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1 Einleitung 
 

Ein für die Menschheit immer ernst zu nehmenderes Ernährungsproblem wird 
durch die rasch ansteigende Weltbevölkerung verursacht. Der Landwirtschaft kommt dabei 
die zentrale Rolle zu, diesem Problem durch einen intensiveren Anbau von 
Grundnahrungsgütern entgegenzuwirken. Aber schon seit den Anfängen der 
Landwirtschaft sah man sich mit Ernteverlusten, ausgelöst durch Schädlingsbefall, 
konfrontiert. Daneben birgt der Verzehr von mit mikrobiellen Allergenen, Toxinen oder 
Cancerogenen durchsetztem Pflanzenmaterial ein für den menschlichen Organismus nicht 
zu unterschätzendes Gesundheitsrisiko. Neben einer Ertragssteigerung wurde 
dementsprechend auch eine Eindämmung des Pflanzenbefalls durch Viren, Bakterien, 
Pilzen, Oomyceten oder Insekten verfolgt. Zu den herkömmlichen Methoden, Pflanzen vor 
Schädlingsbefall zu schützen, zählen die Züchtung pathogenresistenter Sorten und die 
Anwendung von Pestiziden, Fungiziden bzw. Insektiziden. Der Einsatz dieser chemischen 
Pflanzenschutzmittel resultiert aber nur in einem kurzfristigen Erfolg. Auch wenn vorerst 
eine Eindämmung des Pathogenbefalls zu verzeichnen ist, so stellt sich diese Methode 
langfristig doch als sehr problematisch dar, da deren Produktion und Anwendung einen 
immens störenden Einfluß auf das ökologische Gleichgewicht hat und sich darüberhinaus 
bei Pathogenen neue Resistenzen zeigen.  

Die gezielte Züchtung pathogenresistenter Kulturpflanzen kann einen Einsatz sowie 
die Entwicklung dieser chemischen Mittel von vornherein vermeiden, auch wenn sich 
durch Kreuzung und Rückkreuzung diese Methode ähnlich zeit- und kostenintensiv 
darstellt. Allerdings gibt es auch Probleme bei einem großflächigen Anbau solcher 
Monokulturen. Pathogene unterliegen darin einem erhöhten Selektionsdruck und können 
nach Überwindung der Resistenzbarrieren Krankheitsepidemien verursachen, was durch 
die genetische Invariabilität dieser Monokulturen noch begünstigt wird. Aus diesem Grund 
ist die Erforschung der pflanzlichen Signalmechanismen nach einem Pathogenbefall, 
welche letztendlich in der Aktivierung von Abwehrreaktionen resultieren, essentiell 
wichtig. Darüberhinaus können durch molekularbiologische bzw. biotechnologische 
Verfahren gezielt Merkmale in Form von Genen zwischen Pflanzen transferriert werden. 
Eine schnellere Züchtung resistenter Kulturpflanzen sowie neue Vorgehensweisen zur 
Resistenzvermeidung sollen durch das Zusammenwirken von Forschung und Gentechnik 
erreicht werden. Ferner hilft zusätzlich das Verständnis der molekularen Grundlagen der 
mikrobiellen Infektion, um neue Ansatzpunkte für phytotherapeutische Interventionen mit 
dem Pathogenmetabolismus zu identifizieren.    
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1.1 Grundlagen pflanzlicher Pathogenresistenz 
 

Die Schädigung zahlreicher ökonomisch bedeutender Kulturpflanzen wird neben 
vielfältigen existenzbedrohenden Umwelteinflüssen wie Trockenheit, Überflutungen, 
extremen Temperaturen, Salzstreß oder UV-Strahlung besonders durch phytopathogene 
Viren, Bakterien, Pilzen, Oomyceten und parasitierenden Insekten und Nematoden 
verursacht. Jedoch ist ein Krankheitsausbruch ein relativ seltenes Phänomen in Pflanzen. 
Die überwiegende Mehrheit, obwohl nahezu ständig den pathogenen Angriffen ausgesetzt, 
ist in ihrer natürlichen Umgebung resistent gegenüber den meisten potentiell pathogenen 
Mikroorganismen (Dangl and Jones 2001; Nürnberger and Lipka 2005). Mit der 
Nichtwirtsresistenz, auch als Basisresistenz oder Basisinkompatibilität bekannt (siehe 
Abbildung 1.1A), wird die Fähigkeit ganzer Pflanzenspezies bezeichnet, sich einer 
Infektion durch eine mikrobielle Spezies zu erwehren (Heath 2000; Kamoun 2001; 
Thordal-Christensen 2003). Diese vorherrschende Form der pflanzlichen Pathogenresistenz 
ist gekennzeichnet durch eine relativ hohe genetische Stabilität und dementsprechend 
selten vorkommenden Veränderungen im Wirtsspektrum von Phytopathogenen (Heath 
2000; Kamoun 2001; Nürnberger and Brunner 2002; Nürnberger and Lipka 2005). Dabei 
bilden verschiedene Schutzmechanismen ein Netzwerk, welches aus konstitutiven 
Barrieren und induzierbaren Reaktionen besteht (Heath 2000; Kamoun 2001; Thordal-
Christensen 2003; Jones and Takemoto 2004), so daß häufig eine Erschließung der Pflanze 
als Nährstoffquelle nicht unterstützt wird und die Vermehrung des Pathogens ausbleibt. Zu 
den konstitutiv auf der Pflanzenoberfläche vorhandenen strukturellen Barrieren 
(Hammond-Kosack and Jones 1996), welche ein Eindringen des Pathogens verhindern, 
zählen neben der wachshaltigen Kutikula auch durch Lignineinlagerungen verstärkte 
Zellwände (Ride 1983), antimikrobielle Enzyme oder Sekundärmetabolite wie 
Phenolderivate, Saponine, cyanogene Glykoside und Acetophenone (Bohlmann 1994; 
Elstner et al. 1996; Osbourn 1996a; Osbourn 1996b; Filippone et al. 1999). Sind 
Mikroorganismen nicht in der Lage, die pflanzlichen Abschlußgewebe zu überwinden und 
konstitutiv vorhandene Abwehrstoffe zu tolerieren, findet keine Erkennung durch die 
Pflanze statt, weswegen dementsprechend auch keine induzierbaren Abwehrreaktionen 
aktiviert werden.   

Sollte jedoch das Pathogen diese konstitutiven Schutzmechanismen überwinden, sei 
es durch enzymatischen Abbau der Zellwände oder der antimikrobiellen 
Sekundärmetobolite, so kann es an der pflanzlichen Plasmamembran erkannt werden. 
Hierbei spielt die Fähigkeit zur Unterscheidung zwischen „Selbst“ und „Nicht-Selbst“ eine 
grundlegende Rolle bei der Aktivierung von Antworten der angeborenen Immunität 
(Nürnberger et al. 2004). In natürlichen Pflanze-Mikrobe-Interaktionen werden solche 
Immunantworten durch eine Vielzahl von Pathogen-assoziierten Oberflächenstrukturen, 
(PAMPs), bzw. Mikrobe-assoziierten Oberflächenstrukturen (MAMPs) (siehe 1.1.1), 
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ausgelöst (Nürnberger and Scheel 2001; Gomez-Gomez and Boller 2002; Parker 2003), 
welche die weitere Ausbreitung des Pathogens verhindern helfen und als PAMP-ausgelöste 
Immunität (PTI, „PAMP-triggered immunity“; siehe Abbildung 1.1B) die ersten aktiven 
pflanzlichen Reaktionen auf mikrobielle Perzeption darstellen (Nürnberger et al. 2004; 
Chisholm et al. 2006)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.1.1: Übersicht über die verschiedenen Formen der pflanzlichen Pathogenresistenz (Nürnberger 

et al. 2004; Jones and Dangl 2006) 

 
 Die pflanzliche Krankheitsresistenz vollzieht sich aber nicht nur auf der 
Speziesebene, sondern zusätzlich auch bei einzelnen Kultivaren. Im Verlauf der Evolution 
konnten einzelne erfolgreiche phytopathogene Arten die pflanzliche Basisresistenz durch 
den Erwerb von Virulenzfaktoren bzw. Effektorproteinen überwinden, welche sie in die 
Lage versetzen, die Abwehrreaktionen entweder zu umgehen oder gar komplett zu 
unterdrücken (Heath 2000; Cohn et al. 2001; Dangl and Jones 2001; Nürnberger and 
Brunner 2002; Thordal-Christensen 2003; Jones and Dangl 2006). Diese 
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Wirtssuszeptibilität bzw. Basiskompatibilität (ETS, „effector-triggered susceptibility“; 
siehe Abbildung 1.1C) beschreibt die Interaktion zwischen nunmehr virulenten Pathogenen 
und suszeptiblen Pflanzenspezies, welche als Wirtspflanzen von Pathogenen kolonisiert 
werden und Krankheitssymptome aufweisen. Jedoch erfolgte in einer Art Koevolution 
aufgrund des auf den Wirtspflanzen einwirkenden Selektionsdrucks die Entwicklung von 
Resistenzgenen, welche spezifisch pathogenassoziierte Effektoren oder deren Aktivität 
erkennen. Diese sogenannte kultivarspezifische Wirtsresistenz oder auch inkompatible 
Pflanze/Pathogen-Interaktion (Takken and Joosten 2000; Bonas and Lahaye 2002;  Holt et 
al. 2003) ist abhängig von komplementären Paaren pathogenkodierter Avirulenzgene (avr) 
und pflanzlichen Resistenzgenen (R) („Gen-für-Gen-Hypothese“ nach Flor 1955; Flor 
1971; De Wit 1996; Bergelson et al. 2001). Dabei führt die Erkennung des Avirulenzgen-
kodierten Effektorproteins oder dessen Wirkung durch das pflanzliche Resistenzprotein zur 
Aktivierung von Abwehrreaktionen der Effektor-induzierten Immunität (ETI, „effector-
triggered immunity“; siehe Abbildung 1.1D) (Van Der Biezen and Jones 1998; Takken and 
Joosten 2000; Dangl and Jones 2001; Schneider 2002; Bonas and Lahaye 2002; Collmer et 
al. 2002; Jones and Dangl 2006), während der Verlust eines der beiden Gene oder der 
Erwerb neuer Effektoren durch das Pathogen die effektorstimulierte Resistenz verhindert 
(Jones and Dangl 2006) und zur Erkrankung der infizierten Pflanze führt.  

Beide Resistenzen nutzen ein auffallend ähnliches Spektrum von induzierbaren 
pflanzlichen Abwehrreaktionen, auch wenn die ETI aufgrund der HR (siehe 1.1.3) eine 
verstärkte und beschleunigte Form der PTI darstellt (Boller 1995; Yang et al. 1997; Ebel 
and Scheel 1997; Scheel 1998; Heath 2000; Dangl and Jones 2001; Nürnberger and Scheel 
2001; Jones and Dangl 2006). Das deutet darauf hin, daß in der Nichtwirtsresistenz das 
Wachstum des Pathogens erfolgreich kontrolliert wird, während in suszeptiblen 
Wirtspflanzen Abwehrreaktionen nur sehr uneffektiv induziert werden können oder vom 
Pathogen unterdrückt werden (Ingle et al. 2006). 
 
1.1.1 PAMPs als Auslöser pflanzlicher Immunabwehr 
 

Die Grundvoraussetzung für die Induktion pflanzlicher Abwehrreaktionen ist 
unabhängig von der Art der Immunität die Fähigkeit "Selbst" von "Nicht-Selbst" zu 
unterscheiden. In der Nichtswirtsresistenz und in suszeptiblen Wirtspflanzen werden 
Abwehrreaktionen durch die Erkennung von PAMPs induziert. Zum Verständnis, 
weswegen Pflanzen diese "antigenen" Epitope der Pathogenoberflächen erkennen und 
daraufhin das Abwehrsystem aktivieren können, trug in den letzten Jahren die 
Untersuchung der angeborenen Immunität ("innate immunity") im tierischen System bei. 
Im Jahr 1997 wurde erstmals ein Modell über die Komponenten der angeborenen 
Immunität in Säugern beschrieben (Medzhitov and Janeway 1997). Laut diesem Modell 
sind die von den Pathogenen stammenden charakteristischen Strukturen Pathogen-
assoziierte molekulare Muster ("pathogen-associated molecular pattern", PAMP), die an 
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spezielle Rezeptoren ("pattern recognition receptor") binden und dadurch die Synthese 
antimikrobieller Substanzen auslösen (Aderem and Ulevitch 2000; Underhill and Ozinsky 
2002; Medzhitov and Janeway 2002; Zasloff 2002; McGuinness et al. 2003). Einheitliche 
Merkmale von PAMPs sind ihre hochkonservierte Struktur, ihr ausschließliches 
Vorkommen in Mikroben und das völlige Fehlen in potentiellen Wirtsorganismen; 
außerdem sind sie für den Lebenszyklus des Pathogens funktionell wichtig, was auch für 
die von Pflanzen erkannten PAMPs zutrifft (Brunner et al. 2002, Felix and Boller 2003). 
Pflanzen scheinen demnach vornehmlich solche Strukturmerkmale des Pathogens zu 
erkennen, welche das Pathogen durch Mutation nicht ohne Verlust der physiologischen 
Funktionalität veränderen kann. Erstaunlicherweise gibt es eine Reihe von Molekülen, 
welche sowohl im tierischen als auch im pflanzlichen System Abwehrreaktionen auslösen 
(Darvill and Albersheim 1984; Boller 1995; Ebel and Scheel 1997; Nürnberger and 
Brunner 2002, Zipfel and Felix 2005). Dazu gehören beispielsweise Lipopolysaccharide 
(LPS) Gram-negativer Bakterien (Dow et al. 2000; Meyer et al. 2001; Coventry and 
Dubery 2001; Newman et al. 2002) oder flg22, ein im N-terminalen Bereich des Flagellins 
hochkonserviertes Peptid (Felix et al. 1999). Die Erkennung identischer 
Pathogenoberflächenstrukturen durch Pflanze und Tier mit anschließender Auslösung von 
Abwehrreaktionen deutet auf eine evolutionäre Konservierung der angeborenen Immunität 
hin.  
 
1.1.2 Perzeption von PAMPs und Effektoren 
 

Die strukturelle Diversität der PAMPs läßt vermuten, daß Pflanzen über eine 
Vielzahl an molekularen Perzeptionskapazitäten verfügen. Im Gegensatz zu Säugern 
besitzen Pflanzen keine mobilen Abwehrzellen, geschweige denn ein somatisches 
adaptives Immunsystem (Jones and Dangl 2006). Ihr Verteidigungsrepertoire beruht auf 
der angeborenen Immunität jeder einzelnen Zelle sowie auf systemischen Signalen, die von 
der Infektionsstelle ausstrahlen und zur Ausprägung systemischer Abwehrreaktionen 
führen (Dangl and Jones 2001; Ausubel 2005; Chisholm et al. 2006).  

Die Erkennung von hochkonservierten und sich evolutionär kaum verändernden 
PAMPs trägt zur PAMP-induzierten Immunität bei (PTI, siehe 1.1). Aufgrund der enormen 
strukturellen PAMP-Variabilität, mit denen Pflanzenzellen bei der Interaktion mit 
Pathogenen konfrontiert sind, wobei PAMPs Abwehrreaktionen in nanomolaren 
Konzentrationsbereichen mit hoher Spezifität auslösen, ging man von der Existenz von 
plasmamembranständigen PAMP-Rezeptoren aus. Obwohl eine Vielzahl an PAMPs 
identifiziert und charakterisiert worden sind, gab es dagegen vergleichsweise wenig 
Hinweise auf die Natur entsprechender Rezeptoren (Ingle et al. 2006). Die 
Charakterisierung der PAMP-Bindungsproteine vollzog sich hauptsächlich auf kinetischem 
und biochemischem Weg. So konnten beispielsweise durch Quervernetzungsversuche in 
Petersiliemembranen Bindungsproteine für ein 13 Aminosäure-umfassendes PAMP aus 
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einer Transglutaminase aus Pyhtophthora sojae (Pep13, Nürnberger et al. 1994) von 100 
kDa und 145 kDa (Nennstiel et al. 1998) sowie in Tabak Cryptogein-Bindungsproteine mit 
einem Molekulargewicht von 162 kDa und 50 kDa identifiziert werden (Bourque et al. 
1999). Jedoch ist die Isolation der Rezeptoren aus pflanzlichen Membranpräparationen 
sowie die Klonierung jener Rezeptor-kodierenden Gene sehr problematisch (Ebel and 
Scheel 1997; Nürnberger and Scheel 2001).  

Für einige PAMPs konnte dennoch eine Identifikation der Rezeptoren erreicht 
werden. Ein durch Ligandenaffinitätschromatographie aufgereinigtes lösliches Protein aus 
Sojabohne enthält eine Glukanhydrolase- sowie eine β-Glukan-bindende Domäne und 
scheint aufgrund fehlender Domänen für die Signalübertragung über die Plasmamembran 
Teil eines Multikomponentenrezeptorkomplexes zu sein (Mithöfer et al. 2000; Fliegmann 
et al. 2004). Der Rezeptor des pilzlichen Elicitors Xylanase in Tomate ist ein 
Transmembranprotein und weist Leuzinzipper- und extrazelluläre LRR-Domänen (LRR, 
„Leucin-rich-repeat“) auf. Unter allen pflanzlichen PAMP-Rezeptoren ist der 
Flagellinrezeptor FLS2 („flagellin sensitive 2“) der wohl am intensivsten charakterisierte. 
Seine Identifikation erfolgte mittels eines Forward-Genetic-Screens nach Flagellin-
insensitiven Mutanten (Gomez-Gomez and Boller 2000). FLS2 kodiert eine 120 kDa LRR-
Rezeptorkinase (LRR-RLK; „Leucine-rich-repeat-Receptor-like kinase“) und bindet das 
flg22-Epitop aus bakteriellem Flagellin (Chinchilla et al. 2006). Im Arabidopsis-Genom 
sind mehr als 600 RLK-ähnliche Sequenzen vorhanden, von denen solche mit einer 
extrazellulären LRR-Domäne die zahlenmäßig größte Gruppe ausmacht. Ein weiteres 
dieser Gruppe zugehörige Mitglied wurde kürzlich als Rezeptor des bakteriellen 
Elongationsfaktors EF-Tu identifiziert (Zipfel et al. 2006). Wie wichtig die Erkennung 
dieses PAMPs im Hinblick auf die pflanzliche Abwehr ist, zeigt die erhöhte 
Transformationseffizienz von Arabidopsis efr- (EF-Tu-Rezeptor) Mutanten durch 
Agrobacterium tumefaciens sowie die erhöhte Anfälligkeit von fls2-Mutanten gegen 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Zipfel et al. 2004). In Säugern fungiert eine 
Familie von konservierten transmembranen Toll-like Rezeptoren (TLR) entweder direkt 
oder indirekt als PAMP-Rezeptoren (Underhill and Ozinsky 2002; Akira 2003; Akira et al. 
2003; Akira and Takeda 2004). Da nur eine geringe Sequenzhomologie besteht zwischen 
TLRs und pflanzlichen PAMP-Rezeptoren und darüberhinaus FLS2 und TLR5 
verschiedene Flagellinepitope erkennen (Donelly and Steiner 2002; Smith et al. 2003), ist 
es wahrscheinlich, daß beide Flagellinperzeptionssysteme das Ergebnis konvergenter 
Evolution sind (Ausubel 2005; Zipfel and Felix 2005).  

Pflanzliche Immunität kann darüberhinaus auch auf einer anderen Ebene von 
Perzeptionssystemen erreicht werden (Jones and Dangl 2006). Rezeptoren des zweiten 
Systems fungieren hauptsächlich innerhalb der Pflanzenzelle und tragen als R-Gen-
kodierte NB-LRR-Proteine zur Erkennung von Avr-Genprodukten bzw. Effektoren und 
damit zur Effektor-induzierten Immunität (ETI, siehe 1.1) bei. NB-LRR-Proteine sind 
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benannt nach ihrer in Domänen eingeteilten Struktur, welche Nukleotid-bindende 
Regionen (NB, „nucleotide-binding“) enthält sowie Bereiche, die reich an Leuzin sind 
(Belkhadir et al. 2004a). Viele NB-LRR-Proteine erkennen die Effektorproteine indirekt 
durch ihre Wirkung auf spezielle Wirtsziele. Entscheidendes Kriterium dieser „Guard 
Hypothese“ (Dangl and Jones 2001) ist die biochemische Manipulation oder Veränderung 
des Wirtszielmoleküls durch den Effektor in suszeptiblen Wirtspflanzen, das zu einer 
pathogeninduzierten Modifikation der eigenen molekularen Muster führt (verändertes 
„Selbst“). Dadurch wiederum wird das korrespondierende NB-LRR-Protein aktiviert und 
die effektorinduzierte Immunität wird aktiviert. Ein erstklassiges Beispiel bietet das 211 
Aminosäure umfassende, acylierte und in der Plasmamembran lokalisierte Arabidopsis 
RIN4-Protein (Kim et al. 2005). RIN4 stellt das Virulenzzielprotein der Typ-III-Effektoren 
AvrRPM1, AvrB und AvrRpt2 aus Pseudomonas syringae-Pathovaren dar, trägt aber 
selber nicht zur Resistenz bei. Die Interaktion von AvrRPM1 und AvrB mit RIN4 und die 
daraufhin induzierte Phosphorylierung von RIN4 aktiviert das NB-LRR-Protein RPM1. 
AvrRpt2, eine in der Wirtszelle aktivierte (Coaker et al. 2005) Cysteinprotease (Axtell et 
al. 2003), eliminiert RIN4 durch eine an zwei Peptidbindungen stattfindende Hydrolyse 
(Kim et al. 2005; Chisholm et al. 2005), wodurch ein weiteres NB-LRR-Protein, RPS2, 
aktiviert wird (Mackey et al. 2003; Axtell and Staskawicz 2003). 
 
1.1.3 Intrazelluläre Signaltransduktion in der pflanzlichen Pathogenabwehr 

 
 Die wohl bekannteste pflanzliche Abwehreaktion, die durch die Perzeption von 
PAMPs bzw. Effektoren und der daraufhin stattfindenden Signaltransduktion eingeleitet 
wird, ist die häufige, aber nicht immer beobachtete hypersensitive Zelltodreaktion (HR), 
welche durch ein schnelles und lokal begrenztes Absterben pflanzlicher Zellen in 
unmittelbarer Umgebung vom Infektionsort gekennzeichnet ist (Dangl et al. 1996; Yang et 
al. 1997; Greenberg 1997; Alvarez 2000). Aufgrund der fehlenden Nährstoffgrundlage und 
dem gleichzeitigen Freisetzen antimikrobieller Substanzen wird das Wachstums biotropher 
Pathogene eingeschränkt. Die HR zeigt zellbiologisch betrachtet Mechanismen, die an 
apoptotischen bzw. programmierten Zelltod tierischer Zellen erinnern (Lam et al. 2001). 
Pflanzliche Abwehrreaktionen schließen ebenfalls die transkriptionelle Aktivierung 
sogenannter "pathogenesis-related genes" (PR-Gene) ein (Kombrink and Somssich 1997). 
Diese kodieren u.a. für lytische Enzyme wie Chitinasen, Glukanasen und Proteasen, die 
ihre antimikrobielle Wirkung durch den Abbau bakterieller oder pilzlicher Zellwände 
zeigen. Weiterhin werden Gene von Enzymen des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels 
aktiviert, welcher Ausgangsverbindungen antimikrobieller Sekundärmetabolite 
(Phytoalexine) bereitstellt. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS, "reactive oxygen species") 
haben nicht nur durch ihre direkte antimikrobielle Wirkung Bedeutung. Sie sind auch als 
Signalmoleküle zur Aktivierung von Immunreaktionen wie beispielsweise der 
hypersensitiven Zelltodreaktion und an der Verstärkung der Zellwand durch oxidative 
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Quervernetzung von prolin- und hydroxyprolinreichen Glykoproteinen beteiligt, 
darüberhinaus an der Ligninpolymerisierung und der Kalloseeinlagerung an der 
Infektionsstelle  (Doke 1983; Yang et al. 1997; Lamb and Dixon 1997; Piedras et al. 1998; 
Scheel 1998; Alvarez 2000; Bolwell et al. 2002; Neill et al. 2002). 
 Während die beschriebenen Abwehrreaktionen im den Infektionsort umgebenden 
Gewebe aktiviert werden, kommt es überdies in vielen Pflanzen zur Ausbildung einer 
systemisch erworbenen Resistenz ("systemic acquired resistance", SAR) in nichtinfizierten 
Bereichen der Pflanze (Dong 2001), wobei die Produktion von Salizylsäure für die 
Ausbildung dieser Resistenz notwendig ist (Dong 1998). Die SAR schützt die Pflanze für 
längere Zeit gegen nachfolgende Infektionen verschiedener Pathogene (Alvarez et al. 
1998; Pieterse and van Loon 1999). Nichtpathogene Bodenbakterien wie Pseudomonas 
fluorescens verursachen dagegen die Aktivierung einer anderen Form der systemischen 
Resistenz, die induzierte systemische Resistenz (ISR). Dabei scheinen die 
Pflanzenhormone Ethylen und Jasmonsäure eine zentrale Rolle zu spielen (Dong 1998; 
Pieterse and van Loon 1999).   
 Die Verbindung zwischen PAMP- bzw. Effektorperzeption und der Auslösung von 
Abwehrreaktionen wird durch intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden hergestellt. Die 
wichtigsten Erkenntnisse der Forschungen der letzten Jahre dokumentieren eine 
bedeutende Übereinstimmung zwischen Signaltransduktionskomponenten ausgelöst durch 
PAMP-Erkennung und jenen, die an der Effektor-induzierten Immunität beteiligt sind. Das 
erinnert an das ähnliche Muster induzierter Abwehrreaktionen in Nichtwirts- und 
Wirtsresistenz (Yang et al. 1997; Nürnberger and Scheel 2001). Ein einzelner 
Erkennungsvorgang löst aber nur ganz charakteristische Signalkaskaden sowie die 
Aktivierung ganz bestimmter Abwehrreaktionen aus. Interessanterweise sind viele 
Bestandteile der pflanzlichen Signalkaskaden ebenso im tierischen System von zentraler 
Bedeutung bei der Auslösung angeborener Immunreaktionen (Barton and Medzhitov 
2003). 
 Zu den schnellsten messbaren Reaktionen der Pflanzenzelle nach einem 
Pathogenkontakt oder auf eine PAMP-Behandlung zählen Veränderungen der 
Ionenpermeabilität der Plasmamembran, die sich in einem Ausstrom von K+ und Cl- sowie 
einem Einstrom von H+ und Ca2+ äußern (Atkinson et al. 1996; Gelli et al. 1997; Jabs et al. 
1997; Zimmermann et al. 1997; Blatt et al. 1999; Klüsener and Weiler 1999). So ruft die 
Anwendung von Pep13 in Petersiliezellsuspensionen eine extrazelluläre pH-Wert-
Zunahme hervor (Jabs et al. 1997). 
 Eine weitere wichtige Komponente bei der Auslösung pflanzlicher 
Abwehrreaktionen ist Stickstoffmonoxid (NO; Delledonne et al. 1998; Klessig et al. 2000; 
Wendehenne et al. 2001). Während NO selbst keine antimikrobielle Wirkung besitzt, ist 
das Reaktionsprodukt von NO mit Sauerstoff, das Peroxynitrit (ONOO-), toxisch für 
Mikroorganismen. Nach einer Pathogeninfektion ist ein erhöhter NO-Spiegel in den 
Pflanzenzellen ebenso nachweisbar wie nach einer PAMP-Behandlung. So erfolgt in einer 
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Nichtwirtsinteraktion in Tabak eine erhöhte NO-Produktion nach Pseudomonas syringae-
Infektion (Mur et al. 2005). Ferner resultiert die Infektion von Arabidopsis mit avirulenten 
Pseudomonas syringae-Bakterien in einem erhöhten NO-Spiegel, dessen Inhibierung 
während der Infektion zu einer Reduktion der HR und der Expression der Abwehrgene 
führt (Zeier et al. 2004).  
 Mitogen-aktivierte Proteinkinasekaskaden (MAPK-Kaskaden) sind weitere zentrale 
Elemente in der pflanzlichen Streßsignaltransduktion (Zhang and Klessig 2001; Jonak et 
al. 2002). MAP-Kinasen sind die terminalen Bestandteile dieser Kaskaden, deren einzelne 
Module (MAPKKK, MAPKK, MAPK) posttranslational reversibel durch 
Transphosporylierungen aktiviert werden. Eine allgemeine Beteiligung von MAP-Kinasen 
in PAMP- als auch in Effektor-vermittelter Immunität wurde postuliert, da die Aktivierung 
zweier MAP-Kinasen aus Tabak (SIPK und WIPK) durch Elicitierung mit dem 
Tabakmosaikvirus, einigen R-Proteinen, Flagellin und PAMPs der pilzlichen Zellwand 
beobachtet wurde (Romeis et al. 1999; Zhang and Klessig 2001). Weiterhin ist MPK6 aus 
Arabidopsis für die Aktivierung von PTI und ETI notwendig (Menke et al. 2004).  
 Die Ähnlichkeit der in PAMP-induzierter Immunität und Effektor-induzierter 
Immunität auftretenden Muster legt die Vermutung nahe, daß jegliche Resistenz bei 
Pflanze/Pathogen-Interaktion auf der Signalperzeptionsebene festgelegt ist. Jedoch sollte 
man nicht vergessen, daß funktionell ähnliche Module in verschiedenen eukaryotischen 
Systemen nicht notwendigerweise eine hohe Konservierung des komplexen 
Signalnetzwerks bedeutet und selbst zwischen verschiedenen Pflanzenspezies 
Unterschiede erwartet werden können (Nürnberger et al. 2004).  
 
 

1.2 Interaktion zwischen Pflanze und bakteriellen Pathogenen  
 
 Viele Gram-negative Bakterien nutzen ein Sekretionssystem, um Effektoren 
entweder direkt in die Wirtszelle zu translozieren oder in den extrazytoplasmatischen 
Raum zu sekretieren. Generell kann man zwei verschiedene Kategorien der 
Proteinsekretion unterscheiden. Auf der einen Seite charakterisiert die indirekte Strategie 
die Sekretion von Proteintoxinen in das extrazelluläre Medium, wohingegen die 
kontaktabhängige Translokation den direkten Transport von Virulenzfaktoren in das 
Wirtszytosol vermittelt. Für die indirekte Sekretion stehen dem Pathogen drei verschiedene 
Sekretionssysteme (I, II und V) zur Verfügung, um Proteintoxine zwecks Assoziation mit 
der Wirtszelle aus dem Bakterium zu entlassen (Thanabalu et al. 1998; Henderson et al. 
2004; Cianciotto 2005). Als Paradebeispiel für Typ-I-Exporter dient die Sekretion von α-
Hämolysin aus E.coli (Thanabalu et al. 1998). Mittels des Typ-I-Sekretionsweges werden 
Proteine direkt aus dem bakteriellen Zytosol über die äußere Membran ohne 
periplasmatisches Intermediat sekretiert. Substrate dieses Systems weisen keine 
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abspaltbare N-terminale Signalsequenz auf, dafür enthalten sie ein etwa 60 Aminosäure-
langes C-terminales Sekretionssignal, welches während der Sekretion nicht abgespalten 
wird (Binet et al. 1997). Das Typ-II-Sekretionssystem ist verantwortlich für die Sekretion 
extrazellulärer Enzyme und Toxine durch eine Vielzahl Gram-negativer Bakterien 
(Pugsley et al. 1997; Russel 1998; Stathopoulos et al. 2000). Auch als Sekreton-
abhängiger Weg bekannt, vollzieht sich dieses Sekretionsystem in einem 
Zweistufenprozess. Zu sekretierende Proteine werden als Sec-Substrate über die innere 
Membran unter Abspaltung der N-terminalen Signalsequenz und nachfolgender 
Proteinfaltung in das Periplasma transferriert. Anschließend erfolgt nach einer 
möglicherweise extrem kurzen Zeitdauer der Transport vom Periplasma in das 
extrazelluläre Medium durch ein in der äußeren Membran lokalisiertes Sekretin (Voulhoux 
et al. 2001; Desvaux et al. 2004; Filloux 2004; Rossier and Cianciotto 2005). Zu den 
wahrscheinlich einfachsten Proteinsekretionsmechanismen zählen die unter dem Typ-V-
Sekretionssystem zusammengefassten Systeme, mit denen Proteine entweder durch ein 
Autotransportersystem (Va), einem Zweikomponentensekretionsweg (Vb) oder durch ein 
kürzlich beschriebenes Vc-System sekretiert werden (Desvaux et al. 2003; Desvaux et al. 
2004).  

Im Gegensatz zur indirekten Sekretionsstrategie repräsentiert die kontaktabhängige 
Translokation von Virulenzfaktoren bzw. Effektorproteinen vom Bakterium in den Wirt 
einen weiteren Mechanismus. Lösliche Proteine werden ohne extrazelluläres Intermediat 
durch beide bakterielle Membranen sowie die eukaryotische Wirtsmembran transportiert 
(Rosqvist et al. 1994). Die kontaktabhängige Translokation von Effektorproteinen wird 
durch zwei verschiedene Sekretionssysteme, das Typ-III-Sekretionssystem und das Typ-
IV-Sekretionsystem, vermittelt (Cascales and Christie 2003; Ghosh 2004). Das Typ-III-
Sekretionssystem teilt mit dem Flagellumsekretionssystem einen gemeinsamen Ursprung, 
da das Zusammenfügen des Nadelkomplexes analog der geordneten Sekretion und des 
Aufbaus des Flagellenfilaments verläuft (Kubori et al. 2000; Macnab 2003; Blocker et al. 
2003). Es wird angenommen, daß mittels Porenbildung eines auf der distalen Spitze der 
Nadelstruktur befindlichen Translokatorkomplexes die Wirtszellmembran durchdrungen 
wird (Blocker et al. 1999; Mueller et al. 2005). Das Translokon humanpathogener Yersinia 
spp. beispielsweise wird von einem Komplex bestehend aus YopB, YopD und LrcV 
gebildet (Sarker et al. 1998, Cornelis 2006). Dabei bewirkt der enge Kontakt des Typ-III-
Sekretionsystems mit der Wirtszelle ein Umschalten von der Sekretion von 
Strukturkomponenten zur Translokation von Effektorproteinen (Pettersson et al. 1996; 
Cornelis 2006). Der Transport dieser Effektorproteine resultiert in der biochemischen 
Veränderung von Wirtszellprozessen mit dem Ziel, die bakteriellen Überlebens- und 
Vermehrungsbedingungen zu fördern. Neben dem Transport von Effektormolekülen in 
eukaryotische Zielzellen wird das Typ-IV-Sekretionssystem auch für den Austausch von 
genetischem Material in Form des Konjugationssystems genutzt (Bundock et al. 1995; 
Bates et al. 1998; Zhu et al. 2000; Waters 2001; Lawley et al. 2003; Cascales and Christie 
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2003) Mit dem Typ-III-Sekretionssystem tierischer und pflanzlicher Pathogene wird sich 
im Folgenden ausführlich auseinandergesetzt.  

 
1.2.1 Typ-III-Sekretionssystem 
 

Mit Hilfe des Typ-III-Sekretionssystems injizieren an der Wirtszelloberfläche 
anhaftende oder sich innerhalb von Vakuolen im Inneren des Wirtes befindliche Gram-
negative bakterielle Pathogene Effektorproteine in das Wirtszytosol ausschließlich zu dem 
Zweck, durch Untergrabung der Wirtsabwehr die inter- oder intrazellulären Bedingungen 
im Hinblick auf Wachstum und Vermehrung des Pathogens zu optimieren (Rosqvist et al. 
1994; Sory and Cornelis 1994; Cornelis and Wolf-Watz 1997; Hueck 1998; Galan 1999; 
Cornelis and van Gijsegem 2000; He et al. 2004; Troisfontaines and Cornelis 2005; Grant 
et al. 2006). Der Typ-III-Sekretionsapparat oder „Injektisom“ besteht aus zwei die beiden 
bakteriellen Membranen überspannenden und durch einen Stab miteinander verbundenen 
Ringpaaren und einer außerhalb des Bakteriums hervorstehenden Nadelstruktur (siehe 
Abbildung 1.2; Kubori et al. 1998; Kimbrough and Miller 2000; Blocker et al. 2001; He et 
al. 2004). Die Länge der Nadel ist genetisch kontrolliert (Journet et al. 2003) und der 
Länge der sich auf der bakteriellen und Wirtszelloberfläche befindlichen Makromoleküle 
angepasst (Mota et al. 2005). Für den Injektionsprozess sind porenbildende 
Translokatorproteine notwendig, jedoch ist nicht geklärt, ob diese Translokatoren bereits 
vor dem Kontakt mit der Zielmembran an der Nadelspitze vorhanden sind (Håkansson et 
al. 1996; Tardy et al. 1999; Blocker et al. 1999; De Geyter et al. 2000; Rossier et al. 2000; 
Ide et al. 2001; Büttner and Bonas 2002; Büttner et al. 2002). Somit scheint die 
Primärfunktion der Nadelstruktur nicht im Durchbohren der Zielmembran zu liegen, 
sondern eher in einer Kontaktaufnahme zu jenen Membranen (Mota et al. 2005).  
 Normalerweise ist das Injektisom auf einem einzelnen Gencluster einer mobilen 
genetischen Einheit, sei es Plasmid oder ein sogenanntes „pathogenicity island“ (Hacker 
and Kaper 1999), kodiert, welches im Genom verwandter nichtpathogener Bakterien fehlt. 
Kürzlich durchgeführte Sequenzierungen ergaben ein generelles Vorkommen des Typ-III-
Sekretionssystems in Proteobakterien und Chlamydiae-Spezies (Pallen et al. 2005). Wie 
bereits erwähnt, weist das Injektisom einen mit dem bakteriellen Flagellum gemeinsamen 
evolutionären Ursprung auf (Cornelis 2006). Das wird besonders deutlich, wenn man sich 
die Basalkörper und beteiligte Proteine beider Systeme näher anschaut. Darüberhinaus 
zeugen spezifische Chaperone (Wattiau and Cornelis 1993; Auvray et al. 2001; Feldman 
and Cornelis 2003; Parsot et al. 2003; Ramamurthi and Schneewind 2003) und für die 
Regulation der Größe der extrazellulären Fortsätze zuständige Systeme (Minamino and 
Pugsley 2005) von funktionellen Ähnlichkeiten. Das für die Bewegung des Bakteriums 
verantwortliche Flagellum stellt eigentlich einen Sekretionsapparat dar, der, analog zum 
Export von Nadeluntereinheiten des Typ-III-Sekretionssystems, Filamentuntereinheiten 
exportiert (Young and Young 2002; Konkel et al. 2004; Lee and Galan 2004). 
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Abb.1.2: Schematische Darstellung (nicht maßstabsgetreu) des Typ-III-Sekretionssystems am 

Beispiel tierischer (Salmonella, E. coli) und phytopathogener (Pseudomonas syringae) Bakterien (He et al. 
2004).  

 
1.2.1.1 Typ-III-Sekretionssystem tierischer Pathogene 
 Mit einem Typ-III-Sekretionssystem ausgestattete tierische Pathogene translozieren 
im Allgemeinen zwischen sechs bis mehr als 20 verschiedene Effektoren in die Wirtszelle, 
wo sie durch ihre intrinsische biochemische Aktivität die regulierende Funktion 
entscheidender Wirtsmoleküle verändern. Zu diesen Zielmolekülen zählen neben kleinen 
GTP-bindenden Proteinen und MAP-Kinasen auch Phosphoinositide (Mota and Cornelis 
2005, Cornelis 2006). Beispielsweise fungiert der Typ-III-Effektor SopE aus Salmonella 
als ein Guaninnukleotidaustauschfaktor und aktiviert die kleinen GTP-bindenden Proteine 
Cdc42 und Rac1, die wiederum die Aktinpolymerisation und den Umbau des Zytoskeletts 
regulieren (Hardt et al. 1998). Resultierend daraus werden Salmonellen durch 
normalerweise nichtphagozytierende Zellen in Vakuolen aufgenommen, in welcher sich 
die Bakterien vermehren. Im Gegensatz dazu wird die Phagozytose von Yersinia durch 
Makrophagen verhindert, wenn Isoprenylgruppen von Rho-GTPasen abgespaltet werden, 
wodurch diese GTPasen sich von ihrer Plasmamembranlokalisation lösen. Diese 
Isoprenylabspaltung wird durch den als Cysteinprotease fungierenden Yersinia Typ-III-
Effektor YopT katalysiert (Ruckdeschel et al. 2001; Shao et al. 2002).  
 Durch phylogenetische Untersuchungen konnten sieben verschiedene 
Injektisomfamilien identifiziert werden (Gophna et al. 2003; Pallen et al. 2005; 
Troisfontaines and Cornelis 2005), wobei drei von ihnen in tierischen Pathogenen wie 
Yersinia spp., Shigella flexneri, Salmonella typhimurium oder Escherichia coli 
vorkommen. Während für den Aufbau des Injektisoms etwa 25 Proteine notwendig sind, 
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besteht der Kern des Systems aus höchstens neun Proteinen, deren Sequenz 
hochkonserviert ist (Cornelis 2006). Eines dieser konservierten und für das Injektisom 
essentiellen Proteine, die ATPase YscN, speist den Exportprozess mit Energie und ist auch 
für das Abtrennen der zytoplasmatischen Chaperone von den Typ-III-Sekretionssubstraten 
verantwortlich (Woestyn et al. 1994; Akeda and Galan 2005). Die Injektisomnadel, eine 
ungefähr 60 nm lange gerade Röhre mit einem Innendurchmesser von etwa 25 Å, stellt 
eine helikale Polymerisation von 100 – 150 Molekülen der YscF-Familie dar (Kubori et al. 
2000; Hoiczyk and Blobel 2001). Ein aktives Injektisom endet nach dem Kontakt mit der 
Zielzelle mit einer in deren Plasmamembran insertierten Pore (Håkansson et al. 1996; Neyt 
and Cornelis 1999; Blocker et al. 1999, Goure et al. 2005), deren Proteine, sogenannte 
Translokatoren, ebenfalls Typ-III-sekretierte Substrate sind (Rosqvist et al. 1994; Sory and 
Cornelis 1994; Boland et al. 1996; Pettersson et al. 1999; Blocker et al. 1999). Generell 
gibt es in jedem Typ-III-Sekretionssystem drei Translokatoren, von denen jeweils zwei von 
ihnen hydrophobe Domänen (YopB und YopD in Yersinia spp., IpaB und IpaC in Shigella 
spp., SipB und SipC in Salmonella spp., PopB und PopD in Pseudomonas spp.) aufweisen 
und der dritte ein eher hydrophiles Protein darstellt (LcrV in Yersinia spp., IpaD in 
Shigella spp., SipD in Salmonella spp., PcrV in Pseudomonas spp.). In einer Vielzahl von 
experimentellen Ansätzen konnte nicht nur eine Interaktion der drei Proteine 
untereinander, sondern auch die Interaktion der hydrophoben Translokatoren mit 
synthetischen Membranen sowie eine bei bestimmten Bedingungen stattfindende 
Porenbildung gezeigt werden (Menard et al. 1994; Sarker et al. 1998; Cornelis 2002; 
Hume et al. 2003; Schoehn et al. 2003; Mueller et al. 2005; Mota and Cornelis 2005; 
Goure et al. 2005; Faudry et al. 2006; Harrington et al. 2006). Eine in Erythrocyten durch 
Bakterien vermittelte Porenbildung war allerdings vom Vorhandensein aller drei 
Translokatorproteine notwendig (Rosqvist et al. 1994; Sory and Cornelis 1994; Boland et 
al. 1996; Pettersson et al. 1999; Fields et al. 1999; Marenne et al. 2003). Momentan geht 
man davon aus, daß LcrV eine Mikrostruktur auf der Spitze der Injektisomnadel bildet, 
welche als Gerüst die Porenbildung durch YopB und YopD erleichtert (Mueller et al. 
2005). Die Tatsache, daß der Translokator oder gar Effektorproteine nicht vor dem Kontakt 
mit der Zielzelle an der Nadelspitze sekretiert werden, stützt die Ansicht eines ähnlich dem 
Flagellum stattfindenen sequentiellen Aufbaus des Injektisoms (Cornelis 2006).  
 
1.2.1.2 Typ-III-Sekretionssystem pflanzlicher Pathogene am Beispiel von Pseudomonas 
 syringae 
 Wenn Pseudomonas syringae-Bakterien über Wunden oder Stomata den Weg in die 
Pflanze finden, ist die Kolonisierung der Interzellularen sowie der eigentliche 
Lebenszyklus wie der vieler Gram-negativer phytopathogener Bakterien abhängig vom 
Typ-III-Effektortransport in das Wirtszytosol. Das Typ-III-Sekretionssystem pflanzlicher 
Pathogene besteht aus einer nadelähnlichen Struktur, die analog zu dem System tierischer 
Pathogene in der inneren und äußeren bakteriellen Membran durch Ringstrukturen 
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verankert ist und ein als Hrp-Pilus bezeichnetes herausragendes Filament enthält (siehe 
Abbildung 1.2; Roine et al. 1997a; Van Gijsegem et al. 2000; Weber et al. 2005). Dieser 
Hrp-Pilus dient der Translokation von Effektorproteinen in das Wirtszytosol, wie 
beispielsweise Immunogoldmarkierungsversuche gezeigt haben (Jin and He 2001; Li et al. 
2002). Im Gegensatz zum Nadelfilament tierischer Pathogene zeigt sich der Pilus als 
flexible Struktur von mehreren Mikrometern Länge und einem geringeren Durchmesser 
von etwa 6 - 8 nm. Diese Variation ist für die Penetration der polysaccharidreichen 
Wirtszellwand notwendig (Roine et al. 1997a; Roine et al. 1997b; Van Gijsegem et al. 
2000; Jin et al. 2001; Büttner and Bonas 2002; Van Gijsegem et al. 2002; Cornelis 2006; 
Grant et al. 2006).  

Das Typ-III-Sekretionssystem ist innerhalb eines in mehreren Operons 
angeordneten Clusters von etwa 20 hrp/hrc-Genen entweder auf dem Bakterienchromosom 
oder einem extrachromosomalen Plasmid kodiert (siehe Abbildung 1.3; Arnold et al. 2003, 
Guttman et al. 2006). Die hrp-Gen-Bezeichnung („Hypersensitive response [HR] and 
pathogenicity“) geht auf Mutanten zurück, welche keine Virulenz aufwiesen und ebenso 
die Fähigkeit einbüßten, eine HR zu elicitieren (Lam et al. 2001). Zwischen 
phytopathogenen Bakterien hochkonservierte hrc-Gene („HR and conserved“) kodieren für 
strukturelle Elemente des Typ-III-Sekretionssystems. Auf beiden Seiten ist dieses 
Gencluster flankiert von einem CEL („conserved effector locus“) und einem EEL 
(„exchangeable effector locus“). Diese beiden Regionen enthalten eine Reihe von Typ-III-
Effektorgenen und andere virulenzzugehörige Gene. Das zentrale Cluster, der CEL und der 
EEL zeigen zusammen mit angrenzenden tRNA-Genen einen charakteristischen G+C-
Gehalt und somit Merkmale eines „pathogenicity islands“ (Alfano et al. 2000; Büttner and 
Bonas 2002; Arnold et al. 2003). Darüberhinaus sind zusätzliche Typ-III-Effektorgene mit 
oft angrenzenden Chaperone-Genen über das gesamte Chromosom oder Plasmid in 
Clustern oder einzeln verstreut (Jackson et al. 2000; Arnold et al. 2001; Rohmer et al. 
2003; Arnold et al. 2003; Chang et al. 2005). Die Expression der Gene des Typ-III-
Sekretionssystems ist koordinativ von vielen Wirts- und Umweltfaktoren reguliert (Arlat et 
al. 1992; Rahme et al. 1992; Schulte and Bonas 1992; Wei et al. 1992; Xiao et al. 1992). 
Auf den Kontakt mit der Wirtszelle folgend, aber auch in hrp-induzierenden Bedingungen 
(Nährstoffmangelmedien; Xiao et al. 1994; Chatterjee et al. 2002; Merighi et al. 2003) 
erfolgt die Induktion von HrpL, einem alternativen Sigmafaktor der ECF-Familie (Xiao et 
al. 1994; Wei and Beer 1995; Frederick et al. 2001). HrpL-Proteine phytopathogener 
Bakterien sind in ihrer Primärsequenz hochkonserviert und erkennen eine in den 
Promotoren des hrp-Operons und der Typ-III-Effektoren vorhandene, als sogenannte „hrp-
Box“ bezeichnete Konsensussequenz (Wei and Beer 1995; Frederick et al. 2001; Fouts et 
al. 2002). Die hrpL-Induktion ist von den positiven Transkriptionsregulatoren hrpR und 
hrpS abhängig (Hutcheson et al. 2001). Nachdem HrpL an die Hrp-Boxen gebunden hat, 
erfolgt die Synthese der hrp/hrc-Gen-kodierten Produkte und der Aufbau des Typ-III-
Sekretionssystems. Die strukturelle Untereinheit des flexiblen Hrp-Pilus in Pseudomonas 
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syringae ist das HrpA1-Protein (Roine et al. 1997a; Roine et al. 1997b; Taira et al. 1999; 
Brown et al. 2001). Das hrpA1-Gen ist notwendig, um die mit dem Typ-III-
Sekretionssystem in Verbindung gebrachten bakteriell verursachten Wirtsreaktionen wie 
Krankheit in suszeptiblen Pflanzen und Immunreaktionen in resistenten Pflanzen 
auszulösen (Roine et al. 1997a, Jin and He 2001).  

 
 
 
 
Abb.1.3: Genomische Anordnung des aus Pseudomonas syringae stammenden Typ-III-

Sekretionssystem-kodierenden hrp-Genclusters. Die Namen der Gene sind im oberen Bereich zu sehen, 
während die verschiedenen Genomregionen unten zu finden sind. Gene des hrpZ-Operons sind schwarz 
hervorgehoben. Genprodukte der schwarzen und grauen Kästchen sind vermutlich an der inneren bzw. 
äußeren bakteriellen Membran lokalisiert. Das HrcJ-Protein (gestreiftes Kästchen) scheint mit beiden 
Membranen assoziiert zu sein. EEL, exchangeable effector locus; CEL, conserved effector locus (Alfano et 
al. 2000; Effektornomenklatur aktualisiert nach Lindeberg et al. 2006) 

 
Neben Typ-III-Effektoren werden zusätzlich Typ-III-Helferproteine und Harpine 

(Alfano and Collmer 2004) in das extrazelluläre Medium sekretiert, um einen korrekten 
Zusammenschluß der Pilus- und Translokationsstruktur zu gewährleisten. HrpW1, 
HopAK1 und HopAJ1 sind sekretierte, aber anscheinend nicht in das Wirtszytosol 
translozierte Proteine (Chang et al. 2005), von denen HrpW1 und HopAK1 
Pektatlyasedomänen und HopAJ1 Homologie zu Transglykosylasen aufweisen und 
darüberhinaus eine weitere HrpW1-Domäne unabhängig den Zelltod in Tabak auslösen 
kann (Charkowski et al. 1998; Guttman et al. 2002). Solche Helferproteine erleichtern 
möglicherweise durch den lokalen Abbau der Wirtszellwand an der Pilusspitze den Zugang 
zur Plasmamembran (Grant et al. 2006).  

Über das Typ-III-Sekretionssystem in das Wirtszytosol eingeführte Effektoren 
scheinen PAMP-induzierte Immunantworten des Wirtes entweder zu blockieren oder 
zumindest Teile von ihnen zu unterdrücken. So verhindern die Effektoren AvrPto1 auf 
Salizylsäure-unabhängige Weise, AvrE1 und HopM1 Salizylsäure-abhängig die 
Kallosepapillenbildung (Hauck et al. 2003; DebRoy et al. 2004). Außerdem blockieren 
AvrPto1 und AvrB die durch mikrobielle Effektoren ausgelöste frühe 
Abwehrgentranskription sowie MAP-Kinaseaktivierung (He et al. 2006). Einige Typ-III-
Effektoren beeinträchtigen die durch Resistenzproteine vermittelte ETI, wie beispielsweise 
HopAB1 (Jackson et al. 1999), HopF2 und AvrB2 (Grant et al. 2006). Es konnte gezeigt 
werden, daß die verzögerte Ausbildung der HR in Nicotiana benthamina durch HopAO1 
von einer aktiven Tyrosinphosphatase im C-terminalen Bereich des Effektors abhängt 
(Espinosa et al. 2003; Bretz et al. 2003). Solche für die Virulenz notwendigen 
enzymatischen Funktionen konnten bisher für einige wenige Effektoren identifiziert 
werden. So weist beispielsweise HopAR1 Papain-ähnliche Cysteinproteasefähigkeiten auf 
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(Shao et al. 2002; Zhu et al. 2004). HopAR1 spaltet in Arabidopsis spezifisch PBS1, eine 
Serin/Threonin-Kinase, deren Funktion aber weitestgehend unbekannt ist (Swiderski and 
Innes 2001; Shao et al. 2003). Außerdem konnte kürzlich gezeigt werden, daß die 
Unterdrückung der pflanzlichen Immunantwort durch den Typ-III-Effektor HopU1 auf 
dessen intrinsischer mono-ADP-Ribosyltransferaseaktivität beruht (Fu et al. 2007). Das 
von diesem Effektorenzym modifizierte Zielprotein in Arabidopsis ist sehr wahrscheinlich 
an der Stabilisierung oder Prozessierung von immuninduzierter mRNA beteiligt, 
weswegen eine Beeinträchtigung seiner Funktion zu reduzierten Immunantworten führt. 
 
1.2.2 Das Effektorprotein HrpZ1 phytopathogener Pseudomonas syringae-Spezies 
 

Eines der ersten experimentell identifizierten Exportsubstrate des Typ-III-
Sekretionssystems phytopathogener Pseudomonas syringae-Bakterien war das hrpZ1-
Genprodukt, auch Harpin genannt (He et al. 1993; Preston et al. 1995). Das hrpZ1-Gen ist 
im hrp-Operon lokalisiert und kodiert für ein hitzestabiles, glycinreiches und cysteinfreies 
Protein, das in der Lage ist, pflanzliche Immunreaktionen zu stimulieren. So führt die 
Infiltration von hohen HrpZ1-Konzentrationen in einigen Pflanzen wie Tabak zur 
Auslösung der HR (He et al. 1993; Preston et al. 1995; Alfano et al. 1996; Lindgren 1997). 
Neben der Elicitierung von einigen weiteren pflanzlichen Abwehrreaktionen wie z.B. 
schnell einsetzenden Ionenflüssen, Depolarisation der Plasmamembran, Bildung von 
reaktiven Sauerstoffspezies und Aktivierung von MAP-Kinasekaskaden (Baker et al. 1993; 
He et al. 1994; Desikan et al. 1996; Desikan et al. 2001), trägt Harpin auch zur 
Aktivierung der Abwehrgenexpression und der systemischen Resistenz bei (Desikan et al. 
1998; Dong et al. 1999; Galan and Collmer 1999; Li et al. 2005). In 
Tabakplasmamembranen konnte eine HrpZ1-Bindungsstelle identifiziert werden, die 
möglicherweise jene Immunreaktionen vermittelt (Lee et al. 2001a). Hinsichtlich der 
Perzeption durch einen Rezeptor könnte dabei eine Proteinbindungsstelle im zentralen 
Bereich der HrpZ1-Primärsequenz (Li et al. 2005) eine Rolle spielen. Die Identifizierung 
des putativen Rezeptors ist jedoch aufgrund der Fähigkeit des Proteins zur 
Membranintegration schwierig. 

Den immunostimulatorischen Eigenschaften des HrpZ1-Effektorproteins steht die 
eigentliche Virulenzfunktion gegenüber. Es ist bekannt, daß unter Bedingungen, die dem 
pflanzlichen Apoplasten ähneln, HrpZ1 neben einer Vielzahl anderer Proteine durch 
Pseudomonas syringae sekretiert wird (Roine et al. 1997a). Ferner konnte in 
verschiedenen Experimenten gezeigt werden, daß die Sekretion von Harpin durch den Hrp-
Pilus erfolgt, das Protein innerhalb der pflanzlichen Zellwandregion zu finden ist und 
desweiteren eine Tendenz zur Pilusinteraktion aufweist (Hoyos et al. 1996; Brown et al. 
2001). Jedoch bleibt die Rolle dieses Proteins im gesamten Infektionsprozess bis heute 
weitgehend ungeklärt. So weisen hrpZ1-defiziente Pseudomonas spp. keine 
Beeinträchtigung der Virulenz auf (Alfano et al. 1996), da möglicherweise Proteine 
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redundanter Funktion diesen Verlust komplementieren. Die anscheinend für den 
Lebenszyklus nichtessentielle Virulenzfunktion verbunden mit der infektionsinduzierten 
Synthese unterscheidet HrpZ1 und andere Harpine von klassischen PAMPs (siehe 1.1.1). 

In planta-Expressionsexperimente belegen eine extrazelluläre HrpZ1-Funktion, da 
Harpin ausschließlich nach Sekretion in den Apoplasten eine HR induziert, nicht aber 
wenn das Protein im pflanzlichen Zytoplasma akkumuliert (Tampakaki and Panopoulos 
2000). Ferner ist HrpZ1 in der Lage ionenleitende Poren zu bilden (Lee et al. 2001b; 
Racape et al. 2005), was durch elektrophysiologische Untersuchungen mit planaren 
Lipiddoppelschichten bzw. mittels synthetischer Liposomen gezeigt werden konnte. Von 
daher scheint HrpZ1 nach der Sekretion in den Apoplasten die Virulenzfunktion 
möglicherweise in der Wirtsplasmamembran wahrzunehmen. Eine Fähigkeit zur 
Oligomerisierung bis zur Oktamergröße (Chen et al. 1998) läßt vermuten, daß HrpZ1 als 
membranassoziierter Typ-III-Helferproteinkomplex fungiert. Kürzlich erhaltene Resultate 
lassen vermuten, daß HrpZ1 zusammen mit HrpW1, HopAK1 und HrpK1 an der 
Translokation von Typ-III-Effektoren in das Wirtszytosol beteiligt sind (Kvitko and 
Collmer, pers. Mitteilung). Solch ein aus mehreren Proteinen aufgebauter 
Translokationskomplex ist aus Typ-III-Sekretionssystemen tierischer Pathogene bereits 
bekannt (Cornelis 2006). Ein Teil der HrpZ1-Sequenz ließ Ähnlichkeiten mit 
Strukturdomänen des am Translokationskomplex beteiligten Effektorproteins YopB aus 
humanpathogenen Yersinia spp. erkennen. Obwohl Yersinia-exprimiertes HrpZ1 durch 
deren Typ-III-Sekretionssystem korrekt sekretiert wird, konnte eine funktionelle 
Komplementierung eines yopB-defizienten Stammes nicht nachgewiesen werden (Lee et 
al. 2001b). Die vor kurzem erhaltenen Resultate, daß HrpJ-defiziente Bakterien in der 
HrpZ1-Sekretion sowie der Effektortranslokation in die Wirtszelle beeinträchtigt sind, aber 
nicht in der Effektorsekretion, stützt die Vermutung einer Beteiligung von HrpZ1 an der 
Effektortranslokation während der Infektion (Fu et al. 2006). 

Unter Verwendung von verschiedenen HrpZ1-Deletionen und HrpZ1-
Insertionsmutanten konnte belegt werden, daß die immunostimulatorische Eigenschaft des 
Proteins nicht auf seiner intrinsch vorhandenen Fähigkeit der Ionenporenbildung beruht 
(Engelhardt, Diplomarbeit 2003). Für beide Vorgänge werden unterschiedliche Regionen 
innerhalb des HrpZ1-Proteins benötigt. So ziehen umfangreichere Veränderungen der 
Proteinstruktur einen kompletten Verlust der porenbildenden Eigenschaften nach sich, 
während solche poreninaktiven Fragmente mit intaktem C-terminalen Bereich immer noch 
zur Induktion pflanzlicher Immunabwehr befähigt sind (Lee et al. 2001a; Engelhardt, 
Diplomarbeit 2003). 
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1.3 Ziele der Arbeit 
 
 In der vorliegenden Arbeit sollte eine umfassende funktionelle sowie molekulare 
Charakterisierung des Typ-III-sekretierten Effektorproteins HrpZ1 aus Pseudomonas 
syringae pv. phaseolicola erfolgen.  
 Aufbauend auf ähnlichen in Tabak durchgeführten Arbeiten sollte dabei die 
immunostimulatorische Aktivität des HrpZ1Psph-Effektorproteins in den als Testsystem 
dienenden Petersiliezellkulturen untersucht werden (Hahlbrock et al. 1995).  

Weiterführende Untersuchungen, u.a. durch  Interaktionsstudien mit verschiedenen 
Membransystemen, sind notwendig, um die bisherigen Kenntnisse über die als 
Virulenzfunktion vermutete Ionenporenbildungsfähigkeit des HrpZ1Psph-Effektors zu 
vertiefen.  

Porenbildende bakterielle Toxine (Parker and Feil 2005), aber auch 
Translokationsproteine tierischer bakterieller Pathogene (Schoehn et al. 2003; Ryndak et 
al. 2005; Cornelis 2006) weisen eine für die Porenbildung notwendige Oligomerisierung 
auf. Eine vertiefende Charakterisierung  der Homo- bzw. Heterooligomerisierungsfähigkeit 
sowie die Entschlüsselung der Struktur des HrpZ1Psph-Proteins würde wesentlich zum 
Verständnis der Virulenzfunktion des Proteins beitragen. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Chemikalien, Enzyme, Bioreagenzien und Verbrauchsmaterialien 
 
 Die Laborchemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad und wurden, wenn 
nicht anderweitig aufgeführt, von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Merck 
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Duchefa (Haarlem, Niederlande), Pierce (Rockford, 
Großbritannien), Molecular Probes (Leiden, Niederlande), Qiagen (Hilden), Invitrogen 
(Karlsruhe), Formedium (Norwich, Großbritannien), Oxoid (Basingstoke, Hampshire, 
Großbritannien), Fluka (Buchs, Schweiz) und BD (Sparks, USA) bezogen. Die Firma 
Schleicher und Schuell (Dassel) lieferte Rundfilter, Promega (Madison, USA) 
Geltrocknerfolie und die Firma Roth (Karlsruhe) Sterilfilter. Enzyme für 
molekularbiologische Arbeiten (Restriktionsenzyme, Pfu-DNA-Polymerase, T4-DNA-
Ligase) sowie Nukleotide wurden von den Firmen Fermentas (St. Leon-Rot) und NEB 
(Frankfurt/Main) bezogen. Die Firma Roche (Mannheim) lieferte die Restriktionsprotease 
Faktor Xa. Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen. 
Radiochemikalien, speziell Calcium-45, lieferte Amersham Biosciences 
(Buckinghamshire, Großbritannien). Antikörper lieferten die Firmen Sigma und Qiagen.  
 
 

2.2 Medien und Stammlösungen 
 

Zur Herstellung von Medien und Puffern wurde destilliertes, deionisiertes Wasser 
verwendet. Medien und Puffer wurden 20 min bei 121°C sterilisiert bzw. Lösungen, deren 
Bestandteile nicht hitzestabil waren, wurden sterilfiltriert. 

 
Medien (1 L), die prozentualen Anteile beziehen sich auf w/v: 

LB   1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl, (1,5% Agar für Platten) 
YPD 2% Bacto Proteose Pepton, 2% Glukose, 1% Hefeextrakt, (2% 

Oxoid-Agar für Platten, pH 6,0 – 6,3) 
Hefe-Dropout 0,67% Yeast Nitrogen Base, 2% Glucose, (2% Oxoid-Agar für 

Platten, pH 6,0 – 6,3) 
 für Leuzin/Tryptophan-Dropout: 1546 mg -Leu,-Trp Kaiser-dropout 

(Formedium)  
 für Leuzin/Tryptophan/Adenin-Dropout :1452 mg  -Ade,-His,-Leu,   

-Trp Kaiser-dropout, 76 mg L-Histidin (Formedium) 
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 Zur Selektion wurden die entsprechenden Antibiotika dem LB-Medium nach dem 
Autoklavieren und Abkühlen in folgenden Mengen zugegeben: Ampicillin (bei 
Flüssigkultur) und Carbenicillin (für Platten) je 100 µg/ml, Kanamycin 50 µg/ml, 
Tetracyclin 10 µg/ml. Für die Blau/Weiss-Selektion auf LB-Platten waren folgende 
Endkonzentrationen erforderlich: 0,5 mM IPTG, 40 µg/ml X-Gal, 100 µg/ml Carbenicillin. 
  

Folgende Stammlösungen wurden verwendet: 
Ampicillin  100 mg/ml in Wasser 
Carbenicillin  100 mg/ml in Wasser 
Kanamycin  50 mg/ml in Wasser 
Tetracyclin  10 mg/ml in Ethanol 
X-Gal   20 mg/ml in N’,N’-Dimethylformamid 
IPTG   1 M in Wasser 
BCIP   50 mg/ml in N’,N’-Dimethylformamid  
NBT   50 mg/ml in 70% N’,N’-Dimethylformamid 
PMSF   0,2 M in Ethanol 
DAF-2-DA  5 mM in DMSO 
 
 

2.3 Kultivierung und Behandlung von Petersiliezellkulturen 
 
2.3.1 Kultivierung 

Zellsuspensionskulturen von Petersilie (Petroselinum crispum L.), aus einer 
Kalluskultur stammend, wurden in modifiziertem Gamborg’s B5-Medium (Gamborg et al. 
1968) mit 171 mg/ml Calciumchlorid und 1 mg/ml 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsäure) 
im Dunkeln bei 26°C und 110 rpm geschüttelt. Nach 7 Tagen Kultivierungszeit  wurden    
9 ml Zellsuspension in 35 ml frisches HA-Medium (Hahlbrock 1975) überführt (Kombrink 
und Hahlbrock 1986). 

 
2.3.2 Elicitierung  

Die Zellen wurden 6 Tage nach dem Überimpfen in einem Büchnertrichter auf 
Filterpapier abgesaugt, mit frischem, auf 26°C temperierten HA-Medium gewaschen und 
in frisches HA-Medium zu einer Zelldichte von 10 g Zellen / 100 ml aufgenommen. Je      
2 ml der resuspendierten Zellen wurden in Petrischalen (Greiner, ∅ = 30 mm) überführt 
und unter kontinuierlichem Schütteln bei 110 rpm im Dunkeln für mindestens 30 min 
äquilibriert. Anschließend erfolgte die Zugabe der vorbereiteten Elicitorlösungen. Die 
Inkubation im Falle der Phytoalexinbestimmung erfolgte für 24 Stunden im Dunkeln bei 
26°C und 110 rpm. Zur Kontrolle der Elicitierung wurden die Petersiliezellen mit Pep13 
(Nürnberger et al. 1994) in einer Endkonzentration von 100 nM behandelt. Als Kontrolle 
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wurden Zellen mit einer Proteinpräparation aus E.coli elicitiert, welche den 
Expressionsvektor enthielten. 

 
2.3.3 Vitalitätsbestimmung der Petersiliezellen 

Die Doppelfärbung mit FDA (Fluoresceindiacetat) und PI (Propidiumiodid) (Huang 
et al. 1986) ermöglicht eine zuverlässige Aussage über die Vitalität von Zellen in 
Suspensionen. Grundlage dieser Methode ist die ausschließlich in lebenden Zellen 
stattfindende Umsetzung von FDA zu grün fluoreszierendem Fluorescein durch 
cytosolische Esterasen, während eine rote Fluoreszenz durch PI im Zellkern auf tote oder 
membrangeschädigte Zellen hinweist, da diese Substanz intakte Membranen nicht 
passieren kann.  

Zu 100 µl elicitierter Zellsuspension wurde 1 µl einer ethanolischen FDA-Lösung 
(5 mg/ml) und 10 µl einer wäßrigen PI-Lösung (5 mg/ml) gegeben. Nach einer Inkubation 
von 5 min konnte die Vitalität mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Nikon Eclipse 80; 
Badhoevedorp, Niederlande) bestimmt werden.  

 
2.3.4 Bestimmung des pH-Wertes von Kulturmedien 

Zur Bestimmung des pH-Wertes der Kulturmedien wurden jeweils 1 ml der 
elicitierten Petersiliezellsuspensionen nach den angegebenen Zeitpunkten abzentrifugiert 
(1 min bei 13000 rpm) und der pH-Wert der Zellüberstände wurde mit einer pH-
Mikroelektrode gemessen. 
 
2.3.5 Untersuchung des NO-Bursts in Petersiliezellen 
 Zur Bestimmung des NO-Bursts wurden je 50 µl elicitierte Petersiliezellen in ein 
Well einer 96er Mikrotiterplatte (Greiner) aliquotiert. Nach Zugabe von 20 µl 10 µM 
DAF-2-DA erfolgte die sofortige Aufnahme der Kinetik im Fluoreszenzplattenlesegerät 
(MWG Sirius HAT Injector, MWG Biotech, Ebersberg) mit dem Anregungsfilter      
485/20 nm und dem Emissionsfilter 528/20 nm für die ersten 4 Stunden. Dabei wurde der 
mittlere Anstieg der mit den einzelnen Messpunkten erhaltenen Kurven in jeder einzelnen 
Stunde ermittelt.  
 Die Bestimmung der in vivo-Akkumulation von NO erfolgt durch den 
Fluoreszenzfarbstoff DAF-2-DA (4,5-Diaminofluorescein-Diacetat), welcher von der Zelle 
aufgenommen wird und durch zytoplasmatische Esterasen zur farblosen Zwischenstufe 
DAF-2 hydrolysiert wird (siehe Abbildung 2.1). In Anwesenheit von NO wird DAF-2 in 
das fluoreszierende DAF-2T umgewandelt und kann im Fluoreszenzplattenlesegerät 
gemessen werden. Ein Vorteil dieser Methode ist die hohe Spezifität von DAF-2-DA für 
NO. 
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 Abb.2.1: Schema der NO-Detektion mittels DAF-2-DA. 

 
2.3.6 Bestimmung der Phytolaexinakkumulation in Kulturmedien 

Nach einer 24stündigen Elicitorbehandlung der Petersiliezellsuspensionen wurde 
die Aktivität der Elicitoren über die Akkumulation der sekretierten autofluoreszierenden 
Furanocoumarinphytoalexine im Kulturmedium bestimmt. Dazu wurden je 100 µl 
möglichst zellfreier Überstand in eine 96 well-Mikrotiterplatte (Greiner; geringe 
Eigenfluoreszenz) überführt und mit Hilfe eines Fluoreszenzplattenlesegerätes (MWG 
Sirius HAT Injector, MWG Biotech, Ebersberg) bei 440 nm nach Anregung mit Licht 
einer Wellenlänge von 360 nm detektiert. Die Hintergundwerte (nach Elicitierung mit 
Wasser bzw. Puffer) wurden von den Meßwerten abgezogen. 

 
2.3.7 Immunkomplex-MBP-Kinase-Tests 
 Im Zuge einer Kooperation wurden diese Experimente von Dr. Justin Lee (Institut 
für Pflanzenbiochmie, Halle/Saale) durchgeführt. Spezifische Antikörper gegen die MAP-
Kinasen PcMPK3 und PcMPK6 aus Petersilie wurden genutzt um die entsprechenden 
Proteine aus Extrakten elicitierter Petersiliezellen zu präzipitieren. MBP ("Myelin basic 
protein") als Substrat und 32P-ATP wurde den Kinasen beigefügt, welche an die auf 
Protein-A-Sepharose immobilisierten Antikörpern gebunden waren. Nach 30 min 
Inkubation bei 30°C wurde die Reaktion durch Zugabe von SDS-Ladepuffer gestoppt und 
mittels SDS-PAGE analysiert. Durch Phosphoimaging wurde die Aktivität der Kinasen 
beruhend auf den Einbau von 32P in MBP quantifiziert. 
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2.4 Molekularbiologische Methoden 
 

Standardmethoden, die im Folgenden nicht einzeln erwähnt sind, wurden wie in 
Sambrook and Russell 2001 durchgeführt. 

 
2.4.1 Bakterienstämme und Plasmide 

Für die molekularbiologischen Arbeiten wurden folgende Bakterienstämme (siehe 
Tabelle 2.1) und Vektoren (siehe Tabelle 2.2) genutzt: 

Bakterienstamm Merkmal Referenz/Herkunft 
Escherichia coli XL-1 Blue Tetr Stratagene 

Escherichia coli DH5α   Invitrogen 
Escherichia coli BL21 Star 

(DE3) 
pLysS, Camr Invitrogen 

Tab.2.1: verwendete Bakterienstämme 

 

Vektor           Merkmal Referenz/Herkunft 
pJC40 colE1ori, MCS, Ampr, T7-

Promoter, His10 
Clos et al. 1994 

pCR®2.1-TOPO lacZ, MCS, Ampr, Kanr, T7-
Promoter 

Invitrogen 

pBluescript II SK- MCS, Ampr Stratagene 
pGADT7 MCS, Ampr, GAL4-AD, 

HA-Tag, T7-Promoter 
Clontech Laboratories 

pGBKT7 MCS, Kanr, GAL4 DNA-
BD, Myc-Tag, T7-Promoter 

Clontech Laboratories 

Tab.2.2: verwendete Vektoren 

2.4.2 Präparation von Plasmid-DNA und Verdau mit Restriktionsenzymen 
Plasmid-DNA wurde aus Bakterien-Übernachtkulturen mit entsprechender 

Selektion entweder unter Verwendung von „QIAprep“-Säulen der Firma Qiagen (Hilden) 
nach Herstellerprotokollen oder der schnellen alkalischen Extraktion nach Birnboim and 
Doly (Birnboim and Doly 1979) präpariert.  

Die mittels Minipräparation gewonnene Plasmid-DNA wurde mit 
Restriktionsendonukleasen in einem Gesamtansatz von 15 µl in den vom Hersteller 
mitgelieferten Puffern gespalten. Dazu wurden pro µg DNA jeweils 5 Einheiten (5 U) 
Enzym zugesetzt und 1 h in der Regel bei 37°C inkubiert (bei Doppelverdaus entsprechend 
länger).  

 
2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Plasmid-DNA wurde nach Restriktionsspaltung und Mischen mit 0,2 Volumen 6 x 
Probenpuffer auf ein 1%iges horizontales Agarosegel (enthielt 0,5 µg/ml Ethidiumbromid) 
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 120 V 60 - 90 min in 1 x TAE-Puffer. Als 
Größenstandard dienten 2,5 µg des GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder-Markers von 
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Fermentas. Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele auf dem Transilluminator 
fotografiert.  

 
2.4.4  Isolierung von Fragmenten aus Agarosegelen 
 Die Isolierung und Reinigung der im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente 
erfolgte mit dem "QIAquick gel extraction kit" der Firma Qiagen nach Herstellerangaben, 
nachdem das gewünschte, mit Ethidiumbromid angefärbte Fragment auf dem 
Transilluminator ausgeschnitten worden war. Mit PCR-amplifizierten DNA-Fragmenten 
wurde analog verfahren. 
 
2.4.5  Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermöglicht die selektive Vervielfältigung von 
Nukleinsäure-Abschnitten einer definierten Länge und bekannter Teilsequenz mittels 
DNA-Polymerase. Oligonukleotide (Primer) bestimmen Anfang und Ende der zu 
amplifizierenden Sequenz.  
 Für DNA-Fragmente, die für eine Klonierung amplifiziert werden mussten, wurde 
Pfu-Polymerase verwendet, für alle anderen Reaktionen Taq-Polymerase. Die Fehlerrate 
bei Pfu-Polymerase ist aufgrund der „proof-reading-activity“ geringer als bei Taq-
Polymerase, und das PCR-Produkt erhält blunt ends, d.h. es hat keine Überhänge und kann 
in EcoRV-geschnittene Vektoren kloniert werden.  
 Mit Hilfe entsprechend kreierter Überhänge an der Primersequenz können dem 
PCR-Produkt Restriktionsenzym-Schnittstellen am Anfang und am Ende hinzugefügt 
werden. Die Oligonukleotidsequenzen sind im Anhang zusammengefasst. 
 
 Folgender Ansatz wurde pipettiert: 
 10 - 100 ng   DNA-Template (oder eine Kolonie) 
 je 1 µl     Oligonukleotid-Primer (10 µM) 
 2 µl    PCR-Puffer (10 x) 
  2 µl    dNTP-Stammlösung (2,5 mM) 
 2 - 10 U   Polymerase (Pfu/Taq) 
     H2O ad 20 µl 
  
 Nach einem anfänglichen Denaturierungsschritt ( 2 min bei 94°C) wurde die DNA 
mit 30 Zyklen bei folgenden Temperaturschritten amplifiziert: 
 Denaturierung  94°C  30 sec 
 Annealing  Tm  30 sec 
 Elongation  72°C  pro 1 kb 1 min (Taq) bzw. 2 min (Pfu) 
 Am Ende wurde die Polymerisation für weitere 10 min bei 72°C fortgesetzt und 
anschließend bei 12°C abgestoppt. 
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2.4.6  Klonierung von PCR-Produkten 
2.4.6.1 Dephosphorylierung 
 Zur Verhinderung der Selbstligation gespaltener Vektoren wurden diese direkt nach 
der Restriktionsspaltung mit „Antarctic Phosphatase“ der Firma NEB nach 
Herstellerangaben behandelt.  
 
2.4.6.2  Ligation 
 Bei einer Ligation werden DNA-Fragmente über eine enzymatische Reaktion 
miteinander verbunden. Bei einer blunt-end-Ligation in ein Plasmid besteht die 
Möglichkeit, dass das Insert sowohl in „Sense“- wie auch in „Antisense“-Richtung 
eingebaut wird. Der Einbau von DNA in „Antisense“-Richtung führt jedoch zur 
Transkription einer falschen mRNA und folglich zu einem falschen Protein. Um das Insert 
nur in „Sense“-Richtung in den Vektor zu ligieren, sollte es am Anfang und am Ende mit 
unterschiedlichen Enzymschnittstellen versehen werden; dies ermöglicht eine gerichtete 
Klonierung.  
 Zum Zwecke der Sequenzierung wurden die PCR-Produkte adenyliert, um sie 
anschließend in den EcoRV-geschnittenen pBluescript-Vektor zu ligieren, welcher durch 
die Taq-Polymerase thymidyliert worden war. Aufgrund der geringen Größe des 
pBluescript-Vektors eignete er sich sehr gut als Sequenzierungsvektor. Sollte das Insert bei 
korrekter Sequenz in einen anderen Vektor kloniert werden, so wurde es in einem 
Doppelverdau wieder aus dem Vektor ausgeschnitten und über ein präparatives Gel 
isoliert.  
 Folgender Ligationsansatz wurde pipettiert: 
 50 - 100 ng   dephosphorylierte Vektor-DNA 
 150 - 200 ng  Insert-DNA  
 2 µl   Ligase-Puffer (10 x) 
 2 µl    T4-Ligase 
 1 µl   ATP (10 mM) 
    H2O ad 20 µl 
    
 Die DNA-Moleküle hybridisieren über kompatible einzelsträngige Bereiche und 
werden durch die T4-DNA-Ligase kovalent verbunden. Diese Reaktion erfolgte über Nacht 
bei 12°C. Anschließend erfolgte bei 65°C für 10 min ein Abstoppen der Ligation. 
 
2.4.6.3 Herstellung kompetenter Zellen 
 Sofern nicht die in einem Kit (z.B. "TOPO TA Cloning®" Kit; Invitrogen) 
mitgelieferten kompetenten Zellen zur Transformation verwendet wurden, sind E. coli-
Zellen des Stamms XL-1 Blue und BL21 Star (DE3) mit Hilfe der Calciumchlorid-
Methode (Sambrook and Russell 2001) kompetent gemacht worden, aliquotiert (250 µl), 
sofort in flüssigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 



                                                                                    Material und Methoden 

 26 

2.4.6.4 Transformation kompetenter Bakterien 
 Zur Transformation von Bakterien wurden die aliquotierten kompetenten Zellen   
10 min auf Eis aufgetaut, 30 min mit der Plasmid-DNA auf Eis inkubiert (etwa 10 ng DNA 
auf 30 µl Zellen), 90 s im Wasserbad auf 42°C erhitzt und für weitere 5 min auf Eis 
inkubiert. Nach Zugabe von 500 µl auf Raumtemperatur vorgewärmtem LB-Medium 
wurde 1 h bei 37°C schüttelnd inkubiert und anschließend auf LB-Platten mit dem 
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Kultivierung erfolgte über Nacht bei 37°C. 
 
2.4.6.5 Blau/Weiss-Selektion mittels pBluescript-Vektor 
 Der pBluescript-Vektor enthält das LacZ-Gen, welches für das N-terminale α-
Fragment der β-Galaktosidase kodiert, aber alleine keine β-Galaktosidase-Aktivität besitzt. 
Die Blau/Weiss-Selektion beruht auf einer Unterbrechung jenes LacZ-Gens. Erst bei 
Zusammenbringen mit dem ebenfalls inaktiven C-terminalen ω-Fragment der 
Galaktosidase, das von dem transformierten Bakterienstamm kommt, wird die Aktivität der 
β-Galaktosidase hergestellt. Dies wird als α-Komplementierung bezeichnet; es wachsen 
blaue Kolonien bei Vorbehandlung der Platten mit IPTG und X-Gal. Ist das LacZ-Gen 
durch ein DNA-Insert unterbrochen, findet keine α-Komplementierung und keine 
Blaufärbung statt. Weisse Kolonien tragen somit ein Insert. 
 
2.4.6.6 Ansetzen von Glycerinkulturen 
 Von positiven Klonen wurden Dauerkulturen angelegt, indem 200 µl steriles        
80 %iges Glycerin mit 750 µl einer Bakterienkultur gemischt, sofort in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert wurde. 
 
2.4.7  Bakterielle Expression von HrpZ1Psph und HrpW1Psph  
 Zur bakteriellen Expression von HrpZ1Psph und HrpW1Psph wurde der Vektor pJC40 
(Histidin10-Fusion, Clos et al. 1994) verwendet. Die Expressionsprodukte ließen sich 
deshalb durch Affinitätschromatographie an Ni-NTA-Agarose (Qiagen) aufreinigen. 
 Eine Klonierung in den Expressionsvektor war für HrpZ1Psph aufgrund früherer 
Arbeiten nicht notwendig (Lee et al. 2001a). Mittels Kolonie-PCR auf Pseudomonas 
syringae pv. phaseolicola wurde der offene Leserahmen des HrpW1Psph-Gens zur 
Einführung geeigneter Spaltstellen (NdeI/HindIII) amplifiziert und in den Vektor 
pBluescript kloniert. Von weißen Kolonien wurde Plasmid-DNA isoliert und sequenziert. 
Das Fragment mit korrekter Sequenz wurde in pJC40 umkloniert. Die Suche nach 
positiven Kolonien erfolgte unter Einsatz genspezifischer Primer. Deren Plasmid-DNA 
wurde isoliert und einer Restriktionsanalyse unterzogen. Das Plasmid mit der korrekten 
Sequenz wurde in E.coli BL21 (Star) DE3 transformiert und Einzelkolonien zur 
Expression eingesetzt. 
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2.4.7.1 Präparative Expression 
 Übernachtkulturen der Bakterien wurden 50-fach in LB-Medium (100 µg/ml 
Ampicillin) verdünnt und unter Schütteln (180 rpm) bei 37°C bis zu einer OD600 von 0,6 
vermehrt (ca. 3 - 5 h). Zur Induktion der Proteinbiosynthese wurde IPTG in einer 
Endkonzentration von 1 mM zugesetzt. Anschließend wurde weitere 5 h bei 28°C unter 
geringerem Schütteln (150 rpm) inkubiert. Danach wurden die Bakterien durch 
Zentrifugation geerntet (30 min, 5000 rpm, 4°C) und entweder weiter bearbeitet oder bei    
-20°C über Nacht eingefroren. 
 
2.4.7.2 Vorreinigung von HrpZ1Psph (mit His10-Tag) und Aufreinigung von HrpZ1Psph  
 Bakterienpellets von 100 ml Kultur wurden in 10 ml Extraktionspuffer (50 mM Tris 
pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1mM PMSF frisch) resuspendiert. Durch Zugabe 
von Lysozym (0,1 µg/µl), mehreren Zyklen des Einfrierens in Stickstoff und Auftauens 
sowie einer Ultraschallbehandlung (4 x 10 s, zwischendurch auf Eis) wurden die Zellen 
lysiert. Bei einer anschließenden Inkubation der Proben für 15 min im Wasserbad bei 
100°C macht man sich die Hitzestabilität von HrpZ1Psph zunutze. Die Zelltrümmer und 
präzipitierte  Proteine werden in einem folgenden Zentrifugationsschritt (10 min bei   
14000 rpm) pelletiert. Den klaren Überstand unterwirft man einer 40 %igen 
Ammoniumsulfatfällung (langsame Zugabe) auf Eis. Nach weiteren 15 min Rühren auf Eis 
erfolgt eine Zentrifugation 10 min bei 14000 rpm. Das Pellet wird in 5 mM Tris pH 8,0 
aufgenommen und gegen den gleichen Puffer über Nacht bei 4°C dialysiert. Danach 
konnte im Falle des His10-Tag-fusionierten HrpZ1Psph die Aufreinigung mittels 
Affinitätschromatographie durchgeführt werden. Für Kontrollexperimente dient die 
analoge Proteinaufreinigung von E.coli BL21 (Star) DE3-Zellen, die mit dem 
Expressionsvektor pJC40 transformiert wurden. 
 
2.4.7.3. Affinitätsreinigung der Expressionsprodukte mittels Ni-NTA-Agarose 
 Die Bakterienpellets (100 ml Kultur) wurden in 10 ml Lysepuffer (50 mM KH2PO4, 
300 mM KCl, 10 mM Imidazol pH 8,0) resuspendiert. Durch Zugabe von PMSF 
(Endkonzentration 1mM) wurde proteolytischer Abbau verhindert. Die Lyse erfolgte durch 
Zugabe von Lysozym (Endkonzentration 0,1 µg/µl) sowie durch Ultraschallbehandlung        
(4 x 10 s, zwischendurch auf Eis). Anschließend wurden die Zellfragmente durch 
Zentrifugation (30 min bei 5000 rpm) abgetrennt. Die Überstände wurden über eine Ni-
NTA-Säule gegeben und unspezifisch gebundene Proteine durch 2 Waschschritte mit 
Waschpuffer (50 mM KH2PO4, 300 mM KCl, 20 mM Imidazol pH 8,0) entfernt. Eluiert 
wurde das Protein in 5 Schritten mit Elutionspuffer (50 mM KH2PO4, 300 mM KCl, 250 
mM Imidazol pH 8,0). Nach dem Strippen der Säule (Lysepuffer + 50 mM EDTA) und 
anschließendem Waschen mit Wasser konnte die NTA - Agarose erneut eingesetzt werden. 
Die Fraktionen mit dem höchsten Proteingehalt (siehe Abbildung 2.2) wurden vereinigt 
und über Nacht bei 4°C gegen 5 mM MES pH 5,5 dialysiert (ZelluTrans der Firma Roth, 
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MWCO 8 - 10 kDa). Nach der Entsalzung und der Bestimmung des Proteingehaltes 
konnten die Proteine für biologische Tests oder biochemische Analysen eingesetzt werden. 
 
 
 
 Abb..2.2: Affinitätsaufreinigung von HrpZ1Psph und HrpW1Psph mittels Ni-NTA-Agarose.  
 Dargestellt ist Lysat vor (1) und nach (2) Fluß über Ni-NTA-Säule, (3) und (4) zeigt Durchfluß nach 
Waschschritten und (5) -(9) die Elutionsfraktionen mittels eines Coomassie-gefärbten 10 %igen SDS-Gels.  
 

 Für die Kristallisation wurde HrpZ1Psph gegen 5 mM Tris pH 8,0 über Nacht 
dialysiert zwecks anschließender His10-Tag-Abspaltung durch Faktor Xa. 
 
2.4.7.4 Faktor Xa-Verdau 
 Da Tags die Gesamtstruktur eines Proteins beeinflussen und/oder die natürliche 
Faltung extrem beeinträchtigen können, musste der His10-Tag von HrpZ1Psph abgespalten 
werden. Das erfolgte mittels des "Restriction Protease Factor Xa Cleavage and Removal 
Kit I" der Firma Roche. Der Verdau erfolgte laut Herstellerangaben mit einem 
Konzentrationsverhältnis von HrpZ1Psph : Factor Xa mit 40 : 1 in 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 
0,1 M NaCl, 1 mM CaCl2 unter Schütteln bei 4°C über Nacht. Anschließend wurde die 
Biotin-gelabelte Protease mittels des mitgelieferten Streptavidin-Gels entfernt. 
Unverdautes HrpZ1Psph wurde unter Zuhilfenahme der Ni-NTA-Agarose von verdautem 
Protein getrennt (siehe 2.4.7.3). Das verdaute Protein konnte im Durchfluß aufgefangen 
werden und wurde anschließend gegen 5 mM Tris-HCl pH 8,0 über Nacht bei 4°C 
dialysiert. Mit dem entsalzten Protein konnten danach die Kristallisationsansätze 
vorbereitet werden (siehe Abbildung 2.3 Bahn 5). 
 
 
 
 
 
  Abb.2.3: Faktor Xa-vermittelte proteolytische Abspaltung des His10-Tags von HrpZ1Psph. 
Affinitätschromatographie-aufgereinigtes HrpZ1Psph (1) wurde mit Faktor Xa inkubiert. Nach 24 h Inkubation 
(2) erfolgte die Abtrennung der Protease durch Streptavidin-Gel (3). Der Durchfluß durch die Ni-NTA-Säule 
(4) erbrachte eine Abtrennung von unverdautem Protein. (5) zeigt dialysiertes verdautes Protein, welches zur 
Kristallisation eingesetzt werden konnte. Die Abbildung zeigt ein Coomassie-gefärbtes 10 %iges SDS-Gel. 
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2.5 Proteinanalytische Methoden 
 
2.5.1  Bestimmung der Proteinkonzentration 
 Die Proteinkonzentrationsbestimmungen erfolgten mit dem BCA-Proteinassay-
Reagenz der Firma Pierce, dem beiliegenden Protokoll folgend. Aufgrund des geringen 
Gehalts an aromatischen Resten im HrpZ1Psph-Protein war eine Nutzung des Bradford-
Assays nicht vorteilhaft. Der Proteingehalt wurde anhand einer mit BSA (0 - 20 µg) 
erstellten Eichkurve ermittelt. 
 
2.5.2  Chemische Quervernetzung 
 Mit Hilfe chemischer Crosslinker können nichtkovalente Oligomere in Lösung 
kovalent stabilisiert werden. Im Falle des homobifunktionellen, wasserlöslichen 
Crosslinkers BS3 (Bis(sulfosuccinimidyl)suberat, siehe Abbildung 2.4) können primäre 
Amine von Lysinseitenketten oder des N-Terminus stabile Amidbindungen mit dem N-
hydroxysulfosuccinimidester eingehen, wobei als Produkt N-hydroxysuccinimid entsteht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.2.4: Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS3) (www.piercenet.com) 
 

 Eine BS3-Stocklösung (50 mM) wurde vor jedem Experiment frisch hergestellt. In 
einem Gesamtreaktionsvolumen von 100 µl wurde eine Proteinkonzentration von       0,5 
µg/µl  sowie eine Crosslinkerkonzentration von 3 mM eingestellt. Die Reaktionszeit betrug 
nach einem kurzem Mischen 1 h bei Raumtemperatur. Anschließend wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 0,5 Volumen 2 x SDS-Probenpuffer abgestoppt (durch Zugabe eines 
Überschusses an primären Aminen) und nach dem SDS-PAGE-Protokoll (siehe 2.5.3) 
weiterverfahren. 
 
2.5.3  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 In Minigelapparaturen der Firma Biorad (München) wurden 8 - 12 %ige 
Polyacrylamidgele vorbereitet (siehe Tabelle 2.3), die nach Protokollen von Laemmli 
(Laemmli 1970) hergestellt wurden. Die präparierten Proteinextrakte wurden mit 0,5 
Volumen 2 x SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt. Nach 
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elektrophoretischer Auftrennung der Proteine bei 150 V wurden die Gele entweder gefärbt 
oder auf Nitrocellulose-Membranen (Sartorius, Göttingen) transferiert. 
 
 2 x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris-HCl pH 6,8 
     2 % Mercaptoethanol 
     4 % SDS 
     0,2 % Bromphenolblau 
     20 % Glycerin 
  
 Acrylamidgele: 

 8 % Trenngel 10 % Trenngel 12 % Trenngel 5 % Sammelgel
H2O 2,3 ml 1,9 ml 1,6 ml 0,68 ml 

30 % Acrylamidmix 1,3 ml 1,7 ml 2,0 ml 0,17 ml 
1,5 M Tris pH 8,8 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml  
1 M Tris pH 6,8    0,13 ml 

10 % SDS 50 µl 50 µl 50 µl 10 µl 
10 % APS 50 µl 50 µl 50 µl 10 µl 
TEMED 3 µl 2 µl 2 µl 1 µl 

 Tab.2.3: Mengenangabe von Bestandteilen, die für ein einzelnes Mini-SDS-PAGE-Gel (8,10 oder 
12 %ig) notwendig sind. 

 
 Elektrophoresepuffer (1 x): 25 mM Tris 
     250 mM Glycine pH 8,3 
     0,1 % SDS 
 
2.5.4  Detektion von Proteinen nach SDS-PAGE 
2.5.4.1 Silberfärbung 
 Zur Färbung der Proteinbanden mit Silbernitrat (Blum et al. 1987) wurden die 
Polyacrylamidgele für 30 min in Fixierer (50% Methanol, 12 % Essigsäure, 0,05 % 
Formaldehyd) inkubiert und anschließend für je 30 min in 50 %igem, 25 %igem und 
letztlich 10 %igem Ethanol neutralisiert. Es folgte eine einminütige Inkubation mit 0,02 % 
Natriumthiosulfat. Nach kurzem Waschen mit Wasser (3 x 20 s) wurde für 20 min mit 
Silbernitratlösung (2 mg/ml AgNO3, 0,1 % Formaldehyd) inkubiert. Nach erneutem 
Waschen mit Wasser wurde das Gel mit Entwickler (60 mg/ml Na2CO3, 0,05 % 
Formaldehyd) nach Bedarf gefärbt und die Farbreaktion wurde letztendlich durch 
Ansäuern mittels Zugabe von Fixierer beendet. 
 
2.5.4.2 Coomassiefärbung von Proteinen 
 Zur Färbung wurden die Polyacrylamidgele mit "Coomassie Blue R250"-Lösung 
(0,05 % Coomassie Brilliant Blue R250, 30 % Methanol, 10 % Essigsäure) für mindestens 
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30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert. Die Entfärbung erfolgte 
mittels 5 %iger Essigsäure durch mehrmaliges Erhitzen in der Mikrowelle.  
 Zur Aufbewahrung wurden die Gele in 30 % Methanol, 5 % Glycerin inkubiert und 
in Cellophanblättern (Promega) getrocknet. 
 
2.5.4.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen 
 Die Proteine wurden nach der Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel mittels eines 
elektrischen "Semi-Dry"-Transfers mit einer Apparatur von PeqLab (Erlangen) auf 
Nitrocellulose-Membranen übertragen. Der Transfer erfolgte nach Burnette (Burnette 
1981) bei einer Stromstärke von 1 mA/cm2 Membran über 1,5 h. Von der Anode zur 
Kathode wurde der Blot folgendermaßen aufgebaut: 3 Lagen dickes Filterpapier, 
Nitrocellulose-Membran, vom Sammelgel befreites Proteingel sowie 3 Lagen dickes 
Filterpapier, wobei Membran und Filterpapier auf Gelgröße zurechtgeschnitten waren. 
Filterpapier, Membran und Gel waren vorher in 1 x Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM 
Glycin, 20 % Methanol) äquilibriert worden. Durch die Nutzung gefärbter Markerproteine 
(PageRulerTMPrestained Protein Ladder, Fermentas) konnte der Transfer kontrolliert 
werden. Die Membranen wurden nach dem Transfer in 3 % fettfreier Trockenmilch in 1 x 
PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4 pH 7,3) für 
mindestens 30 min unter Schütteln geblockt. Anschließend erfolgte eine einstündige 
Inkubation mit dem entsprechenden Antiserum in Blocklösung zuzüglich 0,025 % Tween 
bei Raumtemperatur (oder über Nacht bei 4°C). Nach intensivem Waschen (mindestens 3 x 
10 min in 1 x PBS-T (PBS + 0,025 % Tween)) erfolgte die Inkubation mit dem sekundären 
Antikörper (mit alkalischer Phosphatase AP oder Meerettich-Peroxidase als Konjugat) 
ebenfalls in Blocklösung zuzüglich 0,025 % Tween für 1 h bei Raumtemperatur unter 
Schütteln (oder über Nacht bei 4°C), es sei denn, der primäre Antikörper war bereits mit 
einem der beiden Enzyme fusioniert. Im Anschluss wurde erneut mindestens 4 x 5 min mit 
1 x PBS-T gewaschen. Für die Reaktion der alkalischen Phosphatase wurde die Membran 
für 2 min in AP-Reaktionspuffer (150 mM Tris-HCl pH 9,5, 5 mM MgCl2, 100mM NaCl) 
äquilibriert. Anschließend wurde die Membran mit frisch zubereiteter Substratlösung 
(jeweils 50 µl der Stammlösungen von BCIP und NBT in 10 ml AP-Reaktionspuffer) 
überschichtet und unter leichtem Schütteln je nach Bedarf mehrere Minuten inkubiert. 
Gestoppt wurde diese Reaktion durch Zugabe von Wasser. Für die Detektion mittels 
Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Antikörpers wurde der "ECL Plus Kit" der Firma 
Amersham Biosciences verwendet, wobei nach Herstellerangaben verfahren wurde. Durch 
Chemilumineszenz konnten die entsprechenden Proteinbanden auf Röntgenfilmen 
detektiert werden. 
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2.5.5 BlueNative-PAGE (BN-PAGE) 
 Zur Analyse der HrpZ1Psph-Oligomerisierung wurde die BlueNative-
Polyacrylamidgelelektrophorese nach Schägger und von Jagow (Schägger and von Jagow 
1991) genutzt. Diese Methode ist besonders geeignet für die Untersuchung nativ 
vorkommender Proteinkomplexe.  
 Folgende Stocklösungen wurden hergestellt: 
 Acrylamid:  49,5 % T, 3 % C 
    24 g Acrylamid, 0,75 g Bisacrylamid, ad 50 ml H2O 
 3 x Gelpuffer:  150 mM BisTris-HCl  
    1,5 M 6-Aminocapronsäure pH 7,0 (mit HCl) 
 10 x Kathodenpuffer: 0,5 M Tricin 
    150 mM BisTris 
 5 x Anodenpuffer: 0,25 M BisTris-HCl pH 7,0 (mit HCl) 
 2 x BisTrisACA: 200 mM BisTris-HCl 
    1 M 6-Aminocapronsäure pH 7,0 (mit HCl) 
 50BTH40G:  50 mM BisTris-HCl 
    40 % (w/v) Glycerin pH 7,0 (mit HCl) 
 
 Folgende Arbeitslösungen wurden hergestellt: 
 1 x Kathodenpuffer 
 1 x Kathodenpuffer + 0,01 % Coomassie Brilliant Blue G250 
 1 x Anodenpuffer 
 BN - Probenpuffer: 50 mg Coomassie Brilliant Blue G250 
    500 µl 2 X BisTrisACA 
    400 µl 75 % Saccharose 
    100 µl H2O 
 
 
 Lösungspuffer: 100 µl 50BTH40G 
    40 µl 10 % Detergenz* 
    60 µl H2O 
  *eingesetzte Detergenzien: Digitonin, Triton X-100, 

Dodecyl-β-D-maltosid, Octyl-β-D-glucopyranosid 
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% 6 16,5 Sammelgel
3 x Gelpuffer 5 ml 5 ml 2,5 ml 

Acrylamid 1,783 ml 5,083 ml 0,6 ml 
Glycerin - 3 ml - 

10 % APS 63,3 µl 50 µl 30 µl 
TEMED 6,33 µl 5 µl 3 µl 

H2O 8,147 ml 1,862 ml 4,367 ml 
     Tab.2.4: Mengenangaben der Bestandteile für ein BN-Gradientengel  

 
 Proteinlösungen: 7,5 µl Protein (5 mg/ml) 
    7,5 µl H2O 
    15 µl Lösungspuffer 
    3 µl BN - Probenpuffer 
 
 Als Markerproteine wurden Ferritin (Dimer 880 kDa, Monomer 440 kDa), 
Thyroglobulin (670 kDa) und BSA (Dimer 134 kDa, Monomer 67 kDa) eingesetzt. Die 
Elektrophorese erfolgte in einer SE Ruby 600-Apparatur von Hoefer mit 3 L 1 x 
Anodenpuffer und 500 ml 1 x Kathodenpuffer (+ Coomassie). Während des Laufs durch 
das Sammelgel wurde eine Spannung von 100 V angelegt, danach auf 200 V erhöht. 
Nachdem der Coomassie-enthaltende Kathodenpuffer die Hälfte des Gels erreicht hat, 
wurde er gegen einen Kathodenpuffer ohne Farbstoff ausgestauscht. Die gesamte 
Elektrophorese wurde im Kühlraum durchgeführt. Nach Beendigung des Laufes wurde das 
Gel mittels 5 %iger Essigsäure und Erhitzen in der Mikrowelle weiter entfärbt. 
 
2.5.6  Calcium-Overlay-Assay 
 Die calciumbindende Fähigkeit von HrpZ1Psph und einigen Deletionskonstrukten 
wurde nach der von Maruyama et al. 1984 beschriebenen Methode untersucht. Dazu 
wurden auf denaturierenden SDS-PAGE-Gelen (10 %ig) aufgetrennte Proteine (je 2 µg 
aufgetragen) auf PVDF Membranen (Amersham Biosciences) geblottet und anschließend 
in Ca2+-Overlay-Puffer (10 mM MES pH 6,5, 5 mM MgCl2, 60 mM KCl) 3 x 20 min 
gewaschen. Danach erfolgte eine 20-minütige Inkubation im gleichen Puffer, welcher      
20 µl 45CaCl2 (37 MBq / L, 1 mCi, Amersham Bioscienses) enthielt (die Endkonzentration 
an Ca2+ lag etwa bei 0,2 µg/ml). Nach einem kurzem Waschschritt ( 2 x 2 min in 50 % 
Ethanol) wurde die Membran an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet. Ein 
PhosphoImager-Screen wurde für mindestens 8 Tage von der Membran belichtet. Die 
Auswertung erfolgte am PhosphoImager "Storm 860" (Molecular Dynamics, GE 
Healthcare, Uppsala, Schweden). 
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2.5.7  Analytische Gelfiltration 
 Die Gelfiltration wurde bei 4°C in 5 mM MES pH 5,5, 150 mM NaCl 
(sterilfiltriert) an der FPLC "Äkta Explorer" der Firma Amersham Bioscienses 
durchgeführt. Es wurde ein Volumen von 500 µl der jeweiligen 0,5 µg/µl Proteinlösung 
(vorher filtriert durch 0,22µm-Spritzenfilter der Firma Roth) aufgetragen. Der Lauf 
erfolgte entweder über eine Chromatographie-Säule des Typs Superdex 75 (10 / 300 GL) 
oder Superdex 200 (10 / 300 GL). Bei den Laufbedingungen für die jeweilige Säule wurde 
anhand der Anweisungen des Herstellers verfahren. In der Regel wurde jeglicher 
Durchfluß in 250 µl-Fraktionen für Western-Analysen aufgefangen. Als Standardproteine 
wurde Ferritin (Dimer 880 kDa, Monomer 440 kDa), Thyroglobulin (670 kDa), BSA 
(Dimer 134 kDa, Monomer 67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa) 
und RNase A (13 kDa) verwendet und als Gemisch in einer jeweiligen 
Proteinkonzentration von 0,1 µg/µl aufgetragen. Die Auswertung der Chromatogramme 
erfolgte mittels der UnicornTM-Software (Amersham Bioscienses). Es wurde bei einer UV-
Wellenlänge von 214 nm gearbeitet, da HrpZ1Psph aufgrund des nahezu völligen Fehlens 
von aromatischen Resten bei 280 nm kaum absorbiert.  
 
2.5.8 CD-Spektroskopische Untersuchungen 
 Sekundärstrukturbereiche eines Proteins zeigen unterschiedliche Eigenschaften 
beim Absorbieren von zirkular polarisiertem Licht. Diese Eigenschaft ist die Grundlage der 
CD-spektroskopischen Untersuchung von Proteinen. Die Messungen wurden in einem CD-
Spektrometer (J-720 Spectroplarimeter, Jasco, Gross-Umstadt) von 250 nm bis 190 nm 
unter Stickstoffatmosphäre aufgenommen, da Luftsauerstoff in Bereichen λ < 220 nm 
absorbiert. Alle Spektren wurden mit Proteinkonzentrationen von 1 mg/ml sowie 
Detergenzkonzentrationen von 0 - 1,5 % bei Raumtemperatur aufgenommen. Die molare 
Elliptizität war innerhalb eines 5 %igen Fehlers reproduzierbar, welcher hauptsächlich 
durch Rauschen und geringen Abweichungen des Lichtwegs zustande kam. Die Spektren 
wurden mittels der "Secondary Structure Estimation"-Software (Jasco) ausgewertet.  
 
2.5.9  Interaktionsstudien mittels des Hefe-Dihybrid-Systems  
 Das Hefe-Dihybrid-System eignet sich zur Analyse von möglichen Interaktionen 
zwischen verschiedenen Proteinen. Dabei nutzt man die Tatsache, dass viele Proteine eine 
modulare Struktur aufweisen, d.h. sie bestehen häufig aus separierbaren Domänen, welche 
unterschiedliche Funktionen separat ausfüllen. Diese Sachverhalt gilt auch für den in 
diesem System verwendeten Hefe-GAL4-Transkriptionsfaktor, da dieser aus einer DNA-
Bindedomäne (GAL4BD) und einer Transkriptionsaktivierungsdomäne (GAL4AD) 
besteht, die getrennt voneinander exprimiert werden können. GAL-Promotoren werden 
von der Bindedomäne erkannt, während die Transkriptionsaktivierungsdomäne die 
Interaktion positiv wirkender Transkriptionsfaktoren mit den RNA-Polymerase-
Komplexen vermittelt, wodurch ein Ablesen des kodierenden Bereichs der Zielgene erst 
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möglich wird. Die DNA der zu analysierenden Proteine wird in zwei verschiedene 
Vektoren kloniert, von denen einer (pGBKT7) außerdem für die GAL4BD kodiert, der 
andere (pGADT7) für GAL4AD. Nach der Transformation in Hefe werden die zu 
analysierenden Proteine als GAL4BD- bzw. GAL4AD-Fusionen exprimiert (siehe 
Abbildung 2.5) 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 2.5: Schematische Darstellung des Hefe-Dihybrid-Systems. Die Expression der 
Fusionsproteine GAL4BD-Protein 1 und GAL4AD-Protein 2 führt bei einer Interaktion von Protein 1 und 
Protein 2 zur Rekonstitution des GAL4-Transkriptionsfaktors und somit zur Expression der Reportergene. 

 
  In dieser Arbeit wurde der Saccharomyces cerevisiae-Hefestamm pJ69-4A 
verwendet, welcher auxotroph für Leuzin und Tryptophan ist, so daß mittels 
Mangelmedien auf die Hefen selektioniert werden kann, die die entsprechenden Plasmide 
mit komplementierenden Genen tragen (pGADT7 kodiert für Leuzin-, pGBKT7 für 
Tryptophanbiosyntheseenzyme). PJ69-4A trägt im Genom drei Reportergene, die von 
verschiedenen GAL-Promotoren reguliert werden. Der GAL1-Promoter kontrolliert das 
his3-Gen, durch dessen Produkt ein Defekt in der Histidinbiosynthese komplementiert 
werden kann. Das ade2-Gen wird von dem GAL2-Promoter reguliert, durch dessen 
Aktivierung ein Defekt in der Adeninbiosynthese komplementiert weden kann. 
Desweiteren befindet sich das für die β-Galaktosidase kodierende lacZ-Gen unter der 
Kontrolle des GAL7-Promoters. Da pJ69-4A außer für Leuzin und Tryptophan auch für 
Histidin und Adenin auxotroph ist, kann mittels Adenin- und Histidinmangelmedien auf 
Interaktion selektioniert werden. In dieser Arbeit wurde aber nur auf Adenin selektioniert.  
 Die DNA von HrpZ1Psph, HrpW1Psph und HrpA1Psph wurde mittels PCR amplifiziert 
und als EcoRI/BamHI-Fragmente in pGADT7 und pGBKT7 durch Restriktion und 
anschließende Ligation kloniert (siehe 2.4.5 und 2.4.6). PJ69-4A wurde mit beiden 
Vektoren transformiert (siehe 2.5.9.1) und auf SD-LW-Agar (synthetic dropout medium 
ohne Leuzin und Tryptophan) ausplattiert. Je 3 Kolonien wurden in 5 ml SD-LW-
Flüssigmedium über Nacht bei 30 °C angezogen. Je 7,5 µl einer 1:1-, 1:10-, 1:100- und 
1:1000-Verdünnung wurde auf SD-LW- und SD-LWA-Agar (synthetic dropout ohne 
Leuzin, Tryptophan und Adenin) getropft, eintrocknen gelassen und für mindestens 3 Tage 
bei 30°C inkubiert. Zur Kontrolle der Funktionalität des Systems wurden parallel die 
Kontrollvektoren pGADT7-T und pGBKT7-53 in pJ69-4A-Zellen transformiert. Von 
pGBKT7-53 wird das Maus-Tumorsuppressorgen p53 als Fusion mit GAL4BD und von 
pGADT7-T das Gen des großen T-Antigens des SV40-Tumorviruses als Fusion mit 
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GAL4AD kodiert. P53 und T-Antigen können wegen ihrer Interaktionsfähigkeit als 
Kontrolle verwendet werden (Li und Fields 1993). 
 
2.5.9.1 Transformation von Saccharomyces cerevisiae pJ69-4A 
 Benötigte Stammlösungen: 
 PEG 3000 (sterilfiltriert)  50 % (w/v) 
 10 x TE (sterilfiltriert)  0,1 M Tris/HCl pH 7,5 
       10 mM EDTA 
 10 x Lithiumacetat (sterilfiltriert) 1 M LiAcetat pH 7,5 (mit HAc eingestellt) 
 ss DNA (autoklaviert)  10 mg/ml Lachssperma-DNA 
      (ultraschallbehandelt, 10 min bei 99°C) 
 Glucoselösung (sterilfiltriert)  2 % 
 
 Es wurde ein nach Gietz et al. 1995 modifiziertes Protokoll verwendet. Eine 5 ml 
Übernachtkultur des Hefestammes pJ69-4A in YPD-Medium (2 % Bacto Pepton, 2 % 
Glucose, 1 % Hefeextrakt; für Platten 2 % Bactoagar pH 5) wurde bei 30°C und 180 rpm 
angezogen und in 100 ml YPD-Medium (auf 30°C vorgewärmt) inokuliert. Diese Kultur 
wurde dann bei 30°C und 180 rpm für ca. 4 h bis zu einer OD600 von ungefähr 0,6 - 0,8 
geschüttelt (eine OD600 von 0,1 enspricht 1 x 106 Zellen). Die Zellsuspension wurde in ein 
steriles 50 ml-Falcon überführt und die Hefen bei 4000 rpm für 3 min pelletiert. Die Pellets 
wurden durch sanftes Schwenken in 25 ml sterilem Wasser resuspendiert und erneut bei 
4000 rpm für 3 min zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in 1 ml 1 x Lithiumacetat 
aufgenommen und erneut 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 600 µl    
1 x Lithiumacetat aufgenommen und für 30 min bei 30°C inkubiert. Der 
Transformationsmix bestehend aus 70 µl PEG3000, 3 µl 10 x TE, 10,5 µl                       
10 x Lithiumacetat, 1,5 µl ssDNA  und 15 µl der bei 30°C inkubierten Hefezellen wurde zu 
15 µl vorbereiteter DNA-Lösung (je 1 µl Plasmid der Konzentration 1 µg/µl; 10 µl 
ssDNA; 3 µl 1 x TE) gegeben. Diese Suspension wurde nach Mischen weitere 30 min bei 
30°C inkubiert und anschließend erfolgte die eigentliche Transformation durch 
20minütigen Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad. Nachdem die Hefen für 10 min bei  
2000 rpm pelletiert wurden, erfolgte ein Resuspendieren in 100 µl sterilem Wasser. Nach 
einer erneuten Zentrifugation bei 2000 rpm für 5 min wurden die Hefen in 150 µl 
Glucoselösung resuspendiert, auf SD-LW-Agar ausplattiert und für ca. 3 Tage bei 30°C 
inkubiert.   
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2.5.9.2 oNPG-Assay 
 Eine Interaktion im Hefe-Dihybrid-System kann man neben Selektionsmedien auch 
feststellen, indem man die Aktivität eines der Reporterproteine, speziell die der                        
β-Galaktosidase, in einem einfachen Assay untersucht. ONPG (ortho-Nitrophenyl-β-D-
galactopyranosid) wird durch das Enzym in Galaktose und o-Nitrophenol gespalten (siehe 
Abbildung 2.6). Letzteres verursacht eine gelbe Verfärbung des Ansatzes bei positivem 
Testergebnis. Diese Gelbfärbung kann spektrophotometrisch leicht quantifiziert werden. 
 
 
 
  

 
  
 
  
 
  
 Abb. 2.6: Schema des oNPG-Assays. β-Galaktosidase katalysiert die Hydrolyse von oNPG zu        
β-D-Galaktopyranose und o-Nitrophenol. 
 

 Für eine Messung werden je 3 Kolonien transformierter Hefe in 2 ml SD-LW-
Flüssigmedium über Nacht bei 30°C angezogen. Idealerweise sollten alle Proben die 
gleiche OD600 von ungefähr 0,4 anzeigen, ansonsten wurde eine Anpassung vorgenommen.  
 
 Benötigte Stammlösungen: 
 H-Puffer   100 mM HEPES/KOH pH 7,0 
     150 mM NaCl 
     2 mM MgCl2 
     1 % (w/v) BSA (Fraktion V) 
 Chloroform 
 SDS-Lösung   0,1 % (w/v) SDS 
 oNPG-Lösung   4 mg oNPG pro ml H-Puffer 
 Na2CO3-Lösung  1 M 
 
 2 ml der Hefezellsuspension wurden bei 13000 rpm für 2 min zentrifugiert und die 
Pellets unmittelbar anschließend in flüssigem Stickstoff eingefroren. Ein langsames 
Auftauen und darauffolgendes Resuspendieren erfolgte durch Zugabe von 650 µl H-Puffer. 
Die Lyse der Hefezellen wurde erreicht durch Zugabe von 50 µl Chloroform und 50 µl 
SDS-Lösung. Die Proben wurden ca. 1 min gevortext. Nach dem Hinzufügen von 125 µl 
oNPG-Lösung wurden die Proben für mindestens 20 min bei 30°C inkubiert, je nachdem 
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wie schnell sich eine Gelbfärbung einstellte. Die Reaktion wurde abgestoppt durch Zugabe 
von 400 µl Na2CO3-Lösung. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 14000 rpm für 5 min 
wurden die Überstände in Küvetten umpipettiert und die OD420 aller Proben gemessen. Der 
Hintergrundwert (eine Probe ohne Hefepellet, identisch behandelt) wurde von allen 
Ansätzen subtrahiert.  
 
Die Aktivität der β-Galaktosidase errechnete sich nach folgender Formel: 
     1000 x OD420 
 Aktivität [rel. Einheiten] =   ------------------- 
     V x T x OD600 

  
  V = Volumen (hier 2 ml) 
  T = Reaktionszeit (in min) 
 
2.5.10 Kristallisation  
 Kristalle biologischer Makromoleküle entstehen aus wäßrigen Lösungen durch 
Erreichen einer Übersättigung. Die hohe Ordnung des Kristallgitters bedingt nach 
optischen Gesetzmäßigkeiten konstruktive Interferenz einfallender Röntgenwellen, aus der 
sich mittels Röntgenstrukturanalyse der Aufbau errechnen läßt. Die Struktur läßt 
Rückschlüsse auf die biologische Funktion zu. 
 Die Kristalle wurden im „Hängenden Tropfen“ angesetzt. Bei dieser 
Kristallisationsmethode ist  die Proteinlösung im Tropfen und die Reservoirlösung durch 
eine Dampfphase räumlich getrennt. Aufgrund unterschiedlicher Konzentrationen des 
Fällungsmittels im Tropfen und im Reservoir baut sich ein Konzentrationsgradient auf, der 
durch Dampfdiffusion einen Gleichgewichtszustand anstrebt. Indem das Lösungsmittel 
Wasser aus dem vergleichsweise kleinen Tropfenvolumen diffundiert, wird die 
Proteinlösung aufkonzentriert, und die Probe kristallisiert im Idealfall. 
 Für die Kristallisation fanden Linbro®-Schalen aus der Zellkultur Verwendung. 1 µl 
der zu kristallisierenden Proteinprobe (5 mg/ml) wurde mit 1 µl Kristallisationslösung auf 
einem silikonisierten Deckgläschen (∅ = 22 mm) gemischt. Als Reservoir dienten 500 µl 
Kristallisationslösung im Well. Um ein geschlossenes System während des 
Äquilibrierungsvorgangs zu garantieren, war der Rand des Reservoir-Wells mit viskoser 
Silikonpaste eingefettet, bevor das Deckgläschen umgekehrt darüber gelegt und angedrückt 
wurde. Durch die Verdünnung im Tropfen bestand ein Konzentrationsgradient zwischen 
dem Fällungsmittel im Tropfen und im Reservoir. Die Kristallisationslösungen variierten 
in Bezug auf Puffer, pH, Art und Konzentration mono-/divalenter Ionen, Fällungsmittel 
und Polyamin. Es wurden die kommerziellen Screens der Firma Hampton Research 
benutzt (Crystal ScreenTM HR2-110 und Crystal ScreenTM2 HR 2-112). Die Kristallisation 
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erfolgte bei 20°C und 37°C. Das Verhalten der Tropfen wurde mittels Mikroskop, Kamera 
und Videodokumentationseinrichtung verfolgt. 
 Die Weiterbearbeitung des Kristalls sowie die Untersuchung mittels 
Röntgenstrukturanalyse erfolgte freundlicherweise durch Mitarbeiter des IFIB 
(Interfakultäres Institut für Biochemie Tübingen) aus der Arbeitsgruppe Stehle, in der auch 
die Kristallisationen durchgeführt wurden. 
 
 Röntgenstrukturanalyse-Geräte: 
 Cryosystem X-Stream   Rigaku/MSC (The Woodlands, USA) 
 Detektor Mar 345 dtb    Mar research (Hamburg) 
 Drehanode Micromax 007 HF  Rigaku/MSC (The Woodlands, USA) 
 Mikroskop, digital mit Polarisationsfilter  
 MZ16      Leica (Wetzlar) 
 Optik Varimax HF    Rigaku/MSC (The Woodlands, USA) 
 
 Röntgenstrukturanalyse-Software: 
 CCP4  Collaborative Computational Project, number 4 (1994) 
 CNSsolve Brünger et al. 1998 
 Coot  Emsley and Cowtan 2004 
 HKL-2000 HKL research, Inc. (Charlottesville, USA) 
 mar345dtb Marresearch GmbH (Hamburg) 
 RAVE  Uppsala Software Factory (Uppsala, Schweden) 
 O  Jones et al. 1991 
 PyMOL DeLano 2002 
 WHAT IF Vriend 1990 
 
2.5.11 Elektronenmikroskopie 
 Elektronenmikroskopische Untersuchungen des HrpZ1Psph-Proteins in Lösung 
wurden in Kooperation mit York Stierhoff (ZMBP, Universität Tübingen) am 
Transmissionselektronenmikroskop LEO 906 (Carl Zeiss, Oberkochen) nach einer 
Uranylacetat-Negativfärbung (Van Bruggen et al. 1960) durchgeführt. 
 

2.6  Untersuchung der Porenbildungsaktivität 
 
2.6.1  Calcein-Release-Assay 
 Untersuchungen mit Calcein-enthaltenden Asolectin-Liposomen wurden in 
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Mauro Dalla Serra (Centro di Fisica degli Stati 
Aggregati, Consiglio Nazionale delle Richerche - Instituto Trentino di Cultura, I-38050 
Povo (Trento), Italy) nach Kayalar et al. 1986 durchgeführt. 
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2.6.2 Untersuchungen an Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis 
 Diese Experimente wurden ebenfalls in Kooperation mit Benoit Lacombe (Unité 
Mixte de Recherches Biochimie et Physiologie Moleculaire des Plantes, AgroM-CNRS-
INRA-UMII, 2 Place Viala, 34060 Montpellier, France) nach Véry et al.  1995 
(Präparation von Oozyten) und Stühmer 1992 ("Two-electrode voltage-clamp technique") 
durchgeführt. 
 
2.6.3 Liposomenassay mit Sodium GreenTM 
 Mittels eines neu etablierten Liposomenassays sollte die Porenbildung von 
Proteinen in synthetischen Lipidmembranen ermittelt werden. Die Liposomen wurden 
freundlicherweise von der Firma Novosom AG (Halle/Saale) in einem Verhältnis von      
90 % POPC (Palmitoyloleoylglycerphosphocholine) zu 10 % DPPG 
(Dipalmitoylglycerophosphoglycerol) hergestellt. Dabei erfolgte die Beladung mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Sodium GreenTM (Molecular Probes), welcher bei Interaktion mit 
einwertigen Kationen, speziell Natriumionen, fluoresziert. Die Abbildung 2.7 
veranschaulicht den theoretischen Hintergrund des Liposomenassays. 
Fluoreszenzfarbstoff-enthaltende Liposomen wurden in einer natriumionenfreien Lösung 
hergestellt. Bei simultaner Zugabe eines porenbildenden Proteins und Natriumionen zeigt 
die ansteigende Fluoreszenz eine Aktivierung des Farbstoffs durch Interaktion mit 
Natriumionen an, die wiederum nur durch den Einstrom durch eine Membranpore 
hervorgerufen worden sein konnte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 2.7: Schema des Liposomenassays  
 

 Folgende Lösungen werden für dieses Experiment benötigt: 
 10 x HEPES  100 mM HEPES pH 7,0  
    1,5 M KCl 
 
 50 mM NaCl 
 10 % Triton X-100 
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 In einer 96 well-Mikrotiterplatte (Greiner) wurden 50 µl, bestehend aus 10 µl       
10 x HEPES, 5 µl Liposomenlösung, a µl Protein sowie b µl H2O (b = 50-10-5-a) 
vorpipettiert. Die Proteinkonzentration betrug, wenn nicht anders angegeben, jeweils         
2 µM. Nach Zugabe von 50 µl der NaCl-Lösung wurde die Messung gestartet und die 
Fluoreszenz über einen Zeitraum von mindestens 10 min verfolgt. Die Messung wurde am 
Fluoreszenzplattenlesegerät (MWG Sirius HAT Injector, MWG Biotech, Ebersberg) mit 
dem Anregungsfilter 485/20 nm und dem Emissionsfilter 528/20 nm durchgeführt. Nach 
jeder Messung wurde durch Zugabe von 5 µl Triton die Integrität der Liposomen während 
des Experiments festgestellt. Dabei sollte die Fluoreszenz auf ein Vielfaches aufgrund der 
vollständigen Freisetzung der Farbstoffmoleküle ansteigen. Werte der Kontrollmessung 
wurden von den eigentlichen Daten abgezogen.    
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3 Ergebnisse 
 
 HrpZ1 aus dem bakteriellen Phytopathogen Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola ruft in Pflanzen Immunreaktionen hervor und besitzt darüberhinaus die 
Fähigkeit, sich in synthetische Lipiddoppelschichten unter Bildung einer ionenleitenden 
Membranpore einzulagern. Durch frühere Arbeiten (Engelhardt 2003) unter Benutzung 
von Harpin-homologen Proteinen, HrpZ1Psph-Deletions- und HrpZ1Psph-Insertionsmutanten 
konnte gezeigt werden, daß die Porenbildung physiologisch die Abwehrinduktion sehr 
wahrscheinlich nicht verursacht, sondern die Virulenzfunktion des Proteins darstellt. Die 
Studien zur Abwehrinduktion in Petersilie als auch die Porenbildung sollten vertieft 
werden. Darüberhinaus sollten proteinbiochemische Experimente Hinweise über den 
molekularen Aufbau des Proteins in Lösung, aber auch in lipophiler Umgebung liefern, um 
Rückschlüsse auf die  Funktion des Proteins während der bakteriellen Infektion von 
Pflanzen ziehen zu können. 
 
 

3.1 HrpZ1Psph als Auslöser pflanzlicher Abwehrreaktionen in Petersilie 
 
 Signaltransduktionsprozesse der pflanzlichen Abwehr und biochemische 
Reaktionsmechanismen können in Zellsuspensionskulturen besser als in Ganzpflanzen 
untersucht werden. Solche als Modell eingesetzten Systeme sind notwendig, da in intaktem 
Pflanzengewebe die Abwehrreaktionen meist nur auf wenige Zellen beschränkt sind. Die 
Mehrzahl der durch Pathogenbefall induzierten Abwehrreaktionen ist in intakten Pflanzen 
identisch mit den von PAMPs hervorgerufenen Reaktionen in Zellkulturen. Pep13 
beispielsweise, ein 13-Aminosäure-Oligopeptid, welches sich von einem 42 kDa-
Glycoprotein aus Phytophthora sojae ableitet, ist notwendig und hinreichend, um die 
Mehrheit der Abwehrreaktionen in Zellsuspensionen zu induzieren, wie sie auch nach 
Behandlung von Blättern mit Sporen von Phytophthora sojae beobachtet werden 
(Nürnberger et al. 1994; Hahlbrock et al. 1995). Petersiliezellsuspensionen (Petroselinum 
crispum L.) haben als robustes System zur Untersuchung von 
Abwehrsignaltransduktionswegen in Pflanzen eine lange Geschichte (Hahlbrock et al. 
1995).  
 
3.1.1 Alkalisierung des Mediums nach HrpZ1Psph-Applikation 
 Die Stimulierung von Ionenflüssen durch eine Veränderung der 
Plasmamembranpermeabilität gehört zu den frühen Pflanzenzellreaktionen nach der 
Behandlung mit PAMPs (Atkinson et al. 1996; Gelli et al. 1997; Jabs et al. 1997; 
Zimmermann et al. 1997; Blatt et al. 1999; Klüsener and Weiler 1999). So rufen 
phytopathogene Bakterien einen rapiden K+-Ausstrom und damit einhergehend eine 
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Mediumalkalisierung in Tabaksuspensionskulturen hervor (Atkinson et al. 1996), und in 
Petersiliezellkulturen sind H+/Ca2+-Einströme sowie K+/Cl--Ausströme nach Applikation 
von Pep13 beobachtet worden (Nürnberger et al. 1994). Aufgrund dieser Befunde wurde 
mit Hilfe einer pH-Minielektrode die H+-Konzentrationsveränderung im Kulturmedium 
HrpZ1Psph-behandelter Zellen gemessen. Wie Abbildung 3.1 zeigt, bewirkte die Zugabe 
von HrpZ1Psph eine Abnahme der extrazellulären H+-Konzentration. Die pH-Wert-
Zunahme (ca. 0,6 Einheiten) erreichte nach 30 min Elicitorbehandlung ihr Maximum und 
weist somit ähnliche Merkmale auf wie der durch phytopathogene Bakterien bzw. Pep13 
hervorgerufene pH-shift (Atkinson et al. 1996; Jabs et al. 1997; Klüsener and Weiler 
1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.1: Alkalisierung des Kulturmediums von Petersiliezellen nach Behandlung mit HrpZ1Psph.       
6 Tage alte Zellen wurden mit frischem HA-Medium gewaschen und darin aufgenommen. Die 
Petersiliezellen wurden zum Zeitpunkt t = 0 min mit 2 µM HrpZ1Psph behandelt. Nach den angegebenen 
Zeitpunkten erfolgte die Zentrifugation von 2 ml Kultur und eine anschließende pH-Wert-Messung des 
Überstandes. Als Kontrolle diente eine Proteinpräparation aus E.coli, welche den Expressionsvektor 
enthielten. Dargestellt sind die Standardabweichungen von zwei unabhängigen Messungen. 
 

3.1.2 MAPK-Aktivierung nach HrpZ1Psph-Behandlung 
 Eine wichtige Signalkomponente zur Auslösung von Abwehrreaktionen in 
elicitierten Pflanzenzellen sind die zellulären Phosphorylierungsvorgänge, von denen die 
MAP-Kinase-Kaskade die bekannteste ist (Ligterink et al. 1997). Die Kinaseaktivität von 
PcMPK3 und PcMPK6, die den PAMP-aktivierten MAP-Kinasen aus Arabidopsis thaliana 
entsprechenden Kinasen aus Petersilie, werden durch Pep13 stimuliert, wie durch 
Immunopräzipitation mit MAPK-spezifischen Antikörpern gezeigt werden konnte (Kroj et 
al. 2003). In Kooperation mit Justin Lee (IPB, Halle/Saale) wurden Experimente, die 
darauf abzielten zu untersuchen, ob die HrpZ1Psph-Behandlung von Petersiliezellen 
ebenfalls die MAP-Kinase-Aktivierung induzieren kann, mit Hilfe dieser spezifischen 
Antikörper durchgeführt. Immunkomplexe, welche die gebundenen MAP-Kinasen 
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enthielten, wurden in einem in vitro-Kinase-Test mit MBP ("Myelin basic protein") als 
Substrat analysiert. Wie aus Abbildung 3.2 ersichtlich ist, induziert HrpZ1Psph eine 
Aktivierung beider Kinasen, wobei PcMPK6 stärker induziert zu sein scheint. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.2: Immunkomplex-MBP-Kinase-Test zur Analyse der Aktivierung von PcMPK3 und 
PcMPK6 nach Behandlung mit HrpZ1Psph. Proteine von Zellextrakten elicitierter Petersiliezellen wurden mit 
anti-PcMPK3 und anti-PcMPK6 präzipitiert, die Präzipitate anschließend in einer SDS-PAGE aufgetrennt 
und nachfolgend einem in-gel-MAPK-Assay unterzogen.  

 
3.1.3 NO-Burst nach HrpZ1Psph-Applikation 
 Stickstoffmonoxid (NO) spielt als inter- und intrazellulärer Botenstoff im tierischen 
und pflanzlichen Stoffwechsel eine große Rolle (Wendehenne et al. 2001; Wendehenne    
et al. 2004; Lamattina et al. 2003; Neill et al. 2003; del Rio et al. 2004; Romero-Puertas   
et al. 2004; Crawford and Guo 2005; Delledonne 2005; Lamotte et al. 2005). Zu den 
unzähligen physiologischen Prozessen in Säugetieren, in denen NO involviert ist, zählen 
die Entspannung glatter Muskulatur, die Hemmung der Blutplättchenaggregation, 
neuronale Kommunikation, aber auch immunoregulatorische Vorgänge (Schmidt and 
Walter 1994). In Pflanzen hat NO Einfluß auf die Regulation von hormonellen, Wund- und 
Abwehrreaktionen, Wurzel- und Xylementwicklung, Eisenhaushalt, aber auch auf den 
Zelltod (Lamattina et al. 2003; Neill et al. 2003; Wendehenne et al. 2004; Crawford and 
Guo 2005; Delledonne 2005; Lamotte et al. 2005). Die Quelle von NO in Pflanzen ist 
entweder Arginin oder Nitrit (Nishimura et al. 1986; Cueto et al. 1996; Barroso et al. 
1999; Yamasaki and Sakihama 2000; Guo and Crawford 2005). Neben der eigentlichen 
Funktion als Signalmolekül kann es auch schon durch Reaktion mit Sauerstoff zu dem für 
Mikroorganismen toxischen Peroxynitrit  (ONOO-) reagieren.  
 Da NO Zelltod und Abwehrreaktionen reguliert, sollte mit Hilfe der Esterase-
katalysierten Umsetzung von DAF-2-DA zu DAF-2 untersucht werden, inwiefern bei 
Behandlung mit HrpZ1Psph in den Petersiliezellen eine gesteigerte NO-Produktion zu 
beobachten ist.  
 In der ersten Stunde nach Elicitierung zeigte sich noch keine Zunahme der NO-
Produktion, wie die ähnlichen Fluoreszenzlevel von HrpZ1Psph-elicitierten und 
kontrollbehandelten Zellen verdeutlichen (siehe Abbildung 3.3). Nach der 2. Stunde war 
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ein Ansteigen der NO-Produktion zu erkennen, welcher nach 3 Stunden maximal wurde 
(größte Differenz zu Vektorkontrollwerten). Nach 4 Stunden gibt es kaum noch 
Unterschiede zur Kontrollmessung. Der Verlauf der Kinetik deutet auf einen NO-Burst 
hin, der sein Maximum nach 3 Stunden erreicht. Wie die Abbildung belegt, sind die NO-
Kontrollspiegel relativ hoch, was ein Indiz für den Streßzustand der Zellen sein kann.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.3: NO-Burst in Petersiliezellen nach Applikation von HrpZ1Psph. 6 Tage alte Zellen wurden 
nach Aufnahme in frischem HA-Medium mit 2 µM HrpZ1Psph behandelt. 50 µl elicitierter Zellsuspension 
wurden mit 20 µl 10 µM DAF-2-DA inkubiert und die jeweilige Fluoreszenzkinetik in den ersten vier 
Stunden gemessen. Das Diagramm zeigt die Standardabweichungen der Anstiege der einzelnen Kinetiken 
von HrpZ1Psph (H)- und Vektorkontroll (K)-behandelten Petersiliezellen von drei unabhängigen Messungen.  
 

3.1.4 Phytoalexinakkumulation im Kulturmedium nach HrpZ1Psph-Behandlung 
 Die Akkumulation von antimikrobiellen Phytoalexinen an der Infektionsstelle ist 
eine lokale, auf spezifischer Genaktivierung beruhende pflanzliche Abwehrreaktion nach 
einer Infektion durch Pathogene. Die Elicitierung von Zellkulturen mit PAMPs führt zu 
einer ähnlichen, leicht quantifizierbaren Abwehrreaktion.  
 Aufgereinigtes rekombinantes HrpZ1Psph wurde den Petersiliezellen zugesetzt und 
nach einer Inkubationszeit von 24 h im Dunklen wurde die Phytoalexinsynthese 
quantifiziert. HrpZ1Psph induzierte reproduzierbar bei einer Proteinkonzentration von 1 µM 
die höchste Phytoalexinproduktion (siehe Abbildung 3.4). Je nach Vitalität der Zellen 
betrug die Menge dieser produzierten Sekundärmetabolite etwa 70 - 100 % der durch 200 
nM Pep13 induzierten Phytoalexinmenge, welches als Induktionskontrolle bei jedem 
Experiment eingesetzt wurde. Der EC50-Wert der Induktion, welcher der Konzentration bei 
halbmaximaler Aktivität entspricht, wurde anhand von Dosis-Wirkungs-Kurven bei etwa 
100 nM ermittelt (siehe Abbildung 3.4). Die Elicitierung mit einer Proteinpräparation aus 
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E.coli, welche mit dem Expressionsvektor transformiert waren, führte zu keiner 
erheblichen Phytoalexinproduktion.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.4: Dosis-Wirkungs-Kurve der Phytoalexinproduktion in Petersiliezellsuspensionen nach 
HrpZ1Psph-Behandlung. 6 Tage alte Zellen wurden nach Aufnahme in frischem HA-Medium mit HrpZ1Psph in 
den angegebenen Konzentrationen behandelt. Die Furanocoumarinakkumulation im Kulturmedium erfolgte 
fluoreszenzspektrometrisch nach 24 h Inkubation. Die maximale Produktion, erreicht durch 200 nM Pep13, 
wurde als 100 % definiert. Dargestellt sind die Standardabweichungen von vier unabhängigen Messungen 
abzüglich der Vektorkontrollwerte . 
 

3.1.5 Bedeutung von NO für die elicitorinduzierte Phytoalexinakkumulation 
 Aufgrund der Befunde, daß bei der Elicitierung von Petersiliezellen mit HrpZ1Psph 
eine erhöhte NO-Produktion nachgewiesen werden konnte (siehe 3.1.3), wurde untersucht, 
ob die artifizielle Unterbindung eines hohen NO-Spiegels eine Veränderung der 
Abwehrreaktionenen, speziell der Phytoalexinakkumulation bewirkt. Die 
elicitorkonzentrationsabhängige Phytoalexinproduktion in HrpZ1Psph-elicitierten 
Petersiliezellen wurde verglichen mit der von Zellen, die zusätzlich dem NO-Scavenger 
cPTIO ausgesetzt waren. Dabei zeigte sich in Zellsuspensionen mit künstlich niedrig 
gehaltenem NO-Level eine deutlich verringerte Phytoalexinproduktion (siehe Abbildung 
3.5). Je höher die Konzentration von cPTIO, desto geringer ist die Menge der produzierten 
Phytoalexine, obwohl die Elicitor- bzw. HrpZ1Psph-Konzentrationen unverändert bleiben. 
Bei 100 µM cPTIO wurde die Phytoalexinproduktion um 50% gehemmt, bei 400 µM 
cPTIO sogar um 70%. Die Wirkung des NO-scavengers deutet auf eine Beteiligung von 
NO an intrazellulären, elicitorspezifischen Signaltransduktionsprozessen hin. Aufgrund 
von Vitalitätsuntersuchungen mit FDA und PI konnte ausgeschlossen werden, daß die 
Anwendung von cPTIO in den Zellsuspensionen zu einem gegenüber unbehandelten 
Zellkulturen überhöhten Zelltod führt. 
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 Abb.3.5: Einfluß von cPTIO (NO-scavenger) auf die Dosis-Wirkung-Beziehung von HrpZ1Psph-
Konzentration und Phytoalexinproduktion. 6 Tage alte Zellen wurden in frischem HA-Medium 
aufgenommen. Die Petersiliezellen wurden mit cPTIO in den angegebenen Konzentrationen 10 min vor der 
Elicitierung mit den angegebenen HrpZ1Psph-Konzentrationen vorinkubiert. Nach 24 h Inkubation erfolgte die 
Quantifizierung der Phytoalexine. Dargestellt sind die Standardabweichungen von vier unabhängigen 
Messungen abzüglich der Vektorkontrollwerte. Die maximale Phytoalexinproduktion, erreicht durch 
Applikation von 200 nM Pep13, wurde als 100 % definiert. 
 

3.1.6 Simultane LPS- und HrpZ1Psph-Applikation bewirken eine synergistische 
Phytoalexinproduktion  

 Es ist lebenswichtig für alle höheren pflanzlichen und tierischen Organismen, auf 
eine Attacke durch Pathogene möglichst schnell zu reagieren. Bei einer Infektion kommen 
die Zellen des Wirtes in engen Kontakt zu molekularen Strukturen des Pathogens. Im 
tierischen System ist bekannt, daß der Ligand für TLR4, Lipopolysaccharid (LPS) und der 
Ligand für TLR2, Muramyldipeptid (MDP), einen synergistischen Effekt auf die 
Freisetzung des Tumornekrosefaktors  TNF-α ausüben (Beutler et al. 2001; Wolfert et al. 
2002). Von Synergie spricht man, wenn die Wirkung zweier simultan angewandter 
Effektoren größer ist als die Summe der Einzelwirkungen. Dieser Synergieeffekt bewirkt 
eine Potenzierung der Abwehrreaktion, obwohl niedrige Konzentrationen verschiedener 
PAMPs eine schwächere Pathogenpräsenz anzeigen. Auch wenn im pflanzlichen System 
die Perzeptionsmechanismen von HrpZ1Psph und LPS unbekannt sind, stellte sich die 
Frage, ob bei Anwendung geringer Konzentrationen beider Moleküle ein ähnlich 
synergistischer Effekt beobachtet werden kann. LPS als Bestandteil der bakteriellen 
Zellwand ist eines der ersten Moleküle, mit dem die Wirtszelle in Kontakt kommt. Auf der 
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anderen Seite ist auch HrpZ1Psph aufgrund der Sekretion in den Apoplasten (Roine et al. 
1997a) ein für die Pflanze relativ früh perzipierbares Molekül.  
 Eine möglicherweise stattfindende Synergie sollte mittels der Phytoalexinakkumu-
lation im Kulturmedium der Petersiliezellen untersucht werden. Dazu wurden die Zellen 
mit sehr geringen Konzentrationen von HrpZ1Psph sowie LPS aus Pseudomonas syringae 
elicitiert. Zum Zeitpunkt t = 0 min wurde ein Elicitor appliziert und nach den angegebenen 
Zeitpunkten erfolgte die Zugabe des 2. Elicitors, beide in einer Konzentration, die für sich 
alleine kaum eine Phytoalexinproduktion induziert (siehe Abbildung 3.6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.6: Synergistische Phytoalexinproduktion in Petersiliezellkultur nach Applikation von LPS 
und HrpZ1Psph. 6 Tage alte Zellen wurden in frisches Medium aufgenommen. Nach Zugabe der Elicitoren 
erfolgte eine 24-stündige Inkubation. In (A) wurden die Zellen zum Zeitpunkt t = 0 min mit 5 µg/ml LPS 
elicitiert und nach den angegebenen Zeitpunkten t = ...min erfolgte die Elicitierung mit 25 nM HrpZ1Psph. In 
(B) wurden die Zellen zum Zeitpunkt t = 0 min mit 25 nM HrpZ1Psph elicitiert und nach den angegebenen 
Zeitpunkten t = ...min erfolgte die Elicitierung mit 5 µg/ml LPS. Die rote Linie kennzeichnet die Summe der 
einzelnen Phytoalexinproduktionen (5 µg/ml LPS und 25 nM HrpZ1Psph). Dargestellt sind die 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Messungen. Die maximale Phytoalexinproduktion, erreicht 
durch Applikation von 200 nM Pep13, wurde als 100 % definiert. 
 

 Wie aus der Abbildung deutlich zu entnehmen ist, führt die Elicitierung von 
Petersiliezellen mit geringen Konzentrationen zweier strukturell völlig verschiedener 
Moleküle zu einer synergistischen Phytoalexinproduktion, unabhängig davon, in welcher 
Reihenfolge die Applikation erfolgte. Wurde zuerst 5 µg/ml LPS appliziert und nach den 
angegebenen Zeitpunkten 25 nM HrpZ1Psph, so scheint der Synergieeffekt mit 
fortschreitender zeitlicher Distanz der Zugabe beider Elicitoren anzusteigen, bis er den 
Maximalwert bei ungefähr 90 min HrpZ1Psph-Zugabe nach LPS-Zugabe erreicht (siehe 
Abbildung 3.6 A). Dabei ist der Maximalwert  ungefähr fast 250 %  höher als die Summe 
der von den beiden Elicitoren in der angewandten Konzentration einzeln induzierten 
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Phytoalexinmenge (rote Linie in Abbildung 3.6). Dieser Verlauf ist nicht zu beobachten, 
wenn eine Vorinkubation mit 25 nM HrpZ1Psph mit anschließender Zugabe von 5 µg/ml 
LPS nach den angegebenen Zeitpunkten erfolgte. Trotzdem war eine synergistische 
Phytoalexinproduktion zu sehen, deren Verlauf bei zunehmender zeitlicher Distanz der 
Zugabe beider PAMPs sehr schwankte und einen Maximalwert nach 60 min erreichte 
(siehe Abbildung 3.6 B), der etwa 200 % höher liegt als die Summe der einzeln induzierten 
Phytoalexinproduktion. Somit sind Pflanzen in der Lage, bei Auftreten von geringsten 
Konzentrationen mehrerer PAMPs mit einer verstärkten Abwehr zu reagieren, da eine 
größere Anzahl von unterschiedlichen mikrobiellen Strukturelementen, und sei es auch nur 
in winzigsten Mengen, eine Pathogenpräsenz anzeigt.  
 
 

3.2 Bildung von ionenleitenden Poren durch HrpZ1Psph 
 
 Die nach HrpZ1Psph-Behandlung in den Petersiliezellkulturen stattfindende 
Mediumalkalisierung verbunden mit der Produktion von Stickstoffoxid und der 
Aktivierung von MAPK-Kinasen sowie die Synthese antimikrobieller Phytoalexine 
dokumentieren dessen immunostimulatorische Eigenschaft. Allerdings kann es nicht im 
Sinne des Bakteriums liegen, daß ein in großen Mengen sekretiertes Protein (Roine et al. 
1997a) die Existenz des Pathogens preisgibt und dadurch pflanzliche Abwehrreaktionen 
auslöst. Es muß also eine für den Infektionsprozess relevante Virulenzfunktion besitzen. In 
früheren elektrophysiologischen Studien mit Hilfe planarer Lipiddoppelschichten konnte 
gezeigt werden, daß HrpZ1Psph eine ionenkanalbildende Aktivität besitzt (Lee et al. 2001a). 
Die in jenen Experimenten genutzte komplizierte Technologie sollte durch einen Assay 
ersetzt werden, welcher mit geringem Aufwand routinemäßig eingesetzt werden konnte. 
Verschiedene experimentelle Ansätze wurden daher genutzt, um die durch HrpZ1Psph 
verursachte Ionenporenbildung in synthetischen, aber auch natürlichen Membranen weiter 
zu untersuchen und zu charakterisieren. 
 
3.2.1 Assayentwicklung zur Detektion porenbildender Aktivität 
 Das Prinzip dieses Test, mit einem Fluoreszenzfarbstoff beladene unilamellare 
Liposomen, ist in Abbildung 2.7 dargestellt. Da vorausgegangene Studien eine 
Kationenspezifität der HrpZ1Psph-Pore angedeutet hatten (Lee et al. 2001b), wurde ein 
Natrium-sensitiver Farbstoff (Sodium GreenTM) in die Liposomen verpackt, welche in 
Natrium-freien Lösungen präpariert wurden. Nach Zugabe von porenbildenden Substanzen 
und Natrium-Ionen zu Liposomen zeigt ein Anstieg der Fluoreszenz den Einstrom von 
Natrium-Ionen durch Poren mit anschließender Farbstoffaktivierung an. Die Zugabe von 
HrpZ1Psph führte zu einem raschen Anstieg der Fluoreszenz, wie in der Abbildung 3.7 zu 
sehen ist. Dabei erfolgt die Fluoreszenzzunahme in einer proteinkonzentrationsabhängigen 
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Art und Weise. Eine Konzentration von 0,05 µM HrpZ1Psph zeigt innerhalb der ersten 
Minuten keine Porenbildung an, während nach 6 Minuten ein nur sehr geringer Anstieg der 
Fluoreszenz zu verzeichnen ist. Erhöht man die Konzentration um das Zehnfache, steigt 
die Fluoreszenz sehr schnell an und gelangt nach 10 min an ein Plateau. Ein schnelleres 
Erreichen dieses Plateaus wird auch bei höheren Proteinkonzentrationen nicht erreicht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.7: Konzentrationsabhängige Ionenporenbildung durch HrpZ1Psph in synthetischen Liposomen. 
Synthetische, unilamellare Liposomen, beladen mit dem Natrium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Sodium 
GreenTM, wurden zusammen mit HrpZ1Psph in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Der Start der 
Kinetik erfolgte durch Zugabe von Natriumchlorid. Dargestellt sind die Standardabweichungen von drei 
unabhängigen Messungen. Die Kontrollwerte (Liposomen inkubiert mit einer Proteinpräparation aus E.coli, 
welche mit dem Expressionsvektor transformiert wurden) wurden von den Messdaten abgezogen. Die 
maximale Fluoreszenz, erreicht durch Lyse der Liposomen mit Triton X-100, wurde als 100 % definiert. 

 
 Bei Inkubation der Liposomen mit einer Proteinpräparation aus E.coli, welche mit 
dem Expressionsvektor transformiert wurden, ergab die Zugabe von Natriumchlorid eine 
Abnahme der Fluoreszenz (siehe Abbildung 3.8). Diese ist möglicherweise auf ein 
intermolekulares Selbstlöschen der Fluoreszenz des Farbstoffs durch ein Schrumpfen der 
Liposomen zurückzuführen, hervorgerufen durch die plötzliche Änderung der osmotischen 
Verhältnisse nach Natriumchloridzugabe. Dieses Ergebnis zeigt jedoch, daß keine 
ionenporenbildende Kontaminante in der HrpZ1Psph-freien E.coli-Proteinlösung vorhanden 
ist. Anhand der Abbildung 3.8 kann man ebenfalls die Ermittlung der Maximalfluoreszenz 
durch Zugabe von Triton X-100 erkennen, welche in der Lyse der Liposomen und dem 
Freisetzen des Farbstoffes resultierte. Somit konnte die Integrität der Liposomen während 
des Experiments verifiziert werden. Der Liposomenassay stellt einen leicht durchführbaren 
experimentellen Ansatz zur Untersuchung der möglichen Ionenporenbildung von Proteinen 
oder anderen Substanzen dar. Jedoch ist es mit dem Assay nicht möglich, minimale 
Unterschiede der Anfangskinetik innerhalb der ersten Mikrosekunden festzustellen, die für 
die Charakterisierung eines porenbildenden Moleküls massgeblich sind. Darüberhinaus 
läßt er auch noch keine Aussage über die Porenbildung in natürlichen Membranen zu, da 
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den Liposomen Bestandteile von solchen Membranen wie Glycolipide und Glykoproteine, 
aber auch "lipid rafts" (hochgeordnete Lipidbereiche spezifischer Zusammensetzung; Bhat 
and Panstruga 2005), fehlen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.8: Ionenporenbildung durch HrpZ1Psph in synthetischen Liposomen. Synthetische, 
unilamellare Liposomen, beladen mit dem Natrium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Sodium GreenTM, wurden 
zusammen mit HrpZ1Psph und einer HrpZ1Psph-freien E.coli-Proteinlösung inkubiert. Der Start der Kinetik 
erfolgte durch Zugabe von Natriumchlorid. Dargestellt sind die Standardabweichungen von drei 
unabhängigen Messungen. Die Maximalfluoreszenz der Liposomenlösung wurde nach 12 min durch Zugabe 
von 10 % Triton X-100 ermittelt.  

 
3.2.2 Ionenporenbildung von HrpZ1Psph in Eizellen von Xenopus laevis 
 Bislang erfolgten alle Untersuchungen der ionenporenbildenden Aktivität von 
HrpZ1Psph nur in synthetischen Membranen beziehungsweise in nicht-lebenden Systemen. 
Für eine Analyse von Änderungen der Membranpermabilität durch porenbildende 
Moleküle in biologischen Membranen wird z.B. die "Two-Electrode Voltage-Clamp"-
Technik in Eizellen des Krallenfrosches Xenopus laevis angewandt (Goudet et al. 1998; 
Charnet et al. 2003). Diese Versuche wurden mit aufgereinigtem rekombinantem 
HrpZ1Psph durchgeführt (siehe Abbildung 3.9).  
 Der stationäre Stromfluß einer unbehandelten Eizelle befindet sich zwischen           
-150 mV und +50 mV auf einem niedrigen Niveau (weiße Dreiecke in Abbildung 3.9). 
HrpZ1Psph hingegen induziert Änderungen des Stromfensters in Abhängigkeit der 
angelegten Spannung, da exogene makroskopische Ströme nach Proteinzugabe 
beobachtbar waren (schwarze Quadrate in Abbildung 3.9). Diese Ströme wiesen keinerlei 
Ähnlichkeiten zu endogenen Strömen von Xenopus-Eizellen auf (Weber 1999, Racape et 
al. 2005), daher ist mit hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, daß es sich um 
HrpZ1Psph-gebildete Poren handelt und nicht um die Stimulierung endogener Ionenkanäle 
durch HrpZ1Psph. Ein weiterer Hinweis für diese Annahme war das Verschwinden dieser 
exogenen Ströme nach dem Entfernen des Proteins durch Waschen der Eizellen, wonach 
sie ihre Anfangswerte wiedererlangten (weiße Kreise in Abbildung 3.9). Das 
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Umkehrpotential der Ströme von etwa -15 mV erinnert an jenes von PopA, einem 
strukturell ähnlichen Effektor aus Ralstonia solanacearum (Racape et al. 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.9: Ionenporenbildende Aktivität von HrpZ1Psph in Eizellen von Xenopus laevis mittels "Two-
Electrode Voltage-Clamp"-Technik mit aufgereinigtem rekombinantem Protein. Strom/Spannung-Diagramm 
von Aufzeichnungen vor Zugabe von 2 µM HrpZ1Psph (weiße Dreiecke), während der Zugabe von 2 µM 
HrpZ1Psph (schwarze Quadrate) und nach Auswaschen von HrpZ1Psph (weiße Kreise). Alle Daten zeigen 
Standardabweichungen von Experimenten mit drei verschiedenen Eizellen. 

      
3.2.3 Ionenporenbildung von HrpZ1Psph in Asolectin-Liposomen 
 HrpZ1Psph ist in der Lage, in biologischen und damit lebenden Membranen 
ionenleitende Poren bilden. Xenopus-Eizellen als tierisches System lassen aber keine 
direkten Rückschlüsse zu, ob dies auch in pflanzlichen Membranen gilt. Daher wurde ein 
experimenteller Ansatz gewählt, der auf der Nutzung von unilamellaren Asolectin-
Liposomen beruht, welche aus einer Mischung von natürlich vorkommenden Sojabohnen-
Phospholipiden bestehen. Diese Liposomen waren mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein 
gefüllt. Durch Selbstlöschen der eingeschlossenen Calceinmoleküle wird eine hohe 
Fluoreszenz verhindert und erst durch Freisetzung des Calceins, hervorgerufen durch 
Änderungen der Membranpermeabilität, wird ein Anstieg der Fluoreszenz ereicht. 
Durchgeführt wurden diese Experimente (siehe Abbildung 3.10) mit aufgereinigtem 
rekombinantem HrpZ1Psph. Wie Abbildung 3.10 verdeutlicht, verursacht die Behandlung 
dieser Calcein-beladenen Asolectin-Liposomen mit HrpZ1Psph eine 
proteinkonzentrationsabhängige Zunahme der Fluoreszenz durch Freisetzung des Calceins 
aus den Liposomen. Bei einer Konzentration von 10 nM HrpZ1Psph wird 5 % des 
eingeschlossenen Calceins freigesetzt, d.h. eine Konzentration, bei der noch keine 
Phytoalexinproduktion beobachtbar ist (siehe Abbildung 3.4), sind Veränderungen der 
Membranpermeabilität messbar. Die Applikation der Negativkontrolle, bestehend aus der 
HrpZ1Psph-freien Proteinpräparation von E.coli, welche mit dem Expressionsvektor 
transformiert wurden, resultiert im Gegensatz dazu nicht in einer Calceinfreisetzung. 
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 Abb.3.10: Ionenporenbildende Aktivität von HrpZ1Psph in Calcein-enthaltenden Asolectin-
Liposomen. Die Vesikel wurden mit den Proteinlösungen der angegebenen Konzentrationen versetzt und die 
Freisetzung des Calceins erfolgte fluoreszenzspektrometrisch.  
 

 

3.3 Abwehraktivierung vs. Porenbildung 
 
 Membranaktive Substanzen wie z.B. das Polyenantibiotikum Amphotericin B sind 
in der Lage, Ionenflüsse zu induzieren, die zur Auslösung von pflanzlichen 
Immunreaktionen führen (Jabs et al. 1997; Yang et al. 1997; Scheel 1998). Um zu testen, 
ob die PAMP-Aktivität von HrpZ1Psph auf der Fähigkeit beruhte, Ionenporen in 
Membranen zu bilden wurden, wie in Vorarbeiten beschrieben (Engelhardt 2003), 
HrpZ1Psph-homologe Proteine, HrpZ1Psph-Deletionen und HrpZ1Psph-Insertionsmutanten 
hinsichtlich dieser beiden Gesichtspunkte untersucht (siehe Tabelle 3.1). Das Studium der 
Ionenporenbildung erfolgte unter Zuhilfenahme synthetischer Liposomen (siehe 2.6.3). 
Anhand der Synthese antimikrobieller Phytoalexine in Petersiliezellsuspensionen 
(Petroselinum crispum L.) wurde die immunostimulatorische Aktivität analysiert. 
 

 Abwehrinduktion in Pflanzen 
(speziell Petersilie) 

Porenbildung in Liposomen 
(siehe 3.2.1) 

HrpZ1Psph-Homologe nur HrpZ1Psph aktiv 
HrpZ1Psph-Deletionen nur C-terminales Fragment inaktiv 

HrpZ1Psph-Insertionsmutanten z.T. reduziert aktiv 
 Tab.3.1: Vergleich der Fähigkeiten von HrpZ1Psph-Homologen und HrpZ1Psph-Mutanten hinsichtlich 
Abwehrinduktion/Porenbildung. 
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 Strukturell ähnliche Harpine zeigen in ihrer Gesamtheit die Fähigkeit, 
kationenleitende Poren in synthetischen Liposomen zu bilden, während lediglich das 
Harpin HrpZ1 aus Pseudomonas syringae pv. phaseolicola die Phytoalexinsynthese 
auslöste. Größere Fragmente des Proteins, die die N-terminalen 85 Aminosäuren, die 
zentralen 100 Aminosäuren und die C-terminalen 145 Aminosäuren umfassen, sind 
ionenporenbildungsinaktiv, jedoch induziert das C-terminale Fragment pflanzliche 
Immunreaktionen. Zufällige Insertionen von fünf Aminosäuren im HrpZ1Psph-Protein 
verursachen keine Funktionsbeeinträchtigung im Hinblick auf die Ionenporenbildung, 
jedoch werden einige mutierte Proteine in ihrer Phytoalexininduktionsfähigkeit 
eingeschränkt. Aufgrund dieser Untersuchungen kann man schlußfolgern, daß es sich bei 
Ionenporenbildung und der Stimulation pflanzlicher Immunabwehr um zwei voneinander 
unabhängige Vorgänge handelt., d.h. die Bildung ionenleitender Kanäle in Membranen 
erklärt nicht die Induktion pflanzlicher Abwehrreaktionen. Darüberhinaus scheint der C-
terminale Bereich des Proteins für die Perzeption durch die Pflanze essentielle 
Strukturmerkmale zu besitzen. 
 In weiterführenden Studien sollte diese Annahme vertieft werden. Dazu wurden 
analoge Experimente mit verschiedenen HrpZ1Psph-Deletionsmutanten ausgeführt. Dabei 
handelte es sich um Deletionen von etwa 10 - 50 Aminosäuren, welche über das gesamte 
Protein verteilt waren (siehe Abbildung 3.11).  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.11: Position der Deletionen von 7 verschiedenen HrpZ1Psph-Konstrukten (ZΔ1 - ZΔ7). Zahlen 
markieren deletierte Aminosäurebereiche im 345 Aminosäure-umfassenden HrpZ1Psph-Gesamtprotein. 
 

 Diese Deletionskonstrukte wurden als aufgereinigte rekombinante Proteine im 
Liposomenassay (siehe 3.2.1) auf ihre Fähigkeit, Poren zu bilden, getestet. Die erhaltenen 
Resultate sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst: 
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HrpZ1Psph-Deletionskonstrukt Ionenporenbildung 
ZΔ1 +++ 

ZΔ2 +++ 

ZΔ3 +++ 

ZΔ4 +++/++ 

ZΔ5 +++/++ 

ZΔ6 +/- 

ZΔ7 +++/++ 
 Tab.3.2: Porenbildungsfähigkeit der HrpZ1Psph-Deletionskonstrukte ZΔ1 - ZΔ7 im Vergleich zum 
zum "full-length Protein" (+++), untersucht mit Hilfe des Liposomenassays (siehe 3.2.1). Dargestellt sind die 
Ergebnisse von mindestens 3 unabhängigen Messungen.  

  
 Wie mit diesem Ergebnis gezeigt werden kann, bewirken die Deletionen der 
Mutanten 1 - 5 und 7 keine Beeinträchtigung im Hinblick auf die Ionenporenbildungsakti-
vität. Das HrpZ1Psph-Protein scheint über einen sehr flexiblen Aufbau zu verfügen, der es 
ihm ermöglicht, Veränderungen der Primärstruktur bis zu einem gewissen Grad ohne 
Verlust der Ionenporenbildungsfähigkeit zu tolerieren. Lediglich Mutante 6 zeigte ein 
gegenüber dem "full-length"-Protein beeinträchtigtes Ionenporenbildungsverhalten. Da die 
Deletion im hydrophoben C-terminalen Bereich zu finden ist, könnte der entfernte 
Proteinabschnitt eine wichtige Rolle bei der Membranintegration spielen. 
 Mit Hilfe der Petersiliezellsuspensionskultur wurden alle Deletionskonstrukte im 
Hinblick auf ihre Fähigkeit, die Phytoalexinbiosynthese zu induzieren, untersucht. Wie die 
Ergebnisse in Abbildung 3.12 zeigen, weisen nicht alle HrpZ1Psph-Deletionsproteine das 
gleiche Phytoalexininduktionspotential auf wie das "full-length"-Protein. Die Mutanten 1 - 
5 zeigen keine Beeinträchtigung. Den Mutanten 6 und 7 wurden durch die Deletionen 
offenbar Bereiche entfernt, die für die Perzeption notwendig sind, da sich die 
Phytoalexinproduktion nach Applikation mit diesen mutierten Proteinen deutlich unter 
dem Niveau des "full-length"-HrpZ1Psph befindet. Da die Deletionen der Mutanten 6 und 7 
im C-terminalen Bereich des Proteins liegen, stimmt dieses Verhalten mit Resultaten 
früherer Arbeiten überein (Engelhardt 2003), die zeigen konnten, daß im C-terminalen 
Bereich das elicitoraktive Motiv zu finden ist (Lee et al. 2001a). 
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 Abb.3.12: Phytoalexinproduktion in Petersiliezellsuspension nach 24 h Behandlung mit HrpZ1Psph-
Deletionskonstrukten. 6 Tage alte Zellen wurden nach Aufnahme in frischem HA-Medium mit HrpZ1Psph 
bzw. HrpZ1Psph-Deletionskonstrukten in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Die 
Furanocoumarinakkumulation im Kulturmedium erfolgte fluoreszenzspektrometrisch nach 24 h Inkubation. 
Dargestellt sind die Standardabweichungen von mindestens vier unabhängigen Messungen abzüglich der 
Vektorkontrollwerte. Die maximale Phytoalexinproduktion, erreicht durch Applikation von 200 nM Pep13, 
wurde als 100 % definiert.  

 
 

3.4 Studien zur Oligomerisierung von HrpZ1Psph 
 
 Die vorangegangenen Experimente dokumentieren die duale Rolle des HrpZ1Psph-
Proteins während des Infektionsprozesses, welche sich einerseits in der Fähigkeit zur 
Bildung ionenleitender Poren und auf der anderen Seite in der immunostimulatorischen 
Aktivität äußert. Beide Proteineigenschaften können strukturell separiert werden. Versuche 
mit HrpZ1Psph-Mutanten legen die Vermutung nahe, daß die strukturellen Ansprüche für 
die Porenbildung eher gering sind, was geringere Veränderungen der Primärstruktur 
angeht, wohingegen eine Region nahe des C-Terminus für die Induktion pflanzlicher 
Abwehrreaktionen ausreicht. Die Fähigkeit zur Einlagerung in Lipiddoppelmembranen und 
die dort durch HrpZ1Psph vermittelte Bildung ionenleitender Kanäle stellt vermutlich die 
Virulenzfunktion des Proteins dar. In planta-Expressionsversuche lassen eine Funktion in 
der Wirtsplasmamembran vermuten, da lediglich extrazellulär vorhandenes HrpZ1Psph im 
Gegensatz zu im Wirtszytoplasma akkumulierendes Protein in der Lage ist, pflanzliche 
Immunreaktionen auszulösen (Tampakaki and Panopoulos 2000). Bestimmte bakterielle 
porenbildende Toxine treten als höhere Oligomere auf (Parker and Feil 2005; Eifler et al. 
2006). Ferner wird der in der Membran tierischer Zellen gebildete Yersinia-Typ-III-
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Translokationskomplex durch mehrere Proteine, YopB, YopD und LcrV, gebildet (Mueller 
et al. 2005; Mota and Cornelis 2005, Goure et al. 2005). Es ist daher möglich, daß auch 
HrpZ1Psph einen für den Infektionsprozess wichtigen membranassoziierten Homo- oder 
Hetero-Komplex bildet. Aus diesem Grund sollte die Oligomerisierungsfähigkeit des 
HrpZ1Psph-Proteins näher studiert werden. 
 
3.4.1 Untersuchung der HrpZ1Psph-Oligomerstabilität 
 Im Anschluß an die Aufreinigung von rekombinantem HrpZ1Psph zeigte sich nach 
Auftrennung im  SDS-Gel generell eine zusätzliche Bande bei ca. 80 kDa. Verstärkte man 
die denaturierenden Bedingungen durch Erhöhung der Inkubationszeit der Proben bei 95°C 
vor dem Auftragen auf das Gel im SDS- und β-Mercaptoethanol-enthaltenden Ladepuffer, 
so führte dies nicht zu einem Verschwinden der Bande (siehe Abbildung 3.13). Durch 
massenspektrometrische Prüfung sowie Western-Analyse mit einem anti-HrpZ1-
Antikörper konnte diese Bande als HrpZ1Psph-Oligomer identifiziert werden. Entsprechend 
der Größe der Bande würde es sich hierbei um ein Dimer handeln, da das HrpZ1Psph-
Monomer bei einer Größe von 35,2 kDa ein im SDS-Gel aberrantes Laufverhalten zeigt 
und als 42 kDa-Bande auftritt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.13: Einfluß der Inkubationszeit bei 95°C auf die HrpZ1Psph-Oligomerstabilität. 5 µg Protein 
wurden im SDS-Probenpuffer (enthält SDS und β-Mercaptoethanol) für die angegebene Dauer bei 95°C 
inkubiert und auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte 
die Detektion mittels anti-HrpZ1-Antikörper als primärem Antikörper sowie anti-Kaninchen-IgG-Antikörper 
(mit Alkalischer Phosphatase gekoppelt) als sekundärem Antikörper. Die Größe der 
Molekulargewichtsmarker ist links vom Gel angegeben. 
 
 Aufgrund fehlender Cysteinreste im HrpZ1Psph-Protein werden diese Oligomere 
höchstwahrscheinlich nicht kovalent stabilisiert, sondern durch andere intermolekulare 
Wechselwirkungen, die erstaunlich Detergenz- und Hitze-resistent sind. Auffallend ist, daß 
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bei zunehmender Dauer der Inkubation bei 95°C die Intensität der Fragmentbanden 
(Banden kleiner als 42 kDa) durch Abbauprozesse deutlich zunimmt, während das 
Oligomer offensichtlich erhalten bleibt. Die Beständigkeit dieser Oligomerbande kann ein 
Indiz für die Hitzestabilität von Harpinen (He et al. 1993) sein. Es lassen sich aber keine 
Aussagen darüber machen, in welchem Verhältnis Monomer und Oligomer zueinander in 
Lösung vorliegen, da davon ausgegangen werden muß, daß ein gewisser Anteil der 
Oligomere unter den gegebenen Trennbedingungen zu Monomeren zerfällt.  
 Um die Fähigkeit des HrpZ1Psph-Proteins, in Lösung Homooligomere zu bilden, 
näher zu analysieren, wurde der chemische Crosslinker BS3 zur Stabilisierung der 
Oligomere genutzt. Desweiteren sollte festgestellt werden, ob auch höhermolekulare 
Komplexe gebildet werden. BS3, ein wasserlöslicher, homobifunktioneller N-
Hydroxysuccinimidester (siehe Abbildung 2.4), verknüpft kovalent inter- und 
intramolekulare primäre Amine, wie sie am N-Terminus oder in Lysinseitenketten von 
Proteinen anzutreffen sind. Dabei erfolgt diese Verknüpfung nicht wahllos mit sämtlichen 
in Lösung befindlichen Molekülen, sondern nur mit Proteinbereichen, die von vornherein 
in enger räumlicher Nähe vorliegen, wie sie intramolekular aufgrund einer speziellen 
Faltung oder intermolekular bei Protein-Protein-Interaktionen anzutreffen sind. Da das 
Crosslinking häufig quantitativ unvollständig ist, wird das Abschätzen des 
Mengenverhältnis verschiedener Oligomerspezies zueinander allerdings schwierig.  
 2 µg rekombinantes und affinitätschromatographisch aufgereinigtes HrpZ1Psph 
wurde für eine Stunde mit dem Crosslinker inkubiert. Die Ansätze wurden anschließend 
mittels SDS-PAGE und Immunoblot (mit anti-HrpZ1-Antikörper als primärer Antikörper) 
analysiert. Aus Unterschieden zwischen BS3-behandelten und unbehandelten 
Proteinproben, wie in Abbildung 3.14 dargestellt, kann geschlossen werden, daß in Lösung 
deutlich mehr Protein in oligomerer Form vorliegt als Abbildung 3.13 dokumentiert. 
Während ohne Crosslinker nur ein verschwindend geringer Teil der Oligomere bei 
denaturierenden Bedingungen erfasst werden kann, zeigen sich 2 relativ starke Banden 
nach Behandlung mit BS3, welche anhand des Vergleichs mit den Markerproteinen (siehe 
Abbildung 3.14B) sowie nach Berücksichtigung des aberranten Laufverhalten des Proteins 
einem HrpZ1Psph-Dimer sowie HrpZ1Psph-Trimer entsprechen. Die Intensität der 
Monomerbande ändert sich trotz Behandlung mit dem Crosslinker nicht. Variationen der 
Protein- als auch der Crosslinkerkonzentration ergaben keine Änderung der 
Bandenintensitätsverhältnisse (nicht dargestellt). In der Abbildung 3.14 zeigt sich ohne 
Crosslinker eine im Vergleich zu Abbildung 3.13 schwächere Dimerbande, die aber durch 
eine im Experiment eingesetzte geringere Proteinmenge zu erklären ist. 
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 Abb.3.14: Stabilisierung der HrpZ1Psph-Oligomere durch den chemischen Crosslinker BS3. A) 2 µg 
Protein wurden für 60 min bei Raumtemperatur ohne (-BS3) und mit (+BS3) 3 mM Crosslinker inkubiert. Die 
Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE (10%) und anschließendem Immunoblot mit anti-HrpZ1-Antikörper als 
primärem und anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (gekoppelt mit Alkalischer Phosphatase) als sekundärem 
Antikörper. Die Größe der Molekulargewichtsmarker ist links vom Gel angegeben. Die Ermittlung der 
Molekulargewichte der einzelnen Oligomere erfolgte anhand der in B) dargestellten Graphik durch Auftragen 
der dekadischen Logarithmen der einzelnen Molekulargewichtsmarker aus A) gegen ihre jeweilige 
Wanderungsstrecke.  

 
3.4.2 Einfluß von Calcium auf die HrpZ1Psph-Oligomerstabilität 
3.4.2.1 Untersuchung der Calcium-Bindung von HrpZ1Psph 

  Für lipidbindende Proteine ist Calcium oftmals z.B. für eine korrekte Faltung 
notwendig (Creutz et al. 1998; Gerke and Moss 2002). Da die Calciumkonzentration im 
pflanzlichen Apoplasten hoch ist und HrpZ1Psph in den apoplastidären Raum sekretiert wird 
(Roine et al. 1997a; Tampakaki and Panopoulos 2000), besteht die Möglichkeit, daß 
Calcium die HrpZ1Psph-Lipidintegration und anschließende Porenbildung beeinflusst. Die 
Calciumbindung durch das HrpZ1Psph-homologe Protein PopA aus Ralstonia 
solanacearum, welches ähnliche Membranporen wie HrpZ1Psph bildet, konnte durch 
Racape et al. 2005 gezeigt werden. Um festzustellen, ob HrpZ1Psph über ähnliche Calcium-
bindende Eigenschaften verfügt, wurde ein 45Calcium-Überlagerungs-Test durchgeführt. 
Darüberhinaus sollten calciumbindende Regionen innerhalb des Proteins lokalisiert 
werden. Deshalb wurde dieses Experiment auch mit den Deletionskonstrukten aus 
Abbildung 3.11 ausgeführt.  Jeweils 2 µg aufgereinigtes rekombinantes Protein wurden im 
Anschluß an eine 10 %ige SDS-PAGE auf Nitrocellulose- bzw. PVDF-Membran 
transferiert. Der Transfer wurde durch anschließende Ponceau S-Färbung überprüft. Im 
Anschluß erfolgte als Kontrolle der Immunoblot bzw. der Calcium-Überlagerungs-Test. 
Als Negativkontrolle wurde BSA eingesetzt, welches Calcium nicht bindet. In Abbildung 
3.15 ist klar zu erkennen, daß HrpZ1Psph die Fähigkeit besitzt, Calcium zu binden. Die 
Gesamtheit der Deletionsproteine besitzt ebenso mehr oder weniger diese Eigenschaft, 
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jedoch unterscheiden sie sich quantitativ. Die Mutanten 2 und 3 zeigen, verglichen mit 
dem "full-length"-Protein eine etwas schwächere Bandenintensität. Trotzdem die 
Deletionen nahezu das gesamte Protein abdecken, gibt es keine Mutante, die durch einen 
kompletten Verlust der Calcium-Bindungsfähigkeit gekennzeichnet ist. Daraus läßt sich 
schließen, daß es mehrere Calcium-Bindestellen im HrpZ1Psph-Protein gibt, von denen eine 
durch die Deletion in den Mutanten 2 und 3 entfernt wurde. Die Negativkontrolle BSA 
beweist, daß in diesem experimentellen Ansatz nicht jedes Protein die Fähigkeit hat, 
Calcium zu binden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.15: 45Calcium-Bindung durch HrpZ1Psph. Jeweils 2 µg Protein wurden nach einer 10 %igen 
SDS-PAGE auf Nitrocellulosemembran transferriert, wobei der Erfolg mittels Ponceau S  (A) überprüft 
wurde. B) Die Analyse erfolgte anschließend durch Immunoblot (Detektion mit primärem anti-HrpZ1-
Antikörper und sekundärem Alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Kaninchen-IgG-Antikörper) bzw. C) 
durch 45Calcium-Überlagerungs-Test (20-minütige Inkubation in Überlagerungspuffer, welcher 20 µl 45CaCl2 
(37 MBq / L, 1 mCi, Amersham Bioscienses) enthielt; die Endkonzentration an Ca2+ lag etwa bei 0,2 µg/ml), 
wobei die Detektion mittels Belichtung eines PhosphoImager-Screens erfolgte. Die Größe der 
Molekulargewichtsmarker ist links vom Gel angegeben. 

  
3.4.2.2 Einfluß von Calcium auf die HrpZ1Psph-Oligomerstabilität 
 Da HrpZ1Psph über Calcium-bindende Fähigkeiten verfügt und es nicht nur eine 
Calcium-bindende Region im Protein zu geben scheint, lag es nahe zu testen, inwiefern 
Calcium die Bildung von HrpZ1Psph-Oligomeren begünstigt. Diese Oligomerstabilisierung 
durch Ca2+ konnte für PopA, einem strukturell ähnlichen Protein aus Ralstonia 
solanacearum, bereits gezeigt werden (Racape et al. 2005). Um diesen Ca2+-Einfluß zu 
untersuchen, wurde HrpZ1Psph vor Zugabe des Crosslinkers BS3 mit steigenden 
Konzentrationen von Calciumchlorid vorinkubiert. Außerdem wurde durch Nutzung des 
Calciumchelators EGTA der Einfluß von Calciumspuren im Puffer analysiert. Im 
Anschluß an eine 10 %ige SDS-PAGE und dem Transfer auf eine Nitrocellulosemembran 
erfolgte die Detektion von HrpZ1Psph mittels spezifischem anti-HrpZ1-Antikörper.  
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 Abb.3.16a: Einfluß von Calcium auf die HrpZ1Psph-Oligomerstabilität. Jeweils 5 µg Protein wurde 
eine Stunde vor der 60minütigen Inkubation mit 3 mM Crosslinker BS3 mit den angegebenen 
Konzentrationen Ca2+ (als CaCl2) vorinkubiert. Im Anschluß an eine 10 %ige SDS-PAGE und dem Transfer 
auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte die Detektion mit primärem anti-HrpZ1-Antikörper und sekundärem 
anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (gekoppelt an Alkalische Phosphatase). Die Größe der 
Molekulargewichtsmarker ist links vom Gel angegeben. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.16b: Einfluß von Calcium auf die HrpZ1Psph-Oligomerstabilität. Jeweils 5 µg Protein wurde 
eine Stunde vor der 60minütigen Inkubation mit 3 mM Crosslinker BS3 mit den angegebenen 
Konzentrationen EGTA vorinkubiert. Im Anschluß an eine 10 %ige SDS-PAGE und dem Transfer auf eine 
Nitrocellulosemembran erfolgte die Detektion mit primärem anti-HrpZ1-Antikörper und sekundärem anti-
Kaninchen-IgG-Antikörper (gekoppelt an Alkalische Phosphatase). Die Größe der Molekulargewichtsmarker 
ist links vom Gel angegeben. 

 
 Wie der Abbildung 3.16a zu entnehmen ist, nimmt die Intensität der HrpZ1Psph-
Oligomerbandenstärke mit zunehmenden Ca2+-Konzentrationen zu, woraus zu schließen 
ist, daß erhöhte Ca2+-Konzentrationen die Bildung von HrpZ1Psph-Oligomeren begünstigen. 
Dabei scheint der Konzentrationsschwellenwert, ab der es zu einer detektierbaren 
Stabilisierung kommt, bei etwa 1 mM Ca2+ angesiedelt zu sein. Dieses Ergebnis 
unterstützend zeigt auch die Abbildung 3.16b, bei der mit zunehmenden EGTA-
Konzentrationen die Oligomerbandenstärke deutlich abnimmt. Eine merkliche 
Destabilisierung der Oligomere erfolgt bei 0,5 mM EGTA, jedoch scheinen nur 
höherwertige Oligomere eine Calcium-abhängige Stabilität aufzuweisen, da eine bei etwa 
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80 kDa vorhandene Bande die Intensität auch bei höchsten EGTA-Konzentrationen nicht 
einbüsst. Darüberhinaus ist diese Bande bereits bei Ca2+-unbehandelten Proben 
detektierbar (siehe auch Abbildung 3.13). Die Ergebnisse zeigen, daß die HrpZ1Psph-
Oligomerbildung von Calcium begünstigt wird, aber zumindest die Dimerbildung nicht 
von Calcium abhängig ist.  
 
3.4.3 Untersuchung der HrpZ1Psph-Oligomerisierung mittels Gelfiltration 
 Gelfiltrationen sind für eine exakte Bestimmung der Molekulargewichte von 
Proteinen bzw. Proteinkomplexen durch Vergleich mit Retentionszeiten oder 
Retentionsvolumen von Markerproteinen geeignet. Die Gelfiltration von rekombinant 
aufgereinigtem HrpZ1Psph sollte Aufschluß geben über möglicherweise dominant 
auftretende Oligomere, das native Molekulargewicht der auftretenden Oligomere sowie 
deren Stabilität. 250 µg aufgereinigtes, rekombinantes Protein wurden jeweils mit einer 
Flussrate von 0,3 ml / min auf eine vorher mit MES/NaCl (5 mM MES pH 5,5; 150 mM 
NaCl) äquilibrierte Superdex 200- und Superdex 75-Säule aufgetragen, wobei die Säulen 
unterschiedliche Auftrennungskapazitäten  haben (Superdex 75 trennt  in einem Bereich 
zwischen 3 und 70 kDa, Superdex 200 in einem Bereich zwischen 10 und 600).  
 Betrachtet man das Elutionsprofil nach einem Lauf über die Superdex 200 (siehe 
Abbildung 3.17 A), so sind zwei Peaks erkennbar, die bei Vergleich mit den 
Retentionsvolumen der Markerproteine einem Molekulargewicht von etwa 650 kDa und 70 
kDa und damit einem 18mer bzw. einem Dimer entsprechen. HrpZ1Psph scheint demnach in 
Lösung in der Mehrheit als Dimer vorzuliegen und zu einem geringen Teil als 
höherwertiges Oligomer. Allerdings erscheint der erste Peak unmittelbar nach dem 
Totvolumen, so daß nicht ausgeschlossen werden kann, daß die Größe dieses Komplexes 
um einiges höher ist als die ermittelten 650 kDa, was bei unspezifischen 
Proteinaggregationen zutreffen würde. Durch eine Immunoblotanalyse aufgefangener 
Fraktionen konnte bestätigt werden, daß beide Peaks auf HrpZ1Psph zurückzuführen sind. 
Aufgrund des doch sehr breiten 70 kDa-Peaks läßt es sich nicht ausschließen, daß auch 
HrpZ1Psph-Tetramere in Lösung vorhanden sein können. Um nun zu untersuchen, ob die 
Homooligomere stabil sind oder in einem Gleichgewicht stehen, wurden Dimerfraktionen 
(die etwa bei 70 kDa eluiert wurden) erneut aufgetragen (siehe Abbildung 3.17 B). Da die 
Proteinmenge bedeutend geringer war, war auch die Absorption reduziert, was sich in einer 
kleineren Peakhöhe niederschlug. Der beim ersten Lauf detektierte Peak bei 650 kDa war 
im Gegensatz zum 70 kDa-Peak nicht mehr nachweisbar. Die Schlußfolgerung, daß das 
HrpZ1Psph-Dimer stabil ist und nicht im Gleichgewicht mit höherwertigen Oligomeren 
steht, kann aufgrund der geringen Proteinkonzentration nicht gezogen werden. Die 
eventuell gebildeten Oligomere befinden sich möglicherweise unterhalb der 
Detektionsgrenze. Jedoch sind auch hier keine HrpZ1Psph-Monomere detektierbar, was die 
Dimerstabilität belegt. Das konnte auch durch eine Immunoblotanalyse der gesammelten 
Fraktionen nachgewiesen werden.  
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 Abb.3.17: Elutionsprofil von HrpZ1Psph nach einem Gelfiltrationslauf über eine Superdex 200.              
A) 250 µg aufgereinigtes rekombinantes Protein wurde auf die Säule aufgetragen (mit Laufpuffer 5 mM 
MES pH 5,5; 150 mM NaCl) und bei einer Flußrate von 0,3 ml /min aufgetrennt. Die Detektion erfolgte bei 
214 nm. Das Eluat wurde in 250 µl-Fraktionen gesammelt. In B) erfolgte die Auftragung von drei vereinigten 
Fraktionen aus A) (aufeinanderfolgende Fraktionen bei etwa 70 kDa-Elution) bei gleichen Laufbedingungen. 
Die Immunoblotanalyse der Fraktionen wurde nach 10 %iger SDS-PAGE und Transfer auf Nitrocellulose 
mit primärem anti-HrpZ1-Antikörper und sekundärem anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (gekoppelt an 
Alkalische Phosphatase) durchgeführt. Pfeile am oberen Bildrand markieren Retentionsvolumen der 
Markerproteine (siehe 2.5.7). V0, Totvolumen. 
 

 Um in einem weiteren Experiment zu untersuchen, ob neben HrpZ1Psph-Dimere 
auch Monomere vorkommen, wurde ebenfalls ein Lauf über eine Superdex 75 
durchgeführt (siehe Abbildung 3.18), da die Möglichkeit bestand, daß die Trennschärfe 
einer Superdex 200-Säule im Bereich des Dimerpeaks nicht gegeben war. Da diese Säule 
Proteine größer als 70 kDa nicht mehr auftrennen kann, eluierten die höherwertigen 
Oligomere unmittelbar nach dem Totvolumen, weswegen eine Aussage über die 
Häufigkeitsverteilung der Oligomere mit dieser Säule nicht möglich war. Wie man deutlich 
erkennt, ist nur ein Peak detektierbar, der ebenfalls bei etwa 70 kDa eluiert und einem 
HrpZ1Psph-Dimer entspricht. Ein Peak bei dem Monomerelutionsvolumen von 35 kDa ist 
nicht detektierbar, was den Schluß zuläßt, daß HrpZ1Psph in Lösung zum größten Teil 
Dimere und in geringerem Ausmaß, höherwertige Oligomere bildet. 
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 Abb.3.18: Elutionsprofil von HrpZ1Psph nach einem Gelfiltrationslauf über eine Superdex 75. 250 µg 
aufgereinigtes rekombinantes Protein wurde auf die Säule aufgetragen (mit Laufpuffer 5 mM MES pH 5,5;  
150 mM NaCl) und bei einer Flußrate von 0,3 ml /min aufgetrennt. Die Detektion erfolgte bei 214 nm. Das 
Eluat wurde in 250 µl-Fraktionen gesammelt. Die Immunoblotanalyse der Fraktionen wurde nach 10 %iger 
SDS-PAGE und Transfer auf Nitrocellulose mit primärem anti-HrpZ1-Antikörper und sekundärem anti-
Kaninchen-IgG-Antikörper (gekoppelt an Alkalische Phosphatase) durchgeführt. Pfeile am oberen Bildrand 
markieren Retentionsvolumen der Markerproteine (siehe 2.5.7). V0, Totvolumen. 
 

 Für das porenbildende Cytotoxin ClyA aus Escherichia coli konnte eine Detergenz-
induzierte Oligomerisierung nachgewiesen werden (Eifler et al. 2006). Monomeres ClyA 
insertiert in einer Detergenzmizelle und aggregiert über verschiedene Intermediate mit 
zunehmender Dauer der Detergenzexposition zu einem definierten oligomeren Komplex. 
Daher sollte untersucht werden, inwiefern auch HrpZ1Psph in der Lage ist, mit 
zunehmender Inkubationszeit in einem Detergenz die vorherrschende Dimerform zu 
verlieren und höhere Oligomere zu stabilisieren. Zu diesem Zweck wurden 250 µg Protein 
bei 15°C für 0 min, 2 min, 10 min, 20 min und 2 h mit 1 % Detergenz (Octyl-β-D-
glucopyranosid) inkubiert und anschließend auf die Superdex 200 aufgetragen. Allerdings 
zeigte sich keine Peakverschiebung zu höheren Oligomeren (nicht gezeigt). Das 
Elutionsprofil nach den angegebenen Inkubationszeiten war identisch mit dem Profil, 
welches von HrpZ1Psph in Lösung ohne Detergenz erhalten wurde (siehe Abbildung 3.17 
A), möglicherweise hervorgerufen durch Milieuänderung bei Eintritt in die wäßrige Phase 
der Säule. 
 
3.4.4 Untersuchung der HrpZ1Psph-Oligomerisierung mittels BlueNative-PAGE 
 Die bisherigen Resultate verdeutlichen die Fähigkeit von HrpZ1Psph, Oligomere in 
Lösung zu bilden. Um genauere Aussagen über die native HrpZ1Psph-
Homooligomerisierung in hydrophober, membranähnlicher Umgebung bzw. Aussagen 
über das Auftreten höherer Oligomere und deren Mengenverhältnis zueinander treffen zu 
können, wurde die Technik der BlueNative-PAGE angewandt. Dieses Protokoll der 
BlueNative-PAGE wurde ursprünglich von Schägger und von Jagow entwickelt, um die 
Komplexe der Atmungskette in den Mitochondrien zu analysieren (Schägger and von 
Jagow 1991; Schägger et al. 1994) und ist besonders geeignet für die native Analyse von 
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membrangebundenen Proteinen. Lösliche Proteine können jedoch ebenfalls mit dieser 
Elektrophorese gut aufgelöst werden. Das Prinzip der BlueNative-Elektrophorese ist das 
Ersetzen des proteingebundenen Detergenz (im Lösungspuffer, als Membranersatz, siehe 
2.5.5) durch den negativ geladenen Coomassie-Farbstoff, wobei der Proteinkomplex 
dadurch nach außen negativ geladen wird. Der Komplex liegt zwar nicht mehr in einer 
Detergenzmizelle vor, bleibt aber gelöst. So kann man durch Vergleich mit 
Markerproteinen das Molekulargewicht des Membranproteinkomplexes abschätzen. Die 
BlueNative-Elektrophorese wurde in einem 6 - 16,5 %igen Gradientengel durchgeführt. Da 
es sich um die Untersuchung nativer Proteinkomplexe handelt, wurde eine 
Hitzedenaturierung bei 95°C nicht durchgeführt. Nur als Kontrolle wurde eine Probe 5 min 
bei 95°C inkubiert. Die Abbildung 3.19 zeigt, daß HrpZ1Psph in einem Digitonin-
enthaltenden Lösungspuffer eine Reihe von Oligomeren bildet, von denen, den Größen der 
Markerproteine Ferritin, Thyroglobulin und BSA entsprechend, das Dimer und Tetramer 
die mengenmäßig größte Fraktion bilden (zwischen Markergrößen 66 und 132). Daneben 
treten aber auch das Monomer (Bande bei einer Größe geringer als 66 kDa) und 
höherwertige Oligomere auf, die einem Hexa- bzw. Oktamer entsprechen würden. Ihre 
Bandenintensität ist aber deutlich schwächer. Reduziert sich die aufgetragene 
Proteinmenge, zeigt sich übereinstimmend zu Ergebnissen der Gelfiltration (siehe 3.4.3), 
daß höchstwahrscheinlich das Dimer die vorherrschende Oligomerform darstellt (Bahn 6). 
Leider weist HrpZ1Psph ein sehr verschmiertes Laufverhalten auf, welches auch durch 
Detergenzänderung (siehe Abbildung 3.20) im Laufpuffer nicht vermieden werden kann 
und eine eindeutige Identifizierung der Oligomerbandengröße erschwert. Darüberhinaus 
weist das HrpZ1Psph-Dimer, wenn es laut den Gelfiltrationsresultaten aus 3.4.3 das 
vorwiegend vorhandene Oligomer ist, ein entsprechend seiner Größe (etwa 70 kDa) 
verändertes Laufverhalten auf (unterhalb 66 kDa), wenn Digitonin im Probenpuffer durch 
andere Detergenzien ersetzt wird (siehe Abbildung 3.20).  Diese Veränderung der 
Probenpufferbedingungen könnte aber auch eine Dimerisierung behindern, so daß die in 
Abbildung 3.20 beobachtbare Bande ein HrpZ1Psph-Monomer darstellt. Interessanterweise 
verhindert eine Vorinkubation bei 95°C lediglich, daß sich höherwertige Oligomere bilden 
(siehe Bahn 1 in Abbildung 3.19). Die Intensität des Dimer- bis Tetramerbandenbereichs 
zeigt sich unverändert. Es ist allerdings möglich, daß sich höherwertige Oligomere nach 
der Hitzebehandlung wieder bilden. Schlußfolgernd bleibt festzuhalten, daß die Tendenz, 
HrpZ1Psph-Homooligomere zu bilden, in Lösung, aber auch in lipophiler Umgebung, sehr 
groß ist. Diese Oligomere sind, zumindest bis zu der Größe eines Tetramers, äußerst stabil.  
 In der Bahn 2 der Abbildung 3.19 erkennt man eine Bande, die einer Größe von 
über 880 kDa entsprechen müsste. Ob es sich dabei um einen nativen Komplex handelt 
oder um unspezifische Proteinaggregationen, ist nicht feststellbar. Diese Bande ist auch 
nach dem Detergenzaustausch des Laufpuffers noch detektierbar (Bahn 1 in Abbildung 
3.20) und könnte für den in der Gelfiltration detektierten 650 kDa-Peak (siehe Abbildung 
3.17) verantwortlich sein. 
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 Abb. 3.19: Untersuchung der HrpZ1Psph-Homooligomerisierung in lipophilem Milieu (Digitonin) 
mittels BlueNative-PAGE. Aufgereinigtes, rekombinantes HrpZ1Psph wurde mit Lösungspuffer (enthält 
Digitonin) vorinkubiert und, wenn angegeben, vor dem Auftragen auf ein 6 - 16,5 %iges Gradientengel, einer 
95°C-Hitzebehandlung für  5 min unterworfen. Coomassie-enthaltender Kathodenpuffer wurde nach Hälfte 
des Laufs gegen farbstofffreien Kathodenpuffer ausgetauscht. Nach dem Lauf erfolgte die Entfärbung mit 5 
% Essigsäure. Die Größe der Molekulargewichtsmarker ist links vom Gel angegeben: 880 kDa - 
Ferritindimer, 670 kDa - Thyroglobulin, 440 kDa - Ferritinmonomer, 264 kDa - BSA-Tetramer, 132 kDa - 
BSA-Dimer, 66 kDa - BSA-Monomer. *nicht eindeutig verifizierbar. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 3.20: Untersuchung der HrpZ1Psph-Homooligomerisierung in lipophilem Milieu (Dodecyl-β-D-
maltosid, Octyl-β-D-glucopyranosid, Triton X-100) mittels BlueNative-PAGE. Aufgereinigtes 
rekombinantes HrpZ1Psph wurde mit Lösungspuffer (enthält Dodecyl-β-D-maltosid, Octyl-β-D-
glucopyranosid, Triton X-100) vorinkubiert und auf ein 6 - 16,5 %iges Gradientengel aufgetragen. 
Coomassie-enthaltender Kathodenpuffer wurde nach Hälfte des Laufs gegen farbstofffreien Kathodenpuffer 
ausgetauscht. Nach dem Lauf erfolgte die Entfärbung mit 5 % Essigsäure. Die Größe der 
Molekulargewichtsmarker ist links vom Gel angegeben: 880 kDa - Ferritindimer, 670 kDa - Thyroglobulin, 
440 kDa - Ferritinmonomer, 264 kDa - BSA-Tetramer, 132 kDa - BSA-Dimer, 66 kDa - BSA-Monomer. 
*nicht eindeutig verifizierbar. 
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3.4.5 In vivo-Interaktionsstudien von HrpZ1Psph mit Hefe-2-Hybrid-System 
 Als weitere Methode, um unter nativen Bedingungen die Dimerisierung von 
HrpZ1Psph nachzuweisen, wurde das Hefe-2-Hybrid-System (Yeast-2-Hybrid) gewählt 
(Fields and Song 1989). Dieses System basiert auf der Fähigkeit zweier Hybridproteine, 
von denen eines (bait: engl. Köder) die GAL4-DNA-Bindungsdomäne (BD) und das 
andere (prey: engl. Beute) die GAL4-Aktivierungsdomäne (AD) enthält, miteinander zu 
interagieren und somit die Transkription der durch den Transkriptionsfaktor GAL4 
regulierten Reportergene zu induzieren (siehe 2.5.9). Für diese Studie wurde HrpZ1Psph als 
Köder- und Beuteprotein verwendet, um die  Homodimerisierung in vivo zu untersuchen. 
Das hrpZ1Psph-Gen wurde aus dem Vektor pJC40 als NdeI/HindIII-Fragment 
ausgeschnitten und in den pGBKT7-Vektor (Selektionsmarker Tryptophan, W) und 
pGADT7-Vektor (Selektionsmarker Leuzin, L) umkloniert. Physische Interaktion 
zwischen den HrpZ1Psph-AD- und HrpZ1Psph-BD-Fusionsproteinen führt zur Rekonstitution 
des GAL4-Transkriptionsfaktors und somit zur Transkriptionsaktivierung der unter 
Kontrolle der gal-Promotoren stehenden Reportergene Ade2, His3 und LacZ im 
Hefestamm pJ69-4A. Das ade2-Gen komplementiert einen Defekt in der 
Adeninbiosynthese und das lacZ-Gen kodiert das Enzym β-Galaktosidase. Das dritte 
Reportergen, his3, wurde in dieser Arbeit nicht einbezogen. (James et al. 1996; Criekinge 
and Beyaert 1999).  
 Die Abbildung 3.21 verdeutlicht die HrpZ1Psph-Interaktion im Hefe-2-Hybrid-
System. Auf SD-LWA-Medium (Leuzin/Tryptophan/Adenin-Mangelmedium) wachsen 
nur Hefeklone, bei denen eine Transkriptionsaktivierung des Reportergens ade2 
stattgefunden hat, welche den Defekt in der Adeninbiosynthese komplementiert. Ein 
Wachstum ist nur bei Hefen festzustellen, welche die HrpZ1Psph-AD- und HrpZ1Psph-BD-
Fusionsproteine exprimieren. Eine Autoaktivierung durch HrpZ1Psph-AD bzw. HrpZ1Psph-
BD alleine kann nicht beobachtet werden. Außerdem scheint die intermolekulare 
Wechselwirkung der HrpZ1Psph-Proteine spezifisch zu sein, da ein Fremdprotein (hier 
AIP7, eine Lipase aus Arabidopsis thaliana, Christopher Grefen, pers. Mitteilung), 
aufgrund der fehlenden Aktivierung der Reportergene nicht mit HrpZ1Psph zu interagieren 
scheint. Hefen, die lediglich die unfusionierten Aktivierungs- und Bindedomänen 
exprimieren, zeigen ebenfalls keine Reportergentranskription an. Das Wachstum auf SD-
LW-Medium (Leuzin/Tryptophan-Mangelmedium) beweist das Vorhandensein beider 
Vektoren. Um den Wachstumstest auf SD-LWA-Medium zu bestätigen, wurde der oNPG-
Assay eingesetzt, welcher sich die Transkriptionsaktivierung des lacZ-Reportergens und 
damit die Expression der β-Galaktosidase zunutze macht. Eine hohe β-
Galaktosidaseaktivität ist nur in solchen Hefen feststellbar, welche die HrpZ1Psph-AD- und 
HrpZ1Psph-BD-Fusionsproteine exprimieren. Als Positivkontrolle diente die Interaktion 
zwischen dem Maus-Tumorsuppressorgen p53 und dem großen T-Antigen des SV40-
Tumorviruses (Li und Fields 1993). Um sicherzustellen, dass die Hefen die 
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Fusionsproteine exprimieren, wurde ein Immunoblot mit Proteinextrakten aus den Hefen 
durchgeführt (nicht gezeigt). Die Fusionsproteine wurden mit monospezifischem anti-
HrpZ1-Antikörper nachgewiesen. Die Western-Analysen zeigten, dass beide 
Fusionsproteine exprimiert wurden. Jedoch schien die Menge an exprimierten HrpZ1Psph-
AD-Fusionsprotein bedeutend geringer zu sein als die des BD-Fusionsprodukt, was das 
schwache Wachstum aller Hefestämme erklären könnte, welche das hrpZ1Psph-Gen im 
pGADT7-Vektor enthielten. Möglicherweise ruft dieses Fusionsprodukt eine für die Hefe 
leicht toxische Wirkung hervor.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.21: Interaktion von HrpZ1Psph im Hefe-2-Hybrid-System. Bait-Vektor (pGBKT7) und prey-
Vektor (pGADT7), welche die angezeigten Gene enthalten, wurden in den Hefestamm pJ69-4A transformiert 
und auf SD-LW ausplattiert. 7,5 µl einer 1:1-, 1:10-, 1:100- und 1:1000-Verdünnung einer 
Hefetransformantenzellsuspension (OD600 = 0,3) wurden auf SD-LW und SD-LWA getropft und vier Tage 
vor dem Photographieren bei 30°C inkubiert. Eine positive Interaktion resultiert in Hefezellwachstum 
unabhängig vom Vorhandensein von Adenin. Für den oNPG-Assay wurden 2 ml 
Hefetransformantenzellsuspension eingesetzt und wie in 2.5.9.2 beschrieben verfahren. Dargestellt sind die 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Messungen.  
 

3.4.6 Studien zur Heterooligomerisierung zwischen HrpZ1Psph, HrpA1Psph und 
 HrpW1Psph mittels Hefe-2-Hybrid-System 

Phytopathogene Bakterien nutzen den Hrp-Pilus zur Sekretion von Harpinen sowie 
zur Injektion von Typ-III-Effektorproteinen in das Wirtszytosol (Grant et al. 2006). Der 
Hrp-Pilus selber stellt dabei ein Riesenpolymer bestehend aus HrpA1-Untereinheiten dar 
(Roine et al. 1997a). Durch verschiedene Experimente konnte gezeigt werden, daß HrpZ1 
und HrpW1 durch diesen Pilus sekretiert werden und speziell HrpW1, aber auch HrpZ1 
mit dem Pilus interagieren (Jin and He 2001, Brown et al. 2001). Mit Hilfe der Hefe-2-
Hybrid-Methode sollte nun die mögliche in vivo-Interaktion von HrpZ1Psph mit HrpA1Psph 
bzw. HrpW1Psph untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die Gensequenz von 
HrpA1Psph und HrpW1Psph als EcoRI/BamHI-Fragmente PCR-amplifiziert und in die 
Vektoren pGADT7 und pGBKT7 kloniert. Die Herstellung der bait- und prey-Vektoren, 
welche das HrpZ1Psph-Insert enthielten, wurde schon in 3.4.5 beschrieben. Der Hefe-2-
Hybrid wurde für jede Interaktionsstudie dreimal durchgeführt, wobei die beobachteten 
Ergebnisse identisch waren. 
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Wie anhand der Abbildung 3.22 zu erkennen ist, zeigt sich im Hefe-in vivo-System 
keine Interaktion zwischen HrpZ1Psph und HrpA1Psph, unabhängig von der 
Vektorkombination. Ein Wachstum auf SD-LWA sowie eine hohe Aktivität der  β-
Galaktosidase ist nur in solchen Hefen festzustellen, welche einerseits das HrpZ1Psph-AD- 
und HrpZ1Psph-BD-Fusionsprotein und andererseits als Positivkontrolle das Maus-
Tumorsuppressorgen p53 und das große T-Antigen des SV40-Tumorviruses als 
Fusionsproteine (Li und Fields 1993) exprimierten. Auch eine Autoaktivierung durch das 
HrpZ1Psph-AD-, HrpZ1Psph-BD-, HrpA1Psph-AD- oder HrpA1Psph-BD-Fusionsprotein konnte 
nicht beobachtet werden. Interessanterweise konnte auch keine Homodimerisierung 
zwischen HrpA1Psph detektiert werden. Dieses Resultat ist erstaunlich, ist doch bekannt, 
daß HrpA1 als Pilusprotein ähnlich dem Flagellin des bakteriellen Flagellums über die 
Fähigkeit zur intermolekularen Homooligomerisierung verfügen müsste (Roine et al. 
1997b). Möglicherweise ist diese „Verpackung“ des HrpA1Psph in eine Pilusstruktur ein 
hochregulierter Mechanismus, an dem weitere bakterielle Proteine, beispielsweise 
Chaperone, beteiligt sind. Diese Voraussetzungen sind im Hefesystem aber nicht gegeben, 
weswegen eine HrpA1Psph-Interaktion nicht beobachtet werden konnte. Als Kontrolle der 
Expression der Fusionsproteine wurde ein Immunoblot mit spezifischen Antikörpern 
durchgeführt (nicht dargestellt). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 3.22: Interaktionsuntersuchung von HrpZ1Psph und HrpA1Psph im Hefe-2-Hybrid-System. Bait-
Vektor (pGBKT7) und prey-Vektor (pGADT7), welche die angezeigten Gene enthalten, wurden in den 
Hefestamm pJ69-4A transformiert und auf SD-LW ausplattiert. 7,5 µl einer 1:1-, 1:10-, 1:100- und 1:1000-
Verdünnung einer Hefetransformantenzellsuspension (OD600 = 0,3) wurden auf SD-LW und SD-LWA 
getropft und vier Tage vor dem Photographieren bei 30°C inkubiert. Eine positive Interaktion resultiert in 
Hefezellwachstum unabhängig vom Vorhandensein von Adenin. Für den oNPG-Assay wurden 2 ml 
Hefetransformantenzellsuspension eingesetzt und wie in 2.5.9.2 beschrieben verfahren. Dargestellt sind die 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Messungen.  
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 Wie in Abbildung 3.23 zu erkennen ist, war auch keine Heterooligomerisierung 
zwischen HrpZ1Psph und HrpW1Psph, unabhängig von der Fusionskombination, und auch 
keine HrpW1Psph-Homooligomerisierung feststellbar. Analog zur HrpZ1Psph-HrpA1Psph-
Interaktionsstudie (siehe Abbildung 3.22) war ein Wachstum auf Adeninmangelmedium 
sowie eine vom Hintergrund deutlich unterscheidbare β-Galaktosidaseaktivität  nur in 
solchen Hefezellen nachweisbar, welche die Positivkontrollvektoren enthielten bzw. beide 
HrpZ1Psph-Fusionsproteine exprimierten. Autoaktivierende Eigenschaften besaß keines der 
Fusionsproteine. Der Expressionsnachweis erfolgte auch hierbei wieder mit Hilfe eines 
Immunoblots (nicht dargestellt).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.23: Interaktionsuntersuchung von HrpZ1Psph und HrpW1Psph im Hefe-2-Hybrid-System. Bait-
Vektor (pGBKT7) und prey-Vektor (pGADT7), welche die angezeigten Gene enthalten, wurden in den 
Hefestamm pJ69-4A transformiert und auf SD-LW ausplattiert. 7,5 µl einer 1:1-, 1:10-, 1:100- und 1:1000-
Verdünnung einer Hefetransformantenzellsuspension (OD600 = 0,3) wurden auf SD-LW und SD-LWA 
getropft und vier Tage vor dem Photographieren bei 30°C inkubiert. Eine positive Interaktion resultiert in 
Hefezellwachstum unabhängig vom Vorhandensein von Adenin. Für den oNPG-Assay wurden 2 ml 
Hefetransformantenzellsuspension eingesetzt und wie in 2.5.9.2 beschrieben verfahren. Dargestellt sind die 
Standardabweichungen von vier unabhängigen Messungen.  
 

3.4.7 Interaktionsstudien zwischen HrpZ1Psph und HrpW1Psph mittels Gelfiltration 
 Die Milieubedingungen des Hefesystem könnten als entscheidendes Kriterium eine 
Interaktion zwischen HrpZ1Psph und HrpW1Psph verhindern. Um zu analysieren, ob beide 
Harpine in vitro miteinander interagieren können, wurde eine Gelfiltration durchgeführt. 
Zu diesem Zweck wurden beide Proteine in hochreinem Zustand hergestellt (über Ni-NTA, 
siehe Abbildung 2.2). 250 µg jedes Proteins wurde jeweils mit einer Flußrate von            
0,3 ml / min auf eine vorher mit MES/NaCl (5 mM MES pH 5,5; 150 mM NaCl) 
äquilibrierte Superdex 200-Säule aufgetragen, welche in einem Molekulargewichtsbereich 
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von 10 kDa bis 600 kDa die größte Trennkapazität aufweist. Betrachtet man die jeweiligen 
Elutionsprofile in Abbildung 3.24, so zeigen sich einmal zwei Peaks nach dem Durchlauf 
mit HrpZ1Psph, wie sie schon vorher beobachtet wurden (siehe Abbildung 3.17) und einem 
Dimer sowie einem hochwertigen Oligomer entsprechen. Nach einem Lauf mit HrpW1Psph 
ist nur ein Peak detektierbar, welcher einem sehr hohen Molekulargewicht entsprechen 
müsste. HrpW1Psph scheint in Lösung die Fähigkeit zur Homooligomerisierung zu besitzen, 
ein Ergebnis, welches dem Hefe-2-Hybrid-Resultat widerspricht. Andererseits enthält 
dieses HrpW1Psph aber immer noch den HisTag, welcher für eine intermolekulare 
Aggregation verantwortlich sein kann und deswegen dieser in der Gelfiltration beobachtete 
Peak eine unspezifische Agglomeration anzeigt anstelle einer spezifischen 
Oligomerisierung. Werden beide Proteine zusammen aufgetragen, ergibt sich ein 
kombiniertes Elutionsprofil. Es zeigten sich keine zusätzlichen  Peaks zwischen dem 
HrpZ1Psph-Dimerpeak (etwa bei 70 kDa) und dem Oligomerpeak (über 800 kDa). Mittels 
Immunoblotanalyse konnte die Zugehörigkeit der beiden Proteine bestätigt werden. Ein 
gegen HrpZ1 gebildeter monospezifischer Antikörper detektierte HrpZ1Psph im unteren 
Elutionsprofil der Abbildung 3.24 in beiden Peaks, während ein gegen einen HisTag 
entwickelter Antikörper das HrpW1Psph nur im Peak des höheren Molekulargewichts 
detektierte. Es läßt sich nicht bestimmen, ob das Vorhandensein beider Proteine im 800 
kDa-Peak auf eine Heterooligomerisierung zurückzuführen ist oder auf die jeweiligen 
Proteineigenschaften, welche eine Homooligomerisierung dieser Größe verursacht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.24: Elutionsprofil von HrpZ1Psph und HrpW1Psph nach dem Gelfiltrationslauf über eine 
Superdex 200. Jeweils 250 µg aufgereinigtes rekombinantes Protein wurde auf die Säule aufgetragen (mit 
Laufpuffer 5 mM MES pH 5,5;  150 mM NaCl) und bei einer Flußrate von 0,3 ml /min aufgetrennt. Die 
Detektion erfolgte bei 214 nm. Die Größe der Molekulargewichtsmarker ist oben angegeben. Das Eluat 
wurde in 250 µl-Fraktionen gesammelt. Die Immunoblotanalyse der Fraktionen nach 10 %iger SDS-PAGE 
und Transfer auf Nitrocellulose wurde für HrpZ1Psph mit primärem anti-HrpZ1-Antikörper und sekundärem 
anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (gekoppelt an Alkalische Phosphatase)  sowie für HrpW1Psph mit anti-His6-
Antikörper (gekoppelt an Meerrettich-Peroxidase) durchgeführt. V0, Totvolumen. 
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3.5 Untersuchungen der HrpZ1Psph-Struktur mittels Elektronen- 
mikroskopie 

 
 Elektronenmikroskopische Untersuchungen verschiedener bakterieller Toxine wie 
Perfringolysin O (PFO, Dang et al. 2005), Pneumolysin (Tilley et al. 2005) oder 
Equinatoxin II (Bonev et al. 2003) konnten deren Porenbildung in Lösung nachweisen. 
Daher stellte sich die Frage, ob das porenbildende HrpZ1Psph in Lösung ebenfalls schon 
porenähnliche Strukturen erkennen läßt. Zu diesem Zweck wurden 
elektronenmikroskopisch verschiedene HrpZ1Psph-Proben in einer Konzentration von         
1 mg/ml nach einer Uranylacetat-Negativfärbung (Van Bruggen et al. 1960) analysiert. 
Repräsentative Photographien dieser Untersuchung zeigt die Abbildung 3.25. Wie deutlich 
zu erkennen ist, ist keine eindeutige Porenstruktur zu beobachten. Vielmehr waren nur sehr 
wenige größere Objekte detektierbar, welche eine fädige, filamenartige Struktur aufwiesen. 
Außerdem ist die Auflösung auch nicht groß genug, um die in Lösung eindeutig dominant 
auftretenden HrpZ1Psph-Dimere (siehe Abbildung 3.17) sichtbar zu machen.  
 
 
 
 
 
  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.25: Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung von HrpZ1Psph. Dargestellt sind 
vier repräsentative Bilder der TEM-Analyse von HrpZ1Psph (1 mg/ml) nach Uranylacetat-Negativfärbung. 
 
 

3.6 Kristallisation von HrpZ1Psph 
 
 Bis zur Auflösung der 3D-Struktur des porenbildenden Translokons pflanzlicher 
Pathogene kann über den Mechanismus der Effektortranslokation nur spekuliert werden. 
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HrpZ1Psph nimmt darin aufgrund der Fähigkeit zur Homooligomerisierung sowie der 
gezeigten Porenbildung in artifiziellen, aber auch in natürlichen Lipidmembranen, 
möglicherweise eine nicht unbedeutende Rolle ein. Voraussetzung für die Auflösung der 
3D-Struktur eines Proteins ist das Vorhandensein eines Kristalls mit periodisch geordneter 
dreidimensionaler Struktur.  

HrpZ1Psph wurde affinitätschromatographisch mittels Ni-NTA aufgereinigt und 
anschließend, um negative Einflüsse während der Kristallisation zu verhindern, erfolgte die 
Abspaltung des HisTags mittels der Restriktionsprotease Faktor Xa. Die Homogenität der 
Präparation wurde durch eine SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung 2.3). Im Falle der  
Kristallisationsexperimente von HrpZ1Psph wurde die Dampf-Diffusions-Methode mit 
„hängenden Tropfen“ angewandt. Die Kristallisationstemperaturen betrugen für HrpZ1Psph 
20°C und 37°C. Jeweils zwei Tropfen pro Ansatz, bestehend aus 1 µl Proteinlösung und    
1 µl Mutterlösung, wurden vorbereitet, von denen einer zusätzlich 15 mM EDTA enthielt, 
um die Bildung höherwertiger Oligomere zu vermeiden (siehe Abbildung 3.16b). Dabei 
konnte beobachtet werden, daß die Anzahl der Tropfen mit sofortiger Präzipitation um bis 
zu 15 % geringer war, wenn zusätzlich EDTA vorhanden war. Nach einem Zeitraum von 
10 Wochen zeigten sich in nahezu 99 % der Tropfen Präzipitate, unabhängig vom 
Vorhandensein von EDTA. Nach 10 Wochen hatte sich lediglich ein Kristall gebildet, 
welcher anschließend mittels Röntgenstrukturanalyse untersucht wurde. Jedoch zeigt das 
Röntgenbeugungsmuster das typische Bild eines Salzkristalls. Somit konnte bisher noch 
kein HrpZ1Psph-Kristall gezüchtet werden, um eine Analyse der dreidimensionalen Struktur 
des Proteins in Lösung vorzunehmen. Ob eine solche Struktur allerdings diejenige 
widerspiegelt, die das Protein in der Membran einnimmt, bleibt abzuwarten, jedoch sollten 
Hinweise darauf möglich sein. Darüberhinaus besteht auch die methodisch schwierigere 
Alternative, HrpZ1Psph mittels Detergenzien zu kristallisieren. Erhielte man auf diese 
Weise einen Kristall mit einer guten Auflösung, würde eine Analyse der Porengröße 
machbar sein. 
 
 
3.7 Untersuchung der Sekundärstruktur mittels CD-Spektroskopie 
 
 Beim Übergang eines Proteins von der wäßrigen in eine Lipidphase ist es 
energetisch günstig, wenn zuvor im Proteininneren abgeschirmte hydrophobe 
Strukturbereiche an die Oberfläche des Proteins gelangen, um hydrophobe 
Wechselwirkungen mit den Lipidmolekülen einzugehen. Membranaktive Proteine wie z.B. 
porenbildende Toxine unterliegen beim Übergang in eine lipophile Phase 
charakteristischen Änderungen ihrer Konformation (Song et al. 1996; Zakharov and 
Cramer 2002; Czajkowsky et al. 2004; Tilley et al. 2005; Eifler et al. 2006). Einen 
Hinweis auf eine Konformationsänderung liefert die CD-spektroskopische Untersuchung 
der Sekundärstruktur, da zirkular polarisiertes Licht beim Durchtritt durch ein optisch 
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aktives Medium unterschiedlich absorbiert wird. Diese Absorption ist abhängig von der 
Umgebung dieses optisch aktiven Mediums, weswegen verschiedene Sekundärstrukturen 
unterschiedliche Absorptionseigenschaften des gleichen chiralen Zentrums hervorrufen. 
Um eine mögliche Konformationsänderung von HrpZ1Psph beim Übergang in ein lipophiles 
Milieu zu analysieren, wurde das Protein (1 mg/ml) mit steigenden Konzentrationen von 
Octyl-β-D-Glucopyranosid inkubiert (10 min). Im Anschluß daran erfolgte die Aufnahme 
der CD-Spektren in einem Wellenlängenbereich zwischen 250 und 190 nm. Die Ergebnisse 
sind in Abbildung 3.26 zusammengefasst. In Lösung (bei 0 % Detergenz) weist HrpZ1Psph 
einen α-Helixanteil von etwa 20 % und einen etwa doppelt so hohen β-Faltblattanteil auf, 
während das Protein etwa 30 % zufällig gefaltet ist ("random coil"). Bei zunehmender 
Detergenzkonzentration nimmt der Anteil des zufällig gefalteten Bereichs nur 
unwesentlich zu (von etwa 28 % auf 36 %). Im Gegensatz dazu sieht man eine deutliche 
Zunahme des α-Helixanteils von 20 % auf etwa 40 % und eine Abnahme des β-
Faltblattanteils von etwa 40 % auf 20 %. Die in wäßriger Lösung vorhandenen β-Schleifen 
("Turn") sind bei 0,5 % Detergenz nur noch marginal detektierbar und verschwinden ganz 
bei höheren Detergenzkonzentrationen. Dieses Verhalten dokumentiert eine umfassende 
und spezifische Konformationsänderung des Proteins. Die starke Zunahme des α-
Helixanteils scheint darauf hinzudeuten, daß HrpZ1Psph durch eine Umfaltung bestimmte 
Proteinbereiche freilegt, welche in Form dieser Helices mit Lipidmembranen interagieren 
können. Solch eine Konformationsänderung wäre eine Vorraussetzung für ein 
amphipatisches porenbildendes Molekül, welches löslich ist, die Funktion aber in einer 
Lipidmembran wahrnimmt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.3.26: HrpZ1Psph-Sekundärstrukturanteile bei unterschiedlicher Detergenzkonzentration. 
Aufgereinigtes rekombinantes Protein (1 mg/ml) wurde mit den angegebenen Detergenzkonzentrationen        
10 min inkubiert. Im Anschluß daran erfolgte die Aufnahme der CD-Spektren zwischen 190 und 250 nm.  
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 4 Diskussion 

 
 Das Typ-III-Sekretionssystem einer Vielzahl Gram-negativer Bakterien dient der 

Translokation von Effektorproteinen in das Wirtszytosol (Galan and Collmer 1999) mit 
dem vorrangigen Ziel, die PAMP- als auch Effektor-induzierte Immunität zu inaktivieren 
(Jones and Dangl 2006, Grant et al. 2006, He et al. 2006). Eine besondere Rolle spielen 
dabei die von phytopathogenen Bakterien in den pflanzlichen Apoplasten sekretierten und 
ebenfalls als Effektorproteine bezeichneten Harpine. Diese Proteine weisen neben ihrer 
während des Infektionsprozesses ausgeführten Virulenzfunktion die Eigenschaft auf, 
pflanzliche Immunreaktionen auszulösen (Alfano et al. 2000; Guttman et al. 2006; Grant et 
al. 2006). Das HrpZ1-Protein phytopathogener Pseudomonas syringae-Pathovare stellt 
einen Vertreter jener in apoplastidären Milieubedingungen massiv produzierten und  Typ-
III-sekretierten Harpine dar (Roine et al. 1997a; Alfano et al. 2000; Guttman et al. 2006). 
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung des HrpZ1Psph-Effektorproteins 
hinsichtlich beider Aspekte, der Virulenzfunktion sowie der immunostimulatorischen 
Aktivität in Pflanzen. 

 
 

4.1 HrpZ1Psph als Auslöser pflanzlicher Immunreaktionen 
 
 Für die Auslösung von Antworten der angeborenen Immunität spielt die Fähigkeit 
der Unterscheidung zwischen "Selbst" und "Nichtselbst" eine entscheidende Rolle 
(Nürnberger et al. 2004). Charakteristische molekulare Strukturen, sogenannte Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMPs), aber auch vom Pathogen ins Wirtszytosol 
translozierte Effektoren sind für die Aktivierung von Immunreaktionen in Tieren und 
Pflanzen verantwortlich (Medzhitov and Janeway 2002; Akira and Takeda 2004; 
Nürnberger et al. 2004; Jones and Dangl 2006). Allgemeine Merkmale der PAMPs 
umfassen ihre hochkonservierte Struktur, die funktionelle Bedeutung für den Lebenszyklus 
des Mikroorganismus sowie ihre Präsenz in zahlreichen mikrobiellen Spezies (Brunner et 
al. 2002). Zu den von Pflanzen erkannten PAMPs zählen charakteristische 
Oomycetenstrukturen wie beispielsweise das innerhalb der Zellwand vorkommende β-
Glukan, das in Zellwandtransglutaminasen konservierte Pep13-Epitop sowie sekretierte 
Elicitine und NPP1 (Fellbrich et al. 2002; Nürnberger et al. 2004). Darüberhinaus 
perzipieren Pflanzen auch Chitin und Ergosterol der echten Pilze. In ähnlicher Weise 
nehmen Pflanzen aber auch typisch bakterielle Strukturen wie LPS, Kälteschockproteine, 
Peptidoglukan, Flagellin und EF-Tu wahr (Felix and Boller 2003; Kunze et al. 2004; 
Nürnberger et al. 2004, Zipfel and Felix 2005; Chinchilla et al. 2006; Gust et al. 2007). 
Die Erkennung von PAMPs durch den pflanzlichen Wirt resultiert letztendlich in der 
PAMP-induzierten Immunität (PTI, siehe Abbildung 1.1B; Jones and Dangl 2006), 
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während in das Wirtszytosol translozierte Effektoren in resistenten Pflanzenkultivaren für 
die Ausbildung der Effektor-induzierten Immunität (ETI, siehe Abbildung 1.1D; Jones and 
Dangl 2006) verantwortlich sind. 
 Eine Reihe von Proteinen Gram-negativer Bakterien, die mittels des Typ-III-
Sekretionssystems in den pflanzlichen Apoplasten sekretiert werden, lösen ebenso eine 
Vielzahl von Immunantworten aus. Dabei konnte die immunostimulatorische Aktivität des 
HrpZ1-Proteins aus Pseudomonas syringae-Pathovaren, die sich beispielsweise in  der 
Ausbildung der HR, der Aktivierung von MAP-Kinasekaskaden, der Transkription von 
PR-Genen oder der Aktivierung der systemisch erworbenen Resistenz äußert, in vielen 
Pflanzen belegt werden (He et al. 1993; Preston et al. 1995; Alfano et al. 1996; Lindgren 
1997; Lee et al. 2001b; Alfano and Collmer 2004, He et al. 2006). Um Kenntnisse der 
abwehrinduzierenden Aktivität des HrpZ1-Proteins aus Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola, die u.a. im Tabaksystem gewonnen wurden, zu vertiefen, wurden ähnliche 
Untersuchungen mit Hilfe von Petersiliezellkulturen durchgeführt. Dieser experimentelle 
Ansatz bietet den Vorteil, daß speziell schnell einsetzende Abwehrreaktionen, die nicht 
wie meist in intaktem Pflanzengewebe nur auf wenige Zellen beschränkt sind, 
routinemäßig in großem Durchsatz erfasst und quantifiziert werden können. Außerdem 
entfällt in Zellsuspensionen die Gefahr der Wundinfektion, die aufgrund der Überlagerung 
mit Elicitor-induzierten Reaktionen zu Fehlinterpretationen führen kann. 

Von den in dieser Arbeit untersuchten Komponenten der pflanzlichen 
Abwehrsignaltransduktion, die nach einer PAMP-Behandlung wie beispielsweise Pep13 
aktiviert werden, zählt die extrazelluläre Alkalisierung zu den schnellsten messbaren 
Reaktionen (Nürnberger et al. 1994; Atkinson et al. 1996; Jabs et al. 1997). Eine 
Behandlung von Petersiliezellen mit HrpZ1Psph resultierte innerhalb eines Zeitraumes von 
nur 30 min ebenfalls in einer Zunahme des extrazellulären pH-Wertes um etwa 0,6 
Einheiten (siehe Abbildung 3.1).  

Weiterhin konnte mit Hilfe spezifischer Antikörper die MAP-Kinaseaktivierung in 
Petersiliezellen nach HrpZ1Psph-Behandlung gezeigt werden (siehe Abbildung 3.2). 
PcMPK3 und PcMPK6, die den MAP-Kinasen AtMPK3 und AtMPK6 aus Arabidopsis 
thaliana entsprechenden Kinasen aus Petersilie, werden ebenso durch Pep13 aktiviert 
(Ligterink et al. 1997; Kroj et al. 2003). AtMPK3 und AtMPK6 sind Bestandteile einer 
kürzlich entschlüsselten Signalkaskade, welche durch das bakterielle PAMP flg22 aktiviert 
wird und in allgemeinen Abwehrreaktionen, allerdings nicht in einer HR resultiert 
(Gomez-Gomez and Boller 2000; Asai et al. 2002). Da die Infiltration von HrpZ1Psph in 
Petersilie ebenfalls keine HR induziert (nicht gezeigt), sind die aktivierten MAP-Kinasen 
neben der HR höchstwahrscheinlich auch an der Ausbildung weiterer Abwehrreaktionen 
beteiligt, da loss-of-function-Experimente die grundsätzlich essentielle Bedeutung der 
AtMPK6 für die PAMP-, aber auch Effektor-induzierte Immunität belegen (Menke et al. 
2004).  
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Zu den frühen Reaktionen der Pflanzen nach einem Pathogenbefall, die von 
Ionenflüssen durch die Plasmamembran abhängen, zählt ebenfalls die Bildung von 
reaktiven Sauerstoffspezies und Stickstoffmonoxid (NO) (Dangl et al. 1996; Neill et al. 
2002), die neben einer direkt toxischen Wirkung auch eine Signalfunktion haben. Dieser 
„Oxidative Burst“ konnte beispielsweise durch die Applikation von Pep13 in  
Petersiliesuspensionskulturen stimuliert werden (Nürnberger et al. 1994). Ein transienter 
NO-Anstieg in Petersilie zeigt ebenso einen oxidativen Burst nach HrpZ1Psph-Behandlung 
an (siehe Abbildung 3.3). Der zeitliche Verlauf dieser Akkumulation von 
Stickstoffmonoxid mit einem Maximum nach etwa drei Stunden ähnelt der NO-Produktion 
anderer PAMP- oder bakteriell behandelter Zellen (Lamotte et al. 2004; Yamamoto et al. 
2004).  

Aus dem umfangreichen Spektrum der pflanzlichen Abwehrreaktionen erfolgte in 
den Petersiliezellkulturen die Analyse der Synthese antimikrobieller Phytoalexine. Die 
Behandlung dieser Zellen mit HrpZ1Psph induzierte die elicitorkonzentrationsabhängige 
Synthese und Sekretion von autofluoreszierenden Phytoalexinen (siehe Abbildung 3.4), 
wie sie gleichermaßen nach Applikation von Pep13 beobachtet werden konnte (Nürnberger 
et al. 1994). Die Reduktion der HrpZ1Psph-elicitierten Phytoalexinproduktion von 
Petersiliezellen durch zunehmende Konzentrationen des NO-Radikalfängers cPTIO (2-(4-
Carboxyphenyl)-4,4,5,5-Tetramethylimidazolin-1-Oxyl-3-Oxid) (siehe Abbildung 3.5) 
scheint eine Beteiligung des NO im intrazellulären Signaltransduktionsweg, der 
letztendlich zur Synthese von Phytoalexinen in Petersilie führt, zu bestätigen. Es kann aber 
hier nicht ausgeschlossen werden, daß cPTIO auch mit anderen zellulären Prozessen 
interferiert und beispielsweise durch Reaktion mit den Phytoalexinen deren Fluoreszenz 
blockiert.  

Die simultane Anwendung von niedrigen LPS- und HrpZ1Psph-Konzentrationen, die 
individuell eine sehr geringe Phytoalexinakkumulation zur Folge hatten, führte zu einer 
synergistischen Abwehrantwort (siehe Abbildung 3.6). Aufgrund der strukturellen 
Verschiedenheit beider Moleküle kann man davon ausgehen, daß in Pflanzen verschiedene 
Systeme für die Perzeption von LPS und HrpZ1Psph notwendig sind. Im Apoplasten kommt 
die Pflanze zuerst mit dem LPS der Bakterienzellwand in Kontakt und erst nach dem 
Aufbau des bakteriellen Typ-III-Sekretionsapparats kann eine Perzeption von HrpZ1Psph 
erfolgen. Die Erkennung von LPS führt demnach zu einem „Priming“ der Pflanze, die auf 
die nachfolgende Infektion mit einer verstärkten Abwehrantwort reagieren kann (Newman 
et al. 2007). Die natürliche zeitliche Perzeptionsreihenfolge im Apoplasten ist 
wahrscheinlich auch der Grund, weshalb ein solches „Priming“ zwar auch durch HrpZ1Psph 
induziert werden kann (siehe Abbildung 3.6B), der zeitliche Verlauf der resultierenden 
Phytoalexinproduktion jedoch dabei keine Ähnlichkeit zum LPS-induzierten „Priming“ 
zeigt. 

Anhand der Ausführungen läßt sich erkennen, daß Pflanzen in der Lage sind, nicht 
nur die klassischen PAMPs als "Nichtselbst" zu perzipieren, sondern auch in den 
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Apoplasten sekretierte Effektoren. HrpZ1Psph weist im Hinblick auf die Stimulation 
pflanzlicher Immunantworten und speziell der PTI PAMP-ähnliche Eigenschaften auf, was 
darüberhinaus auch mit dem nahezu identischen Muster der durch cDNA-AFLP 
identifizierten transkriptionellen Genaktivierung in Petersilie nach Pep13- und HrpZ1Psph-
Behandlung verdeutlicht wird (Yvonne Gäbler, pers. Mitteilung). HrpZ1 ist darüberhinaus 
in allen Pseudomonas syringae-Pathovaren relativ stark konserviert, ein für PAMPs 
zutreffendes Merkmal. Jedoch sind offensichtliche Unterschiede zu den Eigenschaften der 
klassischen PAMPs vorhanden (Brunner et al. 2002), was eine Zuordnung des HrpZ1Psph-
Proteins zu dieser Gruppe erschwert. Während PAMPs essentielle Funktionen im 
Lebenszyklus des Mikroorganismus haben, sind hrpZ1-mutierte Pseudomonaden in ihrer 
Virulenz unbeeinträchtigt (Alfano and Collmer 2004). Die Elimierung eines klassischen 
PAMPs führt dagegen entweder zum völligen Verlust der Enzymfunktion, aus dem es 
stammt oder zur Unfähigkeit des Mikroorganismus den Lebenszyklus zu vollenden. Auch 
wenn momentan die Bedeutung einer Phytophthora sojae-Transglutaminase für den 
Infektionsprozess nicht bekannt ist, so bewirken Punktmutationen im Pep13-Epitop, die zu 
Aminosäuresubstitutionen führen, beispielsweise den Ausfall der 
Transglutaminaseaktivität (Nürnberger et al. 1994; Brunner et al. 2002). Ein besseres 
Beispiel für die essentielle Bedeutung von PAMPs für den mikrobiellen Lebenszyklus 
bietet LPS, daß für die geringe Permeabilität der äußeren bakteriellen Membran 
verantwortlich ist, außerdem dient es im Hinblick auf die bakterielle Infektion von 
Pflanzen zum Ausschluß konstitutiver oder induzierter antimikrobieller Substanzen 
pflanzlicher Herkunft (Erbs and Newman 2003). EF-Tu, daß Aminoacyl-tRNAs bindet und 
den Transport der Aminosäuren zur im Ribosom naszierenden Peptidkette katalysiert, ist   
das in der bakteriellen Zelle am häufigsten vorkommende Protein (Kunze et al. 2004). 
Nicht zuletzt stellt die durch Flagellen vermittelte Motilität eine lebensnotwendige und 
grundlegende Voraussetzung bei der Infektion der Pflanze durch bakterielle 
Phytopathogene dar (Robatzek 2007).  

Der Tatsache, daß die Applikation von HrpZ1 in einigen Pflanzen in einer HR 
resultiert (He et al. 1993, Preston et al. 1995; Alfano et al. 1996; Lindgren 1997), könnte 
auch eine Effektor-induzierte Immunität (ETI) zugrundeliegen, die laut Definition eine 
verstärkte Form der PAMP-induzierten Immunität darstellt, bei der es im Gegensatz zur 
ETI nicht zur Ausbildung der HR kommt (Jones and Dangl 2006). Harpine und speziell 
HrpZ1 sind im Gegensatz zu klassischen PAMPs nicht konstitutiv vorhanden, sondern 
werden ähnlich den Avirulenzfaktoren bzw. Effektoren bei beginnender Infektion 
produziert, d.h. erst pflanzliche apoplastidäre Milieubedingungen induzieren die 
transkriptionelle Aktivierung der im hrp-Operon kodierten Gene (Roine et al. 1997a; 
Guttman et al. 2006; Tang et al. 2006), zu denen auch die Avirulenzgene gehören. Die ETI 
wird meist durch Perzeption des Effektors oder dessen Wirkung im Wirtszytosol ausgelöst 
(Dangl and Jones 2001; Grant et al. 2006). Ein klassisches Beispiel für eine 
extrazytoplasmatisch hervorgerufene R-Gen- bzw. Effektor-spezifische Immunität bietet 
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die Cf-9/Avr9-Interaktion (van der Hoorn et al. 2005; Rivas and Thomas 2005), die zur 
Resistenz von Tomate gegenüber Cladosporium fulvum führt (de Wit et al. 2002). Da 
HrpZ1 ausschließlich apoplastidär die HR stimuliert, wäre somit eine HrpZ1-ausgelöste 
ETI vorstellbar (Tampakaki and Panopoulos 2000).  

Zusammenfassend weisen Harpine und speziell HrpZ1 immunostimulatorische 
Ähnlichkeiten zu klassischen PAMPs als auch zu Effektoren auf. Das Vorkommen eines 
bestimmten Avirulenzgens ist jedoch meistens auf ein Pathovar einer bakteriellen Spezies 
beschränkt, von daher spricht die weite Verbreitung des hrpZ1-Gens in einer Vielzahl von 
Pseudomonas syringae-Pathovaren gegen die Theorie einer durch HrpZ1 ausgelösten ETI. 
Da sie auch in Nichtwirtspflanzen wie Petersilie Abwehrreaktionen induzieren können, 
sind Harpine ähnlich PAMPs bestimmende Faktoren der Nichtselbst-Erkennung und tragen 
dadurch möglicherweise zur Resistenz gegenüber Pseudomonas syringae-Pathovaren bei. 
Wahrscheinlich basiert die HrpZ1-vermittelte Stimulation der Immunabwehr auf einer im 
Vergleich zur PAMP-Perzeption ähnlichen Art und Weise. Die Erkennung von 
hochkonservierten PAMP-Strukturen erfolgt in Pflanzen durch 
Mustererkennungsrezeptoren (PRR; "pattern-recognition-receptor"), wie sie für hepta-
Glukan aus Oomyceten (Umemoto et al. 1997), pilzlicher Xylanase (Ron and Avni 2004), 
bakterielles Flagellin (Gomez-Gomez and Boller 2000; Chinchilla et al. 2006) und EF-Tu 
(Zipfel et al. 2006) bereits identifiziert werden konnten. Ein solcher Rezeptor ist für HrpZ1 
momentan noch unbekannt, jedoch konnte eine pflanzliche hochaffine HrpZ1Psph-
Bindungsstelle, die an der Expression von PR-Genen beteiligt ist, identifiziert werden (Lee 
et al. 2001). Die Charakteristik der Bindungsstelle verbunden mit der in dieser Arbeit 
dokumentierten Sättigungskinetik der HrpZ1Psph-elicitierten Phytoalexinbiosynthese, die in 
nanomolaren Konzentrationen ausgelöst werden kann, läßt auf eine rezeptorvermittelte 
HrpZ1Psph-Perzeption schließen.  

Momentan ist noch kein Minimalmotiv innerhalb des HrpZ1Psph-Proteins bekannt, 
welches hinreichend und notwendig für die Induktion pflanzlicher Immunreaktionen ist, 
auch wenn zwei Peptide bestehend aus 24 bzw. 44 Aminosäuren des C-terminalen 
HrpZ1Psph-Bereiches in Tabak die HR auslösen können (Minna Haapalainen, pers. 
Mitteilung). Solche Minimalmotive sind beispielsweise von einer Transglutaminase aus 
Phytophthora sojae (Pep13; Nürnberger et al. 1994), Flagellin (flg22; Felix et al. 1999), 
EF-Tu (elf18; Kunze et al. 2004) oder HpaG aus Xanthomonas spp. (Kim et al. 2004) 
identifiziert worden. Ob es sich um eine Proteinrezeptor-vermittelte Aktivierung der 
Immunreaktionen handelt, kann auch durch den Hitze- und Protease-resistenten Charakter 
der Bindungsstelle nicht ausgeschlossen werden (Justin Lee, pers. Mitteilung), wenn sich 
dieser für Proteasen unzugänglich innerhalb der Lipidphase befindet. Es kann sich jedoch 
bei diesem putativen Rezeptor auch um Lipidkomponenten handeln, die in speziellen 
Regionen der Membran, sogenannten Lipid-Rafts (Bhat and Panstruga 2005), lokalisiert 
sind.  
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4.2 HrpZ1Psph als membranintegrierendes und ionenporenbildendes 
 Protein 
 

 Für eine erfolgreiche Kolonisation eukaryotischer Wirte durch bakterielle 
Pathogene ist die Unterdrückung von Immunantworten von ausschlaggebender Bedeutung. 
Dabei spielt die Translokation von Effektorproteinen in das Wirtszytosol eine 
entscheidende Rolle (Jones and Dangl 2006; He et al. 2006; Cornelis 2006). Solche 
Effektoren dienen in erster Linie der Suppression der Immunabwehr, indem sie durch 
Interaktion mit Wirtsproteinen die Ausbildung von Abwehrreaktionen beeinträchtigen und 
dadurch die Versorgung der Bakterien mit Nährstoffen erleichtern. Diese Optimierung der 
Bedingungen ermöglicht erfolgreich angepaßten Bakterien die interzelluläre bzw. im 
tierischen System vorkommende intrazelluläre Vermehrung (Rosqvist et al. 1994; Sory 
and Cornelis 1994; Cornelis and Wolf-Watz 1997; Hueck 1998; Galan 1999; Cornelis and 
van Gijsegem 2000; He et al. 2004; Troisfontaines and Cornelis 2005; Grant et al. 2006). 
Strukturelle Voraussetzung für die in das Wirtszytosol stattfindende 
Effektorproteintranslokation ist das bakterielle Typ-III-Sekretionssystem, welches für die 
Infektion tierischer als auch pflanzlicher Zellen essentiell ist. Dieses Sekretionssystem 
bzw. Injektisom weist mit dem bakteriellen Flagellum einen gemeinsamen evolutionären 
Ursprung auf (Cornelis 2006) und ist auf einem "pathogenicity island", einem mobilen 
genetischen Abschnitt, kodiert, welches im Genom verwandter nichtpathogener Arten fehlt 
(Hacker and Kaper 1999). Eine hochkonservierte Basalstruktur verankert das Injektisom 
innerhalb der Bakterienmembranen (Kubori et al. 1998; Kimbrough and Miller 2000; 
Blocker et al. 2001; He et al. 2004). Ausgehend von dieser Verankerung hat der Pilus 
phytopathogener Bakterien im Gegensatz zum Nadelfilament tierischer Pathogene eine 
flexible Struktur mit einem geringeren Durchmesser, ein entscheidendes Kriterium bei der 
Durchdringung der polysaccharidreichen Pflanzenzellwand (Roine et al. 1997a; Roine et 
al. 1997b; Van Gijsegem et al. 2000; Troisfontaines and Cornelis 2000; Jin et al. 2001; 
Büttner and Bonas 2002; Van Gijsegem et al. 2002; Cornelis 2006; Grant et al. 2006). Der 
Hrp-Pilus phytopathogener Pseudomonas syringae-Pathovare stellt ein Homooligomer aus 
HrpA1-Untereinheiten dar (Roine et al. 1997a; Roine et al. 1997b; Taira et al. 1999; 
Brown et al. 2001) und dient der Translokation von Effektorproteinen in das Wirtszytosol 
(Jin and He 2001; Li et al. 2001) mit Hilfe von ebenfalls pilussekretierten porenbildenden 
Translokonproteinen (Håkansson et al. 1996; Tardy et al. 1999; Blocker et al. 1999; De 
Geyter et al. 2000; Rossier et al. 2000; Ide et al. 2001; Büttner and Bonas 2002; Büttner et 
al. 2002). Während des Aufbaus des HrpA1-Pilus erfolgt neben der Sekretion der 
Pilusuntereinheiten auch die Freisetzung von Typ-III-Helferproteinen und Harpinen, unter 
ihnen HrpZ1 (Alfano and Collmer 2004). Einige dieser Harpine weisen 
Pektatlyasedomänen auf und erleichtern entweder durch lokalen Abbau der Wirtszellwand 
den Zugang des Pilus zur Wirtsmembran oder sie stabilisieren den Pilus durch Interaktion 
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mit den Polysacchariden der Zellwand (Charkowski et al. 1998; Grant et al. 2006). 
Während im System tierischer Pathogene alles für eine sequentielle Sekretion spricht, d.h. 
erst bei Kontakt mit der Wirtsmembran werden Translokatorproteine sekretiert (Cornelis 
2006), kann man diese Aussage (noch) nicht definitiv für Phytopathogene treffen, da das 
porenbildende Translokon momentan unbekannt ist. Sollten Harpine jedoch jene am 
Translokon beteiligten Proteine sein, so scheint ein sequentieller Aufbau des 
Sekretionsapparats nicht stattzufinden, da sie schon vor dem Piluskontakt mit der 
Wirtsmembran in großer Menge in das extrazelluläre Medium sekretiert werden (Roine et 
al. 1997a; Alfano and Collmer 2004). Jedoch konnte einem Typ-III-sekretierten Harpin, 
HrpJ, eine wichtige Rolle während des Infektionsprozesses zugeschrieben werden, welche 
anscheinend in der Kontrolle der Typ-III-Sekretion weiterer Effektorproteine wie HrpZ1 
besteht (Fu et al. 2006) und somit die mögliche Theorie einer aufeinanderfolgenden 
Sekretion von Pilus-, Translokon- und Effektorproteinen stützt. Durch kürzlich 
durchgeführte Mutationsstudien konnte gezeigt werden, daß HrpZ1, HrpW1, HopAK1 und 
HrpK1 wahrscheinlich zusammen für die Translokation von Effektorproteinen 
verantwortlich sind (Kvitko and Collmer, pers. Mitteilung), wobei der Verlust eines jener 
Harpine durch funktionelle Redundanz der anderen komplementiert werden kann (Alfano 
et al. 1996; Charkowski et al. 1998). Erst die Inaktivierung jedes dieser vier Harpine führt 
zum vollständigen Ausfall der Effektortranslokation in das Wirtszytosol.  

Auch wenn bis heute die exakte Virulenzfunktion des HrpZ1-Effektorproteins nicht 
bekannt ist, so deuten in planta-Expressionsversuche auf eine extrazelluläre Funktion hin 
(Tampakaki and Panopoulos 2000). Da ausschließlich apoplastidär lokalisiertes HrpZ1 die 
HR auslösen kann, treten auch die pflanzlichen HrpZ1-Perzeptionssysteme nur 
extrazellulär auf und demnach muß sich HrpZ1 während des Infektionsprozesses außerhalb 
der Pflanzenzelle befinden. Ferner konnte die Fähigkeit, daß HrpZ1Psph in synthetischen 
Lipidmembranen Kationen-selektive Ionenkanäle bilden kann, schon vor einiger Zeit 
identifiziert werden (Lee et al. 2001b). Diese Fähigkeit stellt aller Wahrscheinlichkeit nach 
die für den Infektionsprozess relevante Virulenzfunktion des Proteins dar. Für die 
strukturell homologen Effektorproteine PopA aus Ralstonia solanacearum (Racape et al. 
2005), HrpF aus Xanthomonas campestris (Büttner et al. 2002) und HrpN aus Erwinia 
amylovora (El-Maarouf et al. 2001) konnte ebenfalls eine Porenbildung in synthetischen 
Lipidmembranen nachgewiesen werden, so daß anscheinend pathovarübergreifend diese 
Eigenschaft die eigentliche Virulenzfunktion jener Proteine darstellt.  

Die Porenbildungsfähigkeit wurde in Vorarbeiten (Engelhardt 2003), aber auch in 
dieser Arbeit unter Zuhilfenahme eines neu etablierten Liposomenassays näher untersucht 
(siehe Abbildung 2.7). Weitere Hinweise konnten durch Experimente mit aus lebenden 
Systemen stammenden Membranen gewonnen werden. Auch wenn die Verwendung von 
aus synthetischen Lipiden bestehenden Membranvesikeln in vielerlei Hinsicht vorteilhaft 
ist, kann es aufgrund von im Vergleich zu Lipidmembranen lebender Zellen fehlenden 
Oberflächenstrukturen zum Auftreten artifizieller Aktivitäten kommen. Im Fall von 
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HrpZ1Psph konnte jedoch eine mit synthetischen Liposomen identifizierte Porenbildung 
auch durch Patch-Clamp-Analysen mit Xenopus laevis-Oozyten (siehe Abbildung 3.9) 
sowie Experimenten zur Calcein-Freisetzung aus Asolectin-Liposomen (siehe Abbildung 
3.10) festgestellt werden.  

In synthetischen Liposomen, die mit Natrium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff-
molekülen beladen sind, induziert die Applikation von HrpZ1Psph bei einer gegebenen 
Liposomenmenge einen konzentrationsabhängigen Ionenfluß durch die Lipidschicht (siehe 
Abbildung 3.7). Da durch Zugabe von Detergenzien die resultierende Maximalfluoreszenz 
durch vollständiges Freisetzen des Farbstoffes um ein Vielfaches höher ist als die durch 
HrpZ1Psph-Zugabe hervorgerufene Fluoreszenzintensität während der Plateauphase (siehe 
Abbildung 3.8), ist zwingend davon auszugehen, daß die Natriumionen, welche die 
Fluoreszenz durch Interaktion mit dem Farbstoff auslösen, durch eine HrpZ1Psph-gebildete 
Pore in die Liposomen einströmen. Die durch höhere HrpZ1Psph-Konzentrationen nicht 
weiter ansteigende Fluoreszenz läßt die Vermutung zu, daß sich nur eine bestimmte 
Anzahl an Proteinen in solch ein Lipidvesikel integrieren kann, ohne es dabei zur Lyse zu 
bringen. Auf der anderen Seite kann ein durch die hohe lokale Farbstoffkonzentration 
innerhalb der Liposomen auftretendes intermolekulares Selbstlöschen der Fluoreszenz für 
jenen Plateauwert verantwortlich sein, welches erst durch die Detergenz-vermittelte Lyse 
der Liposomen aufgehoben wird (siehe Abbildung 3.8).  

Nach Behandlung von Carboxyfluoreszein-enthaltenden Liposomen mit HrpZ1Psph 
konnte kein Anstieg der Fluoreszenz verzeichnet werden (Justin Lee, persönliche 
Mitteilung), welcher zu beobachten gewesen wäre, wenn das durch hohe lokale 
Konzentrationen von negativ geladenem Carboxyfluoreszein verursachte Selbstlöschen der 
Fluoreszenz innerhalb der Liposomen durch Ausströmen der Farbstoffmoleküle 
aufgehoben werden würde. Ferner lassen Experimente mit anionenspezifischen 
Fluoreszeinderivaten, bei denen ebenfalls kein Effekt zu beobachten war (Justin Lee, 
persönliche Mitteilung), den Schluß zu, daß neben der Ladung des Porenlumens auch die 
Größenpermeabilität der HrpZ1Psph-Pore einen limitierenden Faktor darstellt. Ein einfacher 
Test unter Zuhilfenahme von Erythrozyten zur Ermittlung des Porendurchmessers (Tejuca 
et al. 2001) konnte jedoch nicht angewendet werden, da HrpZ1Psph eine für diesen 
experimentellen Ansatz notwendige hämolytische Eigenschaft nicht aufweist.  

Im Gegensatz zu HrpZ1Psph resultierte die Applikation von PopA zu 
Carboxyfluoreszein-enthaltenden Liposomen in einem Fluoreszenzanstieg (Racape et al. 
2005). Dieser Unterschied zu den HrpZ1Psph-Ergebnissen wurde entweder durch die Lyse 
der Liposomen während des Experiments verursacht oder beide Proteine, PopA und 
HrpZ1Psph, weisen trotz strukturellen Ähnlichkeiten Unterschiede in Ionenselektivität 
und/oder Porendurchmesser der durch sie gebildeten Pore auf. Es zeigten sich jedoch 
offensichtliche Ähnlichkeiten der HrpZ1Psph-induzierten Membranströme in Xenopus-
Eizellen zu PopA-induzierten Strömen (Racape et al. 2005) sowie zwischen den 
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Porenbildungen beider Effektoren in Asolectinliposomen, was auf eine funktionelle 
Analogie hindeutet. 

Die durch HrpZ1Psph induzierte Porenbildung in den Eizellen ist reversibel, wobei 
die beobachteten Ströme keinerlei Übereinstimmung zu endogenen Strömen solcher 
Xenopus-Oozyten aufweisen (Weber 1999). Auch wenn daher eine Bestimmung der 
Ionenselektivität dieser Pore nicht möglich war, so kann man aber aufgrund der durch 
frühere elektrophysiologische Untersuchungen identifizierten Anionenimpermeabilität der 
HrpZ1Psph-Pore auf einen Kationenstrom schließen (Lee et al. 2001b).  

Asolectin-Liposomen bestehen aus einem Gemisch natürlich vorkommender 
Phospholipide aus der Sojabohne (Glycine max) und stellen dementsprechend Membranen 
aus biologischen Systemen, speziell pflanzlichen Zellen dar. In früheren Versuchen konnte 
bereits eine Interaktion von HrpZ1Psph mit diesen Membranen identifiziert werden (Lee et 
al. 2001b). HrpZ1Psph zeigte darüberhinaus eine mit der Proteinkonzentration zunehmende 
Membranpermeabilisierung für in solchen Asolectinliposomen enthaltendem Calcein 
(siehe Abbildung 3.10). Da Calcein ein Fluoresceinderivat ist und der Lumendurchmesser 
ein Ausströmen des Calceins zu verhindern scheint (siehe oben), erfolgte das Freisetzen 
des Farbstoffes aller Wahrscheinlichkeit nach durch porenvermittelten osmotischen 
Wassereintritt in die Liposomen gefolgt von der Lyse der Vesikel.  

Nicht nur am Injektisom bzw. Translokon beteiligte Proteine, sondern auch 
bakterielle Toxine besitzen die Fähigkeit, in Membranen reversibel Poren zu bilden 
(Bender et al. 1999; Parker and Feil 2005). Die Natur porenbildender Proteintoxine ist 
extrem faszinierend, da sie als wasserlösliche Moleküle produziert und sekretiert werden, 
ihren physiologisch aktiven Status aber erst nach einer umfassenden 
Konformationsänderung erreichen, welche letztendlich zur Insertion in die 
Wirtszellmembran führt (Parker and Feil 2005). Von einer Reihe porenbildender Toxine 
sind solche Konformationsänderungen analysiert worden, beispielsweise Aerolysin aus 
Aeromonas hydrophila (Abrami et al. 2000), α-Toxin von Staphylococcus aureus 
(Menestrina et al. 2003) und ClyA virulenter Escherichia coli- und Salmonella enterica-
Stämme (Eifler et al. 2006). Durch zunehmende Konzentration eines 
membranimitierenden Detergenz, Octyl-β-D-Glucopyranosid, konnte für HrpZ1Psph mittels 
CD-Spektroskopie ebenfalls eine solche Konformationsänderung festgestellt werden (siehe 
Abbildung 3.26). Es zeigt sich deutlich, daß der α-helikale Anteil in der Lipidphase 
dominiert, während HrpZ1Psph im wäßrigen Milieu zum größten Teil aus β-Faltblättern 
besteht. Da der zufällig gefaltete Sekundärstrukturanteil konstant bleibt, kann man davon 
ausgehen, daß es  sich bei dieser Konformationsänderung um eine intrinsisch vorhandene 
Proteineigenschaft handelt und nicht um eine Denaturierung. Inwiefern die β-
Faltblattanteile direkt in α-helikale Bereiche übergehen läßt sich nicht belegen. Jedoch ist 
diese dokumentierte spezifische Konformationsänderung ein klarer Hinweis darauf, daß 
HrpZ1Psph ein amphipathisches Molekül darstellt, eine Funktion in einer Membran haben 
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könnte und darüberhinaus die durch HrpZ1Psph gebildete Pore ähnlich jenen von α-PFTs 
wahrscheinlich durch α-Helices stabilisiert wird (Gouaux 1997). Ein HrpZ1Psph-ähnliches 
Protein, HpaG aus Xanthomonas spp., zeigt eine solche Konformationsänderung nach einer 
mehrtägigen Inkubation bereits in wäßrigem Milieu (Oh et al. 2007). Ob es sich hierbei 
jedoch um eine spezifische und für die Funktion des Proteins essentielle 
Konformationsänderung handelt, ist jedoch fraglich, da diese Proteine aufgrund des hohen 
Anteils an hydrophoben Proteinregionen in hohen Konzentrationen den Hang zur 
unspezifischen Aggregation zeigen, wobei ebenso eine Veränderung der Konformation 
eintritt.  

Für PopA aus Ralstonia solanacearum konnte eine lipidbindende Aktivität 
verstärkt bei Vorhandensein von Cholesterin und Sphingolipiden beobachtet werden 
(Racape et al. 2005). Cholesterin ist ebenso für die Porenbildung des bakteriellen Toxins A 
aus Clostridium difficile notwendig (Giesemann et al. 2006). Einige porenbildende Toxine 
erkennen Lipide (Cholesterol), Lipidderivate (Ganglioside) oder GPI-verankerte, in 
Lipidmikrodomänen ("lipid rafts"; Bhat and Panstruga 2005) lokalisierte Proteine als 
Rezeptoren auf der Zelloberfläche. Diese Mikrodomänen sind bedeutende 
Regulationsstellen für eine Vielzahl von zellulären Prozessen in Pflanzen und Tieren 
(Simons and Ikonen 1997; Brown and London 2000), so beispielsweise 
Signaltransduktion, polarisierte Sekretion, Membrantransport, Organisation des 
Zytoskeletts, Apoptose, Ausbildung der Zellpolarität (Oliferenko et al. 1999; Simons and 
Toomre 2000; Rosenberger et al. 2000; Bagnat and Simons 2002). Inwiefern HrpZ1Psph bei 
der Integration in pflanzliche Membranen preferentielle Regionen besitzt bzw. solche 
„lipid rafts“ die Orte der HrpZ1Psph-Einlagerung und –Porenbildung darstellen, kann zum 
jetzigen Zeitpunkt nicht geschlossen werden, auch wenn die in dieser Arbeit genutzten 
Membransysteme in ihrer Komposition deutlich unterschiedlichen Charakter aufweisen 
und eine Porenbildung in allen Systemen nachweisbar war. HrpZ1Psph kann allerdings 
verstärkt mit negativ geladenen Phosphoglyzerolipiden und Phosphatidylethanolamin-
enthaltenden Lipidmembranen assoziieren (Lee et al. 2001b), die beide Bestandteile 
pflanzlicher Plasmamembranen sind (Staehelin and Newcomb 2000).  

Ein Schlüsselereignis während der Konformationsänderung bei Eintritt von 
Proteintoxinen in die lipophile Phase ist neben der Freilegung von hydrophoben 
Oberflächen die Assoziation in multimere Strukturen. So initiiert erst eine 
membranabhängige Konformationsänderung die Cholesterin-abhängige Cytolysin-
Oligomerisation und anschließende Porenbildung (Ramachandran et al. 2004). Für viele 
weitere porenbildende bakterielle Toxine konnte gezeigt werden, daß der in der 
Zielmembran vorhandene Kanal aus mehreren Untereinheiten des gleichen Monomers 
besteht (Tilley et al. 2005; Parker and Feil 2005; Valeva et al. 2006) und daß eine 
Assoziation in oligomere Strukturen Voraussetzung für die Insertion in Zielmembranen ist 
(Parker and Feil 2005). Pneumolysin beispielsweise, ein porenbildendes Toxin aus 
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Streptococcus pneumoniae, besteht in seiner oligomeren Form aus bis zu 44 Untereinheiten 
(Tilley et al. 2005). Wie wichtig Homooligomerisierungen für die Virulenz sein können, 
zeigen Beispiele verschiedener porenbildender bakterieller Toxine, bei denen Mutationen, 
die die Toxinoligomerisation beinflussten, einen starken Rückgang der Toxizität zur Folge 
hatten (Walker and Bayley 1995; Abdel Ghani et al. 1999; Baba Moussa et al. 2006; 
Genisset et al. 2006; Melton-Witt et al. 2006). Es sollte daher geprüft werden, ob 
HrpZ1Psph ebenfalls homooligomerisieren kann. Aufgrund fehlender Cysteinreste würde 
die Stabilisierung eines HrpZ1Psph-Oligomers nur mittels intermolekularer hydrophober 
Wechselwirkungen gewährleistet sein.  

Die Fähigkeit der HrpZ1Psph-Homooligomerisierung konnte in verschiedenen 
experimentellen Ansätzen wie Gelfiltration, BlueNative-PAGE und chemischem 
Quervernetzen nicht nur in vitro, sondern mittels des Hefe-2-Hybrid-Systems auch in vivo 
dokumentiert werden. Außerdem begünstigt die Calciumbindung die Bildung 
höhermolekularer HrpZ1Psph-Komplexe, während die Dimerisierung Calcium-unabhängig 
stattfindet (siehe Abbildung 3.16a und Abbildung 3.16b). Ein weiteres Indiz für die hohe 
Stabilität der HrpZ1Psph-Dimerisierung war das Vorhandensein einer Dimerbande nach 
Auftrennung in einer denaturierenden SDS-PAGE (siehe Abbildung 3.13).  

Somit scheint in wäßrigen Apoplastbedingungen HrpZ1Psph aufgrund der erhaltenen 
Resultate überwiegend als Dimer vorzuliegen (siehe u.a. Abbildung 3.17 und Abb.3.18), 
während ein höhermolekulares Oligomer in verhältnismäßig geringer Konzentration 
auftritt. Auch wenn eine verstärkte Bildung solcher Komplexe in Lösung erst bei höheren 
Calciumionen-Konzentrationen beobachtet werden kann, ist eine gewisse physiologische 
Bedeutung der Calciumbindung durch im Apoplasten lokal vorkommende höhere 
Ionenkonzentrationen vorstellbar. Für lipidbindende Proteine ist Calcium oftmals z.B. für 
eine korrekte Faltung notwendig (Creutz et al. 1998; Gerke and Moss 2002). Wie aus 
Experimenten mit dem strukturhomologen Effektorprotein PopA aus Ralstonia 
solanacearum ferner ersichtlich ist, vollzieht sich die Lipidinteraktion auf eine Calcium-
abhängige Art und Weise (Racape et al. 2005). Außerdem wird die PopA-
Homooligomerisierung durch Calcium unterstützt.  HrpZ1Psph bindet das bivalente Kation 
nach einem bislang unbekannten Mechanismus, da die Deletion der nahe des C-Terminus 
gelegenen Sequenz „GxGT-[37 Reste]-D“ nicht zum Verlust der Calciumbindung führt, 
wie die unveränderte Bandenintensität der Mutanten 6 und 7 im Autoradiogramm belegt 
(siehe Abbildung 3.15). Die nahezu identische und evolutionär hochkonservierte Sequenz 
„GxGT-[38 Reste]-D/E“ ist in membranbindenden Annexinen für die Calciumbindung 
verantwortlich (Moss and Morgan 2004). Um die Bedeutung von Calcium für die 
HrpZ1Psph-Homooligomerisierung in lipophilen Bedingungen abzuschätzen, müssten 
weiterführende Experimente durchgeführt werden. Anhand der Ergebnisse der BlueNative-
PAGE kann man vermuten, daß HrpZ1Psph nach Eintritt in die lipophile Phase einer 
Membran nicht mehr nur überwiegend als Dimer vorliegt, sondern sich auch 
höhermolekulare Oligomere bilden können (siehe Abbildung 3.19). Im Gegensatz dazu 
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konnten Gelfiltrationsversuche mit HrpZ1Psph, das in unterschiedlichen Zeiträumen mit 
Octyl-β-D-Glucopyranosid, einem membranimitierenden Detergenz, inkubiert wurde, eine 
solche Detergenz-induzierte Oligomerisierung nicht belegen, wie sie beispielsweise für 
ClyA, einem porenbildenden Toxin virulenter Escherichia coli- und Salmonella enterica-
Stämme, beobachtet wurde (Eifler et al. 2006). Es muß aber erwähnt werden, daß lediglich 
die Vorinkubation in Detergenz-enthaltendem Medium erfolgte, der Lauf über die  
Gelfiltrationssäule war detergenzfrei, so daß dieses erhaltene Ergebnis, ein konstant 
dominanter Dimerpeak, möglicherweise durch das in der Säule vorhandene wäßrige Milieu 
hervorgerufen wurde. 

Elektronenmikroskopische Analysen sollten Aufschluß geben über eine bereits in 
wäßriger Lösung feststellbare Porenstruktur, wie sie beispielsweise für porenbildende 
Toxine wie Perfringolysin O (PFO, Dang et al. 2005), Pneumolysin (Tilley et al. 2005), 
Equinatoxin II (Bonev et al. 2003) oder ClyA (Eifler et al. 2006) gezeigt  wurden. 
Allerdings konnten ähnliche, von HrpZ1Psph gebildete Strukturen nicht beobachtet werden 
(siehe Abbildung 3.25). Da in Lösung das Dimer überwiegt, war die Vergrößerung zu 
gering, um Strukturen solch geringer Größe sichtbar zu machen. Deutlich erkennbar waren 
lediglich an Präzipitate erinnernde Anordnungen sowie filamentähnliche Strukturen, wie 
sie auch durch Oh et al. 2007 gezeigt wurden und möglicherweise jenen im Vergleich zum 
Dimer mengenmäßig geringer auftretenden hochwertigen Komplex darstellen, welcher in 
Gelfiltrationsexperimenten und im BlueNative-Verfahren beobachtet wurde. Solche 
Fibrillen werden ebenso durch HrpN aus Erwinia spp. sowie HpaG aus Xanthomonas spp. 
zeitlich abhängig gebildet (Oh et al. 2007). Auch wenn eine biologische Bedeutung jener 
Fibrillenbildung für die Funktion jener Proteine postuliert wird, so darf man im Falle von 
HrpZ1Psph die bei hohen Konzentrationen auftretende unspezifische Aggregation nicht 
außer acht lassen. So stellen diese im EM beobachteten Filamente wohl eher durch den 
hohen Anteil an hydrophoben Strukturbereichen hervorgerufene unspezifische HrpZ1Psph-
Konglomerate dar. Darüberhinaus wurden diese Strukturen erst innerhalb von 48 Stunden 
sichtbar, eine für den Aufbau des Typ-III-Sekretionssystems während der Infektion der 
Pflanze irrelevante Zeitspanne. Außerdem ist es vorstellbar, daß eine porenähnliche 
Struktur erst nach Interaktion mit Lipidkomponenten gebildet wird, was umfangreiche 
Konformationsänderungen des Proteins nach Inkubation in lipidähnlichen Bedingungen 
vermuten lassen (siehe oben), und daher in wäßriger Lösung nicht sichtbar ist.  

Zusammenfassend stellt sich das HrpZ1Psph-Effektorprotein als ein zur 
Dimerisierung befähigter Ionenporenbildner dar, welcher nach Eintritt in eine lipophile 
Phase einer spezifischen Konformationsänderung unterliegt, welche wahrscheinlich für 
den strukturellen Aufbau der Pore notwendig ist. Frühere Annahmen einer in der 
pflanzlichen Plasmamembran lokalisierten Virulenzfunktion werden durch die HrpZ1Psph-
vermittelte Porenbildung in Asolectinliposomen gestützt. Im Moment können noch keine 
definitiven Aussagen getroffen werden, inwiefern eine Homooligomerisierung von 
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HrpZ1Psph für die bakterielle Infektion von Bedeutung ist. Da hrpZ1-defiziente Bakterien 
keine Beeinträchtigung der Virulenz zeigen (Alfano et al. 1996), ist eine HrpZ1-
Homooligomerisation scheinbar für den Infektionsprozeß nicht essentiell, solange Harpine 
redundanter Funktion diesen Verlust komplementieren (HrpK, HrpW1, HopAK1, Kvitko 
and Collmer, pers. Mitteilung). Es scheint jedoch, daß Deletionen im Gesamtprotein, die 
einen blockierenden Einfluß auf die Oligomerisierung haben, auch die als 
Virulenzfunktion vermutete Membranpermeabiliserung beeinträchtigen. So weist die 
Mutante 6 (siehe Abbildung 3.11) neben der stark verminderten Porenbildung (siehe 
Tabelle 3.2) auch die Unfähigkeit zur Homooligomerisierung auf (Haapalainen, pers. 
Mitteilung). Höchstwahrscheinlich ist die Homooligomerisierung ähnlich porenbildenden 
Toxinen (Parker and Feil 2005) eine grundlegende Voraussetzung für die HrpZ1Psph-
Virulenzfunktion. Die sich in der pflanzlichen Plasmamembran befindliche HrpZ1Psph-Pore 
wird höchstwahrscheinlich nicht von einem einzigen Proteinmolekül gebildet.  

Frühere Studien verdeutlichten die Fähigkeit der hydrophoben N- und C-terminalen 
HrpZ1Psph-Abschnitte, mit Lipiden zu assoziieren (Lee et al. 2001b). Auch für YopB, 
einem Typ-III-sekretierten und am Translokon beteiligten Protein aus Yersinia spp. 
(Håkansson et al. 1996; Neyt and Cornelis 1999), welches darüberhinaus über strukturelle 
Ähnlichkeiten zu HrpZ1Psph verfügt, konnten Domänen verantwortlich für unterschiedliche 
Prozesse wie Sekretion, Porenbildung oder Translokation identifiziert werden (Ryndak et 
al. 2005). Ein weiteres Typ-III-sekretiertes Effektorprotein, Tir aus enteropathogenen 
Escherichia coli-Bakterien, weist eine membraninsertierende Domäne sowie eine Domäne 
zur Interaktion mit bakteriellem Intimin auf, wobei beide Vorgänge sich als essentiell für 
die Virulenz darstellen (Race et al. 2006). Wahrscheinlich ist auch HrpZ1Psph ein in 
mehrere funktionelle Domänen gegliedertes Protein. Die hydrophile zentrale HrpZ1Psph-
Region bildet aller Wahrscheinlichkeit nach das Porenlumen, während die beiden 
angrenzenden Bereiche u.a. die Insertion in die Membran vermitteln und im Falle des C-
terminalen Abschnitts möglicherweise die Homooligomerisierung vermitteln. Werden 
durch Deletionen Teile des C-terminalen Abschnitts wie in der Mutante 6 entfernt, so wird 
möglicherweise 1. die Dimerisierung beeinträchtigt, die anscheinend für die Porenbildung 
notwendig ist und kann 2. eine korrekte Membraninsertion nicht mehr erfolgen, da ein 
großer hydrophober Bereich für die Stabilisierung in der Lipidphase fehlt. Zusätzliche 
Bereiche des Proteins, die bis jetzt noch unbekannt sind, könnten an der Interaktion mit 
den an der Effektortranslokation beteiligten Harpinen beteiligt sind (Kvitko and Collmer, 
pers. Mitteilung).  
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4.3 Ionenporenbildung und pflanzliche Immunabwehr 
 
 Durch die bisherigen Ausführungen wurde die duale Rolle der Harpine und speziell 

HrpZ1Psph während des Infektionsprozesses deutlich. Der Ionenporenbildung in der 
pflanzlichen Plasmamembran, welche vermutlich die eigentliche Virulenzfunktion 
darstellt, steht die Induktion pflanzlicher Immunreaktionen gegenüber. Im Gegensatz zu 
Polyenantibiotika wie Amphotericin B (Jabs et al. 1997), bestimmten natürlichen 
Elicitoren (Klüsener and Weiler 1999) oder bakteriellen Toxinen (Bender et al. 1999), 
deren porenbildende Aktivität zur Stimulation der pflanzlichen Immunreaktionen führt, 
werden die durch HrpZ1Psph induzierten pflanzlichen Abwehrreaktionen nicht durch dessen 
Ionenkanalbildung in der Plasmamembran verursacht. Für beide Vorgänge sind 
unterschiedliche strukturelle Voraussetzungen notwendig, wie durch Untersuchungen mit 
verschiedenen HrpZ1Psph-Deletions- bzw. –Insertionskonstrukten sowie orthologen 
Proteinen anderer phytopathogener Bakterien nachvollzogen werden konnte (Lee et al. 
2001a; Engelhardt 2003; diese Arbeit). Während die zu HrpZ1 strukturell orthologen 
Proteine HrpN aus Erwinia amylovora, PopA aus Ralstonia solanacearum und HreX aus 
Xanthomonas campestris in HrpZ1-ähnlichen Konzentrationsbereichen Ionenporen bilden 
konnten, war nur HrpZ1 in der Lage die Phytoalexinproduktion in 
Petersiliezellsuspensionen zu induzieren. Außerdem rufen limitierte Variationen der 
HrpZ1Psph-Primärstruktur, wie sie durch pentamere Aminosäureinsertionen verursacht 
werden (Engelhardt 2003), z.T. aber auch Deletionen von enormer Größe keine 
Beeinträchtigungen der Virulenzfunktion hervor. Jedoch schwächen Insertionen von 5 
Aminosäuren im C-terminalen Bereich die immunostimulatorische Aktivität. Anscheinend 
kann das Protein Veränderungen der Struktur ohne Verlust der porenbildenden 
Eigenschaften tolerieren. Werden allerdings speziell im C-terminalen Bereich 
umfangreiche Proteinabschnitte deletiert, ist diese porenbildende Virulenzfunktion nicht 
mehr beobachtbar (siehe Tabelle 3.2), möglicherweise aufgrund der beeinträchtigten 
Fähigkeit zur Oligomerisation (siehe 4.2; Haapalainen, pers. Mitteilung). Ferner weisen 
porenbildungsinaktive, C-terminale Fragmente immunostimulatorische Fähigkeiten auf 
(Lee et al. 2001a; Engelhardt 2003) und belegen dadurch ebenfalls die strukturelle 
Separierung von Virulenzfunktion und Abwehrinduktion. Bedenkt man die Bedeutung des 
C-terminalen Abschnitts für die abwehrinduzierende Aktivität des HrpZ1Psph-Effektors 
(siehe auch 4.1), perzipieren Pflanzen also präferentiell jene für die Ausführung der 
Virulenzfunktion essentielle Region des Proteins. Diese Erkennung von Strukturbereichen, 
deren Verlust zur Inaktivierung der Gesamtfunktion führt, wird beispielsweise auch durch 
die Perzeption des Pep13-Epitops einer Oomyceten-Transglutaminase verdeutlicht, auch 
wenn die Bedeutung des Enzyms für den Infektionsprozeß noch unklar ist (Nürnberger et 
al. 1994; Brunner et al. 2002). Jede Veränderung dieses Epitops, die eine geringere 
Perzeption durch die Pflanze zur Folge hat, bewirkt ebenso einen umfassenden 
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Aktivitätsrückgang der Transglutaminaseaktivität. Der durch HrpZ1Psph-Applikation in den 
Apoplasten mancher Pflanzen hervorgerufene Zelltod konnte durch Inhibitoren der RNA- 
und Proteinsynthese sowie durch Ionenkanalantagonisten vollständig verhindert werden 
(He et al. 1993; Charkowski et al. 1998), was zusätzlich verdeutlicht, daß die 
Zelltodreaktion auf pflanzlichem Stoffwechsel beruht und nicht auf einer toxischen 
Wirkung verursacht durch die HrpZ1Psph-vermittelte Membranpermeabilisierung. Die 
immunostimulatorische Aktivität basiert auf der Nichtselbst-Perzeption bestimmter 
Bereiche des Proteins, die Ähnlichkeit zur PAMP-Erkennung durch Wirtsrezeptoren 
aufweist. 
 
 

4.4 Schlußfolgerungen 
 
 Auf der Grundlage der bisherigen Kenntnisse sind verschiedene Szenarien der 
HrpZ1Psph-Virulenzfunktion während der Infektion durch phytopathogene Pseudomonas 
syringae pv. phaseolicola-Bakterien denkbar. In jedem Fall liegt das unter apoplastidären 
Bedingungen massiv produzierte und Typ-III-sekretierte HrpZ1Psph-Protein (Roine et al. 
1997a; Alfano et al. 2000; Guttman et al. 2006) innerhalb der Zellwandregion vorwiegend 
als Dimer vor und unterliegt nach dem Eintritt in die lipophile Phase der pflanzlichen 
Plasmamembran einer umfassenden spezifischen Konformationsänderung, die zu einer 
Porenbildung führt.  

Zum einen kann diese Porenbildung an der Effektortranslokation in das 
Wirtszytosol beteiligt sein. Einzelne Proteine des Typ-III-Translokons tierischer Pathogene 
wie beispielsweise YopB weisen porenbildenden Charakter auf (Håkansson et al. 1996), 
jedoch ist für die Virulenz die Interaktion aller am Translokon beteiligten Proteine, YopB, 
YopD und LcrV, notwendig (Tardy et al. 1999). Die bereits erwähnten Resultate von 
Kvitko und Collmer (pers. Mitteilung) lassen daher vermuten, daß HrpZ1Psph im Falle einer 
Beteiligung an der Effektortranslokation während des Prozesses mit HrpK1, HrpW1 oder 
HopAK1 interagiert, wobei eines dieser Proteine mit dem HrpA1-Pilus die Verbindung 
zum Sekretionsapparat herstellen muß. Laut Brown et al. 2001 zeigt HrpZ1Psph eine 
Assoziation mit dem Hrp-Pilus, allerdings konnte im Hefe-2-Hybrid-System eine 
Interaktion zwischen HrpZ1Psph und HrpA1Psph, dem Pilusprotein, nicht festgestellt werden 
(siehe Abbildung 3.22). Darüberhinaus war auch keine Interaktion der HrpA1-Proteine 
untereinander festzustellen. Ursache für diese unerwartete Beobachtung, da der Hrp-Pilus 
eigentlich ein HrpA1-Oligomer darstellt (Roine et al. 1997b), könnten einmal fehlende 
Regulationselemente wie Chaperone im Hefesystem sein, die im Bakterium inkorrekte 
Interaktionen vermeiden. Ein weiterer Grund für die ebenfalls nicht festgestellte HrpZ1Psph-
HrpA1Psph-Interaktion könnte ein zusätzliches HrpA1Psph-Pilusbindeprotein sein, mit 
welchem HrpZ1Psph interagiert. Ein solcher Kandidat könnte das HrpW1Psph-Protein sein, 



                                                                                                           Diskussion 

90 

welches eine Harpin- sowie eine Pektinbindungsdomäne enthält (Charkowski et al. 1998) 
und dessen Pilusinteraktion bereits gezeigt wurde (Jin and He 2001). Jedoch konnte ebenso 
hier eine HrpZ1Psph-HrpW1Psph-Interaktion nicht detektiert werden (siehe Abbildung 3.23), 
genauso blieb die gezeigte HrpW1-HrpA1-Interaktion (Jin and He 2001) nichtdetektierbar, 
trotzdem alle Proteine exprimiert wurden (nicht gezeigt). Zusätzlich zu fehlenden 
Regulationsmodulen im Hefesystem könnte diesmal auch die Membranständigkeit der 
Harpine die Ursache sein, weswegen eine Interaktion nicht beobachtet werden konnte. 
Darüberhinaus könnte es sich bei den durch Brown et al. 2001 und Jin and He (2001) 
mittels Immunogoldmarkierungsversuche gezeigten HrpZ1- und HrpW1-Interaktionen mit 
dem HrpA1-Pilus um Experimentartefakte handeln. Sollte HrpZ1Psph ein Teil des 
Translokons sein, welches für die Injektion der Effektorproteine in das Wirtszytosol 
verantwortlich ist, so wäre eine Interaktion mit HrpW1Psph vorstellbar, da  HrpW1 durch 
Kvitko und Collmer (pers. Mitteilung) ebenfalls eine Translokationsfunktion 
zugeschrieben wird. Somit können HrpA1Psph und HrpW1Psph, ohne zusätzliche 
Experimente wie beispielsweise das für membranständige Proteine besser geeignete Split-
Ubiquitin-System heranzuziehen, als mögliche HrpZ1Psph-Interaktoren nicht 
ausgeschlossen werden. Ob HrpK1, für das die Funktion als Translokator in früheren 
Studien bereits postuliert wurde (Petnicki-Ocwieja et al. 2005; Kvitko and Collmer, pers. 
Mitteilung), ein HrpZ1Psph-Interaktor ist, müssen ebenfalls künftige Experimente zeigen. 
Ferner könnte versucht werden, die durch Kvitko und Collmer genutzten Vierfach-
Knockout-Mutanten (ΔhrpZ1, ΔhrpW1, ΔhrpK1, ΔhopAK), die keine Fähigkeit zur 
Effektortranslokation besitzen, durch porenbildungsinaktive HrpZ1-Konstrukte  zu 
komplementieren, um eine Beteiligung der HrpZ1-vermittelten Porenbildung für die 
Effektortranslokation abzuschätzen.  

Die HrpZ1Psph-Pore kann aber alternativ auch für die Ernährung der apoplastidär 
lebenden Bakterien sorgen, indem aus dem pflanzlichen Zytoplasma aufgrund einer 
möglichen porenbildenden Toxinwirkung von HrpZ1 Nährstoffe freigesetzt werden. Bei 
dieser Variante kann sehr wahrscheinlich auch ein höherwertiges HrpZ1Psph-
Homooligomer diese Aufgabe erfüllen. 
 Zusätzlich zu seiner Funktion als Virulenzfaktor determiniert eine Region nahe des 
C-Terminus die immunostimulatorische Aktivität des HrpZ1Psph-Effektorproteins. Die 
Aktivierung von PAMP-responsiven Ionenkanälen und MAP-Kinasekaskaden, die 
Sättigungkinetik der Phytoalexinproduktion, die saturierbare, hochaffine HrpZ1Psph-
Bindungsstelle in Tabak (Lee et al. 2001a) sowie die Peptidbindungsstelle innerhalb des 
HrpZ1Psph-Proteins (Li et al. 2005) lassen einen in der pflanzlichen Plasmamembran 
lokalisierten Rezeptor vermuten. 
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5 Zusammenfassung 
 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die duale Rolle des Typ-III-Effektors HrpZ1 aus 
dem Phytopathogen Pseudomonas syringae pv. phaseolicola während des 
Infektionsprozesses näher charakterisiert werden, welche einmal in seiner 
immunostimulatorischen Aktivität und zum anderen in der eigentlichen Virulenzfunktion 
besteht. Die Verwendung von Petersiliezellkulturen ermöglichte die Detektion und 
Analyse der durch HrpZ1Psph-Applikation induzierten pflanzlichen Signal- und 
Abwehrreaktionen wie beispielsweise Mediumalkalisierung, MAP-Kinaseaktivierung, 
Synthese reaktiver Sauerstoffspezies und antimikrobieller Phytoalexine. Es zeigten sich 
dabei auffallende Ähnlichkeiten zu PAMP-ausgelösten Immunreaktionen. Auch wenn 
HrpZ1 im Gegensatz zu PAMPs nicht konstitutiv vorhanden ist und auch der Verlust 
dieses Effektors den mikrobiellen Lebenszyklus nicht beeinträchtigt, so ist HrpZ1 ähnlich 
den klassischen PAMPs ein bestimmender Faktor der Nichtselbsterkennung in Pflanzen 
und trägt dadurch zur Resistenz gegenüber Pseudomonas syringae-Pathovaren bei.  

Anhand verschiedener experimenteller Ansätze, die auf synthetischen Liposomen, 
aber auch auf biologischen Membranen basierten, kann eine in früheren Arbeiten 
identifizierte Ionenporenbildung nicht nur bestätigt werden, sondern es läßt sich auch der 
Schluß ziehen, daß die Porenbildung in pflanzlichen Membranen die Virulenzfunktion des 
Proteins darstellt. Die spezifische Konformationsänderung des Proteins nach Inkubation in 
zunehmend lipophilerer Umgebung, wie sie mittels CD-spektroskopischer Analyse 
festgestellt wurde, stützt die Annahme einer membrangebundenen Funktion. Außerdem 
weist HrpZ1 die Fähigkeit zur Homooligomerisierung auf, deren Notwendigkeit für die 
Porenbildung mit Hilfe von Deletionskonstrukten nachgewiesen werden konnte. Durch 
Calcium, das von HrpZ1 gebunden werden kann, wird zumindest die Oligomerisierung zu 
höheren Komplexen begünstigt, die Dimerisierung erfolgt Calcium-unabhängig. Inwiefern 
das Protein an der Effektortranslokation beteiligt ist, was jüngste Mutationsstudien 
vermuten lassen (Kvitko and Collmer, pers. Mitteilung), kann noch nicht belegt werden, da 
eine Interaktion weder mit dem Pilusprotein, HrpA1, noch mit einem putativen 
Translokationsprotein, HrpW1, im Hefe-2-Hybrid-System nachzuweisen waren.  

Die HrpZ1Psph-vermittelte Porenbildung ist jedoch nicht die Ursache für dessen 
immunostimulatorische Aktivität, d.h. beide Prozesse, Porenbildung und Abwehrinduktion, 
laufen unabhängig voneinander ab. Unter Zuhilfenahme verschiedener HrpZ1Psph-
Deletionskonstrukte konnte festgestellt werden, daß für die Ionenporenbildung mehr oder 
weniger das Gesamtprotein notwendig ist, während die Induktion pflanzlicher 
Abwehrreaktionen durch Perzeption einer nahe des C-Terminus des Proteins gelegenen 
Region verursacht wird. Diese strukturelle Separierung verdeutlicht die Dualität des 
Proteins während des Infektionsprozesses.  
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Die Entschlüsselung der dreidimensionalen Struktur des Proteins könnte es 
ermöglichen, daß exaktere Aussagen über die wirkliche Virulenzfunktion sowie mögliche 
Interaktionspartner getroffen werden könnten. Daher ist eine Optimierung der 
Kristallisationsbedingungen erstrebenswert. 

Ein weiterer interessanter Aspekt wäre die Erforschung des möglichen Rezeptors, 
welcher an der HrpZ1-induzierten Stimulation pflanzlicher Abwehrreaktionen beteiligt ist. 
Ein solches Rezeptormolekül könnte aufgrund der Hitze- und Proteaseresistenz einer 
bislang unbekannten Rezeptorklasse angehören und möglicherweise Glykolipidcharakter 
haben.  
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7 Anhang 

 
 Primersequenzen  

Name Sequenz Bemerkung 
Y2HT7Seq.for 5'-taatacgactcactatagggc-3' Sequenzierungsprimer für pGADT7 und 

pGBKT7 
pGADT73?ADSeq.rev 5'-agatggtgcacgatgcacag-3' Sequenzieungsprimer für pGADT7 

pGBKT73?DNA-
BDSeq.re 

5'-taagagtcactttaaaatttgtat-3' Sequenzierungsprimer für pGBKT7 

uni-f 5'-ggttttcccagtcacgacgttgt-3' Sequenzierungsprimer für pBluescipt 
und pJC40 

uni-r 5'-caggaaacagctatgacc-3' Sequenzierungsprimer für pBluescript 
und pJC40 

EcoRI-W-Psph-for 5'-aattgaattcatgagcatcggtatcacc-3' für Klonierung des 5'-Bereiches von 
HrpW1Psph 

NdeI-W-Psph-for 5'-aatcatatgagcatcggtatcaccccc-3' für Klonierung des 5'-Bereiches von 
HrpW1Psph 

HindIII-W-Psph-rev 5'-aataagctttcaaagctctgtgtgttggg-3' für Klonierung des 3'-Bereiches von 
HrpW1Psph 

BamHI-W-Psph-rev 5'-aattggatcctcaaagctctgtgtgttgggtcg-
3' 

für Klonierung des 3'-Bereiches von 
HrpW1Psph 

EcoRI-A-Psph-for 5'-aattgaattcatgaacatcatgagttctctg-3' für Klonierung des 5'- Bereiches von 
HrpA1Psph 

BamHI-A-Psph-rev 5'-aattggatcctcagaactggacgaccgag-3' für Klonierung des 3'- Bereiches von 
HrpA1Psph 
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