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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. Für einen 

erfolgreichen Befall des Wirtes nutzt Xcv Proteinsekretionssysteme, die bakterielle Proteine 

(Nicht-Effektoren) in das extrazelluläre Milieu sekretieren oder direkt in das Cytoplasma von 

Wirtszellen translozieren (Effektoren). Von den insgesamt sechs Sekretionssystemen in Xcv 

ist das Typ-III-Sekretions (T3S)-System essentiell für die Pathogenität. Die Translokation von 

Effektoren ist von einem Translokon abhängig. Das Translokon besteht in der Regel aus einem 

Proteinkomplex, welcher vermutlich in die Wirtszellmembran inseriert und dadurch den 

gerichteten Transport von bakteriellen Proteinen ermöglicht. Die vom T3S-System 

translozierten Effektoren manipulieren Wirtszellprozesse zum Vorteil des Bakteriums. 

Proteine, die über das T3S-System transportiert werden, benötigen in der Regel ein N-

terminales T3S- und Translokationssignal. Neben den Exportsignalen wird die Sekretion und 

Translokation von Proteinen durch T3S-assoziierte Kontrollproteine reguliert. Drei Gene, 

welche Kontrollproteine in Xcv kodieren, sind im chromosomalen hrp-Gencluster 

(„hypersensitive response and pathogenicity“) kodiert. Für die Hpa („hrp-associated“)-

Kontrollproteine HpaA, HpaB und HpaC konnte bereits in früheren Studien ein positiver 

Einfluss auf die T3S und Translokation nachgewiesen werden. 

T3S- und Translokationssignale in Proteinen von Xcv sind noch weitestgehend unerforscht. 

Ziel dieser Arbeit war daher die Identifizierung Typ-III-abhängiger Exportsignale mit Hilfe von 

in vitro-Sekretionsstudien und Reporter-basierten in vivo-Translokationsstudien. Die Analyse 

von sekretierten Komponenten des T3S-Systems sowie eines Effektorproteins zeigte, dass 

T3S- und Translokationssignale innerhalb der N-terminalen 10 - 40 Aminosäuren lokalisiert 

sind. Zudem wurde in dieser Arbeit der Einfluss der drei Hpa-Proteine auf die Translokation 

von Proteinen weiter analysiert. Die Deletion der Gene hpaA, hpaB und hpaC führte zum 

Pathogenitätsverlust von Xcv, was vermutlich auf eine reduzierte Translokation von 

Effektorproteinen zurückzuführen ist. Jedoch wurden Fusionsproteine, bestehend aus dem 

Translokationssignal eines Nicht-Effektors und einem Effektorprotein, in Abwesenheit der 

Kontrollproteine effizient transloziert, was durch in vivo-Translokationsstudien nachgewiesen 

werden konnte.  

Bisher galt die Translokation von Effektoren durch Xcv als Translokon-abhängig. Mittels eines 

sensitiven Nachweisverfahrens, welches auf einem Virus-induzierten Reportersystem basiert, 

wurde erstmals eine partiell Translokon-unabhängige Translokation eines Effektorproteins 

durch Xcv gezeigt. 

Neben dem T3S-System besitzt Xcv zwei putative Typ-IV-Sekretions (T4S)-Systeme, die 

möglicherweise Proteine und/oder DNA in Wirtszellen transportieren können. Xcv ist das erste 

bekannte Pflanzenpathogen, dass neben einem VirB/VirD4-ähnlichen T4S-System ein 

Dot/Icm („defect in organelle trafficking/intracellular multiplication“)-ähnliches T4S-System 

besitzt. Der Einfluss beider T4S-Systeme auf die Pathogenität von Xcv ist bislang unbekannt. 

Infektions- und Komplementationsstudien mit T4S-Mutanten haben gezeigt, dass die Virulenz 

von Xcv sowohl durch das VirB/VirD4-ähnliche als auch das Dot/Icm-ähnliche T4S-System 

beeinflusst wird. Durch eine Kombination von bioinformatischen Vorhersagen und 

anschließender experimenteller Verifizierung wurden Kandidatenproteine in Xcv identifiziert, 

welche möglicherweise über das VirB4/VirD4-ähnliche T4S-System transloziert werden.  
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II 

Summary 

 

The Gram-negative plant-pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 

(Xcv) is the causal agent of the bacterial spot disease on pepper and tomato plants. For a 

successful infection the bacterium employes protein secretion systems, which secrete bacterial 

proteins (non-effectors) into the extracellular milieu or translocate proteins (effectors) directly 

into the host cell. Essential for pathogenicity is the type III secretion (T3S) system, which is 

one out of six secretion systems in Xcv. The delivery of effector proteins depends on a bacterial 

translocon, a protein complex, which presumably inserts into the host plasma membrane. 

Effector proteins manipulate host cellular pathways to the benefit of the pathogen. In many 

cases N-terminal T3S and translocation signals are important for export of proteins through 

the T3S system. Beside export signals, the secretion and translocation of proteins is regulated 

by type III-associated control proteins. Three control genes are encoded in the chromosomal 

hrp gene cluster (“hypersensitive response and pathogenicity”). In previous studies it was 

shown that the Hpa (“hrp-associated”) control proteins HpaA, HpaB and HpaC from Xcv 

contribute to T3S and/or translocation. 

The precise localization of T3S and translocation signals in proteins of Xcv is largely not known. 

Therefore, the aim of this study was the identification of type III-dependent export signals using 

in vitro secretion assays and reporter-based in vivo translocation assays. The analysis of 

secreted type III-components and one effector protein revealed that secretion and 

translocation signals are located within the N-terminal 10 - 40 amino acids. In addition, an 

inhibitory influence of Hpa proteins on translocation was further investigated. The deletion of 

hpaA, hpaB and hpaC in Xcv leads to a loss of pathogenicity, which might be a result of a 

reduced translocation of effecor proteins. However, fusion proteins between the translocation 

signal of a non-effector and an effector protein were efficiently translocated in the absence of 

control proteins.  

So far, translocation of effector proteins by Xcv was described to be translocon-dependent. By 

use of a sensitive translocation assay, which was based on a virus-induced reporter system, 

a partial translocon-independent translocation of an effector protein from Xcv has been 

demonstrated for the first time. 

Beside the T3S system, Xcv contains two putative type IV secretion (T4S) systems. T4S 

systems are sophisticated molecular nanomachines which can deliver DNA and/or proteins 

into host cells. Xcv is the only known plant-pathogenic bacterium, which contains a VirB/D4-

like and an Dot/Icm-like (“defect in organelle trafficking/intracellular multiplication”) T4S 

system. The role of both T4S systems has not yet been studied in Xcv. Mutation and 

complementation studies revealed a virulence function for the VirB/VirD4-like as well as the 

Dot/Icm-like T4S system from Xcv. Furthermore, a combination of bioinformatic tools and 

experimental validation lead to the identification of putative T4S substrates in Xcv. The 

identified substrates were presumably transported via the VirB/VirD4 T4S system.  



                                                         Inhaltsverzeichnis 
 

III 

Inhaltsverzeichnis 

 

Zusammenfassung ............................................................................................................... I 

Summary .............................................................................................................................. II 

Inhaltsverzeichnis ...............................................................................................................III 

Abkürzungsverzeichnis ..................................................................................................... VI 

Abbildungsverzeichnis ..................................................................................................... VII 

Tabellenverzeichnis ........................................................................................................... IX 

 

1. Einleitung ......................................................................................................................... 1 

1.1 Virulenzfaktoren – „Key player“ für eine erfolgreiche bakterielle Infektion ........................ 1 

1.2 Das Typ-III-Sekretionssystem .......................................................................................... 3 

1.2.1 Die Architektur von T3S-Systemen ............................................................................... 3 

1.2.2 Die Rekrutierung von T3S-Substraten .......................................................................... 7 

1.3 Typ-IV-Sekretionssysteme - „Multitasking-fähige“ Nanomaschinen  

      in tier- und pflanzenpathogenen Bakterien .....................................................................10 

1.3.1 Die Architektur von T4S-Systemen ..............................................................................11 

1.3.1.1 Der Aufbau des T4AS-Systems von Agrobacterium .................................................11 

1.3.1.2 Der Aufbau des T4BS-Systems von Legionella ........................................................14 

1.3.2 Erkennung und Unterscheidung von Substraten des T4S-Systems .............................16 

1.4 Das phytopathogene Bakterium Xanthomonas ...............................................................18 

1.4.1 Der Modellorganismus Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ................................18 

1.4.2 Effektorproteine von Xcv ..............................................................................................19 

1.4.3 Xcv kodiert ein T3S- und zwei putative T4S-Systeme ..................................................20 

1.4.4 Achtung Kontrolle: Checkpoints in der T3S und Translokation.....................................23 

1.5 Zielstellung .....................................................................................................................27 

 

2. Material und Methoden ..................................................................................................28 

2.1. Material .........................................................................................................................28 

2.1.1 Puffer und Lösungen ...................................................................................................28 

2.1.2 Medien und Antibiotika ................................................................................................28 

2.1.3 Bakterienstämme und Plasmide ..................................................................................29 

2.1.4 Oligonukleotide ............................................................................................................29 

2.1.5 Pflanzenmaterial ..........................................................................................................29 

2.1.6 Antikörper ....................................................................................................................30 

2.2 Methoden .......................................................................................................................30 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden ..................................................................................30 

2.2.1.1 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli .................................................................30 

2.2.1.2 DNA-Amplifizierung mittels PCR ...............................................................................30 

2.2.1.3 „Primer-annealing“-Protokoll .....................................................................................31 

2.2.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten .................................................................................31 

2.2.1.5 „Blunt end“-Klonierung ..............................................................................................32 

2.2.1.6 „Golden Gate“-Klonierung .........................................................................................32 



                                                         Inhaltsverzeichnis 
 

IV 

2.2.1.7 Erstellung von Expressionskonstrukten und Deletionsmutanten ...............................33 

2.2.1.8 Transformation von E. coli ........................................................................................41 

2.2.1.9 Triparentale Konjugation ...........................................................................................41 

2.2.1.10 Elektroporation von Xcv und A. tumefaciens ...........................................................42 

2.2.1.11 Agrobacterium-vermittelte transiente Proteinexpression in planta ...........................42 

2.2.1.12 Quantitative und Semiquantitative RT-PCR-Analysen ............................................43 

2.2.2 Biochemische Methoden .............................................................................................44 

2.2.2.1 Protein-Extraktion aus Xcv .......................................................................................44 

2.2.2.2 SDS-PAGE ...............................................................................................................45 

2.2.2.3 Western-Blot .............................................................................................................45 

2.2.3 In vitro-Sekretionsanalysen .........................................................................................46 

2.2.4 Infiltration von Bakterien in Paprika- bzw. Tabakblätter ...............................................46 

2.2.5 In planta Wachstumskurven ........................................................................................46 

2.2.6 In silico-Analysen zur Identifizierung potentieller T4S-Substrate in Xcv mittels S4TE ..47 

 

3. Ergebnisse ......................................................................................................................50 

3.1 Analyse von T3S- und Translokationssignalen ausgewählter Substrate   

      des T3S-Systems von Xcv unter Verwendung des AvrBs3Δ2-Reporters ........................50 

3.1.1 Eingrenzung des T3S- und Translokationssignals in AvrBs3 .......................................50 

3.1.2 Eingrenzung des T3S- und Translokationssignals in XopA ..........................................54 

3.1.3 Eingrenzung des T3S- und Translokationssignals in HrpB2 ........................................57 

3.1.4 Die N-terminalen 40 Aminosäuren von HrpB2 vermitteln die Translokation  

         eines „designer“-TALE in die Nicht-Wirtspflanze  Nicotiana benthamiana ....................60 

3.2 AvrBs1ΔN58 als alternativer Reporter zur Analyse von   

      T3S- und Translokationssignalen ...................................................................................64 

3.2.1 Die N-terminalen 10 Aminosäuren von AvrBs3 vermitteln die Translokation  

         des AvrBs1ΔN58-Reporters ........................................................................................65 

3.2.2. Die N-terminalen 25 Aminosäuren von XopA vermitteln die Translokation  

          des AvrBs1ΔN58-Reporters .......................................................................................67 

3.2.3 Das T3S- und Translokationssignal von HrpB2 ist notwendig und   

         hinreichend für die Translokation von AvrBs1ΔN58 .....................................................68 

3.3 Translokation von Proteinen ohne Translokonprotein .....................................................70 

3.3.1 Translokon-unabhängige Translokation von TAL-Effektoren  

         in Wirts- und Nicht-Wirtspflanzen von Xcv ...................................................................70 

3.3.2 Nachweis der Translokon-unabhängigen Translokation von AvrBs3  

         mittels Transkriptanalysen von UPA20 und Bs3 ..........................................................73 

3.4 Die putativen T4S-Systeme von Xcv ..............................................................................76 

3.4.1 Der Einfluss des T4AS-Systems auf die Virulenz von Xanthomonas ...........................76 

3.4.2 Der Einfluss des T4BS-Systems auf die Virulenz von Xanthomonas ...........................79 

3.5 Erste Hinweise auf  T4S-Substrate in Xanthomonas? ....................................................82 

3.5.1 In silico-Analysen mittels des Vorhersageprogrammes S4TE  

         identifizieren putative T4S-Substrate in Xcv .................................................................84 

3.5.2 Ein neues Reportersystem zur Untersuchung potentieller T4S-Substrate in Xcv .........85 



                                                         Inhaltsverzeichnis 
 

V 

4. Diskussion ......................................................................................................................91 

4.1 Identifizierung von minimalen T3S- und Translokationssignalen  

      in den T3S-Substraten AvrBs3, XopA und HrpB2 ...........................................................91 

4.1.1 Die N-Terminalen Bereiche von AvrBs3, XopA und HrpB2 weisen  

         nur teilweise vermeintlich typische Eigenschaften von T3S-Signalen auf ....................93 

4.1.2 Erkennung von T3S-Substraten mit Hilfe des T3S-Signals ..........................................95 

4.1.3 Der AvrBs1ΔN58-Reporter eignet sich nicht zur Identifizierung von minimalen 

Translokationssignalen in T3S-Substraten ...........................................................................98 

4.1.4 Vor- und Nachteile verschiedener Reporterproteine zur Analyse  

         der Proteinsekretion und -translokation ..................................................................... 100 

4.1.5 Xanthomonas außer Kontrolle: Eine Möglichkeit zur Analyse individueller 

Effektorproteine? ................................................................................................................ 103 

4.2 Die Translokation von Proteinen ohne das Translokonprotein HrpF ............................. 103 

4.3.1 Das T4S-System von Xanthomonas: ein weiterer Virulenzfaktor? ............................. 106 

4.3.2 Die Identifizierung von T4S-Substraten in Xanthomonas ........................................... 109 

4.3.3 Potentielle T4S-Substrate von Xanthomonas können durch  

         Agrobacterium tumefaciens in N. benthamiana transloziert werden ........................... 110 

 

Literaturverzeichnis ......................................................................................................... 113 

 

5. Anhang .......................................................................................................................... 134 

 

Lebenslauf ........................................................................................................................ 150 

 

Danksagung ...................................................................................................................... 151 

 

Eidesstattliche Erklärung ................................................................................................ 152 

 

 

 

 

 

 

 



                                                         Abkürzungsverzeichnis 
 

VI 

Abkürzungsverzeichnis 

 

3x c-Myc dreifache c-Myc-

Aminosäuresequenz 

ATP  Adenosintriphosphat 

Avr  Avirulenz 

ÄM äußere Membran 

C  Carboxy 

cAMP cyklisches 

Adenosinmonophosphat 

cDNA  „complementary” DNA 

Cya  Adenylatcyclase-Domäne 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

dNTPs  Desoxyribo-

nukleosidtriphosphate 

dTALE  „designer“ TALE 

dot/icm „defect in organelle 

trafficking/ intracellular 

multiplication” 

ECW  „Early Californian Wonder“ 

Flg  „flagellum” 

fT3S-System flagelläres T3S-System 

GE  Gesamtzellextrakt 

GFP grün fluoreszierendes 

Protein 

Hpa  „hrp-associated” 

HR  hypersensitive Reaktion 

Hrp „hypersensitive response 

and pathogenicity” 

Hrc  „hrp-conserved” 

IM  innere Membran 

IMC „inner membrane complex“: 

innerer Membrankomplex 

Kb  Kilobasenpaare 

KBE  koloniebildende Einheiten 

kDa  Kilodalton 

NYG  „Nitrogen Yeast Glycerol” 

MA  Minimalmedium 

mRNA  „messenger“ RNA 

N  Amino 

n. a.  nicht analysiert 

NLS  „nuclear localisation signal“ 

NTP  Nukleotidtriphosphat 

 

 

OMC “outer membrane complex”: 

äußerer Membrankomplex 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PCR „polymerase chain reaction” 

pv. Pathovar 

rpm „revolutions per minute” 

qRT quantitative reverse Transkriptase 

PCR 

R Resistenz 

RNA Ribonukleinsäure 

RT reverse Transkriptase 

S4TE „Searching algorithm for type-IV 

secretion system effectors“ 

Sct “secretion and cellular 

translocation” 

SDS „Sodiumdodecylsulfat” 

Sec „secretory pathway“ 

spp. „species”, Arten 

T2S Typ-II-Sekretion 

T3  Typ-III 

T3S  Typ-III-Sekretion 

T3S4  „T3S substrate specificity switch“ 

T4S  Typ-IV-Sekretion 

T4AS  Typ-IVA-Sekretion 

T4BS Typ-IVB-Sekretion 

T4CS Typ-IVC-Sekretion 

TAE Tris-Acetat-EDTA  

TALE  „Transcription activator-like effector“ 

Taq Thermus aquaticus   

TBE „Tris-buffered EDTA” 

TBST  „Tris-buffered saline” 

TMV Tabakmosaikvirus 

u. a. unter anderem 

UPA „upregulated by AvrBs3” 

ÜS Überstand 

UV Ultraviolett 

Xcv  Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria 

Xop „Xanthomonas outer protein” 

Yop „Yersinia outer protein” 

Ysc „Yop secretion” 



                                                         Abbildungsverzeichnis 
 

VII 

Abbildungsverzeichnis 

 

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des Aufbaus von   

                       Translokations-assoziierten T3S-Systemen. ................................................... 7 

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des Aufbaus von T4AS- und T4BS-Systemen ......16 

Abbildung 1.3 Bakterielle Fleckenkrankheit auf Paprika- und Tomatenpflanzen   

                       verursacht durch Xcv. ....................................................................................19 

Abbildung 1.4 T3-Kontrollproteine koordinieren den Export von T3S-Substraten..................26 

Abbildung 2.1 Prinzip der „Golden-Gate“-Klonierung. ...........................................................33 

Abbildung 2.2 Schematische Darstellung zur Erstellung von Reporterkonstrukten  

                       für die Analyse von T3S- und Translokationssignalen  

                       ausgewählter T3S-Substrate. .........................................................................34 

Abbildung 2.3 Schematische Übersicht über die Erstellung von dTALE-2ΔN-Konstrukten. ..37 

Abbildung 2.4 Schematische Übersicht über die Erstellung von Reporterkonstrukten   

                       für die Analyse von Translokationssignalen ausgewählter T4S-Substrate. .....38 

Abbildung 3.1.1 Schematische Darstellung des TAL-Effektors AvrBs3. ................................51 

Abbildung 3.1.2 Die N-terminalen 10 Aminosäuren von AvrBs3 vermitteln   

                          die Sekretion von AvrBs32. .......................................................................51 

Abbildung 3.1.3 Identifizierung eines T3S- und Translokationssignals in AvrBs3..................53 

Abbildung 3.1.4 Schematische Darstellung des T3S-Signals (SS) und   

                          Translokationssignals (TS) in XopA. ...........................................................54 

Abbildung 3.1.5 In vitro-Sekretionsanalysen mit verschiedenen  

                          XopA-AvrBs3Δ2-Derivaten. .........................................................................55 

Abbildung 3.1.6 Die Aminosäuren 2 - 5 von XopA sind entbehrlich für die  

                          hpaB-abhängige Translokation von XopA-AvrBs32. .................................56 

Abbildung 3.1.7 Schematische Darstellung des T3S-Signals (SS) und  

                          Translokationssignals (TS) von HrpB2. .......................................................57 

Abbildung 3.1.8 Translokations- und Sekretionsanalysen mit verschiedenen  

                          hrpB2-Derivaten in translationaler Fusion mit dem avrBs3Δ2-Reporter. ......58 

Abbildung 3.1.9 HpaA, HpaB und HpaC beeinflussen den Export  

                          von HrpB2-AvrBs3Δ2-Fusionsproteinen. .....................................................59 

Abbildung 3.1.10 Der „designer“ TAL-Effektor dTALE-2 als Reporter   

                            zur Analyse der Proteintranslokation. ........................................................61 

Abbildung 3.1.11 Die hpaABC-Mutante transloziert HrpB21-40-dTALE-2ΔN   

                            in die Nicht-Wirtspflanze N. benthamiana. ................................................62 

Abbildung 3.2.1 AvrBs1, jedoch nicht AvrBs1ΔN58 komplementiert eine avrBs1-Mutante. ..65 

Abbildung 3.2.2 Translokationsanalysen mit AvrBs3-AvrBs1ΔN58-Derivaten. ......................66 

Abbildung 3.2.3 Translokationsanalysen mit XopA-AvrBs1N58-Derivaten. .........................68 

Abbildung 3.2.4 Translokations- und Sekretionsanalysen mit verschiedenen hrpB2-  

                          Derivaten in translationaler Fusion mit dem avrBs1ΔN58-Reporter. ............69 

Abbildung 3.3.1 Die Translokation von dTALE-2 ist partiell unabhängig vom putativen   

                          Translokonprotein HrpF und XopA, jedoch abhängig vom T3S-System. .....71 

 



                                                         Abbildungsverzeichnis 
 

VIII 

Abbildung 3.3.2 Die Translokation von AvrBs3 ist vermutlich partiell unabhängig  

                          von den putativen Translokonproteinen HrpF und XopA. ............................72 

Abbildung 3.3.3 qRT- und RT-PCR-Analysen zeigen einen Anstieg im Transkriptgehalt  

                          von UPA20 und Bs3 nach Infiltration einer hrpF-Mutante,  

                          welche avrBs3 exprimiert. ...........................................................................75 

Abbildung 3.4.1 Phänotypische Analyse von Stämmen mit Deletionen   

                          in Genen des T4AS-Systems. .....................................................................77 

Abbildung 3.4.2 Die Deletion von virB4 hat keinen signifikanten Einfluss auf   

                          das bakterielle Wachstum in suszeptiblen Paprikapflanzen. .......................78 

Abbildung 3.4.3 IcmE sowie DotC und/oder DotB haben einen Einfluss auf   

                          die Virulenz von Xcv. ..................................................................................80 

Abbildung 3.4.4 Einfluss von IcmE und DotCB auf das bakterielle Wachstum  

                          in suszeptiblen Paprikapflanzen. .................................................................81 

Abbildung 3.5.1 Das T4BS-System von Xcv hat vermutlich keinen Einfluss auf  

                          die Sekretion ausgewählter T2S-Substrate. ................................................84 

Abbildung 3.5.2 C-terminale Bereiche putativer T4S-Substrate von   

                          Xcv vermitteln die Translokation von dTALE-2   

                          durch A. tumefaciens in gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen. ..............88 

Abbildung 3.5.3 dTALE-2-Fusionsproteine werden über A. tumefaciens,   

                          nicht aber über die Xcv-Stämme 85-10Δhrp und 75-3ΔhrcVc   

                          in gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen transloziert. ..............................90 

Abbildung 4.1 Schematische Darstellung der für den Export wichtiger Regionen  

                       in AvrBs3, XopA und HrpB2. ..........................................................................93 

Abbildung 4.2 Der Einfluss des T3S- und Translokationssignals sowie der Kontroll- 

                       proteine HpaA, HpaB und HpaC auf den Export von T3S-Substraten. ...........98 

Abbildung 4.2 Vor- und Nachteile von verschiedenen Reporterproteinen zur Analyse  

                       von Translokationssignalen. ......................................................................... 102 

 



                                                         Tabellenverzeichnis 
 

IX 

Tabellenverzeichnis 

 

Tabelle 1.1 hrp-Gene und deren mögliche Funktion in Xcv. .................................................23 

Tabelle 2.1 Verwendete Puffer und Lösungen ......................................................................28 

Tabelle 2.2 Medienzusammensetzung .................................................................................29 

Tabelle 2.3 Antibiotika ..........................................................................................................29 

Tabelle 2.4 Wachstumsbedingungen für C. annuum und N. benthamiana............................30 

Tabelle 2.5 Verwendete Antikörper ......................................................................................30 

Tabelle 2.6 PCR-Ansatz und Reaktionsbedingungen ...........................................................31 

Tabelle 2.7 Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen für die „blunt end“-Klonierung ......32 

Tabelle 2.8 Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen für   

                   die „Golden Gate“-Klonierung ............................................................................33 

Tabelle 2.9 Reaktionsansatz und Bedingungen der qRT-PCR und RT-PCR ........................44 

Tabelle 2.10 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele (10 %) ...........................................45 

Tabelle 3.1 Zusammenfassung der Sekretions- und Translokationsanalysen .......................63 

Tabelle 3.2 Eigenschaften der untersuchten T2S-Substrate .................................................83 

Tabelle 3.3 Ausgewählte, durch S4TE vorhergesagte T4S-Substrate in Xcv ........................86 

Tabelle 5.1 Bakterienstämme ............................................................................................. 134 

Tabelle 5.2 Verwendete Plasmide ...................................................................................... 135 

Tabelle 5.3 Verwendete Oligonukleotide ............................................................................ 138 

Tabelle 5.4 Durch S4TE vorhergesagte T4S-Substrate in Xcv. .......................................... 140 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                         Einleitung 
 

1 

1. Einleitung 

 

1.1 Virulenzfaktoren – „Key player“ für eine erfolgreiche bakterielle 

Infektion 

 

Die Interaktion zwischen pathogenen Bakterien und Pflanzen ist eines der komplexesten 

Phänomene der Biologie. Neben abiotischen Faktoren kann die Ursache von 

Pflanzenkrankheiten einer Vielzahl von verschiedenen pathogenen Phytobakterien zugrunde 

liegen, die in unterschiedlichsten Wirtspflanzen ein unzählig breites Spektrum an 

Krankheitssymptomen auslösen können. Dabei nutzen Bakterien vielfältige Strategien, um mit 

dem Wirtsorganismus zu interagieren und diesen zu manipulieren. Der Apoplast ist dabei in 

den meisten Fällen das erste „Schlachtfeld“ und bildet somit eine Schnittstelle im Kampf von 

Phytopathogen und Pflanze. Pflanzen besitzen die Möglichkeit über spezifische Rezeptoren 

mikrobielle Strukturen von Bakterien zu erkennen und auf den bakteriellen Angriff mit einer 

Abwehrreaktion zu reagieren (Dodds und Rathjen 2010). Aus der Sicht des Pathogens erfolgt 

die Interaktion mit dem Wirt über sogenannte Virulenzfaktoren, die an die bakterielle 

Zelloberfläche oder über die bakterielle Zellhülle in das extrazelluläre Milieu transportiert 

werden. Zum Beispiel helfen oberflächenexponierte Adhäsine dem Bakterium sich in frühen 

Phasen der Infektion an die Pflanzenzelle anzuheften (Rojas et al., 2002, 

Smit et al., 1992). Extrazelluläre Polysachharide (EPS) spielen ebenfalls eine wichtige Rolle 

für die Virulenz von phytopathogenen Bakterien (Chithrashree und Srinivas 2016). 

Beispielsweise hat die Produktion von EPS einen positiven Einfluss auf die Fortbewegung des 

vaskulären Pathogens Xanthomonas campestris pv. oryzae in Xylemgefäßen von 

Reispflanzen (Watabe et al., 1993). Das EPS Xanthan schützt Bakterien aber auch vor 

Umweltbelastungen, wie Austrocknung oder Toxinen aufgrund seiner hohen hydratisierenden, 

anionischen Beschaffenheit (Büttner und Bonas 2010). Zellwand-abbauende Enzyme und 

bakterielle Toxine stellen weitere wichtige Virulenzfaktoren in pflanzenpathogenen Bakterien 

dar. So fördert beispielsweise der Export von Zellwand-abbauenden Cellulasen, Xylanasen, 

Polygalcturonasen und Amylasen die Virulenz des Bakteriums (Faulkner und Robatzek 2012, 

Hamann 2012, Solé et al., 2015). Phytotoxine, wie beispielsweise Coronatine, Syringopeptide 

und Syringomycine wurden vorallem in Pseudomonas spp. untersucht (Bender et al., 1999). 

Das Toxin Coronatin ermöglicht beispielsweise die aktive Öffnung von Stomata, wodurch ein 

Eindringen der Bakterien in die Pflanze ermöglicht werden könnte (Melotto et al., 2008). 
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Damit Virulenzfaktoren von Gram-negativen Bakterien über die innere und äußere bakterielle 

Membran transportiert werden können, benötigen diese Bakterien spezielle 

Proteinsekretionssysteme. In Gram-negativen Bakterien wurden bisher sechs verschiedene 

Sekretionssysteme beschrieben, die spezifische Virulenzfaktoren in das extrazelluläre Milieu 

sekretieren oder direkt in die Wirtszelle translozieren können (Chang et al., 2014,  

Tseng et al., 2009). Somit stellen die Proteinsekretionssysteme selbst auch einen 

Virulenzfaktor für pathogene Bakterien dar. Die Proteinsekretion vom bakteriellen Cytoplasma 

über die innere Membran erfolgt über das „general secretion“ (Sec)-System oder über das 

„twin arginine translocation“ (Tat)-System (Natale et al., 2008). Damit Proteine über das Sec-

System transportiert werden können, weisen die Substrate in ihrem N-terminalen 

Proteinbereich eine Signalsequenz, bestehend aus ca. 20 Aminosäuren auf, die während oder 

nach dem Sec-abhängigen Transport abgespalten werden (Natale et al., 2008,  

Yuan et al., 2010). Im Gegensatz zum Sec-System transportiert das Tat-System  

gefaltete Proteine (Robinson und Bolhuis 2004). Substrate des Tat-Systems enthalten in ihrem 

N-terminalen Proteinbereich eine Signalsequenz aus einem paar („twin“) Argininen (S-R-R) 

(Müller 2005).  

 

Die sechs Sekretionssysteme werden in Sec-abhängige und Sec-unabhängige Systeme 

eingeteilt. Im Fall der Sec-abhängigen Sekretion erfolgt der Transport spezifischer Substrate 

zunächst über die innere Bakterienmembran in das Periplasma. Von dort aus erfolgt die 

Sekretion über das Typ-II-Sekretions (T2S)-System oder das Typ-V-Sekretions (T5S)-System 

über die äußere Bakterienmembran. Die vom Sec-System unabhängige Sekretion von 

Substraten erfolgt unter anderem durch das Typ-I-Sekretions (T1S)-System. Die 

korrespondierenden Substrate verfügen in der Regel über ein C-terminales, nicht abspaltbares 

Signal, welches den spezifischen Transport über das T1S-System ermöglicht  

(Holland et al., 2009, Linhartova et al., 2010). Die bis hier beschriebenen 

Proteinsekretionssysteme ermöglichen die Sekretion von Substraten über die innere und/oder 

äußere bakterielle Membran. Translokationskompetente Sekretionssysteme, die ebenfalls 

unabhängig vom Sec-System arbeiten, sind zusätzlich in der Lage Proteine in andere 

prokaryotische oder eukaryotische Zellen zu translozieren. Zu diesen translokations-

assoziierten Sekretionssystemen zählen das Typ-III-Sekretions (T3S)-, Typ-IV-Sekretions 

(T4S)- und Typ-VI-Sekretions (T6S)-System. Die meisten pathogenen Bakterien nutzen 

wahrscheinlich eine Kombination verschiedener Proteinsekretionssysteme, um ihre jeweilige 

Wirtszelle erfolgreich zu besiedeln. 
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1.2 Das Typ-III-Sekretionssystem 

 

Generell werden Typ-III-Sekretions (T3S)-Systeme in Translokations-assoziierte T3S-

Systeme und flagelläre T3S (fT3S)-Systeme eingeteilt. Beide Typen von T3S-Systemen sind 

sowohl evolutionär als auch strukturell miteinander verwandt (Tampakaki et al., 2010). Das 

fT3S-System ist unter anderem für die Motilität des Bakteriums verantwortlich  

(Terashima et al., 2008). Allerdings konnte für das fT3S-System gezeigt werden, dass es eine 

Vielzahl an weiteren Funktionen, wie beispielsweise die Adhäsion, Biofilmbildung und 

Sekretion von Virulenzfaktoren, übernimmt (Duan et al., 2013).  

Translokations-assoziierte T3S-Systeme sind essentiell für die Pathogenität einer Vielzahl von 

Gram-negativen tier- und pflanzenpathogenen Bakterien und ermöglichen die Translokation 

von bakteriellen Proteinen (Effektoren) in eine eukaryotische Wirtszelle (Büttner 2012). 

Effektorproteine fördern das Überleben und die Vermehrung des Pathogens durch die 

Modelierung von Wirtszellprozessen (Escoll et al., 2016). Seit nunmehr ca. 30 Jahren werden 

die Funktion und der Aufbau des T3S-Systems in verschiedenen Modelorganismen intensiv 

erforscht. T3S-Systeme werden unter anderem in tierpathogenen Bakterien der Gattung 

Yersinia, Salmonella, Shigella, Escherichia coli und Burkholderia aber auch in 

pflanzenpathogenen Bakterien der Gattung Xanthomonas, Pseudomonas und Erwinia 

untersucht.  

 

 

1.2.1 Die Architektur von T3S-Systemen 

 

Das T3S-System wird aus mehr als 20 Komponenten assembliert, von denen mindestens 15 

Teil eines funktionalem Proteinkomplex sind (Diepold und Wagner 2014). Basierend auf 

vergleichenden Sequenzanalysen sind mindestens neun Komponenten des Translokations-

assoziierten und acht Komponenten des fT3S-Systems zwischen tier- und 

pflanzenpathogenen Bakterien konserviert. Diese konservierten Kernkomponenten des T3S-

Systems bilden vermutlich den Basalapparat aus, welcher die innere und äußere bakterielle 

Membran durchspannt und mit extrazellulären Strukturen verbunden ist (Abbildung 1.1) 

(Kubori et al., 1998, Notti und Stebbins 2016, Schraidt und Marlovits 2011). Die im Folgenden 

verwendeten Proteinnamen für translokations-assoziierte T3S-Systeme beziehen sich auf die 

Sct-Nomenklatur („secretion and cellular translocation“) (Hueck 1998). 
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Die extrazellulären Strukturen des T3S-Systems 

In fT3S-Systemen handelt es sich bei der extrazellulären Struktur um einen Haken, welcher 

mit einem bis zu 15 µm langen Filament verbunden ist (Terashima et al., 2008,  

Yonekura et al., 2003). Bei Translokations-assoziierten T3S-Systemen wird dagegen 

zwischen einer extrazellulären Nadel-Struktur (Tierpathogene) und einer Pilus-Struktur 

(Pflanzenpathogene) unterschieden (Abbildung 1.1). Die Nadellänge varriert zwischen 

verschiedenen tierpathogenen Bakterien von 40 - 80 nm, während der Pilus in 

pflanzenpathogenen Bakterien mit einer Länge von bis zu 2 µm deutlich länger ist  

(Büttner 2012). Die enorme Länge des Pilus ist vermutlich nötig, um die pflanzliche Zellwand 

zu durchdringen. Gebildet wird die Nadel durch die helikale Assemblierung des Proteins SctF, 

sodass eine Nadelstruktur mit einem Innendurchmesser von ca. 2,5 nm entsteht  

(Loquet et al., 2012). Die hohe Ähnlichkeit des T3S-Apparates und der kanalartigen 

Nadelstruktur zu einer makroskopischen Spritze, ließen Grund zur Annahme, dass T3S-

Systeme Effektoren direkt in die Wirtszelle injizieren können. Kryo-Elektronenmikroskopische 

Aufnahmen aktiver T3S-Systeme von Salmonella und Shigella haben gezeigt, dass entfaltete  

Substrate, mit ihrem N-terminalen Proteinbereich voran, durch das Nadelfilament transportiert 

werden (Dohlich et al., 2014, Radics et al., 2014).  

Für die erfolgreiche Translokation von Effektorproteinen über die Wirtszellmembran wird 

weiterhin ein porenbildender Proteinkomplex, das sogenannte Translokon, benötigt 

(Abbildung 1.1). Das Translokon inseriert vermutlich in die Plasmamembran und ermöglicht so 

den Transport von Proteinen in das Cytoplasma der Wirtszelle (Büttner et al., 2002,  

Matteï  et al., 2011, Mueller et al., 2008). In tierpathogenen Bakterien wird das Translokon aus 

drei Proteinen aufgebaut. Dabei handelt es sich um zwei hydrophobe, 

membranüberspannende Translokatoren, welche vermutlich die Pore in der Plasmamembran 

bilden, sowie einem hydrophilen Partner („tip“-Komplex), welcher die Nadel mit dem 

Translokon verbindet (Blocker et al., 2008, Diepold und Wagner 2014). Die Translokonproteine 

bilden einen hetero-oligomeren Proteinkomplex, welcher aus 6 - 8 Untereinheiten besteht und 

einen Innendurchmesser von 1,2 - 3,5 nm aufweist (Blocker et al., 1999, Ide et al., 2001, Luo 

und Donnenberg 2011, Montagner et al., 2011, Schoehn et al., 2003, Veenendaal et al., 2007). 

Über das Translokon in pflanzenpathogenen Bakterien ist hingegen wenig bekannt.  

Potentielle Translokator-Proteine wurden bislang für das Pflanzenpathogen  

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae 

und Rhizobium spp. NGR234 beschrieben (Büttner et al., 2002, Marie et al., 2003,  

Meyer et al., 2006, Petnicki-Ocwieja et al., 2005, Rossier et al., 2000). Ein „tip“-Komplex konnte 

in T3S-Systemen pflanzenpathogener Bakterien bislang nicht identifiziert werden.  
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Der Basalapparat von Translokations-assoziierten T3S-Systemen 

Der Basalapparat bildet sowohl in der inneren Membran (IM) als auch in der äußeren Membran 

(ÄM) Ringstrukturen, die einen Transportkanal mit einem Durchmesser von etwa 2 - 3 nm 

umgeben (Abbildung 1.1) (Büttner 2012). Die ÄM-Ringe werden durch das Sekretin-Protein 

SctC gebildet, das aus 12 - 15 Untereinheiten besteht (Bergeron et al., 2013,  

Blocker et al., 2001, Kubori et al., 1998, Schraidt und Marlovits 2011, Spreter et al., 2009). Die 

Oligomerisierung der Sekretine und die Bildung eines Kanals in der ÄM ist von kleinen 

Lipoproteinen, den sogenannten Pilotinen abhängig (Burghout et al., 2004, Crago und 

Koronakis 1998, Schuch und Maurelli 2001). So lokalisiert beispielsweise das Sekretin InvG 

von Salmonella spp. in Abwesenheit des entsprechenden Pilotins in die IM  

(Burghout et al., 2004). Pilotine konnten biser nur in tierpathogenen Bakterien nachgewiesen 

werden.  

SctD und SctJ bilden vermutlich die IM-Ringe in Translokations-assoziierten T3S-Systemen 

(Kimbrough und Miller 2000, Kubori et al., 1998, Schraidt et al., 2010). Kryo-

Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen lassen vermuten, dass die IM-Ringe SctD und 

SctJ aus jeweils 24 Molekülen bestehen (Schraidt und Marlovits 2011). Zusätzlich verbindet 

SctD, mit Hilfe seiner periplasmatischen Domäne, die ÄM-Ringe (SctC) und den IM-Ring (SctJ) 

miteinander (Diepold et al., 2010, Ross und Plano 2011, Sanowar et al., 2010,  

Schraidt et al., 2010).  

Für die stabile Verankerung zwischen Nadel/Pilus und dem Translokations-assoziierten 

Basalapparat ist vermutlich eine Struktur zuständig, die als „inner rod“ (innerer Stab) 

bezeichnet wird und aus mehreren Kopien eines Proteins (SctI) aufgebaut ist (Abbildung 1.1) 

(Marlovits et al., 2004). In fT3S-Systemen bestehet der „inner rod“ dagegen aus den Proteinen 

FlgB, FlgC, FlgF und FlgG, welche einen proximalen und einen distalen „rod“ bilden 

(Homma et al., 1990). Es wird davon ausgegangen, dass durch die „inner rod“-Struktur ein 

Kanal im Inneren des Basalapparates ausgebildet wird und somit ein Transportweg für T3S-

Substrate entsteht (Marlovits et al., 2006, Marlovits et al., 2004, Wood et al., 2008). „Inner rod“-

Proteine sind weiterhin, zusammen mit dem Nadellängen-Regulator SctP, vermutlich an der 

Kontrolle der Nadellänge beteiligt. Eine Salmonella-Mutante ohne den Nadellängen-Regulator 

SctP bildet keinen „inner rod“-Komplex, jedoch verlängerte Nadeln aus (Lefebre und  

Galán 2014, Marlovits et al., 2006). Es wurde daher angenommen, dass die Sekretion von SctI 

(„inner rod“-Protein) und SctF (Nadel-Protein) zeitgleich stattfindet und die Fertigstellung des 

„inner rod“ das Nadelwachstum SctP-abhängig beendet (Galán et al., 2014). Eine Sekretion 

von „inner rod“-Proteinen in das extrazelluläre Milieu konnte sowohl in tier- als auch 

pflanzenpathogenen Bakterien gezeigt werden und dient vermutlich der Ausbildung eines 

funktionalem T3S-Systems (Lefebre und Galán 2014, Lorenz et al., 2008a,  

Rossier et al., 2000, Sal-Man et al., 2012, Wood et al., 2008). 

In der inneren Membran ist der Basalapparat mit einem Exportapparat verbunden, welcher 

wahrscheinlich einen Exportkanal über die innere Membran ausbildet und essentiell für die T3-

abhängige Sekretion ist (Diepold und Wagner 2014). Der Exportapparat ist ein Proteinkomplex 
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bestehend aus mindestens fünf Mitgliedern der SctR-, SctS-, SctT-, SctU- und SctV-Familie 

(Abbildung 1.1) (Diepold und Wagner 2014). Mitglieder der SctU- und SctV-Familie enthalten 

vier bzw. acht transmembrane Helices sowie eine C-terminale cytoplasmatische Domäne, 

welche wahrscheinlich eine wichtige Bindestelle für T3S-Substrate darstellt  

(Allaoui et al., 1994, Bange et al., 2010, Berger et al., 2010, Minamino et al., 2012, Minamino 

und Macnab 2000, Minamino und MacNab 2000). Die C-terminale cytoplasmatische Domäne 

von SctU wird an einem konservierten NPTH-Motiv (Asparagin, Prolin, Threonin, Histidin), 

zwischen dem Asparagin und Prolin, vermutlich autokatalytisch gespalten (Allaoui et al., 1994, 

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

Durch die Spaltung in SctU kommt es zu einer veränderten Orientierung der PTH-Schleife, 

was möglicherweise eine Voraussetzung für die Interaktion mit T3S-Komponenten und/oder -

Substraten darstellt (Deane et al., 2008, Lountos et al., 2009). Die Komponenten des 

Exportapparates interagieren mit dem vorhergesagten cytoplasmatischen C-Ring sowie dem 

ATPase-Komplex (Lee und Rietsch 2015). Die ATPase und der vorhergesagte C-Ring könnten 

somit vermutlich auch an der Substraterkennung beteiligt sein (Büttner 2012).  

 

Die ATPase und der C-Ring von T3S-Systemen 

Die ATPasen von flagellären und translokations-assoziierten T3S-Systemen weisen starke 

Sequenzhomologien zur -Untereinheit der F0F1-ATPase auf (Akeda und Galan 2004). SctN 

bildet die translokations-assoziierte T3S-ATPase (Abbildung 1.1), während FliI die fT3S-

ATPase darstellt. Um ATP effizient hydrolysieren zu können, bilden wahrscheinlich SctN und 

FliI eine hexamere Struktur an der Cytoplasmaseite des Basalapparates aus (Notti und 

Stebbins 2016). Durch die Bereitstellung von Energie ermöglicht die ATPase die Entfaltung 

der Substrate und erlaubt so wahrscheinlich den Zugang und die Bindung von T3S-Substraten 

in den Sekretionskanal (Akeda und Galán 2005, Dohlich et al., 2014,  

Radics et al., 2014). Jedoch ist die ATPase vermutlich nicht der alleinige Energielieferant für 

das T3S-System. Sowohl für das fT3S-System (Minamino und Namba 2008, 

Paul et al., 2008) als auch für das translokations-assoziierte T3S-System  

(Wilharm et al., 2004) wird die „proton motiv force“ (protonenmotorische Kraft) als weitere 

Energiequelle für den T3-abhängigen Sekretionsprozess diskutiert. 

Auf der cytoplasmatischen Seite von flagellären Basalapparaten konnte, mittels EM-

Rekonstruktionen, eine Ringstruktur identifiziert werden, welche aus den Proteinen FliM, FliN 

und FliG besteht (Kawamoto et al., 2013). Diese als C-Ring bezeichnete Struktur kommt 

vermutlich auch in translokations-assoziierten T3S-Systemen vor und wird durch die SctQ-

Proteinfamilie repräsentiert (Abbildung 1.1) (Morita-Ishihara et al., 2006). Biochemische und 

genetische Analysen haben gezeigt, dass SctQ eine Art Sortierungsplattform für T3S-

Substrate bildet (Lara-Tejero et al., 2011). SctQ-Proteine interagieren sowohl mit 

Komponenten des T3S-Apparates, aber auch mit Effektoren und stellen damit vermutlich eine 

generelle Bindestelle für T3S-Substrate dar (Lara-Tejero et al., 2011,  

Lorenz et al., 2012). 
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des Aufbaus von Translokations-assoziierten T3S-Systemen.  

Der Basalapparat besteht aus zwei Ringstrukturen in der äußeren Membran (ÄM) und inneren Membran (IM). Die 
konservierten membrandurchspannenden Komponenten sind das Sekretin (SctC), die IM-Komponenten SctD und 
SctJ sowie der Exportappart, welcher aus mindestens fünf Komponenten besteht (SctU, R, S, T, V). Die 
Ringstrukturen umgeben wahrscheinlich den putativen „inner rod“-Komplex (SctI). Der IM-Ring SctD und der 
Exportapparat sind in der Abbildung im Querschnitt dargestellt. Der IM-Ring und der Exportapparat sind mit dem 
putativen C-Ring (SctQ) und der ATPase (SctN) assoziiert. Weitere cytoplasmatische Komponenten sind der 
vorhergesagte Regulator (SctL) der ATPase und die cytoplasmatischen Domänen von SctU (SctUC) sowie SctV 
(SctVC), die vermutlich eine Bindestelle für T3S-Substrate darstellen. SctUC wird am konservierten NPTH-Motiv 
gespalten, was in den Spaltprodukten SctUCN und SctUCC resultiert. Extrazelluläre Strukturen des T3S-Systems 
sind die Nadel (tierpathogene Bakterien) bzw. der Pilus (pflanzenpathogene Bakterien) und werden durch die 
Komponente SctF gebildet. Die Länge der Nadel bzw. des Pilus variiert und dient als Transportkanal für sekretierte 
Proteine. Die Translokation von Effektorproteinen wird durch ein kanalbildendes Translokon, welches in die 
Wirtszellmembran inseriert  ermöglicht. Die einzelnen Buchstaben stehen für die konservierten Komponenten des 
T3S-Systems und beziehen sich auf die Sct-Nomenklatur („secretion and cellular translocation“). Cyt: Cytoplasma; 
PM: Plasmamembran; ZW: Zellwand; ÄM: äußere Membran; PP: Periplasma; IM: innere Membran.  

 

1.2.2 Die Rekrutierung von T3S-Substraten 

 

Proteine, die über das T3S-System transportiert werden, können je nach ihrem 

Bestimmungsort in drei Gruppen eingeteilt werden: 1) Komponenten des T3S-Systems und 2) 

T3S-Substrate, die in das extrazelluläre Milieu sekretiert werden (Nicht-Effektorproteine) sowie 

3) T3S-Substrate, die direkt in die Wirtszelle transloziert werden (Effektorproteine). Die primäre 

Rolle von Effektoren besteht in der Supprimierung der tierischen oder pflanzlichen 

Basalabwehr, um so die bakterielle Vermehrung zu ermöglichen (Cui und Shao 2011,  

Dean 2011, Macho 2016). Doch wie werden die entsprechenden T3S-Substrate vom T3S-

System erkannt und ausgewählt?  
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T3S-Signale 

Eine zentrale Rolle für die Sekretion von Proteinen spielen sogenannte T3S-Signale, welche 

sich in den N-terminalen 20 - 30 Aminosäuren eines T3S-Substrats befinden und auf 

Aminosäureebene nicht konserviert sind (Büttner 2012). Trotz des variablen N-terminalen 

Proteinbereichs, konnten durch in silico-Analysen Gemeinsamkeiten in der 

Aminosäurekomposition von T3S-Signalen festgestellt werden. In den N-terminalen 30 

Aminosäuren von T3-Effektoren konnte ein erhöhter Gehalt an Serin und ein geringerer 

Cystein- und Tryptophangehalt festgestellt werden (Arnold et al., 2009, Dong et al., 2013, 

Guttman et al., 2002, Löwer und Schneider 2009, Petnicki-Ocwieja et al., 2002,  

Samudrala et al., 2009, Wang et al., 2013). Interessanterweise wurde ein Effektorprotein mit 

einem synthetischen amphipathischen Sekretionssignal bestehend aus einer abwechselnden 

Abfolge der Aminosäuren Serin und Isoleucin effizient sekretiert (Lloyd et al., 2001). Durch 

Kristallstrukturanalysen von Effektorproteinen aus tierpathogenen Bakterien  

(Guttman et al., 2013, Lilic et al., 2006) sowie Sequenzvergleichen zwischen T3S-Signalen 

(Wang et al., 2013, Wang et al., 2011) konnte weiterhin festgestellt werden, dass die 

Proteinregion mit dem T3S-Signal unstrukturiert ist. Es wird spekuliert, dass das 

unstrukturierte T3S-Signal möglicherweise als Erkennungsmerkmal für Komponenten des 

T3S-Systems dient (Buchko et al., 2010). 

 

Alternative T3S-Signale 

Nicht nur der N-terminale Bereich eines Proteins kann für die Sekretion wichtig sein. Dies 

konnte für den Aminosäurebereich 519 - 524 im C-terminalen Bereich des Effektorproteins Tir 

(„translocated intimin receptor“) aus enterohämorrhagischen E. coli (EHEC) gezeigt werden 

(Allen-Vercoe et al., 2005). Für das Effektorprotein EspB („E. coli secreted protein“) aus EHEC 

wurde hingegen gezeigt, dass neben dem N-terminalen Bereich auch zentrale Proteinregionen 

notwendig sind für eine effiziente Sekretion des Proteins (Chiu et al., 2003).  

In einigen Fällen von T3-Effektoren aus Yersinia spp. und FliC, der Hauptkomponente des 

Flagellums von E. coli, konnten auch Exportsignale im 5´-Bereich der mRNA identifziert 

werden (Anderson und Schneewind 1997, Majander et al., 2005, Niemann et al., 2013). 

mRNA-basierende T3S-Signale und die damit einhergehende kotranslationale Translokation, 

können jedoch nicht die sehr schnelle Translokation von T3-Effektorproteinen erklären, wie es 

für die Effektoren IpaB und IpaC aus Shigella flexneri (Export 240 Sekunden nach 

Wirtszellkontakt) oder SipA aus Salmonella Typhimurium (Export 10 Sekunden nach 

Wirtszellkontakt) gezeigt werden konnte, sodass eine Kombination von Exportsignalen im  

N-terminalen Bereich des Proteins und in der mRNA vermutet wird (Enninga et al., 2005, 

Karlinsey et al., 2000, Schlumberger et al., 2005, Singer et al., 2014).  
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Translokationssignale und T3S-Chaperone – Helfer für eine erfolgreiche Translokation 

Obwohl das N-terminale T3S-Signal hinreichend für eine in vitro-Sekretion ist, wurden 

Fusionsproteine mit den N-terminalen 20 Aminosäuren eines Yersinia-Effektors nicht effizient 

transloziert (Sory et al., 1995). Neben dem T3S-Signal ist in den N-terminalen 50 - 100 

Aminosäuren von Effektorproteinen ein Translokationssignal lokalisiert, welches zugleich 

häufig eine Chaperon-Bindestelle (CBD) darstellt (Büttner 2012). Durch das T3S- und 

Translokationssignal wird zusammen mit einem T3S-Chaperon die Translokation eines 

Effektorproteins ermöglicht (Cheng und Schneewind 1999, Sory et al., 1995,  

Wattiau et al., 1994). In vielen pathogenen Bakterien wird die Übertragung von 

Effektorproteinen post-translational über spezifische „Helfer“-Proteine reguliert (Feldman und 

Cornelis 2003, Lonjon et al., 2016, Parsot 2003). Bei T3S-Chaperonen handelt es sich in der 

Regel um kleine (15 - 20 kDa) saure cytoplasmatische Proteine, welche durch ihre 

vorübergehende Bindung an zu sekretierende T3S-Substrate eine cytoplasmatische 

Proteolyse sowie eine vorzeitige Aggregation von T3-Effektoren verhindern und/oder das T3S-

Substrat in einem sekretionskompetenten Zustand erhalten (Lara-Tejero et al., 2011, Lohou 

et al., 2013). Wie genau der T3S-Apparat die verschiedenen Effektoren bzw. Effektor-

Chaperon-Komplexe im bakteriellen Cytoplasma erkennen kann ist unklar. Die Translokation 

der meisten T3-Effektoren erfolgt durch eine Bindung zu einem Chaperon-Dimer, wodurch es 

zu einer erweiterten Proteinkonformation kommt (Ghosh 2004, Rodgers et al., 2008). Die 

Konformationsänderung führt vermutlich zu einem dreidimensionalen Erkennungssignal, 

wodurch der Komplex von einer T3S-System-Komponente erkannt und ihr zugeführt werden 

könnte. Ein solches Szenario wird beispiesweise für den Effektor-Chaperon-Komplex YopE-

SycE aus Yersinia vermutet (Birtalan et al., 2002, Rodgers et al., 2008). Dies untermauert die 

Hypothese von Buchko et al. (siehe oben) und deutet insgesamt darauf hin, dass die 

strukturelle Flexibilität des T3S- und Translokationssignals die Erkennung von T3-Effektoren 

durch Komponenten des T3S-Systems, wie zum Beispiel der ATPase oder der 

cytoplasmatischen Domänen von SctU und SctV, erleichtern könnte. Roblin et al. konnten 

erstmals zeigen, dass ein Effektor-Chaperon-Komplex, bestehend aus dem Salmonella-

Effektor SopB und dem dazugehörigen Chaperon SigE, eine hexamere Ring-ähnliche Struktur 

bildet, die aufgrund von Analogien zur T3S-ATPase zu einer Bindung an die ATPase InvC 

führen könnte (Roblin et al., 2015). Es wurde zudem postuliert, dass eine hohe Konzentration 

des SopB/SigE-Komplexes die Hexamerbildung fördert und dadurch die Translokationsrate 

beschleunigt werden könnte (Roblin et al., 2015, Tsai et al., 2015). Es ist jedoch unklar, wie 

die ATPase mit dem Effektor-Chaperon-Komplex interagieren könnte und ob Bildung einer 

hexameren Struktur eines Effektor-Chaperon-Komplexes generell üblich ist. 

Da T3S-Signale untereinander und sogar zwischen Substraten von translokations-assoziierten 

T3-Systemen und fT3S-Systemen austauschbar sind, wird von einem konservierten Substrat-

Erkennungsmechanismus ausgegangen (Büttner 2012, Notti und Stebbins 2016). 

Möglicherweise dient das Translokationssignal bzw. die CBD des Proteins zusammen mit dem 

T3S-Chaperon der Erkennung durch das entsprechende T3S-System.  
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Basierend auf den zugehörigen T3S-Substraten werden T3S-Chaperone in drei Klassen 

unterteilt. Chaperone der Klasse 1 binden entweder ein (Klasse 1A) oder mehrere (Klasse 1B) 

T3-Effektoren (Cornelis und Van Gijsegem 2000, Parsot 2003). Klasse 2-Chaperone binden 

dagegen speziell an Translokatoren, während Klasse 3-Chaperone fT3S-System-Chaperone 

darstellen und bisher nur in tierpathogenen Bakterien beschrieben wurden (Büttner 2012).  

 

1.3 Typ-IV-Sekretionssysteme - „Multitasking-fähige“ Nanomaschinen in 

tier- und pflanzenpathogenen Bakterien 

 

Basierend auf strukturellen Charaktereigenschaften wurden Typ-IV-Sekretions (T4S)-Systeme 

in Typ-IVA-Sekretions (T4AS)-Systeme, angelehnt an das VirB/D4-T4S-System von 

Agrobacterium tumfaciens und in Typ-IVB-Sekretions (T4BS)-Systeme, welche durch das 

Dot/Icm („defect in organelle trafficking/intracellular multiplication“)-T4S-System von 

Legionella pneumophila repräsentiert werden, eingeteilt (Bhatty et al., 2013,  

Christie et al., 2005). Eine dritte Gruppe von T4S-Systemen sind sogenannte minimale 

(„minimized“) T4S-Systeme, die oftmals in Gram-positiven Bakterien der Gattung 

Streptococcus, aber auch in einigen Gram-negativen Bakterien vorzufinden sind  

(Bhatty et al., 2013). Diese als T4CS-Systeme klassifizierte Gruppe besteht in der Regel aus 

nur 5 - 6 Untereinheiten, welche verwandt zu Komponenten des T4AS-Systems sind  

(Bhatty et al., 2013, Zhang et al., 2012). T4S-Systeme, welche weder Ähnlichkeiten zum 

T4AS-, T4BS- noch zum T4CS-System aufweisen, werden als „andere“ T4S-Systeme 

bezeichnet und bekommen in der Regel einen Namen basierend auf dem Aufbau ihrer 

Untereinheiten (Bhatty et al., 2013, Christie et al., 2005). Ein Beispiel dafür ist das Cag-T4S-

System von Helicobacter pylori oder das Ptl-T4S-System von Bordetella pertussis (Backert 

und Selbach 2008, Christie et al., 2005).  

T4S-Systeme sind essentiell für die Pathogenität von einer Vielzahl von Gram-negativen und 

Gram-positiven Bakterien sowie einiger Archaea (Chandran Darbari und Waksman 2015, 

Zechner et al., 2012). Das T4S-System transloziert verschiedenste Moleküle wie DNA, 

Nukleoprotein-Komplexe und/oder Effektorproteine in Bakterien- oder eukaryotische Zellen. 

T4-Effektorproteine können verschiedenste molekulare und zelluläre Wirtszellprozesse (wie 

beispielsweise die Immunabwehr des Wirtes, das endoplasmatische Retikulum oder das 

Cytoskelett) zum Vorteil des Bakteriums beeinflussen und somit das bakterielle Wachstum 

fördern (Bhavsar et al., 2007, Ensminger 2016).  

T4AS-Systeme werden in verschiedenen Bakterien der Spezies Brucella, Bartonella und 

Agrobacterium untersucht, während T4BS-Systeme bisher ausschließlich in tierischen 

intrazellulären Pathogenen, wie Legionella pneumophila, Coxiella burnetii und  

Ricketsiella grylli nachgewiesen werden konnten (Chandran Darbari und Waksman 2015,  

Zechner et al., 2012). Bislang ist das T4AS-System von A. tumefaciens das einzig bekannte 

virulenz-assoziierte T4S-System von pflanzenpathogenen Bakterien (Chang et al., 2014). 
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Orthologe T4AS-Systeme konnten in einigen Xanthomonas spp., wie X. campestris pv. 

campestris (da Silva et al., 2002, Qian et al., 2005, Vorholter et al., 2008), X. albilineans 

(Pieretti et al., 2009), X. campestris pv. vasculorum (Studholme et al., 2010), X. campestris 

pv. musacearum (Studholme et al., 2010), Stenotrophomonas maltophilia  

(Crossman et al., 2008, Rocco et al., 2009), X. arboricola (Garita-Cambronero et al., 2016) 

und X. axonopodis pv. citri (Alegria et al., 2005, Brunings und Gabriel 2003) identifiziert 

werden. Die Rolle der meisten dieser T4AS-Systeme von pflanzenpathogenen Bakterien 

wurde bisher jedoch nicht aufgeklärt. Eine Ausnahme bildet X. axonopodis pv. citri (Xac), für 

welches kürzlich gezeigt werden konnte, dass es T4-abhängig andere Bakterienzellen abtötet 

(Souza et al., 2015).  

 

1.3.1 Die Architektur von T4S-Systemen 

 

1.3.1.1 Der Aufbau des T4AS-Systems von Agrobacterium 
 

Eines der am besten studierten T4AS-Systeme in Gram-negativen Bakterien ist das 

VirB/VirD4-System von A. tumefaciens. Unter Verwendung des VirB/VirD4-T4S-Systems 

transloziert A. tumefaciens ein Nukleoproteinkomplex, der ein Tumor-induzierendes (Ti)-

Plasmid enthält, in die Pflanzenzelle. Das Ti-Plasmid wird anschließend mit Hilfe von 

Effektorproteinen in die eukaryotische Wirtszell-DNA integriert (Christie et al., 2005). Das 

T4AS-System besteht aus den Proteinen VirB1 - VirB11 sowie VirD4. Die vir-Gene virB1 -

virB11 sowie virD4 sind in der Regel in zwei Operons zusammengefasst  

(Beijersbergen et al., 1992, Christie et al., 2014). Das aus 12 Komponenten bestehende T4AS-

System kann in drei Subkomplexe eingeteilt werden: 1) Die cytoplasmatischen ATPasen mit 

dem Kopplungsprotein. 2) Der Kernkomplex, welcher aus einem inneren Membrankomplex 

(IMC) und einem äußeren Membrankomplex (OMC) besteht, sowie  

3) dem Pilus, welcher die extrazelluläre Struktur des T4AS-Systems bildet und mit der 

potentiellen Wirtszelle interagiert.  

 

ATPasen und der Kopplungsproteinkomplex – die Kraftwerke des T4AS-Systems  

In T4AS-Systemen liefert ein cytoplasmatisches ATPasen-Trio die Energie für den 

Sekretionsprozess (Abbildung 1.2) (Atmakuri et al., 2004). Zu diesem ATPasen-Trio zählt das 

sogenannte Kopplungsprotein VirD4, welches zwei Funktionen ausübt. Zum einen bindet es 

Substrate (DNA und/oder Protein) und befördert diese zum ATPasen-Komplex und zum 

anderen hat es selbst eine ATP-hydrolysierende Funktion (Chandran 2013,  

Zechner et al., 2012). Die Aktivität der ATPase hängt dabei wahrscheinlich von der Bindung 

eines Substrates ab. So konnte für das Homologe VirD4-Protein aus E. coli (Plasmid R388) in 

Anwesenheit von Einzelsträngiger DNA eine ATPase-Aktivität nachgewiesen werden 

(Moncalian et al., 1999, Tato et al., 2005). Das Kopplungsprotein VirD4 überträgt im Anschluss 

das Substrat an die ATPase VirB11.  
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VirB11 gehört zur Familie der AAA+-Hexamer-ATPasen, welche auch in T2S- und T3S-

Systemen für die Energiebereitstellung des Substrattransports verantwortlich sind  

(Planet et al., 2001). Kristallisierte VirB11-Homologe aus H. pylori (HP0525) und B. suis haben 

gezeigt, dass VirB11 eine Doppel-Ring-bildendes hexameres Protein ist  

(Hare et al., 2006, Savvides et al., 2003, Yeo et al., 2000). Für die Übertragung des Substrats 

zu den inneren Membrankomponenten des Sekretionskanals (VirB6 und VirB8) spielt die 

ATPase VirB4 eine essentielle Rolle (Cascales und Christie 2004). VirB4 ist ubiquitär in allen 

bekannten T4AS-ähnlichen Systemen vertreten und bildet die Grundlage für ein funktionales 

T4S-System, da es sowohl für den Sekretionsprozess selbst als auch für die Pilusbildung 

essentiell ist (Shirasu et al., 1994, Zechner et al., 2012). Ko-Immunopräzipitations-

Experimente offenbarten, dass VirD4 sowohl mit VirB11 als auch VirB4 interagiert (Atmakuri 

et al., 2004). Die ATP-hydrolysierende Aktivität des ATPasen-Trios (VirD4, VirB4 und VirB11) 

wird durch VirB11 selbst koordiniert, wodurch die Weiterleitung von Substraten zum 

Sekretionskanal und damit über innere Membran des Bakteriums gewährleistet wird  

(Zechner et al., 2012).  

 

 

Kernkomplex 

Die Komponenten des Kernkomplexes (VirB6 - VirB10) bilden zusammen einen 

Sekretionskanal, welcher beide bakterielle Membranen durchspannt (Abbildung 1.2) 

(Chandran 2013, Christie et al., 2005). Der IMC ermöglicht den Transport des Substrats über 

die innere Membran und besteht aus den integralen Membranprotein VirB6 sowie den 

bitopischen Membranproteinen VirB8 und VirB10 (Beijersbergen et al., 1994). Das Lipoprotein 

VirB7 sowie das äußere Membran-assoziierte Protein VirB9 und das 

membrandurchspannende Protein VirB10 interagieren spontan zum OMC, der für die 

Übertragung des Substrats über das Periplasma und die äußere Membran von Gram-

negativen Bakterien erforderlich ist (Christie et al., 2014, Fronzes et al., 2009). Durch die 

transmembranen Regionen inseriert VirB10 sowohl in die innere als auch äußere bakterielle 

Membran, während das Pilotin VirB7 für die Lokalisierung des OMC in die äußere Membran 

verantwortlich ist (Chandran et al., 2009, Fronzes et al., 2009). Transfer-DNA 

Immunopräzipitations (TrIP)-Analysen haben gezeigt, dass das zu translozierende Substrat in 

engem Kontakt zu den inneren Membranproteinen VirB6 und VirB8 steht, wodurch 

geschlussfolgert wurde, dass VirB6 und VirB8 möglicherweise eine Pore bilden, während die 

restlichen Proteine wahrscheinlich strukturell unterstützend auf den Komplex wirken (Cascales 

und Christie 2004).  
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Der Pilus des T4AS-Systems 

Der T4-Pilus wird aus den Pilin-Komponenten VirB2 und VirB5 gebildet (Abbildung 1.2)  

(Lai und Kado 1998, Schmidt-Eisenlohr et al., 1999). Eine direkte Verbindung zwischen Pilus 

und Sekretionskanal konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Jedoch wird davon 

ausgegangen, dass der Pilus als Verbindungskanal für Substrate über die äußere Membran 

dient (Schmidt-Eisenlohr et al., 1999, Waksman und Orlova 2014). Unklar ist auch wie genau 

die Pilus-Assemblierung erfolgt und ob die Polymerisierung des Pilus in der inneren oder 

äußeren Membran beginnt. Dagegen ist bekannt, dass VirB5 wichtig für die Polymerisierung 

der Pilushauptkomponente VirB2 ist (Lai et al., 2002, Schmidt-Eisenlohr et al., 1999). 

Außerdem gilt VirB5 als das Adhesin des T4-Pilus und koordiniert die Wirt-Pathogen-

Interaktion (Aly und Baron 2007). Anhand der Pilus-Morphologie unterscheidet man zwischen 

langen, flexiblen F-Typ-Pili (2 - 20 µm) und kurzen, starren P-Typ-Pili (< 1 µm)  

(Lawley et al., 2003). F-Typ-Pili sind vermutlich primär für die bakterielle Konjugation 

notwendig, wohingegen für den Transport von Proteinen und Nukleoproteinen in eine 

Wirtszelle der P-Typ-Pilus verwendet wird (Chandran Darbari und Waksman 2015,  

Lawley et al., 2003). Die geringe Porengröße des Pilus von etwa 3 nm erlaubt den Transport 

von einzelsträngiger DNA sowie zum größtenteil entfalteten Proteinen (Chandran Darbari und 

Waksman 2015). Der genaue Mechanismus, wie das T4AS-System Proteine oder 

Nukleoproteine über die Wirtszellmembran transloziert, ist noch nicht bekannt. Es wird 

spekuliert, dass die Translokation von DNA und/oder Effektorproteinen in die eukaryotische 

Wirtszelle vermutlich durch ein Translokon ermöglicht wird (Dumas et al., 2001).  

 

 

Die innere Membrankomponente VirB3 und die lytische Transglycosylase VirB1 

VirB3 lokalisiert in der inneren Bakterienmembran und könnte zusammen mit VirB6 und VirB8 

für die Verankerung der ATPase VirB4 an die innere Membran verantwortlich sein, wodurch 

zudem vermutlich eine Verbindung zum Kernkomplex geschaffen wird  

(Abbildung 1.2) (Waksman und Orlova 2014). Durch die Homologie zum Pilin-Protein VirB2, 

könnte VirB3 auch an der Pilus-Assemblierung beteiligt sein (Hapfelmeier et al., 2000, Shirasu 

und Kado 1993). 

VirB1 gehört zur Familie der lytischen Transglycosylasen, welche häufig mit 

makromolekularen Transportsystemen von pathogenen Bakterien assoziiert sind  

(Koraimann 2003, Zahrl et al., 2005). Die Muramidase-Aktivität von lytischen 

Transglycosylasen hilft, das im Periplasma befindliche dichte Peptidoglykangeflecht zu spalten 

und ermöglicht dadurch die Insertion von membrandurchspannenden Komponenten. 

Peptidoglycan besteht aus N-Acetylmuraminsäure und N-Acetylglucosamin, wobei VirB1 die 

-1,4-glykosidische Bindung der beiden Zuckerderivatmoleküle spaltet. 
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Konformationsstadien des T4AS-Systems 

Da die Sekretion von Substraten und die Pilus-Biogenese wahrscheinlich voneinander 

entgekoppelt werden kann (Jakubowski et al., 2005, Jakubowski et al., 2009,  

Jakubowski et al., 2004, Kerr und Christie 2010), wurde spekuliert das es zwei 

Konformationsstadien des T4AS-Systems gibt (Chandran Darbari und Waksman 2015). Ein 

Stadium ist dabei auf die Pilus-Biogenese und ein weiteres Stadium auf die DNA- und/oder 

Proteinsekretion abgestimmt. Da der Pilus wahrscheinlich die Grundvoraussetzung für den 

DNA-Transfer ist (Babic et al., 2008), kann vermutet werden, dass im ersten Stadium 

Pilusproteine sekretiert werden, sodass der Pilus assembliert wird und anschließend eine 

Konformationsänderung zur Sekretion und/oder Translokation von Effektorproteinen und 

Nukleoproteinen führt. Unklar ist, ob für die Pilus-Biogenese und die Sekretion von Proteinen 

und Nukleoproteinen zwei verschiedene Komplexe oder ein einzelner Komplex, welcher 

zwischen zwei verschiedenen Konformationen wechselt, benötigt wird. 

 
1.3.1.2 Der Aufbau des T4BS-Systems von Legionella 
 

Ein gut untersuchtes T4BS-System in Gram-negativen Bakterien ist das Dot/Icm-System von 

L. pneumophila, das daher im Folgenden als Ausgangspunkt zur Beschreibung des Aufbaus 

dient. Der Lokus dot/icm kodiert das T4BS-System von L. pneumophila, welches aus ca. 27 

Komponenten besteht und essentiell für die Vermehrung des Pathogens in der eukaryotischen 

Wirtszelle ist (Isberg et al., 2009). Eine Vielzahl der Dot/Icm-Protein kann in zwei 

Proteinsubkomplexe aufgeteilt werden: 1) Ein T4-Kopplungsproteinkomplex und  

2) einen Kernkomplex, der beide bakteriellen Membranen durchspannt und gleichzeitig einen 

Kanal für den Substrattransport schafft (Abbildung 1.1) (Kubori und Nagai 2016,  

Vincent et al., 2006). Für 10 T4BS-System-Komponenten, welche vermutlich in der inneren 

Membran oder im Periplasma lokalisiert sind, ist noch keine genaue Funktion bekannt (Isberg 

et al., 2009). Drei der ca. 27 Komponenten des Dot/Icm-T4S-Systems weisen Ähnlichkeiten 

zu Komponenten des VirB/VirD4-T4S-Systems auf. Dabei handelt es sich um die ATPase 

DotB (Homolog zu VirB11), die innere Membrankomponente IcmE (Homolog zu VirB10) und 

das vorhergesagte Kopplungsprotein IcmO (Homolog zu VirD4). Eine Extrazelluläre Struktur 

wurde für T4BS-Systeme bisher nicht beschrieben. 

 

Der Kopplungsproteinkomplex und die putativen ATPasen des T4BS-Systems 

Der Kopplungsproteinkomplex wird durch die Proteine IcmJ, IcmO und IcmP gebildet 

(Abbildung 1.2). Subzelluläre Lokalisationsstudien haben gezeigt, dass sich IcmO und IcmP 

in der inneren Membran befinden, während IcmJ sowohl in der inneren Membran als auch im 

Cytoplasma lokalisiert ist (Vincent et al., 2006). Durch seine entfernte Ähnlichkeit zu VirD4, 

repräsentiert IcmO wahrscheinlich eine Art Substratrezeptor und übt damit möglicherweise 

eine ähnliche Funktion aus wie das Kopplungsprotein im T4AS-System (Buscher et al., 2005). 
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Zudem weist IcmO in seinem C-terminalen Bereich eine CBD auf, welche für eine effiziente 

Sekretion von T4BS-Substraten wichtig ist (Sutherland et al., 2012).  

DotB ist eine cytoplasmatische Komponente, welche homolog zu VirB11 und phylogenetisch 

verwandt zu ATPasen des T2S-Systems ist (Planet et al., 2001). Es wird daher vermutet, dass 

DotB eine ATPase des T4BS-Systems darstellt. IcmB weist entfernte Ähnlichkeiten zu VirB4 

auf und besitzt ebenfalls Walker A und Walker B NTP-bindende Regionen (Purcell und 

Shuman 1998). Walker A- und Walker B-Motive sind entscheidend für die Bindung und 

Hydrolyse von ATP und kommen in einer Vielzahl von ATP-bindenden Proteinen vor. Eine 

ATPase-Funktion für IcmB wurde jedoch bisher nicht beschrieben.  

 

Der putative Kernkomplex 

Eine subzelluläre Lokalisationsstudie von Dot/Icm-Proteinen des T4BS-Systems lässt einen 

putativen Kernkomplex vermuten, der beide bakterielle Membranen durchspannt und 

vermutlich einen Sekretionskanal bildet (Vincent et al., 2006). Der Kernkomplex besteht aus 

den fünf Proteinen DotC, DotD, IcmE, IcmG und IcmK (Abbildug 1.2) (Vincent et al., 2006). 

Während IcmE und IcmG sowohl in der inneren als auch äußeren bakteriellen Membran 

vorzufinden sind, lokalisieren IcmK und die Lipoproteine DotC und DotD ausschließlich in der 

äußeren Membran des Bakteriums (Kubori und Nagai 2016). Kristallstrukturanalysen von DotD 

offenbarten einen unstrukturierten N-terminalen, gefolgt von einem höher strukturierten 

Proteinbereich (Nakano et al., 2010). Der strukturierte Proteinbereich von DotD weist dabei 

strukturelle Ähnlichkeiten zum Sekretin aus T3S-Systemen auf (Nakano et al., 2010). 

Strukturanalysen von VirB7 aus Xanthomonas citri pv. citri haben die gleiche 

Domänenanordnung wie in DotD gezeigt (Souza et al., 2011), sodass geschlussfolgert wurde, 

dass der N-terminale Bereich von DotD der funktionelle Gegenpart von VirB7 ist (Kubori und 

Nagai 2016). IcmE weist Homologien zu VirB10 auf, wodurch vermutet wird, dass IcmE 

Energie von der inneren Membran zur vorhergesagten porenbildenden Komponente IcmK in 

der äußeren Membran überträgt (Vincent et al., 2006). Die Lokalisierung von IcmK in die 

äußere Membran ist DotCD-abhängig, da in Abwesenheit von DotC oder DotD, IcmK im 

Periplasma verbleibt (Kubori und Nagai 2016).  

Kürzlich konnte, neben dem Kernkomplex, ein weiterer stabiler Komplex in der inneren 

Membran von L. pneumophila identifiziert werden. Dieser IMC besteht aus IcmL, einem 

Strukturhomolog von VirB8, sowie DotJ und wird unabhängig von anderen Dot/Icm-Proteinen 

gebildet (Abbildung 1.2) (Kuroda et al., 2015). Es wird spekuliert, dass der IcmL/DotJ-Komplex 

mit der putativen ATPase IcmB assoziieren könnte (Kubori und Nagai 2016). 

Die inneren Membranproteine IcmF und IcmH sind wahrscheinlich nicht Teil des 

Kernkomplexes, dienen jedoch vermutlich der Stabilität des Sekretionsapparates  

(Abbildung 1.2) (Sexton et al., 2004, VanRheenen et al., 2004). 
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Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des Aufbaus von T4AS- und T4BS-Systemen.  
Das T4AS-System besteht aus drei Subkomplexen: 1) Einem ATPasen-Trio mit Kopplungsprotein (hellrot), das 

wahrscheinlich als Substratrezeptor dient, 2) dem Kernkomplex, welcher aus einem inneren Membrankomplex 
(IMC) (grün) und einem äußeren Membrankomplex (OMC) (blau) besteht, sowie 3) dem Pilus (gelb), der die 
extrazelluläre Struktur des T4AS-Systems bildet. Im Periplasma befindet sich die lytische Transglycosylase (rot). 
Gemeinsam bilden die Subkomplexe einen Sekretionskanal für T4AS-Substrate aus. Die Proteine, aus denen die 
einzelnen Subkomplexe bestehen, sind im Text näher erläutert. Die dargestellten Buchstaben und Zahlen 
entsprechen den Vir-Proteinen VirB1 - VirB11 sowie VirD4. Das T4BS-System, für welches bisher keine 

Beteiligung am pflanzlichen Infektionsprozess gezeigt werden konnte, besteht aus zwei Subkomplexen. 1) Der 
Kernkomplex (blau), welcher beide bakterielle Membranen durchspannt und wahrscheinlich einen Sekretionskanal 
bildet und zum anderen 2) der Kopplungsproteinkomplex (hellrot), welcher in der inneren Bakterienmembran 
lokalisiert ist und vermutlich die Substratrekrutierung unterstützt. Die Proteine aus denen die beiden Subkomplexe 
bestehen sowie Proteine, die nicht mit dem Sekretionsapparat assoziiert sind (dunkelgrün und grau) wurden im 
Text näher erläutert. Dot/Icm-Proteine mit unbekannter bzw. putativer Lokalisierung sind nicht dargestellt. Einzelne 
Buchstaben entsprechen den Dot-Proteinen, während Icm-Proteine vor dem jeweiligen Buchstaben mit einem „i“ 
gekennzeichnet sind. Der Mechanismus, durch den das T4AS- und T4BS-System Substrate über die 
Wirtszellmembran transloziert ist nicht bekannt. Cyt: Cytoplasma; ÄM: äußere Membran; PP: Periplasma; IM: 
innere Membran. 

 

1.3.2 Erkennung und Unterscheidung von Substraten des T4S-Systems  

 

Ein entscheidender Prozess, während der Interaktion eines pathogenen Bakteriums mit der 

korrespondierenden Wirtszelle ist die Translokation von Effektorproteinen, über das T3S- oder 

T4S-System. Das pflanzenpathogene Bakterium P. syringae verfügt über ca. 190 T3-

Effektoren, während das humanpathogene Bakterium L. pneumophila sogar über 330 T4-

Effektoren verfügt (Ensminger 2016, Stavrinides et al., 2006). Neben den Effektorproteinen 

besitzt das Bakterium eine Vielzahl weiterer Proteine, die beispielsweise für den Aufbau der 

Sekretionssysteme notwendig sind (siehe Kapitel 1.3.1). Daraus ergibt sich die Frage, wie aus 

solch einem riesigen Proteinpool in einer Bakterienzelle, die zu sekretierenden und/oder 

translozierenden Proteine herausgefiltert werden können und dabei einem spezifischen 

Sekretionssystem zugeführt werden.  

 

Das Translokationssignal in Substraten des T4S-Systems 

Für eine erfolgreiche Translokation über T4S-Systeme benötigen T4S-Substrate ein 

Translokationssignal, welches sich häufig im C-terminalen Bereich des Proteins befindet und 

vermutlich unstrukturiert ist (Christie et al., 2014, Kubori und Nagai 2016, Nagai et al., 2005, 

Vergunst et al., 2005). Im Fall des T4AS-Substrats VirF sind bereits die C-terminalen 19 
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Aminosäuren hinreichend für eine Translokation über das T4AS-System von A. tumefaciens 

(Vergunst et al., 2005). RalF („Recruitment of Arf1 to Legionella phagosome“), das erste 

identifizierte T4BS-Substrat, besitzt ein funktionales Translokationssignal in den C-terminalen 

20 Aminosäuren (Nagai et al., 2005). In vergangenen Studien wurde versucht das T4-

Translokationssignal zu charakterisieren, jedoch konnte keine generelle Konsensusequenz 

von den bekannten Translokationssignalen abgeleitet werden (Burstein et al., 2009, Lifshitz et 

al., 2013, Zhu et al., 2011). Allerdings wurden, wie im Fall von T3S-Signalen, 

Gemeinsamkeiten in der Aminosäurekomposition festgestellt. Am häufigsten wurden in 

Translokationssignalen von T4AS- und T4BS-Substraten Glutaminsäure und Serin 

vorgefunden, während Tryptophan und Cystein selten oder gar nicht vertreten waren (Wang 

et al., 2014). Betrachtet man die Translokationssignale von T4AS- und T4BS-Substraten 

getrennt, können jedoch auch Unterschiede in der Aminosäurekomposition festgestellt 

werden. So weisen Translokationssignale von T4AS-Substraten vermehrt positiv geladene 

Arginin-reiche Regionen in den C-terminalen 30 Aminosäuren auf (Vergunst et al., 2005). In 

den C-terminalen 20 Aminosäuren von T4BS-Substraten sind dagegen verstärkt hydrophobe 

Aminosäuren (Prolin, Phenylalanin) (Nagai et al., 2005), sowie kleine, polare, positiv geladene 

Aminosäuren (Alanin, Serin, Threonin) bzw. Glutaminsäure vorhanden  

(Kubori et al., 2008). Die genauen molekularen Mechanismen, die der Erkennung von C-

terminalen Translokationssignalen unterliegen müssen noch aufgeklärt werden.  

Einige T4-Effektoren weisen ein zweiteiliges Translokationssignal auf. Dies wurde 

beispielsweise für Bartonella-Effektorproteine (Bep) beschrieben. Dabei bildet ein positiv 

geladener C-terminaler Proteinbereich zusammen mit einer oder mehrerer BID („Bep 

intracellular delivery“)-Domänen im Zentrum des Proteins ein funktionales Translokations-

signal (Schulein et al., 2005). Seltenerweise enthalten einige T4-Effektorproteine, wie 

beispielsweise BPE123 von Brucella abortus oder DotA von L. pneumophila, ein N-terminales 

Sec-Signal, wodurch höchstwahrscheinlich der Export der Proteine zunächst über das Sec-

System in das Periplasma und von dort aus mit Hilfe des T4S-Systems über die äußere 

Membran des Bakteriums erfolgt (Marchesini et al., 2011, Nagai und Roy 2001).  

 

Die Kopplungsproteine und T4S-Chaperone von T4S-Systemen 

Für die effiziente Translokation benötigen T4S-Substrate, neben dem Translokationssignal, 

zusätzlich das Kopplungsprotein und/oder spezifische T4S-Chaperone. T4S-Chaperone 

weisen analoge Eigenschaften und Funktionen, wie T3S-Chaperone auf (Kubori und Nagai 

2016, Zechner et al., 2012). Beispielsweise verhindert das Chaperon VirE1 von 

A. tumefaciens, die Oligomerisierung und Aggregation des Effektorproteins VirE2 und 

ermöglicht die Bindung von VirE2 an das Kopplungsprotein VirD4 (Dym et al., 2008). Die 

Bindung eines T4AS-Substrats zum Kopplungsprotein VirD4 kann über das C-terminale 

Translokationssignal oder über ein oder mehrere interne Signale erfolgen  

(Christie et al., 2014). Das Kopplungsprotein bindet Substrate und überträgt diese im 

Anschluss weiter an den Translokationsapparat (Alvarez-Martinez und Christie 2009). 
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Die Translokation von einer Vielzahl der über 330 T4BS-Substrate von L. penumophila ist 

abhängig von einem cytoplasmatischen Chaperon-Komplex, bestehend aus den Proteinen 

IcmS und IcmW (Cambronne und Roy 2007, Ninio et al., 2005). T4BS-Substrate, die für eine 

effiziente Translokation das T4S-Chaperon IcmS und/oder IcmW benötigen, besitzen in der 

Regel neben dem C-terminalen Translokationssignal, ein internes Signal, das für die Bindung 

von IcmS und/oder IcmW wichtig ist. So hängt die effiziente Translokation der Legionella-

Effektoren SidG und SdeA von der Bindung zum Chaperon-Komplex IcmS-IcmW ab  

(Bardill et al., 2005, Ninio et al., 2005). Eine detaillierte Studie zu SidG zeigte, dass der 

Chaperon-Komplex am internen Signal von SidG bindet, wodurch möglicherweise eine 

Konformationsänderung im Protein zustande kommt, die wiederum die Erkennung des C-

terminalen Translokationssignals durch das T4BS-System ermöglicht (Cambronne und  

Roy 2007). Die genaue Rolle von IcmS und IcmW ist nicht geklärt, jedoch wird vermutet, dass 

der Chaperon-Komplex an der Entfaltung der Substrate während des Transports beteiligt ist 

(Amyot et al., 2013, Cambronne und Roy 2007, Sutherland et al., 2012). IcmS und IcmW 

interagieren vermutlich mit dem Kopplungsproteinkomplex (IcmO-IcmP-IcmJ)  

(Sutherland et al., 2012). Eine Mutation in der CBD von IcmO führte zu einer reduzierten 

Translokation von  IcmS-IcmW-abhängigen T4BS-Substraten (u. a. SedA), während die 

Translokation von IcmS-IcmW-unabhängigen T4BS-Substraten (u. a. RalF) unbeeinflusst 

blieb (Sutherland et al., 2012). Die Daten ließen vermuten, dass der Chaperon-Komplex IcmS-

IcmW als eine Art Erkennungssignal dient, um spezifische T4BS-Substrate zum 

Kopplungsprotein IcmO zu transportieren oder zu präsentieren. 

 

1.4 Das phytopathogene Bakterium Xanthomonas 

 

Die Gattung Xanthomonas gehört zur Familie der Xanthomonadaceae und beinhaltet 27 

Spezies, die eine Vielzahl an Krankheiten (u. a. Fleckenkrankheit, Adernschwärze, Zitruskrebs 

oder Streifenkrankheit) in mindestens 124 monokotyledonen und 268 dikotyledonen 

Pflanzenspezies auslöst (Hayward 1993, Leyns et al., 1984, Ryan et al., 2011). Je nach 

Wirtsspektrum werden die Xanthomonas-Spezies in verschiedene Pathovare (pv.) eingeteilt.  

 

1.4.1 Der Modellorganismus Xanthomonas campestris pv. vesicatoria  

 

Eines der Pathovare zum Studium der Interaktion zwischen Pflanzen und phytopathogenen 

Bakterien ist das Gram-negative, stäbchenförmige Bakterium Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria (Xcv), welches der Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit auf Paprika- 

(Capsicum annuum) und Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicum) ist (Abbildung 1.3)  

(Jones et al., 2004). Xcv tritt über Öffnungen, wie Stomata oder Verwundungsstellen in den 

Apoplasten der Pflanzenzelle ein. Über das T3S-System wird ein „Cocktail“ von mindestens 

30 Effektorproteinen in das Cytoplasma der Pflanzenzelle transloziert, wodurch eine weitere 

lokale Vermehrung des Bakteriums im Interzellularraum ermöglicht wird.  
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In suszeptiblen Paprikapflanzen führt die erfolgreiche Infektion zur Ausbildung sogenannter 

wässriger Läsionen, welche im weiteren Infektionsverlauf nekrotisch werden (Abbildung 1.3 E 

und F). In resistenten Pflanzen hingegen können spezifische Effektorproteine, sogenannte 

Avirulenz (Avr)-Proteine durch pflanzliche Resistenzproteine oder Resistenz-Gene (R-Gene) 

direkt oder indirekt erkannt werden, was in Folge häufig zu einer hypersensitiven Reaktion 

(HR) führt (Flor 1971, Greenberg und Yao 2004, Jones und Dangl 2006). Bei der HR handelt 

es sich um eine schnelle lokale Zelltodreaktion, welche eine weitere Vermehrung der Bakterien 

verhindert (Klement 1982). Im Labor kann eine solche HR-Reaktion durch die Verwendung 

hoher bakterieller Dichten sichtbar gemacht werden (Abbildung 1.3 G und H).  

 

 
Abbildung 1.3 Bakterielle Fleckenkrankheit auf Paprika- und Tomatenpflanzen verursacht durch Xcv.  
Eine Infektion von Xcv führt zu braunen, nekrotischen Flecken auf Paprikafrüchten (A) und –blättern (B) sowie 
Tomatenfrüchten (C) und –blättern (D). Die Infiltration von hohen bakteriellen Dichten von Xcv führt in Blättern 
suszeptibler Paprikapflanzen zu wässrigen Läsionen (E), welche im weiteren Infektionsverlauf nekrotisch  werden 
(H) (Laborphänotyp). In Blättern resistenter Paprikapflanzen kommt es zu einer Erkennung der Bakterien, wodurch 
eine hypersensitive Reaktion (HR) ausgelöst wird (G). Zur besseren Visualisierung der HR können die Blätter in 
Ethanol entfärbt werden (H). Quellen: A) http://epakag.ucdavis.edu/vegetables/Pepper; B - D) Jens Hausner und 
Felix Scheibner. 

 

1.4.2 Effektorproteine von Xcv 

 

Effektorproteine von Xcv können in zwei Gruppen eingeteilt werden. Zum einen die 

sogenannten „Xanthomonas outer proteins“ (Xop) und zum anderen Avr-Proteine. Dabei sind 

die Funktionen individueller Effektoren sehr unterschiedlich. Die Effektorproteine XopJ und 

AvrBsT sind beispielsweise an der Unterdrückung der pflanzlichen Abwehr beteiligt, in dem 

sie Zellwand-assoziierte Abwehrreaktionen und die ETI („effector triggered immunity“) 

inhibieren (Bartetzko et al., 2009, Szczesny et al., 2010). Bei der ETI werden spezifische 

Effektorproteine eines Pathogens in der Pflanze erkannt, was häufig zu einer HR an der 

Infektionsstelle führt (Jones und Dangl 2006). XopB und XopS von Xcv fördern u. a. die 

Ausbildung von Krankheitssymptomen sowie das bakterielle Wachstum  

(Schulze et al., 2012). Zusätzlich wurde für XopB eine Inhibierung des intrazellulären 

Vesikeltransports beschrieben (Schulze et al., 2012).  

Effektoren können aber auch die pflanzliche Genexpression aktivieren, wie es für das Avr-

Protein AvrBs3 gezeigt wurde. AvrBs3 aus Xcv ist der Vertreter der gleichnamigen Protein-

Familie und gehört zu den TAL („transcritption activator-like“)-Effektoren, die hauptsächlich in 
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der Gattung Xanthomonas vorkommen und als Transkriptionsaktivatoren pflanzlicher Gene 

fungieren (Boch und Bonas 2010). Homologe TAL-Effektoren wurden in  

Ralstonia solanacearum und Burkholderia rhizoxinica nachgewiesen (Boch et al., 2014). 

AvrBs3 besitzt ein N-terminales T3S- und Translokationssignal (Noël et al., 2003). Zentral im 

Protein befindet sich die für TAL-Effektoren typische sogenannte „repeat“- oder DNA-

Binderegion-Region. Dabei handelt es sich um ein 17,5 mal sich wiederholendes fast 

identisches 34 Aminosäuren langes Sequenzmotiv (Boch und Bonas 2010). In der C-

terminalen Region von AvrBs3 befinden sich zwei Kernlokalisierungssignale sowie eine 

Aktivierungsdomäne, die vermutlich notwendig für eine transkriptionelle Aktivierung der 

Zielgene ist (Szurek et al., 2001). Nach der Translokation über das T3S-System in die 

Wirtszelle dimerisiert AvrBs3 und wird durch die Bindung von Importin  zusammen mit 

Importin  in den Zellkern transportiert (Gürlebeck et al., 2005, Szurek et al., 2001). Im Zellkern 

bindet AvrBs3 an spezfiische DNA-Sequenzen, sogenannten UPA („upregulated by AvrBs3“)-

Boxen und kann dabei mehr als 20 UPA-Gene induzieren (Kay et al., 2009, Marois et al., 

2002). Interessanterweise kann AvrBs3 auch die Promotor-Region des R-Gens Bs3 („bacterial 

spot resistance gene 3“) binden und aktivieren, was in der Folge zu einer HR in der 

Pflanzenzelle führt (Römer et al., 2007). Die genauen molekularen Mechanismen, die zu einer 

AvrBs3-spezifischen HR führen, sind derzeit nicht bekannt. Die pflanzliche Genexpression 

kann auch von Xops beeinflusst werden. So wurde gezeigt, dass XopD Abwehr- und 

Seneszenz-assoziierte Gene von Xcv negativ reguliert (Kim et al., 2008).  

 

1.4.3 Xcv kodiert ein T3S- und zwei putative T4S-Systeme 

 

Xcv besitzt ein 5,17 Mb großes zirkuläres Chromosom, sowie die vier Plasmide pXCV183, 

pXCV19, pXCV2 und pXCV38 (Thieme et al., 2005). Die Genomsequenz des 85-10-Stammes 

zeigte, dass Gene aller bisher beschriebenen Sekretionssysteme von Gram-negativen 

Bakterien vorzufinden sind.  

 

Das putative T4AS-System 

Auf dem Plasmid pXCV38 sind neun Gene identifiziert wurden, die Komponenten eines 

möglichen T4S-Systems kodieren, das Homologien zum VirB/VirD4-T4S-System (T4AS-

System) von A. tumefaciens aufweist (Thieme et al., 2005). Ein weiteres Gen, was vermutlich 

diesem System angehört, wurde auf dem Chromosom lokalisiert, sodass insgesamt 10 der 12 

beschriebenen Komponenten des T4AS-Systems in Xcv vorhanden sind (Abbildung 1.3). Die 

Gene virB3 und virB7 sind nicht im Stamm Xcv 85-10 vorhanden. In X. axonopodis pv. citri,  

X. campestris pv. campestris, X. albilineans, X. campestris pv. vasculorum, X. campestris pv. 

musacearum und Stenotrophomonas maltophilia ist VirB7 dagegen vorzufinden. 
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Abbildung 1.3. Schematische Übersicht über Gene, die Komponenten eines möglichen T4AS-Systems im 
Stamm 85-10 von Xcv kodieren. 

Das Plasmid pXCV38 enthält neun der 12 aus der Literatur bekannten Gene, die Komponenten eines möglichen 
T4AS-Systems kodieren könnten. Auf dem Chromosom ist das Zehnte Gen (virD4) sowie vier Kopien von virB6, 
jeweils eine Kopie von virB8 und virB9 sowie die Regulatoren virA und virG vorzufinden. Die Histidinkinase VirA 
und der cytoplasmatische „response“-Regulator VirG regulieren die Expression der vir-Gene von A. tumefaciens 
(Hwang et al., 2015). Größe und Richtung eines Leserasters sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die in dieser 

Arbeit deletierten Gene sind durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die Farben entsprechen den 
vorhergesagten möglichen Funktionen der Genprodukte: orange – peptidoglykanspaltende Transglycosylase, 
rot – ATPasen (virD4 kodiert das Kopplungsprotein),  lila – kernkomplexbildende Proteine des T4AS-Systems, 
grün – substratkanalbildende Proteine, blau – extrazellulärer Pilus, gelb – 2-Komponenten „response“ 
Regulatoren, grau – hypothetische Proteine. 0034 = XCVc0034, 2146 = XCV2146, 2809 = XCV2809. Die Gene 
virB3 und virB7 sind im Stamm 85-10 nicht vorhanden. 
 

 

Das putative T4BS-System 

Interessanterweise wurde auf dem größten der vier Plasmide (pXCV183) von Xcv ein zweites 

putatives T4S-System identifiziert (Thieme et al., 2005). Dieses weist starke Ähnlichkeiten zum 

Dot/Icm-T4S-System (T4BS-System) von den humanpathogenen Bakterien L. pneumophila 

und C. burnetii auf. In Xcv wurden dabei 15 der insgesamt 27 bisher beschriebenen Gene 

identifiziert (Abbildung 1.4). 

Die Gene icmF, icmH, icmN, icmQ, icmR, icmS, icmV, icmW, icmX, dotJ, dotP und dotV sind 

nicht im Stamm Xcv 85-10 vorhanden. Ein orthologes Protein zum T4S-Chaperon IcmW stellt 

in Xcv möglicherweise XCVd0028 dar (Nagai und Kubori 2011).  

Ob und welchen Einfluss die T4S-Systeme in Xcv haben könnten ist bisher nicht bekannt. 
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Abbildung 1.4 Schematische Übersicht über Gene, die Komponenten eines möglichen T4BS-Systems im 
Stamm 85-10 von Xcv kodieren. 
Die Gene des putativen T4BS-Systems von Xcv sind auf vier Regionen auf dem Plasmid pXCV183 verteilt. In 
Region 1 befinden sich die Gene dotB - dotD sowie icmT. dotA ist zusammen mit XCVd0028 (= 0028), dessen 
Genprodukt Ähnlichkeiten zu dem Chaperon IcmW aufweist, in Region 2 zu finden. Die zwei Gene icmO und icmP 
liegen in Region 3. Region 4 beherbergt die Gene icmB, icmC, icmE, icmG sowie icmJ - icmL. Größe und Richtung 
eines Leserasters sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. In dieser Arbeit deletierte Gene sind durch eine 
gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die Farben entsprechen den vorhergesagten möglichen Funktionen der 
Genprodukte: lila – mögliche kernkomplexbildende Proteine des T4BS-Systems, rot – mögliche ATPasen,  
weiß – Proteine mit unbekannter Funktion/Lage, braun – mögliche Untereinheiten eines Kopplungsprotein-
komplexes mit ATPase-Funktion, grün – mögliche Strukturkomponenten, welche an der inneren Bakterien-
membran lokalisiert sind, grau – hypothetische Proteine. Weitere Hypothetische Gene sind XCVd0029 = 0029, 
XCVd0038 = 0038, XCVd0039 = 0039, XCVd0040 = 0040, XCVd0042 = 0042, XCVd0044=0044, 
XCVd0045 = 0045, XCVd0163 = 0163, XCVd0165 = 0165. Im Stamm 85-10 fehlende Gene des Dot/Icm-Systems 
sind im Text beschrieben. 
 

Ein chromosomales Gencluster kodiert das T3S-System von Xcv 

Das T3S-System von Xcv wird durch ein ca. 23 Kb großes „hypersensitive response and 

pathogenicity“-Gencluster (hrp-Gencluster) kodiert (Bonas et al., 1991). Acht Transkritptions-

einheiten mit insgesamt 25 Genen kodieren die strukturellen Komponenten sowie die 

Kontrollproteine und ein Effektorprotein des T3S-Systems (Büttner und Bonas 2002,  

Büttner et al., 2007, Fenselau und Bonas 1995, Rossier et al., 2000, Weber et al., 2007). Die 

hrp-Gene sind essentiell für die Pathogenität von Xcv. 11 der 25 hrp-Gene sind in tier- und/oder 

pflanzenpathogenen Bakterien konserviert und wurden deshalb als hrc-Gene („hrp-

conserved“) bezeichnet und kodieren vermutlich essentielle Komponenten des Basalkörpers 

(He et al., 2004). Neben den hrp- und hrc-Genen sind im hrp-Gencluster sogenannte hpa-

Gene kodiert („hrp-associated“), welche einen positiven Einfluss auf die Virulenz von Xcv 

haben, jedoch nicht essentiell für die Interaktion mit der Wirtspflanze sind  

(Büttner et al., 2004, Büttner et al., 2006, Huguet et al., 1998, Lorenz et al., 2008b,  

Lorenz et al., 2008a). Ein Überblick über die hrp-Gene und deren Funktion ist in Tabelle 1.1 

dargestellt.  
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Exprimiert werden die hrp-Gene nach dem Kontakt mit der pflanzlichen Wirtszelle oder durch 

die Anzucht der Bakterien in einem spezifischen Minimalmedium, durch die Transkriptions-

regulatoren HrpG und HrpX (Schulte und Bonas 1992, Wengelnik und Bonas 1996c, 

Wengelnik et al., 1996a). Es wird spekuliert, dass die Aktivierung von HrpG auf Grund einer 

Phosphorylierung des Proteins durch die Sensorkinase HpaS initiiert werden könnte, wie es 

für X. campestris pv. campestris vermutet wird (Li et al., 2014). Das zur OmpR-Familie 

gehörende Protein HrpG aktiviert wiederum die Expression hrpA sowie hrpX  

(Wengelnik et al., 1996a). Der zur AraC-Familie gehörende Transkriptionsaktivator HrpX 

induziert die hrp-Operone hrpB bis hrpF (Wengelnik et al., 1996b). 

 

Tabelle 1.1 hrp-Gene und deren mögliche Funktion in Xcv. 

Operon Gen Vorhergesagte Funktion Referenz 

hrpA hrcC Sekretin (Hausner et al., 2013, Wengelnik et al., 1996b) 

hrpB hrcJ IM-Komponente (Rossier et al., 2000) 
 hrcL Regulator der ATPase (Lorenz und Büttner 2009) 
 hrcN ATPase (Lorenz und Büttner 2009) 
 hrcT Unbekannte Funktion (Berger et al., 2010) 
 hrpB2 Putative „inner rod“-Komponente (Hausner et al., 2013, Lorenz et al., 2008a, 

Rossier et al., 2000) 

 hrpB1 Putative „inner rod“-Komponente (Hausner et al., 2013, Rossier et al., 2000) 
 hrpB4 Putatives IM-Protein (Fenselau und Bonas 1995) 
 hrpB7 Unbekannte Funktion (Fenselau und Bonas 1995) 

hrpC hrcU Exportapparat, Substratbindung (Berger et al., 2010, Hartmann und Büttner 
2013, Lorenz und Büttner 2009) 

 hrcV Exportapparat, Substratbindung (Berger et al., 2010, Büttner et al., 2006, 
Hartmann und Büttner 2013, Lorenz et al., 
2012) 

 hpaC T3S4-Kontrollprotein (Lorenz et al., 2008a, Schulz und Büttner 2011) 

hrpD hrcQ Putativer C-Ring, Substratbindung (Lorenz et al., 2012) 
 hrcR IM-Komponente (Berger et al., 2010) 
 hrcS IM-Komponente (Berger et al., 2010) 
 hpaA T3S-Kontrollprotein und Effektorprotein (Lorenz et al., 2008b) 

hrpE hrcD IM-Komponente (Berger et al., 2010) 
 hrpD6 Unbekannte Funktion (Huguet et al., 1998) 
 hrpE Pilusprotein (Weber und Koebnik 2005) 

hpaB hpaB T3S-Chaperon (Büttner et al., 2004, Büttner et al., 2006) 
 hpaE Unbekannte Funktion (Büttner et al., 2007) 

xopF1 xopF1 Effektorprotein (Büttner et al., 2006, Büttner et al., 2007) 
 hpaI Unbekannte Funktion (Büttner et al., 2007) 
 hpaD Unbekannte Funktion (Büttner et al., 2007) 

hrpF hrpF Translokonprotein (Büttner et al., 2002) 

 

1.4.4 Achtung Kontrolle: Checkpoints in der T3S und Translokation  

 

Checkpoint 1: Substrat-Bindestellen des T3S-Systems und das „inner rod“-Protein 

Der Exportapparat des T3S-Systems bildet vermutlich einen Exportkanal aus, wodurch der 

Transport von T3S-Komponenten und -Substraten über die IM ermöglicht wird  

(Büttner 2012). Als Teil des Basalapparates bilden Komponenten des Exportapparates, wie 

u. a. HrcU und HrcV, vermutlich wichtige Bindestellen für T3S-Substrate von Xcv  

(Berger et al., 2010). Miglieder der SctU- und SctV-Familie von fT3S-Systemen aus 

tierpathogenen Bakterien enthalten zwei cytoplasmatische Domänen, die an der Erkennung 
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von T3S-Substraten beteiligt sind (Bange et al., 2010, Minamino et al., 2012, Minamino und 

Macnab 2000, Minamino und MacNab 2000). In Übereinstimmung damit, wurde für das IM-

Protein HrcV gezeigt, dass die cytoplasmatische Domäne (HrcVC) mit HrpB2 sowie mit dem 

Pilusprotein HrpE und Effektorproteinen interagiert (Hartmann und Büttner 2013). Die 

cytoplasmatische Domäne von HrcU (HrcUC) interagiert ebenfalls mit HrpB2, jedoch nicht mit 

Pilus- und Effektorproteinen (Lorenz et al., 2008a). HrpB2 wird durch das T3S-System 

sekretiert und ist essentiell für die Pilusassemblierung in Xcv (Lorenz et al., 2008a,  

Rossier et al., 2000). Es wird daher vermutet, dass HrpB2 eines der ersten Substrate ist, 

welches das T3S-System durchquert (Rossier et al., 2000). Fraktionierungsstudien haben 

gezeigt, dass HrpB2 im bakteriellen Periplasma sowie der äußeren Membran lokalisiert 

(Hartmann et al., 2012). Außerdem enthält HrpB2 in der C-terminalen Region ein konserviertes 

Aminosäuremotiv, das in vorhergesagten „inner rod“-Proteinen von tierpathogenen Bakterien 

vorkommt, wodurch insgesamt geschlussfolgert wurde, dass HrpB2 möglicherweise das „inner 

rod“-Protein in Xcv sein könnte (Hartmann et al., 2012). Im Gegensatz zu den „frühen“ 

Substraten, wie HrpB2 und HrpE, werden Translokonproteine als „mittlere“ und 

Effektorproteine als „späte“ Substrate bezeichnet, da diese Proteine erst sekretiert werden 

können, nachdem die „inner rod“-Struktur und der Pilus (und im Fall von Effektorproteinen das 

Translokon) aufgebaut wurden. HrpF bildet in Xcv wahrscheinlich das Translokon aus, da es 

essentiell für die Pathogenität des Bakteriums, aber entbehrlich  

für die T3S ist (Büttner et al., 2002). Außerdem besitzt HrpF die Fähigkeit zur Bildung von 

Poren in Lipiddoppelmembranen und verfügt über zwei Transmembranenbereiche  

(Büttner et al., 2002). 

 

Checkpoint 2: Der Substratwechsel 

Da der Zusammenbau des T3S-Systems wahrscheinlich schrittweise erfolgt, wird vermutet, 

dass es einen Wechsel in der Substratspezifität von „frühen“ zu „späten“ Substraten gibt 

(Büttner 2012, Lorenz et al., 2008a). In Xcv wird der Substratspezifitätswechsel durch das 

T3S4 („type III secretion substrate specificity switch protein“)-Protein HpaC kontrolliert, dass 

mit der cytoplasmatischen Domäne von HrcU interagiert und eine Konformationsänderung in 

HrcUC herbeiführt (Lorenz et al., 2008a, Schulz und Büttner 2011). HpaC, das mit HrpB2 

interagiert, unterdrückt die effiziente Sekretion des putativen „inner rod“-Proteins HrpB2 und 

fördert die Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen (Büttner et al., 2006,  

Lorenz et al., 2008a). Da sowohl HrpB2 als auch HpaC vermutlich am NPTH-Motiv mit HrcU 

interagieren, konkurrieren HrpB2 und HpaC möglicherweise um die gleiche Bindestelle von 

HrcUC (Lorenz und Büttner 2011). Das NPTH-Motiv von HrcUC wird vermutlich zwischen dem 

Asparagin und Prolin gespalten (Lorenz und Büttner 2011). Nach der Bindung des T3S4-

Proteins HpaC an HrcUC führt die Spaltung und/oder die Konformationsänderung in HrcU 

möglicherweise zur Initiierung des Substratwechsels (Büttner 2012, Hausner und Büttner 

2014). So konnte gezeigt werden, dass die Spaltung von HrcU die Pathogenität  

von Xcv und die Sekretion von Translokonproteinen sowie Effektorproteinen  
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(„mittlere“ und „späte“ Substrate) fördert, während die Sekretion von HrpB2 („frühes“ Substrat) 

unbeeinflusst war (Lorenz und Büttner 2011). Es wurde geschlussfolgert, dass HrpB2 vor der 

Spaltung von HrcU sekretiert wird (Lorenz und Büttner 2011).  

 

Checkpoint 3: Die Hpa-Proteine - Kontrollproteine der T3S und Translokation 

Für die effiziente Sekretion und Translokation von Effektorproteinen werden die 

Kontrollproteine HpaA, HpaB und HpaC benötigt (Büttner et al., 2004, Lorenz et al., 2008b, 

Lorenz et al., 2008a). Dabei bindet das Regulatorprotein HpaA zunächst an das T3S-

Chaperon HpaB und verhindert damit wahrscheinlich eine Blockierung des T3S-Systems, 

sodass Translokonproteine zum T3S-Apparat gelangen können (Abbildung 1.4)  

(Lorenz et al., 2008b). Als kleines (18 kDa), saures und Leucin-reiches Protein weist HpaB 

typische Eigenschaften von T3S-Chaperonen auf (Feldman und Cornelis 2003) und trägt 

zudem zur Virulenz von Xcv bei (Büttner et al., 2004). Nachdem das T3S-System vollständig 

aufgebaut ist, erfolgt der Wechsel von „frühen“ Substraten („inner rod“- und Pilus-Proteine) 

und „mittleren“ Substraten (Translokonproteine) zu „späten“ Substraten (Effektorproteine). 

Entscheidend ist dafür wahrscheinlich die Sekretion und Translokation von HpaA in die 

Wirtszelle, wodurch HpaB „befreit“ wird und das Chaperon somit die effiziente Sekretion und 

Translokation von Effektorproteinen fördern kann (Abbildung 1.4) (Büttner et al., 2006, Lorenz 

et al., 2008b). HpaA übt damit die Funktion als T3-Kontrollprotein und als Effektorprotein aus, 

wobei die genaue Funktion von HpaA in der Wirtszelle noch nicht bekannt ist  

(Lorenz et al., 2008b).  

In Übereinstimmung mit der beschriebenen Funktion von HpaB, werden in einer hpaB-

Deletionsmutante Effektoren reduziert sekretiert und transloziert (Abbildung 1.4)  

(Büttner et al., 2004). Das putative Translokonprotein HrpF und XopA werden jedoch in 

Abwesenheit von HpaB transloziert (Büttner et al., 2004). XopA könnte eine weitere 

Komponente des Translokons darstellen, da das Protein für die T3S entbehrlich, für die 

vollständige Virulenz und Avirulenz von Xcv jedoch benötigt wird (Noël et al., 2002). 

Sekretionsstudien mit einer hpaA-Mutante zeigten, dass im Vergleich zum Wildtypstamm  

die Sekretion von Effektoren sowie Pilus- und Translokonproteinen reduziert ist  

(Lorenz et al., 2008b). Es wird vermutet, dass in diesem Fall HpaB die effiziente Sekretion 

verhindert, indem es mit Komponenten des T3S-Apparates interagiert und so den Export durch 

das T3S-System blockiert (Abbildung 1.4) (Lorenz et al., 2008b).  

In einer hpaC-Mutante wird das „inner rod“-Protein HrpB2 übersekretiert und kann 

wahrscheinlich auch transloziert werden, wohingegen die Sekretion von Translokon- und 

Effektorproteinen beeinträchtigt ist (Abbildung 1.4) (Hausner und Büttner 2014,  

Lorenz et al., 2008a). Die Analysen mit verschiedenen Hpa-Mutanten haben gezeigt, welches 

komplexe Zusammenspiel nötig ist, um eine effiziente Sekretion und/oder Translokation von 

T3S-Substraten zu gewährleisten. Zudem deutet sich an, dass neben Effektorproteinen auch 

Nicht-Effektorproteine, wie das putative „inner rod“-Protein HrpB2 und die putativen 

Translokonproteine HrpF und XopA ein Translokationssignal besitzen. 
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Checkpoint 4: T3S- und Translokationssignale in T3S-Substraten 

Damit Proteine über das T3S-System sekretiert oder transloziert werden können, benötigen 

diese ein T3S- und/oder Translokationssignal. In der Regel befindet sich das T3S-Signal in 

den N-terminalen 20 - 30 Aminosäuren und das Translokationssignal in den N-terminalen 

50 - 100 Aminosäuren eines Proteins (Büttner 2012). Für AvrBs3, HpaA sowie einigen Xop-

Effektoren aus Xcv wurde bereits die Wichtigkeit der N-terminalen Proteinregion sowie der 

Einfluss des T3S-Chaperons HpaB auf die Translokation nachgewiesen (Tabelle 1.2)  

(Büttner et al., 2004, Büttner et al., 2006, Lorenz et al., 2008b, Noël et al., 2003,  

Schulze et al., 2012, Thieme et al., 2007). Im Fall der Nicht-Effektorproteine HrpB2, HrpF und 

XopA wurde neben dem T3S-Signal ebenfalls ein Translokationssignal im N-terminalen 

Bereich der Proteine identifiziert (Büttner et al., 2004, Hausner und Büttner 2014). Die 

molekularen Grundlagen, welche eine spezifische Export-Hierarchie von T3S-Substraten 

ermöglichen, sowie die Rolle des T3S- und Translokationssignals sind jedoch nicht vollständig 

verstanden (Stamm und Goldberg 2011).  

 

 

Abbildung 1.4 T3-Kontrollproteine koordinieren den Export von T3S-Substraten. 
Wildtyp: Nach dem Aufbau des T3S-Systems (Basalapparat, „inner rod“, Pilus) und dem ersten 

Substratspezifitätswechsel, wird die effiziente Sekretion des „inner rod“-Proteins HrpB2 durch das T3S4-Protein 
HpaC unterdrückt. Nach der Sekretion von Translokonproteinen (T) bindet das T3S-Chaperon HpaB das Regulator- 
und Effektorprotein HpaA. Durch einen noch unbekannten Mechanismus wird die Sekretion und Translokation von 
HpaA initiiert. Durch die Translokation von HpaA wird HpaB „befreit“ und kann spezifisch an Effektorproteine (E) 
binden und die Sekretion und Translokation dieser fördern kann. ΔhpaA: In Abwesenheit von HpaA blockiert HpaB 

wahrscheinlich den T3S-Apparat, in dem es an Komponenten des T3S-Systems bindet. Dies hat zur Folge, dass 
die effiziente Sekretion von Pilus, Translokon und Effektorproteinen supprimiert wird. ΔhpaB: In einer hpaB-

Mutante werden Effektoren reduziert sekretiert und transloziert. Interessanterweise werden ohne das 
Kontrollprotein HpaB die Translokonproteine HrpF und XopA sekretiert und auch in die Wirtszelle transloziert. 
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass HrpF und XopA ein funktionales Translokationssignal enthalten. 
ΔhpaC: Fehlt das T3S4-Protein HpaC werden Translokon- und Effektorproteine reduziert sekretiert. Gleichzeitig 

wird jedoch das „inner rod“-Protein HrpB2 verstärkt sekretiert und in die Pflanzenzelle transloziert. Somit ist HrpB2, 
neben HrpF und XopA, ein weiteres Nicht-Effektorprotein mit einem funktionalen Translokationssignal. Gestrichelte 
Pfeile deuten eine reduzierte Sekretion und/oder Translokation an. Cyt: Cytoplasma; PM: Plasmamembran; ZW: 
Zellwand; ÄM: äußere Membran; PP: Periplasma; IM: innere Membran. Abbildung modifiziert nach (Büttner 2012). 
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Tabelle 1.2 T3S- und Translokationssignale in T3S-Substraten von Xcv sowie der Einfluss des T3S-
Chaperons HpaB auf den Export der Proteine. 

T3S-Substrat Translokationssignal1 Translokation2 Referenz 
  Wildtyp ΔhpaB  

AvrBs1 unbekannt + +/- (Szczesny et al., 2010) 

AvrBsT unbekannt + +/- (Szczesny et al., 2010) 
AvrBs3 1 - 200 + +/- (Büttner et al., 2006) 
XopB 1 - 177 + +/- (Schulze et al., 2012) 
XopC 1 - 200 + +/- (Büttner et al., 2006, Noël et al., 2003) 

XopE1 1 - 135 + n. a. (Thieme et al., 2007) 
XopE2 1 - 150 + n. a. (Thieme et al., 2007) 
XopF1 1 - 200 + - (Büttner et al., 2007) 
XopG 1 - 100 + +/- (Schulze et al., 2012) 

XopI 1 - 140 + +/- (Schulze et al., 2012) 
XopJ 1 - 155 + - (Büttner et al., 2006, Noël et al., 2003) 
XopK 1 - 74 + +/- (Schulze et al., 2012) 
XopM 1 - 520 + +/- (Schulze et al., 2012) 

XopR 1 - 152 + - (Schulze et al., 2012) 
XopS 1 - 157 + - (Schulze et al., 2012) 
XopV 1 - 148 + +/- (Schulze et al., 2012) 
HpaA 1 - 72 + +/- (Lorenz et al., 2008b) 

HrpF 1 - 200 - + (Büttner et al., 2004) 
XopA 1 - 51 - + (Büttner et al., 2004) 
HrpB2 1 - 76 - +3 (Hausner und Büttner 2014) 

1Für die Identifizierung eines Translokationssignals waren die dargestellten Aminosäurebereiche eines T3S-
Substrats in translationaler Fusion mit einem Reporterprotein notwendig. Das Translokationssignal des jeweiligen 
T3S-Substrats vermittelte die Translokation des Reporterproteins in die Pflanzenzelle. Im Fall von AvrBs1 und 
AvrBsT ist das Volllängenprotein in translationaler Fusion mit dem Reporterprotein gemeint. 
2Die erfolgreiche Translokation eines Fusionsproteins ging mit einer HR im Pflanzengewebe einher, die durch das 
Reporterprotein ausgelöst wurde. +, HR (Translokation); +/-, reduzierte HR im Vergleich zum Wildtyp (reduzierte 
Translokation); -, keine sichtbare HR (keine detektierbare Translokation); n. a., nicht analysiert. 
3Die Translokation von HrpB2 in translationaler Fusion mit dem Reporterprotein wurde in einer hpaC-Mutante 
analysiert. 
 

1.5 Zielstellung 

 

In vorangegangenen Arbeiten wurde für einige T3S-Substrate von Xcv die Wichtigkeit der N-

terminalen Region für die T3-abhängige Sekretion und Translokation nachgewiesen (siehe 

Tabelle 1.2). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die T3-Kontrollproteine HpaA, HpaB und 

HpaC den Export von T3S-Substraten beeinflussen. Ein Ziel dieser Arbeit bestand in der 

Identifizierung von minimalen T3S- und Translokationssignalen in dem Effektorprotein AvrBs3 

sowie der Nicht-Effektorproteine XopA und HrpB2 mit Hilfe von in vitro-Sekretionsstudien und 

Reporter-basierten in vivo-Translokationsstudien. Die Ergebnisse der Reporter-basierten 

Experimente sollten zudem Aufschluss darüber geben, ob T3S- und Translokationssignale 

gemeinsam oder getrennt voneinander im Protein vorliegen. Außerdem sollte der Einfluss von 

Kontrollproteinen auf den Export von Fusionsproteinen zwischen Effektor- und Nicht-

Effektorproteinen mit verschiedenen Reporterproteinen über das T3S-System untersucht 

werden.  

Xcv ist das erste pflanzenpathogene Bakterium, welches Gene für zwei putative T4S-Systeme 

besitzt. Ob das identifizierte T4AS- bzw. T4BS-System einen Einfluss auf die Virulenz des 

Bakteriums hat, ist bisher unbekannt und war daher eine weitere Zielstellung dieser Arbeit. 

Hierfür sollten Deletionsmutanten generiert und anschließend durch Infektions- und in vivo-

Wachstumsexperimente in Paprikapflanzen analysiert werden. Ferner sollte durch eine 

Kombination von bioinformatischen Vorhersagen und einer experimentellen Verifizierung die 

Identifizierung putativer T4S-Substrate in Xcv ermöglicht werden. Unter Verwendung des 

Vorhersageprogrammes S4TE („Searching algorithm for type-IV secretion system effectors“) 

sollten potentielle T4S-Substrate im Genom von Xcv identifiziert werden. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Material 
 

2.1.1 Puffer und Lösungen 

 

Tabelle 2.1 Verwendete Puffer und Lösungen 

Puffer/ Lösung Zusammensetzung 

DNA/RNA-Analysen 

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

 
100 mM Tris-HCl, pH 8,5; 500 mM KCl; 15 mM MgCl2;  
1 % (v/v) Triton X-100; 0,1 % (w/v) Gelatine  

 
5 x DNA-Probenpuffer 

 
50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 25 % (w/v) Saccharose; 0,1 % (w/v) SDS 
(Sodiumdodecylsulfat); 0,05 % (w/v) Bromphenolblau  

 
„Annealing”-Puffer 

 
10 mM Tris, pH 7,5; 1 mM EDTA; 50 mM NaCl 

 
DEPC-H2O 

 
0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat 

 
1 x TBE-Puffer 

 
90 mM Tris, pH 8,0; 90 mM Borsäure; 2 mM EDTA 

 
RNA-Probenpuffer 

 
Formamid; 0,5 M EDTA; 1 % Bromphenolblau 

Proteinanalysen 

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

 
1 x TBST 

 
150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 0,05 % (v/v) Tween20 

 
4 x Laufgelpuffer 

 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

 
4 x Sammelgelpuffer 

 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8  

 
1 x Tank-Puffer 

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

 
Blockierlösung 

 

5 % (w/v) Milchpulver; 3 % (w/v) BSA-Albumin Fraktion V 
in 1 x TBST 

 
Transferpuffer 

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

 
p-Cumarsäure 

 
29,6 mg in 2 ml DMSO 

 
3-Aminophtalhydrazid (Luminol) 

 
8,8 mg in 200 µl DMSO  

 
ECL-Lösung 

 
100 mM Tris-HCl, pH 8,5; 1,25 mM 3-Aminophtalhydrazid;  
225 nM p-Cumarinsäure; 0,3 % (v/v) H2O2  

 

2.1.2 Medien und Antibiotika 
 

Alle E. coli-Stämme wurden in Lysogeny Broth-Medium (LB-Medium) (Miller 1972) bei 

37 °C über Nacht kultiviert. Xcv-Stämme und Agrobacterium-Stämme wurden in Nurient-

Yeast-Glycerol (NYG-Medium) (Daniels et al., 1984) oder in Minimalmedium (MA-Medium) 

(Ausubel und Struhl 1996) kultiviert. Die Kultivierungstemperatur lag hierfür bei 30 °C. 

Festmedien enthielten 1,5 % (w/v) Agarose bzw. 1 % (w/v) Agarose für triparentale 

Konjugationen (siehe Kapitel 2.2.1.9). Die Medienzusammensetzung ist der Tabelle 2.2 zu 

entnehmen. Zur Selektion von Bakterien wurden den Medien verschiedene Antibiotika 

zugesetzt (Tabelle 2.3). 
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Tabelle 2.2 Medienzusammensetzung 

Medium                                             Zusammensetzung 

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

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

MA-Medium  
(pH 7,0 oder 5,3) 

60 mM K2HPO4; 33 mM KH2PO4; 7,6 mM (NH4)2SO4; 1,7 mM 
Natriumacetat; 10 mM Saccharose; 0,3 % (w/v) Casaminosäuren; 
1 mM MgSO4 

 

Tabelle 2.3 Antibiotika 

Medienzusätze Endkonzentration 

Ampicillin (Amp)  100 μg/ml  

Gentamycin (Gent) 15 μg/ml  

Kanamycin (Kan)  25 μg/ml  

Rifampicin (Rif)  100 μg/ml  

Spectinomycin (Spec)  10 μg/ml  

X-Gal  
(5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-
Galaktosid) 

0,004 % (w/v)  

 

2.1.3 Bakterienstämme und Plasmide 

 

Die im Anhang befindlichen Tabellen 5.1 und 5.2 weisen die Bakterienstämme und Plasmide 

auf, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 

 

2.1.4 Oligonukleotide 

 

Die im Anhang befindliche Tabelle 5.3 beinhaltet die in dieser Arbeit verwendeten 

Oligonukleotide. 

 

2.1.5 Pflanzenmaterial 

 

In dieser Arbeit wurden Paprikapflanzen (Capsicum annuum) der nahezu isogenen Linien 

ECW, ECW-10R und ECW-30R verwendet. Von Tabakpflanzen wurde die Art  

Nicotiana benthamiana sowie Bs3-transgene und gfp-transgene N. benthamiana  verwendet 

(Bonas et al., 1991, Kousik und Ritchie 1998, Minsavage et al., 1990, Werner et al., 2011). 

gfp-transgene Pflanzen enthalten das virale Konstrukt pICH18951, welches das gfp-Gen sowie 

die RdRP-kodierende Sequenz („RNA-dependent RNA polymerase“) stromabwärts des alcA 

Promotors trägt (Werner et al., 2011). Nach der Infiltration der jeweiligen Pflanzen mit Xcv oder 

Agrobacterium wurden die Pflanzen in eine Phytokammer (Series 101, Percival Scientific) 

überführt.  
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Tabelle 2.4 Wachstumsbedingungen für C. annuum und N. benthamiana 

 Lichtphase (16 h) Dunkelphase (8 h) 

 C. annuum N. benthamiana C. annuum N. benthamiana 

Lichtintensität 180 µE/sm2 100 µE/sm2 - - 

Relative Luftfeuchte 65 % 75 % 65 % 70 % 

Temperatur 26 °C 20 °C 22 °C 18 °C 

 

2.1.6 Antikörper 

 

Für den immunologischen Nachweis von Proteinen wurden spezifische Antikörper verwendet 

(Tabelle 2.5). Die Antikörper wurden in 1 x TBST verdünnt. 

 

Tabelle 2.5 Verwendete Antikörper 

Primärer 
Antikörper 

Referenz Verdünnung Sekundärer Antikörper Verdünnung 

Anti-AvrBs3 (Knoop et al., 1991) 1:15000 Anti-Kaninchen IgG 1:10000 
Anti-HrcJ (Rossier et al., 2000)  1:4000 Anti-Kaninchen IgG 1:10000 
Anti-HrpF (Büttner et al., 2002) 1:5000 Anti-Kaninchen IgG 1:10000 
Anti-HrpB1 (Rossier et al., 2000) 1:3000 Anti-Kaninchen IgG 1:10000 
Anti-c-Myc Santa Cruz 1:500 Anti-Kaninchen IgG 1:10000 

 

2.2 Methoden 
 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 
 

2.2.1.1 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli 
 

Die Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit Hilfe des „GeneJET™ Plasmid 

Miniprep Kit“ (Fermentas GmbH, Deutschland) nach dem Prinzip der alkalischen Lyse 

(Sambrook et al., 1989). Es wurden 2 - 4 ml einer E. coli-Übernachtkultur verwendet. Die 

Plasmid-DNA wurde in 40 µl Wasser eluiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.  

 

2.2.1.2 DNA-Amplifizierung mittels PCR 

 

Mittels PCR („polymerase chain reaction"), unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide 

und einer hitzestabilen DNA-Polymerase wurden gezielt DNA-Fragmente amplifiziert und/oder 

spezifisch DNA-Abschnitte mutiert. Die PCR-Reaktionen wurden in Temperaturzyklus-

Steuergeräten (FlexCycler, Analytik Jena, Deutschland) durchgeführt. Die gezielten 

Mutationen spezifischer DNA-Abschnitte wurden über die verwendeten Oligonukleotide 

eingebracht. So wurden beispielsweise gezielt Typ IIs-Restriktions-schnittstellen (BsaI, BpiI 

und Esp3I) mutiert, was essentiell für eine weitere Klonierung war (siehe 2.2.1.6 und 2.2.1.7). 

Für Kolonie- und Gradienten-PCR wurde die Taq-Polymerase verwendet. Um PCR-Fehler zu 

minimieren wurde für die Amplifizierung von Fragmenten, die anschließend kloniert werden 

sollten die Phusion-Polymerase (Thermo Fischer Scientific, Schwerte, Deutschland) und der 

zugehörige Phu-Puffer verwendet. Der Reaktionsansatz und die Reaktionsbedingungen sind 

in Tabelle 2.6 aufgelistet. 
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Tabelle 2.6 PCR-Ansatz und Reaktionsbedingungen 

Komponente Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen  

Taq-PCR    

10 x Taq-Puffer 2 µl 4 min  95 °C 
10 mM dNTPs 0,25 µl 30 s  95 °C 
10 mM Primer for 1 µl 30 s  50-65 °C     20-30x Zyklen 

10 mM Primer rev 1 µl 1 min/kb  72 °C 
DMSO 1,4 µl 1 min  72 °C 

1 U Taq DNA-Polymerase 0,3 µl ∞  12 °C 
H2O ad 20 µl   
Template 10-50 ng DNA bzw.  

E. coli- oder Xcv- 
Einzelkolonie 

  

Phusion-PCR    

5 x GC-Puffer 10 µl 3 min  98 °C 
10 mM dNTPs 1 µl 15 s  95 °C 
10 mM Primer for 2,5 µl 15 s  50-65 °C     25x Zyklen 
10 mM Primer rev 2,5 µl 30 s/kb  72 °C 
1 U Phu-Polymerase 0,5 µl 1 min  72 °C 
H2O ad 50 µl  ∞  4 °C 
Template 10-50 ng DNA   

 

2.2.1.3 „Primer-annealing“-Protokoll  

 

Für sehr kurze DNA-Fragmente (≤ 30 Nukleotide) wurde ein sogenanntes „Primer-annealing“ 

durchgeführt. Dazu wurden Oligonukleotide so designt, dass diese miteinander hybridisieren 

können. Der „forward“-Primer enthielt die komplette zu klonierende Sequenz samt passender 

Überhänge zur Integration in den Zielvektor. Der „reverse“-Primer enthielt dabei die gleiche 

Sequenz in revers-komplementärer Form. Die Primerkonzentration von „forward“- und 

„reverse“-Primer wurde auf 100 µM eingestellt. Je 10 µl von „forward“- und „reverse“-Primer 

wurden in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert. Dazu kamen 80 µl „annealing“-Puffer, 

sodass die Endkonzentration der Primer bei 10 µM lag. Durch das Erhitzen der Oligonukleotide 

bei 95 °C für 15 Minuten im Heizblock wurden das Primergemisch denaturiert. Die 

Hybridisierung der Primer erfolgte dann durch langsames Abkühlen des 

Eppendorfreaktionsgefäßes für 45 Minuten bei Raumtemperatur. Die hybridisierten Primer 

(dsDNA) konnten nun für weitere Klonierungsapplikationen eingesetzt werden. 

 

2.2.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten 

 

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase (Fermentas GmbH, 

Deutschland) verwendet. Dabei wurde 1 U T4-DNA-Ligase (1 µl) pro 10 μl Reaktionsansatz 

sowie 1 µl 10 x T4 DNA-Ligasepuffer eingesetzt. Vom PCR-Reaktionsansatz wurden 8 µl 

eingesetzt. Die Reaktion erfolgte entweder für 10 Minuten bei Raumtemperatur oder über 

Nacht bei 16 °C.  
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2.2.1.5 „Blunt end“-Klonierung 

 

DNA-Fragmente, welche kloniert werden sollten wurden mittels Phusion-PCR (siehe 2.2.1.2) 

amplifiziert. Vor der Klonierung wurde das PCR-Fragment gereinigt oder nach Auftrennung 

mittels Gelelektrophorese aus dem Agarosegel eluiert. Das gereinigte DNA-Fragment wurde 

danach in den Vektor pUC57 oder pICH41021 zwischenkloniert (Tabelle 5.2). Diese Vektoren 

besitzen eine Ampicilin-Resistenzgenkassette sowie ein lacZ-Gen. Die Linearisierung des 

Zielvektors erfolgte durch einen Restriktionsverdau mit SmaI. Dieses Restriktionsenzym 

schneidet die Erkennungssequenz 5‘-CCCGGG-3‘ ohne Überhänge („blunt end“). Die „blunt 

end“-Klonierung wurde in einem Temperaturzyklus-Steuergerät (FlexCycler, Analytik Jena, 

Deutschland) durchgeführt (Tabelle 2.7). Nach Programmdurchlauf wurden chemisch 

kompetente E. coli-Zellen (TOP10) mit dem entsprechenden Plasmid transformiert (siehe 

Kapitel 2.2.1.8). Die Selektion erfolgte auf LB-Platten mit Ampicilin und X-Gal über Nacht bei 

37 °C. Mittels Kolonie-PCR wurde die Anwesenheit des gewünschten DNA-Fragments in 

weißen E. coli-Zellen getestet. Die DNA-Fragmente positiver Klone wurden anschließend mit 

vektorspezifischen sowie insertspezifischen Oligonukleotiden sequenziert.  

 

Tabelle 2.7 Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen für die „blunt end“-Klonierung 

Komponente Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen  

10 x T4 DNA-Ligationspuffer 1 µl 10 min  30 °C        
PCR-Fragment 75 ng 10 min  16 °C       10x Zyklen 
pUC57 / pICH41021 75 ng 10 min 30 °C  
1 U SmaI 1 µl ∞  12 °C 

1 U T4 DNA-Ligase 1 µl   
H2O ad 10 µl   

 

2.2.1.6 „Golden Gate“-Klonierung  

 

Mit Hilfe des „Golden-Gate“-Systems können Gen und Zielvektor in einem Ansatz, unter 

Verwendung von Typ IIs-Restriktionsenzymen (BsaI, BpiI oder Esp3I) geschnitten und ligiert 

werden (Engler et al., 2008). Voraussetzung dafür ist, dass das amplifizierte DNA-Fragment 

sowie das lacZ-Gen im Zielvektor (lacZ-Fragment) von Typ IIs-Restriktionsschnittstellen 

flankiert ist. Außerdem wurde darauf geachtet, dass das zu amplifizierende Gen von Interesse 

(GVI) und der Zielvektor keine weiteren Typ IIs-Restriktionsschnittstellen (BsaI, BpiI oder 

Esp3I) aufweist und wenn doch diese nötigenfalls mutiert worden sind (siehe Kapitel 2.2.1.2). 

Typ IIs-Restriktionsenzyme schneiden außerhalb ihrer Erkennungssequenz und generieren 

einen Überhang von vier Nukleotiden. Diese vier Nukleotide können frei ausgewählt werden, 

sodass eine gerichtete Assemblierung spezifischer DNA-Fragmente auf Grund der 

Hybridisierung komplementärer Nukleotidüberhänge ermöglicht wird. Das Prinzip der „Golden-

Gate“-Klonierung ist in Abbildung 2.1 dargestellt. 
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Abbildung 2.1 Prinzip der „Golden-Gate“-Klonierung.  
A) DNA-Fragmente wurden mittels spezifischer Oligonukleotide in einer „Phusion“-PCR amplifiziert, sodass das 
Gen von Interesse (GVI, grau) von der Erkennungssequenz des Typ IIs-Restriktionsenzyms BsaI (orange) flankiert 
ist. Die Erkennungssequenzen sind jeweils entgegengesetzt orientiert. Durch die Restriktion  mit BsaI entsteht ein 
Überhang von vier Nukleotiden (gelb), welche frei wählbar sind (ABCD und EFGH stehen für beliebige Nukleotide). 

Der Zielvektor enthält das lacZ-Fragment (lacZ, blau), das ebenfalls von BsaI-Erkennungssequenzen flankiert 

wird, sodass nach erfolgter Restriktion und Ligation mit dem GVI eine Blau-Weiß-Selektion möglich ist. Während 
der Restriktion und Ligation eines DNA-Fragments in den Zielvektor werden die Typ IIs-Restriktionsschnittstellen 
sowie das lacZ-Gen ausgeschnitten. Folglich war es möglich, dass Restriktion und Ligation gleichzeitig stattfanden, 

da das Restriktionsenzym das ligierte DNA-Fragment nicht mehr aus dem Zielvektor schneiden kann.  
B) Mehrere oder sehr große DNA-Fragmente, welche gerichtet kloniert werden sollten wurden zuerst in die 
Vektoren pUC57 oder pICH41021 mittels SmaI zwischenkloniert („blunt end“) und anschließend zusammen in den 
eigentlichen Zielvektor mittels BsaI kloniert. Abbildung modifiziert nach (Engler et al., 2008). 

 

Die „Golden Gate“-Klonierung wurde in einem Temperaturzyklus-Steuergerät (FlexCycler, 

Analytik Jena, Deutschland) durchgeführt. Dabei wurden die in Tabelle 2.8 aufgelisteten 

Bedingungen verwendet. Das Enzym BsaI wurde von NEB und die Enzyme BpiI, Esp3I sowie 

die T4 DNA-Ligase von Thermo Scientific bezogen. 

 

 

Tabelle 2.8 Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen für die „Golden Gate“-Klonierung 

Komponente Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen  

10 x T4 DNA-Ligationspuffer 1 µl 2 min 37 °C     
PCR-Fragment(e) / Module 75 ng 5 min  16 °C       50x Zyklen 
Zielvektor 75 ng 5 min 50 °C*  
1 U BsaI, BpiI oder Esp3I 1 µl 5 min 80 °C 

1 U T4 DNA-Ligase 1 µl ∞ 12 °C 
H2O ad 10 µl   

* Temperaturoptimum für BsaI. Im Fall von BpiI und Esp3I wurde eine Temperatur von 37 °C gewählt. 

 

 

 

 

2.2.1.7 Erstellung von Expressionskonstrukten und Deletionsmutanten 
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Erstellung von Reporterkonstrukten zur Analyse von T3S- und Translokationssignalen 

Für die Erstellung von avrBs1ΔN58 wurde der lac-Promotor sowie das lacZ-Gen von pBRM 

mittels PCR unter Verwendung der Oligonukleotide lacZprom_for und lacZ_rev amplifiziert. 

Nach der Reinigung des PCR-Fragments wurde dieses mit Esp3I verdaut. Das Plasmid 

pDSM100 enthält das Gen avrBs1 mit einer 3x c-myc-kodierenden Sequenz. Für die 

Amplifikation des Fragments avrBs159-445-3xc-myc mittels der Primer Bs159_for und 

Bs1myc_rev diente pDSM100 als „template“. Das resultierende DNA-Fragment wurde 

gereinigt und mit BsaI verdaut. Die beiden verdauten DNA-Fragmente wurden anschließend 

in den mit EcoRI und HindIII vorverdauten Zielvektor pBRM-P-Intermediat ligiert. Dies 

resultierte im Plasmid pBRM_avrBs1ΔN58.  

Zur Analyse von T3S- und Translokationssignalen wurden verschiedene N-terminale Bereiche 

von T3S-Substraten (Abbildung 2.2 A) translational an den zuvor erstellten AvrBs1ΔN58-

Reporter oder den bereits vorhandenen AvrBs3Δ2-Reporter (Noël et al., 2003) fusioniert. Dazu 

wurden DNA-Fragmente, welche für mögliche T3S- und Translokationssignale kodieren mittels 

PCR unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide vom Genom des Xcv-Stammes 85-10 

amplifiziert. Das erhaltene PCR-Fragment wurde von der Erkennungssequenz des Typ IIs-

Restriktionsenzyms BsaI flankiert. In einer „Golden Gate“-Reaktion wurde das jeweilige DNA-

Fragment in den entsprechenden Zielvektor (pBRM_avrBs1ΔN58 bzw. pBR356) kloniert 

(Abbildung 2.2 B). Bereits zu Beginn der Arbeit vorliegende Konstrukte sind der Tabelle 5.2 zu 

entnehmen. 

 

 

Abbildung 2.2 Schematische Darstellung zur Erstellung von Reporterkonstrukten für die Analyse von T3S- 
und Translokationssignalen ausgewählter T3S-Substrate. 
A) Übersicht der analysierten T3S- und Translokationssignale. Angegeben sind die Aminosäuren.  
B) avrBs3-, xopA- und hrpB2-Derivate wurden per PCR amplifiziert und anschließend gereinigt. Die 
entsprechenden Fragmente werden von BsaI-Restriktionsschnittstellen flankiert. Die farbigen Rechtecke über der 
Restriktionsschnittstelle entsprechen den jeweiligen Nukleotidüberhängen, sodass eine gerichtete Klonierung der 
Fragmente in die Zielvektoren pBRM_avrBs1ΔN58 und pBR356 ermöglicht wird. Dem Reporter AvrBs1ΔN58, 
fehlen die N-terminalen 58 Aminosäuren und dem Reporter AvrBs3Δ2 fehlen die N-terminalen 152 Aminosäuren. 
Beide Reporter besitzen damit kein funktionales T3S- und Translokationssignal mehr. 
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Erstellung von dTALE-2 und dessen Derivat dTALE-2ΔN mittels des modularen 

Klonierungssystems 

Das modulare Klonierungssystem (MoClo) basiert auf der „Golden Gate“-Technologie (siehe 

2.2.1.6). Mit Hilfe des MoClo-Systems können systematisch komplette transkriptionelle 

Einheiten sowie Multi-Gen-Konstrukte aus einzelnen Modulen (z. B. Promotor, Gen-

kodierende Sequenz, Epitop-kodierende Sequenz, Transkriptionsterminator) assembliert 

werden (Weber et al., 2011). Die verwendeten Module und Vektoren sind im Anhang in Tabelle 

5.2 aufgelistet. 

Der „designer“ TAL-Effektor (dTALE-2) ist zu 98 % identisch mit dem TAL-Effektor AvrBs3. 

Aufgrund des komplexen Aufbaus eines TAL-Effektors (siehe Kapitel 1.4.2) wurde der dTALE-

2 in fünf Module geteilt, die zunächst in einem Level -1-Vektor zwischenkloniert vorlagen. 

Jedes Modul enthielt dabei ein funktionsrelevantes Element des dTALE-2. Dabei handelte es 

sich um die kodierende Sequenz der N-terminalen Region (N-ter), die kodierende Sequenz 

der „repeat“-Region, welche in drei Module (Rep 1, Rep 2, Rep 3) aufgeteilt wurde sowie die 

kodierende Sequenz der C-terminalen Region (C-ter) des  

dTALE-2. Die einzelnen Module (N-ter, Rep1, Rep2, Rep3, C-ter) wurden von BsaI-

Restriktionserkennungssequenzen flankiert, wodurch die Module ausgeschnitten und 

aufgrund passender Überhänge gerichtet in einen Level 0-Vektor assembliert werden konnten. 

Das Level 0-Modul mit dem assemblierten dTALE-2 (pICH73103) sowie das  

Level 1-Modul, welches den lac-Promotor enthält (pICH50422) und ein Level 1-Modul, welches 

eine Transkriptionsterminatorsequenz enthält (pICH50122), wurden von S. Marillonnet zu 

Beginn der Arbeit zur Verfügung gestellt (Tabelle 5.2). Das Level 0-Modul mit dem dTALE-2 

war von BsaI-Restriktionserkennungssequenzen flankiert, wodurch der dTALE-2 in den 

binären Level 1-Vektor pICH50251 mittels des Typ IIs-Restriktionsenzyms BsaI kloniert 

werden konnte. Für die Generierung des dTALE-2-Expressionskonstrukts wurden Level 1-

Module, welche den lac-Promotor, die komplette dTALE-2 kodierende Sequenz bzw. einen 

Terminator enthalten zusammen mit dem Level 2-Vektor pICH77739 in einer BpiI-„Golden 

Gate“-Klonierung assembliert (pAGB128). 

 

Der dTALE-2ΔN, welcher im 5´-Bereich eine Exportsignalsequenz (Signal) enthielt wurde aus 

sechs Modulen zusammengesetzt (Abbildung 2.3 A). Um das Level -1-Modul zu generieren, 

das die Codons 65-288 von dTALE-2 (ΔN64) kodiert wurde pAGB128 als Template in einer 

PCR mit den Oligonukleotiden TALDN64_for und TALN_rev eingesetzt. Das daraus 

entstandene DNA-Fragment dTALEΔN64 wurde in ein Level -1-Vektor zwischenkloniert. Die 

Level -1-Module Rep1 (pICH73079), Rep2 (pICH73081), Rep3 (pICH73093) und C-ter 

(pICH72151) wurden von S. Marillonnet zu Beginn der Arbeit zur Verfügung gestellt (Tabelle 

5.2).  
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Das Signal-Modul enthielt entweder ein hrpB2x-40-Derivat oder ein Modul, das einen Linker von 

zwei Lysinresten (KK) kodiert (Abbildung 2.3 A). Zur Erstellung des Level -1-Moduls, das den 

Linker kodiert wurde ein „Primer-annealing“ mit den Oligonukleotiden linker-TALDN64_for und 

linker-TALDN64_rev durchgeführt (siehe 2.2.1.3). Das resultierende DNA-Fragment wurde 

„blunt end“ in einen Level -1-Vektor zwischenkloniert und sequenziert.  

Für die Erstellung von hrpB2x-40-Modulen wurden die Codons 1 - 40, 10 - 40 und 11 - 40 von 

hrpB2 per PCR amplifiziert und anschließend ebenfalls „blunt end“ in einen Level -1-Vektor 

zwischenkloniert. Für die Erstellung der dTALE-2ΔN-Konstrukte wurden die Level -1-Module, 

welche die hrpB2x-40-Derivate (Signal), die Codons 65-288 (ΔN64), die zentrale repeat-Region 

(Rep 1, Rep 2, Rep 3) und die C-terminale Region des dTALE-2 (C-ter) enthielten zusammen 

in den Level 0-Vektor pICH41308 mittels des Typ IIs-Restriktionsenzyms BpiI kloniert 

(Abbildung 2.3 A und B). Alternativ zu den hrpB2x-40-Derivaten wurde der Linker (KK) als 

Signal-Modul in die „Golden Gate“-Reaktion eingesetzt. Der Level 0-Vektor enthält das lacZ-

Fragment (lacZ), dass von den Erkennungssequenzen der Typ IIs-Restriktionsenzyme BsaI 

und BpiI flankiert ist. Nach der BpiI-Klonierung von Level -1 in Level 0 erfolgte die Klonierung 

des KK-dTALE-2ΔN-Moduls bzw. der hrpB2x-40-dTALE-2ΔN-Module in den  

Level 1-Vektor pICH50251 mittels BsaI (Abbildung 2.3 C). Zur Erstellung von dTALE-2ΔN-

Expressionskonstrukten wurden die Level 1-Module, welche den lac-Promotor, den KK-

dTALE-2ΔN bzw. ein hrpB2-dTALE-2ΔN-Derivat und einen Terminator enthielten zusammen 

in den binären Level 2-Vektor pICH77739 mittels einer BpiI-„Golden Gate“-Klonierung 

assembliert (Abbildung 2.3 C und D). Die entstandenen Expressionskonstrukte  

pAGB143 - 146 sind in Tabelle 5.2 aufgeführt. 
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Abbildung 2.3 Schematische Übersicht über die Erstellung von dTALE-2ΔN-Konstrukten. 

Auf der linken Seite der Abbildung befinden sich die verwendeten Vektoren in die die einzelnen Module kloniert 
wurden. Auf der rechten Seite ist die Klonierung der dTALE-2ΔN-Konstrukte dargestellt. A und B) Die  

Level -1-Module enthalten Fragmente, die zur Assemblierung des dTALE-2ΔN nötig sind. Dabei handelt es sich 
um die Codons 65-288 von dTALE-2 (ΔN64), die zentrale „repeat“-Region (Rep 1, Rep2, Rep3) und den C-
terminalen kodierenden Bereich von dTALE-2 (C-ter). Der N-terminal kodierende Bereich des dTALE-2 wurde durch 
ein hrpB2x-40-Fragment bzw. einen Linker, welcher zwei Lysine (KK) kodiert ersetzt (Signal, grün). Die 
entsprechenden Fragmente werden von BpiI-Restriktionsschnittstellen flankiert. Die farbigen Rechtecke über den 
Restriktionsschnittstellen entsprechen den jeweiligen Nukleotidüberhängen, sodass eine gerichtete Assemblierung 
und anschließende Klonierung der Fragmente in den Level 0-Vektor ermöglicht wird. C) Je nach Art des Inserts 

(Promotor, GVI, Terminator) weist der Level 1-Vektor unterschiedliche Nukleotidüberhänge (NNNN) auf. Das Level 
1-Modul pICH50422 enthält den lac-Promotor (Plac, blauer Kreis), während pICH50122  eine Terminatorsequenz 
(T, gelbes Viereck) enthält. Flankiert sind diese Fragmente von BpiI-Restriktionserkennungsstellen, deren 
Überhänge dabei so gewählt sind, dass sie einerseits zur kodierenden Sequenz (rotes und gelbes Rechteck) und 
andererseits zu den Überhängen des Level 2-Vektors passen (weißes Rechteck). Ausgehend vom Level 0-Modul 
wurden die dTALE-2ΔN-Konstrukte in einer BsaI-„Golden Gate“-Reaktion in den Level 1-Vektor kloniert, welches 
von den Erkennungssequenzen der Typ IIs-Restriktionsenzyme BsaI und BpiI flankiert ist. Beide 
Restriktionsenzyme generieren, im Fall der kodierenden Sequenz den gleichen Überhang (GCAA/ACTA). D) Im 

finalen Klonierungsschritt werden die Level 1-Module zusammen mit dem  
Level 2-Vektor in einer BpiI-„Golden Gate“-Klonierung assembliert. 

 

Erstellung von dTALE-2-Reporterkonstrukten zur Analyse der T4-abhängigen Translokation 

von putativen T4S-Substraten 

Die Auswahl der zu untersuchenden T4S-Substrate basierte auf den Vorhersagen von S4TE 

(„Searching algorithm for type-IV secretion system effectors“, siehe Kapitel 2.2.6). Um zu 

analysieren, ob es sich bei den acht ausgewählten Proteinen (siehe Tabelle 3.3) um mögliche 

T4S-Substrate von Xcv handelt wurden DNA-Fragmente per PCR amplifiziert, welche den C-

terminalen Proteinbereich der jeweiligen putativen T4S-Substrate kodieren. Der jeweilige 

„forward“-Primer fügte zusätzlich im 5‘-Bereich des amplifizierten PCR-Produkts eine Linker-

Region (L) an, welche die Aminosäuren GGGS kodiert (Abbildung 2.4). Die L-Region kann 

zwischen zwei Proteindomänen eine gewisse Flexibilität vermitteln.  
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Die Level 2-Vektoren, welche die kodierende Sequenz des dTALE-2 sowie ein stromabwärts 

gelegenes lacZ-Modul enthalten, wurden von S. Marillonnet zur Verfügung gestellt (Abbildung 

2.4). Das lacZ-Modul ist von BpiI-Restriktionsschnittstellen flankiert und kodiert das lacZ-

Fragment. Die Klonierung der Fragmente, welche ein mögliches T4S-Signal kodieren erfolgte 

in den entsprechenden Level 2-Vektor mittels einer BpiI-„Golden Gate“-Reaktion (Abbildung 

2.4). Die Hybridgene standen entweder unter der Kontrolle des lac- (blauer Kreis) oder des 

virE-Promotors (grüner Kreis). Potentiell positive Klone wurden mittels Blau-Weiß-Selektion 

ausgewählt und das entsprechende DNA-Fragment anschließend sequenziert. Die erstellten 

Expressionskonstrukte (siehe Tabelle 5.2) wurden in die T3-defizienten Xcv-Stämme 85-

10Δhrp und 75-3ΔhrcVc sowie in den A. tumefaciens-Stamm GV2260 elektroporiert (siehe 

Kapitel 2.2.1.10).  

 

 
Abbildung 2.4 Schematische Übersicht über die Erstellung von Reporterkonstrukten für die Analyse von 
Translokationssignalen ausgewählter T4S-Substrate. 

Unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide wurden DNA-Fragmente per PCR amplifiziert, welche die C-
terminalen 49 Aminosäuren von XCV3992, XCV0687, XCV4220 sowie XCV3492 kodieren (Signal, rot). Die 
entsprechenden PCR-Produkte werden von BpiI-Restriktionsschnittstellen flankiert. Der jeweilige „forward“-Primer 
fügt zusätzlich im 5‘-Bereich des amplifizierten PCR-Produkts eine Linker-Region (L) an, welche die Aminosäuren 
GGGS kodiert. Die L-Region kann zwischen zwei Proteindomänen eine gewisse Flexibilität vermitteln. Aus 
technischen Gründen wurden im Fall von XCV0160, XCV2208, XCV1697 und XCV0792 DNA-Fragmente 
amplifiziert, welche die C-terminalen 50 Aminosäuren kodieren. Die farbigen Rechtecke über der 
Restriktionsschnittstelle entsprechen den jeweiligen Nukleotidüberhängen, sodass eine gerichtete Klonierung in die 
Level 2-Vektoren ermöglicht wird. Das finale Hybridgen steht entweder unter der Kontrolle des lac-Promotors 
(blauer Kreis) oder des virE-Promotors (grüner Kreis). 

 

Erstellung von Xcv-Deletionsmutanten 

Zur Erstellung von Xcv-Deletionsmutanten wurde der Vektor pOK1 oder das „Golden Gate“-

kompatible pOK1-Derivat pOGG2 verwendet (Huguet et al., 1998, Schulze et al., 2012).  

Für die Generierung der virB4-Mutante wurde durch eine Phusion-PCR ein 810 bp und ein 

581 bp großes DNA-Fragment amplifiziert, welches jeweils den flankierenden Bereich von 
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virB4 darstellte. Dabei wurden mittels der verwendeten Oligonukleotide die Überhänge so 

gewählt, dass beide Teilfragmente zusammen in einer „Golden Gate“-Reaktion (BsaI) in den 

Suizidvektor pOGG2 kloniert werden konnten. Dieser Vektor besitzt ein lacZ-Gen, welches 

von BsaI-Restriktionsschnittstellen flankiert ist. Für Selektionszwecke besitzt pOGG2 neben 

einem Spectinomycin-Resistenzgen auch ein Gen, was für eine Levansucrase kodiert (sacB). 

virB1 wurde zusammen mit virB11 aus dem Genom von Xcv deletiert, da die ersten 14 bp von 

virB1 mit dem 3´-Bereich von virB11 überlappen. Mittels Phusion-PCR wurden ein 756 bp und 

ein 841 bp großes DNA-Fragment amplifiziert, welches jeweils den flankierenden Bereich von 

virB1 bzw. virB11 darstellte. Die weitere Klonierung in den Vektor pOGG2 erfolgte wie oben 

beschrieben.  

Einige pOGG2-Konstrukte waren bereits vorhanden und konnten somit sofort zur Erstellung 

einer Xcv-Deletionsmutante genutzt werden. Die vorhandenen und generierten pOGG2-

Konstrukte sind in Tabelle 5.2 aufgelistet. Die jeweiligen pOGG2-Konstrukte wurden in 

chemisch kompetente DH5α(λpir)-Zellen transformiert (Kapitel 2.2.1.8). Die Selektion von 

Transformanten erfolgte auf LB-Nähragarplatten, die Spectinomycin sowie X-Gal enthielten. 

Positive Klone wurden mittels Kolonie-PCR verifiziert und die klonierten DNA-Fragmente 

anschließend sequenziert. 

Um Xcv-Deletionsmutanten zu erzeugen wurde der Vektor pOK1 oder das „Golden Gate“-

kompatible pOK1-Derivat pOGG2 mit dem jeweiligen Konstrukt mittels triparentaler 

Konjugation in Xcv übertragen. Die Selektion auf eine erfolgreiche Deletion eines oder 

mehrerer Gene basiert auf zwei Rekombinationsereignissen, welche wie in Huguet 1998 

beschrieben durchgeführt wurde (Huguet et al., 1998). Im ersten Rekombinationsereignis 

sollte es auf Grund der homologen Bereiche, zwischen dem jeweiligen Deletionskonstrukt und 

dem Chromosom bzw. einer der Plasmide von Xcv zur spezifischen Inegration des 

Suizidplasmids kommen. Die Selektion der Konjugation erfolgte dabei auf NYG-Platten, die 

Rifampicin und Spectinomycin bzw. Rifampicin und 5 % Sucrose enthielten. In Gram-

negativen Bakterien führt die Expression von sacB in Medien mit Sucrose zu einer Lysis der 

Zellen, was somit einen Hinweis auf eine erfolgreiche Integration des Suizidplasmids darstellt. 

Es wurden daher nur Transkonjuganten verwendet, welche auf Rifampicin und Spectinomycin 

nicht aber auf Rifampicin und 5 % Sucrose wuchsen. 10 Kolonien, welche die zuvor genannten 

Kriterien erfüllten wurden anschließend in 1 ml NYG resuspendiert und in verschiedenen 

Verdünnungsstufen auf NYG-Platten mit Rifampicin und 5 % Sucrose plattiert. Durch diese 

Maßnahme sollte auf ein zweites Rekombinationsereignis selektiert werden, da nur die Zellen 

überleben, welche keine Plasmidsequenz (sacB) mehr enthalten. Im Idealfall rekombiniert in 

diesem zweiten Rekombinationsereignis die Region (welche deletiert werden soll) zwischen 

den zuvor klonierten homologen Bereichen zusammen mit dem Suizidplasmid aus dem 

Genom heraus. In 50 % der Fälle kann jedoch auch der Ausgangszustand wiederhergestellt 

werden. Zur Selektion wurden Klone, welche auf Rifampicin und 5 % Sucrose nicht jedoch auf 

Rifampicin und Spectinomycin wuchsen dreimal per Kolonie-PCR mit spezifischen 

Oligonukleotiden getestet. 
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Generierung von pBRNM  

Da T4S-Substrate in der Regel ein C-terminales Exportsignal besitzen könnte ein c-Myc-

Epitop die Erkennung oder Funktionalität des Proteins behindern. Auf Grund dieser Tatsache 

wurde ein neuer „Golden Gate“-kompatibler Vektor erstellt, welcher eine 3x myc-kodierende 

Sequenz stromaufwärts des zu klonierenden Gens von Interesse enthält. Für die Erstellung 

dieses Vektors wurde in einer Phusion-PCR mittels der Primer Esp-lacP-for und Esp-lacP-rev 

der lac-Promotor, mittels Esp-Myc-for und Esp-Myc-rev die 3xc-myc-kodierende Sequenz und 

mittels Esp-lacZ-for und Esp-lacZ-rev das lacZ-Gen (mit Stoppcodon) amplifiziert. Als 

Template wurde der Vektor pBRM verwendet. Die drei DNA-Fragmente wurden in den Vektor 

pICH41021 zwischenkloniert und anschließend sequenziert. Alle Fragmente wurden von 

Esp3I-Restriktionserkennungsstellen und spezifischen Nukleotidüberhängen flankiert, die eine 

gerichtete Assemblierung im Zielvektor ermöglichten. Die drei Esp3I-verdauten DNA-

Fragmente wurden in den mit EcoRI und HindIII vorverdauten Zielvektor pBRM-P-Intermediat 

ligiert, was im Vektor pBRNM resultierte (Tabelle 5.2). 

 

Erstellung von Expressionskonstrukten zur Komplementation von Xcv-Deletionsmutanten  

Zur Erstellung des avrBs1-Expressionskonstrukts wurde avrBs1 mittels spezifischer 

Oligonukleotide vom Genom des Xcv-Stammes 85-10 mittels PCR amplifiziert und 

anschließend in den Vektor pBRM per „Golden Gate“-Klonierung kloniert (pBRM_avrBs1).  

Um zu überprüfen, ob AvrBs1ΔN58 eine avrBs1-Mutante komplementieren kann wurde ein 

Linker, der zwei Lysine (KK) kodiert mittels „Primer-annealing“ (siehe 2.2.1.3) mit den 

Oligonukleotiden linker-156M-for und linker-156M-rev erstellt. Das resultierende DNA-

Fragment wurde von BsaI-Restriktionsschnittstellen flankiert, sodass durch die entstehenden 

Überhänge (TATG/GATC) eine gerichtete Klonierung in den Vektor pBRM_avrBs1ΔN58 

erfolgen konnte (siehe Abbildung 2.2). Dies resultierte im Plasmid pBRM_KK-avrBs1ΔN58. 

Analog zu avrBs1 wurde auch virB4 mittels spezifischer Oligonukleotide via PCR amplifiziert 

und anschließend in einer „Golden Gate“-Reaktion in die Vektoren pBRM, pBRM(Stopp) und 

pBRNM kloniert. Der Vektor pBRM(Stopp) enthält ein Stoppcodon stromaufwärts der 3x c-

myc-kodierenden Sequenz, sodass es zu keiner Expression dieses Epitops kommt. Alternativ 

wurde virB4 in den Suizidvektor pLAND kloniert, welcher zur chromosomalen Integration von 

Genen in die hpaF-hpaG-Region von Xcv verwendet wird. Für die hpaF-hpaG-Region konnte 

bereits gezeigt werden, dass diese keinen Einfluss auf die Pathogenität von Xcv hat und somit 

als möglicher Integrationsort von Genen dienen kann  

(Lorenz et al., 2012, Noël et al., 2002, Tamir-Ariel et al., 2007). Der Vektor pLAND ist ebenfalls 

„Golden Gate“-kompatibel und ein pOK1-Derivat.  

Für die Erstellung von Konstrukten zur Komplementation der icmE- und dotCB-Mutante wurde 

das MoClo-System verwendet. Dazu wurden der Promotor XCV0160, icmE, dotCB und die 3x 

c-myc-kodierende Sequenz separat mit spezifischen Oligonukleotiden per PCR amplifiziert 

und anschließend in Level 0-Vektoren mittels des Typ IIs-Restriktionsenzyms BpiI 

zwischenkloniert. Die entstandenen Level 0-Module waren wiederum von BsaI-Restriktions-
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erkennungsschnittstellen flankiert. Die 3x c-myc-kodierende Sequenz wurde im nächsten 

Klonierungsschritt mit der icmE- bzw. dotCB-kodierenden Sequenz in einer BsaI-„Golden 

Gate“-Reaktion assembliert und in den Level 1-Vektor pICH50251 zwischenkloniert. Das Level 

0-Modul, welches die Promotorsequenz XCV0160 enthielt wurde in den Level 1-Vektor 

pICH47732 zwischenkloniert. Die jeweiligen Level 1-Module wurden zusammen mit einem 

End-Linker (pICH41744) in den Level 2-Vektor pICH45066 mittels des TIIs-

Restriktionsenzyms BpiI kloniert. Dies resultierte in den Plasmiden pAGB042 und pAGB043 

(siehe Tabelle 5.2). 

Alternativ wurden icmE und dotCB per PCR amplifiziert und zusammen mit einem 201 bp 

großen Fragment, welches vermutlich den Promotor XCV0160 darstellt, in den Vektor pLAND-

P kloniert. Die erhaltenen Expressionskonstrukte wurden in die korrespondierenden 

Deletionsmutanten via triparentaler Konjugation transferiert. Die Selektionsschritte zur 

chromosomalen Integration von Genen mittels der Suizidvektoren pLAND und pLAND-P 

erfolgte analog zu pOK1 bzw. pOGG2 (siehe Erstellung von Xcv-Deletionsmutanten).  

 

2.2.1.8 Transformation von E. coli 

 

Erstellte Plasmide wurden in chemisch kompetente E. coli-Zellen (TOP10 bzw. DH5α(λpir)) 

transformiert. Dazu wurde der Ligationsansatz (10 µl) zu ca. 100 µl chemisch kompetenter 

TOP10-Zellen pipettiert, welche zuvor auf Eis aufgetaut wurden. Es folgte eine 30-minütige 

Inkubation auf Eis. Nach der Inkubation wurden die Zellen für 40 Sekunden einem Hitzeschock 

(42 °C) ausgesetzt. Der Transformationsansatz wurde kurz auf Eis inkubiert und danach mit 

200 µl LB-Medium versetzt und für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion wurden die 

Zellen anschließend auf selektiven LB-Platten plattiert, welche zusätzlich die für eine Blau-

Weiß-Selektion notwendige Substanz X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactosid) 

beinhalteten. Am nächsten Tag wurden potentiell positive Klone mittels Kolonie-PCR unter 

Verwendung spezifischer Oligonukleotide getestet. Alle klonierten und in E. coli 

transformierten DNA-Fragmente wurden durch die Firma GATC-Biotech sequenziert. 

 

2.2.1.9 Triparentale Konjugation 

 

Plasmide wurden mittels Triparentaler Konjugation von E. coli-Zellen (Donor) in Xcv-Zellen 

(Rezeptor) übertragen. Donor, Rezeptor und der E. coli-Helferstamm HB101 (Tabelle 5.1) 

wurden auf 1 %-igen NYG-Platten im Verhältnis von ca. 1:2:1 gemischt und anschließend über 

Nacht bei 30 °C inkubiert. Das Plasmid des Helferstammes trägt die Tra-Region, welche 

essentiell für den Transfer ist. Am nächsten Tag wurden die Bakterien in 600 μl NYG 

resuspendiert und 200 μl dieser Suspension auf selektive NYG-Agarplatten ausplattiert. Die 

Platten wurden für drei Tage bei 30 °C inkubiert. 
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2.2.1.10 Elektroporation von Xcv und A. tumefaciens 

 

Eine weitere Möglichkeit Plasmide in Xcv-Zellen oder Agrobacterium-Zellen zu übertragen ist 

die Elektroporation. Im Fall von Xcv wurde der entsprechende Rezipientenstamm über Nacht 

auf selektivem NYG-Agarplatten plattiert. Ein Teil der Zellen wurde dann in NYG-

Flüssigmedium über Nacht kultiviert. Am Folgetag wurde die Menge an Zellen 

herunterzentrifugiert, um eine Kultur von 1 ml mit einer OD600 von 1,0 zu erhalten. Das 

Zellpellet wurde anschließend in 1 ml eiskaltem Wasser aufgenommen. Die Zellen wurden 

dann zentrifugiert (8000 rpm, 4 min, 4 °C). Es folgten drei Waschschritte mit eiskaltem Wasser. 

Danach wurden die Zellen in 50 μl sterilem 10 %-igem (v/v) Glycerol resuspendiert. Für die 

Elektroporation wurden 50 - 100 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Der gesamte Ansatz wurde in 

eine 2-mm-Elektroporationsküvette gefüllt und in dem „Micro PulserTM“ (BIO-RAD, München, 

Deutsch-land) bei U = 2,4 kV für t = 5,5 ms elektroporiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe 

von 600 µl NYG. Die Proben wurden ca. zwei Stunden bei 30°C schüttelnd inkubiert. 100 µl 

der Suspension wurden auf selektiven NYG-Agarplatten plattiert und bei 30°C für drei Tage 

inkubiert.  

Aliquots einer 50 µl Suspension von A. tumefaciens wurden auf Eis aufgetaut. Für die 

Elektroporation wurden 2 µl Plasmid-DNA eingesetzt. Der gesamte Ansatz wurde in eine  

2-mm-Elektroporationsküvette gefüllt und in dem „Micro PulserTM“ (BIO-RAD, München, 

Deutsch-land) bei U = 2,4 kV für t = 5,5 ms elektroporiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe 

von 200 µl NYG. Die Proben wurden ca. eine Stunde bei 30 °C schüttelnd inkubiert.  

50 - 200 µl wurden auf selektiven NYG-Agarplatten plattiert und bei 30 °C für zwei Tage 

inkubiert. 

 

2.2.1.11 Agrobacterium-vermittelte transiente Proteinexpression in planta 

 

Für die Agrobacterium-vermittelte Proteinexpression wurde das Fragment avrBs1ΔN58-c-myc 

vom Plasmid pBRM_ avrBs1ΔN58-c-myc mittels der Oligonukleotide avrBs1_agro_for und 

avrBs1myc_agro_rev in einer PCR amplifiziert. Durch die verwendeten Oligonukleotide wurde, 

neben BsaI-Restriktionsschnittstellen, der 5‘-Überhang TATG und der 3‘-Überhang GGTG 

(sowie ein Stoppcodon nach der 3x c-myc-kodierenden Sequenz) generiert. Das erhaltene 

Fragment wurde anschließend in einer BsaI-„Golden Gate“-Reaktion in den Agrobacterium-

kompatiblen Vektor pGGA7 kloniert. Dies führte zum Expressionskonstrukt 

pGGA7_avrBs1ΔN58.  

Für die Erstellung von Agrobacterium-kompatiblen avrBs3-Expressionskonstrukten wurden 

vorgefertigte „Golden Gate“-kompatible Module assembliert, die den N-terminalen Bereich 

(pJet1.2:N356), die „repeat“-Region (pJet1.2:rep-avrBs3), die AR-Region (pJet1.2:AR-avrBs3) 

und die C-terminale Region (pJet1.2:CTM-avrBs3) von avrBs3 kodieren (Tabelle 5.2). Eine 

BsaI-„Golden Gate“-Reaktion mit den oben genannten Modulen in den Agrobacterium-

kompatiblen Vektor pGGA3 resultierte im Konstrukt pGGA3_avrBs3Δ2.  
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Für die Assemblierung von pGGA3_avrBs31-10-avrBs3Δ2 und pGGA3_avrBs31-20-avrBs3Δ2 

wurde das N-terminale Modul von avrBs3 (Codon 153-288) erneut amplifiziert, um einen 

passenden 5‘-Überhang zur anschließenden translationalen Fusion von avrBs31-10 bzw. 

avrBs31-20 zu generieren. Dies erfolgte mit den Oligonukleotiden AvrBs3dN152_for und Hax-

N-R-rev („template“: pJet1.2:N356). avrBs31-10 und avrBs31-20 lagen bereits als Modul 

zwischenkloniert in pUC57 vor. Die Module, welche AvrBs31-10 bzw. AvrBs31-20, den N-

terminalen Bereich von AvrBs3, die „repeat“-Region, die AR-Region und die C-terminale 

Region von avrBs3 enthalten, wurden in einer „Golden Gate“-Reaktion assembliert und in den 

Vektor pGGA3 kloniert.  

Die Expression der jeweilige Hybridgene wurde vom 35S-Promotor gesteuert. Die erstellten 

Expressionskonstrukte wurden anschließend in den A. tumefaciens-Stamm GV3101 oder 

GV2260 elektroporiert. 

 

2.2.1.12 Quantitative und Semiquantitative RT-PCR-Analysen 

 

Nach einer erfolgreichen Translokation des Effektorproteins AvrBs3, in Blätter von ECW-30R- 

oder Bs3-transgenen N. benthamiana-Pflanzen kommt es zu einer Induktion im 

Transkriptgehalt von UPA20 und Bs3 (Kay et al., 2007, Römer et al., 2007). Um diese 

Genexpression nachweisen zu können wurden qRT-PCR- bzw. RT-PCR-Analysen 

durchgeführt. Dazu wurden die Stämme 85*, 85*ΔhrpF, 85*ΔhrcN und 85*ΔhrpFΔxopA, 

welche jeweils das Plasmid pBRM_avrBs3 tragen sowie eine Mock-Kontrolle (MgCl2) in ECW-

30R-Pflanzen und Bs3-transgene N. benthamiana-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 

4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Nach acht Stunden wurden pro Stamm 16 Blattscheiben (aus ECW-

30R) und 12 Blattscheiben (aus Bs3-transgenen N. benthamiana) mittels Korkbohrer (2 mm) 

geerntet. Die Blattscheiben wurden im Anschluss in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Mit 

einem vorgekühlten Pistill erfolgte die Homogenisierung der Blattscheiben im Eppendorf-

Reaktionsgefäß. Die Gesamt-RNA-Isolierung erfolgte mittels des „RNeasy Plant Miniprep Kit“ 

(Qiagen) nach Herstellerprotokoll. Die Konzentration und Reinheit der Gesamt-RNA wurde 

zum einen mit dem NanoDrop® Spektrophotometer (ND-1000, Wilmington, USA) ermittelt und 

zum anderen wurde ein Teil der jeweiligen Probe in einem 1 %-igen TBE-Agarosegel 

gelelektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss erfolgte die cDNA-Synthese von jeweils 2 µg 

Gesamt-RNA, unter Verwendung der Oligo(dT)18-Primer und des „RevertAid H Minus First 

Strand cDNA Synthesis Kit“ nach Herstellerangaben (Thermo Scientific).  

Als Template für die qRT-PCR-Analysen wurde die cDNA 1:50 verdünnt und der „Absolute 

BlueSYBR Green Fluorescein Mix“ (Thermo Scientific) verwendet (siehe Tabelle 2.9). Durch 

eine stufenweise Erhöhung der Temperatur (50 °C - 100 °C, in 0,5 °C-Schritten für je 15 

Sekunden) wurde eine Schmelzkurve erstellt, wodurch die Spezifität der Oligonukleotide 

überprüft wurde. Die PCR-Effizienzen für die verwendeten Oligonukleotide lagen bereits vor 

(A. Sorgatz und O. Müller).  
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Die Durchführung und Auswertung der qRT-PCR erfolgte mit dem „CFX ConnectTM Real-Time 

System“ und dem „Bio-Rad CFX ManagerTM 3.1“ (Bio-Rad). Zur Normalisierung wurden die 

Referenzgene Elongationsfaktor 1  (EF1) und Ubiquitin-Carboxyl-Hydrolase (UCH) 

verwendet (Müller et al., 2015, Römer et al., 2007). Im Fall der RT-PCR-Analysen wurden 4 µl 

einer 1:50 verdünnten cDNA als Template eingesetzt. Die Amplifikation der cDNA erfolgte 

mittels spezifischer Oligonukleotide für UPA20 und Bs3 sowie der Referenzgene EF1 und 

UCH. Zur Überprüfung einer möglichen DNA-Kontamination wurde eine Negativkontrolle in 

den RT-PCR-Analysen mitgeführt. Im Fall dieser sogenannten –RT-Kontrolle erfolgte die 

cDNA-Synthese ohne die reverse Transkriptase. Für die RT-PCR-Analyse wurde, wenn nicht 

anders angegeben ein Zyklus von 40 Wiederholungen gewählt. 

 

Tabelle 2.9 Reaktionsansatz und Bedingungen der qRT-PCR und RT-PCR 

Komponente Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen  

qRT-PCR    

Absolute BlueSYBR 
Green Fluorescein 

10 µl  
15 min  

 
95 °C 

Primer for + rev 2,8 µl 15 s  95 °C 
cDNA (1:50) 4 µl 15 s  57 °C        50x Zyklen 

H2O ad 20 µl 25 s  72 °C 
  10 s  95 °C 

  15 s  
15 s 
∞ 

50 °C        In 0,5 °C-Schritten  
100 °C      auf 100 °C erhöht 
4 °C              

RT-PCR    

10 x Taq-Puffer 2 µl 1 min  95 °C 
10 mM dNTPs 0,3 µl 15 s  95 °C 
100 mM Primer for 3 µl 15 s  57 °C       23-41x Zyklen 
100 mM Primer rev 3 µl 30 s/kb  72 °C 
1 U Taq-Polymerase 0,3 µl 1 min  72 °C 
DMSO 1,4 µl ∞  4 °C 
cDNA (1:50) 4 µl   
H2O ad 20 µl    

 

2.2.2 Biochemische Methoden 

 

2.2.2.1 Protein-Extraktion aus Xcv  

 

Für die Extraktion von Proteinen aus Xcv wurden die jeweiligen Stämme über Nacht auf NYG-

Agarplatten (mit entsprechenden Antibiotikum) ausplattiert und bei 30 °C kultiviert. Am 

nächsten Tag wurden die Stämme als Flüssigkultur in NYG-Medium über Nacht bei 30 °C 

angezogen. Am Folgetag wurde die optische Dichte bei 600 nm mittels Photometer bestimmt. 

Die Zelldichte wurde anschließend auf eine OD600 von 0,2 in 4 ml NYG-Medium eingestellt. 

Danach erfolgte eine weitere Inkubation der Zellen für eine Stunde in einem Rotator bei 30 °C. 

Nach der Inkubationszeit wurde erneut die OD600 gemessen. 500 µl der Kultur wurden 

pelletiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 50 µl 2 x Laemmli-Puffer resuspendiert. 

Abschließend erfolgte das Kochen der Proben für fünf Minuten im Wasserbad. Angepasst an 

die jeweilige OD600 der Kulturen wurden gleiche Proteinmengen mittels SDS-PAGE und 

Western-Blot analysiert (Kapitel 2.2.2.2 und 2.2.2.3). 
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2.2.2.2 SDS-PAGE 

 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese) in einer vertikalen Apparatur für Mini-Gele (Mighty Small II, Amersham 

Pharmacia Biotech AB, San Francisco, USA). Verwendet wurden 4 %-ige Sammelgele und 10 

%-ige bzw. 15 %-ige Trenngele. Diese setzten sich wie folgt zusammen: 

 

Tabelle 2.10 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele (10 %) 

Komponente Trenngel (30 ml) Sammelgel (15 ml) 

H2O 11,9 ml 9 ml 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 7,5 ml 3,75 ml1 
30 % (v/v) Acrylamid 10 ml 2 ml 
10 % (w/v) SDS 0,3 ml 0,15 ml 
10 % (w/v) APS 0,3 ml 0,15 ml 
Temed 0,012 ml 0,009 ml 

Tris-HCl- Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid, SDS-Natriumdodecylsulfat, TEMED- 
Tetramethylethylendiamin ; APS- Ammoniumpersulfat 
1 Für das Sammelgel wurde 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 verwendet 

 

Als Laufpuffer der SDS-PAGE diente 1 x Tank. Die Proteinproben wurden bei konstanter 

Spannung von 130 V und einer Spannung von 400 mA aufgetrennt. Als Marker wurden 3,5 μl 

des „PageRuler Prestained Protein Ladder“ (Fermentas GmbH, Deutschland) parallel zu den 

Proben aufgetrennt. Die aufzutragenden Proteinmengen wurden entsprechend der 

Bakteriendichte der Flüssigkultur angepasst. 

 

2.2.2.3 Western-Blot 

 

Nachdem die Proteinproben aufgetrennt wurden erfolgte der immunologische Nachweis der 

Proteine mittels Western-Blot (Sambrook et al., 1989). Durch ein Tank-Blot-Verfahren wurden 

die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Protran, Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) 

übertragen. Der Transfer erfolgte bei 95 V, 400 mA und 4 °C für eineinhalb Stunden. Nach 

erfolgreichem Transfer wurde die Membran in Blockier-Lösung für mindestens eine halbe 

Stunde (bei leichtem Schütteln) inkubiert um freie Bindungsstellen auf der Oberfläche 

abzusättigen. Anschließend wurde die Membran einmal für fünf Minuten in 1 x TBST 

gewaschen und danach mit dem Primärantikörper (siehe Tabelle 2.5) über Nacht bei 4 °C 

inkubiert. Am nächsten Tag erfolgten drei Waschschritte in 1 x TBST bevor der sekundäre 

Antikörper (siehe Tabelle 2.5) für mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur dazugegeben 

worden ist. Nach erneuten drei Waschschritten wurde mittels ECL-Verfahren („enhanced 

chemiluminescence”) der sekundäre Antikörper (und somit indirekt das Protein von Interesse) 

nachgewiesen (Protokoll nach Amersham Pharmacia Biotech). Dafür wurde die Membran in 

ECL-Lösung (siehe Tabelle 2.1) inkubiert und anschließend auf einen Film (Kodak BioMax 

Light Film, Rochster, USA) aufgelegt. Der Film wurde im Anschluss mittels Entwicklerlösung 

(Kodak) entwickelt und abschließend mittels Fixierlösung (Kodak) fixiert. 
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2.2.3 In vitro-Sekretionsanalysen 

 

Mit Hilfe von in vitro-Sekretionsanalysen wurde die T3-abhängige Sekretion von Proteinen 

durch Xcv untersucht. Die Bedingungen für diesen Assay wurden leicht modifiziert nach 

Rossier et al., 1999 durchgeführt. Dabei wurde der Stamm 85* oder Derivate von diesem 

verwendet. 85*-Stämme exprimieren die hrp-Gene konstitutiv, was auf eine mutierte Form von 

hrpG (hrpG*) zurückzuführen ist. Xcv-Stämme wurden in 4 ml MA-Medium (pH 7,0) über Nacht 

kultiviert. Danach erfolgte der Transfer in MA-Medium (pH 5,2) mit Zugabe von  

10 μg/ml Thiamin (Serva, Heidelberg) sowie 50 mg/ml gereinigtem BSA (New England 

Biolabs). Die Zelldichte wurde dabei, wenn nicht anders angegeben auf eine OD600 von 0,15 

eingestellt. Danach erfolgte eine Inkubationszeit von zwei Stunden in einem Rotator bei  

30 °C. Anschließend wurden 500 µl von der Kultur pelletiert und als Gesamtextrakt (GE) in 50 

µl 2 x Laemmli-Puffer resuspendiert. Der Rest der Kultur wurde durch einen protein-

durchlässigen Filter (0,45 μm HT Tuffryn-Membran, Acrodisc 25 mm Syringe Filter, Pall GmbH, 

Dreieich, Deutschland) in ein vorgekühltes 2 ml Eppendorgefäß mit 200 µl Trichloressigsäure 

(TCA) filtriert. Die sekretierten Proteine wurden für 30 Minuten in TCA auf Eis gefällt. 

Anschließend wurden die Proteine pelletiert (10 min, 14000 rpm, 4 °C). Nach Absaugen des 

Überstandes wurde den Proben 100 %-iger eiskalter EtOH (-20 °C) zugegeben und erneut 

zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde das Pellet getrocknet und in 20 µl 2 x Laemmli-Puffer 

aufgenommen (ÜS = Überstand). Alle Proteinextrakte wurden fünf Minuten in kochendem 

Wasser denaturiert. Danach erfolgte die Auftrennung äquivalenter Proteinmengen mittels 

SDS-PAGE. 

 

2.2.4 Infiltration von Bakterien in Paprika- bzw. Tabakblätter 

 

Für die Inokulation von Paprika- bzw. Tabakblättern wurden zunächst die jeweiligen Xcv- oder 

A. tumefaciens-Stämme auf selektiven NYG-Agarplatten angezogen. Am nächsten Tag 

wurden die Bakterien in 1 mM MgCl2 resuspendiert. Die bakterielle Dichte wurde am 

Photometer eingestellt. Dabei entspricht eine OD600 von 0,1 einer bakteriellen Dichte von ca. 

108 KBE ml-1. Die Bakteriensuspension wurde anschließend mit einer nadellosen 

Einwegspritze in die Blattunterseite der jeweiligen Pflanzen infiltriert. Die Reaktion der Pflanze 

wurde fotografisch dokumentiert. Die Hypersensitive Reaktion in resistenten Paprika- oder 

Tabakpflanzen wurde mittels Bleichen der Blätter in 70 %-igem EtOH (bei 65 °C) verdeutlicht.  

 

2.2.5 In planta Wachstumskurven 

 

Zur Analyse des Wachstums der Bakterien in planta wurden die jeweils verwendeten Xcv-

Stämme mit einer bakteriellen Dichte von 104 KBE ml-1 in drei Blätter von drei verschiedenen 

ECW-Pflanzen infiltriert. Die Probenentnahme erfolgte mit einem Korkbohrer 

(Blattscheibendurchmesser entsprach 0,3 cm²). Blattscheiben wurden anschließend in ein 1,5 

ml Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 100 µl 1 mM MgCl2 sowie einer Stahlkugel überführt. Der 
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Zellaufschluss erfolgte mit Hilfe einer Schwingmühle (MM300, Retsch, Haan, Deutschland) bei 

30 Hz für 30 Sekunden. Die Bakteriensuspensionen wurden mit verschiedenen Verdünnungen 

auf NYG-Platten, welche Rifampicin und Cycloheximid enthielten ausplattiert. Anschließend 

wurden die Platten bei 30 °C für zwei Tage inkubiert. Danach wurden die Kolonien gezählt und 

der Mittelwert der koloniebildenden Einheiten pro cm² berechnet. 

 

2.2.6 In silico-Analysen zur Identifizierung potentieller T4S-Substrate in 

Xcv mittels S4TE 

 

„Searching algorithm for type-IV secretion system effectors“ (S4TE) ist ein bioinformatisches 

Analyseprogramm und bietet die Möglichkeit potentielle Substrate des T4S-Systems in - und 

-Proteobakterien in silico zu ermitteln (Meyer et al., 2013). Mit Hilfe von S4TE wurden in dieser 

Arbeit in silico-Analysen zur Identifizierung möglicher T4S-Substrate in Xcv durchgeführt. Die 

Durchführung der Analyse erfolgte zusammen mit dem Informatiker Martin Knoth. Um das 

Genom von Xcv mittels S4TE analysieren zu können, benötigt das Programm eine 

Genomdatenbank, bestehend aus vier verschiedenen Dateien (genome.nucl, genome.an, 

genome.prot und genome.csv). Im Fall von genome.nucl handelte es sich um die gesamte 

Genomsequenz des Xcv-Stammes 85-10 (Chromosom sowie die vier Plasmide pXCV183, 

pXCV19, pXCV2 und pXCV38) im FASTA-Format. Genome.an beinhaltete die „gene ID“, die 

Position des ersten und letzten Nukleotids einer kodierenden Sequenz und die Information, ob 

sich ein Gen auf dem „sense“- oder „anti-sense“-Strang befand. Aus der Datei genome.prot, 

welche alle Proteinsequenzen des untersuchten Genoms beinhaltete wurde im Anschluss mit 

Hilfe von nomprot.pl die Datei genome.csv generiert. Nach erfolgreicher Generierung der 

Datenbank wurde das Programm S4TE.pl für die dann folgende Effektorsuche gestartet.  

Das Programm S4TE beinhaltet 10 unabhängige Module, um 13 charakteristische 

Sequenzeigenschaften (13 Suchparameter) von T4S-Substraten untersuchen zu können. 

Modul 1 diente der Untersuchung des RS-TY-Konsensusmotivs (Suchparameter 1), dass aus 

10 Nukleotiden besteht und in 14 Promotoren von T4-Effektoren gefunden wurde (Meyer et 

al., 2013). Bei dem Motiv handelt es sich um drei Purine (R), eine der starken Basen G oder 

C (S), einem beliebigen Nukleotid (A, T, G, C), vier Thyminen (T) und einem Pyrimidin (Y). 

Das Modul 1 extrahiert die 300 stromaufwärts des Startcodons liegenden Nukleotide und 

analysiert diese im Hinblick auf das RS-TY-Konsensusmotiv. Mit Hilfe des 2. Moduls wurde 

die jeweilige Proteinsequenz mittels BLAST („Basic Local Alignment Search Tool“) analysiert, 

um so Homologien zu bereits bekannten T4-Effektoren zu identifizieren (Suchparameter 2). 

Dabei wurden bereits publizierte T4-Effektoren (Chen et al., 2010, Gomez-Valero et al., 2011) 

mit dem von S4TE untersuchten Proteom verglichen. Es wurde dabei ein E-Wert von E < 0,01 

verwendet. Insgesamt fünf Module suchten im Proteom von Xcv nach jeweils sechs 

spezifischen Domänen. Modul 3 diente dabei der Suche nach eukaryotisch- und prokaryotisch-

ähnlichen Domänen (Suchparameter 3 und 4). Dabei bezog sich die Motivsuche auf einen 

Vergleich mit 58 eukaryotisch-ähnlichen und 3617 prokaryotisch-ähnlichen Domänen, welche 
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bisher in T4-Effektoren identifiziert worden sind (Meyer et al., 2013, Prakash et al., 2011). Der 

Abgleich erfolgte mit der Pfam („Protein families“)-Datenbank. Das 4. Modul diente der 

Indentifizierung von Kernlokalisierungs-signalen (NLS), welche dazu führen, dass Proteine in 

den Zellkern von eukaryotischen Zellen transportiert werden können (Hicks und Galan 2013) 

(Suchparameter 5). Das Sequenzmotiv basiert dabei auf dem „Hidden Markov“-Model von Ba 

et al., 2009. Mittels Modul 5 wurde nach möglichen Mitochondrienlokalisierungssignalen (MLS) 

im N-terminalen Bereich des Proteins gesucht (Suchparameter 6) (Claros 1995). Verwendet 

wurden nur MLS mit P > 0,95. Die Proteinstabilität wird unter anderem durch permanente 

posttranslationale Modifikationen gewährleistet, die durch eine Prenylierung erreicht werden 

(Hicks und Galan 2013). Diese Prenylierung erfolgt an dem C-terminal konservierten 

Aminosäuresequenzmotiv CaaX (C, Cystein; a, entspricht einer aliphatischen Aminosäure; X, 

enspricht einer beliebigen Aminosäure) (Al-Quadan et al., 2011), welches durch Modul 6 

identifiziert wurde (Suchparameter 7). Das 7. Modul suchte nach „coiled coil“-Strukturen in den 

Kandidaten-proteinen (Suchparameter 8). Für die Suche von „coiled-coil“-Domänen wurde die 

„pepcoil“-Software des Emboss-Packets (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/pepcoil) verwendet (P > 0,95). Drei Module dienten der Suche nach fünf 

spezifischen Sekretions- und Translokationscharakteristika in T4S-Substraten. So analysierte 

das Modul 8 die Kandidatenproteine nach basischen Aminosäuren (H, R, K) in den C-

terminalen 25 Aminosäuren (Suchparameter 9) und im Hinblick auf einen positiv geladenen C-

terminalen Bereich (Suchparameter 10) (Niu et al., 2010, Rikihisa und Lin 2010, Vergunst et 

al., 2005). In -Proteobakterien haben alle bekannten T4-Effektoren drei oder mehr basische 

Aminosäuren in den C-terminalen 25 Aminosäuren des Proteins. Diese Beobachtung wurde 

deswegen als Grenze verwendet, um Kandidatenproteine als positiv zu bewerten. Um die C-

terminale Ladung eines Proteins zu berechnen, wurden alle positiv geladenen Aminosäuren 

(H, R, K) addiert und von diesen dann alle negativ geladenen Aminosäuren (E, D) sowie die 

negative C-terminale Ladung subtrahiert (die Berechnung beschränkt sich auf die C-

terminalen 25 Aminosäuren des Proteins). Dabei sollte die C-terminale Ladung eines Proteins 

≥ 2 sein, um als positiv eingestuft zu werden. Das 9. Modul analysierte dagegen die 

Hydrophobizität im C-terminalen Bereich (Suchparameter 11) und Hydrophilizität des 

gesamten Proteins (Suchparameter 12). Dafür wurde die „Kyte-Doolittle“-Skala verwendet 

(Kyte und Doolittle 1982). Diese Skala besagt, dass je hydrophober ein Aminosäurerest ist, 

desto höher ist der Hydropathie-Wert (> 0). Die meisten bekannten T4-Effektoren sind 

hydrophil, haben also einen negativen Hydropathie-Wert (Lockwood et al., 2011,  

Nagai et al., 2005, Zhu et al., 2011). Deswegen wurde als Grenzwert in der Analyse des zu 

analysierenden Proteoms ein Wert von < -200 verwendet. Für Suchparameter 11 wurde nach 

hydrophoben Aminosäureresten an der 3. und 4. Position vom C-Terminus aus gesehen 

gesucht. Das 10. und damit letzte Modul scannte das Protein nach einer „E-block“-Domäne, 

welche aus einer Glutaminsäure-reichen Sequenz (EEXXE), in den C-terminalen 30 

Aminosäuren des Proteins besteht und vermutlich wichtig für die Translokation ist 

(Suchparameter 13) (Huang et al., 2011).  
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Nach erfolgreichem Programmdurchlauf generierte S4TE eine Rangliste aller putativen T4S-

Kandidaten entsprechend einer Erfolgswahrscheinlichkeit. Ob ein potentielles T4S-Substrat in 

der Rangliste weit vorn steht, also mit hoher Wahrscheinlichkeit tatsächlich ein T4S-Substrat 

sein könnte, hängt von der Anzahl der vorhandenen Sequenzeigenschaften in dem jeweiligen 

Gen/Protein ab. Je mehr der zuvor beschriebenen Suchparameter in dem jeweiligen 

Gen/Protein übereinstimmen, desto höher wird das Gen/Protein in der Rangliste eingestuft. 

Zu beachten ist, dass es sich bei den durch S4TE vorgeschlagenen T4-Effektor-Kandidaten 

zum Teil um Falsch-Positive (FP) Kandidaten handeln könnte. Nachdem jedem putativen T4S-

Substrat eine bestimmte Kombination an Suchparametern zugeordnet wurde, erstellte das 

Programm zwei weitere Leistungsidizes. Basierend auf einem Datensatz von 275 bekannten 

T4-Effektoren aus L. pneumophila (Stamm Philadelphia) wurden die jeweiligen Module so 

angepasst, dass sie den bestmöglichen Vorhersagewert für Richtig-Positive (RP) Kandidaten 

ermittelten. Der erste generierte Leistungsindex war der sogenannte Empfindlichkeitsindex für 

Legionella (SIL-„sensitivity index for Legionella“). Die Berechnung von SIL lautet SIL=
𝑅𝑃

𝑅𝑃+𝐹𝑃
  

und liegt im Bereich von 0 bis 1. SIL gibt Auskunft in welchem Verhältnis Richtig-Positive 

Kandidaten, mit derselben Kombination an Sequenzeigenschaften bereits in L. pneumophila 

gefunden wurden. Der zweite generierte Leistungsindex wurde als Positivitätsindex für 

Legionella (PIL- „positivity index for Legionella“) durch die Formel PIL=
𝑅𝑃−𝐹𝑃

𝐹𝑃
  definiert. Er 

beschreibt den Nettoertrag der Richtig-Positiven und setzt diese ins Verhältnis zu den Falsch-

Positiven. Der PIL-Wert liegt zwischen -1 bis 10. Die Vorauswahl der Kandidaten erfolgte 

demnach anhand der Anzahl der identifizierten Sequenzeigenschaften und anhand des SIL-

Werts, welcher möglichst nah bei 1 liegen sollte und des PIL-Werts, welcher möglichst nah bei 

10 liegen sollte. Eine Ausnahme könnten Kandidaten sein, die einen SIL- und PIL-Wert von 0 

haben. Solch eine Kombination an Sequenzeigenschaften wurde in T4-Effektoren von L. 

pneumophila bisher nicht nachgewiesen, sodass es sich hierbei um neue Effektoren handeln 

könnte, die nicht den bisher bekannten T4-Effektoren entsprechen. Um die enorme Anzahl 

von möglichen T4S-Substraten weiter einzugrenzen wurden nur diejenigen Kandidaten 

ausgewählt, die mindestens fünf spezifische Sequenzeigenschaften aufwiesen. Die durch 

S4TE berechneten Vorhersagen waren und sind kein Beweis dafür, ob es sich tatsächlich um 

T4S-Substrate handelt, sondern dienten lediglich einer Vorauswahl der Kandidaten, die später 

experimentell untersucht werden sollten. Basierend auf den Resultaten des Programmes 

wurde eine experimentelle Validierung der erfolgsversprechendsten Proteine mittels des 

dTALE-2-Reporterproteins durchgeführt (siehe 2.2.1.7). 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Analyse von T3S- und Translokationssignalen ausgewählter Substrate 

des T3S-Systems von Xcv unter Verwendung des AvrBs3Δ2-Reporters  

 

T3S- und Translokationssignale von Effektor- und Nicht-Effektorproteinen können mit Hilfe von 

Reporterproteinen identifiziert und analysiert werden. Zur Analyse der Exportsignale des 

Effektorproteins AvrBs3, des putativen Translokonproteins XopA und des putativen „inner rod“-

Proteins HrpB2, wurden die Reporterproteine AvrBs3Δ2 und AvrBs1ΔN58 (Kapitel 3.2) 

verwendet. AvrBs3Δ2 ist ein N-terminales Deletionsderivat des TAL-Effektors AvrBs3. Dem 

AvrBs3Δ2-Reporter fehlen die Aminosäuren 2-152 und damit ein funktionales T3S- und 

Translokationssignal (Szurek et al., 2002). Ist der AvrBs3Δ2-Reporter in translationaler Fusion 

mit einem funktionalem T3S- und Translokationssignal, kann dieses Fusionsprotein durch das 

T3S-System von Xcv in die Pflanzenzelle übertragen werden. Mit Hilfe der 

Kernlokalisierungssignale in AvrBs3Δ2 wird das Fusionsprotein anschließend in den 

pflanzlichen Zellkern transportiert (Gürlebeck et al., 2005, Szurek et al., 2002). Resistente 

Paprikapflanzen des Kultivars ECW-30R besitzen das B3-Resistenzgen, das eine 

Flavinmonooxygenase kodiert (Römer et al., 2007). Durch die Bindung von AvrBs3Δ2 an die 

Promotorregion von Bs3, wird die Transkription von Bs3 initiiert, was zu einer HR im 

Infektionsbereich führt (Römer et al., 2007). Die hypersensitive Reaktion (HR) ist somit der 

Indikator für eine Translokation des AvrBs3Δ2-Reporters. 

 

3.1.1 Eingrenzung des T3S- und Translokationssignals in AvrBs3 

 

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass das T3S-Signal von AvrBs3 in den 

N-terminalen 50 Aminosäuren und das Translokationssignal in den N-terminalen 200 

Aminosäuren des Proteins lokalisiert ist (Büttner et al., 2004, Noël et al., 2003). Weiterführende 

Studien haben gezeigt, dass in einem Xcv-Wildtypstamm die N-terminalen 50 Aminosäuren 

und in einer hpaB-Mutante die N-terminalen 30 Aminosäuren von AvrBs3 hinreichend für eine 

Translokation von AvrBs3Δ2 sind (D. Büttner, unpubliziert) (Abbildung 3.1.1).  

Um den Sequenzbereich, welcher essentiell für die T3S bzw. Translokation von AvrBs3 ist, 

weiter einzugrenzen, wurden translationale Fusionen zwischen den N-terminalen 10 und 20 

Aminosäuren von AvrBs3 mit dem AvrBs3Δ2-Reporter erstellt. Die erhaltenen avrBs31-x-

avrBs3Δ2-Expressionskonstrukte wurden mittels triparentaler Konjugation in den Xcv-Stamm 

85-10hrpG* (85*) transferiert. 85* ist ein Derivat des Xcv-Wildtypstammes 85-10 mit einer 

Punktmutation im Transkriptionsregulator HrpG (HrpG*), was zu einer konstitutiven Expression 

des hrp-Genclusters führt (Wengelnik et al., 1999). Die konstitutive Expression des hrp-

Genclusters erlaubt die in vitro-Analyse der T3-abhängigen Sekretion von T3S-Substraten 

(Rossier et al., 1999). Die Sekretion und Translokation von  AvrBs31-10-AvrBs3Δ2 und AvrBs31-

20-AvrBs3Δ2 wurde weiterhin im Stamm 85*ΔhpaB analysiert, um den Einfluss des T3S-
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Chaperons auf den Export der Fusionsproteine zu untersuchen. Die zu Beginn der Arbeit 

vorhandenen Stämme 85* und 85*ΔhpaB, welche die Expressionskonstrukte  

avrBs31-30-avrBs3Δ2, avrBs31-40-avrBs3Δ2 oder avrBs31-50-avrBs3Δ2 enthalten, wurden in den 

folgenden Experimenten vergleichend mitgeführt. 

 

 
 
 

Abbildung 3.1.1 Schematische Darstellung des 
TAL-Effektors AvrBs3. Das T3S-Signal (SS) und 

Translokationssignal (TS) befindet sich in den N-
terminalen 30 Aminosäuren. Es ist nicht bekannt, ob 
das SS und TS gemeinsam im Protein vorliegen. Im 
Zentrum befindet sich die „repeat“-Region. C-
terminal sind die Kernlokalisierungssignale (NLS, 
grau) sowie die Aktivierungsdomäne (AD, lila). Die 
Zahlen stehen für die Aminosäuren des Proteins. 

 

AvrBs3 enthält ein funktionales T3S-Signal in den N-terminalen 10 Aminosäuren 

Für die in vitro-Sekretionsanalyse wurden alle Stämme in Minimal (MA)-Medium angezogen 

(siehe Kapitel 2.2.3). Anschließend wurden die Überstände von den Bakterien durch Filtration 

getrennt. Sowohl die Überstände als auch die Gesamtzellextrakte wurden mittels SDS-PAGE 

und Western-Blot, unter Verwendung verschiedener Antikörper analysiert.  

Alle AvrBs31-x-AvrBs3Δ2-Fusionsproteine wurden im Gesamtzellextrakt sowie im Überstand 

des 85*- und 85*ΔhpaB-Stammes mittels AvrBs3-spezifischer Antikörper nachgewiesen 

(Abbildung 3.1.2). Da die Effizienz der Sekretion der Fusionsproteine in verschiedenen 

Experimenten variierte, kann keine Aussage über den Einfluss des T3S-Chaperons auf die 

Sekretion getroffen werden. Die Sekretion der AvrBs31-x-AvrBS3Δ2-Fusionsproteine ist 

vermutlich nicht auf eine Lysis der Zellen zurückzuführen, da weder das innere 

Membranprotein HrcJ, noch das periplasmatische Protein HrpB1 im Überstand detektiert 

wurden (Abbildung 3.1.2). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aminosäuren 1 - 10 von 

AvrBs3 ein funktionales T3S-Signal enthalten. Zudem wird die Sekretion nicht wesentlich 

durch T3S-Chaperon HpaB beeinflusst.  
 

 

Abbildung 3.1.2 Die N-terminalen 10 Aminosäuren von AvrBs3 vermitteln die Sekretion von AvrBs32. 

Die Stämme 85* und 85*hpaB (hpaB), welche die in der Abbildung dargestellten AvrBs31-x-AvrBs32-Derivate 

synthetisierten, wurden in MA-Medium inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE) und Überstände (ÜS) wurden mittels 
Western-Blot, unter Verwendung von AvrBs3-, HrcJ- und HrpB1-spezifischen Antikörpern untersucht. Das mit 
einem Stern (*) markierte Signal entspricht dem jeweiligen AvrBs31-x-AvrBs3Δ2-Fusionsprotein, während die 
darunter liegenden Signale vermutlich Abbauprodukte des Fusionsproteins sind. Das Experiment wurde zweimal 
mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
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Die N-terminalen 20 Aminosäuren von AvrBs3 sind nicht hinreichend für eine Translokation 

von AvrBs3Δ2 

Für die in vivo-Translokationsanalysen wurden alle Stämme in Blätter von Paprikapflanzen 

des Kultivars ECW-30R infiltriert. Der Stamm 85*, der AvrBs3 oder AvrBs31-50-AvrBs3Δ2 

synthetisierte, löste eine AvrBs3-spezifische HR in Blättern von ECW-30R-Pflanzen aus 

(Abbildung 3.1.3 A). Dies bestätigt, dass die N-terminalen 50 Aminosäuren von AvrBs3 ein 

funktionales Translokationssignal enthalten (D. Büttner, unpubliziert). Nach der Infiltration des 

85*-Stammes, welcher die Fusionsproteine AvrBs31-10-, AvrBs31-20-, AvrBs31-30- oder  

AvrBs31-40-AvrBs3Δ2 synthetisierte, konnte hingegen keine sichtbare Reaktion in Blättern von 

ECW-30R-Pflanzen festgestellt werden (Abbildung 3.1.3 A).  

85*ΔhpaB translozierte wie erwartet die Fusionsproteine AvrBs31-30- und AvrBs31-40-AvrBs3Δ2 

(D. Büttner, unpubliziert), was zu einer HR in Blättern von ECW-30R-Pflanzen führte 

(Abbildung 3.1.3 A). Ähnliche Ergebnisse wurden mit dem Stamm 85-10ΔhpaB, der  

AvrBs31-30-AvrBs3Δ2 synthetisierte, beobachtet (D. Büttner, unpubliziert). Daher ist die 

Translokation von AvrBs31-30-AvrBs3Δ2 nicht generell auf die konstitutive Expression des hrp-

Genclusters zurückzuführen. Im Vergleich zu AvrBs31-30-AvrBs3Δ2, wurde AvrBs31-50-

AvrBs3Δ2 durch eine hpaB-Mutante stark reduziert transloziert, was sich in einer schwächeren 

HR im Infektionsbereich auf ECW-30R-Blättern gezeigt hat (Abbildung 3.1.3 A). Keine 

sichtbare HR wurde nach Infiltration der 85*ΔhpaB-Stämme, welche die Fusionsproteine 

AvrBs31-10- und AvrBs31-20-AvrBs3Δ2 synthetisierten beobachtet (Abbildung 3.1.3 A). 

Demnach ist in den N-terminalen 20 Aminosäuren von AvrBs3 vermutlich kein funktionales 

Translokationssignal enthalten.  

Um zu überprüfen, ob die Translokation von AvrBs31-30-AvrBs3Δ2 vom T3S-System abhängig 

ist, wurde das Fusionsprotein im Stamm 85*ΔhpaBΔhrcV analysiert. HrcV ist eine konservierte 

Komponente des T3S-Systems und essentiell für die T3-abhängige Proteintranslokation von 

Xcv (Hartmann und Büttner 2013, Rossier et al., 1999). Die Translokation von AvrBs31-30-

AvrBs3Δ2 war T3-abhängig, da das Fusionsprotein nicht durch den Stamm 85*ΔhpaBΔhrcV 

transloziert wurde und es somit zu keiner HR in Blättern von ECW-30R-Pflanzen kam 

(Abbildung 3.1.3 A). Insgesamt lassen die Ergebnisse der Translokationsanalysen vermuten, 

dass AvrBs3 ein funktionales Translokationssignal in den ersten 30 Aminosäuren besitzt. 

Um zu überprüfen, ob die Fusionsproteine einen negativen Einfluss auf das T3S-System 

haben, wurden alle Stämme in Blätter von ECW-10R-Pflanzen infiltriert, wodurch eine AvrBs1-

spezifische HR ausgelöst werden sollte, die auf die Erkennung von AvrBs1 zurückzuführen ist 

(Escolar et al., 2001, Ronald und Staskawicz 1988). Die Infiltration der 85*-Stämme, die das 

jeweilige avrBs31-x-avrBs3Δ2-Expressionskonstrukt enthielten, führte zu einer HR in ECW-

10R-Blättern, die vergleichbar mit der HR eines Wildtypstammes war (Abbildung 3.1.3 A und 

B). Diese Ergebnisse zeigen, dass die avrBs31-x-avrBs3Δ2-Expressionskonstrukte keinen 

negativen Einfluss auf die generelle T3S ausüben. Die 85*ΔhpaBΔhrcV- bzw. 85*ΔhpaB-

Stämme lösten dagegen keine oder eine im Vergleich zu 85* reduzierte AvrBs1-spezifische 
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HR aus (Abbildung 3.1.3 A und B). Es wurde bereits gezeigt, dass die Translokation von 

AvrBs1 vom T3S-Chaperon HpaB abhängig ist (Szczesny et al., 2010).  

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass AvrBs31-10- und AvrBs31-20-AvrBs3Δ2 aufgrund 

einer Falschfaltung nicht mehr in der Lage waren eine AvrBs3-spezifische HR in ECW-30R-

Pflanzen auszulösen, wurden avrBs31-10- und avrBs31-20-avrBs3Δ2 mittels A. tumefaciens in 

das Genom von Paprikapflanzen des Kultivars ECW-30R- und ECW-10R integriert. Das 

Hybridgen avrBs31-x-avrBs3Δ2 wurde unter der Kontrolle des 35S-Promotors, der in Pflanzen 

konstitutiv aktiv ist, exprimiert. Die Infiltration des A. tumefaciens-Stammes GV2260, ohne 

Expressionskonstrukt, löste eine Dunkelfärbung des Blattgewebes in ECW-30R- und ECW-

10R-Blättern aus (Abbildung 3.1.3 C). Die transiente Expression von avrBs31-10-avrBs3Δ2 und 

avrBs31-20-avrBs3Δ2 in Blättern von ECW-30R-Pflanzen, führte dagegen zu einer HR 

(Abbildung 3.1.3 C). Diese HR war AvrBs3-spezifisch, da die transiente Expression von 

avrBs31-10-avrBs3Δ2 und avrBs31-20-avrBs3Δ2 zu keiner HR in Blättern von ECW-10R-

Pflanzen führte (Abbildung 3.1.3 C).  

 

 

Abbildung 3.1.3 Identifizierung eines T3S- und Translokationssignals in AvrBs3.  
A) Die N-terminalen 30 Aminosäuren von AvrBs3 enthalten ein funktionales Translokationssignal. Die Stämme 85* 

und 85*hpaB (hpaB), welche AvrBs3Δ2 oder die in der Abbildung dargestellten AvrBs31-x-AvrBs32-

Fusionsproteine synthetisierten, wurden in Paprikablätter von ECW-30R- und ECW-10R-Pflanzen mit einer 
bakteriellen Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blätter 2-3 Tage 
nach der Inokulation in Ethanol entfärbt. Gleiche Mengen an Zellextrakt wurden mittels Western-Blot, unter 
Verwendung von AvrBs3-spezifischen Antikörpern analysiert. 

B) Die Translokation von AvrBs31-30-AvrBs32 durch den Stamm 85*hpaB ist vom T3S-System abhängig. Die 

Stämme 85*, 85*hpaB (hpaB) und 85*hpaBhrcV (hpaBhrcV), welche AvrBs31-30-AvrBs32 synthetisierten, 
wurden wie in A beschrieben infiltriert. 

C) Eine Agrobacterium-vermittelte transiente Expression von avrBs31-10-avrBs32 und avrBs31-20-avrBs32 zeigt, 

dass die synthetisierten Fusionsproteine eine AvrBs3-spezifische HR auslösen. Der A. tumefaciens-Stamm 

GV2260, welcher kein Konstrukt (-), avrBs32, avrBs31-10-avrBs32 oder avrBs31-20-avrBs32 enthielt, wurde in 

Paprikablätter von ECW-30R- und ECW-10R-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 8 x 108 KBE ml-1 infiltriert. 

avrBs31-x-avrBs32 wurde unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimiert. Zur besseren Visualisierung der HR 

wurden die Blätter 3 Tage nach der Inokulation in Ethanol entfärbt.  
Umrandungen in A - C weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die Versuchsergebnisse in A - C wurden mindestens 
zweimal reproduziert. 
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3.1.2 Eingrenzung des T3S- und Translokationssignals in XopA  

 

In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass das putative Translokonprotein XopA über 

das T3S-System sekretiert wird und zur Virulenz von Xcv beiträgt (Noël et al., 2002). 

Interessanterweise vermitteln die N-terminalen 51 Aminosäuren von XopA die Translokation 

des AvrBs3Δ2-Reporters in einer hpaB-Mutante, jedoch nicht im Wildtyp  

(Büttner et al., 2004). In weiteren Studien konnte das T3S-Signal von XopA auf die N-

terminalen 21 Aminosäuren und das Translokationssignal auf die N-terminalen 30 

Aminosäuren eingegrenzt werden (J. Stuttmann, Diplomarbeit 2004) (Abbildung 3.1.4). Für die 

Erstellung der xopA-Derivate wurde in dieser Diplomarbeit das GatewayTM-System verwendet. 

Bei der GatewayTM-Klonierung sorgt eine Rekombinase für die Rekombination zweier 

verschiedener DNA-Stränge an spezifischen Erkennungstellen, den sogenannten „attachment 

sites“ („att-sites“). Die „att-sites“ bleiben jedoch nach der Klonierung im Endkonstrukt erhalten. 

Ein Einfluss der „att-site“-kodierenden Aminosäuren auf die Sekretion bzw. Translokation von 

XopA-Fusionsproteinen kann somit nicht ausgeschlossen werden. Daher wurden in dieser 

Arbeit xopA-avrBs3Δ2-Expressionskonstrukte mittels des „Golden-Gate“-Systems erstellt 

(siehe Kapitel 2.2.1.7), wodurch keine Restriktionserkennungsstellen im Endkonstrukt 

zurückbleiben. 

Ziel war es, das T3S- und Translokationssignal von XopA zu verifizieren und weiter 

einzugrenzen. Dazu wurden translationale Fusionen zwischen den N-terminalen 20, 25 und 

30 Aminosäuren von XopA mit dem AvrBs3Δ2-Reporter erstellt. Um den Einfluss der  

N-terminalen 21 Aminosäuren von XopA auf die Sekretion und Translokation zu untersuchen, 

wurden schrittweise die Codons 2 - 5, 2 - 10 und 2 - 21 in xopA deletiert. 

 

 

 

 
Abbildung 3.1.4 Schematische Darstellung des T3S-
Signals (SS) und Translokationssignals (TS) in XopA. 

Die Zahlen stehen für die Aminosäuren des Proteins. 

 

XopA enthält ein funktionales T3S-Signal im Aminosäurebereich 6 - 20 

In vitro-Sekretionsanalysen haben gezeigt, dass XopA-AvrBs3Δ2 und XopAΔ2-5-AvrBs3Δ2 

durch die Stämme 85* und 85*ΔhpaB sekretiert werden (Abbildung 3.1.5 A). Zudem war, im 

Vergleich zum Wildtyp, die Sekretion von XopA-AvrBs3Δ2 und XopAΔ2-5-AvrBs3Δ2 in 

Abwesenheit des T3S-Chaperons HpaB verstärkt. Kein sichtbares Signal wurde für  

XopAΔ2-10-AvrBs3Δ2 und XopAΔ2-21-AvrBs3Δ2 im Überstand der Stämme 85* bzw. 85*ΔhpaB, 

mittels des AvrBs3-spezifischen Antikörpers detektiert (Abbildung 3.1.5 A). Um 

auszuschließen, dass die xopA-avrBs3Δ2-Expressionskonstrukte einen negativen Einfluss auf 

die generelle T3S haben, wurde die Membran mit einem HrpF-spezifischen Antikörper 

reinkubiert. HrpF ist das putative Translokonprotein von Xcv und wird T3-abhängig sekretiert 
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(Büttner et al., 2002). Ein Signal für HrpF wurde sowohl im Gesamtextrakt als auch im 

Überstand von 85* und 85*ΔhpaB detektiert, sodass ein negativer Einfluss der XopA-

Fusionsproteine auf die T3S ausgeschlossen werden kann (Abbildung 3.1.5 A). Die 

Fusionsproteine XopA1-20-AvrBs3Δ2, XopA1-25-AvrBs3Δ2, XopA1-30-AvrBs3Δ2 wurden im 

Gesamtzellextrakt sowie im Überstand der Stämme 85* und 85*ΔhpaB, mittels AvrBs3-

spezifischer Antikörper detektiert (Abbildung 3.1.5 B). Die Sekretion der XopA1-x-AvrBs3Δ2-

Fusionsproteine wurde in diesem Fall nicht wesentlich durch das T3S-Chaperon HpaB 

beeinflusst. Zusammenfassend haben die Ergebnisse der Sekretionsanalysen gezeigt, dass 

das T3S-Signal von XopA in den N-terminalen 20 Aminosäuren des Proteins lokalisiert ist und 

die Aminosäuren 2 - 5 zudem entbehrlich für die Sekretion sind.  

 

 

Abbildung 3.1.5 In vitro-Sekretionsanalysen mit verschiedenen XopA-AvrBs3Δ2-Derivaten. 
A) Sekretionsanalysen zeigen, dass die Aminosäuren 2 - 5 von XopA entbehrlich für die Sekretion von XopA-

AvrBs32 sind. Die Stämme 85* und 85*hpaB (hpaB), welche die Fusionsproteine XopA-AvrBs32, XopAΔ2-5-

AvrBs3Δ2, XopAΔ2-10-AvrBs3Δ2 oder XopAΔ2-21-AvrBs3Δ2 synthetisierten, wurden in MA-Medium inkubiert. 
Gesamtzellextrakte (GE) und Überstände (ÜS) wurden mittels Western-Blot, unter Verwendung von AvrBs3- und 
HrpF-spezifischen Antikörpern untersucht. Die Membran mit den ÜS wurde überbelichtet, sodass die Sekretion von  
XopAΔ2-5-AvrBs3Δ2 nachvollzogen werden kann. Bei den Signalen im ÜS von 85* und 85*ΔhpaB, mit XopAΔ2-10/Δ2-

21-AvrBs3Δ2, handelt es sich vermutlich um Hintergrundsignale, die durch die Überbelichtung entstanden sind. 
B) Die N-terminalen 20 Aminosäuren von XopA enthalten ein funktionales T3S-Signal. Die Stämme 85* und 

85*hpaB (hpaB), welche die dargestellten XopA-AvrBs32-Fusionsproteine synthetisierten, wurden über Nacht 

in MA-Medium inkubiert. GE und ÜS wurden mittels Western-Blot, unter Verwendung von AvrBs3-spezifischen 
Antikörpern untersucht.  
Um eine mögliche Lysis der Bakterien auszuschließen, wurden die Membranen mit HrcJ- und/oder HrpB1-
spezifischen Antikörpern reinkubiert. Dabei wurde HrcJ bzw. HrpB1 im GE, jedoch nicht ÜS detektiert (B und C). 
Die Experimtente in A und B wurden zweimal mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. 

 

 

Die Aminosäuren 2 - 5 von XopA sind entbehrlich für die Translokation des AvrBs3Δ2-

Reporters 

Um den Einfluss der N-terminalen 21 Aminosäuren von XopA auf die Translokation von 

AvrBs3Δ2 zu untersuchen, wurden die Stämme 85* und 85*ΔhpaB, welche die 

Fusionsproteine XopA-AvrBs3Δ2, XopAΔ2-5-AvrBs3Δ2, XopAΔ2-10-AvrBs3Δ2 oder XopAΔ2-21-

AvrBs3Δ2 synthetisierten, in Blätter von ECW-30R-Pflanzen infiltriert. Im Stamm 85* wurde 

weder XopA-AvrBs3Δ2 noch eines der XopAΔ2-x-AvrBs3Δ2-Fusionsproteine transloziert 

(Abbildung 3.1.6 A). Dies ist in Übereinstimmung mit publizierten Daten, in denen gezeigt 

wurde, dass XopA-AvrBs3Δ2-Fusionsproteine nur in Abwesenheit von HpaB transloziert 

werden (Büttner et al., 2004).  
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Der Stamm 85*ΔhpaB translozierte die Fusionsproteine XopA-AvrBs3Δ2 und XopAΔ2-5-

AvrBs3Δ2 (Abbildung 3.1.6 A). Eine im Vergleich zu 85*ΔhpaB leicht reduzierte HR wurde 

beobachtet, wenn XopA-AvrBs3Δ2 durch den Stamm 85-10ΔhpaB transloziert wurde  

(Büttner et al., 2004). Die Translokation von XopA-AvrBs3Δ2 wird demnach durch die hrpG*-

Mutation positiv beeinflusst. Nach der Infiltration des Stammes 85*ΔhpaB, der das 

Fusionsprotein XopAΔ2-10- bzw. XopAΔ2-21-AvrBs3Δ2 synthetisierte, wurde keine AvrBs3-

spezifische HR detektiert (Abbildung 3.1.6 A). Der Phänotyp der hpaB-Mutante mit dem 

xopAΔ2-10- bzw. xopAΔ2-21-avrBs3Δ2-Expressionskonstrukt war vergleichbar mit der einer 

hpaB-Mutante ohne Expressionskonstrukt (Abbildung 3.1.3 B). Daraus kann geschlussfolgert 

werden, dass XopAΔ2-10- und XopAΔ2-21-AvrBs3Δ2 vermutlich nicht transloziert worden sind. 

Die in vivo-Translokationsstudien mit XopA-AvrBs3Δ2-Fusionsproteinen haben gezeigt, dass 

die Aminosäuren 2 - 5 von XopA entbehrlich für die Translokation des Fusionsproteins sind. 

Zudem interferierten die Fusionsproteine nicht mit der AvrBs1-spezischen HR  

(Abbildung 3.1.6 A). 

 

 

Abbildung 3.1.6 Die Aminosäuren 2 - 5 von XopA sind entbehrlich für die hpaB-abhängige Translokation 

von XopA-AvrBs32. 

A) Die Stämme 85* und 85*hpaB (hpaB), welche die Fusionsproteine XopA-AvrBs32, XopAΔ2-5-AvrBs3Δ2, 

XopAΔ2-10-AvrBs3Δ2 oder XopAΔ2-21-AvrBs3Δ2 synthetisierten, wurden in Paprikablätter von ECW-30R- und ECW-
10R-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Wie erwartet lösten alle 85*-Stämme eine 
AvrBs1-spezifische HR in Blättern von ECW-10R-Pflanzen aus, sodass ein negativer Einfluss der XopA-AvrBs3Δ2-
Fusionsproteine auf das T3S-System ausgeschlossen werden kann. Für den Proteinsynthesenachweis wurden 
gleiche Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, unter Verwendung von AvrBs3-spezifischen Antikörpern 
analysiert. 

B) XopA2-10-AvrBs32 und XopA2-21-AvrBs32 können in Abwesenheit von HpaB scheinbar nicht transloziert 

werden. Eine HR wurde lediglich für XopA2-5-AvrBs32 nachvollzogen. Der Stamm 85*hpaB (hpaB), welcher 

kein Plasmid (-) oder eines der oben erwähnten XopAΔ2-x-AvrBs32-Fusionsproteine enthielt, wurde wie in A 
beschrieben infiltriert. 
Umrandungen in A und B weisen auf die Inokulationsstellen hin. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die 
Blätter 2 - 3 Tage nach der Inokulation in Ethanol entfärbt. Die Versuchsergebnisse wurden mindestens zweimal 
reproduziert. 
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3.1.3 Eingrenzung des T3S- und Translokationssignals in HrpB2 

 

Das Protein HrpB2 von Xcv wird als mögliches „inner rod“ Protein des T3S-Systems diskutiert 

und ist essentiell für die Pathogenität des Bakteriums (Rossier et al., 2000). 

Sekretionsanalysen mit HrpB2-Derivaten, die verschiedene interne Deletion aufwiesen haben 

gezeigt, dass die Aminosäuren 16 - 25 entbehrlich jedoch die Aminosäuren Isoleucin, Alanin 

und Glutamat an Position 10, 11 und 12 eine wichtige Rolle für die effiziente Sekretion von 

HrpB2 spielen (S. Schulz, Dissertation 2012). Weitere Studien haben zudem gezeigt, dass die 

Sekretion von HrpB2 durch das T3S4-Protein HpaC supprimiert wird und die  

N-terminalen 76 Aminosäuren von HrpB2 ein funktionales Translokationssignal enthalten 

(Hausner und Büttner 2014, Lorenz et al., 2008a). Durch die Verwendung verschieden langer 

N-terminaler Bereiche von HrpB2 in translationaler Fusion mit AvrBs3Δ2 wurde das 

Translokationssignal von HrpB2 auf die N-terminalen 40 Aminosäuren eingegrenzt (Abbildung 

3.1.7) (Lorenz und Büttner, unpubliziert). Neben dem T3S4-Protein HpaC haben auch das 

T3S-Chaperon HpaB und/oder dessen Regulator HpaA einen Einfluss auf die Translokation 

von HrpB2. Im Vergleich zu einer hpaC-Mutante wird in einer hpaABC-Mutante HrpB21-40-

AvrBs3Δ2 verstärkt transloziert (D. Büttner, unpubliziert).  

Um zu analysieren, ob ein minimales T3S- und Translokationssignal von HrpB2 hinreichend 

für eine Sekretion bzw. Translokation ist, wurden translationale Fusionen zwischen den 

Aminosäuren 9 - 40 und 10 - 40 von HrpB2 mit dem AvrBs3Δ2-Reporter erstellt. Die Analyse 

der Fusionsproteine erfolgte im Stamm 85*, 85*ΔhpaC und 85*ΔhpaABC. Die zu Beginn der 

Arbeit vorhandenen Stämme 85* und 85*ΔhpaC, mit den hrpB21-x-avrBs3Δ2-

Expressionskonstrukten hrpB21-20-avrBs3Δ2, hrpB21-25-avrBs3Δ2, hrpB21-30-avrBs3Δ2 und 

hrpB21-40-avrBs3Δ2 wurden in den folgenden Experimenten mit verwendet, da bisher nicht 

bekannt war, ob die N-terminalen 20, 25 oder 30 Aminosäuren von HrpB2 bereits hinreichend 

für eine Sekretion von AvrBs3Δ2 sind.  

 

 

 

Abbildung 3.1.7 Schematische Darstellung des T3S-
Signals (SS) und Translokationssignals (TS) von 
HrpB2. Es ist nicht bekannt, ob das SS und TS 

voneinander getrennt vorliegen. Die Zahlen stehen für die 
Aminosäuren des Proteins. Die für die Sekretion von 
HrpB2 kritischen Aminosäuren 10 - 12 sind in gelb 
dargestellt. 

 

HrpB2 besitzt vermutlich ein gemeinsames T3S- und Translokationssignal 

Keine AvrBs3-spezifische HR wurde nach der Infiltration der Stämme 85* und 85*ΔhpaC, 

welche die Fusionsproteine HrpB21-20-AvrBs3Δ2, HrpB21-25-AvrBs3Δ2 und HrpB21-30-

AvrBs3Δ2 synthetisierten in Blättern von ECW-30R-Pflanzen detektiert (Abbildung 3.1.8 A). 

Im Gegensatz dazu wurde wie erwartet HrpB21-40-AvrBs3Δ2 durch den Stamm 85*ΔhpaC, 

nicht aber durch den Stamm 85*, transloziert und löste eine AvrBs3-spezifische HR aus 

(Abbildung 3.1.8 A) (Lorenz und Büttner, unpubliziert). Die Fusionsproteine interferierten nicht 

mit der AvrBs1-spezischen HR (Abbildung 3.1.8 A).  
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In Übereinstimmung mit den Translokationsanalysen, wurden in Sekretionsanalysen die 

Fusionsproteine HrpB2-1-20-AvrBs3Δ2, HrpB2-1-25-AvrBs3Δ2 und HrpB2-1-30-AvrBs3Δ2 nicht im 

Überstand von 85* und 85*ΔhpaC detektiert (Abbildung 3.1.8 B). Demnach enthalten die N-

terminalen 30 Aminosäuren von HrpB2 kein funktionales T3S- und Translokationssignal.  

In vitro-Sekretionsanalysen haben weiterhin gezeigt, dass HrpB2-1-40-AvrBs3Δ2, HrpB2-9-40-

AvrBs3Δ2 und HrpB2-10-40-AvrBs3Δ2 durch den Stamm 85*ΔhpaC sekretiert werden 

(Abbildung 3.1.8 B und C). Im Vergleich zu den 85*-Stämmen, waren die Signale für  

HrpB2-1-40-AvrBs3Δ2, HrpB2-9-40-AvrBs3Δ2 und HrpB2-10-40-AvrBs3Δ2 im Überstand der 

hpaC-Mutante verstärkt (Abbildung 3.1.8 C). Die Aminosäuren 2 - 9 von HrpB2 sind den 

Ergebnissen zur Folge entbehrlich für die Sekretion von HrpB2-AvrBs3Δ2. Auf die Beteiligung 

der Aminosäuren 2 - 8 und 2 - 9 von HrpB2 auf die Translokation wird nachfolgend 

eingegangen. 

 

 
Abbildung 3.1.8 Translokations- und Sekretionsanalysen mit verschiedenen hrpB2-Derivaten in 
translationaler Fusion mit dem avrBs3Δ2-Reporter. 
A) Die N-terminalen 40 Aminosäuren von HrpB2 enthalten ein funktionales Translokationssignal. Die Stämme 85* 

und 85*hpaC (hpaC), welche die in der Abbildung beschriebenen HrpB21-x-AvrBs32-Fusionsproteine 

synthetisierten, wurden in Paprikablätter von ECW-30R- und ECW-10R-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 
4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blätter 2 - 3 Tage nach der Inokulation 
in Ethanol entfärbt. Wie erwartet lösten alle 85*-Stämme eine AvrBs1-spezifische HR in Blättern von ECW-10R-
Pflanzen aus, sodass ein negativer Einfluss der HrpB2-AvrBs3Δ2-Fusionsproteine auf das T3S-System 
ausgeschlossen werden kann. Die AvrBs1-spezifische HR ist in hpaC-Mutanten reduziert (Lorenz et al., 2008a). 
Für den Proteinsynthesenachweis wurden gleiche Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, unter Verwendung 
von AvrBs3-spezifischen Antikörpern analysiert. Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen hin. 
B) Die N-terminalen 40 Aminosäuren von HrpB2 enthalten ein funktionales T3S-Signal. Die Stämme 85* und 

85*hpaC (hpaC), welche die in der Abbildung beschriebenen HrpB21-x-AvrBs32-Fusionsproteine 

synthetisierten, wurden in MA-Medium inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE) und Überstände (ÜS) wurden mittels 
Western-Blot, unter Verwendung von AvrBs3- und HrpF-spezifischen Antikörpern untersucht. HrpF wurde durch 
die 85*-Stämme sekretiert, sodass ein negativer Einfluss der hrpB2-avrBs3Δ2-Expressionskonstrukte auf die T3S 
ausgeschlossen werden kann. In Abwesenheit von HpaC ist die HrpF-Sekretion reduziert (Lorenz et al., 2008a). 

C) Die N-terminalen neun Aminosäuren von HrpB2 sind entbehrlich für die Sekretion von HrpB2-AvrBs32. Die 

Stämme 85* und 85*hpaC (hpaC), welche die in der Abbildung beschriebenen HrpB2x-40-AvrBs32-
Fusionsproteine synthetisierten, wurden in MA-Medium inkubiert. GE und ÜS wurden mittels Western-Blot, unter 
Verwendung von AvrBs3-spezifischen Antikörpern untersucht. Um eine mögliche Lysis der Bakterien 
auszuschließen, wurden die Membranen mit HrcJ-spezifischen Antikörpern reinkubiert. HrcJ wurde in den GE, 
jedoch nicht in den ÜS detektiert (B und C). 
Alle Versuchsergebnisse wurden mindestens einmal reproduziert.  
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Die Aminosäuren 10 - 40 von HrpB2 sind hinreichend für die Translokation von AvrBs3Δ2 in 

Abwesenheit der Kontrollproteine HpaA, HpaB und HpaC  

Im nächsten Schritt sollte der Einfluss der Aminosäuren 2 - 8 und 2 - 9 von HrpB2 auf die 

Translokation des AvrBs3Δ2-Reporterproteins in einer hpaC- und einer hpaABC-Mutante 

untersucht werden. Dazu wurden die Stämme 85*, 85*ΔhpaC und 85*ΔhpaABC, welche die 

Fusionsproteine HrpB21-40-AvrBs3Δ2, HrpB29-40-AvrBs3Δ2 und HrpB210-40-AvrBs3Δ2 

synthetisierten, in Blätter von ECW-30R-Pflanzen infiltriert. Der Stamm 85* translozierte wie 

erwartet keines der HrpB2x-40-AvrBs3Δ2-Fusionsproteine (Abbildung 3.1.9 A). Im Vergleich zu 

den hpaC-Mutanten, lösten die hpaABC-Mutanten, welche HrpB21-40-AvrBs3Δ2,  

HrpB29-40-AvrBs3Δ2 oder HrpB210-40-AvrBs3Δ2 synthetisierten, eine schnellere, bereits nach 

zwei Tagen sichtbare HR aus (Abbildung 3.1.9 A). Aus diesem Ergebnis kann geschlussfolgert 

werden, dass die Aminosäuren 2 - 8 und 2 - 9 von HrpB2 vermutlich unterstützend auf die 

Translokation des Fusionsproteins wirken, jedoch nicht essentiell sind. Ähnliche Ergebnisse 

wurden mit dem hrpG-Wildtypstamm 85-10ΔhpaC beobachtet,  

sodass die Beobachtungen nicht auf die hrpG*-Mutation zurückzuführen sind  

(Scheibner et al., 2016).  

Zur Überprüfung der T3-abhängigen Translokation von HrpB21-40-AvrBs3Δ2 wurde das 

Fusionsprotein im Stamm 85*ΔhpaABCΔhrcN analysiert. Das Gen hrcN kodiert die ATPase 

des T3S-Systems und ist essentiell für die T3S (Lorenz und Büttner 2009). Die Translokation 

von HrpB21-40-AvrBs3Δ2 durch die hpaABC-Mutante wurde durch die zusätzliche Deletion von 

hrcN verhindert (Abbildung 3.1.9 B).  

 

 

Abbildung 3.1.9 HpaA, HpaB und HpaC beeinflussen den Export von HrpB2-AvrBs3Δ2-Fusionsproteinen. 
A) Die N-terminalen neun Aminosäuren von HrpB2 sind entbehrlich für die Translokation eines HrpB2-AvrBs3Δ2-

Fusionsproteins. Die Stämme 85*, 85*hpaC (hpaC) und 85*hpaABC (ABC), welche die in der Abbildung 

beschriebenen HrpB2x-40-AvrBs32-Fusionsproteine synthetisierten, wurden in Paprikablätter von ECW-30R- und 
ECW-10R-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Zur besseren Visualisierung der HR 
wurden die Blätter 1, 2 oder 3 Tage nach der Inokulation in Ethanol entfärbt.  

B) Die Translokation von HrpB21-40-AvrBs32 ist vom T3S-System abhängig. Die Stämme 85*, 85*hpaC (hpaC), 

85*hpaABC (ABC) und 85*hpaABChrcN (ABCN), welche HrpB21-40-AvrBs32 synthetisierten, wurden wie 

in A beschrieben infiltriert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blätter 2 bzw. 3 Tage nach der 
Inokulation in Ethanol entfärbt.  
Wie erwartet lösten alle 85*-Stämme eine AvrBs1-spezifische HR in Blättern von ECW-10R-Pflanzen aus, sodass 
ein negativer Einfluss der HrpB2-AvrBs3Δ2-Fusionsproteine auf das T3S-System ausgeschlossen werden kann. 
Für den Proteinsynthesenachweis wurden gleiche Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, unter Verwendung 
von AvrBs3-spezifischen Antikörpern analysiert. Umrandungen in A und B weisen auf die Inokulationsstellen hin. 
Die Experimente in A und B wurden zweimal mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. 
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3.1.4 Die N-terminalen 40 Aminosäuren von HrpB2 vermitteln die 
Translokation eines „designer“-TALE in die Nicht-Wirtspflanze  
Nicotiana benthamiana 
 

Als nächstes sollte untersucht werden, ob das T3S- und Translokationssignal von HrpB2 die 

Translokation eines Effektorproteins in die Nicht-Wirtspflanze N. benthamiana vermitteln kann. 

Dazu wurde ein sogenannter „designer“ TAL-Effektor (dTALE-2) verwendet. Der dTALE-2 ist 

mit dem TAL-Effektor AvrBs3 auf Aminosäureebene zu 98 % identisch. So befindet sich im N-

terminalen Bereich des Proteins ein T3S- und Translokationssignal und im Zentrum die DNA-

bindende Domäne, („repeat“ Region) bestehend aus einem 17,5-mal sich wiederholenden 34 

Aminosäuresequenzmotiv (Abbildung 3.1.10 A). Im Gegensatz zu AvrBs3 wurden die „repeat-

variable diresidues“ (RVDs) jedoch so modifiziert, dass sie an die DNA Sequenz  

5'-TCCCCGCATAGCTGAACAT-3' binden können (Weber et al., 2011). Der C-terminale 

Bereich des Proteins, mit Kernlokalisierungssignalen (NLS) und Aktivierungsdomäne (AD), ist 

dagegen wieder identisch mit AvrBs3. Als Reportersystem wurden gfp-transgene 

N. benthamiana-Pflanzen verwendet, die einen stabil integrierten Tabakmosaikvirus (TMV)-

basierten Vektor enthalten (Weber et al., 2011, Werner et al., 2011). Der TMV-Vektor steht 

unter der Kontrolle des alcA-Promotors (Alkohol-Dehydrogenase) von Aspergillus nidulans 

und kodiert eine RNA-abhängige RNA Polymerase (RdRP) sowie das grün fluoreszierende 

Protein GFP. Die gfp-transgenen N. benthamiana-Pflanzen besitzen nicht den 

Transkriptionsaktivator AlcR, der jedoch notwendig ist für die Transkriptionsaktivierung. Somit 

kommt es nur zu einer Induktion der Gene auf dem TMV-Vektor, wenn der dTALE-2 

transloziert wird und anschließend stromaufwärts der TATA-Box des alcA-Promotors bindet 

(Weber et al., 2011), wie in Abbildung 3.1.10 B schematisch dargestellt. Die virale RNA wird 

durch die RdRP im Cytosol synthetisiert und führt anschließend zur Expression von gfp 

(Abbildung 3.1.10 C). Die GFP-Fluoreszenz ist auf die Infektionsstelle beschränkt, da dem 

viralen Vektor die Gene für eine Zell-Zell-Übertragung bzw. eine systemische Verbreitung 

fehlen (Weber et al., 2011, Werner et al., 2011).  
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Abbildung 3.1.10 Der „designer“ TAL-Effektor dTALE-2 als Reporter zur Analyse der Proteintranslokation. 
A) Das N-terminale T3S- und Translokationssignal ist notwendig damit der dTALE-2 über das T3S-System 

transportiert wird. Dieses Signal kann wahlweise gegen ein zu untersuchendes T3S- und Translokationssignal 
ausgetauscht werden (siehe Material und Methoden, Kapitel 2.2.1.7). B) Besitzt der dTALE-2 ein funktionales T3S- 
und Translokationssignal, erfolgt die Translokation in die Pflanzenzelle. Als Reportersystem werden gfp-transgene 
N. benthamiana-Pflanzen verwendet, welche einen stabil integrierten Tabakmosaikvirus (TMV)-basierten Vektor 
tragen. Der TMV-Vektor steht unter der Kontrolle des alcA-Promotors von A. nidulans und kodiert eine RNA-
abhängige RNA Polymerase (RdRP) sowie das grün fluoreszierende Protein GFP. Der dTALE-2 bindet eine 
spezifische DNA-Sequenz stromaufwärts der TATA-Box des alcA-Promotors und initiiert so die Transkritption. C) 

Die virale RNA wird durch die RdRP im Cytosol synthetisiert und führt anschließend zur Expression von gfp. Die 
GFP-Fluoreszenz kann mittels einer UV-Lampe sichtbar gemacht werden und beschränkt sich auf den 
Infektionsbereich. NLS: „nuclear localisation signal“; AD: „acidic activation domain“; IM: innere Bakterienmembran; 
ÄM: äußere Bakterienmembran.  

 

Für die Translokationsanalysen wurde der dTALE-2 und das N-terminale Deletionsderivat 

dTALE-2ΔN, dem die N-terminalen 64 Aminosäuren fehlen, verwendet. Die Notwendigkeit der 

N-terminalen Region für die Sekretion von AvrBs3 wurde bereits gezeigt  

(Büttner et al., 2004, Schreiber et al., 2015). Es wurden translationale Fusionen zwischen den 

Codons 1 - 40, 10 - 40 und 11 - 40 von HrpB2 mit dem dTALE-2ΔN erstellt  

(Kapitel 2.2.1.7). Der Leervektor sowie die Expressionskonstrukte dTALE-2, dTALE-2ΔN, 

hrpB21-40-dTALEΔN, hrpB210-40-dTALEΔN und hrpB211-40-dTALEΔN wurden in die Stämme 

85*, 85*ΔhpaABC und in die T3S-Mutante 85*ΔhpaABCΔhrcN elektroporiert. Anschließend 

erfolgte die Infiltration aller Stämme in gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen.  

Die Infiltration des 85*-Stammes, der den dTALE-2 synthetisierte, führte zu einer GFP-

Fluoreszenz, welche ab dem dritten Tag nach der Infiltration detektiert wurde (Abbildung 

3.1.11 A und B). Die Ergebnise zeigen, dass der dTALE-2 durch den Stamm 85* transloziert 

wurde. In Folge der Ausbildung einer Nekrose in dem infizierten Blattbereich, wurde die GFP-

Fluoreszenz jedoch teilweise überlagert (Abbildung 3.1.11 A und B). Solch eine Nekrose 

konnte in vorangegangenen Studien mit dem Xcv-Stamm GM98-38 bereits beobachtet werden 

(Metz et al., 2005). Die Infiltration des Stammes 85*ΔhpaABC, mit dem dTALE-2, zeigte 

hingegen erst nach acht Tagen eine punktuelle GFP-Fluoreszenz (Abbildung 3.1.11 B). Dies 

führt zur Annahme, dass die Kontrollproteine HpaA, HpaB und/oder HpaC wichtig sind für eine 

effiziente Translokation des dTALE-2.  

Keine sichtbare GFP-Fluoreszenz wurde nach der Infiltration des Stammes 85*ΔhpaABC, der 

den dTALE-2ΔN synthetisierte detektiert (Abbildung 3.1.11). Im Gegensatz dazu wurde 

HrpB21-40-dTALE-2ΔN durch den Stamm 85*ΔhpaABC transloziert, was zu einer punktuellen 

GFP-Fluoreszenz führte, die ab dem vierten Tag an Intensität zunahm (Abbildung 3.1.11 B). 

Der Stamm 85*ΔhpaABC translozierte HrpB21-40-dTALE-2ΔN vermutlich effizienter als  

dTALE-2, was anhand einer stärkeren GFP-Fluoreszenz im jeweiligen Infektionsbereich 
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nachvollzogen wurde (Abbildung 3.1.11 A). Ein signifikant reduziertes oder kein GFP-Signal 

wurde nach Infiltration der Stämme 85*ΔABC, die HrpB210-40-dTALE-2ΔN oder HrpB211-40-

dTALE-2ΔN synthetisierten detektiert (Abbildung 3.1.13 A). Folglich leisten die Aminosäuren 

10 - 40 von HrpB2 einen wichtigen Beitrag für die effiziente Translokation des dTALE-2ΔN-

Reporters. Die Translokation von dTALE-2 und HrpB21-40-dTALE-2ΔN war vom T3S-System 

abhängig, da der Stamm 85*ΔABCΔhrcN, in dem das für die ATPase kodierende Gen hrcN 

deletiert ist, zu keiner detektierbaren GFP-Fluoreszenz führte (Abbildung 3.1.11 A). Durch die 

erhaltenen Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass die N-terminalen 40 Aminosäuren 

von HrpB2 die Translokation von dTALE-2ΔN, in Abwesenheit der Kontrollproteine HpaA, 

HpaB und HpaC, in die Nicht-Wirtspflanze N. benthamiana ermöglichen. 

 

 

Abbildung 3.1.11 Die hpaABC-Mutante transloziert HrpB21-40-dTALE-2ΔN in die Nicht-Wirtspflanze 
N. benthamiana. 

A) HrpB21-40-dTALE-2N wird durch den Stamm 85*hpaABC in N. benthamiana transloziert. Die Stämme 85*, 

85*hpaABC (ABC) und 85*hpaABCΔhrcN (ABCN), welche den Leervektor (LV), HrpB21-40-dTALE-2N, 

HrpB210-40-dTALE-2N, HrpB211-40-dTALE-2N, dTALE-2N oder dTALE-2 enthalten, wurden in Blätter gfp-
transgener N. benthamiana-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 8 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Die Bilder der 

GFP-Fluoreszenz wurden acht Tage nach Inokulation aufgenommen. Phänotypische Reaktionen wurden sechs 
Tage nach der Inokulation aufgenommen. Für die Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen an Zellextrakt 
mittels Western-Blot, unter Verwendung von AvrBs3-spezifischen Antikörpern analysiert. Die mit einem (*) 
markierten Signale entsprechen dem Fusionsprotein, während die darunter liegenden Signale vermutlich 
Abbauprodukte des Fusionsproteins sind. 

B) Zeitlicher Verlauf der Translokationsanalyse von HrpB2-dTALE-2N-Derivaten. Die Stämme 85* und 

85*hpaABC (ABC), welche kein Plasmid (-), HrpB21-40-dTALE-2N, HrpB210-40-dTALE-2N, HrpB211-40- 

dTALE-2N, dTALE-2N oder dTALE-2 enthalten, wurden wie in A beschrieben infiltriert. Die Bilder der GFP-
Fluoreszenz wurden nach drei, vier und sechs Tagen aufgenommen. 
Umrandungen in A und B weisen jeweils auf die Inokulationsstellen hin. Die Versuchsergebnisse wurden 
mindestens zweimal reproduziert. 



                                                         Ergebnisse 

63 

Die Ergebnisse der Sekretions- und Translokationsstudien mit den Proteinen AvrBs3, XopA 

und HrpB2 unter Verwendung des AvrBs3Δ2-Reporters sind in der Tabelle 3.1 

zusammengefasst. 

 

 

Tabelle 3.1 Zusammenfassung der Sekretions- und Translokationsanalysen 

AvrBs3Δ2-
Fusionspartner 

85* 85*hpaB 85*hpaC 85*hpaABC 

 S T1 S T1 S T1 S T1 

AvrBs3 n. a. + n. a. +/- n. a. n. a. n. a. n. a. 
AvrBs31-10 + - + - n. a. n. a. n. a. n. a. 
AvrBs31-20 + - + - n. a. n. a. n. a. n. a. 
AvrBs31-30

2 + - + + n. a. n. a. n. a. n. a. 
AvrBs31-40 + - + +/- n. a. n. a. n. a. n. a. 
AvrBs31-50 + + + +/- n. a. n. a. n. a. n. a. 

XopA2 +/- - + + n. a. n. a. n. a. n. a. 

XopA2-5 +/- - + + n. a. n. a. n. a. n. a. 

XopA2-10 - - - - n. a. n. a. n. a. n. a. 

XopA2-21 - - - - n. a. n. a. n. a. n. a. 

XopA1-20
3 + - + - n. a. n. a. n. a. n. a. 

XopA1-25
3 + - + - n. a. n. a. n. a. n. a. 

XopA1-30
3 + - + + n. a. n. a. n. a. n. a. 

HrpB21-20 - - n. a. n. a. - - n. a. n. a. 
HrpB21-25 - - n. a. n. a. - - n. a. n. a. 
HrpB21-30 - - n. a. n. a. - - n. a. n. a. 
HrpB21-40

4 +/- - n. a. n. a. + + n. a. ++ 
HrpB29-40 +/- - n. a. n. a. + +/- n. a. + 
HrpB210-40 +/- - n. a. n. a. + +/- n. a. + 

S, in vitro Sekretion; T, in vivo-Translokation; +, sekretiert bzw. HR; ++, übersekretiert bzw. starke HR; -, keine 
Sekretion bzw. keine HR detektierbar; +/-, signifikant reduzierte Sekretion bzw. HR; n. a., nicht analysiert 
1Die jeweiligen Xcv-Stämme wurden mit einer bakteriellen Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 in Blätter von AvrBs3-
responsiven Pflanzen infiltriert. 
2Das Fusionsprotein wurde nicht durch den Stamm 85*hpaBhrcV transloziert. 
3Die Ergebnisse der Translokation von XopA1-x-AvrBs3Δ2-Fusionsproteinen wurde in vorangegangenen Studien 
gezeigt (J. Stuttmann, Diplomarbeit 2004) und konnte mittels „Golden Gate“-kompatibler xopA1-x-avrBs3Δ2-

Expressionskonstrukte reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). 

4HrpB21-40-AvrBs32 wurde nicht durch den Stamm 85*ABChrcN transloziert. 
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3.2 AvrBs1ΔN58 als alternativer Reporter zur Analyse von T3S- und 

Translokationssignalen 

 

Um die identifizierten T3S- und Translokationssignale von AvrBs3, XopA und HrpB2  

(Kapitel 3.1) zu verifizieren wurde ein alternativer Reporter zur Analyse von T3S- und 

Translokationssignalen verwendet. Dabei handelte es sich um AvrBs1ΔN58, der ein  

N-terminales Deletionsderivat des Effektorproteins AvrBs1 ist. Dem AvrBs1ΔN58-Reporter 

fehlen die Aminosäuren 2 - 58 und damit ein funktionales T3S- und Translokationssignal 

(Jiang et al., 2008, Xu et al., 2008). In translationaler Fusion mit einem funktionalem T3S- und 

Translokationssignal kann das Fusionsprotein durch das T3S-System in die Pflanzenzelle 

übertragen werden. In Paprikapflanzen des Kultivars ECW-10R wird die Effektordomäne von 

AvrBs1ΔN58 direkt oder indirekt durch das Resistenzprotein Bs1 erkannt, was zu einer HR im 

Infektionsbereich führt (Xu et al., 2008). Die HR ist somit der Indikator für eine Translokation 

des AvrBs1ΔN58-Reporters. 

Da avrBs1, im Gegensatz zu avrBs3, natürlicherweise im Genom des Xcv-Stammes 85-10 

vorkommt, wurden für die nachfolgenden Analysen avrBs1-Mutanten verwendet. Die Stämme 

85*ΔavrBs1, 85-10ΔavrBs1 und 85*ΔavrBs1ΔhpaB lagen zu Beginn der Arbeit bereits vor 

(Jordan und Büttner, unpubliziert). Zunächst wurde überprüft, ob der Phänotyp einer avrBs1-

Mutante durch AvrBs1 oder AvrBs1ΔN58 komplementiert werden kann. Die Erstellung von 

pBRM_avrBs1 und pBRM_KK-avrBs1ΔN58 ist im Material- und Methodenteil beschrieben 

(siehe Kapitel 2.2.1.7). Nach der Infiltration in Blätter von ECW-10R-Pflanzen löste der Stamm 

85*, im Gegensatz zum Stamm 85*ΔavrBs1, eine HR aus (Abbildung 3.2.1). Der Phänotyp der 

avrBs1-Mutante wurde durch die ektopische Expression von avrBs1, nicht jedoch durch 

avrBs1ΔN58 komplementiert (Abbildung 3.2.1). Dieses Ergebnis bestätigt, dass AvrBs1ΔN58 

kein funktionales Translokationssignal besitzt.  

Um zu überprüfen, ob die Expression von avrBs1 bzw. avrBs1ΔN58 die Funktion des T3S-

Systems negativ beeinflusst, wurden die Stämme in Blätter von ECW-Pflanzen infiltriert. Die 

Infiltration der Stämme 85* und 85*ΔavrBs1 führte zu wässrigen Läsionen, welche im weiteren 

Infektionsverlauf nekrotisch wurden, sodass ein negativer Einfluss der Expressionskonstrukte 

ausgeschlossen werden kann  (Abbildung 3.2.1).  
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Abbildung 3.2.1 AvrBs1, jedoch nicht AvrBs1ΔN58 
komplementiert eine avrBs1-Mutante.  

Die N-terminalen 58 Aminosäuren von AvrBs1 sind 
essentiell für die Translokation des Proteins. Der Stamm 

85* (ohne Konstrukt) sowie der Stamm 85*avrBs1 

(avrBs1), welcher kein Plasmid (-), AvrBs1 oder 

AvrBs1N58 enthält, wurde in Paprikablätter von ECW-
10R- und ECW-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 
4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Zur besseren Visualisierung der 
HR wurden die Blätter der ECW-10R-Pflanzen zwei Tage 
nach der Inokulation in Ethanol entfärbt. 
Krankheitssymptome wurden sieben Tage nach der 
Inokulation fotografisch dokumentiert. Für die 
Proteinexpression wurden gleiche Mengen an Zellextrakt 
mittels Western-Blot, unter Verwendung eines c-Myc-
spezifischen Antikörpers analysiert. Umrandungen 
weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die 
Versuchsergebnisse wurden mindestens zweimal 
reproduziert. 

 

3.2.1 Die N-terminalen 10 Aminosäuren von AvrBs3 vermitteln die 
Translokation des AvrBs1ΔN58-Reporters  
 

Um zu überprüfen, ob der N-terminale Bereich von AvrBs3 hinreichend für die Translokation 

des AvrBs1ΔN58-Reporters ist, wurden die Codons 1 - 10, 1 - 20 und 1 - 30 von avrBs3 

translational an avrBs1ΔN58 fusioniert.  

AvrBs1 und alle AvrBs31-x-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine wurden durch die Stämme 

85*ΔavrBs1 und 85*ΔavrBs1ΔhpaB transloziert, was in einer HR auf Blättern von ECW-10R-

Pflanzen resultierte (Abbildung 3.2.2 A). Die Infiltration einer hrpF-Mutante, welche AvrBs1 

oder eines der AvrBs31-x-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine synthetisierte, löste keine sichtbaren 

Reaktionen auf ECW-10R-Blättern aus (Abbildung 3.2.2 A). Die Translokation von AvrBs1 und 

den AvrBs31-x-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteinen ist demnach vom T3S-System abhängig.  

Um den Einfluss der hrpG*-Mutation auf die Translokation der AvrBs3-AvrBs1ΔN58-

Fusionsproteine zu untersuchen, wurden die Fusionsproteine AvrBs31-10-AvrBs1ΔN58, 

AvrBs31-20-AvrBs1ΔN58 und AvrBs31-30-AvrBs1ΔN58 im Stamm 85-10ΔavrBs1 und  

85-10ΔhpaB analysiert. Im Gegensatz zum Stamm 85*ΔavrBs1 (hrpG*-Hintergrund) wurde 

AvrBs31-10-AvrBs1ΔN58 nicht durch den Stamm 85-10ΔavrBs1 (hrpG-Wildtyphintergrund) 

transloziert (Abbildung 3.2.2 B). Die N-terminalen 10 Aminosäuren von AvrBs3 sind demnach 

in einem hrpG-Wildtyphintergrund nicht hinreichend für eine Translokation von AvrBs1ΔN58. 

Ein positiver Einfluss der hrpG*-Mutation auf die Proteintranslokation wurde bereits 

beschrieben (Büttner et al., 2004). AvrBs31-20-AvrBs1ΔN58 und AvrBs31-30-AvrBs1ΔN58 

wurden dagegen durch den Stamm 85-10ΔavrBs1 transloziert und lösten eine HR aus 

(Abbildung 3.2.2 B). Im hrpG-Wildtypstamm ist die Translokation der Fusionsproteine AvrBs31-

20-AvrBs1ΔN58 und AvrBs31-30-AvrBs1ΔN58 zudem vom T3S-Chaperon HpaB abhängig 

(Abbildung 3.2.2 B). In einem hrpG-Wildtypstamm werden demnach die N-terminalen 20 

Aminosäuren von AvrBs3 sowie das Chaperon HpaB für eine effiziente Translokation von 

AvrBs31-x-AvrBs1ΔN58 benötigt.  
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Die Ergebnisse der Translokationsstudien mit dem AvrBs1ΔN58-Reporter stimmen demnach 

nicht mit den bisher erhaltenen Ergebnissen des AvrBs3Δ2-Reporters überein und müssen 

daher kritisch betrachtet werden. Es kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen 

werden, dass der AvrBs1ΔN58-Reporter möglicherweise ein internes Signal enthält, welches 

die Translokation fördert, jedoch allein nicht ausreichend für eine Translokation von 

AvrBs1ΔN58 ist. Um dieser Hypothese weiter nachzugehen wurden im Folgenden die mit dem 

AvrBs3Δ2-Reporter identifizierten T3S- und Translokationssignale von XopA und HrpB2 in 

Kombination mit dem AvrBs1ΔN58-Reporter analysiert. 

 

 

Abbildung 3.2.2 Translokationsanalysen mit AvrBs3-AvrBs1ΔN58-Derivaten. 
A) Die N-terminalen 10 Aminosäuren von AvrBs3 sind ausreichend für eine T3-abhängige Translokation von 

AvrBs1N58 im hrpG*-Hintergrund. Die Stämme 85*avrBs1 (avrBs1), 85*avrBs1hpaB (avrBs1hpaB) und 

85*ΔhrpF, welche kein Plasmid (-) enthalten oder die in der Abbildung beschriebenen AvrBs31-x-AvrBs1N58-

Fusionsproteine synthetisierten, wurden in Paprikablätter von ECW-10R- und ECW-Pflanzen mit einer bakteriellen 
Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Die Infiltration der hrpF-Mutante, ohne und mit den jeweiligen 

Expressionskonstrukten, wurde in einem separaten Experiment durchgeführt.  
B) Im hrpG-Wildtypstamm 85-10ΔavrBs1 sind die N-terminalen 20 Aminosäuren von AvrBs3 für eine Translokation 

von AvrBs1N58 notwendig. Die Translokation von AvrBs31-20-AvrBs1ΔN58 ist zudem HpaB-abhängig. Die 

Stämme 85-10avrBs1 (avrBs1) und 85-10hpaB (hpaB), welche kein Plasmid (-) enthalten oder die in der 

Abbildung beschriebenen AvrBs31-x-AvrBs1N58-Fusionsproteine synthetisierten, wurden wie in A beschrieben 
infiltriert.  
Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blätter der ECW-10R-Pflanzen zwei Tage nach der Inokulation in 
Ethanol entfärbt. Krankheitssymptome wurden 7 - 11 Tage nach der Inokulation fotografisch dokumentiert. Alle 
85*ΔavrBs1- und 85-10ΔavrBs1-Stämme lösten Krankheitssymptome in Blättern von ECW-Pflanzen aus, sodass 
ein negativer Einfluss der AvrBs31-x-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine auf das T3S-System ausgeschlossen werden 
kann. 85*ΔavrBs1ΔhpaB-, 85-10ΔhpaB- und 85*ΔhrpF-Stämme lösten reduzierte bzw. keine Reaktion in Blättern 
von ECW-Pflanzen aus. Für die Proteinexpression wurden gleiche Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, 
unter Verwendung eines c-Myc-spezifischen Antikörpers analysiert. Umrandungen in A und B weisen auf die 
Inokulationsstellen hin. Alle Versuchsergebnisse wurden mindestens zweimal reproduziert. 
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3.2.2. Die N-terminalen 25 Aminosäuren von XopA vermitteln die 
Translokation des AvrBs1ΔN58-Reporters 
 

Für die Analyse des T3S- und Translokationssignal von XopA in Kombination mit dem 

AvrBs1ΔN58-Reporter wurden die Konstrukte xopA1-25-avrBs1ΔN58 und xopA1-30-

avrBs1ΔN58 erstellt.  

XopA1-25-AvrBs1ΔN58 und XopA1-30-AvrBs1ΔN58 wurden sowohl durch den Stamm 

85*ΔavrBs1 als auch durch den Stamm 85*ΔavrBs1ΔhpaB transloziert (Abbildung 3.2.3 A). 

Die Ergebnisse deuten an, dass die Translokation des AvrBs1ΔN58-Reporters durch die  

N-terminalen 25 Aminosäuren von XopA vermittelt wird und das T3S-Chaperon HpaB keinen 

signifikanten Einfluss auf die Translokation des Fusionsproteins hat. Da eine hpaB-hrpF-

Mutante, die xopA1-25-avrBs1ΔN58 oder xopA1-30-avrBs1ΔN58 exprimierte, keine sichtbaren 

Reaktionen auf ECW-10R-Pflanzen hervorgerufen hat, ist davon auszugehen, dass die 

Translokation der Fusionsproteine vom T3S-System abhängig ist (Abbildung 3.2.3 A).  

Der Einfluss der hrpG*-Mutation wurde ebenfalls für die Fusionsproteine XopA1-x-

AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine analysiert. So wurde durch den Stamm 85-10ΔavrBs1 das 

Fusionsprotein XopA1-30-AvrBs1ΔN58 jedoch nicht XopA1-25-AvrBs1ΔN58, transloziert 

(Abbildung 3.2.3 B). Im hrpG-Wildtypstamm sind somit die N-terminalen 30 Aminosäuren von 

XopA nötig, um eine Translokation des AvrBs1ΔN58-Reporters zu vermitteln. Eine hpaB-

Mutante (hrpG-Wildtypstamm), die XopA1-25-AvrBs1ΔN58 oder XopA1-30-AvrBs1ΔN58 

synthetisierte, löste keine sichtbare Reaktion in ECW-10R-Blättern aus, woraus 

geschlussfolgert werden kann, dass die XopA-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine in diesem Fall 

nicht transloziert wurden (Abbildung 3.2.3 B). Für die effiziente Translokation von XopA1-30-

AvrBs1ΔN58 spielt demnach das T3S-Chaperon HpaB eine wichtige Rolle. Im Gegensatz 

dazu war die Translokation von XopA-AvrBs3Δ2-Fusionsproteinen nur in Abwesenheit des 

T3S-Chaperons möglich (siehe Abbildung 3.1.6 A) (Büttner et al., 2004). Es kann spekuliert 

werden, dass AvrBs1ΔN58 auch in diesem Fall selbst einen Einfluss auf die Translokation 

haben könnte, wie es für AvrBs31-x-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine vermutet wurde.   
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Abbildung 3.2.3 Translokationsanalysen mit XopA-AvrBs1N58-Derivaten.  

A) Die N-terminalen 25 Aminosäuren von XopA vermitteln die Translokation von AvrBs1N58 unabhängig vom 

T3S-Chaperon HpaB im hrpG*-Hintergrund. Die Stämme 85*avrBs1 (avrBs1), 85*avrBs1hpaB 

(avrBs1hpaB) und 85*hpaBhrpF (hpaBhrpF), welche kein Plasmid (-) enthalten oder die in der Abbildung 

beschriebenen XopA-AvrBs1N58-Fusionsproteine synthetisierten, wurden in Paprikablätter von ECW-10R- und 
ECW-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 infiltriert.  
B) Im hrpG-Wildtypstammhintergrund sind die N-terminalen 30 Aminosäuren von XopA für eine Translokation von 

AvrBs1N58 erforderlich. Die Translokation ist zudem von HpaB abhängig. Die Stämme 85-10avrBs1 und  

85-10hpaB, welche kein Plasmid (-) enthalten oder die in der Abbildung beschriebenen XopA-AvrBs1N58-

Fusionsproteine synthetisierten, wurden wie in A beschrieben infiltriert. 
Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blätter der ECW-10R-Pflanzen zwei Tage nach der Inokulation in 
Ethanol entfärbt. Krankheitssymptome wurden neun Tage nach Inokulation fotografisch dokumentiert. Alle 
85*ΔavrBs1- und 85-10ΔavrBs1-Stämme lösten Krankheitssymptome in Blättern von ECW-Pflanzen aus, sodass 
ein negativer Einfluss der XopA-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine auf das T3S-System ausgeschlossen werden kann. 
Für die Proteinexpression wurden gleiche Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, unter Verwendung eines c-
Myc-spezifischen Antikörpers analysiert. Umrandungen in A und B weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die 
Versuchsergebnisse in A und B wurden zweimal reproduziert. 

 

3.2.3 Das T3S- und Translokationssignal von HrpB2 ist notwendig und 
hinreichend für die Translokation von AvrBs1ΔN58 
 

Die Ergebnisse der Translokationsstudien mit AvrBs31-x-AvrBs1ΔN58- und XopA1-x-

AvrBs1ΔN58-Fusionsproteinen haben gezeigt, dass ein Aminosäurebereich der lediglich die 

Sekretion des AvrBs3Δ2-Reporters vermittelte (siehe Kapitel 3.1.1 und 3.1.2), die 

Translokation von AvrBs1ΔN58 ermöglicht. Die Hypothese, dass allein ein T3S-Signal die 

Translokation des AvrBs1ΔN58-Reporters vermittelt, sollte nun anhand von HrpB21-x-

AvrBs1ΔN58-Fusionsproteinen analysiert werden. Dazu wurden die Konstrukte hrpB21-25-

avrBs1ΔN58, hrpB21-30-avrBs1ΔN58 und hrpB21-40-avrBs1ΔN58 erstellt und in die Stämme 

85*ΔavrBs1 und 85*ΔavrBs1ΔhpaC transferiert. Da die N-terminalen 30 Aminosäuren von 

HrpB2, basierend auf den Ergebnissen des AvrBS3Δ2-Reporters, kein T3S-Signal enthalten 

(siehe Abbildung 3.1.8), sollte das Fusionsprotein HrpB21-30-AvrBs1ΔN58 nicht transloziert 

werden.  
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Keines der HrpB21-x-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine wurde durch den Stamm 85*ΔavrBs1 

transloziert (Abbildung 3.2.4 A). Die Infiltration des Stammes 85*ΔavrBs1ΔhpaC, welcher 

HrpB21-25-AvrBs1ΔN58 oder HrpB21-30-AvrBs1ΔN58 synthetisierte, löste keine sichtbare HR in 

Blättern von ECW-10R-Pflanzen aus (Abbildung 3.2.4 A). HrpB21-40-AvrBs1ΔN58 wurde 

dagegen durch den Stamm 85*ΔavrBs1ΔhpaC transloziert (Abbildung 3.2.4 A). Dieses 

Ergebnis unterstützt die Hypothese, dass für eine erfolgreiche Translokation des AvrBs1ΔN58-

Reporters ein funktionales T3S-Signal benötigt wird. 

Um zu überprüfen, ob die N-terminalen 25, 30 oder 40 Aminosäuren von HrpB2 hinreichend 

für eine Sekretion von AvrBs1ΔN58 sind, wurde eine in vitro-Sekretionsanalyse durchgeführt. 

Dabei wurde lediglich ein Signal für HrpB2-1-40-AvrBs1ΔN58 im Überstand des Stammes 

85*ΔavrBs1ΔhpaC mittels eines c-Myc-spezifischen Antikörpers detektiert  

(Abbildung 3.2.4 B). Die Sekretions- und Translokationsanalysen mit HrpB21-x-AvrBs1ΔN58-

Derivaten lassen vermuten, dass HrpB2 ein gemeinsames T3S- und Translokationssignal in 

den N-terminalen 40 Aminosäuren besitzt.  

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass die Translokation des AvrBs1ΔN58-

Reporters bereits durch ein T3S-Signal erfolgt, was die  Hypothese unterstützt, dass 

AvrBs1ΔN58 ein internes translokations-förderndes Signal enthalten könnte. 

 

 

Abbildung 3.2.4 Translokations- und Sekretionsanalysen mit verschiedenen hrpB2-Derivaten in 
translationaler Fusion mit dem avrBs1ΔN58-Reporter. 

A) Die N-terminalen 40 Aminosäuren von HrpB2 vermitteln die Translokation von HrpB2-AvrBs1N58. Die Stämme 

85*ΔavrBs1 (ΔavrBs1) und 85*ΔavrBs1hpaC (ΔavrBs1hpaC), welche die in der Abbildung dargestellten HrpB2-

AvrBs1N58-Fusionsproteine enthalten, wurden in Paprikablätter von ECW-10R- und ECW-Pflanzen mit einer 
bakteriellen Dichte von 3 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blätter drei Tage 
nach der Inokulation in Ethanol entfärbt. Alle 85*ΔavrBs1-Stämme lösten Krankheitssymptome in Blättern von 
ECW-Pflanzen aus, sodass ein negativer Einfluss der HrpB21-x-AvrBs1ΔN58-Fusionsproteine auf das T3S-System 
ausgeschlossen werden kann. Die Synthese der jeweiligen Fusionsproteine ist im Gesamtzellextrakt von (B) 
dargestellt. Umrandungen weisen auf die Inokulationsstellen hin. 

B) Die N-terminalen 40 Aminosäuren von HrpB2 vermitteln die Sekretion von HrpB2-AvrBs1N58.  Die Stämme 

85*ΔavrBs1 (ΔavrBs1) und 85*ΔavrBs1hpaC (ΔavrBs1hpaC), welche die in der Abbildung dargestellten HrpB2-

AvrBs1N58-Fusionsproteine enthalten, wurden in MA-Medium inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE) und 
Überstände (ÜS) wurden mittels Western-Blot, unter Verwendung von c-Myc-, HrcJ- und HrpF-spezifischen 
Antikörpern untersucht. HrpF wurde durch die 85*-Stämme sekretiert, sodass ein negativer Einfluss der hrpB21-x-
avrBs3Δ2-Expressionskonstrukte auf die T3S ausgeschlossen werden kann. In Abwesenheit von HpaC ist die 
HrpF-Sekretion reduziert (Lorenz et al., 2008a). HrcJ wurde in den GE, jedoch nicht in den ÜS detektiert, sodass 
vermutlich keine Lysis der Bakterien aufgetreten ist. Alle Versuchsergebnisse wurden zweimal reproduziert.  
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3.3 Translokation von Proteinen ohne Translokonprotein 

 

3.3.1 Translokon-unabhängige Translokation von TAL-Effektoren in Wirts- 

und Nicht-Wirtspflanzen von Xcv 

 

dTALE-2 wird partiell Translokon-unabhängig transloziert 

Für die Überprüfung der T3-abhängigen Translokation des dTALE-2 wurden neben einer 

hpaABC-hrcN-Mutante (siehe Abbildung 3.1.11) fünf weitere T3-defiziente Stämme 

verwendet. Dazu wurde das Konstrukt dTALE-2 in 85*ΔhrpE, 85*ΔhrcV, 85*ΔhrcN, 85*ΔhrpF 

und die Doppelmutante 85*ΔhrpFΔxopA elektroporiert und die erhaltenen Stämme 

anschließend in gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen infiltriert. Neben HrpF wird auch 

XopA als ein mögliches Translokonprotein diskutiert, da eine xopA-Mutante eine reduzierte 

Pathogenität aufweist, die T3-abhängige in vitro-Sekretion jedoch unbeeinflusst ist 

(Noël et al., 2002).  

Die Stämme 85*ΔhrpE, 85*ΔhrcV und 85*ΔhrcN, welche jeweils das dTALE-2-

Expressionskonstrukt enthielten, lösten keine detektierbare GFP-Fluoreszenz in gfp-

transgenen N. benthamiana-Pflanzen aus (Abbildung 3.3.1 A). Wie erwartet sind sowohl das 

Pilusprotein HrpE, die konservierte innere Membran- und Exportapparatkomponente HrcV und 

die ATPase HrcN essentiell für die Translokation von dTALE-2. Die Stämme 85*ΔABC, 

85*ΔhrpF und 85*ΔhrpFΔxopA translozierten den dTALE-2. Jedoch verursachten die hrpF- 

und hrpF-xopA-Mutante ein, im Vergleich zur hpaABC-Mutante, stärkeres GFP-Signal sechs 

Tage nach der Infiltration in gfp-transgene N. benthamiana-Blätter (Abbildung 3.3.1 A).  

Wurde die hrpF-Mutante (mit dem dTALE-2) mit einer geringeren Bakteriendichte von 

108 KBE ml-1 infiltriert, wurden fünf Tage nach der Infektion nur punktuelle GFP-

Fluoreszenzsignale detektiert (Abbildung 3.3.1 B). Um zu überprüfen, ob die HrpF-

unabhängige Translokation des dTALE-2 tatsächlich auf die Deletion des korrespondierenden 

Gens zurückzuführen ist, wurden Komplementationsanalysen durchgeführt. Der Phänotyp 

einer hrpF-Mutante, die den dTALE-2 synthetisiert und reduziert transloziert, wurde durch die 

ektopische Expression von hrpF unter der Kontrolle des nativen Promotors komplementiert. 

Dabei wurde im Vergleich zur hrpF-Mutante (mit dem dTALE-2) ohne 

Komplementationskonstrukt eine stärkere GFP-Fluoreszenz für den komplementierten Stamm 

festgestellt, (Abbildung 3.3.1 B). 

Wie zu erwarten war, verursachten alle Stämme keine sichtbare Reaktion auf Blättern von gfp-

transgenen N. benthamiana-Pflanzen, wenn diese ohne UV-Licht analysiert wurden 

(Abbildung 3.3.1 A und B). Einzig die Infiltration der mit hrpF in trans komplementierten hrpF-

Mutante führte wie erwartet zu einer Nekrose im Infektionsbereich (Abbildung 3.3.1 B). Die 

GFP-Fluoreszenz wurde nicht durch die Nekrose überlagert, da die GFP-Fluoreszenz zu 

einem früheren Zeitpunkt, als die Nekrose sichtbar war. Die Ergebnisse führen zur Annahme, 

dass es sich möglicherweise um eine partielle Translokon-unabhängige, aber dennoch vom 

T3S-System abhängige Translokation des dTALE-2 handeln könnte.  
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Abbildung 3.3.1 Die Translokation von dTALE-2 ist partiell unabhängig vom putativen Translokonprotein 
HrpF und XopA, jedoch abhängig vom T3S-System.  

A) dTALE-2 wird durch den Stamm 85*hrpF und 85*hrpFxopA in N. benthamiana transloziert. Die Stämme 

85*hpaABC (ABC), 85*hpaB (hpaB), 85*hrpE (hrpE), 85*hrcV (hrcV), 85*hrcN (hrcN), 85*hrpF 

(hrpF) und 85*hrpFxopA (hrpFxopA), welche den dTALE-2 synthetisieren, wurden in Blätter gfp-transgener 
N. benthamiana-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Die Bilder der GFP-
Fluoreszenz wurden 6 Tage nach der Inokulation aufgenommen. Phänotypische Reaktionen wurden ebenfalls 6 
Tage nach der Inokulation fotografisch festgehalten.  
B) Die in trans-Komplementation mit hrpF zeigt, dass die Translokation von dTALE-2 partiell vom Translokonprotein 

HrpF abhängig ist. Der Stamm 85*hrpF (hrpF), welcher kein Plasmid (-), dTALE-2 oder dTALE-2 und hrpF unter 
der Kontrolle des nativen Promotors (+, hrpFin trans) enthält, wurde in Blätter gfp-transgener N. benthamiana-

Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 108 KBE ml-1 infiltriert. Die Bilder der GFP-Fluoreszenz wurden 5 Tage 
nach der Inokulation aufgenommen. Phänotypische Reaktionen wurden 12 Tage nach der Inokulation fotografisch 
festgehalten. 
Umrandungen in A und B weisen auf die Inokulationsstellen hin. Für den Proteinsynthesenachweis wurden jeweils 
gleiche Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, unter Verwendung von AvrBs3- und HrpF-spezifischen 
Antikörpern analysiert. Die mit einem (*) markierten Signale entsprechen dem dTALE-2, während die darunter 
liegenden Signale vermutlich Abbauprodukte des Proteins sind. Im Fall von hrpF-Mutanten wurde wie erwartet kein 
Signal mittels HrpF-spezifischer Antikörper detektiert. Die Versuchsergebnisse in A und B wurden mindestens 
zweimal reproduziert. 

 
AvrBs3 kann vermutlich Translokon-unabhängig transloziert werden 

Auf Grund der hohen Ähnlichkeit des dTALE-2 zu AvrBs3, stellte sich die Frage, ob auch 

AvrBs3 Translokon-unabhängig transloziert wird. Deswegen wurden die Stämme 85*, 

85*ΔhrcN, 85*ΔhrpF sowie die Doppelmutante 85*ΔhrpFΔxopA, welche jeweils AvrBs3 

synthetisierten, in Blätter von ECW-30R-Pflanzen und Bs3-transgenen N. benthamiana-

Pflanzen infiltriert. Die verwendeten transgenen N. benthamiana-Pflanzen besitzen, wie auch 

die ECW-30R-Pflanzen, das Bs3-Resistenzgen, wodurch in Folge einer Translokation von 

AvrBs3 eine spezifische HR an der Infektionsstelle ausgelöst wird.  

AvrBs3 wurde durch den Stamm 85*, nicht aber durch den Stamm 85*ΔhrcN, in ECW-30R-

Blätter und Bs3-transgene N. benthamiana-Blätter transloziert, was zu einer AvrBs3-

spezifischen HR führte (Abbildung 3.3.2). Eine Dunkelfärbung des Blattgewebes an der 

Infektionsstelle von ECW-30R-Blättern, wurde nach der Infiltration der Stämme 85*ΔhrpF, 

85*ΔhrcN und 85*ΔhrpFΔxopA, welche AvrBs3 synthetisierten beobachtet (Abbildung 3.3.2).  
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Im Vergleich zur hrcN-Mutante, wiesen die Infektionsstellen beider hrpF-Mutanten und der 

hrpF-xopA-Mutante eine dunklere Verfärbung des Blattgewebes auf. Eine Translokation des 

Effektors AvrBs3 könnte eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung gewesen sein.  

Um die mögliche Translokation von AvrBs3 zu bestätigen, wurden die Stämme in Blätter von 

Bs3-transgenen N. benthamiana-Pflanzen infiltriert. Der Stamm 85* löste dabei eine Nekrose 

im Blattgewebe aus, die nicht von einer HR unterschieden werden konnte (Abbildung 3.3.2). 

Im Gegensatz zum Stamm 85*ΔhrcN löste die Infiltration von 85*ΔhrpF und 85*ΔhrpFΔxopA, 

mit dem avrBs3-Expressionskonstrukt, eine HR in Bs3-transgenen N. benthamiana-Blättern 

aus (Abbildung 3.3.2). Dieses Ergebnis untermauert die Hypothese, dass AvrBs3 Translokon-

unabhängig transloziert werden könnte. Dies ist jedoch im Widerspruch zu bisher publizierten 

Daten, in denen eine HrpF-abhängige Translokation von AvrBs3 gezeigt wurde 

(Szurek et al., 2002).  

 

 

 

 

Abbildung 3.3.2 Die Translokation von AvrBs3 ist 
vermutlich partiell unabhängig von den putativen 
Translokonproteinen HrpF und XopA. 

AvrBs3 wird durch den Stamm 85*hrpF und 

85*hrpFxopA transloziert. Die Stämme 85*, 

85*hrpF (hrpF), 85*hrcN (hrcN) und 

85*hrpFxopA (hrpFxopA), welche AvrBs3 

synthetisierten, wurden in Blätter von ECW-30R- und 
Bs3-transgener N. benthamiana-Pflanzen mit einer 

bakteriellen Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Zur 
besseren Visualisierung der HR, wurden die Blätter der 
ECW-30R- und Bs3-transgenen N. benthamiana-
Pflanzen 2 - 3 Tage nach der Inokulation in Ethanol 
entfärbt. Umrandungen weisen auf die Inokulations-
stellen hin. Für die Proteinexpression wurden jeweils 
gleiche Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, 
unter Verwendung eines AvrBs3- und HrpF-
spezifischen Antikörpers analysiert. Im Fall der hrpF-
Mutanten wurde wie erwartet kein Signal mittels HrpF-
spezifischer Antikörper detektiert. Die Versuchs-
ergebnisse wurden mindestens zweimal reproduziert. 
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3.3.2 Nachweis der Translokon-unabhängigen Translokation von AvrBs3 

mittels Transkriptanalysen von UPA20 und Bs3 

 

Die Infektionsexperimente (Kapitel 3.3.1) lieferten gute Indizien für eine mögliche Translokon-

unabhängige Translokation von dTALE-2 und AvrBs3. Um weitere Hinweise zu erhalten, ob 

AvrBs3 in Abwesenheit von HrpF transloziert werden kann, wurden sowohl quantitative als 

auch semiquantitative RT-PCR-Analysen durchgeführt. Wenn im Folgenden die Stämme 85*, 

85*ΔhrpF, 85*ΔhrpFΔxopA oder 85*ΔhrcN erwähnt werden, handelt es sich um Stämme die 

das avrBs3-Expressionskonstrukt enthalten. 

AvrBs3 induziert bei erfolgreicher Translokation, neben dem Bs3-Resistenzgen auch über 20 

UPA-Gene („upregulated by AvrBs3“). Eines dieser UPA-Gene ist UPA20, das einen 

Zellgrößenregulator kodiert, dessen Expression in suszeptiblen Pflanzen eine Hypertrophie 

auslöst (Kay et al., 2007). Zur Analyse des relativen Transkriptgehalts von UPA20 wurden die 

Stämme 85*, 85*ΔhrpF und 85*ΔhrcN sowie das Infiltrationsmedium (MgCl2) allein in Blätter 

von ECW-30R-Pflanzen infiltriert. Nach acht Stunden wurde, wie im Material- und Methodenteil 

(Kapitel 2.2.1.12) beschrieben, Blattmaterial entnommen und anschließend daraus die 

Gesamt-RNA isoliert. Im Anschluß wurde die Gesamt-RNA in eine cDNA umgeschrieben und 

als „template“ in eine qRT-PCR mit spezifischen Oligonukleotiden eingesetzt  

(Kapitel 2.2.1.12). Als Referenzgene wurde der Elongationsfaktor 1 (EF1) 

(Römer et al., 2007) sowie die Ubiquitin-Carboxyl-Hydrolase (UCH) verwendet  

(Müller et al., 2015). Die erhaltenen „cycle threshold“ (Ct)-Werte für das jeweilige Blattgewebe, 

in dem die Stämme 85*, 85*ΔhrpF, 85*ΔhrcN infiltriert worden sind, wurden auf die hrcN-

Mutante bezogen, welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde.  

Im Vergleich zu Blattgewebe, dass mit einer hrcN-Mutante infiltriert wurde, wies das 

Blattgewebe, dass mit dem Stamm 85* bzw. 85*ΔhrpF infiltriert wurde einen ca. 100-fachen 

bzw. ca. 4-fachen Anstieg in der Transkriptmenge von UPA20 auf (Abbildung 3.3.3 A). 

Insgesamt wurde in vier der fünf durchgeführten Experimente eine Induktion von UPA20 durch 

eine hrpF-Mutante verzeichnet. Ein statistischer Test hat jedoch gezeigt, dass die Induktion 

von UPA20 nicht signifikant ist (t-Test: p = 0,052).  
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Um die Translokation von AvrBs3 zu verifizieren wurde zusätzlich der Transkriptgehalt von 

Bs3 mittels semiquantitativer RT-PCR-Analysen nachgewiesen. Dazu wurde die gewonnene 

cDNA (aus ECW-30R- und Bs3-transgenen N. benthamiana-Pflanzen, die mit 85*, 85*ΔhrpF, 

85*ΔhrpFΔxopA, 85*ΔhrcN oder MgCl2 infiltriert wurden) als „template“ in eine PCR eingesetzt 

(Kapitel 2.2.1.12) und mittels spezifischer Oligonukleotide ein Fragment des Resistenzgens 

Bs3 amplifiziert. Zur Normaliserung diente der EF1.  

Anders als in cDNA-Proben von ECW-30R- und Bs3-transgenen N. benthamiana-Pflanzen 

nach Infiltration von 85* wurde nach Infiltration von 85*ΔhrcN oder MgCl2 kein spezifisches 

Produkt für das Bs3-cDNA-Fragment detektiert (Abbildung 3.3.3 B und C). Im Vergleich zu 85* 

waren die Signale für das Bs3-cDNA-Fragment nach der Infiltration der hrpF- und hrpF-xopA-

Mutanten abgeschwächt (Abbildung 3.3.3 B und C). Die Signale für das Bs3-cDNA-Fragment 

sind spezifisch und nicht auf eine DNA-Kontamination zurückzuführen, da in der  

–RT-Kontrolle (cDNA-Synthese, ohne reverse Transkriptase) kein sichtbares Produkt 

amplifiziert wurde (Abbildung 3.3.3 B und C). Durch den Nachweis von Bs3-Transkript wurde 

indirekt gezeigt, dass AvrBs3 transloziert und die Transkription von Bs3 initiiert wurde. Die 

isolierte cDNA, aus mit 85*ΔhrpF und 85*ΔhrpFΔxopA infiltrierten ECW-30R-Blättern und Bs3-

transgenen N. benthamiana-Blättern, enthielt nur geringe Mengen an Bs3, da AvrBs3 in 

Abwesenheit des Translokons wahrscheinlich nicht effizient transloziert wurde. Allerdings 

zeigten RT-PCR-Analysen von cDNA-Proben aus ECW-30R-Pflanzen, die mit 85*ΔhrpF 

infiltriert wurden, ein spezifisches Bs3-cDNA-Fragment ab dem 35. Zyklus  

(Abbildung 3.3.3 D). Für das EF1-Fragment wurde in allen Stämmen ein vergleichbares 

Signal detektiert, sodass davon ausgegangen werden kann, dass gleiche cDNA-Mengen 

eingesetzt worden sind (Abbildung 3.3.3 B, C und D).  

Zusammenfassend mit den Infektionsexperimenten (Kapitel 3.3.1) sowie den quantitativen 

und semiquantitativen RT-PCR-Analysen, war es möglich eine Translokon-unabhängige 

Translokation des TAL-Effektors AvrBs3 über das T3S-System nachzuweisen.  
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Abbildung 3.3.3 qRT- und RT-PCR-Analysen zeigen einen Anstieg im Transkriptgehalt von UPA20 und Bs3 
nach  Infiltration einer hrpF-Mutante, welche avrBs3 exprimiert.  
A) Analyse der Transkriptmenge von UPA20 mittels qRT-PCR, nach Infiltration einer hrpF-Mutante, welche avrBs3 

exprimiert. Die Stämme 85*, 85*hrpF (hrpF) und 85*hrcN (hrcN), welche AvrBs3 synthetisierten wurden in 

Blätter von ECW-30R-Pflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 4 x 108 KBE ml-1 infiltriert. Acht Stunden nach der 
Inokulation wurden Blattscheiben geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Nach der cDNA-Synthese wurde der 
Transkriptgehalt von UPA20 mittels qRT-PCR bestimmt. Die erhaltenen Ct-Werte wurden mit Hilfe der 

Referenzgene EF1 und UCH normalisiert. Der relative Transkriptgehalt wurde jeweils auf die hrcN-Mutante 

bezogen, welche im Wert gleich 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung von 
fünf biologischen Replikaten.  
B und C) RT-PCR-Analysen zeigen, dass Bs3-cDNA nach Infiltration einer hrpF-Mutante oder einer hrpF-xopA-

Doppelmutante, welche jeweils avrBs3 exprimierten, amplifiziert werden kann. Dies wurde sowohl für cDNA aus 
infizierten ECW-30R-Pflanzen (B), als auch für cDNA aus infizierten Bs3-transgenen N. benthamiana-Pflanzen (C) 

nachvollzogen. Die Stämme 85*, 85*hrpF (hrpF), 85*hrcN (hrcN) und 85*hrpFxopA (hrpFxopA), welche 

AvrBs3 synthetisierten und das Infiltrationsmedium allein (MgCl2), wurden wie in A beschrieben infiltriert. Die 
Aufarbeitung der Proben erfolgte ebenfalls wie in A beschrieben. Ein Bs3-cDNA-Fragment (ca. 200 bp) wurde 

mittels spezfischer Oligonukleotide amplifiziert. Zur Kontrolle wurde mittels spezifischer Oligonukleotide ein EF1-

cDNA-Fragment (ca. 200 bp) amplifiziert. +RT, cDNA-Synthese mit reverser Transkriptase; -RT, cDNA-Synthese 
ohne reverser Transkriptase (Negativkontrolle). Bei den jeweils unteren Banden im Agarosegel handelt es sich um 
ein unspezifisches Signal. 
D) Eine steigende Zyklenanzahl in der RT-PCR bestätigt die Akkumulation von Bs3-Transkript in infizierten 
Paprikapflanzen, nach Inokulation einer hrpF-Mutante, welche avrBs3 exprimiert. Nach 35 Zyklen wurde ein 

spezifisches Bs3-cDNA-Fragment detektiert. Die Stämme 85*, 85*hrpF (hrpF) und 85*hrcN (hrcN), welche 
AvrBs3 synthetisierten, wurden wie in A beschrieben in Blätter von ECW-30R-Pflanzen infiltriert. Die Aufarbeitung 

der Proben erfolgte ebenfalls wie in A beschrieben. Bs3- und EF1-cDNA-Fragmente wurden mittels spezfischer 

Oligonukleotide amplifiziert. Proben der RT-PCR wurden nach 23, 26, 29, 32, 35, 38 und 41 Zyklen mittels 
Gelelektrophorese analysiert. Bei den jeweils oberen Banden im Agarosegel handelt es sich um ein unspezifisches 
Signal. Die Versuchsergebnisse in B - D wurden zweimal reproduziert. 



                                                         Ergebnisse 

76 

3.4 Die putativen T4S-Systeme von Xcv 

 

Xcv besitzt Gene aller bisher beschriebenen Sekretionssysteme von Gram-negativen 

Bakterien. Auf dem Plasmid pXCV38 sind neun Gene lokalisiert, die Komponenten eines 

möglichen T4AS-Systems kodieren, das Homologien zum VirB/VirD4 T4S-System von 

A. tumefaciens aufweist. Ein zehntes vir-Gen befindet sich auf dem Chromosom, sodass 

insgesamt 10 der 12 beschriebenen Komponenten des T4AS-Systems in Xcv vorhanden sind. 

Auf dem Größten der vier Plasmide (pXCV183) konnten 15 Gene identifiziert werden, die 

möglicherweise ein weiteres putatives T4S-System kodieren. Dieses weist Ähnlichkeiten zum 

Dot/Icm T4S-System von den humanpathogenen Bakterien Legionella pneumophila und 

Coxiella burnetii auf. Xcv ist damit das erste bekannte pflanzenpathogene Bakterium, welches 

ein putatives T4BS-System besitzt. Für eine Vielzahl von pathogenen Bakterien konnte bereits 

die Notwendigkeit von T4S-Systemen für die Pathogenität gezeigt werden. Ob die 

identifizierten T4S-Systeme in Xcv funktional sind und einen Einfluss auf die Virulenz haben 

ist bisher gänzlich unbekannt.  

 

3.4.1 Der Einfluss des T4AS-Systems auf die Virulenz von Xanthomonas 

 

Da in der Regel ATPasen die Energie für die Sekretion bereitstellen und somit essentieller 

Bestandteil eines Sekretionssystems sind, wurden Xcv-Mutanten analysiert in denen die Gene 

virB4, virD4 und/oder virB11, welche jeweils mögliche ATPasen kodieren, deletiert sind. Im 

Fall der Deletion von virB11 wurde zusätzlich das Gen virB1 deletiert, da die letzten 12 

Basenpaare von virB11 mit virB1 überlappen (Abbildung 1.3). VirB1 ist eine lytische 

Transglycosylase und ermöglicht unter anderem in A. tumefaciens die Insertion des 

Sekretionssystems im Periplasma (Zupan et al., 2007). 

Die Infiltration der Stämme 85-10, 85-10ΔvirD4, 85-10ΔvirB11ΔvirB1 und  

85-10ΔvirD4ΔvirB11ΔvirB1 führte in suszeptiblen Pflanzen zu wässrigen Läsionen, welche im 

weiteren Infektionsverlauf nekrotisch wurden (Abbildung 3.4.1 A). Die Ergebnisse führen zu 

der Annahme, dass eine Deletion von virD4 oder virB11 und virB1 keinen sichtbaren Einfluss 

auf die Virulenz von Xcv hat. Eine virB4-Mutante löste, im Vergleich zum Wildtypstamm 

reduzierte Krankheitssymptome in ECW-Pflanzen aus (Abbildung 3.4.1 A). Basierend auf 

diesem Ergebnis kann spekuliert werden, dass die ATPase VirB4 möglicherweise einen 

wichtigen Beitrag zur Virulenz von Xcv leistet.  

Um bestätigen zu können, dass der oben genannte Virulenzeffekt tatsächlich auf den Verlust 

von virB4 zurückzuführen ist, wurden Komplementationsanalysen durchgeführt. Zunächst 

wurde getestet, ob die ektopische Expression von virB4 den Phänotyp einer virB4-Mutante 

komplementieren kann. Dazu wurde virB4 per PCR amplifiziert und anschließend in 

verschiedene pBRM-Derivate kloniert, die eine translationale Fusion von VirB4 mit einem C- 

oder N-terminalen Myc-Epitop erlauben, sowie eine VirB4-Variante ohne Epitop-Markierung. 

Das Gen virB4 wurde in jedem Fall unter der Kontrolle des lac-Promotors exprimiert.  
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Die erstellten virB4-Konstrukte wurden in den Wildtypstamm und die virB4-Mutante konjugiert. 

Vorläufige Experimente haben gezeigt, dass sowohl die ektopische Expression von virB4-3xc-

myc als auch virB4 (ohne Epitop-kodierende Sequenz) den Phänotyp einer virB4-Mutante 

nicht oder nur partiell komplementieren (Daten nicht gezeigt). Eine virB4-Mutante, welche 3x-

myc-virB4 exprimierte, löste ebenfalls keine Krankheitssymptome in Blättern von ECW-

Pflanzen aus (Abbildung 3.4.1 B). Die jeweiligen VirB4-Protein-Derivate wurden in jedem Fall 

stabil synthetisiert. Eine ektopische Expression von virB4 ermöglicht in diesem Fall demnach 

nicht die Komplementation des virB4-Mutanten-Phänotyps. 

Um zu überprüfen, welchen Einfluss eine Überexpression von virB4 auf die Virulenz des 

Wildtypstammes hat, wurde der Stamm 85-10, welcher 3x-Myc-VirB4 synthetisierte, in ECW-

Blätter infiltriert. Die Infiltration von 85-10, der 3x-myc-virB4 exprimierte, führte im Vergleich 

zum Wildtypstamm ohne Konstrukt zu reduzierten Krankheitssymptomen (Abbildung 3.4.1 B). 

Die erhaltenen Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die Überexpression von virB4 einen 

dominant-negativen Einfluss auf die Virulenz von Xcv haben könnte.  

 

 
 
 

Abbildung 3.4.1 Phänotypische Analyse von 
Stämmen mit Deletionen in Genen des T4AS-
Systems. 
A) Die Stämme 85-10 (wt), 85-10ΔvirB4 (ΔvirB4), 85-
10ΔvirD4 (ΔvirD4), 85-10ΔvirB11ΔvirB1 
(ΔvirB11ΔvirB1) und 85-10ΔvirD4ΔvirB11ΔvirB1 
(ΔvirD4ΔvirB11ΔvirB1) wurden in Blätter von ECW-
Pflanzen mit einer Bakteriendichte von 
0,2 x 108 KBE ml-1 infiltriert.  
B) Die virB4-Mutante wurde nicht durch die ektopische 
Expression von 3x-myc-virB4in trans komplementiert. Die 
Stämme 85-10 (wt) und 85-10ΔvirB4, welche kein 
Plasmid (-) oder 3x-myc-virB4in trans (+) enthielten, 

wurden wie in A beschrieben in ECW-Pflanzen infiltriert. 
Für die Proteinexpression wurden jeweils gleiche 
Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, unter 
Verwendung eines c-Myc-spezifischen Antikörpers 
analysiert. 
C) Die in cis Integration von virB4 komplementiert den 
Phänotyp einer virB4-Mutante. Die Stämme  
85-10 (wt) und 85-10ΔvirB4, welche kein Plasmid (-) 
oder virB4-3xc-mycin cis (+) enthielten, wurden in ECW-

Pflanzen mit einer Dichte von 0,5 x 108 KBE ml-1 
infiltriert.  
Krankheitssymptome auf ECW-Pflanzen wurden jeweils 
nach sieben Tagen fotografisch dokumentiert. 
Umrandungen in A, B und C weisen auf die 
Inokulationsstellen hin. Alle Versuchsergebnisse 
wurden zweimal reproduziert. 

 

Die hohe Kopienzahl des pBRM-Plasmids und die damit einhergehende erhöhte 

Transkriptmenge von virB4 könnte die Ursache für den Überexpressionseffekt sein (siehe 

Abbildung 3.4.1 B). Um diesem möglichen Überexpressionseffekt entgegenzuwirken erfolgte 

als nächstes die Integration von virB4 in das Genom eines 85-10ΔvirB4-Stammes. Die in cis-

Integration erfolgte mit Hilfe des Vektors pLAND, in die hpaF-hpaG-Region des 

korrespondierenden Xcv-Stammes (Huguet et al., 1998). Für die hpaF-hpaG-Region konnte 

bereits gezeigt werden, dass diese keinen Einfluss auf die Pathogenität von Xcv hat und somit 
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als möglicher Integrationsort von Genen dienen kann (Lorenz et al., 2012,  

Noël et al., 2002, Tamir-Ariel et al., 2007). Die Infiltration der virB4-Mutante führte wie erwartet 

zu reduzierten Krankheitssymptomen im Vergleich zum Wildtypstamm (Abbildung 3.4.1 C). 

Der Phänotyp einer virB4-Mutante wurde durch die in cis-Integration von virB4-3xc-myc 

vollständig komplementiert (Abbildung 3.4.1 C). Die Komplementationsanalysen lassen den 

Schluss zu, dass VirB4 einen wichtigen Beitrag zur Virulenz in Xcv leistet. 

 

Um zu untersuchen, ob die reduzierten Krankheitssymptome einer virB4-Mutante mit einem 

geringeren Wachstum der Bakterien einhergehen, wurden in planta Wachstumsanalysen in 

Blättern von suszeptiblen Paprikapflanzen mit dem Stamm 85-10ΔvirB4 durchgeführt. Als 

Kontrolle diente dabei der Wildtypstamm 85-10 sowie der Stamm 85-10ΔxpsE, für welchen 

bereits gezeigt werden konnte, dass dieser ein reduziertes Wachstum im Vergleich zum 

Wildtypstamm aufzeigt (Szczesny et al., 2010). Das Gen xpsE kodiert eine ATPase, die eine 

essentielle Komponente des T2S-Systems darstellt (Szczesny et al., 2010). Die Deletion von 

xpsE führte wie erwartet zu einem signifikant reduzierten Wachstum der Bakterien, im 

Vergleich zum Wildtypstamm (Abbildung 3.4.2). Im Gegensatz dazu wurde auch nach  

10 Tagen für den Stamm 85-10ΔvirB4 kein verändertes Wachstum der Bakterien im Vergleich 

zum Wildtypstamm festgestellt (Abbildung 3.4.2). Die in planta Wachstumsanalysen lassen 

somit vermuten, dass die Deletion von virB4 keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum 

von Xcv hat. 

 

 

Abbildung 3.4.2 Die Deletion von virB4 hat keinen signifikanten Einfluss auf das bakterielle Wachstum in 
suszeptiblen Paprikapflanzen. 
Die Stämme 85-10 (wt), 85-10ΔxpsE (ΔxpsE) und 85-10ΔvirB4 (ΔvirB4) wurden in Blätter von ECW-

Paprikapflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 104 KBE ml-1 infiltriert. Das bakterielle Wachstum wurde über 
einen Zeitraum von 10 Tagen untersucht. Dargestellte Werte entsprechen jeweils dem Mittelwert und der 
dazugehörigen Standardabweichung von drei Proben aus drei verschiedenen Pflanzen von einem repräsentativen 
Experiment. Der Grad der Signifikanz wird jeweils durch Sternchen (*) markiert, bezieht sich auf den Wildtypstamm 
und wurde mittels t-Test errechnet. KBE - koloniebildende Einheiten. *, Signifikant: p < 0,05;  
**, sehr signifikant: p < 0,01; ***, hochsignifikant: p < 0,001. Das Versuchsergebniss wurde zweimal reproduziert. 
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3.4.2 Der Einfluss des T4BS-Systems auf die Virulenz von Xanthomonas 

 

Vorangegange Experimente haben gezeigt, dass die Deletion der Gene icmE, dotC und dotB 

des putativen T4BS-Systems möglicherweise einen Einfluss auf die Virulenz von Xcv haben 

könnte (Solé und Büttner, unpubliziert). Eine Komplementation des icmE- und dotCB-

Mutantenphänotyps war bisher jedoch nicht möglich. 

Um dem möglichen Virulenzeffekt von icmE, dotC und dotB von Xcv weiter nach zu gehen, 

wurden Einzel-, Doppel- und Triple-Deletionsmutanten in Blättern von suszeptiblen ECW-

Paprikapflanzen infiltriert und die Reaktionen mit dem Wildtypstamm 85-10 verglichen. Im 

Vergleich zum Wildtypstamm, verursachte wie erwartet die icmE-Mutante und die dotCB-

Doppelmutante reduzierte Krankheitssymptome (Abbildung 3.4.3 A) (Solé und Büttner, 

unpubliziert). Die Infiltration einer icmE-dotCB-Triplemutante zeigte ebenfalls reduzierte 

Krankheitssymptome, die jedoch vergleichbar mit denen der icmE- und dotCB-Mutante waren 

(Abbildung 3.4.3 A). Da die Triplemutante (ΔicmEΔdotCB) keinen verstärkten Virulenzeffekt 

im Vergleich zur icmE- bzw. dotCB-Mutante aufwies, wurde ein möglicher additiver Effekt 

durch die zusätzliche Deletion von virB4 untersucht. Die Infiltration des Stammes 85-

10ΔvirB4ΔicmEΔdotCB führte wie erwartet zu reduzierten Krankheitssymptomen im Vergleich 

zum Wildtypstamm, jedoch nicht zu reduzierten Symptomen im Vergleich zu allen anderen 

infiltrierten Mutanten-Stämmen (Abbildung 3.4.3 A). Den Ergebnissen zur Folge kann vermutet 

werden, dass beide T4S-Systeme nicht additiv wirken.  

Um zu überprüfen, ob die Phänotypen der icmE- bzw. dotCB-Mutante tatsächlich auf die 

Deletion der korrespondierenden Gene zurückzuführen sind wurden Komplementations-

analysen durchgeführt. Dazu wurden die Gene icmE bzw. dotCB unter der Kontrolle des 

XCV0160-Promotors in den korrespondierenden Mutanten sowie im Stamm 85-10 ektopisch 

exprimiert. Expressionstests haben gezeigt, dass der XCV0160-Promotor zu einer 

schwächeren Expression eines Zielgens, im Vergleich zum lac-Promotor führt (Scheibner und 

Büttner, unpubliziert). Bei XCV0160 handelt es sich laut Genomanalyse des Stammes 85-10 

um eine patatin-ähnliche Phospholipase.  

Sowohl die icmE-Mutante, welche IcmE-3xc-Myc stabil synthetisierte, als auch die dotCB-

Mutante, welche DotCB-3xc-Myc stabil synthetisierte lösten weiterhin reduzierte 

Krankheitssymptome im Vergleich zum Stamm 85-10 aus (Abbildung 3.4.3 B). Somit führte 

die ektopische Expression von icmE bzw. dotCB unter der Kontrolle des XCV0160-Promotors 

nicht zur Komplementation des icmE- bzw. dotCB-Mutantenphänotyps.  
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Im Wildtypstamm führte die Überexpression von icmE-3xc-myc und dotCB-3xc-myc zu einem 

dominant-negativen Effekt, was sich in reduzierten Krankheitssymptomen im Vergleich zum 

Wildtypstamm ohne Konstrukt zeigte (Abbildung 3.4.3 B).  

Aufgrund des dominant-negativen Effekts erfolgte die in cis-Integration von icmE-3xc-myc 

bzw. dotCB-3xc-myc in die hpaF-hpaG-Region des korrespondierenden Deletionsstammes. 

Die im Vergleich zum Wildtypstamm reduzierten Krankheitssymptome der icmE- bzw. dotCB-

Mutante wurden durch die in cis-Expression von icmE-3xc-myc bzw. dotCB-3xc-myc 

vollständig komplementiert (Abbildung 3.4.3 C).  

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der Infektionsexperimente den Schluss zu, dass 

sowohl IcmE als auch DotC und/oder DotB einen Beitrag zur Virulenz von Xcv leisten und dass 

die Überexpression dieser Gene vermutlich einen negativen Effekt auf die Virulenz des 

Bakteriums ausübt. 

 

 

Abbildung 3.4.3 IcmE sowie DotC und/oder DotB haben einen Einfluss auf die Virulenz von Xcv.  
A) Phänotypische Analyse von Stämmen mit Deletionen in Genen des T4BS- und/oder T4AS-Systems im Vergleich 
zum Wildtypstamm 85-10. Die Xcv-Stämme 85-10 (wt), 85-10ΔicmE (ΔicmE), 85-10ΔdotCB (ΔdotCB), 85-
10ΔicmEΔdotCB (ΔicmEΔdotCB), 85-10ΔvirB4 (ΔvirB4) und 85-10ΔvirB4ΔicmEΔdotCB (ΔvirB4ΔicmEΔdotCB) 
wurden in ECW-Paprikapflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 0,1 x 108 KBE ml-1 infiltriert.  
B) Die icmE- bzw. dotCB-Mutante wurde nicht durch die ektopische Expression von icmE bzw. dotCB 
komplementiert. Die Stämme 85-10 (wt), 85-10ΔicmE (ΔicmE) und 85-10ΔdotCB (ΔdotCB), welche kein Plasmid (-
) oder pICH45066_PXCV0160-icmE-3xc-myc (+, icmEin trans) bzw. pICH45066_PXCV0160-dotCB-3xc-myc (+, 
dotCBin trans) enthielten wurden mit einer bakteriellen Dichte von 108 KBE ml-1 in ECW-Paprikapflanzen infiltriert. Für 
die Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen an Zellextrakt mittels Western-Blot, unter Verwendung eines 
c-Myc-spezifischen Antikörpers analysiert. 
C) Die in cis-Integration von icmE bzw. dotCB komplementiert den Phänotyp einer icmE- bzw. dotCB-Mutante. Die 
Stämme 85-10 (wt), 85-10ΔicmE (ΔicmE) und 85-10ΔdotCB (ΔdotCB), welche kein Plasmid (-) oder pLAND-
PXCV0160-icmE-3xc-myc (+, icmEin cis) bzw. pLAND-PXCV0160-dotCB-3xc-myc (+, dotCBin cis) enthielten, wurden mit 
einer bakteriellen Dichte von 0,2 x 108 KBE ml-1 in ECW-Paprikapflanzen infiltriert.  
Krankheitssymptome in A, B und C wurden zu den angegebenen Tagen fotografisch dokumentiert. Umrandungen 
in A, B und C weisen auf die Inokulationsstellen hin. Alle Versuchsergebnisse wurden zweimal reproduziert. 
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Auf Grund der Beteiligung der Proteine IcmE und DotCB an der Virulenz von Xcv stellte sich 

auch hier die Frage, ob das bakterielle Wachstum durch die Abwesenheit von IcmE bzw. 

DotCB beeinflusst ist. In planta Wachstumskurven mit den Stämmen 85-10ΔicmE sowie  

85-10ΔdotCB zeigten keinen stetig signifikanten Wachstumsunterschied im Vergleich zum 

Wildtypstamm (Abbildung 3.4.4). Wie erwartet wurde ein signifikant reduziertes Wachstum des 

Stammes 85-10ΔxpsE im Vergleich zum Stamm 85-10 verzeichnet (Abbildung 3.4.4). Die  

in planta Wachstumsanalysen lassen vermuten, dass die Deletion von icmE bzw. dotCB das 

Wachstum von Xcv tendentiell nicht beeinflussen. 

 

 

 

Abbildung 3.4.4 Einfluss von IcmE und DotCB auf das bakterielle Wachstum in suszeptiblen 
Paprikapflanzen. 

Die Stämme 85-10 (wt), 85-10ΔxpsE (ΔxpsE), 85-10ΔicmE (ΔicmE) und 85-10ΔdotCB (ΔdotCB) wurden in Blätter 
von ECW-Paprikapflanzen mit einer bakteriellen Dichte von 104 KBE ml-1 infiltriert. Das bakterielle Wachstum wurde 
über einen Zeitraum von 11 Tagen untersucht. Dargestellte Werte entsprechen jeweils dem Mittelwert und der 
dazugehörigen Standardabweichung von drei Proben aus drei verschiedenen Pflanzen von einem repräsentativen 
Experiment. Der Grad der Signifikanz wird jeweils durch Sternchen (*) markiert, bezieht sich auf den Wildtypstamm 
und wurde mittels t-Test berechnet (p < 0,05). KBE - koloniebildende Einheiten. Das Experiment wurde dreimal mit 
vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 
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3.5 Erste Hinweise auf  T4S-Substrate in Xanthomonas? 

 

Um Wirtszellprozesse zum Vorteil des Bakteriums zu manipulieren verwendet Legionella eine 

Kombination von verschiedenen Sekretionssystemen. Essentiell sind dabei das T4BS-System 

sowie das Lsp-T2S-System (Berger und Isberg 1993, Marra et al., 1992, Rossier und 

Cianciotto 2001). Durch vergleichende Proteomanalysen wurden 20 Proteine im Überstand 

eines Legionella-Wildtypstammes, jedoch nicht in einer lsp-T2S-Mutante nachgewiesen 

(DebRoy et al., 2006). Unter den 20 Proteinen konnten u. a. verschiedene T2S-Substrate, aber 

auch Proteine, wie IcmX, LvrE und ein VirK-ähnliches Protein identifiziert werden. IcmX und 

LvrE sind Komponenten die mit dem T4BS-System von L. pneumophila verknüpft sind 

(Matthews und Roy 2000, Segal et al., 1999), wohingegen VirK mit dem T4AS-System von 

A. tumefaciens assoziiert ist (Kalogeraki und Winans 1998, Li et al., 2005). Obwohl IcmX, LvrE 

und das VirK-ähnliche Protein mit dem T4S-System in Verbindung stehen, werden diese 

Proteine möglicherweise über das T2S-System sekretiert, sodass geschlussfolgert wurde, 

dass es möglicherweise eine Verbindung zwischen dem T2S- und T4S-System geben könnte 

(Cianciotto 2009). 

In vorangegangenen Studien wurde festgestellt, dass die Sekretion der meisten 

vorhergesagten T2S-Substrate von Xcv lediglich reduziert oder unbeeinflusst im Hintergrund 

einer T2S-Mutante ist (Solé et al., 2015, Szczesny et al., 2010). Basierend auf diesen 

Ergebnissen sollte mittels in vitro-Sekretionsanalysen untersucht werden, ob die vollständige 

oder partielle Sekretion von T2S-Substraten auf das T4S-System zurückzuführen ist. Neben 

den partiell vom T2S-System abhängigen Substraten XCV0536, XCV0965, XCV4358 und 

XCV4360 wurden fünf weitere, vom T2S-System unabhängig sekretierte Substrate analysiert 

(Tabelle 3.2).  

Die kodierenden Sequenzen der untersuchten Substrate enthalten eine 3x c-Myc-Epitop-

markierende Sequenz für einen immunologischen Nachweis und lagen bereits zu Beginn der 

Arbeit vor. Die Sekretion der Substrate XCV0536, XCV0965, XCV4358 und XCV4360 wurde 

im Wildtypstamm (85-10) und im Stamm 85-10ΔxcsEΔxpsEΔ4312 (Szczesny et al., 2010) 

analysiert. Der Stamm 85-10ΔxcsEΔxpsEΔ4312, in dem die ATPase kodierenden Gene des 

xps und xcs-T2S-Systems sowie das dazugehörige Homolog XCV4312 deletiert sind wird im 

weiteren als T2S-Mutante bezeichnet. Eine T2S-Mutante weist im Gegensatz zum 

Wildtypstamm reduzierte Krankheitssymptome nach Infiltration in ECW-Blätter auf  

(Szczesny et al., 2010). Um den möglichen Einfluss des T4BS-Systems zu untersuchen 

wurden in der T2S-Mutante zusätzlich die Gene dotCB bzw. icmE deletiert. Der Stamm  

85-10ΔxcsEΔxpsEΔ4312ΔdotCB wird im weiteren als T2ST4SdotCB-Mutante und der Stamm 

85-10ΔxcsEΔxpsEΔ4312ΔicmE als T2ST4SicmE-Mutante bezeichnet. Infektionsexperimte 

haben gezeigt, dass sich die T2ST4SdotCB- und die T2ST4SicmE-Mutante von der T2S-Mutante 

phänotypisch nicht unterscheiden (Scheibner und Büttner, unpubliziert). Die Sekretion der 

Substrate (Tabelle 3.2) wurde mittels in vitro-Sekretionsanalysen untersucht. 
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Tabelle 3.2 Eigenschaften der untersuchten T2S-Substrate 

Substrat 

in Xcv 

SP vorhergesagte 
Funktion 

Sekretion Homologe Proteine in 
Xanthomonas spp. sowie 
bekannte Funktion 

Referenz 

XCV0536 + Lipase partiell T2-
abhängig 

Homolog von XOO526 (LipA), 
Virulenzfaktor in Xcv  

(Rajeshwari et al., 
2005, Solé et al., 
2015, Tamir-Ariel et 
al., 2007, Tamir-Ariel 
et al., 2012) 

XCV0965 + Xylanase partiell T2-
abhängig 

Konserviert in Xanthomonas 

spp., Homolog von XCC0857, 
Virulenzfaktor in Xcv 

(Szczesny et al., 
2010) 

XCV4358 + Xylanase (XynB2) partiell T2-
abhängig 

Konserviert in Xanthomonas 
spp., Homolog von XCC4118 und 
XOO4428 (XynB)  

(Rajeshwari et al., 
2005, Ray et al., 
2000, Solé et al., 
2015) 

XCV4360 + Xylanase (XynB3) partiell T2-
abhängig 

Konserviert in Xanthomonas 
spp., Homolog von XCC4118 

(Solé et al., 2015) 

XCV0031 + Cellulase T2-
unabhängig 

Konserviert in Xanthomonas 
spp., Homolog zu XOO0282 
(notwendig für Virulenz von Xoo 
PXO99, Homolog zu EngXcB 
(notwendig für Cellulaseaktivität 
von Xcc) 

(Hu et al., 2007, 
Szczesny et al., 
2010) 

XCV0889 + Hydrolase-
Esterase 

T2-
unabhängig 

Konserviert in Xanthomonas spp. (Solé et al., 2015) 

XCV0670 + Endoglukanase T2-
unabhängig 

Homolog zu XOO4019 (ClsA), 
wird über das T2S-System von 
Xoo sekretiert 

(Jha et al., 2007) 

XCV1823 + Glukosidase T2-
unabhängig 

Konserviert in Xanthomonas 
spp., Homolog zu XOO2356 
(CelD), welches als 
Virulenzfaktor von Xoo 
identifiziert wurde 

(Szczesny et al., 
2010, Wang et al., 
2008) 

XCV4355 - Xylanase (XynA) T2-
unabhängig 

Homolog zu XCC4115 (Solé et al., 2015) 

Xcv- X. campestris pv. vesicatoria,  Xcc- X. campestris pv. campestris, Xoo- X. oryzae pv. oryzae. Signalpeptide 
(SP) wurden durch SignalP vorhergesagt und sind bei Vorhandensein mit einem + gekennzeichnet. 

 

Mittels eines c-Myc-spezifischen Antikörpers wurden die Proteine  

XCV0536-3xc-Myc, XCV0965-3xc-Myc, XCV4358-3xc-Myc und XCV4360-3xc-Myc im 

Gesamtzellextrakt und im Überstand des Wildtypstammes, der T2S-Mutante sowie der 

T2ST4SdotCB-Mutante bzw. der T2ST4SicmE-Mutante (im Fall von XCV4360-3xc-Myc) detektiert 

(Abbildung 3.5.1 A und B). Das c-Myc-spezifische Signal im Überstand der T2S-, T2ST4SicmE- 

und T2ST4SdotCB-Mutante war dabei schwächer als im Wildtypstamm, was auf eine reduzierte 

Sekretion der Proteine XCV0536-3xc-Myc, XCV0965-3xc-Myc,  

XCV4358-3xc-Myc und XCV4360-3xc-Myc hindeutet (Abbildung 3.5.1 A und B). Die partielle 

Abhängigkeit der Substrate XCV0536, XCV0965, XCV4358 und XCV4360 vom T2S-System 

wurde bereits publiziert (Solé et al., 2015).  

Für die Substrate XCV0031, XCV0889, XCV0670, XCV1823 und XCV4355 wurde bereits 

gezeigt, dass diese unabhängig vom T2S-System sekretiert werden (Solé et al., 2015, 

Szczesny et al., 2010). Deswegen wurde im Folgenden die Sekretion dieser Substrate 

zwischen dem Wildtypstamm 85-10 und einer T2ST4SdotCB-Mutante analysiert. Sowohl im 
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Gesamtzellextrakt als auch im Überstand des Wildtypstammes und der T2ST4SdotCB-Mutante 

wurden die Substrate XCV0031-3xc-Myc, XCV0889-3xc-Myc, XCV0670-3xc-Myc, XCV1823-

3xc-Myc und XCV4355-3xc-Myc in vergleichbaren Mengen detektiert (Abbildung 3.5.1 C).  

Die Ergebnisse der Sekretionsanalysen lassen vermuten, dass die Sekretion der untersuchten 

Substrate nicht vom T4BS-System abhängig ist. Zwar wurde die Sekretion aller untersuchten 

Substrate zu 100 % reproduziert, jedoch bleibt zu beachten, dass die dargestellten Ergebnisse 

keine Lysiskontrolle aufweisen und somit eine bakterielle Lysis nicht ausgeschlossen werden 

kann. Weiterhin kann eine Sekretion der untersuchten Substrate über das T4AS-System zu 

diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden. Deswegen sollte in zukünftigen 

Sekretionsanalysen eine T4AS-T4BS-Doppelmutante verwendet sowie entsprechende 

Lysiskontrollen mitgeführt werden.  

 

 

 
 
 
 
 
 

 

Abbildung 3.5.1 Das T4BS-System von Xcv hat 
vermutlich keinen Einfluss auf die Sekretion 
ausgewählter T2S-Substrate.  
Dargestellt sind in vitro-Sekretionsanalysen 

ausgewählter T2S-abhängiger und –unabhängiger 
Substrate. Die Stämme 85-10 (wt),  
85-10ΔxcsEΔxpsEΔ4312 (ΔT2S),  
85-10ΔxcsEΔxpsEΔ4312ΔdotCB (ΔT2SΔT4SdotCB) und 
85-10ΔxcsEΔxpsEΔ4312ΔicmE (ΔT2SΔT4SicmE), 
welche das jeweils in der Abbildung dargestellte 
Expressionskonstrukt samt einer 3x c-myc-Epitop-
kodierenden Sequenz enthielten wurden in NYG-
Medium inkubiert. Die Gesamtzellextrakte (GE) und 
Überstände (ÜS) wurden mittels Western-Blot, unter 
Verwendung eines c-Myc-spezifischen Antikörpers 
untersucht. 
A und B) Die Sekretion der Substrate XCV0536-3xc-

Myc, XCV0965-3xc-Myc, XCV4358-3xc-Myc und 
XCV4360-3xc-Myc ist gleichermaßen reduziert im 
Hintergrund einer T2S- sowie einer T2S-T4S-Mutante 
im Vergleich zum Wildtypstamm.  
C) Die Sekretion der Substrate XCV0031-3xc-Myc, 

XCV0889-3xc-Myc, XCV0670-3xc-Myc, XCV1823-3xc-
Myc und XCV4355-3xc-Myc ist im Wildtyp und einer 
T2SΔT4SdotCB-Mutante gleich. Im Fall von XCV0670 (ca. 
56 kDa) und XCV1823 (ca. 98 kDa) konnten 
Abbauprodukte sowohl im GE als auch im ÜS detektiert 
werden. Die Versuchsergebnisse wurden mindestens 
zweimal reproduziert. 

3.5.1 In silico-Analysen mittels des Vorhersageprogrammes S4TE 

identifizieren putative T4S-Substrate in Xcv  

 

Auch wenn die Sekretion der analysierten T2S-Substrate vermutlich nicht vom T4BS-System 

abhängig ist, so lassen die bisher erhaltenen Daten aus Kapitel 3.4.1 und 3.4.2 vermuten, dass 

Xcv ein oder sogar zwei funktionale T4S-Systeme besitzen könnte. Sollte dies der Fall sein 

liegt der Schluss nahe, dass über diese Systeme auch spezifische Substrate sekretiert oder 

transloziert werden könnten. Die Suche nach potentiellen Substraten, welche über das T4S-

System von Xcv transportiert werden könnten erfolgte mit Hilfe des bioinformatischen 

Computerprogrammes „Searching algorithm for type-IV secretion system effectors“ (S4TE) 
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(Meyer et al., 2013). S4TE ist in der Lage putative T4-Effektorproteine in Genomen von  

-und -Proteobakterien vorherzusagen. Grundlage für die Identifizierung von T4-Effektoren 

sind sogenannte Sequenzeigenschaften, wie beispielsweise eukaryotisch-ähnliche Domänen, 

Lokalisierungssignale für bestimmte Zellkompartimente und/oder individuelle N- oder C-

terminale Eigenschaften in T4S-Substraten. Diese und weitere spezifische 

Sequenzeigenschaften sowie die Funktion von S4TE sind im Methodenteil Kapitel 2.2.6 näher 

erläutert. Zusätzliche Sequenzeigenschaften, welche durch die Analyse des umfangreichen 

Repertoires an T4S-Substraten in L. pneumophila abgeleitet wurden 

(Gomez-Valero et al., 2011), sind ebenfalls mit in den Suchalgorithmus von S4TE einbezogen 

worden. Um eine Rangfolge zu generieren, beginnend mit den wahrscheinlichsten T4-Effektor-

Kandidaten, verwendet S4TE die beiden Leistungsindizes SIL („sensitivity index for 

Legionella“) und PIL („positivity index for Legionella“) (siehe Kapitel 2.2.6). Der SIL–Wert gibt 

Auskunft, in welchem Verhältnis Richtig-Positive Kandidaten mit derselben Kombination an 

Sequenzeigenschaften bereits in T4-Effektoren von L. pneumophila gefunden wurden. Im 

Gegensatz dazu beschreibt der PIL–Wert den Nettoertrag der Richtig-Positiven und setzt diese 

ins Verhältnis zu den Falsch-Positiven Kandidaten. Proteine, deren SIL- und PIL-Wert 0 ist 

weisen keine Ähnlichkeiten zu bisher bekannten T4-Effektoren aus L. pneumophila auf 

(„Neukombination“ der Sequenz-eigenschaften) und wurden durch das Programm gesondert 

hervorgehoben. Durch die in silico-Analyse des kompletten Genoms bzw. Proteoms von Xcv 

mit S4TE wurden 299 mögliche T4S-Substrate vorhergesagt. Eine vollständige Liste dieser 

putativen T4S-Substrate ist in der Tabelle 5.4 im Anhang zu finden.  

Interessante Kandidaten stellen vorallem XCV-Proteine dar, die Homologien zu bekannten T4-

Effektorproteinen aufweisen. Dazu zählen unter anderem XCV0025 (Rang 1), XCV1697  

(Rang 2), XCV2208 (Rang 3), XCV0160 (Rang 7), XCV3492 (Rang 9), XCV3992 (Rang 281) 

oder XCV4220 (Rang 292) (siehe Tabelle 5.4). So wurde bereits gezeigt, dass Lpg2490 

(Homolog zu XCV0025) ein Virulenzfaktor von L. pneumophila darstellt, der T4B-abhängig 

transloziert wird (de Felipe et al., 2005). Ein weiteres T4-Effektorprotein, welches T4B-

abhängig exportiert wird ist AM470 (Lockwood et al., 2011), das Homologien zu XCV3492 und 

XCV4220 aufweist. Ein gutes Beispiel für einen Falsch-Positiven Kandidaten ist das Protein 

XCV0411 auf Rang 119, was dem Translokonprotein HrpF entspricht (Tabelle 5.4). HrpF wird 

T3-abhängig sekretiert (Büttner et al., 2002) und ist daher kein T4S-Substrat.  

 

3.5.2 Ein neues Reportersystem zur Untersuchung potentieller T4S-

Substrate in Xcv 

 

S4TE generierte eine Rangfolge der 299 putativen T4-Effektoren von Xcv basierend auf der 

Anzahl der enthaltenen Sequenzmotive in einem Protein sowie der beiden Leistungsindizes 

SIL und PIL. Zu beachten ist, dass die Vorhersagen Falschpositive Kandidaten beinhalten 

können (wie beispielsweise HrpF). Damit liefert die in silico-Analyse lediglich einen Hinweis 



                                                         Ergebnisse 

86 

darauf, welche Proteine als potentielle T4S-Substrate für eine experimentelle Bestätigung in 

Frage kommen könnten.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst acht der identifizierten Substrate ausgewählt 

(Tabelle 3.3), um diese experimentell auf ihre Abhängigkeit hin zu untersuchen über ein T4S-

System transportiert werden zu können. Die Auswahl der Kandidaten basierte auf einem 

hohen Rang (z. B. Rang 2, entspricht einer hohen Anzahl an übereinstimmenden 

Sequenzeigenschaften im Protein) sowie einer „Neukombination“ der Sequenzeigenschaften 

in einem Protein (SIL- und PIL-Wert jeweils 0). 

 

Tabelle 3.3 Ausgewählte, durch S4TE vorhergesagte T4S-Substrate in Xcv  

Protein SP Rang2 vorhergesagte Funktion Translokation via 
A. tumefaciens3 

Homologie zu einem 
bekannten T4-Effektorprotein7 

XCV16971 - 2 putative phagenähnliche 
Integrase 

transloziert Lpg27454, hypothetisches Protein 

XCV22081 - 3 putatives 
Polyhydroxyalkanoat 
Granulum assoziertes 
Protein 

nicht transloziert AM4705, hypothetisches Protein 

XCV01601 + 7 putative Patatin-ähnliche 
Phospholipase 

transloziert Lpg14264, hypothetisches Protein 

XCV07921 - 9 putativer ABC-
Transporter, ATP-
bindendes Protein 

transloziert - 

XCV06871 - 49 putative Peptidase transloziert - 

XCV3492 + 235 hypothetisches Protein nicht transloziert AM4705, hypothetisches Protein 

XCV3992 - 281 hypothetisches Protein nicht transloziert Lpg23594, hypothetisches Protein 

XCV4220 - 292 putative Proteinkinase nicht transloziert Lpg14834, NF-κB-aktivierendes 
Protein6 

Signalpeptide (SP) wurden mittels SignalP vorhergesagt und bei Vorhandensein durch ein + gekennzeichnet.  
1Die Sequenzeigenschaften dieser Proteine weisen keine Ähnlichkeit zu bisher bekannten T4S-Substraten aus  
 L. pneumophila auf (SIL- und PIL-Wert jeweils 0). 
2Das Ranking bezieht sich auf die Anzahl der im Protein vorhandenen Sequenzeigenschaften sowie dem SIL- und 
PIL-Wert („sensitivity index for Legionella“ und „positivity index for Legionella“) (siehe Material und Methoden 2.2.6). 
Ein hoher Rang (z. B. Rang 2) entspricht einer hohen Anzahl an übereinstimmenden Sequenzeigenschaften. 
3Ergebnisse der Translokationsanalyse (siehe Abbildung 3.5.3 B). Die Translokation bezieht sich auf die Fähigkeit 
der C-terminalen 49 oder 50 Aminosäuren des jeweiligen Proteins den dTALE-2-Reporter, durch A. tumefaciens in 
gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen zu translozieren. 
4T4-Effektorprotein von Legionella pneumophila subsp. pneumophila str. Philadelphia 1. 
5T4-Effektorprotein von Anaplasma marginale str. St. Maries. 
6Referenz: (Ge et al., 2009). 
7Bereits publizierte T4-Effektorproteine (Chen et al., 2010, Gomez-Valero et al., 2011). 

 

Ein wichtiges Merkmal von T4S-Substraten ist ein Translokationssignal, das sich in der Regel 

im C-terminalen Bereich des Proteins befindet (Lifshitz et al., 2013, Nagai et al., 2005, 

Vergunst et al., 2005). Mit Hilfe dieses Signals werden T4S-Substrate wahrscheinlich direkt 

oder indirekt vom T4S-System erkannt und anschließend transloziert. Handelt es sich bei den 

vorhergesagten Proteinen aus Xcv um T4S-Substrate sollte der C-terminale Bereich dieser 

Proteine demnach ein Signal enthalten, welches den Transport über das T4S-System 

ermöglicht.  
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Zur Analyse der Translokation wurde der „designer“ TAL-Effektor (dTALE-2) als 

Reporterprotein verwendet. An das 3´-Ende von dTALE-2 wurden die Codons, welche die  

C-terminalen 49 bzw. 50 Aminosäuren von XCV3992, XCV0687, XCV4220, XCV3492, 

XCV1697, XCV2208, XCV0160 und XCV0792 kodieren translational fusioniert (siehe Material 

und Methoden Kapitel 2.2.1.7). Als Negativkontrollen diente der dTALE-2 allein bzw. mit dem 

lacZ-Modul. Das Konstrukt dTALE-2-virFC30 diente als Positivkontrolle, da bereits gezeigt 

werden konnte, dass in den C-terminalen 30 Aminosäuren des Effektorproteins VirF aus 

A. tumefaciens ein funktionales T4S-Signal enthalten ist (S. Marillonnet, unpubliziert) 

(Vergunst et al., 2005). Die kodierenden Sequenzen der Fusionsproteine wurden entweder 

vom lac- oder vom virE-Promotor exprimiert. Der virE-Promotor eignet sich um die Expression 

von Hybridgenen in A. tumefaciens zu untersuchen (S. Marillonnet, unpubliziert). Da bekannt 

ist, dass A. tumefaciens ein funktionales T4AS-System besitzt wurden die erstellten 

Konstrukte zunächst in den A. tumefaciens-Stamm GV2260 elektroporiert. Die verwendeten 

Plasmide enthalten keine „left“ und „right boarder“, um einen T-DNA-Transfer über das T4AS-

System von A. tumefaciens auszuschließen. Infiltriert wurden die GV2260-Stämme, welche 

die beschriebenen Expressionskonstrukte enthielten in Blätter gfp-transgener 

N. benthamiana-Pflanzen.  

Im Gegensatz zu dTALE-2 (ohne Fusionspartner) und dTALE-2-LacZ wurde dTALE-2-VirFC30 

durch den Stamm GV2260 transloziert, was zur einer GFP-Fluoreszenz an der Infektionsstelle 

von gfp-transgenen N. benthamiana-Blättern führte (Abbildung 3.5.2 A und B). Die Infiltration 

von GV2260-Stämmen, die dTALE-2-XCV0687C49, dTALE-2-XCV0160C50, dTALE-2-

XCV1697C50 oder dTALE-2-XCV0792C50 unter der Kontrolle des virE-Promotors exprimierten, 

führte zu einer punktuellen GFP-Fluoreszenz (Abbildung 3.5.2 A und B). Daher kann vermutet 

werden, dass die C-terminalen 49 Aminosäuren von XCV0687 sowie die C-terminalen 50 

Aminosäuren von XCV0160, XCV1697 und XCV0792 ein Translokations-signal enthalten, das 

die Translokation von dTALE-2 durch den Stamm GV2260 ermöglicht. GV2260-Stämme, die 

dTALE-2-XCV0687C49, dTALE-2-XCV0160C50, dTALE-2-XCV1697C50 oder dTALE-2-

XCV0792C50 unter der Kontrolle des lac-Promotors exprimierten, führten nach der Infiltration 

in gfp-transgene N. benthamiana-Blätter dagegen zu keiner sichtbaren GFP-Fluoreszenz 

(Abbildung 3.5.2 A und B). Es kann lediglich spekuliert werden, dass es im Fall des lac-

Promotors möglicherweise zu einer schwächeren Expression der dTALE-2-Hybridgene im 

Vergleich zum virE-Promotor kam. 

Keine sichtbare GFP-Fluoreszenz wurde nach der Infiltration von GV2260, der dTALE-2-

XCV3992C49, dTALE-2-XCV4220C49, dTALE-2-XCV3492C49 oder dTALE-2-XCV2208C50 

enthielt detektiert (Abbildung 3.5.2 A und B). Dabei spielte es keine Rolle, ob die jeweiligen 

dTALE-2-Hybridgene unter der Kontrolle des lac- oder des virE-Promotors standen. Die 

Ergebnisse lassen vermuten, dass der C-terminale Bereich von XCV3992, XCV4220, 

XCV3492 und XCV2208 kein T4A-Translokationssignal enthält. Es kann nicht ausgeschlossen 

werden, dass die Substrate XCV3992, XCV4220, XCV3492 und XCV2208 ein Signal 

enthalten, welches nur die Translokation über ein T4BS-System vermittelt.  
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Abbildung 3.5.2 C-terminale Bereiche putativer T4S-Substrate von Xcv vermitteln die Translokation von 
dTALE-2 durch A. tumefaciens in gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen.  
A) Die C-terminalen 30 Aminosäuren von VirF sowie die C-terminalen 49 Aminosäuren von XCV0687 vermitteln 

die Translokation von dTALE-2 durch A. tumefaciens. GV2260-Stämme, welche die Hybridgene dTALE-2-lacZ, 
dTALE-2-XCV0687C49, dTALE-2-XCV4220C49, dTALE-2-XCV3492C49 oder dTALE-2-XCV3992C49 unter der 
Kontrolle des lac- oder virE-Promotors exprimierten, wurden in Blätter gfp-transgener N. benthamiana-Pflanzen mit 
einer bakteriellen Dichte von 8 x 108 KBE/ml infiltriert. Als Positivkontrolle wurde ein GV2260-Stamm verwendet, 
welcher dTALE-2-virFC30 unter der Kontrolle des lac-Promotors exprimierte.  
B) Die C-terminalen 50 Aminosäuren von XCV0160, XCV1697 und XCV0792 vermitteln die Translokation von 
dTALE-2 durch A. tumefaciens. GV2260 Stämme, welche die Hybridgene dTALE-2-XCV0160C50 und dTALE-2-
XCV0792C50 unter der Kontrolle des virE-Promotors exprimierten wurden, wie in A beschrieben infiltriert. Die 
Hybridgene dTALE-2-XCV2208C50 oder dTALE-2-XCV1697C50 wurden unter der Kontrolle des lac- oder des virE-
Promotors in GV2260 exprimiert und der Stamm anschließend wie in A beschrieben infiltriert. Als Negativkontrollen 
diente der Stamm GV2260, welcher den dTALE-2 (ohne C-terminalen Fusionspartner = ohne) oder den dTALE-2 
mit lacZ-Modul (LacZ) enthält. Es wurde die gleiche Positivkontrolle wie in A beschrieben verwendet.  

Die GFP-Fluoreszenz wurde nach sieben bzw. acht Tagen mittels einer UV-Lampe visualisiert. Umrandungen in A 
und B weisen jeweils auf die Inokulationsstellen hin. Die Versuchsergebnisse wurden mindestens zweimal 
reproduziert. 
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Als nächstes sollte untersucht werden, ob die entsprechenden dTALE-2-Fusionsproteine 

durch Xcv transloziert werden können. Für diese Analyse wurde zum einen der Stamm 85-10 

und zum anderen der Stamm 75-3 verwendet. Unpublizierte Sequenzierdaten lassen 

vermuten, dass beide Stämme eine Vielzahl mobiler Elemente besitzen, genetisch jedoch 

nahezu identisch sind (Schmidtke und Bonas, unpubliziert). Der Stamm 75-3 enthält jedoch, 

im Gegensatz zum Stamm 85-10, die Gene XCV1517Stamm 75-3, XCV1518Stamm 75-3 und 

XCV1519Stamm 75-3. Das Gen XCV1517Stamm 75-3 kodiert möglicherweise eine lytische 

Transglycosylase. Bei XCV1518Stamm 75-3 handelt es sich vermutlich um eine Pilin-Untereinheit, 

ähnlich TrbC von E. coli (Eisenbrandt et al., 1999). Hingegen kodiert XCV1519Stamm 75-3 

vermutlich ein VirB3-ähnliches Protein. VirB3 ist an der inneren Membran lokalisiert  

und trägt vermutlich zu der Pilusassemblierung in T4AS-Systemen bei  

(Shirasu und Kado 1993, Waksman und Orlova 2014).  

Da der dTALE-2 im N-terminalen Bereich ein T3S- und Translokationssignal aufweist (siehe 

Abbildung 3.1.10 A) wurden für die Analyse die T3-defizienten Stämme 85-10Δhrp (Hausner 

und Büttner, unpubliziert) bzw. 75-3ΔhrcVc verwendet. In der 85-10Δhrp-Mutante sind die 

Operons hrpB bis hrpF und ein Teil des hrpA-Operons deletiert. Im Fall des Stammes  

75-3ΔhrcVc wurden die Codons 324 - 642 von hrcV deletiert. Sowohl 85-10Δhrp als auch  

75-3ΔhrcVc sind nicht mehr pathogen, was durch Infektionsexperimente in suszeptiblen und 

resistenten Paprikalinien sowie in gfp-transgenen N. benthamiana-Pflanzen nachgewiesen 

wurde (Daten nicht gezeigt). Dies impliziert, dass das T3S-System in beiden Stämmen nicht 

mehr funktional ist.  

Keines der getesteten dTALE-2-Fusionsproteine wurde durch den Stamm 85-10Δhrp bzw.  75-

3ΔhrcVc transloziert. Die infiltrierten Stämme führten daher zu keiner sichtbaren Reaktion in 

gfp-transgenen N. benthamiana-Blättern (Abbildung 3.5.3 A und B).  

Im Gegensatz zu den Xcv-Stämmen lösten die GV2260-Stämme, welche das Fusionsprotein 

dTALE-2-VirFC30 (Positivkontrolle), dTALE-2-XCV0687C49, dTALE-2-XCV1697C50, dTALE-2-

XCV0160C50 oder dTALE-2-XCV0792C50 enthielten, eine GFP-Fluoreszenz im 

Infektionsbereich der gfp-transgenen N. benthamiana-Blätter aus (Abbildung 3.5.3 B).  

Da die dTALE-2-Fusionsproteine keine Epitop-Markierung besitzen konnte die 

Proteinsynthese nicht nachgewiesen werden und somit keine Aussage über die 

Proteinstabilität der Fusionsproteine in den entsprechenden Stämmen getroffen werden. Im 

Fall der Xanthomonas-Stämme ist zudem unklar, ob die T4S-Systeme in der Nicht-Wirts-

Pflanze N. benthamiana funktional/aktiv sind. Weiterhin ist in Xcv bislang kein Substrat 

bekannt, das über das T4AS- oder T4BS-System transportiert wird und somit als 

Positivkontrolle dienen könnte. Diese kritischen Punkte sollten in zukünfitigen Experimenten 

berücksichtigt werden, in dem beispielsweise ein bekanntes homologes T4S-Substrat aus  

X. axonopodis pv. citri als eine mögliche Positivkontrolle mitgeführt wird. Dafür könnte zum 

Beispiel XCV3751 verwendet werden, dass ein Homolog des T4-Effektorproteins XAC2609 ist 

(Souza et al., 2015). 
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Abbildung 3.5.3 dTALE-2-Fusionsproteine werden über A. tumefaciens, nicht aber über die Xcv-Stämme 
85-10Δhrp und 75-3ΔhrcVc in gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen transloziert.  
A) Der Stamm 85-10Δhrp transloziert nicht die in der Abbildung beschriebenen Fusionsproteine. Der Stamm  
85-10Δhrp, welcher die Hybridgene dTALE-2-lacZ, dTALE-2-XCV0687C49 oder dTALE-2-XCV3492C49 unter der 
Kontrolle des lac- oder virE-Promotors exprimierte, wurde in Blätter gfp-transgener N. benthamiana-Pflanzen mit 
einer bakteriellen Dichte von 8 x 108 KBE/ml infiltriert. Die Infiltration von 85-10Δhrp, mit dTALE-2-XCV3992C49 
unter der Kontrolle des virE-Promotors und die Infiltration von 85-10Δhrp, mit dTALE-2-XCV4220C49 oder  
dTALE-2-virFC30 unter der Kontrolle des lac-Promotors erfolgte wie oben beschrieben.  
B) Der Stamm GV2260 transloziert dTALE-2-XCV0687C49, dTALE-2-XCV1697C50, dTALE-2-XCV0160C50 und 

dTALE-2-XCV0792C50 in N. benthamiana-Pflanzen. Vereinzelt ausgewählte dTALE-2-Fusionsproteine wurden 
jedoch nicht durch 75-3ΔhrcVc bzw. 85-10Δhrp in N. benthamiana-Pflanzen transloziert. Die Hybridgene  
dTALE-2-XCV0687C49, dTALE-2-XCV1697C50, dTALE-2-XCV0160C50 und dTALE-2-XCV0792C50 wurden unter der 
Kontrolle des virE-Promotors und dTALE-virFC30 unter der Kontrolle des lac-Promotors in GV2260 exprimiert und 
die entsprechenden Stämme anschließend wie in A beschrieben infiltriert. Der Stamm 85-10Δhrp, welcher dTALE-
2-virFC30, dTALE-2-XCV1697C50 oder dTALE-2-XCV0160C50 unter der Kontrolle des lac-Promotors bzw. den 
dTALE-2 (ohne C-terminalen Fusionspartner = ohne) unter der Kontrolle des virE-Promotors exprimierte,  wurde 
wie in A beschrieben infiltriert. Der Stamm 75-3ΔhrcVc, welcher dTALE-2-virFC30, dTALE-2-XCV0687C49, dTALE-2-
XCV1697C50 oder dTALE-2-XCV0160C50 unter der Kontrolle des lac-Promotors bzw. dTALE-2-lacZ oder den 
dTALE-2 (ohne C-terminalen Fusionspartner = ohne) unter der Kontrolle des virE-Promotors exprimierte wurde wie 
in A beschrieben infiltriert.  
Die GFP-Fluoreszenz wurde nach sechs bzw. acht Tagen mittels einer UV-Lampe visualisiert. Umrandungen in A 
und B weisen auf die Inokulationsstellen hin. Die Versuchsergebnisse wurden mindestens zweimal reproduziert.  
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4. Diskussion  

 

4.1 Identifizierung von minimalen T3S- und Translokationssignalen in den 

T3S-Substraten AvrBs3, XopA und HrpB2 

 

Eine Vielzahl von Bakterien nutzen T3S-Systeme für die Translokation bakterieller 

Effektorproteine, um mit der eukaryotischen Wirtszelle interagieren zu können. Die 

molekularen Mechanismen, die eine effiziente Translokation von Effektorproteinen 

ermöglichen, sind jedoch nur teilweise aufgeklärt. Eine entscheidende Rolle für die 

Translokation von Proteinen spielen T3S- und Translokationssignale. Reporter-basierte 

Translokationsstudien mit N-terminalen Derivaten der T3S-Substrate AvrBs3, XopA und 

HrpB2 haben gezeigt, dass das T3S- und Translokationssignal in den N-terminalen  

10 - 40 Aminosäuren lokalisiert ist.  

 

Die N-terminalen 30 Aminosäuren von AvrBs3 enthalten ein Translokationssignal 

Die N-terminalen 30 Aminosäuren von AvrBs3 enthalten ein Translokationssignal, dass jedoch 

nur in Abwesenheit von HpaB hinreichend für die Translokation von AvrBs3Δ2 ist (Abbildung 

3.1.3 A). Eine mögliche Theorie wäre, dass das T3S-System spezifische Erkennungsstellen 

für Proteine, die transloziert und Proteine, die sekretiert werden sollen, besitzt. Effektoren, die 

transloziert werden sollen, würden durch HpaB zu der spezifischen Erkennungsstelle, die eine 

Translokation ermöglicht, vermittelt werden. In Abwesenheit von HpaB werden Effektoren 

jedoch reduziert sekretiert (Büttner et al., 2004), sodass die Substratbindestelle für zu 

translozierende Proteine „frei“ wäre und möglicherweise durch Nicht-Effektorproteine besetzt 

werden kann. Bisher veröffentlichte Daten zeigen, dass die Nicht-Effektorproteine HrpF und 

XopA in Abwesenheit des T3S-Chaperons HpaB transloziert werden (Büttner et al., 2004). 

Demnach ähnelt die Translokation von AvrBs31-30-AvrBs3Δ2, durch eine hpaB-Mutante, der 

eines Nicht-Effektorproteins. Die Translokation von Nicht-Effektorproteinen könnte im Wildtyp 

ebenfalls durch die stetige Translokation von Effektorproteinen indirekt verhindert werden. 

Es kann bislang nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass AvrBs31-30-AvrBs3Δ2 durch 

den Wildtypstamm transloziert worden ist, die zu geringen Mengen des Fusionsproteins jedoch 

nicht hinreichend für eine makroskopisch sichtbare HR waren. Um dies genauer zu 

analysieren, könnte in zukünfitigen Experimenten der Transkriptgehalt von Bs3, nach 

Infiltration des Stammes 85* und 85*ΔhpaB, welche AvrBs31-30-AvrBs3Δ2 synthetisieren, 

mittels qRT-PCR-Analyse ermittelt werden.  

In einer kürzlich erschienenen Studie wurde die Aktivität von verschiedenen N-terminal 

eingekürzten AvrBs3-Derivaten mit Hilfe einer β-Glucuronidase (GUS)-Reportergenanalyse 

bestimmt. Dabei zeigte sich, dass AvrBs3ΔN63 in planta eine 80 % höhere Aktivität aufweist 

als AvrBs3Δ2 (Schreiber et al., 2015).  
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AvrBs3ΔN63 fehlen im Gegensatz zu AvrBs3Δ2 nur die Aminosäuren 2 - 63. Vorläufige 

Experimente haben gezeigt, dass AvrBs31-30-AvrBs3ΔN63 durch den Wildtyp und eine hpaB-

Mutante transloziert wird (Scheibner und Büttner, unpubliziert). Jedoch ist derzeit nicht 

bekannt, ob die höhere Aktivität von AvrBs3ΔN63 oder der Aminosäurebereich 64 - 152 der 

Grund für die Translokation von AvrBs31-30-AvrBs3ΔN63 durch den Wildtypstamm sind. 

 

T3S-Substrate können vermutlich getrennte und gemeinsame T3S- und Translokations-

signale besitzen 

Durch in vitro-Sekretionsanalysen wurde gezeigt, dass die Aminosäuren 1 - 10 von AvrBs3 

und 1 - 20 von XopA ein funktionales T3S-Signal enthalten (Abbildung 3.1.1 A und 3.1.5 A), 

welches in beiden Fällen nicht hinreichend für die Translokation des AvrBs3Δ2-Reporters ist 

(Abbildung 3.1.3 A) (J. Stuttmann, Diplomarbeit 2004). AvrBs3 ist das zweite Effektorprotein 

und XopA das erste Nicht-Effektorprotein von Xcv, die jeweils separate T3S- und 

Translokationssignale aufweisen.  

Ein getrenntes T3S- und Translokationssignal wurde auch in dem Effektorprotein AvrBs2 von 

Xcv mit Hilfe des Calmodulin-abhängigen Adenylatcyclase-Domäne (Cya)-Reporters 

nachgewiesen (auf den Cya-Reporter wird in Kapitel 4.1.4 näher eingegangen). Das T3S-

Signal von AvrBs2 befindet sich in den N-terminalen 18 Aminosäuren, während für eine 

Translokation ein weiteres Signal im Aminosäurebereich 41 - 58 notwendig ist  

(Casper-Lindley et al., 2002). Separate T3S- und Translokationssignale konnten ebenfalls in 

YopE (Yersinia spp.), BspR (Bordetella bronchiseptica), FliC und PopD  

(Pseudomonas aeruginosa) und DspA/E (Erwinia amylovora) identifiziert werden  

(Abe et al., 2015, Ince et al., 2015, Mudgett et al., 2000, Oh et al., 2010,  

Schesser et al., 1996, Sory et al., 1995, Tomalka et al., 2012, Triplett et al., 2009). Das 

minimale T3S-Signal in den N-terminalen 15 Aminosäuren des Yersinia-Effektorproteins YopE 

bestimmt die Sekretion des Proteins (Sorg et al., 2007). Im Gegensatz dazu ist das minimale 

T3S- und Translokationssignal des Translokonproteins PopD von P. aeruginosa nicht 

ausreichend für die Sekretion von PopD in Anwesenheit von Calcium. Für eine Translokon-

spezifische Sekretion von PopD in Anwesenheit von Calcium sind zusätzliche Proteinregionen 

in unmittelbarer Nähe des T3S-Signals sowie im C-terminalen Bereich von PopD notwendig 

(Tomalka et al., 2012).  

Im Gegensatz zu dem Effektorprotein AvrBs3 und dem Nicht-Effektorprotein XopA, enthält das 

„inner-rod“-Protein HrpB2 von Xcv vermutlich ein gemeinsames T3S- und Translokationssignal 

in den Aminosäuren 10 - 40 (Abbildung 3.1.8). Cya-Reporteranalysen mit N-terminalen 

Derivaten des Effektorproteins AvrPto aus dem Pflanzenpathogen P. syringae zeigten, dass 

AvrPto vermutlich ebenfalls ein gemeinsames T3S- und Translokationssignal in den N-

terminalen 16 Aminosäuren enthält (Schechter et al., 2004).  
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Der Einfluss der ersten Aminosäuren im N-terminalen Proteinbereich auf die T3S und 

Translokation  

Die Wichtigkeit der ersten Aminosäuren im N-terminalen Bereich eines Proteins für dessen 

Sekretion wurde beispielsweise für YopE aus Y. enterocolitica gezeigt. So wurde ein YopE-

Derivat, in welchem die Codons 2 - 8 deletiert sind, nicht mehr sekretiert (Lloyd et al., 2002). 

Die Aminosäuren 2 - 5 von XopA sind entbehrlich für die Sekretion bzw. Translokation von 

AvrBs3Δ2, während die Aminosäuren 2 - 10 und/oder 2 - 21 von XopA essentiell für eine 

erfolgreiche Translokation eines XopA-AvrBs3Δ2-Fusionsproteins sind (Abbildung 3.1.5 A und 

3.1.6 A). Im Fall des „inner rod“-Proteins HrpB2 fördern die Aminosäuren 2 - 9 des Proteins 

die effiziente Translokation von AvrBs3Δ2, sind jedoch nicht essentiell  

(Abbildung 3.1.9 A).  

Eine Zusammenfassung der für den Export wichtigen Aminosäuren in dem Effektorprotein 

AvrBs3, dem putativen Translokonprotein XopA und dem putativen „inner rod“-Protein HrpB2 

sind in Abbildung 4.1 dargestellt. 

 

 

 
 
Abbildung 4.1 Schematische Darstellung der für 
den Export wichtiger Regionen in AvrBs3, XopA 
und HrpB2.  
AvrBs3 enthält in den N-terminalen 10 Aminosäuren 

ein T3S-Signal (SS) und in den N-terminalen 30 
Aminosäuren ein Translokationssignal (TS). Im 
Zentrum befindet sich die „repeat“-Region. C-terminal 
befinden sich die Kernlokalisierungssignale (NLS, grau) 
sowie die Aktivierungsdomäne (AD, lila).  
XopA enthält ein funktionales SS im 

Aminosäurebereich 6 - 20 und ein TS im 
Aminosäurebereich 6 - 30.  
HrpB2 besitzt, im Gegensatz zu AvrBs3 und XopA, 

vermutlich ein gemeinsames SS und TS im 
Aminosäurebereich 10 - 40.  

4.1.1 Die N-Terminalen Bereiche von AvrBs3, XopA und HrpB2 weisen nur 

teilweise vermeintlich typische Eigenschaften von T3S-Signalen auf 

 

Generell sind T3S-Signale auf Aminosäureebene nicht konserviert, jedoch werden spezifische 

Aminosäurekompositionen sowie ein unstrukturierter N-terminaler Proteinbereich vermutet 

(Arnold et al., 2009, Buchko et al., 2010, Löwer und Schneider 2009,  

Samudrala et al., 2009, Schechter et al., 2012, Wang et al., 2013). 

Sekundärstrukturvorhersagen mittels Phyre-2 („protein homology/analogy recognition  

engine 2“) lassen vermuten, dass die Aminosäuren 1 - 68 von AvrBs3, 1 - 37 von XopA und 

1 - 28 von HrpB2 unstrukturiert sind.  

Im Hinblick auf die bereits bekannten vermeintlich typischen Eigenschaften von T3S- und 

Translokationssignalen, zeigen sich sowohl für AvrBs3, XopA als auch HrpB2 nur entfernt oder 
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keine Übereinstimmungen. So konnte in verschiedenen Studien ein erhöhter Gehalt an Serin 

und dagegen ein geringerer Prozentsatz an Tryptophan, Cystein, Tyrosin und Methionin im N-

terminalen Bereich von T3S-Substraten festgestellt werden  

(Arnold et al., 2009, Lloyd et al., 2002, Löwer und Schneider 2009,  

Petnicki-Ocwieja et al., 2002, Samudrala et al., 2009, Schechter et al., 2004,  

Wang et al., 2013). Entgegen früherer Behauptungen konnte Leucin an bestimmten 

Aminosäurepositionen in T3S-Signalen selektiv festgestellt werden und ist nicht wie in  

Arnold et al., 2009 beschrieben, komplett deletiert (Wang et al., 2011).  

Im Fall von AvrBs3 sind in den N-terminalen 30 Aminosäuren zu 6,7 % Leucin und Serin 

vertreten (im Vergleich zu 12,2 % Leucin und 5,4 % Serin im Gesamtprotein). Die N-terminalen 

30 Aminosäuren von XopA weisen einen 6,7 %-igen Gehalt an Leucin und 16,7 %-igen Gehalt 

an Serin auf (im Vergleich zu 12,5 % Leucin und 13,3 % Serin im Gesamtprotein). Dabei 

befindet sich an Aminosäureposition 4 und 5 von XopA ein Serin und ein Leucin, die jedoch 

entbehrlich für die Sekretion und Translokation waren, was die Translokation von XopAΔ2-5-

AvrBs3Δ2 gezeigt hat (Abbildung 3.1.5 A und 3.1.6 A). In den N-terminalen 40 Aminosäuren 

von HrpB2 sind zu 10 % Leucin und 5 % Serin vorhanden (im Vergleich zu 6,7 % Leucin und 

8,9 % Serin im Gesamtprotein). Entscheidend für die Sekretion und Translokation von HrpB2 

ist dagegen die Aminosäure Alanin an Position 11 (Abbildung 3.1.11 A) (S. Schulz, 

Dissertation 2013). Die vermeintlich spezifischen Aminosäurekompositionen in T3S-Signalen 

sind demnach nicht generell auf alle T3S-Substrate anwendbar.  

Das P. syringae Effektorprotein AvrPto besitzt einen erhöhten Gehalt an Serin in den ersten 

50 Aminosäuren, eine aliphatische Aminosäure an Position 3 und 4 sowie keine sauren 

Aminosäuren in den ersten 12 Aminosäureresten und weist damit die spezifischen 

Charakteristika eines T3S-Signals auf. Eine Mutation in all diesen charakteristischen Mustern 

des N-terminalen Bereichs von AvrPto verhinderte jedoch nicht dessen Sekretion und 

Translokation (Schechter et al., 2012). Auch für andere T3S-Substrate konnte gezeigt werden, 

dass eine Veränderung der N-terminalen Region des Proteins deren Sekretion nicht signifikant 

beeinflusst. Eine Veränderung der ersten 18 Aminosäuren von AvrBs2 durch eine „frameshift“-

Mutation verhinderte nicht die Translokation des Proteins durch das T3S-System von Xcv in 

die Pflanzenzelle (Mudgett et al., 2000). Diese Beobachtungen ließen Grund zur Annahme, 

dass sich das T3S-Signal auch in der mRNA befinden könnte (Anderson und Schneewind 

1997). Da eine Einführung von Mutationen in yopE, die zu keiner Veränderung auf 

Aminosäureebene führten, nicht die Sekretion von YopE beeinflusste wird das Vorhandensein 

eines mRNA-T3S-Signals jedoch kontrovers diskutiert (Lloyd et al., 2001). In flagellären 

Substraten wurden ebenfalls RNA-T3S-Signale identifiziert (Majander et al., 2005,  

Singer et al., 2014). So konnte das 173 bp-Fragment stromaufwärts von fliC die Sekretion der 

E. coli Enolase und PebI von Campylobacter jejuni über das fT3S-System vermitteln  

(Majander et al., 2005). Das Gen fliC kodiert das Filament des Flagellums  

(McClelland et al., 2001), die Enolase ein Enzym in der Glycolyse (Lima et al., 2009) und PepI 

ist ein Zelladhäsin, welches von C. jejuni während des Infektionsprozesses verwendet wird 
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(Pei et al., 1998). In Salmonella Typhimurium wurden ebenfalls RNA-T3S- und 

Translokationssignale in insgesamt fünf 25 bp großen RNA-Sequenzen im 5´-Bereich von T3-

Effektoren identifiziert (Niemann et al., 2013). Dabei ermöglichte der untranslatierte Bereich 

von gtgA, cigR, gogB, sseL und steD unter Beteiligung des Hfq-Proteins die Translokation des 

Cya-Reporters in tierische Zellen (Niemann et al., 2013). Hfq ist ein RNA-Chaperon und 

Regulator, der eine Vielzahl an physiologischen Prozessen und mindestens 25 % der Gene 

von S. Typhimurium reguliert (Ansong et al., 2009, Vogel und Luisi 2011). Insgesamt sprechen 

die Ergebnisse für eine große Flexibilität in T3S-Signalen. Es ist vorstellbar, dass eine 

Kombination aus einem mRNA-T3S-Signal, einem N-terminalen T3S-Signal, sowie die 

Beteiligung von T3S-Chaperonen eine optimale Sekretion bzw. Translokation eines Proteins 

gewährleisten könnte.  

 

4.1.2 Erkennung von T3S-Substraten mit Hilfe des T3S-Signals 

 

Das T3S-System sekretiert mindestens drei verschiedene Arten von Substraten: Die frühen 

Substrate, wie „inner rod“- und Pilus-Proteine, die „mittleren“ Substrate (Translokatoren) und 

die „späten“ Substrate (Effektoren), wobei auch Regulatorproteine in einigen T3S-Systemen 

sekretiert werden können (Büttner 2012, Cornelis 2006, Galán et al., 2014). „Inner rod“- und 

Pilus-Proteine werden als erstes durch den Basalapparat sekretiert, da diese Proteine die 

Grundlage für die Sekretion von „mittleren“ und „späten“ Substraten darstellen (Abbildung 4.2). 

Nach den „inner rod“- und Pilus-Proteinen werden wahrscheinlich die Translokatoren 

sekretiert, welche in der Regel die Vorraussetzung für die Translokation von Effektorproteinen 

sind. Die verschiedenen T3S-Substrate müssen kontrolliert und zum richtigen Zeitpunkt 

sekretiert werden, was wahrscheinlich durch mindestens zwei Substratspezifitätswechsel 

ermöglicht wird (Büttner 2012). In Xcv ist für den ersten Wechsel in der Substratspezifität von 

„frühen“ zu „mittleren“ Substraten vermutlich eine Konformationsänderung in der C-terminalen 

Domäne von HrcU zuständig  

(Lorenz et al., 2008a, Schulz und Büttner 2011), während die Sekretion und/oder Translokation 

von HpaA wahrscheinlich den zweiten Substratspezifitätswechsel von „mittleren“ zu „späten“ 

Substraten initiiert (Abbildung 4.2) (Büttner et al., 2006,  

Lorenz et al., 2008b). Wie dagegen die N-terminalen T3S-Signale von „frühen“, „mittleren“ und 

„späten T3S-Substraten vom T3S-System erkannt, rekrutiert und spezifisch an Komponenten 

des T3S-Apparates binden können ist weitestgehend unbekannt. Die ATPase, der 

vorhergesagte C-Ring und die cytoplasmatischen Domänen von Mitgliedern der SctU- und 

SctV-Proteinfamilie wurden als Bindestellen für sekretierte T3S-Substrate beschrieben 

(Büttner 2012). Vorangegangene Interaktionsstudien deuten darauf hin, dass HrpB2 und 

Effektorproteine von Xcv mit der putativen C-Ring-Komponente HrcQ und der 

cytoplasmatischen Domäne der IM-Komponente HrcV interagieren (Hartmann und Büttner 

2013, Lorenz et al., 2012). Weiterführende Studien haben gezeigt, dass die Aminosäuren 

10 - 40 von HrpB2 wichtig für die Bindung an HrcUCC sind, sodass angenommen wird, dass 
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die Erkennung von HrpB2 durch Komponenten des T3S-Systems über das minimale T3S-

Signal vermittelt wird (Abbildung 4.2 A) (Scheibner et al., 2016). Die Bindung von HrpB2 an 

HrcUCC könnte wichtig für die anschließende Sekretion von HrpB2 in den Sekretionskanal sein, 

wodurch es seine Funktion als vorhergesagtes „inner rod“-Protein erfüllen könnte. Die 

Wichtigkeit des T3S-Signals für die Substraterkennung wurde auch für das Y. enterocolitica-

Effektorprotein YopR durch eine Interaktion mit der ATPase YscN gezeigt (Sorg et al., 2006). 

Jedoch scheint nicht generell das T3S-Signal die Bindestelle für T3S-Komponenten zu 

vermitteln. Im Fall des Filament-Proteins EspA von enteropathogenen E. coli (EPEC) scheint 

nicht das T3S-Signal, sondern das T3S-Chaperon CesAB durch die Bindung an EspA eine 

Interaktion mit der T3-ATPase EscN zu ermöglichen (Chen et al., 2013).  

Die Konformationsänderung in HrcUC, ausgelöst durch HpaC, verhindert vermutlich die 

Sekretion und Translokation von HrpB2 (Abbildung 4.2 B) (Hausner und Büttner 2014, Lorenz 

et al., 2008a, Schulz und Büttner 2011). Eine Interaktion zwischen HpaC und HrpB2 könnte 

ebenfalls eine inhibierende Wirkung auf den Export von HrpB2 haben. Weiterhin kann 

spekuliert werden, dass auch das T3S-Chaperon HpaB und dessen Regulator HpaA die 

Translokation von HrpB2 kontrollieren (Abbildung 3.1.9) (Scheibner et al., 2016). So könnte 

die reduzierte Sekretion von Effektoren, in Abwesenheit von HpaA und/oder HpaB indirekt die 

Sekretion und Translokation von Komponenten des T3S-Systems fördern. Dieses Phänomen 

wurde für die Translokonproteine HrpF und XopA beschrieben, die in einer hpaB-Mutante 

transloziert worden sind (Büttner et al., 2004). 

 

Im Wildtyp wird durch die Bindung des Regulatorproteins HpaA an das T3S-Chaperon HpaB 

vermutlich die Sekretion von HrpF und XopA ermöglicht (Abbildugn 4.2 B). Dabei sind die 

Aminosäuren 6 - 20 von XopA wahrscheinlich hinreichend für die Sekretion über das T3S-

System (Abbildung 3.1.5). Ob das minimale T3S-Signal von XopA ebenfalls notwendig für eine 

mögliche Interaktion mit Komponenten des T3S-Apparates ist bleibt zu klären. Bisherige 

Interaktionsstudien haben gezeigt, dass XopA weder mit HrcU noch mit HrcQ interagiert 

(Lorenz et al., 2012, Lorenz et al., 2008a). Die Sekretion von XopA wird jedoch möglicherweise 

durch die Bindung an das T3S4-Protein HpaC gefördert (Büttner et al., 2006). In 

Übereinstimmung damit wurde auch die effiziente Sekretion von HrpF durch HpaC begünstigt 

(Lorenz und Büttner 2011, Lorenz et al., 2008a). Ob für die Bindung von XopA und HrpF an 

das T3S4-Protein HpaC das T3S-Signal notwendig ist, sollte in weiterführenden Studien 

analysiert werden. In einer früheren Studie über das Translokonprotein PopD von 

P. aeruginosa, konnten drei Exportsignale identifiziert werden, von denen zwei für die 

Sekretion von PopD vor dem Export von Effektorproteinen erforderlich sind  

(Tomalka et al., 2012). Sowohl der Sequenzbereich N-terminal der Chaperonbindestelle 

(Aminosäuren 35 - 45) als auch der C-terminale Bereich (Aminosäuren 270 - 295) von PopD 

enthalten ein sogenanntes Translokatorexportsignal. In zukünftigen Experimenten sollte daher 

ebenfalls der C-terminale Bereich der Translokonproteine XopA und HrpF näher analysiert 

werden.  
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Im Gegensatz zu PopD besitzt XopA vermutlich keine Chaperon-Bindestelle, da eine direkete 

Interaktion von XopA mit dem T3S-Chaperon HpaB nicht nachgewiesen wurde  

(Büttner et al., 2004). Somit ist weiterhin unklar, wie die Translokation von XopA durch HpaB 

verhindert wird. Denkbar wäre die Involvierung eines bisher noch unbekannten Proteins, 

welches möglicherweise zusammen mit HpaB die Translokation von XopA verhindert. Eine 

weitere Erklärung wäre, dass aufgrund des stetigen Exportes von Effektorproteinen der 

Zugang von Nicht-Effektorproteinen zum T3S-Apparat indirekt verhindert wird. 

 

Nachdem das T3S-System vollständig assmbliert wurde erfolgt die Sekretion und 

Translokation von HpaA, wodurch HpaB „befreit“ wird und zusammen mit HpaC die effiziente 

Sekretion von Effektorproteinen ermöglicht (Abbildung 4.2 C) (Büttner et al., 2004,  

Lorenz et al., 2008a). Im Fall des Effektorproteins AvrBs3 ist das T3S- und 

Translokationssignal entbehrlich für die Interaktion mit der putativen C-Ring-Komponente 

HrcQ und der IM-Komponente HrcV (Hartmann und Büttner 2013, Lorenz et al., 2012). Ob 

weitere T3-Komponenten, wie die ATPase HrcN von Xcv, an der Erkennung von T3S-Signalen 

beteilgt sind ist bislang unklar. Es wurde jedoch eine Bindung des T3S-Chaperons HpaB und 

des T3S4-Proteins HpaC, welche beide mit Effektorproteinen interagieren, an die ATPase 

HrcN nachgewiesen (Lorenz und Büttner 2009). Durch die Bindung eines Chaperons an ein 

Effektorprotein könnte eine Konformationsänderung des Effektor-Chaperon-Komplexes zu 

einem dreidimensionalen Erkennungssignal führen, welches spezifisch durch T3-

Komponenten erkannt werden kann. Ähnliches wurde für den Effektor-Chaperon-Komplex 

SopB-SigE aus Salmonella gezeigt, wobei die Struktur des Komplexes wahrscheinlich 

entscheidend für die Bindung an die ATPase InvC ist (Roblin et al., 2015).  

Bis heute ist der Mechanismus der Erkennung von T3S-Substraten durch das T3S-System ein 

Diskussionsthema und nicht verstanden.  
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Abbildung 4.2 Der Einfluss des T3S- und Translokationssignals sowie der Kontrollproteine HpaA, HpaB 
und HpaC auf den Export von T3S-Substraten.  

In Xcv wird die Sekretion von HrpB2, Translokon- und Effektorproteinen durch die Kontrollproteine HpaA, HpaB 
und HpaC kontrolliert. A) Während der frühen Phasen des T3S-Prozesses wird die cytoplasmatische Domäne von 

HrcU proteolytisch gespalten (HrcUCN und HrcUCC). HrcUCC interagiert mit dem T3S-Signal (Aminosäuren  
1 - 40) des frühen Substrats HrpB2 (Scheibner et al., 2016), wobei die Interaktion möglicherweise essentiell für die 

nachfolgende Sekretion von HrpB2 ist. Die Aktivität des Kontrollproteins HpaC wird während der frühen Phase des 
T3S-Prozesses vermutlich durch ein noch unbekanntes Protein (grau) unterdrückt, wodurch HrpB2 effizient 
sekretiert werden kann. B) Das T3S4-Protein HpaC induziert durch seine Bindung an HrcUCC vermutlich eine 

Konformationsänderung in HrcUCC. Die Konformationsänderung in HrcUCC hat möglicherweise einen Einfluss auf 
die Bindung von HrpB2 an HrcUCC und führt zu einem Wechsel in der T3S-Substratspezifität von HrpB2 zu 
Translokon- und Effektor-Proteinen. Durch die Bindung des Regulatorproteins HpaA an das T3S-Chaperon HpaB 
wird vermutlich zunächst die Sekretion von Translokonproteinen (T), wie beispielsweise HrpF und XopA ermöglicht. 
Dabei sind die Aminosäuren 1 - 20 von XopA wahrscheinlich hinreichend für die Sekretion über das T3S-System. 
Ob dieser Aminosäurebereich ebenfalls notwendig für eine mögliche Interaktion mit Komponenten des T3S-
Apparates ist bleibt zu klären. C) Nachdem das T3S-System vollständig assmbliert wurde erfolgt der Wechsel von 

„frühen“ und „mittleren“ Substraten (Translokonproteine) zu den „späten“ Substraten (Effektorproteine - E). 
Entscheidend dafür ist wahrscheinlich die Sekretion und Translokation von HpaA, wodurch HpaB „befreit“ wird und 
zusammen mit HpaC die effiziente Sekretion von Effektorproteinen ermöglicht. Für die Translokation des 
Effektorproteins AvrBs3 ist das T3S- und Translokationssignal (Aminosäuren 1 - 50) notwendig, das gleichzeitig 
mit dem T3S-Chaperon HpaB interagiert (Büttner et al., 2004).  
Cyt: Cytoplasma; IM: innere Membran; der Exportapparat ist im Querschnitt dargestellt und zeigt die T3-
Exportapparatkomponenten: U: HrcU; R: HrcR; S: HrcS; T: HrcT und V: HrcV; Cytoplasmatische Domänen der 
Exportapparatkomponenten: HrcUC: Cytoplasmatische Domäne von HrcU, welche am NPTH-Aminosäuremotiv 
gespalten ist und in der Domäne HrcUCN (UCN) und HrcUCC (UCC) resultiert; HrcVC (VC) cytoplasmatische Domäne 
von HrcV. Putative C-Ringkomponente HrcQ (Q), ATPase HrcN (N) mit Regulator HrcL (L), 
Innermembrankomponente HrcJ (J). 

 

4.1.3 Der AvrBs1ΔN58-Reporter eignet sich nicht zur Identifizierung von 

minimalen Translokationssignalen in T3S-Substraten 

 

Der AvrBs1ΔN58-Reporter wurde in früheren Studien dazu verwendet in Xcc neue potentielle 

Effektorproteine, basierend auf einem funktionalen Translokationssignal, zu identifizieren 

(Jiang et al., 2008, Xu et al., 2008, Zhao et al., 2013). Dazu wurden translationale Fusionen 

zwischen den ersten 58, 167 oder 217 Aminosäuren eines potentiellen Effektorproteins mit 

dem AvrBs1ΔN58-Reporter erstellt.  

Ein direkter Vergleich von minimalen T3S- und Translokationssignalen eines Proteins auf die 

Fähigkeit hin verschiedene Reporterproteine zu translozieren wurde bislang nicht untersucht. 

Dabei können verschiedene Reporterproteine mit dem gleichen T3S- und/oder 

Translokationssignal eines T3S-Substrats unterschiedliche Ergebnisse im Hinblick auf die 



                                                         Diskussion 

99 

Translokation des Fusionsproteins haben, wie der Vergleich zwischen dem AvrBs1ΔN58- und 

dem AvrBs3Δ2-Reporter bewiesen hat. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der AvrBs1ΔN58-

Reporter verwendet, um die mit dem AvrBs3Δ2-Reporter identifizierten T3S- und 

Translokationssignale von AvrBs3, XopA und HrpB2 zu verifizieren. Da das T3S-Signal von 

AvrBs3 (Aminosäurenbereich 1 - 10) und XopA (Aminosäurebereich 1 - 25) die Translokation 

von AvrBs1ΔN58 vermittelte (Abbildung 3.2.2 A und 3.2.3 A), liegt die Vermutung nahe, dass 

der Reporter selbst ein internes translokations-förderndes Signal enthalten könnte. Die 

Translokation von AvrBs31-10- und XopA1-25-AvrBs1ΔN58 wurde durch die hrpG*-Mutation, 

welche wahrscheinlich zu einer effektiveren Sekretion und Translokation von T3S-Substraten 

führt, begünstigt (Büttner et al., 2004, Büttner et al., 2007, Lorenz und Büttner 2009, Wengelnik 

et al., 1999). Auch in einem hrpG-Wildtypstamm wird die Hypothese gestützt, dass 

AvrBs1ΔN58 möglicherweise ein Signal enthält, welches die Translokation eines 

Fusionsproteins fördert. So vermittelten die N-terminalen 20 Aminosäuren von AvrBs3 und die 

N-terminalen 30 Aminosäuren von XopA die Translokation von AvrBs1ΔN58 durch den Stamm 

85-10ΔavrBs1 (Abbildung 3.2.2 B und 3.2.3 B). Die N-terminalen 20 Aminosäuren von AvrBs3 

enthalten jedoch nur ein T3S-Signal (beruhend auf dem Ergebnis von AvrBs3Δ2-

Reporteranalysen) und XopA wird nur in Abwesenheit des T3S-Chaperons HpaB transloziert 

(Abbildung 3.1.6 A) (Büttner et al., 2004). Den Ergebnissen zur Folge müssen die Daten mit 

dem AvrBs1ΔN58-Reporter also kritisch betrachtet werden. Welcher Bereich von AvrBs1ΔN58 

einen positiven Einfluss auf die Translokation haben könnte ist bislang unklar. T3-

Exportsignale können sich auch im zentralen oder C-terminalen Bereich von Proteinen 

befinden (siehe Kapitel 1.2.2). So wäre es denkbar, dass neben dem N-terminalen 

Proteinbereich auch der zentrale oder C-terminale Bereich von AvrBs1ΔN58 einen positiven 

Einfluss auf den Proteinexport haben könnte. C-terminale T3S-Signale bzw. sekretions-

fördernde Domänen wurden bereits für YscU aus Y. pseudotuberculosis, Tir aus EPEC sowie 

SipB aus S. Typhimurium beschrieben (Allen-Vercoe et al., 2005,  

Kim et al., 2007, Login und Wolf-Watz 2015). Während die C-terminalen 15 Aminosäuren von 

YscU hinreichend für eine Sekretion von GST und einem YopE-Derivat (das kein funktionales 

T3S-Signal enthält) sind (Login und Wolf-Watz 2015), enthält der C-terminale Bereich von 

SipB (Aminosäurebereich 300 - 593) und Tir (Aminosäurebereich 519 - 524) ein sekretions-

förderndes Signal, welches allein jedoch nicht ausreichend für eine Sekretion ist  

(Allen-Vercoe et al., 2005, Kim et al., 2007).  

Vorläufige Experimente deuten darauf hin, dass die C-terminalen 25, 50 und 70 Aminosäuren 

von AvrBs1 vermutlich essentiell für die Auslösung einer AvrB1-spezifischen HR sind (Matus, 

Scheibner und Büttner, unpubliziert). Es kann demnach nicht ausgeschlossen werden, dass 

AvrBs1 ein zusätzliches T3S-Signal im C-terminalen Bereich besitzt, welches jedoch nur 

gemeinsam mit einem funkionalem T3S-Signal eine Translokation von AvrBs1ΔN58 

ermöglicht. In Übereinstimmung mit dieser Hypothese wurde HrpB21-40-AvrBs1ΔN58, jedoch 

nicht HrpB21-30-AvrBs1ΔN58 transloziert, da die N-terminalen 30 Aminosäuren von HrpB2 

wahrscheinlich kein funktionales T3S-Signal enthalten (siehe Abbildung 3.2.4 A und B).  
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Ob der C-terminale Bereich von AvrBs1ΔN58, der zur Auslösung einer AvrBs1-spezifischen 

HR wichtig zu sein scheint, gleichzeitig ein translokations-förderndes Signal enthält ist jedoch 

rein spekulativ.  

Insgesamt lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass der AvrBs1ΔN58-Reporter zwar zur 

Identifizierung von T3S-Signalen, jedoch vermutlich nicht zur Bestimmung eines minimalen 

Translokationssignals verwendet werden kann.  

 

4.1.4 Vor- und Nachteile verschiedener Reporterproteine zur Analyse der 

Proteinsekretion und -translokation  

 

Da die Translokationsstudien mit AvrBs3Δ2- und AvrBs1ΔN58-Fusionsproteinen keine 

einheitlichen Ergebnisse erbrachte, liegt es nahe die identifizierten T3S- und 

Translokationssignale mit weiteren Reporterproteinen zu verifizieren. In der Literatur ist die 

Adenylatcyclase-Domäne (Cya) von B. pertussis als eine der häufigsten verwendeten 

Reporterproteine zur Analyse der Translokation von bakteriellen Effektorproteinen 

beschrieben (Casper-Lindley et al., 2002, Ladant und Ullmann 1999, Schechter et al., 2004, 

Sory et al., 1995). Dabei wird eine translationale Fusion zwischen der kodierenden Sequenz 

des vermeintlichen  T3S- und Translokationssignals mit der kodierenden Sequenz der 

Calmodulin-aktivierenden Cya-Domäne generiert. Wird das Fusionsprotein über das T3S-

System in die Wirtszelle transloziert, aktiviert das eukaryotische Calmodulin die 

Adenylatcyclase, was zu einer Umwandlung von ATP in cyklisches AMP (cAMP) führt 

(Abbildung 4.2). Die cAMP-Konzentration kann im Anschluss in einem Enzymimmunoassay 

gemessen und quantifiziert werden.  

Der Cya-Reporter wurde ebenfalls zur Analyse der Translokationssignale XopA und AvrBs3 

verwendet (Hartmann, Scheibner und Büttner, unpubliziert). Jedoch waren die Ergebnisse aus 

den jeweiligen Experimenten nicht reproduzierbar und die Quantifizierung der cAMP-

Konzentration unterlag sehr starken Schwankungen. So konnte beispielsweise die 

Translokation von XopA-Cya durch eine hpaB-Mutante nachgewiesen werden, wobei sich die 

absoluten Werte um das bis zu 20-Fache unterschieden haben (Daten nicht gezeigt). 

Schechter und Kollegen stellten ebenfalls fest, dass die Menge an cAMP, welches durch die 

Cya-Fusionsproteine produziert wird, starken Schwankungen unterliegt und  

somit ein quantitativer Vergleich der Experimente untereinander nicht möglich ist  

(Schechter et al., 2004). Gleichzeitig wird dem Cya-Reporter jedoch eine höhere Sensitivität, 

als den HR-Analysen zugesprochen (Casper-Lindley et al., 2002, Schechter et al., 2004). Auf 

Grund der geringen Reproduzierbarkeit, der hohen Standardabweichung, der Kosten sowie 

des erhöhten Zeitaufwands zur Aufarbeitung der Proben ist der Cya-Reporter, im Fall der 

Analyse von Translokationssignalen in Proteinen von Xcv jedoch nicht so gut wie der 

AvrBs3Δ2- oder dTALE-2ΔN-Reporter.  

Im Vergleich zum Cya-Reporter stellen Avr-Protein-Derivate eine gute Alternative zur Analyse 

der Sekretion und Translokation dar. Der Nachweis erfolgt in Pflanzen, welche das jeweilige 
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Avr-Protein erkennen können und in Folge dessen eine schnelle Zelltodreaktion (HR) auslösen 

(Abbildung 4.2). Ein quantitativer Nachweis der HR ist durch die Analyse der elektrischen 

Leitfähigkeit („ion leakage“) des Blattgewebes möglich (Stall et al., 1974). Durch die HR kommt 

es zu einer Beschädigung der Zellmembran, wodurch Ionen aus den Blättern gelöst werden. 

Die relative Ionendurchlässigkeit der Plasmamembran ist daher ein Indiz für die Stärke der 

HR. Je größer die gemessene Zahl, umso größer der „ion leakage“ und umso stärker die 

ausgelöste HR. Da AvrBs3 einen direkten Einfluss auf die Transkription pflanzlicher Gene hat, 

kann in diesem Fall der Transkriptgehalt dieser Zielgene (z. B. UPA20 oder Bs3) bestimmt 

werden, um indirekt die Translokation des Effektorproteins nachzuweisen und zu 

quantifizieren. Da Avr-Proteine selbst ein T3S- und Translokationssignal enthalten, ist es 

zunächst erforderlich die intrinsischen T3S- und Translokationssignale zu identifizieren, bevor 

Avr-Proteine als Reporterproteine zur Analyse von T3-Exportsignalen verwendet werden 

können. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass bestimmte Domänen im 

Effektorprotein selbst das zu untersuchende T3S- und Translokationssignal beeinflussen 

könnten.  

Zum Nachweis des Proteintransports werden auch Fluoreszenz-basierte Reporter verwendet, 

welche auf dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers (FRET) beruhen  

(Ehsani et al., 2009, Gawthorne et al., 2016, Van Engelenburg und Palmer 2010). Das grün 

fluoreszierende Protein (GFP) wurde in der Literatur als Reporterprotein zur Analyse der 

Proteintranslokation über das T3S-System beschrieben (Enninga et al., 2005,  

Jacobi et al., 1998). Im direkten Gegensatz dazu stehen jedoch Studien von Akeda und Galán 

sowie Morello und Collmer in denen gezeigt wurde, dass ein GFP-Fusionsprotein nicht über 

das T3S-System transportiert werden kann (Akeda und Galán 2005, Morello und  

Collmer 2009). Unter der Verwendung eines „soluble-modified“-GFP (smGFP), einer 

modifizierten Variante des Original-GFP, wurden in vitro-Sekretionsanalysen im Wildtypstamm 

(85*) und einer hrp-Mutante (85*Δhrp) durchgeführt. Dabei wurde sowohl das Fusionsprotein 

AvrBs31-50-smGFP, als auch smGFP allein, durch die Stämme 85* und 85*Δhrp sekretiert 

(Hausner und Büttner, unpubliziert). Diese Daten verdeutlichen, dass smGFP allein und 

unabhängig vom T3S-System von Xcv sekretiert werden kann und somit ungeeignet als 

Reporter für T3S- und Translokationsstudien ist.  

Der „designer“-TALE (dTALE-2) und dessen Derivat (dTALE-2ΔN) wurden zur Analyse von 

T3- und T4-Translokationssignalen verwendet. Der Vorteil von „designer“-TAL-Effektoren ist 

die benutzerdefinierte Modifizierung der RVDs („repeat-variable diresidues“) und die damit 

einhergehende selbstgewählte DNA-Zielsequenz (Morbitzer et al., 2010, Römer et al., 2010). 

Der in dieser Arbeit verwendete dTALE-2 wurde so konstruiert, dass dieser spezifisch die 

Transkription von gfp in gfp-transgenen Pflanzen initiieren kann (Abbildung 4.2)  

(Weber et al., 2011). Da es sich um ein Virus-basiertes Reportersystem handelt, ist der 

Nachweis der Proteintranslokation sehr sensitiv. Eine Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz 

wäre ebenfalls durch ein Spectrofluorometer möglich (Millwood et al., 2003). Experimente mit 

den Reporterproteinen dTALE-2 und dem Derivat dTALE-2ΔN zeichneten sich weiterhin durch 
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eine sehr gute Reproduzierbarkeit aus. Die Nachteile des Reporters liegen zunächst in der 

Generierung des Reportersystems selbst (Erstellung des dTALE sowie der passenden Ziel-

DNA und Generierung transgener Pflanzen). Wie auch im Fall von AvrBs3 und AvrBs1 kann 

der Einfluss intrinsischer Domänen des dTALEs auf das zu untersuchende T3S- und 

Translokationssignal nicht ausgeschlossen werden.  

 

 
Abbildung 4.2 Vor- und Nachteile von verschiedenen Reporterproteinen zur Analyse von 
Translokationssignalen. B: Bakterium; PZ: Pflanzenzelle; ZK: Zellkern; HR: hypersensitive Reaktion; TS: 

Translokationssignal; ?: Die Erkennung von AvrBs1ΔN58 erfolgt direkt oder indirekt über das R-Protein Bs1. 
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4.1.5 Xanthomonas außer Kontrolle: Eine Möglichkeit zur Analyse 

individueller Effektorproteine? 

 

In Xcv spielen die Kontrollproteine HpaA, HpaB und HpaC sowie T3S- und 

Translokationssignale eine entscheidende Rolle für die effiziente und geordnete Sekretion und 

Translokation von T3S-Substraten. Infektionsexperimente haben gezeigt, dass eine hpaABC-

Mutante keine makroskopisch sichtbaren Reaktionen auf Wirts- und Nicht- 

Wirtspflanzen auslöst, sodass der Verlust der Kontrollproteine mit einem Verlust der 

Pathogenität von Xcv einhergeht (Abbildung 3.1.11) (Scheibner et al., 2016). Durch die 

Abwesenheit von HpaA und/oder HpaB kommt es zu einer reduzierten Sekretion von 

Effektorproteinen, was möglicherweise indirekt die Sekretion und Translokation von T3S-

Komponenten fördern könnte. Ähnliches wurde für die putativen Translokonproteine HrpF und 

XopA, die durch eine hpaB-Mutante transloziert worden sind, postuliert  

(Büttner et al., 2004). In Übereinstimmung mit dieser Hypothese, führte die zusätzliche 

Deletion von hpaA und hpaB in einer hpaC-Mutante zu einer signifikant erhöhten Translokation 

von HrpB2x-40-AvrBs3Δ2 (Abbildung 3.1.9 A) (Scheibner et al., 2016). Das T3S- und 

Translokationssignal von HrpB2 vermittelte außerdem die Translokation eines TAL-Reporters 

in N. benthamiana-Zellen durch eine hpaABC-Mutante (Abbildung 3.1.11).  

Im Bereich der Phytopathologie ist die Übertragung von T3-Effektoren in die pflanzliche 

Wirtszelle von zentraler Bedeutung. Da das T3S-System pflanzenpathogener Bakterien ein 

großes Repertoire an Effektorproteinen während der Infektion überträgt und diese teilweise 

redundante Funktionen besitzen (Kvitko et al., 2009), ist eine gezielte Analyse einzelner 

Effektoren und deren funktionelle Charakterisierung oft mühsam oder gar unmöglich. Die 

Übertragung individueller Effektoren mit Hilfe eines Translokationssignals von einem Nicht-

Effektor durch einen Xcv-Stamm, der entweder keine Effektoren mehr besitzt (Multi-Effektor-

Mutante) oder dessen Translokation an nativen Effektoren stark beeinträchtig ist (hpaABC-

Mutante), ermöglicht die Aufklärung die durch Effektoren hervorgerufenen Modifikationen von 

Wirtszellprozessen.  

 

4.2 Die Translokation von Proteinen ohne das Translokonprotein HrpF 

 

Allgemein bekannt ist, dass für die Translokation von Effektoren über das T3S-System in die 

eukaryotische Wirtszelle ein Translokon benötigt wird. Da eine hrpF-Mutante Proteine in vitro 

über das T3S-System sekretiert, jedoch keine Krankheitssymptome bzw. keine HR in 

suszeptiblen bzw. resistenten Pflanzen auslöst, wird vermutet das hrpF einen Translokator 

kodiert (Büttner et al., 2002, Rossier et al., 2000). Speziell für AvrBs3 wurde bereits eine HrpF-

abhängige Translokation beschrieben (Szurek et al., 2002). In dieser Arbeit wurde erstmals 

eine partiell Translokon-unabhängige Translokation der Effektorproteine AvrBs3 und dTALE-

2 durch das pflanzenpathogene Bakterium Xcv nachgewiesen, was die bisher beschriebene 

Translokon-abhängige Translokation von AvrBs3 in Frage stellt. Möglicherweise können die 
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Unterschiede aufgrund der unterschiedlichen Nachweisverfahren für die Translokation erklärt 

werden. Während durch den in Szurek et al. durchgeführten „nuclear targeting assay“ die 

Translokation von AvrBs3 mittels Immunfärbung (AvrBs3-Lokalisierung im Zellkern von 

Mesophyllzellen) nachgewiesen wurde, erfolgte in dieser Arbeit der Nachweis über 

Infektionsexperimente sowie Analysen des Transkriptgehaltes von UPA20 und Bs3. Dabei 

stellen sowohl das Virus-basierte Reportersystem zur Analyse der Translokation von dTALE-

2 als auch die Transkriptanalysen möglicherweise sensitivere Nachweismethoden als die 

Immunfärbung dar.  

Es stellt sich die Frage, wie AvrBs3 bzw. dTALE-2 ohne Translokon in die Pflanzenzelle 

übertragen/aufgenommen werden kann. Die Proteine müssen zum einen die pflanzliche 

Zellwand und zum anderen die pflanzliche Plasmamembran überwinden. Um zu überprüfen, 

ob die Aufnahme von dTALE-2 unabhängig von Xcv möglich ist wurden Kulturüberstände (aus 

in vitro-Sekretionsanalysen) von 85*, der den dTALE-2 synthetisierte und sekretierte, in gfp-

transgene N. benthamiana-Pflanzen infiltriert. Vorläufige Ergebnisse zeigten dabei jedoch 

keine detektierbare GFP-Fluoreszenz (Scheibner und Büttner, unpubliziert). Dies könnte auf 

eine zu geringe Proteinausbeute (aus der in vitro-Sekretionsanalyse) zurückzuführen sein. Um 

diesem Problem entgegenzuwirken, könnte der dTALE-2 beispielsweise mit einer His6-

Markierung in E. coli exprimiert und anschließend über eine Nickel-Nitriloessigsäure-Matrix 

immobilsiert und nachfolgend eluiert werden. Das stark angereicherte Protein könnte gereinigt 

und dann in gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen infiltriert werden.  

Eine Translokon-unabhängige Übertragung eines T3-Effektorproteins wurde bislang in den 

tierpathogenen Bakterien EPEC und Y. enterocolitica beschrieben (Michgehl et al., 2006, 

Rüter et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass die Effektorproteine Tir (EPEC) und YopM 

(Y. enterocolitica) normalerweise über das T3S-System transloziert werden (Cornelis 2002, 

Kenny et al., 1997). Doch sowohl rekombinantes Tir als auch natives Tir, das durch eine 

EPEC-Mutante transloziert wurde, die keine Translokationspore mehr ausbilden kann, konnte 

durch Autointegration in die Wirtszellmembran aufgenommen werden (Michgehl et al., 2006). 

YopM ist das zweite Effektorprotein, welches in die Wirtszelle ohne Beteilligung weitere 

Faktoren eindringen kann (Rüter et al., 2010). Durch die Analyse verschiedener Tir- und 

YopM-Derivate wurden Proteinbereiche identifziert, welche für die T3-unabhängige 

Translokation essentiell sind. Die Autointegration von Tir ist abhängig von der C-terminalen 

Region (Aminosäuren 390 - 550) des Proteins und nicht von der N-terminalen Region 

(Aminosäuren 1 - 200) in der das T3S-Signal lokalisiert ist (Abe et al., 1999, Crawford und 

Kaper 2002, Michgehl et al., 2006). Im Fall von YopM wurden zwei N-terminale -Helices 

identifiziert, welche die Translokation vermitteln (Rüter et al., 2010). Der molekulare 

Mechanismus der Autointegration ist in beiden Fällen jedoch nicht bekannt. Für YopM konnte 

gezeigt werden, dass endozytotische Prozesse eine Aufnahme in die eukaryotische Zelle 

begünstigen (Rüter et al., 2010). Die Aufnahme von extrazellulären Proteinen (wie Tir oder 

YopM) ohne eine Beteilligung bakterieller Proteine, ähnelt dem Tat-Protein von HIV-1 („Human 

immunodeficiency virus“) oder Antennapedia von Drosophila. Diese beiden Proteine enthalten 
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eine Protein-Transduktions-Domäne (PTD), die eine Durchquerung von biologischen 

Membranen in einem Temperatur-, Rezeptor- und Endosomen-unabhängigen Weg ermöglicht 

(Lindgren et al., 2000). Eine endocytotische Aufnahme der Proteine kann jedoch ebenfalls in 

Betracht gezogen werden (Green et al., 2003).  

Im Fall von AvrBs3 könnte das Protein zunächst mit Hilfe des Pilus, der die pflanzliche 

Zellwand durchdringt, bis zur Plasmamembran der Wirtszelle gelangen. Von dort aus könnte 

das Protein über Endozytose in die Pflanzenzelle aufgenommen werden. Die Aufnahme von 

extrazellulären Proteinen und einer Vielzahl sogenannter zellpenetrierender Peptide (CPPs- 

„cell penetrating peptides“) wird oft durch Endozytose gewährleistet (Conner und Schmid 

2003, Lundberg et al., 2003, Richard et al., 2003). CPPs sind kurze Peptide, bestehend aus 

nicht mehr als 30 Aminosäuren und besitzen die Fähigkeit Zellmembranen zu passieren (Zorko 

und Langel 2005). Um die Theorie der endozytotischen Aufnahme von AvrBs3 näher zu 

untersuchen könnten in zukünftigen Experimenten beispielsweise cytoskelettale Proteine, 

welche für die Endocytose wichtig sind, blockiert werden. Dies könnte durch die Zugabe von 

Cytochalasin D (inhibiert die Aktin-Polymerisation), Nocodazol (inhibiert die Tublin-

Polymerisation) oder Phenylarsinoxid (hemmt die Clathrin-vermittelte Endozyotse) erfolgen 

(Hoebeke et al., 1976, Moss und Ward 1991, Urbanik und Ware 1989). 

 

Besitzt AvrBs3/dTALE-2 ein Motiv, das zu einer Translokon-unabhängigen Translokation 

führt? 

In vorläufigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass weder das N-terminale 

Deletionsderivat dTALE-2ΔN noch HrpB21-40-dTALE-2 durch eine hrpF-Mutante transloziert 

wird (Scheibner und Büttner, unpubliziert). Somit könnte möglicherweise der N-terminale 

Proteinbereich von dTALE-2 (entspricht auch dem N-terminalen Bereich von AvrBs3) wichtig 

für die Translokon-unabhängige Translokation sein. Zudem kann spekuliert werden, dass die 

Translokon-unabhängige Translokation von dTALE-2 nicht die Folge einer generellen 

Überexpression des Proteins ist. Weitere Analysen müssen jedoch erfolgen, um das 

Phänomen der Translokon-unabhängigen Translokation von AvrBs3 bzw. dTALE-2 zu 

entschlüsseln.  

Sollte der N-terminale Bereich von AvrBs3 tatsächlich ein Motiv (ähnlich einer PTD) besitzen, 

die eine Translokon-unabhängige Translokation ermöglicht, könnte diese genutzt werden, um 

beliebige Proteine in pflanzliche Zielzellen zu transferieren und anschließend zu analysieren. 

Ein ähnliches Szenario wurde bereits für das Effektorprotein YopM gezeigt. Die zwei N-

terminalen -Helices vermittelten den Transport sowohl von GFP als auch von YopE in HeLa-

Zellen (Rüter et al., 2010). Neben der in Kapitel 4.1.5 beschriebenen hpaABC-Mutante könnte 

für die Übertragung individueller Proteine in die Pflanzenzelle auch eine hrpF-Mutante 

verwendet werden. In diesem Fall müsste das Protein von Interesse mit der bislang putativen 

PTD von AvrBs3 fusioniert sein. Dadurch wäre eine spezifische Analyse und Charakterisierung 

eines ausgewählten Proteins von Interesse in planta möglich. Voraussetzung dafür wäre 

jedoch zunächst die Identifizierung einer PTD in AvrBs3.  
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4.3.1 Das T4S-System von Xanthomonas: ein weiterer Virulenzfaktor?  

 

Xcv ist das bisher einzig bekannte pflanzenpathogene Bakterium, welches Gene für zwei 

putative T4S-Systeme (T4AS- und T4BS-System) besitzt. In Rahmen dieser Arbeit wurden 

erstmals Ergebnisse über den Einfluss beider potentiellen Sekretionssysteme auf die Virulenz 

von Xcv nachgewiesen.  

Die Deletion von virB4 führte zu einer reduzierten Virulenz, jedoch nicht zu einem veränderten 

Wachstum von Xcv in planta (Abbildung 3.3.1 und 3.3.2). Die ATPase VirB4 ist in allen bisher 

bekannten T4AS-Systemen vorhanden und essentiell für die Funktionalität des Systems 

(Cascales und Christie 2004, Zechner et al., 2012). Für Brucella abortus konnte gezeigt 

werden, dass die NTP-Bindedomäne essentiell für die Funktion von VirB4 ist  

(Watarai et al., 2002). So könnte in zukünftigen Experimenten die kodierende Region der 

Walker A und B NTP-bindenden Domänen in virB4 von Xcv mutiert und anschließend im 

Hinblick auf die Fähigkeit eine virB4-Mutante zu komplementieren, untersucht werden. NTP-

Bindende Proteine könnten verschiedene Aufgaben, wie die Bereitstellung von Energie für den 

Sekretionstransport oder ein Art Signalgeber zum Öffnen des Sekretionskanals durch eine 

Kinaseaktivität im Sekretionsprozess übernehmen.  

Im Gegensatz zu VirB4 sind die ATPase VirB11 und das Kopplungsprotein VirD4 nicht 

universell in T4AS-Systemen vertreten (Alvarez-Martinez und Christie 2009,  

Christie et al., 2014, Zechner et al., 2012). Trotz des Vorhandenseins in Xcv, wurde keine 

signifikante Beteiligung dieser Proteine am Infektionsprozess von Paprikapflanzen festgestellt 

(Abbildung 3.3.1 A). Möglicherweise sind diese Gene/Proteine unter anderen Bedingungen 

aktiv, wie beispielsweise in einer Konkurrenzsituation, wie sie für Xac beschrieben worden ist. 

So wurde die Sekretion des T4-Substrats XAC2609 nur in Gegenwart von E. coli-Zellen 

nachgewiesen und wurde durch eine Deletion von virD4 (XAC2623) verhindert  

(Souza et al., 2015). Weiterhin könnte auch ein anderes noch unbekanntes VirB- oder 

Membran-Protein die Funktion von VirD4 übernehmen, wie es für den Effektortransport in 

Brucella suis (besitzt kein VirD4-Kopplungsprotein) vermutet wird (Alvarez-Martinez und 

Christie 2009, de Jong et al., 2008).  

Die lytische Transglycosylase VirB1 scheint ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die 

Virulenz von Xcv zu haben, wie Infektionsexperimente mit einer virB11-virB1-Doppelmutante 

zeigten (Abbildung 3.3.1 A). Für B. abortus wurde ebenfalls gezeigt, dass VirB1 eine 

untergeordnete Rolle für die Virulenz spielt (den Hartigh et al., 2008). Lytische 

Transglycosylasen gehören zur Familie der Lysozym-ähnlichen Proteine  

(Mushegian et al., 1996). Charakteristisch für diese Proteine sind ein konserviertes lytisches 

Transglycosylasemotiv und die Assoziation mit T3S- oder T4S-Systemen. Es kann spekuliert 

werden, dass diese Proteine möglicherweise Peptidoglycan degradieren können,  

um so die Assemblierung des Sekretionssystems im Periplasma zu ermöglichen  

(Mushegian et al., 1996, Zahrl et al., 2005). Es wurde zudem beschrieben, dass lytische 

Transglycosylasen verschiedener T4S-Systeme und sogar verschiedener Sekretionssysteme 
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untereinander austauschbar sind (Hoppner et al., 2004, Zahrl et al., 2005), wodurch erklärt 

werden könnte warum VirB1 von Xcv keinen signifikanten Einfluss auf die Virulenz hat. 

Sollte das T4AS-System Xanthomonas dabei unterstützen sich gegen andere 

Bakterienspezies zu wehren, wie es kürzlich von Souza et al. in einer Xac/E. coli-Ko-Kultur 

gezeigt wurde (Souza et al., 2015), könnte in zukünftigen Experimenten beispielsweise ein 

interbakterieller Wachstumsvergleich durchgeführt werden. Dazu könnte ein Xcv-Stamm 

sowie ein E. coli-Stamm verwendet werden, die jeweils zwei verschiedene Selektionsmarker 

tragen. Während einer Ko-Kultivierung beider Stämme in einer Flüssigkultur könnten nach 

spezifischen Zeitabständen Proben entnommen werden und auf selektiven Nähragarplatten 

mit verschiedenen Verdünnungsstufen ausplattiert werden. Danach müsste das Verhältnis 

zwischen Xanthomonas- und E. coli-Wachstum kalkuliert werden und mit Xanthomonas- und 

E. coli-Stämmen verglichen werden, die nicht in einer Konkurrenzsituation gewachsen sind. 

Im Fall des Xac/E. coli-Ko-Kultivierungsexperiments konnte durch fluoreszenzmikrokopische 

Aufnahmen gezeigt werden, wie Xac T4-abhängig E. coli-Zellen lysiert (Souza et al., 2015). 

 

Für die Analyse des T4BS-System von Xcv wurde gezeigt, dass die Deletion der Gene icmE 

sowie dotCB zu einer reduzierten Virulenz der Bakterien führten (siehe Abbildung 3.3.3). In 

zukünftigen Experimenten sollte der Stamm 85-10ΔdotCB durch die in cis-Integration von dotC 

oder dotB komplementiert werden, da bislang nicht unterschieden werden kann, ob die 

Deletion von dotC und/oder dotB den Phänotyp in Blättern von ECW-Pflanzen hervorgerufen 

hat. Das Gen dotC kodiert ein Lipoprotein, lokalisiert in der äußeren Membran des Bakteriums 

(Kubori et al., 2014, Kubori und Nagai 2016, Nagai und Kubori 2011). Es konnte bereits gezeigt 

werden, dass Mutationen im Lipobox-Motiv von DotC einen partiellen Einfluss auf das 

intrazelluläre Wachstum von L. pneumophila haben (Yerushalmi et al., 2005). Für die mit 

VirB11 phylogenetisch verwandte ATPase DotB konnte ebenfalls eine wichtige Beteiligung am 

Infektionsprozess von C. burnetii nachgewiesen werden. So führte eine Deletion von dotB in 

C. burnetii dazu, dass das Bakterium keine T4S-Substrate sekretieren konnte und zu keiner 

erfolgreichen Infektion tierischer Zellen in der Lage war (Beare et al., 2012). Weiterhin wurde 

ein intrazellulärer Wachstumsdefekt in Abwesenheit von dotB festgestellt (Beare et al., 2012). 

Das in planta-Wachstum von Xcv wird dagegen in Abwesenheit von dotB und dotC nicht 

signifikant beeinflusst (Abbildung 3.3.4).  

Die ektopische Expression der Gene icmE und dotCB (selbiges traf auch auf virB4 zu) hatte 

einen negativen Einfluss auf die Virulenz des Wildtypstammes. Es konnte bereits gezeigt 

werden, dass eine Überexpression bestimmter Gene einen negativen Einfluss auf die Virulenz 

des Bakteriums haben kann. So führte eine Überexpression von hrcQ unter der Kontrolle des 

lac-Promotors im Wildtypstamm bzw. in einer hrcQ-Mutante zu reduzierten 

Krankheitsymptomen bzw. keiner vollständigen Komplementation (Lorenz et al., 2012).  

Sowohl DotB als auch IcmE haben wahrscheinlich einen Einfluss auf die bakterielle 

Konjugation in Legionella (Segal et al., 1999, Vogel et al., 1998). Ob dies auch auf Xcv zutrifft 

bleibt zu klären. Vorläufige Experimente zeigten jedoch, dass Xcv keine Plasmide ohne einen 
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entsprechenden Helferstamm aufnehmen kann. Für dieses Experiment wurde eine 

Konjugation mit einem Donor (E. coli-Stamm, der pBRM enthält) und einem Rezpetor  

(Xcv 85-10, ohne Plasmid), ohne einen entsprechenden Helferstamm, über Nacht angesetzt 

(Kapitel 2.2.1.9). Da der Xcv-Stamm 85-10 nach der Konjugation nicht auf selektiven NYG-

Agarplatten (mit Gentamycin) gewachsen ist, wurde der Vektor pBRM vermutlich nicht durch 

Xcv aufgenommen. In Zukunft könnte getestet werden, ob Xcv die Übertragung des Vektors 

pBRM in einen E. coli-Stamm ohne Plasmid ermöglicht. Auf Grund von Homologien zu dem 

A. tumefaciens Protein VirB10 und einer topologischen Ähnlichkeit zu TonB aus E. coli wird 

für die Komponente IcmE weiterhin eine Funktion zur Energieübertragung von der inneren zur 

äußeren Bakterienmembran auf die Translokationspore IcmK vermutet  

(Sutherland et al., 2013, Vincent et al., 2006).  

 

Zur weiteren Analyse des T4S-Systems von Xcv sollten Transkriptstudien durchgeführt 

werden, um herauszufinden unter welchen Bedingungen das jeweilge T4S-System aktiv ist. 

Bisherige Analysen zum Transkriptgehalt T4-spezifischer Gene in Komplexmedium (NYG) 

ergaben, dass die Gene icmE, dotC und virD4 im Stamm 85-10 bzw. 85* eine niedrige 

Basalexpression aufweisen und die Gene nicht durch hrpG* induziert werden (Hartmann und 

Büttner, unpubliziert). Der Transkriptgehalt spezifischer Gene, wie beispielsweise virB4, icmE, 

dotC und dotB sollte jedoch unter weiteren Bedingungen (wie z. B. in planta und in 

interbakteriellen Konkurrenzsituationen) untersucht werden. Mit dem Wissen, unter welchen 

Bedingungen das jeweilige T4S-System von Xcv aktiv ist, können weitere Experimente zur 

Aufklärung der Funktion dieser T4S-Systeme geplant werden. Über die genaue Funktion von 

T4S-Systemen in pflanzenpathogenen Bakterien ist mit Ausnahme von A. tumefaciens bislang 

nicht viel bekannt. Bisher wurde für das T4AS-System von Xac eine bakterienabtötende 

Wirkung beschrieben. So ist beispielsweise das gereinigte T4-Effektorprotein XAC2609 in der 

Lage Peptidoglycan von Micrococcus luteus zu degradieren sowie das Wachstum von Bacillus 

subtilis-Kulturen zu verzögern und B. subtilis-Zellen zu lysieren (Souza et al., 2015). Da 

Pflanzen von einer Vielzahl von Mikroorganismen besiedelt werden könnte das T4S-System 

Bakterien einen Wachstumsvorteil gegenüber bakteriellen Konkurrenten verschaffen und so 

eine erfolgreiche Besiedlung der Wirtspflanzen gewährleisten.  
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4.3.2 Die Identifizierung von T4S-Substraten in Xanthomonas 

 

Aufgrund der Beteiligung der T4S-Systeme an der Virulenz von Xcv kann vermutet werden, 

dass auch spezifische Substrate über diese Systeme transportiert werden. Die Translokation 

von T4S-Substraten in die Wirtszelle ist ein essentieller Prozess für eine Vielzahl von 

intrazellulären tierpathogenen Bakterien, wie Legionella oder Coxiella, um Wirtszellprozesse 

zum Vorteil des Bakteriums zu modellieren (Christie et al., 2014, Hubber und Roy 2010, 

Newton et al., 2013). Der erste Ansatzpunkt zur Identifizierung möglicher T4S-Substrate in Xcv 

bestand in der Analyse von T2S-Substraten von Xcv, da einige T2S-Substrate auch in 

Abwesenheit eines funktionalen Xcs- und Xps-T2S-Systems vollständig oder partiell sekretiert 

wurden (Abbildung 3.5.1) (Solé et al., 2015, Szczesny et al., 2010). Zudem wurde ein 

Zusammenspiel des T2S-Systems mit dem T4S-System in L. pneumophila vermutet 

(Cianciotto 2009). Jedoch war die Sekretion von XCV0536, XCV0965, XCV4358, XCV4360, 

XCV0031, XCV0889, XCV0670, XCV1823 und XCV4355 nicht vom T4BS-System abhängig 

(Abbildung 3.5.1). Wie werden diese Substrate also sekretiert? Eine Beteiligung des T4AS-

Systems an der Sekretion der in dieser Arbeit untersuchten Substrate kann bisher nicht 

ausgeschlossen werden. Bakterielle Virulenzfaktoren können beispielsweise auch über 

äußere Membranvesikel in das extrazelluläre Milieu exportiert werden (Lloubes et al., 2013). 

Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen wurde festgestellt, dass Xcv äußere 

Membranvesikel bilden kann und die Substrate XCV0536, XCV4358, XCV4360 und XCV4355 

in diesen Vesikeln vorhanden sind (Solé et al., 2015).  

Um dennoch erste Hinweise auf mögliche T4S-Substrate in Xcv zu erhalten wurde eine  

in silico-Analyse mittels S4TE unter Einbeziehung des kompletten Genoms und Proteoms von 

Xcv durchgeführt. Im Gegensatz zu S4TE nutzen andere bioinformatische 

Vorhersageprogramme, wie zum Beispiel T4EffPred 

(http://bioinfo.tmmu.edu.cn/T4EffPred/prediction.html) (Zou et al., 2013) oder T4SEpre 

(http://biocomputer.bio.cuhk.edu.hk/T4DB/T4SEpre.php) (Wang et al., 2014) nur eine 

beschränkte Anzahl an Algorithmen, um eine begrenzte Anzahl an Sequenzmotiven in 

Proteinsequenzen zu identifizieren und anschließend mögliche T4S-Substrate vorherzusagen. 

Des Weiteren sind die Algorithmen meist nur für spezifische - oder -Proteobakterien 

konzipiert. Doch je mehr spezifische Eigenschaften in die in silico-Analyse einfließen, desto 

größer ist die Wahrscheinlichkeit einen positiven „Treffer“ zu erhalten. T4EffPred ist im 

Gegensatz zu S4TE in der Lage zwischen T4AS- und T4BS-Substraten, mit einer 

Wahrscheinlichkeitsrate von 76,6 % bzw. 89,7 %, zu unterscheiden (Zou et al., 2013). Von 

den in dieser Arbeit getesteten putativen T4S-Substraten (Tabelle 3.3) wurde jedoch lediglich 

XCV3992 als potentielles T4S-Substrat durch T4EffPred vorhergesagt. Bioinformatische 

Vorhersageprogramme sind eine vielversprechende und effektive Methode, um putative 

bakterielle Effektorproteine zu identifizieren und die Anzahl an potentiellen und damit zu 

untersuchenden T4-Effektorproteinen in einem Organismus einzugrenzen. In silico-

Vorhersagen von T4-Effektorproteinen wurden bereits erfolgreich in den tierpathogenen 
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Bakterien L. pneumophila sowie C. burnetii, angewandt und wurden oftmals auch 

experimentell bestätigt (Burstein et al., 2009, Chen et al., 2010, Schroeder et al., 2010,  

Zhu et al., 2011). Erst kürzlich wurde das Sekretom von 39 verschiedenen Brucella spp. mittels 

S4TE analysiert, wobei einige der vorhergesagten T4S-Substrate bereits zuvor als T4-

Effektorproteine identifiziert wurden (Sankarasubramanian et al., 2016).  

In S4TE sind alle bereits verwendeten Sequenzmotive enthalten, die bisher zur Identifizierung 

von T4S-Substraten in - und -Proteobakterien verwendet wurden  

(Meyer et al., 2013). S4TE prognostizierte in Xcv insgesamt 299 Gene, dessen kodierenden 

Sequenzen als potentielle T4S-Substrate in Frage kommen könnten (Tabelle 5.4). Die 

funktionelle Charakterisierung der vorhergesagten T4S-Substrate und deren Interaktion mit 

dem entsprechenden Wirtsorganismus könnten die Rolle und die Funktion der T4S-Systeme 

von Xcv weiter aufdecken.  

 

4.3.3 Potentielle T4S-Substrate von Xanthomonas können durch 

Agrobacterium tumefaciens in N. benthamiana transloziert werden 

 

In Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reporter-basierte Translokationsanalyse etabliert, um die 

Translokation von potentiellen T4S-Substraten durch Xcv oder A. tumefaciens nachzuweisen. 

Der Reporterassay basiert dabei auf einer Idee von Dr. Sylvestre Marillonnet (IPB Halle). In 

anderen Organismen wie L. pneumophila, C. burnetii, B. abortus und Anaplasma marginale 

wurden neue T4-Effektoren neben bioinformatischen Vorhersageprogrammen ebenfalls durch 

die Verwendung von Reporterproteinen identifiziert bzw. verifiziert (Burstein et al., 2009,  

Chen et al., 2010, Lifshitz et al., 2013, Lockwood et al., 2011, Marchesini et al., 2011,  

Zhu et al., 2011). Auf Grund der erfolgreichen Verwendung des dTALE-2 für die Analyse der 

T3-abhängigen Translokation (Kapitel 3.1.4) wurde der dTALE-2 ebenfalls zur Analyse der 

Translokation von T4S-Substraten verwendet.  

Computergestützte und experimentelle Untersuchungen an Effektoren des T4BS-Systems von 

Legionella und Coxiella haben gezeigt, dass sich das Translokationssignal in der Regel in den 

C-terminalen 35 Aminosäuren eines Proteins befindet (Lifshitz et al., 2013). Im Fall des T4AS-

Systems konnte ein Translokationssignal in den C-terminalen 50 Aminosäuren von VirE2 und 

VirE3 sowie in den C-terminalen 19 Aminosäuren von VirF identifiziert werden  

(Atmakuri et al., 2003, Simone et al., 2001, Vergunst et al., 2003, Vergunst et al., 2005). In 

Übereinstimmung damit ergab die Analyse der dTALE-2-Reporterfusionsproteine, dass die C-

terminalen 49 Aminosäuren von XCV0687 sowie die C-terminalen 50 Aminosäuren von 

XCV0160, XCV0792 und XCV1697 ein Signal enthalten, das die Translokation des dTALE-2 

durch A. tumefaciens ermöglichte (Abbildung 3.5.3 B). Im Vergleich zur Positivkontrolle 

(dTALE-2-VirFC30) war die detektierte GFP-Fluoreszenz jedoch nur punktuell nachweisbar. 

Möglicherweise werden größere Aminosäurebereiche der gewählten XCV-Substrate benötigt, 

um eine effiziente Translokation von dTALE-2 zu gewährleisten. Im Fall von Bartonella-

Effektor-Proteinen (Bep) wurde beispielsweise ein zweiteiliges T4-Translokationssignal 
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beschrieben. Dabei wird neben einem positiv geladenen C-terminalen Proteinbereich eine 

sogenannte „Bep intracellular delivery“ (BID)-Domäne für eine effiziente Translokation benötigt 

(Schulein et al., 2005). 

 

Über die Diskrepanz in den Ergebnissen bei der Verwendung des lac- (konstitutive Expression 

des Hybridgens) oder des virE-Promotors (induziert die Expression des Hybridgens durch 

Wirtszellkontakt) kann nur spekuliert werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass im 

Vergleich zum virE-Promotor die Expression der Hybridgene dTALE-2-XCV0687C49 und 

dTALE-2-XCV1697C50, unter der Kontrolle des lac-Promotors schwächer ist oder zu 

Proteininstabilitäten führte. Eine mögliche Konsequenz wäre eine reduzierte oder keine 

Translokation der Fusionsproteine in gfp-transgene N. benthamiana-Pflanzen, wodurch in der 

Folge keine makroskopisch sichtbare GFP-Fluoreszenz detektiert werden kann.  

Die Fusionsproteine dTALE-2-XCV2208C50, dTALE-2-XCV3492C49, dTALE-2-XCV3992C49 und 

dTALE-2-XCV4220C49 wurden nicht durch A. tumefaciens transloziert (Abbildung 3.5.2). 

XCV2208 und XCV3492 weißen Homologien zu dem T4B-Effektor AM470 von A. marginale 

auf (Lockwood et al., 2011), während XCV3992 Homologien zu dem T4BS-Substrat Lpg2359 

von L. pneumophila (Gomez-Valero et al., 2011) aufzeigt (Tabelle 5.4). Sollte es sich bei 

XCV2208, XCV3492 und XCV3992 um spezifische T4BS-Substrate handeln, wäre dies eine 

Erklärungsmöglichkeit warum die Fusionsproteine nicht durch A. tumefaciens, das kein T4BS-

System besitzt, transloziert wurden. 

Im 85-10- bzw. 75-3-Stammhintergrund wurde keine Translokation der untersuchten  

dTALE-2-Fusionsproteine beobachtet (Abbildung 3.5.3). Der Stamm 75-3 ist genetisch nahezu 

identisch mit dem Stamm 85-10, enthält jedoch im Gegensatz zu 85-10 u. a. ein Gen, das 

vermutlich ein VirB3-ähnliches Protein kodiert (XCV1519Stamm 75-3). VirB3 ist an der inneren 

Membran lokalisiert und trägt vermutlich zu der Pilusassemblierung in T4AS-Systemen bei 

(Shirasu und Kado 1993, Waksman und Orlova 2014).  

Eine weitere Möglichkeit, warum die dTALE-2-Fusionsproteine nicht durch die Xcv-Stämme 

transloziert wurden, könnte an der Inaktivität des T4S-Systems in einer Nicht-Wirtspflanze 

begründet sein. Denkbar wäre auch, dass die potentiellen T4S-Substrate lediglich eine Art 

Relikt darstellen. Ähnliches wurde für T3S-Signale in Proteinen von Bakterien ohne T3S-

System beschrieben (Arnold et al., 2009, Löwer und Schneider 2009). Da jedoch ein Einfluss 

des T4AS- und T4BS-Systems auf die Virulenz von Xcv nachgewiesen wurde  

(Abbildung 3.4.1 C und 3.4.3 C) ist es unwahrscheinlich, dass keine spezifischen Substrate 

über diese Sekretionssysteme transportiert werden.  
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Eigenschaften von T4-Translokationssignalen 

Die meisten bekannten T4-Effektorproteine sind hydrophil und besitzen eine positive Ladung 

sowie eine gehäufte Anzahl an alkalischen Aminosäuren in den C-terminalen 25 Aminosäuren 

(Lockwood et al., 2011, Nagai et al., 2005, Niu et al., 2010, Rikihisa und Lin 2010,  

Vergunst et al., 2005, Zhu et al., 2011). All diese Eigenschaften treffen auch auf die Substrate 

XCV0160, XCV0687 und XCV0792 zu (Anhang, Tabelle 5.4), deren C-terminaler Bereich 

vermutlich auch ein funktionales T4A-Translokationssignal aufweist. Der C-terminale Bereich 

von XCV1697 weist nicht die gleiche Hydrophilizität auf wie XCV0160, XCV0687 und 

XCV0792. Dennoch vermittelte auch der C-terminale Bereich von XCV1697 die Translokation 

des dTALE-2 durch A. tumefaciens (Abbildung 3.5.3 B).  

Wie im Fall von T3S-Signalen ist das T4-Translokationssignal sowohl in T4AS- als auch T4BS-

Substraten häufig in unstrukturierten Proteinbereichen lokalisiert (Nagai et al., 2005,  

Vergunst et al., 2005). Laut Phyre-2-Analysen weisen die C-terminalen 50 Aminosäuren von 

XCV1697 lediglich in den letzten sieben Aminosäuren einen unstrukturierten Bereich auf. Im 

C-terminalen Bereich von XCV0792 werden dagegen β-Stränge und -Helices vorhergesagt 

und keine unstrukturierten Bereiche. Die C-terminalen 50 Aminosäuren von XCV0160 weisen 

zwei größere und im Fall von XCV0687 zwei kleinere unstrukturierte Bereiche auf. 

Interessanterweise werden für XCV0160 weiterere unstrukturierte Bereiche im N-terminalen 

Bereich des Proteins vorhergesagt.  

Im Gegensatz zu den meisten T4S-Substraten besitzt XCV0160 ein N-terminales Sec-Signal. 

Das Sec-Signal könnte zunächst den Transport von XCV0160 durch das Sec-System über die 

innere Bakterienmembran ins Periplasma ermöglichen, um anschließend mittels des  

C-terminalen T4-Translokationssignals durch das T4S-System transportiert zu werden. Auch 

wenn das T4S-System generell als ein Ein-Schritt-Transportprozess betrachtet wird, kann ein 

periplasmatischer Zwischenschritt nicht vollständig ausgeschlossen werden. Ein solches 

Szenario wird für BPE123 von B. abortus, das Pertussistoxin von B. pertussis, das DotA-

Protein von L. pneumophila und das Cytotoxin CagA von Helicobacter pylori, welche alle ein 

N-terminales Sec-Signal besitzen vermutet (Burns et al., 2004, Hohlfeld et al., 2006, 

Marchesini et al., 2011, Nagai und Roy 2001). Vorläufige in vitro-Sekretionsanalysen haben 

ergeben, dass XCV0160-3xc-Myc durch den Xcv-Stamm 85-10 unabhängig vom T4BS-

System sekretiert wird (Scheibner und Büttner, unpubliziert). Ob die Sekretion von XCV0160-

3xc-Myc in einer Mutante, die in beiden T4S-Systemen defizient ist, verhindert wird bleibt zu 

klären. In zukünftigen Projekten sollte die Sekretion weiterer puativer T4S-Substrate als 

Volllängenproteine durch den Stamm 85-10 und 75-3 bzw. durch eine entsprechende T4AS- 

und/oder T4BS-Systemmutante untersucht werden. Da C-terminale Epitop-Markierungen die 

Sekretion von T4S-Substraten negativ beeinflussen könnten, sollten potentielle T4S-Substrate 

von Xcv mit einer N-terminalen Epitop-Markierung analysiert werden. Dafür eignet sich der in 

dieser Arbeit generierte Vektor pBRNM (Kapitel 2.2.1.7), der zu einer translationalen Fusion 

eines 3x Myc-Epitop im N-terminalen Bereich des Genprodukts führt. Im Fall von in vitro-

Sekretionsstudien müsste zudem beachtet werden, unter welchen Bedingungen das jeweilige 

T4S-System aktiv ist (siehe Kapitel 4.3.1).  
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5. Anhang  

 
Tabelle 5.1 Bakterienstämme 

Stamm Beschreibung Referenz 

Escherichia coli 

OneShot® TOP10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
araD139 Δ(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG  

Invitrogen GmbH, Karlsruhe  

HB101 Helferstamm für die Konjugation. pRK2013 trägt die tra-Gene für 
den Aufbau des Konjugationsapparates, KanR 

(Boyer und Roulland-Dussoix 
1969)  

DH5α(λpir) recA hsdR17 (rK mK + ) φ80dlacZ M15 [λpir] (Menard et al., 1993) 

Agrobacterium tumefaciens 

GV3101 Ti-Plasmid: pMP90 (pTiC58ΔT-DNA), RifR, GentR (Koncz und Schell 1986, Van 
Larebeke et al., 1974) 

GV2260 Ti-Plasmid: pGV2260 (pTiB6S3ΔT-DNA), RifR, AmpR (Deblaere et al., 1985) 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 

85-10 Paprika-Wildtypstamm (enthält avrBs1 jedoch nicht avrBs3), RifR  (Canteros 1990)  

85-10ΔicmE Derivat von 85-10, Deletion von icmE, RifR Solé und Büttner, unpubliziert 

85-10ΔdotCB Derivat von 85-10, Deletion von dotC und dotB, RifR Solé und Büttner, unpubliziert 

85-10ΔicmE 

dotCB 

Derivat von 85-10, Deletion von icmE und dotCB, RifR Diese Arbeit 

85-10 
ΔvirB4ΔicmE 
ΔdotCB 

Derivat von 85-10, Deletion von virB4, icmE und dotCB, RifR Diese Arbeit 

85-10ΔvirB4 Derivat von 85-10, Deletion von virB4, RifR Diese Arbeit 

85-10ΔvirD4 Derivat von 85-10, Deletion von virD4, RifR Solé, Scheibner und Büttner, 
unpubliziert 

85-10ΔvirB11 
ΔvirB1 

Derivat von 85-10, Deletion von virB11 und virB1, RifR Diese Arbeit 

85-10ΔvirB4 
ΔvirB11ΔvirB1 

Derivat von 85-10, Deletion von virB4, virB11 und virB1, RifR Diese Arbeit 

85-10xpsE Derivat von 85-10, Deletion von xpsE (Szczesny et al., 2010) 

85-10T2S Derivat von 85-10, Deletion von xpsE, xcsE und XCV4312, RifR (Szczesny et al., 2010) 

85-10T2SicmE Derivat von 85-10, Deletion von xpsE, xcsE, XCV4312 und icmE, 
RifR 

Solé, unpubliziert 

85-10T2SdotCB Derivat von 85-10, Deletion von xpsE, xcsE, XCV4312 und dotCB, 
RifR 

Solé, unpubliziert 

85-10ΔavrBs1 Derivat von 85-10, Deletion von avrBs1, RifR Büttner, unpubliziert 

85-10ΔhpaB Derivat von 85-10, Deletion von hpaB, RifR (Büttner et al., 2004) 

85-10Δhrp Derivat von 85-10, Deletion des hrp-Genclusters, RifR Hausner und Büttner, 
unpubliziert 

75-3hrcVc Derivat von 75-3, Deletion der Codons 324-642 von hrcV, RifR Diese Arbeit 

85* Derivat von 85-10 mit Punktmutation in hrpG (hrpG*). Bedingt 
konstitutive Aktivierung der hrp-Gene. RifR 

(Wengelnik et al., 1999) 

85*∆hrpF Derivat von 85*, chromosomale Deletion von hrpF, RifR (Rossier et al., 2000)  

85*∆hpaB Derivat von 85*, chromosomale Deletion von hpaB, RifR (Büttner et al., 2004) 

85*∆hpaB 
ΔhrcV 

Derivat von 85*, Deletion von hpaB und hrcV, RifR (Büttner et al., 2004) 

85*ΔavrBs1 Derivat von 85*, Deletion von avrBs1, RifR (Scheibner et al., 2016) 

85*ΔavrBs1 
ΔhpaB 

Derivat von 85*, Deletion von avrBs1 und hpaB, RifR (Scheibner et al., 2016) 

85*ΔavrBs1 
ΔhpaC 

Derivat von 85*, Deletion von avrBs1 und hpaC, RifR (Scheibner et al., 2016) 

85*ΔhpaB 
ΔhrpF 

Derivat von 85*, Deletion von hpaB und hrpF, RifR (Büttner et al., 2004) 

85*ΔhpaC Derivat von 85*, Deletion von hpaC, RifR (Büttner et al., 2006) 

85*ΔhpaA 
ΔhpaBΔhpaC 

Derivat von 85*, Deletion von hpaA, hpaB und hpaC, RifR (Scheibner et al., 2016) 

85*ΔhpaA 
ΔhpaBΔhpaC 
ΔhrcN 

Derivat von 85*, Deletion von hpaA, hpaB, hpaC und hrcN, RifR (Scheibner et al., 2016) 

85*ΔhrcV Derivat von 85*, Deletion von hrcV, RifR (Rossier et al., 2000)  

85*ΔhrcN Derivat von 85*, Deletion von hrcN, RifR (Lorenz und Büttner 2009) 

85*ΔhrpE Derivat von 85*, Deletion der Codons 9-93 in hrpE, RifR (Weber et al., 2005) 

85*ΔhrpF 
ΔxopA 

Derivat von 85*, Deletion von hrpF und xopA, RifR Scheibner und Büttner, 
unpubliziert 

Kan - Kanamycin, Rif - Rifampicin, Amp - Ampicilin, Gent - Gentamicin,r - resistent 
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Tabelle 5.2 Verwendete Plasmide 

Plasmid Beschreibung Referenz 

pICH41021 Level -1-Vektor, Klonierungsvektor, SmaI, AmpR Marillonnet, unpubliziert 

pICH41308 Level 0-Vektor für ORFs, enthält von BpiI-Schnittstellen flankiertes 
lacZ, SpecR (AATG/GCTT) 

Marillonnet, unpubliziert 

pICH41331 Level 0-Vektor für Promotoren, enthält von BpiI-Schnittstellen 
flankiertes lacZ, SpecR (GGAG/CGCT) 

Marillonnet, unpubliziert 

pAGM1287 Level 0-Vektor für ORFs, enthält von BpiI-Schnittstellen flankiertes 
lacZ, SpecR (AATG/TTCG) 

Marillonnet, unpubliziert 

pAGM1301 Level 0-Vektor für C-terminalen Fusionspartner, enthält von BpiI-
Schnittstellen flankiertes lacZ, SpecR (TTCG/GCTT) 

Marillonnet, unpubliziert 

pICH47732 Level 1-Vektor für Promotoren, enthält von BsaI-Schnittstellen 
flankiertes lacZ, AmpR (TGCC/GCAA) 

Marillonnet, unpubliziert 

pICH50422 Level 1-Vektor enthält lac-Promotor, welcher von  BpiI-
Schnittstellen flankiert ist, AmpR (TGCC/GCAA) 

Marillonnet, unpubliziert 

pICH50251 Level 1-Vektor für ORFs, Binärvektor, enthält von BsaI-
Schnittstellen flankiertes lacZ, AmpR (GCAA/ACTA) 

Marillonnet, unpubliziert 

pICH41744 Level 2-Vektor, End-Linker, SpecR (ACTA/GGGA) Marillonnet, unpubliziert 

pICH45066 Level 2-Vektor, Binärvektor, ColE1, pVS1 Ori, enthält von BpiI-
Schnittstellen flankiertes lacZ, KanR (TGCC/GGGA) 

Marillonnet, unpubliziert 

pICH77739 Level 2-Vektor, Binärvektor, OriV, enthält von BpiI-Schnittstellen 
flankiertes lacZ, KanR (TGCC/GGGA) 

Marillonnet, unpubliziert 

puc57 Klonierungsvektor, SmaI, AmpR Genscript, USA 

pBRM „Golden Gate“- kompatibles pBR1MCS-5 Derivat, lac-Promotor, 
enthält von BsaI-Schnittstellen flankiertes lacZ, GentR 

(TATG/GGTG) 

(Szczesny et al., 2010) 

pBRM(Stopp) pBBR1MCS-5-Derivat, mit Stoppcodon stromaufwärts der c-Myc-
kodierenden Sequenz, GentR (TATG/GGTG) 

Büttner und Jordan, 
unpubliziert 

pBRM-P(Stopp) pBBR1MCS-5-Derivat, mit Stoppcodon stromaufwärts der c-Myc-
kodierenden Sequenz, GentR (TATG/GGTG) 

Büttner und Jordan, 
unpubliziert 

pBRM-P-Intermediat pBRM-Derivat, keine Erkennungssequenzen für Typ IIs-
Restriktionsenzyme, GentR 

Hausner und Büttner, 
unpubliziert 

pBRNM pBBR1MCS-5-Derivat, mit 3x c-Myc-kodierender Sequenz vor 
LacZ-kodierender Sequenz, mit Stoppcodon stromabwärts der 
LacZ-kodierenden Sequenz, GentR (TATG/GGTG) 

Diese Arbeit 

pOGG2 Derivat des Suizidvektors pOK1, lac-Promotor, enthält von 
Sequenzen von hpaG und hpaF, welche lacZ flankieren, „Golden 
Gate“-kompatibel, SpecR (CGAC/CCAT) 

(Schulze et al., 2012) 

pLAND Derivat des Suizidvektors pOK1, Eigenschaften siehe pOGG2, 
SpecR (TATG/GGTG) 

(Lorenz et al., 2012) 

pLAND-P Derivat des Suizidvektors pOK1, Eigenschaften siehe pOGG2, 
jedoch ohne lac-Promotor, SpecR (ATTC/GGTG) 

(Lorenz et al., 2012) 

pGGA7 Binärvektor mit 35S-Promotor, C-terminalem 4x-c-Myc-Epitop, 
ccdB – Kassette, „Golden Gate“-Kompatibel, SpecR (TATG/GGTG) 

S. Thieme und U. Bonas, 
unpubliziert  
 

pGGA3 Binärvektor mit 35S-Promotor, C-terminalem FLAG-Epitop, ccdB – 
Kassette, „Golden Gate“-kompatibel, SpecR (TATG/GGTG) 

S. Thieme und U. Bonas, 
unpubliziert  

pBR356 pBBR1MCS-5-Derivat, kodiert AvrBs3Δ2 mit Deletion der Codons 
1-152, lac-Promotor, enthält von BsaI-Schnittstellen flankiertes 
lacZ, „Golden Gate“-kompatibel, GentR (TATG/GATC) 

Lorenz und Büttner, 
unpubliziert 

pBRM_avrBs1ΔN58 pBRM-P-Intermediat-Derivat, kodiert AvrBs1ΔN58 mit Deletion der 
Codons 1-58, lac-Promotor, enthält von BsaI-Schnittstellen 
flankiertes lacZ, „Golden Gate“-kompatibel, GentR (TATG/GATC) 

Diese Arbeit 

pJet1.2:N356 Kodiert die N-terminale Region von AvrBs3 (AvrBs3153-287), AmpR 

(TATG/GAAC) 
Hahn und Bonas, unpubliziert 

pUC_avrBs3 

N152 

pUC57-Derivat, kodiert die N-terminale Region von AvrBs3 
(AvrBs3153-287), AmpR (GATC/GAAC) 

Diese Arbeit 

pJet1.2:rep-avrBs3 Kodiert die „repeat“-Region von AvrBs3, AmpR (GAAC/AGCA) (Schreiber und Bonas 2014) 

pJet1.2:AR-avrBs3 Kodiert die AR-Region von AvrBs3, AmpR (AGCA/TCGC) Sorgatz und Bonas, 
unpubliziert 

pJet1.2:CTM-avrBs3 Kodiert die C-terminale Region von AvrBs3 (ohne Stopp), AmpR 

(TCGC/GGTG) 
Sorgatz und Bonas, 
unpubliziert 

pBRM_avrBs3 

1-10-avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert AvrBs31-10-AvrBs32, GentR Diese Arbeit 

pBRM_avrBs3 

1-20-avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert AvrBs31-20-AvrBs32, GentR Diese Arbeit 

pBRM_avrBs3 

1-30-avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert AvrBs31-30-AvrBs32, GentR Büttner und Jordan, 

unpubliziert 

pBRM_avrBs3 

1-40-avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert AvrBs31-40-AvrBs32, GentR Büttner und Jordan, 

unpubliziert 

pBRM_avrBs3 

1-50-avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert AvrBs31-50-AvrBs32, GentR Büttner und Jordan, 

unpubliziert 

pBRM_ avrBs3 

1-30-avrBs3N63 
pBRM-Derivat, kodiert AvrBs31-30-AvrBs3N63, GentR Scheibner und Matus, 

unpubliziert 
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pBRM_avrBs3 pBRM-Derivat, kodiert AvrBs3-FLAG, GentR Sorgatz und Bonas, 
unpubliziert 

pDSM100 pDSK604-Derivat, Kodiert AvrBs1-3xc-Myc, SpecR (Escolar et al., 2001) 

pBRM_avrBs1 pBRM-Derivat, kodiert AvrBs1, GentR Diese Arbeit 

pGGA7_ 
avrBs1ΔN58 

pGGA7-Derivat, kodiert AvrBs1N58-3xc-Myc(Stopp), SpecR Diese Arbeit 

pBRM_AvrBs31-10 
avrBs1ΔN58 

pBRM_avrBs1ΔN58-Derivat, kodiert AvrBs31-10-AvrBs1N58, 
GentR 

Diese Arbeit 

pBRM_AvrBs31-20 
avrBs1ΔN58 

pBRM_avrBs1ΔN58-Derivat, kodiert AvrBs31-20-AvrBs1N58, 
GentR 

Diese Arbeit 

pBRM_AvrBs31-30 
avrBs1ΔN58 

pBRM_avrBs1ΔN58-Derivat, kodiert AvrBs31-30-AvrBs1N58, 
GentR 

Diese Arbeit 

pBRM_KK-
avrBs1ΔN58 

pBRM_avrBs1ΔN58-Derivat, kodiert KK-AvrBs1N58, GentR Diese Arbeit 

pBRM_xopA2-5-

avrBs32 

pBR356-Derivat, kodiert XopA2-5-AvrBs32, GentR F. Scheibner, Masterarbeit 
2012 

pBRM_xopA2-10-

avrBs32 

pBR356-Derivat, kodiert XopA2-10-AvrBs32, GentR F. Scheibner, Masterarbeit 
2012 

pBRM_xopA2-21-

avrBs32 

pBR356-Derivat, kodiert XopA2-21-AvrBs32, GentR F. Scheibner, Masterarbeit 
2012 

pBRM_xopA1-20-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert XopA1-20-AvrBs32, GentR Diese Arbeit 

pBRM_xopA1-25-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert XopA1-25-AvrBs32, GentR Diese Arbeit 

pBRM_xopA1-30-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert XopA1-30-AvrBs32, GentR Diese Arbeit 

pBRM_xopA-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert XopA-AvrBs32, GentR Hoffmeister und Büttner, 

unpubliziert 

pBRM_xopA1-25-

avrBs1N58 
pBR156M-Derivat, kodiert XopA1-25-AvrBs1N58, GentR Diese Arbeit 

pBRM_xopA1-30-

avrBs1N58 
pBR156M-Derivat, kodiert XopA1-30-AvrBs1N58, GentR Diese Arbeit 

pBRM_xopA1-30-
avrBs1 

pBRM-Derivat, kodiert XopA1-30-AvrBs1, GentR Diese Arbeit 

pBRM_hrpB21-40-
avrBs1 

pBRM-Derivat, kodiert HrpB21-40-AvrBs1, GentR Diese Arbeit 

pBRM_ hrpB21-40-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert HrpB21-40-AvrBs32, GentR (Scheibner et al., 2016) 

pBRM_ hrpB21-30-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert HrpB21-30-AvrBs32, GentR (Scheibner et al., 2016) 

pBRM_ hrpB21-25-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert HrpB21-25-AvrBs32, GentR (Scheibner et al., 2016) 

pBRM_ hrpB21-20-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert HrpB21-20-AvrBs32, GentR (Scheibner et al., 2016) 

pBRM_ hrpB29-40-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert HrpB21-40-AvrBs32, GentR (Scheibner et al., 2016) 

pBRM_ hrpB210-40-

avrBs32 
pBR356-Derivat, kodiert HrpB21-40-AvrBs32, GentR (Scheibner et al., 2016) 

pBRM-P 
(Stopp)_PhrpF 

hrpF 

pBRM-P(Stopp)-Derivat, kodiert HrpF mit nativem Promotor, GentR F. Scheibner, Masterarbeit 
2012 

pAGB130 Level -1-Modul, enthält hrpB21-40, AmpR (AATG/TCAG) Diese Arbeit 

pAGB132 Level -1-Modul, enthält hrpB10-40, AmpR (AATG/TCAG) Diese Arbeit 

pAGB131 Level -1-Modul, enthält hrpB211-40, AmpR (AATG/TCAG) Diese Arbeit 

pICH41021 Level -1-Modul, enthält N63 des dTALE-2, AmpR (TCAG/AATC) Diese Arbeit 

pICH73079 Level -1-Modul, enthält Rep1 des dTALE-2, AmpR (AATC/CTTA) Marillonnet, unpubliziert 

pICH73081 Level -1-Modul, enthält Rep2 des dTALE-2, AmpR (CTTA/AGAA) Marillonnet, unpubliziert 

pICH73093 Level -1-Modul, enthält Rep3 des dTALE-2, AmpR (AGAA/TCGG) Marillonnet, unpubliziert 

pICH72151 Level -1-Modul, enthält C-terminalen Bereich des dTALE-2 (C-ter), 
AmpR (TCGG/GCTT) 

Marillonnet, unpubliziert 

pICH73103 Level 0-Modul, enthält dTALE-2, SpecR (AATG/GCTT) Marillonnet, unpubliziert 

pAGB128 pICH77739-Derivat, kodiert dTALE-2, KanR Diese Arbeit 

pAGB146 pICH77739-Derivat, kodiert KK-dTALE-2N, KanR Diese Arbeit 

pAGB143 pICH77739-Derivat, kodiert HrpB21-40-dTALE-2N, KanR Diese Arbeit 

pAGB145 pICH77739-Derivat, kodiert HrpB210-40-dTALE-2N, KanR Diese Arbeit 

pAGB144 pICH77739-Derivat, kodiert HrpB211-40-dTALE-2N, KanR Diese Arbeit 

pOGG2_hrcV 

324-642 

pOGG2-Derivat, beinhaltet die flankierenden Regionen von 
hrcV324-642, SpecR 

(Hartmann und Büttner 2013) 

pOGG2_icmE pOGG2-Derivat, beinhaltet die flankierenden Regionen von icmE, 
SpecR 

Solé und Büttner, unpubliziert 

pOGG2_virB11-
virB1 

pOGG2-Derivat, beinhaltet die flankierenden Regionen von virB11 
und virB1, SpecR 

Diese Arbeit 
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pOGG2_virB4 pOGG2-Derivat, beinhaltet die flankierenden Regionen von virB4, 
SpecR 

Diese Arbeit 

pBRM_virB4 pBRM-Derivat, kodiert VirB4-3xc-Myc, GentR Diese Arbeit 

pBRM(Stopp)_ 
virB4 

pBRM-Derivat, kodiert VirB4, GentR Diese Arbeit 

pBRNM_virB4 pBRNM-Derivat, kodiert 3xc-Myc-VirB4, GentR Diese Arbeit 

pAGB042 pICH45066-Derivat, enthält den Promotor XCV0160, kodiert  
IcmE-3xc-Myc, KanR 

Diese Arbeit 

pAGB043 pICH45066-Derivat, enthält den Promotor XCV0160, kodiert 
DotCB-3xc-Myc, KanR 

Diese Arbeit 

pLAND-P_P0160-
icmE 

pLAND-P-Derivat, enthält den Promotor XCV0160, kodiert 
IcmE-3xc-Myc, SpecR 

Diese Arbeit 

pLAND-P_P0160-
dotCB 

pLAND-P-Derivat, enthält den Promotor XCV0160, kodiert  
DotCB-3xc-Myc, SpecR 

Diese Arbeit 

pBRM_XCV0536 pBRM-Derivat, kodiert XCV0536-3xc-Myc, GentR (Solé et al., 2015) 

pBRM_XCV0965 pBRM-Derivat, kodiert XCV0965-3xc-Myc, GentR Solé, unpubliziert 

pBRM_XCV4358 pBRM-Derivat, kodiert XCV4358-3xc-Myc, GentR (Solé et al., 2015) 

pBRM_XCV4360 pBRM-Derivat, kodiert XCV4360-3xc-Myc, GentR (Solé et al., 2015) 

pBRM_XCV0031 pBRM-Derivat, kodiert XCV0031-3xc-Myc, GentR (Szczesny et al., 2010) 

pBRM_XCV0889 pBRM-Derivat, kodiert XCV0889-3xc-Myc, GentR (Solé et al., 2015) 

pBRM_XCV0670 pBRM-Derivat, kodiert XCV0670-3xc-Myc, GentR (Solé et al., 2015) 

pBRM_XCV1823 pBRM-Derivat, kodiert XCV1823-3xc-Myc, GentR Szczesny et al., 2010 

pBRM_XCV4355 pBRM-Derivat, kodiert XCV4355-3xc-Myc, GentR (Solé et al., 2015) 

pBRM_XCV0722 pBRM-Derivat, kodiert XCV0722-3xc-Myc, GentR Szczesny et al., 2010 

pAGM10911 Level 2-Vektor, OriV, enthält den lac-Promotor, kodiert dTALE-2, 
welcher C-terminal ein von BpiI-Schnittstellen flankiertes lacZ 
besitzt, das Plasmid besitzt keine „left“ und „right boarder“, KanR 

Marillonnet, unpubliziert 

pAGM10923 Level 2-Vektor, OriV, enthält den virE-Promotor, kodiert dTALE-2, 
welcher C-terminal ein von BpiI-Schnittstellen flankiertes lacZ 
besitzt, das Plasmid besitzt keine „left“ und „right boarder“, KanR 

Marillonnet, unpubliziert 

pAGM11643 Level 2-Modul, OriV, enthält den lac-Promotor, kodiert dTALE-2-
VirFC30, das Plasmid besitzt keine „left“ und „right boarder“, KanR 

Marillonnet, unpubliziert 

pICH90279 Level 2-Vektor, OriV, enthält den virE-Promotor, kodiert dTALE-2, 
das Plasmid besitzt keine „left“ und „right boarder“, KanR 

Marillonnet, unpubliziert 

pAGB067 pAGM10911-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV3992C49, KanR Diese Arbeit 

pAGB073 pAGM10911-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV4220C49, KanR Diese Arbeit 

pAGB075 pAGM10911-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV3492C49, KanR Diese Arbeit 

pAGB074 pAGM10911-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV0687C49, KanR Diese Arbeit 

pAGB082 pAGM10911-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV1697C50, KanR Diese Arbeit 

pAGB083 pAGM10911-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV2208C50, KanR Diese Arbeit 

pAGB084 pAGM10911-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV0160C50, KanR Diese Arbeit 

pAGB070 pAGM10923-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV3992C49, KanR Diese Arbeit 

pAGB069 pAGM10923-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV4220C49, KanR Diese Arbeit 

pAGB071 pAGM10923-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV3492C49, KanR Diese Arbeit 

pAGB072 pAGM10923-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV0687C49, KanR Diese Arbeit 

pAGB077 pAGM10923-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV1697C50, KanR Diese Arbeit 

pAGB078 pAGM10923-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV2208C50, KanR Diese Arbeit 

pAGB079 pAGM10923-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV0160C50, KanR Diese Arbeit 

pAGB080 pAGM10923-Derivat, kodiert dTALE-2-XCV0792C50, KanR Diese Arbeit 

Kan - Kanamycin, Spec - Spectinomicin, Amp - Ampicilin, Gent - Gentamicin,r - resistent 
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Tabelle 5.3 Verwendete Oligonukleotide 

Primerbezeichnung Nukleotidsequenz (5´→ 3´) Verwendung 

M13-for  GTAAAACGACGGCCAGTG  Zur Sequenzierung des Inserts in pUC57 

M13-rev  GGAAACAGCTATGACCATG  Zur Sequenzierung des Inserts in pUC57 

pBR356_1980-rev  GTGTCGCCTCTGGCAACGC  Zur Sequenzierung des Inserts in pBR356 

pBBR1180-for  ATGCATGCGCCAATACGCAAACCG  
Zur Sequenzierung des Inserts in pBRM-
Derivaten 

pBBR-endlacZ-rev  CACTCATCGCAGTCGGCCTATTG  
Zur Sequenzierung des Inserts in pBRM-
Derivaten 

pI45066for CGCACGGCTGATGGGCTGCCTG 
Zur Sequenzierung des Inserts in 
pICH45066 

pI45066rev CGCCACCTCTGACTTGAGCGTC 
Zur Sequenzierung des Inserts in 
pICH45066 

pICH_Seq_for CAATACGCAAACCGCCTCTC 
Zur Sequenzierung des Inserts in 
pICH41021 

pICH_Seq_rev CTGGCTTAACTATGCGGCATC 
Zur Sequenzierung des Inserts in 
pICH41021 

pAGM109_Seq_for CTCCCATTGTCTTGGCGTG Zur Sequenzierung des Inserts in 
pAGM10911 und pAGM10923 pAGM109_Seq_rev CTGGTGGAACACGCCTGG 

lacZprom_for 
TTTCGTCTCAAATTCGCAGCTGGCACGACAGGTTT
C Zur Erstellung von AvrBs1DN58 (lac-

Promotor und lacZ-Fragment) 
lacZ_rev 

TTTCGTCTCAGATCAGAGACCTTACAATTTCCATTC
G 

Bs159_for TTTGGTCTCAGATCTAGCTTTGCACACCTCATCG 
Zur Erstellung von AvrBs1DN58 
(avrBs1DN58-3xc-myc-Fragment) Bs1myc_rev 

TTTGGTCTCAAGCTTCAGTTCAAGTCTTCTTCTGA
G 

avrBs159_agro_for GGTCTCTTATGGCTTTGCACACCTCATCGTTAG Zur Klonierung von AvrBs1ΔN58 
(Stoppcodon nach c-Myc-kodierender 
Sequenz) in pGGA7  

avrBs1myc_agro_ 
rev 

GGTCTCTCACCTCAGTTCAAGTCTTCTTCTGAG 

Esp-lacP-for TTTCGTCTCTAATTCGCAGCTGGCACGACAG Zur Erstellung von pBRNM (lac-Promotor 
Fragment) Esp-lacP-rev TTTCGTCTCTCATAGAATTCTCCTGTGTG 

Esp-Myc-for TTTCGTCTCTTATGGGTGAACAAAAGTTG 
Zur Erstellung von pBRNM (3xc-myc-
Fragment) Esp-Myc-rev 

TTTCGTCTCTAAGTTATTGGTCTCTCATATTCAAGT
CCTCTTC 

Esp-lacZ-for TTTCGTCTCTACTTATGACCATGATTACGCCAAG 
Zur Erstellung von pBRNM (lacZ-
Fragment) 

Esp-lacZ-rev 
TTTCGTCTCTAGCTTTCATTCACCAGAGACCTTACA
ATTTC 

Zur Erstellung von pBRNM (lacZ-
Fragment) 

xopA∆2-5-Bsa-for TTTGGTCTCTTATGAATACGTCGCACCTC 
Für die Erstellung von xopA-Derivaten 
ohne die Codons 2-5, 2-10 bzw. 2-21. 
Überhang jeweils TATG/GATC 

xopA∆2-10-Bsa-for TTTGGTCTCTTATGGGCGTCGACTCTTC 

xopA∆2-21-Bsa-for TTTGGTCTCTTATGGACCAATTTCAAAAATTCG 

xopA-GATC-rev TTTGGTCTCTGATCCTGCATCGATGCAG 

linker-156M-for TTTGGTCTCTTATGAAAAAAGATCAGAGACCAAA Primer-„annealing“, zur Erstellung der 

Linker-Region (KK) an avrBs1N58 linker-156M-rev TTTGGTCTCTGATCTTTTTTCATA AGAGACCAAA 

HrpB2-25GATC-
Bsa-rev 

TTTGGTCTCTGATCTGCCACCGGCGACAG 
Für die Erstellung der ersten 25 Codons 
von hrpB2 (HrpB2N1-40_for als „forward“-
Primer) 

AvrBs3N10-GCTTfor 
TTTGGTCTCTTATGGATCCCATTCGTTCGCGCACA
CCAAGTGCTTAGAGACCAAA 

Primer-„annealing” der N-terminalen 30 
Codons von avrBs3, zur Klonierung an 
avrBs159-79 

AvrBs3N10-
GCTTrev 

TTTGGTCTCTAAGCACTTGGTGTGCGCGAACGAAT
GGGATCCATAAGAGACCAAA 

AvrBs1_59_for TTTGGTCTCTGCTTTGCACACCTCATCG Für die Erstellung des Fragments 

avrBs159-79, zur Klonierung an avrBs32 AvrBs1_79_rev TTTGGTCTCTGATCCGCTAAATTCTGAACTAATAC 

TALDN64_for TTTGGTCTCTTCAGCGGGCAGCTTCTCTG Zur Erstellung des N-terminalen Moduls 
von dTALE-2 (Codons 65-288), Überhang 
TCAG/AATC 

TALN_rev TTTGGTCTCTGATTCAAGGGTGCTCCAG 

HrpB2N1-40_for TTTGGTCTCTTATGACGCTCATTCCTC 

Für die Erstellung von hrpB2-Derivaten 
(Codons 1-40, 10-40 bzw. 11-40). 
Überhang jeweils TATG/TCAG 

HrpB2N10-40_for TTTGGTCTCTTATGATTGCCGGCACCAGTG 

HrpB2N11-40_for TTTGGTCTCTTATGGCCGGCACCAGTGCTG 

HrpB2N40-
CTGA_rev 

TTTGGTCTCTCTGATTGCATCAGCGCTTG 

linker-TALDN64_rev TTTGAAGACAACTGATTTTTTCATTTTGTCTTCAAA Primer-„annealing“, zur Erstellung der 

Linker-Region (KK) an dTALE-2N linker-TALDN64_for TTTGAAGACAAAATGAAAAAATCAGTTGTCTTCAAA 

HrpB2N40-TCCG-
Bsa-rev 

TTTGGTCTCTCGGATTGCATCAGCGCTTGAAAG 

Für die Erstellung der ersten 40 Codons 
von hrpB2, mit HrpB2N1-40_for als 
„forward“-Primer.  
3‘-Überhang TCCG  

TCCG-AvrBs1-Bsa-
for 

TTTGGTCTCTTCCGACATGAAAGTTAATTTC 
Für die Erstellung von avrBs1, mit 
AvrBs1_Bsa_rev als „reverse“-Primer. 5‘-
Überhang TCCG 

Bsa_AvrBs1_for TTTGGTCTCTTATGTCCGACATGAAAGTTAATTTC Für die Erstellung des  Fragments avrBs1 
und Klonierung in pBRM AvrBs1_Bsa_rev TTTGGTCTCTCACCCGCTTCTCCTGCATTTGTAAC 



                                                         Anhang 

139 

AvrBs3dN152_for TTTGGTCTCAGATCTACGCACGCTCGGCTACAG Für die Erstellung des N-terminalen 
Moduls von AvrBs3 (Codons 153-288) Hax-N-R-rev TTTGGTCTCAGTTCAGGGGGGCACCCGTCAG  

Bsa_dotCfor TTTGGTCTCTCATCATGGCGGTATCTGATGC 
Für die Erstellung des  Fragments dotCB 
und Klonierung in pLAND-P Bsa_dotBrev 

TTTGGTCTCTCACCCTCACCCTCCCCGGCCAGCA
AAC 

Bsa_0160Promfor TTTGGTCTCTATTCTGATCGAAGATGCTGCTG Generierung eines 201 bp großen 
Fragments, welches vermutlich den 
XCV0160 Promotor darstellt 

Bsa_0160Promrev TTTGGTCTCTGATGTGGACAGCGGCGCAG 

Bsa_icmE_for TTTGGTCTCTCATCATGATGGCTCAGCAGGAAAGC Für die Erstellung des  Fragments icmE 
und Klonierung in pLAND-P Bsa_icmE_rev TTTGGTCTCTCACCTTTGCCGAATGCGGATG 

virB4_pOGG2_Bsa_
FIrev 

TTTGGTCTCTGTCAGTCGAACTTCTCTTTTAAAACC
TC 

Generiert ein 810 bp großes Fragment, 
welches dem flankierenden Bereich von 
virB4 entspricht 

virB4_pOGG2_Bsa_
FIfor 

TTTGGTCTCTCGACCGCTTGGACATAGCTGTG 

virB4_pOGG2_Bsa_
FIIfor 

TTTGGTCTCTTGACCATGAAAAAGACCC Generiert ein 581 bp großes Fragment, 
welches dem flankierenden Bereich von 
virB4 entspricht 

virB4_pOGG2_Bsa_
FIIrev 

TTTGGTCTCTATGGCTATACCGCGAGCGCAAG 

detect_virB4_for GTTCCAGCGCTCCCACGGTC 1333 bp großes Fragment innerhalb von 
virB4, diente der Überprüfung der Mutante 
ΔvirB4 

detect_virB4_rev GTGCGCGTTGTCGAACACG 

Bsa_virB4_for TTTGGTCTCTTATGTCGCTGTCGATGCCG Für die Erstellung des  Fragments virB4 
und Klonierung in pBRM, pBRM(Stopp), 
pBRNM und pLAND 

Bsa_virB4_rev TTTGGTCTCTCACCTGCTCCTTTCTGCTTGAGG 

virB1_pOGG2_Bsa_
FIfor 

TTTGGTCTCTTGACCGGCTTTTCTCGCATGC Generiert ein 756 bp großes Fragment, 
welches dem flankierenden Bereich von 
virB1 entspricht 

virB1_pOGG2_Bsa_
FIrev 

TTTGGTCTCTATGGGCCATCGTGTTGCGAACCTT 

virB11_pOGG2_Bsa
_FIIfor 

TTTGGTCTCTCGACCATGAAGTCGGCCATCATC Generiert ein 841 bp großes Fragment, 
welches dem flankierenden Bereich von 
virB11 entspricht 

virB11_pOGG2_Bsa
_FIIrev 

TTTGGTCTCTGTCAGGCTCGGCCCTCACGGGATG 

detect_virB1_for CCTGGCTGAAGCGGTTGC 447 bp großes Fragment innerhalb von 
virB1, diente der Überprüfung der Mutante 
ΔvirB1ΔvirB11 

detect_virB1_rev CATTGGCTCGACGTCGCC 

detect_virB11_for GAATCTCGATGACGGCGTTC 521 bp großes Fragment innerhalb von 
virB11, diente der Überprüfung der 
Mutante ΔvirB1ΔvirB11 

detect_virB11_rev GAATCTCGCCCATGATGAC 

XCV0687-150_for 
TTTGAAGACAAGGAGGCGGAGGAAGTAAGCTGCG
TGACGAC 

Für die Erstellung des Fragments 
XCV0687C49 und Klonierung in 
pAGM10911/10923 XCV0687_rev TTTGAAGACAAAAGCCTACTTCACGCCCAACTG 

XCV3492-150_for 
TTTGAAGACAAGGAGGCGGAGGAAGTCGCATGCA
GCGGGCAC 

Für die Erstellung des Fragments 
XCV3492C49 und Klonierung in 
pAGM10911/10923 XCV3492_rev TTTGAAGACAAAAGCTCAAGGCGCAGGCGGATAC 

XCV4220-150_for 
TTTGAAGACAAGGAGGCGGAGGAAGTGACCACGC
GCAGCAG 

Für die Erstellung des Fragments 
XCV4220C49 und Klonierung in 
pAGM10911/10923 XCV4220_rev TTTGAAGACAAAAGCTCAGCGCTGCGCCAC 

XCV3992-150_for 
TTTGAAGACAAGGAGGCGGAGGAAGTGTGGCCGC
CATCCGG 

Für die Erstellung des Fragments 
XCV3992C49 und Klonierung in 
pAGM10911/10923 XCV3992_rev TTTGAAGACAAAAGCTCAGCCTGCCAGCTGC 

XCV0160-150_for 
TTTGAAGACAAGGAGGCGGAGGAAGTATTGCGCA
ACTGCAG 

Für die Erstellung des Fragments 
XCV0160C50 und Klonierung in 
pAGM10911/10923 XCV0160_rev TTTGAAGACAAAAGCTCACGGCGCCACGCAG 

XCV2208-150_for 
TTTGAAGACAAGGAGGCGGAGGAAGTACCGCGAC
GAAAAAAGCGG 

Für die Erstellung des Fragments 
XCV2208C50 und Klonierung in 
pAGM10911/10923 XCV2208_rev TTTGAAGACAAAAGCTCATGCCTGCGCTCC 

XCV1697-150_for 
TTTGAAGACAAGGAGGCGGAGGAAGTATCGGAAA
AGAGTGGC 

Für die Erstellung des Fragments 
XCV1697C50 und Klonierung in 
pAGM10911/10923 XCV1697_rev TTTGAAGACAAAAGCTCATGGCCTTGATCGG 

XCV0792-150_for 
TTTGAAGACAAGGAGGCGGAGGAAGTCTGGACCG
TATCGCC 

Für die Erstellung des Fragments 
XCV0792C50 und Klonierung in 
pAGM10911/10923 XCV0792_rev TTTGAAGACAAAAGCTTACTTCAAGGCCTTG 

qRT_CA_UCH_for GGTGTGCAGGTTGAGGAGTTGT Amplifikation von UCH cDNA für qRT-
PCR-Analysen qRT_CA_UCH_rev GCACAAATGGCTCCGGTCTTGC 

Elo-F/Aso AGTCAACTACCACTGGTCAC  Amplifikation von UCH cDNA für qRT-
PCR-Analysen (Römer et al., 2007) Elo-R/Aso GTGCAGTAGTACTTAGTGGTC  

qRT-Bs3-F  GTAACTTCTTGGTTAATGGAGAGTGAATTG  Amplifikation von Bs3 cDNA für qRT-PCR-
Analysen qRT-Bs3-R  TGATTCTTGTGCTACATTTGTTCTTTCC  

RT-upa20-cons-F GAAGGGTCTTCTTCTATGACTTCTG  Amplifikation von UPA20 cDNA für qRT-
PCR-Analysen RT-upa20-cons-R TGACCATGAGTGCATCTAAGTCC  

BsaI, BpiI, Esp3I-Erkennungsstellen sind unterstrichen 
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Tabelle 5.4 Durch S4TE vorhergesagte T4S-Substrate in Xcv. 

Rang XCV-Protein 
Legionella-

Index 
(SIL/PIL) 

„Coiled 
coil“-

Struktur 

RS-
TY 

Prenylier-
ungsdomäne 

C-
terminale 
Basizität/ 
Ladung 

C-terminale/ 
Globale 

Hydropathie 

NLS/
MLS 

E-
Block 

eukaryotisch-ähnliche 
Domäne 

prokaryotisch-
ähnliche 
Domäne 

Homologie zu einem 
bekannten T4E-

Protein* 

1 XCV0025 Neu + - - +/- +/+ +/- - Peptidase_M23 Family - Lpg2490 

2 XCV1697 Neu - + - +/+ -/+ -/+ - Phage_integrase Family - Lpg2745 

3 XCV2208 Neu + - - +/+ -/+ -/- - PHA_synth_III_E Family - AM470 

4 XCV2645 Neu - - - +/+ +/- -/+ - - 
DUF4105 

Family 
Lpg2157 

5 XCV4206 1/0 + - - +/- -/+ -/- - Pkinase Domain - CBU_0175 

6 XCV3077 Neu - - - +/+ +/- -/+ - SET Family - Lpg1718 

7 XCV0160 Neu - - + +/+ +/- -/- - Patatin Family - Lpg1426 

8 XCV1332 0/-1 + - - +/- +/- -/- - GAF_3 Domain - Lpg2490 

9 XCV0792 Neu - + - +/+ +/+ +/- - ABC_tran Domain - - 

10 XCV4405 0/-1 + - - +/- +/- -/- - Biotin_lipoyl_2 Domain - Lpg0257 

11 XCV0739 0,4/-0,33 - + - +/+ +/- -/- - Rick_17kDa_Anti Family - Lpg1148 

12 XCV0287 0,4/-0,33 - - - +/+ +/- -/- - - - CBU_1769 

13 XCV0797 0,4/-0,33 - - - +/+ +/- -/- - Acetyltransf_7 Domain - Lpg0103 

14 XCV0172 Neu + - - +/+ +/+ +/- - POR Family - - 

15 XCV2901 0,4/-0,33 - - - +/+ +/- -/- - Rhomboid Family - BAB1_1275 

16 XCV4317 0,4/-0,33 - - - +/+ +/- -/- - GATase Domain - Lpg2826 

17 XCV0471 Neu - + - +/+ +/+ -/+ - YopJ Family - - 

18 XCV1501 0/-1 + - - +/- -/- -/- - HlyD family - - 

19 XCV0519 0,4/-0,33 - - - +/+ +/- -/- - cNMP_binding Domain - BAB1_2005 

20 XCV2141 1/0 - - - +/- +/+ -/- - Pkinase Domain - Lpg2556 

21 XCV1570 0/-1 + - - +/- +/- -/- - Biotin_lipoyl_2 Domain - Lpg0257 

22 XCV1126 Neu - + - +/+ +/+ -/+ - Phage_integrase Family - - 

23 XCV2657 0,4/-0,33 - - - +/+ +/- -/- - Peptidase_C26 Domain - Lpg2826 

24 XCV3720 Neu + - - +/+ -/- -/- - Methyltransf_31 Domain - Lpg2137 

25 XCV4131 0,4/-0,33 - - - +/+ +/- -/- - ALAD Domain - CBU_1525 

26 XCV3560 Neu - - - +/- -/+ +/- - Lipase_3 Family - Lpg1642 

27 XCV3771 0/-1 + - - +/- +/- -/- - ATP-synt_B Family - Lpg1148 

28 XCV1338 Neu + - - +/+ +/- +/- - SRP54_N Domain - - 
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29 XCV0266 0/-1 + - - +/- +/- -/- - cNMP_binding Domain - BAB1_2005 

30 XCV3443 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - ACR_tran Family - Lpg1907 

31 XCV4448 0,66/1 - - - +/+ +/- -/- - Acetyltranf_1 family - - 

32 XCV2885 0,5/0 - - - +/+ +/- -/- - Rhomboid Family - BAB1_1275 

33 XCV3253 Neu + - - +/+ +/+ -/- - - DEAD Domain - 

34 XCV1033 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Pro_isomerase domain - Lpg1962 

35 XCV2121 Neu - - - +/+ +/+ -/+ - - DUF877 Family - 

36 XCVc0041 Neu + - - +/+ -/+ +/- - CagE_TrbE_VirB Family - - 

37 XCV2653 1/0 + - - +/- -/- -/- - HlyD Family - Lpg0257 

38 XCV3038 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Ank_2 Family - Lpg0695 

39 XCV0608 1/0 - - - -/- +/+ -/- - Lipase_3 Family - Lpg1642 

40 XCV0007 Neu + - - +/+ +/+ -/- - TPR_8 Repeat - - 

41 XCV3444 Neu + + - +/+ +/- -/- - HlyD_2 Family - - 

42 XCV2881 Neu + - - +/+ +/- +/- - SLT Family - - 

43 XCV1540 1/0 + - - +/- -/- -/- - HlyD Family - Lpg0257 

44 XCV3431 Neu + - - +/+ +/+ -/- - Glyco_hydro_97 Domain - - 

45 XCV4170 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Ank_2 - Lpg0695 

46 XCV0839 Neu + - - +/+ -/+ -/+ - SecA_DEAD Domain - - 

47 XCV3688 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Acetyltransf_1 Family - CBU_0801 

48 XCV4399 Neu + - - +/+ +/+ -/- - AAA_29 Domain - - 

49 XCV0687 Neu - + - +/+ +/+ -/- - Peptidase_S9_N domain - - 

50 XCV0257 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Lactamase_B_2 Domain - BAB1_2005 

51 XCV0063 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Pkinase domain - Lpg2556 

52 XCV4251 Neu + - - +/+ +/- -/+ - PLDc_2 Domain - - 

53 XCV2467 0,66/1 - - - +/+ +/- -/- - - - Lpg0621 

54 XCV3619 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - DJ-1_PfpI_N Domain - CbuK_1237 

55 XCV0438 Neu + - - +/+ +/- +/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

56 XCV0021 0,66/1 - - - +/+ -/- -/- - Rhomboid Family - BAB1_1275 

57 XCV3849 1/0 + - - -/- -/+ -/- - CheB_methylest Domain - - 

58 XCV2684 0/-1 + - - +/+ +/+ +/- - - - - 

59 XCV4121 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Ank_2 family - Lpg0403 

60 XCV0503 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Acetyltransf_1 Family - CBU_0801 
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61 XCV1632 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Abhydrolase_5 Domain - CBU_1769 

62 XCV0389 Neu - + - +/- -/- -/- - Abhydrolase_3 Domain - Lpg0275 

63 XCV2138 Neu - - - +/+ -/- +/+ - - 
ImcF-related_N 

Family 
- 

64 XCV3087 0,66/1 - - - +/+ -/- -/- - Sel1 repeat - Lpg2222 

65 XCV0240 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Fic_N Family - CBU_2078 

66 XCV2232 Neu + - - +/+ +/- -/+ - ACR_tran Family - - 

67 XCVd0072 Neu - - - +/+ +/+ +/- - HDOD Domain - - 

68 XCV1301 Neu + + - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

69 XCV0524 Neu + - - +/+ +/- -/+ - Ribosomal_S9 Family - - 

70 XCV0696 Neu + - - -/- -/- +/- - HlyD Family - Lpg0257 

71 XCV2214 Neu + - - +/+ +/+ -/- - Tex_N Domain - - 

72 XCV1851 Neu + + - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

73 XCV1716 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Peptidase_S8 Domain - CBU_2052 

74 XCV3912 Neu + - - +/+ +/+ -/- - Sigma70_r1_1 Family - - 

75 XCV1404 0,66/1 - - - +/+ -/- -/- - Sel1 Repeat - Lpg2222 

76 XCV1306 Neu + - - +/+ +/+ -/- - Phage_integrase Family - - 

77 XCV4324 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Abhydrolase_6 Domain - Lpg1642 

78 XCV2837 Neu + - - +/- +/+ +/- - IF2_assoc Family - - 

79 XCV2938 Neu - - - +/+ +/+ -/+ - tRNA-synt_1 Family - - 

80 XCV3203 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Methytran_RNA family - Lpg2936 

81 XCV3284 0,5/0 - - - +/- +/- -/- - Acetyltransf_1 Family - Lpg0103 

82 XCV1054 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - - 
Phosphoestera

se Family 
- 

83 XCV0065 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

84 XCV1287 Neu - - - +/+ +/- -/+ - Ribosomal_S20p Family - - 

85 XCV2296 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

86 XCV3118 0/-1 - + - +/+ +/- -/- - Sigma54_AID Family - - 

87 XCVd0070 Neu + - - +/+ -/+ -/- - KfrA_N Family - - 

88 XCV1805 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - PA14 Domain - - 

89 XCV0203 0/-1 - + - +/+ +/- -/- - YiiD_Cterm Domain - - 

90 XCV0513 Neu + - - +/- +/+ -/- - HsdM_N Domain - - 

91 XCV3324 Neu + - - +/- +/+ -/- - Clp_N Family - - 

92 XCV0223 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 
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93 XCV2689 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

94 XCV0772 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

95 XCV4228 0/-1 - + - +/+ +/- -/- - Abi Family - - 

96 XCV2072 Neu - - - +/+ +/- +/- - MMR_HSR1 Family - - 

97 XCV4379 Neu + - - +/+ +/- -/- - Acid_phosphat_B Family - - 

98 XCV3397 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

99 XCV1844 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

100 XCV3640 Neu + - - +/- +/+ -/- - TPR_11 Repeat - - 

101 XCV2423 Neu - + - +/- -/+ +/- - S1 Domain - - 

102 XCV1699 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

103 XCV2773 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

104 XCV3408 Neu + + - +/- +/- -/- - Histone_HNS Family - - 

105 XCV3430 Neu - + - -/- +/+ -/+ - Laminin_G_3 Domain - - 

106 XCV0921 0,74/1,78 - - - +/- +/- -/- - - - Lpg1083 

107 XCV3229 Neu + - - +/- +/+ -/- - Hpt Family - - 

108 XCV3428 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - TonB_dep_Rec Family - - 

109 XCV0975 1/0 + - - +/- +/+ -/- - PCRF Domain - - 

110 XCV0760 Neu - - - -/- +/- -/- - N_methyl Motif - Lpg2327 

111 XCV3252 Neu - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

112 XCV3563 Neu - - - +/- -/+ -/- - - - Lpg1642 

113 XCVd0025 Neu + - - +/+ +/- +/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

114 XCV2186 Neu + - - +/+ +/- -/- - HAMP Family - - 

115 XCV3351 Neu + - - +/+ +/- -/- - Response_reg Domain - - 

116 XCV2263 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

117 XCV2345 Neu - - - +/+ +/- +/- - DNA_methylase Domain - - 

118 XCV3261 Neu + - - +/+ +/- -/- - 4HB_MCP_1 Family - - 

119 XCV0411 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - NolX Family - - 

120 XCV2856 Neu - - - +/+ +/- -/+ - adh_short Domain - - 

121 XCVd0022 Neu - - - -/- +/+ +/- - HTH_21 Domain - - 

122 XCV3588 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Reg_prop Repeat - - 

123 XCV2075 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

124 XCV1092 Neu - - - +/+ +/- -/+ - Phage_integrase Family - - 
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125 XCV0580 Neu - - - +/+ +/- -/+ - - DUF165 Family - 

126 XCV1042 Neu - + - +/- +/+ -/- - OMP_b-brl Domain - - 

127 XCV2866 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

128 XCV1409 Neu - - - +/+ +/- -/+ - MS_channel Family - - 

129 XCV1800 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - TonB_dep_Rec Family - - 

130 XCV0050 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

131 XCV3384 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

132 XCV3396 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - AAA_19 Domain - - 

133 XCV2625 Neu + + - +/- +/- -/- - 4HB_MCP_1 Family - - 

134 XCV1698 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

135 XCV2817 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

136 XCVd0131 Neu - - - +/+ +/- +/- - Methyltransf_26 Domain - - 

137 XCV4292 Neu + - - +/+ +/- -/- - PAS_7 Domain - - 

138 XCV2921 Neu - - - -/- +/- -/- - - DUF615 Family Lpg0021 

139 XCV1138 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

140 XCV3411 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

141 XCV3101 Neu - - - +/+ +/- -/- - IstB_IS21 Family - - 

142 XCV2295 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

143 XCV0324 0,86/5 - - - +/- -/- -/- - - - Lpg1965 

144 XCV0354 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

145 XCV3362 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

146 XCV2165 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Methyltransf_26 Domain - - 

147 XCV1373 Neu + - - +/+ +/- +/- - GTP_EFTU Domain - - 

148 XCV2617 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

149 XCVd0172 Neu + - - +/+ +/- -/- - Rep_3 Family - - 

150 XCV1553 Neu - - - +/+ -/+ +/- - Phage_integrase Family - - 

151 XCV3677 Neu - - - +/+ +/- -/+ - RDD Family - - 

152 XCV2425 0/-1 + - - +/+ -/+ -/- - - 
DUF3300 

Family 
- 

153 XCV3147 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

154 XCV1843 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

155 XCV0774 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - GMC_oxred_N Domain - - 

156 XCV2491 Neu + - - +/+ +/- -/- - CoA_binding_3 Domain - - 
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157 XCV0300 Neu - - - +/+ -/+ -/+ - DEAD Domain - - 

158 XCV0710 0,75/2 - - - +/- -/- -/- - SBP_bac_3 Domain - ECH_0684 

159 XCVd0090 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

160 XCVc0011 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

161 XCV0509 Neu + - - +/- +/+ -/- - HSDR_N Family - - 

162 XCV4308 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - TonB_dep_Rec Family - - 

163 XCV1133 Neu - - - +/+ +/- -/+ - - DUF58 Family - 

164 XCV2262 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

165 XCV0730 Neu + - - +/- -/+ +/- - - PDZ Domain - 

166 XCV1283 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - ABC_tran Domain - - 

167 XCV2674 Neu + - - +/- +/+ -/- - GDH_N Family - - 

168 XCV3601 Neu + - - +/+ +/- -/- - PAS_7 Domain - - 

169 XCV3630 Neu - - - +/+ +/- -/+ - Amidohydro_1 Domain - - 

170 XCV3039 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - PA Family 
DUF2974 

Family 
- 

171 XCV4153 Neu - - - +/+ +/- -/+ - ABC2_membrane Family - - 

172 XCV4401 0/-1 + - - +/+ -/+ -/- - - 
DUF3375 

Family 
- 

173 XCV3497 Neu + - - +/+ +/- -/- - STN Family - - 

174 XCV3206 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

175 XCV0660 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Trehalase Family - - 

176 XCV3338 Neu + - - +/+ +/- -/- - MCPsignal Family - - 

177 XCV1118 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

178 XCV0144 0,75/2 - - - +/- -/- -/- - COesterase Domain - Lpg2744 

179 XCV0954 Neu - + - +/- +/+ -/- - Sigma70_r2 Domain - - 

180 XCV1804 Neu - - - +/- +/+ -/+ - Glyco_hydro_42 Family - - 

181 XCV2157 Neu - - - +/+ +/+ +/- - HTH_21 Domain - - 

182 XCV1862 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

183 XCV0706 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

184 XCV1390 0/-1 - + - +/+ +/- -/- - FAD_binding_3 Family - - 

185 XCV0229 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

186 XCV0715 Neu + - - +/+ +/- -/- - Sigma54_activat Domain - - 

187 XCV2726 Neu - - - +/+ -/+ -/+ - DPPIV_N Family - - 

188 XCV1213 Neu - - - +/+ +/- +/- - ABC_tran Domain - - 
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189 XCV4209 Neu - - - +/+ +/- -/+ - - 
ImcF-related_N 

Family 
- 

190 XCV1521 Neu - - - -/- +/- -/- - - DUF456 Family Lpg1148 

191 XCV0993 Neu - - - +/+ -/- +/+ - Ribosomal_S12 Family - - 

192 XCV2336 Neu + - - +/+ +/- -/- - HMA Domain - - 

193 XCV1297 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

194 XCV1119 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

195 XCV0139 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - DUF3416 Family - - 

196 XCV1841 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

197 XCV4383 Neu - - - +/- +/+ +/- - UvrD-helicase Domain - - 

198 XCV0705 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

199 XCV3398 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

200 XCV0620 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

201 XCV2158 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

202 XCV4242 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - - DUF877 Family - 

203 XCV0991 Neu + - - -/- +/+ +/- - PmbA_TldD Family - - 

204 XCV0126 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

205 XCVd0049 Neu - + - +/- +/- +/- - DnaB Domain - - 

206 XCV1728 Neu + - - +/+ +/- -/- - Wzz Family - - 

207 XCV0327 Neu + - - +/+ -/- -/+ - MerR_1 Family - - 

208 XCV2690 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

209 XCV3409 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

210 XCV0130 Neu + - - +/+ +/- -/- - AAA_13 Domain - - 

211 XCV3617 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

212 XCV1664 Neu + - - +/- +/+ -/- - SMC_N Family - - 

213 XCV3018 Neu - - - +/- +/+ +/- - CarD_CdnL_TRCF Family - - 

214 XCV2717 Neu - + - +/- -/+ +/- - RHS_repeat Repeat - - 

215 XCV3418 Neu - - - +/+ -/+ +/- - Methyltransf_4 Family - - 

216 XCV0452 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - CBM_48 Domain - - 

217 XCV3301 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

218 XCV2367 Neu - - - +/- +/+ +/- - TraC_F_IV Family - - 

219 XCV3194 0/-1 + - - +/+ +/- +/- - - - - 

220 XCV2478 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 
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221 XCV3361 0/-1 - + - +/+ +/- -/- - SymE_toxin Domain - - 

222 XCV1921 0/-1 - - - +/+ +/- +/- - - 
AMP-binding 

Family 
- 

223 XCV2432 0/-1 + - - +/+ +/+ -/- - - - - 

224 XCV0751 Neu - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

225 XCV3383 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

226 XCVd0097 Neu - - - -/- +/+ +/- + DUF4158 Domain - - 

227 XCV1801 Neu - - - +/- +/+ -/+ - Plug Domain - - 

228 XCV1113 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

229 XCV2722 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

230 XCV1952 Neu + - - +/+ +/- -/- - Cache_2 Domain - - 

231 XCV2952 0/-1 + - - +/+ -/- +/- - - 
DUF4349 

Family 
- 

232 XCV1814 Neu - - - +/+ +/- +/- - PolyA_pol Domain - - 

233 XCV4185 Neu - - - +/+ +/- -/+ - Lip_A_acyltrans Family - - 

234 XCV2188 Neu + - - +/+ -/+ -/- - Y_Y_Y Domain - - 

235 XCV3492 0,75/2 - - - +/- -/- -/- - BatD familiy - AM470 

236 XCV2813 Neu - - + +/+ +/- -/- - GspH Domain - - 

237 XCV3273 Neu + - - -/- +/+ +/- - TonB_2 Family - - 

238 XCV2477 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

239 XCV1550 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

240 XCV0626 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

241 XCV1097 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

242 XCV1847 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

243 XCV0249 0,75/2 - - - +/- -/- -/- - Cupin_2 domain - Lpg2434 

244 XCV1610 Neu + - - +/- +/- -/- - Reg_prop Repeat - - 

245 XCV2612 Neu - - - +/- -/+ +/- - LigD_N Family - - 

246 XCV1236 0/-1 + - - +/+ +/+ -/- - - - - 

247 XCV1985 Neu + - - +/- +/+ -/- - Reg_prop Repeat - - 

248 XCV1914 Neu - - - +/+ +/- -/+ - LytTR Domain - - 

249 XCV3944 Neu - - - +/+ +/- -/+ - GST_C_2 Domain - - 

250 XCVb0011 Neu - - - +/+ +/- +/- - HTH_21 Domain - - 

251 XCV4374 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - CarboxypepD_reg Domain - - 
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252 XCV2155 Neu + - - +/- +/- -/+ - Y_Y_Y Domain - - 

253 XCV0029 Neu - - - +/+ +/- -/+ - Cellulase Domain - - 

254 XCV1833 Neu - - - +/+ +/- -/+ - EamA Family - - 

255 XCV1450 Neu - - - +/- +/+ -/+ - - DUF885 Family - 

256 XCV0355 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

257 XCVd0107 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

258 XCV1315 Neu + + - +/+ -/- -/- - HTH_18 Domain - - 

259 XCV1941 Neu + - - +/+ +/- -/- - HAMP Family - - 

260 XCV2812 Neu + - - +/- +/+ -/- - ResIII Family - - 

261 XCV1311 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - TPR_3 Repeat - - 

262 XCV3386 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

263 XCV3359 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

264 XCV4142 Neu + - - +/+ +/- -/- - TonB Family - - 

265 XCV0544 Neu + - - +/+ +/- -/- - FUSC-like Domain - - 

266 XCV3954 0/-1 - - - +/+ +/- +/- - - DEAD Domain - 

267 XCV2088 Neu - - - +/- +/+ -/+ - FMO-like Family - - 

268 XCV1968 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

269 XCVb0012 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

270 XCV0746 Neu + - - +/+ +/- -/- - T2SL Family - - 

271 XCV0037 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - GATase_2 Domain - - 

272 XCV3761 Neu - - - +/+ +/- -/+ - HATPase_c Domain - - 

273 XCV2384 Neu - - - +/- +/+ +/- - Cytochrom_C Domain - - 

274 XCV2805 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

275 XCV2351 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - HTH_21 Domain - - 

276 XCV1563 Neu + - - +/+ +/- -/- - GrpE Family - - 

277 XCV2152 Neu + - - +/+ -/+ -/- - Y_Y_Y Domain - - 

278 XCV2437 Neu + - - +/- +/+ -/- - KfrA_N Family - - 

279 XCV4234 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

280 XCV3410 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

281 XCV3992 0,75/2 - - - +/- -/- -/- - YqeY domain - Lpg2359 

282 XCV1690 Neu + - - +/+ +/- -/- - CM_2 Domain - - 

283 XCV2867 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 
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284 XCV2963 Neu + - - +/+ +/- -/- - OEP Family - - 

285 XCV2323 Neu + + - +/- +/- -/- - HTH_1 Domain - - 

286 XCV0574 0/-1 - + - +/+ +/- -/- - DAHP_synth_1 Domain - - 

287 XCV2991 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - Plug Domain - - 

288 XCV4356 Neu - - - -/- +/+ +/+ - Glyco_hydro_2_N Domain - - 

289 XCV4342 Neu - - - +/+ +/+ -/+ - - - - 

290 XCV2671 Neu - - - +/- +/+ +/- - CHASE Domain - - 

291 XCV1356 Neu + - - +/+ +/- -/- - HTH_Tnp_1 Family - - 

292 XCV4220 0,75/2 - - - -/- +/- -/- - Pkinase domain - Lpg1483 

293 XCV3747 Neu - - - +/+ +/- -/+ - Cu-oxidase_3 Domain - - 

294 XCV1764 0/-1 - + - +/+ +/- -/- - FtsJ Family - - 

295 XCV1607 Neu - - - +/+ -/+ +/- - OB_RNB Domain - - 

296 XCV1746 Neu - - - -/- -/- -/+ - - DUF218 Family Lpg2628 

297 XCV4042 0/-1 - + - +/+ +/- -/- - Pkinase Domain - - 

298 XCV0252 Neu - - - +/+ +/- +/- - RF-1 Family - - 

299 XCV2610 0/-1 - - - +/+ +/+ -/- - FGE-sulfatase Domain - - 

Die Tabelle enthält Informationen über die 13 verschiedenen Sequenzeigenschaften in den 299 von S4TE vorhergesagten T4S-Substraten von Xcv. Eine genaue Erklärung zu den 
einzelnen Sequenzeigenschaften ist im Methodenteil Kapitel 2.2.6 beschrieben. +: die entsprechende Eigenschaft ist in dem jeweiligen XCV-Substrat vorzufinden; -: die 
entsprechende Eigenschaft ist nicht in dem jeweiligen XCV-Substrat vorzufinden; SIL:„sensitivity index for Legionella“; PIL: „positivity index for Legionella“; Neu: neue Kombination 
an Sequenzeigenschaften, die bisher in keinem untersuchten Legionella-T4-Effektorprotein vorzufinden ist. *: Bereits publizierte T4-Effektorproteine (Chen et al., 2010, Gomez-
Valero et al., 2011). Die Abkürzungen der homologen Proteine entsprechen Proteinen in folgenden Organismen: Lpg: Legionella pneumophila subsp. pneumophila str. Philadelphia 
1; AM: Anaplasma marginale str. St. Maries; CBU: Coxiella burnetii RSA 493; CbuK: Coxiella burnetii CbuK_Q154; BAB: Brucella melitensis biovar Abortus 2308; ECH: Ehrlichia 
chaffeensis str. Arkansas. Grau hinterlegte Spalten entsprechen der Auswahl an Substraten, die in dieser Arbeit experimentell untersucht wurden. 
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