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1. Einleitung

1.1 Proteinsekretionssysteme in Gram-negativen Bakterien
Gram-negative Bakterien grenzen sich von ihrer Umgebung durch eine innere und eine

aullere Membran ab, die durch das Periplasma getrennt sind. Viele bakterielle Proteine
mussen uber beide Membranen transportiert werden, um an essentiellen Prozessen wie z.B.
Nahrstoffaufnahme, Fortbewegung, interzellulare Kommunikation, Anheftung der Bakterien
an Oberflachen oder Interaktion mit Wirtszellen teilzunehmen. Der gezielte Proteintransport
in das extrazellulare Milieu, der im folgenden als ,Sekretion” bezeichnet wird, erfordert die
Anwesenheit spezialisierter Proteinsekretionssysteme. Nur in seltenen Fallen kann der
Proteintransport Uber die duRere Membran auch uber Vesikel erfolgen (Mashburn-Warren &
Whiteley, 2006). Gram-negative Bakterien besitzen mindestens sechs Typen von
Proteinsekretionssystemen, welche als Typ | - Typ VI-Sekretionssysteme bezeichnet werden
(Abbildung 1). Die Sekretionssysteme unterscheiden sich u. a. in ihrer Abhangigkeit vom
Sec-System, welches den Proteintransport Gber die innere Membran vermittelt, und werden
im folgenden kurz beschrieben. Fir eine genaue Erlauterung der Sekretionssysteme sei auf
die zitierten Ubersichtsartikel verwiesen.

Typ I-Sekretionssysteme (T1S-Systeme) sind Heterotrimere und sekretieren u. a. Proteasen,

Lipasen und Toxine direkt in das extrazellulare Milieu (Gerlach & Hensel, 2007). Typ II-

Sekretionssysteme (T2S-Systeme) sind wesentlich komplexer aufgebaut und transportieren

u. a. Toxine und extrazellulare Enzyme wie beispielsweise Cellulasen, Proteasen oder
Glucanasen. Der Transport dieser Proteine Uber die innere Membran wird durch das Sec-
System vermittelt (Nunn, 1999; Sandkvist, 2001). Typ llI-Sekretionssysteme (T3S-Systeme)

sind evolutionar mit dem bakteriellen Flagellumapparat verwandt und werden daher in
»1ranslokations-assoziierte“ und ,flagellare® T3S-Systeme unterteilt (Desvaux et al, 2006;
Minamino & Namba, 2004; Abbildung 1). Beide Systeme bestehen aus einem
membranstéandigen Sekretionsapparat, der bei flagelldren T3S-Systemen mit einem
extrazellularen ,Haken® assoziiert ist, welcher in das Flagellumfilament mindet und in erster
Linie als Motilitatsfaktor dient (Minamino & Namba, 2004). Der Sekretionsapparat von
Translokations-assoziierten T3S-Systemen ist dagegen mit einer extrazellularen Pilus- (bei
pflanzenpathogenen Bakterien) oder ,Nadel“-Struktur (bei tierpathogenen Bakterien)
verbunden, welche vermutlich als Proteintransportkanal zur Wirtszelle dient (Ghosh, 2004;
Abbildung 1). Translokations-assoziierte T3S-Systeme translozieren Effektorproteine direkt
in das Cytosol eukaryotischer Zellen und sind der thematische Fokus dieser Arbeit. Sie
wurden als essentielle Pathogenitatsfaktoren der meisten Gram-negativen tier- und
pflanzenpathogenen Bakterien identifiziert.

Typ  IV-Sekretionssysteme  (T4S-Systeme) sind  evolutionar mit  bakteriellen

Konjugationssystemen verwandt und vermitteln sowohl den Transfer von genetischem



Material als auch den Transport von Proteinen und/oder DNA-Proteinkomplexen in pro- oder
eukaryotische Zielzellen (Backert & Meyer, 2006; Christie, 2001). Aufgrund von
Sequenzhomologien wurden T4S-Systeme in T4AS-Systeme, welche Ahnlichkeit mit dem
VirB/VirD4-System von Agrobacterium tumefaciens aufweisen, und T4BS-Systeme unterteilt.
Prototypischer Vertreter von T4BS-Systemen ist das lcm/Dot-System von Legionella
pneumophila, welches fir das Uberleben der Bakterien in Makrophagen essentiell ist
(Backert & Meyer, 2006; Ninio & Roy, 2007). Die genaue Funktion von T4BS-Systemen ist
bislang noch weitgehend ungeklart. Der Begriff ,Typ V-Sekretionssysteme® (T5S-Systeme)

bezeichnet verschiedene verwandte Sekretionssysteme, zu denen Autotransporter, ,Zwei-
Partner-Systeme® und oligomere Autotransporter der Oca-Familie gehéren (Thanassi et al,
2005). Alle T5S-Systeme sind abhangig vom Sec-System fir den Proteintransport Uber die

innere Membran.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von Proteinsekretionssystemen in Gram-negativen
Bakterien.

Dargestellt sind T1S- bis T6S-Systeme von Gram-negativen Bakterien und ihre moégliche Interaktion
mit eukaryotischen Wirtszellen. T2S- und T5S-Substrate werden mit Hilfe des Sec-Systems uber die
innere Membran sekretiert. Alternativ zum Sec-System kann der Proteintransport uUber die innere
Membran auch mit Hilfe des TAT (,twin-arginine translocation®)-Systems erfolgen, welches gefaltete
Proteine sekretiert, die ein spezifisches N-terminales Sekretionssignal bestehend aus zwei
Argininresten enthalten (Voulhoux et al, 2001). T3S-, T4AS-, T4BS- und T6S-Systeme translozieren
DNA und/oder Proteine direkt in die eukaryotische Wirtszelle und sind mit extrazellularen filamentdsen
Strukturen (Pili) assoziiert. ,Chaperone-usher“-Systeme sind nicht dargestellt. AM, duRere Membran;
IM, innere Membran; PM, Plasmamembran der Wirtszelle.



Typ VI-Sekretionssysteme (T6S-Systeme) wurden erstmals 2006 als Virulenzfaktoren

identifiziert und translozieren bakterielle Proteine in Wirtszellen (Filloux et al, 2008; Pukatzki
et al, 2007; Wu et al, 2008). Noch keiner Kategorie von Sekretionssystemen zugeordnet sind
die ,Chaperone usher‘-Systeme, die an der Ausbildung von extrazellularen Typ 1-Pili und
Fimbrien beteiligt sind (Thanassi et al, 2005).

Die Charakterisierung von Proteinsekretionssystemen hat in den letzten zwei Jahrzehnten
vor allem durch die Analyse molekularer Pathogenitdtsmechanismen Gram-negativer
Bakterien signifikante Fortschritte erzielt. Viele sekretierte Proteine wie beispielsweise
Adhasine, Enzyme, Effektorproteine und Toxine spielen eine entscheidende Rolle bei der
Interaktion Gram-negativer pathogener Bakterien mit ihren Wirtsorganismen. Die meisten
Pathogene nutzen vermutlich eine Kombination aus unterschiedlichen Sekretionssystemen,

um ihre Wirtsorganismen erfolgreich zu infizieren (Preston et al, 2005).

1.2 Das pflanzenpathogene Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

besitzt alle Typen bekannter Proteinsekretionssysteme

Proteinsekretionssysteme werden derzeit in einer Reihe von Gram-negativen tier- und
pflanzenpathogenen Bakterien untersucht. Einer der Modellorganismen zur Analyse von
Proteinsekretionssystemen und sekretierten Virulenzfaktoren ist das Gram-negative
Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, welches der Erreger der bakteriellen
Fleckenkrankheit auf Paprika- und Tomatenpflanzen ist. X. campestris Pathovar (pv.)
vesicatoria flhrt vor allem in Anbaugebieten mit feucht-warmem Klima (z. B. Sidamerika) zu
wirtschaftlich bedeutenden Ernteausfallen. Wahrend der natdrlichen Infektion dringt X.
campestris pv. vesicatoria Uber Oberflachendffnungen wie Wunden oder Stomata in die
Pflanze ein und vermehrt sich lokal im Interzellularraum. Dies fihrt zur Entstehung von
Krankheitssymptomen, sogenannten wassrigen Lasionen, die spater nekrotisch werden
(Chan & Goodwin, 1999).

Die Interaktion von X. campestris pv. vesicatoria mit seinen Wirtspflanzen wird entscheidend
durch ein T3S-System bestimmt, welches mehr als 20 Effektorproteine in die pflanzliche
Zelle transloziert. Wie die Analyse der 5,17 Megabasen grolten Genomsequenz zeigte,
besitzt X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 jedoch Komponenten von allen in Gram-
negativen Bakterien bekannten Sekretionssystemen, darunter zwei T2S- (Xcs- und Xps-T2S-
System), zwei T4S- und zwei T6S-Systeme (Thieme et al, 2005). Eines der zwei T4S-
Systeme weist Homologie zu dem in L. pneumophila identifizierten lcm/Dot-System auf. Es
konnte bisher jedoch kein Einfluss dieses Sekretionssystems auf die Pathogenitat von X.
campestris pv. vesicatoria nachgewiesen werden (D. Buttner, unverdffentlichte Daten).
Mutantenanalysen in X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 zeigten, dass neben dem

T3S-System auch eines der zwei T2S-Systeme nachweisbar an der Wirt-Pathogen-



Interaktion beteiligt ist. Das Xps-T2S-System sekretiert vor allem Proteasen, ist dagegen fur
die Sekretion von Cellulasen und Amylasen nicht essentiell (D. Buttner, V. Cogez und U.

Bonas, unverdffentlichte Daten).

1.3 Das T3S-System von X. campestris pv. vesicatoria ist ein essentieller

Pathogenitatsfaktor

1.3.1 Das T3S-System wird vom hrp-Gencluster kodiert

Das T3S-System von X. campestris pv. vesicatoria wird von einem chromosomalen hrp
(,hypersensitive response and pathogenicity*)-Gencluster kodiert, welches 25 Gene enthalt,
die in acht Transkriptionseinheiten organisiert sind (Bonas et al, 1991; Bittner & Bonas,
2002a; Bittner et al, 2007; Fenselau et al, 1992; Fenselau & Bonas, 1995; Rossier et al,
2000; Weber et al, 2007; Wengelnik et al, 1996a; Abbildung 2). EIf Gene sind in tier-
und/oder pflanzenpathogenen Bakterien konserviert und werden daher als hrc (,hrp
conserved)-Gene bezeichnet. Sie kodieren vermutlich die Grundbausteine des

membranstandigen Sekretionsapparates (He, 1998).
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Abbildung 2: Organisation des hrp-Genclusters von X. campestris pv. vesicatoria.

Dargestellt ist das hrp-Gencluster von X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 (GenBank-Nummer
AMO039952). hrpA-hrpF, hpaB und xopF1 bezeichnen die acht Transkriptionseinheiten des hrp-
Genclusters. Gene sind als Boxen dargestellt, Pfeile zeigen die Richtung der Transkription an und
Punkte PIP-Boxen (PIP, ,plant inducible promoter®). Die PIP-Box ist ein konserviertes
Promotorelement, das als Bindestelle fur den Transkriptionsaktivator HrpX dient (Koebnik et al, 2006).
Schraffierte Boxen verweisen auf sekretierte Genprodukte. Gene, die konservierte Komponenten des
Sekretionsapparates kodieren, sind in blau, Gene, die nicht-konservierte Komponenten kodieren, in
lila dargestellt. Gelbe Boxen bezeichnen Gene, die fiir die Wirt-Pathogen-Interaktion nicht essentiell
sind. Die bekannten/vorhergesagten Funktionen und Homologien der einzelnen Genprodukte sind
angegeben.



Im Gegensatz zu hrc- und nicht-konservierten hrp-Genen tragen sechs Gene des hrp-
Genclusters in unterschiedlichem Malfde zur bakteriellen Pathogenitat bei, sind jedoch nicht
essentiell fir die Wirt-Pathogen-Interaktion. Sie wurden daher als hpa (,hrp-associated®)-
Gene bezeichnet und sind vermutlich an der Kontrolle der Typ Illl-abhangigen
Proteinsekretion beteiligt (Buttner et al, 2004; Buttner et al, 2006; Huguet et al, 1998; Lorenz
et al, 2008a; Lorenz et al, 2008b; Noél et al, 2002; Abbildung 2).

Die Expression der hrp-Gene erfolgt nicht konstitutiv, sondern nur wenn sich das Bakterium
in der Pflanze befindet oder in einem speziellen Minimalmedium kultiviert wird. Die hrp-
Genexpression wird durch zwei bisher bekannte regulatorische Proteine, HrpG und HrpX,
kontrolliert, die aulerhalb des hrp-Genclusters kodiert sind. HrpG ist ein
Transkriptionsaktivator der OmpR-Familie von Zwei-Komponenten-Systemen und aktiviert —
in den meisten Fallen Uber den AraC-ahnlichen Transkriptionsaktivator HrpX — die
Expression eines genomweiten Regulons, welches u. a. hrp- und Effektorgene umfasst (Noél
et al, 2001; Wengelnik & Bonas, 1996; Wengelnik et al, 1996b).

1.3.2 Aufbau des Sekretionsapparates

Elektronenmikroskopische Analysen von T3S-Systemen tierpathogener Bakterien zeigten,
dass der T3S-Apparat aus je zwei Ringkomplexen in der inneren und auf3eren Membran
besteht und mit einer cytoplasmatischen ATPase assoziiert ist (Yip & Strynadka, 2006). Der
Ringkomplex in der aufleren Membran ist aus einem Mitglied der Proteinfamilie der
Sekretine aufgebaut, welche oligomere Transmembrankanale bilden (Thanassi & Hultgren,
2000). Der Proteinkomplex in der inneren Membran besteht aus einem periplasmatischen
Lipoprotein sowie mehreren Transmembranproteinen (Yip & Strynadka, 2006).

In X. campestris pv. vesicatoria wurden sechs Hrc-Proteine (HrcV, HrcU, HrcR, HrcS, HrcT
und HrcD) identifiziert, die Transmembranhelices besitzen und in die innere bakterielle
Membran inserieren (Berger, 2005; Abbildung 3). HrcV und HrcU enthalten C-terminale
cytoplasmatische Domanen, die mdglicherweise an der Erkennung von T3S-Substraten
beteiligt sind. HrcQ, HrcL und die vorhergesagte ATPase HrcN besitzen keine
vorhergesagten Transmembranhelices und sind vermutlich im Cytoplasma lokalisiert
(Berger, 2005; Fenselau & Bonas, 1995; Abbildung 3). Der membranstandige
Sekretionsapparat ist extrazellular mit einem Pilus assoziiert, der direkt oder indirekt mit dem
T3S-Translokon in der Wirtszellmembran in Verbindung steht (Weber et al, 2005). Das T3S-
Translokon ist ein postulierter kanalférmiger Proteinkomplex, der die Translokation von
Effektorproteinen in das Cytosol der Wirtszelle ermdglicht (Buttner & Bonas, 2002b; Buttner
et al, 2002).
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1.3.3 Substrate des T3S-Systems

Substrate des T3S-Systems von X. campestris pv. vesicatoria werden in zwei Klassen

unterteilt: (a) extrazellulare Komponenten des Sekretionsapparates, z. B. das Pilusprotein
HrpE und das Translokonprotein HrpF, sowie (b) mehr als 20 Effektorproteine (Xops,
Xanthomonas outer proteins® oder Avr, Avirulenzproteine), die in die Wirtszelle transloziert
werden (Buttner et al, 2002; Glrlebeck et al, 2006; Weber et al, 2005). Effektorproteine
interferieren mit zellularen Prozessen des Wirtes, wie beispielsweise Abwehrreaktionen,
zugunsten des Pathogens (Block et al, 2008; da Cunha et al, 2007). Die ersten bekannten
Typ llI-Effektorproteine pflanzenpathogener Bakterien wurden jedoch aufgrund ihrer
Fahigkeit identifiziert, in resistenten Pflanzen, welche korrespondierende Resistenzgene
besitzen, eine Abwehrreaktion zu induzieren, die oft mit einer hypersensitiven Reaktion (HR)
einhergeht. Die HR ist ein schneller programmierter Zelltod an der Infektionsstelle, der die
weitere Vermehrung des Pathogens verhindert (Jones & Dangl, 2006). Aus historischen
Griinden bezeichnet man Effektorproteine, die die Abwehr in resistenten Pflanzen
induzieren, als Avr-Proteine. Die primare Funktion von Effektorproteinen liegt jedoch in der
Unterstlitzung der bakteriellen Virulenz (Grant et al, 2006; Gurlebeck et al, 2006).

Die Typ lll-abhéngige Sekretion von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen wird in den
meisten Fallen durch ein nicht-konserviertes Signal im N-terminalen Proteinbereich vermittelt
(Ghosh, 2004; Lloyd et al, 2001). Da die vollstandige Assemblierung des T3S-Systems
Voraussetzung fir die Translokation von Effektorproteinen ist, werden die extrazellularen

Komponenten des T3S-Systems wahrscheinlich zeitlich vor Effektorproteinen sekretiert.



2. Zusammenfassung und Diskussion der Forschungsergebnisse

2.1 ldentifizierung moglicher Kontrollproteine des T3S-Systems

Zu Beginn meiner Arbeiten war ungeklart, auf welche Weise die Sekretion verschiedener
T3S-Substrate in X. campestris pv. vesicatoria reguliert wird. In Vorarbeiten wurden als
mogliche Kontrollproteine des T3S-Systems die Produkte von hpa-Genen identifiziert, die im
hrp-Gencluster kodiert sind (Buttner et al, 2004; Bittner et al, 2006; Huguet et al, 1998;
Abbildung 2). Datenbankanalysen zeigten, dass HpaA und HpaE ausschlieRlich Homologie
zu Proteinen aus Subspezies von Xanthomonas aufweisen. Dagegen wurden HpaB-, HpaC-
und HpaH-homologe Proteine auch in Subspezies der pflanzenpathogenen Bakterien
Burkholderia und Ralstonia solanacearum identifiziert. Mit Ausnahme von HpaH, welches
benachbart zum hrp-Gencluster kodiert ist und homolog zu lytischen Transglykosylasen ist,
weist kein Hpa-Protein Sequenzahnlichkeit zu Proteinen mit bekannter Funktion auf.

Zu Beginn meiner Arbeiten war die genaue Wirkungsweise von Hpa-Proteinen unbekannt
und sollte durch genetische und biochemische Methoden aufgklart werden. Insbesondere
sollte analysiert werden, ob und auf welche Weise Hpa-Proteine an der Regulation der Typ
[ll-abhdngigen Proteinsekretion beteiligt sind. Durch die seit 2003 durchgefuhrten
Untersuchungen wurden die Funktionen von HpaA, HpaB und HpaC wahrend der Typ IlI-
abhangigen Proteinsekretion charakterisiert. So zeigten die Ergebnisse von
Mutantenanalysen, Protein-Protein-Interaktionsstudien und Sekretions- bzw.
Translokationstests, dass HpaA, HpaB und HpaC differentiell an der Kontrolle der Sekretion
von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen beteiligt sind und vermutlich eine zeitliche
Koordination der Typ lll-abhangigen Proteinsekretion ermoglichen. Es wurde zudem
nachgewiesen, dass die Kontrolle der Substratspezifitdt des T3S-Systems von X. campestris
pv. vesicatoria nicht nur durch Hpa-Proteine, sondern auch durch konservierte Komponenten
des Sekretionsapparates wie HrcN und HrcU reguliert wird. Auf die Publikationen, die dieser

Arbeit zugrunde liegen (Publikationen 1-12, s. Anhang), wird im Text verwiesen.

2.2 HpaC ist ein ,,Switch“-Protein des T3S-Systems

2.2.1 HpaC requliert die Substratspezifitit des T3S-Systems

HpaC von X. campestris pv. vesicatoria ist ein cytoplasmatisches Protein, das im hrpC-
Operon des hrp-Genclusters kodiert ist (Abbildung 2) und zur Ausbildung von
Krankheitssymptomen in suszeptiblen (anfélligen) Pflanzen und zur Induktion der HR in
resistenten Pflanzen beitrdgt (O. Rossier und U. Bonas; Publikation 4). In vitro-
Sekretionsanalysen zeigten, dass HpaC die Sekretion von Effektorproteinen und postulierten
Komponenten des Translokons wie XopA und HrpF fordert (Publikation 4). Dagegen inhibiert
HpaC die effiziente Sekretion des Pathogenitatsfaktors HrpB2 (Publikation 7). HrpB2 ist fur
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die Assemblierung des extrazellularen Pilus und damit fur die Sekretion aller bekannten T3S-
Substrate einschlief3lich des Pilusproteins HrpE essentiell und wird vermutlich als eines der
ersten Proteine vom T3S-System sekretiert (Rossier et al, 2000; Weber et al, 2005). Die
Funktion von HrpB2 ist bislang nicht bekannt. Moglicherweise wird HrpB2 in den
extrazelluldren Pilus eingebaut (Abbildung 4A) oder bildet einen Proteinkomplex an der
Spitze des Pilus (Abbildung 4B). Alternativ kdnnte es sich bei HrpB2 jedoch auch um einen
Bestandteil des membranstandigen Sekretionsapparates handeln (s. unten und Abbildung
4C).

A c

QO HrpB2
Abbildung 4: Mdgliche Funktionen des sekretierten Pathogenitatsfaktors HrpB2.

(A) HrpB2 wird vom T3S-System sekretiert und in den extrazellularen Pilus eingebaut. (B) HrpB2
bildet einen Proteinkomplex an der Spitze des Pilus, der die Pilusstruktur stabilisiert. (C) HrpB2 ist
eine Komponete der postulierten ,inner rod*“-Struktur, die fiir die Pilusassemblierung essentiell ist. AM,
aullere Membran; IM, innere Membran; PM, Plasmamembran der Wirtszelle.

Die Ergebnisse der in vitro-Sekretionsanalysen mit Wildtypstdmmen und hpaC-
Deletionsmutanten lieRen vermuten, dass HpaC einen Wechsel der Substratspezifitat des
T3S-Systems induziert, indem es die Sekretion von HrpB2 inhibiert, die Sekretion von
Translokon- und Effektorproteinen dagegen férdert (Publikation 7). Proteine mit einem
ahnlichen Einfluss auf die Substratspezifitdt des T3S-Systems wurden bereits in
tierpathogenen Bakterien identifiziert und werden als T3S-,Switch“-Proteine (T3S4, ,type /I
secretion substrate specificity switch“-Proteine) bezeichnet (Agrain et al, 2005). Bekannte
Beispiele sind YscP des translokationsassoziierten T3S-Systems von Yersinia-Subspezies
und FliK des flagellaren T3S-Systems von Salmonella-Subspezies (Cornelis et al, 2006).
T3S4-Proteine besitzen wenig Sequenzhomologie auf Aminosaureebene, enthalten jedoch
eine strukturell konservierte Domane im C-terminalen Proteinbereich, die als T3S4-Domane
bezeichnet wird und vermutlich den Wechsel der T3S-Substratspezifitat vermittelt.
Sequenzvergleiche zeigten, dass die T3S4-Domane von Proteinen tierpathogener Bakterien
geringfligige Sequenzhomologie zu dem C-terminalen Proteinbereich von HrpP von P.

syringae aufweist sowie zu HpaP, einem zu HpaC homologen Protein des



pflanzenpathogenen Bakteriums R. solanacearum (Agrain et al, 2005; Morello & Collmer,
2009). Die meisten konservierten Aminosauren dieser Domane sind auch in HpaC von X.
campestris pv. vesicatoria vorhanden oder sind durch Aminosauren mit &ahnlichen
biochemischen Eigenschaften ersetzt (Publikation 7). Dies deutet auf eine mogliche Funktion
von HpaP und HpaC als T3S4-Proteine hin. Es war jedoch unbekannt, ob auch
pflanzenpathogene Bakterien einen Wechsel der Substratspezifitat ahnlich wie tierpathogene
Bakterien mit Hilfe von T3S4-Proteinen induzieren.

Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass die postulierte T3S4-Domane von HpaC mit
der C-terminalen Doméane des konservierten HrcU-Proteins interagiert, welches ein Mitglied
der FIhB/YscU-Proteinfamilie ist (Publikation 7). HpaC bindet nur an die C-terminale Domane
von HrcU, nicht dagegen an das vollstandige HrcU-Protein (Publikation 7). Dies deutet
darauf hin, dass die Bindung von HpaC von einer bestimmten Konformation der C-terminalen
Doméane von HrcU begunstigt wird, die im Kontext des vollstandigen HrcU-Proteins verandert
ist. Neben der C-terminalen Domane von HrcU interagiert HpaC auch mit sekretierten
Proteinen wie Effektorproteinen und HrpB2 (Publikationen 4 und 7). Es wurde daher
postuliert, dass HpaC T3S-Substrate an den Sekretionsapparat heranfiihrt. Im Fall von
HrpB2 ist die Interaktion mit HpaC jedoch vermutlich fiir die Sekretion des Proteins nicht
forderlich. Da HrpB2 ahnlich wie HpaC an die C-terminale Domane von HrcU bindet, ist es
denkbar, dass HpaC die effiziente Sekretion von HrpB2 verhindert, indem es die Bindestelle
fur HrpB2 in der C-terminalen Domane von HrcU blockiert (Publikation 7). Interessanterweise
wurde auch fur T3S4-Proteine von tierpathogenen Bakterien eine Interaktion mit der C-
terminalen cytoplasmatischen Doméane von Mitgliedern der FIhB/YscU-Proteinfamilie

nachgewiesen (Botteaux et al, 2008; Minamino et al, 2006; Minamino et al, 2004; s. 2.2.2).

2.2.2 Ein Vergleich — HpaC und T3S4-Proteine tierpathogener Bakterien

HpaC von X. campestris pv. vesicatoria ist das erste bekannte Kontrollprotein eines
pflanzenpathogenen Bakteriums, das einen Wechsel der T3S-Substratspezifitat induziert und
moglicherweise vergleichbar zu T3S4-Proteinen tierpathogener Bakterien agiert
(Publikationen 7 und 12). T3S4-Proteine von tierpathogenen Bakterien sind am Wechsel der
T3S-Substratspezifitdt von Nadel- zu Translokon- und Effektorproteinen beteiligt (Agrain et
al, 2005; Magdalena et al, 2002). Der Wechsel der Substratspezifitdt des T3S-Systems wird
dabei vermutlich durch die Interaktion von T3S4-Proteinen mit der C-terminalen
cytoplasmatischen Domane eines Mitglieds der FlhB/YscU-Proteinfamilie induziert. So
zeigten Protein-Protein-Interaktionsstudien, dass die T3S4-Domane von FliK aus Salmonella
mit der C-terminalen Domane von FIhB interagiert (Minamino et al, 2006; Minamino et al,
2004). Ahnlich zu FliK interagiert auch das T3S4-Protein Spa32 aus Shigella flexneri mit dem
zu FIhB homologen Protein Spa40 (Botteaux et al, 2008). Mitglieder der konservierten

FIhB/YscU-Proteinfamilie inserieren als Komponenten des T3S-Systems in die innere



bakterielle Membran und besitzen neben vier vorhergesagten Transmembranhelices eine C-
terminale cytoplasmatische Domane, die proteolytisch abgespalten wird und mdglicherweise
an der Substraterkennung beteiligt ist (Ghosh, 2004; s. 2.6). Es wurde daher postuliert, dass
T3S4-Proteine durch die Interaktion mit YscU/FIhB oder homologen Proteinen eine
Konformationsénderung in der C-terminalen Doméane dieser Proteine und damit einen
Wechsel der Substratspezifitdt des T3S-Systems induzieren (Cornelis et al, 2006; Minamino
& MacNab, 2000). Die Tatsache, dass HpaC mit der C-terminalen Domane des zu
FIhB/YscU homologen HrcU-Proteins interagiert und dass diese Interaktion von einer
bestimmten Konformation der HrcU-Domane abhangig zu sein scheint, deutet auf eine
Funktionsweise von HpaC ahnlich der von T3S4-Proteinen hin.

Interessanterweise werden in T3S4-Mutanten von Yersinia pseudotuberculosis und
Salmonella typhimurium die Proteine Yscl und PrgJ vergleichbar zu HrpB2 in der hpaC-
Mutante von X. campestris pv. vesicatoria verstarkt sekretiert (Marlovits et al, 2006; Wood et
al, 2008). Yscl und PrgJ sind Komponenten einer inneren Struktur des T3S-Systems, die als
Jnner rod“ bezeichnet wird. Da die gesteigerte Sekretion von Yscl und PrgJ vermutlich die
Ausbildung der ,inner rod“-Struktur beeintrachtigt, wurde postuliert, dass T3S4-Proteine die
Assemblierung des ,inner rod“ kontrollieren (Marlovits et al, 2006; Wood et al, 2008). Die
Ergebnisse von Analysen in Y. pseudotuberculosis deuten darauf hin, dass die Ausbildung
des ,inner rod*“ das Signal fir den Wechsel der T3S-Substratspezifitat ist (Wood et al, 2008).
Es bleibt zu klaren, ob auch HrpB2 an der Ausbildung einer ,inner rod“-Struktur beteiligt ist
(Abbildung 4C). ,Inner rod“Proteine wurden bislang in tierpathogenen Bakterien identifiziert,
weisen jedoch keine signifikante Homologie zu Proteinen pflanzenpathogener Bakterien auf
(Pallen et al, 2005).

Die in tierpathogenen Bakterien bekannten T3S4-Proteine induzieren nicht nur einen
Wechsel der T3S-Substratspezifitat, sondern sind auch an der Langenkontrolle der mit dem
T3S-System assoziierten Nadel beteiligt (Cornelis et al, 2006). Durch Analyse von Insertions-
und Deletionsmutanten des T3S4-Proteins YscP wurde gezeigt, dass die Lange von YscP
mit der Lange der Nadel korreliert (Journet et al, 2003; Wagner et al, 2009). Einem haufig
zitierten Modell zufolge agiert YscP als ,molekulares Lineal, indem der N-terminale
Proteinbereich von YscP mit der wachsenden Nadel interagiert, wahrend der C-terminale
Bereich mit YscU assoziiert. Sobald YscP eine gestreckte Konformation erreicht, wird ein
Wechsel der Substratspezifitat initiiert (Cornelis et al, 2006). Dieses Modell trifft jedoch
vermutlich nicht auf alle T3S4-Proteine zu und bericksichtigt nicht die postulierte
regulatorische Funktion der Assemblierung des ,nner rod‘, die durch T3S4-Proteine
kontrolliert wird (Botteaux et al, 2008; Wood et al, 2008).

Im Gegensatz zu Nadelkomponenten von tierpathogenen Bakterien wird die Sekretion des
Pilusproteins HrpE von X. campestris pv. vesicatoria nicht durch das T3S4-Protein HpaC

kontrolliert (Publikation 7). Der T3S-Pilus erreicht eine Lange von bis zu 2 pym und
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durchspannt vermutlich die pflanzliche Zellwand. Da HpaC im Gegensatz zu bekannten
T3S4-Proteinen tierpathogener Bakterien nicht nachweisbar sekretiert wird und der Pilus zu
lang ist, um von einem gestreckten Proteinmolekll Uberspannt zu werden, agiert HpaC
vermutlich nicht als ,molekulares Lineal* und ist damit ein T3S4-Protein, das nicht an der

Kontrolle der Piluslange beteiligt ist.

2.3 T3S-Chaperone in Xanthomonas — ein Chaperon fur alle Effektorproteine?

2.3.1 Identifizierung der potentiellen T3S-Chaperongene hpaD, hpal und hpaB

Die effiziente Sekretion von T3S-Substraten tier- und pflanzenpathogener Bakterien erfordert
haufig die Anwesenheit spezialisierter Chaperone, die an ihre jeweiligen Substrate binden
und vermutlich zur Erkennung dieser Proteine durch den Sekretionsapparat beitragen
(Feldman & Cornelis, 2003). T3S-Chaperone wurden in den letzten Jahren sowohl fir tier-
als auch fir pflanzenpathogene Bakterien beschrieben. Sie sind meist kleine und Leucin-
reiche Proteine mit einem niedrigen isoelektrischen Punkt und weisen untereinander kaum
Sequenzhomologien auf. Viele T3S-Chaperone interagieren im bakteriellen Zytosol
spezifisch entweder mit Translokon- oder mit Effektorproteinen und tragen zur Stabilitat
und/oder Sekretion ihrer jeweiligen Interaktionspartner bei (Feldman & Cornelis, 2003). Die
meisten bekannten T3S-Chaperone binden als Dimere an den N-terminalen oder zentralen
Proteinbereich ihrer Interaktionspartner (Ghosh, 2004; Wilharm et al, 2007).
Strukturanalysen zeigten, dass sich die Chaperonbindestelle des Effektors dabei in
gestreckter Konformation um das Chaperon-Dimer windet. Dies erleichtert méglicherweise
die Entfaltung des Effektors und/oder stellt ein dreidimensionales Signal zur Erkennung des
Effektors durch das T3S-System dar (Birtalan et al, 2002; Lilic et al, 2006; Rodgers et al,
2008). Spezifische T3S-Chaperone sind meist in Nachbarschaft zu ihren jeweiligen
Substraten kodiert (Feldman & Cornelis, 2003; Parsot et al, 2003).

Im Genom von X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 wurden vier potentielle T3S-
Chaperongene identifiziert, von denen drei (hpaD, hpal und hpaB) im hrp-Gencluster
lokalisiert sind (Publikationen 2, 3 und 5). hpaD und hpal sind in der Region zwischen hpaB
und hrpF neben dem Effektorgen xopF71 lokalisiert und werden zusammen mit xopF71 von
einem gemeinsamen Promotor transkribiert (Abbildung 2; Publikation 5). Es sollte daher
getestet werden, ob HpaD und Hpal als T3S-Chaperone des Effektorproteins XopF1 agieren.
Da jedoch kein Einfluss von HpaD und Hpal auf die in vitro-Sekretion von XopF1
nachgewiesen wurde, kann bislang nicht von einer klassischen Chaperonfunktion dieser

Proteine ausgegangen werden (Publikation 5).
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2.3.2 HpaB ist ein T3S-Chaperon mit einer breiten Substratspezifitat fur Effektorproteine

Das potentielle T3S-Chaperon HpaB ist neben dem Pilusgen hrpE kodiert, wird jedoch nicht
vom gleichen Promoter wie hrpE transkribiert (Weber et al, 2007; Abbildung 2). HpaB ist fur
die Pathogenitat von X. campestris pv. vesicatoria essentiell, hpaB-Mutanten sind jedoch
noch in der Lage, in resistenten Pflanzen eine partielle HR zu induzieren. Die Translokation
von Effektorproteinen ist daher in Abwesenheit von HpaB vermutlich nicht vollstandig
inhibiert (Publikation 2). In vitro-Sekretionsanalysen zeigten, dass HpaB spezifisch an der
Sekretion von Effektorproteinen, nicht jedoch an der Sekretion der Translokonproteine
beteiligt ist (Publikation 2). Eine &ahnliche Beteiligung an der Typ lll-abhangigen
Proteinsekretion wurde bereits fir T3S-Chaperone von tier- und pflanzenpathogenen
Bakterien beschrieben, die spezifisch die Sekretion von Effektorproteinen férdern (Parsot et
al, 2003). HpaB interagiert mit verschiedenen Effektorproteinen, die untereinander keine
Sequenzhomologie aufweisen und férdert die Sekretion aller bislang getesteten
Effektorproteine (Publikation 2). Dies deutet darauf hin, dass HpaB als generelles T3S-
Chaperon mit einer breiten Substratspezifitdt agiert (Publikationen 2 und 4; D. Bittner, J.
Stuttmann, U. Bonas, unverdffentlichte Daten). Da HpaB neben Effektorproteinen auch mit
konservierten Komponenten des T3S-Systems an der inneren Membran wie HrcU, HrcV und
HrcN interagiert, vermittelt es vermutlich den Transport von Effektorproteinen zum

Sekretionsapparat (Publikationen 4, 7 und 8).

2.3.3 Effektorproteine unterscheiden sich im Grad ihrer HpaB-abhéngigen Translokation

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der in vitro-Sekretionsanalysen konnte in
Translokationstests gezeigt werden, dass HpaB auch entscheidend an der in vivo-
Translokation von Effektorproteinen beteiligt ist. Dazu wurde ein Derivat des Effektorproteins
AvrBs3, AvrBs3A2, als Reporter verwendet, welches im N-terminalen Sekretions- und
Translokationssignal deletiert ist. AvrBs3A2 wird nur in Fusion mit einem funktionalen
Sekretions- und Translokationssignal von X. campestris pv. vesicatoria in die Wirtszelle
transloziert und induziert in diesem Fall in Paprikapflanzen, die das korrespondierende
Resistenzgen Bs3 besitzen, die HR (Szurek et al, 2002; Publikationen 1, 9 und 10). In
Abwesenheit von HpaB werden einige Effektorproteine noch in die Pflanzenzelle transloziert,
wenn auch mit im Vergleich zum Wildtyp-Stamm verringerter Effizienz. Die Translokation
anderer Effektorproteine ist dagegen in einer hpaB-Deletionsmutante nicht mehr
nachweisbar (Publikation 4; Tabelle 1). Wir haben Effektorproteine von X. campestris pv.
vesicatoria daher in zwei Klassen unterteilt: Klasse A-Effektoren werden in Abwesenheit von
HpaB nicht mehr nachweisbar transloziert, wahrend Klasse B-Effektoren auch in der hpaB-
Mutante noch transloziert werden kdnnen (Tabelle 1). Es bleibt zu klaren, ob die

Unterschiede in der Translokationseffizienz auf Unterschiede im N-terminalen Sekretions-
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bzw. Translokationssignal von Klasse A- und Klasse B-Effektoren oder auf Unterschiede in
ihrer Affinitat zu HpaB zuriickzufiihren sind.

Mutantenanalysen zeigten, dass nicht nur HpaB, sondern auch die postulierte lytische
Transglykosylase HpaH, welche benachbart zum hrp-Gencluster kodiert ist (Abbildung 2),
einen differentiellen Einfluss auf die Sekretion und Translokation verschiedener
Effektorproteine ausubt (Publikation 5). Lytische Transglykosylasen sind periplasmatische
Proteine, welche zur Assemblierung von makromolekularen Transportsystemen beitragen
(Koraimann, 2003). Die Analyse einer hpaH-Deletionsmutante von X. campestris pv.
vesicatoria zeigte, dass die Sekretion bzw. Translokation von Klasse A-Effektoren in
Abwesenheit von HpaH signifikant reduziert ist, wahrend die Translokation von Klasse B-
Effektoren nicht beeintrachtigt ist (Publikation 5; Tabelle 1). Hinweise auf eine differentielle
Beteiligung potentieller lytischer Transglykosylasen an der Effektorproteintranslokation
wurden in einer nachfolgenden Publikation auch fir das pflanzenpathogene Bakterium
Pseudomonas syringae pv. tomato beschrieben (Oh et al, 2007; Publikation 12). Die genaue
Funktion lytischer Transglykosylasen wahrend der Typ lll-abhé&ngigen Proteinsekretion und —

translokation wurde in pflanzenpathogenen Bakterien bislang jedoch nicht charakterisiert.

Tabelle 1: Einfluss von HpaB und HpaH auf die Translokation von Effektorproteinen.

Effektor’ | Homologie/Charakteristika Translokation® in

WT AhpaB AhpaH
Klasse A
XopJ Protease/Acetyltransferase” + - (+)
XopF1 Unbekannt’ + - (+)
XopE1 Transglutaminase, Myristoylierungsmotiv6 + - n.a
XopE2 Transglutaminase, Myristoylierungsmotiv6 + - n. a.
HpaA T3S-Kontrollprotein und Typ 1I-Effektor’ + - n.a
Klasse B
AvrBs3® Transkriptionsfaktor® + (+) +
XopC Unbekannt’ + (+) +
Xopl F-Box-Protein™ + (+) n.a.
XopH Vorhergesagte Tyrosin—Phosphatase10 + (+) n. a.

'Klasse A-Effektoren werden von einer X. campestris pv. vesicatoria hpaB-Deletionsmutante nicht
mehr nachweisbar transloziert. Klasse B-Effektoren kénnen auch in Abwesenheit von HpaB noch
transloziert werden, wenngleich mit reduzierter Effizienz.

’Es wurden Fusionsproteine zwischen N-terminalen Bereichen der Effektorproteine und dem
AvrBs3A2-Reporter (s. Text) analysiert. Fusionsproteine wurden in X. campestris pv. vesicatoria
hpaB-Wildtyp- (Wildtyp, WT), hpaB-mutanten (AhpaB) und hpaH (AhpaH)-mutanten Stammen
exprimiert und die Bakterien in AvrBs3-responsive Paprikapflanzen inokuliert. +, AvrBs3-spezifische
HR; -, keine sichtbare HR; (+), reduzierte AvrBs3-spezifische HR; n. a., nicht analysiert.

*AvrBs3 kommt nicht in X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 vor.

Referenzen: *Publikationen 1 und 4; *Publikation 5; ®Thieme et al (2007); "Publikation 6, Huguet et al
(1998); ®Bonas et al (1989); Kay et al (2007); Marois et al (2002); °Publikationen 1 und 9; '°D.
Buttner, J. Stuttmann, A. Krtiger und U. Bonas, unverdffentlichte Daten.

13



2.3.4 Funktion von T3S-Chaperonen bei der Effektorproteintranslokation

T3S-Chaperone wurden entsprechend ihrer Substratspezifitdt in mehrere Klassen eingeteilt:
Klasse IA-Chaperone binden spezifisch an ein oder mehrere homologe Effektoren, wahrend
Klasse IB-Chaperone mit verschiedenen Effektorproteinen interagieren, die untereinander
keine Sequenzhomologie aufweisen. Klasse II-Chaperone sind dagegen spezifisch fir
Translokonproteine (Parsot et al, 2003). Da HpaB von X. campestris pv. vesicatoria die
Sekretion und Translokation aller bislang getesteten Effektorproteine fordert, ist es das erste
bekannte Klasse IB-Chaperon eines pflanzenpathogenen Bakteriums (Publikationen 2, 4 und
11). Ahnlich zu anderen T3S-Chaperonen filhrt HpaB Effektorproteine vermutlich an den
Sekretionsapparat heran, indem es mit konservierten Komponenten des T3S-Systems an
der inneren Membran interagiert (Publikationen 4, 7 und 8). In pflanzenpathogenen Bakterien
wurden durch vergleichende Sequenzanalysen HpaB-homologe Proteine in Subspezies von
Xanthomonas und R. solanacearum identifiziert. Beide Bakterienspezies wurden aufgrund
von Ahnlichkeiten in der Organisation ihrer hrp-Gencluster und der Regulation der hrp-Gene
als Gruppe Il der pflanzenpathogenen Bakterien zusammengefasst (Alfano & Collmer, 1996).
Subspezies von P. syringae und Erwinia amylovora dagegen wurden der Gruppe |
zugeordnet (Alfano & Collmer, 1996). Da P. syringae- und E. amylovora-Subspezies keine
HpaB-homologen Proteine, dafiir aber spezifische Klasse |IA-T3S-Chaperone besitzen, ist es
denkbar, dass die Translokation von Effektorproteinen in Gruppe |I-Pathogenen durch das
generelle Klasse IB-T3S-Chaperon HpaB kontrolliert wird, wahrend Gruppe I-Pathogene
spezifische Klasse IA-T3S-Chaperone besitzen. Diese Hypothese wird durch die Tatsache
unterstitzt, dass Klasse IA-T3S-Chaperone bisher nur in P. syringae und Subspezies von
Erwinia identifiziert wurden. In X. oryzae pv. oryzae dagegen konnte ahnlich wie in X.
campestris pv. vesicatoria gezeigt werden, dass die Translokation verschiedener
Effektorproteine durch HpaB vermittelt wird (Furutani et al, 2009).

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die Translokation von Effektorproteinen von
X. campestris pv. vesicatoria in ihrer HpaB-Abhangigkeit unterscheidet (Publikation 4). Da
HpaB ein essentieller Pathogenitatsfaktor ist, werden Klasse A-Effektoren mdglicherweise
bevorzugt vor Klasse B-Effektoren transloziert. Bislang ist jedoch unklar, ob die
Translokation von Effektorproteinen in pflanzenpathogenen Bakterien zeitlich reguliert wird.
In tierpathogenen Bakterien gibt es bereits Hinweise auf eine zeitliche Regulation der
Translokation von Effektorproteinen. So wurden in Salmonella- und Yersinia-Subspezies
T3S-Kontrollproteine  identifiziert, die spezifisch zur Translokation bestimmter
Effektorproteine beitragen (Coombes et al, 2004; Deng et al, 2004; Iriarte et al, 1998;
Sundberg & Forsberg, 2003). Zudem wurde nachgewiesen, dass translozierte
Effektorproteine von Salmonella in der Wirtszelle entgegengesetzte Aktivitdten aufweisen
und damit vermutlich nicht gleichzeitig transloziert werden (Van Engelenburg & Palmer,

2008). Tatsachlich wird beispielsweise SipA, welches Veranderungen in Aktin-Filamenten
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induziert, signifikant friher transloziert als SptP, welches die von SipA induzierte
Modifizierung der Aktin-Filamenten wieder aufhebt (Winnen et al, 2008). Eine zeitliche
Regulation der Translokation wurde auch fir Effektorproteine von enteropathogenen
Escherichia coli beschrieben (Mills et al, 2008). Es wurde postuliert, dass die Bindung an
T3S-Chaperone die Erkennung von Effektorproteinen durch den Sekretionsapparat fordert.
Effektorproteine ohne korrespondierendes T3S-Chaperon werden daher vermutlich zeitlich
verzogert sekretiert (Boyd et al, 2000; Winnen et al, 2008).

2.4 HpaA - ein Effektorprotein mit Kontrollfunktion

2.4.1 HpaA ist fur die effiziente Typ lll-abhangige Proteinsekretion essentiell

Neben HpaB und HpaC haben wir HpaA als drittes Kontrollprotein des T3S-Systems von X.
campestris pv. vesicatoria identifiziert. HpaA ist im hrpD-Operon des hrp-Genclusters kodiert
und tragt zur Interaktion von X. campestris pv. vesicatoria mit anfalligen und resistenten
Pflanzen bei (Huguet et al, 1998). In vitro-Sekretionsanalysen zeigten, dass HpaA fur die
effiziente Sekretion von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen essentiell ist und zudem
selbst vom T3S-System sekretiert und in die Pflanzenzelle transloziert wird (Publikation 6).
Die Anwesenheit von zwei funktionalen Kernlokalisierungssequenzen in HpaA deutet auf
eine Proteinfunktion im pflanzlichen Zellkern hin (Huguet et al, 1998). Ubereinstimmend mit
dieser Hypothese wurde eine Kernlokalisierung fur ein HpaA-GFP (,green fluorescent
protein“)-Fusionsprotein nach A. tumefaciens-vermitteltem Gentransfer nachgewiesen
(Publikation 6). Die Akkumulation von HpaA-GFP im pflanzlichen Zellkern wird in
Anwesenheit eines Kernexportsignals (NES, ,nuclear exclusion signal‘) in HpaA verhindert.
Da ein HpaA-NES-Fusionsprotein den Phanotyp einer hpaA-Deletionsmutante hinsichtlich
der Typ lll-abhangigen Proteinsekretion und der bakteriellen Pathogenitat komplementiert, ist
die Translokation von HpaA fir die Virulenzfunktion des Proteins jedoch nicht essentiell
(Publikation 6).

2.4.2 Identifizierung funktionaler Proteinregionen in HpaA

Fir die molekulare Charakterisierung von HpaA wurde die Bedeutung N- und C-terminaler
Proteinregionen  untersucht. Die Analyse von HpaA-Deletionsderivaten  und
Reporterkonstrukten zeigte, dass die N-terminalen 71 Aminosduren von HpaA ein
funktionales Sekretions- und Translokationssignal enthalten (Publikation 6). Ein HpaA-
Derivat deletiert in den N-terminalen 71 Aminosduren wird nicht mehr sekretiert und kann
den Phanotyp einer hpaA-Deletionsmutante bezlglich der Sekretion und Translokation von
Effektorproteinen nicht komplementieren. Die Sekretion von Pilus- und Translokonproteinen

dagegen erfolgt auch in Abwesenheit des N-terminalen Proteinbereiches von HpaA
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(Abbildung 5, Publikation 6). Dies deutet darauf hin, dass die Sekretion von HpaA fir die
Sekretion der extrazellularen Komponenten des T3S-Systems nicht erforderlich ist.

Interessanterweise kann der N-terminale Proteinbereich von HpaA durch das T3S-Signal des
postulierten Translokonproteins XopA funktional ersetzt werden (Abbildung 5, Publikation 6).
Der N-terminale Proteinbereich von XopA enthalt ein Sekretionssignal, welches in Wildtyp-
Stdmmen die Sekretion, nicht jedoch die Translokation von XopA erméglicht (Publikationen 2
und 6). Unsere Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass die Anwesenheit eines
funktionalen T3S-Signals, nicht jedoch der N-terminale Proteinbereich von HpaA per se
entscheidend fir die Beteiligung von HpaA am Transport von Effektorproteinen ist.

HpaA interagiert ahnlich wie andere Effektorproteine mit dem globalen T3S-Chaperon HpaB.
Die HpaB-Bindestelle ist in den C-terminalen 50 Aminosauren von HpaA lokalisiert
(Publikation 6). Dies ist ungewdhnlich, da die meisten T3S-Chaperone an N-terminale oder
zentrale Bereiche von Effektorproteinen binden (Parsot et al, 2003). Da die Deletion der C-
terminalen 50 Aminosauren von HpaA zum Verlust der Proteinfunktion fihrt, tragt die
Interaktion zwischen HpaA und HpaB mdglicherweise entscheidend zur HpaA-vermittelten
Kontrolle der Typ lll-abhangigen Proteinsekretion bei (Abbildung 5, Publikation 6). Die
Bindung von HpaA an HpaB verhindert dabei vermutlich eine inhibitorische Wirkung von frei

vorliegendem HpaB auf die Aktivitat des T3S-Systems (Publikationen 2 und 6).

Komplementation der fipad-Deletionsmutante

, @\(“’5\
s
o & &6
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L& S &
L S &
R <®
1 NL814 23 N2 278
HpaA + + +
Sekretionssignal HpaB-Bindestelle
Hpa 7.7 e - + -
Hpah. . N - - -
HpaA 7g.225 B - - -
XoPA - [ ——— + o+ o+
HpaA 75275

Abbildung 5 Charakterisierung von HpaA-Deletionsderivaten.

HpaA besitzt zwei funktionale NLS sowie ein N-terminales Sekretionssignal und eine C-terminale
HpaB-Bindestelle. Generierte HpaA-Deletionsderivate sind schematisch dargestellt. Zahlen verweisen
auf Aminosaurepositionen. Angegeben ist die Fahigkeit der HpaA-Derivate, den Phanotyp einer
HpaA-Deletionsmutante bezliglich der Sekretion von Effektorproteinen, der Sekretion von Pilus-
(HrpE) und Translokonproteinen (HrpF, XopA) bzw. der bakteriellen Pathogenitat zu
komplementieren. +, Komplementation; -, keine Komplementation.

HpaA wird vermutlich nach Aufbau des Sekretionsapparates sekretiert und erméglicht damit
die Freisetzung von HpaB und so die effiziente Sekretion und Translokation von weiteren

Effektorproteinen (Abbildung 6). HpaA ist daher wahrscheinlich eines der ersten Proteine, die
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nach Assemblierung des T3S-Systems in die Pflanzenzelle transloziert werden, wobei seine
Funktion in der Pflanzenzelle noch unbekannt ist. Es bleibt zu klaren, ob HpaA die
pflanzliche Genexpression beeinflusst. Man kann jedoch nicht ausschliessen, dass die
Translokation von HpaA nur erfolgt, um das Protein aus dem bakteriellen Cytoplasma zu
entfernen. Eine Translokation von Proteinen ohne offensichtliche Effektorfunktion wurde
bereits in P. syringae fir die postulierte Pektatlyase HrpW1 und die T3S-Kontrollproteine
HrpP und HrpJ nachgewiesen (Fu et al, 2006; Guttman et al, 2002; Morello & Collmer, 2009;
Publikation 12).

HpaA ist das einzige bekannte T3S-Kontrollprotein, das als sekretierter Regulator eines T3S-
Chaperons agiert und dadurch die Sekretion und Translokation von Effektorproteinen
kontrolliert. Interessanterweise wird in tierpathogenen Bakterien durch &ahnliche
Mechanismen die Expression T3S-System-assoziierter Gene reguliert. So aktivieren
beispielsweise die T3S-Chaperone IpgC von S. flexneri und SicA von Salmonella-
Subspezies einen Transkriptionsaktivator, sobald ihr jeweiliger Interaktionspartner sekretiert
wird und damit nicht mehr in der Bakterienzelle verfugbar ist (Darwin & Miller, 2001; Parsot
et al, 2005).

Transiokation von
Effeltomroteinen

&
Pilus- und ﬁ@ proteine HpaB

Transtokon-

proteine Hpah

freigesetztes HpaB

Hpad
Abbildung 6 Vereinfachtes Modell zur Funktion von HpaA und HpaB wahrend der T3S.

Nach Aktivierung des Sekretionsapparates werden zunachst Pilus- und Translokonproteine sekretiert.
Die Bindung von HpaA an HpaB verhindert zu diesem Zeitpunkt die Sekretion von Effektorproteinen.
Die anschlieBende Sekretion von HpaA fihrt zur Freisetzung von HpaB und ermdglicht damit die
Sekretion und Translokation von Effektorproteinen. HpaB interagiert mit der ATPase des T3S-
Systems, HrcN, welche HpaB-gebundene Effektorproteine vom Chaperon ablést (s. 2.5). HpaC ist in
diesem Modell nicht dargestellt. AM, duRere Membran; IM, innere Membran; PM, Plasmamembran
der Wirtszelle; bCP, bakterielles Cytoplasma; pCP, pflanzliches Cytoplasma.
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2.5 Die ATPase HrcN ist der Energielieferant des T3S-Systems

2.5.1 HrcN hydrolysiert ATP und energetisiert das T3S-System

Neben der Charakterisierung der Kontrollproteine HpaA, HpaB und HpaC konnten wir eine
Beteiligung von konservierten Komponenten des Sekretionsapparates an der Kontrolle der
Typ lll-abhangigen Proteinsekretion in X. campestris pv. vesicatoria nachweisen. Die
Analyse von nicht-polaren Deletionsmutanten in Genen des hrpB-Operons zeigte, dass die
ATPase HrcN essentiell fir die in vitro-Sekretion von Pilus-, Translokon- und
Effektorproteinen sowie fir die bakterielle Pathogenitat ist (Publikation 8). HrcN weist
Homologie zur p-Untereinheit von FoF-ATPasen auf und besitzt die fir ATPasen
charakteristischen Walker-Boxen A und B, die die ATP-Bindung und Hydrolyse ermdglichen
(Fenselau & Bonas, 1995; Ghosh, 2004; Walker et al, 1982; Zarivach et al, 2007). Essentiell
fur die durch HrcN katalysierte ATP-Hydrolyse ist ein konservierter Glycinrest in der Walker-
Box A. Der Austausch des Glycinrestes gegen einen Cysteinrest fiihrt zum vollstandigen
Verlust der ATPase-Aktivitat von HrcN (Publikation 8). Das mutierte HrcN-Derivat HrcNg17sc
kann zudem den Phanotyp einer X. campestris pv. vesicatoria hrcN-Deletionsmutante nicht
mehr komplementieren. Dies deutet darauf hin, dass die HrcN-vermittelte ATP-Hydrolyse fur
die Typ lll-abhéangige Proteinsekretion in X. campestris pv. vesicatoria essentiell ist
(Publikation 8).

Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass HrcN mit dem T3S-Chaperon HpaB
interagiert und einen trimeren Komplex mit dem Effektorprotein XopF1 in Gegenwart von
ATP dissoziiert (Publikation 8). Ahnliche Beobachtungen wurden fiir die ATPase InvC von S.
enterica beschrieben und deuten darauf hin, dass die mit dem T3S-System assoziierten
ATPasen an der Freisetzung Chaperon-gebundener Effektorproteine beteiligt sind (Akeda &
Galan, 2005).

2.5.2 HrcN wird durch das konservierte HrcL-Protein stabilisiert

Die Ergebnisse von Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass HrcN nicht nur mit sich
selbst und HpaB, sondern auch mit dem konservierten HrcL-Protein interagiert. HrcL ist
homolog zu Mitgliedern der YscL/FliH-Familie bekannter negativer Regulatoren von T3S-
assoziierten ATPasen tierpathogener Bakterien. Ein mdglicher Einfluss von HrcL auf die
ATPase-Aktivitat von HrcN konnte jedoch bislang nicht untersucht werden, da HrcL in E. coli
nicht stabil synthetisiert wird. Analysen in X. campestris pv. vesicatoria zeigten jedoch, dass
HrcL entscheidend zur Proteinstabilitdt von HrcN beitragt (Publikation 8).
Interessanterweise fiihrt die Uberexpression von hrclL in X. campestris pv. vesicatoria zu
einer signifikanten Reduktion der bakteriellen Pathogenitat. Da dieser negative Effekt durch
simultane Uberexpression von hrcN aufgehoben werden kann, ist das Verhaltnis von HrcN
zu HrcL offenbar entscheidend fir die Pathogenitat (Publikation 8). Ahnliche Ergebnisse
wurden fur die zu HrcN und HrcL homologen Proteine Flil und FliH von S. enterica
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beschrieben. Es wurde daher postuliert, dass erhdhte Mengen des Regulators FliH mit der
ATPase um Bindestellen am Sekretionsapparat konkurrieren (Minamino & MacNab, 2000).

Die Ergebnisse biochemischer Analysen in tier- und pflanzenpathogenen Bakterien deuten
darauf hin, dass die ATPasen hexamere oder dodecamere Ringstrukturen bilden, die mit
dem T3S-System assoziiert sind (Muller et al, 2006; Pozidis et al, 2003; Zarivach et al,
2007). In X. campestris pv. vesicatoria konnten wir durch Fraktionierungsanalysen zeigen,
dass die Membranassoziation von HrcN und HrcL unter sekretionsinduzierenden
Bedingungen verstarkt ist (Fenselau & Bonas, 1995; Publikation 8). Ahnliche Ergebnisse
erhielten wir fir das T3S-Chaperon HpaB und den postulierten Regulator der ATPase, HrcL
(Publikation 8). Dies lasst vermuten, dass ein Komplex bestehend aus ATPase, HrcL und
den cytoplasmatischen Kontrollproteinen HpaB und HpaC bei Aktivierung des T3S-Systems

an den Sekretionsapparat bindet.

2.5.3 Untersuchungen zur Funktion der protononenmotorischen Kraft wahrend der Typ lll-

abhangigen Proteinsekretion

ATPasen der konservierten YscN/Flil-Proteinfamilie wurden lange Zeit als essentielle
Komponenten des T3S-Systems angesehen. Es gibt jedoch experimentelle Hinweise darauf,
dass die Typ Illl-abhéngige Proteinsekretion in Abwesenheit der ATPase von der
protonenmotorischen Kraft (PMK) getrieben werden kann. So wurde fiur das flagellare T3S-
System von Salmonella nachgewiesen, dass die Typ lll-abhangige Proteinsekretion bei
gleichzeitiger Abwesenheit der ATPase Flil und ihres negativen Regulators FliH nicht
vollstandig inhibiert ist (Minamino & Namba, 2008; Paul et al, 2008). Es wurde daher
postuliert, dass die ATPase zwar die Assoziation von T3S-Substraten mit dem
Sekretionsapparat fordert, der Transport der Proteine durch den Sekretionskanal dagegen
durch die PMK ermdglicht wird (Akeda & Galan, 2005; Minamino & Namba, 2008; Paul et al,
2008; Wilharm et al, 2004). In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde gezeigt, dass
die Typ lll-abhangige Proteinsekretion in tierpathogenen Bakterien in Gegenwart des
Protonophors Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazon (CCCP), welches den
Protonengradient an der inneren Membran zerstort, signifikant reduziert ist (Minamino &
Namba, 2008; Paul et al, 2008; Wilharm et al, 2004).

Mit Hilfe von Sekretionsanalysen konnten wir nachweisen, dass auch in X. campestris pv.
vesicatoria die Aktivitdt des T3S-Systems nach Zugabe von CCCP signifikant reduziert ist.
Jedoch (bt CCCP einen generellen negativen Einfluss auf die Lebensfahigkeit von X.
campestris pv. vesicatoria unter sekretionsinduzierenden Bedingungen aus, so dass anhand
dieser Experimente nicht zwangslaufig auf einen Einfluss der PMK auf die Typ lll-abhangige
Proteinsekretion geschlossen werden kann (Publikation 8). Im Gegensatz zum flagellaren
T3S-System von Salmonella flhrt die gleichzeitige Abwesenheit von HrcN und HrcL in X.

campestris pv. vesicatoria jedoch zu einem vollstandigen Verlust der Typ lll-abhangigen

19



Proteinsekretion (Publikation 8). Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es daher keine experimentellen
Hinweise darauf, dass die Typ lll-abhangige Proteinsekretion in X. campestris pv. vesicatoria

auch unabhangig von der ATPase HrcN erfolgen kann.

2.5.4 Die ATPase ist fiir die Aktivitdt des T3S-Systems von X. campestris pv. vesicatoria

essentiell

Die mit dem T3S-System assoziierten ATPasen sind meist entscheidend an der Typ llI-
abhangigen Proteinsekretion beteiligt. Fur die ATPasen InvC von S. enterica und HrcN von
X. campestris pv. vesicatoria konnte eine ATP-abhangige Dissoziation von Chaperon-
Effektorkomplexen nachgewiesen werden (Akeda & Galan, 2005; Publikation 8). InvC
ermoglicht zudem die Entfaltung von Effektorproteinen und damit vermutlich den Eintritt
dieser Proteine in den Sekretionskanal (Akeda & Galan, 2005). Da der innere Kanal des
T3S-Systems mit einem Durchmesser von 2 nm zu eng fir den Transport gefalteter Proteine
ist, mussen T3S-Substrate vor der Passage durch den Sekretionsapparat zumindestens
partiell entfaltet werden (Yip & Strynadka, 2006). Es wurde daher postuliert, dass die T3S-
System-assoziierten ATPasen vergleichbar zu AAA*-ATPasen (AAA, ,ATPase associated
with a variety of cellular activities*) agieren, die oft an der Deassemblierung von
Proteinkomplexen beteiligt sind. AAA*-ATPasen ermoglichen die Entfaltung und den
gleichzeitigen Transport von Proteinen durch die von ihnen gebildeten hexameren
Ringstrukturen (Sauer et al, 2004). In zukunftigen Experimenten soll auch fir HrcN von X.
campestris pv. vesicatoria eine mogliche Beteiligung an der Entfaltung von Effektorproteinen
analysiert werden.

HrcN von X. campestris pv. vesicatoria ist nicht nur fir die Sekretion von Effektorproteinen,
sondern auch fiur die Sekretion von Pilus- und Translokonproteinen essentiell, die
unabhangig von HpaB sekretiert werden. Korrespondierende T3S-Chaperone dieser
Proteine sind bislang nicht bekannt. Es ist daher anzunehmen, dass die Funktion der
ATPase HrcN (ber die Freisetzung HpaB-gebundener Effektorproteine hinausgeht
(Publikation 8). Im Gegensatz zum flagellaren T3S-System von Salmonella gibt es in X.
campestris pv. vesicatoria bislang keine Hinweise auf eine ATPase-unabhangige Typ IlI-
abhangige Proteinsekretion (s. 2.5.3). Es bleibt zu klaren, ob sich die Beteiligung der
ATPase an der Typ lll-abhdngigen Proteinsekretion in tier- und pflanzenpathogenen
Bakterien unterscheidet. X. campestris pv. vesicatoria ist jedoch derzeit das einzige
pflanzenpathogene Bakterium, in dem der Beitrag der ATPase zur Typ lll-abhangigen

Proteinsekretion analysiert wurde.
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2.6 Das konservierte HrcU-Protein ist am Wechsel der Substratspezifitat

beteiligt

2.6.1 HrcU wird proteolytisch gespalten

HrcU ist eine konservierte Komponente des T3S-Systems in der inneren Membran und ist fur
die Typ lll-abhangige Proteinsekretion essentiell (Weber et al, 2005; C. Lorenz und D.
Buttner, unverdffentlichte Daten; Abbildung 3). Durch Topologiestudien wurden vier
Transmembranhelices und eine cytoplasmatische Doméane in HrcU vorhergesagt (Berger,
2005). HrcU weist damit eine ahnliche Struktur wie homologe Proteine von tierpathogenen
Bakterien auf, die zur konservierten FIhB/YscU-Proteinfamilie gehdren. Die C-terminale
cytoplasmatische Domane von Mitgliedern dieser Proteinfamilie wird autokatalytisch an
einem konservierten NPTH (Asparagin-Prolin-Threonin-Histidin)-Aminosduremotiv gespalten,
das fiur die Proteinfunktion essentiell ist (Deane et al, 2008; Ferris et al, 2005; Fraser et al,
2003; Lavander et al, 2002; Riordan & Schneewind, 2008; Sorg et al, 2007; Wiesand et al,
2009; Zarivach et al, 2008).

Analog zur Situation in tierpathogenen Bakterien wird auch HrcU aus X. campestris pv.
vesicatoria proteolytisch gespalten (Publikation 7). Der Austausch des konservierten
Prolinrestes des NPTH-Motivs von HrcU an Aminosaureposition 265 gegen einen Glycinrest
fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der proteolytischen Spaltung in vitro. Die
Punktmutation P265G in HrcU resultiert zudem in einem vollstandigen Verlust der
bakteriellen Pathogenitat (C. Lorenz und D. Buttner, unverdffentlichte Daten). Dies deutet
darauf hin, dass das NPTH-Motiv und damit méglicherweise die Proteolyse von HrcU fiur die

Wirt-Pathogen-Interaktion essentiell ist.

2.6.2 HrcU interagiert mit der ATPase HrcN und dem T3S-Chaperon HpaB

In vitro-Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass HrcU von X. campestris pv.
vesicatoria mit der ATPase HrcN und dem postulierten Regulator der ATPase, HrclL,
interagiert. HrcL bindet praferentiell an den N-terminalen Proteinbereich von HrcU,
wohingegen HrcN mit der C-terminalen Domane interagiert. Eine Interaktion zwischen HrcN
und dem vollstandigen HrcU-Protein konnte dagegen nicht nachgewiesen werden
(Publikation 8; Tabelle 2). Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion zwischen HrcU und
HrcN von einer bestimmten Konformation der C-terminalen Domane von HrcU abhangig ist,
die im Kontext des vollstandigen HrcU-Proteins geéandert ist. Ahnliches wurde bereits fiir die
Interaktion zwischen HrcU und HpaC beobachtet (s. 2.2; Tabelle 2; Publikation 7).

Die Interaktion zwischen HrcN und der C-terminalen Doméane von HrcU liefert eine mdgliche
Erklarung fur die Membranassoziation der ATPase HrcN, die vor allem unter
sekretionsinduzierenden Bedingungen beobachtet wurde (s. 2.5). Es ist denkbar, dass die

Aktivierung des T3S-Systems zu einer Konformationsanderung der C-terminalen Domane
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von HrcU fihrt, die die Anlagerung des ATPase-Komplexes an den Sekretionsapparat
beglnstigt. Da die Membranassoziation von HrcN und HrcL in einer hrcU-Deletionsmutante
jedoch nicht beeintrachtigt ist, sind mdglicherweise zusatzliche Komponenten des T3S-
Systems an der Rekrutierung der ATPase beteiligt (Publikation 8).

Neben HrcN und HrcL interagiert HrcU auch mit dem generellen T3S-Chaperon HpaB,
welches ahnlich wie HrcL bevorzugt an den N-terminalen membranstandigen Proteinbereich
von HrcU bindet, nicht dagegen an die C-terminale Domane, welche die Bindestelle flir HrcN
enthalt (s. oben; Tabelle 2; Publikation 8). Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse
darauf hin, dass HrcU mit einem Proteinkomplex bestehend aus der ATPase HrcN, HrcL und

dem T3S-Chaperon HpaB assoziiert.

Tabelle 2: Interaktion von HrcU mit konservierten und nicht-konservierten
Kontrollproteinen des T3S-Systems.
Interaktionspartner Interaktion” mit
HrcU HrcU,ss.357
HrcN - +
HrcL + -
HpaB + -
HpaC - +
" Nachweis mittels GST-,pull-down“-Analysen (Publikationen 7 und 8). +, Interaktion; -, keine
nachweisbare Interaktion. HrcUos5 357 entspricht der C-terminalen Doméane von HrcU.

2.6.3 Eine Punktmutation in HrcU revertiert den Phinotyp einer hpaC-Deletionsmutante

Mitglieder der FlhB/YscU-Proteinfamilie von tierpathogenen Bakterien sind vermutlich an
dem durch T3S4-Proteine induzierten Wechsel der Substratspezifitdt des T3S-Systems
beteiligt (Cornelis et al, 2006; Ferris & Minamino, 2006). So wurde postuliert, dass die
Bindung von T3S4-Proteinen an die C-terminale Domane von HrcU-homologen Proteinen zu
einer Konformationsénderung in dieser Doméane fuhrt und damit die Erkennung von T3S-
Substraten durch den Sekretionsapparat beeinflusst (Cornelis et al, 2006; Minamino &
Macnab, 2000; s. 2.2). Hinweise darauf lieferte u. a. die Beobachtung, dass FIhB von
Salmonella-Subspezies mit Substraten des flagellaren Sekretionssystems interagiert
(Minamino & Macnab, 2000; Minamino & MacNab, 2000). Zudem deuten auch die
Ergebnisse von genetischen Analysen auf eine Beteiligung von FIhB an dem durch das
T3S4-Protein  FliK induzierten Wechsel der Substratspezifitdt hin. So zeigten
Mutantenanalysen, dass der Phanotyp einer fliK-Deletionsmutante durch Einflhrung von
Mutationen in die C-terminale Doméane von FIhB revertiert werden kann (Kutsukake et al,
1994; Williams et al, 1996). Die Einfuhrung von aquivalenten Mutationen in die C-terminale
Domane des zu FIhB homologen Proteins YscU von Yersinia-Subspezies fuhrt ebenfalls zu

einer Suppression des Phanotyps von T3S4-Mutanten (Edqvist et al, 2003).
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Interessanterweise konnten wir zeigen, dass auch der Phéanotyp einer X. campestris pv.
vesicatoria hpaC-Deletionsmutante durch die Einflhrung einer Punktmutation in den C-
terminalen Proteinbereich von HrcU (Austausch des konservierten Tyrosinrestes an Position
318 gegen einen Aspartatrest) aufgehoben wird (C. Lorenz und D. Buttner, unveréffentlichte
Daten). Dies deutet darauf hin, dass die Translokation von Effektorproteinen auch in
Abwesenheit von HpaC effizient erfolgen kann und vermutlich durch die C-terminale Doméane
von HrcU kontrolliert wird (Abbildung 7). Der Aminosaurerest Y318 liegt in einem
konservierten LARXLY-Aminosduremotiv, dessen Mutation auch in den HrcU-homologen
Proteinen FIhB und YscU den Wechsel der T3S-Substratspezifitdt in Abwesenheit eines
T3S4-Protein erlaubt (Edqvist et al, 2003; Williams et al, 1996).

2.6.4 Mogliche Funktionsmechanismen von HrcU und homologen Proteinen

Die Beteiligung von Mitgliedern der FIhB/YscU-Proteinfamilie an der Kontrolle der T3S-
Substratspezifitdt ist in den letzten Jahren intensiv in Translokations-assoziierten und
flagellaren T3S-Systemen von tierpathogenen Bakterien untersucht worden. Das
wissenschaftliche Interesse an der Funktion dieser Proteine wahrend der Typ lll-abhangigen
Proteinsekretion wird durch die Verdffentlichung der Kristallstrukturen von vier Mitgliedern
dieser Proteinfamilie im letzten Jahr verdeutlicht (Deane et al, 2008; Lountos et al, 2009;
Wiesand et al, 2009; Zarivach et al, 2008). Die Strukturanalysen zeigten, dass die C-
terminalen cytoplasmatischen Domanen der HrcU-homologen Proteine EscU, SpaS, YscU
und FIhB trotz geringer Sequenzidentitdten (ca. 30%) auf Aminosaureebene strukturell
konserviert sind. Die Proteolyse am konservierten NPTH-Motiv erfolgt nach Cyclisierung des
konservierten Asparaginrestes und resultiert in zwei Proteinfragmenten, die miteinander
assoziieren und eine ahnliche Faltung wie das ungespaltene Protein aufweisen (Ferris et al,
2005; Lountos et al, 2009; Minamino & Macnab, 2000; Wiesand et al, 2009; Zarivach et al,
2008). Lediglich im NPTH-Motiv fihrt die proteolytische Spaltung zu signifikanten
Veranderungen der Proteinstruktur, die mdglicherweise einen Einfluss auf die
Substratspezifitat des T3S-Systems ausiiben (Bjornfot et al, 2009; Deane et al, 2008;
Lountos et al, 2009; Minamino & Macnab, 2000; Wiesand et al, 2009; Zarivach et al, 2008).

Das NPTH-Motiv bildet einen Schleife zwischen zwei p-Faltblattern, deren Aminosaurereste
Uber Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verbunden sind und vermutlich die
Proteolyse beeinflussen (Deane et al, 2008; Lountos et al, 2009). Punktmutationen, die die
Prozessierung von YscU, FIhB und homologen Proteinen verhindern, liegen daher im NPTH-
Motiv oder in den umliegenden Aminosauren, zu denen auch das konservierte LARXLY-
Motiv gehdrt (Deane et al, 2008; Lountos et al, 2009; Wiesand et al, 2009; Zarivach et al,
2008). In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wird die Proteolyse von HrcU nicht nur
durch Mutation des konservierten Prolinrestes des NPTH-Motivs, sondern auch durch
Einfuhrung der Y318D-Mutation (Mutation im LARLXY-Motiv) signifikant reduziert (Abbildung
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7). Da die Punktmutation Y318D in HrcU die bakterielle Pathogenitat jedoch nicht
beeintrachtigt, ist die Spaltung von HrcU per se vermutlich nicht essentiell fir die Funktion
von HrcU bei der Typ lll-abhangigen Proteinsekretion (C. Lorenz und D. Bdittner,
unveroffentlichte Daten). Mutationen im LARXLY-Motiv flhren moglicherweise zu einer
veranderten  Positionierung der NPTH-Schleife und induzieren damit eine
Proteinkonformation, welche die Proteinstruktur bei Wechsel der Substratspezifitat simuliert.
Dies kénnte eine effiziente Typ Ill-abhdngige Proteinsekretion verschiedener T3S-Substrate

auch in Abwesenheit des T3S4-Proteins HpaC ermdglichen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Postulierte Funktion von HrcU beim HpaC-abhangigen Wechsel der T3S-
Substratspezifitat.

(A) HrcU besitzt vier Transmembranhelices und eine C-terminale cytoplasmatische Domane, die am
konservierten NPTH-Aminosauremotiv proteolytisch gespalten wird. Die Proteolyse fuhrt vermutlich zu
einer veranderten Orientierung der PTH-Schleife, die essentiell fir die Typ lll-abhdngige
Proteinsekretion ist. Das T3S4-Protein HpaC interagiert mit der C-terminalen Domane von HrcU und
inhibiert die Sekretion von HrpB2. HpaC induziert mdoglicherweise eine Veranderung der
Proteinkonformation der C-terminalen HrcU-Doméane und ermdglicht so die effiziente Sekretion von
Translokon- und Effektorproteinen.

(B) Einfluss der Y318D-Mutation auf die Funktion von HrcU. Die Y318D-Mutation fihrt zu einer
signifikanten Reduktion der Proteolyse von HrcU und induziert vermutlich eine Proteinkonformation,
die eine effiziente Sekretion von HrpB2, Translokon- und Effektorproteinen in Abwesenheit von HpaC
ermdglicht.

Fir das HrcU-homologe Protein YscU von Yersinia-Subspezies wurde postuliert, dass der
durch T3S4-Proteine induzierte Wechsel der Substratspezifitdt des T3S-Systems durch die
Bildung der ,inner rod“-Struktur kontrolliert wird (Wood et al, 2008; s. 2.2.2). So konnte
gezeigt werden, dass die Y317D-Mutation in YscU nicht nur den Phanotyp einer T3S4-
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Mutante revertiert, sondern auch die verstarkte Sekretion des ,inner rod“Proteins Yscl
supprimiert, die in T3S4-Mutanten auftritt (Wood et al, 2008). Dies deutet darauf hin, dass
T3S4-Proteine durch Kontrolle der Bildung des ,nner rod“ den Wechsel der
Substratspezifitdt des T3S-Systems induzieren. Interessanterweise ermoglicht die
aquivalente Y318D-Mutation in HrcU von X. campestris pv. vesicatoria zwar ebenfalls den
Wechsel der Substratspezifitat in Abwesenheit des T3S4-Proteins HpaC, hebt jedoch nicht
die verstarkte Sekretion von HrpB2 in der hpaC-Deletionsmutante auf (C. Lorenz und D.
Buttner, unveroffentlichte Daten). Dies lasst darauf schliel3en, dass der Phanotyp der hpaC-
Deletionsmutante nicht auf die erhéhte HrpB2-Sekretion zuriickzuflihren ist. Es bleibt zu
klaren, ob HrpB2 ahnlich wie Yscl als Komponente einer ,inner rod“-Struktur am Aufbau des

Sekretionsapparates beteiligt ist (s. 2.2).

3. Zusammenfassung und Ausblick

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse von genetischen, biochemischen und
molekularbiologischen Methoden zeigen, dass die Typ lll-abhangige Proteinsekretion in X.
campestris pv. vesicatoria durch mindestens drei Kontrollproteine, HpaA, HpaB und HpaC,
reguliert wird. HpaC ist das erste bekannte T3S4-Protein eines pflanzenpathogenen
Bakteriums und induziert den Wechsel der Substratspezifitdt des T3S-Systems von der
Sekretion des Pathogenitatsfaktors HrpB2 zur Sekretion von Translokon- und
Effektorproteinen. Der HpaC-induzierte Wechsel der T3S-Substratspezifitat erfolgt vermutlich
mit Hilfe der C-terminalen Domane von HrcU, einem Mitglied der FIhB/YscU-Familie
konservierter Komponenten des T3S-Systems, das ahnlich wie homologe Proteine von
tierpathogenen Bakterien proteolytisch gespalten wird.

Da der Aufbau des Sekretionsapparates Voraussetzung fir die Translokation von
Effektorproteinen ist, erfolgt die von HpaC geférderte Sekretion von Translokonproteinen
wahrscheinlich vor der Sekretion von Effektorproteinen. Die effiziente Sekretion und
Translokation von Effektorproteinen wird in X. campestris pv. vesicatoria nicht nur durch
HpaC, sondern vor allem durch das generelle T3S-Chaperon HpaB vermittelt, welches
Effektorproteine an das T3S-System heranfiihrt. HpaB interagiert mit der mit dem
Sekretionsapparat assoziierten ATPase HrcN, welche HpaB-Effektorproteinkomplexe
dissoziiert und damit die Voraussetzung fiir den Eintritt der Effektorproteine in den inneren
Kanal des Sekretionsapparates schafft. Die Chaperonaktivitdt von HpaB wird vermutlich
durch den translozierten Regulator HpaA kontrolliert, der an HpaB bindet und damit die
effiziente Sekretion von extrazellularen Komponenten des Sekretionsapparates ermdglicht.

Nach Aufbau des Pilus und des Translokons flihrt die Sekretion und Translokation von HpaA
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zur Freisetzung des Chaperons HpaB und ist damit Voraussetzung fur die HpaB-abhangige
Sekretion und Translokation von Effektorproteinen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals das Zusammenspiel von Kontrollproteinen und
konservierten Komponenten des T3S-Systems bei der Regulation der Typ lll-abhangigen
Proteinsekretion in einem pflanzenpathogenen Bakterium beschrieben. Die aus den
Forschungsergebnissen resultierenden Publikationen haben damit entscheidend zum
Verstandnis der Kontrolle der Typ lll-abhé&ngigen Proteinsekretion in pflanzenpathogenen
Bakterien beigetragen und zudem wichtige Unterschiede zu Regulationsmechanismen
tierpathogener Bakterien offenbart. Die differentielle Beteiligung von HpaA, HpaB und HpaC
an der Sekretion verschiedener T3S-Substrate von X. campestris pv. vesicatoria lasst zudem
darauf schlieBen, dass die Sekretion von Komponenten des Sekretionsapparates und
Effektorproteinen in pflanzenpathogenen Bakterien zeitlich reguliert erfolgt. In zukinftigen
Forschungsarbeiten sollen daher die molekularen Mechanismen aufgeklart werden, die
dieser postulierten zeitlichen Regulation der Typ Illl-abhdngigen Proteinsekretion
zugrundeliegen. So soll  beispielsweise der Einfluss des Sekretions- und
Translokationssignals sowie der HpaB-Bindestelle auf die Sekretion von Effektorproteinen
untersucht werden. Zudem soll analysiert werden, ob die Substraterkennung durch
konservierte Komponenten des T3S-Systems wie beispielsweise HrcU vermittelt wird. Ein
weiterer Fokus zukulnftiger Arbeiten ist die Charakterisierung des HpaC/HrcU-vermittelten

Wechsels der Substratspezifitat.
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