokationssignal von Bedeutung ist, welches häufig in den N-terminalen 50-100 

Aminosäuren lokalisiert ist und oft eine Bindestelle für T3S-Chaperone darstellt (Büttner, 

2012). T3S-Chaperone sind meist zytoplasmatische Proteine, die als Homo- oder 

Heterodimere spezifisch mit der Chaperonbindedomäne eines T3S-Substrates interagieren, 

und dadurch vermutlich die Erkennung von T3S-Effektoren durch T3S-Komponenten fördern 

(Büttner, 2012, Lohou et al., 2013). T3S-Chaperone fördern jedoch nicht nur die Erkennung 

von T3S-Substraten, sondern können auch einen Einfluss auf die Translokationshierarchie 

von T3S-Effektoren besitzen oder Proteindomänen in Effektorproteinen maskieren, wie z. B. 

die Membranlokalisierungsdomäne des Effektors YopO aus Y. enterocolitica durch das T3S-

Chaperon SycO verdeckt wird (Boyd et al., 2000, Letzelter et al., 2006, Thomas et al., 2007).  

 

1.9 Der vorhergesagte C-Ring ist eine Sortierungsplattform für T3S-Substrate 

 

Für Flagellum-assoziierte T3S-Systeme konnte ermittelt werden, dass der Basalapparat mit 

einer zytoplasmatischen Ringstruktur („cytoplasmic“, C-Ring) assoziiert ist, welche u. a. 

durch FliM und FliN ausgebildet wird (Khan et al., 1992, Francis et al., 1994, Kubori et al., 

1997, Lux et al., 2000). In Translokations-assoziierten T3S-Systemen konnte durch 

elektronenmikroskopische Untersuchungen von Basalapparaten bisher noch kein C-Ring 

nachgewiesen werden (Blocker et al., 2001, Kudryashev et al., 2013). Das putative C-

Ringprotein Spa33 von S. flexneri lokalisiert jedoch in Immunogoldmarkierungen an der 

zytoplasmatischen Seite des T3S-Systems und interagiert mit den IM-Komponenten MxiG 

und MxiJ sowie mit der T3S-assoziierten ATPase Spa47 (Morita-Ishihara et al., 2006). T3S-

assoziierte ATPasen sind an der Rekrutierung von T3S-Substraten beteiligt und fördert durch 

ATP-Hydrolyse die Trennung von T3S-Substraten von deren T3S-Chaperonen (Gauthier & 

Finlay, 2003, Akeda & Galan, 2005, Thomas et al., 2005, Lorenz & Büttner, 2009, Yoshida et 

al., 2014) sowie das Entfalten von T3S-Substraten (Akeda & Galan, 2005). Die Entfaltung 

des T3S-Substrates ist für den Transport durch das T3S-System notwendig, da der 

Durchmesser des inneren Kanals der extrazellulären Nadel- oder Pilusstruktur vermutlich zu 

klein ist, um die Passage von vollständig gefalteten Proteinen zu gewährleisten (Büttner, 

2012).  
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Die vorhergesagten C-Ringkomponenten aus Y. pseudotuberculosis und S. typhimurium wird 

durch ein Gen kodiert, dessen Genprodukt einen  Komplex mit einem verkürzten Derivat des 

Volllängenproteins ausbildet, welches durch ein internes Startcodon entsteht und der C-

terminalen Hälfte des Volllängenproteins entspricht (Yu et al., 2011, Bzymek et al., 2012). 

Kristallstrukturen weisen daraufhin, dass das verkürzte Derivat YscQ-C aus Y. 

pseudotuberculosis Homodimere bilden kann und strukturelle Ähnlichkeit mit den C-

Ringkomponenten FliN und HrcQB besitzt, welche untereinander selbst strukturelle 

Ähnlichkeiten aufweisen (Fadouloglou et al., 2004, Brown et al., 2005, Bzymek et al., 2012). 

Proteine der YscQ-Proteinfamilie weisen demnach Ähnlichkeiten mit Komponenten des 

flagellaren C-Rings auf und könnten einen Teil der C-Ringstruktur in Translokations-

assoziierten T3S-Systemen bilden. Weil YscQ und YscQ-homologe Proteine mit 

Effektorproteinen, T3S-assoziierten ATPasen sowie mit Substrat-Chaperon-Komplexen 

interagieren wurde vermutet, dass sie als Rekrutierungsplattform für sekretierte Proteine 

dienen (Jackson & Plano, 2000, Morita-Ishihara et al., 2006, Johnson et al., 2008, Spaeth et 

al., 2009). In der Tat konnte für S. typhimurium durch eine Immunopräzipitation des YscQ-

homologen Proteins SpaO gezeigt werden, dass ein Komplex, bestehend aus SpaO mit den 

zytoplasmatischen Proteinen OrgA und OrgB, nacheinander T3S-Substrate wie Nadel- und 

Translokonkomponenten sowie Effektorproteine rekrutieren kann und dadurch eine definierte 

Reihenfolge dieser zu sekretierenden Proteine festlegt (Lara-Tejero et al., 2011).  

 

1.10 T3S im pflanzenpathogenen Bakterium X. campestris pv. vesicatoria 

 

1.10.1 X. campestris pv. vesicatoria ist der Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit 

 

Eines der Modellsysteme zur Analyse von Translokations-assoziierten T3S-Systemen ist das 

Gram-negative stäbchenförmige pflanzenpathogene Bakterium X. campestris pv. vesicatoria 

(Xcv), reklassifiziert als Xanthomonas euvesicatoria (Jones et al., 1998, Jones et al., 2004). 

Xcv ist der Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit („bacterial spot disease“) auf Tomaten- 

(Solanum lycopersicum) und Paprikapflanzen (Capsicum annuum) (siehe Abbildung 1.2, A 

bis D). Die Verbreitung des Bakteriums erfolgt durch Spritzwasser bei Regen. Xcv tritt durch 

Öffnungen, wie Stomata oder durch Verwundungsstellen auf der Pflanzenoberfläche in die 

Pflanze ein und vermehrt sich lokal in den interzellularen Räumen der Wirtspflanze. Die 

Infektion von suszeptiblen Paprikapflanzen durch Xcv führt zur Ausbildung von 

Krankheitssymptomen, sogenannte wässrige Läsionen, die durch ein feucht erscheinendes 

Blattgewebe gekennzeichnet sind, welches im Verlauf der Infektion nekrotisch wird (siehe 

Abbildung 1.2, E bis H). Resistente Pflanzen hingegen sind in der Lage einzelne bakterielle 
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Effektorproteine, die als Avirulenz-Proteine (Avr-Proteine) bezeichnet werden, durch ihr 

korrespondierendes pflanzliches Resistenzprotein oder Resistenzgen direkt oder indirekt zu 

erkennen, welches oft mit einem schnellen, lokalen Zelltod („hypersensitive response“, HR) 

assoziiert ist (Flor, 1971, Greenberg & Yao, 2004). Während eine HR bei natürlichen 

Infektionen nur auf wenige Pflanzenzellen begrenzt und makroskopisch nicht sichtbar ist, 

führt die Inokulation von hohen Bakteriendichten in die Blätter von resistenten Pflanzen zu 

einem sichtbaren lokalen Absterben an der Infektionsstelle (Abbildung 1.2, I und J). 

 

 

Abbildung 1.2: Xcv ist der Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit auf Tomaten- und 

Paprikapflanzen. Die Infektion von Xcv führt zur Ausbildung von Krankheitssymptomen auf den 

Blättern von Tomaten- (A) und Paprikapflanzen (B) sowie auf Tomaten- (C) und Paprikafrüchten (D). 

Die Krankheitssymptome können auf den Blättern in einem frühen Stadium der Infektion als wässrige 

Läsionen wahrgenommen werden (E, F), welche im Verlauf der Infektion nekrotisch werden (G, H). 

Die Inokulation von hohen Bakteriendichten in die Blätter von resistenten Paprikapflanzen führt zu 

einem makroskopisch sichtbaren lokalen Absterben des Blattgewebes (I, J). In den Abbildungen F, H, 

I und J sind Laborphänotypen dargestellt, die durch die Inokulation von hohen Bakteriendichten 

erreicht werden. Im Labor werden für eine bessere Visualisierung der HR die Blätter von resistenten 

Pflanzen in Ethanol gebleicht und anschließend dokumentiert (J). Quellennachweis: Abbildung A bis 

C und E bis J, Felix Scheibner und Jens Hausner; Abbildung D, (Cerkauskas et al., 2004). 

 

1.10.2 Das T3S-System wird durch ein Gencluster kodiert 

 

Das Translokations-assoziierte T3S-System von Xcv ist chromosomal in einer circa 23 

Kilobasen großen Region kodiert, welche als „hypersensitive response and pathogenicity“-

Gencluster (hrp-Gencluster) bezeichnet wird (Bonas et al., 1991). Das hrp-Gencluster ist in 

acht Transkriptionseinheiten organisiert und umfasst 25 Gene, die für alle essentiellen 

Komponenten des Translokations-assoziierten T3S-Apparates sowie für Kontrollproteine 

kodieren (siehe Abbildung 1.3) (Fenselau & Bonas, 1995, Wengelnik et al., 1996a, Huguet & 

Bonas, 1997, Huguet et al., 1998, Rossier et al., 2000, Büttner & Bonas, 2002, Büttner et al., 

2007, Weber et al., 2007). Die Genprodukte der elf hrc-Gene 
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Abbildung 1.3: Das hrp-Gencluster kodiert für die essentiellen Komponenten des T3S-Systems. Das hrp-Gencluster umfasst 25 Gene, die in acht 

Transkriptionseinheiten, den Operonen hrpA, B, C, D, E, F und hpaB sowie xopF1 zusammengefasst sind. Die Gene hpaH und xopA befinden sich in der 

flankierenden Region des hrp-Genclusters und kodieren Proteine, welche zur Virulenz von Xcv beitragen. Das hpaA-Genprodukt ist nicht nur ein T3S-

Kontrollprotein, sondern auch ein Effektorprotein. Pfeile weisen auf Gene hin und geben die Transkriptionsrichtung der Gene an. Im unteren Abschnitt der 

Abbildung ist die mögliche Funktion der Genprodukte angegeben.  hrc, hrc-Gene; hrp, hrp-Gene; hpa, hpa-Gene; Stern, weist auf die Anwesenheit einer PIP-

Box hin. Abbildung verändert nach (Büttner & Bonas, 2002). 
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(„hrp-conserved“, hrp-konserviert) weisen eine hohe Aminosäureidentität mit T3S-

Komponenten  aus tierpathogenen Translokations-assoziierten T3S-Systemen auf und 

kodieren vermutlich die Kernkomponenten des T3S-Systems (He et al., 2004). Die 

Nomenklatur bezieht sich dabei auf die Ysc-Proteine des tierpathogenen Bakteriums Yersinia 

spp. (Bogdanove et al., 1996). Neben den hrc-Genen enthält das hrp-Gencluster auch sieben 

hrp-Gene, deren Genprodukte wie die Hrc-Proteine essentiell für die Pathogenität von Xcv, 

jedoch nicht über tierpathogene und/oder in pflanzenpathogen Bakterien konserviert sind 

(Huguet et al., 1998, Rossier et al., 2000). Die Funktion der meisten hrp-Gene wurde noch 

nicht näher analysiert. Bisher konnte nur für die sekretierten Proteine HrpF als 

Translokonprotein, HrpE als Pilusprotein und HrpB2 als mögliches „inner rod“-Protein eine 

Funktion ermittelt werden (Huguet & Bonas, 1997, Büttner et al., 2002, Weber et al., 2005, 

Hartmann et al., 2012). Außer den Hrc- und Hrp-Proteinen kodiert das hrp-Gencluster, durch 

die hpa-Gene („hrp-associated“: hrp-assoziiert), sechs Hpa-Proteine, welche nicht essentiell 

für die T3S sind, aber oft zur Virulenz von Xcv beitragen (Huguet et al., 1998, Büttner et al., 

2004, Büttner et al., 2006, Büttner et al., 2007, Lorenz et al., 2008a, Lorenz et al., 2008b). 

Während HpaI und HpaD für die T3S entbehrlich sind, sind HpaE, HpaA, HpaB und HpaC 

für die T3S bzw. Translokation von T3S-Substraten von Bedeutung (siehe für HpaA und 

HpaB Kapitel 1.10.6 und für HpaC Kapitel 1.10.5.1). Hpa-Proteine werden jedoch nicht 

ausschließlich von Genen des hrp-Genclusters kodiert, sondern auch durch Gene in den 

flankierenden Regionen des hrp-Genclusters (hpaH, hpaG und hpaF) und durch Gene in 

anderen Locis (hpaJ) (Noël et al., 2002, Noël et al., 2003). Die Deletion von hpaG und hpaF 

zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Virulenz von Xcv (Noël et al., 2002), während 

HpaH wahrscheinlich zur Sekretion und Translokation von Effektorproteinen beiträgt 

(Büttner et al., 2007). HpaH und HpaJ sind putative lytische Transglykosylasen, welche 

eventuell die lokale Modifizierung des Peptidoglykans im Periplasma des Bakteriums 

erlauben. Die lokale Veränderung des Peptidoglykans ist vermutlich für die effiziente 

Assemblierung des T3S-Systems wichtig, da die Porengröße des Peptidoglykans von circa 2 

nm die Passage von Proteinen die mehr als 50 kDa groß sind behindert und somit die 

Assemblierung von großen Proteinkomplexen nicht möglich wäre (Demchick & Koch, 1996, 

Koraimann, 2003, Scheurwater & Burrows, 2011).  

 

1.10.3 Die Regulation der hrp-Gene 

 

Die Expression der hrp-Gene erfolgt nicht konstitutiv, sondern wird in der Pflanze oder in 

einem speziellen Minimalmedium durch die Produkte der Gene hrpG und hrpX aktiviert 

(Schulte & Bonas, 1992, Wengelnik & Bonas, 1996, Wengelnik et al., 1996b). HrpG gehört 
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zu den „response“-Regulatoren von Zwei-Komponenten-Signaltransduktionssystemen der 

OmpR-Familie und führt nach der Aktivierung zur Expression eines genomweiten Regulons, 

die sowohl Virulenzgene wie hrp-Gene, aber auch Effektorgene betrifft (Wengelnik et al., 

1996b, Noël et al., 2001, Thieme et al., 2007, Szczesny et al., 2010, Schulze et al., 2012). Die 

Aktivierung von HrpG erfolgt nach der Perzeption eines noch unbekannten pflanzlichen 

Signals, möglicherweise durch Phosphorylierung (Wengelnik et al., 1996b). In X. campestris 

pv. campestris konnte HpaS als mögliche Sensorkinase identifiziert werden, welche HrpG 

phosphoryliert (Li et al., 2013). Ein Aminosäureaustausch in HrpG (E44K) von Xcv führt zur 

konstitutiven Aktivierung des „response“-Regulators und ermöglicht, unter der Verwendung 

eines Minimalmediums, die Analyse der T3S-System-abhängigen in vitro-Sekretion (Rossier 

et al., 1999, Wengelnik et al., 1999). Die HrpG-vermittelte Expression von Genen ist in den 

meisten Fällen von dem zur AraC-Familie gehörenden Transkriptionsaktivator HrpX 

abhängig (Wengelnik & Bonas, 1996). Mit der Ausnahme des hrpA-Operons, welches durch 

HrpG reguliert wird, werden alle anderen hrp-Operone durch HrpX induziert (Wengelnik et 

al., 1996a). HrpX bindet an die „plant-inducible promoter“-Boxen (PIP-Boxen) in den 

Promotoren von HrpX-regulierten Genen, welche die Konsensussequenz TTCGC-N15-

TTCGC aufweisen (Wengelnik & Bonas, 1996, Koebnik et al., 2006). Die HrpX vermittelte 

Expression von Genen betrifft aber auch Gene mit einer imperfekten PIP-Box in ihrem 

Promotor, wie für hrpF gezeigt wurde (Wengelnik & Bonas, 1996, Huguet & Bonas, 1997, 

Noël et al., 2001). Studien mit X. oryzae pv. oryzicola weisen darauf hin, dass neben HrpX 

auch HrpD6 die Expression von bestimmten hrp-Genen positiv beeinflussen kann, während 

HrcT wahrscheinlich einen positiven Einfluss auf die Expression von hrpX hat (Li et al., 

2011, Liu et al., 2014). Für Xcv wurde ein möglicher Einfluss von HrpD6 oder HrcT jedoch 

noch nicht analysiert. 

 

1.10.4 Die vorhergesagte Architektur des T3S-Systems aus Xcv 

 

Das Translokations-assoziierte T3S-System aus Xcv besteht aus einem Basalapparat, dessen 

ÄM-Ring vermutlich durch das Sekretin HrcC aufgebaut wird, während der IM-Ring durch 

HrcJ und HrcD ausgebildet wird. Der Basalapparat ist mit einem Exportapparat assoziiert, 

dessen Komponenten in der IM möglicherweise einen Exportkanal bilden, durch die T3S-

Substrate über die IM transportiert werden können (Büttner, 2012). Einige Komponenten des 

Exportapparates wie HrcU und HrcV besitzen zytoplasmatische Domänen, die wahrscheinlich 

Bindestellen für T3S-Substrate darstellen (Lorenz et al., 2008b, Hartmann & Büttner, 2013). 

So konnte für  die C-terminale  zytoplasmatische  Domäne  von HrcV eine  Interaktion  mit  
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Effektorproteinen und sekretierten Komponenten des T3S-Systems, wie HrpB2, 

nachgewiesen werden (Hartmann & Büttner, 2013). HrpB2 ist ein schwach sekretiertes 

Protein, welches für den Aufbau des extrazellulären Pilus essentiell ist und stellt damit 

vermutlich eines der ersten Substrate dar, die das T3S-System durchqueren (Rossier et al., 

2000, Lorenz et al., 2008b). Die Analyse der HrpB2-Aminosäuresequenz führte zur 

Identifizierung eines Aminosäuremotivs, welches essentiell für den Beitrag von HrpB2 für die 

Pilusausbildung sowie T3S ist und in vorhergesagten „inner rod“-Proteinen vorkommt 

(Hartmann et al., 2012). Die Bedeutung des Motivs für die HrpB2-Funktion und die 

periplasmatische Lokalisierung von HrpB2 deuten darauf hin, dass HrpB2 ein putatives „inner 

rod“-Protein sein könnte (Hartmann et al., 2012). Möglicherweise bildet HrpB2 somit einen 

Kanal zwischen der IM und ÄM aus, welcher als Transportkanal durch den periplasmatischen 

Raum dient. Die extrazelluläre Pilusstruktur besteht in Xcv vermutlich aus dem sekretierten 

Protein HrpE (Weber et al., 2005), während das Translokon wahrscheinlich durch HrpF 

ausgebildet wird, welches zwei vorhergesagte transmembrane Regionen sowie lipid-bindende 

und porenausbildende Aktivität besitzt (Huguet & Bonas, 1997, Büttner et al., 2002). Neben 

HrpF könnte vermutlich auch XopA ein Teil des Translokons sein (Noël et al., 2002).  

Die Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen erfordert wahrscheinlich erst den 

Aufbau des „inner rod“ und des extrazellulären Pilus. Die Sekretion von „frühen“ T3S-

Substraten wie HrpB2 zu „späten“ T3S-Substraten wie HrpF und Effektorproteinen, sollte 

daher durch distinkte Mechanismen kontrolliert werden.  

 

1.10.5 Der Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems in Xcv 

 

1.10.5.1 Das zytoplasmatische T3S-Kontrollprotein HpaC 

 

Die Analyse der in vitro-Sekretion einer hpaC-Mutante zeigte, dass in Abwesenheit von 

HpaC Translokon- und Effektorproteine reduziert sekretiert werden, während die Sekretion 

des Pilusproteins HrpE nicht beeinflusst und die Sekretion des putativen „inner rod“-Proteins 

HrpB2 verstärkt war (Büttner et al., 2006, Lorenz et al., 2008b). In Übereinstimmung mit der 

reduzierten in vitro-Sekretion von „späten“ T3S-Substraten, führte die Inokulation einer 

hpaC-Mutante in suszeptiblen Paprikapflanzen, im Vergleich zu einem Wildtypstamm, zu 

einer reduzierten Ausbildung von Krankheitssymptomen (Büttner et al., 2006). Da HpaC die 

Sekretion von „späten“ Substraten fördert, während die Sekretion des „frühen“ Substrates 

HrpB2 negativ kontrolliert wird, wurde vermutet, dass HpaC wie T3S4-Proteine aus 

tierpathogenen Bakterien am Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems beteiligt ist (Lorenz 

et al., 2008b). In vitro-Interaktionsstudien verdeutlichten, dass HpaC u. a. mit dem T3S-
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Chaperon HpaB (siehe Kapitel 1.10.6), dem putativen „inner rod“-Protein HrpB2 sowie mit 

den C-terminalen zytoplasmatischen Domänen der IM-Komponenten HrcV und HrcU 

(HrcUC) interagiert (Lorenz et al., 2008b, Schulz & Büttner, 2011, Hartmann & Büttner, 

2013). Komplementationsstudien mit HpaC-Derivaten, die nicht mehr mit HrcUC 

interagierten, konnten den Phänotyp einer hpaC-Mutante nicht komplementieren, wodurch 

angenommen wurde, dass die Interaktion von HrcUC mit HpaC wichtig für den 

Substratspezifitätswechsel ist (Schulz & Büttner, 2011). Für die Interaktion zwischen HrcUC 

und HpaC war die C-terminale Domäne von HpaC essentiell (Lorenz et al., 2008b, Schulz & 

Büttner, 2011). Der Phänotyp einer hpaC-Mutante konnte jedoch durch die C-terminale 

Region von HpaC alleine nicht komplementiert werden (Schulz & Büttner, 2011). Die 

Interaktion zwischen HrcUC und HpaC ist daher vermutlich für den Substratspezifitätswechsel 

essentiell, aber nicht hinreichend, um den Substratspezifitätswechsel zu induzieren (Schulz & 

Büttner, 2011).  

 

1.10.5.2 Die IM-Komponente HrcU ist am Substratspezifitätswechsel beteiligt  

 

Die IM-Komponente HrcU ist ein Vertreter der YscU-Proteinfamilie (siehe Kapitel 1.7.2). 

Topologiestudien zeigten, dass HrcU aus vier N-terminalen transmembranen Helices sowie 

einer C-terminalen zytoplasmatischen Domäne aufgebaut wird (Berger et al., 2010). Die C-

terminale Domäne wird wahrscheinlich an einem über die YscU-Familie konservierten 

NPTH-Motiv, das vermutlich für die Interaktion von HrcUC mit dem putativen „inner rod“-

Protein HrpB2 von Bedeutung ist, gespalten (siehe Tabelle 1.3) (Lorenz & Büttner, 2011). 

Komplementationsstudien mit spaltungsdefizienten HrcU-Derivaten zeigten, dass die HrcU-

Spaltung zur Pathogenität von Xcv und Sekretion von „späten“ Substraten beiträgt, während 

die Spaltung für die Sekretion von HrpB2 entbehrlich war (siehe Tabelle 1.3) (Lorenz & 

Büttner, 2011). Aus diesem Grund wurde vermutet, dass die HrpB2-Sekretion vor der HrcU-

Spaltung stattfindet (Lorenz & Büttner, 2011). Nachdem das HrcU-Derivat HrcUP265G nicht 

mehr mit HrpB2 interagierte und das HrpB2-Sekretionsdefizit einer hrcU-Mutante nicht 

komplementierte (siehe Tabelle 1.3), wurde weiterhin angenommen, dass die effiziente 

HrpB2-Sekretion die Interaktion mit dem NPTH-Motiv erfordert (Lorenz & Büttner, 2011). 

Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten jedoch, dass Aminosäuresubstitutionen im NPTH-

Motiv nicht nur die Interaktion zwischen HrcU mit HrpB2, sondern auch die Interaktion von 

HrcUC mit HpaC beeinträchtigt war (Lorenz & Büttner, 2011). Wahrscheinlich konkurrieren 

HrpB2 und HpaC, welche selbst miteinander interagieren (Lorenz et al., 2008b), somit um 

dieselbe  Bindestelle   in   HrcU.  Da  HrcUC,  HpaC  und   HrpB2  Teil  eines  gemeinsamen  
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Tabelle 1.3: Einfluss von Aminosäuresubstitutionen im NPTH-Motiv auf die HrcU-Proteinfunktion.
1
 

Derivat  Spaltung  Interaktion
2
  T3S-Sekretion

3
  Komplementation

4
 

        Substrate   

    HrpB2  HpaC  „frühe“  „späte“   

HrcU  Ja  Ja  Ja  +  +  Ja 

HrcUN264A  Nein  Ja  Nein  +/-  -  Nein 

HrcUP265A  Reduziert  Reduziert  Reduziert  +  +/-  Partiell 

HrcUP265G  Nein  Nein  Nein  -  -  Nein 

HrcUT266A  Reduziert  NA  NA  +/-  +/-  Ja 

HrcUH267A  Reduziert  NA  NA  +/-  +/-  Ja 

1
 Nach (Lorenz & Büttner, 2011) 

2
 GST-Interaktionsstudien mit GST-HrcU-Derivaten und c-Myc-Epitop markierten HrpB2 bzw. HpaC. NA, 

Nicht analysiert. 
3
 In vitro-Sekretion des „frühen“ Substrates HrpB2 und der „späten“ Substrate HrpF und AvrBs3; +, Sekretion 

die mit dem Wildtypprotein vergleichbar ist; +/-, Reduzierte Sekretion im Vergleich zum Wildtypprotein;  

-, keine Sekretion. 
4
 Komplementation des Phänotyps eines 85-10hrpG*hrcU-Stammes. 

 

Proteinkomplexes sind, ist es möglich, dass die Interaktion zwischen HpaC und HrcUC die 

Bindung von HrpB2 mit HrcUC verhindert, wodurch die HrpB2-Sekretion kontrolliert werden 

könnte (siehe Abbildung 1.4) (Lorenz & Büttner, 2011, Schulz & Büttner, 2011). Es kann 

jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch eine direkte Interaktion von HpaC mit HrpB2 

zur Kontrolle der HrpB2-Sekretion führt. Der Phänotyp einer hpaC-Mutante konnte durch das 

HrcU-Derivat HrcUY318D komplementiert werden, wodurch für HrcUY318D spekuliert wurde, 

dass dieses Derivat möglicherweise eine veränderte Proteinkonformation aufweist, die der 

Konformation nach dem Substratspezifitätswechsel entspricht (siehe Kapitel 1.7.2) (Lorenz & 

Büttner, 2011). Das exakte Ereignis, welches zum Substratspezifitätswechsel führt, ist in Xcv 

noch nicht bekannt. Es wird jedoch angenommen, dass eine Konformationsänderung in 

HrcUC sowie die Spaltung des NPTH-Motivs zur Entlassung der HrcUC-gebundenen Proteine 

HrpB2 und HpaC führt und die Sekretion von Translokatoren und Effektoren aktiviert wird 

(siehe Abbildung 1.4) (Lorenz & Büttner, 2011). Eine Interaktion von Translokon- oder 

Effektorproteinen mit HrcUC konnte experimentell nicht nachgewiesen werden (Lorenz et al., 

2008b, Lorenz & Büttner, 2011), weshalb HrcUC möglicherweise keine Substratbindestelle 

für „späte“ Substrate ist. 
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Abbildung 1.4: Modell des Substratspezifitätswechsels in Xcv. A) Nach dem Aufbau eines prae-

T3S-Systems, welches wahrscheinlich aus dem Basalapparat (blau), Exportapparat (graublau), der 

T3S-assoziierten ATPase (N) sowie dem vorhergesagten C-Ring besteht (Q), wird möglicherweise das 

putative „inner rod“-Protein HrpB2 als eines der ersten Substrate über das T3S-System sekretiert. Für 

die Sekretion von HrpB2 ist vermutlich die Interaktion mit dem konservierten NPTH-Motiv von 

HrcUC essentiell. B) Die effiziente Sekretion von HrpB2 wird durch die Interaktion von HpaC mit 

HrpB2 und/oder mit HrcUC inhibiert. C) Eine Konformationsänderung in HrcUC und die Spaltung des 

konservierten NPTH-Motivs führen vermutlich zur Dissoziation HpaC und HrpB2 von HrcUC sowie 

zur Aktivierung der Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen. ÄM, äußere Membran; IM, 

innere Membran; PP, Periplasma; PM, Plasmamembran der Wirtszelle; Bzyto, bakterielles 

Zytoplasma; Pzyto, pflanzliches Zytoplasma. Abbildung nach (Lorenz & Büttner, 2011). 

 

1.10.6 Kontrolle der T3S von Translokon- und Effektorproteinen  

 

Das T3S-Chaperon HpaB ist für die Pathogenität von Xcv und für die effiziente Sekretion von 

Effektorproteinen, nicht jedoch von Pilus- und Translokonproteinen essentiell (Büttner et al., 

2004, Lorenz et al., 2008a). Translokationsstudien mit der N-terminalen Region von 

verschiedenen Effektorproteinen in translationaler Fusion mit einem Reporterprotein deuten 

darauf hin, dass in Abwesenheit von HpaB die Effektorproteine XopC und AvrBs3, aber nicht 

die Effektoren XopJ und XopF1 in das Zytoplasma von pflanzlichen Zellen transloziert 

werden (Büttner et al., 2006). Dies führte zur Einteilung der Effektoren in zwei Klassen, 

wobei die Klasse A Effektoren beinhaltet, die HpaB-abhängig transloziert und die Klasse B 

Effektoren enthält, die HpaB-unabhängig transloziert werden (Büttner et al., 2006). Die  
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Abbildung 1.5: Modell zur Kontrolle der T3S von Translokon- und Effektorproteinen. (WT) Die 

Sekretion von Effektorproteinen in einem Xcv-Wildtypstamm. HpaB interagiert und fördert die 

Sekretion des T3S-Kontrollproteins HpaA, nach der Sekretion der Translokonproteine (T). Die 

Translokation von HpaA führt vermutlich zur Dissoziation der HpaA/HpaB-Interaktion, wodurch 

HpaB die Sekretion von Effektorproteinen (E) fördern kann. HpaA ist somit möglicherweise das Erste 

Effektorprotein, welches in die Wirtszelle transloziert wird. (hpaA) Kontrolle der Sekretion von 

Effektorproteinen in einer hpaA-Mutante. In Abwesenheit von HpaA wird die effiziente Sekretion 

von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen unterdrückt. Eventuell blockiert HpaB das T3S-System, 

indem es mit Komponenten des T3S-Systems interagiert. (hpaB) Kontrolle der Sekretion von 

Effektorproteinen in einer hpaB-Mutante. Während die effiziente Sekretion und die Translokation 

von Klasse A Effektorproteinen in einer hpaB-Mutante eingeschränkt ist, werden Translokonproteine 

sekretiert und sogar transloziert. Die Translokation von Translokonproteinen lässt darauf schließen, 

dass diese Proteine ein funktionales Translokationssignal besitzen, welches durch HpaB supprimiert 

wird (Büttner et al., 2004). ÄM, äußere Membran; IM, innere Membran; PP, Periplasma; PM, 

Plasmamembran der Wirtszelle; Bzyto, bakterielles Zytoplasma; Pzyto, pflanzliches Zytoplasma. 

Abbildung verändert nach (Büttner, 2012). 

 

HpaB-abhängige Translokation von Effektoren ist jedoch nicht von der Interaktion zu HpaB 

abhängig, da sowohl Klasse A- als auch Klasse B-Effektoren mit HpaB interagierten  (Büttner 

et al., 2004, Büttner et al., 2006). Obwohl durch eine hpaB-Mutante die Sekretion und 

Translokation von Klasse A-Effektoren eingeschränkt war, wurden die Translokonproteine 

HrpF und XopA transloziert (Büttner et al., 2004). Das T3S-Chaperon HpaB fördert somit 

nicht nur die Sekretion und Translokation von Effektorproteinen, sondern inhibiert 

wahrscheinlich auch die Translokation von Translokonproteinen (siehe Abbildung 1.5). 

Neben HpaB ist die Sekretion von Effektorproteinen ebenfalls von dem T3S-Kontrollprotein 

HpaA abhängig, welches mit HpaB interagiert und selbst sekretiert sowie transloziert wird 

(Lorenz et al., 2008a). HpaA stellt somit nicht nur ein T3S-Kontrollprotein dar, sondern auch 
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ein T3S-Effektorprotein. Die Sekretion bzw. Translokation von HpaA ist vermutlich 

notwendig, um die Interaktion zwischen HpaA und HpaB aufzuheben, wodurch HpaB die 

Sekretion von Effektorproteinen fördern kann (siehe Abbildung 1.5). In vitro-

Sekretionsstudien zeigten, dass durch eine hpaA-Mutante, im Vergleich zu einem 

Wildtypstamm, sowohl Effektorproteine als auch Pilus- und Translokonproteine reduziert 

sekretiert werden (Lorenz et al., 2008a). In Abwesenheit von HpaA verhindert 

möglicherweise das nicht mit HpaA gebundene T3S-Chaperon HpaB die effiziente T3S von 

Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen, indem HpaB vermutlich mit Komponenten des 

T3S-Systems interagiert und somit den Transport von T3S-Substraten einschränkt (siehe 

Abbildung 1.5) (Lorenz et al., 2008a). Unterstützt wird diese Theorie durch 

Überexpressionsexperimente mit hpaB, die zeigten, dass erhöhte Mengen an HpaB in Xcv zu 

einer Inhibierung der T3S des Effektorproteins AvrBs3 führten (Büttner et al., 2004). Xcv 

transloziert vermutlich mindestens 30 Effektorproteine in das Zytoplasma der Wirtszelle, wo 

sie mit Wirtszellprozessen interferieren (Büttner & Bonas, 2010). Die Funktion der Effektoren 

kann sehr unterschiedlich sein. Während AvrBs3 als Transkriptionsfaktor im Zellkern der 

Wirtszelle an die Promotoren der sogenannten „up-regulated by AvrBs3“-Gene (upa-Gene) 

bindet, was zur Expression dieser upa-Gene führt (Kay et al., 2007, Kay et al., 2009), wurde 

für das Effektorprotein XopB eine Involvierung in den eukaryotischen Vesikeltransport 

beschrieben (Schulze et al., 2012). Für das Effektorprotein XopL konnte hingegen eine E3-

Ligaseaktivität nachgewiesen werden, was vermuten lässt, dass Effektorproteine zur 

Ubiquitinierung von eukaryotischen Proteinen beitragen können (Singer et al., 2013). 

Effektorproteine aus Xcv können jedoch auch mit Signalkaskaden oder dem Proteasom-

abhängigen Proteinabbau interferieren, um die pflanzliche Abwehr zu supprimieren (Taylor et 

al., 2012, Teper et al., 2013, Ustun et al., 2013). 
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1.11 Zielstellung dieser Arbeit 

 

Im Fokus dieser Arbeit standen die Proteine HrcQ, HrcU und HrpB1. Die vorhergesagte C-

Ringkomponente HrcQ ist ein Vertreter der YscQ-Proteinfamilie, die vermutlich an der 

Rekrutierung von T3S-Substraten beteiligt sind. In Vorarbeiten wurden alle für diese Arbeit 

benötigen HrcQ-Konstrukte erstellt und gezeigt, dass HrcQ eine essentielle Komponente des 

T3S-Systems ist, die mit weiteren Komponenten des T3S-Systems und T3S-Substraten 

interagiert (Christian Lorenz, veröffentlicht in Publikation I). Durch in vitro-Sekretions- und 

in vitro-Interaktionsstudien sollten weitere Interaktionspartner identifiziert und die Interaktion 

mit bekannten Interaktionspartnern verifiziert sowie analysiert werden, ob HrcQ über das 

T3S-System sekretiert wird. Fraktionierungsstudien sollten ferner bestätigen, dass HrcQ unter 

Sekretions-induzierenden Bedingungen mit Membranen assozieren kann, wie es für die T3S-

assoziierte ATPase und ihrem putativen Regulator aus Xcv gezeigt wurde. Neben HrcQ sollte 

in dieser Arbeit auch die zytoplasmatische Domäne der IM-Komponente HrcU (HrcUC), 

welche am Wechsel der Substratspezifität des T3S-Systems beteiligt ist, näher charakterisiert 

werden. Bisher wurde der Einfluss von Aminosäuresubstitutionen in dem konservierten 

NPTH-Motiv sowie an der Aminosäureposition 318 in HrcUC auf die Proteinfunktion 

ausführlicher untersucht (Lorenz & Büttner, 2011). Durch die Analyse von HrcU-Derivaten, 

die Deletionen, Insertionen oder Aminosäuresubstitutionen enthielten, sollten mittels 

Infektions-, in vitro-Sekretions- und in vitro-Interaktionsstudien weitere Bereiche in HrcUC 

identifiziert werden, welche für die Funktion von HrcU von Bedeutung sind. Während HrcU 

am Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems beteiligt ist, konnte bis heute für HrpB1 noch 

keine nähere Funktion ermittelt werden. In vorangegangenen Studien konnte jedoch gezeigt 

werden, dass HrpB1 nicht sekretiert und essentiell für die Ausbildung der extrazellulären 

Pilusstruktur ist. Aus diesem Grund sollten in dieser Arbeit, durch Subfraktionierungsstudien 

und in vitro-Interaktionsstudien die Lokalisierung von HrpB1 untersucht sowie T3S-

Komponenten identifiziert werden die mit HrpB1 interagieren. Die Analyse von HrpB1-

Derivaten sollte weiterhin Aufschluss geben, welche Bereiche in HrpB1 für die 

Proteinfunktion von Bedeutung sind. Die strukturelle Ähnlichkeit von HrpB1 zu einem 

Bereich der lytischen Transglykosylase Slt70 aus E. coli, welcher vermutlich für die 

Interaktion mit Peptidoglykan wichtig ist, lässt vermuten, dass HrpB1 mit Peptidoglykan 

interagieren kann. Deshalb sollte HrpB1 auf die Fähigkeit untersucht werden mit 

Peptidoglykan zu interagieren. Um die weitere Charakterisierung von Genen des hrp-

Genclusters zu erleichtern, sollte ein modulares System entwickelt werden, welches es erlaubt 

das hrp-Gencluster aus den einzelnen hrp-Genen zu assemblieren. Durch dieses System 

können effizient und gleichzeitig vielfältige Mutationen in das hrp-Gencluster eingebracht 

werden. 
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2. Ergebnisse 

 

2.1 HrcQ ist eine Substratbindestelle für T3S-Substrate 

 

2.1.1 Publikation I: „HrcQ provides a docking site for early and late type III secretion 

substrates from Xanthomonas“  



Ergebnisse 

29 

 

 

 

 



Ergebnisse 

30 

 

 
 

 



Ergebnisse 

31 

 

 
 

 



Ergebnisse 

32 

 

 

 
 

 



Ergebnisse 

33 

 

 

 
 



Ergebnisse 

34 

 

 

 

 



Ergebnisse 

35 

 

 
 

 



Ergebnisse 

36 

 

 
 

 



Ergebnisse 

37 

 

 
 

 



Ergebnisse 

38 

 

 
 

 



Ergebnisse 

39 

 

 
 

 

 



Ergebnisse 

40 

 

 
 

 



Ergebnisse 

41 

 

 



Ergebnisse 

42 

 

2.1.2 Anhang der Publikation I 
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2.1.3 Zusammenfassung der Publikation I 

 

In der Publikation „HrcQ provides a docking site for early and late type III secretion 

substrates from Xanthomonas“ wurde das zur YscQ-Familie gehörende Protein HrcQ 

analysiert. Von Vertretern dieser Proteinfamilie wird angenommen, dass sie eine 

vorhergesagte zytoplasmatische Ringstruktur des T3S-Systems ausbilden. In dieser Studie 

konnte durch in vitro-Interaktionsstudien gezeigt werden, dass HrcQ mit sich selbst, IM-

Komponenten des T3S-Systems, T3S-Chaperonen und der T3S-assoziierten ATPase sowie 

mit ihrem putativen Regulator interagiert. Weiterhin zeigten Fraktionierungsstudien, dass 

HrcQ unter Sekretionsbedingungen mit der bakteriellen Membran assoziiert. Die Ergebnisse 

lassen demnach vermuten, dass HrcQ möglicherweise im Komplex mit der T3S-assoziierten 

ATPase und ihrem putativen Regulator unter Sekretionsbedingungen mit IM-Komponenten 

des T3S-Systems assoziiert. Ferner konnte auch eine Bindung von HrcQ zu den sekretierten 

T3S-Komponenten HrpB2 und HrpE sowie zu den Effektorproteinen XopF1, XopJ und 

AvrBs3 nachgewiesen werden, was darauf hin deutet, dass HrcQ als Substratbindestelle dient. 

Für die Interaktion zwischen HrcQ und AvrBs3 war das T3S-Signal sowie die 

Chaperonbindestelle von AvrBs3 jedoch nicht essentiell. Die Erkennung von T3S-Substraten 

erfolgt wahrscheinlich über ihr T3S-Signal und/oder die Chaperonbindestelle, was vermuten 

lässt, dass die Interaktion von HrcQ mit AvrBs3 erst nach dem T3S-Singal-vermittelten 

Transport und der Erkennung von AvrBs3 stattfindet. Durch in vitro-Sekretions- und 

Infektionsstudien konnte gezeigt werden, dass HrcQ essentiell für die T3S und die 

Pathogenität von Xcv ist, aber selbst nicht sekretiert wird. Die Überexpression von HrcQ in 

einen Wildtypstamm führte zu einer reduzierten Symptomausbildung auf Paprikapflanzen. In 

Übereinstimmung mit diesen Experimenten konnte der Phänotyp einer hrcQ-Mutante durch 

die Integration von hrcQ-c-myc in das Genom einer hrcQ-Mutante (in cis) unter der Kontrolle 

des nativen hrcQ-Promotors, nicht jedoch durch die ektopische Expression von hrcQ-c-myc, 

vollständig komplementiert werden. Zusammenfassend lassen die erhaltenen Daten somit 

vermuten, dass die Überexpression von HrcQ zu einem dominant negativen Effekt führt.  
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2.2 Das periplasmatische Protein HrpB1 von Xcv  

 

2.2.1 Publikation II: „The periplasmic HrpB1 protein from Xanthomonas spp. binds to 

petidoglycan and to components of the type III secretion system” 
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2.2.2 Anhang der Publikation II 
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2.2.3 Zusammenfassung der Publikation II 

 

Die Analyse des Proteins HrpB1 war Gegenstand der Publikation „The periplasmic HrpB1 

protein from Xanthomonas spp. binds to petidoglycan and to components of the type III 

secretion system”. Durch in vitro-Interaktionsstudien konnte eine Interaktion von HrpB1 mit 

dem Sekretin HrcC, dem Pilusprotein HrpE, der IM-Ringkomponente HrcD sowie eine 

Interaktion mit dem putativen „inner rod“-Protein HrpB2, welches selbst mit HrcD, jedoch 

nicht mit HrcC und HrpE interagiert, nachgewiesen werden. Die Interaktionsstudien deuten 

darauf hin, dass HrpB1 das Sekretin und den Pilus mit dem potentiellen „inner rod“-Protein 

HrpB2 verbindet. Subfraktionierungs- und Quervernetzungsstudien sowie ein neu etabliertes 

Peptidoglykan-Interaktionsexperiment zeigten, dass HrpB1 in der angereicherten 

periplasmatischen Fraktion lokalisierte, Komplexe ausbildete und mit Peptidoglykan 

assoziierte. Die Lokalisation in der angereicherten periplasmatischen Fraktion, die 

Komplexausbildung und die Assoziation von HrpB1 mit Peptidoglykan lassen vermuten, dass 

HrpB1 eine Struktur des T3S-Systems im bakteriellen Periplasma ausbilden könnte, die das 

T3S-System im Periplasma verankert. Die ektopische (in trans) Expression von hrpB1, 

welches  eine 24 Basenpaar längere Variante der annotierten hrpB1-Nukleotidsequenz 

(hrpB1GTG) ist, unter der Kontrolle des lac-Promotors, führte im Gegensatz zur in trans-

Expression von hrpB1GTG zur partiellen Komplementation des Phänotyps einer hrpB1-

Mutante bzgl. der Krankheitssymptome und HR, was vermuten lässt, dass die zusätzlichen 

acht Aminosäuren zur Funktion von HrpB1 beitragen. Der Phänotyp einer hrpB1-Mutante 

konnte erst durch die in trans-Expression von hrpB1 unter der Kontrolle seines natürlichen 

Promotors vollständig komplementiert werden, was darauf hin weist, dass die Überexpression 

von HrpB1 einen negativen Effekt auf die Funktion des T3S-Systems besitzt. Zur 

Identifizierung von Aminosäuren, die für die Funktion von HrpB1 von Bedeutung sind, 

wurden HrpB1-Derivate mit einer Deletion von Aminosäuren oder einer 

Aminosäuresubstitution synthetisiert. In vitro-Interaktionsstudien mit diesen HrpB1-Derivaten 

zeigten, dass die Derivate HrpB121-159 und HrpB191-97 nur noch reduziert oder nicht mehr mit 

den bekannten Interaktionspartnern interagierten, was vermuten lässt, dass die Proteinfaltung 

in diesen Proteinen erheblich gestört ist. Währenddessen interagierten die Derivate HrpB1116-

128 und HrpB1L97A nicht oder reduziert mit HrcD und die Derivate HrpB1L22A und HrpB1L97A 

nur noch reduziert mit HrpB1. Da diese Derivate den Phänotyp einer hrpB1-Mutante nicht 

oder partiell komplementierten ist möglicherweise die Interaktion von HrpB1 mit HrcD und 

eventuell die Komplexausbildung von HrpB1 für die HrpB1-Funktion essentiell. 
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2.2.4 Ergänzende Ergebnisse 

 

2.2.4.1 In cis-Expression von hrpB1C96A, hrpB1L97A oder hrpB1L128A in einer hrpB1-

Mutante 

 

Um Aminosäuren zu identifizieren, die zur HrpB1-Proteinfunktion beitragen, wurden HrpB1-

Derivate mit einer Aminosäuresubstitution generiert die über die HrpB1/HrpK-Proteinfamilie 

konserviert sind (siehe Kapitel 2.2.2). Durch die ektopische Expression von hrpB1C96A, 

hrpB1L97A oder hrpB1L128A unter der Kontrolle des nativen hrpB1-Promotors konnte der 

Phänotyp einer hrpB1-Deletionsmutante nicht komplementiert werden (siehe Kapitel 2.2.1). 

Möglicherweise hat die ektopische Expression von hrpB1 einen negativen Effekt auf die 

Symptomausbildung. Aus diesem Grund wurden die Gene hrpB1C96A, hrpB1L97A oder 

hrpB1L128A unter Kontrolle des nativen hrpB1-Promotors in die hpaF/hpaG-Region in das 

Genom (in cis) des 85-10hrpB1-Stammes inseriert. Wie erwartet, führte die Inokulation des 

85-10-Stammes in suszeptiblen ECW-Pflanzen zur Ausbildung von Krankheitssymptomen 

und in resistenten ECW-10R-Pflanzen zu einer HR (Abbildung 2.1). Während die Expression 

von hrpB1 unter seinem natürlichen Promotor in cis den Phänotyp des 85-10hrpB1-

Stammes vollständig komplementierte, führte die in cis-Expression von hrpB1C96A, hrpB1L97A 

oder hrpB1L128A zu einer partiellen Komplementation des Phänotyps eines 85-10hrpB1-

Stammes (Abbildung 2.1). Die Aminosäuren 96, 97 und 128 sind daher vermutlich für die 

Proteinfunktion von Bedeutung, aber nicht essentiell. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 2.1: Partielle Komplementation des Phänotyps eines 85-10hrpB1-Stammes durch 

die in cis-Expression von hrpB1C96A, hrpB1L97A oder hrpB1L128A. Die Gene hrpB1C96A, hrpB1L97A 

oder hrpB1L128A wurden mit ihrem nativen Promotor in die hpaF/hpaG-Region in das Genom des 85-

10hrpB1-Stammes integriert. Der Xcv-Stamm 85-10 (wt) und dessen 85-10hrpB1-Deletionsmutante 

(hrpB1) die hrpB1 (HrpB1), hrpB1C96A (C96A), hrpB1L97A (L97A) oder hrpB1L128A (L128A) unter 

der Kontrolle des nativen Promotors in cis exprimierten, wurden mit einer Bakteriendichte von 2x10
7 

KBE ml
-1

 in suszeptible ECW- und in resistente ECW-10R-Paprikapflanzen inokuliert. Nach sieben 

Tagen wurden die Krankheitssymptome dokumentiert. Für eine bessere Visualisierung der HR wurden 

die Blätter der resistenten Pflanzen nach drei Tagen geerntet und in Ethanol gebleicht. Umrandungen 

weisen auf die Inokulationsstelle hin. Das Experiment wurde dreimal durchgeführt. 
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2.2.4.2 HrpB1 interagiert mit zytoplasmatischen und IM-Komponenten des 

Translokations-assoziierten T3S-Systems 

 

Die Ergebnisse der vorangegangenen Studien deuten darauf hin, dass HrpB1 ein 

periplasmatisches Protein ist. Weil HrpB1 möglicherweise T3S-abhängig in das Periplasma 

transportiert werden könnte, wurde die Interaktion von HrpB1 mit T3S-Komponenten 

getestet, die an der Kontrolle der T3S, der Rekrutierung von T3S-Substraten oder putative 

Substratbindestellen des T3S-Systems sind. Für die Interaktionsstudien wurden GST oder 

translationale Fusionen zwischen GST und HrpB1, dem T3S-Kontrollprotein HpaA, der T3S-

assoziierten ATPase HrcN sowie den C-terminalen zytoplasmatischen Domänen von HrcV 

(HrcVC) und HrcU (HrcUC), welche eventuell als Substratbindestellen des T3S-Systems 

dienen, an Glutathion-Sepharose immobilisiert. Anschließend wurden die gebundenen 

Proteine mit E. coli-Zelllysaten inkubiert, welche HrpB1-c-Myc enthielten. GST-HrpB1 und 

GST-HrcQ dienten dabei als Kontrollen. Die Gesamtzellextrakte und die eluierten Proteine 

wurden mittels eines Immunoblots analysiert. Wie erwartet konnte HrpB1-c-Myc nicht im 

Eluat von GST-HrcQ, aber im Eluat von GST-HrpB1 nachgewiesen werden (Abbildung 2.2). 

Weiterhin eluierte HrpB1-c-Myc mit GST-HrcN, GST-HpaA, GST-HrcVC und GST-HrcUC, 

nicht jedoch mit GST (Abbildung 2.2), was darauf hin deutet, dass HrpB1 mit der T3S-

assoziierten ATPase HrcN, dem T3S-Kontrollprotein HpaA sowie mit den angenommenen 

Substratbindestellen HrcVC und HrcUC interagiert. HrpB1 könnte daher vermutlich als T3S-

Substrat erkannt und T3S-abhängig in das bakterielle Periplasma transportiert werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 2.2: Interaktionsstudien von ausgewählten T3S-Komponenten mit HrpB1-c-Myc. 
GST und GST-HrpB1 (HrpB1), GST-HrcN (HrcN), GST-HrcQ (HrcQ), GST-HpaA (HpaA), GST-

HrcVC (HrcVC) und GST-HrcUC (HrcUC) wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und einem 

E. coli-Gesamtzelllysat inkubiert, welches HrpB1-c-Myc enthielt. Die Gesamtzellextrakte (GE) und 

die eluierten Proteine (Eluate) wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot, unter Verwendung eines 

c-Myc- und eines GST-spezifischen Antikörpers, analysiert. Antikörperreaktionen wurden mittels 

Chemilumineszenz visualisiert. GST und die vollständigen GST-Fusionsproteine wurden mit einem 

Stern gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar. Das Experiment wurde 

dreimal durchgeführt. 
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2.3 HrcU kontrolliert die T3S und Translokation von „frühen“ und „späten“ Substraten 

 

2.3.1 Publikation III: „The YscU/FlhB homologue HrcU from Xanthomonas controls 

type III secretion and translocation of early and late substrates“ 
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2.3.2 Anhang der Publikation III 
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2.3.3 Zusammenfassung der Publikation III 

 

Die Publikation „The YscU/FlhB homologue HrcU from Xanthomonas controls type III 

secretion and translocation of early and late substrates“ beschäftigte sich mit der molekularen 

Charakterisierung des YscU-homolgen Proteins HrcU aus Xcv. Frühere Studien zeigten, dass 

HrcU am Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems beteiligt ist und mit dem T3S-

Chaperon HpaB, der vorhergesagten C-Ringkomponente HrcQ, dem T3S4-Protein HpaC 

sowie mit dem „frühen“ Substrat HrpB2 interagiert. Durch Analyse von HrcU-Derivaten mit 

einer Insertion von fünf Aminosäuren oder einer Aminosäuresubstitution konnten Bereiche in 

der C-terminalen Domäne von HrcU (HrcUC) identifiziert werden, die einen Beitrag zur 

Sekretion von „frühen“ und/oder „späten“ Substraten leisten und für die Spaltung von HrcUC 

erforderlich sind. Da Mutationen in hrcU die T3S und Translokation von HrpB2 und 

Effektorproteinen unterschiedlich beeinflussen, kann vermutet werden, dass HrcU die 

Sekretion von verschiedenen Substratklassen durch unabhängige Mechanismen kontrollieren 

kann. Die Ergebnisse von Infektionsstudien mit hrcU-Deletionsstämmen, die ein 

spaltungsdefizientes HrcU-Derivat synthetisierten, deuten darauf hin, dass die Spaltung von 

HrcUC zur Virulenz von Xcv beiträgt, jedoch nicht essentiell für die Pathogenität ist. 

Translokationsstudien mit HrpB21-76-AvrBs32 lassen vermuten, dass die Spaltung von 

HrcUC und/oder das T3S4-Protein HpaC die Translokation des „frühen“ Substrates HrpB2 

supprimieren kann. Frühere Studen weisen  darauf hin, dass die Interaktion von HrpB2 mit 

HrcUC für die effiziente HrpB2-Sekretion wichtig ist (Lorenz & Büttner, 2011). Weil das 

HrcU-Derivat HrcUP265G/Y318D nicht mehr detektierbar mit HrpB2 interagierte und das HrpB2-

Sekretionsdefizit einer hrcU-Mutante partiell komplementierte, kann angenommen werden, 

dass HrpB2 auch von weiteren Substratbindestellen des T3S-Systems erkannt wird. Neben 

HrcU-Derivaten mit einer Insertion oder Aminosäuresubstitution wurden HrcU-Derivate 

analysiert, welche eine Deletion von Aminosäuren in der „linker“-Region (Aminosäuren 207 

bis 264) oder dem LARxLY-Motiv (Aminosäuren 312 bis 318) enthielten. Alle untersuchten 

HrcU-Deletionsderivate konnten den Phänotyp einer hrcU-Deletionsmutante nicht 

komplementieren. Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass alle HrcU-

Deletionsderivate mit HpaB und HrcQ interagierten, währenddessen die Interaktion der 

Derivate HrcU247-261 und HrcU312-318 zu HrpB2 sowie die Interaktion des Derivates 

HrcU312-318 mit HpaC negativ beeinträchtigt war. Diese Daten lassen vermuten, dass die 

„linker“-Region und das LARxLY-Motiv für die Proteinfunktion essentiell sind und deuten 

darauf hin, dass die Aminosäuren 247 bis 261 zur Interaktion zwischen HrcU mit HrpB2 

beitragen und die Aminosäuren 312 bis 318 für die Interaktion von HrcU mit HrpB2 und 

HpaC von Bedeutung sind.  
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2.4 Die Erstellung eines modularen hrp-Genclusters 

 

2.4.1 „proof of concept“ - Die Komplementation einer hrp-Gencluster-Mutante  

 

Um die Charakterisierung von T3S-Komponenten und der Regulationsmechanismen des 

Translokations-assoziierten T3S-Systems aus Xcv zu erleichtern, sollte ein System entwickelt 

werden, welches es erlaubt effizient und zur selben Zeit multiple Mutationen in die 

Nukleotidsequenz des hrp-Genclusters einzubringen. Zu diesem Zweck sollte die 

Nukleotidsequenz des hrp-Genclusters in Module unterteilt werden, welche gerichtet zum 

hrp-Gencluster assembliert werden können (siehe Abschnitt 2.4.2). Durch die Mutation der 

einzelnen Module können somit effizient und gleichzeitig vielfältige Mutationen in das hrp-

Gencluster eingebracht werden. Das modular klonierte hrp-Gencluster könnte anschließend 

für Komplementationsstudien in eine hrp-Genclustermutante transferiert werden. In einem 

Vorexperiment sollte daher untersucht werden, ob es möglich ist eine hrp-Genclustermutante 

durch die in trans-Expression des hrp-Genclusters zu komplementieren. Aus diesem Grund 

wurde eine 85-10hrpG*hrp-Mutante erstellt, in der die Operons hrpB bis hrpF sowie ein 

Großteil des hrpA-Operons deletiert wurden (siehe Abbildung 1.3). Die Generierung der hrp-

Mutante erfolgte, wie in Huguet et al. (1998) beschrieben, unter der Verwendung eines 

Suizidplasmids, welches die flankierenden Regionen des hrp-Genclusters und einen Teil des 

hrpA-Operons enthielt (Huguet et al., 1998). Um die hrp-Mutante zu komplementieren wurde 

das Cosmid pXV74 verwendet, welches in einer früheren Studie erstellt wurde (Wengelnik et 

al., 1996a) und das hrp-Gencluster des Xcv-Stammes 75-3 enthält, das identisch zum hrp-

Gencluster des Xcv-Stammes 85-10 ist. Das Cosmid pXV74 wurde mittels triparentaler 

Konjugation in den Stamm 85-10hrpG*hrp transferiert und der neu generierte Stamm 85-

10hrpG*hrp pXV74 sowie die Stämme 85-10hrpG* und 85-10hrpG*hrp in Paprika- und 

Tomatenpflanzen inokuliert. Wie erwartet, führte die Inokulation von 85-10hrpG* zur 

Ausbildung von Krankheitssymptomen in ECW-Paprikapflanzen und Tomatenpflanzen (S. 

lycopersicum, Kultivar „Moneymaker“), während nach der Inokulation des 85-10hrpG*hrp-

Stammes keine Ausbildung von pflanzlichen Symptomen beobachtet werden konnte 

(Abbildung 2.3). Der Phänotyp des 85-10hrpG*hrp-Stammes konnte durch pXV74 

komplementiert werden (siehe Abbildung 2.3), was vermuten lässt, dass durch die in trans-

Expression der hrp-Gene ein funktionales T3S-System assembliert werden kann.  

Das hrp-Gencluster ist aber nicht nur für die Ausbildung von Krankheitssymptomen auf 

Wirtspflanzen, sondern auch für die Induktion einer HR in resistenten Wirtspflanzen sowie 

auf Nicht-Wirtspflanzen essentiell (Bonas et al., 1991). So konnte in früheren Studien gezeigt 

werden, dass nach der Inokulation von Xcv in Nicotiana tabacum (Kultivar „Bottom special“) 
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und Vigna unguiculata (Kultivar „Blackeye“) eine HR auf diesen Pflanzen induziert wird 

(Bonas et al., 1991). Um zu überprüfen, ob die in trans-Expression des hrp-Genclusters für 

eine Nicht-Wirts-Pathogen-Interaktion in bisher noch nicht getesteten Nicht-Wirtspflanzen 

essentiell ist, wurden neben Nicotiana tabacum auch Nicotiana benthamiana, Pelargonium 

und Oxalis triangularis mit verschiedenen Xcv-Stämmen infiltriert. 

 

Abbildung 2.3: Infektionsstudien mit Xcv auf Paprika- und Tomatenpflanzen sowie auf 

verschiedenen Nicht-Wirtspflanzen. Die Xcv-Stämme 85-10hrpG* (wt), 85-10hrpG*hrpF und 85-

10hrpG*hrp, welche kein Cosmid (-) oder das Cosmid pXV74 (+) enthalten, wurden in ECW-

Paprikapflanzen, Tomatenpflanzen (S. lycopersicum), N. benthamiana, N. tabacum, Pelargonium oder 

in O. triangularis mit einer bakteriellen Dichte von 4x10
8
 KBE ml

-1
 inokuliert. Das Cosmid pXV74 ist 

ein pLAFR3-Derivat, welches das gesamte hrp-Gencluster des Xcv-Stammes 75-3 enthält. Die 

Krankheitssymptome wurden drei (S. lycopersicum) bzw. sieben Tage (ECW) nach der Inokulation 

dokumentiert, während die pflanzlichen Reaktionen auf Nicht-Wirtspflanzen ein bis neun Tage nach 

der Inokulation dokumentiert wurden. Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen hin. Das 

Experiment wurde dreimal durchgeführt. 

 

Die Infiltration von N. benthamiana, N. tabacum, Pelargonium und Oxalis triangularis mit 

85-10hrpG* führte zur Ausbildung einer Nicht-Wirtsreaktion, welche durch ein lokales 

Absterben der Pflanze im Bereich der Inokulationsstelle gekennzeichnet ist, während nach der 

Inokulation des 85-10hrpG*hrp- sowie des 85-10hrpG*hrpF-Stammes keine pflanzlichen 

Reaktionen festgestellt werden konnten (Abbildung 2.3). HrpF bildet wahrscheinlich das 

Translokon des Translokations-assoziierten T3S-Systems aus Xcv aus, das den Transport von 

Effektorproteinen über die Plasmamembran der Wirtszelle vermittelt (Büttner et al., 2002). 

Die Komplementationsstudien lassen somit vermuten, dass die pflanzlichen Reaktionen nicht 

auf die Erkennung von Xcv oder T3S-Komponenten zurückzuführen sind. Der Phänotyp einer 

hrp-Mutante bzgl. der pflanzlichen Reaktion auf den Nicht-Wirtspflanzen konnte durch 
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pXV74 komplementiert werden, was darauf hin deutet, dass das Translokations-assoziierte 

T3S-System für die Induktion der pflanzlichen Reaktionen essentiell ist und vermutlich 

Effektorproteine in unterschiedliche Pflanzen translozieren kann.  

 

2.4.2 Die Assemblierung des hrp-Genclusters aus Modulen  

 

Das modulare System basiert auf der Klonierung der einzelnen Gene und Promotoren des hrp-

Genclusters (Module), die anschließend schrittweise gerichtet assembliert und kloniert 

werden können (siehe Abbildung 2.5). Die Gene des xopF1-Operons des hrp-Genclusters 

wurden nicht in das modulare System  einbezogen, da die Deletion des xopF1-Operons keinen 

Einfluss auf die Pathogenität von Xcv hatte (Büttner et al., 2007). Für die Assemblierung der 

einzelnen Module wurde die „Golden Gate“-Klonierungsmethode gewählt, welche sich 

verschiedener Typ IIs-Restriktionsenzyme (z. B. BsaI, Esp3I oder BpiI) bedient, um DNA-

Fragmente zu klonieren, ohne zusätzliche Nukleotide in die ursprüngliche DNA-Sequenz 

einzubringen (siehe Abbildung 2.4) (Engler et al., 2008). Die Erkennungssequenz und 

Restriktionsschnittstelle überschneiden sich bei diesen Enzymen nicht, wodurch es möglich 

ist, die Erkennungssequenz des Enzyms außerhalb des zu klonierenden Fragments zu 

positionieren sowie spezifische Überhänge zu generieren, deren Komposition frei wählbar ist 

(siehe Abbildung 2.4). Da die Erkennungssequenz des Typ IIs-Restriktionsenzyms im 

Zielvektor nicht mehr vorhanden ist, kann die Restriktionsspaltung und die Ligation der 

DNA-Fragmente in einem Reaktionsgefäß parallel stattfinden (Engler et al., 2008). Nach der 

Klonierung werden die Module von der Erkennungssequenz des Typ IIs-Restriktionsenzyms 

BsaI flankiert, weshalb die Module ausgeschnitten und durch die entstehenden 

Nukleotidüberhänge gerichtet zu den jeweiligen Operonen des hrp-Genclusters assembliert 

werden können (siehe Abbildung 2.6 und Kapitel 2.4.3). Nach der Assemblierung der 

einzelnen Operons können diese auf ihre Fähigkeit überprüft werden, als unabhängige 

transkriptionelle Einheit zu agieren (siehe Kapitel 2.4.4). Diese Überprüfung ist notwendig, da 

bisher noch unklar ist, ob der genomische Gesamtkontext der einzelnen Operons für die 

Expression der hrp-Gene und für die effiziente Funktion des T3S-Systems bedeutend ist. 

Weiterhin ist die Assemblierung des gesamten hrp-Genclusters aus 30 DNA-Fragmenten in 

einer „Golden Gate“-Klonierung vermutlich ineffizient, weshalb es sinnvoll ist, erst jedes 

Operon separat zu assemblieren. Die klonierten Operons werden ebenfalls von einer 

Erkennungssequenz eines Typ IIs-Restriktionsenzyms (BpiI) flankiert, wodurch alle Operons 

ausgeschnitten und gerichtet in einen Zielvektor kloniert werden können (siehe Abbildung 

2.5). Durch die Mutation der einzelnen Module können durch das modulare System effizient 

und gleichzeitig vielfältige Mutationen in das hrp-Gencluster eingebracht werden. 
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Abbildung 2.4: Prinzip der „Golden Gate“-Klonierungsmethode. A) Das zu klonierende DNA- 

Fragment („fragment of interest“, FOI), kann als PCR-Produkt oder als bereits kloniertes FOI in die 

Klonierung eingesetzt werden und wird von der Erkennungssequenz des Typ IIs-Restriktionsenzyms 

BsaI (grau) flankiert, die entgegengesetzt orientiert sind. B) Der Zielvektor enthält für eine Blau-

Weiß-Selektion das lacZα-Fragment (lacZ), welches ebenfalls von BsaI-Erkennungssequenzen 

flankiert wird, die komplementär zu den Erkennungssequenzen des FOI orientiert sind. Durch die 

BsaI-Restriktionsspaltung entsteht ein vier Nukleotid langer Überhang (braun und grün), dessen 

Komposition frei wählbar ist (1234 und 5678 stehen für eine beliebige Reihenfolge der Nukleotide). 

C) Da sich die Erkennungssequenz und die Restriktionsschnittstelle bei diesen Enzymen nicht 

überschneiden, kann die Restriktionsspaltung und Ligation in einem Reaktionsgefäß durchgeführt 

sowie die Erkennungssequenzen so positioniert werden, dass sie im Zielkonstrukt nicht enthalten sind. 

Kursive Zahlen weisen auf Nukleotide des komplementären DNA-Stranges hin. Mögliche Produkte 

zwischen den Vektor-Fragmenten und dem FOI bzw. des lacZα-Fragments wurden nicht gezeigt. N, 

beliebiges Nukleotid. Abbildung nach (Engler et al., 2008). 

 

2.4.3 Experimentelle Vorgehensweise für die Klonierung der Module 

 

Die Klonierung des hrp-Genclusters verlangt, dass alle Erkennungssequenzen der 

verwendeten Typ IIs-Restriktionsenzyme aus den zu klonierenden Sequenzen entfernt 

werden, ohne die Aminosäuresequenz des kodierten Proteins zu verändern. In Abbildung 2.6 

ist die verwendete Methodik für die Klonierung der einzelnen Module des hrpC-Operons 

exemplarisch dargestellt. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme BsaI, BpiI und 

Esp3I wurden durch eine PCR-basierte ortsspezifische Mutagenese aus den Genen und 

Promotoren der Operons entfernt. Die dafür verwendeten Oligonukleotide waren im 5‘- 
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Abbildung 2.5: Vorgehensweise für die Assemblierung des hrp-Genclusters aus den einzelnen hrp-Genen. Die Module enthalten die klonierten hrp-Gene (Pfeile) 

oder Promotoren (hellblaue Boxen) und werden von BsaI-Restriktionsschnittstellen flankiert. Durch die Nukleotidüberhänge (farbige Boxen mit vier Buchstaben), 

welche nach einer BsaI-Restriktionsspaltung entstehen, können die Module gerichtet zu den jeweiligen Operonen assembliert und anschließend kloniert werden. Die 

Komposition der Nukleotidüberhänge ist von der Nukleotidsequenz des jeweiligen Operons abhängig, damit keine Mutationen in die Operons eingebracht werden. Jedes 

Operon wird von BpiI-Erkennungssequenzen flankiert, wodurch alle Operons (hrpA bis hrpF und hpaB) ausgeschnitten und gerichtet assembliert sowie in einen 

Zielvektor kloniert werden können. Die Namen der klonierten hrp-Gene sowie der Promotoren des jeweiligen Operons (PhrpA bis PhrpF und PhpaB) sind unterhalb der 

einzelnen Module angegeben. 
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Bereich durch BsaI- und Esp3I-Erkennungssequenzen oder nur durch Esp3I-

Erkennungssequenzen flankiert und ermöglichten somit die Klonierung der Amplifikate über 

eine Esp3I-„Golden Gate“-Klonierung in pICH41021 (S. Marillonnet, unveröffentlichte 

Daten), welcher ein pUC19-Derivat ist und ebenfalls durch Oligonukleotide mit flankierenden 

Esp3I-Restriktionsschnittstellen amplifiziert wurde (Abbildung 2.6, Mitte). Gene und 

Promotoren ohne interne BsaI-, BpiI- und Esp3I-Erkennungssequenz wurden durch 

Oligonukleotide amplifiziert, die von einer BsaI-Erkennungssequenz flankiert waren. 

Weiterführend wurden diese Amplifikate „blunt end“ in pICH41021 kloniert, welcher mit 

SmaI geschnitten wurde (siehe Abbildung 2.6, links und rechts). Überlappten die kodierenden 

Sequenzen zweier hintereinander liegenden Gene, wurde die kodierende Nukleotidsequenz 

des stromaufwärts befindlichen Gens vollständig kloniert, während das Modul des 

stromabwärts befindlichen Gens nicht die überlappende kodierende Nukleotidsequenz 

enthielt. Da die PIP-Boxen mancher hrp-Operonpromotoren in dem stromaufwärts 

befindlichen Operon enthalten sind, wurden für die Klonierung der PIP-Boxen auch Teile der 

kodierenden Nukleotidsequenzen des letzten Gens des stromaufwärts befindlichen Operons 

amplifiziert (siehe Tabelle 2).  

 

 

Tabelle 2: Promotorlänge und Position der PIP-Boxen der einzelnen hrp-Operons. 

Operon  

Länge des 

Promotors
1
  

Überschneidung 

des Promoters
3
  Position der PIP-Box 

hrpA  205 Bp  124 Bp  Keine PIP-Box
4
 

hrpB  119 Bp  32 Bp  106 Bp stromaufwärts des GTG-Startcodons
5
 

hrpC  103 Bp  32 Bp  94 Bp stromaufwärts des ATG-Startcodons
6
 

hrpD  279 Bp  148 Bp  273 Bp stromaufwärts des ATG-Startcodons
7
 

hrpE  279 Bp
2
  279 Bp

2 
 280 Bp stromaufwärts des GTG-Startcodons

8
 

bzw. 7 Bp stromaufwärts des annotierten ATG-

Startcodons 

hpaB  259 Bp  205 Bp  keine PIP-Box 

hrpF  403 Bp  - 

 

Imperfekte PIP-Box 146 Bp stromaufwärts des 

ATG-Startcodons
9
 

1
 Die Länge des Promotors ist in Basenpaaren (Bp) angegeben.  

2 
Der Promotor bezieht sich auf das annotierte ATG-Startcodon. 

3
 Die Länge der Überschneidung zwischen dem klonierten Promotor und der kodierenden Sequenz des 

stromaufwärts liegenden Operons ist in Basenpaaren  (Bp) angegeben. Das hrpC- und hrpB-Operon sind 

entgegengesetzt orientiert (siehe Kapitel 1.10.2, Abbildung 1.3), wodurch sich die klonierten Promotoren 

überschneiden. 
4 
(Wengelnik et al., 1996a) 

5 
(Fenselau & Bonas, 1995, Koebnik et al., 2006) 

6 
(Koebnik et al., 2006) 

7 
(Huguet et al., 1998, Koebnik et al., 2006) 

8 
(Koebnik et al., 2006, Weber et al., 2007) 

9 
(Huguet & Bonas, 1997, Koebnik et al., 2006) 
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Die klonierten Module werden im Vektor pICH41021 von BsaI-Erkennungssequenzen 

flankiert, wodurch die Module ausgeschnitten, gerichtet assembliert und in den Vektor 

pBRM-O kloniert werden können (siehe Abbildung 2.6). Für die Generierung des pBRM-O-

Vektors wurde der lac-Promotor und das lacZα-Fragment aus pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 

1995) mit Oligonukleotiden amplifiziert, die von BsaI-, BpiI- und Esp3I-

Erkennungssequenzen flankiert waren (Abbildung 2.7, A). Anschließend wurde das 

Amplifikat mit einer für das 3x c-Myc-Epitop kodierenden Nukleotidsequenz in den Vektor 

pBRM-P-Intermediat kloniert (Abbildung 2.7, A). Der Vektor pBRM-P-Intermediat ist ein 

Derivat des „broad-host-range“-Vektors pBRM (Szczesny et al., 2010), der sowohl in E. coli 

als auch in Xcv repliziert wird und keine Erkennungssequenzen für Typ IIs-

Restriktionsenzyme enthält. Durch die Verwendung von verschiedenen pBRM-O-Vektoren, 

die nach der BpiI-Restriktionsspaltung zu unterschiedlichen flankierenden 

Nukleotidüberhängen der Operons führen, können die einzelnen Operons gerichtet an 

verschiedene Positionen in einen Zielvektor kloniert werden (siehe Abbildung 2.7, B). Ein 

Zielvektor wurde noch nicht generiert, dieser könnte jedoch für eine Blau-Weiß-Selektion den 

lacP-Promotor und das lacZα-Fragment des pBRM-Vektors flankierend von BpiI-

Erkennungssequenzen sowie das Rückgrat des Cosmids pLAF3, welches für die Generierung 

des Cosmids pXV74 verwendet wurde, enthalten (siehe Abbildung 2.7, C).  

Die für das 3x c-Myc-Epitop kodierende Nukleotidsequenz wurde durch die Firma MWG-

Operon synthetisiert und erlaubt eine translationale Fusion zwischen dem letzten Genprodukt 

des jeweiligen Operons mit dem 3x c-Myc-Epitop. Das Amplifikat des letzten Gens jedes 

Operons enthielt aber nicht nur die kodierende Nukleotidsequenz, sondern auch eine 95 bis 

165 lange Nukleotidsequenz stromabwärts des annotierten Stoppcodons, um eventuelle 

Transkriptionsterminatoren mit einzuschließen. Das letzte Genprodukt aller Operons enthält 

somit ein Stoppcodon und wird nicht als translationale Fusion mit dem 3x c-Myc-Epitop 

synthetisiert. In den Kapiteln 2.1.1 und 2.2.1 wurde beschrieben, dass die in trans-Expression 

von hrcQ oder hrpB1 einen negativen Effekt auf die Pathogenität von Xcv hat. Aus diesem 

Grund wurden die einzelnen hrp-Operons auch in das Genom von Xcv durch den „Golden 

Gate“-kompatiblen Suizidvektor pLAND-P (siehe Kapitel 2.1.1) integriert. Durch die 

Verwendung der „Golden Gate“-Klonierungsmethode war lediglich die Modifizierung des 5‘-

Überhanges der Promotoren notwendig, da alle anderen Überhänge untereinander kompatibel 

waren. Die Integration der einzelnen Operons erfolgte in die hpaF/hpaG-Region des Genoms 

von Xcv, wie in Huguet et al. (1998) beschrieben (Huguet et al., 1998). Die hpaF/hpaG-

Region wurde als Integrationsort ausgewählt, da in früheren Studien gezeigt werden konnte, 

dass Mutationen in der hpaF/hpaG-Region nicht mit der Pathogenität von Xcv interferieren 

(Noël et al., 2002, Tamir-Ariel et al., 2007). 
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Abbildung 2.6: Methodik für die Generierung der Module und die Assemblierung der einzelnen 

hrp-Operons am Beispiel des hrpC-Operons. Interne BsaI-, BpiI- und Esp3I-Erkennungssequenzen 

der Gene hrcU und hrcV wurden durch eine PCR-basierte ortsspezifische Mutagenese entfernt. Da 

hrcV eine BsaI-Erkennungssequenz in der Mitte der kodierenden Nukleotidsequenz besitzt, wurde das 

Gen in zwei Fragmente (hrcVA und hrcVB) unterteilt und diese separat amplifiziert. Die verwendeten 

Oligonukleotide waren durch BsaI- sowie Esp3I-Erkennungssequenzen oder nur durch Esp3I-

Erkennungssequenzen flankiert und erlaubten dadurch eine Esp3I-„Golden Gate“-Klonierung der 

Amplifikate in den Vektor pICH41021 (S. Marillonnet, unveröffentlichte Daten), welcher ebenfalls 

durch Oligonukleotide amplifiziert wurde, die von Esp3I-Erkennungssequenzen flankiert waren. Der 

natürliche Promotor des hrpC-Operons (P) sowie hpaC enthalten keine internen BsaI-, BpiI- und 

Esp3I-Erkennungssequenzen und wurden mit Hilfe von Oligonukleotiden amplifiziert, die von BsaI-

Erkennungssequenzen flankiert waren. Die Amplifikate wurden anschließend „blunt end“ in den 

Vektor pICH41021 kloniert, welcher vorher mit SmaI geschnitten wurde. Das hpaC-Amplifikat 

umfasst nicht nur das Gen, sondern auch 137 Nukleotide stromabwärts des annotierten Stoppcodons, 

wodurch HpaC nicht als translationale Fusion mit dem 3x c-Myc-Epitop synthetisiert wird. Alle Gene 

und der natürliche Promotor können durch eine weitere BsaI-„Golden Gate“-Klonierung assembliert 

und in den Vektor pBRM-O kloniert werden. Das assemblierte hrpC-Operon wird von BpiI-

Erkennungssequenzen flankiert. Die Komposition der Nukleotidüberhänge hängt von dem 

verwendeten pBRM-O Vektor ab (siehe Abbildung 2.7). 
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Abbildung 2.7: Die Vektoren der pBRM-O-Serie bestimmen die Position des Operons im Zielvektor. A) Generierung der pBRM-O Vektoren. Der lac-Promotor 

(lacP) und das lacZα-Fragment (lacZ) wurden aus dem Vektor pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 1995) mit Oligonukleotiden amplifiziert, welche von BsaI-, BpiI- und 

Esp3I-Erkennungssequenzen flankiert waren. Das lacPlacZ-Amplifikat sowie die myc-Nukleotidsequenz (myc), welche für ein 3x c-Myc-Epitop kodiert und von Esp3I-

Erkennungssequenzen flankiert wird, wurden über Esp3I in den EcoRI/HindIII geschnittenen Vektor pBRM-P-Intermediat kloniert. Der daraus erhaltene Vektor pBRM-

O enthält eine BsaI- sowie eine BpiI-Erkennungssequenz. Die nach einer BpiI-Restriktionsspaltung entstehenden Nukleotidüberhänge (1234 und 5678) unterscheiden 

sich je nach Position des Operons im Zielvektor. Die myc-Sequenz wurde durch die Firma MWG-Operon synthetisiert und erlaubt eine translationale Fusion zwischen 

dem letzten Genprodukt des jeweiligen Operons mit dem 3x c-Myc-Epitop. B) Die assemblierten hrp-Operons werden nach der Klonierung in dem Vektor pBRM-O von 

BpiI-Erkennungssequenzen flankiert. Durch die Verwendung von Vektoren mit unterschiedlichen Nukleotidüberhängen können die einzelnen Operons gerichtet an 

verschiedene Positionen im Zielvektor kloniert werden. C) Mögliches Design des Zielvektors. Der Zielvektor sollte für eine Blau-Weiß-Selektion den lacP-Promotor und 

das lacZα-Fragment des pBBR1MCS-5-Vektors, flankierend von BpiI-Erkennungssequenzen sowie das Vektorrückgrat des Cosmids pLAF3, welches für die 

Generierung des Cosmids pXV74 (siehe Kapitel 2.4.1) verwendet wurde, enthalten. Farbige Balken geben die Sequenz der Überhänge an. 
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2.4.4 Die Komplementation einzelner hrp-Operonmutanten 

 

Um zu überprüfen, ob die einzelnen Operons als unabhängige transkriptionelle Einheit 

agieren können, wurden Xcv-Stämme erstellt, die in jeweils einem hrp-Operon (hrpA, hrpB, 

hrpC, hrpD, hrpE, hpaB, hrpF) deletiert sind. Falls Überlappungen zwischen einem Gen und 

dem Promotor des folgenden Operons vermutet wurden, blieben Teile des zu deletierenden 

Operons im Genom von Xcv erhalten, welche jedoch zu keinem funktionalen Protein führten. 

Für die Komplementationsstudien wurden die einzelnen hrp-Operons ektopisch (in trans) 

unter der Kontrolle des nativen Promotors in der jeweiligen Operonmutante exprimiert oder 

vorher in die hpaF/hpaG-Region in das Genom (in cis) der jeweiligen Operonmutante 

integriert. Im Gegensatz zu 85-10hrpG*-Stämmen, die in je einem einzelnen hrp-Operon 

deletiert waren, führte die Inokulation des Stammes 85-10hrpG* zur Ausbildung von 

Krankheitssymptomen in ECW-Pflanzen sowie zu einer HR in resistente ECW-10R-Pflanzen 

(Abbildung 2.8). Während das hrpA-Operon den Phänotyp einer hrpA-Operonmutante sowohl 

durch die in trans- als auch durch die in cis-Expression komplementierte, konnte der 

Phänotyp einer hrpC- und hrpD-Operonmutante nur durch die in cis-Expression des 

jeweiligen Operons komplementiert werden (Abbildung 2.8). Der Phänotyp einer hrpE- und 

hpaB-Operonmutante konnte hingegen durch die in cis-Expression der jeweiligen Operons 

nicht bzw. nur partiell komplementiert werden, obwohl die in trans-Expression dieser 

Operone zu einer vollständigen Komplementation des Phänotyps der jeweiligen 

Operonmutante führte. Weiterhin konnte der Phänotyp einer hrpB- und hrpF-Operonmutante 

nur durch eine in cis-Expression des jeweiligen Operons partiell komplementiert werden 

(Abbildung 2.8). Zusammenfassend lassen die Infektionsexperimente den Schluss zu, dass die 

einzelnen hrp-Operons als unabhängige transkriptionelle Einheit agieren können. Weil die in 

cis- oder in trans-Expression der Operons mit der Virulenz von Xcv interferiert, sollte in 

weiterführenden Experimenten ein möglicher Einfluss der flankierenden Regionen auf die 

Expression des hrpE und des hpaB-Operons untersucht sowie sichergestellt werden, dass die 

klonierten Promotoren ausreichend für eine effiziente Expression der einzelnen Operons sind. 

Weiterhin ist es vermutlich notwendig das assemblierte hrp-Gencluster in einem Vektor mit 

einer niedrigen Kopienzahl zu klonieren oder in das Genom einer hrp-Mutante zu integrieren. 
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Abbildung 2.8: Komplementationsstudien mit verschiedenen hrp-Operonmutanten. Die Xcv-

Stämme 85-10hrpG* (wt), 85-10hrpG*hrpA (hrpA), 85-10hrpG*hrpB (hrpB), 85-

10hrpG*hrpC (hrpC), 85-10hrpG*hrpD (hrpD), 85-10hrpG*hrpE (hrpE), 85-

10hrpG*hpaB (hpaB) und 85-10hrpG*hrpF (hrpF), welche kein Plasmid (-), einen pBRM (LV) 

oder ein bestimmtes hrp-Operon in trans bzw. in cis exprimierten, wurden in ECW- und ECW-10R-

Paprikapflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 4x10
8
 KBE ml

-1
 inokuliert. Die 

Krankheitssymptome wurden nach sieben Tagen bzw. für das hrpB- und hrpF-Operon am neunten 

Tag nach der Inokulation dokumentiert. Für eine bessere Visualisierung wurden die Blätter von 

resistenten Pflanzen zwei Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Umrandungen weisen auf 

die Inokulationsstellen hin. 
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3. Diskussion 

 

3.1 Die putative C-Ringkomponente HrcQ ist eine Substratbindestelle für T3S-abhängig 

sekretierte Proteine 

 

3.1.1 Unter Sekretionsbedingungen assoziiert HrcQ mit bakteriellen Membranen 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass HrcQ nicht sekretiert wird, mit sich selbst 

interagiert und unter Sekretionsbedingungen mit der bakteriellen Membran assoziiert (siehe 

Kapitel 2.1.1). Außer der HrcQ-Selbstinteraktion konnte weiterhin eine Interaktion von HrcQ 

mit den IM-Komponenten HrcU und HrcV sowie mit der zytoplasmatischen T3S-assoziierten 

ATPase HrcN und ihrem putativen Regulator HrcL (siehe Kapitel 2.1.1), welche ebenfalls 

unter Sekretionsbedingungen mit bakteriellen Membranen assoziieren (Lorenz & Büttner, 

2009), nachgewiesen werden. Die Homologie von HrcQ zu C-Ringkomponenten aus 

tierpathogenen Bakterien (Diepold & Wagner, 2014) und die experimentellen Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass HrcQ eine zytoplasmatische C-Ringkomponente des Translokations-

assoziierten T3S-Systems ist, welche im Komplex mit den zytoplasmatischen Proteinen HrcN 

und HrcL unter Sekretionsbedingungen an das T3S-System bindet. Die Interaktion des C-

Ring-ATPase-Komplexes mit dem T3S-System könnte dabei durch die IM-Komponenten 

HrcU oder HrcV vermittelt werden. In Übereinstimmung mit dieser Theorie konnte ebenfalls 

eine Komplexausbildung zwischen der putativen C-Ringkomponente, der T3S-assoziierten 

ATPase und/oder ihrem Regulator für verschiedene tierpathogene Bakterien gezeigt werden 

(Jackson & Plano, 2000, Jouihri et al., 2003, Morita-Ishihara et al., 2006, Johnson et al., 

2008, Johnson & Blocker, 2008, Biemans-Oldehinkel et al., 2011). Wie für HrcQ, konnten für 

die HrcQ-homologen Proteine aus P. syringae, Y. pseudotuberculosis und für C-

Ringkomponenten des Flagellum-assoziierten T3S-Systems die Ausbildung eines oligomeren 

Komplexes nachgewiesen (Fadouloglou et al., 2004, Paul & Blair, 2006, Bzymek et al., 2012) 

sowie für die putativen C-Ringkomponenten aus EPEC und P. syringae eine Anlagerung an 

Membranen gezeigt werden (Fadouloglou et al., 2004, Biemans-Oldehinkel et al., 2011).  

Die C-Ringkomponente Spa33 aus S. flexneri konnte durch Immunogoldmarkierung auf der 

zytoplasmatischen Seite der IM, in der Nähe des Translokations-assoziierten T3S-Systems, 

lokalisiert werden (Morita-Ishihara et al., 2006). Dennoch konnte bis heute durch die 

elektronenmikroskopische Analyse von gereinigten Translokations-assoziierten T3S-

Systemen noch keine C-Ringstruktur nachgewiesen werden, wie es für das Flagellum-

assoziierte T3S-System beschrieben ist (Kubori et al., 1998, Kimbrough & Miller, 2000, 

Tamano et al., 2000, Blocker et al., 2001, Sekiya et al., 2001, Yip et al., 2005, Kawamoto et 

al., 2013). Aus diesem Grund wurde angenommen, dass der C-Ring des Translokations-
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assoziierten T3S-Systems während der Reinigungsprozedur der isolierten T3S-Apparate 

dissoziiert. Neueste Studien zeigen durch einen in situ-Vergleich von Translokations-

assoziierten und Flagellum-assoziierten T3S-Systemen, dass sich die beiden Apparate bzgl. 

des C-Ringes deutlich unterscheiden. Demnach besitzt das Translokations-assoziierte T3S-

System aus Salmonella spp. keine zytoplasmatische C-Ringstruktur. Stattdessen bildet 

vermutlich die C-terminale zytoplasmatische Domäne der IM-Komponente InvA (YscV-

Homolog) eine als „wing-like disc“ bezeichnete Struktur auf der zytoplasmatischen Seite der 

IM, nahe des T3S-Systems aus (Kawamoto et al., 2013). Diese Struktur könnte als Barriere 

gegen eine freie Proteindiffusion durch das T3S-System dienen, um einen spezifischen und 

regulierten Proteintransport zu gewährleisten (Kawamoto et al., 2013). Obwohl die 

verwendete Auflösung der elektronenmikroskopischen Studien keine Struktur wie den C-Ring 

des Flagellum-assoziierten T3S-Systems hervorbrachte, vermuten die Autoren, dass die 

putative C-Ringkomponente SpaO mit den zytoplasmatischen Proteinbereichen der IM-

Ringkomponenten assoziiert und eine Ringstruktur formt, die ein funktionales Gegenstück zu 

dem Flagellum-assoziierten C-Ring bildet (Kawamoto et al., 2013). Vermutlich könnte auch 

HrcQ eine ähnliche zytoplasmatische Struktur des T3S-Systems ausbilden. Die exakte 

Lokalisierung von HrcQ in einem assemblierten T3S-System ist eine technische 

Herausforderung, die eine elektronenmikroskopische Analyse von T3S-Apparaten in situ 

verlangt. Bisher gelangen jedoch keine elektronenmikroskopischen Aufnahmen von T3S-

Apparaten aus Xcv. Eine Alternative wäre die in situ-Lokalisierung eines HrcQ-GFP-

Fusionsproteins. Durch die Fluoreszenzmikroskopie von Xcv-Stämmen, die HrcQ-GFP 

synthetisieren, konnten innerhalb eines Xcv-Bakteriums ein bis vier distinkte 

Fluoreszenzpunkte nachgewiesen werden (Jens Hausner, unveröffentlichte Daten), was 

möglicherweise auf die Oligomerisation von HrcQ zurückzuführen ist. Wird eine weitere 

T3S-Komponente, die oligomere Komplexe ausbilden kann, mit einem anderen 

Fluoreszenzprotein markiert und überlappen die Fluoreszenzsignale der beiden Proteine, kann 

die in situ-Lokalisierung von HrcQ zumindest auf eine Co-Lokalisierung mit der jeweiligen 

T3S-Komponente eingegrenzt werden.  

 

3.1.2 Die C-Ringkomponente HrcQ ist eine mögliche Substratbindestelle für T3S-

System-abhängig sekretierte Proteine  

 

HrcQ interagiert neben zytoplasmatischen und IM-Komponenten des T3S-Systems auch mit 

den sekretierten T3S-Komponenten HrpB2 und HrpE sowie mit Effektorproteinen, was 

darauf hin deutet, dass HrcQ eine Substratbindestelle des Translokations-assoziierten T3S-

Systems sein könnte. Die effiziente Erkennung von T3S-Substraten ist wahrscheinlich von 
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einem N-terminalen T3S-Signal und möglicherweise zusätzlich von der Chaperonbindestelle 

abhängig (Lee & Galan, 2004, Galan & Wolf-Watz, 2006, Arnold et al., 2010). Für die 

Interaktion zwischen HrcQ und dem Effektorprotein AvrBs3 waren die N-terminalen 152 

Aminosäuren von AvrBs3, welche das T3S-Signal und die Chaperonbindestelle enthalten 

(Büttner et al., 2004), jedoch nicht erforderlich (siehe Kapitel 2.1.1). Die erhaltenen Daten 

lassen demnach vermuten, dass die AvrBs3-HrcQ-Interaktion erst nach dem 

signalvermittelten Transport zum T3S-System stattfindet und dass die effiziente Erkennung 

von T3S-Substraten indirekt von T3S-Chaperonen abhängig ist. In der Tat konnte zwischen 

HrcQ und dem T3S-Chaperon HpaB eine schwache Interaktion detektiert werden, die darauf 

hin deuten könnte, dass HrcQ an der Erkennung des T3S-Chaperons und damit an der 

Rekrutierung von T3S-Substraten beteiligt ist. Weil HpaB nicht nur mit HrcQ, sondern auch 

mit HrcN sowie mit den IM-Komponenten HrcU und HrcV interagiert (Lorenz & Büttner, 

2009, Hartmann & Büttner, 2013), besitzt das Translokations-assoziierte T3S-System 

vermutlich mehrere HpaB-Bindestellen. Die Ausbildung eines C-Ring-Chaperon-Komplexes 

konnte ebenfalls in anderen Translokations-assoziierten und Flagellum-assoziierten T3S-

Systemen nachgewiesen (Gonzalez-Pedrajo et al., 2006, Spaeth et al., 2009, Lara-Tejero et 

al., 2011) und für die putative C-Ringkomponente Spa33 aus S. flexneri eine direkte 

Interaktion mit Effektorproteinen gezeigt werden (Morita-Ishihara et al., 2006). Komponenten 

des C-Ringes sind somit wahrscheinlich an der Rekrutierung von T3S-Substraten beteiligt 

(Morita-Ishihara et al., 2006) und stellen damit vermutlich eine zentrale Stelle für Multi-

Proteininteraktionen dar (Gonzalez-Pedrajo et al., 2006, Spaeth et al., 2009). Der 

vorhergesagte C-Ring scheint jedoch nicht nur die Funktion einer generellen 

Substratbindestelle zu übernehmen. Für die putative C-Ringkomponente SpaO aus S. 

typhimurium konnte gezeigt werden, dass SpaO im Komplex mit anderen zytoplasmatischen 

Komponenten eine Plattform bildet, die durch T3S-Chaperone spezifisch mit T3S-Substraten 

„beladen“ werden kann (Lara-Tejero et al., 2011). Aus diesem Grund postulieren die Autoren, 

dass der putative C-Ring im Komplex mit weiteren zytoplasmatischen Proteinen eine 

Sortierungsplattform bildet, die eine Hierarchie der zu sekretierenden Proteine festlegt. 

Möglicherweise bildet auch HrcQ eine zytoplasmatische Sortierungsplattform des T3S-

Systems, die zu einer geordneten und hierarchischen Sekretion beiträgt. In weiterführenden 

Studien sollte diese Theorie durch eine Immunopräzipitation von HrcQ aus Xcv mit 

anschließender massenspektroskopischer Analyse überprüft werden. Auf diese Weise können 

T3S-Substrate identifiziert werden, die mit der vorhergesagten C-Ringkomponente 

interagieren. Durch die Verwendung von geeigneten Xcv-Mutanten, welche in einem oder 

mehreren T3S-Substraten deletiert sind, könnte HrcQ mit anderen T3S-Substraten „beladen“ 

und diese Interaktionspartner durch die benannten Methoden identifiziert werden. Somit 
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könnten diese Experimente Aufschluss über eine mögliche hierarchische HrcQ-abhängige 

Sortierungsstruktur von sekretierten Proteinen geben. 

 

3.2 HrcU und der Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems  

 

3.2.1 Die Spaltung von HrcU ist nicht essentiell für die Proteinfunktion 

 

Neben der vorhergesagten C-Ringkomponente HrcQ wurde in dieser Arbeit auch die IM-

Komponente HrcU untersucht. Die C-terminale zytoplasmatische Domäne von HrcU (HrcUC) 

ist vermutlich am Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems beteiligt und wird 

wahrscheinlich zwischen dem Asparagin (N) und Prolin (P) des konservierten NPTH-Motivs 

gespalten (Lorenz & Büttner, 2011). Die Analyse von HrcU-Derivaten mit einer Insertion von 

fünf Aminosäuren verdeutlichte, dass Insertionen in der Nähe des NPTH-Motivs sowie 

Insertionen im Bereich der Aminosäuren 287 bis 327 zu einem Verlust der detektierbaren 

HrcU-Spaltung führten (siehe Kapitel 2.3.1). Komplementationsstudien mit diesen 

spaltungsdefizienten HrcU-Derivaten zeigten weiterhin, dass die meisten HrcU-Derivate in 

der Lage waren den Phänotyp sowie das HrpF-Sekretionsdefizit einer hrcU-Deletionsmutante 

partiell zu komplementieren. Die erhaltenen Daten lassen somit vermuten, dass die HrcUC-

Spaltung per se nicht für die Funktion des Proteins essentiell ist. Die in silico-Vorhersage der 

HrcUC-Struktur mit dem Programm iTasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/), weist darauf hin, dass die Aminosäuren 287 bis 327 in der räumlichen Nähe des 

NPTH-Motivs zwei α-Helices ausbilden, die durch eine unstrukturierte Region verbunden 

sind (Abbildung 3.1). Es ist vorstellbar, dass Veränderungen in diesem Bereich die 

Konformation des Proteins im oder nahe des NPTH-Motivs ändern und somit die Spaltung 

beeinflussen. Die Analyse von Kristallstrukturen für EscU aus EPEC, YscU aus Y. pestis und 

Spa40 aus S. flexneri zeigten, dass die autokatalytische Spaltung die Zyklisierung des 

konservierten Asparaginrestes des NPTH-Motivs erfordert, welche durch weitere 

Aminosäuren stabilisiert wird (Deane et al., 2008, Zarivach et al., 2008, Lountos et al., 2009). 

Der Mechanismus der autokatalytischen Spaltung erfordert daher eine spezifische 

Konformation der NPTH-Schleife, welche vermutlich durch die korrekte Faltung der C-

terminalen Domäne stabilisiert wird (Deane et al., 2008). So beeinflussten Veränderungen im 

oder in der Nähe des NPTH-Motivs auch die Spaltung in HrcU-homologen Proteinen (Ferris 

et al., 2005, Deane et al., 2008, Zarivach et al., 2008, Lountos et al., 2009, Wiesand et al., 

2009). Die Analyse der Kristallstrukturen zeigte weiterhin, dass die Spaltung des 

konservierten NPTH-Motivs zu einer veränderten Ladung der Proteinoberfläche in diesem  
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Abbildung 3.1: Die „linker“-Region in HrcU könnte eine Positionsveränderung von HrcUC 

ermöglichen. A) HrcU besteht aus vier transmembranen Helices und einer zytoplasmatischen C-

terminalen Domäne (Berger et al., 2010), in der das konservierte NPTH-Motiv (rot) lokalisiert ist. 

Kristallstrukturen von HrcU-homologen Proteinen weisen darauf hin, dass der Bereich zwischen den 

transmembranen Helices und dem NPTH-Motiv („linker“-Region) eine hohe Flexibilität besitzt 

(Deane et al., 2008, Zarivach et al., 2008). Eventuell könnte auch die „linker“-Region in HrcU 

(Aminosäuren 207 bis 263) eine hohe Flexibilität aufweisen, wodurch eine Bewegung der C-

terminalen Domäne weg von der IM denkbar wäre. Zahlen weisen auf  die  Aminosäureposition hin. 

B) Die vorhergesagte tertiäre Struktur von HrcUC wurde durch das Programm iTasser 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) generiert. Durch die Aminosäuren 287 bis 327 

werden in der räumlichen Nähe des NPTH-Motivs zwei α-Helices ausgebildet, welche durch einen 

unstrukturierten Bereich getrennt sind (cyan). IM, innere Membran; Bzyto, bakterielles Zytoplasma. 

 

Bereich führt, welche die Interaktion mit weiteren T3S-Komponenten gestatten würde (Deane 

et al., 2008, Zarivach et al., 2008). Interessanterweise konnte durch Fraktionierungsstudien 

mit EPEC nachgewiesen werden, dass die Spaltung von EscU für die effiziente Assoziation 

des T3S-Chaperons CesT mit der IM wichtig ist (Thomassin et al., 2011), wodurch postuliert 

wurde, dass die Spaltung von EscU für die Rekrutierung von Chaperon-Effektor-Komplexen 

von Bedeutung ist (Thomassin et al., 2011). Obwohl das gespaltene EscU-Protein eine gute 

Bindestelle für andere T3S-Komponenten darstellt, induziert vermutlich nicht die Spaltung 

selbst den Substratspezifitätswechsel (Zarivach et al., 2008). Experimente mit dem 

Translokations-assoziierten T3S-System aus S. typhimurium weisen darauf hin, dass die 

vollständige Assemblierung der „inner rod“-Struktur eine Konformationsänderung im T3S-

System induziert, wie möglicherweise in Vertretern der YscU/FlhB-Proteinfamilie, welche zu 

dem Substratspezifitätswechsel des T3S-Systems führt (Marlovits et al., 2006). YscU-

homologe Proteine und das T3S4-Protein würden demnach ihren Einfluss auf den 

Substratspezifitätswechsel durch die Sekretionskontrolle der „inner rod“-Proteine ausüben 

(Wood et al., 2008). Welchen Einfluss die HrcU-Spaltung auf die Rekrutierung von T3S-

Komponenten an die IM hat, wurde für Xcv noch nicht genau untersucht. In dieser Arbeit 

konnte jedoch gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen spaltungsdefizienten HrcU-
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Derivaten mit dem T3S-Chaperon HpaB und der putativen C-Ringkomponente HrcQ nicht 

beeinträchtigt war (siehe Kapitel 2.3.1), was vermuten lässt, dass die Spaltung für die 

Rekrutierung von HpaB und HrcQ nicht notwendig ist. Ob die Rekrutierung von anderen 

T3S-Komponenten durch ein spaltungsdefizientes HrcU-Derivat an die IM gestört ist, könnte 

durch Fraktionierungsstudien untersucht werden.  

 

3.2.2 Die „linker“-Region und das LARxLY-Motiv könnten für die Rekrutierung von 

T3S-Komponenten erforderlich sein 

 

HrcU-Derivate mit einer Deletion oder Insertion von Aminosäuren zwischen den 

transmembranen Helices und dem NPTH-Motiv (auch bezeichnet als „linker“-Region) 

konnten den Phänotyp einer hrcU-Deletionsmutante nicht komplementieren (siehe Kapitel 

2.3.1). Ähnliche Ergebnisse wurden auch für Deletionen und Aminosäuresubstitutionen in der 

„linker“-Region von HrcU-homologen Proteinen wie FlhB aus Salmonella spp. und EscU aus 

EPEC berichtet (Fraser et al., 2003, Zarivach et al., 2008). Kristallstrukturen der C-terminalen 

zytoplasmatischen Domäne von EscU aus EPEC, SpaS aus S. typhimurium, YscU aus Y. 

pestis und Spa40 aus S. flexneri zeigten, dass die „linker“-Region eine hohe Flexibilität 

besitzt (Deane et al., 2008, Zarivach et al., 2008, Lountos et al., 2009). Eine solche 

Flexibilität könnte eine Bewegung der C-terminalen zytoplasmatischen Domäne weg von der 

IM erlauben und somit die Größe und die elektrostatischen Bedingungen der Eintrittsstelle für 

T3S-Substrate verändern (Zarivach et al., 2008, Lountos et al., 2009). In Übereinstimmung 

mit dieser Theorie weisen Experimente mit FlhB aus Salmonella spp. darauf hin, dass 

Mutationen in flhB die Wahrscheinlichkeit des Eintritts von flagellaren Proteinen in die T3S-

Eintrittspore erhöhen (Minamino & Namba, 2008) und  FlhB somit eine Rolle in der 

Blockade des T3S-Systems spielen könnte (Deane et al., 2008). Da Vertreter der YscU/FlhB-

Proteinfamilie mit T3S-Komponenten, wie T3S-Chaperonen (Lorenz & Büttner, 2009) und 

Translokonproteinen (Creasey et al., 2003) interagieren, könnte eine Positionsveränderung 

der C-terminalen Domäne möglicherweise auch die korrekte Rekrutierung dieser sowie 

weiterer T3S-Komponenten ermöglichen (Deane et al., 2008). Ob die „linker“-Region aus 

Xcv eine hohe Flexibilität aufweist, kann mit den bisherigen experimentellen Daten nicht 

geklärt werden. Es ist jedoch vorstellbar, dass neben EscU, YscU, Spa40 und SpaS auch die 

„linker“-Region von HrcU eine gewisse Flexibilität aufweist, welche eventuell die 

Positionsveränderungen von HrcUC erlauben würde (siehe Abbildung 3.1). 

Neben der „linker“-Region scheint ebenfalls das konservierte LARxLY-Motiv, das 

vermutlich in der räumlichen Nähe des NPTH-Motivs lokalisiert ist (siehe Kapitel 2.3.1), eine 

bedeutende Rolle für die Proteinfunktion von HrcU zu besitzen. Ein HrcU-Derivat, welches 
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im LARxLY-Motiv deletiert ist, konnte den Phänotyp einer hrcU-Mutante nicht 

komplementieren, wurde nicht mehr gespalten und interagierte nicht mehr effizient mit 

HrpB2 und HpaC (siehe Kapitel 2.3.1). Eine Beeinflussung der Spaltung sowie der 

Interaktion zu HrpB2 und HpaC ist vermutlich auf eine Konformationsänderung im Bereich 

des NPTH-Motivs zurückzuführen, da gezeigt werden konnte, dass das NPTH-Motiv sowohl 

für die Spaltung als auch für die Interaktion von HrcU mit HrpB2 und HpaC essentiell ist 

(Lorenz & Büttner, 2011). Ein direkter Beitrag des konservierten LARxLY-Motivs für die 

Interaktion von HrcU mit HrpB2 und HpaC kann jedoch nicht gänzlich ausgeschlossen 

werden. Kristallstrukturen von Spa40 aus S. flexneri zeigten, dass das LARxLY-Motiv Teil 

einer stark positiv geladenen α-Helix in der räumlichen Nähe des NPTH-Motivs ist (Deane et 

al., 2008). Deane at al. (2008) vermuteten auf Grund der konservierten Aminosäuren, welche 

die Position der α-Helix in Spa40 bestimmen und durch die räumliche Nähe der positiv 

geladenen α-Helix zum NPTH-Motiv, dass das LARxLY-Motiv für die Rekrutierung oder 

Bindung von T3S-Komponenten von Bedeutung ist (Deane et al., 2008). Eine 

Kokristallisation von HrcUC mit ausgewählten T3S-Komponenten könnte Aufschluss über 

den Einfluss des LARxLY-Motivs auf die Interaktion zwischen HrcUC mit diesen T3S-

Komponenten geben.  

 

3.2.3 HrcU kontrolliert die Sekretion von „frühen“ und „späten“ Substraten durch 

unabhängige Mechanismen  

 

Das Derivat HrcUR339 wurde effizient gespalten und erlaubte die Sekretion des „frühen“ T3S-

Substrates HrpB2 ohne Einschränkungen, während die Sekretion von „späten“ T3S-

Substraten reduziert war (siehe Kapitel 2.3.1). In einer früheren Studie konnte weiterhin 

gezeigt werden, dass das Derivat HrcUY318D den Phänotyp eines hpaC-Deletionsstammes 

hinsichtlich der Krankheitssymptome und des partiellen Sekretionsdefizits von Translokon- 

und Effektorproteinen komplementieren kann (Lorenz & Büttner, 2011). Vermutlich besitzt 

das nicht mehr effizient gespaltene Derivat HrcUY318D eine veränderte Proteinkonformation, 

welche die Sekretion von Effektoren erlaubt, aber die HrpB2-Sekretion nicht beeinflusst 

(Lorenz & Büttner, 2011). Es kann somit vermutet werden, dass HrcU die Sekretion von 

„frühen“ und „späten“ Substraten durch unabhängige Mechanismen kontrollieren kann. Weil 

spaltungsdefiziente HrcU-Derivate mit dem „frühen“ Substrat HrpB2 interagierten und das 

HrpB2-Sekretionsdefizit einer hrcU-Mutante komplementierten (Lorenz & Büttner, 2011), 

könnte die Sekretion von HrpB2 eventuell vor der HrcUC-Spaltung durch die Interaktion mit 

dem NPTH-Motiv ermöglicht werden. Interessanterweise konnte das HrpB2-Sekretionsdefizit 

einer hrcU-Mutante durch das HrcU-Derivat HrcUP265G/Y318D, welches in Protein-Protein-
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Interaktionsstudien nicht mehr detektierbar mit HrpB2 interagierte, partiell komplementiert 

werden. Die Daten weisen darauf hin, dass HrpB2 durch weitere T3S-Komponenten, wie z. B. 

HrcQ oder HrcV, welche als Interaktionspartner von HrpB2 identifiziert wurden (siehe 

Kapitel 2.1.1) (Hartmann & Büttner, 2013), erkannt wird. Obwohl die autokatalytische 

Spaltung von Mitgliedern der YscU/FlhB-Proteinfamilie direkt nach der Synthese und 

Faltung stattfinden sollte, zeigten Studien mit YscU, dass nie alle YscU-Proteine gespalten 

waren, obgleich die YscU-Spaltung zu einem Zeitpunkt analysiert wurde, an dem alle Nadeln 

ihre korrekte Länge und den „tip“-Komplex besaßen (Sorg et al., 2007). Es wäre demnach 

möglich, dass das nicht gespaltene NPTH-Motiv auch nach der Synthese und Faltung des 

Proteins als Interaktionsstelle zur Verfügung steht. Der Substratwechsel, d. h. der 

Sekretionswechsel von „frühen“ zu „späten“ Substraten, erfordert hingegen vermutlich eine 

Konformationsänderung in Vertretern der YscU/FlhB-Proteinfamilie (Ferris & Minamino, 

2006, Büttner, 2012), welche möglicherweise nach der vollständigen Assemblierung des 

„inner rod“ induziert wird (siehe Kapitel 1.7.3). Obwohl die bisherigen Daten für eine exakte 

Beschreibung der unabhängigen Mechanismen nicht ausreichen, kann spekuliert werden, dass 

die effiziente Sekretion von „frühen“ Substraten, wie z. B. HrpB2, durch die Interaktion mit 

dem nicht gespaltenen NPTH-Motiv der YscU/FlhB-Proteinfamilie ermöglicht wird, während 

die Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen eventuell eine Konformationsänderung 

in Vertretern der YscU/FlhB-Proteinfamilie erfordert.  

 

3.2.4 Die HrcUC-Spaltung und/oder HpaC supprimieren die Translokation von HrpB2 

 

In einer früheren Studie wurde beschrieben, dass die effiziente Sekretion des putativen „inner 

rod“-Proteins HrpB2 durch HrcU und das T3S4-Protein HpaC supprimiert wird (Lorenz et al., 

2008b). Um einen Einfluss von HrcU und/oder HpaC auf die Translokation von HrpB2 zu 

untersuchen, wurde eine translationale Fusion zwischen den N-terminalen 76 Aminosäuren 

von HrpB2 mit dem Reporterprotein AvrBs32, welches ein Derivat des Effektorproteins 

AvrBs3 ist, erstellt. AvrBs32 enthält zwar die Effektordomäne, aber nicht das Sekretions- 

und Translokationssignal von AvrBs3, wodurch AvrBs32 nur in translationaler Fusion mit 

einem funktionalen Translokationssignal transloziert wird (Szurek et al., 2002, Noël et al., 

2003). Infektionsexperimente mit Xcv-Stämmen verdeutlichten, dass sowohl ein hpaC-

Deletionsstamm als auch ein hrcU-Deletionsstamm, welcher eines der spaltungsdefizienten 

HrcU-Derivate HrcUN264A, HrcUP265A oder HrcUP265G/Y318D enthielt, die Translokation von 

HrpB21-76-AvrBs32 ermöglichte (siehe Kapitel 2.3.1), was darauf hin deutet, dass die 

Translokation von HrpB2 durch die HrcUC-Spaltung und/oder HpaC supprimiert wird. Da alle 

getesteten spaltungsdefizienten HrcU-Derivate nicht mehr effizient mit HpaC interagierten, 
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könnte die HrcUC-Spaltung möglicherweise für die Interaktion von HrcUC mit HpaC benötigt 

werden. Bindeexperimente zwischen dem T3S4-Protein FliK und dem HrcU-homologen 

Protein FlhB aus Salmonella spp. deuten darauf hin, dass nach der Interaktion von FliK mit 

FlhB eine Konformationsänderung in FlhB induziert wird (Morris et al., 2010). Es wäre somit 

denkbar, dass durch die HrcUC-Spaltung das T3S4-Protein HpaC mit HrcUC interagiert und 

dadurch eine Konformationsänderung in HrcUC induziert wird, welche die Translokation von 

HrpB2 supprimiert. 

Warum sollte die Translokation von „inner rod“-Komponenten reguliert werden? Für die 

„inner rod“-Komponenten PrgJ des SPI-1 T3S-Systems aus Salmonella spp. und MxiI aus S. 

flexneri konnte gezeigt werden, dass sie das NLRC4-abhängige Inflammasom in 

eukaryotischen Zellen aktivieren (Miao et al., 2010, Suzuki et al., 2014). Die Suppression der 

Translokation von „inner rod“-Proteinen würde daher die Erkennung des Bakteriums durch 

die Wirtszelle erschweren. Neben PrgJ und MxiI induzierten die putativen „inner rod“-

Proteine BsaK aus Burkholderia pseudomallei, EscI aus EPEC und PscI aus P. aeruginosa 

ebenfalls das NLRC4-abhängige Inflammasom (Miao et al., 2010). Im Gegensatz zu PrgJ 

konnte jedoch das „inner rod“-Protein SsaI des SPI-2 T3S-Systems aus Salmonella spp. das 

NLRC4-abhängige Inflammasom nicht aktivieren (Miao et al., 2010). Im Vergleich zu PrgJ 

enthält SsaI in der C-terminalen Region eine Substitution von einem über verschiedene „inner 

rod“-Proteine konservierten Valinrestes zu einem Leucinrest (Miao et al., 2010). Die 

Erkennung von konservierten Aminosäuren bzw. Proteinstrukturen in T3S-Komponenten ist 

sinnvoll, da die Wirtszelle somit auf unterschiedliche pathogene Bakterien durch die 

Aktivierung eines Signalweges der Immunantwort reagieren kann.   

 

3.3 HrpB1 ist eine putative „inner rod“-Komponente des T3S-Systems 

 

3.3.1 HrpB1 ist ein periplasmatisches Protein  

 

Um die subzelluläre Lokalisation von HrpB1 zu bestimmen, wurden 

Subfraktionierungsstudien durchgeführt. Bei diesen Studien wurde HrpB1 ausschließlich in 

der angereicherten periplasmatischen Fraktion nachgewiesen (siehe Kapitel 2.2.1), was darauf 

hin deutet, dass HrpB1 ein periplasmatisches Protein ist. Die Detektion von HrpB1 in der 

angereicherten periplasmatischen Fraktion ist in guter Übereinstimmung mit früheren 

Arbeiten, die beschreiben, dass HrpB1 nicht sekretiert wird (Rossier et al., 2000). Im 

Gegensatz zu HrpB1, konnte das putative „inner rod“-Protein HrpB2 sowohl in der 

angereicherten periplasmatischen Fraktion als auch in der angereicherten ÄM-Fraktion 

detektiert werden. Möglicherweise ist die Interaktion von HrpB1 mit T3S-Komponenten der 
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ÄM und mit T3S-Komponenten, welche selbst mit Komponenten in der ÄM interagieren, 

schwächer, als die Interaktion von HrpB2 zu diesen T3S-Komponenten. Es ist weiterhin 

denkbar, dass HrpB2 in dem verwendeten Puffersystem nicht stabil ist und während der für 

die Subfraktionierung notwendigen Zentrifugationen präzipitiert. HrpB1 weist mit HrpK aus 

Ralstonia solanacearum eine Aminosäureidentität von 36% auf (Fenselau & Bonas, 1995) 

und ist ein Vertreter der HrpB1/HrpK-Proteinfamilie (Sequenzhomologievergleich, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Über die Funktion von Mitgliedern dieser Familie ist nicht viel 

bekannt. Studien mit HrpK aus P. syringae pv. tomato DC3000 zeigten, dass HrpK in das 

extrazelluläre Milieu sekretiert und geringe Aminosäureidentität mit dem Translokonprotein 

HrpF aus Xcv aufweist, wodurch angenommen wurde, dass HrpK ein putatives 

Translokonprotein ist (Petnicki-Ocwieja et al., 2005). Da HrpB1 nicht sekretiert und 

wahrscheinlich ein periplasmatisches Protein ist, kann vermutet werden, dass HrpB1 seine 

Proteinfunktion im bakteriellen Periplasma ausübt und nicht die Funktion eines 

Translokonproteins übernimmt.  

 

3.3.2 Der „inner rod“ des Translokations-assoziierten T3S-Systems aus Xcv könnte aus 

HrpB2 und HrpB1 aufgebaut werden 

 

Protein-Protein-Interaktionsstudien deuten darauf hin, dass HrpB1 mit sich selbst, dem 

Sekretin HrcC, der IM-Komponente HrcD, dem Pilusprotein HrpE und dem putativen „inner 

rod“-Protein HrpB2 interagiert (siehe Kapitel 2.2.1). Auch für HrpB2 konnte eine Interaktion 

mit der IM-Komponente HrcD, jedoch nicht mit dem Sekretin HrcC und dem Pilusprotein 

HrpE nachgewiesen werden (siehe Kapitel 2.2.2 und Abbildung 5). HrcD ist somit ein 

gemeinsamer Interaktionspartner von HrpB1 und HrpB2. Die Interaktion mit Komponenten 

des Basalapparates, die Ausbildung von HrpB1-Proteinkomplexen und die Lokalisierung von 

HrpB1 in das bakterielle Periplasma (siehe Kapitel 2.2.1) lassen vermuten, dass HrpB1 Teil 

einer Struktur im Inneren des Basalapparates des Translokations-assoziierten T3S-Systems 

von Xcv ist, welche das putative „inner rod“-Protein HrpB2 mit dem Pilus und dem Sekretin 

verbindet (siehe Abbildung 3.2). Eventuell könnte HrpB1 auch selbst einen Teil des „inner 

rod“ aufbauen. Der Pilus des T3S-Systems könnte somit dem „inner rod“ aufsitzen und 

möglicherweise bis in das bakterielle Periplasma ragen. Auch für die Translokations-

assoziierten T3S-Systeme aus S. typhimurium, S. flexneri und EPEC wurden ähnliche 

Annahmen beschrieben, die davon ausgehen,  dass  die  extrazelluläre  Struktur  bis in  das 

Periplasma reicht und/oder einer periplasmatischen Struktur aufsitzt (Marlovits et al., 2006, 

Ogino et al., 2006, Sani et al., 2007).   
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Abbildung 3.2: HrpB1 ist möglicherweise ein Teil des „inner rod“ des Translokations-

assoziierten T3S-Systems. Das periplasmatische Protein HrpB1 könnte eine Struktur innerhalb des 

Translokations-assoziierten T3S-Systems ausbilden, die das putative „inner rod“-Protein HrpB2 mit 

dem Pilus und dem ÄM-Ring, welcher wahrscheinlich durch das Sekretin HrcC ausgebildet wird, 

verbindet. Der IM-Ring besteht vermutlich aus den Proteinen HrcJ sowie HrcD, wobei HrcD als 

gemeinsamer Interaktionspartner von HrpB1 und HrpB2 identifiziert werden konnte. Der Pilus des 

T3S-Systems könnte dem „inner rod“ aufsitzen und bis in das bakterielle Periplasma ragen. ÄM, 

äußere Membran; IM, innere Membran; PP, Periplasma; Bzyto, bakterielles Zytoplasma. 

 

Die HrpB1-Selbstinteraktion sowie die Ausbildung von Proteinkomplexen sind in 

Übereinstimmung mit den derzeitigen Modellen, die annehmen, dass „inner rod“-Proteine 

polymerisieren müssen, um eine Struktur innerhalb des T3S-Systems auszubilden (Cornelis, 

2006, Marlovits et al., 2006). Eine Selbstinteraktion sowie eine Interaktion mit dem Sekretin 

wurde ebenfalls für die putative „inner rod“-Komponente EscI aus EPEC durch die 

Immunopräzipitation eines V5-Epitop-markierten EscI-Proteins aus EPEC gezeigt (Sal-Man 

et al., 2012). Interessanterweise konnte durch eine Immunopräzipitation aus dem E. coli-

Stamm BL21, welcher kein Translokations-assoziiertes T3S-System besitzt, keine Interaktion 

von EscI mit dem Sekretin EscC nachgewiesen werden, wodurch die Autoren vermuteten, 

dass die Interaktion zwischen EscI und EscC indirekt über eine weitere T3S-Komponente 

vermittelt werden könnte (Sal-Man et al., 2012). Möglicherweise könnte somit auch der 

„inner rod“ des Translokations-assoziierten T3S-Systems aus EPEC durch mehrere T3S-

Komponenten aufgebaut oder über weitere T3S-Komponenten mit dem Basalapparat 

verbunden werden. Die elektronenmikroskopische Analyse von isolierten Translokations-

assoziierten T3S-Systemen aus Salmonella spp. weisen jedoch darauf hin, dass der „inner 

rod“ aus mehreren Kopien einer T3S-Komponente (PrgJ) aufgebaut wird (Marlovits et al., 

2004). Im Gegensatz zu den Translokations-assoziierten T3S-Systemen aus Salmonella spp. 

besteht der „inner rod“ von Flagellum-assoziierten T3S-Systemen aus vier verschiedenen 

Komponenten, die einen proximalen (bestehend aus FlgB, FlgC und FlgF) und einen distalen 

(bestehend aus FlgG) „rod“ aufbauen (Homma et al., 1990). Die Anzahl der unterschiedlichen  

Proteine, die den „inner rod“ in pflanzenpathogenen Translokations-assoziierten T3S-

Systemen aufbauen, ist noch nicht bekannt. Die elektronenmikroskopische Untersuchung von  
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isolierten Translokations-assoziierten T3S-Systemen aus hrpB1-, hrpB2- und weiteren Xcv-

Mutanten könnten Hinweise liefern, welche T3S-Komponenten den „inner rod“ aufbauen 

oder bei der Assemblierung des „inner rod“ von Bedeutung sind.  

 

3.3.3 Das Translokations-assoziierte T3S-System könnte durch HrpB1 im Periplasma 

verankert werden 

 

Die Assoziation des putativen „inner rod“-Proteins HrpB1 mit Peptidoglykan (PG) und die 

Interaktion von HrpB1 mit verschiedenen Komponenten des Basalapparates deutet darauf hin, 

dass HrpB1 das Translokations-assoziierte T3S-System im Periplasma verankern könnte 

(siehe Kapitel 2.2.1). Die Analyse der Sekundärstruktur von HrpB1 durch PHYRE
2
 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) lässt vermuten, dass HrpB1 strukturelle Ähnlichkeiten 

zur U-Domäne der lytischen Transglykosylase Slt70 aus E. coli aufweist (siehe Kapitel 2.2.2, 

Abbildung S2), welche möglicherweise die Bindung von Slt70 zu PG vermittelt, jedoch keine 

katalytischen Bereiche enthält (van Asselt et al., 1999). Auf Grund der fehlenden 

strukturellen Ähnlichkeit zu der katalytischen Domäne von Slt70 ist es wahrscheinlich, dass 

HrpB1 keine PG-spaltende Aktivität besitzt. Für das Pilotin InvH und die IM-

Ringkomponenten PrgH und PrgK aus Salmonella spp. konnte eine Assoziation mit PG 

nachgewiesen werden, währenddessen das Sekretin InvG nicht mit PG assoziierte (Pucciarelli 

& Garcia-del Portillo, 2003). Die effiziente Assoziation von PrgH und PrgK mit PG war dabei 

von dem „inner rod“-Protein PrgJ und dem Nadelprotein PrgI abhängig (Pucciarelli & Garcia-

del Portillo, 2003), was vermuten lässt, dass die IM-Ringkomponenten des T3S-Systems u. a. 

über „inner rod“-Proteine mit dem PG verbunden sind. Weiterhin konnte für die PG-bindende 

Komponente ExeA des T2S-Systems aus Aeromonas hydrophila gezeigt werden, dass die PG-

Bindung von ExeA für die korrekte Assemblierung des T2S-Sekretin essentiell ist (Howard et 

al., 2006). PG-bindende Proteine können somit auch bei der Assemblierung von 

Sekretionssystemen eine bedeutende Rolle einnehmen. Für ein besseres Verständnis der 

Bindung von HrpB1 zu PG ist die Analyse von HrpB1-Kristallen in Anwesenheit und 

Abwesenheit von PG essentiell und sollte Gegenstand der weiteren Analyse von HrpB1 sein.   

 

3.3.4 HrpB1 könnte T3S-abhängig in das bakterielle Periplasma transportiert werden  

 

Obwohl HrpB1 nicht in das extrazelluläre Milieu sekretiert wird, interagiert es wie HrpB2 mit 

den zytoplasmatischen C-terminalen Domänen von HrcU und HrcV sowie mit dem T3S4-

Protein HpaC (siehe Kapitel 2.2.4.2, Jens Hausner, unveröffentlichte Daten) (Lorenz et al., 

2008b, Hartmann & Büttner, 2013). Die Interaktion zwischen HrpB2 und HrcU ist vermutlich 
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für die effiziente Sekretion von HrpB2 in das extrazelluläre Milieu wichtig und wird eventuell 

nach der Interaktion von HpaC mit HrpB2 und/oder HrcU inhibiert (Lorenz & Büttner, 2011). 

Es ist vorstellbar, dass HrpB1, wie HrpB2, für den Transport über die IM die Interaktion mit 

HrcUC benötigt und dass HrpB1 dem gleichen HpaC-abhängigen Kontrollmechanismus 

unterliegen könnte. Komplementationsstudien mit HrpB1-Derivaten lassen weiterhin 

vermuten, dass die C-terminalen 20 Aminosäuren für die Proteinfunktion entbehrlich sind, 

während die N-terminalen 10 Aminosäuren zur Funktion von HrpB1 beitragen. 

Möglicherweise beinhalten die N-terminalen Aminosäuren ein T3S-Signal, welches für den 

HrpB1-Transport in das Periplasma wichtig ist. In weiteren Experimenten sollte daher, neben 

der Identifizierung der Interaktionsregionen in HrcU und HpaC, auch die HrpB1-Sekretion in 

das Periplasma untersucht werden. Die Lokalisation von HrpB1 in das Periplasma könnte 

durch die translationale Fusion von HrpB1 mit der alkalischen Phosphatase (PhoA), unter der 

Verwendung des chromogenen Substrates X-Phos, untersucht werden. Weil die PhoA im 

Periplasma eine höhere Aktivität als im Zytoplasma aufweist (Manoil & Beckwith, 1986), 

kann das chromogene Substrat X-Phos schneller umgesetzt werden. Die erhöhte PhoA-

Aktivität bzw. der erhöhte Umsatz von X-Phos würde somit auf einen Transport des 

Fusionsproteins HrpB1-PhoA in das Periplasma hinweisen. Eine translationale Fusion 

zwischen HrpB1 und der PhoA wird wahrscheinlich, wie die translationale Fusion des c-Myc-

Epitops, mit der HrpB1-Funktion interferieren. Dennoch könnte unter Verwendung von 

HrcU-, HrpB1- oder HpaC-Derivaten die Regulation der periplasmatischen HrpB1-Sekretion 

näher analysiert werden. 

 

3.3.5 Die HrpB1/HrcD-Interaktion sowie die HrpB1-Komplexausbildung ist 

möglicherweise für die HrpB1-Proteinfunktion von Bedeutung 

 

Um Bereiche in HrpB1 zu identifizieren, die für die Proteinfunktion von Bedeutung sind, 

wurden HrpB1-Derivate mit Deletionen, Insertionen und Aminosäuresubstitutionen analysiert 

(siehe Kapitel 2.2.1). Die meisten HrpB1-Derivate konnten den Phänotyp einer hrpB1-

Mutante nicht oder nur noch partiell komplementieren, interagierten aber noch mit HrpB2, 

HrpE und HrcD, was darauf hin deutet, dass die Proteinfaltung dieser Derivate vermutlich 

nicht vollständig gestört und die in vivo-Interaktion mit noch nicht getesteten oder 

unbekannten Interaktionspartnern beeinträchtigt sein könnte. Die Derivate HrpB1116-128 und 

HrpB1L97A interagierten nicht oder nur noch reduziert mit HrcD und das Derivat HrpB1L22A 

sowie HrpB1L97A nur noch reduziert mit HrpB1. Weil die Interaktion der HrpB1-Derivate mit 

HrpB2 und HrpE nicht beeinträchtigt war und diese Derivate den Phänotyp einer hrpB1-

Mutante nicht oder partiell komplementierten, ist die Interaktion von HrpB1 mit HrcD und die 
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Selbstinteraktion von HrpB1 möglicherweise für die HrpB1-Proteinfunktion von Bedeutung, 

aber vermutlich nicht essentiell. Obwohl durch die in trans-Expression der Gene hrpB1C96A 

oder hrpB1L128A, unter der Kontrolle des nativen hrpB1-Promotors, der Phänotyp einer hrpB1-

Mutante nicht komplementiert werden konnte, führte die in cis-Expression zu einer partiellen 

Komplementation des Phänotyps einer hrpB1-Mutante (siehe Kapitel 2.2.4.1), wodurch 

vermutet werden kann, dass die Aminosäuren C96 und L128 nicht essentiell für die HrpB1-

Proteinfunktion sind. Um einen negativen Effekt der in trans-Expression zu vermeiden, 

sollten in den weiterführenden Experimenten die Gene aller untersuchten HrpB1-Derivate in 

das Genom von Xcv integriert werden. 

Zu beachten ist, dass die in vitro-Interaktionsstudien mit HrpB1-Derivaten durchgeführt 

wurden, die in E. coli und in translationaler Fusion mit einem c-Myc-Epitop synthetisiert 

wurden. Daher ist es notwendig die ermittelten Interaktionen im Kontext eines assemblierten 

T3S-Systems zu bestätigen. Eine etablierte Methode zum Nachweis von in vivo-Interaktionen 

in Xcv ist die Co-Immunopräzipitation, durch die das zu untersuchende Protein mit seinem 

Interaktionspartner über einen spezifischen Antikörper aus einem Xcv-Proteinextrakt 

konzentriert werden kann. Bei dieser Methode kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass 

die ermittelte Interaktion indirekt über weitere Proteine vermittelt wird. Die Untersuchung 

von Interaktionen in Anwesenheit eines assemblierten T3S-Systems, in dem verschiedene 

Proteine die gleichen Interaktionspartner haben können, ist eine technische Herausforderung, 

die im Detail noch gelöst werden muss. Eine Möglichkeit wäre die Verwendung eines UV-

abhängigen Aminosäurequervernetzers, wie p-Benzoyl-L-phenylalanin, durch den in vivo 

ortspezifisch kovalente Quervernetzungen zwischen zwei Proteinen hergestellt werden 

können (Farrell et al., 2005). Obwohl diese Methode für die in vivo-Quervernetzungen von 

Proteinen in E. coli, S. typhimurium als auch für Saccharomyces cerevisiae erfolgreich 

verwendet wurde (Farrell et al., 2005, Krishnamurthy et al., 2011, Lancia et al., 2013M, 

Lefebre & Galan, 2014), konnte dennoch gezeigt werden, dass die genaue und effiziente 

Quervernetzung von der Aminosäureposition im untersuchten Protein sowie von der 

beteiligten Aminosäure im Interaktionspartner abhängig ist (Majmudar et al., 2009, Lancia et 

al., 2013). Die Verwendung eines Aminosäurequervernetzers zum Nachweis von Protein-

Protein-Interaktionen in Xcv erfordert somit vermutlich eine Optimierung der Methode.  

 

3.4 Modell des Substratspezifitätswechsels in Xcv  

 

Es ist vorstellbar, dass als erste T3S-Substrate das Pilusprotein HrpE und die putative „inner 

rod“-Komponente HrpB2 durch ein prae-assembliertes T3S-System, welches aus dem 

Basalapparat mit assoziiertem Exportapparat besteht, sekretiert werden. Das putative „inner 
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rod“-Protein HrpB2 interagiert wahrscheinlich mit dem NPTH-Motiv von HrcUC und wird 

sekretiert (Lorenz & Büttner, 2011). Neben HrpB2 interagiert auch HrpB1 mit HrcUC, 

wodurch HrpB1 vermutlich in das Periplasma transportiert wird (Abbildung 3.3, A). 

Möglicherweise wird nach dem Aufbau des „inner rod“ durch HrpB1 und HrpB2 eine 

Konformationsänderung in HrcUC induziert und durch die Spaltung des NPTH-Motivs die  

 

 

 

Abbildung 3.3: Modell des Substratspezifitätswechsels in Xcv. A) Als erste Substrate werden das 

Pilusprotein HrpE sowie die angenommenen „inner rod“-Komponenten HrpB1 und HrpB2 durch ein 

prae-assembliertes T3S-System, welches aus dem Basalapparat mit assoziiertem Exportapparat 

besteht, sekretiert. Die C-terminale Domäne der IM-Komponente HrcV (VC) bildet wahrscheinlich 

eine Barriere auf der zytoplasmatischen Seite der IM, in der Nähe der T3S-Eintrittspore. Das putative 

„inner rod“-Protein HrpB2 interagiert mit dem NPTH-Motiv und wird sekretiert (Lorenz & Büttner, 

2011). Neben HrpB2 interagiert auch HrpB1 mit HrcUC und wird vermutlich in das bakterielle 

Periplasma transportiert. B) Nach der Fertigstellung des „inner rod“ durch HrpB1 und HrpB2, wird in 

HrcUC (Uc) eventuell eine Konformationsänderung induziert, wodurch eine mögliche Blockade der 

T3S-Eintrittspore durch HrcUC aufgelöst werden könnte. Durch die Spaltung des NPTH-Motivs kann 

HpaC möglicherweise mit HrcUC interagieren, weshalb die effiziente Sekretion sowie Translokation 

von HrpB2 inhibiert wird. Auch die Interaktion zwischen HpaC und HrpB2 könnte zur Inhibierung der 

HrpB2-Sekretion beitragen. C) Eventuell dient HrcQ als Sortierungsplattform für T3S-Substrate, die 

erst mit Translokonproteinen und anschließend mit Effektorproteinen „beladen“ wird. Während die 

Rekrutierung von Effektorproteinen vermutlich über das T3S-Chaperon HpaB vermittelt wird, erfolgt 

die Rekrutierung der Translokonproteine wahrscheinlich über eine andere T3S-Komponente, weil 

bisher keine Interaktion von HpaB mit Translokonproteinen nachgewiesen werden konnte. Das 

Fragezeichen weist darauf hin, dass eine andere T3S-Komponente als HpaB an der Rekrutierung von 

Translokonproteinen beteiligt sein könnte, Zahlen auf die geordnete Rekrutierung von Translokon- 

und Effektorproteinen. N, T3S-assoziierte ATPase HrcN mit ihrem Regulator; Pzyto, pflanzliches 

Zytoplasma; PM, Plasmamembran der Wirtszelle; ÄM, äußere bakterielle Membran, PP, Periplasma; 

IM, innere bakterielle Membran; Bzyto, bakterielles Zytoplasma. 
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Interaktion von HpaC mit HrcUC erlaubt. Die Interaktion zwischen HpaC und HrcUC könnte 

zu einer Konformationsänderung in HrcUC führen, wodurch die effiziente Sekretion sowie 

Translokation von HrpB2 inhibiert wird (siehe Abbildung 3.3, B). Weiterhin ist es möglich, 

dass auch die Interaktion von HpaC mit HrpB2 zur Inhibierung der HrpB2-Sekretion beiträgt. 

Die „inner rod“-induzierte Konformationsänderung in HrcUC könnte eine mögliche Blockade 

der T3S-Eintrittspore auflösen und/oder die Rekrutierung weiterer T3S-Komponenten an das 

T3S-System zulassen, wodurch die Sekretion von Translokatoren und Effektoren erlaubt 

wird. Möglicherweise könnte HrcQ ähnlich zu SpaO aus S. typhimurium, als 

Sortierungsplattform für T3S-Substrate fungieren, welche durch das T3S-Chaperon HpaB 

oder andere T3S-Komponenten mit Translokatoren und Effektoren „beladen“ wird (siehe 

Abbildung 3.3, C). Im Fokus zukünftiger Studien sollte vorallem die Bedeutung von HrcQ auf 

eine geordnete Rekrutierung von T3S-Substraten sowie der Einfluss der HrcUC-Spaltung auf 

die Rekrutierung von T3S-Komponenten wie HpaC näher untersucht werden. Desweiteren 

sollte der HrpB1-Transport in das bakterielle Periplasma analysiert und T3S-Komponenten 

identifiziert werden, die an der Kontrolle des HrpB1-Transportes beteiligt sind.   

 

3.5 Die Klonierung des hrp-Genclusters als modulares System  

 

3.5.1 Die einzelnen hrp-Operons können als funktionelle Einheit agieren 

 

Um die Charakterisierung von T3S-Komponenten und der Regulationsmechanismen des 

Translokations-assoziierten T3S-Systems zu erleichtern, wurde ein System entwickelt, 

wodurch das hrp-Gencluster schrittweise aus Modulen assembliert und anschließend kloniert 

werden kann (siehe Kapitel 2.4). Die Verwendung dieses modularen Systems erlaubt es 

effizient multiple Mutationen in die Nukleotidsequenz des hrp-Genclusters einzubringen. Zu 

Beginn der Arbeit war nicht bekannt, ob der genomische Gesamtkontext der einzelnen 

Operons für die Expression der hrp-Gene und für die effiziente Funktion des T3S-Systems 

bedeutend ist. Aus diesem Grund wurden die einzelnen Operons auf ihre Fähigkeit getestet, 

als unabhängige transkriptionelle Einheit zu agieren (siehe Kapitel 2.4.4). Durch die in cis-

Expression, nicht jedoch die in trans-Expression des hrpC- oder des hrpD-Operons konnte 

der Phänotyp der jeweiligen Mutante vollständig komplementiert werden, wodurch vermutet 

werden kann, dass die Kopienzahl des Plasmids und die damit einhergehend erhöhte 

Transkriptmenge des Operons, einen negativen Effekt hat. Ähnliche Ergebnisse wurden für 

die Expression des hrcQ- oder hrpB1-Gens beschrieben (siehe Kapitel 2.1.1 und 2.2.1). Die 

partielle Komplementation einer hrpE- oder hpaB-Operonmutante durch die in cis-Expression 

des jeweiligen Operons könnte darauf hinweisen, dass nicht der vollständige Promotor des 



Diskussion 

116 

 

Operons kloniert wurde, obwohl die vorhergesagten PIP-Boxen in den klonierten Promotoren 

enthalten sind (siehe Kapitel 2.4.3). Es ist weiterhin denkbar, dass die einzelnen Operons 

keine funktionalen Terminatoren enthalten, wodurch die Expression eines Operons nicht nur 

von dem eigenen, sondern auch von dem Promotor des davor liegenden Operons abhängig ist 

(siehe Abbildung 3.4). Durch die Integration der einzelnen Operons in die hpaF/hpaG-Region 

in das Xcv-Genom, könnte somit die Transkriptmenge des hrpE- oder hpaB-Operons 

verringert sein, weshalb eine vollständige Komplementation der jeweiligen Operonmutante 

nicht möglich ist. Die angenommene verringerte Transkriptmenge, welche eventuell durch die 

„fehlende“ Expression des Promotors des davor liegenden Operons oder durch einen nicht 

vollständig klonierten Promotor entsteht, kann wahrscheinlich durch die Kopienzahl des 

Vektors kompensiert werden (siehe Abbildung 3.4). In der Tat konnte bereits für das hrpA-

Operon gezeigt werden, dass eine vorhergesagte Transkriptionsterminationssequenz keinen 

Einfluss auf die Transkriptionstermination hat (Wengelnik et al., 1996a). Anzumerken ist 

jedoch, dass bisher kein überlappendes Transkript zwischen den hrpD- und hrpE- bzw. hrpE- 

und hpaB-Operonen nachgewiesen werden konnte (Weber et al., 2007). In weiteren 

Experimenten sollte daher überprüft werden, ob eine hrpD/hrpE- bzw. hrpE/hpaB-

Doppelmutante durch die jeweiligen Operons (hrpD/hrpE bzw. hrpE/hpaB) in cis 

komplementiert werden kann oder die Klonierung einer längeren Promotorsequenz für eine 

vollständige Komplementation der jeweiligen Operonmutante hinreichend ist. 

 

 

 

Abbildung 3.4: Die Expression eines Operons könnte von verschiedenen Promotoren abhängig 

sein. A) Möglicherweise besitzen die einzelnen Operons keine funktionalen Terminatoren, wodurch 

die Expression eines Operons nicht nur von dem eigenen, sondern auch von dem Promotor (P) des 

davor liegenden Operons abhängig sein könnte, wie hier für das hrpE-Operon dargestellt. B) Durch 

die Integration des hrpE-Operons in die hpaF/hpaG-Region in das Xcv-Genom, könnte die 

Transkriptmenge des hrpE-Operons verringert sein, weshalb eine hrpE-Operonmutante partiell 

komplementiert werden kann. C) Die verringerte Transkriptmenge kann wahrscheinlich durch die 

Kopienzahl des Vektors kompensiert werden.  
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Durch die in cis-Expression des hrpB- oder hrpF-Operons konnte der Phänotyp der jeweiligen 

Operonmutante nur partiell komplementiert werden. In früheren Studien konnte gezeigt 

werden, dass die Expression von hrpF unter dem lacUV5-Promotor den Phänotyp einer hrpF-

Mutante komplementieren kann (Büttner et al., 2002). Es kann somit auch hier nicht 

ausgeschlossen werden, dass nur ein Teil des vollständigen Promotors kloniert wurde.  Für 

alle in das Genom inserierten Operons ist zu beachten, dass die Transkriptionsrichtung der 

inserierten Operons entgegengesetzt der Transkriptionsrichtung des hpaF- und hpaG-Gens 

erfolgte (siehe Kapitel 2.1.2, Abbildung S3). Da der Promotor des hpaF-Gens eine 

vorhergesagte PIP-Box enthält (Noël et al., 2002), ist es möglich, dass unter hrp-Gen 

induzierenden Bedingungen ein entgegengesetztes Transkript („antisense“-Transkript) zu dem 

Transkript des integrierten Operons entsteht. Das „antisense“-Transkript könnte eine 

Regulation des eigentlichen Transkriptes hervorrufen, wie es auch für „antisense“-Transkripte 

aus E. coli angenommen wird (Dornenburg et al., 2010). Ein Einfluss der verwendeten 

hpaF/hpaG-Insertionsstelle auf die Transkription der Operons kann somit nicht vollständig 

ausgeschlossen werden. Zusammenfassend kann angenommen werden, dass die einzelnen 

hrp-Operons als unabhängige transkriptionelle Einheit agieren können. Weil die in cis- oder 

in trans-Expression der einzelnen Operons mit der Virulenz von Xcv interferiert, müssen die 

Ergebnisse der experimentellen Daten in die Assemblierung der Operons bzw. in die 

Erstellung des Zielkonstruktes einbezogen werden (siehe Kapitel 3.5.3).  

 

3.5.2 Die Verwendung von T3S-Systemen als Transportsystem für rekombinante 

Proteine 

 

Neben der Funktion als Pathogenitätsfaktoren wurden T3S-Systeme als Transportsystem für 

die Sekretion oder Translokation von rekombinanten Proteinen in translationaler Fusion mit 

einem T3S-Signal verwendet. Bei der Produktion von rekombinanten Proteinen ist es oft 

sinnvoll die Proteine in das extrazelluläre Milieu zu sekretieren, weil dies u. a. die Ausbildung 

von „inclusion bodies“ reduziert, die Faltung des Proteins unterstützt und die Ausbildung von 

Disulfidbindungen ermöglichen kann (Mergulhao et al., 2005, Ni & Chen, 2009, Reed & 

Chen, 2013). Deshalb wurden auch T3S-Systeme u. a. zur Sekretion von 

Spinnenfadenmonomeren, des anti-viralen Peptides Enfuvirtide oder von IVY, ein Inhibitor 

des tierischen Lysozyms, verwendet (Derouazi et al., 2008, Widmaier et al., 2009, Berger et 

al., 2011). Das T3S-System von Salmonella spp. diente weiterhin zur Translokation von 

Antigenen des Bakteriums Mycobacterium tuberculosis durch attenuierte Salmonella spp.-

Stämme in Mäusen, wodurch eine Immunisierung der Mäuse gegen M. tuberculosis erreicht 

wurde (Juarez-Rodriguez et al., 2012). Durch die Translokation von rekombinanten Proteinen 
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können T3S-Systeme somit auch bei der Vakzination angewendet werden. Ein weiteres 

Anwendungsgebiet von T3S-Systemen ist die Translokation von DNA-modifizierenden 

Proteinen wie TALEN („Transcription Activator-Like Effector Nucleases“) in eukaryotische 

Zellen (Jia et al., 2014). Durch die bakterielle Übertragung von TALEN kann das Genom der 

Zielzelle verändert werden, ohne das fremde DNA in die Zielzelle übertragen wird. Weil die 

Übertragung von fremder DNA oft in genetisch veränderten Organismen resultiert, ist die 

Übertragung von Proteinen für biotechnologische Anwendungen sinnvoll. Für bestimmte 

Anwendungen ist es jedoch notwendig T3S-Systeme in nicht-pathogenen Bakterien zu 

verwenden. So konnte durch die Verwendung eines nicht-pathogenen P. fluorescens-

Stammes, der das T3S-System des Stammes P. syringae pv. syringae 61 enthält, ein 

Effektorprotein aus Puccinia graminis f. sp. tritici identifiziert werden, welches in Weizen 

eine HR auslöste (Upadhyaya et al., 2014). Die Identifizierung von Effektorproteinen, die in 

Pflanzen erkannt werden, könnte dabei helfen neue Resistenzgene oder Resistenzproteine zu 

identifizieren. Studien des T3S-Systems aus Salmonella spp. zeigten, dass der Transfer der 

SPI-2-Gene in E. coli zur Sekretion des Effektorproteins SseB führte, was vermuten lässt, 

dass alle T3S-Komponenten synthetisiert waren, während keine Proteinsynthese von 

Komponenten des SPI-1 T3S-Systems aus Salmonella spp. in E. coli und keine SPI-1-

Genexpression in Agrobacterium tumefaciens nachgewiesen werden konnte (Wilson & 

Nickerson, 2006, Wilson et al., 2007). Weiterhin war der Stamm P. fluorescens, welcher das 

T3S-System des Stammes P. syringae pv. syringae 61 enthält, in der Lage Effektorproteine in 

Tabakpflanzen, aber nicht in Reis- und  Flachspflanzen zu übertragen (Thomas et al., 2009), 

wodurch angenommen werden kann, dass die Translokation von Effektorproteinen auch von 

dem Zielorganismus abhängig ist. Die Verwendung von T3S-Systemen für biotechnologische 

Anwendungen erfordert somit vermutlich die Modifikationen des T3S-Systems bzgl. der 

effizienten Translokation von Proteinen, Expression der T3S-Gene und/oder der Synthese von 

T3S-Komponenten. 

 

3.5.3 Mögliche Anpassungen des modularen T3S-Systems - die Verwendung des T3S-

Systems als Transportsystem für rekombinante Proteine  

 

Die Komplementationsstudien lassen vermuten, dass die in trans-Expression des hrp-

Genclusters zu einem funktionalen T3S-System führt (siehe Kapitel 2.4.1). Eine Integration 

der assemblierten Operons in das Genom von Xcv scheint folglich nicht essentiell zu sein. Die 

Verwendung von Plasmiden hat den Nachteil, dass diese ohne die Zugabe von Antibiotika 

während der bakteriellen Teilung nicht stabil weitergegeben werden. Aus diesem Grund sollte 

in Betracht gezogen werden, dass assemblierte und eventuell mutierte hrp-Gencluster in den 
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natürlichen genetischen Kontext in das Genom einer hrp-Mutante zu integrieren (siehe 

Abbildung 3.6). Bei der gerichteten Assemblierung der Operons in einer 

Transkriptionsrichtung sollten alle Operons einen Transkriptionsterminator enthalten, damit 

kein gemeinsames Transkript zwischen den Operonen entsteht (siehe Abbildung 3.5, A). 

Ohne Transkriptionsterminatoren könnten die erhöhten Transkriptmengen des hrpB- oder des 

hrpC-Operons mit der Virulenz von Xcv interferieren, wie für die in trans-Expression dieser 

Operons gezeigt werden konnte. Durch die Verwendung des modularen Systems können die 

Transkriptionsterminatoren als separates Modul in die Assemblierung eingesetzt werden, 

wodurch eine effiziente Klonierung des hrp-Genclusters gewährleistet ist. Wird das klonierte 

hrp-Gencluster in Xcv transferiert, könnten die Operons alternativ wie im nativen hrp-

Gencluster orientiert werden (siehe Abbildung 3.5, B). Bestätigen weiterführende 

Experimente, dass die Expression des hrpE- und hpaB-Operons nicht nur von dem eigenen, 

sondern auch von dem Promotor des davor liegenden Operons abhängig ist, dann sollte das 

hrpD- und hrpE-Operon keinen Transkriptionsterminator enthalten.  

 

 

Abbildung 3.5: Die Operons sollten einen Transkriptionsterminator enthalten. A) Bei der 

Assemblierung der Module zu den jeweiligen Operons sollte zusätzlich ein Transkriptionsterminator 

kloniert werden, damit kein gemeinsames Transkript zwischen den Operonen entsteht. Ist die 

Expression des hrpE- und hpaB-Operons nicht nur von dem eigenen, sondern auch von dem Promotor 

des davor liegenden Operons abhängig, dann sollte das hrpD- und hrpE-Operon kein 

Transkriptionsterminator enthalten. B) Für die Verwendung des klonierten hrp-Genclusters in Xcv 

könnten alternativ die Operons auch in der nativen Transkriptionsrichtung des hrp-Genclusters 

orientiert werden. Pfeile weisen auf Gene und hellblaue Boxen auf Promotoren hin. 

 

Die Verwendung von T3S-Systemen für biotechnologische Anwendungen, wie z. B. für die 

Sekretion oder Translokation von rekombinanten Proteinen in verschiedenen Bakterien, 

verlangt die Anpassung des T3S-Systems bzgl. der Expression der T3S-Gene und/oder der im 

Bakterium verwendeten „codon usage“ (siehe Kapitel 3.5.2). Werden die hrp-Gene des 

modular klonierten hrp-Genclusters in einem Bakterium der Wahl (Empfängerstamm) nicht 

exprimiert, können die Xcv-Promotormodule mit einem für den Empfängerstamm beliebigen 

Promotor ausgetauscht werden (siehe Abbildung 3.6). Es ist weiterhin denkbar, dass die  
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Abbildung 3.6: Mögliche Anpassungen des „modularen“ T3S-Systems. Durch die Verwendung 

des modularen Systems können Transkriptionsterminatoren als separates Modul in die Assemblierung 

eingesetzt werden. Nach der Assemblierung der Operons und der Klonierung des hrp-Genclusters 

kann das hrp-Gencluster in einer hrp-Mutante oder in einen anderen Bakterienstamm 

(Empfängerstamm) transferiert werden. Durch die Integration des klonierten hrp-Genclusters in das 

Genom  einer hrp-Mutante (in cis) oder durch die in trans-Expression des hrp-Genclusters können 

T3S-Komponenten sowie die Regulationsmechanismen des T3S-Systems analysiert werden. Für die 

effiziente Expression der hrp-Gene in einem ausgewählten Empfängerstamm können die Xcv-

Promotormodule mit einem für den Empfängerstamm beliebigen Promotor ausgetauscht werden. Um 

die effiziente Synthese der T3S-Komponenten zu gewährleisten kann die Nukleotidsequenz der hrp-

Gene auf die „codon usage“ des Empfängerstammes angepasst werden. Damit rekombinante Proteine 

über das T3S-System sekretiert werden können, muss eine translationale Fusion zwischen der 

Aminosäuresequenz des rekombinanten Proteins mit einem T3S-Signal erstellt werden. Kann das Xcv-

Translokon nicht für die Translokation von Proteinen in ausgewählte pflanzliche und/oder tierische 

Zellen verwendet werden, könnten zellpenetrierende Proteine (CPP) für die Translokation von 

Proteinen genutzt werden.  
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klonierten Xcv-Promotoren verwendet   werden,   wenn   hrpX   unter   der   Kontrolle  eines   

für   den   Empfängerstamm spezifischen Promotors, in den Zielvektor als zusätzliches Modul 

kloniert wird. HrpX ist ein AraC-Transkriptionsfaktor, welcher an die PIP-Box in den Xcv- 

Promotoren bindet und so zur Expression der T3S-Gene führt (Wengelnik & Bonas, 1996, 

Koebnik et al., 2006). Es ist jedoch zu beachten, dass der Promotor des hrpA-Operons keine 

PIP-Box besitzt und somit durch einen HrpX spezifischen Promotor ersetzt wird. Da Xcv 

einen G/C-Gehalt von circa 65% besitzt (Thieme et al., 2005), ist es möglich, dass die 

Synthese der T3S-Komponenten in anderen Bakterien, durch die Verwendung einer 

unterschiedlichen „codon usage“ nicht effizient ist. Durch die Anpassung der 

Nukleotidsequenz der hrp-Gene z. B. durch eine Gen-Synthese, kann eine effiziente 

Translation der hrp-Gene in verschiedenen Gram-negativen Bakterien gewährleistet werden. 

Die T3S und Translokation von Proteinen über das T3S-System erfordert eine N-terminale 

Signalsequenz, welche ein T3S-Signal und oft eine Bindestelle für T3S-Chaperone enthält 

(Arnold et al., 2010). Wie bereits gezeigt werden konnte, wird die T3S von rekombinanten 

Proteinen oder Reporterproteinen durch die translationale Fusion eines T3S-Signals 

ermöglicht (Schechter et al., 2004, Sohn et al., 2007, Widmaier et al., 2009), während die 

effiziente Translokation von rekombinanten Proteinen oft von einem T3S-Chaperon abhängig 

ist (Widmaier et al., 2009, Akeda et al., 2012, Carleton et al., 2013). Das „modulare“ System 

beinhaltet das Gen des T3S-Chaperons HpaB, welches für die Sekretion und Translokation 

von Xcv-Effektoren notwendig ist und sollte somit die effiziente Sekretion und Translokation 

von rekombinanten Proteinen in Fusion mit einem T3S-Signal erlauben. Um einen störenden 

Einfluss des T3S-Signals auf die Funktionalität des translozierten Proteins zu vermeiden, 

sollte eine Erkennungssequenz für eine Protease zwischen dem T3S-Signal und der 

Aminosäuresequenz des rekombinanten Proteins eingebracht werden, wodurch das T3S-

Signal nach der T3S durch eine spezifische Protease abgespalten werden kann (Widmaier et 

al., 2009). Vermutlich ist die Translokation von Proteinen aber auch von der Wirtszelle 

abhängig (siehe Kapitel 3.5.2). Soll das „modulare“ T3S-System als Transportsystem 

verwendet werden, muss sichergestellt werden, dass Effektoren in Nicht-Wirtspflanzen und in 

tierische Zellen transloziert werden. Durch Infektionsexperimente konnte gezeigt werden, 

dass Xcv T3S-System-abhängig pflanzliche Reaktionen auf Nicht-Wirtspflanzen auslöst 

(siehe Kapitel 2.4.1), wodurch vermutet werden kann, dass Xcv Effektoren über das 

Translokon in unterschiedliche Pflanzen transloziert. Die Translokation von Effektoren durch 

Xcv in tierische Zellen wurde noch nicht untersucht. Sollte das Xcv-Translokon den Transport 

von Proteinen über tierische Membranen nicht erlauben, könnten zellpenetrierende Proteine 

(„cell-penetrading peptides“, CPPs) für die Translokation von Proteinen in das Zytoplasma 

der Wirtszelle genutzt werden. CPPs sind kleine Proteine mit einer Länge von 5 bis 40 
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Aminosäuren und können Membranen Rezeptor-unabhängig durchqueren (Bechara & Sagan, 

2013). Verschiedene Studien zeigten, dass CPPs für die Übertragung von verschiedenen 

Molekülen in pflanzliche und tierische Zellen verwendet werden können (Gratton et al., 2003, 

Olson et al., 2009, Lakshmanan et al., 2013, Asai et al., 2014). Das generierte modulare 

System ermöglicht die effiziente Anpassung des Translokations-assoziierten T3S-Systems, 

sodass das „modulare“ T3S-System nicht nur für die Charakterisierung von T3S-

Komponenten, sondern vermutlich auch als Transportsystem für rekombinante Proteine in 

pflanzliche und tierische Zellen verwendet werden kann. Aus diesem Grund könnte das 

„modulare“ T3S-System für biotechnologische Anwendungen interessant sein. 
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5. Anhang 

 
Tabelle 5: Ausgewählte Komponenten von Translokations-assoziierten und Flagellum-assoziierten T3S-Systemen.

1 

Translokations-assoziierte T3S-Systeme   Flagellum-assoziiertes 

T3S-System aus 

Salmonella spp. 

 

Tierpathogene Bakterien  

Pflanzenpathogene 

Bakterien   

 

Yersinia spp. Salmonella spp.
2
 S. flexneri EPEC  Xcv

3
 

 

P. syringae  

 

Mögliche Funktion 

Lokali-

sation
4
 

YscC InvG MxiD EscC  HrcC  HrcC  - Sekretin, Kanal in der ÄM ÄM 

YscJ PrgK MxiJ EscJ  HrcJ  HrcJ  FliF Ausbildung IM-Ring PP 

YscD PrgH MxiG EscD  HrcD  HrpQ  - Ausbildung IM-Ring IM 

YscR InvL Spa24 EscR  HrcR  HrcR  FliP Beteiligt an Assemblierung des T3S-Systems IM 

YscS SpaQ Spa9 EscS  HrcS  HrcS  FliQ Beteiligt an Assemblierung des T3S-Systems IM 

YscT InvN Spa29 EscT  HrcT  HrcT  FliR Beteiligt an Assemblierung des T3S-Systems IM 

YscU SpaS Spa40 EscU  HrcU  HrcU  FlhB Beteiligung am Substratwechsel  IM 

YscV InvA MxiA EscV  HrcV  HrcV  FlhA Beteiligung an der Substratbindung  IM 

YscN InvC Spa47 EscN  HrcN  HrcN  FliI ATPase, Rekrutierung von T3S-Substraten Zyt 

YscL - MxiN EscL  HrcL  HrpE  FliH Regulator der ATPase Zyt 

YscQ SpaO Spa33 EscQ  HrcQ  HrcQA+B  FliM, FliN, FliG C-Ring, Rekrutierung von T3S-Substraten Zyt 

YscI PrgJ MxiI EscI  HrpB2  HrpB  FlgB, FlgC, FlgF, 

FlgG 

vorhergesagter „inner rod“ PP 

YscF PrgI MxiH EscF  HrpE  HrpA  - Ausbildung der Nadel bzw. des Pilus  EK 

LcrV SipD IpaD -  -  -  - „tip“-Protein EK 

YopB, YopD SipB, SipC IpaB, IpaC EspB, 

EspD 

 HrpF, 

XopA 

 HrpK  - Translokon EK 

1
 Verändert nach (Diepold & Wagner, 2014). 

2
 Angaben beziehen sich auf das SPI-1 T3S-System von Salmonella spp. 

3
 Xcv, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. 

4
 Lokalisation, subzelluläre Lokalisation; ÄM, äußere Membran; IM, innere Membran; Zyt, Zytoplasma; PP, Periplasma; EK, extrazelluläre Komponente. 
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Abbildung 5: HrpB1 interagiert mit verschiedenen Komponenten des Translokations-

assoziierten T3S-Systems aus Xcv. (A) Schematische Darstellung der HrpB1-Interaktionen. HrpB1 

interagiert mit der ÄM-Ringkomponente HrcC, der IM-Ringkomponente HrcD, den C-terminalen 

zytoplasmatischen Domänen der IM-Komponenten HrcU (HrcUC) und HrcV (HrcVC) sowie mit 

sekretierten Komponenten des T3S-Systems (HrpE, HrpB2) und zytoplasmatischen Proteinen (HpaC, 

HpaA, HrcN). Die Interaktionen sind durch Striche dargestellt. Das Schema zeigt nicht alle bekannten 

Interaktionen zwischen den T3S-Komponenten. ÄM, äußere Membran; PP, Periplasma; IM, innere 

Membran; BZyto, bakterielles Zytoplasma. 
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