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Zusammenfassung

Das Gram-negative Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ist der Erreger der
bakteriellen Fleckenkrankheit bei Paprika und Tomate. Fiir die Pathogenitit von X.
campestris pv. vesicatoria ist ein Typ IlI-Sekretionssystem (T3S-System) essentiell, das
sowohl die Proteinsekretion in das extrazelluldre Milieu als auch die Translokation von
Effektorproteinen in die pflanzliche Wirtszelle ermdglicht. Das T3S-System wird vom Arp-
Gencluster kodiert, welches 25 Gene umfasst, die in acht Transkriptionseinheiten
organisiert sind. Elf Gene sind in tier- und pflanzenpathogenen Bakterien konserviert (Arc -
,hrp-conserved) und kodieren vermutlich die Kernkomponenten des Sekretionsapparates.
In dieser Arbeit wurden die Hrc-Proteine HrcN und HrcU aus X. campestris pv. vesicatoria
funktionell charakterisiert. HrcN ist eine funktionale ATPase, die fiir die bakterielle
Pathogenitit essentiell ist. Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass HrcN mit dem
generellen T3S-Chaperon HpaB interagiert, welches die Sekretion von mehreren
Effektorproteinen fordert. Da HrcN einen Komplex bestehend aus HpaB und dem
Effektorprotein XopF1 unter ATP-Verbrauch dissoziiert, wurde eine Funktion von HrcN
bei der Freisetzung von HpaB-gebundenen Effektorproteinen postuliert. Die Stabilitdt von
HrceN ist abhéingig von HrcL, welches mit HrcN in vitro und in vivo interagiert. HrcN und
HrcL sind cytoplasmatische Proteine, die an das integrale Membranprotein HrcU binden
und unter T3S-induzierenden Bedingungen an den bakteriellen Membranen lokalisieren.

Das konservierte HrcU-Protein besitzt vier Transmembranhelices und eine C-terminale
cytoplasmatische Doméne, welche proteolytisch gespalten wird. Da eine Punktmutation im
Spaltstellenmotiv zu einem Funktionsverlust von HrcU fiihrt, ist die proteolytische
Spaltung vermutlich essentiell. Die C-terminale Doméne von HrcU interagiert mit dem
Kontrollprotein HpaC, welches die Sekretion von verschiedenen T3S-Substratklassen
differentiell reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Punktmutation in der C-
terminalen Domidne von HrcU den Phénotyp der ApaC-Deletionsmutante supprimiert.
HrcU ist daher vermutlich an der HpaC-vermittelten Regulation der Substratspezifitit des

T3S-Systems von X. campestris pv. vesicatoria beteiligt.



Summary

The Gram-negative bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria is the causal agent
of bacterial spot disease in pepper and tomato. Pathogenicity of X. campestris pv.
vesicatoria depends on a type III secretion system (T3S system) that mediates protein
secretion into the extracellular medium as well as translocation of effector proteins into the
plant host cell. The T3S system is encoded by the Arp gene cluster, which comprises 25
genes that are organized into eight operons. Eleven genes are conserved among animal and
plant pathogenic bacteria (hrc; hrp-conserved) and presumably encode core components of
the secretion apparatus.

In this study, the Hrc proteins HrcN and HrcU from X. campestris pv. vesicatoria were
functionally characterized. HrcN is a functional ATPase that is essential for bacterial
pathogenicity. Protein-protein interaction studies revealed that HrcN interacts with the
general T3S chaperone HpaB, which promotes the secretion of several effector proteins.
HreN dissociates a complex consisting of HpaB and the effector protein XopF1 in an ATP-
depent manner, suggesting that HrcN is required for the release of HpaB-bound effector
proteins. HrcN stability is dependent on HrcL, which interacts with HrcN both in vitro and
in vivo. HrcN and HrcL are cytoplasmic proteins that bind to the integral membrane
protein HrcU and localize to the bacterial membranes under T3S inducing conditions.

The conserved HrcU protein consists of four membrane helices and a C-terminal
cytoplasmic domain, which is proteolytically cleaved. A point mutation in the cleavage site
of HrcU leads to a loss of function, suggesting that proteolytic cleavage is essential. The C-
terminal domain of HrcU interacts with the control protein HpaC, which differentially
regulates the secretion of different T3S substrates. It was shown that a point mutation in
the C-terminal domain of HrcU suppresses the phenotype of the spaC deletion mutant,
suggesting that HrcU is involved in the HpaC-mediated regulation of the substrate

specificity of the T3S system from X. campestris pv. vesicatoria.
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Einleitung

1. Einleitung

Pflanzen sind in ihrer natiirlichen Umgebung einer Vielzahl pathogener Organismen wie
Pilzen, Insekten, Nematoden, Bakterien und Viren ausgesetzt, welche sich auf Kosten ihres
Wirtes vermehren und Krankheiten auslosen. Da sich viele Pflanzen durch eine dauerhafte
Nicht-Wirt-Resistenz gegeniiber der Mehrzahl moglicher Pathogene auszeichnen, stellt
eine erfolgreiche Infektion der Pflanze allerdings eher eine Ausnahme als die Regel dar.
Eine Besiedlung der Pflanze gelingt deshalb nur spezialisierten Pathogenen, welche
Infektionsstrategien entwickelt haben, die es ihnen erméglichen, die Abwehrmechanismen
der Pflanze zu unterlaufen. Der Befall von Nutzpflanzen durch Pathogene fiihrt weltweit
zu erheblichen Ernteverlusten. Dabei spielen auch pflanzenpathogene Bakterien eine
wichtige Rolle, welche Krankheiten wie Welke, Fiule und Nekrosen auslosen. Zu den
pflanzenpathogenen Bakterien zéhlen sowohl Vertreter Gram-positiver Gattungen wie
beispielsweise Clavibacter als auch Gram-negativer Gattungen wie Agrobacterium,
Erwinia, Pseudomonas, Xylella, Ralstonia und Xanthomonas.

Essentiell fiir die erfolgreiche Infektion eines Pathogens sind meist Sekretionssysteme, die
Virulenzfaktoren in das extrazelluldre Milieu sekretieren oder direkt in die Wirtszelle
translozieren. Unter den sekretierten Virulenzfaktoren wurden Toxine und Zellwand-
abbauende Enzyme wie Zellulasen, Xylanasen und Polygalacturonasen identifiziert
(Alfano und Collmer, 1997; Thanassi und Hultgren, 2000). Auch Exopolysaccharide
(EPS), welche die Bakterien umhiillen und zum Schutz vor Austrocknung und pflanzlichen
Giftstoffen, zur Anreicherung von Nihrstoffen und zur Adhédsion an der
Wirtszelloberfliche beitragen, stellen bei einigen pflanzenpathogenen Bakterien einen
bedeutenden Virulenzfaktor dar (Coplin und Cook, 1990; Dharmapuri und Sonti, 1999;
Kao et al., 1992). Agrobakterien sekretieren auch DNA, welche direkt in die Wirtszelle
transferiert und in das pflanzliche Genom integriert wird. Die transferierte DNA kodiert fiir
Enzyme zur Synthese pflanzlicher Hormone und spezieller Aminosduren (Opine), welche
allein von Agrobacterium metabolisiert werden konnen.

In Gram-negativen Bakterien wurden bisher sechs verschiedene Sekretionssysteme
charakterisiert, die Proteine iiber die innere und dullere bakterielle Membran sekretieren
(Kostakioti et al., 2005). Vier Sekretionssysteme sind abhidngig vom Sec-System, welches

Proteine nach Abspaltung eines N-terminalen Sekretionssignals iiber die innere bakterielle
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Membran in das Periplasma transportiert (Veenendaal et al., 2004). Von besonderer
Bedeutung fiir die Virulenz vieler pathogener Bakterien ist ein Typ III-Sekretionssystem
(T3S-System), welches bakterielle Effektorproteine direkt in die eukaryotische Wirtszelle
transportiert. T3S-Systeme wurden erstmals in dem tierpathogenen Bakterium Yersinia
spp. identifiziert (Michiels et al., 1991) und sind seither in vielen Gram-negativen tier- und
pflanzenpathogenen Bakterien als essentielle Pathogenititsfaktoren charakterisiert worden

(Cornelis und Van Gijsegem, 2000).

1.1 Das Typ III-Sekretionssystem

Der Begriff ,,T3S-System* bezieht sich sowohl auf die Translokations-assoziierten T3S-
Systeme als auch auf die Flagellum-T3S-Systeme, welche sich vermutlich von einem
gemeinsamen Vorldufer entwickelt haben (Desvaux et al., 2006; Gophna et al., 2003).
Beide T3S-Systeme bestehen aus einem strukturell konservierten membran-
durchspannenden Basalkorper, der vermutlich aus zwei Paaren miteinander verbundener
zylindrischer Ringe in der inneren und &uBleren Membran aufgebaut ist (Abb. 1-1)
(Cornelis, 2006; Yip und Strynadka, 2006). Neun Komponenten der Basalkorper von
Translokations-assoziierten und Flagellum-T3S-Systemen sind homolog zueinander
(Blocker et al., 2003).

Die Basalkorper von Translokations-assoziierten T3S-Systemen sind mit einer
extrazellularen Pilus- bzw. Nadelstruktur assoziiert (Abb. 1-1) (Ghosh, 2004; He et al.,
2004; Hueck, 1998). Im Vergleich zu den relativ kurzen Nadeln tierpathogener Bakterien
(ca. 45-80 nm) kann der Pilus des T3S-Systems pflanzenpathogener Bakterien eine Lénge
von bis zu 2 um erreichen und so vermutlich die pflanzliche Zellwand durchspannen
(Cornelis, 2006). Eine besondere extrazelluldre Struktur stellt das EspA-Filament von
enteropathogenen Escherichia coli (EPEC) dar, das eine Verldngerung der Nadel bildet
und eine Lange von bis zu 600 nm erreichen kann (Abb. 1-1) (Daniell ef al., 2001; Sekiya
et al., 2001). T3S-Systeme ermodglichen sowohl die Proteinsekretion in das extrazelluldre
Milieu als auch die Proteintranslokation in die eukaryotische Wirtszelle (Hueck, 1998).
Die Translokation erfolgt iiber das T3S-Translokon, einem postulierten kanalférmigen
Proteinkomplex, der in die Wirtszellmembran inseriert (Biittner et al., 2002; Coombes und

Finlay, 2005; Ghosh, 2004).
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Im Gegensatz zu Translokations-assoziierten T3S-Systemen, sind die Basalkorper von
Flagellum-T3S-Systemen nicht mit einer Nadel- oder Pilusstruktur assoziiert, sondern iiber
einen extrazelluldren Hakenkomplex mit dem Flagellumfilament verbunden, welches der

bakteriellen Motilitét dient (Abb. 1-1) (Macnab, 2004).

Flagellum-T3S-System Translokations-assoziierte T3S-Systeme
A B C D
Translokon Translokon
Filament ~ Translokon Filament
(Linge:5-10 uM) (Lénge: bis zu 600 nm) Pilus
(Lange: bis zu 2 uM)
Nadel

(Lange:45-80 uM)

z.B. Yersinia spp. EPEC z.B. Pseudomonas spp.
Shigella spp. Xanthomonas spp.
Salmonella spp.

Abb. 1-1: Struktureller Vergleich von Flagellum- und Translokations-assoziierten T3S-Systemen.
Schematische Darstellung des Flagellum-T3S-Systems mit extrazellulirem Haken und Filament (A) sowie
der Translokations-assoziierten T3S-Systeme, welche in tierpathogenen Bakterien mit einer extrazelluldren
Nadelstruktur (B) bzw. in enteropathogenen E. coli (EPEC) zusitzlich mit einem Filament (C), und in
pflanzenpathogenen Bakterien mit einer extrazelluliren Pilusstruktur (D) assoziiert sind. AM= #ufere
bakterielle Membran, PP = Periplasma, IM = innere bakterielle Membran. Abb. modifiziert nach Cornelis,
2006.

1.2 Substrate des T3S-Systems pflanzenpathogener Bakterien

Substrate des T3S-Systems besitzen kein abspaltbares Signalpeptid und werden ohne das
Auftreten periplasmatischer Intermediate Sec-unabhingig sekretiert (Hueck, 1998). In
pflanzenpathogenen Bakterien werden die T3S-Substrate nach ihrem Bestimmungsort in
drei Klassen unterteilt: Harpine, Effektorproteine und extrazellulire Komponenten des

T3S-Systems.
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1.2.1 Extrazelluliire Komponenten des T3S-Systems

Die Typ Ill-abhdngige Sekretion der extrazelluldiren Komponenten des T3S-Apparates,
also z.B. Bestandteile des Pilus oder des Translokons, ist vermutlich die Voraussetzung fiir
die Sekretion aller weiteren Substrate. Pilus- und Translokonproteine werden nicht in die

Pflanzenzelle transloziert.

1.2.2 Harpine

Harpine waren die ersten Proteine, welche als Substrate des T3S-Systems identifiziert
wurden (Wei et al., 1992). Sie zeichnen sich durch einen hohen Glycinanteil, das Fehlen
von Cysteinresten sowie Hitzestabilitit aus und induzieren in Nicht-Wirtspflanzen eine
unspezifische Zelltodreaktion (Alfano und Collmer, 1997; Galdn und Collmer, 1999). Sie
wurden u.a. in Pseudomonas syringae (HrpZ1, HrpW1, HopAK1 und HopPl), Erwinia
amylovora (HrpN und HrpW), Ralstonia solanacearum (PopA) und Xanthomonas
axonopodis pv. glycines (HpaG) beschrieben (Arlat et al., 1994; Charkowski et al., 1998;
He et al., 1993; Kim und Beer, 1998; Kim et al., 2004; Kvitko et al., 2007; Wel et al.,
1992). Die biologische Funktion der Harpinproteine ist weitgehend unbekannt. HrpW1 und
HopAKI1 besitzen eine C-terminale Pektatlyase-Domine, deren enzymatische Aktivitét
jedoch noch nicht nachgewiesen wurde (Charkowski et al., 1998; Kvitko et al., 2007).
HrpZ1 lokalisiert an der pflanzlichen Zellwand und kann in vitro Poren in
Lipiddoppelmembranen bilden. Es wurde daher eine Beteiligung von HrpZl an der
Translokation von Virulenzfaktoren in die Wirtszelle bzw. an der Freisetzung von
Néhrstoffen aus der Wirtszelle postuliert (Engelhardt et al., 2008; Fu et al., 2006; Lee et
al.,2001).

1.2.3 Effektorproteine

Effektorproteine werden im Gegensatz zu den Harpinen direkt in die Pflanzenzelle
transloziert und interferieren in suszeptiblen (d.h. anfélligen) Pflanzen mit zelluldren
Prozessen des Wirtes zugunsten des Pathogens. Dies ermdglicht vermutlich die
erfolgreiche Vermehrung des Pathogens in den pflanzlichen Interzellularrdumen und fiihrt
zur Auslosung von Krankheitssymptomen (Cornelis, 2002; Kjemtrup et al, 2000;
Van‘t Slot und Knogge, 2002). Mdgliche Virulenzfunktionen von Effektoren sind die
Unterdriickung der pflanzlichen Basalabwehr und spezifischer Abwehrreaktionen, die

Manipulation der pflanzlichen Genexpression, von Hormon- und anderen Signalwegen
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sowie die Modifikation von Zielproteinen der Pflanze (Grant et al., 2006). Fiir einige
Effektorproteine wurde eine enzymatische Funktion, z.B. als ADP-Ribosyltransferase
(HopUl), Tyrosinphosphatase (HopAO1), E3-Ubiquitin-Ligase (AvrPtoB) oder
Cysteinprotease (AvrPphB), nachgewiesen (Espinosa et al., 2003; Fu et al., 2007;
Rosebrock et al., 2007; Shao et al., 2002). Die Deletion einzelner Effektorgene im
korrespondierenden Bakterienstamm hat jedoch aufgrund von funktioneller Redundanz nur
in wenigen Fillen einen nachweisbaren Einfluss auf die bakterielle Virulenz (Alfano und
Collmer, 2004).

In resistenten Pflanzen konnen bestimmte Effektorproteine, welche dann als
Avirulenzproteine (Avr-Proteine) bezeichnet werden, erkannt werden, wodurch eine
Resistenzreaktion der Pflanze ausgelost wird. Entsprechend der Gen-fiir-Gen-Hypothese
wird die spezifische Wirtsresistenz haufig durch ein einzelnes Gen in der Pflanze (R-Gen,
Resistenzgen) und ein korrespondierendes Gen im Pathogen (avr-Gen, Avirulenzgen)
definiert (Flor, 1971). Das Fehlen oder die Mutation des R- oder des avr-Gens fiihrt zum
Ausfall dieses Resistenzmechanismus und ermdglicht dem Pathogen, sich in der Pflanze zu
vermehren. Die molekulare Isolierung von korrespondierenden avr- und R-Genen (z.B.
avrPto und Pto; Martin et al., 1993; Ronald et al., 1992) bestétigte die Gen-flir-Gen-
Hypothese. R-Proteine binden entweder direkt oder indirekt an Avr-Proteine oder sie
erkennen durch das Avr-Protein verursachte Modifikationen von pflanzlichen
Zielproteinen (Jones und Dangl, 2006). So interagiert das R-Protein RRS1 direkt mit dem
Avr-Protein PopP2 aus R. solanacearum, wihrend das R-Protein RPM1 die durch die Avr-
Proteine AvrRpml und AvrB aus P. syringae induzierten Phosphorylierungen des
Zielproteins RIN4 erkennt (Deslandes et al., 2003; Mackey et al., 2002). Ein weiterer
Resistenzmechanismus ist die Avr-Protein-induzierte Expression des R-Gens. So 16sen die
Avr-Proteine AvrBs3 aus Xanthomonas campestris pv. vesicatoria und AvrXa27 aus
Xanthomonas oryzae pv. oryzae eine Resistenzreaktion aus, indem sie die Expression der
korrespondierenden R-Gene Bs3 bzw. Xa27 aktivieren (Gu et al., 2005; Romer et al.,
2007). Im Fall von AvrBs3 wurde eine direkte Bindung an den Bs3-Promotor gezeigt
(Romer et al., 2007). Wiahrend die meisten isolierten R-Gene Proteine mit einer
konservierten Nukleotidbindestelle (NBS) und Leucin-reichen Sequenzwiederholungen
(LRR, ,leucine rich repeats) im C-terminalen Bereich kodieren (DeYoung und Innes,

2006), besitzt Bs3 Homologie zu Flavin-Monooxygenasen (Romer et al., 2007).
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1.3 T3S-Signale

Im Gegensatz zu den gut charakterisierten Signalsequenzen Sec-abhdngig sekretierter
Proteine konnte die Natur des T3S-Signals trotz intensiver Forschung bisher nicht
vollstindig geklart werden (Nielsen et al, 1997). Die Tatsache, dass -einige
Effektorproteine von Translokations-assoziierten T3S-Systemen und Flagellum-T3S-
Systemen heterolog sekretiert werden kdnnen, sprechen aber fiir das Vorhandensein eines
generellen Sekretionssignals (Anderson ef al., 1999; Lee und Galan, 2004; Rossier ef al.,
1999; Subtil et al., 2001; Young und Young, 2002; Young et al., 1999). Die Art des
Signals wird noch immer kontrovers diskutiert: ein Signal im N-terminalen Bereich des
Proteins oder im 5’-Bereich der mRNA, welches einen kotranslationalen Transport
bedingen wiirde. Diese Kontroverse liegt in der groBen Variabilitit und geringen
Konservierung des T3S-Signals begriindet.

Fir die Hypothese eines Sekretionssignals im 5’-Bereich der mRNA spricht, dass
Leserastermutationen in den ersten Codons der Effektorgene yopE, yopN und yopQ aus
Yersinia spp., welche die mRNA-Struktur kaum, aber die Aminosduresequenz stark
verdnderten, zu funktionalen Sekretionssignalen fithrten (Anderson et al., 1999; Anderson
und Schneewind, 1997; Anderson und Schneewind, 1999; Ramamurthi und Schneewind,
2002; Ramamurthi und Schneewind, 2003). Ein mRNA-Signal wurde auch fiir Effektoren
aus pflanzenpathogenen Bakterien postuliert, u.a. fiir AvrB und AvrPto aus P. syringae
sowie fiir AvrBs2 aus X. campestris pv. vesicatoria (Anderson et al., 1999; Mudgett et al.,
2000).

Gegen ein mRNA-Signal und fiir ein Sekretionssignal auf Proteinebene sprechen Studien,
bei denen die Funktion des Signals durch Mutationen, welche die mRNA-Struktur, aber
nicht die Aminosiuresequenz verdnderten, nicht beeintrdchtigt wurde (Lloyd et al., 2001b;
Lloyd et al., 2002; Schesser et al., 1996; Sory et al., 1995). So hatten Mutationen des
YopE-Sekretionssignals, welche 17 von 27 Codons verdnderten, aber die Aminosiure-
abfolge intakt lieBen, keinen Einfluss auf die YopE-Sekretion (Lloyd et al., 2001b).
AuBerdem ldsst sich die schnelle Translokation, welche fiir die Effektoren YopH aus
Yersinia pseudotuberculosis und SipA aus Salmonella typhimurium bereits zehn Sekunden
nach der Aktivierung des T3S-Systems nachweisbar ist, zeitlich nicht durch einen
kotranslationalen Transport erkliren (Andersson et al., 1999; Schlumberger et al., 2005;

Wilharm et al., 2007). Studien zahlreicher Effektorproteine aus P. syringae und Yersinia
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spp. weisen darauf hin, dass ein amphipathischer Charakter der N-terminalen 50
Aminosduren von Bedeutung ist (Guttman et al., 2002; Lloyd et al., 2002; Petnicki-
Ocwieja et al., 2002; Schechter et al., 2004). Fiir Effektoren aus P. syringae sind weiterhin
ein hoher Gehalt an Serinresten und das Fehlen saurer Aminosdurereste an den Positionen
1 bis 12 charakteristisch (Guttman et al., 2002; Petnicki-Ocwieja et al., 2002). Diese
Merkmale sind jedoch nicht allgemein giiltig fiir Effektoren verschiedener Bakterienarten
(Alfano und Collmer, 2004; Roden et al., 2004).

Effektorproteine  besitzen  vermutlich  zusdtzlich zum  Sekretionssignal  ein
Translokationssignal innerhalb der ersten 50 bis 100 Aminosduren, welches den Transport
iiber die Wirtszellmembran vermittelt (Ghosh, 2004; Guttman et al., 2002; Lloyd et al.,
2001b; Petnicki-Ocwieja et al., 2002). Haufig ist dies auch die Bindestelle von T3S-
Chaperonen (Parsot ef al., 2003).

1.4 T3S-Chaperone

Die Stabilitdit und/oder effiziente Sekretion zahlreicher T3S-Substrate ist von
cytoplasmatischen T3S-Chaperonen abhingig, welche sowohl in tier- als auch in
pflanzenpathogenen Bakterien identifiziert wurden (He er al, 2004). T3S-Chaperone
binden hiufig an N-terminale, direkt hinter dem Sekretionssignal liegende Bereiche ihrer
Substrate, halten dadurch das Signal exponiert und erleichtern somit die Sekretion ihrer
Substrate (Boyd et al., 2000; Lloyd et al., 2001a; Parsot et al., 2003). T3S-Chaperone
zeichnen sich durch ein geringes Molekulargewicht (ca. 14 bis 19 kDa) und einen
niedrigen isoelektrischen Punkt (pI = 4 bis 5) aus, weisen untereinander aber nur wenig
Sequenzhomologie auf (Feldman und Cornelis, 2003; Wattiau et al., 1996). Hinsichtlich
threr Funktion und Struktur lassen sich T3S-Chaperone in mindestens fiinf Klassen
unterteilen (Wilharm et al., 2007). Die Mehrzahl der T3S-Chaperone bindet an ein
einzelnes, spezifisches Effektorprotein und zdhlt zur Klasse IA. In der Regel ist das
Chaperon dabei in unmittelbarer Ndhe des entsprechenden Effektorgens kodiert.
Kristallstrukturen von Klasse IA-Chaperonen, u.a. fiir SicP und SigE (Sa/monella spp.),
SycE, SycH, SycN/YscB und SycT (Yersinia spp.) sowie AvrPphF ORF1 (P. syringae)
zeigen, dass Klasse IA-Chaperone als Dimere agieren und trotz geringer Sequenzidentitit

untereinander (ca. 20%) dhnlich gefaltet sind (Birtalan und Ghosh, 2001; Buttner et al.,
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2005; Evdokimov et al., 2002; Locher et al., 2005; Luo et al., 2001; Phan et al., 2004;
Schubot et al., 2005; Singer et al., 2004; Stebbins und Galan, 2001a; Trame und McKay,
2003). Klasse IB-Chaperone interagieren mit mehreren, zueinander nicht homologen
Effektorproteinen. Vertreter dieser Klasse sind u.a. Spal5 (Shigella flexneri), InvB
(Salmonella spp.) und CesT (EPEC) (Ehrbar et al., 2003; Lilic et al., 2006; Page et al.,
2002; Parsot et al., 2005; Thomas et al., 2005). Translokonproteine des T3S-Systems
besitzen haufig ihre eigenen Chaperone, welche zur Klasse 11 gezdhlt werden. Hierzu zéhlt
z.B. IpgC aus S. flexneri, welches an die beiden Translokonkomponenten IpaB und IpaC
bindet und somit deren vorzeitige Interaktion verhindert (Ménard et al., 1994). Chaperone
des Flagellum-T3S-System reprisentieren die Klasse Il (Evdokimov et al., 2003). CesA,
das Chaperon des Filamentproteins EspA aus enteropathogenen E. coli und YscE, das
Chaperon des Nadelproteins YscF aus Yersinia spp. unterscheiden sich strukturell von
Vertretern anderer Klassen und werden daher als Klasse IV- bzw. Klasse V-Chaperone
bezeichnet (Phan et al., 2005; Yip et al., 2005).

T3S-Chaperone stabilisieren nicht nur ihre jeweiligen Substrate, sondern verhindern
vorzeitige Interaktionen ihrer Substrate untereinander, bewahren Effektorproteine durch
teilweise Entfaltung in einem sekretionskompetenten Zustand und vermitteln die
Substraterkennung durch das T3S-System (Cheng und Schneewind, 2000; Cornelis und
Van Gijsegem, 2000; Luo ef al., 2001; Page und Parsot, 2002; Stebbins und Galan, 2001b).
In Yersinia spp. wurden Hinweise darauf gefunden, dass T3S-Chaperone auch an der
Etablierung einer hierarchischen Ordnung der Effektorproteinsekretion beteiligt sein

konnten (Boyd et al., 2000; Wulff-Strobel et al., 2002).

1.5 Das Modellsystem Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Gram-negative pflanzenpathogene Bakterien der Gattung Xanthomonas verursachen
Krankheiten an mehr als 120 monokotyledonen und 260 dikotyledonen Pflanzenarten,
welche mit chlorotischen und nekrotischen Lésionen, Welke und Féule einhergehen
(Young et al., 1992). Der Befall von wirtschaftlich bedeutenden Nutzpflanzen wie Tomate,
Reis, Kohl, Soja und Paprika fiihrt zu teilweise erheblichen Ernteausfillen und ist
beispielsweise auf Infektionen durch Xanthomonas campestris pv. campestris, der Erreger

der Adernschwirze (,,black rot*) in zahlreichen Brassica-Arten, Xanthomonas axonopodis
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pv. citri, der Erreger des Citruskrebs (,,citrus canker®) in einer Vielzahl von Citrus-Arten
und X. oryzae pv. oryzae, der Erreger der bakteriellen Féaule (,,bacterial blight*) in Reis,
zuriickzufiihren (Baker ef al., 1997).

Eines der Modellsysteme zum Studium der molekularen Interaktion zwischen bakteriellen
Pflanzenpathogenen und ihren Wirtspflanzen ist X. campestris pv. vesicatoria, das auch als
X. euvesicatoria (Jones et al., 2004) oder X. axonopodis pv. vesicatoria bezeichnet wird
(Vauterin et al., 2000). Es verursacht die bakterielle Fleckenkrankheit (,,bacterial spot
disease®) bei Tomate (Solanum lycopersicum) und Paprika (Capsicum spp.) (Abb. 1-2 A-
D) und richtet besonders in Anbaugebieten mit feucht-warmem Klima erheblichen
Schaden an (Agrios, 2005). Die Bakterien dringen iiber natiirliche Offnungen wie Stomata
oder Verwundungen in das pflanzliche Gewebe ein und vermehren sich lokal im

Apoplasten (Abb. 1-2 E). Eine systemische Ausbreitung der Bakterien findet nicht statt.

wassrige
Bésion

Abb. 1-2: X. campestris. pv. vesicatoria ist der Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit bei Paprika
und Tomate. Symptome der bakteriellen Fleckenkrankheit auf Bldttern und Friichten von Paprika (A und C)
und Tomate (B und D). (E) Rasterelektronische Aufnahme von X. campestris. pv. vesicatoria im
Interzellularraum eines Paprikablattes. Die Bakterien sind eingebettet in das Exopolysaccharid Xanthan. Der
Balken entspricht 1 pm. (F) Laborphénotypen, die durch die Infiltration mit hohen Bakterientitern (10’-10®
Zellen/ml) hervorgerufen werden. Die HR (hypersensitive Reaktion) wurde durch einen avirulenten, die
wissrigen Lasionen durch einen virulenten Stamm ausgeldst. Bildquellen: (A-D) Clemson University, USDA
Cooperative Extension Slide series images, www.forestryimages.org; (E) G. Hause und D. Giirlebeck,
Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg.

In suszeptiblen Pflanzen kann sich X. campestris pv. vesicatoria in den Interzellularrdumen
der Pflanze vermehren und Krankheitssymptome auslosen, makroskopisch in Form von
wissrigen Lédsionen (WL) sichtbar, welche durch ein feucht erscheinendes Blattgewebe im
infizierten Bereich gekennzeichnet sind und spiter nekrotisch werden (Abb. 1-2 F). In
diesem Fall spricht man von einer kompatiblen Interaktion zwischen virulenten Bakterien

und suszeptiblem Wirt. In resistenten Pflanzen kann jedoch eine Vermehrung von X.
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campestris pv. vesicatoria durch eine Abwehrreaktion verhindert werden, welche durch
eine R-Gen-vermittelte Erkennung von Avr-Proteinen ausgeldst wird und mit der Induktion
einer hypersensitiven Reaktion (HR - ,hypersensitive response®) verbunden ist. Dabei
handelt es sich um einen schnellen, lokal begrenzten, programmierten Zelltod des
pflanzlichen Gewebes an der Infektionsstelle, der die weitere Vermehrung der Bakterien
verhindert (Klement, 1982). Dieser Zelltod betrifft bei einer natiirlichen Infektion meist
nur wenige Zellen und ist makroskopisch nicht sichtbar. Durch Inokulation groferer
Blattbereiche mit hohen Bakterientitern (10’-10° Zellen/ml) ldsst sich die HR als eine
rdumlich scharf begrenzte Nekrose verdeutlichen (Abb. 1-2 F). Man spricht von einer
inkompatiblen Interaktion zwischen avirulenten Bakterien und resistentem Wirt. Bekannte
Gen-filir-Gen-Interaktionen zwischen avr-Genen aus X. campestris pv. vesicatoria und R-
Genen aus Paprikakultivaren sind in Tabelle 1-1 zusammengefasst. Die R-Gene Bs2 und
Bs3 aus Paprika sowie Bs4 aus Tomate vermitteln eine Resistenz gegen X. campestris pv.
vesicatoria-Staimme, welche avrBs2, avrBs3 bzw. avrBs4 translozieren, und wurden

bereits kloniert (Romer et al., 2007; Schornack et al., 2004; Tai et al., 1999).

Tabelle 1-1: Interaktionen von X. campestris pv. vesicatoria-Stimmen mit fast-isogenen

Parikakultivaren.
X. campestris Parikakultivare”
pVv. vesicatoria- bekannte avr-Gene® ECW ECW-10R ECW-20R ECW-30R
Stamm (Bsl) (Bs2) (Bs3)
85-10 avrBsl WL HR HR WL
82-8 avrBs3, avrBs4, avrRxv WL WL HR HR
75-3 avrBsl1, avrBsT, avrRxv HR HR HR HR

*avrBs?2 ist in allen X. campestris pv. vesicatoria-Stimmen enthalten.
PECW= ,.Early Californian Wonder*; HR = hypersensitive Reaktion; WL = wissrige Lasionen; AvrBsT
wird von allen angegebenen Paprikakultivaren erkannt.

Die ersten Effektorproteine von X. campestris pv. vesicatoria wurden durch ihre
Avirulenzaktivitdt in resistenten Pflanzen identifiziert. Die transiente Expression von Avr-
Proteinen, wie z.B. AvrBs3, in resistenten Pflanzen, 16ste eine Resistenzreaktion aus und
brachte so erste Hinweise auf einen direkten Transport dieser Proteine in die Pflanzenzelle
(Van den Ackerveken et al., 1996). Spiter konnte die Typ IlI-abhidngige Translokation
auch immuncytochemisch und iiber Reporterproteine, wie z.B. die Calmodulin-abhéngige

Adenylat-Cyclase-Doméine (Cya) und das im Sekretions- und Translokationssignal

10



Einleitung

deletierte AvrBs3-Derivat AvrBs3A2 nachgewiesen werden (Casper-Lindley et al., 2002;
Szurek et al., 2002).

Bislang wurden durch genomische Sequenzanalysen und Reporterprotein-basierte
Translokationstests im X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 mehr als 15

Effektorproteine identifiziert (Tabelle 1-2) (Thieme et al., 2005).

Tabelle 1-2: Bekannte Effektorproteine aus X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10.

Effektorprotein Vorhergesagte Funktion/ Motive” Referenz

AvrBsl unbekannt (Escolar et al., 2001,
O'Garro et al., 1997)

AvrBs2 Phosphodiesterase (Kearney und Staskawicz,
1990; Mudgett et al., 2000)
AvrRxv Protease, AvrRxv/YopJ-Familie (Escolar et al., 2001,

Whalen et al., 1993)
HpaA unbekannte Funktion in der Pflanze; fordert Sekretion ~ (Huguet et al., 1998; Lorenz
von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen etal.,2008a)

XopB homolog zu HopD1 (AvrPphD) (Noél et al., 2001)

XopC Phosphoribosyltransferase, (Noél et al., 2003; Roden et
Phosphatase-Motiv al.,2004)

XopD SUMO-Protease (Hotson et al., 2003; Noél et

al.,2002)

XopE1 Transglutaminase, Myristoylierungsmotiv, (Thieme et al., 2007)
HopX-Familie

XopE2 Transglutaminase, Myristoylierungsmotiv, (Thieme et al., 2007)
HopX-Familie

XopF1 unbekannt (Roden et al., 2004)

XopF2 unbekannt (Roden et al., 2004)

XopJ Protease, AvrRxv/YopJ-Familie (Noél et al., 2003)

XopN unbekannt (Roden et al., 2004)

XopO unbekannt (Roden et al., 2004)

XopP unbekannt (Roden et al., 2004)

XopQ Nukleosid-Hydrolase, homolog zu HopQ1 (Roden et al., 2004)

XopX unbekannt (Metz et al., 2005)

* Vorhergesagte Funktion und Homologie zu bekannten Effektorproteinen von P. syringae.
Die Nomenklatur der Effektorproteine folgt Lindeberg ef al., 2005. Xop = ,, Xanthomonas outer protein‘.

Es ist bemerkenswert, dass der Stamm 85-10 kein homologes Protein der AvrBs3-
Effektorfamilie kodiert, welche typisch fiir Xanthomonaden ist (Thieme et al, 2005).
AvrBs3 ist das am besten charakterisierte Effektorprotein von X. campestris pv.
vesicatoria und verursacht in suszeptiblen Pflanzen eine Hypertrophie, d.h. eine
VergroBlerung von Mesophyllzellen (Bonas et al., 1989; Kay et al., 2007; Marois et al.,
2002). Im Zellkern der Wirtszelle induziert AvrBs3, welches typische Motive eines

eukaryotischen = Transkriptionsfaktors wie eine saure Aktivierungsdomédne und
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Kernlokalisierungssequenzen aufweist, die Expression von UPA-Genen (UPA -
,upregulated by AvrBs3“). Einige UPA-Gene kodieren mogliche a-Expansine und Auxin-
induzierte Proteine, die eine Rolle bei der ZellvergroBerung spielen konnten (Marois et al.,
2002).

Der Virulenzfaktor HpaA besitzt ebenso funktionale Kernlokalisierungssequenzen (Huguet
et al., 1998). Die Virulenzfunktion von HpaA ist jedoch vermutlich nicht von der
Kernlokalisierung abhéngig, sondern vielmehr auf die Beteiligung von HpaA an der Typ
[II-abhéngigen Sekretion zurlickzufithren (Lorenz et al., 2008a). So ist HpaA fiir die
effiziente in vitro-Sekretion von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen essentiell
(Lorenz et al., 2008a). HpaA hat daher vermutlich eine duale Funktion als Effektorprotein
und T3S-Kontrollprotein.

1.6 Das T3S-System von X. campestris pv. vesicatoria

Die Translokation aller bekannten Effektorproteine von X. campestris pv. vesicatoria wird
durch das T3S-System vermittelt. Das T3S-System von X. campestris pv. vesicatoria wird
von einer 23 kb groen chromosomalen Region, dem Arp-Gencluster (hrp - ,,hypersensitive
response and pathogenicity*), kodiert (Abb. 1-3) (Bonas et al., 1991; Biittner et al., 2007;
Weber et al., 2007). Das hrp-Gencluster wird von einem mobilen genetischen Element und
einem tRNA-Gen flankiert und besitzt damit typische Merkmale einer Pathogenitétsinsel
(Noél et al., 2002).

Q0
2
hrpA hrpB hrpC hrpD  hrpE XQ xopF1  hrpF
@é@c T NL J U V QRS D
B7 B4 B2B1 D6E F

c A BE ID

Abb. 1-3: Schematische Darstellung des hrp-Genclusters von X. campestris pv. vesicatoria. Das hrp-
Gencluster besteht aus acht Transkriptionseinheiten und wird von einem Insertionselement (IS) und einem
tRNA-Gen begrenzt. hrc-, hrp- und hpa-Gene sind blau, hellblau bzw. gelb unterlegt. Gene, welche
Effektorproteine kodieren, sind rot unterlegt. Angegeben sind auch die jeweiligen Genbezeichnungen. Pfeile
geben die Transkriptionsrichtung an. HpaA erfiillt moglicherweise eine duale Funktion als Effektor- und
T3S-Kontrollprotein (Lorenz ef al., 2008a).
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Regulation der Arp-Genexpression

Die Expression der Komponenten des T3S-Apparates erfolgt nicht konstitutiv, sondern
wird in der Pflanze oder in einem speziellen Minimalmedium nach Perzeption eines noch
unbekannten extrazelluldren Signals induziert (Schulte und Bonas, 1992; Wengelnik et al.,
1996b). An der Regulation der 4rp-Gene sind HrpG und HrpX beteiligt, welche auBerhalb
des hrp-Genclusters kodiert sind. HrpG, der iibergeordnete Transkriptionsaktivator, ist
homolog zu Response-Regulatoren von Zwei-Komponenten-Signaltransduktionssystemen
der OmpR-Familie (Wengelnik et al., 1996b). Eine postulierte Sensorkinase, die HrpG
durch Phosphorylierung aktiviert, konnte bislang nicht identifiziert werden. Die Isolierung
einer Punktmutante in hrpG (E44K), die zu einem konstitutiv aktiven HrpG-Protein
(HrpG*) fiihrte, ermoglicht die Analyse der Typ IlI-abhéngigen Sekretion in vitro (Rossier
et al., 1999; Wengelnik et al., 1999). HrpG induziert die Expression von hrpA und hrpX,
welches einen Transkriptionsaktivator der AraC-Familie kodiert und die Expression der
Gene der Operone in der Region von hrpB bis hrpF positiv reguliert (Abb. 1-4)
(Wengelnik und Bonas, 1996).

extrazellulares Signal

hrpX a

= = =) =) 0n) 55) ¢ =)

hrpA hrpB hrpC  hrpD  hrpE hpaB xopF1 hrpF

Abb. 1-4: Modell der Regulation des #rp-Genclusters von X. campestris pv. vesicatoria. Ein unbekannter
Sensor erkennt ein extrazelluldres Signal und aktiviert den Transkriptionsaktivator HrpG, vermutlich durch
Phosphorylierung (P). Aktiviertes HrpG induziert die Expression von hrpA, hrpX und weiterer nicht
charakterisierter Gene (a). HrpX aktiviert die Operone in der Region von ArpB bis hrpF sowie weitere Gene
(b), die u.a. Effektorproteine kodieren. PIP (,plant inducible promotor<)-Boxen sind als gelbe Kreise
dargestellt.

13



Einleitung

Durch Transkriptionsanalysen konnte ein genomweites HrpG/HrpX-Regulon identifiziert
werden, zu dem u.a. einige Effektorproteine und weitere Virulenzfaktoren gehdren (Noél et
al., 2001). Viele HrpX-regulierte Gene weisen ein konserviertes Promotorelement mit der
Konsensussequenz TTCG-N,-TTCG auf, die sogenannte PIP-Box (PIP - ,,plant inducible
promotor®), an die HrpX bindet (Koebnik ef al., 2006). PIP-Box-dhnliche Sequenzen
wurden nicht nur in X. campestris pv. vesicatoria, sondern auch in anderen
Xanthomonaden sowie in R. solanacearum gefunden (Da Silva et al., 2002; Fenselau und

Bonas, 1995; Lee et al., 2005; Salanoubat ef al., 2002).

Organisation des Arp-Genclusters

Das hrp-Gencluster umfasst 25 Gene, welche in acht Transkriptionseinheiten organisiert
sind und neben den Strukturkomponenten des T3S-Apparates auch T3S-Kontrollproteine
sowie zwei Effektorproteine kodieren (Bonas et al., 1991; Biittner et al., 2007; Weber et
al., 2007). Durch DNA-Sequenzanalysen und die Charakterisierung nicht-polarer
Mutanten wurden drei Genklassen identifiziert, welche als Arp, hrc (,,hrp conserved) und
hpa (,,hrp associated) bezeichnet werden. hrp-Gene sind essentiell fiir die Pathogenitit
von X. campestris pv. vesicatoria und kodieren vermutlich Komponenten des T3S-
Systems, welche nicht in allen tier- und pflanzenpathogenen Bakterien konserviert sind.
hrc-Gene kodieren die in tier- und pflanzenpathogenen Bakterien konservierten und daher
wahrscheinlich grundlegenden Komponenten des Sekretionsapparates und sind fiir die
Auslosung von Krankheitssymptomen in suszeptiblen Pflanzen und fiir die Induktion der
HR in resistenten Pflanzen essentiell. Die Buchstabenkennzeichnung entspricht der
Bezeichnung fiir die homologen ysc-Gene (ysc - ,,Yersinia secretion®) aus Yersinia spp.
(Bogdanove et al., 1996). hpa-Gene iiben einen mehr oder weniger starken modulierenden
Einfluss auf die Wirt-Pathogen-Interaktion aus, sind jedoch mit Ausnahme von hpaB fiir
die bakterielle Pathogenitdt nicht essentiell (Biittner et al., 2004; Biittner et al., 2006;
Huguet ef al., 1998).
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1.7 Funktion der im Arp-Gencluster kodierten Proteine

1.7.1 Konservierte Komponenten des T3S-Systems

Die 11 Hrc-Proteine bilden wahrscheinlich die Kernkomponenten des Sekretionsapparates

und zeigen (mit Ausnahme von HrcC und HrcD) auch Homologie zu Komponenten des
Flagellum-T3S-Systems (Abb. 1-5; Tabelle 1-3) (Aizawa, 2001; Desvaux et al., 2006;
Gophna et al., 2003; He et al., 2004; Nguyen et al., 2000; Tampakaki et al., 2004).

CYp

rﬁ'f 'WI T

UL

ZW

HrcC
N\

A Yﬁ ﬁ (T
1T T

PP

M IM

CYb

T
(AL

HrcT
HrcS \ N\

it

HrcU 7
HreclL

T

T

MM ‘DJ

S ffifi
Y

Trans okon

Hrp-Pilus

_fﬁ“"ﬂ’r’?’f

gl

mm

Abb. 1-5: Modell des T3S-Systems von X.
campestris pv. vesicatoria.

Der Basalkorper des T3S-Systems von X.
campestris pv. vesicatoria wird von den
konservierten Proteinen HrcC, D, J, L, N, Q,
R, S, T, U und V gebildet. Der Hrp-Pilus ist
aus Untereinheiten von HrpE aufgebaut. Das
Translokon besteht vermutlich aus HrpF und
dem in der flankierenden Region des hrp-
Genclusters kodierten XopA.

CY b = bakterielles Cytoplasma, CY p =
pflanzliches Cytoplasma, IM = innere
bakterielle Membran, AM = HuBere
bakterielle Membran, PP = Periplasma, PM =
Plasmamembran, ZW = pflanzliche Zell-
wand.

HrcC gehort zur Familie der Sekretine und ist die einzige Komponente des T3S-Systems

von X. campestris pv. vesicatoria, die in der dulleren Membran lokalisiert ist (Wengelnik et

al., 1996a). Sekretine Gram-negativer Bakterien formen homooligomere, ringformige

Strukturen aus 12-14 Untereinheiten, die Poren in der d&uleren Membran bilden (Burghout

et al., 2004; Koster et al., 1997).

Hrcl gehort zur YscJ-Familie von Lipoproteinen, deren Mitglieder durch eine N-terminal

gebundene Fettsdure und iiber eine C-terminale Transmembranhelix (TMH) mit der

periplasmatischen Seite der inneren Membran verankert sind (Blocker ef al., 2001; Silva-

Herzog et al., 2008). Fiir die HrcJ-homologen Proteine MxiJ aus S. flexneri und PrgK aus

S. typhimurium wurde gezeigt, dass sie am Aufbau der inneren Ringe des T3S-Apparates
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beteiligt sind (Kubori et al., 1998; Tamano et al., 2000). Mitglieder der YscJ-Familie
bilden supramolekulare Strukturen aus 24 - 26 Monomeren und verbinden vermutlich die
ringférmigen Proteinkomplexe der inneren und &ufleren Membran (Suzuki ef al., 2004; Yip
et al., 2005). Eine Interaktion von MxiJ mit dem Sekretin MxiD konnte bereits gezeigt
werden (Schuch und Maurelli, 2001). Neben HrcJ sind auch HrcD, HrcR, HrcS, HrcT,
HrcU und HrcV in der inneren Membran lokalisiert (Berger, 2005; Cornelis, 2006; Yip
und Strynadka, 2006). HrcD gehort zur am schwiéchsten konservierten Proteinfamilie,
deren Funktion noch ungeklért ist, und besitzt eine TMH, eine cytoplasmatische und eine
periplasmatische Doméne (Berger, 2005). HrcR, HrcS und HrcT sind homolog zu FliP,
FliQ und FliR, welche vermutlich den zentralen Exportkanal des Flagellum-T3S-Systems
in der inneren Membran bilden (Aizawa, 2001). Membrantopologiestudien zeigten, dass
HrcR vier, HrcS und HrcT dagegen jeweils eine TMH aufweisen. Die drei Proteine
besitzen je eine periplasmatische, sowie HrcS zusitzlich eine cytoplasmatische Doméne
(Berger, 2005).

HrcU und HrcV gehdren zu den am stérksten konservierten Komponenten des T3S-
Apparates. HrcU ist ein Mitglied der FIhB/YscU-Familie und besitzt vier TMHs und eine
C-terminale cytoplasmatische Doméne (Berger, 2005). Fiir FIhB des Flagellum-T3S-
Systems konnte gezeigt werden, dass es am Wechsel der Sekretion von
Hakenkomponenten zu Filamentproteinen beteiligt ist (Hirano ef al., 1994; Williams et al.,
1996). YscU aus Yersinia spp. ist in die zeitliche Regulation der Sekretion von Nadel- und
Effektorproteinen involviert (Edqvist et al., 2003). Mitglieder der FIhB/YscU-Familie
konnten demnach die Substratspezifitit des Sekretionsapparates kontrollieren. HrcV besitzt
10 TMHs und eine C-terminale cytoplasmatische Domédne (Berger, 2005). Das HrcV-
Homolog FlIhA des Flagellum-T3S-Systems interagiert mit mehreren cytoplasmatischen
und membranstindigen Komponenten des Sekretionsapparates (McMurry et al., 2004). Die
genaue Funktion HrcV-homologer Proteine ist nicht bekannt.

Bei HrcQ, HrcL und HrcN handelt es sich laut Strukturvorhersagen um cytoplasmatische
Proteine. HrcQ gehort zur YscQ-Familie, deren Mitglieder vermutlich eine multimere
Plattform an der cytosolischen Seite der inneren Membran bilden, die der Rekrutierung
anderer Komponenten des T3S-Systems dient (Cornelis, 2006; Morita-Ishihara et al.,
2006). HrcN besitzt Homologie zur p-Untereinheit von FoF;-ATPasen und ist daher
vermutlich an der Energetisierung des Sekretionsprozesses beteiligt. T3S-assoziierte

ATPasen bilden einen hexameren bzw. dodecameren Ring, der vermutlich durch
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Interaktionen mit konservierten Komponenten des T3S-System mit der inneren Membran
assoziiert ist (Claret et al., 2003; Minamino und MacNab, 2000b; Pozidis et al., 2003;
Savvides et al., 2003; Zhu et al., 2002). Die ATPasen Flil aus Salmonella enterica und

YscN aus Yersinia spp. interagieren mit den HrcL-homologen Proteinen FliH bzw. YscL,

welche in vitro die ATPase-Aktivitdt negativ regulieren. HrcL konnte daher als Regulator

einer moglichen ATPase-Funktion von HrcN fungieren.

Tabelle 1-3: Konservierte Komponenten des T3S-Systems von X. campestris pv. vesicatoria.

Homologie" mogliche Lok.° Referenz
Xev Translokations-assoziiertes Flagellum- Funktion
T3S-System T3S-System

HrcC  YscC (Yersinia spp.) Sekretin AM  (Burghout et al., 2004;
MxiD (Shigella spp.) Wengelnik et al., 1996a)
InvG (Salmonella spp.)

Hrel  Yscl (Yersinia spp.) FIiF Lipoprotein  IM  (Rossier et al., 2000;
MxilJ (Shigella spp.) Silva-Herzog et al., 2008)
Prgk (Salmonella spp.)
Escl (EPEC)

HreD  YscD (Yersinia spp.) unbekannt IM  (Marlovits et al., 2004)
PrgH (Salmonella spp.)

HrcR  YscR (Yersinia spp.) FliP unbekannt IM  (Fanetal., 1997; Ohnishi
EscR (EPEC) etal, 1997)

HreS  YscS (Yersinia spp.) FliQ unbekannt IM  (Minamino und Macnab,
EscS (EPEC) 1999; Ohnishi et al., 1997)

HreT  YscT (Yersinia spp.) FliR unbekannt IM  (Fanetal., 1997; Ohnishi
EscT (EPEC) etal, 1997)

HrcU  YscU (Yersinia spp.) FIhB Substrat- IM  (Allaoui et al., 1994;
Spa40 (Shigella spp.) erkennung Minamino und MacNab,
SpaS (Salmonella spp.) 2000b; Zenk et al., 2007)
EscU (EPEC)

HreV  YscV (Yersinia spp.) FIhA unbekannt IM  (Saijo-Hamano et al.,
InvA (Salmonella spp.) 2004)

HrcQ  YscQ (Yersinia spp.) FIliM/FIiN unbekannt CY (Fadouloglou et al., 2004;
HrcQ (Pseudomonas spp.) Gonzalez-Pedrajo et al.,

2006)

HrcL  YscL (Yersinia spp.) FliH ATPase- CY (Blaylock et al., 2006;
MxiN (Shigella spp.) Regulator McMurry et al., 2006)

HreN  YscN (Yersinia spp.) Flil ATPase CY (Pozidis et al., 2003;
InvC (Salmonella spp.) Rossier et al., 2000)
HrcN (Pseudomonas spp.)

a . . .
Xcv =X. campestris pv. vesicatoria.

b Homologie zu Komponenten des Translokations-assoziierten T3S-Systems bzw. des Flagellum-T3S-
Systems von S. typhimurium.

¢ Lok. = subzellulire Lokalisierung. Angaben zur Lokalisierung nach Yip und Strynadka (2006) und den
angegebenen Referenzen. AM = duBere Membran; IM = innere Membran; CY = Cytoplasma.
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1.7.2 Nicht-konservierte Komponenten des T3S-Systems

Die Funktion einiger nicht-konservierter Komponenten des T3S-Systems von X.
campestris pv. vesicatoria (HrpB1, HrpB2, HrpB4, HrpB7, HrpD6, HrpE und HrpF)
wurde geklirt (Tabelle 1-4). HrpE, HrpB2 und HrpF sind essentielle Pathogenitétsfaktoren,
welche selbst Typ IlI-abhingig sekretiert, jedoch vom Wildtyp-Stamm nicht transloziert
werden. Sie stellen daher vermutlich extrazelluldre Bestandteile des T3S-Systems dar.
HrpE wurde durch die Proteinanalyse von gereinigten Hrp-Pili und Immun-
elektronenmikroskopie als Hauptkomponente des Hrp-Pilus identifiziert (Weber et al.,
2005). Ob HrpB2, welches fiir die Bildung des Hrp-Pilus essentiell ist (Weber et al., 2005),
eine weitere Piluskomponente darstellt, ist noch ungeklédrt. HrpF besitzt keinen Einfluss
auf die in vitro-Sekretion von T3S-Substraten, ist jedoch fiir die Translokation von
Effektorproteinen essentiell (Rossier et al., 2000). HrpF fiihrt zur Porenbildung in
Lipiddoppelschichten und stellt vermutlich die Hauptkomponente des Translokons dar
(Biittner et al., 2002). Eine weitere Komponente des Translokons bildet moglicherweise
XopA, welches in der flankierenden Region des Arp-Genclusters kodiert wird und Typ III-
abhéngig sekretiert, jedoch nicht transloziert wird (Noél et al., 2002). Die Deletion von
xopA fiihrt zu einer Beeintriachtigung der Effektorproteintranslokation in die Pflanzenzelle,
hat aber keinen Einfluss auf die in vitro-Sekretion von T3S-Substraten (Noél et al., 2002).
XopA ist homolog zu Hpal aus X. oryzae pv. oryzae und zum Harpin HpaG aus X.
axonopodis pv. glycines, 10st im Unterschied zu Harpinproteinen jedoch keine
unspezifische HR in Nicht-Wirtspflanzen aus (Kim et al., 2004; Kim et al., 2003; Zhu et
al., 2000).

T3S-Kontrollproteine

Da die Ausbildung der extrazelluliren Komponenten des T3S-Apparates die
Voraussetzung fiir die Translokation von Effektoren in die pflanzliche Wirtszelle ist,
erfolgt die Typ IlI-abhidngige Sekretion von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen
vermutlich in einem zeitlich regulierten Prozess. Daran sind die T3S-Kontrollproteine
HpaB und HpaC, welche nicht vom T3S-System sekretiert werden, entscheidend beteiligt.
Die Deletion von ApaB und hpaC fithrt zu einem kompletten Ausfall bzw. einer
signifikanten Reduktion der bakteriellen Pathogenitit (Biittner et al., 2004; Biittner et al.,
2006). HpaB, welches mit einem Molekulargewicht von 18,4 kDa, einem isoelektrischen

Punkt von 4,3 sowie einem Leucingehalt von 13,6% typische Eigenschaften eines T3S-
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Chaperons aufweist, ist fiir die in vitro-Sekretion von verschiedenen Effektorproteinen
essentiell, hat jedoch keinen Einfluss auf die in vitro-Sekretion von Pilus- und
Translokonproteinen. HpaB interagiert zudem mit allen getesteten Effektorproteinen in
vitro, welche untereinander keine Sequenzhomologie aufweisen (Biittner et al., 2004). Dies
deutet darauf hin, dass HpaB als generelles T3S-Chaperon an der Sekretion von
Effektorproteinen beteiligt ist. Durch in vivo-Translokationsanalysen wurde gezeigt, dass
HpaB in unterschiedlichem Maf3e zur Translokation von Effektorproteinen beitrdgt. Diese
wurden daher basierend auf ihrer HpaB-Abhéngigkeit in der Translokation in zwei Klassen
unterteilt: wahrend Klasse A-Effektoren (z.B. XopJ, XopF1) in Abwesenheit von HpaB
nicht mehr nachweisbar transloziert werden, erfolgt die Translokation von Klasse B-
Effektoren (z.B. XopC, AvrBs3) auch in ApaB-Deletionsmutanten, jedoch stark reduziert
(Biittner et al., 20006).

Im Gegensatz zu HpaB trigt HpaC nicht nur zur effizienten in vitro-Sekretion von
verschiedenen Effektorproteinen bei, sondern fordert zudem die in vitro-Sekretion der
moglichen Translokonproteine XopA und HrpF. In vitro-Interaktionsstudien zeigten, dass
HpaC mit verschiedenen, zueinander nicht homologen Effektorproteinen interagiert sowie,
im Unterschied zu HpaB, auch an XopA bindet (Biittner et al., 2006). HpaC unterscheidet
sich damit von bekannten T3S-Chaperonen, welche spezifisch fiir Effektor- oder
Translokonproteine sind. Es weist mit einem Molekulargewicht von 23,4 kDa und einem
isoelektrischen Punkt von 6,8 auch nicht die typischen Eigenschaften eines T3S-Chaperons
auf. Ahnlich wie HpaB, hat HpaC einen differentiellen Einfluss auf die Translokation von
Effektorproteinen: wéhrend die Translokationseffizienz von Klasse A-Effektoren in
Abwesenheit von HpaC reduziert ist, ist HpaC fiir die Translokation von Klasse B-
Effektoren entbehrlich (Biittner et al., 2006). Da HpaB und HpaC auch an HrcV, eine
Komponente des T3S-Systems in der inneren bakteriellen Membran, binden, stellen sie
vermutlich eine Verbindung zwischen T3S-Substraten und dem T3S-Apparat her (Biittner
et al., 2000).
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Tabelle 1-4: Nicht-konservierte Komponenten des T3S-Systems von X. campestris pv. vesicatoria.

Protein mogliche Funktion T3S" Referenz

HrpE Hauptkomponente des Hrp-Pilus +  (Weber et al., 2005)

HrpB2 extrazelluldire Komponente des T3S-Systems +  (Rossier et al., 2000)

HrpF Translokonprotein +  (Biittner et al., 2002;

Rossier et al., 2000)

XopA Translokonprotein +  (Noéletal,2002)

HpaA Kontrollprotein; fordert Sekretion von Pilus-, Translokon- +  (Huguetetal, 1998;
und Effektorproteinen Lorenz et al., 2008a)

HpaB globales T3S-Chaperon; fordert Sekretion von - (Biittner et al., 2004)
Effektorproteinen

HpaC Kontrollprotein; fordert Sekretion von Translokon- und - (Biittner et al., 2006)
Effektorproteinen

HpaD unbekannt - (Biittner et al., 2007)

HpaE tragt zur Translokation von Effektorproteinen bei - (Biittner et al., 2007)

Hpal unbekannt - (Biittner et al., 2007)

HpaH potentielle Transglykosylase; férdert Sekretion und - (Biittner et al., 2007,
Translokation der Effektorproteine XopF1 und XopJ Noél et al., 2002)

"Angaben zur Typ III-abhingige Sekretion (T3S) der nicht-konservierten Komponenten des T3S-Systems
basieren auf in vitro-Sekretionsanalysen.

1.8 Zielstellung dieser Arbeit

In vorangegangenen Arbeiten wurde gefunden, dass die Kontrollproteine HpaB und HpaC
zur effizienten Sekretion von verschiedenen T3S-Substraten beitragen. Die verschiedenen
T3S-Substratklassen von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen werden vermutlich
nicht gleichzeitig, sondern in einem zeitlich regulierten Prozess sekretiert. In der
vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, welche Proteine an der Regulation der
Substratspezifitit des T3S-Systems von X. campestris pv. vesicatoria beteiligt sind. Zudem
sollte untersucht werden, welche Prozesse der HpaB/HpaC-vermittelten Regulation der
Typ [Ill-abhéngigen Sekretion zugrunde liegen. Vermutlich beeinflussen die
Kontrollproteine HpaB und HpaC die Substraterkennung durch Komponenten des T3S-
Systems, welche in der inneren bakteriellen Membran lokalisiert sind. Im Rahmen dieser
Arbeit sollten daher konservierte Komponenten des Sekretionsapparates funktionell
charakterisiert werden. Im Fokus der experimentellen Arbeiten waren die mutmalliche
ATPase HrcN sowie das integrale Membranprotein HrcU, welches vermutlich an der

Substraterkennung beteiligt ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Bakterienstimme und Wachstumsbedingungen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstimme und Plasmide sind in
Tabelle 2-1 bzw. 2-2 aufgefiihrt. E. coli-Zellen wurden bei 37°C in Lysogeny-Broth (LB)-
Medium (Miller, 1972) oder Super-Medium (Quiagen, Hilden, Deutschland), X. campestris
pv. vesicatoria-Stimme bei 30°C in Nutrient-Yeast-Glycerol (NYG)-Medium oder
Minimalmedium A (Ausubel et al., 1996; erginzt mit 10 mM Saccharose und 0,3% [w/v]
Casaminosduren) angezogen. Plasmide wurden in E. coli durch Elektroporation und in X.
campestris pv. vesicatoria durch triparentale Konjugation unter Verwendung von
pRK2013 als Helferplasmid eingefiihrt (Figurski und Helinski, 1979). Antibiotika wurden,
wenn nicht anders beschrieben, in den folgenden Endkonzentrationen eingesetzt:
Ampicillin 100 pg/ml, Kanamycin 25 pg/ml, Rifampicin 100 pg/ml, Spectinomycin 100
pg/ml, Tetracyclin 10 pg/ml.

Tabelle 2-1: Verwendete Bakterienstimme.

Stamm \ Eigenschaften \ Referenz

E. coli

BL21(DE3) F~ ompT hsdSg (rg” mg") gal dem (DE3) Stratagene, Heidelberg,

Deutschland

TOP10 F- merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 | Invitrogen GmbH,
AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU Karlsruhe, Deutschland
galK rpsL endAl nupG

DHS5a (Apir) recA hsdR17 (rK mK") 980dlacZ AM15 [Apir] (Ménard et al., 1993)

HB101 Helferstamm fiir die Konjugation; (Boyer und Roulland-

(pRK2013) enthélt Plasmid mit #a-Funktion Dussoix, 1969)

X. campestris pv. vesicatoria

85-10 Paprika-Tomatenrasse 2, Gruppe A; (Canteros, 1990)
Wildtyp; tragt avrBs1; Rif'

85%* 85-10-Derivat mit hrpG *-Mutation, woraus (Wengelnik ef al., 1999;
konstitutive Expression der hrp-Gene resultiert Wengelnik et al., 1996b)

85E* 85*-Derivat; gumG::Tn3 gusA-Insertionsmutante; | (Wengelnik ef al., 1999)
EPS™

82-8 Paprika-Tomatenrasse 1; Wildtyp; tragt avrBs3 (Wengelnik et al., 1999)
und avrBs4; Rif'

82% 82-8 Derivat; triagt hrpG* (Wengelnik et al., 1999)

85-10AhpaC hpaC-Deletionsmutante von 85-10; (Biittner et al., 2006)
207 bp kodierend fiir die Aminoséuren 14-83 von
HpaC wurden deletiert
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Stamm Eigenschaften Referenz
85*AhpaC hpaC-Deletionsmutante von 85* (Biittner et al., 2006)
85*AhpaAd hpaA-Deletionsmutante von 85%; (Huguet et al., 1998)
Deletion von 532 bp fiihrt zu einem Leseraster-
wechsel nach 70 Codons und zu einem
Stoppcodon nach weiteren 15 artifiziellen Codons
85-10 AhrpG hrpG-Deletionsmutante von 85-10; (Wengelnik et al., 1999)
567 bp kodierend fiir die Aminoséuren 46-234
von HrpG wurden deletiert
85-10AhrcL hrcL-Deletionsmutante von 85-10; (Rossier et al., 2000)
195 bp kodierend fiir die Aminosduren 108-172
von HrcL wurden deletiert
85*AhrcL hrcL-Deletionsmutante von 85* (Rossier et al., 2000)
85*EAhrcU hrcU-Deletionsmutante von 85* (Weber et al., 2005)

Rf - Rifampicin; ' - resistent.

Tabelle 2-2: Verwendete Plasmide.

terminatoren, die den Polylinker flankieren;
enthilt keinen Promotor

Plasmid Eigenschaften Referenz
pRK2013 TraRK2"; Mob"; ColEl -Replicon; Km" (Figurski und Helinski,
1979)

pDSK602 ,,broad-host-range*“-Plasmid; 3 % lacUV5- (Murillo et al., 1994)
Promotor; Sm'

pDSK604 pDSK602-Derivat mit modifiziertem Polylinker (Escolar et al., 2001)

pDGW4M GATEWAY®-kompatibles pDSK602-Derivat (Lorenz et al., 2008a)
mit vierfacher c-Myc-Epitop-kodierender
Sequenz; enthilt attR-Rekombinationssequenzen;
Sm"

pUC119 ColE1-Replicon; Ap" (Vieira und Messing, 1987)

pC3003 pUC19-Derivat mit dreifacher c-Myc-Epitop- J. Kédmper
kodierender Sequenz; Ap"

pGEX-2TKM GST-Expressionsvektor; pPGEX-2TK-Derivat mit | (Escolar ef al., 2001)
pDSK602-Polylinker; Ap"

pGEX-6P-1 GST-Expressionsvektor; Ap" Amersham, Freiburg,

Deutschland

pLAFR3 rIxRK2"; repRK"; lacZo, incP-I; (Staskawicz et al., 1987)
Tra™ ;Mob"; Tc"

pLAFR6 pLAFR3-Derivat mit Transkriptions- (Bonas et al., 1989)

pENTR/D-TOPO

"ENTRY"-Vektor fiir GATEWAY"-
Klonierungen; enthélt attL-Rekombinations-
sequenzen; Km"

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Myc

pOK1 sacB sacQ mobRK2 oriR6K; Sm' (Huguet et al., 1998)

pDMhpaA pDSK604-Derivat zur Expression von (Lorenz et al., 2008a)
HpaA-c-Myc

pDMhpaB pDSK604-Derivat zur Expression von HpaB-c- (Biittner et al., 2004)
Myc

pDMhpaC pDSK604-Derivat zur Expression von HpaC-c- (Biittner et al., 2006)
Myc

pDMhpaC, g pDSK604-Derivat zur Expression von HpaC,_j15- | (Lorenz et al., 2008b)
c-Myc

pDMhrpB2 pDSK602-Derivat zur Expression von HrpB2-c- (Lorenz et al., 2008b)
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Plasmid Eigenschaften Referenz

pDMxopC pDSK604-Derivat zur Expression von XopC-c- (Biittner et al., 2007)
Myc

pDGW4MxopG pDGW4M-Derivat zur Expression von XopG-c- A. Kriiger und U. Bonas,
Myc unverdffentlicht

pDGW4MxopH pDGW4M-Derivat zur Expression von XopH-c- A. Kriiger und U. Bonas,
Myc unverdffentlicht

pGhpaB pGEX-2TKM-Derivat zur Expression eines N- (Biittner et al., 2006)
terminalen GST-Fusionsproteins von HpaB

pDSF300 pDSK602-Derivat zur Expression von AvrBs3 (Van den Ackerveken et al.,
mit C-terminalen Flag-Epitop 1996)

pL6x0pC356 pLAFR6-Derivat zur Expression eines Fusions- (Noél et al., 2003)
proteins zwischen den N-terminalen 200 Amino-
sduren von XopC und AvrBs3A2 unter Kontrolle
des xop C-Promotors

pL6x0pJ356 pLAFR6-Derivat zur Expression eines Fusions- (Noél et al., 2003)
proteins zwischen den N-terminalen 155 Amino-
sduren von XopJ und AvrBs3A2 unter Kontrolle
des xopJ-Promotors

Km - Kanamycin; Sm - Spectinomycin; Ap - Ampicillin; Tc - Tetracyclin; ' - resistent.

2.2 Pflanzenmaterial und Pflanzeninokulation

Paprikapflanzen (Capsicum annuum) der nahezu isogenen Linien ,Early Californian
Wonder* (ECW), ECW-10R und ECW-30R (Kousik und Ritchie, 1998; Minsavage et al.,
1990) wurden wie zuvor beschrieben bei 26°C, einer relativen Luftfeuchte von 60 bis 70%
und einer Lichtperiode von 16 h angezogen (Bonas et al, 1991). ECW-10R-Pflanzen
tragen das Resistenzgen Bs/, ECW-30R-Pflanzen das Resistenzgen Bs3.

X. campestris pv. vesicatoria-Stimme wurden nach Anzucht auf NY G-Agar-Medium in 1
mM MgCl, resuspendiert und in Konzentrationen von 2 x 107 Zellen/ml (ODggo = 0,02) bis
4 x 10° Zellen/ml (ODgoy = 0,4) mit einer nadellosen Spritze in die Unterseite der
Paprikablitter inokuliert (Bonas ef al., 1991). Nach der Inokulation wurden die Pflanzen in
eine Phytokammer (Series 101, Percival Scientific) iiberfiihrt. Die Bedingungen dort
entsprachen einer relativen Luftfeuchte von 80%, einer Temperatur von 28°C bei Tag und
26°C bei Nacht, sowie einer 16-stiindigen Lichtperiode. Zur Ausbildung der HR kam es
nach ein bis drei Tagen, Krankheitssymptome wurden nach vier bis sieben Tagen
dokumentiert. Zur Verdeutlichung der HR wurden die Blitter in 70%-igen Ethanol bei
60°C gebleicht. Fiir in planta-Wachstumskurven wurden Bakterien mit einer

Konzentration von 10* Zellen/ml in Blitter von ECW-Paprikapflanzen inokuliert. Die
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Bestimmung des bakteriellen Wachstums erfolgte wie zuvor beschrieben (Bonas ef al.,

1991). Die Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt.

2.3 Generierung von X. campestris pv. vesicatoria-Mutanten

2.3.1 Generierung von hrcN- und hrcL-Deletionsmutanten

Zur Generierung einer 1260 bp-Deletion von AhrcN, welche in der Deletion der
Aminosduren 13 bis 432 von HrcN resultiert, wurden flankierenden Bereiche (jeweils 1
kb) inklusive der ersten 36 und der letzten 33 bp des Gens aus dem X. campestris pv.
vesicatoria Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die Apal/BamHI-Stellen des
Suizidvektors pOK1 kloniert. Das resultierende Konstrukt pOKAhrcN wurde mittels
Konjugation in die X. campestris pv. vesicatoria-Stamme 85-10, 85*, 82* und 85*AhpaC
eingefiihrt. Doppelrekombinationsereignisse resultierten in ArcN-Deletionsmutanten, die
wie zuvor beschrieben selektiert wurden (Huguet et al., 1998).

Um eine hrcLhreN-Doppeldeletionsmutante zu generieren, wurden flankierende Bereiche
(jeweils 1 kb) der benachbarten Gene ArcL und hrcN inklusive der ersten 45 bp von ArcL
und der letzten 36 bp von hrcN aus dem X. campestris pv. vesicatoria Stamm 85-10 mittels
PCR amplifiziert und in die Apal/BamHI-Stellen des Suizidvektors pOK1 kloniert. Das
resultierende Konstrukt pOKAhrcLN wurde mittels Konjugation in die Stimme 85-10 und
85* eingefithrt und Doppelrekombinationsereignisse resultierten in den Stdmmen 85-

10AhrcLN bzw. 85* AhrcLN.

2.3.2 Generierung von hrcU-Punktmutationen

Zur Einfithrung der Punktmutation P24T in ArcU wurden 1 kb beiderseits des Codons 24
von hrcU mittels PCR amplifiziert. Beide PCR-Produkte besitzen 9 bp komplementdre
Sequenz, welche die Codons 22 bis 24 umfasst. Die Mutationen des Codons 22 (GAA
verdandert zu GAG; stille Mutation, die zur Entstehung einer diagnostischen Eco91I-
Schnittstelle fiihrt) und des Codons 24 (CCG verdndert zu ACC; fiihrt zu einem Austausch
von Prolin gegen Threonin) wurden durch die Primersequenzen eingefiihrt. Die PCR-
Produkte wurden Xbal/Eco911 bzw. Eco911/Sall verdaut und in die Xbal/Sall-
Schnittstellen des Suizidvektors pOK1 kloniert. Das resultierende Konstrukt pOKhrcUpaat

wurde durch Konjugation in die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85* und
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85*AhrcLN eingefiihrt und Doppelrekombinationsereignisse resultierten in den Stimmen
85*hrcUpyq4r und 85*hrcUpzyrAhrcLN.

Zur Einfiihrung der Punktmutation Y318D in ArcU wurden 800 bp beiderseits des Codons
318 von ArcU mittels PCR amplifiziert. Beide PCR-Produkte besitzen 9 bp komplementire
Sequenz, welche die Codons 317 bis 319 umfasst. Die Mutationen des Codons 317 (CTG
verdndert zu CTT; stille Mutation, die zur Entstehung einer diagnostischen Bcll-
Schnittstelle fiihrt) und des Codons 318 (TAT verdndert zu GAT; fithrt zu einem
Austausch von Tyrosin gegen Aspartat) wurden durch die Primersequenzen eingefiihrt. Die
PCR-Produkte wurden Xbal/Bcll bzw. Bcll/Sall verdaut und in die Xbal/Sal/l-Schnittstellen
des Suizidvektors pOK1 kloniert. Das resultierende Konstrukt pOKhrcUy313p wurde durch
Konjugation in die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85-10, 85-10AhpaC, 85* sowie
85*AhpaC eingefiihrt und Doppelrekombinationsereignisse resultierten in den Stimmen
85-10hrcUy;z1sp, 85-10 hrcUyzsAhpaC, 85*hrcUys s bzw. 85* hrcUy;zsAhpaC.

Zur Einfithrung der Punktmutation P265G in ArcU wurden 750 bp beiderseits des Codons
265 von hrcU aus dem X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR
amplifiziert. Beide PCR-Produkte besitzen 9 bp komplementire Sequenz, welche die
Codons 265 bis 267 umfasst. Die Mutation des Codons 265 (CCG verdndert zu GGT; fiihrt
zu einem Austausch von Prolin gegen Glycin und zur Entstehung einer diagnostischen
Kpnl-Schnittstelle) wurde durch die Primersequenzen eingefiihrt. Die PCR-Produkte
wurden Xbal/Kpnl bzw. Kpnl/BamHI verdaut und in die Xbal/BamHI-Schnittstellen des
Suizidvektors pOK1 kloniert. Das resultierende Konstrukt pOKhrcUpss¢ wurde durch
Konjugation in die X. campestris pv. vesicatoria-Staimme 85-10 und 85* eingefiihrt.
Doppelrekombinationsereignisse resultierten in den Stimmen 85-10ArcUpss¢ und

85*]’1FCUP255G.
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2.4 Generierung von Expressionskonstrukten

Die in der vorliegenden Arbeit generierten Expressionskonstrukte sind in Tabelle 2-3

aufgefiihrt.

Tabelle 2-3: Generierte Expressionskonstrukte.

Plasmid Vektor kodiertes Protein
pDStrephrcN pDSK604 Strep-HrcN
pDStrephrcNgi7s¢ pDSK604 Strep-HrcNgi7s¢
pDhrcN pDSK604 HrcN

pDhrcLN pDSK602 HrcL und HreN
pDMhrcL pDSK602 HrcL-c-Myc
pDMhrcNgi75¢ pDSK602 HreNgi75c-c-Myc
pDMhpaA | ;55 pDSK602 HpaA,.,;5¢c-Myc
pDMxopF1 pDSK602 XopF1-c-Myc
pDGW4MhrcU pDGW4M HrcU-c-Myc
pDGW4MhrcUys;sp pDGW4M HrcUysp-c-Myc
pDGW4MhrcUpygs6 pDGW4M HrcUpyesg-c-Myc
pGhrcU pGEX-2TKM GST-HrcU
pGhrcUjss 357 pGEX-2TKM GST-HrcUss5.357
pGhrcUsss.357/v318D pGEX-2TKM GST-HrcUjss.357/v318D
pGhreN pGEX-2TKM GST-HreN
pGhpaA pGEX-2TKM GST-HpaA
pGhpaA 20 pGEX-2TKM GST-HpaA 200
pGhpaAj;sa7s pGEX-2TKM GST-HpaAjs.27s
pGMhrcU pGEX-6P-1 GST-HrcU-c-Myc

2.4.1 Generierung von hrcU-Expressionskonstrukten

Zur Generierung eines C-terminal c-Myc-Epitop-markierten HrcU-Derivates wurde hrcU
ohne Stoppcodon aus dem X. campestris pv. vesicatoria Stamm 85-10 mittels PCR
amplifiziert und entsprechend den Herstellerangaben in pENTR/D-TOPO eingefiigt und
mittels GATEWAY“-Technologie (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in den
Vektor pDGW4M vor eine c-Myc-Epitop-kodierende Sequenz rekombiniert. Auf &dhnliche
Weise wurden HrcUpygsg-c-Myc und HrcUysisp-c-Myc  generiert, wobei die PCR-
Amplifizierung der korrespondierenden AhrcU-Derivate aus dem X. campestris pv.

vesicatoria Stamm 85-10hrcUpyss6 bzw. 85-10hrcUy;;sp erfolgte.
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Zur Generierung von Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionen von HrcU bzw. HrcUyss.
357 wurde hrcU bzw. ein entsprechendes hrcU-Genfragment aus dem X. campestris pv.
vesicatoria Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die EcoRI/Xhol-Schnittstellen
von pGEX-2TKM kloniert, woraus pGhrcU und pGhrcU,ss.357 resultierten. Auf dhnliche
Weise wurde eine GST-Fusion von HrcUssszs7vszisp erstellt, wobei die PCR-
Amplifizierung des entsprechenden hrcU-Genfragmentes aus dem X. campestris pv.
vesicatoria Stamm 85-10hrcUy;z,sp erfolgte.

Um GST-HrcU-c-Myc zu generieren, wurde 4rcU ohne Stoppcodon aus dem X. campestris
pv. vesicatoria Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die EcoRI/Sal/l-Schnittstellen
vor eine c-Myc-Epitop-kodierende Sequenz des Vektors pC3003 kloniert. hrcU-c-myc
wurde in die EcoRI/Sacl-Schnittstellen des GST-Expressionsvektors pGEX-6P-1 ligiert,
wodurch pGMhrcU generiert wurde.

2.4.2 Generierung von hrcL- und hrcN-Expressionskonstrukten

Zur Generierung eines Konstruktes zur Expression von hrcL und hrcN wurde ein
genomisches Fragment, welches beide Gene umfasst, aus dem X. campestris pv.
vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die EcoRI/Sacl-Schnittstellen
von pDSK604 ligiert, wodurch pDhrcLN generiert wurde.

Zur Generierung eines Konstruktes zur Expression von HrcN wurde hrcN aus dem X.
campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die EcoRl/Sacl-
Schnittstellen von pDSK604 kloniert, wodurch pDhrcN generiert wurde.

Zur Generierung eines C-terminal c-Myc-Epitop-markierten HrcL-Derivates wurde hrcL
ohne Stoppcodon aus dem X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR
amplifiziert und in die EcoRIl/Sacl-Schnittstellen vor eine c-Myc-Epitop-kodierende
Sequenz von pC3003 kloniert. ArcL-c-myc wurde in die EcoRI/HindIII-Schnittstellen von
pDSK602 ligiert, wodurch pDMhrcL generiert wurde.

Zur Generierung eines N-terminal Strep-Epitop-markierten HrcN-Derivates wurde hrcN
aus dem X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die
EcoR1/Sacl-Schnittstellen von pDSK604 kloniert, woraus pDStrephrcN resultierte. Die
Strep-Epitop-kodierende Sequenz wurde durch den Vorwértsprimer hinzugefiigt. Zur
Generierung  eines  Strep-hrcNgi7sc-exprimierenden  Konstruktes — wurde — eine
Punktmutation, die zu einem Aminosdureaustausch an Position 175 von HrcN von Glycin

nach Cystein filihrt, durch eine gerichtete Mutagenese eingefiihrt. Dazu wurde ein

27



Material und Methoden

entsprechendes ArcN-Fragment, welches die Codons 170 bis 443 umfasst, per PCR
amplifiziert und gegen das Pstl/Sacl-Fragment von pDStrephrcN ausgetauscht, wodurch
pDStrephrcNgi7sc generiert wurde.

Zur Generierung eines C-terminal c-Myc-Epitop-markierten HrcNgi7sc-Derivates wurde
hreNgi7sc vom  Konstrukt pDStrephrcNgi7sc mittels PCR amplifiziert und in die
EcoRl/Sacl-Schnittstellen vor eine c-Myc-Epitop-kodierende Sequenz von pC3003
kloniert. hrcNg;75c-c-myc wurde in die EcoRl/HindIII-Schnittstellen von pDSK602 ligiert,
wodurch pDMhrcNg 75¢ generiert wurde.

Zur Generierung eines GST-Fusionsproteins von HrcN wurde ArcN aus dem X. campestris
pv. vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die EcoRI/Xhol-Schnitt-
stellen von pGEX-2TKM kloniert, woraus pGhrcN resultierte.

2.4.3 Generierung von hpaA-Expressionskonstrukten

Zur Generierung von GST-Fusionsproteinen von HpaA bzw. den Deletionsderivaten
HpaAi200 und HpaAsyso7s wurde hpad bzw. entsprechende Genfragmente aus dem X.
campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die EcoRl/Xhol-
Schnittstellen von pGEX-2TKM kloniert, woraus pGhpaA, pGhpaA.200 und pGhpaAszs.27s
resultierten.

Zur Generierung eines C-terminal c-Myc-Epitop-markierten HpaA-Deletionsderivates
HpaAi2s wurde ein entsprechendes hpaAd-Genfragment aus dem X. campestris pv.
vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert und in die EcoRI/Sacl-Schnittstellen
vor eine c-Myc-Epitop-kodierende Sequenz von pC3003 kloniert. hpaA ;. 2;s-c-myc wurde
in die EcoRl/HindIlI-Schnittstellen von pDSK602 ligiert, wodurch pDMhpaA;.»s

generiert wurde.

2.4.4 Generierung eines xopFI-Expressionskonstruktes

Zur Generierung eines xopFI-c-myc-Expressionskonstruktes wurde xopFI ohne
Stoppcodon aus dem X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 mittels PCR amplifiziert
und in die EcoRI/Sacl-Schnittstellen vor eine c-Myc-Epitop-kodierende Sequenz von
pC3003 kloniert. xopF1-c-myc wurde in die EcoRl/HindIlI-Schnittstellen von pDSK602
ligiert, wodurch pDMxopF1 generiert wurde.
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2.5 Sekretionsexperimente und Proteinanalysen

Fiir in vitro-Sekretionsanalysen wurde X. campestris pv. vesicatoria wie zuvor beschrieben
(Biittner ef al., 2002) in Sekretionsmedium (Minimalmedium A, ergdnzt mit 50 pg/ml BSA
[New England Biolabs, Beverly, USA] und 10 pg/ml Thiamin, pH 5,3) inkubiert. Die
Trennung der Zellen vom Kulturiiberstand erfolgte mittels Filtration durch einen
proteindurchlissigen Filter (0,45 pm HT Tuffryn®-Membran; Acrodisc® 25 mm Syringe
Filter, Pall GmbH, Dreieich). Gesamtzellextrakte wurden zehnfach konzentriert.
Kulturiiberstdinde wurden mittels Trichloressigsdurefdllung einhundertfach konzentriert. In
Sekretionsexperimenten ~ mit  dem  Protonophor = CCCP  (Carbonylcyanid-m-
Chlorphenylhydrazon; Sigma, Steinheim, Deutschland) wurde CCCP frisch in
Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und in den angegebenen Konzentrationen den Kulturen
zugesetzt. Um Nebeneffekte von DMSO auszuschliefen, wurden den nicht mit CCCP
behandelten Kontrollkulturen ebenfalls DMSO zugegeben.

Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western-
Blot (Sambrook ef al., 1989) mit spezifischen Antikorpern analysiert (Tabelle 2-4).

Tabelle 2-4: Verwendete Priméirantikorper

Primérantikérper eingesetzte Antikorper-Spezifitit Referenz bzw. Hersteller
Verdiinnung

polyklonale Antikorper
Anti-HrpF 1:3000 Kaninchen-IgG (Biittner et al., 2002)
Anti-XopA 1:1000 Kaninchen-IgG (Noél et al., 2001)
Anti-AvrBs3 1:3000 Kaninchen-IgG (Knoop et al., 1991)
Anti-HrpB2 1:3000 Kaninchen-IgG (Rossier et al., 2000)
Anti-HrpE 1:500 Kaninchen-IgG (Weber et al., 2005)
Anti-HrcN 1:500 Kaninchen-IgG (Rossier et al., 2000)
Anti-HpaA 1:1000 Kaninchen-IgG (Lorenz et al., 2008a)

monoklonale Antikorper
Anti-c-Myc 1:10000 Maus-IgG Roche, Mannheim, Deutschland
Anti-Strep 1:800 Maus-IgG IBA GmbH, Géttingen, Deutschland
Anti-GST 1:10000 Ziegen-IgG Amersham, Freiburg, Deutschland

IgG - Immunglobulin G

Als Sekundérantikdrper wurden Meerrettich-Peroxidase-Konjugate von Anti-Kaninchen-,

Anti-Maus- (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) bzw. Anti-Ziegen-
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(Sigma, Steinheim, Deutschland) Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:10000 verwendet.
Antikorperreaktionen wurden durch Chemilumineszenz (Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg, Deutschland) visualisiert.

2.6 Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen

2.6.1 GST-,,pull-down*“-Analysen

Die GST (Glutathion-S-Transferase)-,,pull-down*-Analyse ist eine in vitro-Methode zum
Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen und wurde wie in Biittner et al. beschrieben,
durchgefiihrt (Biittner et al., 2006). Bakterielle Pellets von 50 ml E. coli-Kulturen wurden
in 3 ml PBS (140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10,1 mM Na,HPO4; 1,8 mM KH,PO,)
resuspendiert. Der Aufschluss der Bakterien erfolgte mittels der ,,French Pressure Cell
Press® (SIM-AMINCO Spectronic Instruments, Rochester, USA) bei 800 psi in einer
kleinen Zelle (20K, Thermo Electro Corporation). Zur Erhéhung der Effizienz wurde das
Aufschlussverfahren zwei- bis dreimal wiederholt. Zellbruchstiicke und unl6sliche
Proteine wurden durch Zentrifugation entfernt. In der Regel wurden jeweils 600 pl Lysat
eingesetzt. Dieses Volumen wurde in Abhéngigkeit von der Proteinstabilitdt und der
Expressionsstirke angepasst. GST oder GST-Fusionsproteine enthaltende E. coli-Lysate
wurden fiir 30-60 min bei Raumtemperatur mit 40 pl Glutathion-Sepharose 4B (Amersham
Biosciences, Freiburg, Deutschland) unter Schiitteln inkubiert. Dabei erfolgte eine Bindung
der Fusionsproteine iiber die GST-Doméne an Glutathion, das an die Sepharose-Matrix
gebunden ist. Ungebundene Proteine wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS
entfernt. Im Anschluss wurde ein zweites E. coli-Lysat, welches den moglichen Interaktor
mit einer c-Myc- oder Strep-Epitopmarkierung enthielt, hinzugegeben. Nach Inkubation
fiir 1 h bei Raumtemperatur auf einem Uberkopfschiittler wurden ungebundene Proteine
durch viermaliges Waschen mit PBS entfernt. Gebundene Proteine wurden durch
Inkubation mit 40 pl Elutionspuffer (10 mM reduziertes Glutathion in 50 mM Tris-HCI,
pH 8,0) fiir 1 h bei Raumtemperatur unter Schiitteln eluiert. 5 pl Lysat und 20 pl Eluat
wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot unter Verwendung von GST- und c-Myc-

bzw. Strep-spezifischen Antikdrpern analysiert.
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2.6.2. Strep-,,pull-down*“-Analysen

Fiir Strep-,,pull-down*-Analyse wurden bakterielle Pellets von 50 ml Kulturen in 3 ml
Puffer W (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA) resuspendiert. Der
Aufschluss der Bakterien erfolgte wie beschrieben (siehe Kapitel 2.6.1.) mit der ,,French
Pressure Cell Press®. In der Regel wurden jeweils 600 pl Lysat eingesetzt. Dieses Volumen
wurde in Abhéngigkeit von der Proteinstabilitdt und der Expressionsstirke angepasst. Ein
E. coli-Lysat, welches ein mit einem Strep-Epitop versehenes Protein enthielt, wurde fiir 1-
2 h bei Raumtemperatur mit 40 pl Strep-Tactin®-Sepharose (IBA GmbH, Géttingen) unter
Schiitteln inkubiert. Durch die starke Affinitit des Strep-Epitops zu Strep-Tactin®, einem
technisch modifizierten Streptavidin, erfolgt eine Bindung an die Sepharose-Matrix.
Ungebundene Proteine wurden durch zweimaliges Waschen mit Puffer W entfernt. Die
Matrix wurde anschlieBend mit einem zweiten E. coli-Lysat, welches den mdglichen
Interaktor mit einer c-Myc-Epitopmarkierung enthielt, fiir 2 h bei Raumtemperatur auf
einem Uberkopfschiittler inkubiert. Ungebundene Proteine wurden durch viermaliges
Waschen mit Puffer W entfernt. Die Elution erfolgte durch Inkubation mit 40 pl Puffer E
(100mM Tris-HCL, pH 8,0; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2,5 mM Desthiobiotin) bei 4 °C
iiber Nacht. 5 pl Lysat und 20 pl Eluat wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot unter

Verwendung von Strep- und c-Myc-spezifischen Antikdrpern analysiert.

2.6.3. Koimmunpriizipitation

Fir Koimmunprézipitationsexperimente wurde X. campestris pv. vesicatoria in NYG-
Medium bzw. Minimalmedium A (pH 7,0) bis zu einer ODgpy von ca. 0,7 bis 0,9
angezogen. Zellen von 50 ml Kulturen wurden durch Zentrifugation pelletiert, in 3 ml IP-
Puffer (25 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA; 150 mM NaCl, 10% [v/v] Glycerin; 5 mM
DTT; 0,15% [v/v] Nonidet-P40) resuspendiert und mittels ,,French Pressure Cell Press*
(sieche Kapitel 2.6.1) aufgeschlossen. Zur Immunprizipitation wurde 1ml Lysat tiber Nacht
bei 4°C iiber Kopf rotierend mit 2 pl von c-Myc- bzw. HrcN-spezifischen Antikdrpern und
25 pl Protein G-Agarose (Roche, Mannheim, Deutschland) inkubiert. Die Protein G-
Agarose-Matrix wurde viermal mit 1 ml [P-Puffer gewaschen und in 40 pl Laemmli-Puffer
aufgenommen. 5 pl Lysat und 20 pl Immunprézipitat wurden mittels SDS-PAGE und
Western-Blot unter Verwendung von c-Myc-, HreN- bzw. HpaA-spezifischen Antikdrpern

analysiert. Um die Detektion der leichten und schweren Kette des immunprézipitierenden
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Antikorpers zu vermeiden, wurde ,,TrueBlot“-ImmunglobulinG (eBioscience, San Diego,

USA) als Sekundérantikdrper benutzt.

2.7 Bestimmung der ATPase-Aktivitit

Strep-HrcN und Strep-HrcNgi7sc wurden in E. coli BL21(DE3) exprimiert und mittels
Strep-Tactin®-Sepharose gereinigt (siche Kapitel 2.6.2). Immobilisierte Proteine wurden
durch Inkubation mit 40 pl Puffer E fiir 2 h eluiert. Die Bestimmung der ATPase-Aktivitit
erfolgte durch Malachitgriin-Phosphatase-Analysen (BioAssay Systems, Hayward, USA).
Ein 900 pl-Reaktionsansatz, bestehend aus 9 pg gereinigtem Strep-HrcN bzw. Strep-
HrcNgi7sc und 25 ul 100 mM ATP (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) in Puffer W
wurde bei 37°C fiir 30 min entsprechend den Herstellerangaben inkubiert. Nach 1, 5, 10,
15, 20, 25 und 30 min wurden dem Reaktionsansatz 100 pl entnommen, zu 700 pl Puffer
W und 200 pl Malachitgriin-Reagenz gegeben und fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Farbentwicklung wurde mit 34%-iger Zitronensdure gestoppt und die
Absorption bei 650 nm gemessen. Es wurden jeweils Werte von 3 parallelen Ansétzen
bestimmt. Die Menge an freigesetztem Phosphat wurde durch Vergleich zu einer nach

Herstellerangaben angefertigten Phosphat-Standardkurve berechnet.

2.8 Effektorprotein-Freisetzungsstudien

Versuche zur Freisetzung des Effektorproteins XopF1 vom T3S-Chaperon HpaB durch
HrcN wurden nach einem modifizierten Protokoll von Akeda et al. durchgefiihrt (Akeda
und Galan, 2005). GST-HpaB wurde in E. coli BL21(DE3) exprimiert, an Glutathion-
Sepharose immobilisiert (siche Kapitel 2.6.1) und fiir 1 h mit einem E. coli-Lysat
inkubiert, welches XopF1-c-Myc enthielt. Die Sepharose-Matrix wurde viermal mit PBS
gewaschen, um ungebundene Proteine zu entfernen, und mit 1 pg gereinigten, in Puffer W
geldsten Strep-HreN oder Strep-HrcNgi7sc sowie 150 uM ATP (Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) bzw. ATPyS (Jena Bioscience, Jena, Deutschland) fiir 1 h inkubiert. Nach
Zentrifugation wurden die im Uberstand befindlichen, freigesetzten Proteine mit

Trichloressigsdure gefdllt und in 20 pl Laemmli-Puffer resuspendiert. 20 ul gebundene und
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20 pl gefillte, freigesetzte Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot
analysiert. Dieselbe Membran wurde jeweils zuerst mit einem c-Myc-spezifischen

Antikorper und anschlieBend mit einem GST-spezifischen Antikorper inkubiert.

2.9 RNA-Analysen

Fiir Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)-Analysen wurden die X. campestris pv.
vesicatoria-Stamme 85* und 85*AhrcL in NYG-Medium angezogen. Die RNA-Extraktion
und cDNA-Synthese erfolgte wie zuvor beschrieben (Noél et al., 2001). hrcN- und hrpB2-
Transkripte wurden mit Gen-spezifischen Primern (sieche Anhang 1) amplifiziert. Die
Zyklenanzahl der PCR wurde jeweils so gewidhlt, dass die Reaktion im linearen

Amplifizierungsbereich endete.

2.10 Subzellulire Lokalisierungsstudien

Zur subzelluldren Lokalisierung von Proteinen wurden X. campestris pv. vesicatoria-
Stimme in Minimalmedium A bis zu einer ODgg von ca. 0,7 bis 0,9 angezogen. Zellen
von 50 ml Kulturen wurden durch Zentrifugation pelletiert, in 3 ml 10 mM HEPES (4-(2-
(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsédure) resuspendiert und mittels ,,French Pressure
Cell Press (siehe Kapitel 2.6.1) aufgeschlossen. 1 ml Lysat wurde in einer Ultrazentrifuge
(Beckman Optima™ TL) bei 200.000 g fiir 90 min bei 4°C zentrifugiert. Die Angleichung
der Proteinmengen erfolgte entsprechend der gemessenen optischen Dichte des Lysates.
Das Pellet, welches die Membranfraktion darstellt, wurde in 1 ml 10 mM HEPES
resuspendiert. Der Uberstand entspricht der 18slichen, cytoplasmatischen Fraktion. 20 ul
Lysat, Membranfraktion und 16sliche Fraktion wurden durch SDS-PAGE und Coomassie-

Féarbung bzw. Western-Blot mit spezifischen Antikorpern analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Das T3S-Chaperon HpaB interagiert mit dem Kontrollprotein
HpaA und der mutmafilichen ATPase HrcN

3.1.1 HpaB interagiert mit dem Kontrollprotein HpaA in vivo

Durch die Analyse nicht-polarer Mutationen im ArpD-Operon des hrp-Genclusters von X.
campestris pv. vesicatoria wurde HpaA als ein wichtiger Pathogenitétsfaktor identifiziert,
der zur Ausbildung von Krankheitssymptomen und der HR in suszeptiblen bzw. resistenten
Paprikapflanzen beitrdgt (Huguet et al., 1998). HpaA wird Typ IlI-abhingig sekretiert und
in die Pflanzenzelle transloziert und fordert die Typ IlI-abhédngige Sekretion von Pilus-,
Translokon- und Effektorproteinen (Huguet et al, 1998; Lorenz et al, 2008a). In
vorangegangenen Arbeiten wurde durch in vitro-Interaktionsstudien gezeigt, dass HpaA
mit dem T3S-Chaperon HpaB interagiert (Lorenz, 2005).

In dieser Arbeit sollte die Interaktion zwischen HpaA und HpaB in vivo, und zwar mittels
Koimmunprézipitationsanalysen im X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85*, analysiert
werden. Der Stamm 85%* ist ein Derivat des Wildtyp-Stammes 85-10, in dem eine mutierte
Version des regulatorischen Gens hrpG vorliegt (hrpG*), die zu einer konstitutiven
Expression des T3S-Systems fiihrt und somit die Analyse von Hrp-Proteinen in
normalerweise nicht-induzierenden Medien ermdoglicht. Der ArpG*-Stamm ist damit auch
eine Voraussetzung fiir die in vitro-Analyse der Typ IlI-abhidngigen Sekretion (Rossier et
al., 1999). Das in planta-Wachstum von hrpG*-Stdmmen ist jedoch wie beim Wildtyp
(Wengelnik et al., 1999). In vivo-Interaktionen zwischen T3S-assoziierten Proteinen von X.
campestris pv. vesicatoria wurden bisher noch nicht untersucht.

Fiir Koimmunprézipitationsanalysen wurde HpaB mangels HpaB-spezifischer Antikdrper
mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop vom Plasmid pDMhpaB (Biittner et al., 2004) im X.
campestris pv. vesicatoria-Stamm 85* exprimiert und die Bakterien in NYG-Vollmedium
angezogen. Das T3S-System ist unter diesen experimentellen Bedingungen aber nicht

aktiv. Nach Lyse der Bakterien wurde HpaB-c-Myc mit Hilfe eines an Protein G-Agarose
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gekoppelten c-Myc-spezifischen Antikdrpers immunprézipitiert. Western-Blot-Analysen
mit c-Myc- und HpaA-spezifischen Antikdrpern zeigten die Anwesenheit von HpaA im
Prézipitat von HpaB-c-Myc (Abb. 3-1 A). In Abwesenheit des c-Myc-Antikorpers konnte
weder HpaB-c-Myc noch HpaA detektiert werden (Abb. 3-1 A). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass HpaA und HpaB im bakteriellen Cytoplasma in einem gemeinsamen

Proteinkomplex vorliegen, unabhingig von der Aktivitdt des T3S-Systems.
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Abb. 3-1: Die C-terminalen 50 Aminsiuren von HpaA enthalten eine HpaB-Bindestelle. (A) HpaA
interagiert mit dem T3S-Chaperon HpaB in vivo. Stamm 85%*, welcher HpaB-c-Myc ektopisch exprimierte,
wurde in NYG-Medium angezogen. Bakterielle Lysate wurden in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-)
eines c-Myc-spezifischen Antikdrpers (o-c-Myc) mit Protein G-Agarose inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE,
5 pl) und Immunprézipitate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und HpaA-
spezifischen Antikdrpern auf verschiedenen Membranen analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels
Chemilumineszenz visualisiert. Aufgrund der geringen Sensitivitdt der HpaA-spezifischen Antikorper ist
HpaA im Gesamtzellextrakt nicht detektierbar. (B) Die HpaB-Bindestelle ist in den C-terminalen 50
Aminosduren von HpaA lokalisiert. GST, GST-HpaA, GST-HpaA,0 und GST-HpaAj,;s,75 wurden an
Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches HpaB-c-Myc enthielt.
Gesamtzellextrakte (GE, 5 pl) und Eluate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc-
und GST-spezifischen Antikdrpern auf verschiedenen Membranen analysiert. Antikdrperreaktionen wurden
mittels Chemilumineszenz visualisiert. GST und vollstindige GST-Fusionsproteine sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar.

In weiteren Experimenten sollte die HpaB-Bindestelle in HpaA lokalisiert werden. Hierzu
wurden Konstrukte zur Expression von GST (Glutathion-S-Transferase)-Fusionsproteinen
des vollstindigen HpaA, und von N- und C-terminalen Deletionsderivaten von HpaA
generiert (pGhpaA, pGhpaAass.27s und pGhpaA.00; siche Material und Methoden, Kapitel
2.4.3). Die korrespondierenden Proteine wurden in GST-,,pull-down*“-Analysen (siche

Material und Methoden, Kapitel 2.6.1) auf die Interaktion mit HpaB getestet. GST-HpaA
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(vollstindiges HpaA-Protein, 275 Aminosduren), GST-HpaAj;s275 bzw. GST-HpaA .00
wurden in E. coli exprimiert, an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-
Lysat inkubiert, welche HpaB-c-Myc enthielt. Die Analyse der eluierten Proteine mittels
SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen Antikorpern zeigte, dass
HpaB-c-Myc im Eluat von GST-HpaA und GST-HpaAj;s.,75, nicht aber von GST-HpaA .
200 detektiert wurde (Abb. 3-1 B). Dies deutet darauf hin, dass die C-terminalen 50
Aminosduren von HpaA eine Bindestelle fiir HpaB enthalten. Im Eluat von GST-HpaAj»s.
275 war deutlich mehr HpaB-c-Myc enthalten als im Eluat von GST-HpaA (Abb. 3-1 B).
Dies konnte auf Unterschiede in der Proteinkonformation zuriickzufiihren sein, welche die
Interaktion zwischen HpaB-c-Myc und GST-HpaA;»s.275 begiinstigen.

Um die Bedeutung der C-terminalen 50 Aminosduren von HpaA fiir die Proteinfunktion zu
untersuchen, wurde das Konstrukt pDMhpaA ;s (siche Material und Methoden, Kapitel
2.4.3) zur Expression von HpaAi.s-c-Myc (HpaA-Deletionsderivat ohne die 50 C-
terminalen Aminosduren) generiert und auf die Féhigkeit untersucht, den Phinotyp der
hpaA-Deletionsmutante 85*AhpaAd zu komplementieren. Fiir phénotypische Analysen
wurden die Stimme 85* und 85*Ahpad in suszeptible ,Early Californian Wonder*
(ECW)- und resistente ECW-10R-Paprikapflanzen inokuliert. ECW-10R-Pflanzen tragen
das Resistenzgen Bs/ und erkennen das Effektorprotein AvrBsl1, welches vom Stamm 85-
10 transloziert wird (Minsavage et al., 1990). Wihrend der Stamm 85* erwartungsgemif3
Krankheitssymptome in suszeptiblen Pflanzen und die HR in resistenten Pflanzen
induzierte, 16ste der Stamm 85*A/paA keine makroskopischen Reaktionen aus (Abb. 3-2
A). Der Phinotyp der hpaA-Deletionsmutante konnte durch die ektopische Expression von
HpaA-c-Myc vom Plasmid pDMhpaA (Lorenz et al., 2008a), nicht aber von HpaA.2»s5-c-
Myc komplementiert werden (Abb. 3-2 A). Fiir in vitro-Sekretionsanalysen (siche Material
und Methoden, Kapitel 2.5) wurden die Stimme 85* und 85*AhpaA in T3S-induzierendem
Medium (Minimalmedium A; pH 5,3) inkubiert und Gesamtzellextrakte und
Kulturiiberstdinde mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit spezifischen Antikorpern
gegen das Translokonprotein HrpF analysiert. HrpF war erwartungsgemill im
Kulturiiberstand des Stammes 85*, nicht aber des Stammes 85*AAhpaAd nachweisbar (Abb.
3-2 B). HpaA-c-Myc, nicht aber HpaA.»s-c-Myc, konnte die HrpF-Sekretionsdefizienz
des Stammes 85*AhpaAd autheben (Abb. 3-2 B). Die fehlende Komplementation durch
HpaA.225-c-Myec ist nicht auf Proteininstabilitdt zuriickzufiihren, wie die Abb. 3-2 C zeigt.

Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die C-terminalen 50
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Aminosduren von HpaA eine HpaB-Bindestelle enthalten und essentiell fiir den Beitrag
von HpaA zur Typ IlI-abhéngigen Sekretion und Pathogenitdt sind. Die Lokalisierung der
HpaB-Bindestelle im C-terminalen Bereich von HpaA ist ungewohnlich, da sich die bisher
publizierten Chaperon-Bindedomédnen im N-terminalen bzw. zentralen Bereich von T3S-
Substraten befanden (Boyd et al., 2000; Biittner et al., 2004; Lloyd et al., 2001a; Parsot et
al., 2003).
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Abb. 3-2: Die C-terminalen 50 Aminosiuren von HpaA sind fiir die Proteinfunktion essentiell. (A) Das
C-terminale Deletionsderivat HpaA;,s kann den Phénotyp der Apad-Deletionsmutante nicht
komplementieren. Die Stdimme 85* und 85*AhpaAd, welche HpaA-c-Myc (HpaA) oder HpaA; ;,5-c-Myc
(HpaA.;s) ektopisch exprimierten bzw. den Vektor enthielten (-), wurden in suszeptible ECW- (ODgp=0,4)
und resistente ECW-10R-Paprikapflanzen (ODg(0=0,2) inokuliert. Krankheitssymptome wurden 5 Tage nach
der Inokulation fotografiert. Zur Verdeutlichung der HR wurden die Blétter 2 Tage nach der Inokulation in
Ethanol gebleicht. Gestrichelte Linien zeigen die inokulierten Bereiche an. (B) HpaAj,s kann die
Sekretionsdefizienz der hpaA-Deletionsmutante nicht komplementieren. Fiir in vitro-Sekretionsanalysen
wurden die Stdimme 85* und 85*Ahpad, welche HpaA-c-Myc (HpaA) oder HpaA.s5-c-Myc (HpaA.ss)
ektopisch exprimierten bzw. den Vektor enthielten (-), in Sekretionsmedium inkubiert und
Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstdnde durch SDS-PAGE und Western-Blot mit HrpF-spezifischen
Antikdrpern analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. (C) HpaA_,;s-
c-Myc wird stabil exprimiert. Der Stamm 85*Ahpad, welcher HpaA-c-Myc (HpaA) oder HpaA y5-c-Myc
(HpaA|.s) ektopisch exprimierte bzw. den Vektor enthielt (-), wurde in Minimalmedium A angezogen.
Gesamtzellextrakte wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und anschliefend mit HrpF-
spezifischen Antikdrpern auf derselben Membran analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels
Chemilumineszenz visualisiert.
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3.1.2 HpaB interagiert mit der mutmafilichen ATPase HrcN

Das T3S-Chaperon HpaB interagiert mit mehreren Effektorproteinen (Biittner ef al., 2004)
und fiihrt diese vermutlich an den T3S-Apparat heran, wobei das konservierte
Innermembranprotein HrcV des T3S-Systems als Andockstelle dienen konnte (Biittner et
al., 2006). Eine Bindung von HpaB an HrcV konnte kiirzlich gezeigt werden (Biittner et
al., 2006). Hier sollte in Protein-Protein-Interaktionsstudien untersucht werden, ob HpaB
an weitere Komponenten des T3S-Apparates, z.B. HrcN, eine mutmaBliche ATPase,
binden kann. Hierzu wurden die Konstrukte pGhrcN und pDStrephrcN zur Expression von
GST-HrcN bzw. HrcN mit N-terminalen Strep-Epitop generiert (siche Material und
Methoden, Kapitel 2.4.2). Fir GST-,,pull-down“-Analysen wurde GST-HrcN in E. coli
exprimiert, an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert,
welches HpaB-c-Myc enthielt. Die Analyse der eluierten Proteine zeigte, dass HpaB-c-
Myc im Eluat von GST-HrcN nachweisbar war (Abb. 3-3 A). Die Interaktion zwischen
HpaB und HrcN wurde zusétzlich in Strep-,,pull-down®-Analysen (siche Material und
Methoden, Kapitel 2.6.2) untersucht. Hierfiir wurde Strep-HrcN, welches funktional in X.
campestris pv. vesicatoria ist (siche Kapitel 3.2.1) in E. coli exprimiert, an Strep-Tactin-
Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches HpaB-c-Myc
enthielt. Wie Abb. 3-3 B zeigt, war HpaB-c-Myc im Eluat von Strep-HrcN nachweisbar.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das T3S-Chaperon HpaB mit HrcN interagiert.
Die biochemische Funktion von HrcN bei der Typ Ill-abhédngigen Sekretion in X.
campestris pv. vesicatoria ist bislang unbekannt. Die Interaktion von HrcN und HpaB
deutet auf eine mogliche Beteiligung von HrcN an der Erkennung von HpaB-
Effektorprotein-Komplexen hin. Im Folgenden sollte daher HrcN funktionell ndher

charakterisiert werden.
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Abb. 3-3: HpaB interagiert mit HrcN. (A) GST-,,pull-down*“-Analysen mit HrcN. GST und GST-HrcN
wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches HpaB-c-Myc
enthielt. Gesamtzellextrakte (GE, 5 pl) und Eluate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit
c-Myc- und GST-spezifischen Antikorpern auf verschiedenen Membranen analysiert. Antikdrperreaktionen
wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. GST und das vollstindige GST-Fusionsprotein sind mit
einem Stern gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar. (B) Strep-,,pull-down*-
Analysen mit HrcN. Strep-HrcN wurde an Strep-Tactin-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat
inkubiert, welches HpaB-c-Myc enthielt. Gesamtzellextrakte (GE, 5 pl) und Eluate (20 pl) wurden durch
SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und anschlieBend mit Strep-spezifischen Antikdrpern auf
derselben Membran analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert.

3.2 Funktionelle Charakterisierung der ATPase HrcN und des

moglichen regulatorischen Proteins HrcL

3.2.1 hreN ist essentiell fiir die Pathogenitiit von X. campestris pv. vesicatoria

HrcN wird vom sechsten Gen des hrpB-Operons des hrp-Genclusters kodiert und zeigt
Aminosduresequenzihnlichkeiten zur f—Untereinheit von FoF;-ATPasen (Fenselau et al.,
1992; Rossier et al., 2000). HrcN und homologe Proteine enthalten eine Phosphat-
Bindedoméne (P-Loop; Konsensus-Sequenz G/AxxxxGKT/S), welche als Walker-Box A
bezeichnet wird und an der ATP-Bindung beteiligt ist (Abb. 3-4 A) (Walker et al., 1982;
Zarivach et al., 2007). HrcN weist aulerdem das weniger konservierte Walker-Box-B-
Motiv auf, welches in vielen ATP-bindenden Proteinen vorhanden ist (Abb. 3-4 A)
(Walker et al., 1982).
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Um die Bedeutung von HrcN fiir die Pathogenitit von X. campestris pv. vesicatoria zu
untersuchen, wurden die Codons 13 bis 432 von hrcN aus dem Genom des Wildtyp-
Stammes 85-10 deletiert (sieche Material und Methoden, Kapitel 2.3.1) und die Stimme 85-
10 und die ArcN-Deletionsmutante 85-10AhrcN in suszeptible und resistente
Paprikapflanzen inokuliert. Im Gegensatz zum Wildtyp-Stamm 85-10 fiihrte die
Inokulation von 85-10AhrcN nicht zur Ausbildung von Krankheitssymptomen in
suszeptiblen ECW-Pflanzen bzw. zur Induktion der HR in den resistenten ECW-10R-
Pflanzen (Abb. 3-4 B). Der Phénotyp der hrcN-Mutante konnte durch ektopische
Expression von HrcN (Plasmid pDhrcN, siche Material und Methoden, Kapitel 2.4.2) bzw.
Strep-HrcN komplementiert werden und ist daher spezifisch auf die Deletion von ArcN
zuriickzufiihren (Abb. 3-4 B).

Weiterhin wurde die Fahigkeit der ArcN-Deletionsmutante untersucht, sich in suszeptiblen
ECW-Paprikapflanzen zu vermehren. Wie die Abb. 3-4 C zeigt, war das in planta-
Wachstum des Stammes 85-10AArcN im Vergleich zum Wildtyp-Stamm 85-10 drastisch
reduziert, vergleichbar mit dem T3S-defizienten Stamm 85-10AkrpG, in dem die
Expression der hrp-Gene aufgrund der Abwesenheit des Transkriptionsaktivators HrpG
nicht induziert werden kann (Wengelnik ef al., 1999).

Eine Walker-Box-A-Punktmutante von HrcN ist nicht funktional

Um zu untersuchen, ob das Walker-Box-A-Motiv von HrcN essentiell fiir die
Proteinfunktion ist, wurde das ArcN-Codon 175 vom Plasmid pDStrephrcN so mutiert,
dass der konservierte Glycinrest durch einen Cysteinrest ersetzt wurde (siche Abb. 3-4 A
und Material und Methoden, Kapitel 2.4.2). Das resultierende HrcN-Derivat Strep-
HrcNgi7sc konnte bei ektopischer Expression vom Plasmid pDStrephrcNgi7s¢ im Stamm
85-10AhrcN den Phinotyp der hArcN-Mutante nicht komplementieren (Abb. 3-4 B). Dies
kann nicht auf Proteininstabilitét zurlickzufiihren sein, da Strep-HrcN und Strep-HrcNgi7sc

etwa gleich stark exprimiert wurden (Abb. 3-4 D).

hreN ist essentiell fiir die Typ I1I-abhingige Sekretion und Translokation

Als néchstes wurde der Einfluss von HrcN auf die Typ IlI-abhéngige Sekretion analysiert.
Hierfiir wurden in vitro-Sekretionsanalysen mit den Stimmen 85* und 85*AhrcN
durchgefiihrt und Gesamtzellextrakte und Kulturiiberstinde mittels SDS-PAGE und

Western-Blot mit spezifischen Antikérpern gegen die moglichen Translokonproteine HrpF
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und XopA, das Pilusprotein HrpE, den Pathogenititsfaktor HrpB2 und das Effektorprotein
AvrBs3 untersucht. Die Analyse der Sekretion des Effektorproteins AvrBs3 erfolgte in den
Stimmen 82* und 82*AhrcN, Derivate des Wildtyp-Stammes 82-8, die avrBs3 von einem
endogenen Plasmid exprimieren. Alle getesteten Proteine wurden erwartungsgeméill vom
jeweiligen Wildtyp-Stamm sekretiert, waren aber nicht im Kulturiiberstand der hrcN-
Deletionsmutanten detektierbar (Abb. 3-4 D). Die Sekretionsdefizienz konnte durch die
ektopische Expression von Strep-HrcN, nicht aber von Strep-HrcNgi7s¢ komplementiert
werden (Abb. 3-4 D).

Zusitzlich zur in vitro-Sekretion wurde auch der Beitrag von HrcN zur in vivo-
Translokation der Effektorproteine XopJ und XopC untersucht. Der Nachweis der Typ I1I-
abhingigen Proteintranslokation erfolgte unter Verwendung des AvrBs3A2-
Reporterproteins. Dabei handelt es sich um ein Derivat des Effektorproteins AvrBs3,
welches in den Aminosduren 2-152 und damit im T3S-Signal deletiert ist. AvrBs3A2 ist
aber in der Lage, die HR in AvrBs3-responsiven ECW-30R Paprikapflanzen zu induzieren,
wenn es in planta exprimiert oder als Fusionsprotein mit einem funktionalen T3S-Signal
von X. campestris pv. vesicatoria transloziert wird (Szurek et al., 2002). Da diese
Reporter-basierte Methode sensitiver als in vitro-Sekretionsanalysen ist, kann die
Translokation auch von solchen Proteinen detektiert werden, welche in in vitro-
Kulturiiberstdnden nicht nachweisbar sind (Biittner ef al., 2006). Fusionsproteine zwischen
N-terminalen Bereichen von XoplJ bzw. XopC, welche ein funktionales T3S-Signal
enthalten, und dem Reporter AvrBs3A2 wurden vom Plasmid pL6xopJ356 bzw.
pL6x0pJ356 (Noél et al., 2003) exprimiert und induzierten erwartungsgemil3 die HR in
ECW-30R-Pflanzen, wenn sie vom Stamm 85-10 transloziert wurden (Abb. 3-4 E). Keine
HR-Induktion wurde dagegen mit der ArcN-Deletionsmutante beobachtet (Abb. 3-4 E). Die
Translokationsdefizienz der Mutante konnte durch ektopische Expression von Strep-HrcN,
nicht aber von Strep-HrcNgi7sc, komplementiert werden (Abb. 3-4 E). Zusammenfassend
deuten diese Experimente darauf hin, dass HrcN fiir die Typ IlI-abhingige Sekretion und
Translokation essentiell ist und dass die Funktion von HrcN vom konservierten Glycinrest

der Walker-Box A abhingig ist.
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Abb. 3-4: HrcN ist fiir die Typ III-abhiingige Sekretion und die bakterielle Pathogenitit essentiell. (A)
Schematische Darstellung von HrcN. Nummern beziehen sich auf Aminosdurepositionen, Buchstaben auf
den Ein-Buchstaben-Code von Aminosduren. Eine im Rahmen dieser Arbeit erzeugte Punktmutation des
Walker-Box-A-Motivs ist in rot dargestellt. (B) Eine ArcN-Deletionsmutante ist nicht pathogen. Die X.
campestris pv. vesicatoria-Stamme 85-10 und 85-10AhrcN, welche HreN, Strep-HreN oder Strep-HreNg7s¢
exprimierten bzw. den Vektor enthielten (-), wurden in suszeptible ECW- (ODgp=0,4) und resistente ECW-
10R-Paprikapflanzen (ODgp=0,2) inokuliert. Krankheitssymptome wurden 7 Tage nach der Inokulation
fotografiert. Zur Verdeutlichung der HR wurden die Blatter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht.
Gestrichelte Linien zeigen die inokulierten Bereiche an. (C) Das in planta-Wachstum einer hrcN-
Deletionsmutante ist drastisch reduziert. Die Stimme 85-10, 85-10AhrcN und 85-10AhrpG wurden in
suszeptible ECW-Paprikapflanzen inokuliert und das bakterielle Wachstum iiber einen Zeitraum von 8 Tagen
untersucht. Die dargestellten Werte sind jeweils Mittelwerte von 3 Proben aus 3 verschiedenen Pflanzen. Die
Standardabweichungen sind angegeben. Das Experiment, von dem ein représentatives Ergebnis gezeigt wird,
wurde dreimal durchgefiihrt. KBE = Koloniebildende Einheiten. (D) HreN ist fiir die Typ IlI-abhéngige in
vitro-Sekretion essentiell. Die Stdmme 85* und 85*AhrcN, welche Strep-HreN (HreN) oder Strep-HreNg7s¢
(HrcNgi7sc) exprimierten bzw. den Vektor enthielten (-), wurden in Sekretionsmedium inkubiert.
Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstinde wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit HrpF-,
XopA-, HrpE-, HrpB2-, AvrBs3- und HrcN-spezifischen Antikdrpern auf verschiedenen Membranen
analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. Zur Analyse der AvrBs3-
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Sekretion wurden die Stdmme 82* und 82*AhrcN verwendet, welche natiirlicherweise avrBs3 exprimieren.
Die Analyse der HrpB2-Sekretion erfolgte in den Stimmen 85*AhpaC und 85*AhpaCAhrcN, da HrpB2 in
Abwesenheit von HpaC verstirkt sekretiert wird und leichter in Kulturiiberstinden zu detektieren ist (Lorenz
et al., 2008b). (E) HrcN ist fiir die Translokation der Effektorproteine XopJ und XopC essentiell. Die
Stimme 85-10 und 85-10AArcN, welche XopJ.iss-AvrBs3A2 oder XopCi.,p0-AvrBs3A2 exprimierten,
wurden in AvrBs3-responsive ECW-30R-Paprikapflanzen (ODgpo=0,2) inokuliert. Zur Verdeutlichung der
HR wurden die Bldtter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Gestrichelte Linien zeigen die
inokulierten Bereiche an.

3.2.2 HrcN hydrolysiert ATP in vitro

Da HrcN Homologie zu bekannten ATPasen aufweist, sollte in weiteren Experimenten
untersucht werden, ob HrcN ATP hydrolysieren kann. Hierfiir wurde Strep-HrcN bzw.
Strep-HrcNgi7sc in E. coli exprimiert, an Strep-Tactin-Sepharose immobilisiert und nach
Entfernung ungebundener Proteine von der Matrix eluiert. Die Analyse der eluierten
Proteine mittels SDS-PAGE und Coomassie-Fiarbung zeigte, dass Strep-HrcN und Strep-
HrcNgi7sc nahezu zur Homogenitét gereinigt werden konnten (Abb. 3-5 A). Beide Proteine
wurden anschliefend mit Hilfe eines Malachitgriin-Phosphatase-Tests analysiert (siche
Material und Methoden, Kapitel 2.7). Dabei wurde Strep-HrcN bzw. Strep-HrcNgi7sc in
Anwesenheit von ATP mit Malachitgriin-Reagenz inkubiert, das einen quantifizierbaren,
griinen Komplex mit freigesetztem Phosphat bildet. Die Abb. 3-5 B zeigt, dass Strep-HrcN
ATP in einer linear zeitabhingigen Weise hydrolysiert. Es wurden ca. 400 pmol Phosphat
pro Minute und pg Protein freigesetzt. Fiir Strep-HrcNgi75¢ konnte dagegen keine ATP-
Hydrolyse gemessen werden (Abb. 3-5 B).

Da die enzymatische Aktivitit von T3S-assoziierten ATPasen vermutlich vom
Oligomerisierungszustand des Proteins abhéngt, wurde untersucht, ob die Walker-Box-A-
Mutation G175C die Fahigkeit zur Selbstinteraktion von HrcN beeintrachtigt. Die
Selbstinteraktion der ATPase wurde bereits in vorangegangenen Experimenten fiir HrcN
aus X. campestris pv. vesicatoria und X. axonopodis pv. citri nachgewiesen (Alegria et al.,
2004; Berger, 2005). Fiir Interaktionsstudien wurden Strep-HrcN bzw. Strep-HrcNgi7s¢ an
Strep-Tactin-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches
HrcNgi7sc mit einer C-terminalen c-Myc-Epitopmarkierung (exprimiert vom Plasmid
pDMhrcNgi7sc; siehe Material und Methoden, Kapitel 2.4.2) enthielt. HrcNgi75c-c-Myc
wurde in den Eluaten von Strep-HrcN und Strep-HrcNgi7sc detektiert und interagiert

demnach mit Wildtyp-HrcN und mit sich selbst (Abb. 3-5 C).
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Abb. 3-5: HrcN hydrolysiert ATP in vitro. (A) Reinigung von Strep-HrcN und Strep-HrcNgy7sc. Strep-
HreN (HreN) und Strep-HreNgi7sc (HreNgi7sc) wurden ektopisch in E. coli exprimiert und unter
Verwendung von Strep-Tactin-Sepharose aus bakteriellen Lysaten gereinigt. Gesamtzellextrakte (GE) und
von der Matrix eluierte Proteine (Eluate) wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert. (B)
Bestimmung der ATPase-Aktivitdt von Strep-HrcN und Strep-HrcNgi7sc. Die ATP-Hydrolyse durch
gereinigtes Strep-HrcN (HrcN) und Strep-HrcNgi7sc (HreNgi7sc) wurde mit Hilfe eines Malachitgriin-
Phosphatase-Tests iiber einen Zeitraum von 30 min gemessen (siche Material und Methoden, Kapitel 2.7).
(C) HrcNg7sc interagiert mit sich selber und mit Wildtyp-HreN. Strep-HreN und Strep-HreNg,75¢c wurden an
Strep-Tactin-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches HrcNg;75c-c-Myc
enthielt. Gesamtzellextrakte (GE, 5 ul) und Eluate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit
c-Myc- und anschlieBend mit Strep-spezifischen Antikérpern auf derselben Membran analysiert.
Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. (D) Die ektopische Expression von
Strep-HrcNg 75 beeintrachtigt die bakterielle Pathogenitdt von X. campestris pv. vesicatoria. Die Stimme
85-10 und 85*, welche Strep-HrcN (HrcN) oder Strep-HreNgi7s¢ (HreNgi7sc) ektopisch exprimierten bzw.
den Vektor enthielten (-), wurden in suszeptible ECW- (ODgyp=0,4) und resistente ECW-10R-
Paprikapflanzen (ODg(=0,2) inokuliert. Krankheitssymptome wurden 5 Tage nach der Inokulation
fotografiert. Zur Verdeutlichung der HR wurden die Blatter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht.
Gestrichelte Linien zeigen die inokulierten Bereiche an. (E) Die ektopische Expression von Strep-HrcNg7s¢
beeintrachtigt die Typ IlI-abhéngige in vitro-Sekretion von HrpF und XopA. Der Stamm 85*, welcher Strep-
HreN (HreN) oder Strep-HreNgi7sc (HreNg7sc) ektopisch exprimierte bzw. den Vektor enthielt (-), wurde in
Sekretionsmedium inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstinde wurden durch SDS-PAGE und
Western-Blot mit HrpF-, XopA-, und Strep-spezifischen Antikdrpern auf verschiedenen Membranen
analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert.
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Zusammengefasst deuten diese Experimente darauf hin, dass der konservierte Glycinrest
an Aminosdureposition 175 von HrcN fiir die ATPase-Aktivit, nicht aber fiir die
Selbstinteraktion von HrcN notwendig ist. Die fehlende Komplementation der ArcN-
Mutante durch HrcNgi7sc kann daher vermutlich mit dem Verlust der enzymatischen
Aktivitdt dieses HreN-Derivates erkldrt werden.

Interessanterweise fiihrte die ektopische Expression von Strep-HrcNgi7sc im Wildtyp-
Stamm 85-10 zu deutlich reduzierten Symptomen in suszeptiblen und resistenten
Paprikapflanzen (Abb. 3-5 D). Moglicherweise interferiert die Anwesenheit von Strep-
HrcNgi7sc mit der Bildung funktionaler ATPase-Komplexe. Da der inhibitorische Einfluss
von Strep-HrcNgi7sc im Stamm 85* weniger stark ausgeprédgt war, ist zu vermuten, dass
die konstitutive Expression des hrpG-Regulons den inhibitorischen Effekt von Strep-
HrcNgi7sc auf die Wirt-Pathogen-Interaktion partiell kompensieren kann (Abb. 3-10 D).
Die in vitro-Sekretion der mdglichen Translokonproteine HrpF und XopA durch den
Stamm 85* war jedoch in Anwesenheit von Strep-HrcNgi7sc reduziert (Abb. 3-5 E).

3.2.3 HrecN dissoziiert einen HpaB/XopF1-Komplex

HreN ist fiir die Sekretion von T3S-Substraten essentiell (siehe Kapitel 3.2.1). In weiteren
Protein-Protein-Interaktionsstudien sollte untersucht werden, ob HrcN mit Typ II-
abhingig sekretierten Proteinen interagiert. Dazu wurde GST-HrcN an Glutathion-
Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten inkubiert, welche C-terminal c-Myc-
Epitop-markierte Derivate der Effektorproteine XopF1, XopC, XopG bzw. XopH
enthielten. Die entsprechenden Expressionskonstrukte pDMxopC (Biittner et al., 2007),
pDGW4MxopG und pDGW4MxopH (A. Kriiger und U. Bonas, unveroffentlicht) lagen
bereits vor, pDMxopF1 wurde im Rahmen dieser Arbeit generiert (siche Material und
Methoden, Kapitel 2.4.4). Wie Abb. 3-6 A zeigt, konnte keine Interaktion zwischen den
getesteten Effektorproteinen und HrceN detektiert werden. Zusétzlich zu GST-,,pull-down*-
Analysen wurde eine mogliche Interaktion von HrcN mit Typ IlI-abhédngig sekretierten
Proteinen mittels Strep-,,pull-down“-Analysen untersucht. Hierfiir wurden Strep-HrcN
bzw. das katalytisch inaktive Strep-HrcNgi7sc an Strep-Tactin-Sepharose immobilisiert
und mit E. coli-Lysaten inkubiert, welche C-terminal c-Myc-Epitop-markierte Derivate

von XopF1 bzw. des Pathogenititsfaktors HrpB2 (exprimiert vom Plasmid pDMhrpB2;
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Lorenz et al., 2008b) enthielten. Eine Interaktion von Strep-HrcN oder Strep-HrcNgi7sc
mit XopF1-c-Myc bzw. HrpB2-c-Myc konnte nicht nachgewiesen werden. Es gibt damit
keine experimentellen Hinweise darauf, dass HrcN mit T3S-Substraten interagiert. Im
Gegensatz dazu konnte HpaB-c-Myc sowohl in GST- als auch in Strep-,,pull-down*-
Analysen wie erwartet im Eluat von HrcN detektiert werden (Abb. 3-6 A und B). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass HrcN mit HpaB, nicht jedoch mit den getesteten
Effektorproteinen bzw. HrpB2 interagiert. HpaB-c-Myc wurde auch im Eluat von Strep-
HrcNgi7sc detektiert (Abb. 3-6 B). Demnach ist der konservierte Glycinrest des Walker-
Box-A-Motivs von HrcN nicht essentiell fiir die Interaktion mit HpaB.

T3S-assoziierte ATPasen wurden bislang intensiv in tierpathogenen Bakterien analysiert.
In S. enterica wurde gezeigt, dass die ATPase InvC Chaperon-Effektor-Komplexe unter
ATP-Verbrauch dissoziiert (Akeda und Galan, 2005). Hier sollte analysiert werden, ob
HrcN aus X. campestris pv. vesicatoria eine dhnliche Funktion erfiillt. Dazu wurde
zundchst GST-HpaB vom Plasmid pGhpaB (Biittner et al., 2006) in E. coli exprimiert, an
Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem FE. coli-Lysat inkubiert, welches
XopFl-c-Myc enthielt. Nach der Entfernung ungebundener Proteine wurden die
immobilisierten HpaB/XopF1-Komplexe mit aus E. coli gereinigtem Strep-HrcN in
Anwesenheit von ATP inkubiert (siche Material und Methoden, Kapitel 2.8). Gebundene
und freigesetzte Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- bzw.
GST-spezifischen Antikorpern analysiert. GST-HpaB war erwartungsgemiBl nur an der
Glutathion-Sepharose-Matrix detektierbar. Dagegen konnte XopF1-c-Myc sowohl an der
Matrix als auch im Uberstand, welcher die freigesetzten Proteine enthilt, detektiert werden
(Abb. 3-6 C). Dies deutet darauf hin, dass XopF1 in Anwesenheit der ATPase HrcN vom
Chaperon HpaB freigesetzt wurde. Die Freisetzung von XopF1-c-Myc erfolgte hingegen
nicht in Gegenwart des nicht-hydrolysierbaren ATP-Derivates ATPyS und war somit ATP-
abhiingig (Abb. 3-6 C). XopF1-c-Myc wurde auch nicht im Uberstand detektiert, wenn das
katalytisch inaktive Strep-HrcNgi7sc verwendet wurde (Abb. 3-6 C). Dies ist nicht auf eine
fehlende Protein-Protein-Interaktion zuriickzufiihren, da Strep-HrcNgi7s¢ an HpaB bindet
(Abb. 3-6 B). Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass HrcN einen

GST-HpaB/XopF1-c-Myc-Komplex unter ATP-Verbrauch dissoziiert.
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Abb. 3-6: HrcN dissoziiert einen HpaB-XopF1-Komplex. (A) GST-,,pull-down“-Analysen mit HrcN. GST
und GST-HrcN wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten inkubiert, welche
XopF1-c-Myc, XopC-c-Myc, XopG-¢c-Myc, XopH-c-Myc bzw. HpaB-c-Myc enthielten. Gesamtzellextrakte
(GE, 5 pl) und Eluate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen
Antikdrpern  auf  verschiedenen Membranen analysiert. Antikorperreaktionen wurden — mittels
Chemilumineszenz visualisiert. GST und das vollstindige GST-Fusionsprotein sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar. Es ist ein reprasentativer GST-Western-
Blot gezeigt. (B) Strep-,,pull-down*“-Analysen mit HrcN und HrcNg;7s5c. Strep-HreN und Strep-HrcNgi7sc
wurden an Strep-Tactin-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten inkubiert, welche HpaB-c-Myec,
HrpB2-c-Myc bzw. XopF1-c-Myc enthielten. Gesamtzellextrakte (GE, 5 ul) und Eluate (20 pl) wurden durch
SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und anschlieBend mit Strep-spezifischen Antikdrpern auf
derselben Membran analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. Es ist
ein reprdsentativer Strep-Western-Blot gezeigt. (C) HrcN setzt das Effektorprotein XopFl vom T3S-
Chaperon HpaB frei. An Glutathion-Sepharose gebundene GST-HpaB/XopF1-c-Myc-Komplexe (siche Text)
wurden wie angegeben mit gereinigtem Strep-HrcN bzw. Strep-HrcNg;7sc in Anwesenheit von ATP (150
uM) oder dem nicht-hydrolysierbaren ATP-Derivat ATPyS (150 uM) inkubiert. Gesamtzellextrakte, welche
XopF1-c-Myc enthielten (GE), gebundene Proteine (gebunden) sowie von der Matrix freigesetzte Proteine
(Uberstand) wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und anschlieBend mit GST-
spezifischen Antikdrpern auf derselben Membran analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels
Chemilumineszenz visualisiert.
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3.2.4 HrcN interagiert mit HrcL

Das hrcN-Gen ist im hrpB-Operon benachbart zu hrcL, welches ebenfalls einen
essentiellen Pathogenitétsfaktor kodiert, dessen biochemische Funktion jedoch noch
ungeklart ist. HrcL ist homolog zu FliH aus S. enterica und YscL aus Yersina spp., welche
an die ATPasen Flil bzw. YscN binden und die ATPase-Aktivitit negativ regulieren
(Blaylock et al., 2006; Minamino und MacNab, 2000a; Minamino und MacNab, 2000b).
Aus fritheren Arbeiten war bekannt, dass HrcL fiir die Auslosung von
Krankheitssymptomen und der HR in suszeptiblen bzw. resistenten Paprikapflanzen, sowie
fiir die Sekretion von HrpB2 und des Effektorproteins AvrBs3 notwendig ist (Rossier et
al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass HrcL auch fiir
die Sekretion der moglichen Translokonproteine HrpF und XopA bendtigt wird (Abb. 3-7
A). Dies deutet darauf hin, dass HrcL einen generellen Einfluss auf die Typ IlI-abhéngige
Sekretion hat. Weiterhin wurde der Beitrag von HrcL zur in vivo-Translokation der
Effektorproteine XopJ und XopC unter Verwendung des Reporterproteins AvrBs3A2
untersucht. XopJ;.iss-AvrBs3A2 und XopCi.200-AvrBs3A2 induzierten erwartungsgemél
diec HR in ECW-30R-Pflanzen, wenn sie von Stamm 85-10 transloziert wurden (Abb. 3-7
B). Keine HR-Induktion wurde dagegen mit den /srcL-Deletionsmutanten beobachtet (Abb.
3-7 B). Die Sekretions- und Translokationsdefizienz der ArcL-Deletionsmutanten konnte
durch ektopische Expression von HrcL mit C-terminalen c-Myc-Epitop vom Plasmid
pDMhrcL (sieche Material und Methoden, Kapitel 2.4.2) komplementiert werden und ist
daher spezifisch auf die Deletion von ArcL zuriickzufiihren (Abb. 3-7 A und B).

Um eine mogliche Interaktion zwischen HrcL. und HrcN zu analysieren, wurden Strep-
,pull-down“-Analysen durchgefiihrt. Strep-HrcN bzw. das katalytisch inaktive Derivat
Strep-HrcNgi7sc wurde an Strep-Tactin-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-
Lysat inkubiert, welches HrcL-c-Myc enthielt. Die Analyse der Eluate zeigte, dass HrcL-c-
Myc im Eluat von Strep-HrcN und Strep-HrcNgi7sc detektierbar war, d.h. beide HrcN-
Derivate interagierten mit HrcL (Abb. 3-7 C). Die Interaktion zwischen HrcN und HrcL
konnte durch ein GST-,,pull-down*“-Experiment bestitigt werden, bei dem GST-HrcN an
Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert wurde, welches
HrcL-c-Myc enthielt (Abb. 3-7 D).

Die Interaktion zwischen HrcL und HrcN wurde auch in vivo durch Koimmunprizipitation

mit X. campestris pv. vesicatoria-Proteinextrakten analysiert. Mangels HrcL-spezifischer
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Antikorper wurde HrcL mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop exprimiert. Die Bakterien
wurden in einem T3S-induzierenden Medium angezogen, lysiert und HrcL-c-Myc mit
einem c-Myc-spezifischen Antikorper, der an Protein G-Agarose gekoppelt war,
immunprazipitiert. Western-Blot-Analysen zeigten, dass HrcN im Prdzipitat von HrcL-c-
Myc, nicht jedoch in Abwesenheit des c-Myc-spezifischen Antikdrpers oder in
Abwesenheit von HrcL-c-Myc detektierbar war (Abb. 3-7 E). Diese Ergebnisse konnten
durch ein reziprokes Experiment, bei dem natives HrcN mit Hilfe von HrcN-spezifischen
Antikorpern immunpréazipitiert wurde, bestétigt werden (Abb. 3-7 F). Dies deutet darauf

hin, dass HrcL und HrcN auch in X. campestris pv. vesicatoria interagieren.
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Abb. 3-7: HrcN interagiert mit dem konservierten HrcL-Protein. (A) HrcL ist fiir die Typ I1I-abhingige
Sekretion von HrpF und XopA in vitro essentiell. Die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85* und
85*AhrcL, welche HrcL-c-Myc exprimierten (+) bzw. den Vektor enthielten (-), wurden in
Sekretionsmedium inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstinde wurden durch SDS-PAGE und
Western-Blot mit HrpF-, XopA- und c-Myc-spezifischen Antikdrpern auf verschiedenen Membranen
analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. (B) HrcL ist fiir die
Translokation der Effektorproteine XopJ und XopC essentiell. Die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85-
10 und 85-10AhrcL, welche XoplJ;.1ss-AvrBs3A2 oder XopCi,00-AvrBs3A2 ektopisch exprimierten, wurden
in AvrBs3-responsive ECW-30R-Paprikapflanzen (ODgp=0,2) inokuliert. Zur Verdeutlichung der HR
wurden die Blétter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Gestrichelte Linien zeigen die
inokulierten Bereiche an. (C) Strep-,,pull-down‘“-Analysen mit HrcL und HrcN. Strep-HrcN und Strep-
HrcNgi75¢c wurden an Strep-Tactin-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches
HrcL-c-Myc enthielt. Gesamtzellextrakte (GE, 5 pl) und Eluate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und
Western-Blot mit c-Myc- und anschlieBend mit Strep-spezifischen Antikorpern auf derselben Membran
analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. (D) GST-,,pull-down*-
Analysen mit HrcL und HrcN. GST und GST-HreN wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit
einem E. coli-Lysaten inkubiert, welches HrcL-c-Myc enthielt. Gesamtzellextrakte (GE, 5 ul) und Eluate (20
pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen Antikérpern auf
verschiedenen Membranen analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert.
GST und GST-HreN sind mit einem Stern gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte
dar. (E) Koimmunprézipitationsexperimente mit HrcL und HrcN in X. campestris pv. vesicatoria. Lysate der
Staimme 85*AhrcL (AhrcL) und 85*AhrcN (AhrceN), welche HrcL-c-Myc ektopisch exprimierten (+) bzw.
den Leervektor enthielten (-), wurden in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) eines c-Myc-spezifischen
Antikorpers (o-c-Myc) mit Protein G-Agarose inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE, 5 pupl) und
Immunprézipitate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und HrcN-spezifischen
Antikdrpern  auf  verschiedenen Membranen analysiert. Antikorperreaktionen wurden — mittels
Chemilumineszenz visualisiert. (F) Koimmunprizipitationsexperimente mit HrcL und HrcN in X. campestris
pv. vesicatoria. Ein Lysat des Stammes 85*AhrcL (AhrcL), welcher HrcL-c-Myc ektopisch exprimierte (+),
wurde in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von HrcN-spezifischen Antikérpern (o-HrcN) mit Protein
G-Agarose inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE) und Immunpréazipitate wurden wie in (E) beschrieben,
analysiert.

3.2.5 HrcL tragt zur Proteinstabilitit von HrceN bei

Interessanterweise zeigte die Analyse von X. campestris pv. vesicatoria-Proteinextrakten,
dass die Menge an HrcN im Stamm 85*AhrcL signifikant reduziert war (Abb. 3-8 A). Dies
ist spezifisch auf die Deletion von hrcL zuriickzufiihren, da Gesamtzellextrakte des
Stammes 85*AhrcL bei ektopischer Expression von HrcL-c-Myc Wildtyp-Mengen an
HrcN aufwiesen (Abb. 3-8 A). Die Menge anderer T3S-assoziierter Proteine, z.B. HrpB2
und HrpF, war dagegen durch die Deletion von /rcL nicht beeintrichtigt (Abb. 3-8 A). Da
HrpB2 im selben Operon wie HrcN kodiert wird, ist es unwahrscheinlich, dass die
Deletion von hrcL die Transkriptstabilitidt beeinflusst. Um diese Moglichkeit trotzdem zu
iiberpriifen, wurden semiquantitative Reverse Transkriptase (RT)-PCR-Analysen mit RNA
der Stamme 85* und 85*AhrcL unter der Verwendung genspezifischer Primer
durchgefiihrt. Die Abb. 3-8 B zeigt, dass die Menge des hrcN-Transkriptes in beiden

Stimmen vergleichbar war. Demnach scheint die Deletion von ArcL nicht die hrcN-
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Expression auf Transkriptebene zu beeintrachtigen. Es wurde in den Stammen 85* und
85*AhrcL auch kein Unterschied hinsichtlich der hrpB2-Transkriptmengen festgestellt
(Abb. 3-8 B).
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Abb. 3-8: HrcL trigt zur Proteinstabilitiit von HrcN bei. (A) Die HrcN-Proteinmenge ist in Abwesenheit
von HrcL reduziert. Die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85* und 85*AhrcL, welche HrcL-c-Myc
ektopisch exprimierten (+) oder den Vektor enthielten (-), wurden in Minimalmedium A angezogen.
Gesamtzellextrakte wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit HrcN- und anschlieend mit HrpF-
spezifischen Antikdrpern auf derselben Membran bzw. mit HrpB2-spezifischen Antikérpern auf einer
weiteren Membran analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. (B) Die
Transkription von ArcN ist in einer hrcL-Deletionsmutante nicht beeintrdchtigt. Reverse Transkriptase-PCR
(RT-PCR)-Analysen der X. campestris pv. vesicatoria-Stamme 85* und 85*AhrcL (AhrcL) mit hrcN-,
hrpB2- und 16S-rRNA-spezifischen Primern. Die 16S-rRNA wurde als konstitutive Kontrolle verwendet. Als
Positivkontrolle wurde genomische DNA des Stammes 85* eingesetzt. Als Negativkontrollen wurde die RT-
PCR in Abwesenheit von cDNA (-) bzw. Reverser Transkriptase (-RT) durchgefiihrt. RT-PCR-Produkte
wurden auf einem 2%-igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. (C) Die HrcN-
Proteinstabilitét ist in einer ArcL-Deletionsmutante reduziert. Die Stimme 85* und 85*AhrcL wurden in
Minimalmedium A angezogen. Bakterielle Kulturen wurden auf eine optische Dichte (ODggp) von 0,2
eingestellt und bei 30°C in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von Spectinomycin (Spec) mit einer
Endkonzentration von 400 pg/ml inkubiert. Gleiche Mengen der iiber einen Zeitraum von 7 Stunden nach
Spectinomycin-Zugabe entnommenen Gesamtzellextrakte wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit
HrcN- und anschlieBend mit HrpF-spezifischen Antikdrpern auf derselben Membran analysiert.
Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert.

Da, wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben, HrcL mit HrcN in X. campestris pv. vesicatoria
interagiert, sollte gekldrt werden, ob HrcL zur Proteinstabilitit von HrcN beitragt. Dazu

wurde die Proteinbiosynthese in den Stammen 85* und 85*AhrcL mit dem Antibiotikum
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Spectinomycin blockiert. Spectinomycin inhibiert den Elongationsfaktor G-Zyklus und die
tRNA-Translokationsreaktion (Carter et al., 2000). Die HrcN-Proteinmengen wurden in
beiden Stdmmen {iber einen Zeitraum von sieben Stunden nach Spectinomycin-Zugabe
analysiert. Im Stamm 85* verringerte sich die Menge an HrcN drei Stunden nach
Spectinomycin-Zugabe (Abb. 3-8 C). Im Gegensatz dazu war im Stamm 85*AhrcL eine
Abnahme der HrcN-Menge bereits nach einer Stunde zu verzeichnen (Abb. 3-8 C). Dieser
Effekt ist nicht durch einen Einfluss von HrcL auf die generelle Proteinstabilitét erkldrbar,
da die Menge des Translokonproteins HrpF in den Stimmen 85* und 85*AhrcL
vergleichbar war (Abb. 3-8 C). Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
HrcL zur Stabilitdt von HrcN beitragt.

Die HrcL-homologen Proteine YscL aus Yersinia spp. und FliH aus S. enterica agieren
vermutlich als Regulatoren der ATPase (Blaylock et al., 2006; Minamino und MacNab,
2000a). Ein moglicher Einfluss von HrcL auf die ATPase-Aktivitit von HrcN konnte
jedoch leider nicht untersucht werden, da HrcL nicht als GST- oder Strep-Fusionsprotein

in ausreichender Quantitdt und Qualitét aus E. coli gereinigt werden konnte.

3.2.6 Die Uberexpression von HrcL beeintrichtigt die bakterielle Pathogenitiit

Um HrcL nidher zu analysieren, wurden Uberexpressionsstudien in X. campestris pv.
vesicatoria durchgefiihrt. Die ektopische Expression von HrcL-c-Myc vom Plasmid
pDMhrcL im Stamm 85-10 fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der Krankheitssymptome
und der HR in suszeptiblen bzw. resistenten Paprikapflanzen (Abb. 3-9 A). Bei
gleichzeitiger ektopischer Expression von HrcL und HrcN vom Konstrukt pDhrcLN (siehe
Material und Methoden, Kapitel 2.4.2) waren die makroskopischen Reaktionen auf
Paprikapflanzen dagegen nicht beeintrachtigt (Abb. 3-9 A). Da pDhrcLN den Phinotyp
von hrcL- und hrcN-Deletionsmutanten komplementierte, kann davon ausgegangen
werden, dass sowohl HrcL als auch HrcN exprimiert wurden (Abb. 3-9 C). Dies konnte in
Western-Blot-Analysen fiir HreN (Abb. 3-10 B), mangels HrcL-spezifischer Antikorper
jedoch nicht fiir HrcL nachgewiesen werden. Anscheinend wirkt die Uberexpression von
HrcN dem negativen Effekt der HrcL-Uberexpression entgegen.

Im Stamm 85* war der inhibitorische Einfluss der ektopischen Expression von HrcL-c-

Myc auf die Interaktion mit der Pflanze deutlich weniger stark ausgeprigt (Abb. 3-9 A). Es
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konnte auch kein Einfluss der HrcL-Uberexpression auf die Typ Ill-abhingige in vitro-
Sekretion des Translokonproteins HrpF festgestellt werden (Abb. 3-9 B). Es ist daher
anzunehmen, dass die konstitutive Expression des hrpG-Regulons im Stamm 85* den
negativen Effekt einer ArcL-Uberexpression kompensieren kann. Ahnliche Beobachtungen
wurden schon fiir die ektopische Expression von Strep-HrcNgi7sc im Stamm 85*

beschrieben (siche Kapitel 3.2.2).
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Abb. 3-9: Die ektopische Expression von HrcL beeintrichtigt die bakterielle Pathogenitit. (A) Die X.
campestris pv. vesicatoria-Stamme 85-10 und 85*, welche HrcL-c-Myc (HrcL) oder HrcL und HrcN vom
Plasmid pDhrcLN (HrcL+HrcN) ektopisch exprimierten bzw. den Vektor enthielten (-), wurden in
suszeptible ECW- (ODgpp=0,4) und resistente ECW-10R-Paprikapflanzen (ODgy=0,2) inokuliert.
Krankheitssymptome wurden 5 Tage nach der Inokulation fotografiert. Zur Verdeutlichung der HR wurden
die Blitter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Gestrichelte Linien zeigen die inokulierten
Bereiche an. (B) In vitro-Sekretionsanalysen mit dem Stamm 85%* welcher HrcL-c-Myc ektopisch
exprimierte (+) bzw. den Vektor enthielt (-). Die Bakterien wurden in Sekretionsmedium inkubiert und
Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstinde mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit HrpF- und
anschlieBend mit c-Myc-spezifischen Antikérpern auf derselben Membran analysiert. (C)
Komplementationsanalysen mit hrcL- und hrcN-Deletionsmutanten. Die X. campestris pv. vesicatoria-
Stamme 85-10, 85-10AhrcN (AhreN) und 85-10AhrcL (AhrcL), welche Strep-HreN (HreN), HrcL-c-Myc
(HrcL) oder HrcL und HrcN vom Plasmid pDhrcLN (HrcL+HrcN) ektopisch exprimierten bzw. den
Leervektor enthielten (-), wurden in resistente ECW-10R-Paprikapflanzen inokuliert. Zur Verdeutlichung der
HR wurden die Bldtter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Gestrichelte Linien zeigen die
inokulierten Bereiche an.
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3.2.7 Eine hrcLhrcN-Doppeldeletionsmutante ist nicht pathogen

In S. enterica wurde kiirzlich gezeigt, dass die Deletion von fIil und fliH, welche die
Flagellum-T3S-assoziierte ATPase Flil und den korrespondierenden Regulator FliH
kodieren, nicht zu einem vollstindigen Verlust der bakteriellen Motilitdt fiihrt, und
extrazellulire Komponenten des Flagellum-T3S-Systems immer noch, wenn auch stark
reduziert, sekretiert werden (Minamino und Namba, 2008). Eine Punktmutation (P28T) in
der konservierten Komponente FIhB des Flagellum-T3S-Systems fiihrte jedoch zu einer
deutlichen Steigerung der bakteriellen Motilitét und der Sekretionseffizienz in der flilfliH-
Doppelmutante (Minamino und Namba, 2008). Es wurde daher postuliert, dass das
Flagellum-T3S-System auch in Abwesenheit einer funktionalen ATPase assembliert
werden kann (Minamino und Namba, 2008; Paul et al., 2008). Um zu testen, ob die Typ
[II-abhéngige Sekretion in X. campestris pv. vesicatoria auch in Abwesenheit von HrcN
und HrcL stattfinden kann, wurden sowohl ArcL als auch hrcN aus dem Genom des
Stammes 85* deletiert (siche Material und Methoden, Kapitel 2.3.1). Die resultierende
Deletionsmutante 85*AhrcLN war nicht mehr in der Lage, Krankheitssymptome in
suszeptiblen ECW-Pflanzen bzw. die HR in resistenten ECW-10R-Pflanzen auszuldsen
(Abb. 3-10 A). In in vitro-Sekretionsanalysen des Stammes 85*AhrcLN konnte zudem
keine Sekretion des Translokonproteins HrpF nachgewiesen werden (Abb. 3-10 B). Der
Phénotyp des Stammes 85*AhrcLN wurde durch die ektopische Expression von ArcL und
hreN vom Plasmid pDhrcLN komplementiert. Keine Komplementation wurde dagegen bei
der ektopischen Expression von Strep-HrcN bzw. HrcL-c-Myec alleine beobachtet (Abb. 3-
10 A und B).

Zusitzlich zur Doppeldeletion von hrcL und hreN im Stamm 85* wurde eine
Punktmutation in das flhB-homologe Gen hrcU eingefilhrt, die zu einem
Aminosdureaustausch an Position 24 von Prolin zu Threonin in HrcU fiihrt (ArcUpqr,
siche Material und Methoden, Kapitel 2.3.2) und dquivalent zur P28T-Mutation in F1hB ist.
HrcU stellt eine konservierte Komponente des T3S-Systems dar, welche in der inneren
bakteriellen Membran lokalisiert ist (siche Kapitel 3.3 und Abb. 3-14 A). Der Prolinrest
(Aminosdureposition 24 in HrcU) ist in HrcU und FIhB konserviert und befindet sich
aullerhalb der Transmembrandoménen dieser Proteine (siche Abb. 3-14 A und Anhang 2).
Im Gegensatz zur FlhB-Mutation P28T in der flilfliH-Doppelmutante von S. enterica
fiihrte die zusétzliche HrcU-Mutation P24T jedoch zu keiner Verdnderung des Phénotyps

54



Ergebnisse

des X. campestris pv. vesicatoria-Stammes 85*AhrcLN (Abb. 3-10 A und B). Im Stamm
85* resultierte die P24T-Mutation von HrcU in keiner Beeintrachtigung der Interaktion mit
der Pflanze sowie der HrpF-Sekretion in vitro (Abb. 3-10 A und B). Der Prolinrest P24 ist
demnach nicht essentiell fiir die Funktionalitit von HrcU. Zusammengefasst konnten keine
experimentellen Hinweise darauf gefunden werden, dass die ATPase HrcN fiir die Typ I11-

abhingige Sekretion entbehrlich ist.
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Abb. 3-10: Eine hrcLhrcN-Doppeldeletionsmutante ist nicht pathogen. (A) Eine hrcLhrcN-
Doppeldeletionsmutante 16st keine makroskopischen Reaktionen in Paprikapflanzen aus. Die Staimme 85%,
85*AhrcLN, 85*hrcUpyyr und 85*hrcUpyypAhrcLN, welche wie angegeben Strep-HreN (HreN), HreL-c-Myc
(HrcL) oder HrcL und HrecN vom Plasmid pDhrcLN (HrcL+HrceN) ektopisch exprimierten bzw. den Vektor
enthielten (-), wurden in suszeptible ECW- (ODg=0,4) und resistente ECW-10R-Paprikapflanzen
(ODg0g=0,2) inokuliert. Krankheitssymptome wurden 7 Tage nach der Inokulation fotografiert. Zur
Verdeutlichung der HR wurden die Blétter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Gestrichelte
Linien =zeigen die inokulierten Bereiche an. (B) HrpF-Sekretion ist in einer ArcLhrcN-
Doppeldeletionsmutante nicht nachweisbar. Fiir in vitro-Sekretionsanalysen wurden die Stimme 85%,
85*hrcUpyyr, 85%AhrcLN und 85*hrcUpyyyAhrcLN, welche wie angegeben Strep-HrcN, HrcL-c-Myc oder
HrcL und HreN vom Plasmid pDhrcLN (HrcL+HrceN) ektopisch exprimierten bzw. den Vektor enthielten (-),
in Sekretionsmedium inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstinde wurden durch SDS-PAGE
und Western-Blot mit HrcN-, HrpF-, Strep- und c-Myc-spezifischen Antikorpern auf verschiedenen
Membranen analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert.
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3.2.8 Die Bedeutung der protonenmotorischen Kraft fiir die Typ III-abhéingige

Sekretion

Kiirzlich publizierte Daten aus S. enterica und Yersinia spp. deuten darauf hin, dass die
Typ IlI-abhéngige Sekretion nicht allein durch die T3S-assoziierte ATPase, sondern auch
durch die protonenmotorische Kraft (PMK) angetrieben wird. So filihrte die Zugabe des
Protonophors CCCP (Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazon), einem PMK-Inhibitor, in
beiden Pathogenen zu einer drastischen Reduktion der Typ Ill-abhédngigen Sekretion
(Minamino und Namba, 2008; Paul et al., 2008; Wilharm et al., 2004).

Wie fiir die in vitro-Sekretion von HrpF gezeigt wurde, wird auch in X. campestris pv.
vesicatoria die Typ Ill-abhéngige Sekretion in Anwesenheit von CCCP bei
Konzentrationen von mehr als 0,75 puM inhibiert (Abb. 3-11 A). Allerdings inhibierten
CCCP-Konzentrationen von nur 1uM das bakterielle Wachstum in Minimalmedium (Abb.
3-11 B). Dies lédsst vermuten, dass durch die Inkubation mit CCCP nicht nur die Typ III-
abhéngige Sekretion, sondern auch andere zelluldre Prozesse beeintrdchtigt werden. Der
inhibitorische Effekt von CCCP auf das bakterielle Wachstum war bei einem pH-Wert des
Mediums von 5,3 deutlich stirker ausgeprédgt als bei einem pH-Wert von 7,0, was
moglicherweise auf eine Absenkung des intrazelluliren pH-Wertes infolge des
Protoneneinstromes aus dem sauren Medium zuriickzufiihren ist. Aufgrund der vermutlich
pleiotropen Effekte von CCCP auf zelluldre Prozesse von X. campestris pv. vesicatoria
kann daher aus diesen Ergebnissen nicht auf einen Einfluss der protonenmotorischen Kraft

bei der Typ IlI-abhingigen Sekretion geschlossen werden.

A 85+ B 13: pH7,0
0 0102505075 1 5  uMCCCP 5 0.8- pH7,0 + CCCP
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Abb. 3-11: Einfluss des Protonophors CCCP auf die Typ III-abhiingige Sekretion und das Wachstum
von X. campestris pv. vesicatoria. (A) Das Protonophor CCCP inhibiert die Typ Ill-abhéngige Sekretion.
Der Stamm 85* wurde in Gegenwart von CCCP in Sekretionsmedium inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE)
und Kulturiiberstinde wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit HrpF-spezifischen Antikdrpern
analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. (B) Das Protonophor CCCP
inhibiert das bakterielle Wachstum. Kulturen des Stammes 85* wurden auf eine optische Dichte (ODggg) von
0,2 eingestellt und bei 30°C in Minimalmedium A (pH 7,0 bzw. pH 5,3) in An- oder Abwesenheit von 1 uM
CCCP inkubiert. ODgg wurde stiindlich iiber einen Zeitraum von 8 Stunden gemessen.

3.2.9 HrcN, HrcL und HpaB édndern unter T3S-induzierenden Bedingungen

ihre subzelluliire Lokalisierung

Die Proteine HrcL und HrcN sind vermutlich mit dem T3S-System assoziiert, besitzen
jedoch keine vorhergesagten Transmembrandominen (Rossier et al., 2000). Zur
Untersuchung der subzelluldren Lokalisierung von HrcN wurde der Stamm 85* in T3S-
restriktivem Medium (Minimalmedium A; pH 7,0) bzw. in T3S-induzierendem Medium
(Minimalmedium A; pH 5,3; Rossier et al., 1999) angezogen. Durch Ultrazentrifugation
bakterieller Lysate wurden l16sliche Proteine von Membranproteinen und Membran-
assoziierten Proteinen getrennt und mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Wie
die Abb. 3-12 zeigt, wurde HrcN bei Inkubation der Bakterien bei pH 7,0 sowohl in der
Membran- als auch in der 16slichen Fraktion detektiert. Dies bestitigt die Ergebnisse
vorangegangener Lokalisierungsstudien (Rossier ef al., 2000). Unter T3S-induzierenden
Bedingungen (pH 5,3) war die HrcN-Menge in der ldslichen Fraktion jedoch deutlich
reduziert, was auf einer verstirkten Membranassoziierung von HrcN beruhen konnte (Abb.
3-12). Da gleiche Ergebnisse auch mit dem Stamm 85*AhrcL beobachtet wurden, scheint
HrcL nicht fiir die Membranassoziierung von HrcN notwendig zu sein (Abb. 3-12).

Zur Untersuchung der subzelluldren Lokalisierung von HrcL wurde HrcL-c-Myc in den
Staimmen 85* und 85*AhrcN exprimiert. HrcL-c-Myc wurde bei einem pH-Wert von 7,0
dhnlich wie HrcN sowohl in der Membran- als auch in der l9slichen Fraktion detektiert
(Abb. 3-12). Die Menge an HrcL-c-Myc in der 16slichen Fraktion war dagegen unter T3S-
induzierenden Bedingungen (pH 5,3) deutlich reduziert (Abb. 3-12). Zur Kontrolle wurden
die Western-Blots mit Antikdrpern gegen das in der dufleren bakteriellen Membran
lokalisierte Sekretin des T3S-Systems HrcC inkubiert (Wengelnik et al., 1996a). HrcC war
erwartungsgemdf3 nur in den Membranfraktionen detektierbar (Abb. 3-12).

Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass HrcL und HrcN nach der
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Aktivierung des T3S-Systems verstdrkt mit den bakteriellen Membranen assoziieren.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir ein C-terminal c-Myc-Epitop-markiertes Derivat des
cytoplasmatischen T3S-Chaperons HpaB erzielt. Da die Membranlokalisierung von HpaB-
c-Myc unter T3S-induzierenden Bedingungen in den Stimmen 85* und 85*AhrcN
vergleichbar war (Abb. 3-12), ist HrcN vermutlich nicht fiir die Assoziierung von HpaB

mit den bakteriellen Membranen essentiell.
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Abb. 3-12: HrcN, HrcL und HpaB lokalisieren unter T3S-induzierenden Bedingungen in der
bakteriellen Membranfraktion. Die X. campestris pv. vesicatoria-Staimme 85*, 85* AhrcL und 85*AhrcN,
welche wie angegeben HrcL-c-Myc oder HpaB-c-Myc ektopisch exprimierten, wurden in Minimalmedium A
unter T3S-restriktiven (pH 7,0) bzw. T3S-induzierenden Bedingungen (pH 5,3) angezogen und lysiert.
Gesamtzellextrakte (GE) wurden durch Ultrazentrifugation in Membranfraktion (M) und 16sliche Proteine
(L) getrennt und mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung bzw. Western-Blot mit HrcN- bzw. c-Myc-
spezifischen Antikérpern auf verschiedenen Membranen und anschlieBend mit HrcC-spezifischen
Antikérpern analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. Es sind ein
reprasentatives Coomasssie-gefarbtes Proteingel und ein représentativer HrcC-Western-Blot gezeigt.

3.2.10 HrcN und HrcL interagieren mit dem konservierten HrcU-Protein

Die Membranlokalisierung von HrcL und HrcN unter T3S-permissiven Bedingungen
deutet auf eine Interaktion beider Proteine mit Komponenten des T3S-Systems hin. In
weiteren Experimenten sollte daher eine mogliche Interaktion von HrcL und HrcN mit dem
konservierten HrcU-Protein analysiert werden. HrcU ist in der inneren Membran lokalisiert

und besteht aus vier Transmembrandoménen und einer C-terminalen cytoplasmatischen
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Region, die proteolytisch gespalten wird (siche Kapitel 3.3 uns Abb. 3-14 A) (Berger,
2005). Fiir Interaktionsstudien wurden Konstrukte zur Expression von GST-
Fusionsproteinen des vollstdndigen HrcU (pGhrcU) bzw. der C-terminalen Doméne von
HrcU (pGhrcUzss.3s7) generiert (siehe Material und Methoden, Kapitel 2.4.1). GST-HrcU
und GST-HrcU,ss.357 wurden in E. coli exprimiert, an Glutathion-Sepharose immobilisiert
und mit E. coli-Lysaten inkubiert, welche Strep-HrcN bzw. HrcL-c-Myc enthielten. Die
Abb. 3-13 A zeigt, dass Strep-HrcN im Eluat von GST-HrcU3ss.357, nicht aber von GST-
HrcU detektierbar war. Im Gegensatz dazu band HrcL-c-Myc an das vollstandige HrcU-
Protein, nicht aber an die C-terminale Doméne von HrcU (Abb. 3-13 B). Dies ldsst
vermuten, dass HrcL. und HrcN an verschiedene Regionen von HrcU binden bzw. dass die
Bindung von der Konformation der C-terminalen Doméne von HrcU abhéngig ist, welche

im Kontext des vollstdndigen HrcU-Fusionsproteins vermutlich unterschiedlich ist.
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Abb. 3-13: HrcN und HrcL interagieren mit dem konservierten HrcU-Protein. (A) HrcN bindet an die
C-terminale Doméne von HrcU. GST, GST-HrcU und GST-HrcU;ss 357 wurden an Glutathion-Sepharose
immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches Strep-HrcN enthielt. Gesamtzellextrakte (GE, 5
pl) und Eluate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit Strep- und GST-spezifischen
Antikdrpern  auf  verschiedenen Membranen analysiert. Antikorperreaktionen wurden — mittels
Chemilumineszenz visualisiert. GST und GST-Fusionsproteine sind mit einem Stern gekennzeichnet.
Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar. (B) HrcL interagiert mit HrcU. GST, GST-HrcU und
GST-HrcUjss.357 wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert,
welches HrcL-c-Myc enthielt. Gesamtzellextrakte (GE, 5 pl) und Eluate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE
und Western-Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen Antikorpern auf verschiedenen Membranen analysiert.
Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. GST und GST-Fusionsproteine sind mit
einem Stern gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar.
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3.3 Einfluss des HrcU-Proteins auf die Substratspezifitit des T3S-

Systems

3.3.1. HrcU ist fiir die Typ III-abhéingige Sekretion von X. campestris pv. vesicatoria

essentiell

Bisher ist unklar, wie die Substratspezifitit des T3S-Systems von X. campestris pv.
vesicatoria reguliert wird. Komponenten des T3S-Apparates, die in der inneren
bakteriellen Membran lokalisiert sind, kdnnten an der Substraterkennung beteiligt sein. In
tierpathogenen Bakterien wurde gezeigt, dass Mitglieder der konservierten FIhB/YscU-
Familie an der Regulation der Substratspezifitit von T3S-Systemen beteiligt sind
(Minamino und Macnab, 2000b; Minamino und MacNab, 2000c; Sorg et al., 2007). Das zu
FIhB bzw. YscU homologe Protein von X. campestris pv. vesicatoria, HrcU, wird vom
ersten Gen des AhrpC-Operons des hrp-Genclusters kodiert. HrcU enthélt vier
Transmembrandoménen und eine C-terminale cytoplasmatische Domine (Abb. 3-14 A)
(Berger, 2005). Aus vorangegangenen elektronenmikroskopische Analysen war bekannt,
dass ein hrcU-Deletionsderivat des Stammes 85*E keine Hrp-Pili ausbilden kann (Weber
et al., 2005). Der Stamm 85*E enthélt eine Mutation, welche die Bildung von
Exopolysacchariden sehr stark reduziert und so die Analyse der Hrp-Pili erleichtert
(Wengelnik et al.,, 1999). Die Mutation hat jedoch keinen Einfluss auf die
Proteinexpression und -sekretion.

Fiir phianotypische Analysen wurde der Stamm 85*EAhrcU (Weber et al., 2005) in
suszeptible und resistente Paprikapflanzen inokuliert. Wie die Abb. 3-14 B zeigt, 16ste der
Stamm 85*EAhrcU wie erwartet keine Krankheitssymptome in suszeptiblen ECW-
Pflanzen und keine HR in resistenten ECW-10R-Pflanzen aus. In vitro-Sekretionsanalysen
zeigten zudem, dass das Translokonprotein HrpF in Abwesenheit von HrcU nicht
nachweisbar sekretiert wird. Der Phianotyp und die Sekretionsdefizienz der hrcU-Mutante
konnte durch ektopische Expression von HrcU mit C-terminalen c-Myc-Epitop vom
Plasmid pDGW4MhrcU (siche Material und Methoden, Kapitel 2.4.1) im Stamm
85*EAhrcU komplementiert werden (Abb. 3-14 B und C). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass HrcU die Typ Ill-abhdngige Sekretion von X. campestris pv. vesicatoria

essentiell ist.
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Abb. 3-14: HrcU ist ein essentieller Pathogenititsfaktor. (A) Schematische Darstellung der Struktur von
HrcU (nach Berger, 2005). Nummern beziehen sich auf Aminosdurepositionen, Buchstaben auf den Ein-
Buchstaben-Code von Aminosduren. Im Rahmen dieser Arbeit erzeugte Punktmutationen sind in rot
dargestellt. Die konservierte Sequenz NPTH wird in HrcU-Homologen proteolytisch gespalten. (B) HrcU ist
fiir die bakterielle Pathogenitét essentiell. Die X. campestris pv. vesicatoria-Stamme 85*E und 85*EAhrcU,
welche HrcU-c-Myc (HrcU), HrcUpygsg-c-Myc (HrcUpygsg) bzw. HrcUvysigp-c-Myce (HrcUvys sp) ektopisch
exprimierten oder den Vektor enthielten (-), wurden in suszeptible ECW- (ODgpy=0,4) und resistente ECW-
10R-Paprikapflanzen (ODgp=0,2) inokuliert. Krankheitssymptome wurden 7 Tage nach der Inokulation
fotografiert. Zur Verdeutlichung der HR wurden die Blatter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht.
Gestrichelte Linien zeigen die inokulierten Bereiche an. (C) Analyse der in vitro-Sekretion in ArcU-
Deletionsmutanten. Die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85*E und 85*EAhrcU, welche HrcU-c-Myc
(HrcU) ektopisch exprimierten oder den Vektor enthielten (-), wurden in Sekretionsmedium inkubiert.
Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstinde wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit HrpF-
spezifischen Antikdrpern analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert.

3.3.2 HrcU wird proteolytisch gespalten

HrcU besitzt in seiner cytoplasmatischen Domine das Aminosduremotiv. NPTH
(Asparagin-Prolin-Threonin-Histidin), welches in homologen Proteinen zwischen dem
Asparagin- und Prolinrest proteolytisch gespalten wird (Abb. 3-14 A) (Ferris et al., 2005;
Fraser et al., 2003; Lavander et al., 2002; Minamino und Macnab, 2000c; Riordan und
Schneewind, 2008; Sorg et al., 2007; Zarivach et al., 2008). Um auf eine mogliche
proteolytische Spaltung von HrcU zu testen, wurde HrcU-c-Myc vom Plasmid
pDGW4MhrcU in E. coli und X. campestris pv. vesicatoria exprimiert und die bakteriellen
Proteinextrakte mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit einem c-Myc-spezifischen
Antikorper analysiert. Sowohl in E. coli- als auch in X. campestris pv. vesicatoria-

Extrakten konnten zwei Proteinsignale von ungefdhr 50 und 20 kDa detektiert werden
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(Abb. 3-15 A). Das obere Signal entspricht dabei vermutlich dem vollstdndigen HrcU-c-
Myc-Protein (39 kDa + 5 kDa c-Myc-Epitop), das untere Signal dem vorhergesagten C-
terminalen Spaltprodukt (10 kDa + 5 kDa c-Myc-Epitop). Beide Proteine weisen also ein
verzogertes Laufverhalten auf, das bereits zuvor fiir andere T3S-assoziierte Proteine
beobachtet wurde (Biittner et al., 2002; Noé€l et al., 2002). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass HrcU ebenso wie die Homologen aus tierpathogenen Bakterien proteolytisch
gespalten wird.

Unklar ist jedoch, welche Bedeutung die Spaltung von HrcU fiir die Typ IlI-abhéngige
Sekretion in X. campestris pv. vesicatoria besitzt. Um dies beurteilen zu kdnnen, wurde
das Prolin-Codon 265 des NPTH-Motivs von ArcU in ein Glycin-Codon mutiert (siche
Material und Methoden, Kapitel 2.3.2). Das resultierende HrcU-Derivat HrcUpy¢56 wurde
mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop vom Plasmid pDGW4MhrcUp,456 (sieche Material
und Methoden, Kapitel 2.4.1) in E. coli und X. campestris pv. vesicatoria exprimiert und
bakterielle Proteinextrakte mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit einem c-Myc-
spezifischen Antikorper analysiert. Sowohl in E. coli- als auch in X. campestris pv.
vesicatoria-Extrakten konnte nur das vollstindige HrcUpsssG-c-Myc-Protein, jedoch kein
C-terminales Spaltprodukt nachgewiesen werden (Abb. 3-15 B).

Um die Bedeutung der proteolytischen Spaltung von HrcU fiir die Pathogenitit von X.
campestris pv. vesicatoria zu analysieren, wurde getestet, ob das Plasmid
pDGW4MhrcUpyes6 den Phinotyp der hArcU-Deletionsmutante komplementieren kann.
Wie die Abb. 3-14 B zeigt, 16ste der Stamm 85*EAArcU, der HrcUpyssg-c-Myc ektopisch
exprimierte, keine Krankheitssymptome in suszeptiblen bzw. keine HR in resistenten
Paprikapflanzen aus. Da ein mdglicher negativer Effekt der ektopischen Expression nicht
ausgeschlossen werden kann, wurde die HrcU-Punktmutation P265G mittels homologer
Rekombination in das Genom der Stamme 85-10 und 85* eingefiihrt (siche Material und
Methoden, Kapitel 2.3.2). Die resultierenden Stimme 85-10ArcUpss¢ und 85*hrcUpzssa
induzierten, im Gegensatz zu den Stimmen 85-10 und 85%*, keine Krankheitssymptome in
suszeptiblen bzw. keine HR in resistenten Paprikapflanzen (Abb. 3-15 C). Aullerdem war
das in planta-Wachstum des Stammes 85-10ArcUpzs5¢ in suszeptiblen ECW-Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp-Stamm 85-10 sehr stark reduziert (Abb. 3-15 D). In vitro-
Sekretionsanalysen zeigten, dass das Translokonprotein HrpF, der Pathogenitatsfaktor
HrpB2 sowie das Effektorprotein AvrBs3 nicht im Kulturiiberstand des Stammes
85*hrcUpyss¢  detektierbar waren (Abb. 3-15 E). Da AvrBs3 im Stamm 85-10
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natiirlicherweise nicht enthalten ist, wurde es ektopisch vom Plasmid pDSF300 (Van den
Ackerveken et al., 1996) exprimiert. Zusdtzlich zur Sekretion wurde der Effekt der
hrcUpyssg-Mutation auf die Translokation der Effektorproteine XopJ und XopC untersucht.
Fusionsproteine zwischen N-terminalen Bereichen von XopJ bzw. XopC mit dem Reporter
AvrBs3A2 induzierten erwartungsgemdf3 die HR in AvrBs3-responsiven ECW-30R-
Pflanzen, wenn sie vom Stamm 85-10 transloziert wurden (Abb. 3-15 F). Der Stamm 85-
10hrcUpzs56 hingegen induzierte keine HR (Abb. 3-15 F). Zusammengefasst deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass die proteolytische Spaltung von HrcU fiir die Pathogenitdt und

Typ IlI-abhingige Sekretion und Translokation von X. campestris pv. vesicatoria essentiell

ist.
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Abb. 3-15: Die proteolytische Spaltung von HrcU ist fiir die Typ III-abhiingige Sekretion essentiell. (A)
HrcU wird in X. campestris pv. vesicatoria und E. coli gespalten. Der X. campestris pv. vesicatoria-Stamm
85*EAhrcU und E. coli, welche HrcU-c-Myc ektopisch exprimierten (+) oder den Vektor enthielten (-),
wurden in Komplexmedium (KM) oder Minimalmedium A (MM) angezogen. Gesamtzellextrakte wurden
mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit einem c-Myc-spezifischen Antikorper analysiert.
Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. HrcU-c-Myc ist mit einem Stern
gekennzeichnet. (B) Eine Punktmutation im konservierten NPTH-Motiv verhindert die proteolytische
Spaltung von HrcU. Der X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85*EAhrcU und E. coli, welche HrcU-c-Myc
bzw. HrcUpyesg-c-Myc  ektopisch exprimierten (+) oder den Vektor enthielten (-), wurden in
Komplexmedium angezogen. Gesamtzellextrakte wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit einem c-
Myc-spezifischen Antikdrper analysiert. Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz
visualisiert. HrcU-c-Myc und HrcUpyesg-c-Myc sind mit einem Stern gekennzeichnet. (C) hrcUpyssc-
Mutanten sind nicht pathogen. Die X. campestris pv. vesicatoria-Stamme 85-10, 85-10hrcUpy456, 85* und
85*hrcUpyssgc wurden in  suszeptible ECW- (ODgy=0,4) und resistente ECW-10R-Paprikapflanzen
(ODgpo=0,2) inokuliert. Krankheitssymptome wurden 5 Tage nach der Inokulation fotografiert. Zur
Verdeutlichung der HR wurden die Bldtter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Gestrichelte
Linien zeigen die inokulierten Bereiche an. (D) Die P265G-Mutation in HrcU fiihrt zu einer Reduktion des
bakteriellen Wachstums in planta. Die Stimme 85-10 und 85-10ArcUp,s5¢ wurden in suszeptible ECW-
Paprikapflanzen inokuliert und das bakterielle Wachstum iiber einen Zeitraum von 7 Tagen untersucht. Die
dargestellten Werte sind jeweils Mittelwerte von 3 Proben aus 3 verschiedenen Pflanzen. Die
Standardabweichungen sind angegeben. Das Experiment, von dem ein reprisentatives Ergebnis gezeigt wird,
wurde dreimal durchgefiihrt. KBE = Koloniebildende Einheiten. (E) Die P265G-Mutation in HrcU fiihrt zu
einem Verlust der Typ Ill-abhéngigen Sekretion. Die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85* und
85*hrcUpyss¢ wurden in Sekretionsmedium inkubiert. Gesamtzellextrakte (GE) und Kulturiiberstdnde
wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit HrpF-, HrpB2- und AvrBs3-spezifischen Antikdrpern auf
verschiedenen Membranen analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert.
Zur Analyse der AvrBs3-Sekretion wurde AvrBs3 ektopisch vom Plasmid pDSF300 exprimiert. (F) Die
Translokation der Effektorproteine XopJ und XopC ist in ArcUpyssg-Mutanten inhibiert. Die Stimme 85-10
und 85-10ArcUpy456, welche Xopli_155-AvrBs3A2 oder XopCi_p00-AvrBs3A2 ektopisch exprimierten, wurden
in AvrBs3-responsive ECW-30R-Paprikapflanzen (ODgpo=0,2) inokuliert. Zur Verdeutlichung der HR
wurden die Blétter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Gestrichelte Linien zeigen die
inokulierten Bereiche an.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Interaktionsstudien mit einem GST-HrcU-Fusionsprotein
durchgefiihrt (Kapitel 3.2.10, 3.3.3 und 3.3.4). Es sollte getestet werden, ob HrcU auch als
GST-Fusion proteolytisch gespalten wird. Hierfiir wurden GST-HrcU sowie GST-HrcU-c-
Myc vom Plasmid pGhrcU bzw. pGMhrcU (siehe Material und Methoden, Kapitel 2.4.1)
in E. coli exprimiert und entsprechende Proteinextrakte durch SDS-PAGE und Western-
Blot-Analysen untersucht (Abb. 3-16). Mit einem GST-spezifischen Antikdrper wurde
neben den vollstindigen Fusionsproteinen und einigen Abbauprodukten auch ein weiteres
Proteinsignal detektiert, welches vermutlich dem GST-Fusionsprotein mit abgespaltener C-
terminale Domine entspricht (Abb. 3-16). Mit einem c-Myc-spezifischen Antikorper
wurde neben dem vollstindigen GST-HrcU-c-Myc auch das C-terminale Spaltprodukt
detektiert (Abb. 3-16). Dies deutet darauf hin, dass HrcU als GST-Fusion proteolytisch

gespalten wird und daher vermutlich auch korrekt gefaltet ist.
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Abb. 3-16: Ein GST-HrcU-Fusionsprotein wird proteolytisch gespalten. GST, GST-HrcU und GST-
HrcU-c-Myc wurden in E. coli exprimiert. Gesamtzellextrakte wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot
mit GST- und c-Myc-spezifischen Antikorpern auf verschiedenen Membranen analysiert.
Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. GST wund vollstindige GST-
Fusionsproteine sind mit einem Stern gekennzeichnet. ,,a“ kennzeichnet GST-HrcU mit abgespaltener C-
terminaler Domaéne. ,,b“ kennzeichnet die C-terminale Doméne von HrcU mit C-terminalen c-Myc-Epitop.
Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar.

3.3.3 HrcU interagiert mit dem Pathogenititsfaktor HrpB2

In GST-,,pull-down*“-Experimenten sollte untersucht werden, ob die 16sliche C-terminale
Domine von HrcU mit Typ IlI-abhingig sekretierten Proteinen interagiert und somit an der
Substraterkennung beteiligt sein konnte. Dazu wurde eine GST-Fusion der C-terminalen
Doméne von HrcU (GST-HrcU,ss.357) an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E.
coli-Lysaten inkubiert, welche C-terminal c-Myc-Epitop-markierte Derivate der
Effektorproteine XopF1, XopG bzw. XopH enthielten. Die Analyse der Eluate mittels
SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen Antikdrpern ergab, dass
keines der Effektorproteine im Eluat von GST-HrcU;ss.357 detektiert werden konnte und
deutet darauf hin, dass die getesteten Effektorproteine nicht mit der C-terminalen Doméne
von HrcU interagieren (Abb. 3-17 A).

Zusitzlich wurde eine mogliche Interaktion der C-terminalen Doméne von HrcU mit dem
Pathogenititsfaktor HrpB2 untersucht. Aus vorangegangenen Arbeiten war bekannt, dass
HrpB2 Typ Ill-abhédngig sekretiert wird und fiir die Typ IlI-abhdngige Sekretion anderer
Proteine essentiell ist, selbst jedoch nicht in die Pflanzenzelle transloziert wird (Lorenz et
al., 2008b; Rossier et al., 2000). Auch wurde eine Interaktion zwischen den HrcU- und
HrpB2-Homologen aus X. axonopodis pv. citri bereits in Hefe-Dihybrid-Analysen
nachgewiesen (Alegria et al., 2004). Wie die Abb. 3-17 A zeigt, war HrpB2-c-Myc im
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Eluat von GST-HrcU;ss.357 detektierbar. Dies deutet darauf hin, dass HrpB2 mit der C-
terminalen Doméne von HrcU interagiert. Weitere Interaktionsstudien zeigten, dass HrpB2

auch an das vollstdndige HrcU-Protein bindet (Abb. 3-17 B).

A B
o Eluate HrpB2-c-Myc
_ + - GST GE Eluate
I;[;i - - + _GST-HFCU255_357 _ + _ GST
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Abb. 3-17: HrcU interagiert mit HrpB2. (A) Die C-terminale Doméne von HrcU interagiert mit HrpB2.
GST und GST-HrcU,ss5.357 wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten inkubiert,
welche XopF1-c-Myc, XopG-c-Myc, XopH-c-Myc bzw. HrpB2-c-Myc enthielten. Gesamtzellextrakte (GE,
5 pl) und Eluate (20 pl) wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen
Antikdrpern  auf  verschiedenen Membranen analysiert. Antikorperreaktionen wurden — mittels
Chemilumineszenz visualisiert. GST und das vollstindige GST-Fusionsprotein sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar. Es ist ein reprasentativer GST-Western-
Blot gezeigt. (B) HrcU interagiert mit HrpB2. GST und GST-HrcU wurden an Glutathion-Sepharose
immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches HrpB2-c-Myc enthielt. Gesamtzellextrakte
(GE) und Eluate wurden wie in (A) beschrieben, analysiert.

3.3.4 Die C-terminale Domiine von HrcU interagiert mit dem Kontrollprotein HpaC

Wie in den Kapiteln 3.2.10 und 3.3.3 beschrieben, interagiert HrcU mit HrcN, HrcL und
HrpB2. In weiteren Interaktionsstudien sollte eine mogliche Bindung der C-terminalen
Doméne von HrcU an die Kontrollproteine des T3S-Systems, HpaA, HpaB und HpaC,
analysiert werden. Hierflir wurden GST-, pull-down‘-Analysen mit GST-HrcU,ss.357 und
C-terminal c-Myc-Epitop-markierten Derivaten von HpaA, HpaB und HpaC (exprimiert
vom Plasmid pDMhpaC; Biittner et al., 2006) durchgefiihrt. Dabei wurde eine Interaktion
der C-terminalen Domédne von HrcU mit HpaC-c-Myec, nicht aber mit HpaA-c-Myc oder
HpaB-c-Myc nachgewiesen (Abb. 3-18 A). Eine Bindung von HpaC-c-Myc an das
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vollstdndige HrcU-Protein wurde jedoch nicht detektiert (Abb. 3-18 B). Dies konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass die Interaktion zwischen HpaC und HrcU von der Konformation
der C-terminalen Doméne von HrcU abhéngig ist, welche im Kontext des vollstdndigen
HrcU-Proteins vermutlich unterschiedlich ist. Von HpaC ist bekannt, dass es die Sekretion
von Translokon- und Effektorproteinen fordert, jedoch die Sekretion des
Pathogenititsfaktors HrpB2 inhibiert (Biittner ef al., 2006; Lorenz et al., 2008b).

Interessanterweise besitzt der C-terminale Proteinbereich von HpaC Homologie zu einer
sogenannten T3S4 (T3S substrate specificity switch)-Domine, welche in homologen
Proteinen tierpathogener Bakterien am Wechsel der Substratspezifitit des T3S-Systems
beteiligt ist (Agrain et al., 2005; Minamino et al., 2006). Um zu untersuchen, ob der C-
terminale Proteinbereich von HpaC fiir die Interaktion mit der C-terminalen Doméne von
HrcU essentiell ist, wurden GST-,,pull-down*“-Experimente mit GST-HrcU,ss.357 und dem
Deletionsderivat HpaCjs-c-Myc (exprimiert vom Plasmid pDMhpaC;.i15; Lorenz et al.,
2008b) durchgefiihrt. HpaCj.j;s fehlen die C-terminalen 94 Aminosduren und damit die
gesamte vorhergesagte T3S4-Doméne. Wie die Abb. 3-18 A zeigt, bindet HpaC;.j5-c-
Myc, im Gegensatz zum vollstindigen HpaC, nicht an GST-HrcUss3s7. Dies ldsst
vermuten, dass die vorhergesagte T3S4-Doméne von HpaC fiir die Interaktion mit der C-

terminalen Doméne von HrcU essentiell ist.
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Abb. 3-18: Die C-terminale Doméne von HrcU interagiert mit HpaC. (A) GST und GST-HrcU,ss357
wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit E. coli-Lysaten inkubiert, welche HpaA-c-Myec,
HpaB-c-Myc, HpaC-c-Myc bzw. HpaC,_j;5-c-Myc enthielten. Gesamtzellextrakte (GE, 5 ul) und Eluate (20
pl) wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen Antikdrpern auf
verschiedenen Membranen analysiert. Antikdrperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert.
GST und GST-HrcU,ss3s; sind mit einem Stern  gekennzeichnet. Weitere Signale stellen
Degradationsprodukte dar. (B) HrcU interagiert nicht mit HpaC. GST und GST-HrcU wurden an Glutathion-
Sepharose immobilisiert und mit einem E. coli-Lysat inkubiert, welches HpaC-c-Myc enthielt.
Gesamtzellextrakte (GE) und Eluate wurden wie in (A) beschrieben, analysiert.

3.3.5 Eine Punktmutation in der C-terminalen Doméne von HrcU supprimiert den

Phinotyp der ApaC-Mutante

Die Interaktion zwischen HpaC und HrcUjss.3s7 deutet darauf hin, dass die C-terminale
Domine von HrcU am HpaC-vermittelten Wechsel der Substratspezifitdt beteiligt sein
konnte. Die Analyse von HrcU-homologen Proteinen aus tierpathogenen Bakterien zeigte,
dass bestimmte Punktmutationen in der C-terminalen Domine dieser Proteine einen
Wechsel der Substratspezifitit auch in Abwesenheit eines entsprechenden T3S4-Proteins
induzieren konnen (Edqvist et al., 2003; Kutsukake et al., 1994; Williams et al., 1996;
Wood et al., 2008). Um zu iiberpriifen, ob Mutationen in der C-terminalen Domine von
HrcU den Phinotyp einer ApaC-Deletionsmutante beeinflussen, wurde eine Punktmutation
in hrcU eingefiihrt, welche zu einem Austausch des Tyrosinrestes an Aminosédureposition
318 gegen Aspartat filihrt (siche Material und Methoden, Kapitel 2.3.2). Eine dquivalente
Mutation des HrcU-homologen Proteins FIhB aus S. enterica konnte den Phénotyp einer
Deletionsmutante von fliK, welches ein T3S4-Protein kodiert, supprimieren (Williams et
al., 1996). Die Punktmutation Y318D wurde in hrcU im Genom der X. campestris pv.
vesicatoria-Stamme 85-10, 85-10AhpaC, 85* und 85*AhpaC eingefiihrt (siche Material
und Methoden, Kapitel 2.3.2). Wie die Abb. 3-19 A zeigt, iibte die hrcUysz;sp-Mutation
keinen sichtbaren Einfluss auf die Pathogenitit des Wildtyp-Stammes 85-10 aus.
Interessanterweise fiihrte die hrcUyssp-Mutation im AhpaC-Hintergrund jedoch im
Vergleich zum Stamm 85-10AhpaC zu deutlich verstirkten Krankheitssymptomen in
suszeptiblen ECW-Pflanzen und einer stirkeren HR in resistenten ECW-10R-Pflanzen
(Abb. 3-19 A). Ahnliche Reaktionen wurden fiir die Stimme 85*hrcUys;sp und
85*hrcUy;z1spAhpaC beobachtet (Abb. 3-19 A).
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Abb. 3-19: Die HrcU-Punktmutation Y318D supprimiert den Phiinotyp der hpaC-Deletionsmutante.
(A) hrcUy;;sp erhoht die Pathogenitit der ipaC-Deletionsmutante. Die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme
85-10, 85-10hchy3183, 85-10AhpaC und 85-10hchy3180AhpaC sowie 85*, 85*hI’CUy3181), 85*AhpaC und
85*hrcUy;1spAhpaC wurden in suszeptible ECW- (ODg=0,4) und resistente ECW-10R-Paprikapflanzen
(ODg0¢=0,2) inokuliert. Krankheitssymptome wurden 6 Tage nach der Inokulation fotografiert. Zur
Verdeutlichung der HR wurden die Bldtter 2 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Gestrichelte
Linien zeigen die inokulierten Bereiche an. (B) ArcUys;sp erhoht das in planta-Wachstum der hpaC-
Deletionsmutante. Zur Bestimmung des Wachstum der Stimme 85-10, 85-10ArcUys;;sp, 85-10AhpaC und 85-
10ArcUy;zspAhpaC wurden die Bakterien in suszeptible ECW-Paprikapflanzen inokuliert und die bakterielle
Vermehrung iiber einen Zeitraum von 7 Tagen untersucht. Die dargestellten Werte sind jeweils Mittelwerte
von 3 Proben aus 3 verschiedenen Pflanzen. Die Standardabweichungen sind angegeben. Das Experiment,
von dem ein reprisentatives Ergebnis gezeigt wird, wurde dreimal durchgefiihrt. KBE = Koloniebildende
Einheiten. (C) In vitro-Sekretionsanalysen mit den Stimmen 85*, 85*hrcUy;zsp, 85*AhpaC und
85*hrcUy;1spAhpaC. Die Bakterien wurden in Sekretionsmedium inkubiert und Gesamtzellextrakte (GE) und
Kulturiiberstinde durch SDS-PAGE und Western-Blot mit HrpF-, XopA-, AvrBs3- und HrpB2-spezifischen
Antikdrpern  auf  verschiedenen Membranen analysiert. Antikorperreaktionen wurden — mittels
Chemilumineszenz visualisiert. Zur Analyse der AvrBs3-Sekretion wurde AvrBs3 ektopisch vom Plasmid
pDSF300 exprimiert.

Zusitzlich zu den makroskopischen Analysen wurde der Einfluss der Punktmutation

Y318D in HrcU auf das Wachstum der Stimme 85-10 und 85-10AApaC in suszeptiblen

69



Ergebnisse

ECW-Paprikapflanzen untersucht. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im in
planta-Wachstum der Stimme 85-10, 85-10ArcUyz;sp und 85-10hrcUysspAhpaC
beobachtet werden (Abb. 3-19 B). Der Stamm 85-10A/hpaC zeigte dagegen ein reduziertes
Wachstum, welches bereits bekannt war (Abb. 3-19 B) (Biittner et al., 2006). Dies deutet
darauf hin, dass die HrcU-Punktmutation Y318D den Phéinotyp der #ApaC-
Deletionsmutante beziiglich der Pathogenitit und des in planta-Wachstums supprimieren
kann.

In fritheren Experimenten wurde bereits gezeigt, dass die Deletion von ApaC zu einer
reduzierten Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen fiihrt, die Sekretion des
Pathogenititsfaktors HrpB2 jedoch fordert (Biittner et al., 2006; Lorenz et al., 2008b). Hier
durchgefiihrte Sekretionsanalysen zeigten, dass die hrcUys;sp-Mutation im Stamm 85*
keinen nachweisbaren Einfluss auf die Sekretion von HrpB2, der moglichen
Translokonproteine HrpF und XopA und des ektopisch exprimierten Effektorproteins
AvrBs3 ausiibt (Abb. 3-19 C). Der Stamm 85*hrcUy;;spAhpaC fithrte im Vergleich zum
Stamm 85*AhpaC zu einer signifikant verstdrkten Sekretion von HrpF, XopA und dem
ektopisch exprimierten AvrBs3, vergleichbar mit dem Stamm 85*. Die Sekretion von
HrpB2 war jedoch im Vergleich zum Stamm 85*AApaC unverdndert (Abb. 3-19 C). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die HrcU-Punktmutation Y318D den negativen Einfluss
der Deletion von hApaC auf die Typ Ill-abhidngige Sekretion von Translokon- und

Effektorproteinen kompensieren kann.

Die HrcU-Punktmutation Y318D fiihrt zu einem Verlust der Interaktion der C-terminalen

Doméne von HrcU mit HpaC und HrpB2

Wie im Kapitel 3.3.4 gezeigt, interagiert HpaC, welches vermutlich als T3S4-Protein
agiert, mit der C-terminalen Doméne von HrcU und induziert dadurch moglicherweise
einen Wechsel der Substratspezifitit des T3S-Systems. Um zu untersuchen, ob die HrcU-
Punktmutation Y318D die Interaktion der C-terminalen Doméne von HrcU mit HpaC bzw.
mit HrpB2 beeinflusst, wurden GST-,,pull-down*“-Analysen mit GST-HrcUss5.357 bzw.
GST-HrcUzss 3s7/v31sp (exprimiert vom Plasmid pGhrcUjss 3s7v31sp; siehe Material und
Methoden, Kapitel 2.4.1) und HpaC-c-Myc bzw. HrpB2-c-Myc durchgefiihrt. Wie die
Abb. 3-20 A zeigt, wurden HpaC-c-Myc und HrpB2-c-Myc im Eluat von GST-HrcUjss.357,

nicht aber im Eluat von GST-HrcUsss.357/v318p detektiert. Dies deutet darauf hin, dass die
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HrcU-Mutation Y318D zum Verlust der Interaktion der C-terminalen Doméne von HrcU

mit HpaC und HrpB2 fiihrt.

Die HrcU-Punktmutation Y318D inhibiert die proteolytische Spaltung von HrcU

Als nichstes wurde der Einfluss der HrcU-Punktmutation Y318D auf die proteolytische
Spaltung von HrcU untersucht. Dazu wurde ein mit einer C-terminalen c-Myc-
Epitopmarkierung versehenes HrcUys gp-Derivat vom Plasmid pDGW4MhrcUy3sp (siehe
Material und Methoden, Kapitel 2.4.1) in E. coli und X. campestris pv. vesicatoria
exprimiert und bakterielle Zellextrakte mit Hilfe eines c-Myc-spezifischen Antikorpers
analysiert. Im Gegensatz zu HrcU-c-Myc wurden groBBere Mengen von HrcUys gp-c-Myc
detektiert, das C-terminale Spaltprodukt war dagegen nur schwach nachweisbar (Abb. 3-20
B). Dies deutet darauf hin, dass die proteolytische Spaltung von HrcU durch die
Punktmutation Y318D inhibiert wird. Da HrcUys3sp-c-Myc den Phénotyp der hrcU-
Deletionsmutante 85*EAhrcU im gleichen Mall komplementiert wie HrcU-c-Myc (Abb. 3-
14 B), ist HrcUyssp anscheinend trotz beeintrdchtigter proteolytischer Spaltung und

beeintrichtigter Interaktion mit HpaC und HrpB2 funktional.

A B
GE Eluate 85E*AhrcU E. coli
- + - - GST + - -+ —  HrcU-c-Myc
- = + = GST-HrcUyss 557 kDa _— + = = 4+ HrcUyygpc-Myc
kDa - B B + GST-HreUzss.357/v3180 55—
e % H—
- -— — HpaC-c-Myc 43—
349 34—
20— = - —Hrsz-C-MyC 26—
Anti-c-Myc ~— —
43— 17— Anti-c-Myc
34— gy
—ubeaw
Anti-GST

Abb. 3-20: Einfluss der HrcU-Punktmutation Y318D auf die proteolytische Spaltung von HrcU und
die Interaktion von HrcU,ss.35; mit HpaC und HrpB2. (A) HrcU,ss.357/v315p interagiert nicht mit HpaC und
HrpB2. GST, GST-HrcUjss.357 und GST-HreUjss.357/v315p wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und
mit E. coli-Lysaten inkubiert, welche HpaC-c-Myc bzw. HrpB2-c-Myc enthielten. Gesamtzellextrakte (GE, 5
pl) und Eluate (20 pl) wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit c-Myc- und GST-spezifischen
Antikdrpern  auf  verschiedenen Membranen analysiert. Antikdrperreaktionen wurden — mittels
Chemilumineszenz visualisiert. GST und GST-Fusionsproteine sind mit einem Stern gekennzeichnet.
Weitere Signale stellen Degradationsprodukte dar. Es ist ein repriasentativer GST-Western-Blot gezeigt. (B)
Die Punktmutation Y318D beeintrachtigt die proteolytische Spaltung von HrcU. Der X. campestris pv.
vesicatoria-Stamm 85*EAhrcU und E. coli, welche HrcU-c-Myc bzw. HrcUy;sp-c-Myc ektopisch
exprimierten (+) oder den Vektor enthielten (-), wurden in Komplexmedium angezogen. Gesamtzellextrakte
wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot mit einem c-Myc-spezifischen Antikérper analysiert.
Antikorperreaktionen wurden mittels Chemilumineszenz visualisiert. HrcU-c-Myc und HrcUvy;s gp-c-Myc
sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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4. Diskussion

4.1 Die C-terminalen 50 Aminosiuren des Kontrollproteins HpaA enthalten eine

Bindestelle fiir das T3S-Chaperon HpaB

HpaA aus X. campestris pv. vesicatoria ist fiir die effiziente Sekretion von Pilus-,
Translokon- und Effektorproteinen essentiell und wurde daher als ein T3S-Kontrollprotein
identifiziert (Huguet et al., 1998; Lorenz et al., 2008a). Interessanterweise wird HpaA vom
T3S-System sekretiert und in die Pflanzenzelle transloziert, wo es mit Hilfe von zwei
Kernlokalisierungssequenzen in den Zellkern lokalisiert (Huguet et al., 1998; Lorenz et al.,
2008a).

Nachdem bereits in vorangegangenen Arbeiten durch in vitro-Studien eine Interaktion
zwischen HpaA und dem T3S-Chaperon HpaB nachgewiesen wurde (Lorenz, 2005), sollte
im Rahmen dieser Arbeit die HpaA-HpaB-Interaktion in in vivo-Untersuchungen analysiert
werden. Mittels Koimmunprézipitation konnte gezeigt werden, dass HpaA und HpaB in X.
campestris pv. vesicatoria miteinander interagieren, und zwar unabhidngig von der
Aktivitdt des T3S-Systems (Kapitel 3.1.1 und Lorenz ef al., 2008a). Dies deutet darauf hin,
dass HpaA und HpaB in einem gemeinsamen Komplex im bakteriellen Cytoplasma
vorliegen. In vitro-Interaktionsstudien ergaben, dass die C-terminalen 50 Aminoséuren von
HpaA, die fiir die Virulenzfunktion von HpaA essentiell sind, eine Bindestelle fiir HpaB
enthalten (Kapitel 3.1.1 und Lorenz ef al., 2008a). Die Lokalisierung der HpaB-Bindestelle
im C-terminalen Bereich von HpaA ist ungewdhnlich, da sich Chaperon-Bindedoménen
von Substraten von Translokations-assoziierten T3S-Systemen typischerweise im N-
terminalen bzw. zentralen Bereich des Proteins befinden. So wurde in vorangegangenen
Arbeiten, im Unterschied zu HpaA, die Bindestelle von HpaB im Effektorprotein AvrBs3
auf die N-terminalen 50 Aminoséduren eingegrenzt (Biittner et al., 2004). Die Chaperon-
Bindestelle im C-terminalen Bereich von HpaA stellt somit fiir Substrate des
Translokations-assoziierten T3S-Systems eine Ausnahme dar und steht moglicherweise im
Zusammenhang mit der Funktion von HpaA, welche vermutlich nicht primér als
Effektorprotein in der Wirtszelle, sondern als T3S-Kontrollprotein im Bakterium zu sehen

ist. Die Beobachtung, dass HpaA ohne die C-terminalen 50 Aminosduren nicht funktional
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ist, deutet darauf hin, dass die Interaktion mit HpaB fiir die Virulenzaktivitdt von HpaA
essentiell ist. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass durch die Deletion der C-
terminalen 50 Aminosduren auch andere Proteinfunktionen von HpaA betroffen sind, die
fiir die Funktionalitdt wichtig sind. So befindet sich in diesem Proteinbereich auch eine der
beiden Kernlokalisierungssequenzen. Es gibt bisher jedoch keine Hinweise darauf, dass die
Kernlokalisierung fiir die Virulenzfunktion von HpaA bedeutend ist (Lorenz et al., 2008a).

Bindestellen von Klasse IA- und Klasse IB-Chaperonen in Effektorproteinen wurden vor
allem in tierpathogenen Bakterien analysiert. (Boyd et al., 2000; Lloyd et al., 2001a; Parsot
et al., 2003). Eine begrenzte Proteolyse des Klasse [A-Chaperons SicP aus Salmonella
spp., welches mit dem Effektor SptP (543 Aminosduren) assoziiert war, bzw. SycE aus
Yersinia spp., das den Effektor YopE (219 Aminoséuren) gebunden hatte, deuten darauf
hin, dass die Aminosdurereste 35 bis 139 von SptP und 17 bis 85 von YopE durch die
Bindung des Chaperons vor Degradation geschiitzt sind (Birtalan et al., 2002; Stebbins und
Galan, 2001a). Die Effektorproteine SopE (240 Aminoséduren) und SspA (212
Aminosduren) aus Sa/monella spp. enthalten eine Bindestelle fiir das Klasse IB-Chaperon
InvB innerhalb der Aminosdurereste 39 bis 77 (SopE) bzw. 1 bis 158 (SspA) (Bronstein et
al., 2000; Ehrbar et al, 2006). Die Deletion der Chaperon-Bindedomine fiihrt nicht
zwangsldufig zu einem Funktionsverlust der Effektorproteine. So ist beispielsweise die
Tyrosin-Phosphatase-Aktivitit des Effektorproteins SptP durch die Deletion der Chaperon-
Bindestelle nicht beeintrichtigt (Akeda und Galan, 2005).

Weiterfiihrende Arbeiten zu HpaA in unserer Arbeitsgruppe deuten darauf hin, (i) dass die
Interaktion zwischen HpaA und HpaB im bakteriellen Cytoplasma die Sekretion von
extrazelluliren Komponenten begilinstigt und (ii) dass HpaB nach der Sekretion von HpaA

zur Sekretion von Effektorproteinen beitragen kann (Lorenz ef al., 2008a).
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4.2 Neue Erkenntnisse zur Funktion des konservierten HrcN-Proteins

Die Typ IlI-abhédngige Sekretion und Translokation ist ein energieverbrauchender Prozess.
Seit langem wird vermutet, dass die Hydrolyse von ATP durch T3S-assoziierte ATPasen
die fiir den Sekretionsprozess benotigte Energie liefert. Der Beitrag von ATPasen zur Typ
[IT-abhédngigen Sekretion wurde vor allem in den tierpathogenen Bakterien Salmonella spp.
(FliH, InvC), Yersinia spp. (YscN) und enteropathogenen E. coli (EscN) intensiv erforscht
(Tabelle 4-1). Uber T3S-assoziierte ATPasen aus pflanzenpathogenen Bakterien ist
hingegen nur sehr wenig bekannt. In dieser Arbeit wurde HrcN aus X. campestris pv.
vesicatoria, welches Homologie zur f-Untereinheit von FoF;-ATPasen aufweist,

funktionell ndher charakterisiert.

4.2.1 HrecN ist eine funktionale ATPase

Die Deletion von hrcN aus X. campestris pv. vesicatoria fihrte zu einem vollstindigen
Verlust der bakteriellen Pathogenitit und der Typ IlI-abhéngigen Sekretion von Pilus-,
Translokon- und Effektorproteinen (Kapitel 3.2.1; Lorenz und Biittner, 2009). Es konnte
gezeigt werden, dass HrcN ATP in vitro hydrolysiert und demnach eine funktionale
ATPase ist. Unter den verwendeten experimentellen Bedingungen wurden etwa 400 pmol
Phosphat pro Minute und pg HrcN freigesetzt (Kapitel 3.2.2; Lorenz und Biittner, 2009).
Eine Punktmutation (G175C) in der Walker-Box-A-Doméne von HrcN fiihrte zum Verlust
der ATPase-Aktivitdt. Da HrcNg;7sc den Phéanotyp und die Sekretionsdefizienz der hrcN-
Deletionsmutante nicht komplementierte, ist zu vermuten, dass die ATPase-Aktivitét fiir
die Proteinfunktion von HrcN essentiell ist (Kapitel 3.2.1 und 3.2.2; Lorenz und Biittner,
2009). Die Uberexpression des katalytisch inaktiven HrcNgj7sc im Wildtyp-Stamm zeigte
einen dominant-negativen Effekt auf die Pathogenitit von X. campestris pv. vesicatoria,
der moglicherweise durch die Assemblierung nicht-funktionaler ATPase-Komplexe zu
erkléren ist (Kapitel 3.2.2; Lorenz und Biittner, 2009).

T3S-assoziierte ATPasen wurden auch in anderen Pathogenen, z.B. Salmonella spp.,
Yersinia spp. und Shigella spp., als essentielle Pathogenititsfaktoren identifiziert
(Eichelberg et al., 1994; Kubori et al., 2000; Tamano et al., 2000; Woestyn et al., 1994).

Die ATP-Hydrolyserate von HrcN aus X. campestris pv. vesicatoria ist vergleichbar mit
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der in vitro gemessenen ATPase-Aktivitit von HrcN aus P. syringae (ca. 415 pmol
Phosphat pro Minute und pg Protein; Pozidis et al., 2003) und Flil des Flagellum-T3S-
Systems aus S. typhimurium (ca. 380 pmol Phosphat pro Minute und pg Protein; Minamino
und MacNab, 2000a). Die gemessene in vitro-Aktivitit von InvC des Translokations-
assoziierten T3S-Systems aus S. typhimurium war dagegen etwas geringer (ca. 250 pmol
Phosphat pro Minute und pg Protein; Eichelberg et al, 1994), die von CdsN aus
Chlamydophila pneumoniae etwas hoher (ca. 550 pmol Phosphat pro Minute und pg
Protein; Stone et al., 2008) als von HrcN aus X. campestris pv. vesicatoria. Allgemein
betrachtet, sind die ATP-Hydrolyseraten der ATPasen von Flagellum- und Translokations-
assoziierten T3S-Systemen aus tier- und pflanzenpathogenen Bakterien jedoch
untereinander vergleichbar. Es ist mdglich, dass die ATPase-Aktivitit unter in vivo-
Bedingungen, d.h. im Kontext eines aktiven T3S-Apparates und in Assoziierung mit der
inneren bakteriellen Membran, signifikant hoher ist. Fiir die ATPase Flil wurde gezeigt,
dass die ATPase-Aktivitdt in Anwesenheit von Phospholipiden etwa zehnfach gesteigert ist
(Claret et al., 2003). Die enzymatische Aktivitdt von ATPasen hingt vermutlich auch vom
Oligomerisierungszustand des Proteins ab (Andrade et al., 2007; Claret et al., 2003). So
wurde fiir HreN aus P. syringae gezeigt, dass es in dodecamerer Form eine deutlich héhere

ATPase-Aktivitit (ca. 650fach) besitzt als in monomerer Form (Pozidis et al., 2003).

4.2.2 HrcN interagiert mit dem T3S-Chaperon HpaB

Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass
HrcN mit dem globalen T3S-Chaperon HpaB interagiert (Kapitel 3.1.2; Lorenz und
Biittner, 2009), welches zur effizienten Sekretion von Effektorproteinen beitragt (Biittner
et al., 2004; Biittner et al., 2006). Interaktionen von HrcN mit den Effektorproteinen
XopF1, XopC, XopG bzw. XopH wurden nicht detektiert (Kapitel 3.2.3).

Interaktionen zwischen T3S-assoziierten ATPasen und T3S-Chaperonen wurden zuvor in
den tierpathogenen Bakterien S. typhimurium (ATPase Flil und Chaperon FigN; ATPase
InvC und Chaperon SicP) und enteropathogenen E. coli (ATPase EscN und Chaperon
CesT) beschrieben (Akeda und Galan, 2005; Gauthier und Finlay, 2003; Thomas et al.,
2004). Weiterhin wurde kiirzlich eine Interaktion der ATPase CdsN aus C. pneumoniae
und dem mdglichen T3S-Chaperon Cpn0706 berichtet (Stone et al., 2008).
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Eine direkte Interaktion zwischen T3S-assoziierten ATPasen und Effektorproteinen
wurden bislang nur in einem Fall gezeigt, und zwar zwischen der ATPase EscN aus
enteropathogenen E. coli und dem Effektorprotein Tir (Gauthier und Finlay, 2003). Diese
Interaktion erfolgte unabhingig von der An- oder Abwesenheit des korrespondierenden
T3S-Chaperons CesT. Im Gegensatz dazu war das Effektorprotein SptP aus S.
typhimurium nur in Anwesenheit des T3S-Chaperons SicP in einem Komplex mit der
ATPase InvC zu detektieren (Akeda und Galan, 2005). Ahnliches wurde auch fiir T3S-
Substrate aus S. #yphimurium berichtet, deren Bindung an die ATPase FIlil nur in
Anwesenheit des T3S-Chaperons FlgN detektiert werden konnte. Jedoch konnte FIgN
nicht alleine an die ATPase binden, sondern nur wenn es ein entsprechendes T3S-Substrat
gebunden hatte und unterscheidet sich in dieser Hinsicht von HrcN (Thomas et al., 2004).
Die Erkennung von Effektorproteinen durch ATPasen bendtigt moglicherweise einen
teilentfalteten Zustand des Effektors, der durch die Bindung des Chaperons vermittelt
werden konnte. Kokristallstrukturen von Chaperon-Effektor-Komplexen aus tier-
pathogenen Bakterien, z.B. von SycE/YopE- und SycH/YopH-Interaktionen aus Yersinia
spp., zeigten, dass Chaperon-gebundene Effektoren im Bereich der meist in der N-
terminalen Region befindlichen Chaperon-Bindedoméne entfaltet sind. Diese Struktur ist
vermutlich fiir die Erkennung durch den T3S-Apparat entscheidend (Birtalan et al., 2002;
Neumayer et al., 2004; Stebbins und Galan, 2001a; Wilharm et al., 2007).

4.2.3 HrcN dissoziiert einen HpaB-Effektorprotein-Komplex

Mit Hilfe einer von Akeda et al. beschriebenen in vitro-Methode (Akeda und Galan, 2005)
wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass HrcN, nicht jedoch HrcNgi7s¢, einen Komplex aus
dem Effektorprotein XopF1 und HpaB ATP-abhingig dissoziiert (Kapitel 3.2.3; Lorenz
und Biittner, 2009). Die ATPase-Aktivitit von HrcN konnte demnach wichtig fiir die
Freisetzung von HpaB-gebundenen Effektoren am T3S-Apparat sein (Abb. 4-1).

Ahnliche Ergebnisse wurden zuvor fiir die ATPase InvC aus S. typhimurium beschrieben,
welche einen aus dem Chaperon SicP und dem Effektorprotein SptP bestehenden Komplex
dissoziierte (Akeda und Galan, 2005). Die Freisetzung Chaperon-gebundener Effektoren

konnte demnach eine zentrale Rolle von T3S-assoziierten ATPasen sein.
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Es ist anzunehmen, dass HpaB sich nach der Entladung des Effektorproteins am T3S-
Apparat von HrcN abldst bzw. von einem noch unbekannten Faktor abgelost wird, so dass
der niachste HpaB-Effektor-Komplex binden kann. In S. typhimurium werden entladene
Chaperone durch FliJ von der ATPase Flil des Flagellum-T3S-Systems abgelost (Evans et
al., 2006). Ob ein dhnlicher Mechanismus auch fiir Translokations-assoziierte T3S-
Systeme existiert, ist noch ungeklért. FliJ-homologe Proteine wurden in diesen Systemen
nicht identifiziert. Es sind jedoch direkt stromabwirts der Gene, welche T3S-assoziierte
ATPasen kodieren, Gene identifizierbar, welche Proteine mit &hnlichem Molekulargewicht
und dhnlicher Ladung wie FliJ kodieren (Evans ef al., 2006). Dazu zéhlt neben invi/spaM
(Salmonella spp.), yscO (Yersinia spp.) und spal3 (Shigella spp.) auch hrpB7 aus X.
campestris pv. vesicatoria, welches funktionell noch nicht charakterisiert wurde (Evans et
al., 2006). Ob diese Gene tatsdchlich Proteine kodieren, die eine dhnliche Funktion wie
FliJ ausiiben, muss erst noch untersucht werden.

Die Rolle von HrcN muss allerdings tiber die Dissoziierung von HpaB-Effektorprotein-
Komplexen hinausgehen, da HrcN auch fiir die Sekretion von T3S-Substraten essentiell ist,
welche HpaB-unabhingig sekretiert werden wie das Pilusprotein HrpE, die moglichen
Translokonproteine HrpF und XopA sowie der Pathogenitétsfaktor HrpB2 (Kapitel 3.2.1;
Lorenz und Biittner, 2009). T3S-Chaperone, welche die Sekretion dieser Proteine fordern,
wurden in X. campestris pv. vesicatoria noch nicht identifiziert. Die effiziente Sekretion
von HrpF und XopA ist jedoch abhingig vom Kontrollprotein HpaC, das an Translokon-
und Effektorproteine sowie an die konservierten Komponenten HrcU und HrcV des T3S-
Systems bindet (Biittner et al., 2006; Lorenz et al., 2008b). Es wurde daher spekuliert, dass
HpaC Translokon- und Effektorproteine an den T3S-Apparat heranfiihrt und somit zu
deren Sekretion beitrdgt. Es bleibt zu untersuchen, ob HrcN mit HpaC interagiert und
HpaC-gebundene Translokonproteine freisetzt. Der genaue Mechanismus, welcher der
HrcN-vermittelten Sekretion von extrazelluldren Komponenten des T3S-Systems zugrunde

liegt, ist noch zu erforschen.
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Abb. 4-1: Modell der Effektorproteintranslokation in X. campestris pv. vesicatoria. Effektorproteine
werden im bakteriellen Cytoplasma vom T3S-Chaperon HpaB gebunden (1) und an den T3S-Apparat
herangefiihrt, wo die ATPase HrcN als Andockstelle dienen konnte (2). HrcN bildet mit dem mdoglichen
Regulator HrcL einen Komplex, der peripher mit dem T3S-System assoziiert ist, wahrscheinlich mittels
Interaktionen mit konservierten Komponenten des Sekretionsapparates. In einem weiteren Schritt dissoziiert
HreN den HpaB-Effektor-Komplex unter ATP-Verbrauch (3), so dass das Effektorprotein freigesetzt wird
und nach Entfaltung in den Exportkanal eintreten kann (4), um anschliefend sekretiert und in die pflanzliche
Wirtszelle transloziert zu werden (5). CY b = bakterielles Cytoplasma, CY p = pflanzliches Cytoplasma, IM
= innere bakterielle Membran, AM = duBere bakterielle Membran, PP = Periplasma, PM = Plasmamembran,
ZW = pflanzliche Zellwand.

Entfaltet HrcN T3S-Substrate?

Wenn man beriicksichtigt, dass der innere Durchmesser des Exportkanals von T3S-
Systemen im Durchschnitt nur 2-3 nm betrdgt und somit zu eng fiir den Transport von
gefalteten Proteinen ist, scheint es offensichtlicht, dass T3S-Substrate vor ihrer Sekretion
zumindest teilweise entfaltet werden miissen (Blocker et al., 2001; Hoiczyk und Blobel,
2001; Marlovits et al., 2004). Diese Aufgabe wird vermutlich von T3S-assoziierten
ATPasen erfiillt. Akeda et al. zeigten, dass die ATPase InvC das Effektorprotein SptP nach
Ablosung des Chaperons SicP ATP-abhéngig entfaltet (Akeda und Galan, 2005). Zugabe
von InvC, nicht aber von dem katalytisch inaktiven Derivat InvCgiese, zu SicP/SptP-

Komplexen fiihrte zu signifikanten Anderungen der Proteinkonformation der Tyrosin-
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Phosphatase SptP, welche sich in Form einer erhohten Proteaseempfindlichkeit und einer
drastischen Reduktion der enzymatischen Aktivitéit dulerte. Da bisher fiir Effektorproteine
aus X. campestris pv. vesicatoria noch keine in vitro messbare enzymatische Aktivitét
gezeigt wurde, konnte eine Rolle von HrcN bei der Entfaltung von T3S-Substraten in
dhnlichen Experimenten nicht untersucht werden. Falls fiir ein Effektorprotein aus X.
campestris pv. vesicatoria eine enzymatische Aktivitdt nachgewiesen werden kann, sollte
in zukiinftigen Experimenten untersucht werden, ob das globale T3S-Chaperon HpaB an
dieses Effektorprotein bindet und ob HrcN einen Einfluss auf die Aktivitit des HpaB-

gebundenen Effektors ausiibt.

4.2.4 HrcL - ein Regulator von HreN?

In vitro- und in vivo-Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass HrcN mit dem
konservierten HrcL-Protein interagiert, welches zur FliH/YscL-Familie gehort. Es wurde
zudem ein positiver Einfluss von HrcL auf die Proteinstabilitit von HrcN beobachtet
(Kapitel 3.2.4, 3.2.5; Lorenz und Biittner, 2009). Interaktionen zwischen HrcL.-Homologen
und T3S-assoziierten ATPasen wurden bereits fiir die tierpathogenen Bakterien Salmonella
spp. (FliH und ATPase Flil), Yersinia spp. (YscL und ATPase YscN) sowie Shigella spp.
(MxiN und ATPase Spa47) beschrieben (Blaylock et al., 2006; Jouihri et al., 2003;
Minamino und MacNab, 2000b). Einen Einfluss von Mitgliedern der FliH/YscL-Familie
auf die Proteinstabilitdt der korrespondierenden ATPasen wurde bislang nicht berichtet.
Fiir einige HrcL-Homologe konnte jedoch gezeigt werden, dass sie die enzymatische
Aktivitdt von ATPasen regulieren. So ist die in vitro-Aktivitit von Flil aus S. typhimurium
und von YscN aus Y. enterocolitica in Anwesenheit von FliH bzw. YscL reduziert
(Blaylock et al., 2006; Minamino und MacNab, 2000a). Da HrcL nicht in hinreichender
Qualitdt und Quantitdt gereinigt werden konnte, konnte ein moglicher regulatorischer
Einfluss von HrcL auf die ATPase-Aktivitit von HrcN leider nicht analysiert werden.

Interessanterweise beeintrachtigten erhohte Mengen von HrcL die Pathogenitit und Typ
[II-abhéngige Sekretion von X. campestris pv. vesicatoria. Dies konnte auf einer
Inhibierung der ATPase-Aktivitit von HrcN und/oder auf einer Blockierung des T3S-
Systems durch gesteigerte HrcL-Proteinmengen beruhen. Dieser negative Effekt wurde

durch gleichzeitig gesteigerte Mengen von HrcN partiell kompensiert. Es ist daher
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anzunehmen, dass das stochiometrische Verhiltnis zwischen HrcN und HrcL wichtig ist.
Ahnliche Beobachtungen wurden zuvor fiir das HrcL-homologe Protein FliH und die
ATPase Flil aus S. typhimurium berichtet (Gonzalez-Pedrajo et al., 2002; Minamino und
MacNab, 2000a).

4.2.5 Membranassoziierung von HrcL und HreN

Die Ergebnisse von Fraktionierungsstudien zeigten, dass HrcL und HrcN unter T3S-
restriktiven Bedingungen sowohl im bakteriellen Cytoplasma als auch an den bakteriellen
Membranen lokalisiert sind (Kapitel 3.2.9; Lorenz und Biittner, 2009). Dies stimmt mit der
zuvor beschriebenen subzelluldren Lokalisierung von HrcN iiberein (Rossier ef al., 2000).
Interessanterweise war unter T3S-induzierenden Bedingungen eine Verlagerung von HrcL
und HrcN aus dem Cytoplasma an die bakteriellen Membranen zu beobachten. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei Aktivierung des T3S-Systems ATP-Komplexe aus
dem Cytoplasma an den membranstiindigen Sekretionsapparat rekrutiert werden. Ahnliche
Beobachtungen wurden fiir T3S-assoziierte ATPasen von anderen Pathogenen noch nicht
beschrieben. Es ist anzumerken, dass die Membranlokalisierung von HrcN unabhéngig von
HrcL erfolgte und umgekehrt. Eine Verlagerung aus dem Cytoplasma an die bakteriellen
Membranen unter T3S-induzierenden Bedingungen wurde auch fiir das T3S-Chaperon
HpaB beobachtet (Kapitel 3.2.9; Lorenz und Biittner, 2009). Da HrcL und HpaB fiir diese
Analysen von Plasmiden unter der Kontrolle eines starken Promotors exprimiert wurden,
konnen Uberexpressionseffekte jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die subzellulire
Lokalisierung dieser Proteine sollte daher nach Expression von einem schwicheren bzw.
dem nativen Promotor iiberpriift werden.

Die Membranassoziierung von HpaB, HrcL und HrcN unter T3S-induzierenden
Bedingungen konnte durch Interaktionen mit konservierten Komponenten des T3S-
Systems, die in der inneren bakteriellen Membran lokalisiert sind, begiinstigt werden.
Ubereinstimmend mit dieser Hypothese wurde in vorangegangenen Arbeiten eine
Interaktion von HpaB mit der konservierten Komponente HrcV des T3S-Apparates gezeigt
(Biittner et al., 2006), welche auch fiir homologe Proteine aus X. axonopodis pv. citri
beschrieben wurde (Alegria et al., 2004). In dieser Arbeit konnte eine Interaktion von HrcL

bzw. HrcN mit dem konservierten HrcU-Protein detektiert werden, welches in der inneren
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bakteriellen Membran lokalisiert ist und neben vier Transmembranhelices auch eine C-
terminale cytoplasmatische Doméne aufweist, die proteolytisch gespalten wird (sieche
Kapitel 3.3.2). Fiir HreN konnte eine Bindung an die C-terminale Doméne von HrcU, nicht
aber an das vollstindige HrcU-Protein beobachtet werden. Interaktionen mit der C-
terminalen Domédne von HrcU sind vermutlich von einer bestimmten Konformation
abhédngig, welche im Kontext des vollstindigen HrcU-Proteins gedndert ist (siche auch
Kapitel 4.3.3). Im Gegensatz dazu interagierte HrcL mit dem vollstdndigen HrcU-Protein,
nicht aber mit der C-terminalen Doméne von HrcU. Dies ldsst vermuten, dass HrcLL und
HrcN nicht um dieselbe HrcU-Bindestelle konkurrieren und dass die Bindung von HrcN an
HrcU von einer bestimmten Konformation der C-terminalen Doméne von HrcU beglinstigt
wird. Es ist denkbar, dass die Aktivierung des T3S-Systems zu Konformationsédnderungen
von membranstindigen Komponenten des Sekretionsapparates fiithrt, welche die

Anlagerung von ATPase-Komplexen fordern (siehe auch Kapitel 4.3.1 und Abb. 4-2).

4.2.6 Typ IllI-abhingige Sekretion in Abwesenheit von HrcN?

Die Annahme, dass T3S-assoziierte ATPasen fiir die Typ Ill-abhidngige Sekretion
essentiell sind, wurde kiirzlich durch zwei Publikationen in Frage gestellt (Minamino und
Namba, 2008; Paul er al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass die Sekretion von
Substraten des Flagellum-T3S-Systems aus S. enterica, wenn auch mit geringerer
Effizienz, auch in Abwesenheit der ATPase Flil und ihres Regulators FliH stattfinden
kann. Die Flil/FliH-unabhingige Sekretion konnte durch Punktmutationen in den
konservierten Komponenten FlhA und FIhB des Flagellum-T3S-Systems deutlich
gesteigert werden (Minamino und Namba, 2008). Es wurde daher postuliert, dass die
ATPase nur am Eintritt der Substrate in den Exportkanal des T3S-Apparates beteiligt ist,
fiir die Passage durch das T3S-System jedoch entbehrlich ist. Punktmutationen in FIhA
und FlhB sind vermutlich mit Konformationséinderungen dieser Proteine verbunden, die
den Eintritt der Substrate in den Exportkanal in Abwesenheit von Flil und FliH erleichtern.
Die anschlieBende Entfaltung und Sekretion der Substrate wird durch die
protonenmotorische Kraft (PMK) angetrieben (Minamino und Namba, 2008).

81



Diskussion

Im Gegensatz zur flilfliH-Doppelmutante in S. enterica war eine X. campestris pv.
vesicatoria hrcLhrcN-Doppelmutante T3S-defizient und nicht pathogen (Kapitel 3.2.8;
Lorenz und Biittner, 2009). Der Phénotyp der Mutante konnte auch nicht durch die
Einfiihrung der P24T-Punktmutation in das FlhB-Homolog HrcU revertiert werden,
obwohl eine dquivalente Mutation in S. enterica die bakterielle Motilitit und Typ III-
abhédngige Sekretion in der flilfliH-Doppelmutante signifikant steigern konnte (Minamino
und Namba, 2008). Es gibt also keine Hinweise darauf, dass die ATPase HrcN fiir die Typ
III-abhéngige Sekretion in X. campestris pv. vesicatoria entbehrlich ist. Dies schliefit nicht
aus, dass neben ATP auch andere Energiequellen wie die PMK zum T3S-Prozess in X.
campestris pv. vesicatoria beitragen. In der Tat war die Typ Ill-abhéngige Sekretion in
Anwesenheit des Protonophors CCCP, einem PMK-Inhibitor, reduziert (Kapitel 3.2.8;
Lorenz und Biittner, 2009). Ahnliche Beobachtungen wurden zuvor auch fiir das
Translokations-assoziierte T3S-System von Y. enterocolitica berichtet (Wilharm et al.,
2004). Da das Wachstum von X. campestris pv. vesicatoria in Fliissigmedium nach CCCP-
Zugabe reduziert war, ist jedoch anzunehmen, dass das Protonophor auch mit anderen
zelluldren Prozessen interferiert. Die reduzierte Typ Ill-abhédngige Sekretion in
Anwesenheit von CCCP kann daher nicht als ein Beweis einer direkten Beteiligung der
PMK am Sekretionsprozess angesehen werden.

Es ist weiterhin anzumerken, dass im Gegensatz zu den mit dem Flagellum assoziierten
Proteinen MotA und MotB noch keine durch die PMK angetriebenen Motorkomponenten
von Translokations-assoziierten T3S-Systemen identifiziert wurden (Blair, 2003; Wilharm
et al., 2007). Eventuell unterscheiden sich Flagellum- und Translokations-assoziierte T3S-
Systeme sowie tier- und pflanzenpathogene Bakterien hinsichtlich der Beteiligung
verschiedener Energiequellen wie ATP oder der PMK an der Typ Ill-abhdngigen
Sekretion.
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4.3 Neue Erkenntnisse zur Funktion des konservierten HrcU-Proteins

Das T3S-System von X. campestris pv. vesicatoria sekretiert Pilus-, Translokon- und
Effektorproteine. Es ist daher naheliegend, dass die Sekretion von Pilus- und
Translokonproteinen zeitlich vor der Sekretion von Effektorproteinen erfolgt, da der
Aufbau der extrazelluldren Komponenten des Sekretionsapparates die Voraussetzung fiir
die Proteintranslokation in die pflanzliche Wirtszelle ist. Eine wichtige Frage ist daher, wie
die Typ IlI-abhédngige Sekretion der verschiedenen Substratklassen zeitlich reguliert wird.
Hierzu war aus pflanzenpathogenen Bakterien noch nichts bekannt. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten Hinweise darauf gewonnen werden, dass HrcU an der Regulation der
Substratspezifitit des T3S-Systems von X. campestris pv. vesicatoria beteiligt ist. HrcU ist
in der inneren bakteriellen Membran lokalisiert und gehdrt zur konservierten FIhB/YscU-
Familie. HrcU besitzt vier Transmembranhelices und eine cytoplasmatische Domdéne,
welche in homologen Proteinen von tierpathogenen Bakterien proteolytisch gespalten wird

(Berger, 2005; Fraser et al., 2003; Sorg et al., 2007).

4.3.1 Die Bedeutung der proteolytischen Spaltung von HrcU

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass HrcU sowohl in X. campestris pv. vesicatoria
als auch in E. coli proteolytisch gespalten wird (Kapitel 3.3.2 und Lorenz et al., 2008b).
Die Spaltung wird demnach nicht von einer X. campestris pv. vesicatoria- oder Pathogen-
spezifischen Protease vermittelt, sondern erfolgt vermutlich autokatalytisch. Fiir HrcU-
homologe Proteine aus tierpathogenen Bakterien wurde ein autokatalytischer Mechanismus
postuliert, der eine Zyklisierung des Asparaginrestes des konservierten NPTH-
Aminosduremotivs beinhaltet und zur proteolytischen Spaltung zwischen dem Asparagin-
und dem Prolinrest fiihrt (Ferris et al., 2005; Wiesand et al., 2008; Zarivach et al., 2008).
Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, ist das NPTH-Motiv auch fiir die
proteolytische Spaltung von HrcU aus X. campestris pv. vesicatoria essentiell (Kapitel
3.3.2). Die Einfiihrung einer HrcU-Punktmutation im NPTH-Motiv (P265G) in das Genom
von X. campestris pv. vesicatoria fithrte zu einem vollstindigen Verlust der bakteriellen

Pathogenitidt und der Typ Ill-abhéngigen Sekretion. Dies deutet darauf hin, dass die
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proteolytische Spaltung von HrcU fiir die Aktivitét des T3S-Systems von X. campestris pv.
vesicatoria essentiell ist.

Die Bedeutung der proteolytischen Spaltung von HrcU-homologen Proteinen fiir die Typ
[II-abhéngige Sekretion wurde bereits fiir einige Vertreter der FIhB/YscU-Familie aus
tierpathogenen Bakterien beschrieben. Eine Punktmutation des NPTH-Motivs von EscU
(EscUpa634) aus enteropathogenen E. coli fiihrte zu einem Verlust der proteolytischen
Spaltung von EscU und zum Verlust der Sekretion von Filament- (EspA), Effektor- (Tir)
und Translokonproteinen (EspB/D) (Zarivach et al, 2008). Dagegen resultierten
Punktmutationen im NPTH-Motiv von YscU aus Yersinia spp. bzw. FIhB und SpaS aus S.
typhimurium ebenfalls in ungespaltenen Proteinen, zeigten im Gegensatz zu HrcU und
EscU jedoch nur Auswirkungen auf die Sekretion von bestimmten Substratklassen (Fraser
et al., 2003; Lavander et al., 2002; Sorg et al., 2007; Wiesand et al., 2008; Zarivach et al.,
2008). YscUnzeza bzw. YscUpaesa vermittelten keinen Export der Translokonproteine
LrcV, YopB und YopD, wihrend Effektorproteine unvermindert sekretiert wurden
(Lavander et al., 2002; Sorg et al., 2007; Wiesand et al., 2008). Ebenso hatten SpaSnzssa
bzw. SpaSpsoa keine Auswirkung auf die Sekretion des Effektorproteins SipA, wéhrend
die Translokonproteine SipB und SipC nicht mehr nachweisbar sekretiert wurden
(Zarivach et al., 2008). FIhBngoa vermittelte die Sekretion des Hakenproteins F1iD, nicht
jedoch des Filamentproteins FliC (Fraser et al, 2003). Dies deutet darauf hin, dass die
proteolytische Spaltung von YscU, SpaS und FIhB im Gegensatz zu HrcU und EscU nicht
generell essentiell fiir die Typ IlI-abhingige Sekretion ist, sondern nur fiir den Export von
bestimmten Substraten bendtigt wird. Eine Verallgemeinerung der Bedeutung der
proteolytischen Spaltung von Proteinen der FIhB/YscU-Familie fiir die Typ IlI-abhéngige
Sekretion kann daher weder fiir tier- oder pflanzenpathogene Bakterien noch fiir
Flagellum- oder Translokations-assoziierte T3S-Systeme getroffen werden.

Kiirzlich konnten die Kristallstrukturen der cytoplasmatischen Doménen einiger Vertreter
der FIhB/YscU-Familie aufgeklidrt werden (Deane et al., 2008; Wiesand et al., 2008;
Zarivach et al., 2008). Diese zeigen eine starke strukturelle Konservierung der
cytoplasmatischen Doménen von EscU (E. coli), SpaS (S. enterica), Spad40 (S. flexneri)
und YscU (Y. enterocolitica). Die NPTH-Sequenz bildet eine Oberfldchen-exponierte Typ
IT B-Schleife, die zwei B-Faltblatter verbindet und eine optimale Struktur fiir einen
nukleophilen Angriff auf eine Seitenkette des Asparaginrestes aufweist. Strukturanalysen

zeigten, dass die beiden Fragmente der cytoplasmatischen Domédnen nach der
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proteolytischen Spaltung assoziiert bleiben (Deane et al., 2008; Minamino und Macnab,
2000c). Die Spaltung verdndert nicht die Gesamtstruktur der cytoplasmatischen Doméne,
sondern fiihrt zu geringen, physiologisch jedoch hoch relevanten Anderungen in der
NPTH-Region (Deane et al., 2008; Wiesand et al., 2008). Daher konnte die Spaltung von
HrcU zu Konformationsdnderungen fithren, welche beispielsweise eine Anlagerung von
cytoplasmatischen ATPase-Komplexen an den Sekretionsapparat erleichtern. Diese
Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass (i) die ATPase HrcN und der mdgliche Regulator
HrclL von X. campestris pv. vesicatoria bei Aktivierung des T3S-Systems aus dem
Cytoplasma an die bakteriellen Membranen verlagert werden, (ii) HrcN und HrcL mit
HrcU interagieren und (ii1) diese Interaktionen vermutlich von der Konformation von
HrcU abhiéngig sind (siehe Kapitel 4.2.5). Eine Bedeutung der proteolytischen Spaltung
von HrcU-homologen Proteinen fiir die Anlagerung von ATPase-Komplexen an den
Sekretionsapparat wurde kiirzlich auch fiir YscU aus Y. enterocolitica postuliert, welches
mit dem ATPase-Regulator YscL interagiert (Riordan und Schneewind, 2008). Die
Lokalisierung von YscL und der ATPase YscN unter T3S-induzierenden und nicht-

induzierenden Bedingungen wurde bislang allerdings nicht analysiert.

4.3.2 HrcU interagiert mit HrpB2

In dieser Arbeit konnten keine Interaktionen zwischen der C-terminalen Doméne von
HrcU und den Effektorproteinen XopF1, XopG und XopH nachgewiesen werden (Kapitel
3.3.3). Weiterfilhrende Arbeiten zeigten zudem, dass das Pilusprotein HrpE und das
mogliche Translokonprotein XopA nicht an die C-terminale Domédne von HrcU binden
(Lorenz et al., 2008b). In dieser Hinsicht scheint sich HrcU vom homologen Protein FIhB
des Flagellum-T3S-System aus S. typhimurium zu unterscheiden. Fiir die C-terminale
Doméne von FlhB wurde eine zentrale Rolle bei der Erkennung von T3S-Substraten
postuliert, da sie mit den Hakenkomponenten FIiE, FlgB, FIgE und FlgD sowie mit den
Filamentproteinen FIgK und FlgL interagiert (Minamino und Macnab, 2000b; Minamino
und MacNab, 2000c). Es ist daher denkbar, dass die Bindung von T3S-Substraten an den
Sekretionsapparat von X. campestris pv. vesicatoria von anderen konservierten

Membrankomponenten des T3S-Systems vermittelt wird.
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Interessanterweise interagierte die C-terminale Domédne von HrcU mit dem essentiellen
Pathogenititsfaktor HrpB2 (Kapitel 3.3.3 und Lorenz et al., 2008b), der vermutlich als
eines der ersten Substrate Typ IlI-abhdngig sekretiert wird (Lorenz et al., 2008b; Rossier et
al., 2000; Weber et al., 2005). Uber die Wirkungsweise von HrpB2 ist noch sehr wenig
bekannt. Homologe Proteine gibt es in anderen pflanzenpathogenen Bakterien
(Xanthomonas spp., Burkholderia spp. und R. solanacearum), was darauf hindeutet, dass
HrpB2 eine wichtige Rolle spielt. Eine Interaktion zwischen HrcU- und HrpB2-

Homologen wurde zuvor auch fiir X. axonopodis pv. citri berichtet (Alegria et al., 2004).

4.3.3 HrcU und HpaC regulieren die Substratspezifitit des T3S-Systems von

X. campestris pv. vesicatoria

Neben der HrcU-Interaktion mit HrpB2 wurde in dieser Arbeit eine Bindung des T3S-
Kontrollproteins HpaC an die C-terminale Domdne von HrcU nachgewiesen. Eine
Interaktion von HpaC mit dem vollstdndigen HrcU-Protein wurde hingegen nicht detektiert
(Kapitel 3.3.4 und Lorenz et al., 2008b). Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die
C-terminale Domine im Kontext des vollstindigen HrcU-Proteins moglicherweise eine
andere Konformation und somit eine verdnderte Oberflichenstruktur aufweist. Von HpaC
ist bekannt, dass es fiir die effiziente Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen
benotigt wird (Biittner et al., 2006). Interessanterweise inhibiert HpaC jedoch die Sekretion
von HrpB2, welches in dieser Arbeit als Interaktor von HrcU identifiziert wurde (Lorenz et
al., 2008b). Proteine, die wie HpaC die Sekretion verschiedener T3S-Substrate
unterschiedlich regulieren, wurden auch in Flagellum- und Translokations-assoziierten
T3S-Systemen identifiziert und schlieBen u.a. T3S4-Proteine aus tierpathogenen Bakterien
ein. T3S4-Proteine sind am Wechsel der Substratspezifitit von T3S-Systemen beteiligt und
wurden in S. typhimurium (FLiK, Inv]), Y. enterocolitica (YscP) und S. flexneri (Spa32)
funktionell charakterisiert (Agrain et al., 2005; Botteaux et al., 2008; Edqvist et al., 2003;
Hirano et al., 2005; Hirano et al., 1994; Kutsukake et al., 1994; Magdalena et al., 2002;
Marlovits et al., 2006; Moriya et al., 2006; Riissmann et al., 2002; Shibata et al., 2007;
Williams et al., 1996; Wood et al., 2008). FliK vom Flagellum-T3S-System aus S.
typhimurium interagiert mit der C-terminalen Domine des HrcU-Homologen FIhB und

induziert dadurch vermutlich eine Konformationsédnderung in FlhB, die zu einem Wechsel
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der Substratspezifitit von Haken- zu Filamentproteinen fiihrt (Fraser et al., 2003;
Minamino und Macnab, 2000c). YscP, Inv] und Spa32 sind T3S4-Proteine von
Translokations-assoziierten =~ T3S-Systemen und regulieren den Wechsel der
Substratspezifitit von Nadel- zu Effektorproteinen (Agrain et al., 2005; Botteaux et al.,
2008; Edqvist et al., 2003; Magdalena et al., 2002; Riissmann et al., 2002). Wahrend
Spa32 an die C-terminale Doméne des HrcU-homologen Proteins Spa40 bindet, konnte
eine Interaktion zwischen YscP und YscU bisher nicht gezeigt werden (Botteaux et al.,
2008; Riordan und Schneewind, 2008). Eine mdgliche Interaktion zwischen InvJ und SpaS
wurde noch nicht analysiert.

T3S4-Proteine besitzen eine fiir den Wechsel der Substratspezifitit essentielle T3S4-
Domine im C-terminalen Bereich, welche trotz geringer Sequenzéhnlichkeiten strukturell
konserviert ist (Agrain et al., 2005; Minamino et al., 2006). Die T3S4-Domine ist nicht
nur in T3S4-Proteinen von tierpathogenen Bakterien vorhanden, sondern zeigt auch eine
schwache Homologie zum C-terminalen Bereich des HpaC-Homologen HpaP aus R.
solanacearum (Agrain et al., 2005). Ein Vergleich der Aminoséuresequenzen von HpaC
und HpaP ergab, dass die meisten konservierten Aminosduren der T3S4-Domine von
HpaP auch in HpaC vorhanden sind bzw. durch Aminosiduren mit &hnlichen chemischen
Eigenschaften ersetzt sind (siche Anhang 3). Da ein C-terminales Deletionsderivat von
HpaC (HpaC,.;18) nicht mit der C-terminalen Doméne von HrcU interagierte (Kapitel 3.3.4
und Lorenz et al., 2008b), scheint der C-terminale Proteinbereich von HpaC fiir die HrcU-
Interaktion essentiell zu sein. Es ist daher wahrscheinlich, dass HpaC als T3S4-Protein von
X. campestris pv. vesicatoria agiert und die Spezifitit des Sekretionsapparates von frithen
(HrpB2) zu spiteren (Translokon- und Effektorproteine) T3S-Substraten &ndert. Der
genaue Mechanismus des HpaC-vermittelten Wechsels der Substratspezifitit ist noch
ungekldrt. Er konnte auf einer HpaC-vermittelten Konformationsdnderung der C-
terminalen Doméne von HrcU beruhen (welche sich von der Konformation nach der
proteolytischen Spaltung unterscheidet), die von der T3S4-Doméne von HpaC abhingig ist
und die Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen ermdglicht (Abb. 4-2).

Da HrpB2 und HpaC an die C-terminale Doméne von HrcU binden, konkurrieren sie
moglicherweise um die gleiche Bindestelle. In diesem Fall wiirde die Interaktion zwischen
der C-terminalen Domine von HrcU und HpaC die Bindung von HrpB2 an HrcU
verhindern und konnte somit die HpaC-abhéngige Suppression der HrpB2-Sekretion
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bedingen. Da HrpB2 auch mit HpaC interagiert, gestalten sich Kompetitionsexperimente

zur Kldrung dieser Fragestellung jedoch schwierig (Lorenz et al., 2008b).
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Abb. 4-2: Modell des Substratspezifititswechsels des T3S-Systems von X. campestris pv. vesicatoria.
Das NPTH-Aminosduremotiv der cytoplasmatischen Doméne des integralen Membranproteins HrcU wird
bei Aktivierung des T3S-Systems proteolytisch gespalten (A). Die Spaltung fiihrt zu einer
Konformationsdnderung der C-terminalen Doméne von HrcU und begiinstigt die Anlagerung von
cytoplasmatischen ATPase-Komplexen (ATPase HrcN und moglicher Regulator HrcL) an den
Sekretionsapparat und ermoglicht damit die Sekretion von frithen Substraten wie HrpB2 (B). HrpB2 stellt
eine extrazelluldre Komponente des T3S-Systems dar und wird vermutlich durch Bindung an die C-terminale
Doméne von HrcU als T3S-Substrat erkannt. In einem nachfolgenden Schritt bindet das Kontrollprotein
HpaC an die C-terminale Doméne von HrcU und induziert eine weitere Konformationsénderung, welche zur
Inhibierung der HrpB2-Sekretion fiihrt und die Sekretion von spéteren Substraten wie Translokon- und
Effektorproteinen initiiert (C). Unterschiedliche Konformationen der C-terminalen Doméne sind durch
verschiedene Blautone angedeutet. AM = duBere bakterielle Membran; IM = innere bakterielle Membran; PP
= Periplasma; Cy p = pflanzliches Cytoplasma; Cy b = bakterielles Cytoplasma.

4.3.4 Eine Punktmutation in der C-terminalen Doméne von HrcU supprimiert den

Phénotyp der ApaC-Mutante

In tierpathogenen Bakterien kann die Abwesenheit von T3S4-Proteinen durch
Punktmutationen in HrcU-homologen Proteinen kompensiert werden. So fiihrt der
Austausch des Tyrosinrestes des in HrcU-homologen Proteinen konservierten LARXLY-

Motivs (siche Anhang 2) gegen einen Aspartatrest in FIhB aus S. typhimurium (FlhBys2sp)
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und YscU aus Yersinia spp. (YscUyszisp) zu einem Wechsel der Substratspezifitit
unabhingig von den T3S4-Proteinen FliK bzw. YscP und damit zur Suppression der
Phénotypen der fliK- und yscP-Deletionsmutanten (Edqvist et al., 2003; Williams et al.,
1996). In dieser Arbeit wurde eine dquivalente Punktmutation (Y318D) in der C-
terminalen Doméne von HrcU analysiert. In X. campestris pv. vesicatoria-Wildtyp-
Stdimmen hatte hrcUy;z sp keinen Einfluss auf die bakterielle Pathogenitét und die Typ III-
abhéngige Sekretion in vitro (Kapitel 3.3.5). Dies deutet darauf hin, dass der konservierte
Tyrosinrest des LARXLY-Motivs fiir die Funktion von HrcU nicht essentiell ist. ArcUys;sp
ermOglichte jedoch die effiziente Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen auch in
Abwesenheit von HpaC und supprimierte somit den Phénotyp der ApaC-Deletionsmutante
(Kapitel 3.3.5). Es ist denkbar, dass die C-terminale Domidne von HrcU durch die
Punktmutation Y318D eine Konformation erhélt, welche normalerweise durch die Bindung
von HpaC induziert wird und die Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen
ermoglicht. Die HrcU-Punktmutation Y318D beeinflusste aber nicht die in Abwesenheit
von HpaC auftretende, drastisch verstiarkte HrpB2-Sekretion (Kapitel 3.3.5). Daher scheint
die Inhibierung der HrpB2-Sekretion HpaC-abhéngig zu bleiben und konnte auf der bereits
gezeigten direkten Interaktion zwischen HpaC und HrpB2 beruhen (Lorenz ef al., 2008b).
Alternativ kénnte die C-terminale Doméne von HrcUvys sp eine Konformation aufweisen,
welche die gleichzeitige Sekretion von HrpB2, Translokon- und Effektorproteinen
ermoglicht und sich so von der HpaC-induzierten Konformation unterscheidet, die zwar
die Sekretion von Translokon- und Effektorproteinen erlaubt, jedoch zur Inhibierung der
HrpB2-Sekretion fiihrt. Diese Moglichkeit wird durch die Beobachtungen unterstiitzt, dass
weder HpaC noch HrpB2 in in vitro-Interaktionsstudien an die C-terminale Doméne von
HrcUys13p banden und dass die proteolytische Spaltung von HrcUys,sp stark reduziert war.
Ein Einfluss von HpaC auf die proteolytische Spaltung von HrcU wurde bisher nicht
festgestellt.

Interessanterweise sind alle bekannten fliK- und yscP-Suppressormutationen in der C-
terminalen Domine von FIhB bzw. YscU lokalisiert und stellen in der Regel
Aminosédureaustausche hydrophober Reste gegen polare bzw. groBere hydrophobe Reste
dar (Edqvist et al., 2003; Kutsukake et al., 1994; Williams et al., 1996). Es wurde daher
spekuliert, dass die mutierten Proteine eine leicht gednderte Konformation aufweisen, die
der Konformation entspricht, welche normalerweise in Anwesenheit von FliK bzw. YscP

auftritt. Strukturanalysen von Zarivach et al. zeigten, dass der zur HrcU-Punktmutation
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Y318D &dquivalente Austausch in EscU (Y316D) aus enteropathogenen E. coli die
elektrostatischen Oberflicheneigenschaften der NPTH-Region und infolgedessen die
Orientierung der PTH-Schleife verdndert (Zarivach et al., 2008).

Wie die Analysen in Kapitel 3.3.5 zeigten, war die proteolytische Spaltung von HrcUy313p
im Vergleich zum Wildtyp-HrcU stark reduziert. Vergleichbar zu HrcUysi3p zeigten fliK-
Suppressormutanten von FIhB eine Beeintridchtigung der proteolytischen Spaltung, welche
mit einer verdnderten Konformation dieser Proteine und einem daraus resultierenden
Schutz des NPTH-Motivs erkldrt wurden (Minamino und Macnab, 2000c). Tatséchlich
deuten Kristallstrukturanalysen der cytoplasmatischen Doménen von Mitgliedern der
FlhB/YscU-Familie darauf hin, dass die Mutation des konservierten Tyrosinrestes des
LARXLY-Motivs, welcher teilweise Oberfldchen-exponiert ist und sich in rdumlicher
Nédhe zum Prolinrest des NPTH-Motivs befindet, einen Einfluss auf die proteolytische
Spaltung haben konnte (Deane et al., 2008).

Der genaue Mechanismus der Suppression des Phénotyps der ApaC-Mutante durch
HrcUysgip ist noch unbekannt. Er bietet jedoch einige Ansatzpunkte fiir zukiinftige
Arbeiten. So wurde u.a. beobachtet, (i) dass sich eine verstirkte Sekretion von HrpB2,
welche in Abwesenheit von HpaC auftritt, nicht negativ auf die Pathogenitdt von X.
campestris pv. vesicatoria auswirkt und somit nicht ursdchlich fiir den Phinotyp der hpaC-
Deletionsmutante ist, (ii) dass eine effiziente Sekretion von HrpB2, Translokon- und
Effektorproteinen gleichzeitig erfolgen kann, (iii) dass die Interaktion zwischen HrpB2 und
HrcU nicht zwingend Voraussetzung fiir die Sekretion von HrpB2 ist und (iv) dass eine
reduzierte proteolytische Spaltung von HrcU bei einer bestimmten Konformation der C-
terminalen Doméne nicht zu einer Reduktion der bakteriellen Pathogenitit fiihren muss.
Zusammenfassend deuten die hier beschriebenen experimentellen Daten von HrcU aus X.
campestris pv. vesicatoria und homologer Proteinen aus tierpathogenen Bakterien darauf
hin, dass die Funktion der Mitglieder der FlhB/YscU-Familie in der Regulation der
Substratspezifitit von T3S-Systemen auf geringen, physiologisch jedoch bedeutsamen

Konformationsédnderungen ihrer C-terminalen Doménen beruht.
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6. Anhang

Anhang 1: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5° — 3°)*

RT-PCR-Analysen

RT hreN_ forward

CGTTACGGCAAGGTGGTCGAA

RT hrcN reverse

AGGCCATCCACGATCCGCACG

RT hrpB2 forward

ATGACGCTCATTCCTCCTGTCC

RT hrpB2 reverse

CACCAGCGTCTGCACGGCGTT

RT _16S-rRNA_forward

TACGCTAATACCGCATACGAC

RT 16S-rRNA_reverse

TGGCACGAAGTTAGCCGGTG

Generierung von X. campestris pv. vesicatoria-Mutanten

hrcN_upstream Apal forward

TACTGGGCCCCTCGAACAGTGTGTG

hrcN_upstream HindlIII reverse

TACTAAGCTTGAGCGTTGTCTCCAG

hrcN_downstream HindIIl forward

TACTAAGCTTGAACTGCTGACCAGC

hrcN_downstream BamHI reverse

TACTGGATCCCAACGCGCCGAGCAA

hreN_G175C Pstl_forward

TACTCTGCAGCAGGCGTCTGCAAGA

hrcL_upstream Apal forward

TACTGGGCCCCCGCTGTCCACCTCGGTA

hrcL_upstream HindlIII reverse

TACTAAGCTTAATCCAGGCCGATCGCATCG

hrcU P24T upstream Xbal forward

TACTTCTAGAATGCTCGGCGATGGTGCGCACGCCA
TCGTT

hrcU_P24T upstream Eco911 reverse

AGATGACGGTAACCTCCCCGTCCTTGCGCGCATCC
CGCA

hrcU P24T downstream Eco911 forward

TACTGAGGTTACCGTCAGCCCGGACGTCACTGCAG
CG

hrcU _P24T downstream Sall reverse

AGATGTCGACCTAGCATGGCAGGGCTCCATGCCGT
CGCCGT

hrcU _P265G_upstream Xbal forward

TACTTICTAGAGCGGGATGCGCGCAAGGACGCGGA
AGTTCC

hrcU_P265G_Kpnl reverse

AGATGTAATGGGTACCGTTGACCACCATCACCTTG
GCCTTGGC

hrcU _P265G_Kpnl forward

TACTGTCAACGGTACCCATTACGCAGTGGCGCTGC
TGGCCTAC

hrcU _P265G_downstream BamHI reverse

AGATTGGATCCCGCGTTTGCGGCGTGCCTCATCTG
CGGTCA

hrcU_Y318D upstream Xbal forward

TACTTICTAGACACATGCGCGCATTGATGACGATC

hrcU_Y318D upstream Bcll reverse

AACCTGATCAAGCGCACGCGCCAGTGG

hrcU_Y318D_downsteam Bcll forward

GCGCTTGATCAGGTTGAATTGGGCGAT

hrcU_Y318D_downstream_ Sall reverse

AGATGTCGACATCGCCGGCCGTCATGCCGTGGT
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Bezeichnung

Sequenz (5° — 3°)*

Generierung von Expressionskonstrukten

hrcN_EcoRI forward

TACTGAATTCATGCTGGCTGAGACG

Strep_hrcN_EcoRI forward

TACTGAATTCATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAA
ACTGGCTGAGACGCC

hrcN_Sacl reverse

AGATGAGCTCCGCATCGTCGGTCAC

hrecN_Xhol reverse

TACTCTCGAGTCACGCATCGTCGGT

hrcL_EcoRI forward

TACTGAATTCATGCGTCTGTGGTTGAGGT

hrcL_Sacl reverse

AGATGAGCTCGCCAGCATCCGCCGGCT

hrcU_forward_entry

CACCATGTCGGAAGAAAAAACCGA

hrcU_reverse_entry

GCATGGCAGGGCTCC

hrcU_EcoRI forward

TACTGAATTCATGTCGGAAGAAAAAACCGAGAAG

hrcU_Sall reverse

AGATGTCGACCTAGCATGGCAGGGCTCCATCGCCG
TCGCCGT

hrcU_Xhol reverse

TACTCTCGAGCTAGCATGGCAGGGC

hrcU_ 255-357 EcoRI_forward

TACTGAATTCGCCAAGGCCAAGGTG

hpaA EcoRI forward

TACTGAATTCATGATCCGTCGCATC

hpaA Xhol reverse

TACTCTCGAGTCATGGGCGAACCTC

hpaA 225-275 EcoRI forward

TACTGAATTCCCAGCGCTACGCAAT

hpaA 1-200 Xhol reverse

TACTCTCGAGCTTGTCGTACGCGCGTAG

hpaA 1-225 Sacl rev

AGATGAGCTCCACCGGCTCCAACTC

xopF1 EcoRI forward

TACTGAATTCGTGAAACTCTCCAGC

xopF1_Sacl reverse

AGATGAGCTCTGCTCGCCCGCTCTGCCA

* Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen; die Strep-Epitop-kodierende Sequenz ist kursiv dargestellt.
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Anhang 2: Aminosiuresequenzvergleich von HrcU, YscU und FlhB

HrcU_Xanthomonas
YscU_Yersinia
F1hB Salmonella

HrcU_Xanthomonas
YscU Yersinia
F1hB Salmonella

HrcU Xanthomonas
YscU Yersinia
F1hB_Salmonella

HrcU_Xanthomonas
YscU Yersinia
F1hB Salmonella

HrcU_Xanthomonas
YscU Yersinia
F1lhB Salmonella

HrcU_Xanthomonas
YscU Yersinia
F1hB Salmonella

HrcU_Xanthomonas
YscU Yersinia
F1hB Salmonella
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Aminosduresequenzvergleich zwischen HrcU von X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 (,,accession
number* CAJ22057), YscU von Y. enterocolitica (,,accession number® AAD16831) und FIhB von S. enferica

,accession

number

CADO05665) (CLUSTAL W; http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Identische

Aminoséurereste sind schwarz unterlegt. Aminosaurereste mit dhnlichen chemischen Eigenschaften sind grau
unterlegt. Das NPTH-Aminosduremotiv, welches proteolytisch gespalten wird, ist rot umrandet. Das
LARXLY-Motiv ist blau umrandet. Aminosdurereste, die in dieser Arbeit mutiert wurden, sind mit einem
griinen Stern gekennzeichnet (P24T, P265G, Y318D).
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Anhang 3: Aminosiuresequenzvergleich von HpaC und HpaP

=

HpaC Brxpp :"E'».rL PQCD
HpaP 1 -MTQA Lw Vg EEEE
8, R

HpaC 61 EDRGGPDA ﬂ,o ”Oﬁr ‘ufu:.'ihr SQGI GAVGRQ EWHSS
HpaP 41 RPEFPEPV QGJT JEARTDASP AADP HTTHTiw RIS

HpaC 12 W ;_v p—
HpaP 101 'F D ‘R S
Hp] ":1 - ‘Jr h O‘t T g \

HpaP 161 BQQuLub

* *

Der C-terminale Bereich von HpaC enthélt eine vorhergesagte T3S4-Doméne. Aminoséuresequenzvergleich
zwischen HpaC von X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 (,,accession number® CAJ22055) und HpaP
von R. solanacearum (,accession number” CAB58249) (CLUSTAL W; http:/www.ebi.ac.uk/clustalw).
Identische Aminoséurereste sind schwarz unterlegt. Aminosdurereste mit &hnlichen chemischen
Eigenschaften sind grau unterlegt. Der blaue Balken deutet die vorhergesagte T3S4-Domine an. Sterne
zeigen Aminosdurereste an, die in HpaP und Proteinen mit T3S4-Doménen konserviert sind (Agrain et al.,
2005).
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