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Abstract 1

Abstract

Biochemical and structural insights into the proteolytic modification of small GTPases
by bacterial effectors from Salmonella enterica and Vibrio vulnificus

Small guanosine triphosphate-binding proteins (GTPases) play a crucial role as binary mo-
lecular switches in many cellular processes like cell division or membrane transport. There-
fore, they are common targets of specialized bacterial enzymes that introduce covalent mod-
ifications aiming to manipulate intracellular regulation in favor of the pathogen. Regioselective
proteolysis has only recently been identified as a modification in small GTPases. Its conse-
quences as irreversible modification in the functioning of this central protein class are still
poorly understood. The only two bacterial proteases described so far are GtgE from Salmo-
nella Typhimurium as well as the Vibrio vulnificus cytotoxic Ras and Rapl specific protease
(RRSP), each of which targets a specific group of Rab or Ras GTPases in a functionally
important regulatory switch region. Both enzymes have been characterized in this study by
protein-biochemical, structural, and biophysical methods gaining a molecular understanding
of the function and the underlying substrate selection mechanisms of these proteases. Fur-
thermore, general functional consequences of switch | cleavage in small GTPases have been
elucidated.

The cysteine protease GtgE modifies the Rab32 subfamily and shows a strict, previously un-
known selectivity for inactive, GDP-bound GTPases. By establishing the complex structure
between a catalytically inactive GtgE mutant and Rab32:GDP, the mode of substrate binding
was revealed in molecular detail. It is constituted by three spike-like extensions of the prote-
ase together with the two switch regions of the GTPase. A combination of molecular dynamic
simulations and mutational analysis identified F88 of the switch Il from Rab32 as an important
element of a multifactorial nucleotide selection mechanism. The proven dependence of GtgE
on another Salmonella enzyme (SopD2) led to the formulation of a cooperative, sequential
model of effective, irreversible Rab32 inactivation. From an enzymatic point of view, GtgE is
an efficient enzyme (kca/Km = 5:10° M-1s1) that shows a high substrate affinity (Kp = 0.1 pM).
RRSP is a similarly efficient enzyme (kca/Km = 8:-10° M-1s1), however working in a reverse
regime to GtgE with low Ky (90 uM) and high turnover rate (kcat = 66 s™). The previously un-
known enzymatic mechanism of RRSP was uncovered in a combination of protein chemistry
and mass spectrometry methods. Moreover, both amino acids of a catalytic dyad could be
identified which is constituted by E3900 and E3930. Therefore, RRSP establishes a new fam-
ily of bacterial glutamate carboxyl-endopeptidases. Based on a RRSP structural homology
model, the Ras substrate binding with defined binding pockets could be postulated.

This work provides the first comprehensive biochemical characterization of the two bacterial
GTPase-modifying proteases, RRSP and GtgE providing molecular insights into selection

mechanisms and reveals a novel type of catalytic center.



2 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Kleine Guanosintriphosphat bindende Proteine (GTPasen) sind als binére, molekulare Schal-
termolekiile an vielen zellularen Prozessen, wie der Zellteilung oder dem Membrantransport,
entscheidend beteiligt. Daher sind sie ein haufiges Ziel spezialisierter bakterieller Enzyme,
die kovalente Modifikationen einflihren, welche die intrazellulare Regulation zu Gunsten des
pathogenen Erregers manipulieren. Die regioselektive Proteolyse als Maodifikation in kleinen
GTPasen wurde erst in neuerer Zeit identifiziert und ist in seiner Konsequenz ein wenig ver-
standener, irreversibler Eingriff in die Funktionsweise dieser zentralen Proteinklasse. Die bis-
lang beschriebenen bakteriellen Proteasen sind GtgE aus Salmonella Typhimurium sowie die
zytotoxische Ras und Rapl spezifische Protease (RRSP) aus Vibrio vulnificus. Diese modifi-
zieren jeweils eine spezifische Gruppe von Rab- bzw. RasGTPasen in einer funktionell be-
deutenden regulatorischen Schalterregion (switch I). Beide Enzyme wurden in dieser Arbeit
mit proteinchemischen, strukturbiologischen und biophysikalischen Methoden charakterisiert,
um ein molekulares Verstandnis der Funktionsweise sowie der zugrundeliegenden Substrat-
selektionsmechanismen der Proteasen zu gewinnen. Ebenso sollten allgemeingltige funkti-
onelle Konsequenzen der switch I-Spaltung in kleinen GTPasen abgeleitet werden.

Die Cysteinprotease GtgE modifiziert die Rab32-Unterfamilie und zeigt eine strikte, bisher
unbekannte Spezifitat fur inaktive, GDP-gebundenen GTPasen. Durch die Etablierung einer
Komplexstruktur zwischen einer katalytisch inaktiven GtgE Mutante und Rab32:GDP konnte
die Substratbindung im Detail aufgedeckt werden, die sich aus drei stacheldhnlichen Fort-
satzen der Protease sowie beiden switch-Regionen der GTPase formiert. Eine Kombination
aus molekulardynamischen Simulationen und Mutationsanalysen identifizierte F88 des
switch Il aus Rab32 als wichtiges Element eines multifaktoriellen Nukleotidselektionsmechan-
ismus. Die nachgewiesene Abhangigkeit GtgEs von einem weiteren Salmonellenenzym
(SopD?2) fuhrte zur Formulierung eines kooperativen, sequenziellen Modells einer effektiven,
irreversiblen Rab32-Inaktivierung. Aus enzymatischer Sicht ist GtgE ein effizientes Enzym
(Kea/Km = 5-10° Mts?), das eine hohe Substrataffinitat aufweist (Kp = 0,1 uM). Ein &hnlich ef-
fizientes Enzym ist RRSP (kca/Km = 8-10° M1s?), das ein gegenlaufiges Arbeitsregime mit
geringem Ky (90 uM) und hoher Umsatzrate (kcar = 66 s2) zeigt. Mit einer Kombination aus
proteinchemischen und massenspektrometrischen Methoden konnte sowohl der bislang un-
bekannte enzymatische Mechanismus von RRSP aufgedeckt als auch die Aminosauren des
katalytischen Zentrums identifiziert werden. Hierbei wirkt RRSP Uber eine Dyade aus E3900
sowie E3930 und begriindet damit eine bisher nicht beschriebene Familie von bakteriellen
Glutamatproteasen. Anhand eines RRSP-Strukturhomologiemodells lie3 sich dadurch die
Ras-Substratbindung mit definierten Bindetaschen postulieren.

Diese Arbeit liefert die erste umfassende biochemische Charakterisierung der beiden bakte-
riellen GTPase-modifizierenden Proteasen RRSP und GtgE, gibt molekulare Einsichten in

Selektionsmechanismen und deckt ein katalytisches Zentrum neuen Typs auf.



Einleitung 3

1. Einleitung

Ein Ziel der Grundlagenforschung in den Lebenswissenschaften ist es, die Funktionsweise
und Regulationsprinzipien in eukaryotischen Zellen sowie ihre Pathologien auf molekularer
Ebene aufzudecken, um Krankheiten heilen oder behandeln zu kénnen. Ebenso grof} ist das
Interesse, die Wechselwirkung von pathogenen Erregern mit inrem Wirt im molekularen Detall
zu verstehen, um effektive Therapien zu entwickeln. Die Erkenntnisse aus dem Studium bak-
terieller Proteine bieten zugleich Einblicke in das Funktionieren eukaryotischer Zellen und

sind deshalb in vielféltiger Weise im Fokus des Interesses.

1.1.Kleine GTPasen als Molekulare Schalter der Zelle

Eukaryotische Zellen zeichnen sich im Unterschied zu prokaryotischen Zellen durch ihre
Kompartimentierung und die damit verbundene komplexe intrazellulare Regulation aus. Ne-
ben dem namensgebenden Zellkern (griech.: karyon) sind weitere membranumhillte Kom-
partimente und Organellen, wie Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum (ER), der
Golgi-Apparat sowie Zelltyp spezifische Vakuolen und Vesikel charakteristische Merkmale
héherer Zellen!. Diese strukturelle Vielfalt ist Ausdruck der mannigfaltigen Aufgaben und
Funktionen, die eine eukaryotische Zelle im Zellverbund eines Organismus erfiillen muss.
Neben der Formierung spezifischer Gewebe (z.B. Muskeln, Epithelien oder Nervensystem)
und der interzellularen Kommunikation (Signallibertragung durch Neurotransmitter; Hor-
mone) ist das Immunsystem zur Abwehr von Pathogenen (sowohl das angeborene als auch
adaptive) ein Wesensmerkmal héherer Tiere wie dem Menschen. Um einen Organismus aus
einer Keimzelle entstehen zu lassen und seine Funktion aufrechtzuerhalten, bedarf es einer
strikten Koordination und Kontrolle auf intrazellularer und molekularer Ebene. Fir diese Kon-
trollfunktion wurden in der Evolution unter anderem Guanosintriphosphat (GTP) bindende
Proteine (auch GTP Hydrolasen, kleine GTPasen oder G-Proteine) selektiert?2. Sie kdnnen
in zwei definierten, unterschiedlichen Zusténden vorliegen: im inaktiven, wenn sie Guanosin-
diphosphat (GDP) komplexieren sowie dem aktiven Zustand, wenn GTP gebunden ist. Da sie
eine wenig ausgepragte intrinsische GTP-Hydrolyseaktivitat in biologischen Zeitskalen besit-
zen?*5, sind sie auf regulierende Proteine angewiesen, um einen definierten Aktivitatszustand
anzunehmen. Diese Eigenschaft macht G-Proteine zu idealen binaren, biologischen Schal-
termolekilen und zu zentralen Elementen intrazellularer Signalnetzwerke. Abh&ngig von dem
gebundenen G-Nukleotid (GDP/GTP) rekrutieren GTPasen spezifische Effektoren Uiber Pro-
tein-Protein-Interaktionen, die ihrerseits als Vermittler in intrazellularen Signalnetzwerken wir-
ken (s. Abschnitte 1.1.1.-1.1.4.). Die Uberfiihrung in den aktiven, GTP-gebundenen Zustand,

wird von GEFs (Guanosinnukleotidaustauschfaktor; engl. guanosine nucleotide exchange

a Mit Halbwertzeiten (t12) der intrinsischen GDP-Hydrolyse von wenigen Minuten (z.B. Racl, Rab5) bis
zu mehrerer Stunden (z.B. Rab32)
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factor) vermittelt. Diese aktivieren kleine GTPasen durch die Stimulierung der GDP-Freiset-
zung und erleichtern hierdurch den Austausch zum GTP. Im Gegensatz hierzu wird die Kon-
version zurtick in den inaktiven, GDP-gebundenen Zustand durch GAPs (GTPase-aktivie-
rende Proteine) katalysiert, indem diese die intrinsische GTP-Hydrolyse von G-Proteinen sti-
mulieren®’,

Die Proteinklasse der kleinen GTPasen (auch Ras Superfamilie GTPasen) umfasst Uber 150
Mitglieder in humanen Zellen®. Diese werden abhangig von ihrer Sequenzéahnlichkeit und ih-
rer zelluldaren Funktion in funf Unterfamilien klassifiziert. Diese umfassen jeweils die Familien
der Ras-, Rho-, Arf/Sar-, Ran und RabGTPasen®. Die Funktion der namensgebenden
GTPase Ras (H-Ras; K-Ras; N-Ras und ihre Isoformen)® liegt maRgeblich in der Kontrolle
der Genexpression in der Wachstumshormon-vermittelten Zellteilung und erklart damit seine
Bedeutung als Onkogen (s. Abschnitt 1.1.2.)*. Die Familie umfasst 30 weitere Vertreter, die
u.a. in der Zell-Zell-Adhasion (RaplA,B)?, der mTORC1 vermittelten Genexpressionskon-
trolle (RheB)*® oder als Tumorsuppressor wirken (D-Ras)®°. Die Familie der RhoGTPasen be-
steht aus ca. 20 Mitgliedern, die in der Reorganisation des Zytoskeletts (bspw. bei Aktinfila-
menten: Racl und Cdc42) sowie der Zellzykluskontrolle beteiligt sind (Cdc42)4. Vertreter der
Arf/Sar Familie sind u.a. an der Genese und dem Transport innerhalb von Cilien sowie der
Vesikelabschniirung beteiligt®®. Ran organisiert den Kerntransport von Proteinen zwischen
Zytosol und dem Nukleus, durch den Kernporen-Komplex und ist der einzige Vertreter dieser
Familie'®. Alle Membrantransportereignisse werden durch die RabGTPasen orchestriert, wel-
che mit fast 70 Vertretern die groRte aller Familien darstellen?’.

Darlber hinaus gibt es noch die nahe verwandten G,-GTPasen, die in Assoziation mit memb-
ranverankerten Gg sowie Gy Untereinheiten an einem Transmembranrezeptor binden. Dieser
Komplex stellt die funktionelle Einheit der G-Protein gekoppelten Rezeptoren dar (GPCRs;
engl. G-protein coupled receptors). GPCRs nehmen wichtige Aufgaben bei der initialen Sig-
nalaufnahme extrazellularer Stimuli sowie ihrer Weiterleitung wahr, werden aber auf andere
Weise als die bisher beschriebenen GTPasen reguliert und sind daher fir die weiteren Be-
trachtungen von nachrangiger Bedeutung?é.

Durch die zentrale Stellung kleiner GTPasen in der Signaliibertragung und Regulierung viel-
schichtiger zellularer Prozesse, werden sie durch eine Reihe bakterieller Erreger manipuliert,
die daraus einen Vorteil flr inre eigene Verbreitung ziehen. Sowohl intrazellular replizierende
Pathogene als auch solche, die nicht in das Zellinnere eindringen, haben Wege entwickelt,
mit der Regulation kleiner GTPasen zu interferieren. Solche Manipulationen geschehen viel-
fach durch die Einfihrung bakterieller Proteine in die Wirtszelle, die ihrerseits als Bindepart-

ner, Regulatoren oder modifizierende Enzyme wirken?:19:20,

b Auch als p21"@ Onkogen bekannt. Zur Unterscheidung wurden funktionell unterschiedliche Isoformen
nach deren Entdeckern Harvey (Ha-Ras; H-Ras) und Kirsten (Ki-Ras; K-Ras) bzw. nach ihrer zelltyp-
spezifischen Funktion in Neutrophilen Makrophagen (N-Ras) benannt®©.
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Im Folgenden werden die Struktur-, die Sequenzmerkmale sowie Regulationsmechanismen
kleiner GTPasen im Allgemeinen und fiur Ras und die Rab Familie im Speziellen eingefihrt.
Hierbei liegt ein besonderes Augenmerk auf den Funktionen von Ras und der Rab32 Unter-
familie in zellularen Signalwegen. Ebenfalls werden posttranslationale Modifikationen

(PTMs), die in der Regulation kleiner GTPasen eine wichtige Rolle einnehmen, betrachtet.

1.1.1.Strukturelle Grundlagen und Regulation kleiner GTPasen

Die kleinen GTPasen sind eine Gruppe globulérer Proteine mit einem Molekulargewicht von
20-40 kDa, die eine im Kern konservierte Faltung aufweisen, welche sich aus sechs zentralen
B-Strangen (funf davon als paralleles B-Faltblatt) und funf ringsum angeordneten a-Helices
zusammensetzt (s. Abbildung 1A). Sie weisen den phosphatbindenden P-Loop (auch Walker-
Motif) als zentrales Strukturmerkmal auf?. Dieser koordiniert neben dem fiir die Nukleotidbin-
dung essentiellen Magnesiumion, auch die a-, - sowie y-Phosphate der gebundenen Nukle-
otide. Uber den als G1-Motiv bezeichneten P-Loop hinaus, gibt es noch vier weitere konser-
vierte Sequenzmotive, die alle kleinen GTPasen gemeinsam haben (G2-G5). Die Nukleoba-
senspezifitdt wird durch das G4- (Konsensus Sequenz: NKxD) gemeinsam mit dem G5-Motiv
(TSAK) vermittelt, indem sie die Guaninbindetasche formen. Wahrend des GTPase Schalt-
zyklus istim inaktiven Zustand GDP und im aktiven GTP in der Bindetasche koordiniert. Durch
die Anwesenheit des GTP y-Phosphats nehmen zuvor flexible Regionen durch eine konfor-
mationelle Anderung eine definierte, wenig flexible Struktur ein (s. Abbildung 1A, B). Diese
regulatorischen Schalterregionen werden als switch | und switch Il bezeichnet (engl. fir
Schalter) und sind entscheidend an der Bindung von Effektorproteinen beteiligt. Teile der
Motive G2 (das konservierte Threonin im switch I-Loop) und G3 (Teil des switch 1) koordinie-
ren das y-Phosphat tber mehrere Wasserstoffbriickenbindungen. Diese werden sowohl Giber
die Sekundaramine der Peptidbindungen (Thr/Ser in switch I, Gly aus dem Dx.GQ-Maotiv) als
auch Alkoholgruppen von Seitenketten (Thr/Ser; Tyr in switch |) ausgebildet. Die beschriebe-
nen konservierten Elemente tragen zu der hohen Affinitdt der Nukleotidbindung bei und be-
grinden den konformationellen Schaltmechanismus auf molekularer Ebene??.

Durch vergleichende Studien der Primarstruktur von RabGTPasen wurden flr diese Familie
weitere Sequenzelemente definiert, Uber die sie sich anhand der Primarstruktur von anderen
G-Proteinen unterscheiden lassen. Die Rab-Familie Motive (RabF1-RabF5)?% sind um die
Nukleotidbindetasche angeordnet und erlauben u.a. die Interaktion mit allgemeinen Interak-
tionspartnern wie dem Rab eskortierenden Protein (REP) oder dem GDP Dissoziationsinhi-
bitor (GDI) (s. Abschnitt 1.1.3.). Zur weiteren Unterscheidung hat man Rab Unterfamilien-
Motive (auch Subfamilien, RabSF1-RabSF4)?3 definiert, die auf der gesamten Rab-Oberfla-
che verteilt zu finden sind und eine differenziertere Klassifizierung in 10 Unterfamilien erlau-
ben (s. Abbildung 1C). Fir die vorliegende Arbeit sind die Motive der switch-Regionen
(switch I: RabSF1, RabF1; switch Il: RabF3, RabF4) sowie der Interswitch-Bereich bestehend
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aus den antiparallelen B-Strangen B2 und B3 (RabF1, RabF2) hervorzuheben. Diese sind
wesentlich involviert an Protein-Protein-Interaktionen mit intrazellularen Komponenten und
stellen damit auch die Grundlage der spezifischen Erkennung durch bakterielle Enzyme, wéh-
rend der Infektion mit pathogenen Erregern dar. Wichtige Interaktionspartner sind GEFs und

GAPs, die Aktivitatsregulatoren Ras-ahnlicher GTPasen.

G3 (switch Il) DX2GQ
G4 N/ITKXD 4
G5 SAK

GTPase Zyklus

X §‘~ % f
S
/\ 00 S o 'y .
‘ > i " V.
A { . A Nt
k LW
<.t Suv switch | switch Il
¢  switch ll
GAP
Signaltransduktion /
P; H,0 Effektorbindung

Abbildung 1. Strukturelemente und der Regulationszyklus kleiner GTPasen. A Die GTPase Struk-
turmotive G1-G5 am Beispiel von Rab32 (PDB Zugangsnummer 4CYM). B Strukturelle Konsequenzen
der Regulation kleiner GTPasen im Aktivitats-Schaltzyklus am Beispiel von K-Ras (PDB Zugangsnum-
mer 4LPK (GDP); 5VQ2 (GTP)). C Spezifische Sequenzmotive der Rab-Familie (RabF1-5, orange)
und von Rab-Unterfamilien (RabSF1-4, gelb)? am Beispiel Rab32 (PDB Zugangsnummer 4CYM). Ku-
gelstabmodel: GDP/GTP; griine Kugel: Mg?*-lon; magenta: switch-Regionen (inkl. G2- G3- Motiv).
GAP: GTPase aktivierendes Protein; GEF: Guanosinnukleotid Austauschfaktor.

GEFs sind sowohl ihrer primaren als auch tertiaren Proteinstruktur nach eine heterogene
Gruppe’. Viele charakterisierte GEF:GTPase Komplexe lassen allerdings einige mechanisti-
sche Gemeinsamkeiten erkennen, die fur den Nukleotidaustausch von Bedeutung sind. Zu-
nachst bildet sich ein schwachaffiner ternarer GTPase:GDP:GEFKomplex. Durch die Interak-
tion mit den nukleotidbindenden Motiven und Resten wie dem P-Loop (G1), dem konservier-
ten Threonin in switch | (G2) und vor allem dem konservierten Asp in switch Il (G3 Motiv
DX>GQE) wird zunachst die Affinitdt zum zentral koordinierten Magnesiumion herabgesetzt.
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Durch weitere spezifische Interaktionen mit beiden switch-Regionen wird die Nukleotidbinde-
tasche durch das GEF abgeschirmt und geweitet. In der Folge sinkt die Affinitdt zum gebun-
denen Nukleotid und erleichtert dessen Dissoziation unter Ausbildung eines hochaffinen bi-
naren GTPase:GEF-Komplexes. Durch die hohe intrazellulare GTP Konzentration (ca. 1 mM)
wird der bindre Proteinkomplex zugunsten eines GTP gebundenen G-Proteins aufgeldst. Die-
ser Prozess lauft unabhangig von dem gebundenen Nukleotid ab und die Beladung der
GTPase ist abhangig von dem intrazellularen GDP/GTP-Verhaltnis®.

Nach der Interaktion mit Bindepartnern werden G-Proteine inaktiviert um den Zyklus zu voll-
enden und die Aktivitatsdauer zu regulieren. Die dafir zustandigen GAP-Proteine sind deut-
lich weniger heterogen in ihrer Sequenzvielfalt als auch der tertidren Proteinstruktur. Mecha-
nistisch sind bisher zwei Hauptvarianten beschrieben, wie die GAP vermittelte GTPase-Akti-
vitat stimuliert ablaufen kann. Bei den GAPs mit einer konservierten TBC-Doméane® kommen
zwei Seitenketten (Arg und Asn) als ,katalytische Finger zum Einsatz. Das Arginin ragt dabei
direkt in das aktive Zentrum des G-Proteins und komplexiert B- und y-Phosphat. Das Aspa-
ragin nimmt die Position des konservierten Glutamins aus switch Il (DX2GQE-Motiv; G3) ein
und polarisiert ein Wassermolekdl in trans fir den Angriff auf das y-Phosphat®2?4. Der zweite
Mechanismus verwendet lediglich einen Arg-Finger der den Ubergangszustand der Hydro-
lyse an dem y-Phosphat stabilisiert. Das Wasser wird hierbei durch das intrinsische switch I

Glutamin in cis polarisiert?>:26,

1.1.2.Die kleine GTPase Ras in der Zellteilung

Ob sich eine Zelle teilt oder nicht, wird maf3geblich durch den Zellzyklus bestimmt. Die Zell-
zykluskontrolle erfolgt durch eine Reihe von Proteinen, zu denen auch Rho- und RasGTPa-
sen gehdren?”?8, Im Weiteren wird lediglich auf die Rolle von Ras sowie dessen Regulation
eingegangen. Die Funktionserfullung von Ras hangt neben der Nukleotidbindung von seiner
Membranlokalisation ab. Hierzu durchlauft es mehrere posttranslationale Modifikations-
schritte am C-Terminus (s. Abschnitt 1.2.). Dazu gehdren C-terminale Lipidierungen, die die
Membrananheftung von Ras vermitteln. Die Steuerung der intrazellularen Ras-Lokalisation
erfolgt dabei fur die verschiedenen Isoformen auf unterschiedlichen Wegen. Haufig spielt die
reversible Lipidierung mit einer Palmitoylgruppe eine zentrale Rolle bei Membranassozia-
tions- und Dissoziationsprozessen?®. Die Steuerung der Nukleotidbeladung erfolgt durch ver-
schiedene Gruppen von GEFs und GAPs?°. Ein detalilliert untersuchter Signalweg der Ras-
Aktivierung verlauft Gber eine Rezeptor-Tyrosinkinase stimulierte Rekrutierung des Son of
Sevenless (SOS) GEFs. Hierbei wird liber die Bindung eines extrazellularen Wachstumsfak-
tors die Autophosphorylierung des Rezeptors stimuliert, was zur Rekrutierung von SOS an
die Plasmamembran fuhrt. Dort rekrutiert es seinerseits Ras durch den Nukleotidaustausch

zu GTP an die Membran30.

¢ TBC gemeinsame Domane in den Hefe GAPs Tre-2, Bub2 und Cdc16%*
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Abbildung 2. Schematische Auswahl von Ras-stimulierten Signalwegen. Das aktivierte, memb-
ranassoziierte Ras:GTP (hellgriines Rechteck) dient als Aktivator von Kinasen (RAF; PI3K) oder als
Bindeplattform zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer Faktoren an die Membran (Ral-GDS). Die
aktivierten Kinasen stehen meist am Beginn von Aktivierungskaskaden (Phosphorylierung/Aktivierung
nachgeschalteter Kinasen; hier MEK/MAPK/ERK). Am Ende der signalverstarkenden Kette werden
Transkriptionsregulatoren aktiviert, die ihrerseits die Gentranskription im Zellkern regulieren (hier ELK,
MYC). Aktives Ras stimuliert auf diesem Weg u.a. die Zellteilung. P: Phosphorylierung.

Aktives Ras stimuliert eine Reihe von Signalwegen. Die drei bestuntersuchten sind der RAF-
MEK-ERK/MAPK, der RAL sowie der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) Signalweg (s. Ab-
bildung 2). Es wurden weitere Bindepartner von Ras identifiziert. Diese sind bisher weniger
eindeutigen Signalwegen zugeordnet. Exemplarisch soll hier der MAPK-Signalweg eingefihrt
werden, der in verschiedenen Zelltypen mitverantwortlich fur die Zellteilung ist3'. Nach der
Aktivierung von Ras, rekrutiert dieses die Serin/Threonin Kinase RAF (Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma) Uber eine Ras-bindende Doméne (RBD) und stimuliert dessen Kinase-Aktivi-
tat. Die nachfolgende Phosphorylierung der bispezifischen MAPK/ERK-Kinase Tyrosin/Thre-
onin Kinase (MEK) fuhrt zur Aktivierung der Mitogen Aktivierten Protein Kinase (MAPK)-Kas-
kade, an dessen Ende die Phosphorylierung von ERK (Extrazellularsignal regulierte Kinase)
steht. Phosphoryliertes ERK (pERK) wird in den Zellkern transportiert und phosphoryliert sei-
nerseits Transkriptionsfaktoren wie ELK, MYC oder NF-kB¢. Diese induzieren die Transkrip-
tion wichtiger Faktoren der Zellzykluskontrolle, welche schlief3lich die Zellteilung einleiten.
Dies verdeutlicht auch das Wirken von Ras als Proto-Onkogen. Eine zu hohe Ras-Aktivitat

tragt zur unregulierten Zellteilung und damit zur Krebsbildung bei. Gewebeabhangig wurden

4 Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells ist ein zentraler Transkriptionsfaktor
der Immunantwort, der Zellproliferation sowie dem programmierten Zelltod®2.
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bspw. K-Ras Mutationen in rund 30%¢ aller Tumore diagnostiziert3*35. Die wichtigsten mutier-
ten Codone sind nahezu ausschlief3lich auf Gly12, Gly13 und GIn61 begrenzt (bezogen auf
K-Ras). Diese Codone befinden sich einerseits im nukleotidbindenden P-Loop (Gly12, Gly13
im G1-Motiv) und anderseits im switch Il (katalytisches GIn im G3-Motiv). Als Konsequenz
der Mutationen wird Ras durch verschiedene Mechanismen im aktiven Zustand gefangen.
Einerseits weil es insensitiv gegentiber der Deaktivierung durch GAPs wird, oder anderer-
seits, weil einige Mutanten eine stark verringerte intrinsische GTP-Hydrolyse aufweisen
(s. Abschnitt 1.1.1.). Weitere Fehlregulationen in dem Ras vermittelten RAF-MAPK-ERK Sig-

nalweg werden ebenfalls mit der Entwicklung von Tumoren in Verbindung gebracht3536,

1.1.3.RabGTPasen vermitteln den vesikularen Transport

Der Materialaustausch von Zellen mit ihrer Umgebung wird tber Endozytose und Exozytose
realisiert. Exozytotische Prozesse sorgen beispielsweise flr den Transport von Rezeptoren
und andere Faktoren an die Zelloberflache, ausgehend vom ER und weiter tber den Golgi-
Apparat. Durch endozytotische Prozesse werden neben N&ahrstoffen auch membran-gebun-
dene Rezeptoren sowie Viren und Bakterien internalisiert, die im lysosomalen Degradations-
weg verdaut bzw. neutralisiert werden. Ebenso wie der Materialaustausch mit der Aulzenwelt,
erfolgt auch der spezifische und ortsgerichtete Transport von Molekilen zwischen Kompatrti-
menten innerhalb der Zelle, Gber Vesikel. Der Verlauf des Vesikeltransport ist zwar abhangig
von den enthaltenden Molekilen (auch als Ladung oder Cargo bezeichnet), lasst sich aber in

folgende, allgemeine Schritte aufgliedern?’:

1. Cargo abhangige Vesikelsabschnirung von der Donormembran (engl. budding)

2. Gerichteter Transport des Vesikels entlang von Filamenten zur Akzeptormembran

3. Akzeptormembranerkennung und Anbindung des Vesikels (engl. tethering)

4. Vesikelfusion mit der Akzeptormembran und Cargo-Freisetzung in die Membran oder das

Lumen des aufnehmenden Kompartiments.

Fir jeden dieser Teilschritte ist eine strikte raumliche und zeitliche Koordination nétig, um die
Spezifitét und letztlich die Membranidentitat der Kompartimente selbst, zu gewahrleisten bzw.
aufrecht zu erhalten. RabGTPasen sind als Masterregulatoren des Vesikeltransports be-
kannt, da sie in allen Etappen von aktiv gesteuerten Membrantransportprozessen wichtige
Aufgaben Ubernehmen38:3°, Hierzu werden sie, ahnlich zu den Vertretern der Ras-Familie, an
ihrem C-Terminus lipidiert. Allerdings handelt es sich hierbei um die Anbringung zweier Ge-
ranylgeranylgruppen, die fur die nétige, hohe Membranaffinitat sorgen (s. Abschnitt 1.2.1.).
Zu Beginn eines Zyklus werden sie aus dem Zytosol an die Membran des Abgebenden Kom-

partiments (Donormembran) liber GEFs rekrutiert und dabei aktiviert*°. Sie zirkulieren dann

¢ Bei Darm und Pankreaskrebs sind es nahe 60% in denen konstitutiv aktive Ras Mutanten gefunden
werdent?33,
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ausgehend von der Donormembran mit den Vesikeln entlang des Zytoskeletts zum aufneh-
menden Kompartiment (Akzeptormembran) (s. Abbildung 3, vergleiche Abschnitt 1.1.1.).

An der Akzeptormembran kommt es haufig zur Inaktivierung durch GAPs. Der Rucktransport
(recycling) erfolgt sequenziell Uber die Extraktion von Rabs durch GDI, gefolgt vom zytosoli-
schen Transport des Rab:GDP:GDI-Komplex und schlief3t mit der erneuten GEF-vermittelten
Rekrutierung an die Donormembran. Die Wechselwirkung mit GDI erfolgt ausschlie3lich im
GDP-gebundenen, inaktiven Zustand. Die hohe Affinitat von GDI zu inaktiven Rabs wird we-
sentlich durch die C-terminalen Geranylgeranylreste vermittelt (Kp 10-8-10-° M-1)4142, Die GDI-
vermittelte Extraktion von prenylierten Rabs aus der Membran und deren Stabilisierung (und
Solubilisierung) sorgt somit fiir einen Pool von GTPasen im Zytosol, der fir eine erneute Rek-
rutierung an die Donormembran bereitsteht. GDI Gbernimmt damit auch die Funktion eines

Rab-Chaperons’.

Akzeptormembran

Rab Rab a
s e & o Gop
== Nukleotidwechsel
Rabl: Prozess
> /[C%'E’V\ ==4p GDI vermittelter
. ,[_JE2“ Transport
4, E:} ) = Vesikeltransport
Vesikel / Zytosol GDI & Zytoskelett
i
Oy D
Olgab Rab ; Oqu

Donormembran

Abbildung 3. Der Lokalisations-Schalt-Zyklus von RabGTPasen im vesikularen Transport. Sche-
matische Ubersicht der 6rtlichen und zeitlichen Abfolge des Rab-vermittelten Vesikeltransports. Nach
der GEF-vermittelten Rab-Aktivierung erfolgen die Vesikelabschnirung an der Donormembran sowie
der Transport zur Akzeptormembran. Auf die Effektor-vermittelte Membranfusion folgt die GAP-vermit-
telte Rab-Inaktivierung an der Akzeptormembran. Inaktives Rab wird tiber die GDI-vermittelten Memb-
ran recycling fur einen neuen Zyklus an der Donormembran bereitgestellt. Griines/rotes Rechteck:
aktives/inaktives Rab; GAP: GTPase aktivierendes Protein (lila); GEF: Guaninnukleotidaustauschfak-
tor (gelb); E1-3: Effektorproteine (grau); GDI: GDP Dissoziationsinhibitor (blau).

Fur den Vesikel-vermittelten Transport ist die Interaktion von aktiven RabGTPasen mit Ef-
fektoren entscheidend. Diese Interaktionen bestimmen die cargospezifische Vesikelformie-
rung (u.a. Uber die Bindung von Rezeptor-assoziierten Adaptorproteinen, APs), den Filament-
assoziierten Vesikeltransport (Uber die direkte oder indirekte Bindung von Motorproteinen),
die Akzeptormembranerkennung (tiber das Binden von Tetheringfaktoren) und schlief3lich die

Uber SNARE'-Komplexe vermittelte Membranfusion?,

f Soluble NSF Attachment Protein Receptor
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Abbildung 4. Ubersicht der Funktionen und Lokalisation von RabGTPasen. Schematischer Quer-
schnitt einer Epithelzelle mit zellularen Kompartimenten sowie vesikularen Transportwegen und einer
Auswahl der beteiligten RabGTPasen. Die GTPasen der Rab32-Unterfamilie sind rot hervorgehoben
(s. auch Abschnitt 1.1.4.)(modifiziert Gbernommen mit Erlaubnis von Springer Nature PG)%.

Durch Interaktion mit verschiedenen Effektoren und Regulatoren kénnen dieselben Rabs zell-
typabhéangig in unterschiedlichen Membrantransportprozessen beteiligt sein. Die Verkettung
von Interaktionen, z.B. Uber Effektor-vermittelte GEF und GAP Rekrutierungen, fuhrt zur Re-
alisierung verschiedener Signalschaltungen. Auf diese Weise werden lokal begrenzte Rab-
Domé&nen an Membranen ausgebildet, die in ihrer Komposition die Identitéat des Vesikels bzw.
Kompartiments bestimmen“3. Die Funktionen einzelner RabGTPasen wurden in zahlreichen
Studien untersucht und konnten in vielen Fallen bestimmten Membran-assoziierten Prozes-
sen zugeordnet werden. Die Abbildung 4 illustriert dies schematisch, anhand einer Auswabhl
individueller Rab-Funktionen im zellularen Kontext.

Fehlfunktionen im Rab-vermittelten Vesikeltransport sind mit einer Vielzahl von Pathologien
assoziiert (z.B. lysosomale Speicherkrankheiten, oder Parkinson)*-46, Auch wurde vor kur-

zem mit Rab35 das erste Rab-Onkogen identifiziert*.
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1.1.4.Zellulare Funktionen der Rab32 Unterfamilie
Die Rab32-Unterfamilie (Rab29, Rab32, Rab38) ist evolutionér nahe verwandt mit der Rab7-
Familie (Rab7, Rab9) (s. Abbildung 5) und ebenfalls in endo-lysosomale Signalwege invol-
vierts. Allerdings wurden auch weitergehende Funktionen der Rab32-Unterfamilie beschrie-

ben, die wenig im Detail verstanden sind.

Raba08 1 Rabi0A
Rab40 R

b J
a 15 é’}%‘?.%@ & o
Rah19 SR 2 Sone
Rab43 2e® Rabig
Raba3A Rab30 L
Rab33B
LTS
B s
Rabd3 aba
Rab25
3 Rab11A
Rabes Hab11B

Rab!

Rab41 Rabd4

Rab17

Rab22A
ab2) Rab3D

RabL2A
RabL2B

RabL3

Abbildung 5. Phylogenetischer Baum humaner Rab und Rab-ahnlicher GTPasen. Die Rab32-
Unterfamilie ist in Rot hervorgehoben. Gemeinsam mit dem am nachsten verwandten Rab23 ist die
Rab32 Unterfamilie in hellblau und die Rab7 Unterfamilie in violett hinterlegt. Der Phylogenetische
Baum im Newick-Format wurde mittels multiplem Sequenzvergleich in Clustal Omega*® erstellt und
grafisch mit der online Software Phylodendron (v0.8d) illustriert (http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/).

Rab32/38

Rab38 ist durch eine Rab32 Genverdoppelung entstanden und kommt lediglich in Pigment-
zellen der Haut (Melanozyten) sowie in Blutplattchen (Thrombozyten) vor34°, wohingegen
Rab32 in nahezu allen Gewebetypen exprimiert wird®. Rab32 ist bisher in vielfaltiger Weise
mit der Genese von Lysosom verwandten Organellen (LROs9; z.B. Melanosomen) sowie dem
endo-lysosomalen Vesikeltransport einschlielich der intrazellularen Pathogenabwehr in Ver-
bindung gebracht worden®-53 (s. Abbildung 4). Bisherige Studien zu Rab32/38 haben ihre
Funktion in Melanozyten, speziell ihre Rolle in dem Tyrosinase-Transportweg der Melanoso-
menreifung, untersucht®5, In diesem Zusammenhang wurde die Bindung von Rab32 und
Rab38 an das Aktin-assoziierte Motorprotein Myosin V¢ nachgewiesen®. Weiterhin wurde
gezeigt, dass Rab32 und Rab38 an der Reifung von Speicher-Granula in Thrombozyten be-
teiligt sind®¢:5’, Diese setzen aggregationsfordernde Faktoren in aktivierten Thrombozyten

wahrend der Blutgerinnung durch Exozytose frei.

9 Engl. lysosome related organel
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An spaten Endosomen (LE; engl. late endosome) bindet aktives Rab32 an eine Ankyrin
Repeat (ANK1)-Doméane des Multidomé&nenproteins VARP (VPS9-Doménen Ankyrin Repeat
Protein)®8. Diese Interaktion wurde durch den Heterokomplex aus beiden Proteinen strukturel
im molekularen Detail aufgeklart (PDB Zugangsnummer 4CYM). Die Interaktionsflache von
Rab32 erstreckt sich dabei vor allem Uber die Interswitch-Region (die Motive RabF1 und
RabF2) sowie Teile des switch Il. VARP interagiert seinerseits mit einer Vielzahl weiterer Pro-
teine und spielt damit eine zentrale Rolle im retro-endosomalen Membrantransport®. Es bin-
det u.a. an VAMP7 (endo-lysosomales R-SNARE)®061 sowie VPS29 (Untereinheit des Ret-
romer-Komplexes)®8. Die Funktion der Rab32-VARP Interaktion ist noch nicht vollstandig ge-
klart. Rab32 ist in verschiedenen Zelltypen weiterhin mit der Reifung des Autophagosoms®2.63
und der Regulation der Mitochondrienteilung in Verbindung gebracht worden®4%5, In Immun-
zellen ist Rab32 an der Lysosomenreifung und der Cathepsin D Rekrutierung beteiligt und
spielt damit in der intrazellularen Pathogenabwehr (u.a. bei Salmonelleninfektionen) eine
wichtige Rolle>3%5. Allerdings ist der Mechanismus, tUber den Rab32 die Fusion zwischen
Phagosom und Lysosom zum Phagolysosom stimuliert, nicht genau bekannt®”.

Je ein Regulator zur Aktivierung und zur Deaktivierung wurden kirzlich in in vivo Studien
identifiziert. Damit fungieren BLOC-3' als GEF® und RuTBC1/ als GAP®® von Rab32 sowie
Rab38. BLOC-3 wird Uber eine Interaktion von HPS4 mit dem endosomalen Rab9 an die
LRO-Membran rekrutiert’. Auch RUuTBC1 wird von aktivem Rab9 Uber seine Rab-Effektor-
Domane an die Membran rekrutiert, wo es Rab32 deaktiviert’®. Ob es sich hierbei um eine
koordinierte Rab-Kaskade oder eine konkurrierende Situation zwischen beiden Regulatoren
um die Bindung an Rab9 handelt ist nicht bekannt.

Die Fehlregulation des Rab32/38 vermittelten Membrantransports zeigt sich im klinischen
Krankheitsbild des Hermansky-Publak-Syndroms (HPS). Ursachlich hierflr sind verschie-
dene Funktionsverlustmutationen, u.a. im Rab32 GEF BLOC-3 (HPS1/HPS4). In der Folge
bilden Betroffene einen Albinismus aus, der auf eine gestorte Melanozytenreifung zurtickzu-
fuhren ist. Weiterhin ist, durch Fehlfunktionen in der Thrombozytenreifung, die Blutgerinnung
und damit die Wundheilung gehemmt’273, Ebenfalls sind Personen mit HPS tberdurchschnitt-
lich haufig von bakteriellen Infektionen betroffen, da das Immunsystem weniger leistungsfahig
ist. Die Symptome von HPS decken sich mit den bisher beschriebenen molekularen Funktio-
nen von Rab32/38. In Nervenzellstudien wurde auch von einer moglichen Verbindung zwi-
schen Rab32 und Multipler Sklerose (MS) berichtet™.

h Loslicher NSF-anhdngender Rezeptor (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment
receptor.

' Biogenese von Lysosom-verwandten Organellen Komplex-3 (engl. Biogenesis of lysosome-related
organelles complex 3) bestehend aus einem Heterodimer von HPS1 und HPS4.

I Enthalt die Tre2/Bub2/Cdc16-Domane.
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Rab29

Ein weiterer Vertreter der Unterfamilie ist Rab29 (auch Rab7L1), das in nahezu allen Gewe-
ben (v.a. in der Niere) exprimiert wird und mit verschiedenen Funktionen in der Zelle in Ver-
bindung gebracht wird”. Die meisten Erkenntnisse Uber die Funktion von Rab29 stammen
aus Studien mit Nerven- oder Immunzellen.

In Immunzellen ist Rab29 an der Ciliogenese, dem Rezeptor-Ricktransport an der Immunsy-
napse von T-Zellen sowie der Organisation des Trans-Golgi Netzwerks (TGN) beteiligt’6-"8
(s. Abbildung 4). Neuere Untersuchungen zeigen eine weitere Funktion bei der Regulation
der Kinase LRRK2% in Neuronen auf. Das Multidoméanenprotein LRRK2 phosphoryliert meh-
rere RabGTPasen, darunter Rab29 selbst’. Phospho-Rab29 rekrutiert in diesem positiven
Feedback-Mechanismus LRRK2 tber dessen Ankyrin-Wiederholungsdoméane an den Golgi-
Apparat und stimuliert gleichzeitig dessen Kinaseaktivitat®®-82, LRRK2 ist ein wichtiger Faktor
in der Regulation der Autophagie sowie des Retromer-vermittelten Rezeptortransports und
interagiert in diesem Zusammenhang u.a. mit der E3 Ubiquitinligase Parkin. Diese ist fur die
Proteinqualitatskontrolle in der Mitochondrienmembran verantwortlich. Funktionsverlustmu-
tationen in beiden Proteinen, sowohl in LRRK2 als auch in Parkin, sind mit der Ausbildung
von Parkinson assoziiert®384, Weiterhin wurde die Fehlregulation von Rab29 durch Mutatio-
nen im RabGEF C9orf72 und der folgenden Stérung des trans-Golgi Vesikeltransports be-
schrieben. Diese Fehlfunktion ist sowohl an der Ausbildung der Motoneuron-Krankheit amy-
otrophe Lateralsklerose (ALS), als auch an der Neurodegenerativen Pick-Krankheit oder
Frontotemporale Demenz (FTD) beteiligt’®. Die physiologische Bedeutung von Rab29 als
zentrale Schaltstelle im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen ist daher Gegenstand ak-
tueller Forschungen.

Studien im Kontext der Makrophageninfektion mit S. Typhi zeigten die Rekrutierung von
Rab29 an die Salmonellen enthaltene Vakuole (SCV), welche dort moglicherweise auch am

Vesikel-vermittelten Transportmechanismus des Typhus Toxins beteiligt ist.

1.2.Regulation kleiner GTPasen durch posttranslationale Modifikationen

Der Aktivitatszustand und die Lokalisation von G-Proteinen wird durch GAPs und GEFs bzw.
GDI (und ahnliche Proteine) in der Zelle gesteuert. Neben dieser nicht-kovalenten Regulati-
onsebene gibt es eine weitere Ebene, die lUiber kovalente Modifikationen durch zelleigene
oder bakterielle Enzyme eingefihrt wird, mit dem Ziel einer Modulation bzw. Fehlleitung der
Protein-Protein-Interaktionen kleiner GTPasen®’. Neben der Darstellung wesentlicher physi-
ologischer PTMs wird nachfolgend besonders auf die kovalenten Modifikationen durch bak-

terielle Enzyme an kleinen GTPasen eingegangen.

kK Leucine-rich repeat Kinase 2 (auch Dardarin) wird von dem PARK8 Gen codiert gehort zu der ROCO-
Proteinfamilie. Das etwa 2500 Aminosauren lange Protein besteht u.a. aus einer Leucin-reichen Wie-
derholungsdoméne, einer MAPK &hnlichen Kinase-Doméne, einer WD40- sowie je einer Ras- und ei-
ner weiteren GTPase-Doméne.
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1.2.1.Physiologische posttranslationale Modifikationen bei Ras- und RabGTPasen

Zu den physiologische vorkommenden PTMs an Ras- und RabGTPasen zahlen verschie-
dene Lipidierungen®® (s. Tabelle 1), die Proteolyse, die Methylierung?®, die N®-Acetylierung®’
und vielfach Phosphorylierungen?’9.8889,

Die verschiedenen Lipidierung an G-Proteinen vermitteln immer eine Membranaffinitat und
spielen daher in der Lokalisationsregulation eine wichtige Rolle (s. Tabelle 1). Die irreversible
zweifache Geranylgeranylierung (GG) von RabGTPasen wird von der gleichnamigen Trans-
ferase (GGTase Il) in Kooperation mit dem Rab Escort Protein (REP) tiber einen Thioether
C-terminal eingefiihrt. Diese vermittelt die hohe Affinitat zu GDI und ermdglicht damit auch
die Membranextraktion®®. Ras wird im Gegensatz hierzu durch die Farnesyltransferase
(FTase) mit einer Farnesylgruppe an dem C-terminalen CaaX-Motiv' mono-prenyliert. Zur
Herabsetzung der elektrostatischen AbstoRung von der Membran werden nachfolgend die
drei endstéandigen Aminoséauren der CaaX-Box entfernt (Carboxypeptidase RCE1) und das
endstandigen Carboxylat durch Methylierung (Isoprenylcystein Carboxylmethyltransferase
(ICMT)) als Ester geschiitzt (ebenso bei Rabs)?.

Tabelle 1. Lipidierungen als posttranslationale Modifikationen kleiner GTPasen. Aufgelistet sind
neben den chemischen Lipidstrukturen und der Verknipfung, die markierten GTPase Familien sowie
die modifizierenden Enzyme und Konsensussequenzen in Zielproteinen®?.

Lipidgruppe Chemische Struktur mod. GTPase (Quellen) Enzym Seq. Motiv
N-Myristoyl- o (o Arf2, RasGTPasen? NMT MGXXXS/T
S-Palmitoyl- Mogster o Ras?, RhoGTPasen® PATs Nicht ein-
Jl\./\/'\./‘\./\/\/‘\./\
o heitlich
Farnesyl- Thi cather (el Ras?®, RhoGTPasen® FTase CaaX
Qs s s
Geranylgeranyl- Qj*‘"ﬂf (c0) RhoGTPasen?’ GGTase| CaalL
N S PN

RabGTPasen® GGTasell CC, CxC,
(+REP) CC(X)n=1-3

Die physiologische Regulation durch die proteolytische Spaltung anderer Regionen in kleinen
GTPasen wurde bisher nicht beschrieben. Die reversible Lipidierung durch die Palmito-
ylacyltransferase (PAT) vermittelt bei Ras eine variierende Membranaffinitéat und steuert so
u.a. die Lokalisation der GTPase. Phosphorylierungen werden von Kinasen durch die Uber-
tragung des y-Phosphates eines Adenosintriphosphats (ATP) auf ein Serin-, Threonin- oder
Tyrosinalkohol unter Adenosindiphosphat (ADP)-Freisetzung eingefiihrt und von Phosphata-
sen hydrolytisch entfernt. Auch Ras und RabGTPasen werden auf vielfaltige Weise durch

Phosphorylierungen reguliert. Beispielsweise setzt eine C-terminale Phosphatgruppe die

' Konservierte Sequenz aus Cystein gefolgt von zwei aliphatischen (a) und einer beliebigen (X) Amino-
saure.
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Membranaffinitét durch elektrostatische Abstof3ung herab. Andere modifizierte Regionen fuh-
ren zu einer verminderten Aktivierung durch GEFs. Weiterhin kann die Phosphorylierung

auch die GDI-Wechselwirkung zu kleinen GTPasen verandern?0:88:89,

1.2.2.Kovalente Modifikationen als Manipulationsstrategie bakterieller Pathogene
Nichtphysiologische kovalente Modifikationen, die posttranslational an GTPasen eingefuhrt
werden, wurden zuerst im Kontext bakterieller Toxine beschrieben®. Dabei standen Glyko-
sylierungen (v.a. ADP-Ribosylierung; Ubertragung von Glukoseresten an alkoholische bzw.
Aminogruppen) durch Clostridientoxine im Mittelpunkt vieler Studien. Vielfach wurden Ras
und RhoGTPasen als zellulare Ziele dieser Modifikationen identifiziert (s. Tabelle 2 und Ab-
bildung 6). Spater wurden zahlreiche weitere Modifikationen beschrieben (Adenylylierung,
Phosphocholinierung, Desaminierung), die allerdings vielfach an kleinen GTPasen der Rab-
Familie beobachtet wurden®-%, Zuletzt wurden auch proteolytische Modifikation in regulato-
rischen Regionen sowie die E3-Ligase unabhéngige Ubiquitinylierung durch bakterielle En-
zyme bekannt (s. Abschnitt 1.4.3.). Phosphorylierungen durch bakterielle Kinasen kommen
hingegen, anders als bei der physiologischen Regulation kleiner GTPasen (s. oben), nur sehr
selten vor®®. Orthogonale Modifikationsstrategien scheinen vorteilhaft fiir den Erreger zu sein,
da Anderungen nicht ohne Weiteres von zelleigenen Enzymen riickgangig gemacht werden
kénnen. Die strukturelle Vielfalt der Modifikationen reicht von der Spaltung einzelner Bindun-
gen oder dem Austausch funktioneller Gruppen (Proteolyse, Desaminierung), Uber das Ein-
bringen kleiner Reste unterschiedlicher Ladung (Glukose, Phosphat, Phosphocholin), bis hin
zur Einfuhrung sterisch anspruchsvoller Gruppen (ADP-Ribose, AMP) sowie kleinen Protei-
nen (Ubiquitin) (s. Abbildung 6). Ebenfalls sind Beispiele bekannt, die auf die Membranaffini-
tat kleiner GTPasen abzielen (N:-Lipidierung, Proteolyse). Die physiologischen Effekte de-
cken eine grofRe Spanne ab und reichen vom Zusammenbruch wichtiger Signalwege oder
dem Kollaps des Zytoskeletts, die beide zum Zelltod fuhren, bis hin zu subtilen, zeitlich be-
grenzten Neujustierungen einzelner Signalwege®*1% (s. Tabelle 2). Einige Modifikationen
sind reversibel und werden von anderen bakteriellen Effektoren wieder abgetrennt (Adenyly-
lierung, Phosphocholinierung), andere sind irreversibel (Proteolyse, Desaminierung). Viele
dieser Modifikationen sind in ihren molekularen Konsequenzen und den genauen Wirkme-
chanismen auf die Signalweiterleitung noch nicht im Detail verstanden. Trotzdem lassen sich
aufgrund der Vielfalt der Modifikationen und deren unterschiedlicher Wirkmechanismen,
grundsatzliche Prinzipien der Regulation kleiner GTPasen ableiten. Naturlich existieren dar-
Uber hinaus noch weitere bakterielle Enzyme, die andere Signalwege manipulieren (u.a.
Dephosphorylierungen von Kinase-Kaskaden-Proteinen, Deubiquitinylierungen)*®t und viel-

fach nichtkovalent an kleinen GTPasen wirken (bakterielle GEF und GAP Regulatoren oder
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Bindeproteine)”¢”. Der Fokus dieser Arbeit liegt jedoch auf der Proteinregulation durch kova-
lente Maodifikationen, speziell der proteolytischen Spaltung der regulatorischen switch-Regio-

nen von G-Proteinen.

Tabelle 2. Auflistung einer Auswahl posttranslationaler Modifikationen an kleinen GTPasen,
eingefuhrt durch bakterielle Enzyme. Jeder Klasse von Modifikation sind Beispiele sowie die jewei-
ligen bakteriellen Enzyme samt Quellen zugeordnet. Die physiologischen bzw. molekularen Effekte

werden ebenfalls aufgefiihrt. Die Liste an mdglichen Modifikationen ist nicht abschliel3end.

Posttranslationale

Modifikation

GTPase
(mod. Position)

Bakterielles Enzym
(Spezies), Quelle

Effekt

Adenylylierung

ADP-Ribosylierung

Desaminierung

O-Glykosylierung

Lipidierung

Phosphocholinie-
rung
Phospho-Ribo-
Ubiquitinylierung
Phosphorylierung

Proteolyse

Rab1B (Y77)

Cdc42 (Y32)
Cdc42 (T35)

RhoA, B, C (N41)

RhoA (Q63E)

Gag (Q209E)

Gai1, Gaiz (Q204E)

und weitere Ga
Ras (T35)

RhoGTPasen (T37

oder T35)

RhoGTPasen (Y34

oder Y32)
Racl (K184,185)

Rab1B (S76)
Rab33B (S154)

Gaq (S47)

Rab29(G41-v42)
Rab32(G59-V60)
Rab38(G43-V44)
H-;K-;N-Ras;
RaplA,B (Y32-
D33)
RhoGTPasen
(RhoA; Rac;
Cdc42)

DrrA (Legionella pneumo-
phi|a)102,103

IbpA (Histophilus
somni)1o4

VopS (Vibrio parahaemo-
lyticus)*s
Mono-ADP-ribosyltrans-
ferase C3 (Clostridium bo-
tulinum)206.107

DN Toxin (Bordetella
bronchiseptica)®®

PM Toxin (Pasteurella
multocida)®®

PaTox (Photorhabdus
asymbiotica)*®®
Lethaltoxin (Clostridium
sordellii)t*!

TcdA/B Toxin (Clostridium
difficile)12

PaTox (Photorhabdus
asymbiotica)%®

RID (Vibrio vulnificus)*'3

AnkX (Legionella
pneumophila)®®

SdeA (Legionella
pneumophila)!i4115

YpkA (Yersinia pseudotu-
berculosis)!'6

GtgE (Salmonella ente-
rica)®85

DUF5/RRSP (Vibrio vul-
nificus)t7:118

YopT (Yersinia pestis)'*®

Arretiert Rabl in eine aktive
Konformation. Rekrutierung
an die LCV*?

Verringert intrinsische GTP-
Hydrolyse

Hemmt die Interaktion mit
Regulatoren

Funktionelle Inaktivierung
von RhoGTPasen

Induziert Aktin Stressfibril-
len durch dberaktive Rho-
GTPasen

Hemmt GTP-Hydrolyse he-
terotrimerer Ga und akti-
viert das nachgeschaltete
RhoAt°

Unterbrechung der Effekto-
rinteraktion im MAPK/ERK
Signalweg, Zelltod

Storung der Aktin-Zytoske-
lettorganisation, Zelltod
Ubertragung einer NAc-
Glukose-Gruppe. Effekt s.o.
Erh6hung der Membranaffi-
nitat, Zytoskelett Deforma-
tion, Zelltod

Gehemmte Interaktion mit
GDI

Verlangsamte GTP-Hydro-
lyse

Verringert GTP-Bindung,
inaktiviert GPCR-Signal-
wege

Interferenz mit lysosomaler
Degradation der SCV?

Unterbrechung der Effekto-
rinteraktion im MAPK/ERK
Signalweg, Zelltod
Abtrennung des Lipidan-
kers, Membranloslosung

L egionellen enthaltende Vakuole. 2Salmonella enthaltende Vakuole
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Bakterielle Erreger haben gelernt Proteine der Wirtszellen zu ihrem eigenen Vorteil zu mani-
pulieren, wobei einige Effektoren selber durch wirtseigene Enzyme posttranslational modifi-
ziert werden. Die Funktion einiger Effektoren ist abhangig von verschiedenen Lipidierungen,
die die Lokalisation an die Membran vermitteln. Bakterielle Effektoren ahmen hierzu entspre-
chende Konsensussequenzen nach®?. Ein Beispiel hierflr ist der Salmonellen Effektor SifA,
der C-terminal sowohl geranylgeranyliert als auch S-palmitoyliert wird. Lipidiertes SifA lokali-
siert an die replikative SCV sowie Salmonellen induzierte Filamente (Sifs) und reguliert dort

die Membranfusion??11?? (s. Folgeabschnitt 1.3., sowie Abbildung 7).

Phospho-Ribo- Desaminierung
Ubiquitinylierung

W o
”/‘?‘r #blqumn

A\)O(m_\_\
A _IO;V o NH
Iy

HO Ol

Palmitoyl

RhoGTPasen
Posphocholinierung

switch |

Proteolyse

Rab1B
ADP-Ribosylierung

Ras', Rab32?,
RhoGTPasen®

Rser=H

Ras*, RhoGTPasen'* Cdc42'4, Rab1B®

Abbildung 6. Strukturubersicht posttranslationaler Modifikationen an kleinen GTPasen, die
durch bakterielle Enzyme eingefiihrt werden. Zentralabbildung: Strukturelle Banderdarstellung ei-
ner idealtypischen kleinen GTPase im aktiven Zustand. Hervorgehoben sind die regulatorischen
switch-Regionen (magenta) und der P-Loop mit den GTPase Motiven G4 (NKxD) und G5 (TSAK) (hell-
blau). Das Nukleotid GppCHzp ist als Kugelstabmodell und das Mg?*-lon als griine Kugel dargestellt.
Relative Positionen eingefuhrter PTMs sind als blaue Kugeln reprasentiert. Die satellitenhaften Teilab-
bildungen zeigen die Strukturen bzw. Reaktionen der PTMs sowie der modifizierten Aminosaurereste.
Beispiele modifizierter GTPasen sind unter jeder Teilabbildung aufgefuhrt und fur die eindeutige Posi-
tionszuordnung - wo nétig - mit einem Zahlenindex versehen der auf die nummerierten Kugelpositionen
verweist. Auffallig ist die Haufung der Modifikationsstellen in den switch-Regionen sowie die Fokussie-
rung auf bestimmte Positionen v.a. in switch I, nicht aber auf andere GTPase Motive. Die proteolyti-
schen Modifikationen sind mit rotem Hintergrund und Phosphor-Atome in Gelb hervorgehoben. Fir
weitere Details und Quellenangaben siehe auch Tabelle 2. Die dargestellten Modifikationen sowie auf-
gefiihrte Beispiele sind nicht abschlieRend. Verwendete PDB Zugangsnummer 121P.



Einleitung 19

1.3.Salmonella enterica und Vibrio vulnificus: bedeutende Humanpathogene

Die Bakterien Salmonella enterica Subspezies (ssp.) enterica Serovar Typhimurium (hier-
nach S. Typhimurium) und Vibrio vulnificus (hiernach V. vulnificus) sind zwei bedeutende Hu-
manpathogene, die beide Uberwiegend durch befallene Lebensmittel oder kontaminiertes
Wasser aufgenommen werden. Die Zahl der weltweit jahrlich infizierten Personen mit Salmo-
nella enterica (nur invasive, nicht-typhoide Serovare) liegt im Bereich von 60-130 Mio. mit
40°000-300°000 Todesfallen und einer entsprechenden Lethalitatsrate zwischen 0,06-
0,2%?%%3. Epidemiologische Daten von V. vulnificus Infektionen werden nur in den USA™ sys-
tematisch erhoben und sind im Zeitraum von 1992-2007 mit 459 Fallen im Vergleich zu Sal-
monella Infektionen nahezu bedeutungslos. Allerdings ist die Lethalitatsrate mit Uber 50%
aller Infizierten eine der hochsten aller beschriebenen Humanpathogene®?4125, Damit ist die
Biologie von V. vulnificus neben anderen Vibrionen, wie dem naheverwandten Choleraerre-
ger Vibrio cholerae (nachfolgend V. cholerae), aus toxikologischer Perspektive ein relevantes
Studienfeld. Im Folgenden werden beide Pathogene und ihre Infektionsstrategien dargestellt.
Hierbei liegt der Fokus auf Manipulationsstrategien der Signalwege kleiner GTPasen und den

proteolytischen Enzymen GtgE aus Salmonella und RRSP/DUF5y, aus Vibrio.

1.3.1. Die intrazellulére Infektionsstrategie von Salmonella Typhimurium

Salmonella enterica ist ein gramnegatives fakultativ intrazellulares peritrich begeiReltes
Enterobakterium, mit mehr als 2500 identifizierten Serotypen (auch Serovare) in sechs Sub-
spezies, die sich vorwiegend in der Struktur der Kohlenhydrate, Lipopolysaccharide (LPS)
und der Flagellenproteine an der Zelloberflache'?® unterscheiden. S. Typhimurium, das so-
wohl Menschen als auch Tiere infiziert, ruft meist eine lokale Salmonellose hervor, indem es
Epithel- und Makrophagenzellen des Gastrointestinaltrakts befallt, was zu Erbrechen, Ent-
ziindungen und Diarrhoe fuhrt. Unbehandelt kann sich die Infektion in seltenen Féallen zu einer
systemischen Sepsis ausweiten. Hierbei dringt Salmonella tber die Invasion dendritischer
Zellen und Makrophagen in weitere Gewebe ein (v.a. Leber und Milz; transportiert Giber das
lymphatische System). Dies fuhrt zu einer gravierenden Zytokin-vermittelten Entziindungsre-
aktion, die lebensbedrohlich werden kann?7.128, Ein anderer Salmonella Serovar ist S. Typhi,
der Erreger des Typhus. Dieser ist strikt auf den Menschen als Wirt beschrankt und unter-
scheidet sich von nicht-typhoiden Serovaren, einerseits durch eine verringerte Genomgrof3e
(einige bakterielle Effektoren und Virulenzfaktoren sind nur als Pseudogene vorhanden oder
vollstandig verloren gegangen)*?®, andererseits durch die exklusive Expression des Typhus
Toxins" A;Bs%. Obgleich nicht alle zellularen Zielproteine und Wirkmechanismen des Toxins

aufgeklart sind3%132 unterstreicht die mit ihm verbundene hohe Lethalitatsrate von 10-15%

™ Von der Food and Drug Adminsitration (FDA)
" Nicht in S. Typhimurium vorhanden.
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bei typhoiden Fiebererkrankungen, mit weltweit jahrlich etwa 200°000 Todesfallen, seine
grof3e klinische Bedeutung?!33.

Alle intrazellularen Pathogene stehen vor den gleichen Herausforderungen bei der Kolonisie-
rung ihres Wirts. Nach der Internalisierung sind die Aushebelung der Wirtsabwehrmechanis-
men, die Errichtung einer replikativen Nische innerhalb der Zelle, die Vermehrung und
schlieBlich die Freisetzung zur weiteren Ausbreitung die zentralen Aspekte des Infektions-
zyklus'34-136, Salmonella ist ein aulRerst trickreicher Vertreter intrazellularer Pathogene. Nach
der Passage des Magens erfolgt die Invasion von Epithelzellen oder Makrophagen im Intes-
tinum. Das Eindringen in die Zelle, die Etablierung der Salmonellen enthaltenen Vakuole
(SCV)° sowie weitere Pathogen-Wirt-Wechselwirkungen erfolgen haufig tiber bakterielle Pro-
teine (auch bakterielle Effektoren)®’. Diese werden Uber eine injektionsnadelahnliche Ma-
schinerie, dem Typ-3 Sekretionssystem (T3SS), aus dem Bakterienlumen direkt in das Zyto-
sol sekretiert'3813° Man unterscheidet zwei Klassen von Salmonelleneffektoren, die koordi-
niert zu verschiedenen Zeitpunkten Uber verschiedene T3S-Systeme in die Zelle gelangen.
Die Salmonella Pathogenitatsinsel (SPI)-1 Effektoren initiieren die Zellinvasion sowie die
Etablierung der SCV, wohingegen die SPI-2 Effektoren fiir die SCV Aufrechterhaltung, Rei-
fung und die Ausbildung der replikativen SCV14° mit den charakteristischen Salmonellen-in-
duzierten Filamenten (SIFs)*¥" verantwortlich sind (s. Abbildung 7). Die Aktin-vermittelte In-
vasion (sog. membrane ruffling) wird u.a. Uber die Aktivierung von RhoGTPasen durch das
Salmonella GEF SopE sowie die Inaktivierung durch das Salmonella GAP SptP als Gegen-
spieler gesteuert'#142, Ein weiterer SPI-I Effektor ist SopB, das als Phosphatase die Phos-
phoinositidzusammensetzung an der SCV manipuliert, was die Lokalisation vieler RabGTPa-
sen verandert (u.a. Rab5) und damit die Fusion von Lysosomen mit der SCV hemmt!#3, Sal-
monella hat also eine Reihe von Mechanismen gefunden, die Wirtszelle zu manipulieren und
seinen intrazellularen Infektionszyklus zu vollenden. Dennoch sind viele Funktionen und Wirk-
mechanismen der mehr als 30 sekretierten Proteine nicht in allen Féllen im molekularen De-
tail verstanden!#. Ebenso ist das deutlich unterschiedliche Wirtsspektrum zwischen S. Typhi
und S. Typhimurium und eine mdgliche Verbindung zu der unterschiedlichen Ausstattung mit

Effektoren in diesem Zusammenhang Gegenstand aktueller Diskussionen.

° engl. Salmonella containing vacuole
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Abbildung 7. Intrazellulérer Infektionsverlauf von Salmonella Typhimurium. Vergleichend sind
eine erfolgreiche Replikation eines wildtypischen Bakteriums (links; blau hinterlegt) sowie der phago-
lysosomale Abbau eines T3SS-sekretionsdefizienten Stammes (links; magenta hinterlegt) abgebil-
det®’. Proteine, die an die jeweiligen Vakuolenmembranen rekrutiert werden, sind nicht abschlieRend
aufgelistet. Die Membranfusion der spéaten bzw. replikativen Salmonella enthaltenden Vakuole (SCV)
mit spaten Endosomen bzw. Lysosomen wird durch Salmonella unterbunden. Links: aktive Invasion
durch Makropinozitose und Einrichtung sowie Reifung der SCV durch die Sekretion von SPI-1 und -2
Effektoren. Rechts: passive Salmonellenaufnahme tber Phagozytose und Reifung des Phagosoms bis
zur Bakteriendegradation im Phagolysosom. Rot hervorgehoben sind die SPI-Effektoren GtgE und
SopD2 sowie Rab32. LAMP-1: Lysosom-assoziiertes Membranprotein 1 (Lysosomenmarker); EEAL:
early endosome antigen 1 (Endosomenmarker).

1.3.2.Die Cysteinprotease GtgE aus Salmonella enterica Serovar Typhimurium

Das fur GtgE kodierende Gen ist Teil des Gifsy-2 BakteriophagenP und wurde bereits vor rund
15 Jahren gemeinsam mit weiteren Phagengenen als Virulenzfaktor identifiziert'44. Geneti-
sche Analysen zeigten, dass S. Typhimurium, die Gifsy-2 als Prophagen in ihrem Genom
enthielten, héhere Uberlebensraten und Infektiositat in Mausen zeigten. Etwa 10 Jahre spater
wurde die zugrundeliegende enzymatische Aktivitdt von GtgE als Cysteinprotease aufge-
klart®. GtgE wird zu den SPI-1 Effektoren gezahlt und gelangt bereits wahrend der Ausbil-
dung der SCV Uber das T3SS in das Zytosol der Wirtszelle. Hier erkennt es hoch spezifisch
die Rab32 Unterfamilie (Rab29, Rab32 und Rab38) unter den rund 70 mdglichen RabGPase-

P Salmonella spezifischer Bakteriophage dhnlich dem Bakteriophagen A.
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Substraten®3. Die proteolytische Modifikation erfolgt im regulatorischen switch | Loop zwi-
schen G59 und V60 (Nomenklatur nach Rab32; vergleiche Abbildung 6, s. Tabelle 2). Ob-
gleich die molekularen Konsequenzen dieser Peptidspaltung unklar sind, scheint die allge-
meine Wirkung eine Inaktivierung der betreffenden GTPasen zu sein. Die Gruppe um Spano
und Galan haben GtgE als Cysteinprotease identifiziert, die voraussichtlich tiber eine Triade
wirkt, die sich aus einer um einen Aspartatrest erweiterten Cystein-Histidin Dyade zusam-
mensetzt®3145, Hierbei ist das C45 aller Wahrscheinlichkeit nach das Nukleophil, dessen Re-
aktivitat durch die Polarisierung des Imidazolrings von H151 als generelle Base gesteigert
wird. Das Imidazol scheint seinerseits durch die S&uregruppe des Aspl169 stabilisiert zu wer-
den. Diese Vermutungen basieren auf bisherigen Mutationsanalysen sowie ersten Struktur-
aufklarungen der Protease!#>146, Die bisher bekannten Strukturen zeigen ein unvollstandiges
Bild der Katalyse, da keine alignierte Triade zu sehen ist. Ebenso sind mutmallich wichtige
Loop-Regionen, die in der Substratbindung involviert sind, in der Elektronendichte nicht auf-
geldst. Weiterhin ist bisher keine Enzym-Substrat-Struktur bekannt. Das Verstéandnis der mo-
lekularen Substraterkennung und weiterer Elemente des katalytischen Mechanismus (wie
Protonenquelle des Acylkomplexes oder die Oxyanion stabilisierende Tasche) bleiben daher
im Dunklen. Da GtgE von S. Typhimurium, nicht aber von dem nahe verwandten human-
spezifischen Typhuserreger S. Typhi exprimiert wird, diskutiert man auch eine mdgliche Rolle
in der Wirtsspezifitat'4’. Bei Infektionsstudien in Mausen wurde gezeigt, dass modifizierte
S. Typhi Stamme, die GtgE sekretieren konnten, eine deutlich hthere Uberlebensrate auf-
wiesen als wildtypische Bakterien>3. Fir gewohnlich wird Rab32 im lysosomalen Abbauweg
an der degradierenden Vakuole angereichert (s. Abbildung 7). Dies geschieht in Gegenwart
von GtgE aber nicht. Auch wird die Lokalisation von Rab29 manipuliert, indem es im Gegen-

satz zur Infektion mit S. Typhi nicht an die SCV rekrutiert wird®>.

1.3.3.Das GTPase aktivierende Protein SopD2 aus Salmonella enterica

Als SPI-2 Effektor Protein wird SopD2 vermutlich zu einem spéateren Stadium der Salmonel-
leninfektion sekretiert als GtgE. Es ist bereits langer als Virulenzfaktor bekannt. Phanotypisch
wurde es mit der Dynamik der SCV-Membran assoziiert*4¢14°, Trotzdem war bis vor kurzem
die Funktion des Enzyms nicht bekannt. Es scheint auf mehreren Ebenen in den endosoma-
len Vesikeltransport einzugreifen. Neben einer Effektordoméne fiir Rab7 scheint es auch eine
GAP Domane zu enthalten'®. Die Rab7 Interaktion blockiert dessen Interaktion mit RILP und
rekrutiert gleichzeitig die GAP Aktivitat an die SCV. Neben weiteren RabGTPasen wurde
Rab32 als SopD2-Substrat identifiziert'>1:152, Die SopD2 Struktur zeigt keine der zwei GAP-
typischen Faltungen, allerdings wurde der katalytische Arginin-Finger im C-Terminus identifi-
ziert (R315)*! (s. Abschnitt 1.1.1.). Bisher sind keine strukturbiologischen Erkenntnisse uber

die Rab32-SopD2 Interaktion bekannt. Fir den nahe verwandten Salmonella SPI-1 Effektor
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SopD wurde bisher keine intrazellulare Aktivitdt nachgewiesen, obwohl es den gleichen kon-
servierten Arginin-Finger aufweist (R312). Dass Rab32 ein gemeinsames Substrat von GtgE
und SopD?2 ist, macht das GAP fir die vorliegende Arbeit zu einem relevanten Studienobjekt.
Es ist bekannt, dass intrazellulare Pathogene, wenn es dem eigenen Vorteil gereicht, eine
Vielzahl von Enzymen fir die posttranslationale Regulationsmanipulation einer einzigen
GTPase einsetzen. Ein Extrembeispiel hierflr ist die Manipulation von Rab1B durch bis zu

sechs Legionelleneffektoren® (s. Abschnitt 1.2.2.).

1.3.4. Die MARTX Toxin unterstitzte Infektionsstrategie von Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus ist ein gramnegatives fakultativ anaerobes monotrich begeil3eltes Bakterium,
kommt vorwiegend im Meer- und Brackwasser vor und ist ein opportunistisches Humanpa-
thogen. Bei der Infektion Uber kontaminierte Nahrung (v.a. ungekochte Meerestiere) erfolgt
zunachst die Kolonisierung des Intestinaltrakts und nach wenigen Stunden das Eindringen in
weitere Gewebe wie Leber und Milz. Haufig weiten sich V. vulnificus Infektionen unbehandelt
Zu einer systemischen Sepsis aus und bilden bei Wundinfektionen grol3e nekrotische Gewe-
bebereiche, die operativ entfernt werden missen!?4153, Im Unterschied zu Salmonella ver-
bleibt V. vulnificus extrazellular in der Mukosa des Intestinums und hat Wege gefunden, dem
zellularen Immunsystem (u.a. Makrophagen) zu widerstehen und Uber sekretierte Toxine den
Zelltod verschiedener Zellen einzuleiten. Dies erklart auch die rapide, invasive Ausbreitung
in verschiedenen Geweben. Einen wesentlichen Teil ihrer Virulenz erwerben Vibrionen (auch
Vibrio cholerae) Uber die Infektion mit Bakteriophagen, auf denen zahlreiche Toxine kodiert
sind*41%5, Einige V. vulnificus Stamme tragen die bisher grof3ten beschriebenen Proteinto-
xine (3500-5300 aa). Diese gehoren zu der Klasse der RTX (repeats in toxin) Toxine, zu de-
nen auch das porenbildende a-Haemolysin aus Staphylococcus und Escherichia Spezies
zahlen. Sie werden Uber ein Typl-Sekretionssystem (T1SS) in den extrazellularen Raum se-
kretiert und autonom Uber RTX-Wiederholungssequenzen in die Zytomembran eingefugt.
Eine Besonderheit der RTX Toxine aus Vibrionen (und einigen anderen Spezies) ist, dass sie
keine durchlassigen, membranperforierenden Poren ausbilden, sondern als reine Transport-
plattform fiir eine Vielzahl von Effektorproteinen dienen?°. Die bakteriellen Effektoren werden
autokatalytisch durch eine konservierte Cysteinprotease Domane (CPD) in der Zelle freige-
setzt'%6 (s. Abbildung 8A). Daher auch die abgrenzende Familienbezeichnung zu porenbil-
denden Toxinen: multifunktionelle autoprozessive RTX (MARTX) Toxine. Die mosaikartige
Zusammensetzung der Effektoren variiert stark zwischen verschiedenen Spezies sowie unter
V. vulnificus Stdmmen. Das MART Xy, Toxin (des CMCP6 Stamms) besitzt beispielsweise 5
Effektoren, von denen jeder eine toxische Aktivitdt gegeniber humanen Zellen auf-
weist(s. Abbildung 8B). Die biochemische Aktivitdt und die Funktionen dieser Effektoren
wurde in den letzten Jahren in Teilen aufgeklart und umfasst die Mitochondrien-induzierte

Apoptose (durch die MCFy,-Domane), die Inhibition der Autophagie (durch die a/B-Hydrolase-
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Domane, ABH) sowie die Immunsuppression durch die Stimulation von Prohibitinl (durch die

RtxA1-D2-Domane)®®’ (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8. MARTX Toxin-geleiteter Vibrio vulnificus Infektionsverlauf. A Schematischer Ablauf
der MARTXw Prozessierung: (I.) Sekretion tber ein T1SS (ll.) Insertion in die Phospholipidmembran
humaner Zellen (l11.) InsP6 vermittelte Aktivierung der CPD und auto-proteolytische Freisetzung bak-
teriellen Effektoren. Die Effektoren RID und RRSP wirken toxisch durch Hemmung GTPase-vermittel-
ter Signalwege!!®118, RtxA1-D2 aktiviert Phrohibitinl (PHB1) abh&angig vom ERK-Signalweg®¢. ABH
wirkt als Ptdins3P-spezifische Phospholipase Al und unterdriickt die Autophagie!®®. MCF induziert
Mitochondrien vermittelte Apoptose®®. B Domanenstruktur des MARTX Toxins aus V. vulnificus aal-
5206 des Biotyp 1 Stammes CMCP6. In MARTX konservierte Bereiche und Doméanen sind grau hin-
terlegt. RTX-Wiederholungssequenzen (engl. Repeats in Toxin) sind durch vertikale Balken gekenn-
zeichnet und definieren sich u.a tber das zentrale Konsensusmotif Gx7-GxxN aus!®*. RID Rho inacti-
vation domain; RRSP Ras/Rapl specific protease mit Doménen C1, C2; CPD Cysteine Protease Do-
main; RtxA1-D2 Doméne (auch DUF1); MCFw Makes Caterpillar Floppy &hnliche Doméne aus V. vul-
nificus; ABH a/B-Hydrolase; InsP6 Inositol Hexakisphosphat; T1SS Typ-1 Sekretionssystem.

Ebenfalls werden Signalwege kleiner GTPasen durch zwei der Effektoren adressiert. Die Or-
ganisation der Aktinfilamente wird durch die Rho inhibierende Domane (RID) gestort. Hierbei
wird v.a. Racl C-terminal lipidiert und vermag nicht mehr Giber GDI recycelt zu werden!*3, Ein
weiterer Effektor ist die Ras/Rapl-spezifische Protease (auch DUF5y,), welche u.a. den
MAPK/ERK-Signalweg durch die spezifische proteolytische Spaltung von Ras inhibiert!!®
(s. Abbildung 6 und Abbildung 8A).
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1.3.5.Der proteolytische Effektor DUF5\/RRSP aus Vibrio vulnificus

Das V. vulnificus Enzym RRSP (auch DUF5y,) ist als zytotoxischer Faktor und Teil eines
MARTXy, Toxintransporters identifiziert worden (3591-4088 aa Domane)'’ (s. Abschnitt
1.3.). Es wird nach der erfolgreichen Membraninsertion des Transporters autokatalytisch
durch Proteolyse in das Lumen der Wirtszelle entlassen und wirkt dort als Ras und Rapl
spezifische Protease. Dabei spaltet es (ahnlich zu GtgE aus Salmonella) eine Peptidbindung
in der regulatorischen switch | Loop-Region und unterbricht dadurch unter anderem den
MAPK/ERK Signalweg!!8. Die Spaltung erfolgt zwischen Tyr32 und Asp33 (Indizierung nach
K-Ras). Der molekulare Mechanismus der Signalunterbrechung in der cRaf-Interaktion ist
nicht ndher bekannt. RRSP lasst sich in zwei Doméanen unterteilen. Eine strukturell umfas-
send untersuchte N-terminale Membranbindedoméne, bestehend aus einem 4-Helixbiindel
(C1, 3591-3669 aa), die als Anker in der Phospholipidmembran inseriert und vermutlich zur
effektiven Substratumsetzung beitragt!'7:161.162. Daran schlief3t eine katalytische Einheit (C2,
3670-4088 aa) an, die sich in zwei zusammenhangende Doméanen unterteilen lasst (C2A,
3669-3855 aa und C2B, 3856-4088 aa) und Trager der zytotoxischen Aktivitat ist'’. Struktu-
rell ist die katalytische Domane bisher nicht charakterisiert worden. Es wurde lediglich die
Struktur des sequenzverwandten Pasteurella multocida Toxins beschrieben (PMT; PDB Zu-
gangsnummer 2EBF). Von PMT ist allerdings keine Proteaseaktivitdt bekannt. Es wirkt statt-
dessen durch eine zusatzliche C-terminale Transaminase-Domane (C3) hemmend auf die
Ga-Untereinheit von GPCRs (s. Abschnitt 1.2.2.), die wiederum in RRSP nicht vor-
kommt198.163 Trotz groRerer Mutationsstudien konnten weder der enzymatische Mechanis-
mus, noch das aktive Zentrum identifiziert werden!”. Weiterhin steht eine umfassende bio-
chemische Charakterisierung der Ras/Rapl-spezifischen Protease aus. Die proteolytische
Aktivitat von RRSP wurde auch in anderen homologen Toxindomé&nen aus dem biolumines-
zenten Enterobakterium Photorhabdus asymbiotica und dem ebenfalls pathogenen gramne-
gativen Bakterium Aeromonas hydrophila nachgewiesen!*®. Damit ist die Aktivitat von RRSP

auch von Bedeutung im Kontext weiterer Infektionsmodelle.

1.4.Funktionen der Proteolyse in der Zelle

Die Halbwertzeit von Peptidbindungen (auch Amidbindung) betragt bei 25°C unkatalysiert bei
neutralem pH mehrere hundert Jahre'64, Und tatsachlich gibt es Proteine, die tiber Jahre im
Korper ihre Aufgaben verrichten ohne ersetzt zu werden (z.B. bestimmte Kollagene der
Haut)%5. In vielen Fallen muss die Funktion von Proteinen 6rtlich bzw. zeitlich, innerhalb oder
auR3erhalb von Zellen beschrankt werden, da sie durch unspezifische Modifikationen Schaden
nehmen und ihre Aufgaben nicht mehr verrichten kénnen. Dies macht eine Regulation erfor-
derlich, die letztlich tGber den proteolytischen Abbau gesteuert wird. Ohne einen solchen re-
gulierenden Eingriff wiirde die Zelle durch die fortlaufend synthetisierten Proteine in kurzer

Zeit funktionsunfahig werden. Der Ubiquitin-vermittelte proteasomale Abbauweg stellt hierbei
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den zentraler Degradationsmechanismus der Zelle dar und ist somit der Gegenspieler der
ribosomalen Proteinsynthese%®. Andere Proteasen sind deutlich spezifischer in ihrem Sub-
stratspektrum und fuihren lediglich einzelne Spaltungen durch. Damit nehmen sie vielfaltige
regulatorische Aufgaben war, wie beispielsweise im kontrollierten Zelltod (Caspasen)*®’, im
Immunsystem (NFkB Regulation)3? oder dem Verdauungssystem (Trypsin). Proteasen sind
tatsachlich in nahezu alle Aspekte des Lebens involviert'6816, Daher liegt der Fokus im Fol-
genden auf der Einflhrung der wesentlichen Proteaseklassen und ihrer katalytischen Mecha-

nismen sowie ihrer Unterschiede.

1.4.1.Mechanistische Unterschiede proteolytischer Enzyme

Fur die hydrolytische Spaltung einer Amidbindung hat die Natur durch konvergente Evolution
eine Vielzahl katalytischer Peptidasen selektiert, die sich entsprechend ihres katalytischen
Zentrums, der dreidimensionalen Struktur sowie ihres Mechanismus klassifizieren lassen?°,
Man kann hiernach vier Hauptklassen definieren (Serin, Cystein, Metallo-, Aspartatpro-
teasen), die nach jeweils zwei unterschiedlichen, allgemeinen Reaktionsstrategien arbeiten:
entweder Uber ein Acyl-Enzym-Intermediat (Abbildung 9A), oder durch allgemeine Saure-
Base Katalyse (Abbildung 9B). Die Aminoséuren N-terminal von der Spaltstelle werden dabei
nach der Schechter-Berger-Nomenklatur aufsteigend zum Aminoterminus mit P1, P2, P3, ...
bezeichnet!’. Von der Spaltstelle entlang bis zum C-Terminus werden die Aminosaureposi-
tionen entsprechend mit P1¢, P2', P3‘, ... indiziertd. Die Substratspezifitat kommt durch die
komplementaren Bindetaschen im Enzym zustande, welche entsprechend mit ..., S2, S1,
S1¢, S2',... bezeichnet werden. In der ersten Strategie agieren Serin- und Cysteinproteasen
Uber einen Acyl-Enzym-Komplex Mechanismus’2. Serinproteasen weisen dabei haufig eine
kanonische Triade auf. Diese besteht aus: Serin als zentrales Nukleophil; Histidin als gene-
relle Base sowie Aspartat als Stabilisator der Base. Die korrekte Ausrichtung der Triade im
aktiven Zentrum ermdglicht die Deprotonierung der Alkoholgruppe des Serins und leitet die
Spaltung des in der Bindetasche positionierten Peptidriickrats ein. Bei Cysteinproteasen fun-
giert ein deprotoniertes Thiol als Nukleophil, das durch ein Histidin als Base aktiviert wird.
Haufig wird kein weiterer Saurerest wie in der Serin-Triade bendtigt, da der pKs-Wert der
Thiolgruppe des Cysteins von 8,3 viele GréRenordnungen unter der alkoholischen Gruppe
des Serins (pKs =~15) liegt und das Thiol damit deutlich leichter bei physiologischem pH

deprotoniert werden kanni73.174,

9 Dieselbe Nomenklatur wird auch auf Protease Inhibitoren angewendet.
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A Acyl-Enzym-Komplex Katalyse
H O W
NNJ\H
QJH 0

NuwH, @
l‘Base

. . 5 )
N\/lg\‘ !
PNy A .
Subtilisin EC 3.4.21.62 R H }11 o RTX C80-Peptidase

o Base Uniprot ID Q9KS12
(m Oxianionen-Tasche l Base

H-Briickenbindung H
~% nukleophiler Angriff 8/N :
\===p Reaktionspfeil ﬁ

B Allgemeine Saure-Base Katalyse

@Ba?e\Fo Ly Of -2
e

Q‘ o
0 0o ®
A

R

(e}
Ho R
Anthrax Lethalfaktor ?/N\)kOH H\N/'\'(e HIV-1 Retropepsin
EC 3.4.24.83 & }_'{ 0 EC 3.4.23.16
Base [Saur
@ \FO ” Q@
©
O OH

Abbildung 9. Hauptproteaseklassen und ihr katalytischer Mechanismus. A Reaktionsverlauf einer
katalytischen Peptidspaltung tber einen Acyl-Enzym Komplex. Der Carbonylkohlenstoff einer Spalt-
stelle (dunkelrot) wird durch das Nukleophil (Nu) des aktiven Zentrums unter Ausbildung eines tetra-
edrischen Ubergangskomplexes angegriffen. Die Aminofunktion wird durch Protonabstraktion von ei-
ner Base zur Abgangsgruppe, sodass der Ubergangszustand unter Ausbildung eines Acyl-Enzym-
Komplexes und eines neuen Aminoterminus aufgeldst wird. Der Zyklus wird durch ein polarisiertes
Wassermolekil, das den Acyl-Enzym-Komplex am Carbonylkohlenstoff angreift, beendet, wodurch
das Nukleophil als Abgangsgruppe abgespalten wird und den neuen Carboxyterminus freisetzt. Das
regenerierte Nukleophil steht nun fiir einen weiteren Spaltungszyklus zur Verfiigung. Die seitlichen
Teilabbildungen zeigen jeweils den ersten nukleophilen Angriff an der Spaltstelle von Serinproteasen
(links, katalytische Triade: Ser-His-Asp) und Cysteinproteasen (rechts; katalytische Dyade: Cys-His)
sowie die typische Aminosaureanordnung im aktiven Zentrum. Beispiele bakterieller Enzymvertreter
der jeweiligen Klasse sind unterhalb aufgefuhrt (inkl. Enzym Klassifizierungsnummer; EC oder Uniprot
ID). B Schematischer Reaktionsverlauf einer allgemeinen Saure-Base katalysierten Peptidspaltung.
Im Unterschied zu dem unter A beschriebenen Mechanismus erfolgt bereits der erste nukleophile An-
griff auf den Carbonylkohlenstoff durch ein Wassermolekil, das durch die beiden Sauregruppen im
aktiven Zentrum ausgerichtet (Séaure 2) und polarisiert wird (durch Protonabstraktion, Base 1). Dabei
wird ein tetraedrisches Oxyanion ausgebildet, welches durch die Saure 2 stabilisiert wird. Der Uber-
gangszustand wird durch die Abgabe des zuvor abstrahierten Protons an die Aminogruppe aufgeldst
und die beiden neuen Termini werden freigesetzt. Die Sauregruppen stehen somit fir den nachsten
Spaltzyklus bereit. Die Teilabbildungen zeigen die Organisation des aktiven Zentrums in Metallo-Pro-
teasen (links: Glu als Saure 1; Zn?* lon (lila Kugel) wird durch mehrere H-Briicken komplexiert und
fungiert als Saure 2) und Aspartat Proteasen (rechts: katalytische Dyade zweier Aspartatreste). Die
Abbildungslegende ist dieselbe wie in A.
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Der erste nukleophile Angriff auf die Peptidbindung erfolgt am Carbonylkohlenstoff durch das
Nukleophil im aktiven Zentrum (Serin bzw. Cystein). Der tetraedrische Ubergangszustand
wird durch das Protonieren des Amins aufgeltst, da dieses als Abgangsgruppe den neuen
N-Terminus freisetzt. Es bleibt ein Ester- bzw. Thioesterintermediat zuriick (Acyl-Enzym-
Komplex). Dieser wird durch den nukleophilen Angriff eines Wassermolekuls durch Deacylie-
rung aufgeldst (s. Abbildung 9A). Das zweite Reaktionsschema lauft nach einer allgemeinen
Saure-Base-Katalyse ab und wird im Wesentlichen durch Aspartat- und Metalloproteasen im-
plementiert (Abbildung 9B). Im Unterschied zum oben genannten Mechanismus geht die Pro-
tease zu keinem Zeitpunkt eine kovalente Verbindung mit dem Substrat ein. Das eigentliche
Nukleophil ist ein Wassermolekiil, das fur die Katalyse durch die Sauregruppen ausgerichtet
(Saure 2) und deprotoniert (Saure 1) wird. Das entstehende tetraedrische Oxyanioniuber-
gangszustand wird durch die Saure 2 stabilisiert. Die Saure 1 gibt das zuvor abstrahierte Pro-
ton an das Amin der Spaltstelle ab und induziert damit die Spaltung, bei der die beiden neuen
Termini freigesetzt werden. Das aktive Zentrum steht hiernach fur einen neuen Katalysezyk-
lus bereit. Bei Aspartatproteasen konstituieren zwei Aspartatreste das katalytische Zent-
rumt’®, Bei Metalloproteasen sind es zumeist ein Glutamat (Saure 1) und ein koordiniertes
Zn?*-lon (Séaure 2) (Abbildung 9B). Neben diesen idealtypischen Mechanismen und Kataly-
seanordnungen verwendet die Natur eine Vielzahl von Variationen’é. Beispielsweise wurden
vor kurzem Glutamatproteasen als eigene Familie beschrieben, nachdem einige Vertreter
lange Zeit falschlicherweise als Aspartatproteasen klassifiziert wurden'’”:1’8, Mechanistisch
bilden hier ein Glutamat-(Saure 1) und ein Glutaminrest (Saure 2) die katalytische Dyade!”®
(s. Abbildung 9B). Viele enzymatische Mechanismen von Proteasen sowie ihre Spezifitat wur-
den mit Hilfe kovalenter und nicht-kovalenten Inhibitoren in Kombination mit Mutagenesestu-
dien aufgeklart!6.180.181  Haufig positionieren sich die Substratbindetaschen erst durch die
Bindung des Substrates (Mechanismus der induzierten Anpassung; engl. induced fit mecha-
nisms), sodass in der Kristallstruktur diese molekularen Details erst im Enzym-Inhibitor-Kom-
plex (bzw. Enzymutante): Substrat-Komplex) sichtbar werden und Aufschluss Uber die Kataly-

seanordnung geben.

1.4.2.Proteolyse als posttranslationale Modifikation bakterieller Enzyme

Die Proteolyse wird nicht nur von zelleigenen Proteinen zur Steuerung von Signalwegen ein-
gesetzt. Auch pathogene Bakterien nutzen diesen irreversiblen Eingriff, allerdings zum eige-
nen Vorteil. Beispielsweise unterbinden eine ganze Reihe bakterieller Botulinum und Tetanus
Neurotoxine aus Clostridium Spezies die Vesikel vermittelte Freisetzung von Neurotransmit-
tern in dem synaptischen Spalt durch die spezifische Spaltung verschiedener Proteine des
exozytotischen SNARE Komplexes (VAMP, SNAP-25 sowie Syntaxin). Die Folgen sind

schwere Lahmungserscheinung bis zum Aussetzen des vegetativen Nervensystems!®2,
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Ebenfalls wirkt der Lethalfaktor des Anthrax Toxins aus Bacillus anthracis (dem Milzbrander-
reger) intrazellular. Dieser stort die Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins TNFa in
Makrophagen und unterdriickt damit die Immunantwort. Hierbei spaltet es die MAPK Kinase
und stort den MAPK/ERK-Signalweg®®. Derselbe Signalweg, der von RRSP auf der Ebene
von Ras manipuliert wird und dartiber hinaus zur Inhibition der Zellteilung und spater zum
Zelltod fuhrt (s. oben). Beide Toxine sind Zink-Metalloproteasen und gehéren zu den starks-
ten bekannten proteinbasierten Zellgiften. Weitere spezifisch wirkende Proteasen aus Patho-
genen interferieren neben dem Ubiquitin-Signalwegen auch mit weiteren Aspekten der zellu-
laren Immunantwort, ohne dabei den Zelltod auszuldsen'®4, Wieder andere Proteasen tragen
auf weniger spezifische Weise zur allgemeinen Virulenz von Erregern bei. Als sekretierte
Faktoren degradieren sie Proteine in der Umgebung des Bakteriums, um diese als Nahrstoff
zuganglich zu machen. Dabei interferieren sie unweigerlich mit zellularen Signalwegen au-
Rerhalb oder innerhalb der Zelle182185,

1.4.3.Proteolyse als Manipulationsstrategie kleiner GTPasen

Bisher sind in der Literatur lediglich drei Beispiele beschrieben, bei denen GTPasen direkt
durch bakterielle Proteasen modifiziert werden. Die bekannten bakteriellen Effektoren spalten
entweder nahe des prenylierten C-Terminus und bewirken die Freisetzung der GTPase von
der Membran (YopT) oder in der switch I-Region und unterbrechen so die Signalweiterleitung
(GtgE und RRSP). Die Cysteinprotease YopT aus Yersinia pestis modifiziert spezifisch Rho-
GTPasen, um diese von der Membran freizusetzen. Biochemische sowie strukturelle Eigen-
schaften von YopT sind bereits charakterisiert oder von dem nahen Verwandten AvrPphB
aus Pseudomonas syringae abgeleitet worden!1®186-188 Beide wirken Uber eine katalytische
Triade (Cys-His-Asp) und weisen eine Papain-&hnliche Faltung auf. Die zweite Gruppe von
Proteasen wurde erst kirzlich identifiziert. Interessanterweise schneiden sowohl RRSP als
auch GtgE in benachbarten Sequenzabschnitten der switch I-Region. Da der switch | in zahl-
reichen Effektorinteraktionen eine wichtige Rolle spielt, ist es mdglich, dass die Proteasen
hier ein allgemeines Regulationsprinzip kleiner GTPasen anwenden, um bestimmte Effekto-
rinteraktionen irreversibel zu unterbinden und ggf. auch die Degradation der GTPase einzu-
leiten. Humane Proteasen, die auf diese Weise regulatorisch eingreifen, sind bisher nicht be-

schrieben.
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2. Zielsetzung

Die posttranslationale Modifikation kleiner GTPasen, die als zentrale regulatorische Elemente
in der Zelle fungieren, ist von grof3er Bedeutung fir ihre intrazellulare Funktion. Diese Form
der Aktivitatsmodulation von G-Proteinen wird nicht nur von der Zelle selbst, sondern auch
von bakteriellen Enzymen in vielfaltiger Weise genutzt bzw. ausgenutzt. Die Vielfalt der tber-
tragenen Molekile sowie eingefiihrten Modifikationen ist betrachtlich und die genauen Wirk-
mechanismen sowie die Konsequenzen fur die modifizierten GTPasen werden bisher nur in
wenigen Fallen im Detail verstanden. Die umfassende Charakterisierung der modifizierenden
Enzyme sowie das Studium der Auswirkungen von PTMs kann einerseits Einsichten tber die
Infektionsstrategie pathogener Erreger liefern und hilft andererseits, die Funktions- und Re-
gulationsprinzipien kleiner GTPasen besser zu verstehen.

Die Proteolyse als PTM an kleinen GTPasen durch bakterieller Enzyme wurde bisher anhand
von drei Beispielen nachgewiesen. Zwei dieser Proteasen sind GtgE aus S. Typhimurium und
RRSP aus V. vulnificus. Beide modifizieren ihre Substrate in der regulatorischen switch I-Re-
gion. Die Cysteinprotease GtgE prozessiert selektiv die Rab32-Unterfamilie, wohingegen
RRSP auf Ras und Rapl zielt. Die Konsequenzen dieser Modifikationen sind bisher tberwie-
gend phanotypisch in Infektionsmodellen beschrieben worden. Bemerkenswert sind die hohe
Substratspezifitdt beider Enzyme und die relative Nahe der Modifikationsstellen. Beide En-
zyme unterscheiden sich grundlegend voneinander. Neben einem unterschiedlichen Translo-
kationsmechanismus in die Wirtszelle, zeigen sie keinerlei Sequenzverwandtschaft und ver-
wenden verschiedene katalytische Mechanismen fir die Modifizierung'. Bisher fehlen eine
umfassende biochemische Charakterisierung beider Enzyme sowie die mechanistische Auf-
klarung und die Identifizierung des aktiven Zentrums von RRSP.

Ziel dieser Arbeit ist die umfassende biochemische Charakterisierung der proteolytischen Mo-
difikation kleiner GTPasen durch GtgE und RRSP. Neben der Bestimmung enzymatischer
Parameter, liegt ein besonderer Fokus auf der Aufklarung der hohen Substratspezifitat und
der molekularen Substraterkennung der Proteasen. Hierzu sollen Rontgenkristallstrukturana-
lysen und funktionellen Mutationsstudien eingesetzt werden. Ebenfalls soll der Enzymmecha-
nismus von RRSP mit Hilfe von Inhibitionsstudien bestimmt werden. Nachfolgend steht die
Identifizierung des aktiven Zentrums durch eine Kombination aus proteinchemischen sowie
massenspektrometrischen Methoden. AbschlieRend sollen die Konsequenzen der proteolyti-
schen Modifikation kleiner GTPasen uber biophysikalische Methoden und Bindestudien mit

Interaktionspartnern in vitro charakterisiert werden.

" Cystein ist eine Cysteinprotease und RRSP besitz kein Cystein in seiner Primarsstruktur.
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3. Ergebnisse

Gegenstand der durchgefiihrten Arbeit ist die Charakterisierung der Proteolyse kleiner GTPa-
sen als posttranslationale Modifikation durch bakterielle Enzyme auf biochemischer, mecha-
nistischer und struktureller Ebene. Hierzu wurde die Aktivitat der Cysteinprotease GtgE sowie
die Interaktion mit den bekannten Rab-Substraten biochemisch in Abschnitt 3.1. untersucht.
Die Substraterkennung wird im Folgeabschnitt anhand einer Enzym-Substrat-Komplexstruk-
tur von GtgE und Rab32 biochemisch und biophysikalisch evaluiert. In den Abschnitten 3.3.
steht die Prenylierung der Protease im Vordergrund und wird im letzten Teilabschnitt mit ers-
ten intrazellularen Lokalisationsstudien im Infektionsmodell mit Salmonellen abgeschlossen.
Einen zweiten Schwerpunkt der Arbeit nimmt die biochemische Charakterisierung der Ras
und Rapl spezifischen Protease RRSP ein. In Abschnitt 3.5. steht neben der Bestimmung
der katalytischen Effizienz die Aufklarung des enzymatischen Mechanismus sowie die Iden-
tifizierung des aktiven Zentrums im Vordergrund. Ebenfalls wird die Substratspaltung und -

erkennung an Peptidmodellen massenspektrometrisch charakterisiert.

3.1.Biochemische Charakterisierung der Protease GtgE

3.1.1.Aktivitatsnachweis der proteolytischen Modifikation von Rab32

Die von Spano und Galan beschriebene regioselektive proteolytische Aktivitat von GtgE, die
sich spezifisch gegen die Mitglieder der Rab32-Unterfamilie richtet®3, wurde zunachst quali-
tativ Uberprift (s. Abbildung 10A-C). Darliber hinaus wurde das Substratspektrum von GtgE
gegenlber weiteren kleinen GTPasen in einem Screening-Ansatz evaluiert. Die Proteine zu
dieser Studie stammen aus Bestanden der Arbeitsgruppe Goody (MPI Dortmund) und wurden
ohne weitere Charakterisierung in eine Gel-Shift-Nachweisereaktion eingesetzt (s. Abbildung
46A). Der Nachweis erfolgt tiber die Trennung von gespaltenen und unmodifizierten Substra-
ten nach ihrer GrolRe in einer denaturierenden SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
(PAGE). Die Banden werden nach dem Trenngang mit Coomassie angeféarbt. Die Ergebnisse
bestatigen die Rab32-Unterfamilie als exklusive Substratgruppe von GtgE. Die hohe Sub-
stratspezifitat ist dahingehend besonders, da die Aminosauresequenz um die Spaltstelle
herum im hoch konservierten switch I-Loop lokalisiert ist. Verglichen mit dem nachsten Se-
quenzverwandten Rab23, das kein GtgE Substrat ist, sind die Positionen P3-P3* strickt kon-
serviert und auch daruber hinaus besteht in den umliegenden Regionen grof3e Sequenzéhn-
lichkeit (Abbildung 10B). Diese Analyse legt den Schluss nahe, dass die Substratspezifitat
nicht nur durch die unmittelbare Sequenzerkennung in der Nahe zur Spaltstelle determiniert
wird, sondern weitere Sequenz oder Strukturelemente zur hohen Selektivitat von GtgE bei-

tragen.
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Abbildung 10. Aktivitdtsnachweis von GtgE an GTPasen der Rab32-Unterfamilie. A Strukturtiber-
sicht der GtgE Spaltstelle am Beispiel von Rab32 (PDB Zugangsnummer 50EC). Hervorgehoben: ma-
genta, switch-regionen; Kugel- und Stabmodel, Ca sowie Seitenketten der Spaltstelle. B Lokaler Se-
guenzvergleich der Rab32-Unterfamilie sowie dem nachsten sequenzverwandten nicht-GtgE Substrat
Rab23. Hervorgehoben: magenta switch |; GtgE-Schnittstelle (schwarze Pfeile und gestrichelte Linie);
hellblau, streng konservierte Reste; himmelblau, chemisch &hnliche Reste. Sequenzindizierung ist von
Rab32 (grau hinterlegt) Gbernommen. C Qualitativer GtgE Aktivitatsnachweis in einem Gel-Shift Expe-
riment mit den RabGTPasen aus B. Fur einen vollstandigen Uberblick aller getesteten Rab-Proteine
siehe Abbildung 46A im Anhang. D Evaluierung eines Tryptophanfluoreszenz basierten Echtzeitnach-
weises der GtgE Aktivitat mit Rab32:GDP als Substrat. E Kinetischer Gel-Shift Aktivitatstest der beiden
GtgE Mutanten des aktiven Zentrums C45A (oben) und H151A (unten).

Um die Proteolyse in Echtzeit zu untersuchen, wurde ein fluoreszenzbasierter Ansatz evalu-
iert, bei dem die intrinsische Tryptophanfluoreszenz von Rab32 als Signalgeber dient?%192,
Diese Anordnung lieferte keine kinetische Signalanderung nach GtgE-Zugabe und konnte
daher nicht genutzt werden(s. Abbildung 10D). Ebenso hat die Strategie, eine Mant-Gruppe
(N-Methylanthraniloyl) als Fluoreszenzsonde in einem mit Mant-GDP-beladenen Rab32-Sub-
strat zu nutzen, keine verwertbare Signalédnderung ergeben (s. Abbildung 46B). Auch das
FRET-Experiment mit dem Trp-Mant-Paar zeigte nicht die erhoffte Signalénderung, obwonhl
in allen Fallen die GtgE-vermittelte Rab-Spaltung in der Quarzkivette mittels SDS-PAGE
nachgewiesen werden konnte. Fir die weiteren quantitativen Studien wurde daher die densi-
tometrische Auswertung von Gel-Shift-Analysen herangezogen.

Weiterhin wurden die beiden Reste des katalytischen Zentrums (C45; H151) zu Alaninen mu-
tiert und die Mutanten auf ihre mogliche Restaktivitat mit diesem Ansatz untersucht!4®. Beide
Mutanten zeigten auch im Verlauf von 24 Stunden keine nachweisbare proteolytische Aktivitat
und bestéatigen damit noch einmal ihre essentielle Bedeutung in der katalysierten switch I-
Spaltung (s. Abbildung 10E).
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3.1.2.GtgE zeigt eine strikte Nukleotidspezifitat gegentiber Rab-Substraten

Die quantitative Umsetzung von Rab-Substraten durch GtgE war zu Beginn nicht reprodu-
zierbar. Wahrend die Spaltung bei Rab29 bereits nach kurzen Inkubationszeiten vollstdndig
abgeschlossen war, zeigten sowohl Rab32 als auch Rab38 Préparationen eine scheinbare
Séttigung bei unterschiedlichen Mengen an Rab-Substrat (zwischen 20-50% ungespaltenes
Rab). Von dieser Beobachtung wurde auch in der Literatur berichtet. Allerdings wurde sie dort
nicht weiter untersucht'#®. Dass die Aktivitat der Protease im Reaktionsverlauf durch einen
unbekannten Faktor (u.U. eine Proteinverunreinigung) verringert wird, erschien méglich aber
unwahrscheinlich. Eine weitere Hypothese war, dass zuerst eine nukleotidspezifischen Er-
kennung durch GtgE als notwendige Voraussetzung fur die Rab-Spaltung erfolgt. Diese An-
nahme wurde mit praparativ beladenen Rab-Substraten in einem semi-quantitativen Gel-Shift
Experiment Uberpruft (s. Abbildung 11A). Tatséachlich zeigt GtgE in diesen Versuchen eine
strikte Nukleotidabhangigkeit in Form einer exklusiven Spaltaktivitdt gegeniber inaktiven
GDP-beladenen RabGTPasen. Die RabGTPasen, die mit dem nicht-hydrolysierbaren GTP-
Analog GppNHp beladen waren, wurden nicht mehr umgesetzt. Allerdings konnte eine zeit-
abhangige Umsetzung von GTP-beladenem Rab beobachtet werden. Zur weiteren Validie-
rung der nukleotidabhangigen Substratrestriktion von GtgE wurde daher die Proteolyse von
Rab32:GTP durch GtgE sowie die intrinsische GTP-Hydrolyse in einem parallelen Ansatz
bestimmt (s. Abbildung 11B). Tatsachlich sind die bestimmten Umsatzraten der Proteolyse
(Kobs,Hyar) und der Rab32:GTP Hydrolyse (Kobs,prot) mit 6.5 und 6.7-10° st nahezu identisch und
festigen damit die bisherigen Ergebnisse. Die Selektion inaktiver RabGTPasen wirft weitere
Fragen zum Wirkort und dem genauen mechanistischen Ablauf der Rab-Spaltung auf. Da
inaktive RabGTPasen fur gewohnlich zytosolisch in einem hochaffinen Komplex mit GDI vor-
liegen, erscheint es unwahrscheinlich, dass GtgE seine Rab-Substrate effektivaus dem Kom-
plex lI6sen und proteolytisch umsetzen kann. In der Literatur wurde von den Salmonella-Ef-
fektor SopD2 berichtet, der u.a. eine GAP-Aktivitat gegentiber Rab32 und anderen RabGTP-
asen tragt®. Ob es sich bei SopD2 und GtgE um eine kooperative Zusammenarbeit zum
Ziele einer effektiven Rab-Spaltung handelt, wurde in einem Gel-Shift basierten Ansatz ge-
testet (s. Abbildung 11C, D). Hierbei wurde jeweils aktives (GTP beladenes) und inaktives
(GDP beladenes) Rab32 in Anwesenheit oder Abwesenheit katalytischer Mengen SopD2 mit
GtgE verdaut und der Reaktionsverlauf zeitpunktabhéngig aufgenommen. Die Bestimmung
der Umsatzraten zeigt, dass in Anwesenheit von SopD2 Rabh32:GTP ebenso schnell umge-
setzt wurde wie Rab32:GDP. In Abwesenheit von SopD2 hingegen wurde Rab32:GTP ledig-
lich zu 50% nach 20 Stunden von GtgE umgesetzt. Diese Ergebnisse deuten auf einen se-
quenziellen, kooperativen Mechanismus zwischen SopD2 und GtgE bei der Rab-Inaktivie-

rung hin.
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Abbildung 11. GtgE spaltet ausschlielZlich inaktive RabGTPasen. A Rab32 (Rsz; 8 uM) wurde pra-
parativ mit unterschiedlichen Nukleotiden beladen und mit GtgE (Gwr; 8 nM) in einem Gel-Shift-Expe-
riment versetzt. Lediglich die inaktive GDP-beladene GTPase wurde effizient durch GtgE gespalten.
Das aktive GTP- bzw. GppNHp-beladene Rab32 wurde nur sehr viel langsamer bzw. gar nicht umge-
setzt. B Validierung der Nukleotidabhangigkeit von GtgE durch den Vergleich zwischen der GtgE-ver-
mittelten Proteinspaltungsrate (Kobs,prot) Mit der, der intrinsischen GTP-Hydrolyse von Rab32 (Kobs Hyar).
Die Bestimmung von Kobs prot Wurde durch die densitometrische Quantifizierung von unmodifizierten
Rab32 Banden und Anpassung an eine einfachexponentielle Kurve ermittelt. Zur Bestimmung von
kobs,Hyar Wwurden die Nukleotide zunachst in einem HPLC-Trenngang auf einer RP-S&ule mit einem Pha-
senvermittler getrennt und bei 254 nm detektiert. Die relative GTP-Menge im Verhéltnis zur detektier-
ten Gesamtnukleotidmenge ist Uber die Zeit aufgetragen und die Umsatzrate wird wie zuvor beschrie-
ben bestimmt. Die Rohdaten zum Experiment (Chromatogramme und Gel-Bild) sind im Anhang hinter-
legt (Abbildung 47A, B) C Einfluss von SopD2 (80 nM) auf die GtgE (8 nM)-vermittelten Spaltungsraten
von aktivem und inaktivem Rab32 (8 uM). Die Bestimmung von kobs erfolgte nach densitometrischer
Auswertung der Gel-Shift Experimente wie in B (fur Gelbilder s. Abbildung 47C). D Ergebnisse der
beobachteten Umsatzraten aus C, dargestellt als Balkendiagramm.

3.1.3.Proteolytische Effizienz von GtgE

Da GtgE ausschliefZlich inaktive Rab-Substrate umsetzt, wurde die katalytische Effizienz an
vollstandig GDP-beladenen Rab32 beispielhaft bestimmt, dem priméaren Zielsubstrat der Pro-
tease®3. Hierzu wurde eine zeitpunktabhangige Kinetik der Rab-Spaltung in einem Gel-Shift
Experiment aufgenommen. Die densitometrische Auswertung ergab einen kops von 4.1-:103 st
und eine katalytische Effizienz (kca/Km) von 5.1-10° M1s (s. Abbildung 12A, B) fiir die Pro-
tease voller Lange. Um sich den Proteingrenzen eines Minimalkonstrukts mit voller Aktivitat
anzunahern, wurden Verkirzungsvarianten von GtgE hergestellt und vergleichend in Spal-
tungsreaktionen eingesetzt. Die gewahlten Proteingrenzen waren einerseits geleitet durch
Ergebnisse der Subtilisin-vermittelten limitierten Proteolyse von GtgE'4> sowie durch die bio-
informatische Sequenzanalysen zu sekundéaren Strukturelementen (Algorithmen zur Struk-
turvorhersage: iTASSER, Phyre2). Dabei zeigt sich, dass bereits eine C-terminale Verkur-
zung um 14 Aminoséauren (GtgE 1-214, oder Gi-214) die katalytische Effizienz von GtgE na-

hezu halbiert. Eine zusatzliche Verkirzung des N-terminus um 21 Aminosauren (G2i-214) re-
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sultiert in einer ca. 70%igen Reduktion der katalytischen Effizienz gemessen am Volllange-
enzym. Die weiteren N-terminalen Verkurzungen (Gaz-214; Gas-214) reduzierten die Aktivitat
noch einmal signifikant. Hierbei zeigte Gs»-214 €ine Verringerung auf ca. 1,3% und Gaz-214 auf

lediglich 0,3% relativ zur maximalen GtgE-Aktivitat.
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Abbildung 12. Proteolytische Effizienz der Protease GtgE an inaktiven RabGTPasen. A Zeit-
punktkinetik der Rab32:GDP (R32; 8 uM) Spaltung in einem Gel-Shift Experiments mit substdchiomet-
rischen Mengen GtgE (G; 8 nM). Das Maltose-bindende Protein (MBP) wurde als Ladekontrolle einge-
setzt. B Densitometrische Auswertung der Banden von nicht-gespaltenem Rab32 (Rab32r.) aus A.
Zur Bestimmung der apparenten Umsatzrate (kobs) wurden die Daten an das Modell eines exponenti-
ellen Abfalls erster Ordnung angepasst. Die enzymatische Effizienz (kca/Km) wurde durch das Teilen
von kobs durch die GtgE Enzymkonzentration berechnet. C Zur Eingrenzung des minimalen GtgE-Kon-
struktes mit voller enzymatischer Effizienz, wurden verschiedene verkirzte GtgE-Proteine mit
Rab32:GDP relativ zu GtgE 1-228 (volllange) mit demselben Ansatz wie in A untersucht. D Die kataly-
tischen Effizienzen der verkirzten GtgE-Varianten aus C sind als Balkendiagram im Verhaltnis zum
Volllangenprotein dargestellt (s. Tabelle 18).

Damit wird deutlich, dass bereits geringflgige Verkirzungen signifikante Reduktionen der
GtgE-Enzymaktivitat zur Folge haben. Die Abnahme der Aktivitat durch die N-terminalen Ver-
kiirzungen, die an das katalytische C45¢ (das tiefgestellte G bedeutet GtgE) heranricken
sind dabei nicht Uberraschend, da zu vermuten ist, dass diese Sequenzbereiche an der Or-
ganisation des katalytischen Zentrums mitwirken. Fur weitere Studien (v.a. bei strukturbiolo-
gischen Ansatzen) wurde neben GtgE;i-22s (Wildtyp) auch GtgE2i-214 eingesetzt, da diese Ver-
kiirzungen lediglich zu moderaten AktivitatseinbuRen flhren. Dies lasst vermuten, dass alle
zentralen Elemente der Rab-Bindung und Spaltung in dieser Verkiirzungsvariante der Pro-

tease weiterhin vorhanden sind.
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3.2.Strukturelle Charakterisierung des Rab32:GDP:GtgEcasa Komplex

Fur die strukturelle Aufklarung der molekularen Substraterkennung und des Nukleotidselek-
tionsmechanismus konnte zunachst ein nicht-kovalenter Enzym-Substrat-Komplex isoliert
werden. Die Komplexstruktur wurde nach vormaliger kovalenten Modifikationen mittels re-
duktiver Alkylierung aufgeklart. Die biologische Relevanz des Strukturmodels wurde nachfol-
gend durch biochemische Aktivitatsbestimmungen sowie in vivo Bindestudien in der Hefe va-
lidiert. Die Komplexstruktur lieferte weiterhin Hinweise auf mogliche determinierende Ele-
mente der Rab-Substratselektion sowie der Nukleotidspezifitat, die ebenfalls durch Mutati-

onsstudien untersucht wurden.

3.2.1.In vitro Komplexformierung und reduktive Alkylierung

Viele Proteasen lassen sich in einem Enzym-Substrat-Komplex isolieren, wenn das aktive
Zentrum durch Mutationen eliminiert, oder durch ein Substratderivat, das nicht mehr umge-
setzt werden kann inhibiert wird*¢°. Um diese Anordnung fiir GtgE und dessen Rab-Substrate
zu testen, wurden die katalytisch inaktiven GtgE Mutanten (C45Ac; H151A¢) sowie C45Sc
jeweils mit Rab32:GDP inkubiert und die Komplexformierung mittels analytischer SEC quali-
tativ Uberpruft. Dabei zeigt sich, dass lediglich GtgEcssa und GtgEcass einen quantitativen,
nicht kovalenten Heterokomplex mit inaktivem Rab32:GDP eingehen (Abbildung 13). Die Se-
rin-Substitution, die auch bei der Strukturaufklarung von GtgE eingesetzt wurde4, inaktiviert
die Protease allerdings nicht vollstandig. Es bedarf aquimolarer Mengen des Enzyms, um
nach mehrstiindiger Inkubation signifikante Mengen des Rab-Spaltproduktes zu erzeugen
(Abbildung 13B). Die H151Ac-Mutante zeigt eine deutlich geringere Affinitat gegentber
Rab32:GDP, was sich an einer minimalen Retentionsverschiebung im Vergleich zu den Ein-

zelkomponenten erkennen lasst.
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Abbildung 13. Heterokomplex-Formierung auf der analytischen GrdéRenausschlusschromato-
graphie zwischen GtgE-Mutanten und Rab32:GDP. A Quantitative Komplexformierung zwischen
Rab32:GDP und GtgEcssa (je 10 uM). Als Kontrolle dienten die Einzelkomponenten, die ebenfalls in
SEC-Puffer (erganzt um 10 uM GDP) analysiert wurden. Eine Retentionszeitabnahme fir das
Rab32:GtgE-Gemisch zeigt ein erhéhtes Molekulargewicht und damit eine erfolgreiche Komplexbil-
dung an. B Gleiche Anordnung wie in A mit GtgEcass. C Gleiche Anordnung wie in A mit GtgEwis1a.
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Die in verhaltnismafig geringkonzentriert eingesetzten Monomere (effektiv << 10 uM, auf-
grund der Verdinnung) zeigen eine quantitative Komplexformierung auf und weisen damit

bereits auf eine hohe Affinitat zwischen GtgE und seinen Substraten hin.
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Abbildung 14. Die inaktive Mutante GtgEcasa hat eine hohe Affinitat fur Rab32:GDP. A Affinitéts-
bestimmung mittels isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC). Rab32r.:GDP (20 uM, in der Zelle) wurde
mit 200 uM GtgEcusa titriert. Die integrierten Hitzesignale wurden an ein Modell mit einer Bindungsstelle
angepasst, das die Bindungsstdchiometrie (N), die Enthalpie (AH), die Entropie (AS) und die Dissozi-
ationskonstante (Kbp) liefert. Die Daten entsprechen dem Mittelwert von drei unabhéangigen Replikaten.
B Affinitatsbestimmung durch analytische Ultrazentrifugation (aUZzZ) von fluoreszenzmarkiertem
Rab32rL:GDP (200 nM) in Abhangigkeit von der GtgEcssa Konzentration (0-40 uM). Der relative Anteil
von gebundenem Rab32 wurde an eine hyperbolische Funktion angepasst, die den Kp liefert. Die Da-
ten sind Mittelwerte aus zwei unabhangigen Replikaten. C Mikromaf3stabs Thermophorese (MST).
Messung zur Bestimmung der Bindungsaffinitat von fluoreszenzmarkiertem GtgEcssa (100 nM) mit ei-
ner Titrationsreihe von Rab32r.:GDP (0-40 pM). Die Daten wurden an eine Kp-Fit-Funktion (NanoTem-
per), basierend auf dem Massenwirkungsgesetzt angepasst, die den Kp liefert. Das Ergebnis stellt den
Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten dar.

Zur Affinitatsbestimmung des Rab:GtgE-Komplexes wurden drei zueinander orthogonale
Messprinzipien angewandt: die isothermale Titrationskalorimetrie (ITC), die analytische Ult-
razentrifugation (aUZ) sowie die MikromaRstabs Thermophorese (MST) (s. Abbildung 14).
Die ITC-Experimente ergaben eine Dissoziationskonstante (Kp,rc) von 96 nM und eine mo-
lare Stochiometrie nahe einem 1:1 Heterokomplex, was sich mit den Ergebnissen der analy-
tischen GroRentrennung auf der SEC deckt. Die analytische UZ lieferte eine Dissoziations-
konstante (Kp.auz) von 118 nM fiir den Komplex und ist damit in guter Ubereinstimmung zum
ITC-Ergebnis. Die MST-Daten liefern eine Affinitat von etwa 750 nM (Kp vsT), was verglichen
mit den beiden zuvor bestimmten Konstanten einer 6- bis7-fach schwacheren Komplexbin-
dung entsprechen wirde. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den Methoden ist der Sig-
nalgeber. Wahrend die ITC ohne vormalige Einbringung einer Reportergruppe auskommt,
nutzen beide Alternativen eine kovalent angebrachte fluoreszente Gruppe auf dem kleineren
Bindepartner (in diesem Fall sind beide Proteine @hnlich grof3). Die unterschiedlichen Farb-
stoffe und Markierungsstrategien kénnten ein Grund fur die abweichenden Ergebnisse zur

Affinitdtsbestimmung zwischen der MST und der aUZ sein. Die Affinitdt von GtgEcssa zu
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Rab32:GDP ist mit ca. 100 nM (ITC, aUZ) sehr hoch, was durch die quantitative Komplexfor-
mierung bei bereits sehr geringen effektiven Konzentrationen wéhrend der analytischen SEC
(ca. 1 uM) unterstitzt wird. Da fir die spatere Proteinkristallisation auch alkylierte Proteine
hergestellt wurden, sollte Uberprift werden, inwieweit diese Modifikation mit der Komplexfor-
mierung interferiert. Hierzu wurde die Komplexformierung bei verschiedenen Modifikations-
strategien abermals auf der analytischen SEC verfolgt. Neben der reduktiven Alkylierung der
individuellen Monomere GtgEcssa und Rab32:GDP wurden beide Monomere als Alternative
vor der Modifizierung zusammengegeben, um eine Komplexformierung vor der Lysin-Alkylie-
rung zu erlauben. Fur die nachfolgende Proteinkristallisation wurden die Experimente sowohl
mit den beiden Volllangenproteinen (Rab321.225r1); GtgE1-228(r1)) als auch mit den endstéandig
gekirzten Varianten (Rab321s201(anac); GtgE21-214anac)) durchgefuhrt (s. Abbildung 15). Die
erfolgreiche Methylierung konnte qualitativ bereits an einer leichten Bandenverschiebung
(Gel-Shift) in der SDS-PAGE bestatigt werden.
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Abbildung 15. Formierung eines alkylierten Hetero-Komplexes aus GtgE und Rab32. A Proteine
die erst methyliert und dann in einem 1:1-Gemisch auf der einer aSEC und einer Absorption von
280 nm untersucht wurden. Links: Volllangenprotein GtgEcasa, FL(1-228) und Rab32:GDPrL(1-225). Einsatz:
Coomassiefarbung eines SDS-PAGE Gels mit einem 1:1-Gemisch aus Rab32:GDP und GtgEcassa
(R32+G), unmadifiziert und methyliert (me; orange). Die Retentionsverschiebung ist anhand von Bal-
ken rechts angezeigt. Rechts: gleiche Anordnung wie links mit verkiirzten Proteinen GtgEcasaanac(is-
214y und Rab32:GDPanacs-201). B Komplexformierung vor der reduktiven Alkylierung von lésemittelzu-
ganglichen Lysinen. Anordnung wie in A. Methylierte Proteine sind durch das hochgestellte me indi-
ziert. Die Massenspektren zur reduktiven Alkylierung der Volllangenproteine sind im Anhang darge-
stellt (s. Abbildung 48 und Abschnitt 6.4.7).

Die quantitative, massenspektrometrische Auswertung zeigte einen Unterschied in der An-
zahl der modifizierten Positionen zwischen den individuell behandelten Proteinen und jenen,
die in einem Komplex vorlagen. Die Alkylierung nach Komplexbildung fuhrte zur Modifikation

von lediglich 13 von 16 mdglichen Lysinen in Rab32r_ (statt 14 beim Rab-Monomer) und 9



Ergebnisse 39

von 11 moglichen Lysinen in GtgEcasa, ru (Statt 11 beim GtgE-Monomer) (s. Abbildung 48). In
der Evaluierung der Komplexbildung in beiden Ansatzen zeigte, dass die reduktive Alkylie-
rung der Monomere, die Bindung effektiv unterbindet wohingegen die Modifikation eines be-
reits geformten Komplexes sich nicht negativ auf die Protein-Protein-Interaktion auswirkt (Ab-
bildung 15). Zusammengenommen demonstrieren die Ergebnisse eine hochaffine Komplex-
formierung zwischen inaktivem Rab32:GDP und GtgEcasa, bei der Lysine in den Bindungs-

grenzflachen beider Proteine eine wichtige Rolle spielen.

3.2.2.Kristallisation eines nicht-kovalenten Rab:GtgE-Komplexes

Die Kristallisationsanséatze wurden in einem Puffer-Screening im 96-Well Format durchge-
fuhrt. Dazu wurden 0,2 uL einer konzentrierten Heterokomplexlésung in einem 1:1-Gemisch
mit den jeweiligen Pufferlésungen fur die Sitting-Drop-Methode eingesetzt (PHOENIX-MR Pi-
pettierroboter, Art Robbins Instruments, CA, USA). Die Anséatze wurden versiegelt und bei
21°C gelagert. Erste Kristalle waren nach wenigen Tagen sichtbar. Die erhaltenen Protein-
kristalle waren trigonal bipyramidal und haben in der nicht-methylierten Form in Réntgenbeu-
gungsexperimenten eine Aufldsung von 6-9 A geliefert. Durch die reduktive Alkylierung hat
sich die Kristallform bei Proteinen voller LaAnge nicht geéndert (s. Abbildung 16A). Allerdings
wurden mehr Kristallisationsbedingungen mit den Alkylierten Proteinkomplexen gefunden
und die Auflésung in Beugungsexperimenten konnte deutlich verbessert werden. Die Kristalle
der Volllangenproteine haben kristallisiert in: 50 mM Imidazol pH 8; 20% PEG 6000 und
beugten auf 2,9 A. Die verkiirzen Proteine lieferten stabférmige Kristalle in: 0,1 M Bis-Tris
pH 5,5; 25% PEG 3350, die bis auf 2,3 A beugten (s. Abbildung 16B). Die Kristalle wurden
bis zur Messung in einem Kryoprotektionspuffer (Kristallisationspuffer mit 25% Ethylenglykol)
in flissigem Stickstoff gelagert. Die Arbeiten zur Proteinkristallisation wurden unter Anleitung

von Bastian Brauning durchgefihrt.

™(Rab32.225:GDP:GtgE c4sn 1.228) "*(Rab3215.201:GDP:GtgEcasa 21-214))

Abbildung 16. Proteinkristalle alkylierter Rab32:GtgE-Komplexe. A Trigonal bipyramidale Protein-
kristall aus Volllangenproteinen in 0,05 M Imidazol pH 8; 20% PEG 6000. B Stabférmige bipyramidale
Proteinkristall aus verkirzten Proteinen in 0,1 M Bis-Tris pH 5,5; 25% PEG 3350. Der horizontale Bal-
ken reprasentiert 0,1 mm.
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3.2.3.Die Rab32:GDP:GtgEcssn Komplexstruktur

Die Rontgenbeugungsexperimente wurde an der Synchrotron Beamline X06SA der Swiss
Light Source (SLS, Paul Scherrer Institut, Villigen, Schweiz) von Bastian Brauning (B.B.) und
Michael Groll (M.G.) (Lehrstuhl fiir Biochemie der TUM) durchgefihrt. Ebenso wurde die Da-
tenprozessierung sowie die Erstellung der Strukturmodelle durch molekularen Ersatz von
B.B. und M.G. realisiert!®. Als geeignete Suchmodelle der Einzelkomponenten des Komple-
xes dienten dabei die Strukturen von Rab32:GppCHzp (PDB Zugangsnummer 4CYM)>8 sowie
einer verkirzten GtgE-Variante (PDB Zugangsnummer 4MI7)'45. Die Elektronendichte war in
beiden Strukturen, sowohl fur das Paar aus Volllangenproteinen als auch fur den verkirzten
Rab32:GtgE-Komplex gut definiert. Die resultierenden Strukturmodelle wurden in der Pro-
tein Data Bank (PDB) unter folgenden Zugangsnummern hinterlegt: 50EC (fur
Rab32g :GDP:GtgEr ) und 50ED (fir Rab3215.201:GDP:GtgE21-214). Die Struktur der verkiirz-
ten Proteine zeigt einen geringeren B-Faktor bei gleichzeitig hoherer Aufldsung. Da sich beide
Modelle in keinen wesentlichen strukturellen Merkmalen unterscheiden, wird die Struktur der
verkiurzten Proteine in der Folge als Referenz beschrieben und als Rab32:GDP:GtgEcassa-
Komplex bezeichnet.

Der Komplex zeigt im Allgemeinen alle Merkmale der zuvor bestimmten, individuellen Un-
tereinheiten von Rab32 und GtgE®>8145146, Rab32 besteht aus einem zentralen -Faltblatt, das
sechs B-Strange umfasst (B1r-B6r, Wobei das tiefgestellte R, Rab32 indiziert) und finf a-
Helices (a1r-a5r) (Abbildung 17A, Abbildung 18A). Fur die Helix a5g, die fur gewoéhnlich in
allen kleinen GTPasen vorhanden ist, wurde keine Elektronendichte beobachtet. GtgE be-
steht aus einem sechsgliedrigen, zentralen, antiparallelen B-Faltblatt, das senkrecht zur
Spitze des B-Faltblatts von Rab32 angeordnet ist. Dieses GtgE-B-Faltblatt wird von funf a-
Helices umringt, von denen die zwei N-terminalen a-Helices und die drei C-terminalen Helices
an gegenuberliegenden Enden positioniert sind (Abbildung 17C). Die Aminosaureregionen
23-44s und 60-82¢ (wobei das tiefgestellte G, GtgE indiziert) scheinen nur nach der Komplex-
bildung mit Rab32 innerhalb der aktiven Enzymstruktur korrekt gefaltet zu sein, da diese
Loopbereiche im Vergleich zur GtgE Apo-Struktur signifikant unterschiedliche Positionen ein-
nehmen (Abbildung 18C).

Im Komplex kann GtgE als Dreizack betrachtet werden, der mit drei spitzenahnlichen Forts-
atzen in Rab32 hineinsticht (Abbildung 17B, Abbildung 18A). Diese Spitzen, von uns auch als
Spikes bezeichnet, setzen sich vorwiegend aus prominenten Loop-Regionen zusammen, die
aus dem beschriebenen Kern in Richtung Rab ragen. Der Spike 1 umfasst die Aminosaure-
Region 38-45¢ in Verbindung mit der Region 76-82¢. Spike 2 wird durch die B2¢-B3s-Schleife
konstituiert und dringt tief in den switch-I-switch-1I1-Spalt von Rab32 ein. Spike 1 und 2 bilden
dabei enge Wechselwirkungen, ahnlich einem Schérenklammergriff, mit der switch I-Struktur
aus, dem Ort der proteolytischen Spaltung. Spike 3 wird von der a4s-Helix und einem C-
terminalen Schleifenfortsatz ausgebildet. Der flache Spalt zwischen den Spitzen 2 und 3 wird

von der switch lI-Region ausgeftllt (Abbildung 17B).
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Durch die GtgE-Bindung kommt es auf3erhalb der switch-Regionen nur zu geringfugigen
strukturellen Anderungen an Rab32, im Vergleich zu Rab32:GppCH.p (Abbildung 18B).
Durch die nukleotidspezifische Bindung der Protease kommt es in beiden flexiblen switch-
Regionen zu groRen konformationellen Anderungen. Die switch-Konformationen &hneln da-
bei dem Bindezustand bei der Komplexierung durch den GDP-spezifischen Interaktions-
partner GDI, sind mit diesem aber nicht identisch. Sowohl der Bindungsmodus als auch die
Interaktionsflache mit der jeweiligen GTPase unterscheiden sich deutlich zwischen der GDI-
und GtgE-Bindung (s. Abbildung 19)*42, Der Spike 2 von GtgE wirkt wie ein Keil, der die

switch-Regionen weiter auseinander treibt als im Rab:GDI-Komplex.
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Abbildung 17. Sequenz-Struktur Ubersicht der individuellen Proteine des Rab32:GtgE-Kom-
plex. A Sequenz-Struktur Vergleich der GtgE-Substrate Rab32, Rab38 und Rab29 zum Nicht-Substrat
Rab23. Sekundarstrukturmerkmale oberhalb der Sequenzen beziehen sich auf den
Rab32:GDP:GtgEcssa-Komplex. Blaue oder graue Punkte unter den Sequenzen zeigen polare und
hydrophobe Wechselwirkungen von Rab32 mit GtgE an (s. Abbildung 18E). Blaue Boxen: GTPase
Motive G1-G3. Magenta Boxen: switch-Regionen; schwarze Pfeile und gestrichelte Linie: GtgE-
Schnittstelle. B Schematisches Modell der Rab32:GtgE-Bindungsschnittstelle einschlie3lich der
Rab32-switch-Regionen und der benachbarten Sekundérstrukturelemente. Die Schalterbereiche sind
in den Hohlrdumen positioniert, die durch Spike 1/Spike 2 und Spike 2/Spike 3 von GtgE gebildet wer-
den. C Das Topologiediagramm der GtgE-Faltung im Komplex mit Rab32:GDP einschliel3lich aller
Aminosauregrenzen der a-Helices und B-Faltblatter. Katalytische Reste: orange Kreise.

Auf der anderen Seite beeinflusst die Bindung von Rab32 an GtgE die Sekundarstrukturele-

mente der Protease nicht. Vielmehr werden Schleifen, die zuvor in der GtgE-Struktur nicht
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aufgeldst waren, im Rab32:GtgE-Komplex geordnet und deren Elektronendichte sichtbar. Ins-
besondere wird der N-Terminus (23-45¢) einschliel3lich der Position des Cysteins im aktiven
Zentrum (hier die C45Ac-Substitution) zusatzlich aufgeldst'45146,

Die Interaktionsflache umspannt eine mittlere Oberflache von 1535 A2 und wurde mit dem
Web-Service PISA (Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies)!*! bestimmt. Diese Flachen
setzen sich hauptsachlich aus den switch- und Interswitch-Regionen (2r und B3g) von
Rab32 sowie den drei Spitzen des GtgE-Dreizacks zusammen (Abbildung 17). Die grof3e Zahl
hydrophober sowie polarer Wechselwirkungen tragt zu der vielschichtigen Interaktionsflache
bei und stellt damit die molekulare Grundlage fiir die beobachtete hohe Affinitat zwischen
GtgEcasa und Rab32:GDP dar (s. Abbildung 18E). Insbesondere die Rab32-Reste, die an die
Spaltstelle zwischen G59 und V60r angrenzen, gehen vielfaltige Wechselwirkungen mit dem
tiefen Hohlraum zwischen Spike 1 und Spike 2 von GtgE ein. Der switch I-Rest 158 bildet
das Zentrum eines hydrophoben Clusters und interagiert mit W46¢, L81¢, C86¢, 1141, L150c
und 1202¢, wahrend D61r aus der Protease-Erkennungssequenz eine spezifische Wechsel-
wirkung mit der Guanidin-Gruppe von R142¢ bildet. Drei weitere ionische Wechselwirkungen
K43r-E148¢, R55-r-D82¢ und R93r-D182¢ tragen wahrscheinlich zur Bindung und Erhéhung
der Spezifitat bei. K43 kdnnte hierbei eines der Lysine sein, die in methyliertem Zustand die
Komplexbildung gestdrt haben (s. Abschnitt 3.2.2.).

Das interagierende polare Netzwerk innerhalb der katalytischen Triade C45¢, H151¢ und
D169¢ wird im Rab32:GDP:GtgEcssa-Komplex gebildet, sobald C45A¢ zum Cystein-Nukleo-
phil mit aktivem Zentrum konvertiert wird (s. Abbildung 18D)4>146, Weiterhin kann die Oxya-
nion-stabilisierende Tasche eindeutig den NH-Gruppen der Peptidbindung von C45¢ und
N44c sowie dem N&#-Amin der Q33g-Seitenkette zugeordnet werden, wahrend die Thi-
olgruppe von C149¢s moglicherweise als Brgnstedséure wirkt, um eine geeignete N-terminale

Abgangsgruppe an V60r zu generieren (Abbildung 18F).



Ergebnisse 43

E Hydrophob
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Abbildung 18. Die Rab32:GDP:GtgEcssa-Komplexstruktur. A Banderdarstellung des
Rab32:GDP:GtgEcsa-Komplex. Stabmodell: GDP; magenta: switch-Regionen; magenta Kugeln:
GtgE-Spaltstelle, grine Kugel: Mg?*-lon; orange Kugeln: katalytische Triade; hellblaue Kreise:
Spike 1-3. B Strukturelle Uberlagerung von Rab32:GppCH:zp:VARP (PDB Zugangsnummer 4CYM,
gelb-orange)®® und Rab32:GDP:GtgEcasa (grau). Transparent: GtgE-Struktur. Weitere Kennzeichnung
siehe A. C Strukturelle Uberlagerung von GtgE (PDB Zugangsnummer 5KDG, hellblau)#¢ und
Rab32:GDP:GtgEcssa (blau). Transparent: Rab32:GDP-Struktur. Weitere Kennzeichnung siehe A. D
Modell der aktiven katalytischen Triade in GtgE mit dem gebundenen Rab32-Substrat. Die inaktive
GtgE-Mutation C45A wurde in silico invertiert, was in einer korrekt ausgerichteten katalytischen Cys-
tein-Triade (bestehend aus C45c, H151c und D169c) resultierte. Magenta-Schleife: switch | von
Rab32; orangefarbene Kugeln und Stabe: Ca-Atome und Reste der katalytischen Triade; rote Stébe:
in silico positioniertes Cystein; gelbe gestrichelte Linien: Abstandsmessungen. E Schematische Dar-
stellung aller hydrophoben (oben) und polaren Wechselwirkungen (unten) (s. Abbildung 17A und Ta-
belle 19). Saure und basische Aminosauren sind rot bzw. blau eingefarbt. Interaktionen, die gestrichelt
markiert sind: Wasserstoffbriicken (blau), Salzbriicken (hellblau), hydrophob (grau). L: Loop, a: a-He-
lix, B: B-Strand. Magenta-Box: Reste, die durch Ala-Substitution in einer GtgE-vermittelten Spaltungs-
reaktion getestet wurden (s. Abbildung 20C, D). F Schema des katalytischen Mechanismus von GtgE.
Die Spaltung erfolgt im switch | zwischen G59 (P1) und V60r (P1") durch die katalytische Triade
(C456, H1516, D169c). Q336, C456, N44s: Oxyanion-Tasche (hole); Protondonor: C149c. Blau: GtgE-
Aminosauren, gelb: gespaltene Bindung, blaue gestrichelte Linien: polare Wechselwirkungen.
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Zusammengefasst interagiert GtgE eng mit Rab32 Uber drei Bindungsplattformen, die als
Spike 1-3 bezeichnet werden, die die switch-Regionen aufnehmen. Insbesondere zeigt die
Struktur, dass die Spaltungsstelle von Rab32 in einen tiefen Hohlraum gezogen wird, der von

den Spikes 1 und 2 gebildet wird.

switch Il

A

Abbildung 19. Vergleich der Bindung von GtgE und GDI an kleinen GTPasen. A Strukturelle Uber-
lagerung von Rab32 aus dem Rab32:GDP:GtgEcssa-Komplex (grau) und Yptl aus dem Hefe-
Yptl:GDP:GDI-Komplex (gelb, PDB Zugangsnummer: 1UKV)*.. Die Schalterregionen weisen eine
ahnliche, jedoch nicht identische Konformation auf. B Bindemodus von GtgE (blaue Oberflache) an
Rab32 (grau, Cartoon). Die Interaktion wird Giberwiegend durch die Spikes (1-3) mit den switch-Regi-
onen (magenta Loops) vermittelt. C Bindemodus von GDI (griine Oberflache) an Yptl (gelb, als Car-
toon). Die Interaktionen werden wesentlich durch den switch Il, a3 (RabSF3-Motiv) und den prenylier-
ten C-Terminus vermittelt. Switch | ist nur partiell involviert. Kugeln: Ca-Atome der GtgE-Spaltstelle mit
den ebenfalls in Yptl angegebenen homologen Positionen; Stabmodell: GDP; griine Kugel: Mg?*-lon.
Im Verhaltnis zu A sind B und C um 60° auf der X-Achse nach vorne gekippt.

spike 2

switch |

3.2.4.Biochemische Validierung des Rab32:GDP:GtgEcssa Komplex

Die Komplexstruktur weist die Rab switch-Regionen als zentrale Interaktionsflachen der
Erkennung und Bindung durch GtgE aus. Zur Validierung dieser kristallographischen
Beobachtung wurde ein Interaktionstest zwischen Rab32 und GtgE in einer Yeast-Two-
Hybrid (Y2H, Hefe-Zwei-Hybrid)-Anordung aufgestellt. Dabei fungieren RabGTPasen als
Kdder und die inaktive GtgEcssa Mutante als Beute. Eine produktive Wechselwirkung wird
Uber das Hefe-Wachstum auf Leu-Trp-His Mangelmedium (engl. selection dropout, SD)
detektiert. Getestet wurden zuerst die Rab32-Unterfamilie sowie Rab23 als Negativkontrolle
(s. Abbildung 20A). Die Interaktionsstéarke korreliert direkt mit der Starke des Wachstums und
kann durch Zugabe von 3-Amino-1,2,4-triazol (3'-AT), einem Inhibitor der His-Synthese,
qualitativ Gberprift werden. Alle GtgE-Substrate zeigen mit der C45A-Mutante eine
Interaktion, jedoch ist ausschlie3lich Rab32 als Signalgeber geeignet. Die Interaktion mit
Rab38 scheint deutlich schwacher zu sein, da unter Anwesenheit geringer Mengen 3‘-AT das
Wachstum in der WT-Interaktion stark beeintracht ist. Rab29 wiederum zeigt ein starkes
selbstaktivierendes Wachstum (mit dem leeren Beuteplasmid pGAD-HA), das nur mit hohen

Konzentrationen von 3‘-AT unterdriickt werden kann (s. Abbildung 20A).
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Als Nachstes wurde eine systematische Bibliothek von Rab32-Ala-Mutanten der switch-
Regionen erzeugt und durch Y2H-basierte Interaktionsstudien untersucht, um die
beobachtete Interaktionsflache der Kristallstruktur zu verifizieren. In der switch I-Region
zeigen die Aminosauremutanten der Spaltregion T52r (P3), 158 (P2), G59r (P1), D61k (P2")
und F62r (P3") einen starken Wachstumsdefekt, was bestétigt, dass sie an der Bildung im
Rab32:GDP:GtgEcssa-Komplex beteiligt sind (Abbildung 20B, oben). Insbesondere zeigt die
Substitution von 158gr, das weit verzweigte hydrophobe Wechselwirkungen in der
Kristallstruktur eingeht, den starksten Wachstumsdefekt. Dies unterstreicht die Bedeutung als
zentrales Element von 158r fur die Komplexgrenzflache. Interessanterweise sind die
Positionen 158r und D61g, mit dem staksten Wachstumsdefekt nahezu vollstéandig tber alle
RabGTPasen konserviert. Daher ist es unwahrscheinlich, dass diese zentralen

Interaktionsstellen bei der Determinierung der GtgE-Substratspezifitat beteiligt sind.
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Abbildung 20. Analyse der Rab32:GtgE-Komplex-Schnittstellen und des katalytischen Mecha-
nismus. A Y2H-Bindungsstudien mit GtgEcssa (0GAD-HA; Beute) mit volllange Rab29, 32, 38 oder
Rab23 (pLexA; Koder) auf His-Mangelmedium. Zur Untersuchung der Interaktionsstéarke wurde der
Wachstumsinhibitor 3-Aminotriazol (3'-AT) von 0-10 mM zugesetzt. B Alanin-Mutations-Screening des
Rab32-switch | (oben) und des switch Il (unten) mit dem Y2H-Assay aus A. Die switch I-Reste an der
GtgE-Schnittstelle zeigen einen signifikanten Wachstumsdefekt bei Zugabe von 3'-AT, was die
Rab32:GDP:GtgEcssa-Schnittstellen bestétigt. Auch die switch 1lI-Reste W80r und D81r zeigen eine
verminderte Komplexbildung. C Spaltungseffizienz von Struktur- und Sequenz-geleiteten Rab32-Mu-
tanten (8 uM) durch GtgE (8 nM), erhalten aus einer densitometrischen Analyse SDS-PAGE-basierter
Aktivitatstests (s. erganzend Abbildung 49A, Abbildung 50A, Tabelle 18 sowie Abbildung 18E). Ein-
schub: Teilsequenz-Alignment der Rab32-Unterfamilie und Rab23. Grau: mutierte Reste in Rab32 zur
entsprechenden Rab23-Aminosaure; Pfeile: GtgE-Spaltungsstelle (s. Abbildung 17A). Fehlerbalken
représentieren die Standardabweichung der exponentiellen Anpassung. D Katalytische Effizienz von
GtgE-Mutanten mit Rab32-Wildtyp. Identische Versuchsanordnung wie in C (s. erganzend Abbildung
49B, Abbildung 50B und Tabelle 18 im Anhang).
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Auf die gleiche Weise wurde eine Mutationsanalyse der switch II-Region durchgefihrt
(Abbildung 20B, unten). Keine der direkt an der Komplex-Interaktionsflache beteiligten
Mutanten wiesen einen Wachstumsdefekt auf, was darauf hindeutet, dass Mutationen im
switch Il aufgrund der hohen Komplexaffinitat, offenbar toleriert werden kénnen. Einzig die
Mutanten W80Ar und D81Ag, in der Interswitch-Region lokalisiert, zeigen eine starke
Wachstumshemmung. Die Seitenkette von W80gr ist ein Bestandteil der wichtigen
hydrophoben Rab-Triade, die an der Bindung vieler Interaktionspartner beteiligt ist'®?. Der
Wachstumsdefekt kann durch die Interaktion der W80r-Indolseitenkette mit F62r erklart
werden, da die switch | Seitenkette von F62r auch an der GtgE-bindung beteiligt ist
(Abbildung 20B, oben).

Zusatzlich zu den Hefe-Interaktionsstudien wurde die Struktur-Aktivitdts-Beziehung anhand
weiterer Mutanten in allen interagierenden Regionen mittels GtgE-vermittelter Rab32-Prote-
olyse untersucht. Dabei wurden stichprobenartig Positionen sowohl in Rab32 (switch-Regio-
nen) als auch in GtgE (Spike-Regionen) getestet. Alle Mutationen in Rab32 wurden entweder
basierend auf der Strukturanalyse des Rab32:GtgE-Komplexes (K43Ar, D61Ar, R93AR) oder
durch den Sequenzvergleich zwischen Rab32 und dem Nicht-GtgE-Substrat Rab23 (A56KRg,
L64ERr, R87ER) ausgewahlt (s. Abbildung 20C, Abbildung 18E). Die getesteten Rab32-Mu-
tanten zeigten mindestens eine 10-fach herabgesetzte Aktivitat, was ihre Bedeutung fiir die
Substraterkennung und Komplexbildung untermauert. Die Mutanten D61Ag und L64Er zei-
gen eine 30-fache Aktivitatsabnahme gegentber GtgEwr, was die Bedeutung der Salzbriicke
zwischen D61r und R142¢ abermals unterstreicht. Die L64Eg-Mutation fiihrt wohl zu steri-
schen Hinderungen mit den GtgE Resten F34¢ und L41g, was ebenfalls Einblicke in die Rab-
Substrat-Restriktion gestattet, da diese Position nur schwach unter RabGTPasen konserviert
ist. Die Mutanten K43Ar und R93Ar (die bereits bei den Methylierungsexperimenten als be-
deutsam fur die Komplexformierung identifiziert wurden) heben die Salzbriickenbildung mit
E148c bzw. D182¢ auf und bestétigen damit die Relevanz der entsprechenden ionischen
Wechselwirkung fur die Komplexbildung. Dartber hinaus unterstreicht die Aktivitdtsabnahme
der R87Egr-Mutante die Bedeutung des Arginin-Seitenkettenkontakts tiber eine H-Briicke zum
K194¢ des Spike 3 von GtgE. Die switch | Mutante A56Kgr verursacht vermutlich sterische
ZusammenstolRe mit den GtgE Seitenketten von L150¢c und P143g, die an der Basis des
Spike 2-Loops sitzen (Abbildung 18E). Alle GtgE-Mutanten mit Ausnahme von E148A¢ wei-
sen einen signifikanten Aktivitatsabfall auf (s. Abbildung 20D). In besonderem Malf3e verrin-
gert Q33Ac die Aktivitdat um das 200-fache und stellt damit seine Bedeutung als Teil des
Oxyanionlochs heraus. Die Bedeutung der D61r-R142s-Salzbriicke als zentraler Interakti-
onsstelle wird mit der R142As-Mutation erneut bestatigt. Die C149As-Mutante reduziert die
Aktivitat um die Hélfte. Die Lokalisation in der Nahe des aktiven Zentrums deutet auf eine
mdgliche Rolle als Protonendonor fir den neu gebildeten N-Terminus wahrend der Katalyse
hin (Abbildung 18F). Die Salzbriicke zwischen D182 und dem switch II-Rest R93r zeigt bei

der Komplexbildung einen gréReren Einfluss als diejenige zwischen E148c und K43g. Der
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Rest K186 ist durch die Stabilisierung des Spike 3 indirekt an der Komplexinteraktionsflache
beteiligt. Hier bildet die Guanidin-Gruppe zwei intramolekulare, polare Kontakte mit Q178¢
und E153¢ in der N&he der katalytischen Base H151¢ aus, was K186 als wichtiges organi-
sierendes Element in der switch II/Spike 3-Schnittstelle identifiziert (s. ergédnzend Abbildung
49, Abbildung 50 und Tabelle 18). Zusammenfassend bestétigen die Mutationsanalysen die
Interaktionsflachen, wie sie in der Komplex-Kristallstruktur zwischen Rab32 und GtgE beo-

bachtete wurden.

3.2.5.Strukturelle Grundlagen der Nukleotidspezifitat

Um die molekulare Grundlage der exklusiven Nukleotidspezifitdt von GtgE fir inaktive Rabs
aufzuklaren, wurden zunachst ein Strukturvergleich des aktiven Rab32:GppCHzp (PDB Zu-
gangsnummer 4CYM) mit dem Rab32:GDP im Komplex mit GtgE vorgenommen. Dabei zeig-
ten sich zwei mogliche Selektionszentren (im Weiteren auch als Hubs bezeichnet). Den ers-
ten Hub reprasentiert E86g, dass im GtgE-Komplex durch die Neuordnung des switch Il in die
Nukleotidbindetasche ragt und mit dem y-Phosphat einen sterischen sowie elektrostatischen
Zusammenstol3 verursachen wirde (Abbildung 21A). Im Komplex der aktiven Konformation
ragt E86r in die entgegengesetzte Richtung, heraus aus switch Il. Ein switch I-Rest konstitu-
iert den zweiten potenziellen Hub. Die Alkoholgruppe von Y54g formt in der aktiven Konfor-
mation einen Kontakt mit dem GTP y-Phosphat und ist damit an der Ausrichtung des switch |
beteiligt. In der GtgE-gebundenen Konformation ist die Phenolgruppe unter das gebundene
Nukleotid rotiert und wird von polaren Wechselwirkungen zweier Serine (Peptidrickrat von
S51r bzw. Seitenkette von S40g) koordiniert.

Um die Rolle des Hub 1 Glutamats zu untersuchen, wurde eine Substitution mit Alanin vor-
genommen, die E86Ar Mutante praparativ jeweils mit GDP und GTP beladen und der Prote-
olyse durch GtgE ausgesetzt. Dabei zeigte sich, dass die Selektion zu Gunsten des GDP
beladenen Rabs nach wie vor Bestand hat (Abbildung 21B). Dieselbe Strategie wurde auch
fur die Evaluierung des Hub 2 angewandt, wobei durch die Substitution von Y54 jeweils ge-
gen Ala und Phe die Rolle der Hydroxyl- und Phenylgruppe gesondert tberprift wurde. Fir
beide getesteten Mutanten (Y54Ag; Y54Fg) zeigte sich eine unveranderte Selektion zu Guns-
ten der inaktiven Rabs (Abbildung 21C sowie Abbildung 51A im Anhang). Damit scheidet
auch Y54g als Selektionsfaktor aus.

Zur ldentifizierung weiterer moglicher Determinanten der Nukleotidspezifitat wurden in Zu-
sammenarbeit mit Sophie Mader und Prof. Ville Kaila (Arbeitsgruppe fir Computergestitzte
Biokatalyse der TUM) ein in silico Ansatz mittels atomistischer molekulardynamischer (MD)
Simulationen verfolgt. Dabei wurde der Rab32:GDP:GtgEcssa Komplex als Startpunkt ver-
wendet. Zundchst wurde das Nukleophil des aktiven Zentrums rekonstituiert (C45¢), um der
realen Situation zu entsprechen. Weiterhin wurde das GDP gegen ein GTP ausgetauscht, um

den schwachaffinen, hypothetischen Rab32:GTP:GtgE Komplex zu konstituieren. Die MD-
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Simulation ahmt dabei die anféanglichen molekularen Schritte der Dissoziation zwischen GtgE
und Rab32:GTP nach, und zielt darauf ab, Determinanten zu identifizieren, die am meisten
zu diesem Prozess beitragen. Als Referenz diente die identische Simulation mit dem
Rab32:GDP:GtgE Komplex. Die Komplexstrukturen wurden fir die Dauer von 190 ns simu-
liert. Alle MD-Simulationen wurden von Sophie Mader sowie Prof. Ville Kaila konzipiert und
implementiert. Die Evaluierung der Ergebnisse erfolgte in kollegialer Zusammenarbeit'°°s, Die
strukturelle Uberlagerung der Endzustande beider MD-Simulationen zeigte die groften Un-
terschiede in der Schnittstelle zwischen switch 1l und Spike 3. Hier war es vor allem eine Tri-
ade aus F88r, K194¢ sowie E114¢ die eine einsetzende Dissoziation durch eine erkennbare
Zunahme der F88r-K194¢-Distanz identifiziert. In diesem mutmalllichen Hub 3 bildet E114¢
einen elektrostatischen Anker flr K194, der in gestreckter Ausrichtung als Kontraktstelle
zum Phenylring von F88 in Rab32 dient. Zunachst wurde die Rolle von F88r weiter unter-
sucht, indem dieser Rest durch Glycin ersetzt (F88Ggr) und die Auswirkungen in einer MD-
Simulation beobachtet wurde. Interessanterweise zeigt sich bei der F88Gr Mutante ein &hn-
liches Verhalten zwischen dem GTP- und GDP-Zustand in der Simulation (s. Abbildung 52B).
Um die Bedeutung von Hub 3 fur die GtgE-Praferenz von GDP Uber GTP auch experimentell
zu evaluieren, wurde die F88Ggr-Mutante hergestellt und mit GDP oder GppNHp praparativ
beladen. Zur schnelleren Uberpriifung verschiedener Kombinationen von Rab- zu GtgE-Mu-
tanten, wurden die GtgE-Hub 3 Mutanten (E114Acg, K194As, E114Ac/K194Ac) sowie WTg
rekombinant in E. coli exprimiert und direkt aus geklarten Lysaten in einem Proteolysenach-
weis mit inaktiven und aktivem Rab32 (jeweils WTr und F88GR) eingesetzt (s. Abbildung 21F
sowie Abbildung 51B im Anhang). Die F88Gg-Mutation flihrt interessanterweise tatsachlich
zu einem Verlust der exklusiven GDP-Praferenz von GtgE bei Rab32. Gleichzeitig macht die
F88G-Mutation Rab32 im Allgemeinen zu einem schlechteren Substrat flr GtgE. Die verrin-
gerte Umsatzrate von GtgE gegeniiber F88Gr ist aufgrund von dessen Beteiligung an der
Protein-Protein-Interaktionsflache nicht Uberraschend. Allerdings wird die F88Ggr-Mutante
nun eindeutig sowohl im GDP- als auch im GTP-Zustand gespalten, auch wenn GDP schein-
bar schneller prozessiert wird (s. Abbildung 21F).

Die Alaninsubstitutionen von GtgE E114¢ und R194¢, die Teile des Spike 3 sind, zeigen ent-
gegengesetzte Effekte und neutralisieren einander in der Doppelmutante, wenn sie mit Rab32
F88Gr inkubiert werden (s. Abbildung 51B). Der frei gewordene Raum sowie die konformati-
onelle Flexibilitat der F88Ggr-Mutante kénnten dazu beitragen, einen katalytisch kompetenten
Rab32:GTP:GtgE-Komplex zu bilden. Die verringerte proteolytische Aktivitat von E114Ag un-

terstreicht seine wichtige Rolle als elektrostatischer Anker fir K194¢.

s Die Verwendung und Darstellung der Ergebnisse der Resultate aus den MD-Simulationen erfolgt mit
freundlicher Erlaubnis von Sopie Mader und Prof. Ville Kailla (TUM).
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Abbildung 21. Die molekulare Grundlagen der GDP-Nukleotidspezifitat von GtgE. A Potenzielle
Selektions-Hubs, die an der GDP-Spezifitat von GtgE beteiligt sind, werden anhand einer Rab32-Struk-
turlberlagerung des aktiven und inaktiven Zustands hervorgehoben. Grau: Rab32:GDP:GtgEcasa;
orange transparent: Rab32:GppCHzp:VARP (PDB Zugangsnummer 4CYM); Stabmodelle: Hub 1
(E86r), Hub 2 (Y54r), Hub 3 (bestehend aus F88r, E114c und K194c) und GppCHzp; Kugeln: Ca-
Atome der Spaltstelle; Magenta: switch-Regionen in Rab32:GDP; schwarze und gelbe gestrichelte Li-
nien: sterische Konflikte bzw. Wasserstoffbriicken/v. d. Walls-Kontakte. B-C Prozessierung der Mutan-
ten des Hub 1 E86Ar (B) und des Hub 2 Y54Ar (C) durch GtgE in den jeweiligen GDP- und GTP-
Bindezustanden, analysiert mittels Gel-Shift-Aktivitatsnachweise (s. ebenso Abbildung 51). D Hub 3
(F88r; E114c; K194c) an der Schnittstelle des Rab:GtgEcasa switch 1I/Spike 3. Strukturelle Uberlage-
rung von MD-Simulationen (Laufzeit 190 ns) des Rab32:GtgE-Komplexes, der entweder an GDP
(grau/blau) oder in silico an GTP (hell-/dunkelgriin) gebunden ist. Rechts: van-der-Waals-Kontakte von
Hub 3, jeweils gelb gestrichelt fir den GDP (oben) bzw. den GTP-Komplex (unten) (s. erganzend Ab-
bildung 52). E Ausgewéhlte Atompaarabstéande in dem GDP-gebundenen und hypothetischen GTP-
gebundenen Rab32:GtgE-Komplex Uber den Verlauf von 190 ns der MD-Simulationen (Felder links)
und Histogramme der jeweiligen Abstandsverteilung (Felder rechts) mit einer lonenpaar-Abstands-
schwelle (<4.5 A) in grau hinterlegt. Oben: E86r und R87r bilden ein stabiles lonenpaar nach ca.
120 ns in dem hypothetischen GTP-gebundenen Komplex (in griin). Dieser wird initiiert durch eine
elektrostatische AbstoBung mit dem y-Phosphat des GTPs (s. Abbildung 52). Im Gegensatz dazu wird
in der GDP-gebundenen Struktur (in schwarz) kein stabiles lonenpaar zwischen E86r und R87r beo-
bachtet. Unten: Abstande zwischen F88r von Rab32 und K194 GtgE aus MD-Simulationen der GDP-
(schwarz) und GTP-gebundenen (griin) Rab32:GtgE-Komplexe. In der GDP-gebundenen Form bildet
K194 eine Wechselwirkung mit F88r, wahrend in dem GTP-gebundenen Komplex K194 von F88r
dissoziiert, was die Dissoziation von GtgE von Rab32 auslosen kann. Die MD-Simulationen legen da-
her nahe, dass F88r ein entscheidendes Element fur die Bevorzugung von GtgE gegeniiber Rab32 im
GDP-Zustand sein kdnnte. F Mutationen im Rab32-Hub 3 &ndern die Selektivitat des GtgE-Nukleo-
tidspezifitat, die zur Spaltung von Rab32:GppNHp fihrt. Rab32 F88G, beladen mit GDP oder GppNHp,
wurde mit gereinigtem E. coli-Lysat (oder 1:100 verdiinntem Lysat), in dem GtgEwr Uberexprimierte
vorlag, behandelt und durch einen Gel-Shift-Nachweis analysiert.



50 Ergebnisse

Wenn sie nicht durch die Carboxylatfunktion von E114¢ fixiert ist, kann die freigesetzte ¢-
Aminogruppe von K194¢ andere intramolekulare Salzbriicken oder polare Kontakte einge-
hen, etwa mit dem benachbarten D193¢ oder Y195¢. Dies konnte in der Konsequenz die
Organisation der switch 1l/Spike 3 Schnittstelle stéren. Umgekehrt scheint die Substitution
von K194 vorteilhaft fur die Umsatzrate von F88Gr zu sein. Dieser Umstand kdnnte damit
verbunden sein, dass die Kontakte des fehlenden hydrophoben Phenylrings von F88r an den
aliphatischen Positionen der Lysin-Seitenkette durch das benachbarte Y195c kompensiert
werden und dabei wiederum mit der Organisation des Spike 3 interferieren. Wird K194¢ nun
aus dieser Anordnung entfernt, entfallen auch die unvorteilhaften Wechselwirkungen und die
Rab32-Spaltung kdonnte somit schneller als zuvor ablaufen. Zusammenfassend basiert die
nukleotidabhéngige Substratpraferenz von GtgE gegentiber RabGTPasen auf einem multifa-
ktoriellen Selektionsmechanismus, da keiner der getesteten Hubs die Nukleotidspezifitat von
GtgE vollstandig egalisieren konnte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass F88r eine wich-
tige Rolle sowohl in der switch 11/Spike 3-Schnittstelle als auch dem Nukleotid-Selektionsme-

chanismus spielt.

3.2.6.Die Spezifitat der Rab-Substrat Erkennung von GtgE

Neben der Nukleotidselektion fiir inaktive RabGTPasen ist der molekulare Erkennungsme-
chanismus von Rab-Substraten von Interesse. Die Selektion der Rab32-Unterfamilie aus der
Rab-Familie mit ca. 70 GTPasen kann nicht anhand der Substratsequenz in der Spaltregion
erklart werden, da die switch I-Primarstruktur nahezu strickt Gber alle Rabs konserviert ist.
Die Erkennung muss demnach auf weiteren Elementen auf3erhalb des switch | lokalisiert
sein. Die Rab32:GDP:GtgE-Komplexstruktur dient hier als Grundlage, um Einblicke in die
Rab-Selektivitat zu gewinnen. Basierend auf dem Aminosauresequenz-Alignment zwischen
den GtgE-Substraten Rab32, 29, 38 und dem Nicht-GtgE-Substrat Rab23 wurden drei homo-
loge Sequenzbereiche verschiedener Lange ausgewahlt, die von Rab32 auf Rab23 ubertra-
gen wurden (s. Abbildung 22A, B). Der Proteolysetest mit den Rab23/32-Chiméaren (AB:
H53Rrs2-L74r32; AC: H53Rrs2-L74r32; AD: H53r32-G89r32) ergab, dass erst der Austausch des
Sequenzbereichs von H53r32-G89g32 (AD-Bereich von switch | bis in switch Il hinein) die Er-
kennung und Spaltung durch GtgE ermdoglicht. Der homologe Austausch von H53r32-L74r32
(AC) ist nicht hinreichend fiir die Prozessierung durch GtgE (s. Abbildung 22C). Eine Schluss-
folgerung hieraus ist, dass der Bereich um den switch Il herum an der Rab-Substraterken-
nung involviert sein muss. Fur eine detailliertere Analyse der Selektionselemente wurden zu-
nachst die Aminosauren aus Chimare lll, die an der Protein-Protein-Grenzflache beteiligt
sind, identifiziert. Zur weiteren Eingrenzung wurden lediglich Seitenketten in Rab23 zu den
Rab32 analogen Aminosduren substituiert, die unterschiedliche chemische Eigenschaften
aufweisen. Auf dieser Basis wurde eine vierfach Rab23-Mutante K40A, E48L, Q50V, E70R
erzeugt und als mogliches GtgE-Substrat getestet (s. Abbildung 22B, D, E). Diese Rab23-
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Mutante wurde nicht von GtgE gespalten, was auf einen multifaktoriellen Selektionsmecha-
nismus hindeutet, der nicht auf die direkten Kontakte der Protein-Protein-Grenzflache redu-
ziert werden kann. Daher wurden alle weiteren chemisch verschiedenartigen Aminosauren,
die nicht direkt an der Rab-GtgE Interaktionsflache beteiligt sind, in einer Strukturtiberlage-
rung zwischen Rab32:GDP:GtgE, Rab32:GppCH:p sowie Rab23:GDP vergleichend analy-
siert. Hierbei wurde [182g32 als mdglicher Selektionsschalter identifiziert (s. Abbildung 23A,
links). Diese Position wird in nahezu allen RabGTPasen exklusiv durch ein Threonin besetzt.
Die Alkoholgruppe von T65r23 bildet eine Wasserstoffbricke mit dem Carbonylsauerstoff der

Peptidbindung zwischen B1-Strang und dem P-Loop aus.
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Abbildung 22. Einblicke in die molekulare Grundlage der Rab-Substratspezifitat von GtgE.

A Strukturmodell der Sequenzaustauschdomanen in Rab32 zur Erzeugung von Rab23/32 Chiméaren.
Hervorgehoben in grau-schwarzténen: Sequenzaustauschdomanen. Domanengrenzen sind mit A-D
indiziert. Magenta: switch-Regionen; Stabmodell: GDP; griine Kugel: Mg?*-lon; blau transparent: Aus-
schnitt der GtgE Struktur. B Ausschnitt des Sequenzvergleichs zwischen den GtgE-Substraten
Rab32, 38, 29 (schwarz) und dem Nicht-Substrat Rab23 (blau). Die Nummerierung der Aminoséuren
entspricht Rab32 (grau hinterlegt) oder Rab23 entsprechend der Farbkodierung. Hervorgehoben mit
magenta Boxen/Balken: switch-Regionen; dunkelgraue Perlenkette: Positionen direkter Wechselwir-
kungen mit GtgE; rot hinterlegte Positionen: Unterschiede der chemischen Eigenschaften konservier-
ter/ahnlicher Reste zwischen GtgE-Substraten und Rab23. Graue, gestrichelte Linien und Buchstabe-
nindex A-D: Grenzpunkte der Sequenzaustauschdoménen. Blaue/dunkelgraue Balken: Rab23/32 Chi-
maren Entwirfe mit den jeweiligen ausgetauschten Sequenzabschnitten AB, AC und AD — siehe auch
A. Blaue Kette mit roten Perlen: Rab23 mit vier mutierten Positionen zu den analogen Seitenketten aus
Rab32 — siehe hierzu D. Roter Kreis: 182rs2; T65r23 als Teil des Selektionsmechanismus — s. Abbildung
23. Schwarze gestrichelte Linie und schwarze Dreiecke: proteolytische Schnittstelle in GtgE-Substra-
ten. C GtgE-vermittelte Proteolyse der Rab23/32 Chiméaren in einem Gel-Shift Nachweis. R32: Rab32;
R23: Rab23. Chiméaren-Austauschgrenzen sind tiefgestellt angezeigt — siehe auch A und B. D Struk-
turliberlagerung von Rab32:GDP:GtgEcssa und Rab23:GDP. Rote Kugeln mit rotem Hintergrund: Mu-
tationen in Rab23 zu den homologen Rab32 Resten. Weitere Legende wie in A. E Kinetische Gel-Shift
Analyse der Rab23 Mutante K40A, E48L, Q50V, E70R (unten) im Vergleich zu Rab23wr (mitte) und
Rab32wr (oben). Gwr: GtgE Wildtyp; Repr: GDP gebundenes Rab.
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Diese Fixierung offenbart im Vergleich mit dem GtgE gebundenen Rab32 einen sterischen
Zusammenstol3 zwischen der T65grz23-Methylgruppe und dem konservierten Y95gs, aus
switch Il. Der Vergleich zwischen den Konformationen beider Aktivitdtszustande von Rab32
mit ihren Bindepartnern suggeriert einen Schaltvorgang zwischen 182gs2, E86r32 und Y95r32
in switch I, der wahrend der GtgE-Bindung ablauft (s. Abbildung 23A, rechts). In diesem Mo-
dell sind E86rs2 und Y95g3, im aktiven Zustand durch eine polare Wechselwirkung zueinander
ausgerichtet. In der GtgE-Komplexstruktur geht Y95gs, einen Polaren Kontakt mit einer Pep-
tidbindung aus B3 ein und fixiert damit switch Il fir die Bindung der Protease. Die nétige Ro-
tationsbewegung beider Reste fiur eine produktive GtgE-Bindung erinnert an einen Zahnrad-
Mechanismus in dem 182r3; das vermittelnde Zwischenglied darstellt. Die flexible, aliphati-

sche Seitenkette moderiert durch eigene Rotationsbewegungen die Neuordnung des

switch 11.
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Abbildung 23. Die Bedeutung von 1le82 im switch Il von Rab32 fur die Interaktion mit GtgE. A
Modell eines Zahnrad-Mechanismus der Triade 182, E86 und Y95 im switch Il der GtgE-Substrate am
Beispiel Rab32. Links: Lokale Strukturtiberlagerung der Nukleotidbindetasche sowie dem switch Il von
GDP gebundenem Rab23 (blau) und Rab32 (weil3). Magenta: switch II; Stabmodelle: GDP und die
homologen Positionen des Zahnradmechanismus (s. unten) in beiden GTPasen; griine Kugel: Mg?*-
lon; Gelbe gestrichelte Linie: polare Wechselwirkung Uber eine Wasserstoffbriicke; schwarz gestrichel-
ter Kreis: sterischer Konflikt; rot hinterlegt: 182rs2; T65r23 als zentraler Unterschied in der GtgE-Subs-
traten zu Nicht-Substraten. Rechts: Lokale Strukturiiberlagerung zwischen Rab32:GDP (grau) und
Rab32:GppNHp (orange) in gleicher Anordnung wie links. Pfeile: globale Konformationsdnderungen
der Reste die als Stabmodell hervorgehoben sind. E86rs2 und Y95rs2 rotieren Zahnradartig im Inneren
des switch Il auseinander. Dabei fungiert 182rs2 als flexibles, vermittelndes Element in der Mitte. B
Sondierung der Funktion von 182rs2 fiir die GtgE Bindung und Uberpriifung des Models aus A in einem
Y2H-Bindungsnachweis. C Die Spaltungseffizienz von 182Trs2 (8 uM) durch GtgE (8 nM) im Vergleich
zum WTrs2. Die Werte wurden durch eine densitometrische Analyse eines SDS-PAGE-basierte Aktivi-
tatstests erhalten (s. Abbildung 53A, B).

Der Austausch dieser Position durch das polare Threonin wirde in diesem Getriebe wie ein
Keil wirken. Die Funktion von 182gr3; wurde zunachst durch die Permutation aufsteigender
Seitenkettenl&ngen und Polaritat (Ala, Val, Ser, Thr) in dem Y2H-basierten Bindungsnach-
weis zwischen Rab32 und GtgEcasa Uberprift (s. Abbildung 23B). Die Bindung wird durch die
Threonin-, nicht aber durch die Serin-Substitution effektiv unterbunden, was das Zahnrad-
Modell stiitzt. Hiernach wurden die beiden weiteren Schalterelemente zusétzlich substituiert
(EBBAR32, YO5FRr32), jeweils als Doppelmutanten sowie die Dreifach-Mutante gemeinsam mit
182TRr32. Die mutierten Koder wurden auf die Wiederherstellung der Bindung getestet. Tat-
sachlich rettet nur die Doppelmutante mit E86ARrs, die Bindung. Der postulierte Schaltmecha-

nismus weist Y95gs, als wichtiges Element aus, was experimentell nicht bestéatigt werden
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konnte. Die Dreifachmutante (I82T/E86A/Y95FR) zeigt ebenfalls eine Wiederherstellung der
Bindung, was an dem Einfluss der Glutamatsubstitution begriindet werden kann.

Um den Einfluss der 182Trs, auch auf die Substrateigenschaften zu Uberprifen wurde die
Mutante in dem GtgEwr-vermittelten Gel-Shift-Nachweis im zeitlichen Verlauf aufgenommen.
Der Kea/Km von GtgE mit 182Trs, betragt 7,3 + 3,5 10° M1st und ist damit 70-fach reduziert
verglichen mit dem Rab32wr (s. Abbildung 23C, Abbildung 53A, B), was noch einmal die Be-
deutung von 182gs, unterstreicht. Ob im Umkehrschluss die Position T65 in Rab23 das ent-
scheidende Element der Negativselektion durch GtgE ist, wurde lber die Proteolyse des in-
aktiven T65Ilr23 Uberprift. Hierbei konnte keine Modifikation detektiert werden. Dies zeigt

abermals, dass die Substratselektion durch GtgE multifaktorieller Natur ist (s. Abbildung 53C).

3.3.In vitro Prenylierung von GtgE durch humane Transferasen

Der C-Terminus der GtgE Sequenz enthélt ein Cystein und besteht aus der Folge CasTIL
was ein CaaX-Motiv darstellt, das potenziell durch Prenyltransferasen erkannt und kovalent
modifiziert werden kann. Die Vorhersage der bioinformatischen Analyse durch die Online-
Software Prenylation Prediction Suite (PrePS)'% ergab, dass das C-terminale Cyszs sowohl
durch die Farnesyltransferase (FTase) als auch die Geranylgeranyltransferase (GGTase I)
modifiziert werden kann. Eine Modifizierung durch die Rab-spezifische GGTase Il wurde
durch den Algorithmus als unwahrscheinlich klassifiziert. Die Prenylierung wurde in vitro
durch die Ubernachtinkubation von GtgE mit substéchiometrischen Mengen FTase oder
GGTase | und einem Uberschuss des entsprechenden Isoprenylpyrophosphats inkubiert und
massenspektrometrisch untersucht (s. Abbildung 24A). Tatsachlich wird GtgE sowohl von hu-
maner FTase als auch der GGTase | quantitativ modifiziert. Die Modifikationsstelle konnte
durch die Ala-Substitution von C225 bestéatigt werden, da die Mutante unter denselben Be-
dingungen durch keine der Transferasen modifiziert werden konnte. Die Auswirkungen der
Modifikation auf die Aktivitat der Protease wurden mit praparativ gereinigten prenylierten Va-
rianten von GtgE in einem qualitativen Gel-Shift-Ansatz Uberprift. Dabei wurde deutlich, dass
sich die Prenylierung selbst, oder das in vitro Prenylierungsverfahren negativ auf die proteo-
lytische Aktivitdt von GtgE auswirken. Im Vergleich mit dem unmodifizierten GtgE-Wildtyp
wurden nur minimale Mengen Rab32 umgesetzt. Eine weitergehende, vertiefte Analyse

in vitro zu moglichen Konsequenzen der GtgE-Lipidierung wurde nicht durchgefihrt.
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Abbildung 24. In vitro Lipidierung von GtgE durch humane Prenyltransferasen. A Massenspekt-
rometrische Validierung der quantitativen Ubertragung einer Farnesyl- (oben) bzw. einer Geranyl-
geranylgruppe (unten) tiber einen Thioether an Cys225 durch die entsprechenden Transferasen. Die
Transferase wurde im 5-fachen molaren Unterschuss und das Prenylpyrophosphat Co-Substrat im 5-
fachen molaren Uberschuss zugesetzt. B Qualitative Evaluierung der Proteaseaktivitat an Rab32:GDP
mit prenyliertem GtgE. Die Prenylierung wirkt sich negativ auf die Proteolyserate aus. Unmodifiziertes
GtgE (Gwr); farnesyliertes bzw. geranylgeranyliertes GtgE (Gr; Gea).

3.4.Intrazellulare GtgE-Lokalisation im humanen Salmonella-Infektionsmodell

Die Lipidierung von GtgE legt den Schluss nahe, dass der Effektor in der Wirtszelle an eine
Membran lokalisiert. Ob eine moégliche Membranbindung vorliegt und ob diese mit spezifi-
schen Kompartimenten assoziiert, ist sollte im Salmonelleninfektionsmodell in einem Fluores-
zenzmikroskopischen Ansatz Uberprift werden. Hierzu wurde zunéchst ein Salmonellen-
stamm erzeugt, bei dem das chromosomale gtgE deletiert wurde (Salmonella Typhimu-
rium AgtgE, S. Tm AgtgE — erzeugt von Dr. Daniel Humphreys, Cambridge University). Damit
wurden gtgE sowie verdnderte Varianten als einzige Kopie molekularbiologisch tber das
pTrc99a DNA-Plasmide in den Deletionsstamm eingebracht. Da kein GtgE-spezifischer Anti-
korper zum direkten Nachweis zur Verfligung stand, wurden zwei indirekte Detektionsstrate-
gien verfolgt. In einem Split-GFP Ansatz wurde zunéchst das nicht-fluoreszente Fragment
mGFP*19 (B-Strang 1-10) transient in Humanzellen exprimiert. Wenn ein Effektor-GFP Fusi-
onskonstrukt mit dem fehlenden B-Strang (hier GtgE-GFP*!) in einem Infektionsexperiment
in die Zelle sekretiert wird, kommt es zu einer autonomen GFP-Assemblierung und damit zur
Rekonstituierung der Fluoreszenz*®* (s. Abbildung 25A). Diese indirekte Strategie wird notig,
da das T3SS die Sekretion eines Fusionsproteins aus einem bakteriellen Effektor mit dem
stabilen GFP-B-Barrel nicht erlaubt!®®. Ein weiterer indirekter Detektionsansatz erfolgte Uiber
einen anti-Myc-Antikdrper, indem GtgE mit dem etablierten c-Myc-Peptid (EQKLISEEDL) als
Epitop-Tag an Stelle des GFP! fusioniert wurde. Uber eine sequenzielle Inkubation mit einem

anti-Myc Antikorper und einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper sollte GtgE in der
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Zelle detektiert werden. Die erste Strategie erlaubt es, die Lokalisation von GtgE in lebenden
Zellen zu studieren, wahrend im zweiten Ansatz die Zellen vor der Fluoreszenzfarbung fixiert
werden mussen. Alle Infektionsstudien sowie die Mikroskopiearbeiten wurden an der Fakultat
fur Pathologie der Universitat Cambridge (UK), im Laboratorium fir Mikrobiologie und Para-
sitologie unter Anleitung von Dr. Daniel Humphreys durchgefiihrt. Zunachst wurde tberprift,
ob die Sekretion von GtgE-Fusionsproteinen mit den beschriebenen Peptiden lUber das T3SS
aus Salmonella mdglich ist. Hierzu wurde beispielhaft die Expression sowie die Sekretions-
kompetenz von GtgE™* in vitro Uberprift (s. Abbildung 54). Es ist bekannt, dass der hier ver-
wendete pTrc99a-Vektor eine basale Proteinexpression aufweist, die fur eine erfolgreiche
Effektorsekretion ausreicht. Gleichzeitig ist es Uber das Lac-Repressor-System (DE3) mdg-
lich, die Expression durch IPTG-Zugabe zu steigern. Die separate Analyse der Salmonellen-
zellen sowie des Uberstands (2YT-Medium) zeigt, dass die Zugabe von IPTG die Uberex-
pression von Gtge™e induziert und das dieses auch in das Medium sekretiert wird. In einem
Infektionsexperiment von HelLa Zellen (transfiziert mit dsRed; mGFP%) mit
S. Tm AgtgE::gtgEC® ! wurden Salmonellen internalisiert, allerdings konnte keine eindeutige
Lokalisation von GtgE gezeigt werden.

A GSSG-RDHMETVLHEYVNAAGIT-GSSG pTrcgga:gthGFPﬂ B
NfSek}ere"> aax}C a-Salmonella
v a-Maus-F350

1 20 228

S.TmAglgE 8
+gtgESFPT

Uberlag.

GFP Rekonstituierung
, mGFP'

s’

SCV-Membran

Abbildung 25. Evaluierung der intrazellularen GtgE-Lokalisation in einem Split-GFP-Fluores-
zenz Nachweis. A Konzept des Split-GFP Ansatzes. S. Typhimurium (S.Tm) AgtgE wird mit gtgE®FP1!
komplementiert und in einer Infektionsanordnung von Humanzellen internalisiert, die das komplemen-
tare GFP Fragment B1-10 (mGFP1%) exprimieren. Ausschnitt oben: Genstruktur des konstruierten
gtgEC™P1L: N-terminales Sekretionssignal (aa 1-20; Sek); durch einen GSa-Linker flankiertes GFP 311
(GFP, insertiert zwischen aa 20-21); GtgE aa 21-224; CaaX-Box (CTIL). Ausschnitt unten: sekretier-
tes und prenyliertes GtgE®P! assoziiert mit der SCV-Membran. Das zuvor nicht-fluoreszente
MGFP1-10 kann mit dem fehlenden 11 aus GtgE®FP1! ein fluoreszentes mGFP1-11 ausbilden. B Flu-
oreszenzmikroskopische Aufnahmen mit Salmonellen infizierter HeLa Zellen. Die fixierten Zellen wur-
den mit anti-Salmonella-Antikérper und einem fluoreszenten Sekundarantikdrper angefarbt (blauer Ka-
nal). Die HeLa Zellen wurden zuvor mit dsRed (Kontrolle, roter Kanal) und mGFP1-10 transfiziert (gri-
ner Kanal). Die Uberlagerung der Kanale zeigt nur vereinzelt Bereiche der Kolokalisation zwischen
Salmonellen (blau) und einer rekonstituierten GFP-Fluoreszenz (griin) (Pfeile mit weiliem Rahmen).
Unspezifische GFP Signale (weil3e Pfeile).
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Nur vereinzelt wurde eine Kolokalisation des GFP-Signals mit der SCV beobachtet. Das Sig-
nal/Rausch-Verhdltnis im GFP-Kanal war sehr gering, aufgrund von unspezifischen Hinter-
grundsignalen (s. Abbildung 25B).

In dem zweiten Ansatz wurden HT1080 Zellen (menschliche Fibrosarkom-Zelllinie) mit Fluo-
reszenz-gefarbten S. Tm AgtgE::gtge™* (Alex350) infiziert und das Myc-Peptid Uber eine
zweistufige Antikdrper-vermittelte Fluoreszenzfarbung sichtbar gemacht (s. Abbildung 26A).
Die Negativkontrolle bei der S. Tm AgtgE in der Infektion verwendet wurde, zeigte bereits ein
starkes, unspezifisches Hintergrundsignal vorwiegend im Zytosol der Fibroblasten, was auf
eine geringe Selektivitdt des verwendeten Antikoérpers hindeutet. Bei den weiteren Experi-
menten in Anwesenheit von Gtge™* konnte ohne IPTG-Zugabe kein Unterschied zum Kon-
trollexperiment festgestellt werden. Bei IPTG-Zugabe heben sich prominente granulare Struk-
turen um den Zellkern herum ab. Aufgrund des hohen Hintergrundsignals lassen sich hieraus
allerdings keine weiteren Schlisse ziehen. In einem parallelen Ansatz wurde auch eine még-
liche Kolokalisation zwischen Rab32 und GtgE getestet. Hierbei wurde in der gleichen expe-
rimentellen Anordnung die HT1080 Zellen mit Emrald-Rab32 (eine GFP-Variante; emRab32
WT) vor der Infektion transfiziert. Dabei lokalisiert Rab32 sowohl an vesikularen Strukturen
als auch im Zellkern (s. Abbildung 26B). Die Salmonelleninfektion zeigt abermals keine dis-
tinkte Kolokalisation aufgrund es Myc-Antikdrper Hintergrundsignals. Um diese experimen-
telle Schwache zu adressieren, wurden zusatzliche Lokalisationsstudien tber die Co-Trans-
fektion von fluoreszenzmarkiertem Rab32 und GtgE (ohne Salmonelleninfektion) durchge-
fuhrt (s. Abbildung 55).

A

S.Tm AgtgE S.Tm AgtgE +gtge™°20  S.Tm AgtgE +gtgE™ 0

emRab32 WT

emRab32 WT +GtgEMY©20

S.Tm-Alexa350
a-Myc-Alexa595

Infektion

+100uM IPTG

Emrald Rab32
a-Myc-Alexa595

Transfektion

Abbildung 26. Nachweis der GtgE-Lokalisation Uber einen Antikdrper basierten Myc-Epitoptag
nachweis. A Nachweis im Salmonelleninfektionsmodell mit humanen Fibrosarcom-Zellen (HT1080).
Uberlagerungen von blau gefarbten Salmonellenzellen und der Rotfarbung durch den c-Myc Antikor-
perpaar mit und ohne IPTG induzierter GtgE™*-Expression. B Transiente Expression von emRab32
und GtgE™*® in HT1080 Zellen ohne bakterielle Infektion.
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Allerdings konnte auch in dieser Anordnung keine Erkenntnisse tber die intrazellulare Loka-
lisation von GtgE gewonnen werden. Zusammenfassend zeigt sich, dass die gewahlten An-
satze aus verschiedenen Griinden keine ausreichende Sensitivitat aufweisen. Eine wesentli-
che Schwache des Split-GFP Experimente war, dass keine stabile Zelllinie, die mGFP10 ex-
primierte, zur Verfiigung stand. Der verwendete Myc-Antikdrper lies in Kombination mit dem
Sekundarantikorper keine aussagekraftige Interpretation der Ergebnisse zu. Daher bleibt die
Frage nach der intrazelluldaren Lokalisation von GtgE wahrend der Infektion vorerst unbeant-

wortet.

3.5.Charakterisierung der Protease DUF5w/RRSP

Die Charakterisierung der Protease RRSP teilt sich in zwei thematische Schwerpunkte. Zum
einen wurde die katalytische Aktivitat biochemisch quantifiziert und zum anderen standen die
Bestimmung des katalytischen Mechanismus sowie die Identifizierung des aktiven Zentrums
im Mittelpunkt. In allen Experimenten wurden die Isoformen H- oder K-Ras als Spaltsubstrat
eingesetzt. Da bisher lediglich die Struktur der N-terminalen Membranankerdomane (C1) der
Protease charakterisiert vorlag, wurde hier als Surrogat fur die vollstandige RRSP-Struktur
ein Homologiemodell mit der MODLLER Software!% erstellt (s. Abbildung 27). Dieses Modell
basiert auf der Struktur des Pasteurella multocida Toxins (PMT; PDB Zugangsnummer
2EBF), das als signifikantester Treffer einer Homologieanalyse mit der Onlinesoftware
HHPred'®" identifiziert wurde. Da beide Proteine eine Sequenzahnlichkeit von 42% und eine
Sequenzidentitat von 25% aufweisen, wird die erzeugte RRSP-Struktur als geeignetes Ar-

beitsmodell betrachtet.

Abbildung 27. In silico-Strukturhomologiemodell von RRSP, basierend auf dem Pasteurella
multocida Toxin (PMT; PDB Zugangsnummer 2EBF)!%. A Banderdarstellung mit einer Regenbo-
genféarbung vom N-Terminus (blau) zum C-Terminus (rot). Sekundarstrukturelemente sind entspre-
chend der Farbkodierung indiziert. B Doméanenstruktur von RRSP in der Frontal- (links) und er Seiten-
ansicht (rechts). Orange: C1-Domane; gelb/weil3: C2A/B-Doméane.
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Das Modell weist eine wie erwartet zweigeteilte Doméanenstruktur auf, bestehend aus der
C1-Domane einerseits und C2A/B-Doméane andererseits. Aufféllig ist, dass es eine weitge-
hend planare Struktur aufweist, mit zwei distinkten Seiten, &hnlich einem Teller. Gleichzeitig
sind nur schwach ausgepragte Vertiefungen in der Topologie zu erkennen, die als mégliche

Substratbindetaschen infrage kommen.

3.5.1.Aktivitatsnachweis und enzymatische Effizienz von RRSP

Neben dem SDS-PAGE basierten Gel-Shift-Nachweis wurde eine fluoreszenzspektroskopi-
sche Anordnung zur Verfolgung der RRSP-vermittelten Ras-Proteolyse in Echtzeit evaluiert.
Da Ras naturlicherweise kein Tryptophan enthalt, wurde ein Mant (N-Methylanthraniloyl) mar-
kiertes GDP (mGDP) als Fluoreszenzsonde eingesetzt. Die Zugabe katalytischer Mengen
RRSPwr zu Ras:mGDP zeigte tatsachlich eine ungewdéhnlich starke Signaléanderung von bis
zu 30% der Gesamtsignalamplitude (s. Abbildung 28A). Nach dem Ende des kinetischen Sig-
nalverlaufs, wies eine erneute RRSP-Zugabe keine weitere Signhalabnahme auf und zeigt da-
mit das Ende der Reaktion an. Als weitere Kontrolle diente die Zugabe von EDTA, das die
Nukleotidbindung durch die Komplexierung des Mg?*-lons destabilisiert und damit einen wei-
teren, bekannten Signalabfall auf einen Basalwert von 40% der Signalamplitude bewirkt'°e.
Die molekulare Grundlage der Proteolyse-vermittelten Signaldnderung kdnnte mit der lokalen
Nahe der Mant-Gruppe zur gespalteten Peptidbindung zusammenhéngen. Neben dem
Y32ras an der Spaltstelle kénnte auch der aromatische Ring des konservierten F28gras in
switch | direkte Wechselwirkungen mit der Mant-Gruppe eingehen. Die Spaltung induziert
eine grol3ere konformationelle Freiheit in switch I, &ndert damit die chemische Umgebung der
Mant-Gruppe, was zu dem beobachteten Signalabfall fihren kann. Eine experimentelle Ana-
lyse dieser Hypothesen wurde nicht weiterverfolgt.

Ob RRSP eine Préferenz fur aktive oder inaktive Substrate aufweist, wurde durch Gel-Shift-
vermittelte Spaltexperimente Uberprift, bei denen Ras mit definierter Nukleotidbeladung ein-
gesetzt wurde (GDP; GTP oder GppNHp)!. Bei den Spaltexperimenten mit RRSPwr zeigten
sich keine Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Signalanderung, was nahelegt, dass keine
Selektion zugunsten eines bestimmten Aktivitdtszustandes stattfindet (s. Abbildung 28B).
Wenn die Konformation des switch | unerheblich fir die Umsatzrate ist, stellt sich die Frage,
ob auch ein Peptidfragment aus switch | als Substrat akzeptiert wird. Dieser Aspekt wird im
nachfolgenden Abschnitt 3.5.2. untersucht. Die quantitative Auswertung der RRSP-vermittel-
ten Fluoreszenzsignalanderung ergab eine apparente Umsatzrate von 12,2:104 st (Kops) fUr
die Spaltung von Ras:mGDP (0,5 uM) durch RRSP (0,8 nM) (s. Abbildung 28C).

t Ras war nach der Isolation aus E. coli quantitativ mit GDP beladen. Die in vitro Beladungseffizienz
von GTP lag bei 80% und bei GppNHp bei etwa 70%.
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Abbildung 28. Charakterisierung der Enzymaktivitat von RRSP. A Evaluierung eines fluoreszenz-
basierten Proteolysenachweis in Echtzeit mit Mant-GDP beladenem Ras (Ras:mGDP) als Spaltsub-
strat. B Evaluierung der Nukleotidselektion von RRSP bei inaktiven (GDP, rot) bzw. aktiven (GTP;
GppNHp, grin) Ras-Substraten. C Quantifizierung der Spaltungsrate von Ras:mGDP (0,5 uM) durch
RRSPwr (2,5 nM, final) in derselben experimentellen Anordnung wie in A. Nach der Korrektur des Sig-
nals um die konstante Steigung aus der Pufferkontrolle wurde die Spaltungsrate (kobs) durch Anpas-
sung einer einfachexponentiellen Kurve ermittelt. Die katalytische Effizienz (kca/Km) wurde durch die
Division von Kebs durch die RRSP-Konzentration bestimmt. D Enzymcharakterisierung von RRSP nach
Michaelis-Menten. Die Umsatzkurven der Modifikation von Ras:mGDP (0,1 uM) wurden mit der Stop-
ped-Flow-Methode im zeitlichen Verlauf bei 435 nm aufgezeichnet. Die Umsatzraten (kobs) wurden aus
gemittelten Kurven von drei Experimenten wie in C berechnet und in Abhangigkeit von der RRSPwr-
Konzentration (2-200 pM) aufgetragen. Die Umsatzrate erster Ordnung (kcat) Sowie die Michaelis-Men-
ten-Konstante (Km) wurden durch Anpassung an die Michaelis-Menten-Gleichung ermittelt. Die kataly-
tische Effizienz wurde als Verhdltnis kcat/Km berechnet. E Zeitpunktkinetik der Ras:GDP-Spaltung
(8 uM) in einem Gel-Shift-Experiment mit katalytischen Mengen RRSPwr (0,8 nM). MBP wurde als
Ladekontrolle eingesetzt. F Densitometrische Auswertung der normalisierten Bandenintensitiat von
nicht-gespaltenem Ras (RasrL) aus E. Die Bestimmung von kobs und kea/Knm erfolgte wie in C. R% Be-
stimmtheitsmal.

Der kca/Km. betragt 4,9-105 M1st und weist RRSPwr damit als ein effizientes Enzym aus. Zur
Bestimmung der maximalen Umsatzrate (kca) sowie der Substratkonzentration halbmaxima-
ler Sattigung (Km) wurden single-turnover-Experimente mit der Stopped-Flow-Methode durch-
gefiihrt, bei der Ras:mGDP (0,1 pM, final) mit einem Uberschuss an RRSP (2-200 uM, final)
eingesetzt wurde (s. Abbildung 28D). Die ermittelten kons-Werte wurden in Abhéngigkeit von
der Enzymkonzentration aufgetragen. Die experimentelle Anordnung folgt im Prinzip einer
Enzymcharakterisierung nach Michaelis-Menten mit vertauschten Konzentrationsverhaltnis-

sen zwischen Substrat und Enzym. Die Anpassung an eine Michaelis-Menten-Kurve liefert
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einen kca von 68 = 3 st und einen Ky von 88 £ 9 pM. Setzt man die Substrataffinitéat (Ko)
naherungsweise mit dem Ky gleich, zeichnet sich RRSP durch eine hohe, maximale Umsatz-
rate sowie eine unterdurchschnittliche Substrataffinitdt aus. Als komplementarer Aktivitats-
nachweis wurde die katalytische Effizienz von RRSP parallel Gber die densitometrische Aus-
wertung eines SDS-PAGE basierenden Gel-Shift-Experimentes mit Ras:GDP bestimmt
(s. Abbildung 28E, F). Der kos lag bei 2,4+0,3:104s? und Kkca/Km wurde auf
3,0 £ 0,2-10° M'tst bestimmt und liegt damit etwa 50% niedriger, verglichen mit der katalyti-

schen Effizienz der zuvor in den fluoreszenzbasierten Methoden bestimmten Werte.

3.5.2.Endopeptidaseaktivitat von RRSP an switch I-Peptidenfragmenten aus Ras

Da RRSP keinen Unterschied zwischen dem Aktivitdtszustand seiner Substrate bei der Spal-

tung aufweist, spricht dies fiir eine Flexibilitat bei der konformationellen Substratselektion.
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Abbildung 29. Endopeptidaseaktivitdt von RRSP. A Serie symmetrisch verkurzter switch I-Peptide
aus Ras vom Dodeca- bis zum Hexapeptid in einem schematischen Reaktionsverlauf mit RRSPwr. B
Massenspektrometrischer Spaltungsnachweise des Octapeptides (AcVDEYDPTI) durch RRSP. C
Keine Spaltung des Hexapeptides (AcDEYDPT) durch RRSP in der gleichen experimentellen Anord-
nung wie in B. D Sequenzvergleich der switch I-Region (magenta Balken) verschiedener Mitglieder der
Ras-Familie, die von RRSP als Substrat erkannt werden und jenen, die keine Substrate darstellen.
Hellblau: Sequenzidentitat zwischen allen RasGTPasen; himmelblau: chemisch ahnliche Reste;
schwarze Box: Identifizierte minimale Sequenz des Substratpeptides (P4-P4‘) in den bekannten Pro-
teinsubstraten. Schwarze Pfeile und gestrichelte Linie indizieren die RRSP-Spaltstelle. Die Indexierung
bezieht sich auf H/K/N-Ras.

Ob bereits Peptide durch RRSP gespalten werden, wurde Uber einen massenspektrometri-

schen Aktivitatsnachweis mit synthetischen Modelsubstraten tberprift. Zur Bestimmung des
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kleinstmoglichen Peptidsubstrates, wurde eine Serie von vier symmetrisch verkirzten Model-
peptiden aus der switch I-Sequenz von Ras nach der Fmoc-Strategie synthetisiert, ausge-
hend vom Dodecapeptid bis zum Hexapeptid. Dabei wurde der N-Terminus mit einer Ace-
tylgruppe geschutzt, um die positive Ladung zu neutralisieren (s. Abbildung 29A). In einem
qualitativen Aktivitatsnachweis mit RRSP (10 uM, tber Nacht) wurden die drei langsten Pep-
tide (100 uM) Dodeca- bis zum Octapeptid (AcVDEYDPTI-COO") vollstandig umgesetzt. Eine
weitere Verklrzung zum Hexapeptid (AcDEYDPT-COQO") wird nicht toleriert und es findet
keine Spaltung unter den gewahlten Bedingungen mehr statt (s. Abbildung 29B, C). Der Se-
quenzvergleich zwischen RRSP-Substraten und Nicht-Substraten aus der Ras-Familie zei-
gen, dass die einzigen Unterschiede im Bereich P4-P1 zu finden sind (s. Abbildung 29D).

In der molekularen Substraterkennung kénnten die switch I-Positionen V29ras, E31ras SOWiE
Y32ras €ine wichtige Rolle einnehmen. Quantitative Umsatzraten der einzelnen Peptidsub-
strate wurden nicht ndher bestimmt. Erste Experimente hierzu zeigten allerdings bereits, dass
die Peptide mit deutlich geringerer katalytischer Effizienz umgesetzt wurden als die Ras-Pro-
teine. Diese Beobachtung weist auf weitere wichtige Faktoren in der Substraterkennung hin,
die aul3erhalb des switch | liegen.

3.5.3.Bestimmung des katalytischen Mechanismus
Trotz umfangreicher Mutationsstudien durch Antic und Kollegen'” konnte bisher weder der
katalytische Mechanismus noch das aktive Zentrum von RRSP bestimmt werden. Hier wurde
daher zunachst Uber eine Inhibitionsstudie versucht, die Natur des Katalysemechanismus

einzugrenzen.
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Abbildung 30. Inhibitionsstudien von RRSP zur Eingrenzung des enzymatischen Mechanismus.
A Proteolytischer Aktivitatsnachweis mit Ras:GDP (8 pM) durch RRSP (8 nM, final), dass mit den in-
dizierten Substanzen (Konzentrationen, final) vor Reaktionsbeginn inkubiert wurde. B Zusammenset-
zung des Inhibitor-Mix FY (Roche) mit den jeweils adressierten Proteasetypen und den eingesetzten
finalen Konzentrationen.

Eine Auswahl von generellen Proteaseinhibitoren mit je einem Vertreter fir Serin- (AEBSF),
Cystein- (E-64), Metallo- (EDTA) oder Aspartatproteasen (Pepstatin A) bzw. einem Gemisch
aus diesen wurde mit RRSP inkubiert und nachfolgend die Proteaseaktivitéat in einem Ras-

Spaltungsexperiment im zeitlichen Verlauf verfolgt (s. Abbildung 30A). Dabei zeigt einzig
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Pepstatin A eine nahezu vollstdndige Reduktion der Aktivitat im Vergleich zur DMSO-Nega-
tivkontrolle. Der Inhibitor-Mix FY (Roche, Penzberg, D) weist ebenfalls eine signifikante Re-
duktion der Spaltungsrate auf. Pepstatin A ist in dem Gemisch zwar enthalten (0,1 mM), al-
lerdings 20-fach geringer konzentriert eingesetzt als im Inhibitionsexperiment, in dem es als
einziger Inhibitor eingesetzt wurde (2 mM) (s. Abbildung 30B). Dies erklart auch geringere
Inhibitionswirkung. Diese Ergebnisse legen nahe, dass RRSP eine Carboxyl-Endopeptidase

ist, mit Aspartaten oder Glutamaten im aktiven Zentrum.

3.5.4.1dentifikation des Aktiven Zentrums

Wenn es sich bei RRSP um eine Carboxyl-Endopeptidase handelt, kommen 70 Aminosauren
(39 Asp + 31 Glu) als Teil des aktiven Zentrums infrage. Eine umfassende Mutationsstudie in
Kombination mit einem funktionellen Spaltungsnachweis ware moglich, wurde hier allerdings
aus Grinden des experimentellen Umfangs erst in einem zweiten Schritt verfolgt. Zuvor
wurde ein Ansatz lber eine kovalente Markierung des aktiven Zentrums und einer nachgela-
gerten MS?-Analyse gewahlt, um die Zahl der moglichen Kandidaten fir eine fokussierte Mu-
tationsanalyse einzugrenzen (s. Abbildung 31). Da das Peptidanalog Pepstatin A als allge-
meiner, nicht-kovalenter Inhibitor von Aspartatproteasen fungiert, war diese Verbindung fir
eine solche Strategie ungeeignet. Daher wurden weitgehend unspezifische kovalente Inhibi-
toren wie EPNP (1,2-Epoxy-3-(nitrophenoxy)propan) und DAN (Diazoacetyl-DL-Norleucin-
methylester) ausgewahlt, weil diese zuvor bereits erfolgreich in Inhibitionsstudien u.a. mit der
HIV-Protease oder Pepsin eingesetzt wurden und dort das aktive Zentrum quantitativ modifi-
zierten92%, Die sauren Reaktionsbedingungen mit DAN enthielten auch Cu(l)*-lonen, was
bereits in niedrigkonzentriert (Konzentrationsbereich uM-nM) zu einer nahezu quantitativen
Fallung von RRSP nach kurzer Inkubationszeit bei Raumtemperatur fiihrte. Ebenfalls be-
wirkte ein pH < 6,0 das Prazipitieren von RRSP, was durch den kalkulierten plgrse (5,4) erklart
werden kann. Daher wurde bei allen weiteren Analysen mit EPNP als Inhibitor gearbeitet, der
bei der Additionsreaktion des Epoxids mit SAuregruppen einen Ester ausbildet. Zunachst wur-
den Reaktionsbedingungen optimiert, bei denen EPNP selektiv mit nukleophilen Sauregrup-
pen reagieren sollte (s. Abbildung 31A). Der pKs-Wert der Carboxylgruppe der Asp- und Glu-
Seitenketten liegt bei 9,6. Entsprechend wiirde sich die Selektivitat der SAuremarkierung mit
sinkendem pH erhdhen, da die meisten Sauregruppen au3erhalb des aktiven Zentrums pro-
toniert vorliegen wirden und ein nukleophiler Angriff am Epoxid damit weniger wahrscheinlich
ist. Im Basischen wirde die hydrolytische Verseifung der gewlnschten Esterbindungen ein-
setzen. Aufgrund der pH-Sensitivitdt von RRSP wurde als Kompromiss ein pH von 6,5 - 7,0
eingestellt. Aufgrund der geringen Ldslichkeit von EPNP in Wasser wurde eine verhaltnisma-
3ig hohe finale DMSO-Konzentration von 10% (v/v) eingesetzt, um die Verfugbarkeit des In-

hibitors in Loésung zu erhéhen. Die massenspektrometrische Analyse des modifizierten RRS-
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PrL zeigt, dass eine Modifikation mit bis zu zwei EPNP Molekilen stattgefunden hat (s. Abbil-
dung 32A). Gleichzeitig wurden etwa 30% aller RRSP-Molekile nicht modifiziert. Bei einem
molaren Uberschuss des Inhibitors zwischen 130-260 Aquivalenten deutet dieses Ergebnis
auf eine selektive Sauregruppenmarkierung an der Protease oder auf eine geringe EPNP-
Reaktivitat hin. Eine Aussage Uber die Regioselektivitat der EPNP-Markierung lasst hieraus

nicht ableiten.
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Abbildung 31. Kovalente Identifikationsstrategie der Carboxylgruppen im aktiven Zentrum von
RRSP. A Schematisches Reaktionsschema der Epoxidringdffnung von EPNP im aktiven Zentrum des
Enzyms. B Flussdiagram zur Identifizierungsstrategie nukleophiler Carboxylgruppen tber einen Tan-
dem Massenspektrometrie-Ansatz (MS?). Mehrfach modifiziertes RRSP wird mit Trypsin verdaut und
die Peptide Uber LC-MS? getrennt und analysiert. Die Ergebnisse werden mit der MaxQuant Soft-
ware?! ausgewertet und liefern eine Trefferliste potenzieller Saurereste (Asp/Glu). Individuelle Mutan-
ten (D->N; E->Q) werden anschlieend in vitro auf ihre proteolytische Aktivitat in Ras-Spaltungsreak-
tionen evaluiert.

Fur die ldentifizierung der Markierungsstellen wurde zunéchst ein Trypsinverdau von modifi-
ziertem sowie unmodifiziertem RRSP durchgefiihrt und die erhaltenden Peptidgemische mit
einem LC-gekoppeltem Tandem-MS analysiert. Die Experimente mit modifiziertem RRSP
wurden als Triplikat durchgefiihrt und von Katja Bauml (Lehrstuhl fir Organische Chemie 2,
TUM) in einem LC-MS? Instrument (LTQ Orbitrap XL, Thermo) analysiert. Die Auswertung
erfolgte mit der MaxQuant Software?%. Dabei wurde EPNP jeweils als Modifikation fur Asp
und Glu definiert und eine separate Analyse fir Asp-EPNP sowie GIu-EPNP, basierend auf
der RRSP Volllangensequenz durchgefihrt. Oxidationen an Methionin wurden ebenfalls in
die Analyse einbezogen. Die Sequenzabdeckung durch identifizierte Peptide betrug zufrie-
denstellende 95% der RRSP-Primarstruktur. Als Kandidaten des aktiven Zentrums wurden

alle Modifikationsstellen in der C2A/C2B-Domaéane identifiziert, die als Signifikanzniveau einen
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P-Score von 267" aufweisen und in allen Proben des Triplikates gefunden wurden. Die mar-
kierten Positionen der C1 Doméane wurden ausgeschlossen, da die Funktion des N-termina-
len Helixblndels bereits als Membrananker beschrieben wurde7:16%, In der C2-Doméane wur-
den 12 Aminosauren (5 Asp + 7 Glu) als potenzielle Elemente des aktiven Zentrums identifi-
ziert (s. Abbildung 32B). Beispielhaft sind in Abbildung 32C die MS?-Spektren von zwei Pep-
tiden mit den identifizierten Glutamaten E3900 sowie E3930 dargestellt. Diese liegen in rela-
tiver Nahe zueinander, in einer Vertiefung zwischen C2A und C2B des vorhergesagten
RRSP-Strukturmodels und bilden damit eine mogliche katalytische Dyade (s. Abbildung 33A).
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Abbildung 32. Massenspektrometrische Identifikation von nukleophilen Sduregruppen als Kan-
didaten des aktiven Zentrums von RRSP. A Uberlagerung der Massenspektren von unmodifiziertem
RRSPrL (schwarz) und durch EPNP modifiziertem Enzym (rot). B Liste der identifizierten Aminosauren
als Kandidaten des aktiven Zentrums in den RRSP-Domanen C2A und C2B. Die Sequenz der detek-
tierten Peptide ist mit dem jeweiligen P-Score" angefiihrt und die modifizierte Position ist rot hervorge-
hoben. C Kollisions-induzierte Dissoziations-(CID) MS?-Spektren von zwei Peptiden mit identifizierten
Glutamaten aus B: E3900 (oben) und E3930 (unten) aus der RRSP C2B-Domane. Alle weiteren MS?-
Spektren der identifizierten Reste aus B sind in Abbildung 56 bzw. in Abbildung 57 im Anhang aufge-
fuhrt. Rote Peaks: Fragmente der y-lonenserie; blau Peaks: Fragmente der b-lonenserie; gelbe Peaks:
Fragmente beider lonenserien, die einen Verlust von 17 Da (-NHz) oder von 18 Da (-H20) des indizier-
ten lons aufweisen. ITMS: Massenspektrometrie mittels lonenfallenanalysator (engl. ion trap mass
spectrometry); m/z: Masse/Ladung Verhaltnis.

Y Der P-Score (probability Score) ist ein Mal? fiir die statistische Signifikanz eines Ereignisses, hier MS-
Peaks. Der P-Score ist definiert als -10*log10(P), wobei P die absolute Wahrscheinlichkeit darstellt. Ein
Signifikanzkriterium von 67 entspricht demnach einer Wahrscheinlichkeit von p<0,2-10%, dass ein Sig-
nal zufallig auftritt.
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3.5.5.Evaluierung der identifizierten Kandidaten des aktiven Zentrums von RRSP

Die Evaluierung der massenspektrometrisch bestimmten Kandidaten erfolgte durch die Sub-
stitution von Aspartaten zu Asparaginen sowie von Glutamaten zu Glutaminen und der nach-
folgenden Bestimmung der Spaltungseffizienz von Ras. Mit diesem minimalinvasiven Substi-
tutionsansatz sollte die Anordnung im aktiven Zentrum nach Méglichkeit unverandert bleiben
und lediglich das nukleophile Zentrum eliminiert werden (entspricht einer drastischen Verrin-
gerung des kca). Die entsprechenden Mutanten wurden rekombinant in E. coli als MBP-Fusi-
onsprotein exprimiert und direkt aus dem geklarten Lysat in einen Spaltungstest mit Ras:GDP
als Substrat eingesetzt (s. Abbildung 33B, C). Das Testverfahren ist nicht geeignet fur Inku-
bationszeiten Uber Nacht, da unspezifische Proteaseaktivitédt das Rasg. in Teilen oder voll-
sténdig degradiert. Der auswertbare, zeitliche Verlauf der Spaltungsreaktion weist lediglich
bei den Mutanten E3900Q und E3930Q tatsachlich einen signifikanten Rickgang der Ras-
Spaltungsrate (E3900Q) bzw. eine vollstandige Inaktivierung (E3930Q) auf. Auch die Dop-
pelmutante E3900Q/E3930Qrrsp zeigt keine detektierbare Aktivitat in der gewahlten Ver-
suchsanordnung. Keine der getesteten Asp-Seitenketten wich in seiner Spaltungsrate vom
RRSPwr ab (s. Abbildung 58).
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Abbildung 33. Evaluierung der identifizierten RRSP-Glutamat-Mutanten in einem Aktivitats-
schnelltest. A Lokalisation der identifizierten Glu und Asp-Reste in dem Homologiestrukturmodell,
hervorgehoben als rote Kugeln. Blaue Kugel: die Glutamate E3900 und E3930. Die Positionen aller
weiteren Saurerestesind als kleine Kugeln hervorgehoben: Glu (grau); Asp (weil3). B Expressionsni-
veau der MBP-RRSP Fusionsproteine aus geklarten E. coli-Lysaten, die in Aktivitatsschnelltest einge-
setzt wurden. VE: vor Expression. C Schnelltest der Proteolyseaktivitdt von RRSP Mutanten (s. B) an
Ras:GDP in einem Gel-Shift-Nachweis. MBP diente als Negativkontrolle. Die Resultate der RRSP-
Asp-Mutanten sind im Anhang dargestellt (s. Abbildung 58).

Die Ergebnisse dieses aktivitatsbasierten Schnellverfahrens bestatigen die MS2-Analysen,
indem sie mit E3900 sowie E3930 zwei benachbarte Reste als mdgliche Dyade der Carboxyl-

Endopeptidase identifizieren. Zur weiteren Evaluierung wurden die Mutanten E3900rrsp und
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E3930rrsp gereinigt und die katalytische Effizienz in einem Gel-basierten Ras-Spaltungs-
nachweis densitometrisch quantifiziert. Die Mutante E3900Qrrsp sowie die Doppelmutante
E3900Q/E3930Qrrsp zeigten nach langer Inkubationszeit eine minimale Basalaktivitat auf,
die in der gewéhlten experimentellen Anordnung nicht quantifizierbar war (s. Abbildung 34A).
Um die basale Restaktivitat zu bestimmen, wurde die E3930Arrsp-Mutante (4 uM) halb-sto-
chiometrisch zum Substrat Ras:GDP (8 uM) zugesetzt und der Reaktionsverlauf Uber die Zeit
verfolgt (s. Abbildung 34B). Im Vergleich mit der zuvor bestimmten katalytischen Effizienz des
RRSP-Wildtyps, reduziert die Substitution von E3900 die Effizienz um das 45-fache und die
von E3930 um einen Faktor von ca. 29-102 (s. Abbildung 34C). Damit konnte das Glutamat-
Paar E3900/E3930 als Dyade des aktiven Zentrums von RRSP eindeutig bestatigt werden.
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Abbildung 34. Quantifizierung der katalytischen Effizienz von RRSP-Mutanten des aktiven Zent-
rums. A Gel-basierte Ras-Spaltungskinetik von Ras:GDP (8 uM) und RRSP-EQ-Mutanten (80 nM) im
Vergleich zur Wildtyp-Aktivitat. B Gleiche Anordnung wie in A zur Bestimmung der Basalaktivitit von
E3930Arrspr (4 UM). C Die katalytische Effizienz aller untersuchten RRSP-Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp als Balkendiagramm. Die densitometrische Effizienzbestimmung der Mutanten ist im Anhang
dargestellt (s. Abbildung 59). n.b.: nicht bestimmt.

Zur weiteren Validierung der RRSP-Aktivitat in vivo wurden verschiedene RRSP-Varianten in
einem Hefetoxizitatstest untersucht!'’. Dabei wird RRSP Uber ein Plasmid in Hefezellen ein-
gebracht, bei dem die Expression unter der Kontrolle des GAL1-Promotors steht, der seiner-
seits Uber Galaktose als Kohlenstoffquelle induziert wird. Die rekombinante RRSP-Expres-
sion fuhrt zum Tod der Hefezellen, wobei inaktive Enzymvarianten ein Wachstumssignal zei-
gen. Basierend auf den Vorarbeiten von Antic und Kollegen'!’ und geleitet durch das in silico-
RRSP-Strukturmodell (s. Abbildung 27) sollte zunachst ein Minimalkonstrukt identifiziert wer-
den, dass vollsténdige Aktivitat aufweist. Zunéchst wurde der C-Terminus um 17 Aminosau-
ren gekirzt (RRSPxc), da dieser als flexibler Loop im Modell vorhergesagt und damit als ent-
behrlich fur die proteolytische Aktivitat vermutet wurde. In einer weiteren Verkirzung wurde
die N-terminale C1-Doméne entfernt (78 Aminosauren; RRSPaniac), da diese bereits struktu-
rell und biophysikalisch als membranverankerndes Helixblindel beschrieben wurden, das kei-

nen entscheidenden Beitrag zur Proteaseaktivitat leistet''’. In einer weiteren N-terminalen
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Verkirzung um 21 Aminoséuren wurden die a-Helices a4 und a5 entfernt (RRSPan2ac, S. Ab-
bildung 27A). Ihre Lage als verbrickendes Element zwischen dem C1-Helixbtundel und der
globularen C2-Domane lie eine untergeordnete Rolle in der Substraterkennung bzw. der
Katalyse vermuten. Tatsachlich zeigte unter allen Verkirzungen ausschlief3lich RRSPanzac
eine Reduktion der Zytotoxizitat (s. Abbildung 35A). Das Zellwachstum weil3t keinen Unter-
schied zur Vektor-Kontrolle ohne Protease auf. Damit zeigt sich, dass a4 und a5 wichtig fir
die RRSP-Aktivitat sind und RRSPaniac (3669-4071 aa) das kleinstmdgliche Enzym mit voller
Toxizitat darstellt. Ebenfalls wurde Gberpruft, ob das Anbringen einer N-terminalen Kernloka-
lisationssequenz (NLS) einen Einfluss auf die Toxizitat aufweist'. Hierbei wurde kein Unter-

schied zur Toxizitdt von RRSPg_ festgestellt.
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Abbildung 35. Hefe-Toxizitatstest von RRSP-Varianten. A Verkirzte RRPSwr-Konstrukte mit Inde-
xierten Aminosauregrenzen. Links: Wachstumskontrolle. Rechts: Galaktose-induzierte RRSP-Expres-
sion. Dreieckiger Rahmen: serielle Verdunnungsreihe (10x); EV: Leervektor; NLS: Nukleare Leitse-
guenz. B RRSP-Mutanten des aktiven Zentrums in der gleichen experimentellen Anordnung wie in A.

Die Toxizitat von RRSP mit substituierten Resten des katalytischen Zentrums wurde auf die
gleiche Weise Uberprift. Hierbei wurden neben den EQ-Mutanten (Glutamat zu Glutamin;
einschlie3lich der Doppelmutante E3900/3930Q) eine Permutationsreihe der E3930 Seiten-
kette von kurzen zu langeren Resten mit steigender Polaritat (Ala; Ser; Leu; Asn) analysiert.
Dabei weist E3900Qrrsp €ine Toxizitat vergleichbar zum Wildtyp auf. Die beiden weiteren
EQ-Mutanten hingegen zeigen eine stark verringerte Toxizitat, auch wenn das Hefewachstum
signifikant beeintrachtigt wird (s. Abbildung 35B). Die Permutationsreihe zeigt lediglich bei
E3930Arrse €in Zellwachstum vergleichbar zur Wachstumskontrolle oder dem Leervektor
auf. Dies lasst vermuten, dass E3930Arrsp die geringste Spaltungsrate von allen Gberpriften
Mutanten aufweist. Alle weiteren Substitutionen weisen einen Phanotyp vergleichbar zu den
EQ-Mutanten auf. Die zuvor bestimmte Ras:GDP-Substrataffinitat von RRSPwr liegt bei ca.
90 uM und ist damit fir die Isolation eines nichtkovalenten Enzym-Substrat-Komplexes nicht

geeignet. Die Affinitat zum Substrat kann sich durch Substitutionen im katalytischen Zentrum

v Mit einer NLS ausgestattet, ware RRSP in einem funktionellen Y2H-Interaktionsexperiment als Stor-
grol3e einsetzbar, bei dem der Einfluss der Proteolyse auf verschiedene Ras-Interaktionspartner in vivo
studiert werden konnte, da die Protein-Protein-Bindung im Zellkern stattfindet.
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andern. Ob sich die Affinitat der E3930rrsp-Mutanten flir Ras:GDP erhdht, wurde mittels ana-
Iytischer GréRenausschlusschromatographie untersucht. Hierzu wurden je 100 uM beider

Proteine bei 15°C inkubiert und anschliel3end 50 pL injiziert.
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Abbildung 36. Evaluierung der Komplexformierung zwischen Ras:GDP (100 uM) und RRSP
E3930-Mutanten (100 puM) Uber eine analytische Gréf3enausschlusschromatographie. Als Signal
wurde die Absorption bei 280 nm detektiert. Nach einstiindiger Inkubation bei 15°C in SEC-Puffer (er-
ganzt um 10 pM GDP) wurden 50 pL des Proteingemisches injiziert.

Bei einer signifikanten mutationsvermittelten Affinitdtserhéhung, sollte eine Komplexformie-
rung in Form einer Retentionsverschiebung beider Signale zu kirzeren Zeiten detektiert wer-
den. Keine der getesteten Mutanten zeigte allerdings eine solche Verschiebung (s. Abbildung
36). Damit ist es mit der beschriebenen Strategie unwahrscheinlich, einen nicht-kovalenten
Komplex zwischen Ras und RRSP fiir die strukturelle Charakterisierung der Protein-Protein-

Interaktionsflache zu isolieren.

3.6.Auswirkungen der proteolytischen Modifikation kleiner GTPasen

Die proteinbiochemischen Konsequenzen der proteolytischen Spaltung in der switch 1-Region
kleiner GTPasen wurden im Folgenden néher untersucht. Dabei standen drei Aspekte im
Vordergrund. Zum einen wurden die Auswirkungen auf die Stabilitat sowie Integritat nach der
Spaltung analysiert, zum anderen die Konsequenzen auf die Nukleotidaffinitat betrachtet. Ab-
schlieBend wurden die Auswirkungen auf die Effektorbindung am Beispiel der
Rab32:GppNHp Interaktion mit VARP-ANKRD1 qualitativ Uberpruift.

3.6.1.Konsequenzen fur die proteinchemischen Eigenschaften kleiner GTPasen

Weder Rab32, noch Ras bildeten Prazipitate nach quantitativer, proteolytischer Spaltung. Die
proteolytische Modifikation scheint die Stabilitat der GTPasen nur in geringem Mal3e zu be-
einflussen. Dies legt die Vermutung nahe, dass beide GTPasen mdglicherweise weiterhin als
globulare und funktionelle Proteine vorliegen. Diese Hypothese wurde zunéchst durch die
vergleichende Analyse der GDP-gebundenen GTPasen in der unmodifizierten und der ge-
spaltenen Form mittels GroRenausschlusschromatographie Gberprift. Dabei konnte kein Un-
terschied im Retentionsverhalten zwischen den unmodifizierten und den gespaltenen GTPa-

sen festgestellt werden (s. Abbildung 37A, B). Die modifizierten GTPasen verhalten sich dem-
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nach weiterhin wie monodisperse, globulare Proteine. Der Einfluss der Spaltung auf die Pro-
teinstabilitdt wurde durch die Bestimmung der Schmelztemperatur (Tm) mit zwei komplemen-
taren thermischen Entfaltungsexperimenten analysiert. Zum einen wurde durch die Differen-
tial Scanning Fluorimetry (DSF, auch Thermal shift assay) der Schmelzpunkt (Tm,pse) Uber ein
Fluoreszenzsignal indirekt bestimmt. Zum anderen wurde die Anderung der Elliptizitat als
Mal3 fur die Entfaltung als direkter Signalgeber in der Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie
genutzt (Tmcp; S. Abbildung 37C-F). In allen Analysen zeigen die modifizierten GTPasen ei-
nen reduzierten Tn. Sowohl Ras als auch Rab32 weisen durch die Spaltung einen ATmpsr
ca. 5°C auf, was einer signifikant verringerten Stabilitat entspricht (s. Abbildung 37C, D). Beim
Vergleich zwischen den Bestimmungsmethoden zeigt die CD-Spektroskopie eine grol3ere
Schmelzpunktdifferenz (ATm,cp) fur beide GTPasen zwischen 8 und 9°C. Diese Differenz ba-
siert im Wesentlichen auf den ermittelten Schmelztemperaturen der gespaltenen GTPasen,

die bei der CD-Analyse um 3-6°C geringer ausfallt als bei den DSF Experimenten.
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Abbildung 37. Proteinbiochemische Konsequenzen der switch I-Spaltung von Ras und Rab32.
A Analytische Gelfiltration von unmodifiziertem Rab32 (schwarz, Rab32r.) sowie gespaltenem Rab32
(rot, Rab32spar). Einsatz: Coomassie gefarbte SDS-PAGE von Rab32r. und Rab32sat. B Selbe
experimentelle Anordnung fir Rasr. und RasSspat, zur Bestimmung der Dispersitat wie in A. C
Thermische Entfaltungskurven von Rab32r. und Rab32spat in einem Differential Scanning Fluorimetry
(DSF) Experiment. Die jeweiligen Schmelzpunkte (TmpsF) wurden Uber die Anpassung einer
Boltzmann-Funktion ermittelt und stellen den Mittelwert aus drei unabhéangigen Experimenten dar. D
Selbe experimentelle Anordnung bei Rasr. und Rasspat, zur Bestimmung von Tmpse wie in C. E
Bestimmung thermischer Entfaltungskurven von Rab32r. und Rab32sar Uber Zirkulardichroismus
(CD)-Spektroskopie. Die jeweiligen Schmelzpunkte (Tmcp) wurden Uber die Anpassung einer
Boltzmann Funktion ermittelt und stellen den Mittelwert aus zwei unabhangigen Experimenten dar. F
Selbe experimentelle Anordnung bei RasrL und Rasspat, zur Bestimmung von Tm.cp wie in E.

Der Tm unmodifizierter GTPasen liefert Ubereinstimmende Ergebnisse fiir das jeweilige Pro-

tein. Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff (Sypro Orange, Sigma) ist moglicherweise weniger
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sensitiv als die CD-Analyse in Bezug auf die Proteolyse-vermittelten Unterschiede und damit
weniger aussagekraftig. Eine Schmelzpunktverschiebung um 8-9°C stellt eine deutliche De-
stabilisierung der GTPasen dar. Gleichzeitig scheint die Verringerung der thermischen Stabi-

litat keinen entscheidenden Einfluss auf die Proteinintegritat zu besitzen.

3.6.2.Konsequenzen der proteolytischen Spaltung fur die Nukleotidaffinitat
Die Bindung von G-Nukleotiden ist ein wesentliches Merkmal von GTPasen, wobei die Affini-
tat sowohl fiir GTP als auch GDP im subnanomolaren Bereich liegt?2. Die proteolytische Spal-
tung in der switch I-Region konnte sich auch auf die Affinitat des gebundenen Nukleotids
auswirken. Um erste Einblicke in mogliche Anderungen der Nukleotidaffinitat zu erhalten,
wurden Mant-Fluoreszenz basierte Nukleotidaustauschreaktionen in vitro beobachtet. Hierzu
wurde die jeweilige GTPase mit Mant-GDP beladen und der Austausch durch einen hohen
GDP-Uberschuss in der Quarzkiivette gestartet (s. Abbildung 38A-B, D-E). Als Kontrolle
diente ein Experiment ohne weitere Nukleotidzugabe. Als Korrektur wurde die Rate der Sig-
nalreduktion aus der Kontrolle von der Rate der Austauschexperimente abgezogen und die

erhaltene Kurve an eine einfachexponentielle Funktion angepasst (s. Abbildung 38C, F).
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Abbildung 38. GDP-Dissoziationsgeschwindigkeit bei unmodifizierten und gespaltenen kleinen
GTPasen. A Fluoreszenzbasierte Nukleotidaustauschreaktion von unmodifiziertem Rab32r.:mGDP
durch Zugabe von hohem GDP-Uberschuss. B Nukleotidaustausch von gespaltenem
Rab32spat:mGDP wie in A. C Bestimmung der Nukleotid-Dissoziationsraten (koff) von gespaltenem
(Kobs,spat, rot) und unmodifiziertem Rab32 (Kobs Fi, blau). Die Kurven wurden vor der Anpassung an eine
einfachexponentielle Kurve um die basale Signalabnahmerate der Kontrollexperimente aus A bzw. B
korrigiert. D-E Gleiche experimentelle Anordnung wie in A fir unmodifiziertes bzw. gespaltenes Ras.
F Bestimmung von kot fiir unmodifiziertes bzw. gespaltenes Ras wie unter C beschrieben. Die Korrek-
tur der Signalabfallraten erfolgt mit den bestimmten Raten aus D bzw. E.

Die erhaltenen Dissoziationsraten (ko) zeigen einen 35-fach schnelleren GDP-Austausch flr

das gespaltene Rab32 sowie eine 9-fach beschleunigte Rate des gespaltenen Ras, jeweils
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im Vergleich zu den unmodifizierten Proteinen. Der etwa 4-fach grdRere Beschleunigungsef-
fekt bei Rab32 verglichen mit der Differenz der Austauschrate in Ras setzt sich einerseits aus
einem 2-fach langsameren Signalabfall fur das unmodifizierte Rab32 und zum anderen durch
eine doppelt so schnelle Nukleotidfreisetzung von gespaltenem Rab32 zusammen. Diese Er-
gebnisse deuten in beiden GTPasen auf eine signifikante Spaltungs-vermittelte Verminde-
rung der Nukleotidaffinitat hin, wobei der Effekt bei Rab32 deutlich ausgepragter ist. Abschlie-
Bend lassen sich diese Ergebnisse erst mit Kenntnis der Nukleotid-Assoziationsraten (Kon)
beurteilen, da auch eine erhdhte Nukleotidfluktuation bei gleichbleibender Affinitdt moglich

erscheint.

3.6.3.Auswirkungen auf die Interaktion mit Bindepartnern

Als ein erstes Beispiel funktioneller Konsequenzen der proteolytischen Modifikation kleiner
GTPasen auf die Protein-Protein-Interaktion mit Effektoren wurde die Wechselwirkung zwi-
schen Rab32:GppNHp und der Ankyrinwiederholungsdoméne 1 von VARP (VARP-ANK1)
untersucht. Der berichtete Kp dieser Interaktion betragt 2 uM und der Komplex konnte bereits
mittels SEC nachgewiesen werden®8, Zunachst wurde Rab32:GDP durch GtgE gespalten und
nachfolgend tber einen Nukleotidaustausch mit GppNHp beladen. Als Referenz diente das

unmodifizierte Rab32:GppNHp.

A 8{GpP Rab32:GDPy, 7.5{ GppNHp Rab32:GppNHpr,
—Rab32:GDP;, +VARP-ANK1 —Rab32:GppNHpy, +VARP-ANK1
56 —VARP-ANK1 = —VARP-ANK1
< <50
unmodifizeirtes © 4 )
Rab32 ‘S ‘s
& &£2,51
0 0 - . . . ,
22 24 26 28 30 22 24 26 28 30
Zeit (min) Zeit (min)
B 10{GDP Rab32:GDP, 7.5{ GppNHp Rab32:GppNHP,ya:
—Rab32:GDP,,+VARP-ANK1 —Rab32:GpPNHP, . +VARP-ANK1
57,5 —VARP-ANK1 =) —VARP-ANK1
modifizeirtes % %5'0'
Rab32 + 5,01 -
b4 &‘0’42'5.
<y 5 <
0 - - \ - 0 - v . > -
22 24 26 28 30 22 24 26 28 30
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 39. Komplexformierung zwischen Rab32 und der VARP-ANK1 Domé&ne mittels ana-
lytischen Gelfiltration. A Unmodifiziertes Rab32 (Rab32r., 50 uM) wurde praparativ mit GDP (98%)
oder GppNHp (90%) beladen und fir die Komplexformierung mit je 50 uM VARP-ANK1 1 h bei 15°C
equilibriert. Nachfolgend wurden 50 pL auf einer Superdex75 10/30 chromatographisch getrennt. Als
Referenz dienen die Einzellaufe der Monomere. B Komplexformierung zwischen gespaltenem Rab32
und VARP-ANK1 wie in A beschrieben. Die geringere VARP-ANK1 Signalamplitude im Vergleich zu
Rab32 liegt an den ungleichen Extinktionskoeffizienten bei 280 nm.

Beide Proben wurden jeweils mit aquimolaren Mengen VARP-ANK1 versetzt (je 50 uM) und
die Komplexbildung mittels analytischer GroRenaufschlusschromatographie untersucht

(s. Abbildung 39). Im Vergleich zu den Einzelkomponenten zeigt das unmodifizierte
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Rab32:GppNHp eine deutliche Anderung der Retentionszeit im Komplex mit VARP-ANKL.
Der Ansatz mit gespaltenem Rab32:GppNHp lieferte keine veranderte Retentionszeit bei der
Inkubation mit VARP-ANK1. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Affinitat zwischen akii-
vem Rab32 und der Ankyrin Wiederholungsdoméne von VARP durch die proteolytische Mo-
difikation deutlich verringert wird. Keine Anderungen wurden bei den als Negativkontrolle
durchgefiihrten Experimente mit inaktivem Rab32:GDP (jeweils in beiden Modifikationszu-
standen) zusammen mit VARP-ANKL1. Hierbei wurde in keinem Fall eine Komplexformierung
erwartet (s. Abbildung 39).
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden nachfolgend in den Kontext der Literatur eingeordnet
und diskutiert. Die Funktion von GtgE und dessen Praferenz fur inaktive Rab-Substrate wer-
den im Zusammenhang der Salmonelleninfektion ebenso betrachtet wie molekulare Aspekte
der Rab-Erkennung. Weitergehend werden die funktionellen Konsequenzen der proteolyti-
schen Modifikation kleiner GTPasen diskutiert. Nach der Klassifizierung von RRSP als Glu-
tamatprotease neuen Typs und der Postulierung eines Katalysemechanismus fur die Ras-
Spaltung, erfolgt abschlieRend eine enzymatische Einordnung der beiden untersuchten Pro-

teasen.

4.1.Funktion von GtgE und SopD2 im Kontext der Salmonellose

Wahrend der Invasion von S. Typhimurium in die Wirtszelle, wird GtgE gemeinsam mit wei-
teren SPI-1 Effektoren bereits vor der Etablierung einer Pathogen enthaltenden Vakuole
(PCV) sekretiert. Die Beobachtung, dass die Protease in in vitro Experimenten an ihrem C-
Terminus (C225) durch humane Prenyltransferasen lipidiert wird, legt den Schluss nahe, dass
GtgE membranassoziiert in der Wirtszelle vorliegt (s. Abschnitt 3.3.). Die gleiche Modifikati-
onsstrategie wird von dem SPI-2-Salmonelleneffektor SifA flr die Membranassoziation an die
SCV genutzt. Fur eine hthere Membranaffinitat wird SifA darlber hinaus in humanen Zellen
C-terminal S-palmitoyliert'?!. Eine ahnliche Konstellation im Fall von GtgE ist aufgrund feh-
lender Cysteine (neben dem C225 des CaaX-Motivs) in der Primarstruktur beider Termini
nicht wahrscheinlich. Ob die Farnesylierung oder die Geranylgeranylierung physiologisch be-
deutender ist, kann hierbei nicht bewertet werden, da ausschlie3lich Experimente in vitro
durchgefuhrt wurden. Ebenfalls offen bleibt die Frage, ob GtgE Uber einen gerichteten Me-
chanismus an ein spezifisches Kompartiment lokalisiert (an dem auch Rab32 gebunden ist)
oder ob es unspezifisch mit einer Vielzahl von Membranen assoziiert und auf diesem Wege
seine Substrate erreicht. Die verfolgten Strategien zum Lokalisationsnachweis waren im Sal-
monelleninfektionsmodell nicht ausreichend sensitiv in Bezug auf die Visualisierung von GtgE
(s. Abschnitt 3.4.). Entscheidend fur weitere Infektionsstudien ware daher, die Etablierung
von ausreichend sensitiven sowie selektiven GtgE-Nachweisverfahren, beispielsweise mit ei-
nem repetitiven FLAG-Peptid (3-fache Sequenzwiederholung), als Alternative zum Myc-
Epitop-tag.

Die beobachtete, strikte selektive Erkennung von inaktiven RabGTPasen durch GtgE ist in
zweifacher Hinsicht ungewdhnlich. Zum einen zeigen bakterielle Effektoren meist keine oder
nur eine sehr eingeschrankte Abhéngigkeit vom Nukleotidbeladungszustand ihrer GTPase-
Substrate®:97.202. Zum anderen selektieren bakterielle Proteine, von denen eine Praferenz
bekannt ist, tendenziell aktive GTPasen92, Ein bakterieller Effektor, der ausschlieRRlich auf

inaktive RabGTPasen zielt und diese kovalent modifiziert, ist bisher nicht beschrieben. Die
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einzigen humanen Proteine, die ausschlie3lich mit GDP-beladenen RabGTPasen interagie-
ren, sind das Rab escort protein (REP) sowie GDI (s. Abschnitt 1.1.3.). Die beiden struktur-
verwandten Regulationsfaktoren binden inaktive prenylierte Rabs mit hanomolarer Affinitat
und sind an deren Prenylierung (REP) bzw. dem Membranzyklus (GDI) beteiligt*12%3, Obwohl
beide Komplexe von Rab-Proteinen mit GDI bzw. REP strukturell umfassend untersucht wur-
den, konnte die molekulare Basis der nukleotidvermittelten Selektion nicht abschliel3end ge-
klart werden und scheint auf einer Kombination von mehreren molekularen Erkennungsschrit-
ten zu basieren??204205 Der molekulare Selektionsmechanismus durch GtgE ist ebenfalls
multifaktorieller Natur. Die durchgefiihrten strukturellen und molekulardynamischen Analysen
identifizierten die F88g-Position in der regulatorischen switch 1I-Region als wichtiges Element
der Diskriminierung, was im Rahmen dieser Arbeit mit Experimenten in vitro bestétigt werden
konnte (s. Abbildung 21). Allerdings missen neben der F88g-Seitenkette weitere Faktoren
involviert sein, da durch die Entfernung des Phenylrings die Diskriminierung zwar aufgebro-
chen, aber nicht vollstéandig aufgeldst wird.

Die Sekretion von SopD2 als weiteren Salmonelleneffektor, der u.a. eine GAP-Aktivitat ge-
genlber Rab32 zeigt, stellt die Frage nach dem Nutzen fir das Bakterium: Was ist der Vorteil
daran, eine Rab-Protease fur inaktive Rab-Proteine zu wahlen, die abhéngig von einem an-
deren Protein ist? Effektiver wére die Selektion einer Protease, die unabhangig vom Nukleo-
tidbeladungszustand seine Rab-Substrate modifizieren wirde, wie bspw. RRSP im Fall von
Ras (s. Abbildung 28), zumal inaktive Rabs mehrheitlich im Zytosol als Komplex mit GDI vor-
liegen. Bedenkt man eine mogliche Membranassoziierung von GtgE, erscheint es unwahr-
scheinlich, dass GtgE unter diesen Umstanden Uberhaupt in Kontakt mit seinen Substraten
kommt. Da sowohl die Protease als auch GDI um einen &hnliche Bindestelle an Rab konkur-
rieren (s. Abbildung 19), wird die relativ hohe Substrataffinitait von GtgE
(Ko(Rab32:GDP:GtgEcasa)= 0,1 uM) nicht ausreichen, um prenyliertes Rab kompetitiv aus
der Bindung mit GDI zu l6sen(Kp(Rab:GDP:GDI)= 4-10 nM). Andererseits liegen membran-
gebundene RabGTPasen nach der Rekrutierung durch GEFs im aktiven, GTP-gebundenen
Zustand vor und stellen damit ebenfalls keine Substrate flr GtgE dar. Die Rolle von SopD2
kénnte vor allem sein, das Problem der Substratzuganglichkeit fir GtgE zu l6sen. Daher wéare
folgender Ablauf an der Membran denkbar: Nach der BLOC-3-GEF-vermittelten Aktivierung
und Membranrekrutierung von Rab32 aus dem zytosolischen GDI-Komplex, wird das Rab-
Protein durch eine schnelle Abfolge enzymatischer Reaktionen inaktiviert (s. Abbildung 40).
Dabei Uberfiihrt SopD2 die RabGTPase durch Abspaltung des y-Phosphates in einen inakti-
ven, membrangebundenen Zustand. Schlie3lich ist Rab32:GDP fiir GtgE als Substrat zu-
ganglich und wird effizient an der Membran proteolytisch gespalten. Diese Kooperation
zweier Effektoren scheint der womdglich effizienteste Weg zu einer quantitativen Rab32-Pro-
teolyse - und damit einer irreversiblen Inaktivierung der GTPase fiir das Bakterium - zu sein.
Dieses koordinierte Vorgehen lasst einige Spekulationen tber die zugrundeliegende Invasi-

onsstrategie von Salmonella zu. Zunachst erscheint es nicht sehr effizient, eine Protease
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(SPI-1 Effektor) zu einem frihen Zeitpunkt der Invasion zu sekretieren, wenn der benotigte
Kooperationspartner SopD2 (SPI-2 Effektor) zu einem deutlich spéateren Zeitpunkt in die Zelle
gelangt. Bis zur Einfihrung des Salmonella-GAP hatte GtgE aus den oben genannten Griin-
den keine funktionelle Rolle in der Zelle. Die Spaltung von inaktivem Rab32, das bspw. durch
das humane GAP RuTBC1 generiert wiirde, spielt wahrscheinlich keine entscheidende Rolle,
da sowohl BLOC-3 als auch RuTBC1 um die Bindung an aktives Rab9 konkurrieren. Solange
BLOC-3 aktiv ist kann Rab32 demnach nicht durch RuTBC1 inaktiviert werden®%70. In dieser
Situation wiirde GtgE zunéachst durch die Prenylierungsmaschinerie der Zelle modifiziert und
an seine Zielmembran binden (mdglicherweise direkt an der SCV). Erst in einem spateren
Stadium wird durch das eingefiihrte SopD2 der Startschuss fiir eine effiziente, irreversible
Rab32-Inaktivierung gegeben, um bestimmte Membranfusionen oder Protein-Protein-Inter-
aktionen (z.B. im endo-lysosomalen Abbauweg) zu unterbinden. Diese Reihenfolge stellt si-
cher, dass sich Rab32:GDP nicht an der Membran bilden kann, bevor gentigend (membran-
gebundenes) GtgE vorhanden ist. Dadurch kann inaktives Rab32 sofort umgesetzt werden,
bevor es von GDI abgeschirmt werden kann. Mdgliche Ziele der Rab32-Modifikation sind vor
allem die bisher beschriebenen Wechselwirkungen mit VARP oder Myosin Vc®%%8. Da SopD2
nicht nur als promiskuitives GAP weitere RabGTPasen inaktiviert, sondern auch an weiteren
zellularen Prozessen involviert ist, muss die GtgE-Aktivitdt als Teil eines koordinierten

SopD2-vermittelten Etappenwechsels im Salmonelleninfektionszyklus begriffen werden4-
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Abbildung 40. Mechanistisches Modell der sequenziellen Rab32-Inaktivierung durch die Salmo-
nella-Effektoren SopD2 und GtgE an der Membran. Dabei ist die GtgE-vermittelte Rab32 Spaltung
abhangig von der SopD2 GAP-Aktivitat und ermoglicht in kooperativer Weise die effiziente Modifizie-
rung im switch I. Zunachst erfolgt die Rekrutierung von aktivem Rab32 Uber das entsprechende GEF
(BLOC-3; welches durch aktives Rab9 rekrutiert wird) an die Membran. Danach wird das GTP-bela-
dene Rab32 schnell durch SopD2 in den inaktiven GDP-Zustand Uberfuhrt. SchlieBlich wird
Rab32:GDP schnell durch GtgE gespalten. GEF: Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor; GDI: GDP-Dis-
soziationsinhibitor.

Die humanspezifischen Salmonellenstamme S. Typhi oder S. Paratypthi tragen im Gegen-
satz zu S. Typhimurium zwar kein GtgE-kodierendes Gen, allerdings sekretieren alle Sero-
vare SopD2. Daher ist anzunehmen, dass SopD2 weitere wichtige Funktionen in typhoidalen
Serovaren spielt. Da die molekulare Grundlage unterschiedlicher Wirtsspektren zwischen den

genannten Serovaren nach wie vor ungeklart ist, wird vermutet, dass Unterschiede in der
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Komposition sekretierter Effektoren eine entscheidende Rolle bei der Kolonisierung der Wirts-

zelle spielen. In diesem Zusammenhang wurde auch GtgE als mdglicher Faktor disku-
tiert206.207,

4.2.Die molekulare Rab-Substraterkennung durch GtgE

Neben Faktoren der spezifischen Diskriminierung des Rab-Aktivitatszustandes ist auch die
molekulare Selektion der Rab32-Unterfamilie von Interesse. Der strukturell tUber den
Rab:GtgE-Komplex aufgeklarte Bindemechanismus von GtgE Uber drei Stachel-ahnliche
Fortsatze (auch Spikes) als zentrale Interaktionsplattformen konnte biochemisch bestatigt
werden (s. Abbildung 18, 20). Allerdings lasst diese kristallographische Momentaufnahme
keine unmittelbaren Rickschlisse auf die Signifikanz der einzelnen Interaktion fr die Rab32-
Spazifitdt zu. Die Hefe-basierten Interaktionsstudien mit Ala-Mutanten der switch-Region
identifizierten lediglich solche Positionen als wichtig fur die Bindung, die in nahezu allen Rab-
GTPasen streng konserviert sind. Dies zeigt lediglich die hohe Spezifitat von GtgE fir Rab-
Proteine im Allgemeinen (s. Abbildung 20). Die Analysen mit Rab23/32-Chiméaren grenzen
den fur die Rab32-Spazifitéat entscheidenden Bereich auf den Sequenzabschnitt zwischen
den switch-Regionen einschlie3lich dem Interswitch ein. Gleichzeitig wird deutlich, dass ein
wichtiges Element der Selektion zwischen V75-G89rs. (33 sowie Teile des switch II) lokali-
siertist (s. Abbildung 22). Eine fokussierte Mutationsanalyse, bei der mit GtgE interagierende
nicht-konservierte Reste aus Rab32, an den homologen Positionen in Rab23 eingefiihrt wur-
den, zeigt, dass nicht nur die direkten Kontakte zwischen Rab32 und GtgE, sondern auch
Rab32-spezifische, intramolekulare Interaktionen wesentlich fur die Diskriminierung sind. In
diesem Zusammenhang fihrt die Analyse der 182rs2-Position (nahezu exklusiv in der Rab32-
Unterfamilie vorhanden) zu einem postulierten getriebeartigen Zahnradmechanismus zwi-
schen drei Resten im switch Il von Rab32 (s. Abbildung 23). Diese Anordnung, bestehend
aus E86rs2, 182r32 sOwie Y95rs2, scheint entscheidend an der Neuordnung des switch Il fir
eine produktive Bindung an GtgE beteiligt zu sein. Allerdings lie3 sich dieses Ergebnis nicht
auf die Situation in Rab23 Ubertragen, da die T65Ir23-Mutante nicht durch GtgE umgesetzt
werden konnte (s. Abbildung 53). Eine kombinierte Mutationsstrategie aus den bisherigen
Erkenntnissen Uber die Bedeutung von inter- und intramolekularen Interaktionen von Rab32
kénnte die Frage nach der Substratspezifitdt von GtgE fir die Rab32-Unterfamilie abschlie-
Bend klaren. Ein vergleichbarer Selektionsmechanismus ist in der Literatur bisher auf mole-

kularer Ebene nicht beschrieben.
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4.3.Funktionelle Auswirkungen der Spaltung kleiner GTPasen

Als Auswirkung der switch I-Spaltung in kleinen GTPasen wurde eine signifikante Reduktion
der thermischen Stabilitdt um 4-9°C beobachtet (s. Abbildung 37). Allerdings liegen sowohl
Ras als auch Rab32 nach der Modifikation durch RRSP bzw. GtgE als monomere, globulare
Proteine vor, die moglicherweise weiterhin in der Lage sind, produktive Protein-Protein-Inter-
aktionen auszubilden. Im Fall von Rab32 und Rab29 ist bekannt, dass sie wéhrend der Infek-
tion mit S. Typhimurium nicht an der SCV akkumuliert, sondern tber einen offensichtlich effi-
zienten Mechanismus von der Membran entfernt werden>3%5, Hierbei kommen zwei Wege in
Frage: Der eine fuhrt Gber eine GDI-vermittelte Membranextraktion wie bei unmodifizierten
Rabs und der andere tber den Ubiquitin-vermittelten proteasomalen Abbau. Eine Komplex-
formierung mit GDI scheint méglich, da der switch I-Loop keine entscheidenden Wechselwir-
kungen in der Interaktionsgrenzflache beider Proteine ausbildet (s. Abbildung 19). Fir den
Abbauweg spricht, dass die GTPase zwei neue Termini aufweist, die sie als beschadigtes
Protein in der zellularen Qualitatskontrolle kennzeichnen. Méglicherweise laufen beide Pro-
zesse parallel zueinander ab. Dass Rab32 aus einem hypothetischen GDI-Komplex
(Rab32spai:GDP:GDI) durch ein GEF (z.B. BLOC-3) an die Membran rekrutiert und dabei ak-
tiviert werden konnte, erscheint dagegen unwahrscheinlich. Auch wenn bisher keine Kom-
plexstruktur aus BLOC-3 mit einem Rab beschreiben wurde, erlaubt eine entsprechende
Struktur des homologen Heterodimers aus Hefe (Monl1l/Ccz1l) mit dem Rab7 Hefehomolog
Ypt7 Einsichten in die Anordnung der BLOC-3-Bindung an Rab?%8,

~|B _ P-Loop
¢ Q CtYpt7

PDB: 5DLL

Abbildung 41. Struktur von Ypt7 im Komplex mit dem Heterodimer Mon1/Ccz1l aus Chae-
tomium thermophilum (Ct)2%. A Die projizierten Interaktionsgrenzflachen von Mon1/Ccz1 (blau/hell-
blau) auf der Ypt7 Oberflache (PDB Zugangsnummer 5LDD). Hervorgehoben sind die Konturen der
Schaltregionen auf der Oberflache (switch |, magenta; switch II, rosa). B Ausschnitt des Interaktions-
bereichs zwischen CtYpt7 und den einzelnen Proteinen des GEFs als Banderdarstellung. Farbung
entsprechen der Legende aus A. Magenta Kugeln: homologe Positionen der GtgE-Spaltstelle in
Rab32. Stabmodell: signifikante, konservierte Reste aus dem switch I, die an dem GEF-vermittelten
Nukleotidaustauschmechanismus entscheidend beteiligt sind. Die Struktur dient als Homologiemodell
zur BLOC-3-vermittelten Rab32-Aktivierung, da ein &hnlicher Bindungsmodus vermutet wird.

Hierbei wird deutlich, dass der switch | wesentlich an dem Nukleotidaustauschmechanismus
Uber drei konservierte Reste beteiligt ist (s. Abbildung 41). Da diese in der Nahe zur Spalt-

stelle in Rab32 lokalisiert sind und als essenzielle Ankerpunkte fir BLOC-3 dienen, wirde die
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Modifikation von switch | zu einer gravierenden Destabilisierung der Interaktion zwischen Rab
und GEF fiihren2%8, Eine experimentelle Uberprifung dieser Hypothesen ist bisher durch die
praparative Zugéanglichkeit zu funktionellem BLOC-3 begrenzt. Es ist lediglich in Insektenzel-
len gelungen, funktionelles BLOC-3 rekombinant herzustellen’. Selbst wenn eine solche hy-
pothetische GTP-Beladung von gespaltenem Rab32 stattfinden wirde, kénnte die Interaktion
zu Rab-Bindepartnern gestort bleiben. Qualitativ konnte dies bereits fiir die VARP-Interaktion
gezeigt werden. Die Modifikation von Rab32 vermindert die Affinitat zur VARP-Ankyrin-Wie-
derholungsdomane (VARP-ANK1) signifikant® (s. Abbildung 39). Betrachtet man die Kon-
taktflache von VARP-ANK1 auf Rab32 genauer, stellt man fest, dass die Spaltstelle in Mitten
vieler zentraler Aminosaurekontakte beider Bindepartner lokalisiert ist (s. Abbildung 42A)%.
Es ist anzunehmen, dass die Spaltung in switch | nicht nur zu einer groReren Flexibilitat der
Loop-Region fliihrt, sondern auch eine Destabilisierung des angrenzenden antiparallelen B-

Faltblatts, also des Interswitches (82-B3) zur Folge hat.

Rab32:VARP

C
<. Ras:RalGDS ) Ras:cRaf
, R

N
) .

é t=Ts gl \ v tc
@! VARP-ANK1 o RalGDS-RBD cRaf-RBD

Abbildung 42. Strukturelle Aspekte der Interaktionen von Rab32 und Ras mit nachgeschalteten
Effektoren. Dargestellt sind die projizierten Interaktionsgrenzflachen auf der GTPase-Oberflache
(blau). Hervorgehoben sind die Konturen der Schaltregionen auf der Oberflache (switch |, magenta;
switch I, rosa). Unterhalb ist ein Ausschnitt der jeweiligen Interaktionsregion mit einer Auswabhl intera-
gierender Aminosauren beider Proteine sowie des Nukleotids als Stabmodell dargestellt. Farblich sind
die switch-Regionen wie oben hervorgehoben. Farbige Kugeln: Ca-Atome der jeweiligen Protease-
schnittstelle (magenta); Mg?*-lon (griin). A Interaktion zwischen Rab32:GppCH2zp und VARP-ANK1
(PDB Zugangsnummer 4CYM). B Interaktion zwischen Ras:GppNHp und der Ras Bindedoméane aus
RalGDS (RalGDS-RBD) (PDB Zugangsnummer 1LFD). C Interaktion zwischen Ras:GppNHp und der
Ras-Bindedoméne der Kinase cRaf (cRaf-RBD) (PDB Zugangsnummer 4GON).

Ebenfalls ist nicht ausgeschlossen, dass sich die Destabilisierung bis in den switch Il fort-
pflanzt. Diese Annahmen bieten eine molekulare Erklarung der beobachteten Affinitatsreduk-
tion zwischen Rab32 und VARP-ANK1. Ubertragt man diese Hypothesen auf die Interaktio-
nen zwischen Ras und seinen detailliert untersuchten Interaktionsdomanen aus cRaf und

RalGDS, so zeigt sich fiir beide Protein-Protein-Interaktionen ein ahnliches Bild wie fur
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Rab32:VARP-ANK1 (s. Abbildung 42B, C). Dass die Ras-Spaltung mit der Ras:cRaf-vermit-
telten Signalweitergabe interferiert, wurde bereits gezeigt''8. Die RRSP-Spaltstelle liegt aber-
mals inmitten der Interaktionsflache. Auffallig ist dabei die relative Lage im Vergleich zwi-
schen der Rab32- und Ras-Spaltstelle. Auch wenn sie lediglich finf Aminosauren entfernt
liegen, scheinen die Spaltpositionen fiir beide GTPasen individuell selektioniert worden zu
sein, um die Interaktionen zu den jeweiligen Bindepartnern durch eine Verringerung der Affi-

nitat irreversibel zu destabilisieren.

4.4.Katalytischer Mechanismus neuen Typs in DUF5wW/RRSP

Die Mutation von E3930 zu Alanin reduziert die katalytische Effizienz von RRSP bei der
Modifikation von Ras um einen Faktor von ca 29000 (entspricht 0,03%. der RRSP-
Wiltdtypaktivitat). Eine Substitution von E3900 gegen Glutamin bewirkt hingegen eine
vergleichsweise geringe Reduktion der Effizienz um das 45-fache (entspricht 22%. der
Wiltdtypaktivitat) (s. Abbildung 34). Dies macht deutlich, dass RRSP hdchstwahrscheinlich
Uber eine katalytische Dyade aus E3900 und E3930 wirkt und stellt die Frage nach weiteren
Enzymen mit einem vergleichbaren aktiven Zentrum, deren Struktur bereits bekannt ist. In
der MEROPS Datenbank fiir Proteolytische Enzyme?® sind in der Klasse der
Glutamatproteasen bisher zwei Familien beschrieben (G1, G2%). In beiden Gruppen ist
mindestens ein Glutamat im aktiven Zentrum vorhanden und entscheidend an der Katalyse
beteiligt. Die katalytische Dyade setzt sich dabei aus dem Glutamat sowie einem Glutamin
(G1) bzw. einem Aspartat (G2) zusammen. Fir beide Familien sind beispielgebende
Referenzstrukturen beschrieben (s. Abbildung 43). Eine Familie mit einer reinen Glutamat-
Dyade ist bisher nicht bekannt. Die Egolisin-Familie (G1) wurde durch die unspezifische
Scytalidocarboxyl Peptidase B (SCP-B) aus dem Schlauchpilz Scytalidium lignicolum
definiert?%2!1 (s, Tabelle 3). Diese Proteasen wurden lange Zeit - falschlicherweise - als
Aspartatproteasen klassifiziert, da sie ebenfalls ihr Aktivitatsoptimum bei niedrigem pH
aufweisen und Carboxylreste fir die Reaktion essenziell sind. Als charakteristisches Merkmal
dieser Enzyme wurde friihzeitig die Resistenz gegenlber der Pepstatin-vermittelten Inhibition
erkannt, was sie von reinen Aspartatproteasen wie bspw. Pepsin unterschied!’’.
Interessanterweise wird SCP-B vollstandige durch EPNP inhibiert'®. Es wurde auch von
ersten Beispielen bakterieller Glutaminproteasen, wie die PepGl Peptidase aus
thermoacidophilen Alicyclobacillus-Stammen, berichtet'’®. Der bisher einzige Vertreter der
G2-Familie ist das autoprozessive Pre-neck appandage protein aus dem Bacillus-
Bakteriophagen ¢29 (auch als Genprodukt 12 (gp12) bezeichent)?'2. In der Phagenreifung
spaltet dieses nach erfolreicher Ausbildung eines Homotrimers einen C-terminalen Fortsatz

(Doméne D4) bei neutralem pH und entlasst den N-terminalen Teil (D1-D3) als funktionellen

W Kurzbezeichnung der Protease-Familie nach der MEROPS-Nomenklatur.
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Stachel fur die Assemblierung mit der Basalplatte (s. Abbildung 43C). Neben der
unterschiedlichen Natur der Dyade und den verschiedenartigen Funktionen der Proteasen
aus den genannten Organismen, unterscheiden sich die Strukturen der jeweiligen
Familienvertreter grundlegend von dem RRSP-in silico-Modell. Wahrend RRSP als nahezu
vollstandig a-helicales Protein vorhergesagt wird, bestehen die beiden anderen Beispiele fast
ausschlieBlich aus B-Faltblattern. Gpl2 spaltet hochspezifisch das angrenzende Homomer
durch eine auf beide Peptidketten aufgeteilte Dyade, wahrend SCP-B mit geringer Spezifitat,
als Monomer aus zwei Uberlagerten antiparallelen B-Faltblattern agiert.

Diese Vergleiche zeigen, dass sich RRSP in vielfaltiger Weise von den bisherigen
beschriebenen Glutamatproteasen unterscheidet und keiner der beiden Familien zugeordnet
werden kann. Daher wird vorgeschlagen, RRSP als Referenzenzym einer neuen Familie zu
definieren: der Familie der spezifischen Glutamat-Carboxylendopeptidasen (Clan CC/Familie
G3).

Der Charakter der Katalyse von RRSP &hnelt in gewisser Weise verschiedenen
Aspartatproteasen, da es einerseits ebenfalls (in Teilen) durch Pepstatin A inhibiert werden
kann und andererseits auch aus dieser Klasse spezifisch wirkende, bakterielle Proteasen
beschrieben wurden. Eine kirzlich aufgeklarte beispielhafte Struktur einer solchen Protease,
ist die der intramembrane Lipoprotein-Signalpeptidase Il (LspA) aus Pseudomonas
aeruginosa?®?®, welche an der Reifung von Lipoproteinen durch die posttranslationale Spaltung
einer Peptidsignalsequenz in der inneren Membran gramnegativer Bakterien beteiligt ist
(s. Abbildung 43D). Beide Klassen unterscheiden sich u.a. in der Kettenldnge der
Seitengruppen. Die Glutamatreste weisen eine gréRere Flexibilitat im Vergleich zu den
Aspartatresten auf. Daher konnte spekuliert werden, dass die beiden Carboxylgruppen des
Glutamats durch ein Netzwerk von polaren (u.U. auch hydrophobe) Wechselwirkungen im
aktiven Zentrum von RRSP fir eine effiziente Ras-Spaltung ausgericht und stabilisiert
werden. Im Fall von RRSP kénnte die evolutionéare Selektion zu langeren Seitenketten auf
die konformationelle Heterogenitat der GTPase-Substrate zurlickgefuhrt werden, da beide
Aktivitatszustande im Fall von Ras mit ahnlicher Effizienz umgesetzt werden.

Das dermonekrotische Toxin aus Pasteruella multocida (DNT oder PMT), auf dessen Struktur
das RRSP-Homologiemodell basiert, tragt eine katalytische Triade, &hnlich einer
Cysteinprotease (Cys-His-Asp) in seiner C-terminalen Domane (C3)63, Allerdings beruht die
toxische Wirkung dieser Anordnung nicht auf einer proteolytischen Spaltung, sondern auf der
spezifischen Desaminierung von Ga-Untereinheiten, also G-Protein-gekoppelter
Rezeptoreni® (s. Tabelle 2). Eine entsprechende C3-Domane findet sich in RRSP nicht. Es
bleibt unklar, welche funktionelle Rolle die C2-Doméne in PMT spielt, da in diesem Teil bisher
keine enzymatische Aktivitat identifiziert werden konnte. Fir weiterflihrende Einsichten wurde
ein Vergleich der Doméanenarchitektur sowie der Primarstruktur zwischen PMT und RRSP
aus Vibrio vulnificus (Vv) und weiteren verwandten Effektordoméanen aus MARTX-Toxinen

anderer Organismen bemiht (s. Abbildung 44A, B). In der Sequenzregion der katalytischen
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Glutamatreste wird deutlich, dass die Sequenzen der einzelnen RRSPs groRe Ahnlichkeit
aufweisen, wahrend betrachtliche Unterscheide zur PMT-Sequenz deutlich werden.
Interessanterweise zeigen sich in den homologen Positonen von E3900 und E3930 aus
RRSPy, in fast allen verglichenen Spezies konservierte Aminosauren mit Carboxylgruppen.
PMT weist an diesen Positionen je ein Asparagin (statt E3900) und Serin (statt E3930) auf.
Da diese nicht in einer Serinprotease-artigen Anordnung positioniert sind, ist davon
auszugehen, dass diese Positionen keine proteolytische Aktivitat aufweisen. Hervorzuheben
ist die Protease aus Photorhabdus asymbiotica (RRSPp,), fur die proteolytische Aktivitat an
Ras in vitro nachgewiesen wurde!*®, obwohl lediglich (das katalytisch bedeutendere) E3930
konserviert ist. Die E3900v,-Position wird hier durch ein Threonin eingenommen, von dem
kein entscheidender Beitrag zur Katalyse zu erwarten ist, wenn man die Toxizitat der
E3900Qw-Mutante bertcksichtigt  (s. Abbildung 35B). Ob RRSPps damit eine
Glutamatprotease darstellt, die mit lediglich einem Carboxylrest im aktiven Zentrum
funktionsfahig ist, oder ob andere Reste die Funktion von E3900v, komplementieren kénnen,
bleibt unklar. Eine entsprechende E3900Ty, Mutante kdnnte hier weiteren Aufschluss geben.
Ebenfalls von Interesse ist das Beispiel des RRSP-Effektors aus Photorhabdus luminescens
(RRSPpj), in dem beide Glutamate durch Aspartatreste substituiert sind. Ebenfalls konnte eine
entsprechende Doppelmutante (E3900D/E3930Dvy) hier weitere Einsichten in die
katalytischen Unterschiede und Varianten dieser homologen Effektoren liefern, da bisher
keine Aktivitat von RRSPp an einem GTPase-Substat beschrieben wurde. Neben PMT weist
lediglich der Effektor aus dem MARTX-Toxin des entfernten Verwandten
Xenorhabdus nematophila (Xn) keinen Saurerest in der E3930v,-Position auf (hier ein Glycin).
Ob das zu E3900v, homologe Aspartat aus X. nematophila eine proteolytische Ras-Spaltung
katalysieren kann, bleibt fraglich. Diese Vergleiche weisen unterstiitzend darauf hin, dass das
identifizierte katalytische Zentrum aus RRSPy, auch in nahe verwandten Effektoren anderer
Spezies aus zwei Glutamaten (mit Variantionen in E3900y,) konstituiert wird.

Die Evaluierung weiterer konservierter Positionen in der Region des aktiven Zentrums geben
Aufschluss Uber mdgliche Elemente der Substraterkennung. Betrachtet man die Lage der
streng konservierten Reste sowie die Aminosauren mit chemisch @hnlichen Eingenschaften
in relativer Nahe zu den katalytischen Glutamaten in dem RRSPv,-Modell, l&sst sich eine
mogliche Substratbindetasche nadher eingrenzen (s. Abbildung 44B, C). Die Mehrheit der
konservierten Aminosauren gruppiert sich tatsdchlich um die katalytische Dyade. Dabei fallt
auf, dass E3930 uber potenzielle Wasserstoffbriickenbindugnen zu den Resten H4030 und
Y4000 koordiniert wird, wobei nur das Tyrosin streng konserviert ist. Potenzielle
Koordinationspartner fir E3900 wurden nicht registriert.

Die nachgewiesene Spaltaktivitdt an Peptidsubstraten (s. Abschnitt 3.5.2.) legt nahe, die
Substratbindung der switch I-Peptidstruktur im Kontext der moglichen Bindetaschen (S3-S3°)

zu evaluieren. Das Hexapeptid -DEYDPT- wurde als Modellsubstrat gewabhilt.
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in silico-Modell
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Abbildung 43. Auswahl katalytischer Zentren von Carboxyl-Endopeptidasen im Vergleich. Linke
Spalte: Ubersicht des jeweiligen Enzyms in der Banderdarstellung mit PDB Zugangsnummern. Weil:
a-Helices und Loops; Grautdne: p-Faltblatter. Mittlere Spalte: VergréRerung des aktiven Zentrums mit
den an der Katalyse beteiligten Resten als Stabmodell. Farbige Kugeln: Glu-Ca (rot); GIn-Ca (hellblau);
Asp-Ca (grau); modelliertes Wasser-Nukleophil (blau). Rechte Spalte: Formelles Schema der jeweili-
gen Katalyseanordnung. Weinrot: zu spaltende Peptidbindung. A. RRSP in silico-Modell mit einem
bisher nicht beschriebenen katalytischen Zentrum bestehend aus einer Glutamat-Dyade. B Scytalido-
carboxyl Peptidase B (SCP-B) aus Scytalidium lignicolum mit eienr Glu/GIn-Dyade?'°. C Homotrimer
aus dem Genprodukt 12 des Bacillus Bakteriophagen ¢29 mit einer autokatalytischen Glu/Asp-
Dyade?'?, D Lipoprotein-Signalpeptidase Il (LspA) aus Pseudomonas aeruginosa mit einer Asp-
Dyade?®3,

Trotz stellenweiser Inkonsistenzen des postulierten Substratbindemodells kann es als
Arbeitsmodell dienen und helfen, Hypothesen fir weitere biochemische Untersuchungen zu
entwickeln, bis proteinkristallografische oder andere Strukturanalysen ein detailiertes
molekulares Modell der Interaktion zwischen Ras und RRSP liefern. In silico wurden hieran
geringflgige manuelle Anpassungen der Seitenkettenkonformation vorgenommen, wenn
diese zu attraktiven Interaktionen mit RRSP-Seitenketten fiihrten (PyMOL Software). Hierbei
2,6-3,6 A als Abstandsbereich attraktiver
Wechselwirkungen angenommen (s. Abbildung 44C-E).

wurde ein Interaktionsradius zwischen
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Abbildung 44. Postulierte Substratbindung und Katalysemechanismus der proteolytischen
Spaltung von Ras durch die Carboxyl-Endopeptidase RRSP. A Die Effektordomanenarchitektur
von RRSP enthaltenden MARTX Toxine aus verschiedenen Spezies: Xenorhabdus nematophila (Xn);
Photorhabdus luminescens (Pl); Photorhabdus asymbiotica (Pa); Yersinia kristensii (YK); Aeromonas
hydrophila (Ah); Vibrio splendidus (Vs); Vibrio vulnificus (Vv); Pasteurella multocida Toxin (PMT). Die
sequenzbasierte Verwandtschaft der Proteine ist links durch einen phylogenetischen Baum dargestellt.
Die RRSP-Domane ist in orange hinterlegt und der Bereich der identifizierten Reste des aktiven Zent-
rums ist durch einen roten Balken und Dreiecke hervorgehoben. Durch ein rotes Sternchen gekenn-
zeichnete sind Toxine, deren proteolytische Aktivitat an Ras experimentell in vitro bestatigt wurde'8,
B Sequenzvergleich der Toxine aus A im Bereich der identifizierten katalytischen Glutamate (E3900;
E3930, rot hinterlegt, rote Kreise) sowie zwei weitere konservierte Regionen der Substratbindung (ab-
gestuft in blau hinterlegt). Die aa-Indizierung referenziert auf MARTXw (rosa hinterlegt). Die vorherge-
sagten Sekundarstrukturen (SSwmodei) der aa-Sequenz sind unterhalb des Sequenzvergleichs darge-
stellt. C In silico RRSP-Strukturhomologiemodell mit den Aminosauren der Region des aktiven Zent-
rums hervorgehoben als Stabdarstellung. Unten: Vergro3erung der switch I-Peptidbindetasche zwi-
schen der C2A und C2B Doméne ohne gebundenes Substrat. Konservierte Reste aus dem Sequenz-
vergleich unter B sind hellblau hervorgehoben. Das tiefgestellte P der Aminosaureindexierung steht fir
Protease. Die Ca-Atome der katalytischen Glutamate sind als rote Kugeln dargestellt. Blaue Kugel:
koordiniertes Wasser-Nukleophil. D Postulierte Ras-Bindung (dunkelgrau) an das RRSP-Strukturmo-
dell aus C. Magenta: switch-Regionen. Unten: VergroRerungsausschnitt der Substratbindetasche wie
in C, mit dem ausgerichteten switch | Hexapeptid (P3-P3‘, magenta Stabmodell). Interaktionen zwi-
schen 2,6-3,6 A gelb gestrichelt angezeigt. Abweichende Distanzen sind angegeben. E VergréRerung
der Ras-Bindung (switch-Regionen und Interswitch) aus D an der RRSP Oberflache. Gestricheltes
Oval: Region sterischer Zusammenstt3e zwischen Ras und dem RRSP-Modell. Weitere Legende
siehe C und D. F Postuliertes formelles Schema des katalytischen Mechanismus sowie der Substrat-
bindung in RRSP. Magenta: switch | Peptid; schwarz/grau RRSP-Reste der Substratbindetaschen S3-
S3.

Tatsachlich lassen sich auf diesem Wege fiir alle Reste des Hexapeptidsubstrates mogliche
polare Wechselwirkungen identifizieren. Zwei prominente Reste in diesem Zusammenhang
sind H3931 und R4001. Wahrend das Arginin durch den Kontakt zum Y32ras €in Kandidat fur
die S1-Bindetasche ist, bildet das Histidin in direkter Nachbarschaft zum katalytischen E3930
zwei polare Kontakte zu den Sé&ureresten von P2 (E31lgras) und P1° (D33ras) aus. Damit
konstituiert H3931 potenziell gleichzeitig zwei Substratbindetaschen (S2; S1°) und ware
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demnach ein wichtiges Element der Substratbindung. Bei Mutationsstudien wurde H3931A
im Hefetoxizitdtsnachweis bereits evaluiert, dabei allerdings nicht als signifikante Position
erkannt!l’. Die geringe Sensitivitdt der experimentellen Anordnung in Hefe scheint daher
wenig geeignet fir eine entsprechende Evaluierung, wie im Fall der E3900Q-Mutante
ebenfalls deutlich wird (s. Abbildung 35B). Die weitere Charakterisierung potenziell
bedeutender Reste sollte daher in in vitro-Nachweisverfahren erfolgen. Die Konstellation des
Ras-Peptids in Kontakt mit den gegentberliegenden Positionen H3931 und R4001 errinnert
an eine Streckbank, bei der das Y32ras den Kopf und die beiden benachbarten Saurereste
die Gliedmal3en eines Gefolterten reprasentieren.

In diesem Modell wird P34ras (P2°) in einer Tasche beherbergt, die durch das konservierte
G4027 aufgetan wird. Auch die beiden weiteren Substratpositionen D30ras Sowie T35ras (P3
bzw. P3‘) werden von RRSP-Resten kontaktiert. Allerdings handelt es sich hierbei um nicht-
konservierte Aminosauren. Die Evaluierung von Struktur-Funktions-Beziehungen der hier
postulierten Substratbindung muss in weiterfihrenden Studien Uber Mutationsanalysen
erfolgen. Erste Einsichten zur Bedeutung der P2-P1‘ Positionen in Peptidsubstraten wurden
durch Ala-Substitutionsanalysen des Ras-switch |-Peptides durch Jonathan Kordon?'4
(Fachbereich fiir Proteinchemie, Prof. Itzen TUMX) sowie Biancucci und Kollegen?!® geliefert.
Hierbei fihrte die Ala-Substitution jeder einzelnen Aminosaure bereits zu einem nahezu
vollstandigen Riickgang der Umsatzraten verglichen mit dem WT-Peptid. Die Ubertragung
der Peptidsubstratbindung an RRSP auf das vollstandige Ras, deckt eine Region sterischer
Konflikte im Bereich der Ras-Nukleotidbindung auf. Speziell sind es die GTPase-Motive G4
sowie G5, die mit beiden Teilen der RRSP-C2-Domane kollidieren (s. Abbildung 44F). Sowohl
die switch |- als auch die switch II-Region fligen sich passgenau an das RRSP-Modell an und

zeigen keine vergleichbaren Konflikte.

* Die Experimente von JK wurden unter Anleitung des Autors im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuhrt.
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4.5.Die Enzymatik der Proteasen GtgE und RRSP

Die untersuchten Proteasen GtgE sowie RRSP erkennen spezifisch sehr &hnliche GTPasen
in der Zelle weisen aber in allen weiteren Aspekten ihrer Biologie grof3e Unterschiede auf.
Wahrend GtgE mit einer Cystein-Triade agiert, scheint RRSP Uber eine Glutamat-Dyade im
aktiven Zentrum zu verfligen. Die Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften zeigte
zunéachst eine sehr ahnliche proteolytische Effizienz beider Proteasen, mit einem Kea/Km im
Bereich von 5-8-10° M-1s™%, Beides sind demnach effiziente Enzyme bei der spezifischen Spal-
tung kleiner GTPasen.

Die Bestimmung eines echten Ky und Kkea fir GtgE anhand einer Michaelis-Menten-Kinetik
uber einen Gel-Shift-basierten Aktivitatsnachweis stellte sich als schwierig heraus. Die hohe
Substrataffinitéat mit einem Kp ran:cige VON ca. 0,1 puM erfordert Rab-Konzentrationen im nano-
molaren Bereich, wobei die densitometrische Nachweismethode an ihre Detektionsgrenzen
stodt. Um die kinetischen Enzymparameter trotzdem ndherungsweise zu bestimmen, trifft
man die Annahme, dass die ermittelte Dissoziationskonstante (Kp ran:cige) €twa der Michaelis-
Konstante entspricht. Damit erreicht GtgE eine maximale Umsatzrate (Kcaicige) VON etwa
0,05 s (s. Abbildung 12A, B und Abbildung 14). Der Vergleich von ke und Ky beider Pro-
teasen deckt auf, dass sie in unterschiedlichen Regimen arbeiten: wahrend GtgE mit einem
niedrigen Ky im Bereich von naherungsweise 0,1 uM bereits bei geringen Substratkonzent-
rationen maximale Sattigung erreicht, weist RRSP einen Ky von ca. 88 uM auf und erreicht
damit seine maximale Sattigung (vVmax), also etwa bei 900-mal hoheren Substratkonzentratio-
nen als GtgE (s. Tabelle 3). Allerdings weist RRSP mit einem ke von 68 s eine etwa
1300-fach héhere maximale Umsatzrate im Vergleich zu GtgE auf und kompensiert auf diese
Weise die niedrige Substrataffinitat. Diese unterschiedlichen Arbeitsregime reflektieren még-
licherweise den Umstand, dass GtgE eine Diskriminierung beim Aktivitatszustand seiner
GTPase-Substrate vornimmt und RRSP dies nicht tut. Die Selektion zu hohen Substrataffini-
taten bei GtgE konnte der Konkurrenzsituation mit GDI geschuldet sein, da GtgE mit GDI in
direktem Wettbewerb um die Bindung an membranassoziiertes Rab:GDP steht. Die relativen
Konzentrationen der Proteasen zu den GTPase-Substraten in der Zelle sind aufgrund der
Membranbindung beider Enzyme wahrscheinlich relativ hoch, was ein weiteres Merkmal ei-
ner effektiven Peptidspaltung darstellt.

Die Umsatzrate von Proteasen wird unter anderem durch die Polarisierbarkeit des Nukleo-
phils im aktiven Zentrum bestimmt. Bei Serin- und Cysteinproteasen (aber auch bei vielen
anderen Enzymen) befindet sich das katalytische Nukleophil haufig am N-Terminus einer
a-Helix, das durch seinen Helixdipol den pKs-Wert von Alkohol- bzw. Thiolnukleophilen her-
absetzt, wodurch diese leichter polarisiert werden kénnen?'6217, In der GtgE-Struktur tGber-
nimmt diese Funktion die Thiolgruppe in C45 an der Spitze der katalytischen‘ Helix a1 (aa 45-

54) (s. Abbildung 17, 18). Dies ahnelt der katalytischen Anordnung, wie sie in der Cystein-
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Protease Papain (MEROPS ID: C01.001) zu finden ist, obwohl beide Proteasen in der Ge-
samtbetrachtung eine unterschiedliche Faltung aufweisen!46:218, Der Helixdipol steigert somit
den nukleophilen Charakter der katalytischen Thiolgruppe und erhéht damit die enzymatische
Leistungsfahigkeit von GtgE.

Eine vergleichende Betrachtung der katalytischen Effizienz von RRSP im Hinblick auf Peptid-
und Proteinsubstrate lag nicht im Fokus dieser Arbeit, ware aber in Bezug auf die Signifikanz
einzelner Ras-Positionen innerhalb sowie aufRerhalb der Substratbindetasche aufschluss-

reich.

Tabelle 3. Vergleich enzymatischer Parameter von Proteasen ausgewahlter Pathogene*. Die Auf-
listung ist zweigeteilt in Enzyme mit allgemeiner Saure-Base-Katalyse (Carboxyl-, Metalloproteasen;
blau/weil}) sowie Cysteinproteasen, die einen Acyl-Enzym-Komplex eingehen (griin/weil3). Diese Auf-
listung ist nicht abschlieRend. n.b.: nicht bestimmt; d.A.: diese Arbeit.

Protease Kat. Typ** R de-
(Organismus) oo /Fam“e/ keat (51 Km (UM) Ko (UM)  kea/Km (Ms)  Quelle
RRSP Glutamat RS

N s e 68,0 88,0 n.b. 7.7-10 dA.
(Sscig_g?]icolum) %‘ﬁg‘ﬁt 0,03-200 0.1-4,6 nb  0,02-36,3-10° 211
Anthrax Lethalfaktor Metallo 105 219
(B. anthracis) IMA/M34/ el 2 L 2,310

Neurotoxin A Metallo A7 220
(C. botulinum) mamzz 2208 7.0 n.b. 3,210
Plasminogenaktivator Aspartat 104 221
Pla (Y. pestis) /AF/A26) %0085 015 LD 2,310

revoper s a a rew
GtgE Cystein # 105

(s. Typhimurium) ICAIC102/ e n.b. ot oA ah
(5;323232;"'” /8{7&6"{7‘ , 001:089 6612 nb.  001-12,8-10* 2234
g“(fr'ﬁfz":)” /%f/t(e;T/ 05152 21-132 nb.  0,43-29,810° 185¢
Napeitse  Odh o @ b i o

*Recherche erfolgte Giber die Enzymdatenbank BRANDA (brenda-enzymes.org), alle Daten beziehen sich auf die
Wildtyp-Enzyme; **Klassifizierung nach der MEROPS Datenbank; * Charakterisierung erfolgte anhand verschie-
dener (chromogenen) Peptidsubstrate. “Bestimmung anhand der GtgE Mutante C45A.

Ein weiterfihrender Vergleich mit Proteasen aus anderen Pathogenen (Bakterien, Viren, Pro-
tozoen), die als Virulenzfaktoren oder Toxine auftreten, hilft die ermittelten enzymatischen
Parameter in einem breiteren Kontext einzuordnen (s. Tabelle 3). Die Auswahl der Proteasen
wurde u.a. anhand der medizinischen Relevanz der Pathogene, der Natur des katalytischen
Zentrums sowie der Signifikanz der Protease in Wirt-Pathogen-Interaktionen getroffen. Sie
wurde begrenzt durch die Verfligbarkeit quantitativer Daten, weswegen z.B. die Rho-spezifi-
sche Protease YopT aus Yersinien (s. Abschnitt 1.4.3.) nicht aufgefuhrt ist. Eine Schwierigkeit
beim Vergleich der quantitativen Daten liegt in der Heterogenitét der verwendeten Substrate
in den einzelnen Studien. Besonders bei weniger spezifischen Proteasen werden zur Cha-
rakterisierung der Substratspezifitiat eine Vielzahl von Peptiden herangezogen, um einen en-

zymspezifischen Aktivitdtsbereich abzubilden. Zur Vereinfachung wird im Folgenden mit den
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Mittelwerten der jeweiligen Daten argumentiert. Der Vergleich der katalytischen Effizienzen
von RRSP mit Proteasen, die eine ahnliche Katalyse betreiben, zeigt eine durchschnittliche
Effizienz von RRSP. Bis auf RRSP und das unterdurchschnittlich effiziente Retropepsin aus
dem HI Virus scheinen alle anderen Proteasen dabei in einem Regime mit moderatem bis
geringem Ky (0,15-7 uM) zu funktionieren. Bein den kca-Werten bilden sich zwei Gruppen
heraus, wobei einige Enzyme hohe Umsatzraten aufweisen (RRSP; SCP-B; Neurotoxin A)
und alle anderen Proteasen eine mindestens 100-fach geringere maximale Umsatzrate zei-
gen. Im direkten Vergleich zur einzigen quantitativ beschriebenen Glutamatprotease SCP-B
aus Scytalidium lignicolum zeigt RRSP eine vergleichbare enzymatische Effizienz, wobei
SCP-B einen deutlich geringeren Ky aufweist (s. Tabelle 3).

Der Vergleich von GtgE mit anderen Cysteinproteasen aus Pathogenen zeigt eine geringere
Varianz in den katalytischen Effizienzen als bei den Carboxyl- und Metalloproteasen (Kca/Km
103-10° M1s1). GtgE ist am oberen Ende dieser Skala einzuordnen, weil es im Vergleich zu
allen anderen Enzymen einen auf3erordentlich geringen Ky (bzw. Kp) aufweist.
Zusammenfassend zeigt sich, dass beide untersuchte Proteasen effiziente Enzyme sind die
sich entweder durch einen besonders geringen (GtgE) oder hohen (RRSP) Ky auszeichnen.
Beide zeigen eine vergleichbare Effizienz zu anderen Proteasen aus Pathogenen mit ahnli-

chen katalytischen Zentren.
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5. Ausblick

Die proteolytische Modifikation kleiner GTPasen ist eine PTM, die von nur wenigen Enzymen
aus Pathogenen bekannt ist. Die Auswirkungen der Proteolyse wurden bisher nicht oder nur
unzureichend beschrieben. Erste biochemische sowie biophysikalische Analysen aus dieser
Arbeit weisen die ortsgerichtete, proteolytische Spaltung als ein effektives Mittel der Inakti-
vierung und Destabilisierung kleiner GTPasen aus. Um ein umfassendes Verstandnis tber
die Auswirkungen der Modifikation zu gewinnen sollten in weiteren Studien die funktionellen
Auswirkungen der Proteolyse auf Protein-Protein-Interaktionen zwischen GTPasen und ver-
schiedenen Effektoren oder Regulatoren quantitativ vergleichend untersucht werden. Konkret
wiurde sich hier Ras mit RRSP als Model-System anbieten, da sowohl Regulatoren (GEF: u.a.
z.B. SOS, GAP: z.B. RasGAP) als auch Effektoren von Ras (Ras-Bindedomé&nen verschie-
dener Proteine) Uber rekombinante Expression dargestellt werden kénnen und in der Literatur
vielfach beschrieben sind. Im Ras-RRSP-Modell lieRen sich Uber den hier etablierten Fluo-
reszenz-basierten Proteolysenachweis verschiedene weitere Parameter quantifizieren. Bei-
spielsweise waren der Einfluss der Spaltung auf die Reaktionsgeschwindigkeiten der GEF-
bzw. GAP-vermittelten Ras-Aktivierung bzw. Inaktivierung von Interesse. Neben qualitativen
Bindestudien (z.B. tber aSEC oder Y2H) wéren auch vergleichende Strukturanalysen tber
NMR-Titrationsexperimente wiinschenswert, um auch lokal auftretende strukturelle Anderun-
gen zu erfassen und zu quantifizieren, da kleine GTPasen fir NMR-Methoden ideal geeignet
sind. Es wére in diesem Zusammenhang sinnvoll &hnliche Studien auch fur das Rab32-GtgE-
Modell durchzufihren. Abschlielende Analysen im Rab-GtgE-Modell kdnnten an der etab-
lierten Komplexstruktur, den vorgelegten Mutationsanalysen sowie entwickelten Hypothesen
anknupfen und sich den offenen Fragen nach den entscheidenden molekularen Determinan-
ten der Rab- und Nukleotidspezifitat von GtgE widmen. Die vergleichende proteolytischen
Effizienz beider Proteasen fur alle bisher beschriebenen Substrate kdnnte Aufschluss tber
eine mogliche Proteinsubstratpraferenz geben.

In weiteren Experimenten zu RRSP muss das identifizierte aktive Zentrum der Glutamat-
Dyade ebenfalls in humanen Zellexperimenten evaluiert werden. Die postulierte Substratbin-
dung sollte sowohl durch aktivitatsbasierte Mutationsanalysen an Ras als auch RRSP evalu-
iert und mit der proteinkristallographischen Analyse eines Enzym-Substrat-Komplexes aufge-
klart werden. Letzteres bedingt eine Vielzahl von Teilschritten: zunachst muss eine vollstan-
dig inaktive RRSP-Mutante etabliert werden, um die Ras:RRSP Interaktionen in der Substrat-
bindetasche auch mit ungespaltenem Ras studieren kénnen. Um einen Enzym-Substrat-
Komplex zu generieren, muss das Problem der geringen Affinitat zwischen Ras und RRSP
(~90 pM) Gberwunden oder umgangen werden. Hierzu bietet sich eine ortsspezifische kova-
lente Verbriickungsstrategie an, um den schwachaffinen Ras:RSSPwuan-Komplex in mog-
lichst nativer Konformation zu stabilisieren. Eine Mdglichkeit, einen solchen Komplex zu ge-

nerieren, ware zunachst die Einfiihrung einer unnatirlichen, thiolreaktiven Aminosaure in Ras
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durch genetische Code-Erweiterung tber die Methode der Amber Codon-Unterdriickung?2®.
Eine solche Ras-Sonde (Ras mit inkorporierter unnatirlicher Aminosaure; Ras-UAA) kdnnte
mit der Thiolgruppe aus Cystein eine spezifische, Kontakt-vermittelte Reaktion eingehen (das
sog. proximity-enabled protein crosslinking)??6. Eine erfolgversprechende Methode wurde
kirzlich beschrieben, bei der ein schwachaffiner Protein-Komplex durch die Einfihrung einer
Bromoalkyl-enthaltenden unnatirlichen Aminosaure in Rab1l stabilisiert werden konnten??’.
Ein Vorteil dieser Strategie im Fall von RRSP ist, dass es keine natirlichen Cysteine in seiner
Priméarstruktur aufweist und damit jedes eingefuihrte Cystein einzigartig ist. Die Positions-
paare moéglicher Quervernetzungen kénnen lber das beschriebene Ras:RRSP-Bindemodell
ausgewahlt werden (s. Abbildung 43). In einem zu etablierenden Lysat-basierten Schnelltest

kénnten rekombinante Ras-Sonden mit RRSP-Cystein-Mutanten (RRSPc1,...cn) kombinato-

risch auf die Bildung eines terndren Ras-uAA:RRSPcx-Komplexes evaluiert werden.

Die kristallographische Strukturanalyse des gewonnen Komplexes kdnnte zunachst ein de-
tailliertes Bild der Ras:RRSP-Interaktionen auf molekularer Ebene liefern und ggf. das hier
entwickelte Ras-Bindemodell korrigieren oder vervollstandigen. Die gewonnenen Einsichten
wuirden helfen, die hohen Umsatzraten von RRSP und die geringe Affinitat sowie die Sub-
straterkennung im Detail zu verstehen.

Uber den Rahmen der Grundlagenforschung hinaus hat RRSP durch seine hohe Potenz als
spezifisches Zellgift eine gewisse Signifikanz als potenzielles Krebstherapeutikum??8, Die Er-
kenntnisse aus der Strukturanalyse konnten helfen RRSP als Therapiekandidaten zu etablie-
ren. Ein molekulares Verstandnis der Substraterkennung kdnnte es ermdglichen, die Sub-
stratspezifitdt von RRSP Uber eine Strategie der gerichteten Evolution??® selektiv auf eine
andere kleine GTPase zu richten. Dies wiirde die Zahl der therapeutischen Anwendungsmog-
lichkeiten drastisch erh6hen, indem man RRSP als Stammhalter neuartiger, spezifischer Pro-
teasen etabliert, die selektiv gegen verschiedene GTPasen gerichtet werden kdénnten. Solche
molekularen Werkzeuge hatten sowohl in der Grundlagenforschung als auch in der klinischen
Anwendung ein gro3es Potenzial um zukuinftig die Funktionen und Regulationsprinzipien klei-

ner GTPasen besser zu verstehen und neuartige Therapieansatze zu entwickeln.
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6. Material und Methoden

6.1.Material

Die verwendeten Materialien wurden aus folgenden Quellen, geordnet in alphabetischer

Folge, bezogen:

Tabelle 4: Register aller kommerziellen Quellen verwendeter Materialien: Chemikalien und Rea-
genzien (), Verbrauchsmitteln () sowie Instrumentenhersteller und Softwareanbieter ().

Kommerzielle Quellen verwendeter Materialien*

Agilent, Waldbronn, D [}

Alfa Aesar, Karlsruhe, D [|j

AppliChem, Darmstadt, D

Atto-tec, Siegen, D

Beckman Coulter, Brea, CA, USA |}
Berrytec, Griinwald, D |

Binder, Tuttlingen, D [|j

BioRad, Miinchen, D [§

Bischoff Chromatographie,
berg, D [}

Brand, Wertheim, D [l |}

Leon-

Branson, Furth, D [Jj

Braun, Melsungen, D [
Carbosynth Ltd., Berkshire, UK

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Constant systems, Low March, UK l

Corning, Lowell, MA, USA ||

Eppendorf , Hamburg, D [}
Fisher Scientific, Carlsbad,CA, US

Fluka, Sigma Aldrich, Steinheim,
D

GE Healthcare, Freiburg, D ||}

Heidolph, Schwabach, D [}
Hellma, Millheim, D [}

Heraeus, Hanau, D [}

Horiba Jobin Yvon, Fukuoka, J [}

Integrated DNA Technologies,
IDT, Leuven, B

Jasco, Easton, MD, USA [}
Jena Bioscience, Jena, D

Kern, Balingen, D [}

Labnet international, Edison, NJ,
usall

Leica, Wetzlar, D [}
Leybold, Kéin, D ||}

Lonza AG, Basel, CH

Malvern

uk il

Merck Millipore, Cork, IRL [l

Instruments, Malvern,

NanoTemper, Minchen, D i |

New Brunswick Eppendorf, Ham-
burg, D

New England Biolabs (NEB), Ips-
witch, MA, US

Pharmacia, Uppsala, S [}
Phenomenex, Aschaffenburg, D l
Promega, Mannheim, D [

Roche, Penzberg, D

Sarstedt, Niimbrecht, D i
Serva, Heidelberg, D
Shimadzu, Tokio, J

Sigma Aldrich, St. Louis, MI, US [l

Sigma Laborzentrifugen, Osterode
am Harz, D ||}

StarLab, Hamburg, D [
Systec, Linden, D i
Thermo Scientific, Wilmington,

usall B

VWR Amresco, Solon, Ohio, US

VWR Prolabo Chemicals,
Leuven, B

VWR, Radnor, PA, USA

* Im Weiteren werden als Abkirzungen lediglich die in kursiv gestellten Firmenbezeichnungen verwendet.

6.1.1.Chemikalien

Der Reinheitsgrad aller eingesetzten Chemikalien betrug mindestens 99 % (reinst. (lat.: pu-

rissimum) oder zur Analyse geeignet (lat.: pro analysis; p.a.)), soweit nicht anders angege-

ben. FiUr die Herstellung von Pufferlésungen sowie Nahrmedien wurde doppelt-destilliertes

Wasser (4dH20) verwendet. Im Folgenden werden haufig verwendete Chemikalien aufgefuhrt.

Pufferldsungen fir die chromatographische Anwendungen wurden filtriert (40 um Aus-

schluss) und entgast.
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Tabelle 5: Auffihrung haufig verwendeter Chemikalien mit Herstellerangaben.

Chemikalien Hersteller Chemikalien Hersteller
Acetonitril Fisher Scientific | HEPES Natriumsalz Carl Roth
Agarose fur die Molekularbiolo- Serva Isopropyl-B-D-thiogalacto- Carbosynth
gie pyranosid (IPTG)

Ameisensaure Fluka Isopropanol, biology grade VWR Prolabo
Ammoniumpersulfat (APS) VWR Amresco | Magnesiumchlorid VWR Prolabo
B-Mercaptoethanol (BME) VWR Prolabo mant-GDP Jena Bioscience
Bromphenolblau Alfa Aesar mant-GTP Jena Bioscience
Coomassie® Brilliant Blau R-250  AppliChem Methanol Fluka
di-Natriumhydrogenphosphat Carl Roth Natriumazid Alfa Aesar
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka Natriumchlorid VWR Prolabo
1,4-Dithiothreitol (DTT) Carl Roth Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth
Essigsaure VWR Prolabo Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth
Ethanol, biology grade VWR Prolabo Natriumhydroxid Carl Roth
Ethanol, technisch TUM  Versor- | Nickelsulfat Hexahydrat Carl Roth
EDTA Natriumsalz AppliChem Phenylmethylsulfonylfluorid  VWR Amresco
D-Glukose Carl Roth Salzsaure VWR Prolabo
L-Gluthathion (GSH) Carl Roth TBA Br Alfa Aesar
Glycerin Carl Roth TEMED VWR Amresco
Glycin Carl Roth Trifluoressigséaure (TFA) Carl Roth
Guanidiniumhydrochlorid VWR Prolabo TRIS-HCI Carl Roth
Guanosin-5-[(B,y)-imido]-Tri- Jena Xylencyanol AppliChem
phosphat (GppNHp)

Guanosin-5‘-Diphosphat (GDP)  Carbosynth

Guanosin-5'-triphospat (GTP) Carbosynth

6.1.2.Enzyme, Reagenzien, Antibiotika und Standards

Alle Enzyme wurden bei -20°C gelagert und in den vom Hersteller bereitgestellten Puffer so-

wie der empfohlenen Konzentration eingesetzt.

Tabelle 6: Auffihrung der verwendeten Enzyme, Reagenzien, Antibiotika sowie Referenz- und
GroRenstandards mit Herstellerangaben.

Enzyme

Reagenzien

Alkalische Phosphatase
DNAse | (lyophilisiert)

Lysozym (lyophilisiert)
PreScission Protease
Q5®-DNA Polymerase
Quick Ligase
Restriktionsenzyme
T4-DNA Polymerase
OneTag DNA Polymerase
TEV Protease

Trypsin (MS grade)
Farnesyl Transferase (a/B)
Geranylgeranyl Transferase

NEB

Appli-
Chem

Roth
AG ltzen
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB

AG ltzen
Sigma
AG ltzen
AG ltzen

Gelstar-DNA Férbeltsung
SYPRO®-Orange Protein stain

1,2-epoxy-3-(pnitrophenyoxy)propane

(EPNP)

Dimethylamineborane Komplex

(ABC; 97%)

Formaldehyd-L6sung (37% aq.)

ATTO488-Maleimid
Farnesylpyrophosphat (FPP)

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP)

Bradford-Lésung (amresco)
Pepstatin A
DNA-Farbelosung (Stain G)
E-64 (Protease Inhibitor)

Lonza
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma
Atto-tec
Sigma
Sigma
VWR
Roche
Serva
Sigma
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Antibiotika (finale Konzentration) Referenzstandard
Ampicillin 126 pg/ml AppliChem Protein Test Mixture 6 (SDS-PAGE) SERVA
Chloramphenicol* 34 ug/mi AppliChem 1kb-DNA Leiter NEB
Kanamycin 50 pg/mi AppliChem Gelfiltrationsstandard (#1511901) BioRad
HPLC G-Nukleotid Standard AG ltzen

(je 50 uM GMP,GDP,GTP 0. GppNHp)

* Stocklosung in Ethanol

6.1.3.Bakterien-, Hefestamme, Zelllinien und Plasmide

Alle verwendeten Zellen wurden entsprechend den Herstellerangaben oder den Empfehlun-
gen der ATCC (American Type Culture Collection) kultiviert. Lediglich nicht genetisch veran-
derte Zellen wurden fur die Langzeitlagerung prapariert. Bakterielle Kryo-Stocklésungen wur-
den mit 30% (v/v) Glycerin in LB-Medium mittels flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert. Ubernachtkulturen der Hefestamme wurden fir die Langzeitlagerung mit 50%
Glycerin (v/v) in YAPD-Medium langsam auf -80°C eingefroren und gelagert. Bakterien und
Hefestamme wurden auf geeignete Nahrboden ausgestrichen und bei 37°C bzw. bei 30°C
kultiviert bevor Experimente ausgehend von einer Einzelkolonie gestartet wurden. Menschli-
che Zelllinien wurden in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) mit 10% FCS (Fetales
Kalberserum; engl. fetal calf serum) in flissigem Stickstoff schockgefroren und gelagert. Fir
die Anzucht wurde ein Aliquot in 50 mL DMEM (+10 % FCS) angeimpft und mit 5% CO; bei
37°C kultiviert.

Tabelle 7: Auflistung aller verwendeten Bakterien-, Hefestdmme sowie Zelllinien und ihre Quel-

len.

Bakterienstamm

Genotyp

Quelle

E. coli BL21 (DE3) RIL

E. coli Rosetta2 (DE3)

E. coli Machl

E. coli XL1 blue

Salmonella ssp. Typhi-
murium strain SL1344

B F— ompT hsdS (rB— mB-) dcm+ Tetr
gal A(DE3) endA Hte [argU ileY leuwW
(Cam®)]

F- ompT hsdSB(rs- ms-) gal dcm (DES3)
pPRARE2 (CamR)

ArecA1398 endAl tonA
®80AlacM15 AlacX74 hsdR(rk-mk+)

endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac
gIinV44 F'[ ::Tn10 proAB+ laclq
A(lacZ)M15] hsdR17(rk- mk+)

Basiert auf dem Referenzstamm mit der
Taxonomy ID: 216597

Stratagene, Agilent Technolo-
gies, Waldbronn, D

Novagen®, Merck KGaA,
Darmstadt, D

Invitrogen®, Thermo Fisher
Scientific, MA, USA

Stratagene, Agilent Technolo-
gies, Waldbronn, D

Dr. Daniel Humphreys, Univer-
sity of Sheffield, Sheffield, UK,

AgtgE AgtgE vormals Cambridge University

Hefestamm Genotyp Quellet

AGal L40 MATa ade2A0 his3A0 leu240 trp140 ATCC® MYA-3332™
LYS::lexA-HIS3 URA3::lexA-LacZ

Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl- Clontech Laboratories Inc.,
901, leu2-3, 112, gal4A, met—, gal80A4, Mountain View, CA, USA
MEL1, URA3::GALluas -GALlraTa-lacz

BY4741 MATa his3A1 leu240 lys2A0 ura3A0 ATCC® 4040002™
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Humane Zelllinie Phenotyp Quelle!

HelLa
NIH3T3

Adherent Humanes Cervixepithelcarcinom ATCC® CCL-2™
Adherent, embryonale méuse Fibroblasten ATCC® CRL-1658™

1. ATCC: American Type Culture Collection

Nachfolgend sind die verwendeten Plasmide mit darin kodierten wildtypischen Proteinen ge-
listet und sofern nicht anders indiziert wurden diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit er-

zeugt.

Tabelle 8: Liste der verwendeten DNA-Plasmide mit den darin kodierten wildtypischen Protei-
nen und den Referenzen zur NCBI Datenbank.

Plasmide fir die Expression in Kodierendes Protein NCBI Ref
S. cerevisiae (Plasmid ID) E. coli (Plasmid ID)
PMAL::malE (2930)* synthetisches Maltose- NP_418458.1

bindendes Protein (MBP)

human Rab29 (auch
Rab7L1)

pLexA::rab29 (M464) pMAL::rab29 (M169) NP_001129134.1

pLexA::rab32 (M545)
pLexA::rab38 (M466)
pLexA::rab23 (M458)

pPMAL:
pMAL:
pMAL:

:rab32 (M176)
:rab38 (M170)
‘rab23 (M979)

human Rab32
human Rab38
human Rab23

NP_006825.1
NP_071732.1
NP_001265595.1

pMAL::Hras (M359)? human HRas; NP_001123914.1
pMAL::Kras (M361)? human KRas NP_004976.2
pMAL::ANKRD27 human VARPa4s1-640 NP_115515.2
(M1844)
pGAD-HA::gtgE (M701) pMAL::gtgE (M133) Salmonella ssp. Ty- CBW17091.1
pGAD-HA::gthCélE')A (M697) pTrc::gth (Expression phimurium Gth
in Salmonella) (M829)
pMAL::sopD2 (M941)®  Salmonella ssp.Typhimu- NP_459947.1

rium SopD2

p416-GAL1::RRSP (M1340) pMAL::rtxAlssei-4088 Vibrio vulnificus WP_011081430.1

(M1248)* DUF5/RRSP* NC_005140.1

(1) MPI Dortmund, Labor fur Physiologische Biochemie, Prof. Goody, diente auch als Ausgangspunkt fur alle auf-
gefuhrten pMAL-Plasmide (2) Christina Dormeier, TUM Labor fir Proteinchemie Prof. Itzen; (3) Maria Rosenegger,
TUM Labor fiir Proteinchemie Prof. Itzen; (4) Fragment des MARTX Proteins 3596-4088 aa (RtxA Gen).
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6.1.4.Verbrauchsmaterialien, Instrumentation und Zubehor

Haufig verwendete Verbrauchsmittel sind nachfolgend aufgefihrt.

Tabelle 9: Liste der verwendeten Verbrauchsmittel sowie die Herstellerangaben.

Verbrauchsmittel Hersteller ~ Verbrauchsmittel Hersteller
Bottle-Top-Filter (steril, 45um) Berrytec Reaktionsgefalie (PE; 1,5 mL, braun) Eppendorf
Reaktionsgefalie (PE; 1,5 mL, LoBind) Eppendorf
Dialyseschlauch Serva Reaktionsgefalie (PE; 15 mL, 50 mL) Sarstedt
(MWCO 12-14K)
Dialyse Kit Pur-A-Lyzer™ Sigma Serologische Pipetten Sarstedt
(50-800 pL, 6-8 kba MWCO) (PS; 5mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL)
Konzentratoren Spin-X UF 500 Corning Pipettenspitzen (1-10 pL) StarLab,
Pipettenspitzen (10-100 pL) Sarstedt
Kivetten (UV-Vis) Sarstedt Pipettenspitzen (100-1000 pL) Brand
Membranfilter (20-45uM) Merck Spritzenvorsatzfilter (20 pM + 45 pM) Carl Roth
Pasteurpipetten (Glas) Brand Spritzen & Kandlen (Inject) 1-20 mL Braun
PCR-Reaktionsgefaflie (0,2 mL) Sarstedt Zellkulturflaschen (steril) Sarstedt
Petrischalen (Rund u. Quadratisch)  Sarstedt ZipTips C18 Merck
Reaktionsgefalie (1,5 mL; 2,0 mL) Roth

Im Folgenden werden alle verwendeten Instrumente aufgefuihrt. Die verwendeten Glasinstru-

mente wie Schraubglasflaschen, Erlenmeyerkolben und Becherglaser wurden aus verschie-

denen Quellen bezogen und waren alle aus Borosilikatglas gefertigt.

Tabelle 10: Liste der verwendeten Instrumente und Chromatographiezubehor, einschlief3lich

der Typen und Herstellerangaben.

Instrument Typenbezeichnung Hersteller

Agarose Gelelektrophoresekammer  Mini-Sub® Cell GT Biorad
Analysenwaage ACJ 120-4M Kern

Autoklav Systec VE-65 Systec
CD-Spektrometer J-715 Jasco
COz2-Inkubator HERACELL 150i Thermo
Elektronische Pipettierhilfe Eppendorf Easypet® Eppendorf
Labledrucker GK420t Zebra Technologies

LC-ESI-Massenspektrometer

Feinwaage
Multikanal-Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenzspektrometer

FPLC

Gefrierschrank (-80°C)

Heizblock

HPLC-System

MS: Heated-ESI-LCQ Fleet

HPLC: Ultimate 3000 -Pumpe, -Au-
tosampler, -Saulenkompartiment, Ulti-
mate RS Variable Wavelength Detector

EG 2200-2NM

BX51

Fluoromax-3/-4

AktaPrime Plus

U410 Freezer

AccuBlock™ Digital Dry Bath

Kommunikationseinheit: CBM 20A
Pumpe: LC-20AD
Autosampler: SIL-20AV

Thermo, Dionex

Kern

Olympus
Horiba

GE Healthcare
New Brunswick
Labnet
Shimadzu
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Inkubationsschuttler
Lichtmikroskop

Orbitalschuttler
PAGE-Gelelektrophoresekammer
pH-Meter und Elektrode

Pipetten

Scanner

Sterilbank

Stromversorgung

Thermo-Cycler
Thermomixer
Tischzentrifuge
Transilluminator

Ultraschallgerét
Umlufttrockenschrank
UV-Vis Spektralphotometer

Vakuumpumpe

Vortex
Wasseraufbereitungssystem
Zellaufschlussmaschine

UV-Detektor: SPD-20AV
Fraktionierer: FRC-10A

Innova 44

Leica DM IL

OmniMax 1000

Mini Protean™ Tetra System
pHenomenal™ und pHenomenal 111
Eppendorf Research plus®

HP Scanjet G4050

HERAsafe

PowerPac™ Basic,
EPS 601

T100™ Thermal Cycler
Thermomixer comfort
5424, 5424R, 5810R

Weilllicht: FL-3 LED,
Blaulicht: BlueLight Table

Sonifier 250
FD 240

NanoDrop2000 Spectrophotometer,
Novaspec Il

Divac 2.4L

Reax Top

TKA-GenPure 08.223

Constant Cell Disruption Systems

New Brunswick
Leica

Heidolph
BioRad

VWR

Eppendorf
Hewlett-Packard
Thermo

BioRad,
Pharmacia

BioRad
Eppendorf
Eppendorf

Rex Leuchtplatten,
Serva

Branson
Binder

Thermo,
Pharmacia

Leybold

Heidolph

Thermo

Constant systems

Zentrifuge Avanti® J-26 XP, Rotor JA 25.50, Beckmann,
Sigma 8K, Rotor, Sigma,
Chromatographiezubehor Typenbezeichnung Hersteller

Ni-IMAC-Kartuschenséule
Maltose-Kartuschenséaule
Entsalzungskartuschenséaule
Gelfiltrationsséulen

Umkehrphasen Chromatographie-
saulen*

HiTrap 5 mL; 1mL

MBP Trap HP, 5 mL

HiPrep desalting 5 mL

preparativ: Superdex 75 o. 200, 16/60
analytisch: Superdex 75, 10/30
ProntoSIL C18 5um 250x4.6, 120A, AQ
Jupiter, C4 5um 150x2mm, 300A

GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
Bischoff
Phenomenex

* inkl. Vorsaulen und entsprechender Halterung.

6.1.5.Haufig verwendete Losungen und Wachstumsmedien

Alle Bestandteile von Nahrmedien wurden durch Autoklavieren oder Filtration (20 um Poren-

ausschluss) sterilisiert. Selektivmedien wurden Uber die Zugabe von Antibiotika (fir Bakte-

rien) oder Aminosauren bzw. Nukleobasen (fur Hefen) hergestellt.
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Tabelle 11: Zusammensetzung von Stockldsungen und Feststoffgemischen fiir die Herstellung

von Hefeselektionsmedien (SD-Medien).

Aminosaure aa-5 mix Pulver
(—ade —trp —his —leu —ura)

100x Stocklésungen fur
(autoklaviert, RT-Lagerung)

SD-Medien

2 g je proteinogener L-Aminosaure (Roth) auRer: Trp; His; Leu

2 g myo-Inositol (meso-Inosit; Sigma)
0.2 g para-Aminobenzoesaure (Sigma)

- all Bestandteile fein gemdorsert und lichtgeschitzt gelagert bei

Raumtemperatur.

4,2 g/L Uracil (Sigma) (filtriert)

1,0 g/L Adeninhemisulfat (Sigma)

2,4 g/L L-Histidin (Roth)

7,2 g/L L-Leucin (Roth)

4,8 g/L L-Tryptophan (Roth) (filtriert; 4°C)

Tabelle 12: Zusammensetzung haufig verwendeter Lésungen und Wachstumsmedien.

Lésungen fur die SDS-PAGE

Sonstige Lésungen

Acrylamid
Acrylamide/Bis Losung, 37.5:1
(30% wi/v); 2,6% Crosslinker (Serva)

Polymerisationsstarter
Ammoniumpersulfat Losung in ¢aH20
(APS 10%; wi/v; 200x);
Tetramethylethylendiamin

(TEMED; VWR; 2000x)

SDS-PAGE Sammelgelpuffer (4x)
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0,4% (w/v) SDS

SDS-PAGE Trenngelpuffer (4x)
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,4% (w/v) SDS

SDS-PAGE Probenpuffer (2x)
0,1 M Tris-HCI, pH 6,8

4% (w/v) SDS

20% (w/v) Glycerin

10% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,002% (w/v) Bromphenolblau

SDS-PAGE Laufpuffer (10x)
0,25 M Tris-HCI

2 M Glycin

1% (w/v) SDS

SDS-PAGE Farbeldsung
12% (v/v) Essigséaure
44% (v/v) Ethanol

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

SDS-PAGE Entfarbeldsung
12% (v/v) Essigsaure

DNA-Ladepuffer (10x)
50% (v/v) Glycerin

10 mM EDTA

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

NE-Puffer (10x)

500 mM Tris HCI, pH 8
2 M (NH4)2S04

100 yM ZnCl:

‘One-Step’-Hefetransformationspuffer
0.2 M Lithium Acetat

40% PEG 4000 (alternative PEG 3350)
100 mM DTT

PBS (20x)

2,74 M NaCl

53,7 mM KClI

202 mM NazHPO4 (2x H20)
35,2 mM KH2PO4

TAE-Puffer (50x)

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

Zuckerstockldsungen

Glukose 50% bzw. 20% (v/v) autoklaviert
Galaktose 40% steril filtriert

Raffinose 40% steril filtriert

Wachstumsmedien

LB-Medium (Carl Roth)
Hefeextrakt 5¢g/L

Trypton 10 g/L

NaCl 5M

Agar (Serva) 20 g/L (optional)
SOB-Medium

Hefeextrakt 5 g/L (Carl Roth)

Trypton 20 g/L (Serva)

NacCl 5M

YAPD-Medium
Hefeextrakt 10 g/L
Pepton (Serva) 20 g/L
Glukose 20 g/L (aus Stocklés.)
Adenin Sulfat 1g/L

Select Agar (Sigma) 20 g/L (optional)

Selection Dropout (SD-)Medium
aa-5 Pulver-Mix 1g/L
Aminosaure Stocklésung je 10 mL/L
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KCI 3M Nukleobasen Stocklésung je 10 mL/L

MgClz Y Glukose (20% Stocklosung) 20 g/L
SOC-Medium Select Agar (Sigma) 20 g/L (optional)

SOB-Medium

Glukose 3,96 g/L (20% Stock)

6.1.6.Software
Fur die Textproduktion wurde Word2013 (Microsoft Corporation, USA) und fir die Verwaltung
der Literaturverweise Citavi5 (Swiss Academic Software GmbH, CH) verwendet. Datenana-
lysen und die graphische Darstellung der Ergebnisse wurden sowohl mit Excel2013 (Micro-
soft Corporation, USA) als auch OriginPro 2017G (OriginLab Corporation, USA) durchgeftihrt.
Massenspektrometrische Rohdaten wurden mit dem Magic Transformation Algorithmus
(MagTran v.1.02)%%° analysiert. Reprasentationen von Proteinstrukturen wurden mit PyMOL
(PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrddinger, LLC) und chemischen Struk-
turen mit ChemDraw (PerkinElmer Corporation, USA) erstellt. Die Illustration und Bearbeitung
von Grafiken erfolgte mit den frei verfiigbaren Programmen GIMP v. 2.8 (GNU Image Mani-
pulation Program) und InkScape v.0.92. Spezielle Software wird mit den eingesetzten Instru-

menten/Methoden beschrieben.

6.2.Molekularbiologische Methoden
6.2.1.Polymerasekettenreaktion

Bei der Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) werden Frag-
mente ausgehend von einer DNA-Vorlage - dem Templat - enzymatisch in vitro vervielfaltigt.
Die Reaktion durchlauft temperaturgesteuerte Zyklen des Aufschmelzens von doppelstrangi-
ger DNA, Uber die Anlagerung von Oligonukleotiden (engl. primer), hin zur Erstellung des
Gegenstrangs durch eine hitzestabile DNA-Polymerase (Elongation) mittels Deoxyribonukle-
otiden (dNTPs). Die PCR wurde sowohl praparativ, fir die molekularbiologische Erstellung
von rekombinanten Plasmiden als auch analytisch, fir deren Uberprifung eingesetzt. Alle
Reaktionen wurden mit einem T100™ Thermocycler (BioRad) in 200uL-PCR-Reaktionsgefa-
Ren durchgefiihrt. Bei analytischen Anséatzen wurden bakterielle Einzelkolonien in 20 uL PBS
fur den Einsatz als Templat resuspendiert. Typische PCR Ansétze sowie die durchlaufenen

Temperaturzyklen sind in der folgenden Abbildung zusammengefasst.
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A (" Praparativer PCR-Ansatz | C ' Analytischer PCR-Ansatz (4x)

Vol. (L) Komponente Konz. Vol. (uL) Komponente Konz.
10,0  Q5-Reakt.Puffer 5x 5,0 Tag-Reak.Puffer 10x
1,56 5'-Primer 10 pM 1,5 5'-Primer 10 uM
1,5 3'-Primer 10 uM 1,5 3"-Primer 10 uM
1,0 Templat-DNA 10 ng/puL 1,0 dNTP's 10 mM
1,0 dNTP's 10 mM 37,5 ddH,0 -
2,5 DMSO 100% 1,5 Tag-Polymerase 2000 U/mL
32,5 ddH,0 - —» vereinzeln des Mastermix auf 12 uL
+0,5 Q5-Polymerase 2000 U/ml_) +je 1,0 Templat-DNA  Suspension

B . n . 1 D

Temp. (°C)
Temp. (°C)

45515s: ' 50s 11 1 1 1 o0
9 Zeit y

Abbildung 45: Verwendete PCR-Reaktionsansatze und Temperaturzyklusprogramme. A Pra-
parative PCR-Zusammensetzung. B Flussschema verwendeter Temperaturzyklen préaparativer
PCRs. I. DNA-Denaturierung Il. Primer-Anlagerung Ill. DNA-Elongation. C Analytische PCR-Zusam-
mensetzung. D Flussschema verwendeter Temperaturzyklen analytischer PCRs. I-ll. siehe B.

Das Entwerfen der Primer erfolgte manuell unter Berticksichtigung der Schmelztemperatur
(48-70°C), des GC-Gehalts (45-57%) und des Kodongebrauchs (engl. codon usage) im
E. coli K12 Stamm bzw. in S. cerevisiae. Fir die Uberprifung und Optimierung der Primerse-
guenzen auf mogliche unerwiinschte Hairpin- oder Heterodimer-Strukturen sowie weiterer
Parameter, wurde das Oligo-Analyzer Web-Programm der Firma IDT (Integrated DNA Tech-
nologies, Leuven, B) verwendet (eu.idtdna.com/calc/analyzer). Alle Oligonukleotide wurden
von der Firma IDT oder Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D) als Fest-

stoff bezogen und als 100 uM Stocks in nukleasefreiem Wasser angesetzt.

6.2.2.DNA-Isolation aus E. coli
Far molekular- und zellbiologische Experimente oder Techniken werden h&ufig hochreine so-
wie hoch konzentrierte DNA-Préaparationen bendtigt. Diese werden zunéchst tber die Kulti-
vierung von E. coli-Zellen die mit der gewiinschten DNA transformiert wurden vervielfaltigt.
AnschlieBend wurde die DNA aus 4 mL E. coli-Ubernachtkulturen (XL1 blue oder Mach1) mit
dem Pure Yield™ Plasmid Miniprep System (Promega) nach Herstellerangaben isoliert und
mit 30 pL 4gH20 in sterile 1,5 mL-Reaktionsgefal3e eluiert. Die Konzentration wurde lichtspekt-
roskopisch bestimmt (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, USA) und die DNA wurde bei -20°C
gelagert. Sie Sequenzidentitat wurde mittels Sanger-Sequenzierung festgestellt, die auf AB1-
Sequnzierautomaten (Applied Biosystems; Thermo) der Firma GATC-Biotech GmbH (Ka&ln,
D) durchgefiihrt wurde. Hierzu wurden 5 pL eines 5 uM Sequenzierungsprimers mit 5 L ei-
ner 80-100 ng/pL des gewahlten Plasmids in einem 1,5 mL-Reaktionsgefal3 gemischt und

versandt.
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6.2.3.DNA-Trennung und Reinigung

Das effektive Trennen von Nukleinsduren von anderen biologischen Makromolekilen kann
durch eine Agarose-Gelelektrophorese realisiert werden. Dabei macht man sich die starke
negative Ladung der Nukleinsauren zu Nutze, da diese deutlich schneller als etwa Proteine
in einer geeigneten Gel-Matrix zur Anode wandern. Weil sich die Ladung proportionale zur
Lange eines Oligonukleotids verhalt, wird eine Auflésung von Nukleinsauren nach ihrem mo-
lekularen Gewicht méglich. Typischerweise wurden 1%ige (w/v) Agarosegele mit TAE Puffer
hergestellt und bei 100 V fur 30-60 min in TAE-Puffer gefullten Elektrophoresekammern ent-
wickelt. Das Anfarben der DNA erfolgte mit Stain G (Serva), welches 1:50000 verdinnt bei
der Gelherstellung eingesetzt wurde. Die Visualisierung erfolgte auf einem Transluminator,
bestlickt mit einer Lichtquelle im blauen oder UV-Spektrum. Als GroRRenstandard diente die
1kb-Ladder (NEB). Zur weiteren DNA-Reinigung aus dem Agarosegelen oder aus fllissigen
Reaktionsanséatzen wurde das kommerziell verfiigbare Monarch Gelsextraktions-Kit (NEB)

nach Herstellerangaben verwendet und die DNA wurde in 10-20 pL 4¢H20 eluiert.

6.2.4.DNA-Manipulationsstrategien

Das Einbringung von Mutationen, Deletionen, Insertionen oder eines DNA-Sequenzaustau-
sches in Plasmiden erfolgte (iber die Uberhang-Verlangerungs-PCR-Strategie (engl. overlap
extension PCR). Hierbei werden die gewinschten Manipulationen im PCR-Primer kodiert.
Zusatzlich enthalt der Primer einen komplementaren Uberhang zu einer ortsspezifischen
Zielsequenz. Durch die geschickte Kombination verschiedener tberlappender PCR-Produkte
als Template fur weitere PCRs konnen die beschriebenen Anderungen realisiert werden und
Uber diverse Ligationstechniken in Vektoren eingebracht werden (s. Abschnitt 6.2.6.). Stell-
vertretend fur alle denkbaren Manipulationsarten wird im Folgenden die Einbringung von
Punktmutationen beschrieben. Hierzu wurden zwei komplementare Mutageneseprimer kon-
zipiert, die eine Schmelztemperatur von 55-68°C, einen GC-Gehalt von 45-55% enthielten
und sowohl in 5'- als auch 3'-Richtung mindestens acht komplementare Basen zur wild typ
Sequenz aufwiesen. Zusétzlich wurden flankierende Primer bendtigt, die sowohl Anfang als
auch Ende der zu vervielfaltigenden Sequenz definierten und einen entsprechenden Uber-
hang von mindestens 16 bp zum Zielvektor enthielten. Durch zwei separate PCRs (s. Ab-
schnitt 6.2.1.) werden je ein 5'-Fragement als auch ein 3‘-Frament erzeugt, die in der Muta-
geneseprimersequenz lberlappen. Nach einer analytischen Uberprifung in einer Agarose-
gelelektrophorese wurden je 0,5 pL jedes Fragments als geteilte Vorlage in eine folgende
PCR eingesetzt, die lediglich die flankierenden Primer enthielt. Das resultierend Vereini-
gungs-PCR-Produkt erwarteter Lange wurde Uber eine Agarosegelelektrophorese getrennt
und anschlieBend gereinigt. Die Ligation mit Vektoren erfolgte h&ufig nach der SLIC-Methode

(s. Abschnitt 6.2.6.). Ein Vorteil dieser Methode bei Punktmutationen im Vergleich zu anderen
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Verfahren ist der Zugang zu qualitativen analytischen DNA-Sequenzvalidierungsmethoden
wie der PCR oder einem Kontrollverdau. Dies reduziert die Zahl der Sequenzierung falsch-

positive Kolone erheblich?3,

6.2.5.Restriktionsverdau

Bei dem Restriktionsverdau einer dsDNA wird mittels Nukleasen der Doppelstrang sequenz-
abhangig hydrolytisch gespalten. Haufig sind die Erkennungssequenzen palindromisch und
ortsspezifisch in vielen Vektoren eingesetzt. Dies erlaubt den ortsgerichteten Einbau von ge-
netischen Funktionselementen. Eine Ausnahme stellt Dpnl dar, da es ausschlie3lich DNA-
Strange mit modifiziertem N6-Methyladenin spaltet. Es wird daher fiir den selektiven Verdau
von Templat-DNA nach der PCR verwendet. Alle Restriktionsenzyme wurden von NEB be-
zogen und nach Herstellerangeben eingesetzt. Typischerweise wurden 2-4 ug Vektor-DNA
und 1-2 ug PCR-Produkt in 20 pL-Ansatzen bei 37°C fiur 2-3 h in CutSmart-Puffer (NEB) ver-
daut. Vor der Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese wurden die Restriktionsenzyme hit-
zeinaktiviert bei 80°C fur 20 min. DNA-Fragmente korrekter Lange wurden ausgeschnitten
und gereinigt. Der Verdau von analytischen mengen Plasmid-DNA (100-200 ng) wurde fir

die Uberpriifung von Klonierungen verwendet.

6.2.6.DNA-Ligationsstrategien

Fur die ortsgerichtete kovalente Verbrickung von DNA-Fragmenten gibt es neben der be-
schriebenen PCR basierten Zusammenfligung (s. Abschnitt 6.2.4.) weitere enzymkatalysierte
Strategien zum Einfihren spezifischer Sequenzen. In dieser Arbeit wurden die folgenden
Strategien gleichwertig je nach Aufgabenstellung angewandt: klassische Verknipfung von
komplementaren Restriktionsschnittstellen durch DNA-Ligase, das schnittestellen- und ligati-
onsunabhéangige Klonieren (engl. site and ligation independent cloning - SLIC) sowie die Zu-
sammensetzung nach der Gibson-Methode (Gibson-Assembly)?3?, welche eine Kombination
beider Methoden darstellt.

Ligation: Fir Ligationsreaktionen wurde die Quick Ligase (NEB) nach den Angaben des Her-
stellers verwendet. Hierzu wurden typischerweise 100 ng Vektor mit einem 2- bis 4-Fachen
molaren Uberschuss eines entsprechenden PCR-Produkts in einer 10 puL Reaktion einge-
setzt.

SLIC: Fur eine erfolgreiche Zusammenfugung zweier oder mehr DNA-Fragmente ist ein
Uberhang an beiden Enden der beteiligten Fragmente erforderlich von 15-20 bp. Uber eine
strangspezifische 5-Exonucleaseaktivitat werden an den komplementéren Sequenzen Uber-
lappende Einzelstrange erzeugt (sogenannte klebrige Enden; engl. sticky ends) die zwar paa-
ren, aber in vitro nicht kovalent verkntpft werden. Dies geschieht erst in der E. coli-Zelle nach
der Transformation mit Ligasen in vivo. Nach dem Mischen von 100 ng linearisiertem Vektor

mit einem 2-fachen molaren Uberschuss an gereinigtem PCR-Produkt wird mit NEB2.1-Puffer
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versetzt (NEB) und die Reaktion wird auf 10 pL mit 44H2O aufgefillt. Die Zugabe von 0,2 pL
T4-DNA-Polymerase (NEB) bei 25°C startet die Reaktion. In Abwesenheit von dNTPs wirkt
nur die Exonukleaseaktivitdt der Polymerase. Nach 90 s auf Raumtemperatur wurde die Re-
aktion weitere 10 min auf Eis inkubiert.

Gibson-Assembly: Bei dieser Strategie werden ebenfalls komplementéare Uberhange zwi-
schen den zu verbindenden Fragmenten bendétigt. Eine Mischung aus Tag-Ligase, 5'-Exo-
nuklease und der Q5-Polymerase (alle NEB) mit den DNA-Fragmenten in einer Eintopfreak-
tion in Anwesenheit von Deoxynukleotiden inkubiert. Hierbei sind alle Enzyme mit ihren teils
gegensatzlichen Aktivitaten gleichzeitig aktiv und erzeugen nicht nur die einstrangigen Uber-
hange, sondern ligieren diese Kovalent und erhéhen dadurch die Effektivitdt der Bakterien-
zelltransformation. Der Gibson-Assembly-Mix wurde im Arbeitskreis hergestellt und in 15 pL

Aliquots bei -20°C gelagert. Dieser setzt sich fur einen 1,2 mL-Ansatz wie folgt zusammen:

Tabelle 1: Zusammensetzung des Gibson-Assembly-Mastermix. Alle Lésungen wurden als Ali-
guots bei -20°C gelagert.

5x ISO Puffer Gibson-Assembly-Mastermix
3mL Tris-HCIpH 7.5 (1 M) 60 yL dGTP (100 mM) 320 yL 5X 1SO Puffer
150 pL MgCl2 (2 M) 60 puL dATP (100 mM) 0,64 pL T5 exonuclease (10 U/ul)
300 yL DTT (1 M) 60 yL dTTP (100 mM) 20,0 yL Q5 Polymerase (2 U/ul)
1,5 g PEG-8000 60 yL dCTP (100 mM) 160 uL Taq Ligase (40 U/ul)
300 yL NAD* (100 mM) 4dH20 auffiillen bis 6 mL adH20 auffullen bis 1,2 mL

Ein 15 pL-Aliguot wurde typischerweise mit 20-200 ng DNA, in dquimolarem Verhéltnis von
Vektor zu Insert gemischt und auf 20 pL mit aH-O aufgefillt. Das Reaktionsgemisch wurde
zwischen 30-60 min bei 50°C inkubiert.

Nach jeder Strategie folgte zur weiteren Analyse und Vervielfaltigung, die Einbringung der
behandelten DNA durch die Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen und die Iso-

lation aus einer entsprechenden Bakterienkultur.

6.2.7.Klonierungen

Alle Klonierungen wurden mit den oben dargelegten Methoden durchgefiihrt. Alle GTPasen
wurden aus bereits vorhandenen Plasmiden des MPI Dortmund in einen modifizierten pMAL-
c2X Vektor eingebracht. Dieser enthalt einem N-terminalen Hiss-MBP-Anker verbunden
durch eine TEV-Schnittstelle mit dem interessierenden Protein (POI engl. protein of interest).
Die kodierenden Gene fur GtgE und SopD2 wurden zum einen aus genomischer DNA von
Salmonella ssp. Typhimurium SL1344 (Plasmid ID M934) amplifiziert und in den pTrc99a
bzw. in den pMAL Vektor (Plasmid ID 2930) Uiber die Schnittstellen Ndel und Xhol ligiert. Die
Gene fir GtgE und DUF5VV/RRSP wurden ebenso als Codon-optimierte synthetische Gen-
fragmente flr die Expression in E. coli bezogen (Integrated DNA Technologies (IDT), Leuven,

B; Geneart/Thermo, Regensburg, D; s. Tabelle 13) und in den pMAL Vektor integriert. Je
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nach Fragestellung wurden davon ausgehend Plasmide flr Experimente in Hefe generiert
(s. Abschnitt 6.7.3. sowie 6.7.4.).

Tabelle 13. Codon-optimierte DNA-Sequenzen synthetischer Gene der Proteasen GtgE und
RRSP/DUF5Vv. Die Optimierung erfolgt auf die Codon-Verwendung in E. coli K12. Aminosauren des
katalytischen Zentrums sind rot hervorgehoben. Zur besseren Unterscheidung ist die C1-Doméne aus
RRSP dunkelgrau und die C2A-Domane hellgrau hervorgehoben. Rot: Codone der katalytischen Reste

Synthetische GtgE DNA-Sequenz

ATGCTGCGCCATATTCAGAATAGCCTGGGTAGCGTTTATCGTAGCAATACCGCAACACCGCAGGGTCAGATTATTCAT
CATCGTAATTTTCAGAGCCAGTTTGATACCACCGGTAATACCCTGTATAATAACTGTTGGGTTTGTAGCCTGAACGTGA
TTAAAAGCCGTGATGGTAATAACTATAGCGCACTGGAAGATATTACCAGCGATAATCAGGCCTTTAACAATATTCTGGA
AGGCATCGACATTATCGAATGCGAAAATCTGCTGAAAGAAATGAACGTGCAGAAAATTCCGGAAAGCAGCCTGTTTAC
CAACATTAAAGAAGCACTGCAAGCCGAAGTGTTTAATAGCACCGTTGAAGATGATTTCGAGAGCTTTATTAGCTATGAG
CTGCAAAATCATGGTCCGCTGATGCTGATTCGTCCGAGCCTGGGTTCAGAATGTCTGCATGCCGAATGTATTGTTGGT
TATGATAGCGAGGTTAAAAAAGTGCTGATCTACGATAGCATGAATACCAGTCCGGAATGGCAGAGCAATATTGATGTTT
ATGATAAACTGACGCTGGCGTTCAACGATAAATACAAAAATGAAGATTGCAGCATCTGCGGTCTGTATTATGATGGTGT
TTATGAACCGAAACCGCTGCATAGCAGCAGCTGGAAAGATTGGTGTACCATTCTGTAA

Synthetische RRSP/DUF5 DNA-Sequenz (Effektordomé&ne 3596-4088 aa aus RtxAw)

CAGGAACTGAAAGAACGCGCCAAGGTTTTCGCAAAACCGATCGGTGCCAGCTACCAGGGTATTCTGGATCAGCTGGA
TCTGGTGCATCAGGCCAAAGGCCGTGACCAGATCGCCGCCAGCTTCGAGCTGAATAAGAAAATTAATGACTATATTGC
AGAACACCCGACAAGTGGTCGTAATCAGGCCCTGACCCAGCTGAAAGAGCAGGTGACAAGCGCCCTGTTTATCGGCA
AAATGCAGGTGGCCCAGGCCGGCATTGACGCAATCGCACAGACACGTCCGGAACTGGCAGCACGTATCTTTATGGTG
GCCATCGAAGAAGCTAATGGTAAGCATGTGGGCCTGACCGATATGATGGTGCGTTGGGCCAATGAAGATCCTTACCTG
GCACCGAAACATGGCTATAAAGGCGAAACCCCGAGTGACCTGGGCTTCGACGCAAAGTATCATGTGGATCTGGGCGA
ACATTACGCCGACTTTAAGCAGTGGCTGGAAACCAGTCAGAGTAACGGCCTGTTAAGTAAGGCAACCTTAGACGAGAG
CACCAAGACCGTTCACCTGGGTTACAGCTATCAGGAATTACAAGATTTAACCGGCGCCGAGAGCGTGCAGATGGCCTT
CTACTTTCTGAAAGAGGCAGCTAAAAAAGCAGACCCGATCAGCGGTGACAGCGCCGAGATGATTCTGCTGAAAAAGTT
TGCAGACCAAAGCTATCTGAGTCAGCTGGACAGCGATCGCATGGACCAAATCGAGGGTATCTACCGTAGCAGCCATGA
AACCGACATTGACGCATGGGATCGCCGTTATAGTGGCACCGGTTATGACGAGCTGACCAATAAGCTGGCCAGCGCAA
CCGGCGTTGATGAGCAGCTGGCCGTTCTGTTAGACGACCGCAAAGGCCTGCTGATTGGCGAAGTTCATGGCAGCGAT
GTGAACGGTCTGCGCTTTGTTAACGAACAGATGGATGCCCTGAAGAAACAGGGCGTTACCGTGATCGGCTTAGAACAC
CTGCGCAGCGATCTGGCACAGCCGCTGATTGATCGCTACTTAGCAACCGGCGTTATGAGCAGCGAACTGAGCGCCAT
GCTGAAGACCAAGCACCTGGACGTGACACTGTTCGAAAATGCACGCGCCAACGGTATGCGTATCGTGGCCTTAGACG
CCAATAGTAGCGCCCGCCCGAATGTGCAGGGCACTGAGCACGGCCTGATGTATCGTGCAGGCGCCGCAAACAATAT
CGCCGTTGAAGTGTTACAAAACCTGCCGGATGGCGAAAAATTCGTGGCCATCTATGGCAAGGCCCATTTACAAAGCCA
TAAAGGCATCGAGGGTTTTGTGCCGGGCATCACCCATCGTCTGGACTTACCTGCCCTGAAGGTGAGCGATAGCAACC
AGTTCACAGTGGAACAGGACGATGTGAGCCTGCGCGTGGTTTATGACGACGTGGCCAATAAACCGAAAATTACCTTTA
AAGGCAGTCTG

6.2.8. Transformation chemisch-kompetenter E. coli Zellen

Die Kompetenz eines Mikroorganismus beschreibt seine Befahigung zur Aufnahme von
Fremd-DNA. Die Kompetentmachung der E. coli-Stamme erfolgte tber die Hanahan-Me-
thode?33. Typischerweise wurden 50-100 uL Zellen mit 0,2-1,0 ug Plasmid-DNA versetzt,
10 min auf Eis gekuhlt und nach einem Hitzeschock fir 1 min bei 42°C noch einmal 5 min auf
Eis gehalten. Nach der Zugabe von 0,9 mL SOC-Medium wurden die Kultur bei 37°C fur
45 min schittelnd inkubiert. Das Plattieren folgte nach Zentrifugation (2 min, 2000 rpm) und
Resuspension in ca. 100 puL des Uberstands auf geeignetem Selektionsagar. Einzelkolonien
waren nach der Inkubation bei 37°C tUber Nacht sichtbar.

6.2.9.Herstellung und Transformation elektro-kompetenter Salmonella-Zellen

Bei der Elektroporation wird die Kompetenz im Gegensatz zur chemischen Kompetenzma-
chung der DNA-Transfer in die Zelle durch ein kurz anhaltendes Gleichstrom-Hochspan-
nungsfeld realisiert bei dem die stark geladene DNA die Zellwand ruckartig Uberwindet und
in der Zelle verbleibt. FUr die Herstellung der kompetenten Zellen wurde eine 200 mL Salmo-

nella-Kultur in SOB-Medium, startend von einer Ubernachkultur, auf eine ODggo von 0,4 bei
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37°C kultiviert und auf Eis zwei Mal mit je 200 mL eiskaltem, sterilem 4sH>O gewaschen. Die
Ernteschritte wurden fir 5 min mit 5000 rpm bei 4°C durchgefiihrt und der Uberstand direkt
verworfen. Danach wurden die Zellen in 100 mL sterilem Wasser versetzt mit 10% Glyzerin
(v/iv) gewaschen, schlieZlich in 10 mL gleicher Losung resuspendiert, als 100 uL Aliquots in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Fir die Transformation wurden
100 pL Zellsuspension auf Eis mit 0,1-0,5 pg Plasmid-DNA in einer sterilen Elektroporations-
kivette (VWR) versetzt und nach 5 min auf Eis, fir 1 s einem 12,5 kV/cm (25uFD; 200Q))
Gleichstromfeld ausgesetzt (Gene Pulser™; BioRad). Die Zellen wurden darauffolgend fir
30 min mit 1 mL SOC-Medium bei 37°C und 200 rpm kultiviert. Anschlielend wurde die Sus-

pension auf Selektionsagar plattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

6.2.10. Transformation von Hefezellen

Wie bei Bakterien ist die molekularbiologische Manipulation von Hefen als Modelorganismus
die Grundlage fir viele experimentelle Strategien, wie dem in vivo Protein-Protein-Interakti-
onsnachweis im sogenannten Hefe-Zwei-Hybrid (engl. yeast two hyrid, Y2H; s. Abschnitt
6.7.3.) oder Zelltoxizitatstests (s. Abschnitt 6.7.4.). Grundlage hierfir ist ebenfalls das Ein-
bringen von DNA-Plasmide. Die Selektion erfolgt bei Hefen nicht tGber eine Antibiotikaresis-
tenz, sondern Uber eine eingebrachte Auxotrophie um auf einem entsprechenden Mangelme-
dium wachsen zu kdnnen. Stammabh&ngig kénnen mehrere Auxotrophien genutzt werden
um eine Vielzahl von Plasmiden gleichzeitig einzubringen. Hierzu wurden frische Hefe-Ein-
zelkolonien in 20 mL YAPD-Medium bei 30°C Uber Nacht und bei 200 rpm zu einer dichten,
gelblich triben Kultur inkubiert. Pro Transformation wurden 700 pL Kultur bei Raumtempera-
tur mit 2000 rpm fiir 2 min geerntet und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 100 pL
,One-Step-Buffer?34 resuspendiert und mit 1-2 pg Plasmid-DNA versetzt. Nach 15 min Inku-
bation bei Raumtemperatur folgte ein Hitzeshock fur 30 min bei 45°C ohne die Reaktion zu
schitteln. Die Zellen wurden danach direkt auf SD-Selektionsagar plattiert und fir drei Tage
bei 30°C inkubiert.

6.3.Synthetische Methoden

6.3.1.Peptidfestphasensynthese

Fur die Untersuchung der Endopeptidaseaktivitat bakterieller Proteasen wurden Peptide mit
Sequenzen entlang der jeweiligen Spaltstelle mit der Fmoc-Schutzgruppen-Strategie (Fluore-
nylmethyloxycarbonyl) an der Festphase synthetisiert (engl: Solid phase peptide synthesis;
SPPS). Die Vorgehensweise entspricht weitgehend der Methodik nach Barlos, Bollhagen und
ihren Kollegen?3%2%_ In Kirze: Als Festphase diente 2-Chlorotritylchlorid-Harz (Novabio-

chem®, Merck) oder mit der ersten Aminoséure gekoppelte Harze (Sigma). Zur manuellen
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Kopplung der ersten Aminosdure an das Harz wurde nach dem Quellen in DCM (1 h) mit
einem 2-fachen molaren Aminoséaurelberschuss in 5 mL DMC und 0,1 mL DIPEA (N, N-
Diisopropylethylamin, Alfa Aesar) erst fur 4 h gekoppelt, mit DCM gewaschen und anschlie-
Rend weitere 30 min mit einer DCM/Methanol/DIPEA-L8sung (17:2:1 v/v) geschittelt. Nach
dem sequenziellen Waschen mit DCM-DMF-DCM je 3-mal und der Trocknung lUber Nacht in
einem Exsikkator, wurde die Kopplungseffizienz gravimetrisch bestimmt. Alle Aminosaure-
bausteine waren N-terminal mit Fmoc- und die Seitenketten mit tert-Butyl-Gruppen (Fmoc-
aa-(OtBu): Ser; Thr; Asp; Glu; Gyros Protein Technologies Inc., Tucson, AZ, USA) geschitzt.
Typischerweise wurden Reaktionsansatze von 0,07-0,2 mmol je Peptid gewdahlt und die
Kopplungen automatische an einem Syntheseroboter (PS3; Gyros Protein Technologies; AG
Groll, TUM) oder manuell in einer 5-mL-Spritze durchgefihrt. Dazu wurde das Harz 1-2 h in
DCM (Dichlormethan; Fischer Scientific) gequellt und 3-mal mit DMF (Dimethylformamid,
Sigma) gewaschen. Nach der Fmoc-Entschitzung (20% Piperidin in DMF; 5 min schutteln)
und dem Waschen (3-mal DMF) erfolgte die Kopplung mit 2-fachem molaren Uberschuss des
Aminoséurebausteins mit entsprechender Menge HCTU als Aktivator (2-(6-Chlor-1H-ben-
zotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium-hexafluorophosphat, Alfa Aesar). Die Reaktion
wurde in DMF fur 45 min geschuttelt. Nach Koppelung der letzten Aminoséure wurde N-ter-
minal mit einer Acetylgruppe geschutzt (5 mM Acetanhydrid in DMF; 1 h; rotierend). Fur die
Spaltung vom Harz wurde zunachst 5-mal mit DCM gewaschen und nachfolgend fir 1 h mit
HFIP (Hexafluoroisopropanol, Sigma)/DCM (1:4 v/v) rotiert. Nach der Filtration der Suspen-
sion Uber Glaswolle, wurde das Filtrat Gber Vakuum vollstéandig eingeengt und die orthogo-
nalen Schutzgruppen Uber eine Losung aus 95% Trifluoressigsaure (TFS, Sigma), 5% H-0
und 5% Triisopropylsilan (TIS, Sigma) abgespalten (3 mL; 1 h, rotieren). Nach dem Einengen
auf ca. 500 L, wurde die Mischung tropfenweise in kalten Diethylether (-20°C, optional -
80°C) gegeben und das Prazipitat in der Kalte zentrifugiert (10 min; 4000 rpm). Nach Luft-
trocknung wurde der weilRe Feststoff in 50%-Acetonitril/Wasser (1:1; ACN:H20) gelést, in
Stickstoff gefroren und lyophilisiert. FUr weiterfihrende Experimente wurden die Peptide in
50 mM HEPES (pH 8,5) mit 10 mg/mL geldst. Die ldentitat aller Syntheseprodukte wurden

mittels Massenspektrometrie validiert (s. Abschnitte 6.5.3. und 6.5.7.)

6.4.Proteinchemische Methoden

Die praparative Herstellung der Proteine fur die nachfolgenden in vitro Studien erfolgte re-
kombinant in E. coli Stdmmen, die das Gen flir die T7 RNA Polymerase tragen (ADE3
Lysogen; aus dem Bakteriophagen A). Dessen Genexpression steht unter der Kontrolle des
lac-Operons, insbesondere des lac-Repressor und des lacUV5 Promotors. Dieser unterdriickt
die Proteinproduktion, bis durch die Zugabe des Induktors Isopropylthiogalaktopyranosid

(IPTG) der Repressor inhibiert wird und die Transkription der RNA erfolgen kann?3,
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Alle Proteine bis auf die Rab-Interaktionspartner wurden in BL21(DE3)-RIL hergestellt. Rab-
GTPasen und VARP-ANKRD1 wurden in Rosetta2 Zellen bei 15°C Uber Nacht exprimiert.
Eine LBA™P.Cam-\/orkultur wurde von einer Platte frisch transformierter Zellen angeimpft. Nach
einer mehrstiindigen Inkubation (2-5h, 37°C, 200 rpm) wurde die Hauptkultur mit 2-5% (v/v)
mit gleichen Bedingungen inokuliert (ODgoonm ca. 0.05-0.1) und bis zu einer ODgoonm VON
0.4-0.6 kultiviert. Nach einem kurzen Abkulihlen bei 4°C fur 30 min, wurde die Expression mit
0.3-0.5 mM IPTG (final) gestartet und fur 16-20 h weiter inkubiert (20°C, 200 rpm). Nach der
Zellernte (30 min, 5000 rpm, RT, Sigma K10) wurde das Pellet mit Phosphat gepufferter Sa-
line (1x PBS) resuspendiert. Nach erneuter Ernte (10 min, 7000 rpm, 4°C, Sigma K16) wurde
das Pellet in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung
gelagert.

Im Allgemeinen folgte die Proteinreinigung dem nachfolgend beschriebenen Ablauf. Spezifi-
sche Details, wie Pufferzusammensetzungen, Abweichungen und weitere Reinigungsschritte
werden in den anschlieRenden Abschnitten 6.4.1. bis 6.4.3. aufgefiihrt. Sofern nicht anders
beschrieben, wurden die Proben bei allen Arbeitsschritten auf Eis oder bei 4°C gehalten.
Die Pellets wurden mit 10 mL Puffer A je Gramm Feuchtpellet resuspendiert (Ultratorax,
Heidolph) und bei 2.0 kBar mit einer Passage mechanisch aufgeschlossen (Fluidizer,
Constant Systems). Das Zelllysat wurde geklart mittels Zentrifugation bei 20000 rpm (Rotor
JA 25.50, Avanti, Beckman) fiir 30 min. Der Uberstand wurde direkt auf eine mit Puffer A
equilibrierten immobilisierte Metall-Affinitatschromatographie (Ni?*-lonen-IMAC) Saule gelei-
tet. Dem Waschschritt von mindestens sechs Séulenvolumen (engl. column volumes, CV) mit
Puffer A folgte ein 6-8 CV Waschschritt bei 5-8% Puffer B und eine Elutionsgradient bis 50%
Puffer B Uber 12 CV. Die Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert (s. Ab-
schnitt 6.5.5.) und mdglichst homogen erscheinende Fraktionen wurden nach dem Vereinigen
mit katalytischen Mengen TEV-Protease (engl. Tobacco Etch Virus) versetzt (Quelle AG It-
zen). Die Proteinlésung wurde Uber Nacht gegen Dialysepuffer bei 4°C equilibriert (Dialyse-
schlauch 12 kDa MWCO, Serva). Zum Entfernen von TEV-Protease sowie dem abgetrennten
Hise-MBP-Tag wurde die Proteinlésung ein weiteres Mal tiber eine Ni?*-IMAC geleitet und das
interessierende Protein im Durchfluss bzw. in der 5% Puffer B Elutionsfraktion weiterverwen-
det. Typischerweise wurden die Proteine nach dem letzten Reinigungsschritt auf 1 mL mittels
Zentrifugationskonzentrator (Amicon, Millipore, 4000 rpm) in einer Tischzentrifuge (5810 R;
Eppendorf) eingeengt. Die Identitat aller Proteine wurde in einem LC-ESI-MS (s. Abschnitt
6.5.3.) verifiziert, die Proben in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Ver-

wendung bei -80°C gelagert.
6.4.1.Reinigung kleiner GTPasen: Rab32, Rab29, Rab38, Rab23 sowie Ras
Dem Zellaufschluss folgend, wurde 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; final) zuge-

setzt. Wenn nach den Reinigungsschritten mit der Ni?*-IMAC noch signifikante Mengen an
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MBP-Verunreinigung vorlag, wurde die Probe tber eine Maltose-Affinitditschromatographie-
saule geleitet (MBP-Trap HP, GE Healthcare) und MBP mit 10 mM Maltose im Dialysepuffer
eluiert. Nachfolgend wurden alle kleinen G-Proteine mittels Zentrifugationskonzentrator
(Amicon, 10 kDa MWCO, Millipore) auf ca. 1,5 mL eingeengt. Falls ein GDP- bzw. GTP-Nuk-
leotidaustausch nétig war, wurde dieser vor der Gelfitrationschromatographie vorgenommen
(s. Abschnitt 6.4.5.). Der praparative Austausch zu GDP war lediglich bei Rab23, Rab32 und
Rab38 notig. Es folgte eine chromatographische Trennung mittels Gelfiltration (Superdex 75,
16/60; GE Healthcare; 1,5 mL/min) in SEC-Puffer. Die monodispersen Fraktionen hoher

Reinheit wurden fur alle weiteren Analysen verwendet.

Tabelle 14: Pufferzusammensetzungen fir die Proteinreinigung kleiner GTPasen.

Puffer A Puffer B Dialysepuffer SEC-Puffer

50 mM HEPES pH 7,5 Puffer A 20 mM HEPES pH 7,5 25 mM HEPES pH 7,5
500 mM NacCl + 500 mM Imidazol 30 mM NaCl 50 mM NaCl

1 mM MgCl2 10 uM GDP 1 mM MgCl2

10 uM GDP 2 mM BME 10 uM GDP

2 mM BME 1 mM DTE

Als interner Standard fir kinetische Experimente wurde MBP gereinigt. Hierzu wurden die
Puffer und das Verfahren analog zur GTPase Reinigung verwendet. Lediglich der TEV-Ver-
dau sowie die zweite Passage der Ni?*-IMAC wurde ausgelassen.

6.4.2.Reinigung von GtgE und SopD2 aus Salmonella sowie RRSP/DUF5y, aus Vibrio

Fir die Reinigung aller bakteriellen Effektoren wurde wie unter 6.4. beschrieben vorgegangen

und folgende Puffer verwendet.

Tabelle 15: Pufferzusammensetzungen fir die Proteinreinigung bakterieller Effektoren

Puffer A Puffer B Dialysepuffer

50 mM HEPES pH 7,5 Puffer A 20 mM HEPES pH 7,5
500 mM NacCl + 500 mM Imidazol 30 mM NacCl

2 mM BME 2 mM BME

6.4.3.Reinigung des Rab32-Bindeproteins VARP-ANK1
Die Reinigung von VARP-ANKZ1 erfolgte analog zu den kleinen GTPasen. Nach dem Zellauf-
schluss wurden 5% Glyzerin (v/v) sowie 1 mM AEBSF (4-(2-Aminoethyl)benzylsulfonylfluorid,

final) als Proteaseinhibitor zugesetzt.

Tabelle 16: Pufferzusammensetzungen fir die Proteinreinigung der Rab32-Effektordoméne von
VARP.

Puffer A Puffer B Dialysepuffer SEC-Puffer
50 mM HEPES pH 7,4  Puffer A 20 MM HEPES pH 7,5 25 mM HEPES pH 7,5
500 mM NacCl + 500 mM Imidazol 50 mM NaCl 50 mM NaCl
5 mM MgClz 5 mM MgClz 5 mM MgClz

2 mM BME 2 mM BME 1 mMDTE
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6.4.4.Praparative enzymatische Proteinprenylierung
Die kovalente Anbringung von langkettigen aliphatischen Ketten ermdglicht die Lokalisation
an einer Phospholipidmembran. Eine haufige Lipidmodifikation an Proteinen ist die Prenylie-
rung Uber einen Thioether mit Farnesyl- oder Geranylgeranylgruppen (s. Abschnitt 1.2.1.).
Fur die enzymatische Prenylierung in vitro wurden die Zielproteine an einem CaaX-Motiv mo-
difiziert. Hierzu wurden im analytischen Mal3stab je 10 uM Rab32-CVIM mit einem 5-fachen
molaren Uberschuss Farnesylpyrophosphat (FPP; Sigma) und einem 100-fachen Unter-
schuss humaner Farnesyltransferase (FTase; Quelle AG Itzen) in SEC Puffer mit 0,5 mM
ZnCl; fur 20 h bei 20°C inkubiert. Im praparativen Maf3stab wurden 100 uM Rab32-CVIM mit
einem 1,5-fachen molaren Uberschuss FPP und einem 200-fachen Unterschuss FTase ge-
arbeitet. Die Farnesylierung von GtgE (10 uM) wurde analog zu Rab32-CVIM durchgefihrt.
Fur die Geranylgeranylierung von GtgE (10 uM) wurde ein 5-facher molarer Uberschuss von
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP; Sigma) und ein 100-facher Unterschuss humaner Ge-
ranylgeranyltransferase (GGTase; Quelle AG ltzen) in SEC Puffer mit 0,5 mM ZnCl; einge-
setzt. Die Inkubationsbedingungen wurden wie oben beschrieben gewahlt. Die Vollstandig-

keit der Reaktion wurde mittels LC-MS Uberprift.

6.4.5.Praparativer Nukleotidaustausch kleiner GTPasen in vitro

Die praparative Uberfiihrung von kleinen GTPasen in einem definierten Nukleotidbinde-, und
damit Aktivitatszustand ist eine wichtige Voraussetzung fur Studien der Funktionsweise klei-
ner G-Proteine. Neben den naturlichen Nukleotiden GDP und GTP kénnen GTPasen in vitro
auch mit funktionellen Derivaten, wie GppNHp (Guanosin-5'-(B,y-imido)triphosphat) oder
Mant-G-Nukleotiden (2'/3'-O-(N-Methyl-anthraniloyl)) beladen werden. Der tatsachlich er-
reichte Beladungszustand wurde relativ zur Gesamtnukleotidmenge tber die lonenpaarungs-
RP-HPLC bestimmt (s. Abschnitt 6.5.2.).

Austausch zu GDP/GTP: Die Proteinlésung wurde mit einem 50-fach molarem Uberschuss
Nukleotid und 5-10 mM EDTA (final, mindestens 5-fachem Uberschuss gegeniiber MgCly)
versetzt und bei 15°C Uber Nacht oder bei 25°C fir 4 h inkubiert. Die Abtrennung erfolgt ent-
weder mittel Gelfiltrationschromatographie oder eine Entsalzungssaule (s. Abschnitt 6.4.9.)
Austausch zu GppNHp: Die Proteinlésung wurde mit einer aquimolaren Menge GppNHp in
einfach konzentriertem Nukleotidaustausch Puffer (NE-Puffer) versetzt. Zum Abbau von na-
turlichen Nukleotiden wurde alkalische Phosphatase (NEB; 5 U/mg GTPase) zugesetzt und
fur eine Stunde bei RT inkubiert. Prazipitate wurden durch Zentrifugation abgetrennt und das
I6sliche Protein mittels NAP Saulen in 1 pM GppNHp haltigen SEC-Puffer Gberfihrt.
Austausch zu Mant-GDP/Mant-GTP: Die Proteinlésung wurde mit 5-fachem molaren Uber-
schuss mGDP/mGTP und 5-10 mM EDTA (final) versetzt und fir 2 h bei RT im Dunkeln in-
kubiert. Prazipitate wurden durch Zentrifugation abgetrennt und das I6sliche Protein mittels
NAP Saulen in 1 uM mGDP/mGTP haltigen Puffer Gberfihrt.
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6.4.6.Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Die kovalente Markierung von Proteinen mit Fluorophoren ist nétig fur den Einsatz bei einer
Reihe von Analysemethoden. Hier wurden Fluorophore fir die AnschlielRende Bestimmung
von Bindeaffinitdten zu Protein-Bindepartnern eingefuhrt. Fir die Mikro-Thermophorese
(s. Abschnitt 6.6.5.) wurde GtgEcasa mit NT647 kovalent markiert. Hierzu wurde GtgEcasa in
Markierungspuffer (20 mM HEPES pH 7,5; 50 mM NaCl; 1 mM MgCl,; 0,5 mM Tris(2-car-
boxyethyl)phosphin (TCEP)) Uberfuhrt. Hiernach wurden die priméaren Lysin-Amingruppen mit
NT-647-NHS (N-Hydoxysuccinimid) aus dem entsprechenden Labeling-Kit (Nanotemper)
nach Herstellerangaben markiert und aufgearbeitet. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 10 mM Tris HCI pH 7,5 gestoppt und dass Protein Uber eine in Markierungspuffer equili-
brierte NAP5-Saule (GE Healthcare) von unerwinschten Molekulen getrennt. Rab32 wurde
fur die Studien mit der analytischen Ultrazentrifuge mit Atto488 markiert. Hierzu wurde
Rab32:GDP in Markierungspuffer Gberfihrt der mit 10 uM GDP versetzt war. Hiernach wur-
den die freien Thiole mit 1,1-fachen molaren Uberschuss Atto488-Maleimid (ATTO TEC) bei
4°C Uber Nacht, im Dunkeln markiert und die Reaktion mit der Zugabe von 0,5 mM DTT (final)
gestoppt. Die Aufarbeitung wurde analog zu GtgEcasa durchgefiihrt. Die Markierungseffizienz

(engl. degree of labeling; DOL) wurde nach der Folgenden Formel bestimmt:

Amax Eprot

DOL =
(AZSO —Amax CFZSO) " €max

Wobei Amax die die maximale Absorption und emax den Extinktionskoeffizienten im Absorpti-
onsmaximum darstellt. Azgo: Proteinabsorption bei 280 nm; emax: EXtinktionskoeffizienten bei

280 nm. CF2s0: Korrekturfaktor der spezifischen Farbstoffabsorption bei 280 nm.

6.4.7.Methylierung von primaren Aminen in Proteinen

Die reduktive Alkylierung von priméaren Aminen an Lysinen und dem N-Terminus erhdht die
Hydrophobizitat eines Proteins. Aus Sicht der Proteinkristallographie bringt dieser Umstand
einige Vorteile mit sich. Durch die hydrophobisierte Oberflache erhéht sich die Wahrschein-
lichkeit fur die Ausbildung von Kristallkontakten. Gleichzeitig verringert sich der Wassergehalt
des Kristalls, was sich positiv auf die Rontgenbeugungseigenschaften, also die Datenqualitat
auswirken kann. Die reduktive Alkylierung des Rab32:GDP:GtgEcssa-Komplexes wurde so-
wohl praparativ als auch analytisch bei 4°C durchgefuhrt in Anlehnung an die Methodik von
Walter und Kollegen??’. Die analytischen Experimente dienten der Methodenentwicklung.

Praparativ: Zunachst wurden 2 mg/mL Heterokomplex aus einem aquimolaren Gemisch von
Rab32:GDP und GtgEcssa (oder deren verkirzten Varianten Rab3220-201 und GtgEcasa;18-214)

in SEC-Puffer, versetzt mit 10 uM GDP formiert. Nach einer Inkubation von 30 min wurde
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20 pL einer frischen 1 M Dimethylaminoboran-Komplex-Lésung in Reaktionspuffer (ABC-L0-
sung; Sigma Aldrich) je Milliliter Proteinldsung zugesetzt. Ebenfalls wurde 40 pL einer fri-
schen 1 M Formaldehydldsung in Reaktionspuffer (aus einer 37%igen-Stockldésung; Sigma
Aldrich) je Milliliter Proteinlésung eingesetzt. Die Reaktionsmischung wurde bei leichter Ro-
tation in der Kalte inkubiert. Nach 2 h erfolgte dieselbe Zugabe von ABC- und Formaldehyd-
Ldsung mit einer weiteren Inkubation. Nach weiteren 2 h wurde ein weiteres Mal ABC-L6sung
zugesetzt und die Reaktion Uber Nacht rotiert. Prazipitat wurde durch Zentrifugation (10 min,
15 krpm, 4°C) abgetrennt, der Uberstand nach dem GroRenausschluss auf einer Superdex75
(16/60; GE Healthcare) chromatographisch getrennt und die Fraktionen tber SDS-Polyac-
rylamid-Gelelektrophorese (PAGE) analysiert. Die Komplex-enthaltenden Fraktionen wurden
mittels Zentrifugationskonzentratoren (Amicon 50 MWCO; Millipore) auf eine finale Konzent-
ration von 10 mg/mL (bezogen auf den Hetero-Komplex) eingestellt und direkt in Kristallisati-
onsansétze eingesetzt (s. Abschnitt 3.2.2.).

Analytisch: Bei analytischen Anséatzen wurde abweichend zum oben beschriebenen Vorge-
hen mit 1 mg/mL gesamt Proteinkonzentration (Heterokomplex, ca. 25 uM) oder je 0,5 mg/mL
der Monomere (ca. 25 uM) in 50 pL gearbeitet. Das lbrige Vorgehen fur die reduktive Alky-
lierung wurde im kleineren Mal3stab tibernommen. Ohne weitere Aufarbeitung wurden sepa-
rat alkylierte Monomere, ein Gemisch aus beiden oder einem formiertem Komplex, dem die
Alkylierung nachgestellt war, auf einer analytischen GréR3enausschlusschromatographie ana-
lysiert (s. Abschnitt 6.5.4.). Ebenfalls wurden diese Proben separat entsalzt und an einem

LC-gekoppelten ESI-Massenspektrometer analysiert (s. Abschnitt 6.5.3.).

6.4.8.Kovalente Carboxylgruppen-Markierung durch Epoxynitrophenoxypropan

Die spezifische kovalente Markierung von Carboxylgruppen in aktiven Zentren von Enzymen
ist herausfordernd. Weniger spezifische Reagenzien haben den Nachteil falsch-positive Po-
sitionen zu markieren, sind allerdings kommerziell verfugbar, was auf viele spezifische Inhi-
bitoren haufig nicht zutrifft, da diese von Forschungsgruppen fir spezifische Fragestellungen
entwickelt werden.

Die kovalente Modifizierung des sauren aktiven Zentrums von RRSP ist eine Voraussetzung
fur die Identifizierung der beteiligten Reste durch eine Tandem-Massenspektrometrie-ba-
sierte Strategie. Fir die Modifizierung wurde das unspezifische Reagenz 1,2-Epoxy-3-(p-Nit-
rophenoxypropan) (EPNP) gewdahlt und sowohl im analytischen als auch im praparativen
Mal3stab bei Reaktionen mit RRSP eingesetzt. Die analytischen Experimente dienten der
Optimierung und Methodenentwicklung, wahrend der praparative Ansatz auf eine nachge-

schaltet, MS-basierte Identifizierung zielte.
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Analytisch: DUF5-haltige Proteinldsung 0,5 mg/mL (ca. 10 pM) wurde mit EPNP 5-10 mM
(final 500-1000fache molarer Uberschuss) bei 25°C inkubiert. Die Aufarbeitung fiir die hoch-
auflosende Massenspektrometrie ESI-FT (Thermo) erfolge mittels Mini-Entsalzungssaulen
(C4-Zip Tips, Millipore).

Praparativ: Es wurden je 200 ug DUF5 (= 3,6 nmol) in 90 uL Reaktionspuffer (50 mM HE-
PES; pH 7,0; 100 mM NacCl; 0,5 mM DTT) eingesetzt, mit 10 uL einer 10-fach EPNP-Stock-
I6sung (50 mM oder 100 mM in DMSO) durchmischt und bei Raumtemperatur fur 4-8 h inku-
biert. Die Reaktion wurde gestoppt durch die chromatographische Trennung des Proteins von
Pufferbestandteilen an einer NAP-5 Entsalzungssaule (GE Healthcare), die zuvor mit HE-
PES-Puffer (50 mM; pH 7,4) equilibriert wurde. Die aufgefangenen Fraktionen wurden quali-
tativ auf ihren Proteingehalt mittels Bradford-Reagenz getestet. Hierzu wurden 50 yL Brad-
ford-Reagenz mit 2 UL aus der Fraktion gemischt und Uber die relative Blaufarbung ausge-
wertet. Lediglich solche Fraktionen mit dem grof3ten Proteingehalt wurden fir die Tandem-
MS-Analyse mit einem vollstandigen Trypsin-Verdau aufbereitet (s. Abschnitte 6.4.10. und
6.5.3.).

6.4.9.Methoden zum Pufferaustausch von Proteinlésungen

Ein vollstandiger Austausch von Puffersubstanzen oder die Abtrennung unerwiinschter Mo-
lekule ist bei vielen Anwendungen und Praparationen ein wichtiger Teil der Probenbehand-
lung. Alle kommerziellen Lésungen wurden entsprechend den Herstellerangaben verwendet.
Dialyse: dabei wurde die Proteinlésung abhéngig von dem Volumen in Dialyseschlauche
(>1 mL; Serva, MWCO 12 kDa) oder Dialysekammern (<1 mL; Pur-A-Lyzer Dialysis Kit,
Sigma, MWCO 6-8 kDa) gefillt und in einem rotierenden Reservoir (1-5 L) in der Kélte (4°C)
Uber Nacht bis zur Einstellung des Gleichgewichts inkubiert.

Gelfiltration: auch die Gelfiltration wurde in verschiedenen Malistaben eingesetzt. Vorab
aquilibirierte Saulen wurden mit der Probe versetzt, welche bereits bei minimaler chromato-
graphischer Trennung in den gewinschten Puffer Uberfihrt werden. Abhéangig von der Auf-
gabenstellung und dem Volumen wurden folgende Saulen verwendet: Superdex 75 oder 200;
NAP5 oder PD10; HiPrep 26/100 sowie HiTrap Desalting Entsalzungskartuschensaulen (alle
GE Healthcare).

C4-ZipTips: Das Entsalzen als Probenvorbereitung bei direkter Injektion in die Massenspek-
trometrie wurden mittels C4-ZipTip-Pipettenspitzen durchgefuihrt. Alle Pipettierschritte wur-
den mit 10 uL Hubvolumen durchgefuhrt. Die Matrix wurde 1-mal mit 50% ACN in ¢aH20 ge-
waschen, 2-mal mit 0,1% Ameisensaure-haltigem Wasser equilibriert und anschliel3end mit
2-5-maligem Auf- und Abpipettieren einer Proteinlosung (0.1-0.2 mg/mL) geladen. Zum Ent-
salzen wurde abermals 2-mal mit 0,1% Ameisenséaure gewaschen und anschlieRend mit 50%
ACN eluiert.
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6.4.10. Trypsin-Verdau von Proteinen fur die Tandem-Massenspektrometrie

Zur Bestimmung der Sequenzidentitat oder der kovalenten Modifikation von Peptidfragmen-
ten aus Proteingemischen eignet sich die Tandem-Massenspektrometrie. Hierzu werden die
Proteine zuerst proteolytisch vollstandig verdaut, sodass Peptidlangen von 4-15 Aminosau-
ren generiert werden. Diese werden nachfolgend chromatographisch getrennt und in einem
Tandem-MS Experiment analysiert (s. Abschnitt 6.5.3.). In dem nachfolgenden Verfahren
wurde ausschlief3lich Chemikalien mit MS-Reinheitsgraden sowie Keratin-freien, nicht haften-
den Plastikinstrumenten (Pipettenspitzen und LoBind Reaktionsgefal3e, Eppendorf) verwen-
det. Alle Losungen wurden frisch angesetzt:

Als Startmaterial dienten 50 pg mit EPNP-modifiziertes und unmodifiziertes DUF5 (Negativ-
kontrolle) in 150 puL Wasser. Die Proteinféallung nach Wessel-Fliigge?®® wurde mit der sequen-
zZiellen Zugabe von Methanol (600 pL) Chloroform (225 puL) und Wasser (450 pL) durchge-
fuhrt. Zwischen den Zugaben wurden die Proben gewirbelt und zentrifugiert (RT, 10 s;
13 krpm). Nach der Inkubation im Ultraschallbad (7 min) wurden die Proben abermals kurz
zentrifugiert. Es bilden sich drei Phasen aus (Prazipitat in der Interphase). Nur die obere,
organische Phase wird verworfen und danach abermals Methanol (450 uL) zu der verbliebe-
nen Probe zugesetzt, gewirbelt und fiir 20 min bei 13 krpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet — nicht zur
Vollstandigkeit. Fir den nachfolgenden Trypsinverdau wurde das Pellet in einer 7 M Harn-
stoff/2 M Thioharnstoff-Losung (200 uL; in 20 mM HEPES; pH 7,0) vollstandig gel6st. Als Vor-
verdau wurde LysC zugesetzt (1:200 m/m; 0,5 pg/uL Stocklésung, Thermo) und 4 h bei
450 rpm (RT, Lichtgeschitzt) inkubiert. Die Probe wurde 1:4 (v/v) mit Wasser verdunnt,
Trypsin zugesetzt (1:200 m/m; 0,5 pug/uL Stocklésung, Sigma) und tber Nacht bei 37°C und
450 rpm inkubiert. Der Verdau wurde im Sauren (pH <3) durch Zugabe von 0,5% TFA (v/v
final) gestoppt und Prazipitate mittels Zentrifugation entfernt. Die Entsalzung der Proben er-
folgte mit SepPak® C18 Saulen (50 mg Saulenmaterial; Waters Inc.) an einem Vakuumstand.
Die Saulchen wurden mit folgender Sequenz bei anliegendem Unterdruck equilibriert, wobei
am Ende aller Schritte eine ca. 1 mm Flussigkeitssaule verblieb: 1 mL ACN; 0,5 pL Elutions-
puffer (80% ACN, 0,5% FA); 2x je 0,5 mL 0,1% TFA. Hiernach erfolgten der Probenauftrag
und das sequenzielle Waschen mit 1 mL 0,1% TFA und 0,5 mL 0.5% FA. Fir die Elution der
Peptide wurden 250 uL Elutionspuffer zugesetzt und bei Normaldruck in ein neues Reakti-
onsgefal abgelassen. Nach einer weiteren Zugabe (250 uL Elutionspuffer) wurde die Saule
mittels Vakuum bis zur Trockenheit eluiert. Das Eluat (ca. 1,2 mL) wurde in Flussigstickstoff
schockgefroren und anschlieRend tber Nacht gefriergetrocknet (Alpha 1-2 LDplus Lyophilli-
sator, Christ, D).
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6.5.Analytische Methoden

6.5.1.Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Konzentration von Proteinen, die Tryptophane (Trp - und zu kleinerem Anteil auch Tyrosin
und Phenylalanin) enthalten, kann spektralphotometrisch durch die Absorptionseigenscharf-
ten der Lésung bei 280 nm bestimmt werden. Hierzu muss der molare Extinktionskoeffizient
(¢ in M1 cm) und die Molmasse bekannt sein. Beide Parameter wurden fir alle Proteine mit
dem Web-Tool Protparam berechnet (web.expasy.org/protparam/). Uber das Lambert-Beer-

sche Gesetz lasst sich die Konzentration (c in M) wie folgt bestimmen:

A=1g<1—0)=s-c-d

I

wobei: A (Absorption der Lésung), lo (Intensitéat des eingestrahlten Lichts), | (Intensitat des
austretenden Lichts) und d (Schichtdicke, cm) ist. Die Gewichtskonzentrationen (mg/mL) wur-
den durch das Teilen der molaren Konzentration durch die Molmasse erhalten. Die Konzent-
rationsbestimmung wurden an einem Spektralphotometer (Nanodrop2000, Thermo) durch-
gefuhrt.

Die Konzentrationsbestimmung fur RasGTPasen erfolgt mit der Bradford-Methode?3°, da kein
Tryptophan in der Ras-Priméarstruktur enthalten ist. Dabei wird eine verdunnte Proteinlésung
(typisch 1:100 in Wasser) mit 900 pyL Bradford-Reagenz (VWR Prolabo) versetzt und 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption bei 595 nm liefert, mit einer zuvor aufgenom-

menen Eichgerade (BSA Verdunnungsreihe) die Konzentration.

6.5.2.Analytische Hochleistungs-Umkehrphasenchromatographie

Die Hochleistungs-Flissigchromatographie (engl. High Performance Liquid Chromatography
— HPLC) ist die Standardtechnik fur anspruchsvolle Trennungen chemisch &hnlicher Stoffge-
mische. Dabei wird die Analyseprobe in einem chromatographischen Trenngang mit organi-
schem Ldsemittelanteil in der mobilen Phase (sog. Umkehrphase; engl. reversed phase —
RP) und einer hydrophobisierten stationaren Phase separiert. Die Trennung von Peptiden
und Proteinen erfolgte in einem angesauertem Acetonitril (ACN)-Wasser-Gradienten (je 0.1%
FA oder TFA) 5-50% ACN in 5-15 min auf einer Jupiter C4 oder Jupiter C18 (beide Pheno-
menex) getrennt und bei 280 nm detektiert (Agilent HPLC System). Nukleotide wurden in ei-
ner mit einem isokratischen Puffer unter lonenpaarungsbedingungen (50 mM
K2HPO4/KH2PO,4 pH 6,6; 10 mM Tetrabutylammonium Tribromid (TBA Br); 12% ACN) auf ei-
ner ProntoSIL C18 RP-Saule (Bischoff Chromatography) bei 1 mL/min in 20 min getrennt und
bei 254 nm detektiert (Shimadzu HPLC System).
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6.5.3.Flissigchromatographie gekoppelte Massenspektrometrie
Die moderne Massenspektrometrie ist eine der wichtigsten Techniken fiir die Analyse von
biologischen Molekulen. Viele massenspektrometrische Anwendungen werden mit einer vor-
geschalteten RP-HPLC, fur die erforderlich chromatographische Trennung des Analyten ge-
koppelt (s. Abschnitt 6.5.2.). Diese Retention ist nétig um die Auflésung und das spezifische
Signal-Rausch-Verhaltnis (engl. signal to noise ratio — S/N) zu verbessern. Alle massenspek-
trometrische Analyse teilen sich in drei Teilschritte: lonisation der Analyten, Auftrennen der
Analyten nach ihrem Masse-Ladungs-Verhaltnis (m/z) und dem Detektieren der Analyten. Die
Rohdaten werden im Nachgang mit geeigneter Software ausgewertet. Fir die lonisation von
Proteinen ist die Elektronensprayionisation (ESI) als schonende lonisationsmethode sehr ver-
breitet und wurde in allen nachfolgenden Anwendungen verwendet. Fur die Tandem-MS
(MS?)-Experimente kam zusétzlich ein Modul fir die Kollisions-induzierte Dissoziation zum
Einsatz (CID; engl. collision-induced dissociation). Fur die Analyse von Proteinen wurden je
nach Analyt 2-10 pmol pro Messung injiziert.
Die Analyse von Proteinen und Peptiden erfolgte routinemafiig tUber Loop-Injektionen an ei-
nem LCQ-Fleet (lonenfalle; Thermo) und fiir hochauflésende Analysen an einer LCQ FT (lo-
nenfalle; Thermo) Massenspektrometer jeweils gekoppelt an ein UltiMate 3000 nano HPLC-
System (Dionex, Thermo).
Fur die Analyse von Trypsin-generierten Peptidgemischen wurde eine chromatographische
Trennung auf einer Acclaim C18 PepMap RSLC (75 um ID x 15 cm; Thermo) Saule mit fol-
gendem Gradienten vorgenommen: (Puffer A: 95% H-0, 5% DMSO, 0,1% FA. Puffer B: 95%
ACN, 5% DMSO, 0,1% FA. Fluss 200 nL/min, Gradient: 4 to 35% Puffer B in 112 min, dann
auf 80% Puffer B in 4 min und fir 4 min auf 80% Puffer B halten, dann auf 4% Puffer B in 2
min auf 4% Puffer B fir weitere 20 min halten. Fur die Messung wurden die getrennten Pep-
tide in-line in ein LTQ Orbitrap XL-Massenspektrometer geleitet (lonenfalle; Thermo).
Fur die Auswertung der Analyseergebnisse wurden folgende Programme verwendet: Xcalibur
(v3.1; Thermo Scientific) fir die Extraktion der Rohdaten; MagTran (v1.02)2%° fur die Dekon-
volution der m/z-Spektren; MaxQuant (v1.5.2.4)2%! fir die Evaluierung der MS2-Spektren.

6.5.4.Analytische Grofienausschlusschromatographie

Das Trennprinzip der GréRenausschlusschromatographie (auch Gelfiltration; engl. size exclu-
sion chromatography — SEC) basiert auf der Interaktion von Proteinen mit porésen, querver-
netzten Agarosepartikel. Die Retention hdngt von dem hydrodynamischen Radius der Mole-
kile sowie der Porengrof3enverteilung ab. Kleine Molekiile werden starker zuriickgehalten
als grof3e. Die starkere Wechselwirkung mit der Matrixoberflache resultiert aus der Diffusion
in zugangliche Poren. Diese Analyse eignet sich daher fir die Polydispersionsbestimmung
einer Probe oder die Komplexformierung von Proteinen und kann zu diesem Zweck auch

praparativ eingesetzt werden. Fur die Komplexformierung von Rab32-Varianten mit GtgEcasa
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wurde je 10 pM Rab:GDP (einschlief3lich Mutanten und anderer Nukleotidbeladung) mit

10 uM GtgEcasa (einschlieB3lich weiterer Mutanten) in 70 pL eingesetzt (finale Konzentratio-
nen) und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch (50 L) wurde anschlieRend
auf einer Superdex 75 (10/30; GE Healthcare) in SEC-Puffer mit entsprechendem Nukleotid
versetzt bei 0,5 mL/min in 1 h getrennt (Detektion 280 nm) und bei Bedarf fraktioniert
(Shimadzu HPLC System). Die chromatographische Trennung des Heterokomplexes wurde
auch im praparativen Mafl3stab durchgefuhrt (s. Abschnitt 6.4.7.). Fir die analytische Kom-
plexformierung von Rab32:GppNHp mit der VARP-Ankyrin-Wiederholungsdoméne (ANK1)
des wurden beide Proteine mit je 50 uM (final) eingesetzt und wie oben beschrieben behan-
delt.

6.5.5.Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Trennung eines Proteingemisches nach der molekularen Masse der enthaltenden Spe-
zies wird in der Biochemie routinemalig tUber die denaturierende Polyacrylamidgelelektro-
phorese (PAGE) erreicht. Dabei wird das Proteingemisch unter reduzierenden Bedingungen
in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate — SDS) bei erhéhter
Temperatur entfaltet. Die Anlagerung der negativen Dodecylationen an die Proteine fuhrt
netto zu negativ geladenen Molekulen, die dann durch ein elektrisches Spannungsfeld in ei-
ner Polyacrylamid Gelmatrix zur Anode wandern. In dieser Arbeit wurden 15%-SDS-PAGE-
Gele nach Laemmli?*® mit einem Trenn- und Sammelgel verwendet. Die Proteinlésung (ty-
pisch 10 pL) wurden 1:1 mit 2x-SDS-Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95°C inkubiert um
eine vollstéandige Entfaltung zu gewahrleisten. Bei Probenvolumen gré3er 20 pL, wurde das
Gemisch im offenen Reaktionsgefal in der Hitze entsprechend eingeengt. Damit keine Pro-
benbestandteile an der Gefallwand verbleiben wurden die Proben kurz gewirbelt und zentri-
fugiert. Als GroRRenstandard wurde der Protein Testmix 6 (Serva) nach Herstellerangaben
verwendet. Die Gele wurden in SDS-Laufpuffer bei konstantem Stromfluss von 50 mA pro
Gel fur 45-60 min entwickelt. Das Farben der Proteinbanden erfolgte mittels erwarmter
Coomassie-Brilliant Blau R-250 Ldésung und Schittelinkubation fiir 10-60 min mit anschlie-
Bendem Entfarben in 10%iger Essigsaure. Dies wurde mehrfach wiederholt bis der Hinter-
grund vollstandig entfarbt war, um den Kontrast fur die Digitalisierung und Auswertung zu
verbessern. Die Gele wurden mit einer Auflésung von 600 dpi (engl. dots per inch) gescannt

und bei Bedarf densitometrisch ausgewertet (s. nachfolgender Abschnitt).

6.5.6.ZeitaufgelOster Gel-Shift-Aktivitatsnachweis
Die Enzymaktivitatsbestimmung von Proteasen lasst sich zuverlassig durch das zeitabhan-
gige Unterbrechen der Proteolyse und einer nachfolgenden Grél3entrennung der Substrate

und Produkte mittels SDS-PAGE (s. vorgegangener Abschnitt) durchfiihren. So wurde die
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Aktivitdtsbestimmung beider Proteasen mit ihren jeweiligen GTPase-Substraten realisiert. Ty-
pischerweise wurde 8 UM GTPase-Substrat in SEC-Puffer versetzt mit 1-10 uM des entspre-
chenden G-Nukleotiden (GDP/GTP/GppNHp) vorgelegt und die Reaktion mit 0,8-8 nM (final)
Protease (GtgE-1:1000 oder RRSP-1:10000 mol/mol) bei 25°C gestartet. Fir die Quantifizie-
rung wurden das MBP als interner Standard eingesetzt (1 pg pro Gel-Tasche). Zu verschie-
denen Zeitpunkten (10 s-24 h) wurde die Reaktion durch die Zugabe von vorgewarmten 2x-
SDS-Probenpuffer (je 10 uL) gestoppt. Nach der Trennung Uber die SDS-PAGE, wurden die
Banden mit der frei verfiigbaren Software ImageStudio Lite (LI-COR Inc., USA) analysiert.
Das Verhéltnis der integrierten Grauwerte (interessierende Bande/MBP-Bande) wurde zeit-
abhéangig aufgetragen und zur Bestimmung der beobachteten Umsatzrate (k.1, Kobs) Uber fol-

genden exponentiellen Zusammenhang angepasst:
I(RabFL) = I(RabFLlo) + A : e_k_lt

I(Rabr): normierte Intensitat der volllange Rab-Bande; I(Rabg. o): normierte Intensitat der voll-

lange Rab-Bande im Gleichgewicht; A: Fluoreszenzsignalamplitude; t: Zeit in Sekunden.

Zur Bestimmung der katalytischen Enzymeffizienz (kca/Km) wurde die beobachtete Umsatz-

rate durch die Enzymkonzentration der eingesetzten Protease ([Eo]) geteilt:

k
kops = — cat. [EO]

Fur eine schnelle Aktivitatstiberprifung von Proteasen (sowie Mutanten), ohne vormalige Rei-
nigung, wurde das beschriebene Vorgehen wie folgt angepasst: Die jeweilige Protease wurde
rekombinant in BL21 RIL Zellen und 50 mL LB Medium exprimiert (s. Abschnitt 6.4.2). Davon
wurden 5 OD Einheiten geerntet, in 0,5 mL SEC-Puffer ohne Nukleotide resuspendiert und
die Zellen mittels Ultraschall (Digital Sonifier® SLPe, Branson Ultrasonics) auf Eis lysiert. Das
geklarte Lysat wurde auf die Expressionsmengen mittels SDD-PAGE uberpruft und 2 pg Ly-
sat (oder eine 1:100 Verdinnung des Lysats) pro 10 uL Reaktionsansatz in den beschriebe-

nen Test eingesetzt.

6.5.7.RRSP-Endopeptidase Aktivitdtsnachweis

Die synthetisierten Ras-switch I-Peptidsubstrate (s. Abschnitt 6.3.1.) wurden in 50 mM HE-
PES pH 8,0 geltst mit 10 mg/mL. Der qualitative Peptidase-Aktivitatsnachweise wurde mit je
100 puM Peptid und 10 uM RRSPwr in 25 pL-Ansatzen bei 25°C Uber Nacht durchgefihrt. Die
Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung von RRSP (2 min, 95°C) angehalten und das Prazi-
pitat Uiber Zentrifugation entfernt (5 min, 13000 rpm). Der Uberstand wiirde nach dem Entsal-
zen Uber LC-MS analysiert (s. Abschnitt 6.5.3.).
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6.6.Biophysikalische Methoden
6.6.1.Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie wurde bereits in vielfaltiger Weise bei Untersuchungen der bio-
chemischen Eigenschaften kleiner GTPasen eingesetzt*®192, Die beobachteten Signalande-
rungen basieren entweder auf intrinsischen Veranderungen der chemischen Umgebung der
Indol-Gruppe eines Tryptophans, oder eines artifiziell eingebrachten Chromophors, wie bei
Mant-Nukleotiden. Ebenfalls wurden bereits FRET-(Forster Resonanz Energie Transfer)-An-
ordnungen erfolgreich zur Detektion des Nukleotidbeladung kleiner GTPasen in vivo einge-
setzt?*!, Die Detektion der Proteolyse in der switch I-Region wurde typischerweise in einer
1 mL Quarzkiivette in einem Fluoreszenzspektroskop (FluoroMax®-4, Horiba Ltd., Japan) in
filtriertem und entgasten Nachweispuffer (20 mM HEPES, pH 7,5; 50 mM NaCl; 1 mM MgCly;
1 mM DTT) bei 25°C durchgefiihrt. Entsprechende Nukleotide wurden kurz vor der Messung
zugesetzt (10 uM GDP/GTP; 1 uM GppNHp; 10 nM Mant-GDP; final). Als Substrat wurde
0,5 UM einer kleinen GTPase (beladen mit GDP oder Mant-GDP) eingesetzt und die Reaktion
mit Zugabe von 0,5-5 nM (final) einer Protease gestartet. Die zeitabh&ngige Detektion der
Tryptophanfluoreszenz wurde bei 297 nm (Ex; Bandpassfilter +1 nm) angeregt und die Emis-
sion bei 340 nm (Em; Bandpassfilter £5 nm) aufgezeichnet. Fir die Mant-Fluoreszenz-Detek-
tion wurden folgende Einstellungen gewahlt: Ex (340 m); Em (440 nm), und fur die FRET
Experimente entsprechend: Ex (297 nm); Em (440 nm) mit denselben Bandpassfiltern. Die
apparente Umsatzrate (kobs) wurde durch Kurvenanpassung an eine Exponentialfunktion ers-

ter Ordnung bestimmt:
F =Fy+ A-e ¥obst

F: Fluoreszenzsignal;, FO: Fluoreszenzsignal im Gleichgewicht; A: Fluoreszenzsig-

nalamplitude; t: Zeit in Sekunden.

Die enzymatische Effizienz (kca/Km) wurde durch die Division von kows durch die Proteasekon-

zentration ([Eo]) wie in Abschnitt 6.5.6. bestimmt.

6.6.2.Stopped-Flow Fluoreszenz Spektroskopie

Schnelle Reaktionen, die im Millisekunden bis Sekunden Bereich ablaufen, lassen sich mit
der Stopped-Flow-Methode (engl. fiir unterbrochener Fluss) beobachten, wenn es mit einem
geeigneten Detektionssystem gekoppelt ist. Die zeitabhdngige Fluoreszenzsignalanderun-
gen von Mant-Nukleotid-beladenen Ras wurde an einem SX20 Stopped-Flow-Spektrometer
(Applied Photophysics, Leatherhead, UK) aufgezeichnet. Die Anregungswellenlange wurde
auf 365 nm mit Schlitzbreiten von je 1,5 mm fur Ein- und Ausgang des Monochromators ein-
gestellt und die Emission wurde Uber einen optischen 420 nm-Ausschlussfilter detektiert. Alle

Messungen wurden bei 25°C durchgefthrt. In einem 1:1-Michungsverhéltnis wurde
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Ras:mGDP mit 0,1 uM (final) mit steigenden Konzentrationen RRSPwr (2-200 puM, final)

titriert. Jede Messung wurde in einer Reihe von funf Hilben wiederholt und der Reaktionsver-
lauf Uber 5 sek aufgezeichnet. Zur Bestimmung der jeweiligen Reaktionsrate fir jede einge-
setzte RRSP-Konzentration wurden gemittelte Kurven aus drei Experimenten verwendet und
an eine einfachexponentielle Funktion wie in Abschnitt 6.6.1. beschrieben angepasst. Zur
Bestimmung der Wechselzahl (kcar) sowie Ky wurden die erhaltenen Reaktionsraten in Ab-
hangigkeit von der RRSP-Konzentration an ein Michaelis-Menten-Model angepasst:
b= Umax * So
So + Ky
v: initiale Reaktionsgeschwindigkeit (UM s?); vimax: maximale Reaktionsgeschwindigkeit (UM

s1); So: initiale Substratkonzentration (UM); Km: Michaelis-Menten-Konstante (M)

Unter der Annahme, dass die der Ky viel als die Substratkonzentration ist (Km»» Sp) lasst sich
darauf die Abhangigkeit der Wechselzahl von der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit her-

leiten:

So
UV = VUnax "
Ky

ds Vmax+t
- = S . Ky
ac o€

Vmax = Eo * Kcat

Eo: Enzymkonzentration (UM); keai: Wechselzahl (engl. turnover number, s1); dS/dt: Substrat-

konzentration zum Zeitpunkt; t: Zeit (s)

6.6.3.I1sothermale Titrationskalorimetrie
Die Kalorimetrie wird vielfach fir die Affinitatsbestimmung zwischen Molekilen (auch biologi-
sche Makromolekiile) sowie zur Bestimmung anderer thermodynamischer Parameter (Ent-
halpie- (AH), Entropiednderung (AS)), oder der Bindesttchiometrie verwendet. Zur Bestim-
mung der Dissoziationskonstante (Kp) zwischen GtgEcssa und Rab32:GDP wurde das Kalo-
rimeter ITC200 (MicroCal) verwendet. Die Proben wurden mittels Dialyse in SEC-Puffer mit
10 uM GDP uberfuhrt (4°C, Uber Nacht) und die Messungen bei einer Messzelltemperatur
von 37°C durchgefihrt. Rab32 wurde in der Messzelle mit 20 uM vorgelegt (250 uL) und der
Injektor mit 40 pL GtgEcasa (200 uM) geladen. Das Injektionsvolumen betrug 1,5 pL (25 In-
jektionen) bei einer Referenzzellspannung von 8 pcal/sec und einer Rotationsgeschwindig-

keit von 700 rpm. Die Bindeisothermen wurden bis zur Sattigung aufgenommen und mit dem
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Analyseprogramm PEAQ-ITC Analysis (Malvern) ausgewertet. Die Daten wurden endspre-
chend einem ,One-site-binding‘-Modell angepasst und lieferte u.a. die Dissoziationskonstante

und die Stéchiometrie der Bindung.

6.6.4.Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation (aUZ) zeigt die GréRenverteilung einer polydispersen Pro-
teinprobe auf und kann durch Titrationsexperimente auch fir die Bestimmung der Dissoziati-
onskonstante (Kp) genutzt werden. Hierbei wird ein fluoreszent markiertes Protein mit einem
unmarkierten Bindepartner in eine optisch zugéngliche Zentrifugationsmesskammer pipettiert
und die Fluoreszenzintensitat (Sedimentationsverhalten) tber die Dauer eines Zentrifugati-
onslaufs detektiert. Die aUZ-Experimente wurden in einem Beckman ProteomeLab XL-A ana-
Iytischen Ultrazentrifuge (Beckman Coulter) durchgefiihrt. Eine konstante Konzentration von
Rab32:GDP-Atto488 (200 nM) wurde mit einer aufsteigenden GtgEcssa-Konzentrationen
titriert (10 nM — 45 pM, final) und fur 2 h bei RT equilibriert. Die Daten wurden mit dem frei
verfigbaren Analyseprogramm SedFit?*?> ausgewertet. Die Sedimentationskoeffizienten und
die Molmassen der einzelnen Spezies wurden tber die Lamm-Gleichung?#® erhalten. Die re-
lative Fraktion des markierten Rabs, das an GtgE gebunden ist, wurde in Abh&ngigkeit von
der GtgE-Konzentration aufgetragen. Daten wurden mit einer hyperbolen Gleichung ange-
passt und lieferte so den Kp. Die Zentrifugationslaufe wurden von Christine John (Lehrstuhl
Biotechnologie, Prof. Buchner, TUM) durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung und die Daten-

analyse erfolgten durch den Autor.

6.6.5.Mikromafistab Thermophorese

Die durch einen Temperaturgradienten induzierte MolekUlwanderung wird als Thermopho-
rese bezeichnet. Dieser Effekt hangt von der Ladung, dem Hydrodynamischen Radius und
dem Molekulargewicht des jeweiligen Molekils ab?*. Unter anderem lasst sich dieser Effekt
im Mikromalstab (MST) fur die Affinitatsbestimmungen von Protein-Protein-Interaktionen
(PPIs) nutzen. Hierbei wird eines der Proteine kovalent mit einem Fluoreszenzfarbestoff mar-
kiert und der Bindepartner vom molaren Unterschuss bis in einen Uberschuss (h6her als der
vermutetet Kp) titriert. Die Gleichgewichtsmessungen fur jedes Titrationsverhaltnis wird in ei-
ner Glaskapillare durchgefiihrt. Die MST-Messungen zwischen GtgEcssa und Rab32:GDP
wurden an einem Monolith NT.115 Instrument (Nanotemper) durchgefuhrt. Hierzu wurde
GtgEcssa mit dem NT-647-Farbstoff (NT-647 Labeling-Kit; Nanotemper) nach Herstelleranga-
ben markiert und mit 100 nM (final) eingesetzt. Dazu wurde eine Rab32:GDP Verdinnungs-
reihe von 50 uM bis 1,5 nM gegeben (1:1 v/v) und fur 30 min in 15 pL bei Raumtemperatur
inkubiert. Es wurden Premium-Kapillare (Nanotemper) verwendet. Alle Proteine wurden in
GDP haltigem SEC Puffer verdinnt. Die Fluoreszenzlaserstéarke lag bei 20% und die des

Infrarotlasers bei 40%. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante wurde die normalisierte
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Fluoreszenzsignalanderung nach dem MST-Sprung Uber die Rab32-Konzentration aufgetra-
gen und an die Kp-Fit-Funktion, die auf dem Massenwirkungsgesetzt basiert, in dem Soft-

warepaket des Herstellers angepasst.

6.6.6.Zirkulardichroismus Spektroskopie

Chirale Molekile absorbieren rechts- und links-polarisiertes Licht unterschiedlich stark. Diese
Eigenschaft macht man sich in der Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie fiir die Charakte-
risierung von Protein zu Nutze?*. Im Spektralbereich von 180-250 nm (Fern-UV) detektiert
man spezifische Minima von Sekundarstrukturelementen (a-Helix: 208 nm und 220 nm; B-
Faltblatt: 217 nm). Die proteinspezifische Schmelztemperatur l&sst sich durch eine zeitaufge-
|6ste, hitzeinduzierte Entfaltungskurve bestimmen. Dazu wird zuerst das Differenzspektrum
von gefaltetem zu ungefalteten Protein gebildet und die Wellenlange bei der gréf3ten Intensi-
tatsanderung fir die Aufnahme der Entfaltungsiibergangs verwendet. Die Messung von CD-
Spektren erfolgte an einem Jasco J715 CD Spektrometer (Jasco) gekoppelt an ein Peltier
PTC 343 Temperaturregler in einer Quarzkivette mit 0,1 cm Schichtdicke (Helma). Als Puffer
wurde 2 mM HEPES pH 7,5; 10 mM NaCl; 1 mM MgCly; 0,2 mM BME verwendet. Wellenlan-
gen-Scans erfolgten mit 30 nm/min (8 Akkumulationen) bei 25°C oder 95°C. Temperaturiber-
géange wurden durch konstante Erhéhung der Temperatur um 20°C pro Stunde detektiert. Die
eingesetzte Proteinkonzentration lag zwischen 0,1-0,3 mg/mL. Die molare Elliptizitat pro Ami-
nosaurerest (Gvrw) Wurde wie folgt berechnet:
oy = 0Ny, - 100
MW -c-d
Dabei ist: Naa (Anzahl der Aminosauren im Protein), MW (Molekulargewicht des Proteins in

Da), ¢ (Proteinkonzentration in mg/mL) und d (Schichtdicke der Klivette in cm).

6.6.7.Differenzscan Fluorometrie

Zur Bestimmung der Entfaltungstemperatur (auch Schmelztemperatur, T) von Proteinen eig-
net sich neben der Zirkulardichroismus-Spektroskopie (s. Abschnitt 6.6.6.) die Differenzscan
Fluorometrie (DSF). Dabei wird eine proteinhaltige Lésung sukzessive in Anwesenheit eines
lipophilen Fluorophors erwérmt. Mit der einsetzenden Entfaltung lagert sich der Farbstoff an
die nun exponierten hydrophoben Bereiche an und die detektierte Fluoreszenzintensitat
nimmt zu. Dieser Ansatz wurde auch parallelisiert im 96well-Format als Screening zur Ver-
besserung der Pufferzusammensetzung, im Sinne der Proteinstabilisierung durchgefiihrt?46.
Hierzu wurden 2 pg Protein (20 pL) ublicher Weise in SEC Puffer (oder Puffer Screening) mit
einer 5-fachen Losung Sypro Orange® (Sigma; 5000facher Stock) versetzt und in einem
Real-Time-PCR-Cycler (Mx3005P, Agilent) von 25-95°C in 1°-Schritten erwarmt. Die Fluo-
reszenz wurde bei 465 nm angeregt und die Emission bei 590 nm aufgezeichnet. Die Analyse

wurde in Excel durchgefihrt bei der die zweite Ableitung der Rohdaten in Abhangigkeit von
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der Temperatur aufgetragen. Der Schnittpunkt mit der X-Achse entspricht dem Wendepunkt

des Intensitatsverlaufs und damit dem Tp.

6.6.8.Fluoreszenzmikroskopie
Fur die Mikroskopie wurden ausschlie3lich fixierte Zellen auf Deckglaschen-Praparaten ver-
wendet (s. Abschnitt 6.7.2.). Zunachst erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembran durch
die Behandlung mit Triton X-100 (0,1% in PBS v/v, 10 min; RT). AnschlieRend wurden die
Proben mit BSA geblockt um unspezifische Hintergrundfarbungen zu minimieren (Blocking-
Lésung: 3% BSA w/v in PBS mit 0,1% Triton X-100 v/v; 30 min; RT). Die Primarantikbrper
wurden mit einer Verdiinnung von 1:200 in die Blocking-Losung eingesetzt und fur 1 h bei RT
inkubiert. Fur die Immunofluoreszenzfarbung wurde hiernach die konjugierten Sekundéaranti-
korper 1:500 in der Blocking-Losung verdinnt eingesetzt und fir 1 h bei RT inkubiert. Zwi-
schen den Inkubationen mit Antikérper-Lésung wurde die Probe je drei Mal vorsichtig mit
Blocking-Losung gewaschen. Optional erfolgte eine Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole, Thermo). Hierzu wurde eine 14,3 mM DAPI-Stocklésung in
Wasser angesetzt (5 mg/mL) und in zwei Schritten auf 300 nM in PBS (1x) verdiinnt (DAPI-
Féarbeldsung. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (1x) wurden die Zellen mit der DAPI-Far-
belésung Uberschichtet und 1-5 min inkubiert und abermals mit PBS gewaschen. Fir die
Langzeithaltbarmachung der Proben wurden die Deckglaschen mit den geféarbten Zellen mit
30 uL einer PVA-DABCO®-L6sung (Sigma; pH 8,7), luftblasenfrei mit der Oberseite kurz nach
dem Abstreifen von tberschiissigem Puffer und kurzer Lufttrocknung (wenige Minuten) auf
einem Objekttrager versigelt. Nach 2 h RT-Inkubation sind die Trager bereit fiir die Mikrosko-
pie. Hierzu wurden an einem Multikanal-Fluoreszenzmikroskop (BX51, Olympus) sowohl mit
Hellfeld (DIC) als auch in den drei Anregungskanélen, blau (460-490 nm), griin (510-550 nm)
und rot (532-587 nm) Bilder Uber eine verbundene Digitalkamera (Nikon Coolpix 5.1 Megapi-
xel) in verschiedenen VergroRerungen aufgenommen. Diesen wurden je nach Fragestellung
als Uberlagerung genutzt.
Die verwendeten Primarantikbrper im Einzelnen: Kanninchen (Rabbit) a-c-Myc Antikdrper
(GenScript A00172) a-Rab32 Antikdrper (abcam, ab213537); a-Salmonella Antikdrper
(abcam, ab35156, aus Rabbit)
Die verwendeten Sekundarantikdrper im Einzelnen: a-Rabbit IgG konjugiert mit Alexa
Fluor® 350 (Thermo A10039); a-Rabbit IgG konjugiert mit Alexa Fluor® 488 (abcam,
ab150081); a-Rabbit IgG konjugiert mit Alexa Fluor® 647 (abcam, ab150075).
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6.7.Zellbiologische und Infektionsbiologische Methoden

6.7.1.Kultivierung und Handhabung von humanen Zelllinien

Alle Humanzelllinien wurden routinemafig in Standard-Zellkulturflaschen (Sarstedt) mit
25 mL DMEM Vollmedium (Dulbecco) erganzt um 10% (v/v) fetalem Kélberserum (FCS),
2 mM L-Glutamin, 200 pg/ml Streptomycin und 100 U/mL Penicillin (37°C, 5% CO2) kultiviert.
Konfluente Kulturen wurden mechanisch von der Oberflache entfernt und fir die weiteren
Experimente geerntet (1000 rpm, 2 min). Vorbereitend fur die spater durchgefihrten Infekti-
onsexperimente mit Salmonella sowie die Mikroskopiearbeiten (s. Abschnitte 6.6.8. und
6.7.2.) wurden alle weiteren Schritte in 24-Well Platten (TC-PlateF, Sarstedt) mit 0,5 mL Flus-
sigkeitsvolumen durchgefuhrt. Zunachst wurde ein steriles Runddeckglaschen als Substrat
fur die Zellen am Boden eines Wells positioniert. Nach der Zellzahlbestimmung wurden ca.
1-2,5-10° Zellen mit 0,5-3 pg Plasmid-DNA versetzt und mittels Elektroporation in dem Neon®-
System (Invitrogen) nach Herstellerangaben in einem 100 pL-NeonTip-Aufsatz transfiziert.
Die Zellen wurden nachfolgend fur 18 h kultiviert (37°C, 5% COy,).

6.7.2.Salmonelleninfektionsexperimente mit Humanzellen
Fir die Infektionsstudien mit dem rekombinanten Salmonella Typhimurium AgtgE Stamm
(S. Tm AgtgE, s. Abschnitt 6.2.9.) wurden transformierte S. Tm AgtgE aus einer Ubernacht-
kultur in 5 mL 2YT-Medium angeimpft und auf eine OD von 1,6-2,0 kultiviert. Danach werden
4 OD-Einheiten geerntet (2000 rpm, 3 min, RT) und zwei Mal mit PBS (1x) gewaschen. Die
Zellen wurden entweder mittels Fluoreszenzfarbstoff gefarbt (1 pL Alexa350-NHS (Thermo,
50 mM Stocklésung in DMSO) fir 10 min bei RT im Dunkeln) oder direkt eingesetzt. Fur die
Salmonelleninfektion von Humanzellen wurde eine Infektiositat von 100 eingestellt (Verhalt-
nis von Bakterien zu Humanzellen). Die rekombinanten Humanzellen wurden zuvor Uber
Transfektion erzeugt (s. Abschnitt 6.7.1.). Nach dem Abzug des Mediums aus den 24-Well
Platten werden die Salmonellenzellen direkt in PBS zu den adharenten Humanzellen gege-
ben (250 uL). Nach 10 min wurde die Infektion durch Zugabe von Gentamycin (10 pg/mL,
final) sowie 0,5 mL DMEM (10% FCS) und fur 2 h bei 37°C und 5% CO: inkubiert um extra-
zellulare Bakterien zu téten. Vor der weiteren Préaparation fur die Mikroskopie (s. Abschnitt
6.6.8.) wurden die Zellen mit Paraformaldehydlésung fixiert (4% vlv, final; 10 min; RT) und

zwei Mal vor sowie zwei Mal nach der Fixierung mit PBS (1x) gewaschen.

6.7.3.Yeast-Two-Hybrid Proteininteraktionsnachweis
Das Hefe-2-Hybrid (engl. yeast two hybrid; Y2H) ist eine sensitive Methode zum Uberpriifen
einer Protein-Protein-Interaktion in vivo. Dabei wird ein potentieller Bindepartner rekombinant

an eine DNA-Bindeprotein (Kdder; engl. bait) sowie der mdgliche Interaktionspartner an eine
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Polymerase-Aktivierungsdomane (Beute; engl. prey) fusioniert. Werden beide Fusionskon-
strukte in derselben Hefezelle exprimiert und findet im Zellkern eine Interaktion statt, so wird
die Expression eines Reportergens initiiert und die Interaktion kann detektiert werden. Beim
Ausbleiben einer Interaktion unterbleibt das Signal entsprechend. Die Y2H-Experimente ba-
siertem auf dem DupLEX-A™-System (OriGene Technologies, Inc MD,USA) sowie dem
Matchmaker™ Gold-System (Clontech Laboratories Inc.; CA, USA). Hierbei wurden die
pLexA-GTPase Konstrukte (bait) mit dem MAT-a Hefestamm Y187 transformiert und auf
Tryptophan-Mangelmedium plattiert (engl. selection dropout — Trp; SD-W) (s. Abschnitt
6.2.10.). Der MAT-a Stamm L40AGal4 wurde mit pGAD-HA GtgE Konstrukten (prey) trans-
formiert, auf Leucin-Mangelmedium (SD-L) plattiert und 3-4 Tage bei 30°C inkubiert. Fir das
Mating von a- und a-Stamm wurden Einzelkolonien in entsprechendem SD-Flissigmedium
fur 2 Tage schuttelnd (180 rpm; 30°C) kultiviert. Hieraus wurden je 50 pL zu 100 uL YAPD
Medium gegeben (96well-Platte, Sarstedt) und fir 22-24 h bei 180 rpm inkubiert. Nach der
Resuspension wurden je 5 pL auf SD-LW Agar (Mating-Kontrolle), sowie SD-LWH Agar (In-
teraktionstest) getropft und 3-4 Tage bei 30°C kultiviert. Bei Bedarf wurde dem SD-Agar 3'-
Aminotriazol (3’-AT, Sigma) zugesetzt (0-10 mM final), ein Inhibitor der Histidin Biosynthese,
der schwache Interaktionen bzw. falsch-positives Hefewachstum unterbindet. Dies erlaubt bei

einer Titrationsreihe die Abschatzung der Interaktionsstarke.

6.7.4.Zytotoxizitatstest in Hefen
Die Toxizitat eines Proteins lasst sich durch die rekombinante Uberexpression in Zellen, wie
beispielsweise Hefezellen als Modelorganismus testen. Hierzu wurden die interessierenden
Proteine in den p416-GAL1 Hefevektor eingebracht (ATCC 87332™). Die Expression wird
erst gestartet, sobald Galaktose als primare Kohlenstoffquelle dient. Der GAL1 Promotor wird
in Anwesenheit von Glukose gehemmt, sodass die Hefen kultiviert werden kénnen bevor die
potenziell toxischen Proteine translatiert werden. Der Hefestamm BY4741 (ATCC®
4040002™) wurde mit den Expressionsvektoren transformiert wie bereits beschrieben (s. Ab-
schnitt 6.2.10.) und auf Selektionsmedium ohne Uracil (SD -Ura) kultiviert. Eine Einzelkolonie
wurde in 1 mL sterilem Wasser suspendiert und die ODgoonm auf 0,5 eingestellt. Aus einer 5-
stufigen seriellen Verdinnungsreihe (1:10) wurden je 5 uL auf SD -Ura mit 2% Glukose (w/v;
Wachstumskontrolle) oder 2% Galaktose und 1% Rafinose (w/v; Toxizitatstest) getropft. Die
Platten wurden 3-4 Tage bei 30°C inkubiert und anschlieBend gescannt (modifiziert nach An-

tic et al.}1").
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8. Anhang

8.1.Erganzende Abbildungen und Tabellen
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Abbildung 46. Qualitativer Aktivitdtsnachweise der Protease GtgE (in Ergénzung zu Abbildung
10). A Screening Ansatz mit allen verfiigbaren RabGTPasen (bis auf die Rab32-Unterfamilie sowie
Rab23 ein Geschenk der Arbeitsgruppe Goody des MPI, Dortmund) und anderen kleinen GTPasen.
Die GTPasen wurden zuvor weder massenspektrometrisch auf ihre Integritét noch auf ihre tatsachli-
chen Nukleotidbeladung untersucht. Die Inkubation mit GtgE erfolgte fur nur wenige Sekunden (Mi-
nussymbol) oder fur 4 Stunden (Plussymbol) in einem molaren Verhdltnis von 1:100 (GtgE:Rab). Le-
diglich die Rab32 Unterfamilie wird erwartungsgemaf modifiziert. B Evaluation eines fluoreszenzba-
sierter Echtzeitnachweis fir die Proteolyseaktivitdt von GtgE mit Mant-GDP (mGDP) beladenen
Rab32. Diese fallt wie fur die intrinsische Tryptophanfluoreszenz von Rab32 negativ aus.
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Abbildung 47. Nukleotidabhéngige Modifikation von RabGTPasen durch GtgE (in Erweiterung
zu Abbildung 11). A Intrinsische GTP-Hydrolyse-Aktivitdt von Rab32. Die zeitabhangige GTP-zu-
GDP-Hydrolyse durch Rab32, beladen mit GTP, wurde unter Verwendung einer lonenpaar-Umkehr-
phasen-chromatographischen Trennung von GDP und GTP Uberwacht. Die Signale wurden zur Quan-
tifizierung des Nukleotidgehalts integriert. Die Geschwindigkeitskonstante der GTP-Hydrolyse (Kobs,Hydr)
wurde Anpassung der Daten an eine einfachexponentielle Funktion bestimmt. G-mix enthalt GDP und
GTP als chromatographische Referenzen. B Zeitabhangige GtgE-vermittelte (8 nM) Spaltung von
Rab32:GTP (8 uM, final) in einem SDS-PAGE-basierten Gel-Shift-Nachweis, geféarbt mit Coomassie.
MBP wurde als interner Standard zur Quantifizierung verwendet. Die beobachtete Geschwindigkeits-
konstante fur die Proteolyse (Kobs,prot) Wurde wie in A bestimmt. Der Rab32r.-Wert wurden mittels den-
sitometrischer Analyse der SDS-PAGE-Bandenintensitat erhalten. C Abh&ngigkeit der Rab32-Spal-
tung durch GtgE von der SopD2-vermittelten GTPase-Aktivierung. SopD2-Interferenz mit der GtgE-
vermittelter proteolytischen Rab32-Spaltung Uber die Zeit, analysiert durch Coomassie-gefarbte SDS-
PAGE. Rab32r. (8 uM) wurde mit GtgE (8 nM) und / oder SopD2 (80 nM) herausgefordert. Weil3es
Dreieck: MBP-Standard; schwarzer Pfeil Rab32r.; roter Pfeil: Spaltprodukt Rab3260-22s.
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Abbildung  48. Massenspektrometrische  Analyse des  methylierten  volllange-
Rab32:GDP:GtgEcssa-Komplexes. Linkes Feld: oben, Rab32r.; mitte, GtgEcassa; unten, 1:1-Mi-
schung von Rab32rL und GtgEcssa. Rechtes Feld: Analyse von methylierten (me) Proteinen (oben,
meRab32r.; mitte, meGtgEcssa; unten, 1:1 Mischung des vorgeformten Komplexes
(Rab32rL:GtgEcasa)). Die rote und die blaue Linie zeigen die theoretischen Massen von Rab32rL
(McaiRab3z L) = 25191 Da) bzw. GtgEcasa (McaiGtge,casa) = 26226 Da) an. Graue Kastchen: Anzahl der
nachgewiesenen dimethylierten Lysine in den entsprechenden Experimenten (s. Abbildung 15).
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Abbildung 49. Mutationsanalyse von Rab32 und GtgE mit einem Coomassie-gefarbten SDS-
PAGE-basierten proteolytischen Rab32-Spaltungsnachweis. Diese Daten bilden die Grundlage
zur Bestimmung der proteolytischen Geschwindigkeitskonstanten, der in Abbildung 20C, D dargestell-
ten Ergebnisse. A Proteolyse von Rab32:GDP WT als auch dessen Mutanten (8 uM) durch Wildtyp-
GtgE (8 nM). B Proteolyse von Rab32:GDP (8 uM) mit GtgE und dessen Mutanten (8 nM). Fur die
Datenauswertung s. Abbildung 50.
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Abbildung 50. Bestimmung der proteolytischen Geschwindigkeiten von GtgE fur das Rab32-
Substrat und deren Mutanten. Die Ergebnisse basieren auf einer densitometrischen Analyse prote-
olytischer Rab32-Spaltungsnachweisreaktionen, die durch Coomassie-gefarbte SDS-PAGE (iber-
wacht wurden (s. Abbildung 49 und Abbildung 20C, D). Die zeitabh&ngige Abnahme von Rab32r
wurde an eine Exponentialfunktion erster Ordnung angepasst, um die beobachteten Geschwindigkeits-
konstanten (kobs) zu erhalten. Die kobs-Werte werden auch in Halbwertszeiten (ti2) angegeben durch
den Zusammenhang tiz = In(2)/kobs. Das BestimmtheitsmaR (R?) zeigt eine hohe Ubereinstimmung
(nahe 1) der angepassten Kurven mit den experimentellen Daten an. A Rab32: GDP-Mutanten (8 uM)
und Wildtyp inkubiert mit Wildtyp-GtgE (8 nM) (rote Kurven). B GtgE-Mutanten und Wildtyp (beide 8 nM

final) wurden mit Wildtyp Rab32: GDP (8 pM) inkubiert (blaue Kurven).

Tabelle 17. Kinetische Parameter der proteolytischen Aktivitat von verklrzten GtgE-Varianten
mit Rab32:GDP. Daten wurden aus der Abnahmerate der Rab32r.-Banden in einer densitometrischen
Analyse von Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Assays berechnet (s. Abbildung 12C, D).

kcat/KM (S-lM-l)

Relative Aktivitat zur FL (%)

GtgE Rab32
1-228 (FL) WT
1-214 WT
21-214 WT
34-214 WT
43-214 WT

5.1 x 10°+ 4.9 x 10*
2.7x10°+ 3.6 x10*
1.4x10°+1.4x10%
6.5x10%+4.3x 103
1.3x10%+6.8x 102
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Tabelle 18. Kinetische Parameter der GtgE-Aktivitat fir Rab32:GDP. Daten wurden aus der Ab-
nahmerate der Rab32r.-Banden in einer densitometrischen Analyse von Coomassie-gefarbten SDS-
PAGE-Assays berechnet (s. Abbildung 50).

GtgE Rab32 Kcat/Km (sIM) Relative Aktivitat zum WT (%)
WT WT 5.1 x10°+4.9 x 104 100.0
Q33A WT 1.2x10%+2.1x102 0.2
R142A WT 8.3x10%+1.8x 103 1.6
E148A WT 4.2 x10°+ 2.2 x 10% 82.0
C149A WT 25x10°+1.2 x 104 49.3
D182A WT 1.0x10°+1.5x10% 20.5
K186A WT 1.5x10°+1.5x10% 30.0
WT K43A 5.1 x104+7.8x 103 10.0
WT A56K 6.1 x 10*+ 6.8 x 108 12.0
WT D61A 1.7x10*+ 1.6 x 103 3.4
WT L64E 16x104+1.7 x 103 3.2
WT R87E 3.1x104+6.2x 103 6.0
WT R93A 5.2x10*+8.9x 103 10.2
A GDP GppNHp
(s2] [s2]
O N © v o O N © 1 o
oS0 odWVWMWOg 29SO WVWYO G
hourss cc ccococo«~wWAN ococoocooo«~wda kDa
—--_-——'-—-——'29
Y54F .
e o - e o F21
WTg F88Ggr
B Lysate 1:100 Lysate Lysate 1:100 Lysate
GDP GppNHp GDP GppNHp
Boo. Bo2 RoS BoS. Ho3 8o3
hours: S 2 CMOCOMS 2C S2CMo2CMo =€ KkDa
E114AG «® - — T ——— L Rl R — )¢ |
e - - - - - 21
- T ——— — —— — “oewTee r29
K194Ag| = B |~ .
E114AG —1  ———— - — | - — - - — - - [ D]
K194As | o o e & p— a - Lo

Abbildung 51. Qualitative Gel-Shift Analyse potenzieller Nukleotidselektionszentren. A Bedeu-
tung der Hub 2 Mutante Y54Fr jeweils praparativ beladen mit GDP oder GppNHp. B Bedeutung der
Mutanten von Hub 3: Rab F88G, beladen mit GDP oder GppNHp, wurde mit geklartem E. coli-Lysat
(oder 1: 100 verdinntem Lysat) inkubiert, in dem jeweils die GtgE E114A, K194A oder die Doppelmu-
tante Uberexprimiert vorlagen (s. Abbildung 21).



140 Anhang

A B
10— 10 -
" Distance F88rCg-K194cC5 ___ gpp : == GDP |g Distance G88;C,-K194;C, —— GDP ==GDP
—GTP| | =cTP 14 —GTP | |, ===GTP |14
8 J’nf l }k ( 1 - 8 12 12
- WL w i 7o % .
< % YN %V“M \ﬂ \ ——— < 10 — 10
Z6 x 11N BE T 4 = "
5 ; 5 5
1 e | 7
3 3 4 ' 4
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 5 10 15 0 5 10 15 20 25 300 10 20 30
10 10 time (ns) occurrence (%)
9 Distance F88C,-K1 9%0v — GDP === GDP c
—GTP === GTP
/ﬂ —

r(A)

w
—
w N oo~ ® O

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 5 10 15

-

-
O

Distance F88rC-K194:C, — GDP
| —GTP

r(A)
W Bh OO N ®©OO

r(A)

W s~ OO N ©® ©

0 20 40 60 80 100 120 140160180 0 5 10 15 20
time (ns) occurrence (%)

Abbildung 52. Ausgewahlte Atompaarabstande in einem GDP-gebundenen und hypothetischen
GTP-gebundenen Rab32:GtgE-Komplex aus MD-Simulationen (linke Flachen), und entspre-
chende Distanzverteilung als Histogramme aufgetragen (occurence, rechte Flachen). Die Abstands-
schwelle fiir Van-der-Waals-Wechselwirkungen (<4.5 A) ist als grau schattierte Flache markiert. A Die
F88r-Mutante konnte ein entscheidendes Element fur die Praferenz des GtgE fur GDP-gebundenes
Rab32 sein. Spezifische Atompaarabstande sind fir F88r aus Rab32 und K194 aus GtgE (oben:
F88rCp-K194:Cs, Mitte: F88rCy-K1946Cy, unten: F88rC-K194cCy) aus MD-Simulationen des GDP-
(in schwarz) und GTP-gebunden (in rot) Rab32:GtgE-Komplexe (s. Abbildung 21D, rechts). Eine hyd-
rophobe Wechselwirkung zwischen F88r und K194¢ wird nur GDP-gebundenen Komplex (schwarz)
angezeigt, wahrend der hypothetische GTP-gebundene Komplex zu einer Zunahme des Abstandes
zwischen F88rCp-K194cCs und F88rCy-K194cCy flihrt, nicht aber zwischen F88rC¢-K194cCy (in rot).
Dies legt nahe, dass die Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen Rab32 und GtgE im hypotheti-
schen GTP-Zustand abnehmen, was zur Dissoziation von GtgE von Rab32 fuhren kdnnte. B Atom-
paar-Abstande in der F88Gr-Mutante basierend auf MD-Simulationen der GDP- (in schwarz) und GTP-
gebundenen (in blau) Rab32:GtgE-Komplexe. In F88Gr wird eine héhere Population von G88r-K194c-
Wechselwirkungen (<4,5 A) relativ zum Wildtyp gebildet (s. Abbildung 21E). C Strukturelle Darstellung
der MD-Simulation des hypothetischen GTP-gebundenen Rab32:GtgE-Komplexes nach 190 ns. Her-
vorgehoben in Stéabchen: Hub 1-Rest E86r mit R87r, die ein lonenpaar bilden (s. (s. Abbildung 21A
und Abbildung 21E, oben), und in Hub 3 sind F88r und K194 mit einer Abstandszunahme der C-
Atome dargestellt (s. Abbildung 21E, unten). Die Daten der Abstandsmessung basieren auf atomisti-
schen molekulardynamischen Simulationen von Sophie Mader und Prof. Ville Kaila (Arbeitsgruppe fir
Computergestitzte Biokatalyse der TUM).
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Tabelle 19. Molekulare Wechselwirkungen im Rab32:GDP:GtgE-Komplex zwischen
Rab3218.201:GDP und GtgE21-214,ca5a (Details zu Abbildung 18E). A Polare Wechselwirkungen ein-
schlie3lich Salzbriicken mit den jeweiligen Atomabstéanden wechselwirkender Atompaare. B Hydro-
phobe Wechselwirkungen wie in A gezeigt.

Polare Wechselwirkungen B Hydrophobe Wechselwirkungen
Rab32 Distanz (A) GtgEcasa Rab32 Distanz (A) GtgEcasa
G59 (O) 2.44 Q33 (NE2) L64 3.5 F34
V60 (O) 2.62 S144 (0G) F62 3.5 M171
T57 (O) 2.67 L150 (N) Vo4 3.7 L145
D61 (O) 2.70 G146 (N) V60 3.8 L41
D81 (N) 2.75 G146 (0O) W80 3.8 L145
D61 (OD1) 2.76 L145 (N) L64 3.9 L41
T57 (OG1) 2.88 G80 (N) 158 3.9 W46
R76 (NE) 2.89 N39 (OD1) H47 3.9 L78
D61 (OD2) 2.92 R142 (NH2) 158 3.9 181
R76 (NH2) 2.93 T37 (O) T92 3.9 D185
H47 (NE2) 3.03 177 (O) 158 3.9 1202
D61 (OD1) 3.10 R142 (NH1) 158 4.0 C86
R55 (NH2) 3.14 E79 (OE2) L49 4.1 L78
158 (N) 3.14 181 (O) A56 4.1 183
R55 (NH1) 3.22 D82 (OD2) 158 4.1 1141
R93 (NE) 3.23 D182 (OD1) V94 4.1 D185
G59 (N) 3.24 L150 (O) G59* 4.2*% A45*
R93 (NH2) 3.27 D182 (OD1) 158 4.2 L150
158 (O) 3.29 181 (N) 158 4.2 A152
G59 (O) 3.36 A45 (N) F88 4.2 K194
V60 (0O) 3.41 C149 (SG) Q85 4.2 Y195
R87 (NH1) 3.42 K194 (O) V66 4.3 N39
R93 (NH2) 3.51 S179 (OG) T57 4.3 N76
D61 (O) 3.562 S147 (N) V60 4.3 M171
D81 (O) 3.68 S147 (N) T36 4.4 E148
V60 (N) 3.70 N43 (OD1) Y54 4.4 E148
D61 (O) 3.80 L145 (N) G84 4.4 Y195
Salzbriicken [V60 4.5 N43
Rab32 Distance (A) GtgEcasa 1‘22 jg (Eijg
K43 (N2) 4.00 E148 (OE1) D61 4'5 H151
K43 (N2) 3.69 E148 (OE2) '
R55 (NE) 3.34 E79 (OE2) Vo4 4.5 K186
R55 (NH1) 3.22 D82 (0OD2) Fes 45 Y199
R55 (NH2) 314 E79 (OE2) * Interaktionen die nicht in Abbildung 18E ge-
R93 (NE) 323 D182 (OD1) zeigt werden, wegen der C45Ac Mutation.
R93 (NE) 3.92 D182 (OD2)
R93 (NH2) 3.27 D182 (OD1) ) . L .
R93 (NH2) 397 D182 (OD2) \[/istlt'esnze;l\lte)gir;;el;z;;tlig? mit eienr Distanz
D61 (OD1) 3.55 R142 (NH2)
D61 (OD1) 3.10 R142 (NH1)
D61 (OD2) 2.92 R142 (NH2)

D61 (OD2) 3.86 R142 (NH1)
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Abbildung 53. Die GtgE-vermittelte proteolytische Modifikation von Rab32 182T. A Gel-Shift-Ak-
tivitatsnachweise von Rab32 182T mit GtgEwr. B Bestimmung der Spaltungsrate von Rab32r. 182T aus
A basierend auf einer densitometrischen Gel-Analyse. Die Daten wurden an eine einfachexponentielle
Funktion angepasst (s. Abbildung 23C). C Gel-Shift-Aktivitatsnachweise von Rab23 T65A mit GtgEwr.
Farbige Dreiecke: MBP (weiR); volllange-Rab (schwarz); Rab Spaltprodukte (rot).
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Abbildung 54. In vitro-Nachweis der GtgE™*-Expression und Sekretion aus S. Typhimuirum
AgtgE mittels SDS-PAGE.

A
DAPI dsRed Uberlag.

DAPI dsRed Uberlag.

Abbildung 55. Kolokalisationsstudien von Rab32 und GtgE in embryonalen Fibroblasten aus
Mausen (NIH-3T3 Zellen). Beide Proteine wurden als Fusionskonstrukt mit fluoreszenten Proteinen
co-transfiziert. Die Proben wurden fixiert und die Zellkerne mit DAPI gefarbt. Fluoreszenzkanéle fur die
einzelnen Komponenten sowie die Uberlagerunge (recht). A Emarald-Rab32 WT (GFP-Derivat, griine
Fluoreszenz) mit dsRed-GtgE WT (GFP-Derivat, rote Fluoreszenz). Untere zeieh Negativkontrolle
ohne GtgE. B Dasselbe Experiment wie in A mit der konstitutiv inaktiven Mutante von emRab32 (DN).
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emRab32 WT

dsRed
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Abbildung 56. Tandem-MS Spektren der signifikanten Treffer von EPNP-modifizierten Peptiden
mit Aspartseitenketten als Modifikationsstelle (s. Abbildung 32B). Rote Peaks: Fragmente der y-
lonenserie; blau Peaks: Fragmente der b-lonenserie; gelbe Peaks: Fragmente beider lonenserien, die
einen Verlust von 17 Da (-NHs) oder von 18 Da (-H20) des indizierten lons aufweisen. ITMS ion trap
mass spectroemetry CID: collision-induced dissociation.
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Abbildung 57. Tandem-MS Spektren der signifikanten Treffer von EPNP-modifizierten Peptiden
mit Glutamatseitenketten als Modifikationsstelle (auRer E3900, E3930)(s. Abbildung 32B, C).
Rote Peaks: Fragmente der y-lonenserie; blau Peaks: Fragmente der b-lonenserie; gelbe Peaks: Frag-
mente beider lonenserien, die einen Verlust von 17 Da (-NHs) oder von 18 Da (-H20) des indizierten
lons aufweisen. ITMS ion trap mass spectroemetry CID: collision-induced dissociation.
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Abbildung 58. Evaluierung der identifizierten RRSP-Glutamat-Mutanten in einem Aktivitats-
schnelltest (s. Abbildung 32B, Abbildung 33C) A Expressionsniveau der MBP-RRSP Fusionspro-
teine aus geklarten E. coli-Lysaten, die in Aktivitdtsschnelltest eingesetzt wurden. B Schnelltest der

Proteolyseaktivitdt von RRSP-Mutanten (aus A) an Ras:GDP in einem qualitativen Gel-Shift-Nachweis
im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 59. Quantifizierung der katalytischen Effizienz von RRSP-Mutanten des aktiven Zent-
rums. A Bestimmung der Spaltungsrate (Kobs) von Ras:GDP (8 uM) mit RRSP E3900Q (8 nM) basie-
rend auf einer densitometrischen Gel-Analyse. Die Daten wurden an eine einfachexponentielle Funk-
tion angepasst (fur Gel-Bild s. Abbildung 34A) B Bestimmung von (Kobs) wie in A fur die RRSP Mutante
E3930A (4 uM) (fur Gel-Bild s. Abbildung 34B). C Tabellarische Zusammenfassung der ermittelten

kobs- und Kkcat/Km-Werte fur den RRSPwr sowie die Mutanten des katalytischen Zentrums (Abbildung
34C).
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