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ZUSAMMENFASSUNG

Kleine GTPasen sind an einer Vielzahl von Prozessen in der Zelle beteiligt. Sie regulieren den
Vesikeltransport, sind in die Organisation des Zytoskeletts involviert und Gbernehmen Funkti-
onen in anderen zellularen Transportprozessen und der Steuerung der Genexpression. Kleine
GTPasen wechseln zwischen einem aktiven GTP-gebundenen und einem inaktiven GDP-ge-
bundenen Zustand. Um dies zu erreichen sind zusatzliche Enzyme, Guaninnukleotidaus-
tauschfaktoren (GEFs) und GTPase aktivierende Proteine (GAPs), notwendig. Die zwei kon-
formationell flexiblen Switch-Regionen der GTPase geben durch ihre Strukturen den Aktivi-
tatszustand der GTPase an nachgeschaltete Bindungspartner weiter. Die Interaktion mit Ef-
fektorproteinen erfolgt normalerweise nur im aktiven Zustand. Einige pathogene Bakterien ha-
ben Mechanismen entwickelt, um kleine GTPasen gezielt fir ihre Zwecke zu manipulieren.
Sekretierte bakterielle Enzyme ahmen GEFs und GAPs nach und fihren zur Veranderung der
GTPase Funktion durch posttranslationale Modifikationen. Dies erlaubt den Bakterien das
Uberleben und Replizieren in der Wirtszelle. Da die posttranslationalen Modifikationen in den
Switch-Regionen der GTPasen erfolgen, ist der Einfluss dieser Modifikationen auf die Funktion

und Struktur der kleinen GTPasen von zentraler Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit konnten Einfliisse der posttranslationalen Modifikation auf die intrin-
sischen biochemischen Eigenschaften und die Struktur der GTPasen Cdc42 und Rabl be-
schrieben werden. Die Modifikation von Cdc42 mit AMP verlangsamt die intrinsische Nukleo-
tidhydrolyse und verandert die Nukleotidbindung. Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch
die Interaktion mit Effektorproteinen durch die Modifikation von Cdc42 beeinflusst wird. An
Thr35 adenylyliertes Cdc42 kann nicht mehr durch das GEF Dock9 in die aktive Form tberfuhrt
werden. Die Adenylylierung an Tyr32 fuhrt zu einer verringerten Austauschaktivitat. Als weite-
rer Effekt der posttranslationalen Modifikation wurde die Erhéhung der thermischen Stabilitat
der GTPasen beobachtet. Diese fiir die Adenylylierung von Rabl an Tyr77 besonders stark
ausgepragte Stabilisierung impliziert somit strukturelle Konsequenzen. NMR-Experimente of-
fenbarten eine Stabilisierung von GDP-gebundenem, adenylyliertem Rab1 im aktiven Zustand.
Dieser Effekt wurde nicht fur die Phosphocholinierung von Rabl und fur die Adenylylierung
von Cdc42 beobachtet. In dieser Arbeit wird somit erstmals ein neuer Regulationsmechanis-
mus des Aktivitdtszustandes der kleinen GTPase Rabl durch posttranslationale Modifikation

beschrieben.
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ABSTRACT

Small GTPases are part of various processes in the cell. They regulate vesicular transport, are
involved in organizing the cytoskeleton and function in various cellular transport processes and
the regulation of gene expression. Small GTPases switch between an active GTP-bound and
an inactive GDP-bound state. To achieve this, they need the help of accessory proteins, gua-
nine nucleotide exchange factors (GEFs) and GTPase activating proteins (GAPS). The confor-
mations of the two GTPase Switch-Regions dictate the active and inactive states. GTPases
interact with effector proteins only in their active state. Some pathogens have evolved mech-
anisms to manipulate small GTPase function. Secreted bacterial enzymes mimic GEFs and
GAPs and alter the function of GTPases by posttranslational modifications. This allows the
pathogens to survive and replicate in the host cell. Since the small GTPases are modified
directly in the Switch-Regions, the influence of these posttranslational modifications on func-

tion and structure of the small GTPases is of fundamental importance.

The consequences of posttranslational modifications on intrinsic properties and conformations
of the GTPases Cdc42 and Rabl were elucidated in this thesis. Modification of Cdc42 with
AMP slows down intrinsic hydrolysis and changes nucleotide binding. Additionally, the interac-
tion with effector proteins is influenced by adenylylation of Cdc42. Cdc42 which is adenylylated
at Thr35 cannot be interconverted to the active form by the GEF Dock9. Adenylylation of Tyr32
leads to a decrease in the exchange rate. An additional effect of posttranslational modification
is the increase in thermal stability. This is especially pronounced for the adenylylation of Rabl
and suggests structural consequences. Successive NMR experiments showed that ade-
nylylated GDP-bound Rabl is stabilized in an active state. This effect could not be shown for
adenylylation of Cdc42 or phosphocholination of Rabl. Therefore, for the first time, a new
regulatory mechanism of the activity state of the small GTPase Rabl by posttranslational mod-

ification is described.
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1 EINLEITUNG

Proteine bilden als Strukturbestandteil Geruste fur Zellen und Gewebe und sind als Enzyme
Katalysatoren fur chemische Reaktionen im Zellstoffwechsel. Ihr komplexer dreidimensionaler
Aufbau bildet die Grundlage flr diese grol3e Diversitét. Die kovalente Anbringung funktionaler
Gruppen an Proteine, posttranslationale Modifikation (PTM), ist eine zusatzliche Regulations-
ebene fur ihre Aktivitat und Funktion. Auch Bakterien machen sich diese Mechanismen zu
Nutze, um Wirtsproteine zu manipulieren und die Infektion voranzutreiben [1]. Als Ziele dieser
Manipulationen wurden in dieser Arbeit Proteine der Familie der kleinen GTPasen untersucht.
Diese ubernehmen vielseitige Aufgaben innerhalb der Zelle und werden rdumlich und zeitlich
genau reguliert [2]. Die zugrundeliegenden Prozesse werden in den folgenden Kapiteln ge-

nauer erlautert.
1.1 Familie der kleinen GTPasen

Proteine der Superfamilie der kleinen GTPasen sind essentielle Regulatoren in einer Vielzahl
von intrazellularen Signalprozessen. Sie sind monomere Proteine mit einem Molekulargewicht
von 20-40 kDa [3], die in funf sich funktionell unterscheidende Familien unterteilt werden kon-
nen [4, 5]. Eine Ubersicht ist in Tabelle 1-1 dargestellt. In dieser Arbeit wurde ausschlieRlich

mit GTPasen der Rab und Cdc42 Familie gearbeitet.

Tabelle 1-1: Familien kleiner GTPasen und zugehdrige Funktionen.

Familie Funktion

Ras Genexpression

Rho/Rac/Cdc42 Zytoskelett Reorganisation; Genexpression

Rab Intrazellularer Vesikeltransport

Sar/Arf Intrazelluléarer Vesikeltransport

Ran Nukleozytoplasmatischer Transport wahrend Zellzyklus;

Mikrotubuliorganisation
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1.2 Kleine GTPasen als molekulare Schalter

Alle kleinen GTPasen teilen eine konservierte G-Domane, die durch Bindung von Guanosin-
diphosphat (GDP) und Guanosintriphosphat (GTP) den Aktivitatszustand der GTPase vorgibt.
Diese besteht, wie in Abbildung 1-1 dargestellt, aus einem sechsstrangigen p-Faltblatt sowie
funf umgebenden a-Helices, die konservierte Sequenzmotive enthalten und die Nukleotidbin-

dungsregion bilden.

G1 (p-loop) GX,GKS/T
G2 (switch | loop)

G3 (switch Il loop) DX,GQ
G4 N/TKXD

G5 SAK

Abbildung 1-1: Konservierte Sequenzmotive kleiner GTPasen. Kleine GTPasen zeichnen sich durch funf konser-
vierte Sequenzmotive G1-G5 aus, die fiir ihre Aktivitit von essentieller Bedeutung sind. Stabchendarstel-
lung:GppNHp. PDB ID 3nkv.

Die Nukleobase interagiert hierbei mit Aminosauren der G4- und G5 Motive, wahrend - und
y-Phosphat des Nukleotids Bindungen mit dem konservierten P-Loop (G1) eingehen. Durch
die Bindung des G4-Aspartats an die Base und eine Interaktion des G5-Alanin mit dem Pro-
teinrtickgrat wird die Spezifitdt der GTPase fir Guaninnukleotide vermittelt. AuRBerdem stellt
das Aspartat des G3-Motivs einen wasservermittelten Kontakt zum Magnesiumion her, wel-
ches fir die hochaffine Bindung des Nukleotids und die Nukleotidhydrolyse essentiell ist. Das
Motiv G2 wird als Switch I-Loop bezeichnet, wahrend G3 in der Switch II-Region liegt [6-8].
Die Bezeichnung Switch beruht auf dem Vergleich der Kristallstrukturen von Ras:GDP und
Ras:GTP, die in diesen Regionen die grofdten konformationellen Unterschiede aufweisen [9].
Die Interaktion kleiner GTPasen mit Effektorproteinen findet nur im aktiven GTP-gebundenen
Zustand statt. Die Konformationen der Switch-Regionen unterscheiden sich im GDP- und
GTP-gebundenen Zustand deutlich. In Abbildung 1-2 ist die Kristallstruktur einer GTPase im
GDP- und GTP-gebundenen Zustand dargestellt. Im GDP-gebundenen, inaktiven Zustand lie-
gen die Switch-Regionen ungeordnet vor, wahrend GTP-Bindung zu strukturierten Switch-Re-
gionen fuhrt. Diese erhohte Flexibilitat zeigt sich auch in Kristallstrukturen und NMR (Nuclear
magnetic resonance, Kernspinresonanz) Experimenten [9, 10]. Die Bindung mit Effektoren

kann somit durch die Erkennung konformationell unterschiedlicher Switch-Regionen in Abhan-
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gigkeit des Nukleotidzustands der GTPase erfolgen. Gebundenes GTP wird durch die intrinsi-
sche Hydrolysefunktion der GTPase hydrolysiert [2]. Hierbei spielt die Bindung eines Thre-
onins und eines Glycins der Switch-Regionen an das y-Phosphat von GTP eine wichtige Rolle.
Diese Bindungen werden bei Hydrolyse von GTP aufgeldst, was zu konformationellen Veran-
derungen in Switch | und Switch Il der GTPase fuhrt. Dies wird auch als loaded spring Mecha-
nismus bezeichnet [6]. Auch das konservierte G3-Glutamin ist von Bedeutung fir die intrinsi-
sche Hydrolyse, da es den Angriff eines Wassermolekiils auf das y-Phosphat von GTP ermog-
licht [11].

switch |l

switch |

inaktive, GDP-gebundene GTPase aktive, GTP-gebundene GTPase

Abbildung 1-2: Kristallstrukturen von GTPase:GDP und GTPase:GTP (PDB IDs: 1ky3; 3nkv). Switch-Regionen sind
in blau eingefarbt. Im inaktiven Zustand der GTPase sind die Switch-Regionen ungeordnet, wahrend sie im aktiven
Zustand eine hochgeordnete Struktur einnehmen. Die Nukleotide GDP und GTP sind in Stabchendarstellung ab-
gebildet.

Aufgrund der sehr langsamen intrinsischen Nukleotiddissoziation und GTP-Hydrolyse bendti-
gen kleine GTPasen sogenannte Guaninnukleotidaustauschfaktoren (engl. Guanine nucleo-
tide Exchange factors, GEFs) und GTPase-Aktivierungsproteine (engl. GTPase activating pro-
teins, GAPs), um effektiv zwischen GDP- und GTP-Zustand wechseln zu kdnnen [12]. Der
Zyklus aus Aktivierung und Inaktivierung der GTPase ist in Abbildung 1-3 illustriert. Die
GTPase liegt im Cytosol im inaktiven Zustand an Guaninnukleotiddissoziationsinhibitor (gua-
nine nucleotide dissociation inhibitor, GDI) gebunden vor. Austausch von GDP zu GTP mit
Hilfe eines GEFs fuhrt zur Aktivierung der GTPase, die in Folge mit Effektorproteinen intera-

gieren kann. Die Inaktivierung durch GAPs flhrt erneut zur Bindung mit GDI.
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GTP GDP

&

%4_. Q GTPase Zyklus @ —_ (%—> Signalweiterleitung

:

Abbildung 1-3: Der GTPase Zyklus: Die inaktive GTPase liegt im Cytosol an GDI gebunden vor. Durch GEF-kata-
lysierten Nukleotidaustausch von GDP zu GTP wird sie in den aktiven Zustand Uberfuihrt. Die Bindung von Ef-
fektoren fiihrt dann zu diversen Signalweiterleitungsprozessen. Die Inaktivierung erfolgt durch GAPs und flihrt wie-
der zum inaktiven GTPase Zustand und Bindung an GDI.

1.3 RabGTPasen im Vesikeltransport

RabGTPasen stellen mit ca. 60 Mitgliedern die gréf3te Familie kleiner GTPasen dar. Ihre Ho-
mologie zu Ras Proteinen wurde zuerst im Gehirn von Ratten entdeckt, was zu ihrem Namen
ras related in brain (rab) flhrte [13]. Durch ihre reversible Assoziation mit Membranen durch
C-terminal angebrachte Geranylgeranylgruppen werden sie zu essentiellen Regulatoren in zel-
lularen Vesikeltransportprozessen. Sie uUbernehmen Aufgaben in Vesikelknospung, - un-
coating, -motilitdt und Vesikelfusion durch indirekte Interaktionen mit Motoren, SNARESs (engl.
soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment receptor) und Mantelkomponenten [14].
Rabl ist fur den Vesikeltransport zwischen Endoplasmatischem Retikulum (ER) und Golgi-
Apparat zustandig und ermdglicht die Steuerung und Fusion von Cop Il gecoateten Vesikeln
mit dem cis-Golgi [15, 16]. Wé&hrend des Vesikeltransports wechselwirken Rab-Proteine mit
diversen Effektoren. Diese interagieren mit wenigen bekannten Ausnahmen nur im GTP-ge-
bundenen Zustand der GTPase. Je nach Signhalweg wirken individuelle Effektoren, um kon-
krete zellulare Effekte zu erreichen. So werden Effektoren genutzt, um Vesikel aus der Memb-
ran abzuknospen, sie entlang des Zytoskeletts zu transportieren, sie an die Zielmembran zu
steuern und anzuheften und schlie3lich mit der Zielmembran zu fusionieren [15]. Hierbei spie-
len beispielsweise sogenannte Tethering Faktoren wie GM130 [16] oder p115 [17] eine Rolle,
die das Andocken von Vesikeln an Membranen vermitteln. Fir die Rabl1-Effektoren Mical-1, -

2 und -3 wird eine Rolle in der Verbindung zum Zytoskelett vermutet [18].



EINLEITUNG 9

1.3.1 Rab-Effektor Komplexe

Rab-Effektor Komplexe werden Uber die Interaktion von ein oder zwei a-Helices des Effektors
mit Switch |, Switch Il und Interswitch-Regionen der GTPase und spezifischen zuséatzlichen
Wechselwirkungen gebildet [19, 20]. Bei vielen Rab-Effektor-Komplexen ist auch eine hydro-
phobe Triade an der Bindung beteiligt, die aus einem Phenylalanin vom Beginn der Interswitch-
Region (bei Rablb Phe45A), einem Tryptophan (bei Rabl1 Trp62) und einem Switch II-Tyrosin
(bei Rabl Tyr77) besteht [21]. Die Spezifitat eines bestimmten Effektors flr eine ausgewéhlte
RabGTPase wird dann durch Interaktionen mit der hydrophoben Triade und zusatzliche Inter-

aktionen bestimmt [19].
1.4 Funktionen von RhoGTPasen

Im humanen Genom sind 22 Mitglieder der Rho Familie kleiner GTPasen kodiert [22]. Sie sind
an wichtigen Signalweiterleitungsprozessen beteiligt, die Zytoskelettorganisation, Prolifera-
tion, Apoptose, Zellpolaritat, Adhasion und Motilitat regulieren [23-25]. RhoGTPasen kénnen
prenyliert und palmitoyliert werden. Die Prenylierung des Cysteins im C-terminalen CAAX Mo-
tiv ist Bedingung fur die Translokation zwischen Membranen und Zytosol [26, 27]. Auch die
Phosphorylierung, Ubiquitinierung und SUMOylierung von RhoGTPasen sind wichtige Regu-

lationsebenen [28].

Die RhoGTPase Cdc42 ist ein wichtiger Regulator der Aktin-Zytoskelett-Architektur. Aufgrund
der hohen Zahl Cdc42-regulierter Effektorproteine und Signalwege wird aber angenommen,
dass seine zellulare Funktion deutlich komplexer ist. So wurde gezeigt, dass Cdc42 in huma-
nen Zellen am Golgi lokalisiert ist [29] und aktives Cdc42 mit COP | assoziiert [30]. Dies impli-
Ziert eine Funktion in Transportprozessen, die zugrundeliegenden Mechanismen sind aller-
dings unbekannt. AuRerdem wird eine Funktion von Cdc42 in Epidermal Growth Factor Re-
ceptor (EGFR) vermittelten Signalwegen vermutet, da unter anderem aktives Cdc42 die
EGFR-Ubiquitinierung verhindert [31].

1.4.1 Rho-Effektor Komplexe

Die Interaktion von RhoGTPasen mit Effektorproteinen erfolgt primér tber die Switch-Regio-
nen, es wurden aber auch Interaktionen auf3erhalb der Switch-Bereiche beobachtet [32]. Rho-
GTPasen haben zusatzlich eine zwolf Aminosduren lange Insertionsregion. Diese ist fur die
Aktivierung einiger Effektorproteine (bspw. NADPH-Oxidase) nétig und liefert somit eine zu-
satzliche spezifitatsvermittelnde Region [33]. Effektorproteine, die das sogenannte CRIB
(Cdc42/Rac interactive-binding) Motiv enthalten, kénnen sowohl Cdc42 als auch Rac binden
[34], wahrend andere spezifisch an Cdc42 binden [35]. NMR-Strukturen der GTPase-Effektor-
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Komplexe zeigen, dass die GTPase-Bindung in den Effektoren signifikante Konformationsan-
derungen auslost [36]. So erfolgt die Effektoraktivierung durch RhoGTPasen haufig Gber die
Auflésung intramolekularer autoinhibitorischer Interaktionen [37].

1.5 Regulation durch GEFs, GAPs und GDIs

Der GEF-katalysierte Nukleotidaustausch wird durch die Bildung eines niedrigaffinen Komple-
xes zwischen GEF und GDP-gebundener GTPase eingeleitet. Es kommt zur Dissoziation von
GDP und Bildung eines hochaffinen Komplexes zwischen GEF und nukleotidfreier GTPase.
Die Bindung von im Zytosol in hoher Konzentration (1 mM) vorliegendem GTP flhrt schlieZlich
zur Dissoziation des GEFs von der GTPase [2, 38, 39]. Das Beispiel eines nukleotidfreien
GTPase-GEF Komplexes von Rabl1b:DrrA in Abbildung 1-4 zeigt, dass die Nukleotidbindungs-
tasche der GTPase weit getffnet und dem Ldsungsmittel zug&nglich ist. Die Freisetzung des
Nukleotids fuhrt auf3erdem zu erhohter struktureller Flexibilitat der G4- und G5-Motive [40].
Kirzlich wurde durch Bliimer et al. [41] gezeigt, dass Rab-GEFs auch fir das spezifische Tar-
geting von Rabs an die richtige Membran zustandig sind. Die Rekrutierung von Rab5 an Mito-
chondrien war in den Experimenten von der Aktivitat des Rab5-GEFs Rabex-5 abhangig.

Abbildung 1-4: Kristallstruktur des nukleotidfreien Rab1:DrrA-Komplexes. Die Nukleotidbindungstasche ist weit ge-
offnet. Rab1l ist in grau, Switch-Regionen in blau und DrrA in griin dargestellt [40]. PDB ID 3JZA.

Nach Erfullung ihrer zellularen Aufgabe werden kleine GTPasen durch GAPs inaktiviert. Erste
Untersuchungen von GAP-Proteinen zeigten einen Mechanismus, bei dem eine Argininseiten-
kette des GAPs die partiell negative Ladung am Ubergangszustand stabilisiert und das kon-
servierte Switch II-Glutamin in cis fur die Aktivierung eines Wassermolekuls zur Ausfuihrung

des nukleophilen Angriffs auf GTP positioniert [2, 42, 43]. Nicht alle GAPs arbeiten allerdings
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nach diesem Mechanismus, bei der Familie der TBC-enthaltenden GAPs beispielsweise wird

das Switch II-Glutamin durch ein Glutamin des GAPs in trans ersetzt [44].

Guaninnukleotiddissoziationsinhibitoren kénnen am C-Terminus prenylierte Rho und Rab
GTPasen aus Membranen extrahieren und die GTPasen in einem solubilisierten, inaktiven
Komplex halten [2]. Fir RabGTPasen wurde gezeigt, dass der Komplex mit GDI nur hochaffin
ist, wenn die GTPase prenyliert und im GDP-Zustand vorliegt (nanomolare Affinitat). Bei akti-

ven und/oder unprenylierten Rabs nimmt die Affinitat auf hohe mikromolare Werte ab [45, 46].
1.6 Bakterielle Proteine manipulieren kleine GTPase n

Intrazelluléare, bakterielle Pathogene injizieren eine Vielzahl von Effektorproteinen in die Wirts-
zelle, um ihr Uberleben zu garantieren. Sie etablieren intrazellulare Nischen, in denen sie sich
multiplizieren und differenzieren oder entkommen aus dem Lysosom und replizieren im Zyto-
plasma. Daflr haben die Pathogene unterschiedliche Mechanismen evolviert. Durch das
Nachahmen eukaryotischer GEFs, GAPs und GDIs nehmen sie Einfluss auf GTPase kontrol-
lierte Prozesse in der Zelle. Sie manipulieren intrazellulare Transportprozesse und Zytoske-
lettmaschinerien. Auch die kovalente Modifikation von kleinen GTPasen durch bakterielle En-
zyme dient zur Manipulation der GTPase-Aktivitdt wahrend der Infektion. Da die Switch-Regi-
onen aulRerst wichtig fur die Bindung von Effektoren sind, ist es nicht verwunderlich, dass ge-

rade diese Regionen das Ziel posttranslationaler Modifikationen sind [2, 47, 48].
1.6.1 RabGTPasen und bakterielle Effektoren

Immunolokalisationsstudien zeigten, dass Rabl mit der Legionellen-enthaltenden Vakuole
(engl. Legionella containing vacuole, LCV) assoziiert [49]. Legionella pneumophila ist der Aus-
|6ser der sogenannten Legionarskrankheit, die durch Inhalation von verunreinigtem Wasser
ausgelost wird, welches mit Legionellen kontaminiert ist. Sie fuhrt im Menschen durch die In-
fektion alveolarer Makrophagen zu einer schweren Form der Lungenentzindung. Der primare
Wirt fir L. pneumophila sind Stl3wasseramoben [50]. Um dem Immunsystem des Wirtes zu
entkommen, translozieren die Pathogene lber ein Dot/lcm Typ IV Sekretionssystem bakteri-
elle Effektorproteine in die Wirtszelle, die inr Uberleben in der LCV gewahrleisten. Einer dieser
Effektoren ist DrrA (Defects in Rab1 recruitment protein A), das zu einem friihen Zeitpunkt der
Infektion in die Wirtszelle sekretiert wird. Die N-terminale Doméne zeigt strukturelle Ahnlich-
keiten mit der C-terminalen Doméane der Glutaminsynthetase-Adenylyltransferase, was die
Vermutung hervorbrachte, dass DrrA Adenylylaseaktivitéat besitzt konnte. Mittlerweile ist der
Aufbau dieses multifunktionalen Proteins bekannt. Es besteht aus drei Domanen: einer C-ter-
minalen Phosphatidylinositol-4-phosphat (P14P) Bindungsdomane, einer Rab GEF Domane

und einer N-terminalen Adenylyltransferase Doméne, die Rabl spezifisch modifiziert [51-53].
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LCV Membran

Abbildung 1-5: Interaktion von bakteriellen Effektorproteinen mit RabGTPasen an der LCV. RabGTPasen sind je
nach Aktivitatszustand in rot oder griin dargestellt, Effektorproteine sind violett eingefarbt. Durch die DrrA GEF
Aktivitat wird Rab1l an die LCV rekrutiert und aktiviert. Es folgt die Adenylylierung durch DrrA, die Rabl im aktiven
Zustand in der Membran halt. Zu einem spéateren Zeitpunkt der Infektion spaltet SidD AMP ab, Rab1 kann inaktiviert
und aus der Membran extrahiert werden.

Die Manipulation von Rabl durch Effektorproteine von L. pneumophila ist in Abbildung 1-5
dargestellt. LCV-lokalisiertes DrrA rekrutiert und aktiviert Rabl und fuhrt so zu dessen Bindung
an die LCV-Membran. Die Adenylylierungsaktivitat fir Rab1:GTP ist signifikant hoher als fur
Rabl:GDP. Aktiviertes Rab1:GTP kann somit nun adenylyliert werden, was zur Inhibition der
Deaktivierung von Rab1 durch GAPs (LepB) fuhrt [54]. Damit Rabl in den GDP-Zustand Uber-
fuhrt und somit aus der Membran extrahiert werden kann, muss es deadenylyliert werden. Dies
erfolgt durch den Legionelleneffektor SidD, welcher AMP von Rab1 hydrolytisch abspaltet. Die
Menge an transloziertem DrrA nimmt ab zwei Stunden nach der Infektion ab, wohingegen SidD
und LepB wahrend der Infektion in zunehmender Menge in der Zelle vorhanden sind [55]. Die

Adenylylierung von Rabl findet an Tyr77 in der Switch II-Region statt [53].

Auch ein bakterielles Filamentation induced by cyclic AMP (FIC) Protein ist in die Modifikation
von Rab1 involviert. FIC Doméanen mit der Konsensussequenz HXFXX(G/A)N(G/K)R sind hau-
fige Motive in Prokaryoten [56]. AnkX von Legionella pneumophila kann Rabl reversibel an
Serin 76 phosphocholinieren [57]. Der Effektor Lem3 kann die Modifikation von Rab1 hydroly-
tisch entfernen [58]. AnkX phosphocholiniert Rab1:GDP mit etwa &ahnlicher Aktivitat wie
Rabl:GTP. Dadurch kann Rabl auch durch Phosphocholinierung in der GDP-Form an die
Membran rekrutiert und die Interaktion mit zellularen Effektoren verhindert werden [57]. Auch
Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Glykosylierung und Alkylierung spielen im Infektionszyklus

von L. pneumophila eine Rolle [59].
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1.6.2 RhoGTPasen und bakterielle Effektoren

Auch Rho, Rac und Cdc42 sind Ziele bakterieller posttranslationaler Modifikation. Enyzme der
Pathogene Vibrio parahaemolyticus (VopS) und Histophilus somni (IbpA) nutzen diesen Me-
chanismus, um in der Wirtszelle zu tGberleben. Die Infektion mit V. parahaemolyticus erfolgt
durch den Verzehr von rohen Muscheln und fuhrt zu einer Lebensmittelvergiftung [60, 61].
Histophilus somni infiziert vor allem Rinder und flhrt zu diversen Symptomen wie Fieber, Lun-

genentziindung und Herzmuskelentziindungen [62].

VopS (Vibrio outer protein S) und IbpA (Immunglobulin binding protein A) werden tber Typ Il
Sekretionssysteme in die Wirtszelle injiziert und adenylylieren Rho, Rac und Cdc42. Die Ade-
nylylierung fuhrt zur Inhibition der GTPasen und somit zum Zusammenbruch des Aktinzytos-
keletts und zur begleitenden Zellrundung [60, 63]. Die Adenylylierung durch VopS und IbpA
findet im Unterschied zu Rab1l in der Switch I-Region statt. VopS bringt die Modifikation am
Thr35 (Cdc42) an, wahrend IbpA das Tyr32 adenylyliert [61, 64]. Alle Modifikationsstellen der
bakteriellen Effektoren sind in den GTPase Kristallstrukturen in Abbildung 1-6 griin markiert.
VopS besitzt eine C-terminale FIC Doméne, wohingegen IbpA zwei C-terminale FIC Domé&nen
aufweist, von denen jede einzelne zum Zusammenbruch des Aktinzytoskeletts fiihrt. Fir beide
FIC Proteine sind keine bakteriellen Enzyme bekannt, die die Modifikation entfernen. Die AMP
Gruppe am Tyr32 kann allerdings in vitro durch eine Phosphodiesterase aus Schlangengift
entfernt werden [63, 64].

Rab1

Ser-76-PC (Ankx
Tyr-77-AMP (DrrA) Tyr-32-AMP (IbpA)
Thr-35-AMP (VopS)

Abbildung 1-6: In dieser Arbeit untersuchte Modifikationsstellen in Rabl und Cdc42. DrrA adenylyliert Tyr77 von
Rab1, AnkX phosphocholiniert Serin 76 in Switch 1l von Rab1. Cdc42 wird in Switch | an Tyr32 und Thr35 von IbpA
bzw. VopS adenylyliert. Modifikationsstellen werden durch grine Kugeln symbolisiert. Die Nukleotide GDP und
GppNHp sind als in Stabchendarstellung abgebildet.PDB IDs: 3nkv, 4-ITR-1.



14 EINLEITUNG

1.7 Bedeutung von posttranslationalen Modifikatione n

Posttranslationale Modifikationen erweitern die funktionale Diversitat von Proteinen durch das
kovalente Anbringen von funktionellen Gruppen. Erst mit der Entwicklung von hochauflésen-
den massenspektrometrischen Methoden konnte die Vielfaltigkeit posttranslationaler Modifi-
kationen erfasst werden. Sie regulieren die katalytische Aktivitat von Enzymen, markieren Pro-
teine fur den Abbau und sind wichtig fir deren Faltung und Assemblierung [65]. Im Folgenden
sollen die fur diese Arbeit relevanten posttranslationalen Modifikationen naher erlautert wer-

den.
1.7.1 Adenylylierung

Die Adenylylierung wurde mit der Entdeckung des Enzyms Glutaminsynthetase-Adenylyltrans-
ferase (GS-ATase) aus E. coli im Jahr 1967 als posttranslationale Modifikation eingefiihrt. Die
GS-ATase nutzt ATP mit Mg?* als Kofaktor um die Glutaminsynthetase reversibel mit AMP zu
modifizieren [66]. Hin- und Rickreaktion werden von dem gleichen Enzym, allerdings mit funk-

tionell unterschiedlichen Doménen, ausgefihrt [67].
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Abbildung 1-7: Enzymatische Adenylylierung und Deadenylylierung einer GTPase. Die ATase verwendet ATP, um
ein AMP auf eine Seitenkette (Tyr, Thr) im Protein zu Ubertragen. Die Deadenylylierung erfolgt hydrolytisch durch
ein deadenylylierendes Enzym (deATase).

Erst ca. 40 Jahre spater wurde die Adenylylierung als Mechanismus zur Manipulation kleiner
GTPasen bei der bakteriellen Infektion entdeckt [53, 60, 61]. Die in Abbildung 1-7 dargestellte
Ubertragung eines AMP von ATP auf eine Aminosaureseitenkette ist eine exergonische Re-
aktion, da zwei Anhydridbindungen von ATP in ein Phosphodiesterprodukt und Pyrophosphat
umgewandelt werden. Im Falle von Rabl kann diese Modifikation durch SidD hydrolytisch ab-

gespaltet werden [68]. In Abbildung 1-8 sind die Kristallstrukturen der zwei adenylylierten
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GTPasen Rabl und Cdc42 dargestellt. Adenylylierende Enzyme werden in zwei Familien un-
terteilt, die sich strukturell und in ihrem enzymatischen Mechanismus unterscheiden: die DNA-

B-Polymerase-ahnliche und die FIC Familie [69].

Rab1

AMP Tyr32

Abbildung 1-8: Kristallstrukturen von adenylyliertem Rab1 (PDB ID 3nkv) und Cdc42 (PDB ID 4ITR). Rab1 wird am
Tyr77 in der Switch Il Region, Cdc42 am Tyr32 in der Switch I-Region adenylyliert. Die Nukleotide GDP und
GppNHp sind in Stabchendarstellung dargestellt.

Das strukturelle Motiv der DNA-B-Polymerase-ahnlichen Nukleotidyltransferasen, das in die
Magnesiumbindung involviert ist, besteht aus einem dreistrdngigen p-Faltblatt, wovon der
erste Strang antiparallel zu den anderen beiden verlauft. Am Ende dieses Stranges befindet
sich ein Glycin, welches den Loop zum nachsten Strang einleitet. Dieser besteht aus einem
konservierten Motiv G-X12-[ED]-X-[ED], dessen Aspartate zusammen mit einem Aspartat und
einem Glycin aus dem nachsten Strang zwei Magnesiumionen koordinieren [70]. Fir ein Mit-
glied dieser Familie, DrrA aus Legionella pneumophila, wurde der katalytische Mechanismus
kurzlich im Detail biophysikalisch charakterisiert. Das Aspartat 112 von DrrA wirkt dabei als
generelle Base fur die Deprotonierung von Tyr77 und ermoglicht so den nukleophilen Angriff
auf das a-Phosphat von ATP [71]. Auch die GS-ATase und die Kanamycin Nukleotidyltrans-
ferase, welche die Nukleotidylierung von Aminoglykosidantibiotika katalysieren kann, gehoren
zu dieser Familie [72]. Enzyme der FIC Familie bestehen aus einem a-helikalen Kern und dem
konservierten FIC Motiv HXFX(D/E)GNGR. Das katalytische Histidin aktiviert Tyrosin, Threo-
nin oder Serin fir den nukleophilen Angriff, wahrend ein Arginin und eine saure Seitenkette
die negativen Ladungen des Phosphates stabilisieren. Die Orientierung des Nukleotids in der
Bindungstasche gibt dabei vor, welche Gruppe tbertragen wird [56]. Adenylylierende Enzyme
koénne prinzipiell auch andere Nukleotide als Substrat verwenden (CTP, GTP, UTP) [73, 74],
allerdings wird die hohere Konzentration von ATP in der Zelle die Adenylylierung bevorzugen

lassen. Zusatzlich zu bakteriellen FIC Enzymen ist ein eukaryotisches FIC-Protein namens
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HYPE bekannt, das RhoGTPasen adenylylieren kann [63]. Kirzlich wurde gezeigt, dass HYPE
auch das humane Chaperon BiP an Thr518 adenylyliert und so zu seiner kovalenten Inaktivie-

rung beitragt [75].

Abgrenzend zur stabilen posttranslationalen Adenylylierung existiert ein zweiter Mechanis-
mus, der eine transiente Adenylylierung fur den thermodynamischen Antrieb chemischer Re-
aktionen liefert [76]. Als Beispiel hierfur sei die Aktivierung von Aminosauren durch tRNA Ami-
noacylsynthetasen genannt. Hierbei wird die freiwerdende Energie bei der Hydrolyse der a-@3-
Phosphoanhydrid Bindung von ATP indirekt genutzt, um eine andere Reaktion anzutreiben.
Es wird zuerst ein gemischtes Anhydrid zwischen der Carboxylgruppe der Aminosaure und
der Phosphorylgruppe von AMP gebildet. Im nachsten Schritt wird die Aminoacylgruppe auf
ein tRNA Molekl Gbertragen, um die Aminoacyl-tRNA zu bilden [77].

1.7.2 Phosphocholinierung

Das Legionella Effektorprotein AnkX Ubertragt im Gegensatz zu anderen FIC-Proteinen kein
Nukleosidmonophosphat (NMP) auf das Proteinsubstrat, sondern nutzt wie in Abbildung 1-9
zu sehen CDP-Cholin als Substrat um ein Phosphocholin auf Serin 76 von Rabl zu Ubertra-
gen. Durch einen nukleophilen Angriff der aktivierten Hydroxylgruppe auf das B-Phosphat der
Phosphoanhydridbindung entstehen ein Phosphodiester sowie CMP [57, 58].
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Abbildung 1-9: Reversible Phosphocholinierung von Rabl durch AnkX und Lem3. AnkX Ubertragt Phosphocholin
aus CDP-Cholin auf ein Serin in der Switch 1l-Region von Rabl. Lem3 kann die Phosphocholin-Gruppe reversibel
abspalten.

Zusatzlich zur FIC-Doméne enthélt AnkX auch mehrere Ankyrin-Repeats, die maglicherweise
dazu beitragen, das Rab Protein in der richtigen Orientierung fir die Katalyse zu binden [58,
78]. Die Reaktion wird durch die Aktivitat von Lem3, das die Modifikation abspaltet, reguliert
[58]. Die Phosphocholinierung verhindert die Interaktion mit GDI, so dass die phosphocholi-

nierte GTPase an die Membran gebunden bleibt [57].
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1.7.3 Prenylierung

Als Prenylierung bezeichnet man die Anbringung einer Isoprenoid Gruppe an C-terminale Cys-
teine. Rab, Rho und Ras GTPasen werden prenyliert, um ihre Bindung an Membranen zu
bewerkstelligen. Bei RhoGTPasen involviert dies die Anbringung von Farnesyl- oder Geranyl-
geranylgruppen an das Cystein des CAAX-Motivs [79]. Die Enzyme, die die Prenylierung aus-
fuhren, heilen entsprechend ihrer Isoprenoide Farnesyltransferase bzw. Geranylgeranyltrans-
ferase [80, 81].

Farnesylierung

S/\)\/\)\/\)\

Geranylgeranylierung

SM\)\

Palmitoylierung

O
SW

Abbildung 1-10: Prenylierung kleiner GTPasen. Kleine GTPasen werden durch die Anbringung von Farnesyl, Ge-
ranylgeranyl oder Palmitoyl lipidiert.

Einige RhoGTPasen kdnnen zusatzlich zur Prenylierung auch reversibel S-palmitoyliert wer-
den [82]. Die Palmitoylierung erlaubt die dynamische Regulierung von Membranbindung und
Signalweiterleitung [83]. In Abbildung 1-10 sind die verschiedenen Lipidierungsarten strukturell
abgebildet.

Die Prenylierung von Rab-Proteinen unterscheidet sich signifikant zu der bei Rho-Proteinen.
Die Spezifitat wird in diesem Fall nicht durch ein konserviertes Sequenzmotiv bestimmt, son-
dern bendtigt die Aktivitat eines zusatzlichen Proteins, das Rab Escort Protein (REP). REP
kann Komplexe mit Rab [84] und RabGGTase [85] (Rab Geranylgeranyltransferase) oder
GGTase Il bilden und Rab somit firr die Prenylierung prasentieren. RabGTPasen werden meis-
tens mit zwei Geranylgeranylgruppen modifiziert, wohingegen die Modifizierung von Rho
GTPasen immer einer Monoprenylierung entspricht [86]. Der Prenylierung folgt bei vielen
GTPasen die Carboxymethylierung, die vermutlich die elektrostatische AbstofRung durch ne-
gative Membranen reduziert und somit die Bindung stérkt [87]. Bei RhoGTPasen erfolgt dies
durch Proteolyse der drei C-terminalen Aminosaureseitenketten und Carboxymethylierung des
Cysteins [88]. Bei Rab-Proteinen wird eine Carboxymethylierung nur an geranylgeranylierten

GTPasen, die auf die C-terminale Sequenz Cystein-X-Cystein enden durchgefihrt [89].
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1.7.4 Phosphorylierung

Die Phosphorylierung ist die am haufigsten fir die Regulation von Signalweiterleitungsprozes-
sen eingesetzte posttranslationale Modifikation. Kinasen katalysieren hierbei den Transfer des
y-Phosphates von ATP auf Serin-, Threonin- oder Tyrosin-Seitenketten von Proteinen [90]. Fur
die zeitliche Regulierung der Phosphorylierung sind Phosphatasen von grofRer Bedeutung.
Durch Dephosphorylierung von Proteinseitenketten der Zielproteine kénnen diese inaktiviert
und nachfolgende Signalwege abgeschaltet werden [91]. Auch kleine GTPasen sind Ziele von
Phosphorylierung. So wurde kurzlich gezeigt, dass Rab8 und Rab13 an Serin 111 phosphory-
liert werden. Dies ist Folge der Aktivierung eines PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1)
abhangigen Signalweges [92]. Ebenso neu ist die Erkenntnis, dass Rabl an Thr72 durch die
TGF-pB aktivierte Kinase 1 (TAK 1) phosphoryliert wird, was die Interaktion mit GDI verhindert
[93]. Auch die Phosphorylierung von RhoGTPasen hat vielfaltige regulatorische Einflisse. So
kénnen die Nukleotidbindung beeinflusst, die Membranextraktion eingeleitet, die Translokation
in verschiedene Kompartimente induziert, sowie die GTPasen fir die Degradation markiert
werden [28].

1.7.5 Andere PTMs kleiner GTPasen

Kleine GTPasen werden auf vielfaltige Weise von bakteriellen Effektoren und regulatorischen
Enzymen posttranslational modifiziert. Diese Modifikationen sind mit den entsprechenden Ef-
fektoren und Organismen in Tabelle 1-2 aufgelistet. Die Diversitat der Modifikation beinhaltet
neben der Adenylylierung, Phosphocholinierung, Prenylierung, sowie Phosphorylierung auch
ADP-Ribosylierung, Glykosylierung, Proteolyse, Deamidierung, Ubiquitinierung, SUMOylie-
rung, Serotonylierung, S-Nitrosylierung und N-Acetylierung. Viele der genannten PTMs wer-
den von bakteriellen Toxinen im Infektionskontext eingefihrt. Phosphorylierung, Serotonylie-
rung, Ubiquitinierung, SUMOylierung, S-Nitrosylierung und N-Acetylierung wurden allerdings
unabhangig von einer bakteriellen Infektion in der Zelle beschrieben. Auch die Adenylylierung

des Chaperons BiP wird von einem zellularen Enzym katalysiert (siehe Kapitel 1.7.1).
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Tabelle 1-2: Posttranslationale Modifikationen kleiner GTPasen. PTMs mit beispielhaften Effektoren/Organismen.
Die Auflistung ist nicht abschlieRend.

Bakterieller Effek- Target-
PTM , _ Zellularer Effekt Quelle
tor/ Organismus protein
ADP-Ribosylie- C3-Toxin/ Clostri- RhoGT- Bindung von Rho an Aktories,
rung dium botulinum Pasen GDI; verminderte Akti- 1989
vierung [94]
Mono-Glukosylie- TcdA, TcdB/ Clos- RhoGT- Inaktivierung Just,
rung (Glykosylie- tridium difficile Pasen 1995
rung) [95];
Zeiser,
2013
[96]
GlcNAcylierung PaTox/ RhoG- Inhibition der Jank,
(Glykosylierung) Photorhabdus TPasen Effektorbindung 2013
asymbiotica [97]
Proteolyse YopT/ Yersiniaen-  RhoG- Deletion des Isopre- Shao,
terolytica TPasen nylankers, Freisetzung 2003
aus Membran [98]
Deamidierung CNF1-3/ RhoGT- Aktivierung Rho Schmidt,
Escherichia coli Pasen GTPase 2000
[99]
Ubiquitinierung SdeA/ Legionella Rabl, GTP Hydrolyse verlang- Qiu,
pneumophila Rabé, samt 2016
Rab30, [100]

Rab33b
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Pathogen -
unabhéngig
Target-
PTM Enzym _ Zellularer Effekt Quelle
protein
Serotonylierung Transglutaminase Rab3a, Konstitutive Aktivierung  Paul-
Rab27a mann,
2009
[101]
S-Nitrosylierung nicht enzymatisch Ras Stimulation des  Nuk-  Lander,
leotidaustauschs 1995
[102]
N-Acetylierung N-terminale  Ace- ARFRP1  Erleichterung der Er-  Jackson,
tyltransferase Kom- kennung von Membran- 2004
plexe rezeptor [103]
SUMOylierung E3 Ligase PIAS3 Racl Zellmigration Castillo-
Lluva,
2010
[104]

Die posttranslationale Modifikation kleiner GTPasen ist also ein Regulationsmechanismus, der

sowohl in menschlichen Zellen eingesetzt wird, als auch von Pathogenen in ihrem Infektions-

zyklus genutzt wird. In Abbildung 1-11 sind die in Tabelle 1-2 aufgefiihrten PTMs mit Struktur-

formeln dargestellt. Fast alle Modifikationen entsprechen einer kovalenten Addition einer funk-

tionellen Gruppe. Bei der Proteolyse wird im Gegensatz dazu die Peptidbindung zwischen zwei

Aminoséauren hydrolytisch gespalten und die Deamidierung ist eine hydrolytische Abspaltung

von Amidstickstoff der Aminosduren Asparagin oder Glutamin.
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Abbildung 1-11: Strukturformeln posttranslationaler Modifikationen kleiner GTPasen. Kleine GTPasen werden so-
wohl durch bakterielle Enzyme als auch von zelluléren regulatorischen Enzymen posttranslational modifiziert.
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1.7.6 Methoden zur artifiziellen Einfuhrung posttra  nslationaler Modifikationen

in Proteine

Um die Auswirkungen posttranslationaler Modifikationen auf Proteine in vitro zu untersuchen,
mussen PTMs ortsspezifisch und effizient angebracht werden. In den letzten Jahrzehnten wur-

den einige Methoden entwickelt, um Proteine in vitro und in vivo gezielt zu modifizieren [105].
1.7.6.1 Native chemische Ligation und Expressed Protein Ligation

Bei der nativen chemischen Ligation (NCL) wird eine Peptidbindung zwischen zwei syntheti-
schen Peptiden eingefiihrt. Die gewiinschten (modifizierten) Peptide werden dazu tber Fest-
phasensynthese mittels Benutzen einer Fmoc- oder Boc-Schutzgruppe synthetisiert. Die NCL
ist allerdings in der Lange der synthetisierten Peptide beschrankt. Die in Abbildung 1-12 il-
lustrierte Expressed Protein Ligation (EPL) kann diese Einschrankungen durch Nutzen min-
destens eines rekombinant exprimierten Proteins/Peptids verringern [106]. Proteine werden
hierbei als Fusionen mit sogenannten Inteinen exprimiert, durch deren Herausschneiden ein
C-terminaler Thioester entsteht [107]. Die hier verwendeten mutierten Inteine kbnnen keine
Splicing-Reaktion mehr ausfiihren, aber ein Thioester-Intermediat bilden [108]. Bei der Reak-
tion von Proteinthioester mit N-terminalem Cystein kommt es zur trans-Thioesterifizierung.
Nachfolgend findet ein S-N-Acylshift statt und die Peptidbindung zwischen den zwei Pepti-
den/Proteinen wird ausgebildet [106]. Der Nachteil der EPL ist, dass ein Cystein an der Liga-
tionsstelle vorhanden sein muss bzw. am Ende der EPL im Ligationsprodukt verbleibt. Die
zusatzliche Einfuhrung eines Cysteins in ein Protein kann dabei Struktur und Funktion unge-
winscht beeinflussen [109]. Auch die Ausbeute kann fir manche Anwendungen nicht ausrei-

chend sein.
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Abbildung 1-12: Schema der Expressed Protein Ligation. Ein Protein (A) wird als Fusion mit einem mutierten Intein
exprimiert und kann nach Herausschneiden des Inteins als C-terminaler Thioester agieren. Proteine (B), die ein N-
terminales Cystein enthalten, kénnen rekombinant mit einem Tag hergestellt werden, der abgeschnitten werden

kann. A+B kénnen aber auch synthetisch Uber Festphasensynthese (FPS) hergestellt werden. Modifiziert nach
[107].
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1.7.6.2 Genetische Code Erweiterung

Ein alternativer Ansatz zum ortsspezifischen Einbau modifizierter Aminoséuren in Proteine in
vivo und in vitro (E. coli, S. cerevisiae, Saugetierzellen, zellfreie Synthese) ist in Abbildung
1-13 dargestellt. Bei der sogenannten genetischen Code Erweiterung [110] wird das Amber-
Codon (DNA: TAG, mRNA: UAG), eines der drei Stop-Codons, genutzt, um eine unnaturliche
Aminosaure spezifisch in ein Protein einzubauen [111]. Stop-Codons fihren normalerweise
zum Abbruch der Translation bei der Proteinbiosynthese. Bei der Amber Codon Suppression
Technologie werden tRNA/tRNA-Synthetase Paare aus Organismen, die das Amber Codon
nicht als Stop-Codon verwenden, so evolviert, dass diese die unnatirliche Aminosaure akzep-
tieren. Die zum Amber-Codon komplementare tRNACYA wird durch die optimierte Aminoacyl-
tRNA-Synthetase aminoacyliert und ein Protein mit der inkorporierten unnattrlichen Amino-
saure entsteht [112]. Die heute erfolgreich eingebrachten unnattrlichen Aminosauren umfas-
sen beispielsweise phosphoryliertes Serin [113] oder O-Methyl-L-Tyrosin [111], aber auch
Aminosauren, die eine spezifische Markierung oder Kopplung erlauben [114]. Probleme sind
hierbei haufig niedrige Ausbeuten und notwendige Selektionsprozesse fir die tRNA/Ami-
noacyl-tRNA-Synthetase Paare [115].

unnatirliche Aminosaure

orthogonale
o= Somtnetate
orthogonale tRNA y

AUC

/
Ribosom

\!Transaton 0
—_—
mRNA Amber Codon

Abbildung 1-13: Amber Codon Suppression Technologie. Orthogonale tRNA/tRNA-Synthetase Paare ermdglichen
den Einbau unnatirlicher Aminosauren in Proteine. Das Amber Stop Codon wird hier funktionalisiert, um eine kom-
plementére tRNA, die eine unnatirliche Aminosaure tragt, zu binden. Die Aminosaure wird vom Ribosom in die
Polypeptidkette eingebaut [112].

1.7.6.3 Enzymatische Anbringung von PTMs

Die enzymatische Anbringung von PTMs an Proteine ist effizient und in groRem Maf3stab mog-
lich. Allerdings mussen die entsprechenden Enzyme bekannt und in ausreichender Qualitat zu
reinigen sein. Auch die Spezifizitat fur bestimmte Modifikationsstellen im Protein muss gege-

ben sein. Gerade bei der Einfuhrung von Phosphorylierungen durch Kinasen ist dies haufig
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ein Problem, da diese meist mehr als eine Phosphorylierungsstelle pro Substratprotein modi-
fizieren [116]. Um eine Modifikation spezifisch an einer bestimmten Aminosaure im Protein
anzubringen, muss das Enzym eine absolute Spezifitat fur die Modifikationsstelle aufweisen.
Diese kann durch die Erkennung einer spezifischen Sequenz im Protein oder spezifischer Ter-
tiarstrukturelemente zustande kommen. Fir die hochspezifische Adenylylierung und Phos-

phocholinierung ist diese Methode zur Einfihrung von PTMs optimal nutzbar.
1.8 Proteine als konformationelle Schalter

Proteine, die als konformationelle Schalter oder auch Molecular switches agieren, andern bei
Empfang eines spezifischen Signals ihre Konformation. Solche Signale kénnen die Bindung
eines Liganden, chemische Modifikation oder eine Veranderung in ihrer Umgebung sein. Die
verschiedenen Switching Mechanismen koénnen in vier Kategorien unterteilt werden: Beim Ri-
gid-Body Domain Movement werden zwei oder mehr Doméanen eines Proteins relativ gegen-
einander verschoben, um eine offen-zu-geschlossen Bewegung zu ermgglichen. Ein Beispiel
hierfir ist das bakterielle Aktin Homolog ParM, das bei Nukleotidbindung eine grof3e Bewe-
gung zwischen den zwei Domanen zeigt [117]. Auch eine limitierte strukturelle Umordnung
kann zum Schalten zwischen zwei Zustanden fuhren. Ein Beispiel fur dieses Prinzip ist die
konformationelle Neuordnung von Calmodulin nach Calciumbindung [118]. Auch die konfor-
mationellen Veranderungen der GTPase Switch-Regionen fallen in diese Kategorie. Beim so-
genannten Global Fold Switching kénnen ,metamorphe” Proteine unterschiedliche gefaltete
Konformationen fir dieselbe Aminosauresequenz einnehmen. Das Chloridionkanalprotein
CLIC1 erfahrt durch Anderung des Redoxpotentials eine Konformationsanderung vom mono-
meren zum nicht-kovalenten dimeren Zustand [119]. Ein universeller Mechanismus ist der Fol-
ding-Unfolding-Switch. Alle Proteine kénnen in einem ungefalteten und einem gefalteten Zu-
stand vorliegen. Die ungefaltete Form reprasentiert den inaktiven Zustand eines Switches, da

die native Funktion des Proteins im denaturierten Zustand nicht erfullt wird.
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2 ZIELSETZUNG

Posttranslationale Modifikationen sind ein weitverbreiteter Mechanismus, um die funktionale
Vielféltigkeit von Proteinen zu erweitern und ihre Funktion zu modulieren. Kleine GTPasen der
Rab und Rho Familie werden von bakteriellen Effektorproteinen posttranslational modifiziert.
Die Pathogene modulieren so Prozesse in der Wirtszelle, um sich zu multiplizieren und die
Infektion voranzutreiben [48, 120]. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf den posttranslationalen
Modifikationen, die von den Effektoren DrrA (Adenylylierung) und AnkX (Phosphocholinierung)
aus Legionella pneumophila an Rabl angebracht werden, sowie der Adenylylierung von
Cdc42 durch die FIC Proteine VopS aus Vibrio parahaemolyticus und IbpA aus Histophilus
somni [53, 57, 60, 74]. Besonders interessant ist hierbei, dass die PTMs alle in den fur die
Effektorbindung essentiellen Switch-Regionen erfolgen. Die Adenylylierung und Phosphocho-
linierung von Rablb interferiert mit dessen Inaktivierung durch GAPs und verlangert somit den
aktiven Zustand des Proteins [53, 57]. Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus und
die Auswirkungen der PTMs auf die Konformationen der Switch-Regionen wurden noch nicht
untersucht. Kirzlich konnte in Zusammenarbeit mit der Gruppe um Prof. Dr. Martin Zacharias
allerdings in einer Molekulardynamiksimulation gezeigt werden, dass die Adenylylierung die
Konformation der Switch-Regionen bei Rabl in einer aktiven Form zu halten scheint [121]. Die
Adenylylierung von Cdc42 verhindert die Interaktion mit Effektorproteinen nachfolgender Sig-
nalwege. Interessanterweise findet die Adenylylierung von Cdc42 an Aminosaureseitenketten
statt, die direkt in die Nukleotidbindung involviert sind [54, 56]. Um die molekularen Konse-
quenzen der PTMs auf die intrinsischen Eigenschaften der GTPasen und die Konformationen
der Switch-Regionen zu analysieren, wurde in dieser Arbeit eine Kombination aus biochemi-
scher Charakterisierung und NMR-basierter Strukturbiologie benutzt. Dazu sollten die GTP-
asen in unmarkierter und isotopenmarkierter Form aufgereinigt, in vitro posttranslational mo-
difiziert und in einen definierten Nukleotidzustand versetzt werden. Um das grundlegende Ver-
standnis fur die modifizierenden Enzyme zu erhOhen, sollten Substratspezifitaten und Eigen-
schaften der Enzyme analysiert werden. Im ndchsten Schritt sollte der Einfluss der PTMs auf
intrinsische Eigenschaften der GTPasen, wie die intrinsische Nukleotidhydrolyse, den intrinsi-
schen Nukleotidaustausch, die Interaktion mit interagierenden Enzymen sowie auf die thermi-
sche Stabilitat der GTPasen untersucht werden. Der Fokus der Arbeit sollte auf der Analyse
der Konsequenzen der Modifikation auf die Konformation kleiner GTPasen liegen. Dies soll
uns neue Einsichten in die molekularen Mechanismen der Regulation kleiner GTPasen Uber

posttranslationale Modifikationen liefern.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Eigenschaften modifizierender Enzyme

Im ersten Abschnitt des Ergebnisteils werden fir diese Arbeit wichtige Enzymreaktionen im
Detail analysiert. So werden Spezifitaten nukleotidylierender Enzyme fur artifizielle Nukleotide
kinetisch untersucht. AuRerdem werden essentielle Aminosauren fur bestimmte Enzymreakti-
onen auf Substratseite identifiziert und ein wichtiges Tool fiir die Analyse von Adenylylierungs-

reaktionen analysiert.
3.1.1 Sperzifitat von VopS, IbpA und DrrA fur Nukleo  tidanaloga
3.1.1.1 Spezifitat von VopS, IbpA und DrrA fir FRET  -Nukleotidanaloga

VopS, IbpA und DrrA sind drei adenylylierende Enzyme, die in unterschiedlichen Infektions-
kontexten auftreten. Die kinetische Charakterisierung enzymatischer Reaktionen wie der Ade-
nylylierung erfordert zeitaufgeloste Analyseverfahren. Massenspektrometrische Verfahren
sind oft in der Quantifizierung der Analyten limitiert und Methoden wie Western-Blotting oder
ELISA bendétigen aufwendig hergestellte Antikdrper. Nukleotide die eine alternative Mdglich-
keit der direkten Verfolgung einer Modifikationsreaktion erméglichen kénnen sind deshalb von
grolRem Interesse. In diesem Kapitel soll daher die Spezifitat von VopS, IbpA und DrrA fir
verschiedene unnatirliche Nukleotide analysiert werden, die Uber ein fluoreszenzbasiertes
Verfahren eine direkte Verfolgung der enzymatischen Reaktion erlauben kdnnten. Im ersten
Teil wurden die in Abbildung 3-1 gezeigten FRET-Nukleotide (synthetisiert von Dr. Stefan Ha-
cker/Prof. Dr. Andreas Marx, Universitdt Konstanz) verwendet. Diese zeichnen sich durch die
zwei angebrachten Fluorophore aus, die Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) eingehen
konnen. Bei intaktem Nukleotid fihrt die Anregung des Fluoreszenzdonors zum Transfer der
Energie auf den Fluoreszenzakzeptor, so dass die Fluoreszenzemission des Fluoreszenzak-
zeptors detektiert werden kann. Bei Spaltung der a-B-Anhydridbindung des Nukleotids findet
kein FRET statt und die direkte Emission des Fluoreszenzakzeptors wird detektiert. FRET
Nukleotide der Klasse | (siehe Abbildung 3-1) enthalten Cy3 als Fluoreszenzdonor und Cy5
als Fluoreszenzakzeptor. Nukleotide der Klasse Il haben hingegen unterschiedliche Donoren
und 4-Amino-6-methyl-7(8H)-pteridon-adenosin oder 2-aza-1-N°®-etheno-adenosin als Akzep-

toren.
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Abbildung 3-1: Strukturen der FRET Nukleotide: Fluoreszenzdonoren sind in blau, -akzeptoren in rot dargestellt. I)
FRET Nukleotide der Klasse | Il) FRET Nukleotide der Klasse II.
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Um zu testen, welche der FRET Nukleotide der Klasse | von VopS, IbpA und DrrA fur die
Modifizierung von Cdc42 und Rabl verwendet werden kdnnen, wurden Ansatze mit 50 pM
GTPase, 10 uM Enzym und 5 uM Nukleotid bei 25 °C inkubiert.

a) \Vop$S b) IbpA c) DrrA 517
- 12071208 517 632 238 360 454 - 12071208 517 632 238 360 454 - 12071208 517 632 238 360 454 IbpA
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Abbildung 3-2: Modifizierung von Cdc42 und Rab1 mit FRET Nukleotiden durch VopS, IbpA und DrrA: a), b), c) 50
MM Substrat, 10 uM Enzym und 5 uM Nukleotid wurden bei 25 °C inkubiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt
(unten). Die in-Gel Fluoreszenz (oben) wurde in einem Typhoon Laserscanner visualisiert. d), e) Kinetik der Ade-
nylylierung mit FRET Nukleotiden. Die Fluoreszenz wurde zeitabhangig in einem TECAN GENios verfolgt. Mess-
punkte der Hydrolysereaktion ohne Proteinsubstrat wurden subtrahiert.

Nach Auftrennen der Proteine Uber SDS-PAGE wurde die Fluoreszenz mit Hilfe eines Fluo-
reszenzscanners im Gel visualisiert. Die Kinetik der Nukleotidylierung von Cdc42 wurde durch
zeitabhangige Verfolgung der Fluoreszenzemission des Fluoreszenzdonors in einem TECAN
GENios Plattenleser analysiert. Wie in Abbildung 3-2 a) und d) zu sehen, kann VopS mit grof3-
ter Effizienz die Nukleotide 1207, 517 und 632 als Nukleotidsubstrate fur die Nukleotidylierung
verwenden. Diese Nukleotide wurden alle an der N®Position der Adenin-Base modifiziert. Bei
den Nukleotiden 1208 und 238 findet eine sehr langsame Modifikation statt. Der Fluoreszenz-
akzeptor wurde hier an der 2’0OH Gruppe der Ribose bzw. an der C2-Position der Adenin-Base
angebracht. Hauptsubstrate fir IbpA sind die Nukleotide 1208, 517, 360 und 454. Nukleotid
632 wird mit sehr geringer Reaktionsgeschwindigkeit umgesetzt. IbpA kann also mit grofRer
Effizienz Nukleotide verwenden, die am N® der Adeninbase, an 2’0OH oder 3'OH der Ribose

modifiziert wurden. Sowohl Tri- als auch Tetraphosphatnukleotide kdnnen durch VopS und
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IbpA verwendet werden. DrrA kann die Nukleotidanaloga, wie in Abbildung 3-2 c) zu sehen,
nicht effizient verwenden. Bei FRET Nukleotiden der Klasse Il (363, 1121, 272, 599) war der

direkte Nachweis der Modifikation durch Detektion der Fluoreszenz im Gel nicht moglich.
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Abbildung 3-3: Massenspektrometrische Analyse der Modifizierung von Cdc42 mit FRET Nukleotiden Il durch IbpA.
5 puM Cdc42 wurde tber Nacht mit 0,4 uM IbpA und 10 pM Nukleotid inkubiert und Giber ESI-MS analysiert. Mtheor.:
berechnete Masse.

Die vollstandige Modifikation von Cdc42 wurde deshalb Uber Massenspektrometrie nachge-
wiesen. Dazu wurde 5 uM Cdc42 mit 0,4 uM IbpA und 10 uM Nukleotid Uber Nacht inkubiert
und Uber ESI-MS analysiert. Die Modifikation von Cdc42 durch IbpA erfolgt nur mit dem Tet-
raphosphatnukleotid 599 (siehe Abbildung 3-3). VopS verwendet, wie in Abbildung 3-4 zu se-
hen, die Nukleotide 363, 1121 und 272. DrrA kann keines der FRET Nukleotide Il als Nukleo-
tidsubstrat nutzen (siehe Anhang). Das Ausgangsnukleotid 2-aza-1-NS-etheno-ATP kann so-
wohl von VopsS, IbpA als auch von DrrA als Substrat verwendet werden (Spektren siehe An-

hang).
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Abbildung 3-4: Massenspektrometrische Analyse der Modifikation von Cdc42 mit FRET Nukleotiden Il durch VopS.
5 uM Cdc42 wurde tiber Nacht mit 0,4 uM VopS und 10 uM Nukleotid inkubiert und tiber ESI-MS analysiert. Mtheor.:

berechnete Masse.

Auch die Kinetik der Modifikationen mit FRET-Nukleotiden der Klasse Il sollte analysiert wer-
den. Hierzu wurde die Fluoreszenzanderung bei Spaltung der Nukleotide im Fluoreszenz-
spektrometer zeitabhangig verfolgt. 50 uM Cdc42 wurde mit 5 uM Nukleotid versetzt und die
Reaktion durch Zugabe von 10 uM Enzym gestartet. Die Anregung der Fluoreszenz von 2-
aza-1-NS-etheno-adenosin erfolgte bei 360 nm, die Emission wurde bei 500 nm detektiert. In

Abbildung 3-5 ist die zeitabhangige Fluoreszenzanderung nach Zugabe von VopS (a) oder
IbpA (b) abgebildet.
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Abbildung 3-5: Modifizierung von Cdc42 mit FRET Nukleotiden Klasse Il. Die Modifikation von 50 uM Cdc42 in
Gegenwart von 10 uM Enzym und 5 uM Nukleotid wurde im Fluoreszenzspektrometer (Anregungswellenlange 360

nm, Emissionswellenlange 500 nm) zeitabhangig verfolgt. Messpunkte der Hydrolysereaktion ohne Proteinsubstrat
wurden subtrahiert.
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Die Nukleotide 363 und 272 kénnen von VopS mit hoher Effizienz umgesetzt werden. Das
Nukleotid 1121 wird durch VopS in Abwesenheit des Proteinsubstrats stark hydrolysiert (siehe
Abbildung 7-4 im Anhang), was dazu fiihrt, dass die Kurve nach ca. 200 s beginnt abzufallen.
Die Hydrolyse ohne Proteinsubstrat tiberwiegt dann der mit Proteinsubstrat. Bei IbpA wird, wie
schon aus der massenspektrometrischen Analyse zu vermuten, nur das Nukleotid 599 effektiv
an Cdc42 angebracht. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich die Spezifitdten von
IbpA und VopS hinsichtlich unnaturlicher Nukleotide deutlich unterscheiden. IbpA kann zuséatz-
lich zu Nukleotidmodifikationen am N® des Adenosins auch Modifikationen an den OH-Grup-
pen der Ribose akzeptieren. Bei Nukleotiden mit einer 2-aza-1-N8-etheno-Adenosingruppe
und zusatzlicher Anbringung eines Fluorophors am y-Phosphat zeigt allerdings nur VopsS eine

Modifikationsreaktion.
3.1.1.2 Spezifitat von VopS, IbpA und DrrA fur Prop  argylnukleotidanaloga

Auch fur die Detektion posttranslationaler Modifikationen in Zelllysaten oder anderen komple-
xen Proben werden Antikorper-basierte Methoden haufig verwendet. Da die Herstellung dieser
Proteine aufwendig und kostenintensiv ist, sind alternative Detektionsmethoden von groRem
Interesse. Die sogenannten Propargylnukleotide (Dr. Pavel Kielkowski und Prof. Dr. Stephan
A. Sieber, TUM) N°pATP und O3pATP kénnen einen solchen alternativen Ansatz bieten. Diese
Nukleotide wurden durch Anbringen einer Propargylgruppe an das N® oder O® der Adenosin-
base zu Substraten fir die Klick-Reaktion, gemacht und kdnnen somit eine alternative Detek-
tionsmaoglichkeit von posttranslationalen Modifikationen darstellen. Deshalb sollte hier getestet
werden, ob auch diese Nukleotide von VopS, IbpA und DrrA als Substrate fir die Modifikation
von Cdc42 bzw. Rabl verwendet werden kdnnen. Zu diesem Zweck wurde Cdc42 bzw. Rabl
mit dem entsprechenden Enzym und Nukleotid ber Nacht inkubiert und der Reaktionsansatz

anschliel3end Uber Massenspektrometrie analysiert.
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Abbildung 3-6: Massenspektrometrische Analyse der Reaktion von VopS, IbpA und DrrA mit Propargylnukleotiden.
5 UM GTPase wurden mit 0,4 uM Enzym und 10 pM Nukleotid tiber Nacht inkubiert und Uber ESI-MS analysiert.
Mtneor.: berechnete Masse.

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Untersuchungen der Spezifitdt von VopS, IbpA
und DrrA fur die Propargyl-Nukleotide dargestellt. Die Massenspektren in Abbildung 3-6 zei-
gen, dass alle verwendeten Enzyme die Propargylnukleotide als Substrate fur die Modifikation
von Cdc42 bzw. Rab1l verwenden kdnnen. Der Massenzuwachs von ca. 370 Da entspricht der
Anbringung von O°pAMP bzw. N pAMP. Um die Effektivitat der Modifikationsreaktionen durch
die einzelnen Enzyme zu analysieren, wurde die Kinetik der Reaktionen durch die Messung
der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz der GTPasen uber die Zeit der enzymatischen Reak-
tion bestimmt. In Folge von Modifizierung/Demodifzierung oder Nukleotidaustausch kommt es
zu einer Veranderung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz, die fluoreszenzspektromet-
risch zeitabhangig verfolgt werden kann [57]. Die kea/Km Werte wurden aus exponentiellen

Anpassungen der Verlaufskurven, wie in Kapitel 5.2.4.8 beschrieben, ermittelt.
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Abbildung 3-7: Kinetik der Modifizierung von Cdc42 und Rab1b mit Propargyl-Nukleotiden. Reaktionen wurden im
Fluoreszenzspektrometer durch Messung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz zeitabhangig verfolgt. Die Anre-
gung erfolgte bei 297 nm, die Detektion bei 340 nm. a)+b) Modifikation von 5 uM Cdc42 mit Propargyl-Nukleotiden
katalysiert durch VopS (a) und IbpA (b). Aufgrund der sehr langsamen Kinetik wurde fir OpATP 1 uM (1:5) Enzym
eingesetzt. c) Modifikation von 5 uM Rab1bQ67A durch 50 nM DrrA. d) Vergleich der Aktivitaten flir Propargylnuk-
leotide in %. Aktivititen wurden Uber exponentielle Anpassung der Verlaufskurven ermittelt und relativ zu ATP (100
%) normiert.

In Abbildung 3-7 sind die Verlaufe der Fluoreszenzénderung bei 340 nm abgebildet. Die Zu-
gabe des Enzyms fuhrt, vor allem bei a), zu einer sprunghaften Veranderung des Fluoreszenz-
signals, die auf die Fluoreszenz der Tryptophane des Enzyms zurlickzufiihren ist. Es ist zu
sehen, dass O°pATP sowohl von IbpA als auch von VopS mit der niedrigsten Reaktionsge-
schwindigkeit umgesetzt wird. Fir VopS wurde ein kea/Kvvon 1,2-10° M-1st ermittelt, was ei-
nem ca. 5-fach niedrigerem Wert als fir ATP (6-10° Ms?) entspricht. Es ist allerdings zu be-
achten, dass hier die Anderung des Fluoreszenzsignals sehr gering ist, was die Qualitat der
exponentiellen Anpassung negativ beeinflusst. IbpA modifiziert Cdc42 mit O*pATP mit einem
Kea/Kmvon 7,2-10°> M's, was 1,6 % der Aktivitat fir ATP entspricht. Bei DrrA hingegen ist die
Verwendung von O*pATP (4-10° Ms!) mit einer 50 % niedrigeren Reaktionsgeschwindigkeit

als fiir ATP (8-10° M1s?) effektiver als fiir N®pATP.

Fur die Umsetzung von N°pATP zeigt DrrA 10 % der Aktivitat der Umsetzung von ATP (8-10*
M-1s1). Die Modifikation von Cdc42 mit N®pATP durch VopS ist deutlich schneller als mit ATP.
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Das Enzym weist fur N®pATP (1,5-10*Ms?) eine ca. 2,5-fach hohere Effizienz auf als fur ATP,
wohingegen IbpA NSpATP nur mit einem auf 20 % reduzierten Kea/Kyw Wert von 8,3-10° M1s™?
im Vergleich zu ATP (4,3-10* Ms?) umsetzt.

Fur die FIC-Enzyme IbpA und VopS scheint die Modifikation am 2'OH der Ribose einen gro-
Reren Einfluss auf die Effizienz der Modifikationsreaktion zu haben als fur DrrA. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die sterischen Bedingungen in den Nukleotidbindungstaschen sich sig-
nifikant unterscheiden. N®pATP kann erstaunlicherweise von VopS sehr viel besser umgesetzt

werden als von IbpA und DrrA.

Trotz der hohen Konservierung der FIC-Doméanenstruktur zeigen VopS und IbpA deutlich un-
terschiedliche bevorzugte Nukleotidsubstrate. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass auch
Interaktionen mit Aminosaureresten auf3erhalb der konservierten Bereiche fir die Nukleotider-
kennung bzw. -umsetzung wichtig sind. Bei DrrA scheint vor allem die Nukleotidumsetzung bei

Nukleotiden mit grof3en Modifikationen beeintrachtigt zu sein.

3.1.2 Einfluss von Switch II-Aminosaureaustauschen in Rabl auf Enzymaktivi-

taten

Die molekularen Interaktionen zwischen Rab1l und interagierenden Enzymen sind fir das Ver-
standnis der Reaktionsmechanismen von grof3em Interesse. Viele Ansétze zur Kristallisation
von Komplexen aus Rabl und modifizierenden Enzymen blieben allerdings ohne Erfolg. Um
den Einfluss individueller Aminosauren von Rabl1b auf die Aktivitat interagierender Enzyme zu
analysieren, sollten deshalb Aminosaureaustauschmutanten untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurden einzelne Aminosauren eines Switch II-Peptids in Rabl durch Alanin ersetzt.
Die Kinetik der Enzymreaktionen konnte durch die Messung der intrinsischen Tryptophanfluo-
reszenz zeitabhangig verfolgt werden. Die kca/Ku-Werte wurden, wie in Kapitel 5.2.4.8 be-

schrieben, aus exponentiellen Anpassungen der Verlaufskurven (siehe Anhang) ermittelt.

Die grofRten Auswirkungen auf die DrrA GEF-Aktivitat (siehe Abbildung 3-8) haben die Rabl
T74A und R79A Mutation mit ca. 15 % bzw. 25 % der Wildtypaktivitat (2,5- 10° M1s; alle Werte
siehe Anhang). Fur die Y77A und die I73A Mutanten weist das Enzym noch ca. 50 % Aktivitat
auf, die S75A, S76A und T72A Mutationen hingegen verringern die Aktivitat nur um ca. 30 %.

Im Falle der DrrA Adenylylierungsaktivitdt haben die Mutanten 173A und R79A die grof3te Aus-
wirkung. Sie verringern die Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp Rab1 (7,93-10° Ms1) auf ca.
20 bzw. 15 %. Auch die Y78A Mutation zeigt noch einen signifikanten Einfluss mit einer DrrA

Restaktivitat von ca. 40 %.

Im Vergleich von DrrA-GEF- und DrrA-Adenylylierungsaktivitat zeigt sich, dass fur die GEF-
Aktivitat der Rest T74 wichtig ist, wahrend fur die Adenylylierungsaktivitat das benachbarte 173
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groRere Bedeutung zu haben scheint. Das Tyr78 scheint die GEF Aktivitat eher negativ zu
beeinflussen, wahrend es fur die Adenylylierung eine wichtige Aminosaure ist. Die drei Ami-
nosauren, die direkt N-terminal der Adenylylierungsstelle liegen scheinen fiir die Adenylylie-
rung nicht essentiell zu sein. Der Effekt einer Doppel- oder Dreifachmutante musste allerdings

untersucht werden.
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Abbildung 3-8: Einfluss von Switch II-Aminosaureaustauschen auf die Aktivitat von (a) DrrA GEF Aktivitat, (b) DrrA
Adenylylierung und (c) Deadenylylierung. Enzymaktivitdten wurden aus exponentieller Anpassung der erhaltenen
Fluoreszenzverlaufskurven errechnet. Fehlerbalken geben die Standardabweichung aus min. zwei unabhangigen
Messungen an. d) Struktur von Rab1, ausgetauschte Switch II-Aminoséuren sind in rot dargestellit.

Fur das demodifizierende Enzym SidD (Kca/Kw flir Rablb 4,90-10° M-1s?) zeigen v.a. die Y78A
und R79A Mutation Auswirkungen. Die Enzymaktivitat wird fur diese Mutanten um ca. 60 %
und ca. 95 % im Vergleich zum Wildtyp verringert. Alle anderen Rabl Mutanten fihren nicht
zu einer signifikant veranderten SidD-Aktivitat. Es haben also vor allem die beiden Aminoséau-
rereste Bedeutung, die direkt auf das adenylylierte Tyr77 folgen. Allerdings sollte beachtet
werden, dass die Aktivitat von SidD fiir Rablb R79A immer noch 1,35-10° Ms?t betragt und
die Deadenylylierung deshalb trotz der Mutationen effizient ist. Diese relativ grof3e Toleranz
gegenluber Aminosaureaustauschen weist eher auf eine Substraterkennung Uber die Terti-

arstruktur des Proteins hin, als Uber die Peptidsequenz.
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3.1.3 Demodifikation eines Rab1-Switch II-Peptides  durch SidD

SidD demodifiziert Rab1-AMP im GDP- und GTP-Zustand mit nahezu gleicher Effektivitat und
katalytischer Effizienz [73]. Dies konnte darauf hinweisen, dass die Tertiarstruktur der GTPase
fur die SidD-Aktivitat nicht von essentieller Bedeutung ist. Andererseits wurde in Kapitel 3.1.2
gezeigt, dass SidD nicht sensibel gegenliber Aminosaureaustauschen im N-terminalen Be-
reich des untersuchten Switch Il-Bereichs zu sein scheint. Dies wirde einer Substraterken-

nung auf Basis der Peptidsequenz widersprechen.

Um diese Fragestellung zu analysieren wurde ein synthetisches, adenylyliertes Switch 1l-Pep-
tid (TITYavrYRGAHGC) (Prof. Dr. Christian Hedberg, Universitat Umed) auf die Demodifika-
tion mit SidD getestet. Die Demodifikation von 5 uM Rab1-AMP durch 50 nM SidD wurde durch
Messen der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz verfolgt. Die Kinetik der Demodifikation von
50 uM Peptid-AMP durch 500 nM SidD hingegen wurde Uber einen HPLC-basierten Assay
analysiert. In Abbildung 3-9 ist der vergleichende Demodifikationsverlauf fur Rabl1-AMP und
das AMP-Peptid durch SidD dargestellt.
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Abbildung 3-9: Vergleich der Demodifikation von Rab1-AMP und einem adenylylierten Peptid durch SidD. Die Rab1
Demoadifikation wurde durch Messen der intrinsischen Tryptophan-fluoreszenz verfolgt. Die Deadenylylierung des
Peptids wurde durch Detektion der Tyrosin Absorption in einem HPLC-basierten Assay analysiert. a) Zeitabhangige
Deadenylylierung von Rab1-AMP (5 uM) und Peptid-AMP (50 uM) mit 50 bzw. 500 nM SidD in einem Zeitfenster
von 1800 s. b) Deadenylylierung von Rab1-AMP und Peptid-AMP in einem Zeitfenster von 70000 s. Die Demodif-
zierung von 5 pM Peptid-AMP mit 50 nM SidD wurde zu Vergleichszwecken simuliert (grau, siehe 5.2.4.6). Alle
Messkurven wurden mit Hilfe einer einfach exponentiellen Funktion angepasst. Modifiziert nach [121].

Die exponentielle Anpassung der Messkurven ergibt fur die Demodifikation des Switch II-Pep-
tids (TITYavwrYRGAHGC) durch SidD einen kca/Kyw von 150 Ms? (vollstandige Anpassung in
Abbildung 3-9 b), im Vergleich dazu ist der errechnete kca/Kw flr die Demodifikation von Rab1-
AMP 5:10° M1s? (vollstandige Anpassung in Abbildung 3-9 a). Die Aktivitat von SidD fur das
adenylylierte Peptid ist also ca. 3300-fach geringer als fir Rab1-AMP. Experimentell war es
nicht moglich, die Demaodifikation von 5 uM Peptid-AMP durch 50 nm SidD zu messen. Diese
Reaktion wurde deshalb simuliert (b) graue Kurve) und zeigt, dass die Deadenylylierung unter

diesen Bedingungen noch langsamer ablaufen wirde. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
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dass SidD strukturelle Elemente von Rablb erkennen muss, um eine im zellularen Kontext
signifikante Aktivitat zu erreichen. Nur die Erkennung des adenylylierten Tyrosins und der um-

gebenden Aminosaurereste im Protein ist nicht ausreichend.
3.1.4 Charakterisierung des anti-Rab1-AMP-Antikorpe rs

Antikorper sind wichtige Werkzeuge zur Detektion posttranslationaler Modifikationen. Vor al-
lem fur den Nachweis von modifizierten Proteinen in Zelllysaten gibt es kaum Alternativen.
Auch fur die Etablierung von Pulldowns zur Isolierung von Proteinen mit PTMs und Interakti-
onspartnern sind hochspezifische Antikérper von enormer Wichtigkeit. Deshalb sollte die Ver-
wendbarkeit eines anti-Rab1-AMP Antikorper fur die Detektion von adenylyliertem Rabl und
mit AMP modifizierten Peptiden getestet werden. In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der
Analyse der Protein- und Peptidbindungseigenschaften des anti-Rab1-AMP Antikorpers dar-
gestellt. Fur diese Untersuchungen wurde der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
eingesetzt. Hierbei kann ein immobilisiertes Antigen durch einen spezifischen Antikorper er-
kannt und durch einen zweiten, mit einem Detektionsenzym ausgestatteten Antikérper detek-
tiert werden. Hier wurde ein Sekundarantikérper verwendet, der mit einer Horse Radish Per-
oxidase gekoppelt ist. Deren Umsetzung eines chromogenen Substrats (hier ABTS) fuhrt zur
Entstehung eines farbigen Endproduktes, das photometrisch (hier: 405 nm) nachgewiesen
werden kann. Im ersten Charakterisierungsschritt wurde tberprift, ob die Konzentration an

eingesetztem Protein bzw. Primarantikorper eine proportionale ELISA-Antwort hervorruft.
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Abbildung 3-10: Der anti-Rab1-Antikdrper kann zur Detektion von Rab-Tyr-AMP sowie Peptid-Tyr-AMP verwendet
werden. a) Detektion des ELISA-Signals bei 405 nm in Abh&ngigkeit von der Rab1-AMP (schwarz) bzw. anti-Rab1-
AMP-Antikérper (grau) Konzentration. Die Quantifizierung der ELISA Antwort erfolgte Uber die Umsetzung eines
chromogenen Substrates durch die an den Sekundéarantikérper gekoppelte Horse Radish Peroxidase. Die konstan-
ten Parameter betrugen 1 pg/ml anti-Rab1-AMP Antikérper fur die Variation von Rab1-AMP, 2 pg/ml Rab1-AMP fir
die Variation des anti-Rab1-AMP Antikérpers und 100 ng/ml Sekundarantikérper. b) ELISA mit anti-Rab1-AMP-
Antikdrper gegen immobilisierte adenylylierte Peptide. Alle Experimente wurden in Triplikaten ausgefihrt. Fehler-
balken geben die Standardabweichung an.
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Abbildung 3-10 a) zeigt, dass der Einsatz von 1 pg/ml anti-Rabl-AMP-Antikdrper und
100 ng/ml Sekundarantikdrper eine von der Proteinkonzentration (Rab1-AMP) abhangige De-
tektion der Absorption erlaubt. Eine Sattigung des ELISA-Signals tritt bei diesen Bedingungen
ab einer Rab1-AMP Konzentration von ca. 2 pg/ml auf. Bei konstanter Proteinkonzentration
von 2 pg/ml kann durch Variation der anti-Rab1-AMP-Antikdrperkonzentration ein konzentra-
tionsabhé&ngiges Signal detektiert werden. Nach Erreichen einer Primarantikorperkonzentra-
tion von 2 pg/ml steigt das Signal nicht mehr an. Wie in Abbildung 3-10 b) dargestellt, zeigt der
Antikdrper auch Spezifitat fur zwei Tyrosin-AMP enthaltende Peptide. Das Peptid, das die
Rabl Switch II-Sequenz enthalt (1), wird am besten erkannt. Auch das GSGA-Y amp-AGSGC
Peptid (2) wird vom anti-Rab1-AMP-Antikorper gebunden. Peptide, die ein adenylyliertes Thre-
onin bzw. Serin enthalten, fihren zu keinem signifikanten Signal. Der Antikorper kann somit

genutzt werden, um Rab1-AMP und an Tyrosin adenylylierte Peptide in Losung nachzuweisen.
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3.2 Einfluss von posttranslationalen Modifikationen auf intrinsische Ei-

genschaften kleiner GTPasen

Der Einfluss posttranslationaler Modifikationen auf biochemische und strukturelle Eigenschaf-
ten kleiner GTPasen wurde bisher nicht im Detail untersucht. Da Adenylylierung und Phos-
phocholinierung in den fir die Effektorbindung essentiellen Switch-Regionen erfolgen, sind
molekulare Konsequenzen der Modifikation jedoch von grof3em Interesse. Dieses Kapitel be-
ginnt einfihrend mit der fur alle folgenden Experimente erforderlichen Herstellung und Modifi-
kation kleiner GTPasen. Im Verlauf wird schlie3lich der Einfluss der posttranslationalen Modi-
fikationen auf intrinsische Nukleotidhydrolyse, Nukleotidaustausch, Enzymaktivitaten und die

thermische Stabilitédt der GTPasen aufgezeigt.
3.2.1 Produktion und Modifikation von kleinen GTPas en

Grundlage fir die Analyse biochemischer bzw. struktureller Auswirkungen von PTMs auf
kleine GTPasen ist die Produktion unmarkierter bzw. isotopenmarkierter Proteine in ausrei-
chender Menge und Reinheit. AuRBerdem miuissen die GTPasen in praparativem Maf3stab
in vitro posttranslational modifiziert, sowie in einen definierten Nukleotidzustand versetzt wer-

den. Die Kenntnis von Enzymparametern ist hierbei essentiell.
3.2.1.1 Reinigung isotopenmarkierter GTPasen

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Konsequenzen von posttranslationalen Modifikationen auf die
Konformation der kleinen GTPasen analysiert werden. Die NMR-Spektroskopie bietet hierfur
optimale Bedingungen, da Proteine in Losung strukturell charakterisiert werden kdnnen. Fir
diese Untersuchungen ist die Produktion isotopenmarkierter GTPasen essentiell. Im Folgen-
den soll deshalb die Produktion und Reinigung von *N-Rablb 3-174 Q67A exemplarisch auf-
gezeigt werden. Isotopenmarkierte Proteine wurden in M9-Minimalmedium mit **N-Ammoni-
umchlorid bzw. 3C-Glucose exprimiert. Die Reinigung His-getaggter Proteine aus dem Lysat
erfolgte Uber Nickelaffinitditschromatographie. Abbildung 3-11 a) zeigt die Analyse proteinhal-
tiger Fraktionen Uber SDS-PAGE. Selektierte Fraktionen wurden vereinigt und tber Nacht di-
alysiert. Wahrend der Dialyse wurde der His-MBP-Tag durch Aktivitat der TEV Protease ab-
geschnitten. Zur Abtrennung des Tags wurde eine zweite Nickelaffinitatschromatographie
durchgefuhrt (Abbildung 3-11b). Nach Konzentrierung der Proteinlésung wurde die finale Rei-
nigung durch eine abschlieBende GréfRenausschlusschromatographie erreicht (c, d). Das Pro-
tein konnte, wie in Abbildung 3-11 c) dargestellt, in groRer Reinheit erhalten werden. Die Aus-

beute betrug bei dieser Reinigung 15 mg Protein pro Liter Kultur.



ERGEBNISSE 43

a)
MW
[kDa]

97,4
67
45

29

21

12,5
6.5
c)

MW
10 19 20 21 22 23 24 25 26 27
[kDa] 1600 T

97.4 ‘ 1400 -

d)

67 1200 1
45

20 ¥ 600 |

. v “eegeew=- .

200 A

0 A 10 19-27
12’5 T T T T T T T
6.5 0 20 40 60 80 100 120

Volumen [ml]

Abbildung 3-11: Reinigung von °N Rablb 3-174 Q67A. a) SDS-PAGE der Nickelaffinitats-chromatographie. nl
nach Induktion, D Durchlauf, W Waschschritt mit 25 mM Imidazol, Fraktionen 1-11: Elution mit 65 mM Imidazol b)
SDS-PAGE der Nickelaffinitdtschromatographie nach Dialyse und Abschneiden des His-MBP-Tags. Rab1b befin-
det sich in Durchlauf und Waschfraktion. c) SDS-PAGE der Gelfiltration. d) Chromatogramm der Gelfiltration. Die
Absorption bei 280 nm in Abhangigkeit des Laufvolumens wurde aufgezeichnet.
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Tabelle 3-1: Ausbeuten der Reinigung isotopenmarkierter Proteine.

Isotopenmarkiertes Protein Proteinausbeute [mg] pro Liter Kultur
15N Rab1b 3-174 Q67A 15

15N Rablb 3-174 Q67A F45A 5

13C’N Rab1b 3-174 Q67A 1,8

2H13C>N Rablb 3-174 Q67A 1,6

15N Cdc42 1-179 Q61A 12

13CN Cdc42 1-179 Q61A 6

Die Ausbeuten verringerten sich durch die zuséatzliche Substitution von Glucose durch *C-
Glucose deutlich (siehe Tabelle 3-1). Die Expression in Medium mit Gber 90 % DO fir die
Zuordnung von NMR-Spektren erforderte die vorherige Anpassung der Expressionszellen mit
steigenden DO Konzentrationen im Medium. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass
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alle GTPasen in zufriedenstellender Reinheit und ausreichender Ausbeute gewonnen werden
konnten.

3.2.1.2 Herstellung praparativ modifizierter GTPase  n in definiertem Nukleotidzustand

Intrinsische Eigenschaften der GTPasen sollten abhéngig vom Nukleotidzustand analysiert
werden. Um dies zu gewahrleisten mussten diese mit den spezifischen Nukleotiden einheitlich
beladen werden. Dies erfolgte wie in Kapitel 5.2.2.1.11 beschrieben. Uberpriift wurde der Nuk-

leotidzustand tber Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie auf einer C18 Saule.

] ®N-Cdc42 1-179 Q61A:GDP
510"+ G-Mix
4-10*
b ]
g 3-10*4
p= ] GTP
2:10* ‘\
] | GDP
1-10* |
] f
04 7‘_.1'\1\» — = T 7”1
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Abbildung 3-12: Analyse des Nukleotidzustands von **N-Cdc42 1-179 Q61A tiber Umkehrphasen- HPLC. Nukleotid
enthaltende GTPasen wurden hitzedenaturiert und der Uberstand auf einer C18 S&ule analysiert. Die Trennung
erfolgte mit einer Flussrate von 1 ml/min in 50 mM KPi, 10 mM TbaBr, 12 % Acetonitril. Als Standard dient eine
Mischung aus GDP und GTP (blau gestrichelt).

In Abbildung 3-12 ist ein exemplarisches Chromatogramm eines HPLC-Laufs zur Analyse des
Nukleotidzustands gezeigt. Als Standard dient eine Mischung aus GDP und GTP. Durch In-
tegration der Flache unter den Peaks kdnnen relative Verhaltnisse der Nukleotide im Protein
ermittelt werden. Fur das hier gezeigte >N-Cdc42 1-79 Q61A:GDP wurde ein Nukleotidzu-
stand von 98 % GDP ermittelt. In Tabelle 3-2 sind die Nukleotidzustande fiir isotopenmarkierte

und unmarkierte Proteine aufgelistet.

Tabelle 3-2: Nukleotidzustéande der Proteine fir NMR-Messungen.

Protein Nukleotidzustand
15N Rab1b 3-174 Q67A-AMP GTP 97 % GTP

15N Rab1b 3-174 Q67A GTP 96 % GTP

15N Rab1b 3-174 Q67A GDP 95 % GDP

13C 15N Rab1b 3-174 Q67A GDP 98 % GDP

15N Rab1b 3-174 F45A Q67A-AMP GTP 100 % GTP

15N Rab1b 3-174 Q67A PC GTP 95 % GTP
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15N Rab1b 3-174 Q67A PC GDP 99 % GDP
15N Rab1b 3-174 Q67A Y77E GDP 95 % GDP
24 13C 15N Rablb 3-174 Q67A GDP 100 % GDP
15N Rab1b 3-174 Q67A-AMP GDP 97 % GDP
15N Cdc42 1-179 Q61A GTP 95 % GTP
15N Cdc42 1-179 Q61A GDP 98 % GDP
15N Cdc42 1-179 Q61A-Thr-AMP GDP 85 % GDP
15N Cdc42 1-179 Q61A-Tyr-AMP GDP 87 % GDP
15N Cdc42 1-179 GppNHp 95 % GDP
Rablb 3-174 Q67A-AMP GTP 95 % GTP
Rab1b 3-174 Q67A-AMP GDP 98 % GDP
13CI5N Cdc42 1-179 Q61A Tyr-AMP GDP 89 % GDP
13C 15N Cdc42 1-179 Q61A GDP 89 % GDP

Bei den meisten Proteinen konnten Nukleotidanteile von tiber 95 % erreicht werden, bei eini-
gen Ausnahmen stoppte der Austausch bei > 85 %. Generell konnten durch den Nukleotidaus-

tausch sehr homogene Proteinproben hergestellt werden.

Um den Einfluss der PTMs auf Struktur und Funktion kleiner GTPasen zu analysieren, muss-
ten diese einheitlich posttranslational modifiziert werden. Zur praparativen Modifizierung wurde
die GTPase mit einem 5-fachen Uberschuss Nukleotid (ATP oder CDP-Cholin) und 1:50 des
modifizierenden Enzyms versetzt und fur 2 h bei 25 °C inkubiert. Die Vollstandigkeit der Modi-

fikation wurde Uber ESI-MS Uberpruft.
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Abbildung 3-13: Massenspektren von unmodifiziertem (links) und modifiziertem (rechts) >N-Cdc42 1-179 Q61A.
Fur die Modifikation wurde Cdc42 mit einem 5-fachen Uberschuss an ATP und 1:50 VopS versetzt und fiir 2 h bei
25 °C inkubiert. Mineor.: berechnete Masse.

Nachdem, wie in Abbildung 3-13 fur ®N Cdc42 1-179 Q61A zu sehen, die Adenylylierung ab-

geschlossen war, wurde die Probe Uber Gelfiltration gereinigt, um freies Nukleotid und Enzym
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abzutrennen. Fir alle verwendeten Proteine konnte eine vollstdndige Modifikation erreicht wer-

den.
3.2.1.3 Charakterisierung von Enzymreaktionen

Um posttranslationale Modifikationen zeitlich reguliert an GTPasen anzubringen oder abzu-
spalten, missen die kinetischen Parameter der Enzymreaktionen bekannt sein. Zur Charak-
terisierung dieser Eigenschaften wurden verschiedene Methoden eingesetzt. So wurde Uber
die Messung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz fiir die Reaktion von Rab1 und DrrA ein
kea/Km von 9,0-10° M st ermittelt (siehe Abbildung 3-14 a). Die Deadenylylierung von Rab1-
AMP durch SidD wurde Uber einen Western-Blot sichtbar gemacht (Abbildung 3-14 b). Durch
densitometrische Analyse der Banden konnten die Anteile von modifiziertem Rab1 im Verhalt-
nis zu unmodifiziertem Rabl ermittelt werden. Durch Anpassen der einzelnen Werte an eine
exponentielle Funktion konnte ein kca/Kw von 6,8-10° M1s? kalkuliert werden. Die mit diesen

Methoden ermittelten Enzymparameter sind verlasslich reproduzierbar.
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Abbildung 3-14: Bestimmung von Enzymparametern. a) Fluoreszenzspektrum der Adenylylierung von Rablb Q67A
durch DrrA. 1 uM Rabl1b wurde durch 50 nM DrrA adenylyliert. Die Anregung der Tryptophanfluoreszenz erfolgte
bei 297 nm, die Detektion bei 340 nm. In der Kristallstruktur sind die Tryptophane von Rabl in rot markiert. b)
Western Blot der Deadenylylierung von 5 pM AMP-Rab durch 0,4 nM SidD. Proben wurden zu definierten Zeitpunk-
ten entnommen, denaturiert, iber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe des anti-Rab1-AMP-Antikdrpers iber einen
Western-Blot analysiert. Verlaufskurven wurden mit einer exponentiellen Funktion angepasst.

Kleine GTPasen konnten in dieser Arbeit sowohl im unmarkierten als auch im isotopenmar-
kierten Zustand in grof3er Reinheit aus E. coli aufgereinigt werden. Durch Nutzung und Opti-
mierung spezifischer Methoden konnten die Proteine in einen einheitlichen Nukleotidzustand
versetzt werden, sowie vollstandig posttranslational modifiziert werden. Enzymparameter fur

die Modifikation bzw. Demodifikation kleiner GTPasen, den Nukleotidaustausch bzw. die Nuk-
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leotidhydrolyse konnten ermittelt werden. Diese Analysen bilden die Grundlage fir die Unter-
suchung der Auswirkungen posttranslationaler Modifikationen auf intrinsische Eigenschaften

der GTPasen, Wechselwirkungen mit Effektoren sowie strukturelle Konsequenzen.

3.2.2 Auswirkung von PTMs auf intrinsische Nukleoti dhydrolyse- und Nukleo-
tidaustauschraten

Die Adenylylierung von Cdc42 erfolgt in der fur die Nukleotidbindung essentiellen Switch I-
Region. Tyr32 interagiert mit dem y-Phosphat von GTP und Thr35 ist fiir die Koordination eines
essentiellen Magnesiumions zustandig. Daher ist es von grof3em Interesse, die Auswirkungen

der Adenylylierung auf intrinsische Eigenschaften der kleinen GTPase zu untersuchen.

Intrinsische Hydrolyseraten von modifiziertem und unmodifiziertem Cdc42 wurden tber HPLC
bestimmt. Dazu wurden die Nukleotidzustdnde zu den angegebenen Zeitpunkten auf einer
C18 Saule analysiert. In Abbildung 3-15 sind die mit Hilfe einer exponentiellen Funktion ange-
passten Kurven abgebildet. Die von kleinen GTPasen katalysierte Nukleotidhydrolyse ist ge-

nerell sehr langsam und zeigt fir das Wildtyp Cdc42 Protein eine Umsatzrate von 3,3-10* s™.
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Abbildung 3-15: Intrinsische GTP-Hydrolyse von modifiziertem und unmodifiziertem Cdc42. Die Kurven zeigen
die Abnahme der GTP Beladung Uber die Zeit. Nukleotidbindungszustande wurden zu den angegebenen Zeitpunk-

ten auf einer C18 Saule Uber Umkehrphasen-HPLC analysiert. Intrinsische Hydrolyseraten wurden durch Anpas-
sung mit einer exponentiellen Funktion bestimmt.

Fir Cdc42-Thr-AMP und Cdc42-Tyr-AMP wurden Hydrolyseraten von 2,0-10% s bzw. 8,3-10
5> st ermittelt. Diese sind also im Vergleich zum Wildtyp Protein um ca. 40 % (Thr-AMP) bzw.
75 % (Tyr-AMP) reduziert. Die Adenylylierung scheint also den aktiven Zustand der GTPase
zu verlangern. Da die GTP Hydrolyse allerdings auf einer so langsamen Zeitskala stattfindet
und generell GAPs nétig sind, um das Protein effizient in den inaktiven Zustand zu tberfuhren,
kann man davon ausgehen, dass diese Effekte physiologisch nicht relevant sind.
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Intrinsische Nukleotidaustauschraten lassen naherungsweise Aussagen zur Affinitat der
GTPase zum Nukleotid zu. Nach praparativer Beladung von Cdc42 mit mant-Nukleotid wurde
der Austausch zu GDP/GTP im Fluoreszenzspektrometer zeitaufgeltst verfolgt. Durch Zugabe
eines Uberschusses an GDP wurde die Freisetzung von mantGDP eingeleitet. Die Abnahme
der mant-Fluoreszenz kann bei 440 nm detektiert werden. Der Endpunkt der Reaktion wurde
durch die vollstandige Freisetzung von mantGDP durch die Zugabe von EDTA erreicht.

a) b)
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Abbildung 3-16: Auswirkung von posttranslationalen Modifikationen auf die intrinsische Nukleotidaustauschrate von
Cdc42. a) Die Nukleotidaustauschrate wurde durch die Freisetzung von mantGDP aus dem Cdc42:mantGDP Kom-
plex nach Zugabe eines Uberschusses an GDP ermittelt. Der Endpunkt der Freisetzung wurde durch Zugabe von
10 mM EDTA erreicht. Die Anregung erfolgte bei 365 nm, die Detektion der mant-Fluoreszenz bei 440 nm. b)
Vergleich der prozentualen Nukleotidfreisetzung von modifiziertem/unmodifiziertem Cdc42.

Mittels Anpassung an eine exponentielle Funktion konnten Raten fur die Nukleotidfreisetzung
bestimmt werden. Abbildung 3-16 a) zeigt den Verlauf einer solchen Freisetzungskinetik. Alle
bestimmten Raten liegen zwischen 9,1-10° und 2,2-10* s (siehe Tabelle 3-3). Die Adenyly-
lierung an beiden Modifikationsstellen fuhrt zu einer Veranderung der Nukleotidfreisetzungs-
rate. Aus Abbildung 3-16 b) wird ersichtlich, dass die Freisetzung von mantGDP in beiden
Fallen um ca. 35 % verlangsamt wird, wohingegen die Freisetzung von mantGTP fir die mo-

difizierten Proteine um ca. 45 % schneller erfolgt.

Tabelle 3-3: Intrinsische Nukleotidaustauschraten von Cdc42.

Kobs [S]
Modifikation mantGDP mantGTP
- 2,2:10%+1,7-10° 9,1.10° +5,3-10°
Tyr-AMP 1,5-10*+7,4-10° 1,3-10*+3,0-107

Thr-AMP 1,6-10* £ 1,6-10° 1,3-10%+ 7,4-10°
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Letzteres kdnnte eine Folge der Adenylylierung an den fur die y-Phosphatbindung bzw. Mag-
nesiumkoordination wichtigen Resten Tyr32 und Thr35 sein. Die Modifikation konnte die Inter-
aktionen mit dem Nukleotid schwachen. Da aber auch diese Effekte auf einer physiologisch
relevanten Zeitskala sehr langsam sind, ist es fraglich, ob diese in zellularem Kontext signifi-

kant sind.
3.2.3 Auswirkung von PTMs auf die Interaktion mit E ~ nzymen

Da posttranslationale Modifikationen die intrinsische Nukleotidhydrolyse und Nukleotidbindung
von Cdc42 verandert, diese aber auf einer sehr langsamen Zeitskala ablaufen, ist es von gro-
Rem Interesse, ob auch die Interaktion mit GEFs oder GAPs durch die Modifikation beeinflusst
wird. Deshalb sollte im Folgenden untersucht werden, ob die Adenylylierung von Cdc42 die
Aktivitdt des GEFs Dock9 beeinflusst. Dazu wurde die Aktivitdt von Dock9 fir adenylyliertes
und unadenylyliertes Cdc42 analysiert. Zu diesem Zweck wurde Cdc42 praparativ mit
mantGDP beladen, welches durch Dock9 Aktivitat zu GTP ausgetauscht wird. Die Freisetzung

von mantGDP fuhrt zur Abnahme der Fluoreszenz bei 440 nm.
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Abbildung 3-17: Dock9 katalysierter Nukleotidaustausch an modifiziertem/unmodifiziertem Cdc42. Die Reaktion
wurde durch die Abnahme der Fluoreszenz bei Freisetzung von mantGDP verfolgt. Endpunkte der Freisetzung
wurden durch Zugabe von 10 mM EDTA erhalten. Die Anregung erfolgte bei 365 nm, die Detektion der mant-
Fluoreszenz bei 440 nm.
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In Abbildung 3-17 ist der im Fluoreszenzspektrometer zeitabhangig verfolgte Austausch abge-
bildet. Fur die Austauschreaktion am Wildtyp Cdc42 konnte hierbei ein kea/Km von 6,2-10° M-
sl bestimmt werden. Bei der Berechnung wurde die Ratenkonstante des intrinsischen Aus-
tausches subtrahiert. Fur am Tyr32 modifiziertes Cdc42 zeigte sich ein erniedrigter Kca/Kmvon
1,7-10°Ms1. Dies entspricht etwa 30 % der Dock9 Aktivitat fir das unmodifizierte Cdc42. Der
Nukleotidaustausch durch Dock9 scheint durch die Adenylylierung am Thr35 von Cdc42 kom-
plett inhibiert zu werden. Nach Abzug der intrinsischen Austauschrate ist hier keine Austausch-
aktivitat vorhanden. Dies konnte auf eine unterschiedliche Orientierung der Adenosin-Base in
beiden Adenylylierungszustanden hinweisen, die im Falle von AMPr3s-Cdc42 zu einer steri-
schen Hinderung fuhrt. Die Adenylylierung durch VopS scheint also im Falle einer Vibrio pa-
rahaemolyticus Infektion die Aktivierung von Cdc42 durch Dock9 zu verhindern.

3.2.4 Auswirkung von PTMs auf die thermische Stabil itét

Durch die Modifikation der kleinen GTPasen wird eine zusatzliche Gruppe in das Protein ein-
gebracht, die neue intramolekulare Interaktionen eingehen kénnte. Aus diesem Grund sollten
die Auswirkungen von Modifikationen und Nukleotidzustand auf die thermische Stabilitat klei-

ner GTPasen zu untersucht werden.
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Abbildung 3-18: Thermische Denaturierung kleiner GTPasen abhangig von Nukleotidzustand und Modifikation.
a)+b) Uberlagerte CD Spektren der thermischen Denaturierung von Rab1 (a) bzw. Cdc42 (b). Der CD bei 222 nm
wurde aufgezeichnet und in die normalisierte mittlere Elliptizitat pro Aminosaurerest umgerechnet. ¢) Vergleich der
ermittelten Schmelzpunkte. Fehlerbalken geben die Standardabweichung aus zwei unabhéngigen Messungen an.



ERGEBNISSE 51

Hierzu wurden CD (engl. circular dichroism, Zirculardichroismus) -spektrometrische Analysen
durchgefuhrt. Die Schmelzpunkte der Proteine wurden durch Messen der Elliptizitdt wahrend
der temperaturabhangigen Denaturierung ermittelt. In Abbildung 3-18 a) und b) sind die Ver-
lAufe der normalisierten mittleren Elliptizitdt pro Aminosaurerest abhangig von der Temperatur
dargestellt. Vor allem bei Rabl wird die thermische Stabilitat durch den Austausch von GDP
zu GTP erheblich erhoht. So wird aus Abbildung 3-18 c) und Tabelle 3-4 ersichtlich, dass
Rab1:GDP schon bei 56 °C denaturiert, wohingegen der Schmelzpunkt von Rab1:GTP bei 69
°C liegt. Auch die Adenylylierung von Rab1 und Cdc42 erhoht die thermische Stabilitat signifi-
kant. Die grof3te Differenz der Schmelzpunkte ist mit AT, = 20 °C zwischen Rabl1:GDP und
AMP-Rab1:GDP (Tm = 76 °C) zu beobachten. Fir Cdc42 fallt der Effekt der Stabilisierung
durch die Modifikation geringer aus. So betragt die Differenz der Schmelzpunkte zwischen
Cdc42:GDP und AMPy3-Cdc42:GDP nur 11 °C. Auch der Nukleotidzustand scheint bei Cdc42
deutlich weniger Einfluss auf die thermische Stabilitat zu haben als bei Rabl. Unterschiede
zwischen GDP- und GTP-Form des Proteins sind hier nicht in signifikanter Hohe zu beobach-
ten. Die Phosphocholinierung von Rabl fuhrt zu einer geringen Erhéhung des Schmelzpunk-
tes von 6 bzw. 2 °C (GDP bzw. GTP).

Tabelle 3-4: Schmelzpunkte kleiner GTPasen bestimmt Gber CD Spektroskopie.

Protein Schmelzpunkt [°C]
Rabl1:GDP 56 +0,9
Rab1l:GTP 69 +0,8
AMP-Rab1:GDP 76 £0,9
AMP-Rab1:GTP 86+0,5
PC-Rab1:GDP 62+0,9
PC-Rab1:GTP 71+0,9
Cdc42:GDP 67+0,9
Cdc42:GTP 69+0,1
AMP+35-Cdc42:GDP 75%0,1
AMP+35-Cdc42:GTP 7709
AMPy3-Cdc42:GDP 78+0,5
AMPy3-Cdc42:GTP 75%0,1

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die posttranslationale Modifikation kleiner
GTPasen die thermische Stabilitat deutlich erhéht. Besonders ausgepragt ist dieser Effekt bei
der Adenylylierung von Rabl. Dies impliziert, dass die Modifikation zu einer ver&nderten glo-

balen Stabilisierung von Strukturelementen fuhrt.
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3.3 Auswirkung von PTMs auf die Konformation kleine r GTPasen

Die thermische Stabilisierung kleiner GTPasen durch posttranslationale Modifikationen (Kapi-
tel 3.2) deutet darauf hin, dass die Modifikation die Proteinkonformation beeinflusst. Um diese
Hypothese zu untersuchen, wurde Kernspinresonanz-Spektroskopie (nuclear magnetic reso-
nance spectroscopy, NMR) eingesetzt. In Kooperation mit Dr. Katja Barthelmes und Prof. Dr.
Michael Sattler (Lehrstuhl fur biomolekulare NMR Spektroskopie, TUM) wurden heteronukle-
are NMR-Spektren unmodifizierter bzw. praparativ modifizierter GTPasen in GDP- und GTP-
Zustanden aufgenommen, durch Uberlagerung verglichen und Unterschiede in den chemi-
schen Verschiebungen (chemical shift pertubations, CSPs) quantifiziert. Flr die Experimente
wurde in allen Fallen mit den hydrolysedefizienten Rablb Q67A bzw. Cdc42 Q61A Mutanten
gearbeitet, um den Verbleib in einem Nukleotidzustand zu garantieren. Die Zuordnung von

Signalen zu Aminosaureresten erfolgte mit dreifach markierten Proteinen.

J) S ” \ -~ /
2 L F P —
\ S > o > \\‘ ) J 2 \( % )
*' S

( ) ) -

0>
switch Il N> \ N ( switch Il
switch W

Rab1b Cdc42

Abbildung 3-19: Zuordnung von Aminosaureresten. Nicht zugeordnete Aminosaurereste in Rabl und Cdc42 sind
in den Kristallstrukturen in griin markiert.

Einige Aminoséaurereste von Switch Il und Switch | konnten aufgrund der Linienverbreiterung
der Signale nicht zugeordnet werden und fehlen in der CSP Analyse (siehe Abbildung 3-19).

Dies ist eine Auswirkung der Dynamik der Switch-Regionen.
3.3.1 Adenylylierung zwingt Rabl in die aktive Konf  ormation

Die thermische Stabilitdt von Rabl wurde, wie in Kapitel 3.2.4 gezeigt, durch die Adenylylie-
rung signifikant erhéht. Dies kdnnte das Resultat einer konformationellen Veranderung sein.
In diesem Kapitel sollte deshalb der Einfluss der Adenylylierung von Rabl auf die Struktur der
GTPase analysiert werden. Dazu wurde Rab1 praparativ modifiziert, in unterschiedliche Nuk-
leotidzustande versetzt und tiber NMR-Spektroskopie untersucht. Die Uberlagerung der *H'°N-
HSQC-Spektren von Rab1l:GTP und AMP-Rab1l:GTP in Abbildung 3-20 in Kombination mit
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den auf die Kristallstruktur geplotteten CSPs zeigt, dass es zwischen beiden Proteinen nur
geringe Veradnderungen gibt, die in der die Modifikation umgebenden Region auftreten. Die
Modifikation scheint im GTP-gebundenen Zustand also zu keiner gré3eren konformationellen
Anderung zu fiihren. Sowohl die adenylylierte als auch die unadenylylierte GTP-gebundene
Form von Rablb scheinen sich im aktiven Zustand zu befinden. Im Gegensatz hierzu sind im
Vergleichsspektrum von Rab1:GDP zu Rab1:GTP deutliche Veranderungen zu erkennen. Auf
die Struktur geplottet ergeben sich vor allem konformationelle Veranderungen im Bereich der
Helices al und a3, dem zentralen B-Faltblatt sowie der Switch |- und Switch II-Regionen und
deren Umgebungen. Dies ist ein zu erwartendes Ergebnis, da die Konformationen der Switch-
Regionen sich im GDP- und GTP-Zustand unterscheiden. Dieses Schalten vom aktiven in den
inaktiven Zustand kann als Referenz fiir den Ubergang zwischen zwei konformationellen Zu-
standen betrachtet werden. Bei vergleichender Betrachtung der Spektren von AMP-Rab1:GTP
und AMP-Rabl1:GDP fallt auf, dass fast alle Signale identisch sind. Dies legt die Vermutung
nahe, dass die Adenylylierung verhindert, dass der GDP-gebundene Zustand in die inaktive

Konformation wechselt und AMP-Rab1:GDP somit in die aktive Konformation gezwungen wird.

Eine Bestatigung dieser Hypothese liefert auch der Vergleich der Spektren AMP-Rab1:GDP
und Rabl1:GDP. Hier ist, fast identisch mit dem Vergleich von Rab1:GDP zu Rab1:GTP, das
Wechseln vom aktiven in den inaktiven Zustand deutlich zu erkennen. Von den Plots der CSPs
auf die Kristallstruktur sind wieder hohe Werte in den Umgebungen der Switch-Regionen und
Helices al und a3 abzulesen. Die Abspaltung des AMP Restes im GDP-Zustand fiihrt also zur

Inaktivierung der GTPase.

Die Adenylylierung von Rab1 fuhrt somit zur Stabilisierung im aktiven Zustand und liefert damit

eine neue, zusatzliche Regulationsebene des Aktivitdtszustandes kleiner GTPasen.
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Abbildung 3-20: Konformationelle Effekte der Adenylylierung auf Rab1b charakterisiert durch NMR-Spektroskopie.
Uberlagerungen der *H'*N-HSQC-Spektren von unmodifiziertem/ modifiziertem und GDP/GTP gebundenem Rab1.
CSPs wurden auf die Kristallstruktur von Rab1-AMP (PDB ID:3nkv) geplottet. In der mittleren Spalte sind die Akti-
vitdtszustande der GTPasen dargestellt (griin: aktiv; rot: inaktiv).
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3.3.2 Die Stacking Interaktion mit F45 ist nicht fi  r die Stabilisierung von Rabl

verantwortlich

Uber die molekulare Grundlage der Stabilisierung von Rab1l durch Adenylylierung gibt es mo-
mentan keine gesicherten Erkenntnisse. In dieser Arbeit wurde eine Hypothese untersucht,
nach der die Stacking-Interaktion zwischen dem Phenylalanin 45 von Rabl und dem Adeno-
sin-Ring von AMP zur aktiven Konformation fuhrt, da diese intramolekulare Interaktion in Kris-
tallstrukturanalysen beobachtet worden ist. Um diese Vermutung zu Uberprifen, wurden NMR-
Messungen mit einer Rab1l Mutante durchgefiihrt, bei der das Phenylalanin 45 zu Alanin mu-
tiert wurde. Bei Uberlagerung der *H*®N-HSQC-Spektren von AMP-Rablb F45A:GTP und
AMP-Rab1bF45A:GDP in Abbildung 3-21 wird deutlich, dass auch hier beide Spektren iden-
tisch sind. Bei Abspaltung des AMPs im GDP-Zustand verschieben sich wiederum viele Sig-
nale, was fur einen Wechsel des Aktivitatszustandes spricht.

AMP-Rab1b_,,:GTP
AMP-Rab1b_,,:GDP

F45A°

AMP-Rab1b_,,,:GDP

Rab1b_,_,:GDP

F45A

Abbildung 3-21: Konformationelle Effekte der Adenylylierung auf Rablb F45A charakterisiert durch NMR-Spektro-
skopie. Uberlagerungen der *H'SN-HSQC-Spektren von modifiziertem/ unmodifiziertem Rablb F45A GDP/GTP.
Die Stacking Interaktion wurde in der Kristallstruktur von Rab1b-AMP dargestellt (rechts).

Es ergeben sich also fir die Mutante keine Unterschiede zum Wildtyp Rablb Protein in Abbil-

dung 3-20. Dies zeigt, dass auch wenn keine Stacking Interaktion zwischen F45 und Adenosin
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vorhanden ist, AMP-Rab1:GDP in die aktive Konformation gezwungen wird. Die Stacking-In-

teraktion ist also nicht die Grundlage fur den beobachteten Stabilisierungseffekt.

3.3.3 Mutation von Tyrosin 77 zu Glutamat hat globa
Rabl Struktur

le Auswirkungen auf die

Auch die negative Ladung, die mit der Adenylylierung an Position 77 eingebracht wird, kénnte
zu einer Stabilisierung der Konformation flihren. Eine Phosphorylierung an dieser Stelle konnte
Auskunft Gber solch einen Effekt geben. Mit den uns verfigbaren Methoden war es allerdings
nicht moglich, Rabl an Tyr77 zu phosphorylieren bzw. artifiziell eine Phosphatgruppe einzu-
bringen. Alternativ wurde daher in Rabl eine Mutation von Tyr77 zu Glutamat eingefuihrt und
das mutierte Protein Gber NMR-Spektroskopie untersucht. Der Aminosaureaustausch liefert
ebenfalls eine negative Ladung an Position 77. Allerdings mussen auch die Auswirkungen des

Aminosaureaustausches auf die Proteinkonformation bericksichtigt und analysiert werden.
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Abbildung 3-22: Die Mutation von Tyr77 zu Glutamat hat grof3e Auswirkungen auf die Proteinstruktur von Rabl.
1H-15N-HSQC NMR-Spektren von Rablb Y77E GDP und GTP wurden mit Spektren von Rabl GDP/GTP uberla-
gert.

In Abbildung 3-22 sind in beiden Vergleichsspektren zwischen Rabl und Rabl Y77E chemi-

sche Verschiebungen zwischen den Peaks zu erkennen.

Gerade die groRen Anderungen in den GTP-Spektren lassen darauf schlieRen, dass die Ein-
fuhrung der Mutation die Proteinkonformation signifikant verandert. Eine Analyse der Auswir-
kung der negativen Ladung ist somit nicht moglich, da die Effekte nicht voneinander unter-
scheidbar sind. Da der Aminosaureaustausch an der Position 77 einen so grof3en Einfluss auf
die Konformation zu haben scheint, ist es von essentiellem Interesse, ob dieses veranderte
Protein noch mit Effektorproteinen binden kann. Dies wird in folgendem Kapitel genauer un-
tersucht.
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3.3.3.1 Die Effektorbindung wird durch die Mutation von Y77 zu Glutamat nicht beein-
trachtigt

Die Mutation von Y77 zu Glutamat fuhrt zu signifikanten Veradnderungen der Proteinkonforma-
tion. Deshalb ist es von grof3em Interesse, ob dieses mutierte Protein noch mit Effektorprotei-
nen wechselwirken kann. Die Interaktion zwischen Rab Protein und Interaktionspartner wurde
Uber analytische Gelfiltration getestet. Die Komplexbildung wurde sowohl mit dem Legionellen-
GEF DrrA, als auch mit dem Legionelleneffektor LidA analysiert. Hierzu wurden 150 pg DrrA
in Gegenwart von 10 mM EDTA fir 2 h mit 100 ug Rabl1 bzw. 200 ug LidA mit 75 pug Rabl
inkubiert und anschlie3end Uber eine Superdex 75 10/300 GL Saule (GE) an einer HPLC auf-

getrennt.
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Abbildung 3-23: Komplexbildung von Rab1lb Q67A Y77E mit DrrA 340-533 bzw. LidA. a) Interaktion von Rab1Q67A
bzw. Q67AY77E mit DrrA GEF. b) Interaktion von Rab1Q67A bzw. Q67AY77E mit LidA. Gelfiltrationslaufe wurden
auf einer Superdex 75 10/300 GL Saule mit einer Flussrate von 0,5 ml/min ausgefiihrt. Proteine in den Fraktionen
wurden Giber SDS-PAGE mit Hilfe von kolloidaler Coomassiefarbung visualisiert.

Die Gelfiltrationslaufe zeigen, dass die Rablb Tyr77 zu Glutamat Mutante ebenso wie Rablb
Komplexe mit DrrA-GEF (a) und LidA (b) bilden kann. Im Elutionsprofil der Komplexmischung
(grau) in Abbildung 3-23 a) ist ein Peak bei einer Elutionszeit von ca. 25 Minuten zu sehen,
dieser entspricht dem Komplex zwischen Rabl und DrrA. Freies Rablb und DrrA eluiert auf-

grund des fast identischen Molekulargewichts gleichzeitig bei ca. 28 Minuten von der Saule.
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Im zugehorigen SDS Gel sind die Banden fir DrrA und Rab1l in den Fraktionen 24 bis 29 zu
erkennen. Im Elutionsprofil der Komplexbildung (grau) von RablbQ67A bzw. Rablb
Q67AY77E mit LidA (b) liegt das Peakmaximum bei einer Elutionszeit von ca. 22 Minuten. In
den Fraktionen von 20-24 Minuten sind die Proteine LidA bei ca. 45 kDa und Rab1b bei ca. 20
kDa im Gelbild zu erkennen. Freies LidA eluiert nur leicht zu h6heren Elutionszeiten verscho-
ben von der Saule (---), wohingegen Rab1b im Vergleichslauf bei ca. 28 Minuten von der Saule
eluiert (- - -). Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Mutation von Tyr77 zu Glutamat
die Bindung von Rablb an DrrA-GEF und LidA nicht beeinflusst.

3.3.4 Die Phosphocholinierung hat keinen Einfluss a  uf den Rab1l Aktivitatszu-

stand

In Kapitel 3.3.1 wurde gezeigt, dass die Adenylylierung Rab1l in der aktiven Konformation sta-
bilisiert. Deshalb ist es von Interesse, ob auch eine Phosphocholingruppe in der Switch II-
Region zu einer Stabilisierung der GDP-gebundenen Rabl Form fihrt. Die Phosphocholinie-
rung erfolgt am dem Tyr77 benachbarten Aminoséaurerest Ser76. Zur Analyse dieser Frage-
stellung wurde Rabl préparativ phosphocholiniert und in unterschiedliche Nukleotidzustande
versetzt. NMR-Experimente zeigen, dass die PCylierung von Rab1:GTP, wie auch schon fur
die Adenylylierung beobachtet, zur Verschiebung einzelner Signale (Abbildung 3-24) fihrt.
Konformationelle Anderungen scheinen nicht die Folge der Modifikation zu sein. Beim Uber-
gang von PC-Rab1:GTP zu PC-Rab1:GDP ist die Anzahl und Art der Verschiebung von Sig-
nalen @hnlich wie beim Ubergang von Rab1:GTP zu Rab1:GDP. Es sind vor allem groRe Un-
terschiede der Signale in Helices al und a3, dem zentralen B-Faltblatt und der Switch I- und
Switch lI-Regionen zu beobachten. Es scheint also ebenso wie beim unmaodifizierten Protein
ein Schalten vom aktiven in den inaktiven Zustand stattzufinden. Bei Uberlagerung der Spek-
tren PC-Rabl1:GDP mit Rab1:GDP sind nur sehr kleine Signalverschiebungen zu sehen. Dies
erklart sich daraus, dass sich beide Proteinzustande in der inaktiven Konformation befinden.
Die Phosphocholinierung von Rabl fihrt also zu keiner Veranderung des Aktivitatszustandes
der kleinen GTPase. Der Ubergang zwischen konformationellen Zustanden geht ebenso wie

im unmodifizierten Protein vonstatten.
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Abbildung 3-24: Konformationelle Effekte der Phosphocholinierung auf Rabl charakterisiert durch NMR-Spektro-
skopie. Uberlagerungen der *HSN-HSQC-Spektren von unmodifiziertem/ modifiziertem und GDP/GTP gebunde-
nem Rabl. CSPs wurden auf die Kristallstruktur von Rab1-AMP (PDB:3nkv) geplottet. In der mittleren Spalte sind

die Aktivitdtszustédnde der GTPasen dargestellt (grun: aktiv; rot: inaktiv).
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3.3.5 Adenylylierung von Cdc42 an Tyrosin 32 und Th  reonin 35 fuhrt zu einer

intermediaren Konformation

Die Adenylylierung von Cdc42 durch VopS und IbpA findet im Unterschied zu Rablb in der
Switch I-Region statt. Die modifizierten Aminosaurereste Tyr32 und Thr35 sind in die Bindung
mit dem Nukleotid involviert. So interagiert Tyr32 mit dem y-Phosphat von GTP und Thr35 ist
fur die Koordination eines essentiellen Magnesiumions zustandig. Es ist deshalb von grofzem
Interesse, auch den Einfluss der Adenylylierung von Cdc42 auf die Konformation der kleinen
GTPase zu analysieren. Hierzu wurde Cdc42 durch VopS oder IbpA praparativ modifiziert, in
unterschiedliche Nukleotidzustande versetzt und Uber NMR-Spektroskopie analysiert. Der
Vergleich der Spektren von Cdc42:GTP mit AMP-Cdc42:GTP in Abbildung 3-25 zeigt einige
deutliche Verschiebungen von Signalen. Das Ausmalf der Verdnderungen erscheint ungeféahr
gleich mit dem Vergleich der Spektren beim Wechsel von Cdc42:GTP zu Cdc42:GDP. Es sind
vor allem Verschiebungen der Resonanzen in Helix a1, a3, nahe der Nukleotidbindungsregion

und in Switch Il zu beobachten.

Der Unterschied zwischen den Spektren von adenylyliertem GDP- bzw. GTP-gebundenen
Cdc42 ist ebenfalls deutlich. Adenylyliertes Cdc42 unterscheidet sich also konformationell so-
wohl im GDP- als auch im GTP-Zustand von unmodifiziertem Cdc42. Beim Ubergang von
AMP-Cdc42:GDP zu Cdc42:GDP zeigen sich geringere Verschiebungen im Spektrum als bei
der Adenylylierung von Cdc42:GTP. Veranderungen sind hier vor allem in Helix al und Switch
Il zu beobachten. Die AMP-gebundene Form von Cdc42 im GDP-Zustand &hnelt also eher der
inaktiven Form als die adenylylierte GTP-gebundene Form dem aktiven Zustand. Da aber bei
beiden Vergleichsspektren verschobene Resonanzen beobachtet werden konnen, kann keine
klare Aussage Uber Aktivitatszustande der modifizierten Proteine getroffen werden. Aufgrund
der Unterschiede zum unmodifizierten Protein kann davon ausgegangen werden, dass sich

die adenylylierten Proteine in einer intermediaren Konformation befinden.

Ob diese nun zu einer Aktivierung oder Deaktivierung der GTPase flihrt bleibt allerdings offen.
Fur am Threonin und am Tyrosin modifiziertes Cdc42 gelten, wie beim Vergleich von Abbil-

dung 3-25 und Abbildung 3-26 ersichtlich, die gleichen Prinzipien.
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Abbildung 3-25: Konformationelle Effekte der Adenylylierung von Thr35 auf Cdc42 charakterisiert durch NMR-
Spektroskopie. Uberlagerungen der HSN-HSQC-Spektren von unmodifiziertem/modifiziertem und GDP/GTP ge-
bundenem Cdc42. CSPs wurden auf die Kristallstruktur von Cdc42 (PDB:1an0) geplottet. In der mittleren Spalte
sind die Aktivitdtszustédnde der GTPasen dargestellt (griin: aktiv; rot: inaktiv; orange: intermediare Konformation).
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Abbildung 3-26: Konformationelle Effekte der Adenylylierung von Tyr32 auf Cdc42 charakterisiert durch NMR-
Spektroskopie. Uberlagerungen der H*N-HSQC-Spektren von unmodifiziertem/modifiziertem und GDP/GTP ge-
bundenem Cdc42. CSPs wurden auf die Kristallstruktur von Cdc42 (PDB:1an0) geplottet. In der mittleren Spalte
sind die Aktivitatszustéande der GTPasen dargestellt (griin: aktiv; rot: inaktiv; orange: intermediare Konformation).
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4 DISKUSSION UND AUSBLICK

In der abschlieRenden Diskussion werden die Ergebnisse dieser Arbeit in den Gesamtzusam-
menhang der relevanten Literatur eingeordnet. Dies soll dazu beitragen das Verstandnis der
Effekte posttranslationaler Modifikationen auf kleine GTPasen auf molekularer Ebene zu ver-
bessern. Zunachst sollen die Substratspezifitaten adenylylierender Enzyme und die Enzymak-
tivitaten gegenuber veranderten GTPasen diskutiert werden. Au3erdem werden die Auswir-
kungen von PTMs auf die intrinsischen Eigenschaften und die Konformation kleiner GTPasen
im Kontext der Literatur bewertet. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen genutzt werden, um
ein Modell zur zellularen Auswirkung der Adenylylierung wahrend der Legionelleninfektion zu
entwerfen. Ein abschlieRender Ausblick soll Mdglichkeiten fir zukinftige Forschungsansatze

im Bereich posttranslationaler Modifikationen kleiner GTPasen aufzeigen.
4.1 Substratspezifitaten adenylylierender Enzyme

Die adenylylierenden Enzyme VopS, IbpA und DrrA kdnnen zusatzlich zu ATP auch CTP,
GTP, UTP und dTTP als Nukleotidsubstrate verwenden [73, 74]. Fur DrrA wurde gezeigt, dass
die Aktivitat von CTP (60 %) tber GTP (15 %) zu UTP (10 %) hin abnimmt [73]. Fur IbpA und
VopS wurden keine kinetischen Analysen durchgefuihrt. Die Enzyme kdnnen die natirlichen
Nukleotide also alle verwenden, um kleine GTPasen zu modifizieren. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass auch Nukleotide mit einer Propargylgruppe am N® des Adenosins oder am O?
der Ribose noch Substrate fir alle drei Enzyme sind. Diese scheint also noch zu keinen steri-
schen Einschrankungen in der Nukleotidbindungsregion zu fuhren. Die Verwendung von Nuk-
leotiden mit groReren Modifikationen an den OH-Gruppen der Ribose und dem N der Adenin-
Base (FRET Nukleotide) unterscheidet sich allerdings zwischen den drei analysierten Enzy-
men deutlich. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass IbpA im Gegensatz zu VopS, das nur Mo-
difikationen am N° der Adenin-Base akzeptiert, auch Nukleotidanaloga mit einer Modifikation
an den Hydroxylgruppen der Ribose akzeptieren kann. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass
bei VopS Kontakte mit der Ribose des Nukleotids fir die Bindung wichtig, fur IbpA aber nicht

essentiell sind. DrrA kann keines der FRET Nukleotide umsetzen.

Die einzige geloste Kristallstruktur eines adenylylierenden Enzyms in Komplex mit seinem A-
denylylierungssubstrat ist die von IbpA mit adenylyliertem Cdc42. In dieser, in Abbildung 4-1
abgebildeten, Struktur erfahrt die Switch I-Region von Cdc42 Konformationsanderungen, die
die Bindung an ein B-Hairpin nahe des FIC Motivs von IbpA ermdéglichen. Die Switch I-Region
wird durch diese Interaktion so stabilisiert, dass das Tyr32 direkt in die aktive Tasche des FIC
Proteins ragt [61]. Das (A/G)NG Motiv bildet eine sogenannte Anionenhohle das zur Interak-

tion mit den Phosphaten des Nukleotids beitragt.
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B-hairpin

Abbildung 4-1: Ausschnitt der Komplexstruktur von IbpA H3717A (griin) mit adenylyliertem Cdc42 (grau) (PDB ID
4ITR). Die Switch-Regionen von Cdc42 sind in blau, das FIC Motiv in gelb dargestellt.
AuRerdem sind eine hydrophobe Adenosinbindungstasche und das die Ribose koordinierende

Arginin in die Bindung des Nukleotids involviert [122].

IbpA und VopS teilen mindestens zwei Eigenschaften beziglich ihrer Substratbindung und
Aktivitat. Die zuséatzliche Bindung von IbpA an die Switch II-Region von Cdc42 wird durch die
sogenannte Armregion von IbpA vermittelt (1le3535, Pro3536, Thr3539, Met3543, Phe3549,
lle3552, Leu3553, Gly3556, Ala3557 and Val3560). Auch die Kristallstruktur von VopS zeigt
ein ahnliches Segment, weshalb vermutet wird, dass bei beiden Enzymen die Erkennung des
GTPase-Substrats Uber die Switch II-Region mit der Armdoméane des Enzyms vermittelt wird
[61]. Die Aktivitat der meisten FIC Proteine wird aul3erdem durch ein inhibitorisches Glutamat
in einer N- oder C-terminalen Helix reguliert. IbpA und VopS gehdren zu einer Gruppe von FIC
Proteinen, bei denen diese regulatorische Helix fehlt. Dies lasst vermuten, dass in beiden Fal-

len ein anderer Regulationsmechanismus vorliegt [123].

Die Diversitat der Reaktionen die durch FIC Proteine katalysiert werden, ist auch dadurch grof3,
dass auch andere Orientierungen des Nukleotides in der Bindungstasche mdglich sind [122].
So wird bei der Phosphocholinierung von Rabl durch AnkX das CDP-Cholin Substrat in der
Nukleotidbindungstasche so orientiert, dass Phosphocholin und nicht das Nukleotid-Phosphat
Ubertragen wird [124]. Auch das FIC Protein Doc invertiert das Nukleotidsubstrat ATP, um eine
Phosphorylierung anstatt einer Adenylylierung zu erreichen [125]. Diese groRere Flexibilitat
kénnte erklaren, warum viele der Nukleotidanaloga (v.a. FRET Nukleotide) von VopS und IbpA

umgesetzt werden kénnen, DrrA diese aber nicht verwenden kann.

Fur die DrrA-Adenylyltransferase gibt es keine Komplexstruktur mit Rabl und ATP. Es wurde
allerdings gezeigt, dass ATP nicht an DrrA allein, sondern an den Komplex aus Rab1 und DrrA
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bindet [71]. Dies konnte die Spezifitat fur die Nukleotidbindung durch sterische Hinderung oder

die fehlende Ausbildung zusatzlicher Kontakte bei artifiziellen Nukleotiden erh6hen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die untersuchten FIC-Proteine ein grof3eres
Nukleotidsubstratspektrum haben, als das zu den DNA-B-Polymerase-ahnliche Nukleo-
tidyltransferasen gehdrende DrrA. Allerdings unterscheiden sich interessanterweise auch die
akzeptierten Nukleotidsubstrate von adenylylierenden FIC-Proteinen deutlich. Dies sollte bei
der Planung von Experimenten mit artifiziellen Nukleotiden bertcksichtigt werden. Die hier ge-
testeten Nukleotide kénnten einen ersten Anhaltspunkt flr die generelle Nukleotid-Verwend-

barkeit durch die adenylylierenden Enzyme geben.
4.2 Enzymaktivitaten

Rabl interagiert mit einer Vielzahl von bakteriellen Proteinen. Das Verstandnis dieser Interak-
tionen ist aufgrund fehlender Komplexstrukturen teilweise unvollstandig. In dieser Arbeit sollte
die Bindung der Effektoren mit Switch Il von Rabl genauer analysiert werden. Zu diesem
Zweck wurde die Aktivitat interagierender Enzyme fur Rabl Aminoséureaustauschmutanten
untersucht. In diesem Kapitel sollen die hierdurch erhaltenen, neuen Erkenntnisse in die schon

bekannte relevante Literatur eingeordnet werden.

Fur die GEF-Doméne von DrrA zeigt sich eine signifikant verminderte Nukleotidaustauschak-
tivitat fur die Rabl Mutanten T74A, R79A, sowie Y77A und 173A. Die Komplexstruktur von
Rabl und der DrrA GEF-Domane wurde geldst und zeigt, dass die erste Bindungsstelle die
Switch II-Region und den p-loop umfasst. Direkte und wasservermittelte Kontakte bewerkstel-
ligen die Bindung zu DrrA. Die zweite Bindungsstelle wird durch die Switch I-Schleife von Rabl
ausgebildet. FUr R79 ist hier eine polare Bindung zu einem Aspartat bzw. Arginin von DrrA
beschrieben. Y77 bildet eine hydrophobe Interaktion zu einem Tryptophanrest von DrrA aus
[40]. Die verminderte Aktivitat von DrrA zu den beiden Mutanten R79A und Y77A kommt also
vermutlich durch die Stérung dieser Interaktionen zu Stande. T74 und 173 bilden keine direkten
Kontakte zu DrrA aus. Mdglicherweise fuihren diese Mutationen zu kleinen konformationellen
Veranderungen in der Switch lI-Region, die zur verminderten Aktivitat von DrrA fur Rabl fuh-

ren.

Die DrrA-Adenylylierungsaktivitat ist fir die Rab1l-Mutanten I73A, R79A, sowie Y78A signifi-
kant reduziert. Da die Adenylylierung an Y77 stattfindet, ist es gut vorstellbar, dass nahe be-
nachbarte Aminoséaurereste wie Y78A und R79A fir die Bindung wichtig sind. Die hochkon-
servierten Aminosauren der Switch II-Region bei von DrrA adenylylierten RabGTPasen sind
T74, Y77, Y78 und R79. Die anderen Aminosaurereste des Switch II-Peptids sind in Bezug

auf die Adenylylierungsaktivitat eher variabel. Das Isoleucin an Position 73 scheint auch durch
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Valin oder Leucin ersetzbar zu sein [53]. Wie bereits erwahnt, gibt es keine Komplexstruktur
fur die DrrA-Adenylylierungsdoméne und Rabl, es wurde jedoch ein Modell vorgeschlagen,
bei dem die Bindungsart fir die GEF Domane und die Adenylylierungsdoméane sich deutlich

unterscheiden [73].

Die Deadenylylierung von Rab1-AMP wahrend der Infektion mit L. pneumophila wird durch
das Protein SidD katalysiert. Die SidD Deadenylylierungsaktivitat wird durch die Mutation von
Y78 und R79 von Rabl signifikant reduziert. Diese folgen in der Aminosauresequenz direkt
auf das adenylylierte Y77. Die Kristallisation eines Komplexes von SidD mit Rabl war bisher
nicht erfolgreich, allerdings wurde eine Komplexstruktur Uber ein Docking-Experiment model-
liert [126]. Hierbei ist R79 in Wasserstoffbriickenbindungen mit SidD Resten involviert. Auch
Thr 72 und lle 73, sowie Ser 75 und 76 in Switch Il scheinen in dem Modell Interaktionen mit
SidD auszubilden. Fir die entsprechenden Rab1 Mutanten konnte allerdings kein signifikanter
Effekt auf die SidD Aktivitat gezeigt werden. Switch Il-Aminoséauren, die N-terminal von Y77
liegen, scheinen also fur die SidD-Aktivitat nicht von essentieller Bedeutung zu sein. Dies
wurde einer Substraterkennung tber die Peptidsequenz widersprechen. Die Deadenylylierung
eines adenylylierten Switch II-Peptids (Kapitel 3.1.3) ist im Vergleich zur Demodifikation von
Rabl-AMP sehr ineffizient. Nur die Erkennung der Aminosauresequenz in Switch Il scheint
also fur eine effektive Demodifikationsreaktion nicht ausreichend zu sein. Auch Kontakte au-
Rerhalb der Switch II-Region, wie sie auch im Dockingmodell vorgeschlagen werden, kénnten

fur die effektive Deadenylylierung in vivo wichtig sein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass einige Ergebnisse von Docking und Molekulardy-
namikstudien zu den Interaktionen zwischen Enzym und GTPase, sowie aus Sequenzverglei-
chen der GTPasen, in den Experimenten dieser Arbeit bestéatigt und erweitert werden konnten.
Um ein vollstéandiges Bild Uber die Bindung und den Mechanismus der Enzyme zu bekommen,
ist es allerdings weiterhin erstrebenswert, die Kristallstrukturen der GTPase-Enzym-Komplexe

Zu l6sen.

4.3 Auswirkungen von PTMs auf intrinsische Eigensch aften kleiner
GTPasen

Die Adenylylierung und Phosphocholinierung kleiner GTPasen wurden erst in den letzten zehn
Jahren entdeckt [53, 58, 60]. Ihre molekularen Konsequenzen sind deswegen relativ wenig
untersucht. Da die Adenylylierung und Phosphocholinierung von Rabl und Cdc42 in den fir
die Effektorbindung essentiellen Switch-Regionen erfolgen, sind ihre Konsequenzen jedoch
von grofRer Bedeutung. Bei Cdc42 erfolgt die Adenylylierung in der Switch I-Region, die an der
Bindung des Nukleotids beteiligt ist. Das von IbpA adenylylierte Tyr32 ist in die Bindung mit
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dem y-Phosphat von GTP involviert und Thr35 ist fur die Koordination eines essentiellen Mag-
nesiumions zustandig. Bei p21 (Ras) zeigt die Seitenkette von Thr35 in der GDP-gebundenen
Konformation der GTPase vom Nukleotid weg, wahrend es in der GTP-gebundenen Struktur
direkt mit dem Magnesiumion und dem y-Phosphat von GTP interagiert [127]. Thr35 ist somit
fur die hochaffine Bindung an das y-Phosphat von GTP von Bedeutung, diese Interaktionen
werden bei GTP Hydrolyse aufgelost. Mg?* bindet GTP Uber dessen B- und y-Phosphat Sau-
erstoffatome, wahrend GDP wesentlich schwacher gebunden wird [128]. Auch Tyr32 ist in der
Kristallstruktur von Cdc42:GDP vom Nukleotid abgewandt und scheint keine Interaktionen ein-
zugehen (PDB ID: 1ANO). Wahrend der GTP Hydrolyse scheint das Magnesiumion die Switch
I-Effektorschleife an Tyr32 zu stabilisieren, was das Mg?* und das y-Phosphat optimal fiir die
Hydrolysereaktion positioniert [129]. Bei Ras wird eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen
Tyr32 und Tyr40 im Komplex mit GDP-PC aufgeldst, fuhrt zu einem Herausschwingen der Tyr-
Seitenkette und einer teilweisen Deckelung der Nukleotidbindungstasche. Das y-Phosphat ist
dabei durch eine kleine Offnung zugéanglich [9]. Diese Stabilisierung von spezifischen Zustan-
den konnte zu der hohen Affinitat fir das Nukleotid beitragen. Die Affinitat von Ras fur GDP
betragt ungefahr 10 pM [6].

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Adenylylierung in Switch | Einfluss auf die
Nukleotidbindungseigenschaften wie die intrinsische Nukleotidhydrolyse und -austauschrate
hat. Die intrinsische Hydrolyserate kleiner GTPasen ist generell sehr langsam (fir Cdc42
3,3-10* st). Fur die am Thr35 und Tyr32 adenylylierten Proteine konnte eine um 40 % bzw.
75 % verminderte Hydrolyserate ermittelt werden. Die Adenylylierung scheint also den aktiven
Zustand der GTPase zu verlangern. Fir die Modifikation von Rabl an Ser76 und Tyr77 wurde
in friheren Arbeiten kein Einfluss auf die intrinsische Nukleotidhydrolyserate und intrinsische
Nukleotidaustauschraten festgestellt [57, 73]. Diese Modifikationen erfolgen allerdings auch in
der Switch II-Region und die modifizierten Aminoséurereste sind nicht direkt in die Bindung mit
dem Nukleotid involviert. Auch bei der hier analysierten intrinsischen Nukleotidaustauschrate
von adenylyliertem Cdc42 zeigten sich Effekte. So wurde die Freisetzungsrate von mantGDP
in beiden Fallen verlangsamt, wahrend die Freisetzung von mantGTP schneller erfolgte. Die
schnellere Freisetzung von mantGTP bei am Tyrosin adenylyliertem Cdc42 koénnte durch die
geschwachte Bindung an das y-Phosphat von GTP erklart werden. Da die Nukleotidhydrolyse
und Freisetzung durch kleine GTPasen auf einer so langsamen Zeitskala ablauft, sind um
einen physiologisch relevanten Effekt zu erreichen GEFs und GAPs notwendig [130, 131].
Deshalb sind die hier beobachteten Veranderungen der Nukleotidhydrolyse und Nukleotidbin-
dungseigenschaften wahrscheinlich physiologisch nicht von Bedeutung. Ein gré3erer Effekt
kdnnte also erreicht werden, wenn die Modifikation die Interaktion mit GEFs oder GAPs be-

eintrachtigt. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Modifikation am Tyr32 von Cdc42 den
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Nukleotidaustausch durch das GEF Dock9 verlangsamt und bei einer Modifikation am Thr35
kein Austausch mehr stattfindet. Die Komplexstruktur aus nukleotidfreiem Cdc42 und Dock9
wurde geldst und ist in Abbildung 4-2 dargestellt. Wenn Cdc42 im Komplex mit Dock9 vorliegt,
verandert sich der Switch I-Bereich konformationell so, dass die Nukleotidbindungsregion frei
zugéanglich wird. Thr35 ist darin in unmittelbarer Nahe zu einem Nukleotidsensor des GEFs,
der zur Freisetzung von GDP beitragt [130]. Die Adenylylierung von Cdc42 an Thr35 kdnnte
durch sterische Beeintrachtigung die Freisetzung von GDP wéahrend des Nukleotidaustauschs

verhindern.

Abbildung 4-2: Komplexstruktur von Cdc42 mit Dock9. Die Switch-Regionen sind blau markiert. PDB ID 2WM9
[130]. Der Nukleotidsensor tragt zur Freisetzung von GDP bei.

Cdc42 wirde somit im inaktiven Zustand verbleiben. Es wurde gezeigt, dass die Adenylylie-
rung durch VopS die Effektorbindung und Signalweiterleitung verhindert, somit die Aktinas-
semblierung unterbindet und zu Zellrundung fiihrt [60]. Die beobachtete Inaktivierung der Rho-
GTPasen konnte also auf die fehlende oder verringerte Nukleotidaustauschaktivitat von GEFs

zuruckgehen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Adenylylierung von Cdc42 wahrscheinlich
eher einen physiologisch relevanten Effekt auf die Effektorbindung als auf intrinsische Nukle-
otidbindungseigenschaften hat. Auch die Analyse der Interaktion von adenylyliertem Cdc42
mit Cdc42GAP ware zukilnftig interessant. Das GAP bildet einen direkten Kontakt mit Tyr32,
aber nicht mit Thr35 aus [132].
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4.4 Auswirkungen von PTMs auf die Struktur kleiner GTPasen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Adenylylierung von Rabl und Cdc42 deren
dreidimensionale Faltung signifikant stabilisiert. Diese Erkenntnis weist darauf hin, dass die
Adenylylierung die Konformation der kleinen GTPasen beeinflusst. Um dies zu analysieren,
wurden im Rahmen dieser Arbeit NMR-basierte Experimente mit modifizierten/unmaodifizierten
GTPasen durchgefuhrt. Interessanterweise zeigte sich, dass die Adenylylierung von Rab1l die
GTPase im GDP-Zustand in der aktiven Konformation stabilisiert. Erst nach Deadenylylierung
durch SidD wird Rabl wieder in den inaktiven Zustand Uberfiihrt. Diese Ergebnisse decken
sich mit der kirzlich, mit einem unserer Kooperationspartner, veroffentlichten molekulardyna-
mischen Analyse dieser Fragestellung. Hier wird vermutet, dass elektrostatische Wechselwir-
kungen aufgrund der zusatzlichen, durch die Modifikation eingebrachten negativen Ladung in
Switch Il zu der Stabilisierung beitragen [121]. Die Stacking Interaktion zwischen Phe45 und
der Adenosin Base, die als moglicher Stabilisierungsmechanismus in Betracht gezogen wurde,
konnte in dieser Arbeit als Grundlage der Stabilisierung ausgeschlossen werden. In NMR-Ex-
perimenten konnte gezeigt werden, dass die Mutation des Phenylyalanins zu Alanin nicht zur
Verhinderung der Stabilisierung fiihrt. Die Hypothese der Stabilisierung durch die negative La-
dung am Tyrosin ist experimentell nicht einfach zu tUberprifen. Wir testeten eine phosphomi-
metische Mutante, bei der eine negative Ladung an der Position 77 eingefiihrt wurde. Diese
wurde aber durch die Mutation in ihrer Struktur beeintrachtigt. Deshalb konnten keine Rick-

schllisse Uber eine Stabilisierung getroffen werden.

Fur den Fall von Rabl zeigt sich also, dass durch die Anbringung von PTMs eine neue, zu-
satzliche Regulation des Aktivitdtszustandes kleiner GTPasen erfolgen kann. Wie in Abbildung
4-3 dargestellt, betrifft die Stabilisierung durch Adenylylierung nicht nur die Switch I, sondern

auch die Switch I-Region und andere Regionen der GTPase.
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Abbildung 4-3: Unterschiede in den chemischen Verschiebungen zwischen AMP-Rab1b:GDP und Rab1b:GDP ge-
plottet auf die Kristallstruktur. Die Adenylylierung von Rab1l in Switch Il flhrt auch zu konformationellen Verande-
rungen in Switch I. Intensitat der Rottdne steht fiir Héhe der CSPs.
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Es waére also moglich, dass auch die Bindung mit Effektoren, die nur an Switch | binden, durch
die Modifikation gesteuert wird. In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass die Modifikation mit
AMP eine Bindung zu dem Effektorprotein Micall verhindert, der Effektor LidA Rab1-AMP al-
lerdings noch binden kann [53]. Die verhinderte Bindung von Micall ist vermutlich auf sterische
Konflikte mit der AMP Gruppe zurtickzufiihren. Bei der Modifikation von Rab1-GTP mit AMP
sind nur sehr kleine Veranderungen in der Uberlagerung der NMR-Spektren zu sehen, diese
gehen vermutlich allein auf die veranderte chemische Umgebung durch das AMP und nicht
auf konformationelle Veranderungen zuriick. Die Bindung von Mical wird also nicht durch ver-

anderte Strukturen der Switch-Regionen verhindert.

Fur Rabl sind Effektoren, die nicht an Switch Il binden, bislang nicht bekannt, es wurde aller-
dings eine simultane Interaktion fir die GTPase Rabl1l mit zwei Effektorproteinen beschrie-
ben. In dieser, in Abbildung 4-4 dargestellten Komplexstruktur, macht Rab11 zu PI4KIIIB einen
einzigen Kontakt in Switch | und keinen in Switch Il. Die Kinase bildet auRerdem Kontakte zu
GTP aus. Die Switch II-Region steht somit zur Bindung mit FIP3-RBD zur Verfligung und es

kann ein ternarer Komplex gebildet werden [133].

Diese Art von Effektor konnte also auch mit der GTPase im adenylylierten GDP-gebundenen
Zustand interagieren. Dies wirde zu einer Veranderung der Effektor-Interaktionsnetzwerke in
der Zelle fihren. Rabl1 wurde folglich bei einer Infektion mit Legionella pneumophila mit ande-

ren Effektorproteinen interagieren als in der nicht infizierten Zelle.

Abbildung 4-4: Kristallstruktur des terndren Komplexes aus Rab11, Pi4KllI und FIP3-RBD. Pi4KIIIB bildet einen
Kontakt zu Switch | von Rabl11 aus und lasst Switch Il fir die Bindung mit FIP3 verfligbar. Adaptiert nach [133].
PDB ID 4DOM.

Die Stabilisierung im aktiven Zustand wurde nicht flr die Phosphocholinierung von Rabl und

fur die Adenylylierung von Cdc42 beobachtet. Cdc42 scheint durch die Adenylylierung an
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Tyr32 und Thr35 in eine intermediare Konformation versetzt zu werden. Diese ist weder gleich
dem GDP- noch dem GTP-Zustand. Adenylyliertes Cdc42 interagiert in vivo nicht mehr mit
Effektorproteinen [60, 63]. Dies scheint allerdings auf die fehlende Aktivierung zurtickzufihren
zu sein. In vitro wurde nicht getestet, ob adenylyliertes Cdc42 mit PAK interagiert. Die Interak-
tion zwischen PAK und Cdc42 erfolgt tiber die Switch | und Switch 11-Regionen [134]. Deshalb
ist es gut mdglich, dass auch im aktiven adenylylierten Zustand keine Interaktion aufgrund
sterischer Hinderung stattfindet. Um den Einfluss der Konformation der Switch-Regionen im
adenylylierten Zustand auf die Effektorbindung zu analysieren, musste ein Effektor untersucht
werden, der durch das adenylylierte Tyrosin oder Threonin nicht sterisch in seiner Bindung

inhibiert wird.

Die Studien von Geyer et al. [135] und Vetter et al. [136] untersuchen die Glukosylierung von
Ras durch ein Toxin von Clostridium sordellii an Thr35 unter Zuhilfenahme von 3P und H
NMR-Spektroskopie bzw. Rontgenkristallographie. Vetter et al. zeigen, dass die Anbringung
der Glucose die Bildung der GTP-Konformation des Effektor-Loops aufgrund sterischer Ein-
schrankungen verhindert und somit die Interaktion mit Ras Effektorproteinen inhibiert. In dieser
ungeordneten, offenen Konformation ist Tyr32 vermutlich vom Nukleotid abgewandt und Thr35
nicht in die Koordination des Magnesiums involviert. Geyer et al. bestatigen dies und zeigen
fur die Glukosylierung des GDP-gebundenen Ras nur kleine Verdnderungen in der chemi-
schen Umgebung des aktiven Zentrums. Vergleichend mit der Adenylylierung von Cdc42 sind
in beiden Fallen die Veranderungen bei Modifikation im GDP-Zustand relativ gering. Bei Cdc42
sind allerdings die Konformationen der GTPase im adenylylierten GDP- und GTP-gebundenen
Zustand unterschiedlich. Dies lasst wie bereits erwéhnt auf mehrere intermediare Konformati-
onen schlie3en und nicht auf die Stabilisierung in einem Zustand. Auch widersprechen die
funktionierende Nukleotidhydrolyse und der funktionierende Nukleotidaustausch bei Cdc42 ei-

ner, wie bei glukosyliertem Ras, offenen Konformation.

Als weiterer Effekt der Adenylylierung und Phosphocholinierung kénnte auch die Blockierung
von Phosphorylierungsstellen eine Rolle spielen. Da diese Modifikationen potentiell auf die
gleichen Aminosauren zielen wie die Phosphorylierung, konnten Phosphorylierungsereignisse
inhibiert und somit Signalwege abgeschaltet werden. Fir Rabl und Cdc42 wird auf Phospho-
SitePlus eine Phosphorylierung am Tyr77 bzw. Tyr32 beschrieben [137]. Kurzlich wurde ge-
zeigt, dass membrangebundenes Rabl im GDP-Zustand durch die humane TAK1 an Thr72 in
Switch 1l phosphoryliert wird. Diese Phosphorylierung inhibiert die Interaktion mit GDI und ist
essentiell fur die Rabl Funktion. TAK1 wird durch Pathogene wéahrend der Infektion aktiviert
und ist in Signalwege zur Ausldsung von Entziindungen involviert. Levin et al. untersuchten

deshalb die Wechselwirkungen zwischen der Phosphorylierung von Rabl1 durch TAK1 und der
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Legionella Infektion. In AnkX/DrrA knockout HEK Zellen konnten erhdhte Levels an Phospho-
rylierung von Rabl1 nachgewiesen werden. Sie schlagen deshalb vor, dass die Phosphorylie-
rung von Rabl durch TAK1 wéahrend der Infektion teilweise durch die von L. pneumophila
Effektoren angebrachten Modifikationen auskompetitiert wird [93].

4.5 Modell zur zellularen Auswirkung der Adenylylie  rung

Das wichtigste Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die Adenylylierung von Rabl unabhangig vom
Nukleotidzustand zur Stabilisierung in der aktiven Konformation fuhrt. In Abbildung 4-5 soll nun
ein abschlieRendes Modell fur die zellularen Auswirkungen dieser Modifikation dargestellt wer-

den.
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Abbildung 4-5: Modell zur zellularen Auswirkung der Adenylylierung wahrend der Legionella Infektion im Vergleich
zur nicht-infizierten Zelle. Adenylyliertes Rabl interagiert mit anderen Effektorproteinen. Auch GDP-gebundenes
adenylyliertes Rab1 ist aktiv und kann interagieren.

So interagiert Rabl in der physiologischen Zelle mit zahlreichen Effektorproteinen um einen
zellularen Effekt zu erreichen. In der mit Legionella pneumophila infizierten Zelle wird Rab1l zu
bestimmten Zeitpunkten der Infektion adenylyliert. Der AMP-Rest in der Switch II-Region kann
zu sterischen Hinderungen fiihren und die Interaktion mit manchen Effektoren verhindern. Al-
lerdings sind die beiden Switch-Regionen nun sowohl im GDP- als auch im GTP-gebundenen
Zustand in der aktiven Konformation. Fir Effektorproteine, die durch die AMP Bindung nicht in

ihrem Zugang zur GTPase beschrankt werden, weil ihre Interaktion nur wenige bzw. keine
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Kontakte mit der Switch 1l1-Region aufweist, ware eine Interaktion mdglich. Die Adenylylierung
konnte also zu einem veranderten Effektorbindungsprofil von Rabl fitlhren und so zellulare
Funktionen verandern. Es wére also von grof3em Interesse, weitere Einblicke in den Einfluss
der Adenylylierung auf die Effektorbindung zu bekommen. Zukiinftige Experimente kénnten
durch die Durchfiihrung von Pulldowns mit menschlichem Zelllysat und modifizierten bzw. un-

modifizierten GTPasen Rickschlisse auf unterschiedliche Interaktionsprofile geben.

4.6 Ausblick

Die Regulation von kleinen GTPasen durch posttranslationale Modifikationen ist ein raffinierter
Mechanismus. Die Adenylylierung und Phosphocholinierung erfolgt hochspezifisch an be-
stimmten Aminosaureresten der Proteine. Die hohe Spezifitat kommt mit Ausnahme von AnkX
durch die Erkennung komplexer Tertiarstrukturelemente zustande. Da das Produkt der exer-
gonischen Modifikationsreaktion ein unter physiologischen Bedingungen stabiler Phospho-
diester ist, ermdglichen demodifizierende Enzyme die genaue zeitliche Regulation [58, 68].
Die Bedeutung dieser und weiterer posttranslationaler Modifikationen auf zellularer Ebene so-

wohl im Infektions- als auch im physiologischen Kontext ist deshalb von gro3em Interesse.

Die kurzlich erschienenen Publikationen zur Phosphorylierung von Rabl [93], Rab8 und
Rab13 [92] bieten eine neue Grundlage fur die Erforschung der Auswirkungen der Phospho-
rylierung auf Funktion und Struktur kleiner GTPasen. Hierzu mussen allerdings Methoden fur
die praparative Phosphorylierung von GTPasen optimiert bzw. entwickelt werden. Die Amber
Codon Suppression Technologie ist eine Mdglichkeit, um eine stabil phosphorylierte Amino-

saure spezifisch in ein Protein einzubringen.

Auch die Adenylylierung bietet zukinftig weitere Forschungsansatze. Es wird vermutet, dass
signifikant mehr Adenylylierungssubstrate vorkommen als bis heute bekannt ist. Eine vor kur-
zem verdffentlichte Studie zeigt erstmals ein humanes FIC Protein, HYPE, das ein Chaperon
adenylyliert und so inaktiviert [75]. Dies weist darauf hin, dass noch weitere humane adenyly-
lierende Enzyme und Adenylylierungssubstrate in eukaryotischen Zellen vorkommen. Deren
Detektion ist eine wichtige zuklnftige Aufgabe in der Forschung Uber PTMs. Aber auch die
Suche nach anderen Enzymen, die PTMs anbringen und deren Substraten ist von grol3er Be-
deutung. Posttranslationale Modifikationen spielen neben der bakteriellen Infektion auch bei
anderen humanen Krankheitsbildern wie Alzheimer oder Krebs eine bedeutende Rolle [138,
139].

Die Identifikation neuer Substrate erfolgt haufig tber die spezifische Anreicherung modifizierter

Proteine/Peptide tber Antikorper oder Affinitatsmatrizes und anschliel3ende massenspektro-
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metrische Analyse. Vor allem die ldentifizierung labiler Modifikationen wie der Phosphorylie-
rung ist allerdings schwierig. Auch die substdchiometrische Modifikation von Proteinen kann
die Identifikation des Targets erschweren [140]. Heute steht auch eine grofl3e Anzahl von Da-
tenbanken und Software-Tools zur Verfiigung, deren Prazision und Effektivitat standig verbes-
sert wird, um die verlassliche Vorhersage von PTMs zu erreichen [141]. Der Identifikation
neuer Modifizierungsenzyme bzw. -substrate kann dann die Forschung an in vivo Effekten
folgen, die neue Einblicke in das Regulationsnetzwerk von PTMs geben kann. In dieser Arbeit
wurde die Grundlage fur die Erforschung weiterer Effekte posttranslationaler Modifikationen
auf kleine GTPasen gelegt. Auf optimierte Methoden zur Herstellung, Modifikation und Analyse

kleiner GTPasen kann zukunftig zuriickgegriffen werden.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Materialien

5.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Herstellern in groRtmdglicher Reinheit bezo-

gen.

Tabelle 5-1: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben.

Chemikalie

Hersteller

Adenosin
Adenosinmonophosphat (AMP)
Adenosindiphosphat (ADP)
Adenosintriphosphat (ATP)

Acetonitril

Acrylamid

Agarose

Ameisensaure
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
Sulfursaure (ABTS)

B-Mercaptoethanol

Borsaure
Bromphenolblau
Calciumchlorid

13C-Glucose

Cobaltchlorid

Coomassie® Brilliant Blau R-250
Cytidin-5’-diphosphat-cholin
D-Biotin
di-Natriumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)

1,4- Dithioerythritol (DTE)

Jena Bioscience, Jena, D

Jena Bioscience, Jena, D

Jena Bioscience, Jena, D

Jena Bioscience, Jena, D

VWR Prolabo Chemicals, Fontenay sous Bois,
F

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Fluka, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

VWR Prolabo Chemicals, Fontenay sous Bois,
F

Merck Millipore, Cork, IRL

Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Tewks-
bury, MA, USA

Fluka, Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA
AppliChem, Darmstadt, D

Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA
Amresco, Solon, OH, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Fluka, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
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Eisen(lll)-chlorid VWR Prolabo Chemicals, Fontenay sous Bois,
F

Essigsaure VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

Ethanol, biology grade VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

Ethanol, technisch VWR Prolabo Chemicals, Fontenay sous Bois,
F

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) AppliChem, Darmstadt, D

Glucose Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

L-Gluthathion Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Guanidiniumchlorid VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

Guanosin-5'-diphosphat (GDP) Carbosynth. Berkshire, UK

Guanosin-5‘-triphospat (GTP) VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazinyl) - VWR Prolabo Chemicals, Fontenay sous Bois,

ethansulfonsaure (HEPES)-Natriumsalz  F

Imidazol Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, D

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid Carbosynth, Berkshire, UK

(IPTG)

Isopropanol, biology grade VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

Kaliumchlorid VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

Kaliumdihydrogenphosphat VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

LB-Medium Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Magnesiumchlorid VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

Magnesiumsulfat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Manganchlorid Bernd Kraft GmbH, Duisburg, D

(2'-(or-3")-0-(N-Methylanthraniloyl)-GDP  Jena Bioscience, Jena, D

(mant-GDP)

mant-GTP Jena Bioscience, Jena, D

Methanol Fluka, Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA

15N-Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Natriumazid Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, D

Natriumchlorid VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
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Nicotinsaure

Nickelsulfat Hexahydrat
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
RotiBlock®

Salzsaure

Tetrabutylammoniumbromid (TbaBr)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trifluoressigsaure (TFA)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tween®-20

Vitamin B12

Xylencyanol

Zinksulfat

5.1.2 Verbrauchsmaterial

Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Amresco, Solon, OH, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

VWR Prolabo Chemicals, Fontenay sous Bois,

F

Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, D
Amresco, Solon, OH, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Fluka, Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

AppliChem, Darmstadt, D

VWR Prolabo Chemicals, Leuven, B

Tabelle 5-2: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben.

Material

Hersteller

Amicon Filtereinheiten
Bottletop Filter
Dialyseschlauch

DNA Stain G

Kanilen

Konzentratoren Spin-X-UF 500
Kivetten (UV-Vis)
Mikrotiterplatten 96 well
NAP-5, NAP-10 Saulen
Nitrocellulosemembran
Nitrocellulose Filtermembran
Pasteurpipetten

PD-10 Séaulen

PCR ReaktionsgefalRe
Petrischalen

Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml)

Merck Millipore, Cork, IRL

Berrytec, Grunwald, D

Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Braun, Melsungen, D

Corning, Lowell, MA, USA

Sarstedt, Niumbrecht, D

Greiner BioOne, Kremsmiinster, O
GE Healthcare, Miinchen, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Merck Millipore, Cork, IRL

Sarstedt, Niumbrecht, D

GE Healthcare, Minchen, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Ratiolab, Dreieich, D



78

MATERIAL UND METHODEN

Reaktionsgefal3e braun (1,5 ml)
Reaktionsgefalie (15 ml, 50 ml)
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml,
25 ml, 50 ml)

Pipettenspitzen (1-10 pl)
Pipettenspitzen (10-100 pl)
Pipettenspitzen (100-1000 pl)
Quartzglaskivetten (10 mm, 1 mm)
Spritzenvorsatzfilter

Spritzen

Whatman Papier

ZipTips

5.1.3 Chromatographiesaulen

Tabelle 5-3: Verwendete Saulen mit Herstellerangaben.

Sarstedt, Nimbrecht, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

StarLab, Hamburg, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Brand, Wertheim, D

Hellma Analytics, Millheim, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Braun, Melsungen, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Merck Millipore, Cork, IRL

Saule

Hersteller

Superdex 75 16/600
Superdex 200 16/600
Superdex 75 10/300 GL
Superdex 200 10/300 GL
HiTrap Chelating HP
MBPTrap HP

GSTrap 4B

ProntoSIL C18 AQ

Aeris Widepore C4 2.1 50 mm
Aeris Widepore C4 3.6

GE Healthcare, Munchen, D

GE Healthcare, Munchen, D

GE Healthcare, Munchen, D

GE Healthcare, Munchen, D

GE Healthcare, Munchen, D

GE Healthcare, Minchen, D

GE Healthcare, Minchen, D

Bischoff Chromatography, Leonberg, D
Phenomenex, Torrance, CA, USA

Phenomenex, Torrance, CA, USA
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5.1.4 Enzyme

Tabelle 5-4: Verwendete Enzyme mit Herstellerangaben.

Enzym Hersteller

Q5® High fidelity polymerase NEB, Ipswitch, MA, USA
Inorganische Pyrophosphatase NEB, Ipswitch, MA, USA
Phosphodiesterase | (snake venom) Affimetrix, Santa Clara, CA, USA
Quick Ligase NEB, Ipswitch, MA, USA

TEV Protease AG ltzen

PreScission Protease AG ltzen

DNase | AppliChem, Darmstadt, D
Restriktionsenzyme NEB, Ipswitch, MA, USA

5.1.5 Antikorper

Tabelle 5-5: Verwendete Antikdrper mit Herstellerangaben.

Antikérper Organismus Quelle

anti-Rabl1-AMP Hase Biogenes, Dortmund, D
anti-Thr-AMP Hase Biogenes, Dortmund, D
anti-rabbit IgG HRP Ziege Sigma Aldrich, Steinheim, D
5.1.6 Kits

Tabelle 5-6: Verwendete Kits mit Herstellerangaben.

Kit Hersteller

PureYield™ Plasmid Miniprep Promega, Mannheim, D

system

PureYield™ Plasmid Midiprep Promega, Mannheim, D

system

Wizard® SV Gel and PCR Promega, Mannheim, D

cleanup system

Monarch® DNA Gel extraction kit NEB, Ipswitch, MA, USA

Q5® site directed mutagenesis kit NEB, Ipswitch, MA, USA

Mix and Go E. coli Transformation Kit Zymo Research Corp, Irvine, CA, USA

and Buffer Set
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5.1.7 GroRenstandards

Tabelle 5-7: Verwendete Grol3enstandards mit Herstellerangaben.

Standard

Hersteller

Protein Test Mixture 6 for SDS-PAGE

Color Prestained Protein Standard,

broad range
2-Log DNA Leiter

Gel Filtration Standard

5.1.8 Plasmide

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
NEB, Ipswitch, MA, USA

NEB, Ipswitch, MA, USA
Bio-Rad, Miinchen, D

Tabelle 5-8: Verwendete Plasmidkonstrukte.

Protein Plasmidkonstrukt Quelle

Rabilb 3-174 2142 pMAL Rab1lb 3-174 [40]

DrrA 340-533 2144 pET19mod DrrA 340-533 [40]

DrrA 8-533 2592 pET19mod DrrA 8-533 [40]

Dock9 1605-2032 2766 pET19 Dock9 1605-2032 [40]
TBC1D20 1-362 2817 pET19mod TBC1D20 1-362 [53]

Cdc42 1-188 2907 pOPINM Cdc42 1-188 AG Goody
DrrA N4A51A R453A 2929 pET19mod DrrA N451A [53]

D480A S485A R453A D480A S485A

VopS 31-378 3182 pMAL VopS 31-378 AG Goody
Cdc42 1-179 3193 pGEX 4T1 Cdc42 1-179 AG Goody
IbpA 3482-3797 3277 pMAL IbpA 3482-3797 AG Goody
SidD 1-507 3410 pET19mod SidD 1-507 [73]

Rablb 3-174 Q67A 3588 pMAL Rablb 3-174 Q67A diese Arbeit
Cdc42 1-188 Q61L MO0150 pOPINM Cdc42 1-188 Q61L diese Arbeit
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SidD 37-350 M0151 pET19mod SidD 37-350 diese Arbeit
Rablb 3-174 VA3A  M0266 pMAL Rablb 3-174 V43A diese Arbeit
Rablb 3-174 F45A  M0312 pMAL Rablb 3-174 FA5A Q67A diese Arbeit

Q67A

Rablb 3-174 Q67A  M0721 pMAL Rablb 3-174 Q67A Y77E diese Arbeit
Y77E

Rablb 3-174 M0814 pETDuet MBP-Rab1b 3-173 diese Arbeit
Q67A+DrrA 8-533 Q67A DrrA 8-533

Cdc42 1-179 Q61L  MO0890 pGEX 4T1 Cdc42 1-179 Q61L diese Arbeit
Cdc42 1-179 Q61A  MO0969 pGEX 4T1 Cdc42 1-179 Q61A diese Arbeit
IbpA 3483-3793 M1070 pET19 IbpA 3483-3793 H3717A diese Arbeit
H3717A
IbpA 3483-3793 M21073 pMAL IbpA 3483-3793 H3717A diese Arbeit
H3717A

5.1.9 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von IDT (Integrated DNA Technologies, Leuven, B) oder Eurofins

Genomics (Ebersberg, D) bezogen.

Tabelle 5-9:Verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz 5 - 3

Cdc42 Q61L fwd GATACTGCAGGGCTGGAGGATTATGACAG

Cdc42 Q61L rev CTGTCATAATCCTCCAGCCCTGCAGTATC

Rablb Q67A fwd GATCTGGGATACCGCTGGTGCAGAACGTTTCCGTACC
Rablb Q67A rev GGTACGGAAACGTTCTGCACCAGCGGTATCCCAGATC
SidD 37-350 fwd GGAATTCCATATGCGTTCGATTATTACACAAATCTGT

SidD 37-350 rev CCGCTCGAGTTATGATAAAGCATGAATTCT

Rablb V43A fwd ATATCAGTACCATTGGCGCCGACTTCAAAATCCGTAC
Rablb V43A rev GTACGGATTTTGAAGTCGGCGCCAATGGTACTGATAT
Rab7 A43V fwd GTATAAAGCTACTATCGGCGTAGATTTCCTGACTAAAGAAG
Rab7 A43V rev CTTCTTTAGTCAGGAAATCTACGCCGATAGTAGCTTTATAC
Rablb Y77E TTTCCGTACCATTACCAGCTCCTATGAGCGTGGTGCTCATG

MBP_Rabl_EcoR1fwd AAAGAATTCATGAACACCATT CATCACCATCACCATCAC
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Cdc42 Q61A fwd TACTGCAGGGGCAGAGGATTATG
Cdc42 Q61A rev TCAAAAAGTCCAAGAGTATATG
Cdc42_Ndel fwd GGAATTCCATATGCAGACAATTAAGTGTGTTGTTGTG
Cdc42 T17N fwd TGTTGGTAAAAATTGTCTCCTGATATCCTACACAACAAAC
Cdc42 T17N rev GCACCATCGCCCACAACA

5.1.10 Medien

Tabelle 5-10: Spurenelement-Mix (1000x).

Substanz Konzentration
FeCl; x 6 H.O 50 mM
CaCl; x 2 H.0 20 mM
MnCl. x 4 H,0 10 mM
ZnS0O4 x 7 H20 10 mM
CoCl; x 6 H.0 2 mM
CuCl;> x 2 H.0 2 mM
NiSos x 6 H.O 2 mM
Na>MoOs x 2 H,O 2mM
Na.Se;03 2 mM
H3BOs 2 mM

Tabelle 5-11: Vitamin-Mix (1000x).

Substanz Konzentration
Thiamin (Vitamin B1) 100 mM
Niacin (Vitamin B3) 100 mM
Biotin (Vitamin H) 100 mM
Cobalamin (Vitamin B12) 10 mM

Tabelle 5-12: Zusammensetzung M9 Medium.

Substanz Konzentration
NazHPO4 42 mM
KH2P04 22 mM

NacCl 8,5 mM
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CaCl, 0,1 mM
NH.CI 19/l

D-Glucose bzw. D-Glucose(U-13C6) 10 g/l bzw. 2 g/l
Spurenelement-Mix (1000x) 1x

Vitamin Mix (1000x) 1x

Antibiotika (1000x) 1x

Tabelle 5-13: Zusammensetzung SOC Medium.

Substanz Konzentration
Hefeextrakt 54l

Trypton 20 g/l

NacCl 5M

KCI 3M

MgCl. 1M

MgSO4 1M

Glucose 3,96 g/l

5.1.11 E. coli Stamme

Tabelle 5-14: E. coli Stamme.

E. coli Stamm Genotyp Hersteller

BL21 DE3 F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal Novagen, Merck Bio-sciences Ltd,
dcm+ Tetr gal A(DE3) Nottingham, UK

BL21 DE3 RIL B F— ompT hsdS (rB— mB-) Stratagene, Agilent Technologies,

dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte  Waldbronn, D
[argU ileY leuW (Camr)]

Machl ArecA1398 endAl tonA Invitrogen, Thermo Fisher Scien-
P80AlacM15 AlacX74 hsdR(r«  tific, MA, USA

m K+)
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XL1-Blue endAl gyrA96(nalf) thi-1 recA1  Stratagene, Agilent Technologies,
relAl lac ginv44 F'[ ::Tn10 Waldbronn, D
proAB* lacl® A(lacZ)M15]
hsdR17(r” mg*)
5.1.12 Antibiotika
Tabelle 5-15: Antibiotika.
Antibiotikum Endkonzentration Hersteller
Ampicillin 126 pg/ml Applichem, Darmstadt, D
Chloramphenicol 34 pg/ml Applichem, Darmstadt, D
Kanamycin 50 pg/ml Applichem, Darmstadt, D

5.1.13 Haufig verwendete Losungen

Tabelle 5-16: Haufig verwendete Lésungen.

Ldsung

Zusammensetzung

SDS-PAGE Probenpuffer (2x)

SDS-PAGE Laufpuffer (10x)

SDS-PAGE Trenngel-Puffer (4x)

62,3 mM Tris-HCI pH 6,8

10 % (v/v) Glycerol

5 % (v/v) B-Mercaptoethanol

2 % (w/v) SDS

0,001 % (w/v) Bromphenolblau
in ddH-0

1,9 M Glycin

250 mM Tris Base
35 mM SDS

in ddH-O

1,5 M Tris Base pH 6,8
14 mM SDS
in ddH20
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SDS-PAGE Sammelgel-Puffer (4x)

SDS-PAGE Féarbel6sung

SDS-PAGE Entfarbel6sung

TAE Puffer (50x)

DNA-Ladepuffer (10x)

PBS (20x)

TBS-T

Blotting-Puffer

500 mM Tris Base pH 6,8
14 mM SDS
in ddH20

44 % (v/v) Ethanol

44 % (v/v) ddH20

12 % (v/v) Essigséaure

0,15 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue  R-
250

10 % (v/v) Essigsaure
in ddH-0

1 M Tris pH 8,0
2 M Essigsaure
0,5M EDTA

50 % (v/v) Glycerol

10 MM EDTA

0,2 % (w/v) Bromphenolblau
0,2 % (w/v) Xylencyanol

in ddH>O

2,74 M NaCl

53,7 mM KClI

202 mM Na,HPO, (2xH.0)
35,2 mM KHzPO,

in ddH,0

150 mM NaCl

50 mM Tris Base pH 7,6
0,1 % Tween 20

in ddH-0

48 mM Tris Base
39 mM Glycin
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ABTS Substratlésung

5.1.14 Gerate

1,3 mM SDS

20 % (v/v) Methanol

in ddH-O

70 mM Zitrat-Phosphat-Puffer pH 4,2

1 mM ABTS

Tabelle 5-17: Gerate mit Herstellerangaben.

Gerat Bezeichnung Hersteller
Analysenwaage ACJ 120-4M Kern, Balingen, D
Autoklav Systec VE-65 Systec, Linden, D
CD-Spektrometer Jasco-715 Jasco, GrofR-Umstadt, D

Elektronische Pipettierhilfe

ESI-Massenspektrometer

Feinwaage

Fluoreszenzspektrometer

FPLC

Gelelektrophoresekammer
Heizblock

HPLC

Imager

Inkubationsschuittler

Inkubator

Laserscanner

Eppendorf Easypet®

1) MS: LCQ-Fleet
HPLC: Ultimate 3000

2) MS: 6130 Quadrupole
LC-MS
HPLC: Single Quad M

EG 2200-2NM

Fluoromax-3/4

Akta Prime Plus

Mini Protean™ Tetra Sys-
tem

AccuBlock™ Digital Dry
Bath

Prominence System
Image Quant LAS 4000

Innova 44

B28
Typhoon 9200

Eppendorf, Hamburg, D
Thermo Scientific, MUn-
chen, D

Dionex, Dreieich, D

Agilent Technologies,
Oberhaching, D

Kern, Balingen, D

Horiba Jobin Yvon, Fukuo-
aka, J

GE, Freiburg, D

BioRad, Munchen, D

Labnet International Inc.,
Edison, USA

Shimadzu, Tokio, J

GE, Freiburg, D

New Brunswick, Eppen-
dorf, Hamburg, D
Binder, Tuttlingen, D
GE, Freiburg, D
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Nanodrop

NMR Spektrometer

Orbitalschuttler
pH-Meter und Elektrode

Pipetten

Plattenleser

Power Supply

Semi-Dry-Blotter

Thermocycler
Thermomixer
Tischzentrifuge
Ultraschallgerat

Ultratiefkiihlgeréat

UV-Vis-Spectrophotometer
Vakuumpumpe
Vortexer

Wasseraufbereitungssystem

Zellaufschlussmaschine

Zellhomogenisator

Zentrifuge

NanoDrop 2000 Spectro-
photometer

Bruker Avance I/ 11l (600,
800 oder 900 MHz)
Shaker-Dos-10L
pHenomenal™ und pHeno-
menal 111

Eppendorf Research® plus
Tecan GENios

PowerPac™ Basic EPS
601
V20-SDB

T100™ Thermo Cycler
Thermomixer comfort
5424, 5424R, 5810R
Sonifier 250

U410 Freezer

Novaspec Il
Divac 2.4L

TKA-GenPure 08.223

Constant Cell Disruption
System

Silent Crusher M

Avanti® J-26 XP, Rotor JA
25.50

Sigma 8K

Peglab, Erlangen, D

Bruker, Billerica, MA, USA

Neolab, Heidelberg, D
VWR, Radnor, USA

Eppendorf, Hamburg, D
Tecan Group Ltd., Manne-
dorf, CH

BioRad, Munchen, D

Scie-Plas, Holliston, MA,
USA

BioRad, Munchen, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Branson, Frth, D

New Brunswick, Eppen-
dorf, Hamburg, D
Pharmacia, Uppsala, S
Leybold, Kaéln, D
Heidolph, Schwabach, D
Thermo Scientific, Wil-
mington, MA, USA
Constant Systems Lim-
ited, Northants, UK
Heidolph, Schwabach, D
Beckman Coulter, Brea,
CA, USA

Sigma Laborzentrifugen,

Osterode am Harz, D
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5.1.15 Software

Tabelle 5-18: Software.

Software Hersteller

ChemBioDraw Ultra 14.0 Cambridgesoft, Perkin EImer, Waltham, MA,
USA

Origin Pro9.1 G OriginLab Corporation, Northampton, MA,
USA

PyMOL 1.7.0.1 Schrodinger LLC, New York, NY, USA

Xcalibur 2.1 Thermo Fisher Scientific, Miinchen, D

MagTran 1.02 MagTran, Amgen Inc., Thousand Oaks, CA,
USA

Microsoft Office 2010/13/16 Microsoft, Redmond, WA, USA
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5.2 Methoden

5.2.1 Molekularbiologische Methoden
5.2.1.1 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Chemisch kompetente E. coli Zellen wurden mittels Hitzeschock mit Plasmid-DNA transfor-
miert. Hierzu wurden 100 pl Zellen mit der DNA versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte
ein Hitzeschritt bei 42 °C fir 45 s und eine 2-mindtige Inkubation auf Eis. Die Zellen wurden
mit 900 pl SOC Medium versetzt und fur 45 min bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Die Zell-
suspension wurde pelletiert, auf entsprechende antibiotikahaltige LB-Agarplatten ausplattiert
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Alternativ wurde die Transformation mit Zellen durchgefiuihrt, die tiber das ,Mix and Go E. coli
Transformation Kit* kompetent gemacht wurden. Hierzu wurde die DNA-Zellen Mischung fir
10 Minuten auf Eis inkubiert und dann im Falle von Ampicillin direkt auf Agarplatten ausplat-
tiert, im Falle anderer Antibiotika nach Zugabe von SOC Medium und 30-minutiger Inkubation

bei 37 °C ausplattiert.
5.2.1.2 Anzuchtvon E. coli Kulturen

E. coli Kulturen wurden in mit entsprechenden Antibiotika versetztem LB-Medium kultiviert. Die

Inkubation erfolgte bei 37 °C unter Schitteln.
5.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid DNA wurde mit Hilfe des PureYield™ Plasmid Miniprep oder Midiprep Kits aus E. coli

Zellen isoliert.
5.2.1.4 Agarosegelelektrophorese

Die Trennung von DNA Fragmenten nach ihrer GroRRe erfolgte Uber Agarosegelelektropho-
rese. 5 %ige Agarosegele wurden mit 1 pl G-Stain versetzt und nach Aushartung mit Ladepuf-
fer versetzte DNA Proben in die Taschen geladen. Die Laufkammer wurde mit 1x TAE Puffer
beflllt. Eine konstante Spannung von 100 V wurde zur Migration der DNA angelegt. DNA-

Banden wurden mit Hilfe des 2-log DNA Standards einer Grof3e zugeordnet.
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5.2.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) dient zur Amplifikation
von DNA. Durch Zyklen von Denaturierung des DNA Stranges, Bindung der Primer und Ver-
langerung durch eine DNA Polymerase, werden Kopien des DNA Fragments erzeugt. Je nach-
dem, ob DNA vervielfaltigt werden sollte oder die Insertion eines DNA-Fragments tberpruift
werden sollte, wurden praparative oder analytische Ansatze durchgefiihrt (siehe Tabelle 5-19).
Alle PCR Reaktionen wurden in einem T100™ Thermocycler (BioRad) durchgefihrt. Fur die

analytische PCR wurden bakterielle Einzelkolonien in 20 pl ddH.O resuspendiert.

Tabelle 5-19: PCR Ansatze.

praparative PCR analytische PCR
50 ng Plasmid 2 pl Bakteriensuspension
je 1 uM Oligonukleotide je 1 uM Oligonukleotide
200 uM dNTPs 200 uM dNTPs
1x Q5 Reaktionspuffer 1x Q5 Reaktionspuffer
1 u Q5 Polymerase 0,125 u Q5 Polymerase
ddH»0 auf 50 pl ddH,0 auf 12 pl
Reaktionsprogramm: Reaktionsprogramm:
98°C 30s 98 °C 5min
98°C 10s 98°C 10s
50-72°C 20s 30x 55°C 20s 25x
72 °C 20-30 s/kb 72°C 1min
72°C 5min 72°C 2min

5.2.1.6 Mutagenese von Plasmid-DNA

Der Austausch von einzelnen Basen einer Plasmid-DNA erfolgte Uber ortsspezifische Muta-
genese. Zum Design der Primer wurde das QuikChange Primer Design Programm von Agilent
verwendet. Alternativ wurde die ortsspezifische Mutagenese mit dem , Q5 site directed muta-

genesis kit“ nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.
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5.2.1.7 Restriktionsverdau

Um DNA Fragmente in Plasmide einzufihren, wurde ein enzymatischer Restriktionsverdau mit
anschliel3ender Ligation durchgeftihrt. Der praparative Restriktionsverdau von 1-5 ug DNA er-
folgte im 50 pl Ansatz mit 20 u Restriktionsendonuklease und dem zugehdrigen Puffer laut
Herstellerangaben bei 37 °C fur mindestens 2 h. Anschlie3end folgte eine Hitzeinaktivierung

der Enzyme.
5.2.1.8 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Um eine Religation des Vektors nach dem Restriktionsverdau zu verhindern, wurde eine
Dephosphorylierungsreaktion durchgefiihrt. Dazu wurde der geschnittene Vektor mit 5 u ant-
arktischer Phosphatase (NEB) im zugehdrigen Puffer bei 37 °C fur 15-60 min inkubiert. Die

Hitzeinaktivierung erfolgte bei 80 °C fur 5 min.
5.2.1.9 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung des Restriktionsverdaus wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefiuhrt,
DNA Banden ausgeschnitten und mithilfe des ,Wizard SV Gel and PCR Cleanup Systems"
(Promega) oder des ,Monarch® DNA Gel extraction kit” (NEB) aufgereinigt. Die Konzentrati-

onsbestimmung erfolgte Uber die Messung der Absorption bei 260 nm am Nanodrop.
5.2.1.10 Ligation von DNA Fragmenten

Die Ligation von DNA Fragmenten erfolgte mit Hilfe der Quick Ligase (NEB). Es wurde 100 ng
Vektor mit Vektor zu Insert Verhaltnissen von 1:2 bis 1:5 eingesetzt. Die Ligationsreaktion

erfolgte mit 1 pl Ligase bei 25 °C fir 5 min in 1x Reaktionspuffer.
5.2.1.11 DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde tber den GATC NightExpress Sequenzierungsservice
durchgefuhrt. Dazu wurden 5 pl einer 5 pmol/ul Primerverdiinnung mit 5 pl zu sequenzierender
DNA vermischt.
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5.2.2 Proteinchemische Methoden
5.2.2.1 Proteinproduktion und —reinigung
5.2.2.1.1 Produktion unmarkierter Proteine

E. coli Kulturen wurden bei 37 °C bis zu einer OD von 0,6-0,8 kultiviert. Nach Abkthlen der
Zellen bei 4 °C wurde die Genexpression durch Zugabe von 0,5-1 mM IPTG induziert. Proteine
wurden Uber Nacht bei 20-25 °C hergestellt.

5.2.2.1.2 Produktion N bzw. 8C*N markierter GTPasen

Die Produktion von N bzw. 3C*N markierten Proteinen erfolgte in M9-Minimalmedium, das
mit 1 g/l *N-Ammoniumchlorid bzw. 1 g/l **®N-Ammoniumchlorid und 2 g/l *3*C-Glucose versetzt
wurde. Expressionskulturen wurden mit einer Start-OD von 0,1 aus einer LB-Vorkultur (fir N
markierte Proteine) bzw. einer M9-Vorkultur (fir 3C**N markierte Proteine) angeimpft. Die Kul-
tivierung der Zellen erfolgte bis zu einer OD von 0,6-0,8 bei 37 °C. Anschlielend wurden die
Zellen 20 min bei 4 °C abgekuhlt und die Expression durch Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert.
Die Produktion der Proteine erfolgte bei 25 °C lber Nacht.

5.2.2.1.3 Produktion 2H@CN markierter Proteine in D ,O

Teilweise dreifach markierte Proteine wurden in M9-Medium, bei dem H,O durch D,O ersetzt
wurde, produziert. Hierzu wurde die Transformation des Expressionskonstrukts in kompetente
Zellen direkt auf 50 % D,O enthaltende M9-Platten ausplattiert. Nach ausreichender Inkuba-
tion wurden zur Selektion mit drei Kolonien Fliissigkulturen in 50 % D,O M9-Medium ange-
impft. Die Kultur mit den besten Eigenschaften wurde in 70 % DO M9-Medium tberimpft und
bei 37 °C bis zum Erreichen der exponentiellen Phase kultiviert. Dann wurden 100 pl der Kultur
pelletiert und auf eine 90 % D,0 M9-Platte ausplattiert. Drei einzelne Kolonien wurde dann in
90 % D,0-M9-Flissigmedium Uberfihrt und aus der Kultur mit den besten Eigenschaften
wurde nochmals eine frische 90 % D,O M9-Flussigkultur hergestellt. Diese wurde bei 25 °C
fur drei Tage bis zu einer OD von ca. 3 kultiviert. Aus dieser Kultur wurde eine 100 ml Vorkultur
mit einer Start-OD von 0,15 in D,O-M9-Medium angeimpft, das zusatzlich 2 g/l *3*C-Glucose
enthielt und Uber Nacht bei 37 °C bis zu einer OD von 1,5 inkubiert. Die Hauptkultur wurde in
identischem Medium mit einer Start OD von 0,2 angeimpft und bis zum Erreichen einer OD
von 0,6 bei 37 °C kultiviert. Die Expression wurde mit 0,5 mM IPTG induziert und erfolgte Uber
Nacht bei 25 °C.
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5.2.2.1.4 Zellernte

Die Ernte der Zellen erfolgte in einer Sigma 8K Zentrifuge bei 8000 rpm fur 25 min. Das Zell-

pellet wurde mit 1x PBS gewaschen und direkt weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert.
5.2.2.1.5 Zellaufschluss

Das Zellpellet wurde in Proteinpuffer mit einer Spatelspitze DNase 1 resuspendiert und die
Zellen in einer Zellaufschlussmaschine bei 1,8 kbar aufgeschlossen. Nach Zugabe von 1 mM
PMSF Proteaseinhibitor wurde das Zelllysat bei 20000 rpm fir 45 min in einer Beckmann Zent-

rifuge geklart. Der Uberstand wurde auf die entsprechende Saule aufgetragen.
5.2.2.1.6 Reinigung von Proteinen

Proteine wurden je nach Affinitatstag mit den entsprechenden in Kapitel 5.2.3 beschriebenen
chromatographischen Methoden aufgereinigt. Die pH-Werte der verwendeten Puffer richten
sich nach dem isoelektrischen Punkt und kénnen der Tabelle 5-20 entnommen werden. Pro-
teinpuffer fir die erste Saule setzten sich aus 50 mM HEPES oder TrisHCI; 500 mM NacCl; 2
mM DTE und fur GTPasen zusatzlich 1 mM MgCl, und 10 uM GDP zusammen.

5.2.2.1.7 Proteolytischer Verdau des Affinitatstags

Alle gereinigten Proteine enthielten zur Abspaltung des Affinitatstags entweder eine Tobacco
Etch Virus (TEV) — oder eine PreScission-Schnittstelle. Der Verdau mit der entsprechenden

Protease erfolgte Uber Nacht bei 6 °C wahrend der Dialyse.
5.2.2.1.8 Dialyse

Die Dialyse von Proteinlésungen erfolgte gegen mindestens 50 Volumen eines elutionsmittel-
freien Dialysepuffers bei 6 °C Uber Nacht. Hierzu wurden Dialyseschlauche mit einer Aus-

schlussgrenze von 12-14 kDa (Serva) verwendet.
5.2.2.1.9 Konzentrierung von Proteinldsungen

Die Konzentrierung von Proteinldsungen erfolgte mit Hilfe von Amicon Ultra Zentrifugalfilterein-
heiten (Merck Millipore) mit entsprechendem Ausschlussvolumen bei 4000 rpm in einer Ep-

pendorf Zentrifuge mit Schwingrotor.
5.2.2.1.10 Lagerung von Proteinen

Proteine wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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5.2.2.1.11 Préaparativer Nukleotidaustausch

Der Nukleotidaustausch kleiner GTPasen erfolgte durch die Inkubation mit 5-10 mM Ethylen-
diamintetraessigsaure (EDTA) und 20-30x Nukleotid bzw. 5x mant-Nukleotid bei 25 °C in Aus-
tauschpuffer (20 mM HEPES pH 7,5; 50 mM NaCl; 2 mM DTE).

Fur den Austausch zu GppNHp wurde das Protein 1:1 mit GppNHp versetzt und mit 5 Units
alkalischer Phosphatase pro mg Rab Protein in Austauschpuffer (50 mM TrisHCI pH 8; 200
MM (NH4)2S04; 10 uM ZnCl,) bei 25 °C inkubiert.

Uberschiissiges Nukleotid wurde tiber eine PD10 S&ule (GE) in 20 mM HEPES pH 7,5; 50 mM
NaCl; 2 mM DTE; 1 mM MgCly; 10 uM Nukleotid abgetrennt. Der Nukleotidzustand wurde
durch Umkehrphasen-HPLC Analyse verifiziert.

5.2.2.1.12 Pré&parative Modifikation

Fur die praparative Modifikation von kleinen GTPasen wurden die Proteine mit einem 2,5-
fachen molaren Uberschuss an Nukleotid und dem respektiven adenylylierenden Enzym in
einem 0,01 molaren Verhdltnis versetzt und bei Raumtemperatur inkubiert. Die vollstandige
Modifikation wurde Uber massenspektrometrische Analyse Uberprift. Das modifizierte Protein
wurde Uber GréRRenausschlusschromatographie (20 mM HEPES pH 8,0; 50 mM NaCl; 2 mM
DTE; 1 mM MgCly; 10 uM GDP) gereinigt.

5.2.3 Chromatographische Methoden
5.2.3.1 Metallaffinitaitschromatographie

Die immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschromatographie (engl. immobilized metal affinity
chromatography, IMAC) ermdglicht die Isolierung von Proteinen mit His-Tag aus Zelllysaten
[142]. Bei der hier verwendeten Nickel-Affinitditschromatographie wechselwirken an einer Mat-

rix immobilisierte Nickelionen mit dem Imidazolring der Histidine des His-Tags.

Fur Proteine mit 6xHis-Tag wurde das geklarte Lysat mit einem Fluss von 3 ml/min auf eine
HiTrap-Chelating-Saule (GE) geladen. Anschlieend wurde mit 5 Sdulenvolumen (SV) Reini-
gungspuffer und 5 SV Puffer mit 25 mM Imidazol gewaschen. Die Elution erfolgte in einem
Gradienten von 25 bis 500 mM Imidazol in 100 ml. Es wurden 5 ml Fraktionen gesammelt und
anschliel3end per SDS-PAGE analysiert. Die proteinenthaltenden Fraktionen wurden vereinigt

und Uber Nacht folgte ein Proteaseverdau mit TEV- oder PreScission-Protease wahrend der



MATERIAL UND METHODEN 95

Dialyse in imidazolfreiem Puffer. Es folgte ein erneuter Auftrag auf die HiTrap-Saule zur Ent-
fernung von Tag und Protease, anschlielende Aufkonzentrierung und Gelfiltration in Gelfiltra-

tionspuffer.
5.2.3.2 Affinitatschromatographie MBP-tag

Das Maltose bindende Protein (MBP) als Tag fur rekombinante Proteine erhéht die Loslichkeit
und kann auch fir die Isolierung von Proteinen aus Zelllysaten verwendet werden. Spezielle
Dextrin-Sephadex Saulen ermdglichen die spezifische Bindung von MBP. Die Elution der ge-

bundenen Proteine erfolgt mit Maltose.
5.2.3.3 Affinitatschromatographie GST-tag

Ein haufig verwendeter Affinitatstag zur Erhéhung der Léslichkeit ist der Glutathion-S-Trans-
ferase (GST)-tag. Proteine mit einem GST tag kénnen Uber eine Matrix, an der Glutathion
immobilisiert ist, aufgereinigt werden. Die Elution erfolgt durch Kompetition mit Glutathion im
Puffer.

5.2.3.4 GroRenausschlusschromatographie

Bei der GréRenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatography) erfolgt die
Trennung von Molekilen nach GroRe. Die Sdulenmatrix besteht aus einem Gel poréser Parti-
kel, in die kleinere Molekdle eindringen kénnen, was deren Retention verzogert. Grol3ere Mo-
lekule bleiben ausgeschlossen und eluieren friiher von der S&aule. Die GroRenausschlusschro-
matographie von Proteinen erfolgte Uber Superdex 16/600 75 oder 200 Séaulen (GE
Healthcare) mit einer Flussrate von 1,5 ml/min. In Tabelle 5-20 sind die auch fir die Lagerung

der gereinigten Proteine verwendeten Gelfiltrationspuffer beschrieben.

Tabelle 5-20: Proteinlagerpuffer.

Protein Gelfiltrationspuffer

Rablb, Rab8, Cdc42 20 mM HEPES pH 7,5, 50 mM NaCl, 2 mM DTE,
1 mM MgCl,, 10 pM GDP

DrrA 20 mM HEPES pH 8,0, 50 mM NaCl, 2 mM DTE

SidD, AnkX 20 mM HEPES pH 7,5, 50 mM NaCl, 2 mM DTE,
1 mM MgCls

TBC1D20 20 mM HEPES pH 8,0, 100 mM NaCl, 2 mM DTE

VopS, IbpA 20 mM HEPES pH 8,0, 100 mM NaCl, 2 mM DTE,

1 mM MgCls
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Dock9 20 mM TrisHCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 2 mM DTE, 5 % Glyzerin

5.2.4 Analytische und biophysikalische Methoden
5.2.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen nach ihrer GréRe wurde die SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese verwendet. Proteinproben wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt und fir 5
min bei 95 °C aufgekocht. Die Trennung erfolgte mit 12 oder 15 %igen Gelen bei 65 mA flr
ca. 45 min in SDS-Laufpuffer. Farbung der Gele erfolgte durch Aufkochen in Coomassie Bril-
liant Blau Farbelosung bzw. Entfarben in 10 % Essigsaure. Zur GroRenabschéatzung wurde die
Protein Test Mixture 6 for SDS PAGE (Serva Electrophoresis) genutzt.

5.2.4.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden Uber die Absorption bei 280 nm am Nanodrop bestimmt. Die
Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Cystein zeigen hier eine Absorption. Die Berechnung
der Proteinkonzentration erfolgte durch Angabe des Extinktionskoeffizienten und des Moleku-

largewichts Uber das Lambert-Beersche Gesetz nach folgender Formel:
A=lg(17°) =¢-c-d

A Absorption der Losung

lo Intensitat des eingestrahlten Lichtes

I Intensitat des abgeschwéchten Lichtes

€ Extinktionskoeffizient (Mcm™)

c Proteinkonzentration (M)

d Schichtdicke (cm)
5.2.4.3 Hochleistungsfliissigchromatographie

Die Hochleistungsflissigchromatographie (engl. high performance liquid chromatography,
HPLC) dient zur Trennung und Quantifizierung von Bestandteilen einer Mischung. Hierbei wird
ein, im Vergleich zur herkdbmmlichen Chromatographie, hoher Druck angelegt und somit die
Geschwindigkeit und Auflésung der Trennung erheblich erhoht. Bei der hier verwendeten Um-

kehrphasen-HPLC (engl. reversed phase HPLC) wird eine Saule durch die Anbringung von
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Kohlenstoff-Ketten an das Silicamaterial unpolar gemacht, wohingegen das Losungsmittel po-
lar ist (z.B. durch einen Anteil an Acetonitril). Die Trennung erfolgt Uber die aufgrund unter-
schiedlicher Polaritat verschieden starke Bindung an die Séaulenfunktionalitaten. Fur die Tren-
nung von Nukleotiden wurde eine C18 Prontosil Saule (Bischoff Chromatographie) verwendet.
Der Laufpuffer bestand aus 50 mM Kaliumphosphat pH 6,6; 10 mM Tetrabutylammonium-bro-
mid und 12 % Acetonitril. Alle HPLC Analysen wurden mit einem Shimadzu HPLC System bei
einer Flussrate von 1 ml/min durchgefihrt. Proteinldsungen wurden auf 25-50 puM verduinnt,
5 min bei 95 °C aufgekocht und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die Saule aufgetra-
gen. Als Standard fir die Retentionszeiten diente eine Mischung aus 50 uM Guanosin, GMP,
GDP und GTP bzw. GppNHp. Die Detektion erfolgte durch Messung der Absorption bei
254 nm.

Die Trennung von Peptiden erfolgte Uber eine Aeris C4 widepore column (Phenomenex) Uber
einen bindren Gradienten von 5 bis 25 % Acetonitril aus den Stammlésungen 100 % H>O mit
0,01 % Trifluoressigsaure (TFA) und 100 % Acetonitril mit 0,01 % TFA. Peptide wurden durch
Messung der Absorption bei 274 nm detektiert.

5.2.4.4 Bestimmung intrinsischer Hydrolyseraten

Zur Bestimmung intrinsischer Hydrolyseraten wurden GTPasen mit GTP beladen und bei 25
°C in Gelfiltrationspuffer inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Proben entnommen, die
Proteine denaturiert und der Nukleotidzustand im Uberstand tiber Umkehrphasen-HPLC (C18)

bestimmt.
5.2.4.5 GAP-Testverfahren

Die Bestimmung GAP katalysierter Hydrolyseraten erfolgte entweder tUber die Messung der
Anderung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz (siehe Kapitel 5.2.4.8) oder (iber Bestim-
mung des Nukleotidzustands tber Umkehrphasen-HPLC zu bestimmten Zeitpunkten. Hierzu
wurde die GTPase mit dem entsprechenden GAP bei 25 °C inkubiert, zu bestimmten Zeitpunk-
ten Proben entnommen, Proteine denaturiert und der Uberstand auf einer C18 Saule analy-

siert.
5.2.4.6 Deadenylylierung von AMP-Peptid

Die Deadenylylierung des Peptids TITYavp-YRGAHGC durch SidD wurde zeitabhéngig mit
Hilfe von HPLC mit einer Aeris C4 widepore (Phenomenex) Saule analysiert. Dazu wurde 50
UM Peptid mit 0,5 uM SidD bei 25 °C inkubiert und zu bestimmten Zeitpunkten Proben ent-

nommen, die auf der C4 Saule analysiert wurden. Die Verlaufskurve einer Reaktion mit 5 uM
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Peptid-AMP durch 50 nM SidD wurde in Origin durch Einsetzen einer 10x niedrigeren Raten-

konstante simuliert.
5.2.4.7 Zirculardichroismus (CD)-Spektroskopie

Die CD Spektroskopie findet Einsatz bei der Sekundarstrukturanalyse und Stabilitatsuntersu-
chung von Proteinen. Sie beruht auf der unterschiedlichen Absorption von links oder rechts

polarisiertem Licht bei Durchgang durch optisch aktive Molekiile.

Dabei unterscheidet man zwischen Nah-UV (250-350 nm) und Fern-UV (170-250 nm). CD
Messungen im Fern-UV Bereich liefern Informationen tber die Sekundéarstruktur von Protei-
nen. Das typische CD Spektrum einer a-Helix weist zwei Minima bei 208 und 220 nm auf. Ein

B-Faltblatt zeigt nur ein Minimum bei 217 nm.

Die Messung von CD Spektren erfolgte im Jasco J715 CD Spektrometer (Jasco, Grof3-Um-
stadt) gekoppelt mit einem Peltier PTC 343 Temperature Controller in 2 mM HEPES pH 7,5;
20 mM NacCl; 1 mM MgCly; 0,2 mM DTE. Die Aufnahme von Wellenlangen-Scans erfolgte mit
50 nm/min (10 Akkumulationen) bei 25 °C. Temperaturibergange wurden durch konstante
Erhéhung der Temperatur um 30 °C pro Stunde analysiert. Proteinkonzentrationen betrugen
0,2-0,3 mg/ml.

Die molare Elliptizitat pro Aminosaurerest wurde nach folgender Formel berechnet:

e * NAA * 100
Ommw = 37 e d

Naa Anzahl der Aminoséuren im Protein
Mw Molekulargewicht des Proteins (Da)
c Proteinkonzentration (mg/ml)

d Schichtdicke der Kuvette (cm)

5.2.4.8 Fluoreszenzspektroskopie

Mithilfe der Fluoreszenzspektroskopie lassen sich Fluoreszenzénderungen Uber einen be-
stimmten Zeitverlauf nachverfolgen. In dieser Arbeit wurde sie verwendet, um die Tryptophan-
fluoreszenz kleiner GTPasen wéahrend des Nukleotidaustauschs und der Adenylylierung spekt-
roskopisch zu verfolgen. Die Fluoreszenz der Tryptophane andert sich bei Anbringung einer

Modifikation oder Austausch des gebundenen Nukleotids. Die Fluoreszenz der intrinsischen
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Tryptophane wurde bei 297 nm angeregt und die Emission bei 340 nm verfolgt. Alternativ zur
Messung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz wurden GTPasen mit mant-GDP oder mant-
GTP beladen und Freisetzung der mant-Nukleotide (Anregungswellenl&ange 365 nm) bei 440
nm detektiert. Alle Messungen erfolgten in Fluoreszenzspektrometern der Firma Horiba Jobin
Yvon (Fluoromax 3 und 4) bei 25 °C in 20 mM HEPES, pH 7,5; 50 mM NaCl; 5 mM MgCl;; 10
MM Nukleotid und 2 mM DTE.

Die Bestimmung von katalytischen Effizienzen (kca/Km) aus den Fluoreszenzverlaufskurven

erfolgte auf Grundlage der Michaelis Menten Kinetik nach:

v = Vmax * So
So+ Ky
% initiale Reaktionsgeschwindigkeit (UM s)

Vimax maximale Reaktionsgeschwindigkeit (UM s™)

Eo Enzymkonzentration (LM)

So initiale Substratkonzentration (M)

S(t) Substratkonzentration zum Zeitpunkt t
Kcat Wechselzahl, turnover number (s)
Kwm Michaelis Menten Konstante (M)

Daraus folgt, wenn K, > S,

U= Vnax -
Ky

Umaxtt

S(t) =SO e Km

VUmax = Eo* Kcat

Und somit fur das Fluoreszenzsignal F(t):

kcat. E0~t

F(t)= FA' eKM
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Wobei die Anfangsfluoreszenz Fa proportional zur vorliegenden Substratkonzentration ist. Die
erhaltenen Messkurven wurden somit einfach exponentiell gefittet und aus der erhaltenen Ge-
schwindigkeitskonstante konnte durch dividieren mit der Enzymkonzentration Kca/Ku berech-

net werden.
5.2.4.9 Bestimmung intrinsischer Nukleotidaustausch raten

Zur Bestimmung intrinsischer Nukleotidaustauschraten wurden kleine GTPasen praparativ mit
mant-GDP oder mant-GTP beladen. Im Fluoreszenzspektrometer wurde durch die Zugabe von
100x GDP oder GTP das mant-Nukleotid gegen GDP oder GTP ausgetauscht und die Ab-

nahme der mant-Fluoreszenz bei 440 nm detektiert.
5.2.4.10 Kernspinresonanz (NMR)- Spektroskopie

Alle Spektren wurden von Dr. Katja Barthelmes (Lehrstuhl fir Biomolekulare NMR-Spektro-
skopie) aufgenommen und prozessiert. *H®N-HSQC NMR-Spektren wurden bei 25 °C in
20 mM HEPES, pH 7,5, 50 mM NaCl, 1 mM MgCl;, 2 mM DTE, 10 pM GDP/GTP, 100 pM
DSS an einem Bruker Avance 1ll 600 MHz Spektrometer mit einer 5 mm TCR CryoProbe auf-
gezeichnet. Es wurde ein Z-Gradient mit 2048x256 Datenpunkten in t2 und t1 mit 4 Scans

aufgenommen.

Fur die Zuordnung der Backbone Amidprotonen von unmodifiziertem, modifiziertem und nuk-
leotidgebundenem Rab1b und Cdc42 wurden 3D-HNCACB, HNCO, HNCA, HNC(CA)CO und
HN(CO)CA Experimente an einem Bruker AV Il 600, 800 oder 900 MHz Spektrometer aufge-
zeichnet. Die Zuordnung wurde mit zusatzlichen 1H-1N-NOESY Spektren, die mit einer 5 mm
TCI/TXI CryoProbe mittels eines Z-Gradienten mit einer Mischungszeit von 120 ms aufge-

zeichnet wurden, komplementiert.
5.2.4.11 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration ermdglicht die Bestimmung von Oligomerisierungszustanden und
des Komplexbildungsverhaltens von Proteinen. Zur Untersuchung der Komplexbildung zwi-
schen Rab1l und Effektorproteinen wurde eine Superdex 75 10/300 GL Séaule an einem HPLC
System benutzt. Die Interaktionspartner wurden im spezifizierten Verhéltnis fir 2 h bei RT
inkubiert. Die Trennung erfolgte bei einer konstanten Flussrate von 0,5 ml/min in Gelfiltrations-
puffer. Die Detektion erfolgte durch Messung der Absorption bei 280 nm. Erhaltene Fraktionen
wurden Uber SDS-PAGE analysiert.
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5.2.4.12 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) wird angewendet, um die exakte Masse von Molekilen zu be-
stimmen. In dieser Arbeit wurde Electrospray-lonisation (ESI)-MS verwendet. Hierbei wird ein
Analyt durch Anlegen einer Spannung zu einem Aerosol verdampft. Bei der lonisation entste-
hen mehrfach geladene lonen, die anschlieBend im Massendetektor analysiert werden. Zur
Aufbereitung der Proben wurden entweder C4-Zip-tips (Millipore) oder C4 S&ulen (Aeris 3.6
widepore, Phenomenex) verwendet. Bei Nutzen von ZipTips wurde das Saulenmaterial mit 50
% Acetonitril &quilibriert und mit 0,1 %iger Ameisenséure gewaschen. Dann wurden 10 pl der
Proteinlésung auf das Saulenmaterial geladen, wieder gewaschen und mit 50 % Acetonitril
eluiert. Die Probenauftragung und Entsalzung auf einer Séule erfolgte Uber HPLC. Hierzu
wurde ein Gradient von 5-40 % Acetonitril (0,1 % Formiat) mit einer Flussrate von 0,3 ml/min
angelegt. Das Protein wurde dann mit einem Massenspektrometer (LCQ Fleet, Thermo Sci-
entific oder 6130 Quadrupol LC-MS, Agilent Technologies) analysiert. Die Auswertung von
lonenspektren erfolgte tber Xcalibur® (Thermo Scientific) oder OpenLab (Agilent Technolo-
gies) und MagTran [143].

5.2.4.13 Western Blot

Der Western Blot ist ein antikdrperbasiertes Nachweisverfahren fir Proteine. Die durch SDS-
PAGE getrennten Proteine wurden hierzu auf eine Nitrozellulose Membran (Roth) tbertragen.
Dies erfolgte mit Hilfe eines Transferpuffers in einer Dry Blotting Apparatur bei 320 mA fur 2
h. AnschlieRend wurden freie Bindungsstellen auf der Membran mit Rotiblock® (Roth) fur 30
min blockiert, dann der primére Antikorper zugegeben und fir die spezifizierte Zeit inkubiert.
Es folgten drei Waschschritte mit TBS-T, Zugabe des sekundéaren Antikorpers, weitere drei
Waschschritte und anschliel3end die Detektion tUber die Nachweisreaktion des Sekundaranti-
korpers. In diesem Fall wurde die Reaktion der Horse Radish Peroxidase des Sekundaranti-
korpers zur Detektion genutzt. Hierfur wurde der Western Blot mit Western Bright ECL Spray
(Advansta) inkubiert und die Chemolumineszenz mit einem Image Quant LAS4000 (GE) de-

tektiert. Die densitometrische Auswertung der Banden erfolgte mit ImageJ [144].
5.2.4.14 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist eine oberflachenbasierte Methode zum Nachweis von Antigenen oder Antikor-
pern in einer Losung. In der hier verwendeten Konfiguration werden Proteine oder Peptide an
eine Polystyrol-Oberflache immobilisiert und durch eine Antikérperreaktion nachgewiesen.

Hierfir wurden Proteine bzw. Peptide in 10 mM PBS pH 7,2 in die Vertiefungen einer 96 well
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Platte gegeben und fir die angegebene Zeit inkubiert. AnschlieRend wurden freie Bindungs-
stellen mit 0,5 % Milchpulver fir 2 h bei Raumtemperatur blockiert. Dann wurde der Primaran-
tikbrper in der angegebenen Konzentration zugegeben und fir eine definierte Zeit bei Raum-
temperatur inkubiert. Es folgten fiinf Waschschritte mit 10 mM PBS pH 7,2 + 0,01 % Tween-
20 und die Zugabe des Sekundéarantikorpers in entsprechender Verdinnung. Dann folgten
erneut funf Waschschritte und die Detektion. Im Falle des hier verwendeten anti-rabbit-HRP
(Horse radish peroxidase) Konjugates erfolgte diese durch Zugabe von 100 pl mit 0,3 % H20:>
versetzter ABTS Lésung pro Vertiefung. Die Messung der Absorption erfolgte bei 405 nm in
einem TECAN Plattenleser.

5.2.4.15 Adenylylierung mit fluoreszenten Nukleoti  danaloga

5.2.4.15.1 Modifikation von GTPasen durch FRET Nuk leotide detektiert durch in-Gel-

Fluoreszenz

Um zu testen, welche FRET Nukleotide von madifizierenden Enzymen an GTPasen ange-
bracht werden kénnen, wurden 50 uM GTPase, 10 uM Enzym und 5 puM Nukleotid bei 25 °C
inkubiert. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und die in-Gel Fluoreszenz durch
Scannen der Akzeptor-Fluoreszenz der FRET Nucleotide (Cy5: Excitation 650 nm; Emission

670 nm) in einem Typhoon Laser Scanner visualisiert.
5.2.4.15.2 Analyse von Modifikationskinetiken

Fur Nukleotide des Typs | wurde die Messung der Reaktionskinetiken in einem Tecan GENios
Plattenleser durchgefiihrt. Die Donorfluoreszenz (Cy3: Exzitation 535nm; Emission 595 nm)
nach Spaltung der FRET Nukleotide wurde Uber die Zeit beobachtet. Dazu wurden 50 pM
GTPase und 5 puM Nukleotid in einer schwarzen 96 well Platte mit transparentem Boden ge-
mixt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 10 pM Enzym gestartet. Zuséatzlich wurde
auch die Hydrolyse von 5 uM Nukleotid durch 10 uM Enzym gemessen. Als Kontrolle dienten

Messungen ohne Enzym und GTPase.

Fir Nukleotide des Typs I (272, 363, 599, 1121) wurden die Reaktionskinetiken im Fluoromax-
4 gemessen. Die Anregung erfolgte bei 360 nm, die Emission bei 500 nm (fir 599: Excitation:

330 nm, Emission: 430 nm).
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7 ANHANG

7.1 Massenspektren
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Abbildung 7-1: Massenspektren der Modifikation von Rabl bzw. Cdc42 mit aza-etheno-Adenosin (044). 044 kann
von allen getesteten Enzymen als Nukleotidsubstrat verwendet werden. Mineor.: berechnete Masse.
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Abbildung 7-2: Massenspektren der Modifikation von Rab1l mit FRET Nukleotiden. DrrA kann Rabl mit FRET Il
Nukleotiden nicht modifizieren. Mteor.: berechnete Masse.
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7.2 Biochemische Daten
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Abbildung 7-3: Rohdaten der Kinetik mit FRET Nukleotiden I. Kinetik der Adenylylierung mit FRET Nukleotiden. Die
Fluoreszenz wurde zeitabhangig in einem TECAN GENios verfolgt.
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Abbildung 7-4: Rohdaten der Kinetik mit FRET Nukleotiden II. Die Modifikation von Cdc42 wurde im Fluoreszenz-
spektrometer (Anregungswellenldnge 360 nm, Emissionswellenlange 500 nm) zeitabhangig verfolgt.
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Abbildung 7-5: Nukleotidaustausch und Adenylylierung der Rab1 Switch Il Mutanten. Die intrinsische Tryptophan-
fluoreszenz wurde zeitabhangig aufgezeichnet. 1 uM Rab, 100 uM GTP, 50 nM DrrA-GEF, 500 uM ATP und 50 nM

DrrA-fl wurden sequentiell zugegeben.
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Abbildung 7-6: Deadenylylierung der Rabl Switch Il Mutanten. 1 uM Rab1-AMP wurde mit 20 nM SidD versetzt

und die intrinsische Tryptophanfluoreszenz zeitabhangig aufgezeichnet.
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Abbildung 7-7: Intrinsischer Nukleotidaustausch Cdc42. Die Nukleotidaustauschrate wurde durch die Freisetzung
von mantGDP bzw. mantGTP aus dem Cdc42:mantGDP/GTP Komplex nach Zugabe eines Uberschusses an
GDP/GTP ermittelt. Der Endpunkt der Freisetzung wurde durch Zugabe von 10 mM EDTA erreicht.
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Abbildung 7-8: Thermische Denaturierung kleiner GTPasen abhangig von Nukleotidzustand und Modifikation. Uber-
lagerte CD Spektren der thermischen Denaturierung von Rabl bzw Cdc42. Der CD bei 222 nm wurde aufgezeich-
net und in die mittlere Elliptizitdt pro Aminosaurerest umgerechnet.
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Tabellen mit kinetischen Parametern fur Rab-Mutanten

GEF

Rabl1b Mutante

kcat/KM [M_ls_l]

T72A
T74A
S75A
S76A
Y77A
R79A

2,53-10° +1,08-10°
1,92.10° £ 0,03-10°
3,40-10°+0,85-10°
1,66-10° +0,31-10°
1,74-10° £ 0,77-10°
1,17-10° £ 0,69-10°
6,60-10° + 2,26-10°

GEF mantGDP-GTP

Rab1b Mutante

kcat/KM [M_ls_l]

[73A
Y78A

5,8:10° £ 0,28-10°
2,7-10°+0,14-10°
7,4-10° £ 0,85-10°

DrrA Adenylylierung

Rabl1b Mutante

kcat/KM [M_ls_l]

T72A
[73A

T74A
S75A
S76A
Y78A
R79A

7,93-10°+ 1,50-10°
6,10-10° + 0,14-10°
1,70-10° £ 0,99-10°
7,40-10° £ 0.28-10°
9,00-10° +5,37-10°
8,10-10° +1,56-10°
3,30-10°+0,42-10°
1,10-10° £ 0,14-10°
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SidD

Rab Mutante

kcat/KM [M_ls_l]

T72A
I73A

T74A
S75A
S76A
Y78A
R79A

4,90-10°+ 0,70-10°
4,50-10° + 0,85-10°
6,40-10° + 0,14-10°
5,75-10° + 0,90-10°
5,10-10° + 0,57-10°
5,05-10° + 1,06-10°
1,95-10° +£ 0,07-10°
1,35-10° £ 0,21-10°
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7.3 NMR
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Abbildung 7-9: Chemical shift pertubations Rab1lb HSQCs. Chemische Verschiebungen der Signale einzelner Ami-
nosaurereste der NMR-Spektren in ppm.
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Abbildung 7-10: Chemical shift pertubations Cdc42 HSQCs. Chemische Verschiebungen der Signale einzelner
Aminosédurereste der NMR-Spektren in ppm.
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AMP-Rab1b:GTP vs Rab1b:GTP

AMP-Rab1b:GDP vs. Rab1:GDP

S

Abbildung 7-11: CSPs Rab1-AMP geplottet auf die Kristallstruktur in zwei verschiedenen Ansichten.
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