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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Rab-Proteine regulieren als molekulare Schalter eine Vielzahl von intrazelluldren Transport-
prozessen. Diese Regulation erfolgt in zwei miteinander verschalteten Zyklen. Im ersten Zyk-
lus wechseln die Rab-Proteine zwischen einer membranstiandigen und einer cytoplasmati-
schen Lokalisation. Die Interaktion mit der Membran erfolgt durch die hydrophoben C-
terminalen Prenylanker der Rab-Proteine, die — zur Erhéhung der Loslichkeit — im Cytoplas-
ma von dem Protein GDI gebunden werden. Im zweiten Regulationszyklus werden die Rab-
Proteine aktiviert bzw. deaktiviert und so die Interaktion mit Effektorproteinen und die Akti-
vierung von Signalkaskaden reguliert. Da die Aktivierung durch Nukleotidaustausch zu GTP
und die Deaktivierung der Rab-Proteine durch Nukleotidhydrolyse in der Regel durch memb-
ranlokalisierte Proteine erfolgt, sind die zwei Regulationszyklen miteinander verschaltet. Die
Aktivierung und Deaktivierung der Rab-Proteine wurde bis zum heutigen Zeitpunkt relativ
detailliert charakterisiert, wahrend wenige Daten zur Regulation der Rab-Lokalisation vor-
liegen. DrrA, ein Protein aus dem Bakterium Legionella pneumophila, wurde als dual funk-
tionaler Faktor identifiziert, der sowohl die Lokalisation durch Dissoziation des Rab:GDI-
Komplexes als auch die Aktivierung von Rabl durch Nukleotidaustausch zu GTP beeinflussen
kann (Machner und Isberg, 2007; Ingmundson et al., 2007). Diese Aktivitaten wurden in die-
ser Arbeit ndher charakterisiert und es konnte gezeigt werden, dass es sich nicht um zwei
separate Aktivitdten handelt.

Die Charakterisierung der Nukleotidaustauschaktivitat zeigte, dass DrrA ein sehr effektiver
Nukleotidaustauschfaktor fir Rabl ist und es konnte gezeigt werden, dass diese Nukleoti-
daustauschaktivitat die Basis fir die in der Literatur beschriebene GDI-Freisetzungsaktivitat
von DrrA ist. Aufgrund der Tatsache, dass die Affinitdt von GDI fir GTP-gebundenes Rab
deutlich geringer ist als fir GDP-gebundenes Rab (Wu et al., 2010), kann DrrA durch Nukleo-
tidaustausch verhindern, dass nach einer Dissoziation des Rab1:GDI-Komplexes eine Reasso-
ziation erfolgt. Hierdurch verschiebt DrrA das Gleichgewicht zwischen GDI-gebundenem und
freiem Rab-Protein und bewirkt so indirekt eine vollstdndige Dissoziation des Rab1:GDI-
Komplexes. Um zu demonstrieren, dass dieser Freisetzungsmechanismus auf andere Rab-
Proteine und ihre Nukleotidaustauschfaktoren Ubertragbar ist, wurde diese Studie systema-
tisch auf weitere Rab-Proteine und ihre Nukleotidaustauschfaktoren erweitert. Der Nukleo-
tidaustausch zu GTP nach der Dissoziation eines Rab:GDI-Komplexes konnte bei allen unter-
suchten Rab-Proteinen die Reassoziation der Komplexe inhibieren und so eine Freisetzung
der Rab-Proteine aus dem Komplex mit GDI bewirken. Diese Daten zeigen, dass der Regula-
tionszyklus der Aktivierung von Rab-Proteinen den Lokalisationszyklus prinzipiell beeinflus-
sen kann, und somit die Lokalisation der Rab-Proteine durch ihre Aktivierung beeinflusst

werden kann.
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1 Einleitung
1.1 Vesikuldrer Transport

Die Entwicklung der Lichtmikroskopie zu Beginn des siebzehnten Jahrhunderts erméglichte
die Entdeckung von Mikroorganismen durch Antonie van Leeuwenhoek im Jahr 1676
(Dobell, 1932) und die ersten Beschreibungen von Zellen (Hooke, 1665). Etwa 200 Jahre spa-
ter wurde erstmals liber die Existenz von intrazelluldren, strukturell abgegrenzten Bereichen
in eukaryontischen Zellen berichtet. Robert Brown (1833) beschrieb zunachst die Existenz
des Nukleus, und einige Jahre spater wurden Mitochondrien als Bestandteil aller eukaryon-
tischen Zellen identifiziert (Altmann, 1890). Die dritte im Lichtmikroskop sichtbare Organelle
konnte 1898 von Camillo Golgi identifiziert werden, die Existenz des Golgi Apparats blieb
aber bis zur Erfindung der Elektronenmikroskopie in den 50er Jahren umstritten (Farquhar
und Palade, 1998). Die Elektronenmikroskopie machte nicht nur weitere Organellen sichtbar,
die im Lichtmikroskop nicht erkennbar waren, sondern offenbarte auch die Existenz einer
Vielzahl von Vesikeln. Diese — ausschlieBlich auf eukaryontische Zellen begrenzte — Kompar-
timentierung der Zelle ermoglicht die Bildung von unterschiedlichen Reaktionsrdaumen und
die rdaumliche Begrenzung der Wirkung von verschiedenen Proteinen (van Meer et al., 2008).
Hierdurch kann ein deutlich hoherer Grad der Regulation von biochemischen Prozessen im
Vergleich zu prokaryontischen Zellen erreicht werden. Die Evolution des Nukleus z.B. ermog-
lichte die raumliche Trennung von Transkription und Translation, wodurch vermutlich eine
grofRere Regulation und Komplexitdt der Proteinexpression durch Splicingprozesse ermog-
licht wurde (Martin und Koonin, 2006).

Die verschiedenen Organellen weisen eine unterschiedliche Lipidzusammenzusetzung der sie
umgebenden Membranen auf (van Meer et al., 2008). Transportprozesse ermoglichen den
stetigen Austausch von Material zwischen den verschiedenen Organellen und die Aufnahme
und Abgabe von Material tber die Plasmamembran. Um die raumliche Begrenzung der Or-
ganellen aufrecht zu erhalten, erfolgt der Transport durch die Abschniirung und die Fusion
von Vesikeln. Der Prozess des Exports von Proteinen aus der Zelle — die Exocytose — wurde
als erster vesikelvermittelter Transport bereits 1967 beschrieben (Jamieson und Palade,
1967). Das Gegenstlick zur Exocytose ist die Endocytose. Bei diesem Prozess werden Be-
standteile der extrazellularen Umgebung in die Zelle aufgenommen (Marsh und McMahon,
1999). Exocytose, Endocytose und der intrazelluldre Transport von Material zwischen den

vielen verschiedenen Organellen unterliegt einer starken zeitlichen und raumlichen Kontrol-
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le, die essentiell flr die Funktion der Zelle ist. Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine ge-
horen zur Familie der Rab-Proteine, die eine zentrale Rolle bei der Regulation dieser Trans-

portprozesse einnimmt (Hutagalung und Novick, 2011).

1.2 Kleine guaninnukleotidbindende Proteine

Die Rab-Proteine gehoren zur Superfamilie der kleinen guaninnukleotidbindenden Proteine
oder kleinen GTPasen (Takai et al., 2001). Proteine dieser Superfamilie haben eine hohe Affi-
nitat fir Guaninnukleotiddiphosphat und —triphosphat und agieren als molekulare Schalter
in Zellen (Wennerberg et al., 2005). Sie bestehen ausschlielRlich aus der fir alle guaninnuk-
leotidbindenden Proteine charakteristischen ca. 20 kDa groBen G-Domane, die aus funf o-
Helices und sechs B-Faltblattern aufgebaut ist (Abbildung 1-1). Die Proteine der Superfamilie
weisen untereinander eine Sequenzhomologie von 30-60 % auf (Hall, 1990). Fiinf hochkon-
servierte Bereiche — die G-Motive — interagieren mit dem Nukleotid (Abbildung 1-1, Bourne
et al., 1991). Das erste G-Motiv GxxxxGK(S/T) konnte bereits 1982 in Adenosintriphosphat
(ATP) bindenden Proteinen als Walker A-Motiv identifiziert werden (Walker et al., 1982). Es
koordiniert die Phosphatgruppen des Nukleotids und wird aufgrund seiner Funktion als
Phosphatbindeloop (P-loop) bezeichnet (Saraste et al., 1990). Das G2 Motiv, ein hochkonser-
viertes Threonin, koordiniert zusammen mit dem G3 Motiv mit der Konsensussequenz DxxG
ein fur die Phosphatbindung essentielles Magnesiumion. G4 mit der Sequenz (N/T)KxD bin-
det die Nukleobase und ist fir die Guaninnukleotidspezifitdt der kleinen GTPasen verant-
wortlich. Das letzte, relativ schwach konservierte G-Motiv ist in der letzten Schleife der klei-
nen GTPasen lokalisiert. Mit einem hochkonservierten Alanin interagiert es mit dem Nukleo-
tid und stabilisiert aulerdem Aminosduren im G3 Motiv durch Wasserstoffbriickenbindun-
gen (Bourne et al., 1991).

Die Konformation von kleinen guaninnukleotidbindenden Proteinen variiert in zwei Berei-
chen, die als Switch | und Switch Il bezeichnet werden, abhéngig davon, ob Guanosindiphos-
phat (GDP) oder Guanosintriphosphat (GTP) in der Nukleotidbindungstasche vorliegt
(Abbildung 1-1, Milburn et al., 1990). Im GDP-gebundenen Zustand sind die Switch-Regionen
strukturell flexibel. Im GTP-gebundenen Zustand sind die Switch Bereiche geordnet und ihre
Konformation ist stark konserviert. Diese strukturellen Unterschiede bewirken eine starke

Differenz in den Affinitaten der Effektorproteine fiir die GTP- bzw. GDP-gebundenen GTPa-
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sen, wodurch die Funktion der GTPasen als molekulare Schalter ermdéglicht wird (Herrmann

etal., 1995).

(a)

y
= Switch | (G2)

Switch | (G2)

Abbildung 1-1: Strukturmotive der kleinen GTPasen am Beispiel von Sec4:GDP (a, PDB ID:
1G16) und Sec4:GppNHp (b, PDB ID: 1G17) (Stroupe und Brunger, 2000)

Ein deutlicher Konformationsunterschied zwischen GDP- (a) und GTP-gebundener (b) Form
der GTPase ist zu erkennen. Die im Text beschriebenen G-Motive sind farblich gekennzeich-
net.

1.3 Rab-Proteine

Mit Uber 60 verschiedenen Proteinen im Menschen (Stenmark, 2009) und 11 in S. cerevisiae
(Lazar et al., 1997) stellt die Rab-Familie die grofRte Unterfamilie der Superfamilie der kleinen
guaninnukleotidbindenden Proteine dar. Rab-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der
Regulation des vesikuldaren Transports. Diese Transportprozesse kdnnen in verschiedene
Schritte unterteilt werden, in denen eine genaue zeitliche und rdaumliche Regulation erfor-
derlich ist (Bonifacino und Glick, 2004). Im ersten Schritt erfolgt die Ausstiilpung und Freiset-
zung des Vesikels (Budding) — hier muss die Fracht des Vesikels sortiert werden und der Auf-
bau der Vesikelumhiillung (Coat) und die Abschniirung des Vesikels reguliert werden. Um die
spatere Fusion des Vesikels mit der Zielmembran zu ermoglichen, erfolgt im zweiten Schritt
im Cytoplasma der Abbau der Vesikelumhullung, d.h. die Abtrennung der Coat-Proteine von
den Vesikeln. Im dritten Schritt wird das Vesikel mit Hilfe des Cytoskeletts durch die Zelle
transportiert und anschliefend an die Zielmembran lokalisiert (Tethering). Eine starke Regu-

lation der Interaktion mit Motorproteinen und eine exakte Erkennung der Zielmembran sind
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in diesem Schritt essentiell. Anschlieend erfolgt im letzten Schritt die Fusion des Vesikels
mit der Zielmembran. Die Funktion der in dieser Arbeit verwendeten Rab-Proteine Rabl,
Rab5, Rab35 und Sec4 — das zu Rab8 homologe Protein aus Hefe — in den einzelnen Schritten
des Transports soll im Folgenden ndher beschrieben werden.

Far Rab5 — das vermutlich am besten untersuchte Rab-Protein — wurde in allen oben be-
schriebenen Schritten des vesikularen Transports eine Funktion der GTPase identifiziert.
Rab5 ist am endocytotischen Transport beteiligt und in Zellen auf der Plasmamembran, auf
Clathrin-beschichteten Vesikeln und auf dem friihen Endosom lokalisiert (Chavrier et al.,
1990; Bucci et al., 1992). Im ersten Schritt des vesikuldren Transports ist Rab5 bei der Clath-
rin-abhdngigen Endocytose essentiell fiir die Sortierung von Transferrin in Clathrin-
beschichtete Vertiefungen (clathrin-coated pits) (McLauchlan et al., 1998). Bei den entstan-
denen Vesikeln reguliert Rab5 den Abbau der Vesikelumhillung durch Modifikation des
Phosphatidylinositol-4,5-phosphat-Gehaltes der Clathrin-beschichteten Vesikel und indirekt
durch Steuerung der p2-phosphorylierenden Kinase AAK1 mit Hilfe seines Nukleotidaus-
tauschfaktors h-RMEG6 (Semerdjieva et al., 2008). Durch Regulation von Phosphatidylinositol-
kinasen reguliert Rab5 auch indirekt den Transport von Endosomen entlang der Mikrotubulis
(Christoforidis et al., 1999; Nielsen et al., 1999). Die Regulation der Fusion von Vesikeln mit
dem Endosom erfolgt direkt durch Interaktion von Rab5 mit diversen Effektoren (Grosshans
et al., 2006b). Auch bei der Fusion von Vesikeln scheint jedoch die Regulation der Phosphati-
dylinositolkomposition der Vesikel einen Einfluss auf die Rekrutierung von Effektoren zu ha-
ben (Lawe et al., 2000).

Waéhrend Rab5 ein endocytotisches Rab-Protein ist, sind die anderen in dieser Arbeit unter-
suchten Proteine exocytotische Rab-Proteine. Rabl reguliert den Transport vom Endo-
plasmatischen Retikulum zum cis-Golgi und Transportprozesse innerhalb des Golgi Komple-
xes (Baker et al., 1990; Plutner et al., 1991). Im letzten Jahr wurde zudem eine Funktion von
Rab1 bei Transportprozessen in den trans-Golgi nachgewiesen (Sclafani et al., 2010). Bei al-
len Transportprozessen wurden fir Rabl bisher im Wesentlichen Funktionen in den letzten
Schritten des vesikuldren Transports nachgewiesen. Der intrazellulare Vesikeltransport ent-
lang des Cytoskeletts wird von Rabl vermutlich Gber MICAL Effektoren reguliert (Fischer et
al., 2005). Am Golgi Apparat interagiert Rab1 mit einer Vielzahl von Effektoren aus der Gol-
gin-Familie (Satoh et al., 2003; Weide et al., 2001; Allan et al., 2000; Beard et al., 2005). Bei
der Anheftung von COPI-Vesikeln an den Golgi hat der Rab1-Effektor p115 vermutlich eine
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zentrale Rolle, da er den auf der Vesikelmembran lokalisierten Rab1l-Effektor Giantin mit
dem auf der Golgi-Membran lokalisierten Effektor GM130 verknipft (Beard et al., 2005;
Sonnichsen et al., 1998), wodurch die Assemblierung von SNAREpins und somit die anschlie-
Rende Fusion der Vesikel erméglicht wird (Shorter et al., 2002). Beim Transport von COPII-
Vesikeln verknlpft Rabl die verschiedenen Transportschritte, indem es bereits wahrend der
Freisetzung des Vesikels aus dem Endoplasmatischen Retikulum p115 rekrutiert (Allan et al.,
2000). Hierdurch erfolgt die Assemblierung eines cis-SNARE-Komplexes, der das Vesikel be-
reits wahrend der Entstehung fiir die Fusion mit dem Golgi programmiert (Moyer et al.,
2001).

Rab8 reguliert diverse Transportprozesse zur Zelloberflache, wie z.B. den vesikuldren Trans-
port zur Dendritenoberflache in Neuronen (Huber et al., 1993a). Weiterhin ist Rab8 vermut-
lich in die Fusion von exocytotischen Vesikeln mit der Cillienmembran involviert (Nachury et
al., 2007) und spielt eine Rolle bei der Insulin-stimulierten Exocytose von GLUT4-Vesikeln
(Sun et al., 2010). In Epithelzellen reguliert Rab8 den Vesikeltransport vom trans-Golgi iber
das Recycling Endosom zur basolateralen Membran (Huber et al., 1993b; Ang et al., 2003;
Henry und Sheff, 2008). Da Rab8 mit Myosin Vb (Roland et al., 2007) und Gber einen Effektor
mit Myosin VI interagiert (Sahlender et al., 2005) und es weiterhin Gber MICAL-L2 vermutlich
mit Aktin interagiert (Yamamura et al., 2008; Terai et al., 2006), wurde Uber eine Rolle von
Rab8 beim Transport von Vesikeln spekuliert. In Epithelzellen konnte allerdings vor kurzem
demonstriert werden, dass Rab8 keine Funktion bei der Entstehung von Vesikeln am Golgi
und dem Transport dieser Vesikel zu haben scheint (Grigoriev et al., 2011). Die Interaktion
mit Elementen des Cytoskeletts konnte aber eine Rolle bei kurzen Transportprozessen zur
Anheftung von Vesikeln an die Plasmamembran spielen. Die gleiche Studie zeigte, dass Rab8
eine wichtige Rolle bei der Anheftung von Vesikeln an die Plasmamembran und bei der Fusi-
on von Vesikeln mit der Plasmamembran besitzt (Grigoriev et al., 2011). Sec4, das Rab8-
Homolog aus Hefe, reguliert durch Interaktion mit dem Exocyst-Komplex die Anheftung von
Vesikeln an die Plasmamembran (Guo et al., 1999). Weiterhin ist Sec4 durch Bildung eines
terndren Komplex mit einem Effektor und einem t-SNARE-Protein vermutlich in die Fusion
von Vesikeln mit der Plasmamembran involviert (Grosshans et al., 2006a).

Rab35, eines der erst kiirzlich ndher beschriebenen Rab-Proteine, ist auf der Plasmamem-
bran und dem endocytotischen Kompartiment lokalisiert und ist ein wichtiger Regulator des

schnellen Recyclingtransportprozesses vom endocytotischen Kompartiment zur Plasmamem-
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bran (Kouranti et al., 2006; Allaire et al., 2010). Uber seinen Effektor Fascin kann Rab35 die
Bildung von Aktinbiindeln regulieren (Zhang et al., 2009). Das zweite als Effektor identifizier-
te Protein — centaurin-f3 — reguliert die Aktivitat einer anderen kleinen GTPase — Arf6 — und

stellt daher ein interessantes Beispiel fiir die Koordination von verschiedener GTPase-

Aktivitaten dar (Kanno et al., 2010).

1.3.1 Regulation von Rab-Proteinen

Um die von Rab-Proteinen regulierten zellularen Prozesse zum richtigen Zeitpunkt und an
der richtigen intrazelluldaren Membran zu aktivieren, muss die Lokalisation und Aktivierung
der verschiedenen Rab-Proteine exakt koordiniert werden. Diese Regulation erfolgt in zwei
miteinander verschalteten Zyklen und wird durch eine groRe Anzahl verschiedener Proteine
gewadhrleistet (Abbildung 1-2). Die Verschaltung dieser zwei Zyklen, bestehend aus Lokalisa-

tion und Aktivierung, soll in dieser Arbeit ndher untersucht werden.
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Abbildung 1-2: Regulation der Rab-Proteine

Die Aktivitat der Rab-Proteine in der Zelle wird durch ihre Lokalisation (Abschnitt 1.3.1.1)
und Nukleotidaustausch (Abschnitt 1.3.1.2) reguliert. Der Lokalisationszyklus der Rab-
Proteine ist mit dem Regulationszyklus der Aktivierung verschaltet, da die Aktivierung und
Deaktivierung der Rab-Proteine in der Regel durch membranlokalisierte Proteine erfolgt.
(GDI: Guaninnukleotid-Dissoziationsinhibitor, GDF: GDI/ Displacement Factor, GEF: Guanin-
nukleotidaustauschfaktor, GAP: GTPase aktivierendes Protein, RRF: Rab Recycling Faktor)
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1.3.1.1 Lokalisation von Rab-Proteinen

Im ersten Regulationszyklus der Rab-Proteine wechseln die Rab-Proteine zwischen einer
membranstandigen und einer cytosolischen Lokalisation. Rab-Proteine liegen in der Zelle in
der Regel mit C-terminalen Prenylankern vor. Diese Modifikation ermdoglicht ihnen, mit
Membranen zu interagieren (Khosravifar et al., 1991; Kinsella und Maltese, 1992; Peter et
al., 1992). Die Prenylierung von Rab-Proteinen erfolgt durch das heterodimere Protein Gera-
nylgeranyltransferase-ll (GGTase-ll), das auch Rab GGTase genannt wird (Moores et al.,
1991; Seabra et al., 1992b). GGTase-Il erkennt dabei im Unterschied zu anderen Prenyltrans-
ferasen nicht ausschliefSlich die C-terminale Erkennungssequenz eines Proteins, sondern be-
notigt zur Bindung des Substrats das Rab Eskort Protein (REP) (Andres et al., 1993). Je nach
C-terminaler Sequenz des Rab-Proteins erfolgt dann an den vorhandenen ein bis zwei Cyste-
inseitenketten eine Modifikation mit dem Cyq-Isoprenoid Geranylgeranyl (Farnsworth et al.,
1991; Farnsworth et al., 1994; Joberty et al., 1993; Wilson et al., 1998). Die in dieser Arbeit
verwendeten Rab-Proteine Rabl und Rab5 liegen in der Zelle mit zwei Isoprenoidmodifika-
tionen vor (Farnsworth et al., 1994), wahrend Rab8 nur einfach prenyliert wird (Joberty et
al., 1993). Fir Rab35 ist aufgrund der zwei C-terminalen Cysteine ebenfalls eine doppelte
Modifikation zu erwarten (Farnsworth et al., 1994). Nach der Prenylierung dissoziiert ver-
mutlich zunachst die GGTase vom Rab:REP-Komplex (Rak et al., 2004). AnschlieRend kann
das Rab-Protein dann von REP auf einem bisher nicht genau untersuchten Weg an eine
Membran lbertragen werden (Alexandrov et al., 1994).

Aufgrund der starken Hydrophobizitdt der Isoprenoidreste konnen die prenylierten Rab-
Proteine nicht frei im Cytoplasma vorliegen. Zur Abschirmung der hydrophoben Gruppen
liegen die Rab-Proteine daher im Cytoplasma in der Regel im Komplex mit einem weiteren
Protein, dem Guaninnukleotid-Dissoziationsinhibitor (GDI), vor (Regazzi et al., 1992). GDI
zeigt eine relativ starke Struktur- und Sequenzhomologie mit REP (Abbildung 1-3, Seabra et
al., 1992a; Schalk et al., 1996; Pylypenko et al., 2003). Im Unterschied zu REP bindet es aller-
dings nur mit relativ geringer Affinitdt an unmodifizierte Rab-Proteine und kann Rab-
Proteine nicht effektiv aus Membranen extrahieren (Araki et al., 1990; Ullrich et al., 1993).
Die Fahigkeit von GDI, Rab-Proteine aus Membranen zu extrahieren ist nukleotidabhdngig
(Araki et al., 1990). Diese Nukleotidabhangigkeit kann dadurch erklart werden, dass die Affi-
nitat von GDI fiir GDP-gebundene Rab-Proteine mehrere Groflenordnungen lber der Affini-

tat fur die GTP gebundene Form liegt (Wu et al., 2010). GDI hat somit eine wichtige Funktion
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Abbildung 1-3: Kristallstrukturen von Yptl-di-geranylgeranyl im Komplex mit GDI (a, PDB
ID: 2BCG, Pylypenko et al., 2006) und Rab7-geranylgeranyl im Komplex mit REP (b, PDB ID:
1VGO, Rak et al., 2004)

REP und GDI sind in blau dargestellt und die gebundenen Rab-Proteine in grau. Switch |
(gelb), Switch Il (griin) und der P-loop (magenta) sind farblich hervorgehoben. Alle Proteine
sind im Bandermodell dargestellt. GDP ist in Stabform dargestellt. Das Magnesiumion in der
Nukleotidbindungstasche ist durch eine griine Kugel dargestellt. Die in der Bindungstasche
von GDI bzw. REP gebundenen Geranylgeranylreste sind in Stabform in orange dargestellt.
Die Struktur der prenylierten C-terminalen Region der Rab-Proteine ist in beiden Kristall-
strukturen aufgrund einer hohen Mobilitit nicht aufgeldst. Eine starke strukturelle Ahnlich-
keit zwischen GDI und REP ist deutlich zu erkennen.

bei der Regulation der Lokalisation der Rab-Proteine, da es inaktive Rab-Proteine aus der
Membran entfernt und so ein cytosolisches Reservoir von Rab-Proteinen aufrechterhilt
(Abbildung 1-2). Ob GDI ohne einen Kofaktor in der Lage ist, prenylierte Rab-Proteine effek-
tiv aus Membranen zu extrahieren, ist unklar, da alle bis zum heutigen Zeitpunkt beschrie-
benen Experimente zur Extraktion von Rab-Proteinen durch GDI mit natlrlichen zelluldren
Membranen durchgefihrt wurden, die eine Vielzahl von Proteinen und somit Kofaktoren
enthalten kdnnen (Araki et al., 1990; Ullrich et al., 1993; Soldati et al., 1993; Alory und Balch,
2003). Da die Bindung an die Prenylanker einen GroRteil der Affinitdat von GDI fur Rab-

Proteine ausmacht, ware aus thermodynamischer Sicht eine Extraktion ohne Kofaktor denk-
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bar (Ignatev et al., 2008). Luan et al. (1999) konnten allerdings nachweisen, dass die Lokali-
sation von GDI an Membranen Trypsin-sensitiv und somit vermutlich von einem Protein re-
guliert ist. Diese, durch einen speziellen Bereich von GDI — den mobilen Effektor-Loop — regu-
lierte, Interaktion ist essentiell fiir die Extraktion von Rab-Proteinen aus der Membran (Luan
et al., 2000). Publikationen der letzten Jahre zeigen, dass es sich bei diesem als Rab Recycling
Faktor (RRF) benannten Protein vermutlich um den Hsp90 Chaperon-Komplex handelt. Die-
ser wurde im Cytoplasma im Komplex mit GDI und Rabl bzw. Rab3 und an Membranen im
Komplex mit GDI nachgewiesen und eine Abhadngigkeit dieser Bindung vom mobilen Effek-
tor-Loop wurde demonstriert (Sasaki et al., 1990; Balch und Chen, 2006). Die Extraktion von
Rab3 aus synaptischen Vesikeln wird durch Hsp90-Inhibitoren, die die Dissoziation von GDI
und Hsp90 verhindern, inhibiert (Sakisaka et al., 2002). Die Extraktion von Rab1 aus Golgi-
Membranen wird durch diese Inhibitoren ebenfalls signifikant reduziert (Balch und Chen,
2006).

Da die Prenylanker der Rab-Proteine von GDI gebunden werden, kénnen sie nur nach der
Dissoziation von GDI mit der Membran interagieren. Wie eine solche Regulation erreicht
werden kann, ist bisher weitgehend unerforscht und Untersuchungen zu dieser Frage stehen
im Fokus der vorliegenden Arbeit. Auf die bisher vorhandenen Daten zu diesem Thema soll
im Folgenden ndher eingegangen werden.

In ersten Versuchen zur Assoziation von Rab-Proteinen mit Membranen demonstrierten
1994 zwei Gruppen, dass die Membranassoziation der zwei endosomalen Rab-Proteine Rab5
und Rab9 von einem Nukleotidaustausch begleitet ist, wobei der Nukleotidaustausch kurz
vor der Bindung der Rab-Proteine an die Membran erfolgt (Ullrich et al., 1994; Soldati et al.,
1994). Aufgrund dieser Ergebnisse postulierten sie, dass vor der Aktivierung der Rab-
Proteine ein sogenannter GDI displacement factor (GDF) die Dissoziation des Rab:GDI-Kom-
plexes bewirkt. Martincic et al. (1997) identifizierten drei Jahre spater ein Protein in Ratten —
den Prenylated Rab Acceptor 1 (PRA1) — das an prenylierte Rab-Proteine bindet. Dieses peri-
phere Membranprotein liegt sowohl im Cytoplasma als auch an Membranen vor und besitzt
neben einer relativ unspezifischen Bindungsaffinitdt fiir Rab-Proteine (Rabl, Rab3, Rab5,
Rab6) (Janoueix-Lerosey et al., 1995; Martincic et al., 1997) eine schwache Bindungsaffinitat
fir GDI (Hutt et al., 2000). Es kann allerdings nicht in einem terndaren Komplex mit Rab-
Proteinen und GDI detektiert werden (Hutt et al., 2000). In einem in vitro Extraktionsassay

wurde nachgewiesen, dass ein Uberschuss von PRA1 gegeniiber GDI die Extraktion von Rab3
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aus der Membran inhibiert (Hutt et al, 2000). Eine Familie von PRA1-Homologen, die soge-
nannten Ypt Interacting Proteins (YIP) aus Hefe, interagieren mit einer Vielzahl von Rab-
Proteinen (Calero und Collins, 2002; Calero et al., 2002). Die Interaktion erfolgt, wie fir
PRA1, in Abhédngigkeit von einer Prenylierung der Proteine (Calero und Collins, 2002; Calero
et al., 2002) und fir Sec4 konnte gezeigt werden, dass eine zweifache Geranylgeranylierung
fir die Interaktion essentiell ist (Calero et al., 2003). Fir mehrere Rab-Proteine wurde au-
Berdem bewiesen, dass ihre Lokalisation in humanen Zellen und in Hefe abhdngig von einer
zweifachen Geranylgeranyl-Modifikation ist (Gomes et al., 2003; Calero et al., 2003). In
Kombination mit der Tatsache, dass bei einer Mutation von Yip1 in Hefe das eigentlich Golgi
lokalisierte Yptl im Cytoplasma vorliegt, schlussfolgerten Calero et al. (2003), dass die Yip
Proteine fiir die Lokalisation der Rabs und somit fir die Abhangigkeit von einer Digeranylge-
ranylierung verantwortlich sind. Die Mislokalisation von Yptl konnte allerdings von Barrow-
man et al. (2003) in Yipl depletierten Hefezellen nicht bestatigt werden. Humanes
Yip3/PRA1 ist in katalytischen Mengen in der Lage, in in vitro Assays einen Komplex aus Rab9
und GDI zu trennen. Weiterhin kann Yip3/PRA1 die Membranrekrutierung von Rab9 aus ei-
nem Komplex mit GDI bewirken (Sivars et al., 2003). Auch fir die zwei anderen endosomalen
Rabs, Rab5 und Rab7, zeigt Yip3/PRA1 eine vergleichbare Aktivitat, wahrend Yip3/PRA1 kei-
ne Aktivitdt gegenilber Rabl und Rab2 im Komplex mit GDI aufweist (Sivars et al., 2003).
Nach einer Reduktion der Yip3/PRA1-Konzentration durch RNAi ist die Menge membranas-
soziierten Rab9 in Zellen signifikant reduziert (Sivars et al., 2003).

In humanen Zellen wurden bisher 16 Mitglieder der Yip-Familie identifiziert werden (Pfeffer
und Aivazian, 2004). Wie oben beschrieben, wurde bisher allerdings lediglich fiir ein Mitglied
dieser Familie eine Funktion bei der Regulation der Rab:GDI-Interaktion nachgewiesen. Ba-
sierend auf den fir Yip3/PRA1 beschriebenen Experimenten kénnen keine Rickschliisse auf
die Wirkungsweise von Yip3/PRA1 gemacht werden. Es ist auch unklar, ob Yip3/PRA1 in der

Lage ist, die Dissoziation des Rab:GDI-Komplexes zu beschleunigen.

1.3.1.2 Aktivierung und Deaktivierung von Rab-Proteine

Im zweiten Zyklus der Rab-Regulation wechseln die Rab-Proteine zwischen einer GTP-
gebundenen und einer GDP-gebundenen Form. In der GTP-gebundenen, sogenannten akti-
ven, Form erfolgt die Interaktion mit Effektorproteinen und hierdurch die Aktivierung von

Signaltransduktionsprozessen. Da die Aktivierung und Deaktivierung der Rab-Proteine in der
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Regel nur an Membranen erfolgt, ist dieser Zyklus mit dem oben beschriebenen Lokalisati-
onszyklus direkt verschaltet. Im Fokus dieser Arbeit steht die Frage inwieweit der Lokalisati-
onszyklus durch die Aktivierung von Rab-Proteinen beeinflusst werden kann.

Rab-Proteine haben eine sehr geringe intrinsische Nukleotidhydrolyse- und Nukleotidaus-
tauschaktivitat (Simon et al., 1996). Zur genauen Steuerung der Effektorinteraktionen von
Rab-Proteinen erfolgt die Aktivierung der Rab-Proteine, durch Austausch von GDP zu GTP,
mit Hilfe von Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs) und die Deaktivierung mit GTPase
aktivierende Proteine (GAPs).

GAP-Proteine katalysieren die Deaktivierung der Rab-Proteine durch Hydrolyse von GTP,
indem sie die relativ langsame intrinsische GTPase-Aktivitat der Rab-Proteine beschleunigen.
Mit Ausnahme von Rab3-GAP und LepB enthalten alle bisher identifizierten Rab-GAPs eine
TBC-Domane (Fukui et al., 1997; Ingmundson et al., 2007; Fukuda, 2011). TBC-Proteine stabi-
lisieren den Ubergangszustand der Nukleotidhydrolyse analog zu Ras-GAPs und Rho-GAPs
(Scheffzek et al., 1997; Rittinger et al., 1997) durch Interaktion eines Arginins — dem soge-
nannten Argininfinger — mit den Sauerstoffatomen des - und y-Phosphats (Pan et al., 2006).
Im Unterschied zu anderen bekannten GAPs interagiert die TBC-Domane auRerdem durch
einen Glutaminfinger mit dem y-Phosphat (Abbildung 1-4 a, Pan et al., 2006). Diese stabili-
sierende Interaktion erfolgt bei Ras- und Rho-GAPs durch das konservierte Glutamin des

DxxG Motivs (Abbildung 1-4 b).

(a) Gypl (b)

RasGAP

GDP

Abbildung 1-4: Rab33:Gyp1- (a, PDB ID: 2G77, Pan et al., 2006) und Ras:RasGAP- (b, PDB
ID: 1WAQ1, Scheffzek et al., 1997) Komplexe im Ubergangszustand der GTP-Hydrolyse, der
von GDP und Aluminiumfluorid imitiert wird

Die GTPasen sind in griin dargestellt und ihre GAP-Proteine in blau. Die Abbildung wurde
adaptiert von Pan et al. (2006).
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Im menschlichen Proteom wurden bisher 42 TBC-Proteine identifiziert und fir einen nicht
unwesentlichen Teil von ihnen wurde eine GAP-Aktivitat nachgewiesen (Fukuda, 2011). Auf-
grund der Tatsache, dass bei 70 % der identifizierten TBC-Proteine das katalytische Glutamin
und der Argininfinger konserviert sind (Pan et al., 2006), wird davon ausgegangen, dass ein
GroRteil der TBC-Proteine GAP-Aktivitat fur Rab-Proteine besitzen. Trotz dieser groBen An-
zahl an putativen Rab-GAPs, ist die rdumliche und zeitliche Regulation der Deaktivierung der

Rab-Proteine bisher allerdings nahezu vollstandig unerforscht.

Im Unterschied zu den GTPase aktivierenden Proteinen zeigen die Guaninnukleotidaus-
tauschfaktoren kein einheitliches Strukturmotiv. Um die Freisetzung des Nukleotids zu be-
schleunigen, verwenden allerdings alle GEF-Proteine ahnliche Mechanismen (Vetter und
Wittinghofer, 2001). Durch Konformationsanderungen im Bereich des Phosphatbindeloops
und der Switch-Regionen wird die Nukleotidbindungstasche deformiert und so die Nukleoti-
daffinitat verringert. Weiterhin wird durch die Bindung des GEFs die Magnesiumbindungs-
stelle sterisch blockiert oder deformiert. Trotz der strukturellen Divergenz der Rab-GEFs
konnen einige wiederkehrende Doméanen in den GEF-Proteinen identifiziert werden, auf die
im Folgenden naher eingegangen wird.

Fiir verschiedene Mitglieder der Rab5-Subfamilie, bestehend aus Rab5a-c, Rab21, Rab22a
und Rab31 (Rab22b) (Pereira-Leal und Seabra, 2001), wurde eine Aktivierung durch Proteine
mit einer Vps9-Domane beschrieben. Wie aus Tabelle 1-1 deutlich hervorgeht, wurde fir
einen Grof3teil der beschriebenen Vps9-Proteine eine GEF-Aktivitat gegentiber Rab5 nach-
gewiesen. Es ist allerdings keinesfalls nachgewiesen, dass Rab5 in allen Fallen das native
Substrat dieser GEF-Proteine ist, da ein Grofteil der in vitro-Tests ausschlief3lich mit Rab5
und nicht den anderen Proteinen dieser Subfamilie durchgefiihrt wurden. Fir Rabex-5, das
urspriinglich als GEF von Rab5 identifiziert wurde (Horiuchi et al., 1997), wurde beispielswei-
se in spateren Studien eine vergleichbare GEF-Aktivitdat gegeniiber Rab21 nachgewiesen
(Delprato et al., 2004). RME-6 aus Caenorhabditis elegans wurde in einem Two-Hybrid-Assay
als Interaktionspartner von Rab5 identifiziert und das humane Homolog von RME-6, RAPS6,
besitzt Nukleotidaustauschaktivitdt gegentiber Rab5 (Sato et al., 2005; Hunker et al., 2006).
Ausschliefllich mit dem RME-6-Homolog aus Mus musculus, Gapex-5, wurde allerdings ein
Nukleotidaustauschassay mit Rab31 durchgefiihrt (Lodhi et al., 2007). In diesem Versuch-
zeigte das Protein eine deutlich starkere Nukleotidaustauschaktivitdt gegentiber Rab31 als

gegenilber Rab5 (Lodhi et al., 2007).
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Tabelle 1-1: Vps9-GEF-Proteine und ihre Rab Substrate

GEF Rab

Rabex-5/Vps9 Rab5/Vps21 Horiuchi et al. (1997), Hama et al.(1999)
Rab21 & Rab22a* Delprato et al. (2004)

Rinl Rab5 Tall et al. (2001)

Rin2 Rab5 Saito et al. (2002)

Rin3 Rab5 Kajiho et al. (2003)

Rin-like Rab5, Rab22 Woller et al. (2011)

Als2 Rab5 Otomo et al. (2003)

Als2CL Rab5 Hadano et al. (2004)

Varp Rab21 & Rab5* Zhang et al. (2006)

RME-6/Gapex5 Rab5 & Rab31 Sato et al. (2005), Lodhi et al. (2007), Hunker et

/RAP6 al. (2006)

*. geringe Aktivitat

In Abbildung 1-5 ist die Struktur der katalytischen Domane von Rabex-5 im Komplex mit
Rab21 dargestellt (Delprato und Lambright, 2007). Die Vps9-Domane besteht aus 6 o-
Helices, die sich in einer zuvor unbekannten Faltung zusammenlagern. Die N-terminale Heli-

cal Bundle-Domane dient vermutlich der Stabilisierung der Vps9-Domane.

Abbildung 1-5: Struktur der Rabex-5 Helical Bundle- (hellblau) und Vps9-Domane (dunkel-
blau) im Komplex mit Rab21 (grau) (PDB ID: 20T3, Delprato und Lambright, 2007)

In Rab21 sind die Switch-Regionen und der P-loop farblich hervorgehoben (Switch I: gelb,
Switch Il: griin, P-loop: magenta).
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Eine weitere Domaéne, die in einer Reihe von Rab-GEFs identifiziert wurde, ist die DENN-
Doméne. Die DENN-Doméne besteht aus drei Subdomanen, der uDENN (upstream DENN),
der DENN und der dDENN (downstream DENN), die vom N-Terminus gesehen in dieser Rei-
henfolge angeordnet und durch variable Zwischenregionen miteinander verbunden sind
(Levivier et al., 2001). Im Menschen wurden bisher 18 Proteine mit einer DENN-Domane (im
Folgenden DENN-Proteine) identifiziert, die in 8 Subfamilien eingeteilt werden kdnnen
(Marat et al., 2011). Die Mitglieder der verschiedenen Subfamilien und die Rab-Proteine ge-
geniber denen eine GEF-Aktivitat nachgewiesen wurde, sind in Tabelle 1-2 aufgelistet. In
einer grofRen Studie mit 17 humanen DENN-Proteinen und 30 verschiedenen humanen Rab-
Proteinen wurde nachgewiesen, dass alle DENN-Proteine GEF-Aktivitdt gegenliber Rabs

zeigen und dass diese GEF-Aktivitat relativ spezifisch fir bestimmte Rab-Proteine ist
(Yoshimura et al., 2010). Ein GroRteil der humanen DENN-Proteine sind Multidoméanenpro-

teine und in dieser Studie wurden nur Proteine der vollen Lange untersucht, so dass nicht

Tabelle 1-2: DENN-Proteine und ihre Rab Substrate

Subfamilie DENN-Proteine Rabs
DENND1 DENND1A / Connecdennl  Rab35 Alllaire et al. (2010), Marat
und McPherson (2010),
Yoshimura et al. (2010)
DENND1B / Connecdenn2  Rab35 Marat und McPherson
(2010), Yoshimura et al.
(2010)
DENND1C/ Connecdenn3  Rab35 Marat und McPherson
(2010), Yoshimura et al.
(2010)
Rablb* Yoshimura et al. (2010)
DENND2 DENND2A-C Rab9a, Yoshimura et al. (2010)
Rab9b
DENND3 DENND3 Rab12 Yoshimura et al. (2010)
DENND4 DENND4A-C Rab10 Yoshimura et al. (2010)
DENNDS5 DENND5SA-B Rab39 Yoshimura et al. (2010)
DENNDG6 DENNDG6A-B bisher keine Daten vorhan-
den
MTMR5/13 MTMR5, MTMR13 Rab28 Yoshimura et al. (2010)
Rab3GEP/MADD Rab3GEP / MADD Rab3 Wada et al. (1997), Figuei-
redo et al. (2008)
Rab27 Figueiredo et al. (2008),

Yoshimura et al. (2010)

*nur lange Isoform
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sichergestellt ist, dass die GEF-Aktivitat in allen Fallen auf die DENN-Domane zurickzufihren
ist. Flir Connecdenn2 wurde z.B. in der langeren Isoform, die neben der DENN-Domé&ne noch
weitere Domadnen enthalt, eine Nukleotidaustauschaktivitat gegenitiber Rablb nachgewie-
sen, die mit der kurzen, nur die DENN-Domane enthaltenden, Isoform nicht beobachtet
wurde (Yoshimura et al., 2010). Die bisher am ausfihrlichsten charakterisierte Subfamilie
der DENN-Proteine besteht aus den Proteinen Connecdennl-3. Die isolierten DENN-
Domanen von allen drei Proteinen haben eine Nukleotidaustauschaktivitat gegenliber Rab35
(Allaire et al., 2010; Marat und McPherson, 2010), wobei die GEF-Aktivitdt von Connecdennl
bis zu Connecdenn3 graduell abnimmt (Marat und McPherson, 2010). Die fiir Connecdenn3
beschriebene Aktivitat ist allerdings sehr gering und konnte in einer anderen Untersuchung
(Yoshimura et al., 2010) nicht bestatigt werden.

Neben den zwei bisher beschriebenen relativ grolen Familien der Vps9- und DENN-
Domanen-Proteine wurde eine Reihe von weiteren strukturell nicht miteinander verwandten
Nukleotidaustauschfaktoren von Rab-Proteinen identifiziert, die in Tabelle 1-3 aufgelistet
sind. Die TRAPP-Komplexe sind die einzigen bisher identifizierten Rab-GEF-Proteine, bei de-
nen mehr als zwei Proteine zur Bildung einer aktiven GEF-Domadne bendétigt werden. In Hefe
wurden bisher drei TRAPP-Komplexe identifiziert, die verschiedene Transportprozesse in der
Zelle regulieren (Sacher et al., 2001; Cai et al., 2005; Lynch-Day et al., 2010). Die Protein-
komplexe unterscheiden sich in ihrer Proteinzusammensetzung. Alle drei Komplexe enthal-
ten TRAPPI bestehend aus sechs Proteinen (Bet3, Bet5, Trs20, Trs23, Trs31 und Trs33) als
Kernkomplex (Sacher et al., 2001). TRAPPIl besteht aus weiteren drei Proteinen (Trs65,

Trs120 und Trs130) (Sacher et al., 2001), wahrend zur Bildung von TRAPPIII nur ein weiteres

Tabelle 1-3: Sonstige GEF-Proteine und ihre Rab Substrate

GEF Rab

TRAPP-Komplex Yptl / Rabl Wang et al. (2000), Jones et al. (2000), Sacher et al.
(2001), Morozova et al. (2006) / Yamasaki et al.
(2009)

Ypt31/32* Jones et al. (2000), Morozova et al. (2006)

Sec2 Sec4 Walch-Solimena et al. (1997)

Rabin3/Rabin8 Rab8 Hattula et al. (2002)

GRAB Rab3a Luo et al. (2001)

Ric1-Rgpl Yptép Siniossoglou et al. (2000)

Mon1-Ccz1 Ypt7 Nordmann et al. (2010)

*. umstritten
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Trs120

Trs130

(b) Yptlp

Abbildung 1-6: Struktur der TRAPP-Komplexe

(a) Elektronenmikroskopie-Struktur des TRAPPII-Komplexes aus S. cerevisiae (grau) und
schematische Darstellung der Lokalisation TRAPP-Untereinheiten (gelb). Die Struktur des
TRAPPI-Komplexes wurde in die grau dargestellte Elektronenmikroskopie-Struktur ein-
gepasst. Der Bereich in dem Yptlp basierend auf der in (b) dargestellten Kristallstruktur
an den Komplex binden sollte, ist in orange dargestellt. Der Komplex liegt als Dimer vor.
Abbildung adaptiert von Yip et al. (2010).

(b) Bandermodelldarstellung der Kristallstruktur von einem Teil von TRAPPI im Komplex mit
Yptlp (PDB ID: 3CUE, Cai et al., 2008). Abbildung adaptiert von Yip et al. (2010).

Protein, Trs85, an den TRAPPI-Kernkomplex bindet (Lynch-Day et al., 2010). Alle drei TRAPP-
Komplexe zeigen eine Nukleotidaustauschaktivitat gegeniliber Yptl — dem Rabl-Homolog aus
Hefe (Wang et al., 2000; Jones et al., 2000; Sacher et al., 2001; Lynch-Day et al., 2010). Die

Austauschaktivitat des TRAPPII-Komplexes fiir Yptl ist allerdings umstritten, da einige Grup-
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pen ausschlieRlich eine Ypt31/32 GEF-Aktivitat beschreiben (Jones et al., 2000; Morozova et
al., 2006), die wiederum in anderen Studien nicht belegt werden konnte (Wang und Ferro-
Novick, 2002). Das minimale Yptl-GEF ist ein Proteinkomplex aus Bet3, Bet5, Trs23 und
Trs31 (Kim et al.,, 2006). In elektronenmikroskopischen Studien zeigt sich der TRAPPII-
Komplex als Dimer (Abbildung 1-6 a) (Yip et al., 2010). In der Kristallstruktur des Komplexes
mit Ypt1 interagieren Bet3, Bet5 und Trs23 direkt mit Yptl (Abbildung 1-6 b). Trs31 bewirkt
durch Bindung an den Komplex vermutlich eine konformationale Anderung, die die Bindung
von Yptl an den Komplex erst ermoglicht und ist daher essentiell fir die Nukleotidaustau-
schaktivitat (Cai et al., 2008). Obwohl der TRAPP-Komplex von Hefe bis zum Menschen kon-
serviert ist, scheint es im Menschen nur einen einzigen TRAPP-Komplex (TRAPPII) zu geben,
der vermutlich durch verschiedene Isoformen der Proteine variiert wird (Kummel et al.,
2008). Auch der humane TRAPP-Komplex besitzt eine Nukleotidaustauschaktivitdat gegeni-
ber Rab1 (Yamasaki et al., 2009).

Sec2 aus Hefe wurde als Nukleotidaustauschfaktor von Sec4, dem Rab8-Homolog aus Hefe,
beschrieben (Walch-Solimena et al., 1997) und ist unter den bisher biochemisch charakteri-
sierten Nukleotidaustauschfaktoren fiir Rab-Proteine der katalytisch Effektivste (Itzen et al.,
2007). Die GEF-Domaéne von Sec2 bildet ein Homodimer und ist zu einem langen, parallelen
coiled-coil geformt, dessen Bindung an Sec4 zu den fiir GEFs klassischen Konformationsande-

rungen in den Switch-Regionen und dem P-loop fihrt (Abbildung 1-7, Dong et al., 2007). In

Saugerzellen wurden zwei Nukleotidaustauschfaktoren mit coiled-coil-Doméanen und einer

Abbildung 1-7: Bandermodelldarstellung der Kristallstruktur des Sec2:Sec4-Komplexes
(PDB ID: 10CY, Dong et al., 2007)

Das Sec2-Homodimer ist in zwei verschiedenen Blautonen dargestellt. In der grau dargestell-
ten GTPase Sec4 sind Switch | (gelb), Switch Il (griin) und der P-loop (magenta) farblich her-
vorgehoben.
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Homologie zu Sec2 identifiziert. Fiir Rabin3, das urspriinglich als Bindungspartner von Rab3
beschrieben wurde (Brondyk et al., 1995), wurde eine Nukleotidaustauschaktivitat fir Rab8
nachgewiesen und das humane Homolog von Rabin3 — Rabin8 — hat ebenfalls eine Nukleo-
tidaustauschaktivitat fir Rab8 (Hattula et al., 2002). GRAB wurde als Sec2-Homolog in Ratten
identifiziert und besitzt Nukleotidaustauschaktivitat gegenliber Rab3 (Luo et al., 2001). Da
mit GRAB und Rabin8 bereits zwei unterschiedliche coiled-coil-Proteine mit Nukleotidaustau-
schaktivitdt beschrieben wurden, ist es gut vorstellbar, dass noch weitere Nukleotidaus-
tauschfaktoren mit coiled-coil-Domanen existieren.

Ein heterodimerer Proteinkomplex aus Hefe stellt neben den TRAPP-Komplexen einen weite-
ren Proteinkomplex mit GEF-Aktivitat dar. Der Komplex aus Ricl und Rgpl katalysiert den
Nukleotidaustausch an Ypt6p — dem Hefehomolog von Rab6 (Siniossoglou et al., 2000). Ricl
und Rgp1l sind einzeln exprimiert sehr instabil und zeigen keine GEF-Aktivitdt. Da zudem bei-
de Proteine in Deletionsstimmen ohne den Interaktionspartner ihre Lokalisation verlieren,
ist davon auszugehen, dass sie als funktionelle Einheit agieren. Ob die direkte Interaktion mit
Ypt6 allerdings durch eine oder beide Untereinheiten erfolgt, ist unklar.

Ein weiter Proteinkomplex, der als Nukleotidaustauschfaktor von Rab-Proteinen in der Lite-
ratur erwahnt wurde, ist der heterooligomere C-Vps/HOPS-Proteinkomplex, der eine wichti-
ge Funktion bei der Fusion von Transportvesikeln mit der Vakuole besitzt (Rieder und Emr,
1997). Die HOPS-Komponente Vps39 wurde als Nukleotidaustauschfaktor von Ypt7 — dem
Rab7-Homolog aus Hefe — beschrieben (Wurmser et al., 2000). Jiingste Studien demonstrie-
ren allerdings, dass die Nukleotidaustauschaktivitdat nicht durch Vps39, sondern durch den
Mon1-Ccz1-Komplex bewirkt wird. Auch bei diesem heterodimeren Komplex besitzen die
einzelnen Komponenten keine Nukleotidaustauschaktivitat (Nordmann et al., 2010).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden somit insgesamt 32 Nukleotidaustauschfaktoren fir Rab-
Proteine identifiziert. Wahrend fir einige Rab-Proteine bereits mehrere Nukleotidaustausch-
faktoren beschrieben wurden, konnten fiir andere Rab-Proteine bisher noch keine GEFs ge-
funden werden, so dass davon auszugehen ist, dass in den nachsten Jahren noch weitere
Nukleotidaustauschfaktoren entdeckt werden. Alle bisher identifizierten Nukleotidaus-
tauschfaktoren haben eine relativ grofle Substratspezifitat und eine spezifische intrazelluldre
Lokalisation. Hierdurch wird eine zielgenaue Aktivierung der verschiedenen Rab-Proteine

ermoglicht.
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1.3.1.3 Modifikation der Rab-Regulation durch Legionella pneumophila

Pathogene Organismen kdnnen neben den nativ in der Zelle vorhandenen Proteinen eben-
falls Proteine kodieren, die in der Lage sind die Regulation von Rab-Proteinen zu verandern.
In den letzten Jahren wurden im Genom des Bakteriums Legionella pneumophila eine Reihe
von Proteinen identifiziert, die die Rab-Proteinregulation modifizieren. Eine Untersuchung
der Funktion dieser bakteriellen Proteine kann haufig helfen, das Verstandnis fiir naturlich
ablaufende intrazelluldre Regulationsprozesse zu erhéhen.

Legionella pneumophila ist ein Bakterium, das in der Regel Amdben infiziert (Rowbotham,
1980, 1983) und ubiquitar in wassrigen Systemen vorhanden ist (Morris et al., 1979;
Fliermans et al., 1979). Es wurde als opportunistischer Erreger der Legionarskrankheit identi-
fiziert (Brenner et al., 1979). Menschen infizieren sich in der Regel durch Einatmen von Aero-
solen, die mit Legionellen kontaminiert sind. Nach der phagocytotischen Aufnahme in die
Alveolarmakrophagen befinden sich die Legionellen in einer Vakuole und verhindern die Fu-
sion dieser Vakuole mit Lysosomen (Horwitz, 1983b). Um die Vakuole zur Replikation nutz-
bar zu machen, beginnt dann ein Umbau der Vakuole, bei dem zunachst Mitochondrien rek-
rutiert werden (Horwitz, 1983a). Im Folgenden vergroBert sich die Vakuole durch Fusion von
Vesikeln und nach ungefdhr vier Stunden kdonnen Ribosomen auf der Legionellenvakuole
beobachtet werden (Horwitz, 1983a). Die Modifikation von intrazelluldren Prozessen wird
durch das Dot/Icm Sekretionssystem ermoglicht (Vogel et al., 1998), mit dessen Hilfe eine
Vielzahl von verschiedenen Proteinen in die Wirtszelle sekretiert werden (Heidtman et al.,
2009).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden im Sekretom von Legionella pneumophila vier Proteine
identifiziert, die mit Rab1 interagieren. DrrA (Defect in Rab Recruitment) bzw. SidM (Substra-
te of Icm/Dot M) ist das vermutlich am ausfiihrlichsten charakterisierte Protein und wurde
urspriinglich als GEF fur Rab1 beschrieben (Machner und Isberg, 2006; Murata et al., 2006).
Die Lokalisation der Nukleotidaustauschaktivitat war allerdings zwischen den bestehenden
Publikationen umstritten, da Murata et al. (2006) ein Fragment von 451-647 Aminosduren
mit voller Nukleotidaustauschaktivitat identifizierten, wahrend Machner und Isberg (2007)
ein Fragment von 317-545 Aminosauren beschrieben, das fiir volle GEF-Aktivitat essentiell
war. Beide Gruppen publizierten etwa ein Jahr nach der Entdeckung der GEF-Aktivitat, dass
DrrA in der Lage ware, als GDF zu agieren und den Rab1:GDI-Komplex zu dissoziierte. Aller-

dings bestand auch in diesem Fall keine Einigkeit Gber die Lokalisation der Doméne, die fir
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die GDF-Aktivitat verantwortlich war. Wahrend Machner und Isberg (2007) die GDF-Aktivitat
im gleichen Aminosadurebereich wie die GEF-Aktivitdt (Aminosduren 317-545) identifizierten,
beschrieben Ingmundson et al. (2007) eine separate Domane von 1-500 Aminosduren, die
fiir die GDI-Freisetzung verantwortlich sei. Zu Beginn dieser Arbeit konnte Stefan Schobel ein
DrrA-Fragment mit den Aminosduren 340-533 (DrrAssg.533) kristallisieren und die Struktur
des Fragments im Komplex mit einem Rabl-Fragment (Aminosauren 3-174, Rab1s.174) be-
stimmen (Schoebel et al., 2009). DrrAss.533 umfasst eine einzelne Doméane bestehend aus
acht a-Helices, die in zwei Lagen mit einem Winkel von ca. 90° zueinander angeordnet sind.
Im Vergleich mit der Struktur von Yptl, dem Rabl-Homolog aus Hefe, zeigt sich deutlich,
dass die Bindung von DrrA an Rabl starke Konformationsanderungen induziert (Abbildung
1-8 a). Durch die Konformationsanderung interferiert DrrA mit der Bindung des Nukleotids
und des Magnesiumsions. Die Interaktion von DrrAssg.s33 mit Rabls.174 erfolgt im Wesentli-
chen Uber zwei Bindungsstellen (Abbildung 1-8 b). In Bindungsstelle 1 erfolgt die Interaktion
mit Switch Il und dem P-loop. Die Interaktion in Bindungsstelle 2 bewirkt die Bildung von a1’
in Switch | des Rab-Proteins.

Neben der zentralen Doméane wurde seit Beginn dieser Arbeit die Struktur und Funktion der
N- und der C-terminalen Domé&nen von DrrA charakterisiert (Brombacher et al., 2009; Zhu et
al., 2010; Schoebel et al., 2010; Muller et al., 2010). Die C-terminale Domane von DrrA
enthalt eine Phosphatidylinositolbindungsdomane, die aufgrund ihrer Phosphatidyl-inositol-
4-phosphat-Spezifitdt PAM-Domane (Phosphatidylinositol-4-phosphat-Bindung von SidM)
genannt wurde (Brombacher et al., 2009). Die Domane hat eine neuartige Faltung (Zhu et
al., 2010; Schoebel et al., 2010) und die Bindung an das Phosphatidylinositol-4-phosphat ist
mit 18,2 nM (di-C4-Phosphatidylinositol-4-phosphat) deutlich starker als andere beschriebe-
ne Interaktionen (Schoebel et al., 2010). Diese starke Bindung ermdglicht, trotz der vermut-
lich relativ geringen Phosphatidylinositol-4-phosphat-Konzentration in der Legionellenvakuo-
lenmembran, eine stabile Assoziation mit der Legionellenvakuole, die durch die Verdnderun-
gen der Membranzusammensetzung im Verlauf der Legionelleninfektion modifiziert werden
kann (Brombacher et al., 2009; Schoebel et al., 2010).

Die N-terminale Domane von DrrA hat Nukleotidyltransferaseaktivitit gegeniber Rabl
(Muller et al., 2010). ATP und GTP kénnen beide als Substrat der Nukleotidyltransferreaktion

verwendet werden, wobei ATP gegeniiber GTP deutlich bevorzugt wird (Muller et al., 2010).
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(a) (b) Bindungsstelle 1

DrrA

340-533

Bindungsstelle 2

Abbildung 1-8: DrrAs;;¢.533 im Komplex mit Rablbs.174 (Abbildung adaptiert von Schoebel et
al., (2009))

(a) Kristallstruktur des DrrAsso.s33:Rablbs 174-Komplexes (3JZA, Schoebel et al., 2009) im
Vergleich mit Ypt1l:GTP (1YZN, Eathiraj et al., 2005). Die Bindung von DrrA fihrt zu
einer Bewegung von Switch Il und zu einer starken Konformationsdanderung in
Switch I.

(b) Detailansicht der Interaktion von DrrA mit dem Rab1 P-loop und Switch Il (Bindungs-
stelle 1) und mit Switch I (Bindungsstelle 2)

Die spezifische Enzymaktivitat ist dabei fir die GppNHp gebundene Form von Rabl etwa
275 Mal groBer als fiir die GDP-gebundene Form (6,02 bzw. 0,022 pmolprodukt/MEenzym Pro
Minute) (Muller et al., 2010). Die Modifikation von Rab1 erfolgt im Switch Il an Tyrosin 77

und somit in einer Region, in der Rab1 mit GEFs, GAPs, GDI und vermutlich auch mit Effekto-
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ren in Wechselwirkung tritt (Abbildung 1-9). Aufgrunddessen inhibiert die Adenylylierung die
Stimulation der GTP-Hydrolyse durch das S. cerevisiae GAP Gypl und das humane GAP
TBC1D20, sowie das Legionella pneumophila GAP LepB (Muller et al., 2010). Weiterhin wird
die Interaktion mit der Rab1-Bindungsdomane des Effektors MICAL-3 durch die Modifikation
behindert, wahrend die Interaktion mit LidA aus Legionella pneumophila nicht deutlich be-
eintrachtigt wird (Muller et al., 2010). Neben Rabl kann DrrA auch Rab3a, Rab4b, Rab6a,
Rab8a, Rabl1la, Rab13, Rab14 und Rab37 modifizieren (Muller et al., 2010). Eine substantiel-
le Adenylylierung von Rab4, Rab6a, Rab8a und Rab14 wurde allerdings von Neunuebel et al.
(2011) nicht bestatigt. Weiterhin zeigte diese Gruppe, dass Rab35 ebenfalls als Substrat der
Adenylylierungsreaktion dient (Neunuebel et al., 2011). Es ist allerdings unklar, inwieweit
diese Rab-Proteine auch in infizierten Zellen modifiziert werden, da in infizierten Dictyoste-
lium discoideum Zellen bisher nur Rabla, Rabld, Rab7a, Rab8a und Rab14 auf der Legionel-
lenvakuole detektiert wurde (Urwyler et al., 2009).

Die Deaktivierung von Rab1l auf der Legionellenvakuole erfolgt vermutlich durch das eben-
falls von Legionella pneumophila in die Wirtszelle sekretierte Rab1 spezifische GAP LepB
(Ingmundson et al., 2007). LepB kann ca. zwei Stunden nach der Infektion erstmals auf der
Legionellenvakuole detektiert werden und von diesem Zeitpunkt an nimmt die Rab1l Menge
auf der Legionellenvakuole deutlich ab, so dass vermutet werden kann, dass das Rab-Protein
deaktiviert wird, um von GDI extrahiert werden zu kénnen (Ingmundson et al., 2007). Auf-
grund der Tatsache, dass Rabl und DrrA bereits 30 Minuten nach Infektion gemeinsam auf
der Legionellenvakuole detektiert werden kdnnen, ist davon auszugehen, dass Rab1 zu die-
sem Zeitpunkt bereits adenylyliert wurde. Da die Deaktivierung von Rabl nur ohne AMP-
Modifikation erfolgen kann, muss das Rab-Protein somit deadenylyliert werden, um eine
Deaktivierung zu ermoglichen. Kiirzlich konnte nachgewiesen werden, dass diese Aufgabe
von einem weiteren Protein aus Legionella pneumophila — SidD — (ibernommen wird (Tan
und Luo, 2011; Neunuebel et al., 2011). SidD wird analog zu LepB erst einige Stunden nach
Infektion der Zellen aus der Legionellenvakuole sekretiert, so dass sein Erscheinen mit der
Extraktion von Rabl aus der Legionellenvakuole zusammenfallt (Tan und Luo, 2011;
Neunuebel et al., 2011). In vitro katalysiert SidD die Deadenylylierung von Rabl und eine
Mutation von SidD genau wie eine Mutation von LepB bewirkt, dass Rab1 deutlich langer auf

der Legionellenvakuole detektiert werden kann (Neunuebel et al., 2011).
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Abbildung 1-9: Struktur des GppNHp gebundenen Rab1-AMP (Zentrum) und Oberflachen-
darstellungen der Struktur zur lllustration der Kontaktflichen der Interaktionen von Rab1l
mit TRAPP, DrrA, Gyp1 und GDI (Abbildung adaptiert von Muller et al. (2010))

Aminosauren, in denen Rabl in den bekannten Kristallstruktur mit dem TRAPP-Komplex
(PDB ID: 3CUE, Cai et al., 2008) und mit DrrA (PDB ID: 3JZA, Schoebel et al., 2009) interagiert,
sind griin dargestellt. Die Interaktionsbereiche von Rabl und Gypl wurden aus der
Rab33:Gypl-Komplexstruktur (PDB ID: 2G77, Pan et al., 2006) und die Interaktionsflache von
Rabl und GDI aus der Ypt1:GDI (PDB ID: 2BCG, Pylypenko et al., 2006) abgeleitet. Das adeny-
lylierte Tyrosin ist in Stabform dargestellt und befindet sich immer im Bereich der Interakti-
onsflachen.

Die Funktion von LidA, dem vierten Protein aus Legionella pneumophila, das mit Rab1 inter-
agiert, wurde bis zum heutigen Zeitpunkt nicht eindeutig geklart. LidA kann nach seiner
Translokation in die Wirtszelle neben der Legionellenvakuole auch auf Membranen in der
Umgebung der Vakuole detektiert werden (Conover et al., 2003) und ist nach Uberexpressi-

on in Saugerzellen auf Golgi-Membranen lokalisiert (Derre und Isberg, 2005). Die Interaktion
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mit der Membran erfolgt vermutlich ahnlich wie bei DrrA durch Interaktion mit Phosphatidy-
linositol-3-phosphat oder Phosphatidylinositol-4-phosphat (Brombacher et al., 2009). LidA
interagiert mit Rabl, Rab6 und Rab8 und zeigt weder GEF- noch GAP-Aktivitat gegeniiber
diesen Proteinen (Machner und Isberg, 2006). Mit Rab2, Rab4, Rab5, Rab7 und Rab11 kann
keine Interaktion beobachtet werden (Machner und Isberg, 2006). Wahrend eine Deletion
von DrrA in Legionella pneumophila zu keinen signifikanten Defekten bei der Bildung der
Replikationsvakuole fiihrt, sind in LidA-defizienten Stammen im Vergleich zu wildtypischen
Legionella pneumophila Stammen etwa doppelt so viele Bakterien nicht in der Lage, sich
innerhalb der Wirtszelle zu vervielfaltigen (Machner und Isberg, 2006). Die Deletion von LidA
in Legionella pneumophila fihrt allerdings lediglich zu einer Verlangsamung der Rabl-
Rekrutierung zur Legionellenvakuole, wahrend in Legionellenstimmen ohne DrrA fast kein
Rab1l auf der Legionellenvakuole detektiert werden kann (Machner und Isberg, 2006). Daher
stehen die deutlichen Verdnderungen bei der intrazellularen Replikation vermutlich nicht mit
Rab1l in Verbindung. Die Struktur von LidA kann in groRBen Teilen als coiled-coil vorhergesagt
werden — eine Struktur, die sich sehr haufig in Proteinen, die an der Membrananheftung von
Vesikeln beteiligt sind (Tethering-Faktoren), nachgewiesen werden kann (Gillingham und
Munro, 2003). p115 und GM130 — zwei coiled-coil Proteine, die als Effektoren von Rabl
identifiziert wurden — konnten nicht auf der Legionellenvakuole nachgewiesen werden
(Derre und Isberg, 2004), so dass spekuliert werden kann, ob andere Proteine — evtl. LidA —
ihre Funktion bei der Fusion von Vesikeln mit der Legionellenvakuole libernehmen. Da die
Interaktion von LidA im Unterschied zu den anderen getesteten Proteinen nicht durch die
Modifikation mit AMP inhibiert wird (Muller et al., 2010), kénnte das Protein als Effektor des
adenylylierten Rab1 agieren.

Die oben beschriebenen Legionella pneumophila Proteine sind in der Lage, mit Rabl zu
interagieren und seine Aktivitat, Lokalisation und Funktion in infizierten Zellen zu manipulie-
ren und so die Fusion von Vesikeln aus dem Endoplasmatischen Retikulum mit der Membran
der Legionellenvakuole zu bewirken (Kagan et al., 2004). Obwohl keines der beschriebenen
Proteine sehr wichtig fiir das intrazellulire Uberleben von Legionella pneumophila zu sein
scheint, ist die Fusion mit intrazelluldaren Vesikeln vermutlich sehr wichtig fiir die Replikation
von Legionella pneumophila. Aufgrund dieser Tatsache hat Legionella pneumophila eventuell
weitere redundante Wege entwickelt, die Rekrutierung und Fusion mit intrazellularen Vesi-

keln zu ermdoglichen.
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2 Zielsetzung

Die Aktivitat von Rab-Proteinen wird durch ihre intrazelluldre Lokalisation und ihren Nukleo-
tidbindungsstatus reguliert. Da Rab-Proteine an ihrem C-Terminus mit Isoprenoidresten mo-
difiziert sind, liegen sie aufgrund der starken Hydrophobizitdt dieser Reste im Cytoplasma in
der Regel im Komplex mit dem Protein GDI vor. GDI bindet an die Prenylanker, so dass eine
Insertion der Isoprenoidreste in Membranen erst nach der Dissoziation des Rab:GDI-
Komplexes moglich ist. Die Regulation dieses Dissoziationsprozesses soll als Kernaspekt die-
ser Arbeit untersucht werden.

Zur Modifikation der Interaktion von Rab-Proteinen und GDI wurde in der Literatur tiber die
Existenz von GDI Displacement Faktoren (GDF) spekuliert (Soldati et al., 1994; Novick und
Garrett, 1994) und fur ein Protein — Yip3/PRA1 — konnte gezeigt werden, dass es einen
Rab:GDI-Komplex katalytisch dissoziieren kann (Sivars et al., 2003). Aufgrund dieser Ergeb-
nisse wurde von einigen Gruppen postuliert, dass GDFs generell essentiell flr die intrazellu-
lare Lokalisation von Rab-Proteinen sind (Pfeffer und Aivazian, 2004). Bisher ist allerdings
vollkommen unklar, wie ein GDF die Dissoziation der Rab:GDI-Komplexe beeinflussen
kdnnte.

Das bakterielle Protein DrrA aus Legionella pneumophila wurde als Protein mit GEF- und
GDF-Aktivitat fir Rabl beschrieben (Machner und Isberg, 2007; Ingmundson et al., 2007)
und es konnte gezeigt werden, dass DrrA in der Lage ist, Rab1 gezielt von seiner normalen
subzelluldren Lokalisation an andere intrazellulare Membranen zu rekrutieren (Machner und
Isberg, 2006; Murata et al., 2006). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die GEF- und GDF-Aktivitat
von DrrA thermodynamisch und kinetisch ausfiihrlich charakterisiert werden, um Einblicke in
die Funktionsweise von GDI Displacement Faktoren zu erlangen. Es sollte festgestellt wer-
den, in welchen Doméanen die verschiedenen Aktivitdten des Proteins lokalisiert sind und
inwieweit Nukleotidaustausch und GDI-Freisetzung als separate Aktivitdten angesehen wer-
den kdénnen. Nach einer Charakterisierung der GDF-Aktivitdt von DrrA sollte untersucht wer-
den, ob die fir DrrA beschriebene duale GEF- und GDF-Aktivitat auch bei anderen Nukleoti-

daustauschfaktoren aus humanen Zellen beobachtet werden kann.
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3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 3-1: Verwendete Chemikalien
Hersteller

Chemikalien

AppliChem (Darmstadt, Deutschland)

Bacto Difco / Voigt Global Distribution
Inc. (Lawrence, U.S.A.)

Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)

Calbiochem / Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Fluka / Sigma-Aldrich
(Minchen, Deutschland)

Gerbu (Gaiberg, Deutschland)

iNtRON Biotechnology
(Sangdaewong-Dong, Korea)

Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

Jena Bioscience (Jena, Deutschland)

Acrylamid 4K-Losung (30 %, Mix 37,5:1), Ammo-
niumsulfat, Dikaliumhydrogenphosphat, Isopro-
pyl - Thio - B - D -Galactopyranosid (IPTG), Me-
thanol, Pepstatin A, Salzsdure (25 %)

Bacto Agar, Bacto Trypton, Bacto Yeast Extract

Carbenicillin (Natriumsalz)

Albumin Bovine Serum Fraction V (Fatty Acid
Free, Nuclease- & Protease-free), Guandinium-
chlorid

Adenosintriphosphat (ATP), Antipain, Cetyltri-
methylammoniumbromid (CTAB), 3-((3-Chol-
amidopropyl) dimethylammonio)-1 - propan -
sulfonat (CHAPS), Chloramphenicol, Glycin, Leu-
peptin, N, N, N’, N’ - Tetramethylethylendiamin
(TEMED), Tri - (hydroxymethyl) - aminomethan
(Tris)

dNTPs 10 mM each

Dichlormethan, L-Argininmonohydrochlorid, No-
nidet P-40 Substitute, Polyethylenglycol (PEG)
8000, Tetracyclin, Trifluoressigsaure (TFA), Tris-
(2-Carboxyethyl)-phosphin (TCEP)

Ampicillin (Natriumsalz), Dithioerythritol (DTE),
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (Dinatri-
umsalz), Glycerin, 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-
1-ethansulfonsdure (Hepes), Kanamycinsulfat,
Natriumdodecylsulfat (SDS)

RedSafe

Agarose, CellFECTIN, Fotales Kalberserum hitze-
inaktiviert

2' (3') - O - (N-methylanthranoyl) (mant) - Gua-
nosindiphosphat (mGDP), mant-Desoxyguano-
sindiphosphat (mdGDP), mant-Desoxyguanosin-
triphosphat (mdGTP), mant-Desoxyguanosin-5’-
B,y-imidotriphosphat (mdGppNHp)
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Hersteller Chemikalien
J. T. Baker / Mallinckrodt Baker B.V. Essigsaure, Ethanol, Harnstoff, Kaliumchlorid,
(Deventer, Niederlande) Kaliumdihydrogenphosphat, Magnesiumchlorid,

Natronlauge (2M), 2-Propanol, Salzsaure (1M)
LGC Promochem (Wesel, Deutschland)  Acetonitril Optigrade

Merck (Darmstadt, Deutschland) Dinatriumhydrogenphosphat, Imidazol

MP Biomedicals LLC Natriumdihydrogenphosphat

(lllkirch, Frankreich)

Pan-Biotech GmbH Pluronic F-68, TC100 Insektenzellmedium
(Aidenbach, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland) Ammoniumpersulfat (APS), Bromphenolblau

(Natriumsalz), Coomassie Brilliant Blue R250, Di-
methylsulfoxid (DMSO), Gentamicinsulfat, -
Mercaptoethanol, Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), Sucrose, Triton X-100, X-Gal, Zinkchlorid

Sigma-Aldrich Chymostatin, Farnesylpyrophosphat Ammo-
(Minchen, Deutschland) niumsalz (Minimum 95 % TLC), Geranylgeranyl-
pyrophosphat (Minimum 95 % TLC), L-Gluta-
thion reduced, Guanosindiphosphat (GDP), Gua-
nosintriphosphat (GTP), Guanosin-5’-f,y-imido-
triphosphat (GppNHp), Maltose Monohydrat, 2-
Mercaptoethansulfonat-Natrium (MESNA), Na-
triumchlorid, Nickel(ll)sulfathexahydrat, Oran-
ge G, Sinapinsdure, Tetrabutylammoniumbro-

mid (99 %)
Thermo Fisher Scientific Inc. Coomassie Protein Assay Reagent, Rinderse-
(Waltham, U.S.A.) rumalbumin (BSA)

Das verwendete NBD(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-Farnesylpyrophosphat und NBD-
Geranylpyrophosphat wurde von Dr. Anouk Stigter aus der Arbeitsgruppe von Prof. Herbert
Waldmann (Max-Planck Institut fir molekulare Physiologie, Dortmund, Deutschland) wie in

Dursina et al. (2006) beschrieben synthetisiert und zur Verfiigung gestellt.

3.1.2 FPLC-S4dulenmaterial und FPLC-/HPLC-Saulen

Tabelle 3-2: Verwendete FPLC-Saulenmaterialien und FPLC-/HPLC-S&ulen

Hersteller Saule / Sdulenmaterial

Bischoff Analysentechnik und -gerdate C;g Sdule, Prontosil, 120-5-C18-AQ, 5 pM; Cig
GmbH(Leonberg, Deutschland) Vorsdulen, Prontosil 120-3-C18-AQ, 3 uM
Bio-Rad Laboratories GmbH Econo Column5cm - 10cm

(Miinchen, Deutschland)
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Hersteller Saule / Sdulenmaterial

GE Healthcare (Miinchen, Deutschland) Glutathion 4 Sepharose fast flow, Hi-Load Su-
perdex 75/200 16/60 & 26/60 prep grade, Su-
perdex 200 10/30 GL, Superdex 75 10/30, Hi-
Trap Chelating HP 1 ml and 5 ml columns

Grace Vydac (Hesperia, U.S.A.) 214 TP C4 Column, 150 mm - 6 mm
New England Biolabs (Ipswich, U.S.A.) Amylose Resin, Chitin Beads
Qiagen (Hilden, Deutschland) Ni-NTA Superflow Material

3.1.3 Proteine und GroRenstandards

Tabelle 3-3: Verwendete Proteine und GroRenstandards

Hersteller Protein / Gr6Benstandard
Dortmund Protein Facility PreScission Protease, TEV-Protease, Rabex-5-
(Dortmund, Deutschland) Fragment Aminosduren 132-397 (Rabex-513;.

397), Rab5a A109S T205A

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)  Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, FastDigest Restrik-
tionsenzyme, Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP), T4 DNA Ligase

GE Healthcare (Miinchen, Deutschland) LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis,
Protein mixture

Sigma-Aldrich REDTaq DNA-Polymerase

(Minchen, Deutschland)

USB (Staufen, Deutschland) Phosphodiesterase |, Crotalus adamanteus Gift

LidA wurde von Stefan Schobel wie in Conover et al. (2003) beschrieben isoliert und zur Ver-
figung gestellt. Rab7-geranylgeranyl (Rab7-gg) wurde von Yaowen Wu wie in Wu et al.

(2010) beschrieben hergestellt und zur Verfligung gestellt.

3.1.4 Molekularbiologische Kits

Tabelle 3-4: Verwendete molekularbiologische Kits

Hersteller Kits

Applied Biosystems BigDye Terminator v 3.1. Cycle Sequencing Kit
(Darmstadt, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland) QlAprep Spin Miniprep Kit, QlAfilter Plasmid

Midi Kit, QlAquick Gel Extraction Kit, QlAquick
PCR Purification Kit, DyeEx 2.0 Spin Kit

Stratagene / Agilent Technologies QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit
(Waldbronn, Deutschland)
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3.1.5 Sonstiges Material

Tabelle 3-5: Sonstiges Material
Hersteller

Material

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, U.S.A.)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

GE Healthcare (Miinchen, Deutschland)

Hellma GmbH & Co. KG
(Millheim, Deutschland)
Millipore Corporation (Billerica, U.S.A.)

Nalgene Labware (Roskilde, Ddnemark)
Nerbe (Winsen/Luhe, Deutschland)
PeqLab Biotechnology GmbH

(Erlangen, Deutschland)
Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)

Spectrum Laboratories Inc.
(Breda, Niederlande)

Glaskugeln 2,85-3,45 mm, Zdhlkammer nach
Neubauer

Falcon 6-well Platten, Falcon Petrischalen

0,5 ml, 1 ml und 2 ml ReaktionsgefaRe
NAP-5 S3ulen, PD-10 S&dulen, XK26/20 Saule
Quartz-Kivette 109.004F-Qs, 10 mm

Zentrifugenfilter Amicon Ultra Ultracel-10K/30K,
Stirred Cells Model 8050 & 8200, Ultrafiltration
Membranes YM-10/30

Bottle Top Filter
Pipettenspitzen 1-10 ul, 20-200 ul 100-1000 pl
Elektroporationskivetten (2 mm)

sterile Plastikpipetten, Plastik-Kiivetten, 15 ml
und 50 ml ReaktionsgefaRe

12-14.000 MWCO 4 Spectra/Por Dialyse Mem-
bran

3.1.6 Geridte

Tabelle 3-6: Verwendete Gerate
Hersteller

Gerate

Agilent Technologies
(Waldbronn, Deutschland)

Applied Biosystems
(Darmstadt, Deutschland)

Applied Photophysics Ltd
(Surrey, GroRBbritannien)

Beckman Coulter, Inc. (Brea, U.S.A.)

Binder GmbH (Tuttlingen, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Miinchen, Deutschland)

Carl Zeiss Jena GmbH
(Jena, Deutschland)

Agilent 1100 HPLC system

ABI PRISM 3130x1 Genetic Analyzer

Stopped-flow Gerat

Avanti J-20 XP Zentrfiuge mit Rotor JLA 8.1000 &
JA 25.50, DU650 Spektrophotometer, Optima L-
70K Ultrazentrifuge mit Rotor 45 Ti

Brutschrank

Power Pac Spannungsquelle, MicroPulser, Mini-
Protean 3 SDS-PAGE System, Thermocycler PTC-
200

Axiovert 25 Mikroskop
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Hersteller

Gerate

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Fujifilm Holdings Corporation
(Tokio, Japan)
GE Healthcare (Miinchen, Deutschland)

GFL — Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH (Burgwedel, Deutschland)
Gilson, Inc. (Middleton, U.S.A.)

Horiba Jobin Yvon Inc. (Edison, U.S.A.)
IKA Werke GmbH & Co. KG

(Staufen, Deutschland)

IImvac GmbH (llmenau, Deutschland)
Infors AG (Bottmingen, Schweiz)
Kendro Laboratory Products GmbH
(Langeselbold, Deutschland)

Kern & Sohn GmbH

(Balingen, Deutschland)

Knick Elektronische Messgerate GmbH
& Co. KG (Berlin, Deutschland)

Max-Planck Institut flir molekulare Phy-
siologie, Werkstatt

(Dortmund, Deutschland)
Mettler-Toledo GmbH

(Giessen, Deutschland)

MicroCal /

GE Healthcare (Miinchen, Deutschland)

Microfluidics International Corporation
(Newton, U.S.A.)

Millipore Corporation (Billerica, U.S.A.)
Peglab Biotechnology GmbH

(Erlangen, Deutschland)

Perseptive Biosystems / Applied Biosys-
tems (Darmstadt, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, U.S.A.)

Waagen Strathausen
(Holzwickede, Deutschland)
Waters Corporation (Milford, U.S.A.)

Eppendorf 5415 C & D Tischzentrifugen, Eppen-
dorf 5810 R Zentrifuge, Thermomixer comfort

Fluorescence Image Reader FLA-5000

FPLC Akta prime plus, Molecular Imager Gel Doc
XR System

GFL 3033 Schittelinkubator fir Insektenzellen

2,5 ul, 10 ul, 20 pl, 100 pl, 200 pl und 1 ml Pipet-
ten

FluoroMax-3
RCT basic Heizplatte mit Magnetriihrer

Vakuum Membranpumpe
Schittelinkubatoren
HERAsafe Sterilbank

Kern 572 Prazisionswaage
761 Calimatic pH Meter

Agarose-Gelkammer

Analysenwaage AM100
iTC200

Microfluidizer

Milli-Q Wasseraufbereitungssystem
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

Voyager-DE PRO BioSpectrometry Workstation,
MALDI Platte

QiaCube

Heraeus Kelvitron K Inkubator fiir die Anzucht
von Insektenzellen, LCQ Advantage Max ESI-MS

Waage Kern 572

HPLC System (600 S Controller, 626 Pump, 717
plus Autosampler, 2487 Dual A Absorbance De-
tector, Fraction Collector Ill)
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3.1.7 Puffer und Lésungen

DNA Probenpuffer (5x)

PBS

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer

SDS-PAGE-Trenngelpuffer

SDS-PAGE-Laufpuffer

SDS-PAGE Probenpuffer (2x)

SDS-Gel Farbeldsung

TAE (Tris-Acetat-EDTA)

TE

CLAP

Die Puffer wurden, sofern nicht anders angegeben, mit entionisiertem destilliertem Wasser

angesetzt.

30 % (w/v) Sucrose
20 % Glycerin
0,2 % Orange G

137 mM Natriumchlorid

2,68 mM Kaliumchlorid

10,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,76 mM Kaliumdihydrogenphosphat
pH 7,4 mit HCI

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

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

25 mM Tris
0,19 M Glycin
0,1 % (w/v) SDS

100 mM Tris HCl pH 6,8
4 % (w/v) SDS

20 % Glycerin

0,2 % Bromphenolblau

5 % [3-Mercaptoethanol

44 % (v/v) Ethanol
12 % (v/v) Essigsaure
0,15 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250

40 mM Tris
20 mM Essigsaure
1 mM EDTA pH 8

100 mM Tris pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0

1 mg/ml Chymostatin
1 mg/ml Leupeptin

1 mg/ml Antipain

1 mg/ml Pepstatin A
in DMSO
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3.1.8 Ndhrmedien

3.1.8.1 Ndhrmedien zur Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte mit den folgenden Ndhrmedien:

Luria-Bertani (LB)-Flissigmedium 10 g/l Bacto-Trypton
10 g/l Natriumchlorid
5 g/l Hefe-Extrakt
pH 7,2 mit Natronlauge

Luria-Bertani(LB)-Festagarplatten 10 g/l Bacto-Trypton
10 g/l Natriumchlorid
5 g/l Hefe-Extrakt
16 g/| Bacto-Agar
pH 7,2 mit Natronlauge

GYT 10 % Glycerin

1,25 g/I Hefe-Extrakt

2,5 g/1 Bacto-Trypton
Die Nahrmedien in wurden mit entionisiertem Wasser angesetzt und zur Sterilisation bei
121 °C und 1 bar autoklaviert. Anschlieend wurden die in Tabelle 3-7 aufgelisteten Zusatze

in den angegebenen Konzentrationen zugesetzt. Die Lagerung der Nahrmedien erfolgte bei

4 °C.

Tabelle 3-7: Zusatze fir E. coli Nahrmedien

Antibiotikum Konzentration in Fliissigmedium  Konzentration in Festagarplatten
Ampicillin 125 mg/I -

Carbenicillin - 125 mg/I
Chloramphenicol 34 mg/I 34 mg/l

Kanamycin 50 mg/I 50 mg/I

Tetracyclin 10 mg/I 10 mg/I

Gentamicin 7 mg/I 7 mg/I

IPTG - 40 mg/I

X-Gal - 100 mg/I
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3.1.8.2 Ndhrmedien zur Anzucht von Insektenzellen

Das folgende Nahrmedium wurde zu Anzucht von Insektenzellen verwendet:

TC100 Medium
10 % Fotales Kalberserum
1 % Pluronic F-68

Insektenzellmedium

Zur Herstellung von einem Liter TC100 Medium wurden 22,09 g TC100 Medium in autokla-
viertem entionisiertem Wasser geldst. Nach der Zugabe von 0,35 g Natriumhydrogencarbo-
nat wurde der pH-Wert mit 2 M Natronlauge auf 6,2 eingestellt. Die Losung wurde mit ei-

nem Bottle top filter sterilfiltriert. Vor der Verwendung wurde dem Medium 10 % hitzeinak-

tiviertes fotales Kalberserum sowie 1 % Pluronic F-68 zugesetzt.

3.1.9 Bakterienstamme

Tabelle 3-8: Verwendete E. coli Stamme

DH10Bac

XL1-Blue

Stamm Genotyp Hersteller
BL21(DE3) B F dcm ompT, hsdS(rg, mg’) gal Novagen / Merck

A(DE3) (Darmstadt, Deutschland)
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL B F ompT hsdS(rg’, mg) dcm® Tet” Stratagene /

gal A(DE3) endA Hte [argU ileY
leuW Cam']

FF mcrA D(mrr- hsdRMS- mcrBC)
f80lacZDM15 DlacX74 recAl en-
dAl1 araD139 D(ara, leu) 7697
galU galK1- rpsL nupG / bMON
14272 / pPMON7124

recAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17(rk, mg) supE44 relAl lac
[FF proAB lacl; ZAM15 Tnl0
(Tet)]

Agilent Technologies
(Waldbronn, Deutschland)

Invitrogen
(Darmstadt, Deutschland)

Stratagene /
Agilent Technologies
(Waldbronn, Deutschland)

3.1.10 Insektenzelllinien

Tabelle 3-9: Verwendete Insektenzelllinien

Zelllinie

Beschreibung

Hersteller

Sf21

Zelllinie aus dem Eierstockgewe-
be von Spodoptera frugiperda

Invitrogen
(Darmstadt, Deutschland)
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3.1.11 Plasmide

Name

Tabelle 3-10: Verwendete Leervektoren

Eigenschaften

pPET19mod

pET28a

pET28mod

pFastBacHTa

PGATEV

pMAL

pOPINF

pPET19 Vektor (Novagen / Merck, Darmstadt, Deutschland) zur Expression
von Proteinen mit einem N-terminalen Hexahistidinanker modifiziert mit
einer TEV-Protease-Schnittstelle zur Abtrennung des Hexahistidinankers
vom Zielprotein

Vektor von Novagen / Merck (Darmstadt, Deutschland) zur Expression von
Proteinen mit einem N-terminalen oder C-terminalen Hexahistidinankers

pPET28 Vektor (Novagen / Merck, Darmstadt, Deutschland) zur Expression
von Proteinen mit einem N-terminalen Hexahistidinanker modifiziert mit
einer TEV-Protease-Schnittstelle zur Abtrennung des Hexahistidinankers
vom Zielprotein

Plasmid von Invitrogen (Darmstadt, Deutschland) zur Herstellung von
Bacmid-DNA in DH10Bac Zellen die zur Expression eines Proteins mit ei-
nem N-terminalen Hexahistidinanker in Insektenzellen verwendet werden
kann

Vektor zur Expression von Proteinen mit einem N-terminalen Hexahistidin-
Glutathion-S-Transferase-Anker mit einer TEV-Protease-Schnittstelle zur
Abtrennung des Affinitdatsankers (Kalinin et al., 2001)

pPMAL-c4E Vektor (New England Biolabs, Ipswich, U.S.A.) zur Expression
von Proteinen mit einem N-terminalen Maltose-Bindeprotein(MBP)-
Affinitatsanker modifiziert mit einer TEV-Protease-Schnittstelle zur Ab-
trennung des MBP-Affinitatsankers

Plasmid vom Oxford Module Consortium (Oxford, GroBbritannien) zur
Expression von Proteinen mit einem N-terminalen Hexahistidinanker mit
einer PreScission-Protease-Schnittstelle zur Abtrennung des Affinitatsan-
kers

Tabelle 3-11: Verwendete Expressionsplasmide

Name Eigenschaften

2140 _pMAL+Rab1lb PMAL Vektor zur Expression von Rablb aus Homo
Sapiens; das verwendete Rablb wurde von der Fir-
ma Mr. Gene GmbH (Regensburg, Deutschland) fir
die Expression in E. coli kodonoptimiert

2142 pMAL+Rab1b(3-174) PMAL zur Expression von kodonoptimiertem trun-
kiertem Rablb Aminosauren 3-174 Rab1bs.174

2143 pMAL+Rablb_CVIM PMAL zur Expression von kodonoptimiertem C-
terminal modifiziertem Rablb (CC wurde ersetzt
durch CVIM)

2770_pMAL+Rablb_CVIL PMAL zur Expression von kodonoptimiertem C-

terminal modifiziertem Rablb (CC wurde ersetzt
durch CVIL)
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Name

Eigenschaften

2362_pET19mod+DrrA f.l.

2144 pET19mod+DrrA(340-533)

2436_pET19mod+DrrA(340-533)
N451A

2437 pET19mod+DrrA(340-533)
R453A

2438 pET19mod+DrrA(340-533)
N451A R453A

2937 _pET19mod+DrrA(340-533)
S483A

2983 pET19mod+DrrA(340-533)
D480A S483A

2929 pET19mod+DrrA f.l. N4A51A
R453A D480A S483A
1262_pET28mod+Yptl

2989 pET19mod+Secd CVIL
2997 _pMAL+Rab5a_CVIL

2991 pMAL+Rab35 _CVIL

1153 pET19mod+Sec2(1-165)

1780_pET19mod+Rabin8(153-237)

0316 _pGATEV+FTase alpha

0309_pET28a+FTase beta

0310 _pET28a+GGTase-| beta

02915 pFastBacHTa+GDI-1

pPET19mod Vektor zur Expression von DrrAg aus
Legionella pneumophila

pPET19mod zur Expression von trunkiertem DrrA
Aminosauren 340-533 (DrrAssg.533)

PET19mod zur Expression von DrrAssos33 mit einer
N451A Mutation

PET19mod zur Expression von DrrAsssss mit einer
R453A Mutation

PET19mod zur Expression von DrrAss sz mit den
Mutationen N451A R453A

PET19mod zur Expression von DrrAssos33 mit einer
S4583A Mutation

PET19mod zur Expression von DrrAssgs3z mit den
Mutationen D480A S483A

PET19mod zur Expression von DrrAg mit den Muta-
tionen N451A R453A D480A S483A

pET28mod zur Expression von Yptl einem Rabl-
Homolog aus S. cerevisiae

PET19mod zur Expression von C-terminal modifizier-
tem Sec4 (CC wurde ersetzt durch CVIL)

PMAL zur Expression von C-terminal modifiziertem
Rab5a (CCSN wurde ersetzt durch CVIL)

PMAL zur Expression von C-terminal modifiziertem
Rab35 (CC wurde ersetzt durch CVIL)

PET19mod zur Expression von Sec2 Aminosauren 1-
165 mit einem N-terminalen Hexahistidinanker (His-
Sec21.165)

pPET19mod zur Expression von Rabin8 Aminosduren
153-237 (Rabin8153_237)

PGATEV Vektor zur Expression der GGTase-| / FTase-|
alpha-Untereinheit aus Rattus norvegicus in Fusion
mit einem N-terminalen Hexahistidin-Glutathion-S-
transferase-Anker

pET28a Vektor zur Expression von FTase-l beta aus
Rattus norvegicus in Fusion mit einem N-terminalen
Hexahistidinanker

pPET28a Vektor zur Expression von GGTase-| beta aus
Rattus norvegicus in Fusion mit einem N-terminalen
Hexahistidinanker

Plasmid zur Herstellung von Bacmid-DNA zur Expres-
sion von GDI-1 aus Bos taurus in Insektenzellen
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3.1.12 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutsch-

land) synthetisiert und mit der HPSF-Methode gereinigt.

3.1.13 Viren

Baculovirus zur Expression von Connecdenn(1-403) wurde von der Dortmund Protein Facility
hergestellt und zur Verfliigung gestellt. Der Virus wurde bei 4 °C gelagert und wie in 3.3.2.4

beschrieben amplifiziert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Plasmid-DNA wurde aus transformierten XL1-Blue Zellen isoliert. In kleinem Mafstab erfolg-
te die Isolierung mit dem QiaCube Protokoll 728 und den Materialien des Qiagen Spin Minip-
rep Kits. GrolRere Mengen Plasmid-DNA wurden mit den QlAfilter Plasmid Midi Kit nach dem
»Plasmid or Cosmid DNA Purification Using QIAfilter Plasmid Midi and Maxi Kits“ Protokoll

isoliert.

3.2.2 Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Bestimmung der Konzentration von DNA erfolgte durch die Messung der Absorption bei
260 nm. Bei dieser Wellenlange haben Nukleinsduren ein Absorptionsmaximum aufgrund
der aromatischen Ringe der Basen. Eine optische Dichte von 1 entspricht einer doppelstran-
gigen DNA-Konzentration von ca. 50 pg/ml. Die optische Dichte der DNA-L6sungen wurde

gegen einen Puffernullwert mit einem NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer bestimmt.

3.2.3 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen des Typs Il und Il ermoéglichen die hydrolytische Spaltung von
DNA-Molekiilen an spezifischen Stellen.
Die Restriktion von Plasmiden erfolgte mit FastDigest Restriktionsenzymen von Fermentas

(St. Leon-Rot, Deutschland) in dem vom Hersteller gelieferten Puffer. Ca. 400 ng DNA wur-
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den in einem 60 pl Ansatz mit 2 pl Enzym versetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die
DNA wurde anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.2.4) und anschlieRender

Gelextraktion (3.2.5) isoliert oder wie unter 3.2.6 beschrieben gereinigt.

3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Abschatzung der GroRe von DNA-Fragmenten und zu ihrer praparativen Isolierung wurde
die DNA mit horizontal-Elektrophorese in Agarose-Gelen nach ihrer GroRe getrennt. Da die
DNA durch die Phosphatgruppen am Riickgrat ein konstantes Masse-zu-Ladungsverhaltnis
aufweist, wird die DNA nach dem Anlegen eines elektrischen Feldes aufgrund des Moleku-
larsiebeffekts nach ihrer GroRRe aufgetrennt.

Zur Auftrennung der DNA wurden 1 % (w/v) Agarose-Gele verwendet. Die Agarose wurde in
heiBem TAE Puffer gelost. Zur Farbung der DNA wurde der Agaroselosung 5 ul RedSafe (iN-
tRON Biotechnology, Sangdaewong-Dong, Korea) pro 100 ml Agaroseldosung zugesetzt. Es
wurden ca. 0,5 cm dicke und 8,5 cm lange Gele gegossen, die nach dem Erstarren mit TAE-
Puffer Uberschichtet wurden.

Zur Bestimmung der DNA-GroRRe wurde die Gene Ruler 1 kb DNA Ladder verwendet. Der
DNA-GroRenstandard wurde mit 100 pl 5x DNA Probenpuffer und 400 ul entionsiertem des-
tilliertem Wasser verdiinnt und 3-7 pl der Losung wurden aufgetragen. DNA-Proben aus dem
Restriktionsverdau wurden vor dem Auftragen ca. 1:5 mit 5x DNA Probenpuffer versetzt.
PCR-Proben wurden nicht mit Probenpuffer versetzt, da die verwendete REDTaq Polymerase
bereits Probenpuffer enthalt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 100 V.

Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgte mit UV-Licht mit dem Molecular Imager Gel Doc
XR System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland), da das verwendete

RedSafe mit DNA interkaliert und nach der Anregung mit UV-Licht fluoresziert.

3.2.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agarose-Gel

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit dem QlAquick Gel Ex-
traction Kit nach dem Protokoll , QIAquick Gel Extraction Kit Protocol using a micro-

centrifuge”.
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3.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Reinigung von DNA-Fragmenten nach der Restriktion erfolgte, wenn keine DNA-
Fragmente mit einer GrofRe von Uber 100 Basenpaaren entfernt werden mussten, mit dem
QIAquick PCR Purification Kit unter Nutzung des ,,QIAquick PCR Purification Kit Protocol using

a microcentrifuge” Protokolls.

3.2.7 Ligation von Plasmid-DNA

Bei der DNA-Ligation werden komplementare Enden von DNA-Fragmenten kovalent mit-
einander verknUpft. Die Ligation erfolgte mit Ligase aus dem Phagen T4, die unter Nutzung
von ATP als Energiequelle in Anwesenheit von Magnesium die Knlpfung einer Phosphorsau-
reesterbindung katalysiert.

Zur Ligation eines verdauten DNA-Fragmentes mit einem komplementar verdauten Vektor
wurden in einem 10 pl Ansatz 50 ng Vektor mit einem 3- bis 4-fachen molaren Uberschuss
des DNA-Fragments und 1 U T4 DNA Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) in dem
vom Hersteller empfohlenen Puffer fiir 3 Stunden bei 20 °C oder tGber Nacht bei 16 °C inku-
biert. Zur Deaktivierung der Ligase wurde die Reaktionsmischung 10 Minuten bei 65 °C inku-

biert.

3.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR kdnnen mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase ausgewahlte Abschnitte
einer DNA vervielfaltigt werden. Die Reaktion besteht aus drei Schritten, die in Zyklen wie-
derholt werden. Im ersten Schritt wird das als Vorlage dienende doppelstrangige Ausgangs-
material durch thermische Denaturierung in Einzelstrange getrennt. Im zweiten Schritt wird
die Temperatur abgesenkt, um die Bindung von zum Ausgangsmaterial homologen Oligonuk-
leotide an die einzelstrangige Vorlage zu ermdglichen. Im dritten Schritt baut die DNA-
Polymerase mit Desoxynukleosidtriphosphaten ausgehend von den freien 3'-
Hydroxylgruppen der Oligonukleotide einen zum Matrizenstrang komplementdren Gegen-
strang auf.

In dieser Arbeit wurde die Polymerasekettenreaktion zur Vervielfdltigung von DNA-
Fragmenten fir die Klonierung, zur Analyse von Ligationsreaktionen, zur Mutation von Plas-

mid-DNA sowie zur Analyse der DNA Sequenzen von Plasmiden eingesetzt.
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3.2.8.1 Praparative PCR

Zur Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten fir den Restriktionsverdau und die anschlieRende
Ligation wurde REDTaq DNA-Polymerase (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) verwendet.
Diese Taq Polymerase wird vom Hersteller mit einem roten Farbstoff versetzt, der es ermog-
licht, das PCR-Produkt direkt auf Agarose-Gelen zu analysieren.

Es wurden 50 ul Reaktionsmischungen mit 20 ng DNA-Vorlage, je 50 pmol der beiden zur
Template DNA homologen Primer, je 10 nmol der Desoxynukleosidtriphosphate dATP, dCTP,
dGTP und dTTP sowie 2,5 U RedTaq DNA-Polymerase in dem vom Hersteller gelieferten Puf-
fer angesetzt.

Die Reaktion erfolgte mit dem folgenden Programm in einem Thermocycler:

95 °C 2 Minuten

95 °C 30 Sekunden

45-65 °C 30 Sekunden 30 Zyklen
72 °C 1 Minute pro 1000 Basen

72 °C 5 Minuten

4°C unendlich

3.2.8.2 Analytische PCR

Zur Analyse von Einzelkolonien nach der Transformation von Ligationsansatzen wurden klei-
ne Proben einzelner Kolonien in 100 pl entionisiertem Wasser geldst. 1 ul dieser Suspension
wurde als Vorlagen-DNA in 10 pl die unter 3.2.8.1 beschriebene Reaktionsmischung gege-
ben. Die Oligonukleotide wurden so gewahlt, dass sie die Ligationsregion des verwendeten
Plasmids flankierten. Die Vervielfdltigung der DNA erfolgte mit dem ebenfalls unter 3.2.8.1
beschriebenen Programm.

Nach der Vervielfaltigung wurde die GrolRe der hergestellten DNA-Fragmente wie unter 3.2.4

beschrieben mit Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

3.2.8.3 Zielgerichtete Mutagenese von Plasmid-DNA

Zur spezifischen Mutation von Plasmid-DNA wurde die QuikChange Technik verwendet. Bei
der QuikChange PCR werden zwei homologe Oligonukleotide verwendet, die in ihrer Mitte
die einzufiigende Mutation enthalten. Ausgehend von diesen Oligonukleotiden erfolgt die

Vervielfdltigung der Plasmid-Vorlage. Die Plasmid-Vorlage kann anschliefend, sofern sie aus
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einem Bakterienstamm mit aktiver DNA-Adenin-Methylase (dam®) isoliert wurde, mit der
methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease Dpnl in kleine Fragmente zerschnitten
werden.

Die PCR wurde mit dem QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene (Agi-
lent Technologies, Waldbronn, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers in 50 pl
Reaktionsansdtzen durchgefiuhrt. Nach dem Verdau der Plasmid-Vorlage wurden 2 pul des
PCR-Ansatzes wie unter 3.3.1.2 beschrieben in elektrokompetente XL1-Blue Zellen transfor-

miert.

3.2.8.4 DNA-Sequenzierung

Zur Analyse der Sequenz von Plasmid-DNA wurde die von Sanger et al. (1977) beschriebene
Kettenabbruchmethode verwendet. Alle Reaktionen wurden mit dem BigDye Terminator
v 3.1. Cycle Sequencing Kit durchgefiihrt. Im Ready Reaction Mix dieses Kits sind neben
dATP, dCTP, dITP und dUTP fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleosidtriphosphate enthalten.
Weiterhin enthalt die Reaktionsmischung eine Variante der Tag Polymerase, die durch
Punktmutationen eine geringere Spezifitat flir Desoxynukleotide aufweist, um den Einbau
von Didesoxynukleotiden zu erleichtern. Durch den Einbau der Didesoxynukleosidtriphos-
phate wird die Synthese des zum Matrizenstrang komplementaren Gegenstrangs beendet,
da fiir eine weitere Verlangerung des DNA-Strangs keine freie 3‘-Hydroxylgruppe zur Verfi-
gung steht. Hierdurch entstehen bei der PCR unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die an
ihrem 3 Ende einen Fluorophor tragen. Die DNA-Sequenz kann nach der GroRenauftrennung
mit Kapillarelektrophorese durch Detektion der verschiedenen Fluorophore mit Hilfe eines
Lasers bestimmt werden.

Zur Sequenzierung wurden 500 ng bis 1 pg der zu sequenzierenden DNA in einem 10 ul An-
satz mit 4 pl Terminator Ready Reaction Mix und 100 pmol Primer versetzt. Die Reaktion

erfolgte mit dem folgenden Programm:

96 °C 2 Minuten

96 °C 15 Sekunden

46 °C 15 Sekunden 25 Zyklen
60 °C 4 Minuten

4°C unendlich
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Nach Abschluss der Reaktion wurden die Sequenzierungsreaktion mit 4 ul entionisiertem
Wasser versetzt und die Gberschissige Oligonukleotide mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit nach den
Angaben des Herstellers entfernt. Die Proben wurden in einem Heizblock bei 99 °C getrock-
net. Die Sequenzbestimmung erfolgte in der zentralen Einrichtung Biotechnologie des Max-
Planck-Instituts fir molekulare Physiologie (Dortmund, Deutschland) mit einem ABI PRISM
3130x1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Die DNA-Sequenzen

wurden anschlieBend mit dem Programm ClustalW (Larkin et al., 2007) analysiert.

3.2.9 Erzeugung von Bacmid-DNA mit Escherichia coli DH10Bac

Das Bac-to-Bac® Baculovirus Expressionssystem von Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)
ermoglicht die Erzeugung von Bacmid-DNA in dem E. coli Stamm DH10Bac. Bacmid-DNA ist
eine in E. coli replikationsfahige Form des Baculovirus-Genoms. Die Erzeugung dieser DNA
basiert auf der von (Luckow et al., 1993) entwickelten Methode der sequenzspezifischen
Transposition.

In den FastBac Donorplasmiden wird das Zielgen direkt hinter den starken Polyhedrinpromo-
ter aus dem Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus kloniert. Der Polyhedrinpro-
motor und die Insertionsregion des Vektors sowie ein Gentamicinresistenzgen und ein SV-40
Polyadenylierungssignal sind in diesen Vektoren von Bindestellen des bakteriellen Transpo-
sons — Tn7L und Tn7R flankiert. Der Baculovirus Shuttle Vektor bMon14272 der DH10Bac
Zellen enthalt neben einem mini-F Replikon und einem Kanamycinresistenzmarker ein LacZo
kodierendes DNA Segment, das die chromosomale lacZ Deletion von DH10Bac™ komple-
mentiert. In diesen LacZa kodierenden Bereich befindet sich die Bindestelle des bakteriellen
Transposons — Tn7. Das Helferplasmid pMON7124, das sich ebenfalls in DH10Bac™ Zellen
befindet, besitzt neben einem Tetracyclinresistenzgen einen DNA-Bereich, der die Transpo-
sase kodiert. Nach der Transformation des Donorplasmids in DH10Bac Zellen erfolgt die se-
quenzspezifische Transposition des von den Erkennungssequenzen Tn7L und Tn7R flankier-
ten Bereichs des Donorplasmids in das Bacmid bMON14272. Durch diese Transposition ver-
liert bMON14272 die Fahigkeit, die lacZ Deletion zu komplementieren, so dass eine Selektion
der Transformanten, in denen eine Transposition stattgefunden hat, mit Hilfe des Blau-
WeiR-Tests moglich ist. Dieser Test macht sich die Eigenschaften der von dem lacZ-Gen ko-
dierten B-Galaktosidase zu Nutze. 3-Galaktosidase ist in der Lage, neben ihrem eigentlichen

Substrat Laktose auch X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl--D-galactopyranosid) zu spalten. Bei
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der Spaltung entsteht Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl, das von Sauerstoff zum blauen
5,5‘-Dibrom-4,4‘~dichlor-indigo oxidiert wird (Horwitz et al., 1964). Die eingesetzten Zellen
konnen aufgrund der chromosomalen lacZ Deletion nur mit dem durch bMON14272 nach
Induktion mit IPTG gebildeten a-Peptid eine funktionsfahige (3-Galaktosidase erzeugen. Bei
der Transposition von DNA in bMON14272 wird das a-Peptid durch die integrierte DNA un-
terbrochen, wodurch eine Komplementation der Deletion nicht mehr maoglich ist. Auf Trans-
formationsplatten mit X-Gal und IPTG sind die Zellkolonien weiR, in denen eine Transposition
stattgefunden hat, wahrend die Zellen, in denen das a-Peptid nicht durch die integrierte
DNA unterbrochen wurde, blau gefarbt sind.

Die Isolierung von Bacmid-DNA aus DH10Bac Transformanten erfolgte mit dem Puffersystem
des QlAprep Spin Miniprep Kits. Transformanten, in denen eine Transposition mit Hilfe des
Blau-WeilR-Tests nachgewiesen konnte, wurden in 5 ml LB-Flissigmedium mit Kanamycin,
Tetracyclin und Gentamicin tGber Nacht bei 37 °C kultiviert. Die Zellen aus der Kultur wurden
bei 13.200 rpm fiir 1 Minute sedimentiert und anschliefend in 300 pl Puffer P1 aufgenom-
men und die Suspension wurde mit 300 pl Puffer P2 versetzt. Die Lésung wurde durch Inver-
tieren gemischt und anschlieBend mit 300 pl Puffer N3 versetzt. Nach einer 20-minditigen
Inkubation auf Eis, wahrend der mehrfach durch Invertieren gemischt wurde, wurde die Mi-
schung bei 13.200 rpm fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand nach der Zentrifugation
wurde in 850 pl Isopropanol Gberfiihrt. Die Fallung der DNA erfolgte tGiber Nacht bei -20 °C.
Die DNA wurde anschliefend durch eine 20-minttigen Zentrifugation bei 13.200 rpm sedi-
mentiert und das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifu-
gation (13.200 rpm, 5 Min) wurde das Pellet getrocknet und in 50 ul TE Puffer aufgenom-

men.

3.3 Mikrobiologische Methoden
3.3.1 Escherichia coli

3.3.1.1 Kultur und Anzucht

Die verwendeten E. coli Stamme wurden auf LB-Festmedium oder in LB-Fliissigmedium an-
gezogen. Festmedium wurde immer bei 37 °C inkubiert. Die Anzucht von Flissigkulturen

erfolgte bei 170-180 rpm.
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3.3.1.2 Herstellung und Transformation kompetenter Escherichia coli Zellen

Um die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli Zellen durch einen Spannungspuls zu er-
moglichen, wurden die Zellen mit der folgenden Methode vorbereitet. Eine 1,5 Liter LB Fliis-
sigkultur wurde mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 170-180 rpm inku-
biert. Die Anzucht der Zellen erfolgte, sofern die Zellen Uber Resistenzmarker verfligten, in
Anwesenheit von Antibiotika. Beim Erreichen einer ODggonm VOnN ca. 0,6 wurden die Zellen 15
Minuten bei 5000 rpm und 4 °C sedimentiert. Zur Entfernung von Mediumriickstdnden wur-
den die Zellen dreimal gewaschen — zundchst mit 1 Liter sterilem entionisiertem destillier-
tem Wasser und anschliefend mit 0,9 | und 0,8 | 10 % Glycerin. Alle Zentrifugationen erfolg-
ten fiir 15 Minuten bei 5000 rpm und 4 °C. Das gewaschene Pellet wurde in 45 ml 10 % Gly-
cerin aufgenommen, in ein 50 ml Reaktionsgefal} tberfuhrt, und die Zellen wurden durch
eine 15-mindtige Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C sedimentiert. Die Zellen wurden in
GYT Medium resuspendiert (3-10'" Zellen / ml GYT), in 50 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff
gefroren und bei -80 °C gelagert.

Um Plasmid-DNA in die kompetenten E. coli Zellen zu transformieren, wurden die Zellen zu-
nachst auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden die Zellen mit 50-500 ng Plasmid-DNA bzw.
2 ul Ligationsansatz versetzt und in eine Elektroporationskiivette transferiert. Die Transfor-
mation der Zellen erfolgte in einem MicroPulser (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland) durch einen starken Spannungspuls (Program Ecl: 1,8 kV). Nach dem Span-
nungspuls wurden die Zellen in 950 pl LB-Flissigmedium fiir 45 Minuten bei 170-180 rpm
und 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl dieser Kultur auf einer LB-Festagarplatte
verteilt, die zur Selektion der Zellen, die das transformierte Plasmid aufgenommen hatten,
mit den entsprechenden Antibiotika versetzt war. Bei der Transformation von Ligationsan-
satzen wurde die verbliebene Zellkultur fir 3 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Das Zell-
pellet wurde in 100 pl des Uberstands resuspendiert und ebenfalls auf einer LB-
Festagarplatte verteilt. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37 °C Uber Nacht im Brut-
schrank. Alle in dieser Arbeit verwendeten E. coli Zellstamme mit Ausnahme des Zellstamms
DH10Bac wurden mit dieser Methode transformiert.

DH10Bac Zellen wurden mit einer nach Chung et al. (1989) modifizierten Methode transfor-
miert. 100 ml LB-Fliissigmedium mit Kanamycin und Tetracyclin wurden mit 1 ml einer Uber-
nachtkultur angeimpft und die Kultur wurde bei 37 °C inkubiert. Bei einer ODggonm von 0,5-

0,6 wurde die Kultur fiir 20 Minuten auf Eis gekihlt und die Zellen wurden anschlieBend
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durch eine Zentrifugation fir 5 Minuten bei 8000 rpm pelletiert. Das Zellpellet wurde in
10 ml eiskaltem TSS-Medium (10 % PEG 8000, 5 % DMSO, 50 mM Magnesiumchlorid in LB-
Medium ohne Natronlauge) suspendiert und die Suspension wurde mit 1,5 ml Glycerin ver-
setzt. Die Zellen wurden in 50 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gela-
gert.

Zur Transformation der DH10Bac Zellen wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und mit 250 ng-
2,5 ug pFastBacHTa Plasmid-DNA versetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation auf Eis wur-
den die Zellen fur 1 Minute bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt. Anschliefend wurden
die Zellen mit 150 pl kaltem LB-Flissigmedium versetzt.

Um die Transposition der Plasmid-DNA mit dem in den Zellen enthaltenen Donorplasmid zu
ermoglichen, wurden die Zellen 5 Stunden bei 37 °C und 170-180 rpm inkubiert. Anschlie-
Rend wurden drei verschiedene Verdlinnungen der Zellkultur mit LB-Flissigmedium herge-
stellt (1:10, 1:100 und 1:1000). 1 ml der Verdiinnungen wurde fiir 1 Minute bei 13.200 rpm
zentrifugiert, die Zellpellets wurden in 100 pl LB-Flissigmedium resuspendiert und auf LB-
Festagarplatten mit Kanamycin, Tetracyclin, Gentamicin, IPTG und X-Gal plattiert. Die Fest-

agarplatten wurden fiir 2 Tage bei 37 °C inkubiert.

3.3.2 Insektenzellen

3.3.2.1 Kultur und Anzucht

Die Anzucht von Sf21 Zellen erfolgte in Insektenzellmedium in Petrischalen (10 ml Kulturen)
oder in Suspensionskulturen bei einer Temperatur von 27 °C. Die Anzucht von Suspensions-
kulturen erfolgte bei 110 rpm. Alle zwei bis drei Tage wurde das Volumen der Kulturen durch
Zugabe von Medium verdoppelt um eine Zelldichte von ca. 2-10° Zellen / ml nicht zu Uber-

schreiten.

3.3.2.2 Bestimmung der Zellkonzentration

Die Bestimmung der Zellkonzentration in Suspensionskulturen erfolgte unter dem Mikroskop
mit einer Zahlkammer nach Neubauer. In der Regel wurden die Kulturen zur Bestimmung der

Konzentration 1:5 mit Insektenzellmedium verdinnt.
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3.3.2.3 Transfektion von Insektenzellen mit Bacmid-DNA

Die Transfektion von Sf21 Zellen mit Bacmid-DNA bewirkt die Infektion der Zellen mit dem
Baculovirus und somit die Produktion von infektidsen rekombinanten Baculoviren, die zur
Amplifikation der Viruspartikel isoliert werden kdénnen.

In einer 6 well-Platte wurden jeweils 1-10° Zellen in 2 ml Insektenzellmedium ausgesit. Um
eine Adhasionskultur zu erzeugen, wurde die Platte bei 27 °C inkubiert. Nach einer Stunde
wurde das Medium von den Zellen entfernt und der Transfektionsansatz wurde auf die Zel-
len getropft. Zur Herstellung des Transfektionsansatzes wurden 5 pl der isolierten Bacmid-
DNA und 6 pl CellFECTIN mit jeweils 100 pl TC100 verdiinnt und anschlieRend vereinigt.
Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde diese Mischung mit 800 ul TC100
Medium verdiinnt und sofort zur Transfektion verwendet.

Nach einer 5-stiindigen Inkubation bei 27 °C wurde der Transfektionsansatz von den Zellen
entfernt. Die Zellen wurden anschliefend mit 2 ml Insektenzellmedium Uberschichtet und
fiir 3 Tage bei 27 °C im Brutschrank inkubiert. In diesem Zeitraum bilden sich in den Zellen
rekombinante Baculoviruspartikel, die nach der erfolgreichen Infektion einer Zelle ins Me-
dium freigesetzt werden. Zur Isolierung dieser Partikel wurden die Zellen mit dem Medium
von der Platte abgeschwemmt und die Zellsuspension wurde in 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefafle (iberfiihrt. Die Zellen wurden durch eine 5-minlitige Zentrifugation bei
3000 rpm sedimentiert und der Uberstand mit den Viruspartikeln wurde abgenommen und

bei 4 °C gelagert.

3.3.2.4 Virusamplifikation

Zur ersten Amplifikation der Viruspartikel wurden 10 ml Zellkultur mit einer Zellkonzentrati-
on von 1-10° Zellen / ml mit 1 ml Virusiberstand aus der Transfektion der Insektenzellen
versetzt und in einer Petrischale bei 27 °C inkubiert. Nach 4 Tagen wurden die Zellen von der
Platte gewaschen und durch eine 10-mindtige Zentrifugation bei 2500 rpm sedimentiert. Der
Uberstand, der die Viruspartikel enthilt, wurde bei 4 °C gelagert.

Die zweite Amplifikation der Viruspartikel erfolgte in 750 ml Suspensionskulturen (1-10° Zel-
len / ml), die mit 7,5 ml des viralen Uberstands der ersten Amplifikation infiziert wurden und
fiir 4 Tage bei 27 °C und 110 rpm inkubiert wurden. Die Viruspartikel wurden wie oben be-

schrieben durch Zentrifugation isoliert.
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Alle Amplifikationen erfolgten mit Zellen, die zuvor in frisches Insektenzellmedium aufge-

nommen wurden.

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Proteinexpression in Escherichia coli

Die Expression von Proteinen in E. coli erfolgte in den in Tabelle 3-8 aufgelisteten Zellstam-
men von pET-, pGATEV- und pMAL-Plasmiden (Tabelle 3-10), in die die Sequenz des Zielpro-
teins hinter eine Promotorregion kloniert wurde (Tabelle 3-11). Neben dem zu exprimieren-
den Protein kodieren die Plasmide das Lacl-Repressorprotein. Dieses Protein bindet als Tet-
ramer zusammengelagert an lac-, tac- und trp-Promotoren und inhibiert so die Bindung der
RNA-Polymerase an diese Promotoren. Isopropyl--D-Thiogalaktopyranosid (IPTG) bindet an
den Repressor und induziert eine Konformationsanderung, die die Wechselwirkung mit dem
Promotor stark abschwacht und so die Bindung der RNA-Polymerase und die Produktion der
RNA ermoglicht. Der in dieser Arbeit verwendete pMAL-Vektor enthdlt einen tac-Promotor,
so dass die Expression des Zielproteins durch IPTG direkt induziert werden konnte. Die ande-
ren verwendeten Vektoren enthalten einen T7lac-Promotor, der auf einem von Studier und
Moffat (1986) entwickelten Prinzip basiert. Dieser Promotor kann durch den Lac-Repressor
inhibiert werden. Im Unterschied zum tac-Promotor wird dieser Promotor aber nicht von der
E. coli RNA-Polymerase erkannt, sondern von der T7-RNA-Polymerase aus der Bakteriophage
T7. Eine Expression der Zielproteine kann daher nur in E. coli Zellstammen erfolgen, in denen
die T7-RNA-Polymerase in das Genom integriert wurde. Um eine induzierbare Expression zu
gewadhrleisten, erfolgt dies in (DE3)-Expressionsstimmen ebenfalls unter Kontrolle eines lac-
Promotors. Dieser Promotor ermoglicht es die Fahigkeit der Bakteriophagen RNA-
Polymerase auszunutzen, in relativ kurzer Zeit groBe Mengen mRNA zu synthetisieren.

Zur Expression der Proteine wurden die Expressionsstamme mit der Plasmid-DNA wie unter
3.3.1.2 beschrieben transformiert. Die verwendeten Expressionstamme fir die jeweiligen
Plasmide sind in Tabelle 3-12 aufgelistet. Die transformierten Zellen wurden in LB-
Flissigmedium mit den zur Selektion benétigten Antibiotika angezogen und bis zum Errei-
chen einer ODggonm VvONn ca. 0,6 bei 37 °C inkubiert. Vor der Zugabe von 0,03 mM (Sec2),
0,2 mM (Yptl, Rablb, Rab5a, Rab35, DrrA, Rabin8), 0,3 mM (Sec4) oder 0,5 mM IPTG (FTase-

I, GGTase-l) zur Induktion der Proteinexpression wurden die Zellen fir 30 Minuten bei 4 °C
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gekiihlt. Die Expression erfolgte bei 180 rpm und 20 °C Uber Nacht bzw. bei Rab5a fir
4 Stunden bei 37 °C. Die Zellen wurden durch 15-miniitige Zentrifugationen bei 4000 rpm
geerntet und mit PBS Puffer gewaschen. Die Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

Die Anzucht von Zellen im 10 | und 30 | MaRstab erfolgte in Fermentern und wurde von der
zentralen Einrichtung Biotechnologie des Max-Planck-Instituts fir molekulare Physiologie

(Dortmund, Deutschland) durchgefiihrt.

Tabelle 3-12: E. coli Proteinexpression

Protein Nummer des Expressionsplasmids Expressionsstamm
(Tabelle 3-11)

Rablb 2140, 2142, 2143, 2770 BL21(DE3)

DrrA 2362,2144, 2436, 2437, 2438, 2937, BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

1983, 2929

Secd 2989 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

Yptl 1262 BL21(DE3)

Rab5a 2997 BL21(DE3)

Rab35 2991 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

Sec2 1153 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

Rabin8 1780 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

GGTase-l a+f3 310, 316 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

FTase-l o+f3 309, 316 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

3.4.2 Proteinexpression in Insektenzellen

Zur Proteinexpression in Sf21 Insektenzellen wurden die Zellen mit Baculoviren infiziert.
Nach der Infektion der Zellen mit den Viruspartikeln erfolgt in den Zellen die Expression der
auf der viralen DNA kodierten Proteine zur Produktion weiterer Viruspartikel. Die in das Vi-
rusgenom integrierte DNA des zu exprimierenden Proteins wird aufgrund der Tatsache, dass
sie hinter den viralen Polyhedrinpromotor kloniert wurde, ebenfalls transkribiert und an-
schliefend translatiert.

Fir die Proteinexpression wurden Zellkulturen mit einer Zellkonzentration von
2-10° Zellen / ml Kultur mit Baculovirus-Losung infiziert (25 ml Viruslosung / Liter Zellkultur)
und in Suspensionskulturen bei 27 °C inkubiert. Die Infektion der Zellen wurde mit dem Mi-
kroskop Uberprift. Nach 3 Tagen wurden die Zellen durch eine 20-miniitige Zentrifugation
bei 2500 rpm sedimentiert. Die Zellen wurden mit PBS Puffer gewaschen und die Zellpellets

wurden bei -80 °C gelagert.
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3.4.3 Isolierung von Proteinen mit einem Hexahistidinanker

Der Aufschluss von Expressionszellen erfolgte mit einem Microfluidizer. Die Zellen wurden
aufgetaut und im Laufpuffer der ersten Saule vollstédndig resuspendiert (ca. 100 ml Puffer
pro 25 g Zellen). Der Suspension wurde der Protease Inhibitor Mix (1:500) und 1 mM PMSF
zugesetzt und die Zellen wurden dreimal durch den Microfluidizer gegeben. Zellreste, Mem-
branbestandteile und Zellorganellen wurden durch eine 45-miniitige Zentrifugation bei
25.000-30.000 rpm sedimentiert.

Zur ersten Anreicherung der Proteine wurde zunachst eine Affinitdtschromatographie
durchgeflhrt. Bei der Affinitatschromatographie nutzt man die spezifische Wechselwirkung
zwischen einem Anker, der in Fusion mit dem Zielprotein exprimiert wird, und einem matrix-
gebundenen Liganden. Die in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurden in Fusion mit ei-
nem Hexahistidinanker exprimiert und mit Nickelaffinitatschromatographie isoliert. Fir die
Affinitatschromatographie wurden 5 ml HiTrap Chelating HP Saulen, beladen mit zweiwerti-
gem Nickel bzw. fur groRere Proteinmengen eine XK26/20 Saule, gefillt mit 25 ml Ni-NTA
Superflow Material, eingesetzt. Nach dem Auftragen des Zelllysats und dem Waschen mit
Puffer wurde die Sdule mit Puffer mit 10-20 mM Imidazol gewaschen. Dieser Waschschritt
dient dazu schwach an die Sdulenmatrix gebundene Proteine zu entfernen. Die Elution des
Zielproteins erfolgte durch Waschen mit einem Imidazolgradienten von 10-20 mM bis
500 mM Imidazol. Der Durchfluss der Sdule wurde in Fraktionen gesammelt und die Absorp-
tion des Eluats bei 280 nm wurde wahrend der gesamten Reinigung detektiert. Proteinhalti-
ge Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert und Fraktionen, die das Zielprotein
enthielten, wurden vereinigt.

Zur Entfernung des Imidazols aus dem Puffer und zur Verringerung der Salzkonzentration in
der Proteinlésung wurde Gber Nacht bei 4 °C eine Dialyse gegen 4 | Puffer durchgefihrt.
Waéhrend der Dialyse erfolgte die proteolytische Abspaltung des Affinitatsankers mit TEV-
Protease, der 27 kDa grol3en katalytischen Domane des Nuclear Inclusion a Proteins aus dem
Tobacco Etch Virus. Es wurde 1 mg TEV-Protease pro 30 mg Zielprotein eingesetzt. Zur Ab-
trennung des abgespaltenen Affinitatsankers und der mit einem Decahistidinanker fusionier-
ten TEV-Protease wurde erneut eine Metallaffinitatschromatographie wie oben beschrieben
durchgefihrt. Die Elution des Affinitatsankers und der TEV-Protease erfolgte ohne Anwen-
dung eines Gradienten mit 500 mM Imidazol. Das im Durchfluss vorhandene Zielprotein

wurde mittels Ultrafiltration konzentriert. Mit der Ultrafiltration kann das Probenvolumen
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ohne Veranderung der Pufferbedingungen verringert werden, indem die Pufferlésung durch
einen Filter gepresst wird, dessen Porengrofle eine Passage des Proteins verhindert. Die
Konzentrierung der Proteine erfolgte mit Zentrifugenfiltern oder mit einer Druckkammer. Es
wurden je nach ProteingrofRRe Filter mit 10 kDa oder 30 kDa AusschlussgrofRe gewahlt.

Im letzten Schritt wurden die Proteine mittels Gelfiltrationschromatographie nach ihrer Gro-
RBe getrennt. Die Trennung der Molekiile basiert auf der unterschiedlichen Permeation der
Proteine in das pordse Saulenmaterial. Die GroRRe der Poren des Sdulenmaterials bestimmt
den GroRRenbereich, in dem die Saule eine effektive Trennung der Molekiile ermdglichen
kann. Molekiile, die nicht in diese Poren eindringen kbnnen, wandern am schnellsten durch
die Saule und eluieren alle zusammen im sogenannten Ausschlussvolumen der Saule. Kleine-
re Molekiile dringen in die Sdulenmatrix ein und werden dadurch verzogert. Die kleinsten
Molekiile werden am starksten verzégert und eluieren somit zuletzt. Der Durchfluss der Sau-
le wurde in Fraktionen gesammelt und die Absorption des Eluats bei 280 nm wurde detek-
tiert. Fraktionen, die eine erhéhte Absorption bei 280 nm zeigten, wurden mittels SDS-PAGE

analysiert und Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, wurden vereinigt.

3.4.3.1 Isolierung von DrrA und Rabin8

Die Isolierung von DrrAq und Fragmenten von DrrA, sowie von Rabin8 erfolgte wie oben be-
schrieben mit zwei Metallaffinitatschromatographien und einer anschlieenden Gelfiltration.
Fir den Zellaufschluss und die erste Affinitatschromatographie wurde mit 50 mM Hepes,
500 mM Lithiumchlorid, 2 mM B-Mercaptoethanol Puffer mit und ohne Imidazol durchge-
fUhrt. Der erste Waschschritt erfolgte mit 20 mM Imidazol. Bei der Dialyse und der zweiten
Metallaffinitdatschromatographie wurde 50 mM Hepes, 100 mM Natriumchlorid und 2 mM
B-Mercaptoethanol verwendet. In der abschlieBenden Gelfiltrationschromatographie wur-
den 20 mM Hepes, 50 mM Natriumchlorid und 2 mM DTE verwendet. Fiir DrrA wurden Puf-
fer mit einem pH Wert von 8,0 verwendet. Bei der Isolierung von Rabin8 wurde der pH Wert

auf 7,5 eingestellt.

3.4.3.2 Isolierung von Rab-Proteinen

Die Isolierung von Rablb, Rab5a, Rab35 und Sec4 erfolgte wie die Isolierung von DrrA

(3.4.3.1), mit dem Unterschied, dass Rab5a und Rab35 bei einem pH von 7,5 isoliert wurden.
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Um die Stabilitat der GTPasen zu erhéhen wurde den Puffern 10 uM GDP und 1 mM Magne-
siumchlorid zugesetzt. Bei der Dialyse wurde bei Sec4 und Rabl auf Magnesiumchlorid ver-
zichtet, um eine optimale Aktivitat der TEV-Protease zu gewahrleisten. Aufgrund der gerin-
gen Bindungsstarke von Rablb an die Nickelmatrix erfolgte der erste Waschschritt bei der
Metallaffinitatschromatographie bei der Isolierung von Rablb mit 10 mM Imidazol. Zur Sta-
bilisierung des Proteins wurde bei der Isolierung von Rab5a in Anwesenheit von 5 % Glycerin
gearbeitet. Weiterhin wurde bei der zweiten Metallaffinitatschromatographie und der Gel-
filtrationschromatographie Puffer mit 200 mM Natriumchlorid verwendet. Bei der Isolierung
von Sec4 erfolgte die abschlieBende Gelfiltrationschromatographie mit 50 mM Hepes.

Rablb und Rab35 konnten mit Affinitatschromatographie und Gelfiltrationschromatographie
nicht vollstindig vom Hexahistidin-MBP-Anker getrennt werden. Daher wurde zusétzlich
nach der Gelfiltrationschromatographie eine Affinitdtschromatographie mit Amylose-
Material in einer PD10 Saule durchgefiihrt. Die Reinigung wurde mit Gelfiltrationspuffer un-
ter Gravitationsfluss durchgefiihrt. Saulengebundener Hexahistidin-MBP-Anker wurde mit

Gelfiltrationspuffer mit 10 mM Maltose eluiert.

3.4.3.3 Isolierung von Ypt1l

Der Aufschluss von Yptl Expressionszellen erfolgte in Anwesenheit von 1 % Triton X-100. Die
erste Affinitatschromatographie wurde mit 50 mM Tris HCl pH 8, 500 mM Lithiumchlorid,
2 mM B-Mercaptoethanol, 1 mM Magnesiumchlorid, 10 uM GDP mit und ohne Imidazol
durchgeflhrt. Der erste Waschschritt erfolgte mit 20 mM Imidazol. Bei der Dialyse und der
anschlieenden Metallaffinitatschromatographie wurde Puffer mit 25 mM Tris HCl pH 8,
100 mM Natriumchlorid, 2 mM B-Mercaptoethanol, 10 uM GDP verwendet. Die abschlie-
Rende Gelfiltrationschromatographie wurde mit 20 mM Hepes pH 7,5, 50 mM Natriumchlo-
rid, 2 mM DTE, 1 mM Magnesiumchlorid und 10 uM GDP durchgefiihrt.

3.4.3.4 Isolierung von Sec2

Sec2 wurde in Fusion mit einem Hexahistinanker isoliert, da der Anker durch TEV-Protease
nicht effektiv abgespaltet werden konnte. Aufgrund dieser Tatsache wurde dem Protein kei-
ne TEV-Protease zugesetzt und es wurde nur eine Metallaffinitatschromatographie durchge-

fuhrt. Der Zellaufschluss erfolgte in Puffer mit 50 mM Natriumphosphat pH 7,5, 500 mM
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Natriumchlorid und 5% Glycerin. Nach dem Aufschluss wurden 1 %(w/v) CHAPS und
4 M Harnstoff zugesetzt und die Suspension wurde 20 Minuten bei 4 °C unter Riihren inku-
biert. Die Metallaffinitaitschromatographie erfolgte mit 25 mM Natriumphosphat pH 7,5,
500 mM Natriumchlorid, 5 % Glycerin und 4 M Harnstoff. Das Protein wurde mit einem li-
nearen Gradienten von 0-500 mM Imidazol eluiert. Zur Entfernung des Harnstoffs wurde das
Eluat gegen 10 mM Hepes pH 7,5, 100 mM Natriumchlorid und 5 % Glycerin dialysiert. Die
abschlieBende Gelfiltrationschromatographie wurde ebenfalls in diesem Puffer durchge-

fahrt.

3.4.3.5 Isolierung von GGTase-l alpha und beta und FTase-I alpha und beta

Die zwei Untereinheiten der GGTase-I/FTase-I wurden als Fusionsproteine mit ihren Affini-
tatsankern isoliert und daher nicht mit TEV-Protease verdaut. Die Isolierung der Fusionspro-
teine wurde, wie fiir Rabin8 beschrieben (3.4.3.1), durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass
wahrend der Dialyse keine TEV-Protease zugesetzt wurde, und dass daher keine zweite Me-
tallaffinitatschromatographie erforderlich war. Die Dialyse wurde mit Gelfiltrationspuffer

durchgefiihrt.

3.4.3.6 Isolierung von GDI

Der Aufschluss und die erste Metallaffinitatschromatographie wurden bei der Isolierung von
GDI-1 in Natriumphosphatpuffer durchgefiihrt (50 mM Natriumphosphat pH 8, 300 mM Na-
triumchlorid, 2 mM [-Mercaptoethanol). Die Elution erfolgte mit zwei aufeinanderfolgenden
Imidazolgradienten. Zunachst wurde die Sdule mit 10 mM Imidazol gewaschen, dann wurde
die Imidazolkonzentration in einem linearen Gradienten auf 100 mM Imidazol erhoht, die
Sadule wurde mit 100 mM Imidazol gewaschen und anschliefend wurde die Imidazolkonzent-
ration in einem linearen Gradienten auf 500 mM erhéht. Das Protein wurde wahrend der
proteolytischen Abspaltung des Hexahistidinankers in 25 mM Hepes pH 8, 100 mM Natrium-
chlorid, 1 mM EDTA und 2 mM [B-Mercaptoethanol diaylsiert. Nach der Dialyse wurde das
Protein mit 2 mM Magnesiumchlorid versetzt. Die zweite Metallaffinitatschromatographie
wurde mit Dialysepuffer mit 2 mM Magnesiumchlorid durchgefiihrt. Die Gelfiltrationschro-
matographie erfolgte mit 20 mM Hepes pH 7,5, 50 mM Natriumchlorid und 5 mM -Mercap-

toethanol.
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3.4.3.7 Isolierung von Connecdenn

Die Isolierung von Connecdenn aus Insektenzellen erfolgte analog zur Isolierung von DrrA
(3.4.3.1). Um starke Verunreinigungen aus den Insektenzellen bereits wahrend der ersten
Metallaffinitatschromatographie abtrennen zu kénnen, wurde mit 150 mM Natriumchlorid
und ohne Lithiumchlorid im Puffer gearbeitet. Der Waschschritt bei der Metallaffinitats-
chromatographie erfolgte aufgrund der schwachen Bindung von Connecdenn an die Sadu-
lenmatrix mit 10 mM Imidazol. Die abschliefende Gelfiltrationschromatographie erfolgte mit

20 mM Hepes pH 7,5, 100 mM Natriumchlorid und 1 mM TCEP.

3.4.4 In vitro Prenylierung von Rab-Proteinen

Einige kleine GTPasen werden in eukaryotischen Zellen posttranslational mit Farnesyl- oder
Geranylgeranyl-Gruppen an C-terminalen Cysteinen modifiziert. Diese Modifikation kann
durch drei verschiedene Prenyltransferasen katalysiert werden: Farnesyltransferase (FTase),
Geranylgeranyltransferase-l und Rab Geranylgeranyltransferase (GGTase-1) oder Geranylge-
ranyltransferase-Il (GGTase-ll). Zur enzymatischen Prenylierung in vitro wurde in dieser Ar-
beit Farnesyltransferase und Geranylgeranyltransferase-1 verwendet. Farnesyltransferase
und Geranylgeranyltransferase-1 sind sehr homologe Heterodimere. Sie erkennen Proteine
mit einer C-terminalen CAAX-Erkennungssequenz (C: Cystein, A: Aliphatisch, X: variabel) als
Substrat, wobei die Aminosaure an der X-Position primar entscheidet, welche der beiden
Prenyltransferasen das Protein als Substrat erkennt (Reid et al., 2004). Zur Prenylierung mit
Farnesyltransferase wurde in dieser Arbeit eine CVIM CAAX-Erkennungssequenz verwendet,
wahrend Proteine, die mit Geranylgeranyltransferase modifiziert werden sollten, am C-
Terminus, sofern nétig, zu einer CVIL CAAX-Erkennungssequenz modifiziert wurden.
Farnesyltransferase kann neben Farnesylpyrophosphat auch das fluoreszente Analogon
NBD-Geranylpyrophosphat als Substrat erkennen, und Geranylgeranyltransferase-1 verwen-
det neben Geranylgeranylpyrophosphat auch NBD-Farnesylpyrophosphat als Substrat fir die
Prenylierung (Dursina et al., 2006).

Bei den Prenylierungsreaktionen wurden Prenyltransferase, Rab-Protein und Substrat in ei-
nem Verhaltnis von 0.5:1:5 mit einer moglichst hohen Endkonzentration fiir ca. 1,5 Stunden
bei Raumtemperatur miteinander inkubiert. Geranylgeranyltransferase-1 wurde bei der
Verwendung von NBD-Farnesylpyrophosphat vor der Zugabe des Rab-Proteins 30 Minuten

bei Raumtemperatur mit dem Phosphoisoprenoid inkubiert.
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Um Rab1b-f-NBD vollstdandig von Geranylgeranyltransferase-1 zu trennen, wurden mehrere
aufeinanderfolgende Affinitdtschromatographien durchgefiihrt. 1 ml Glutathion 4 Sepharose
fast flow Material equilibriert mit 40 mM Hepes pH 7,2, 150 mM Natriumchlorid, 5 mM DTE,
2 mM Magnesiumchlorid und 5% CHAPS wurde mit dem Reaktionsgemisch, das zuvor mit
Equilibrierungspuffer auf 3 ml verdiinnt wurde, fir 1,5 Stunden unter stetiger Durchmi-
schung bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der Durchfluss der Sdule gesammelt und ge-
gen 50 mM Hepes pH 7,2, 50 mM Natriumchlorid, 2 mM Magnesiumchlorid und 5 mM DTE
dialysiert. Diese Isolierung wurde mit 2 ml Glutathion 4 Sepharose fast flow Material und
20 mM Hepes pH 7,2, 50 mM Natriumchlorid, 5 mM DTE, 2 mM Magnesiumchlorid und
10 uM GDP wiederholt. Verbliebene GGTase-l wurde mit Nickelaffinitditschromatographie
aus dem Reaktionsansatz entfernt. Als Laufpuffer wurde 20 mM Hepes pH 7,2, 50 mM Nat-
riumchlorid, 2 mM B-Mercaptoethanol, 2 mM Magnesiumchlorid und 10 uM GDP eingesetzt.
Die Elution von Rab1 erfolgte mit 0 mM und 20 mM Imidazol.

Um Rab5a, Rab35 und Sec4 nach der Prenylierung von einem GrofRteil der GGTase zu befrei-
en, wurde eine Gelfiltrationschromatographie mit einer Superdex 200 10/30 Saule durchge-
fihrt. Nach der Durchfiihrung der Prenylierungsreaktion wurde die Natriumchloridkonzen-
tration im Reaktionsansatz auf 500 mM erhoht und die Losung wurde mittels Ultrafiltration
auf ein Volumen von 500 pl konzentriert. Vor der Gelfiltrationschromatographie, die mit
20 mM Hepes pH 7,2, 500 mM Natriumchlorid, 2 mM Magnesiumchlorid, 2 mM DTE und
10 uM GDP durchgefiihrt wurde, wurde die Lésung mit 5 % (w/v) CHAPS versetzt.

3.4.5 Nukleotidaustausch an Rab-Proteinen

In der Zelle liegt GTP im Uberschuss gegeniiber GDP vor (Vandyke et al., 1977; Trahey und
McCormick, 1987). Kleine GTPasen liegen daher vermutlich nach ihrer Synthese in der Zelle
vermutlich zundchst in GTP-gebundener Form vor. Aufgrund der intrinsischen Nukleotidhyd-
rolyseaktivitat der kleinen GTPasen ist im aktiven Zentrum der isolierten Proteine allerdings
in der Regel ausschlieBlich GDP vorhanden. Da ein Magensiumion fir die Bindung des Nu-
kleotids in der Bindungstasche essentiell ist, kann durch die effektive Bindung des Magne-
siums durch den Chelator EDTA die Affinitdt des Proteins fir das Nukleotid deutlich gesenkt
werden, wodurch eine erhdohte Nukleotidfreisetzungsrate erreicht werden kann. Durch Zu-
gabe eines groRen Uberschusses des gewiinschten Nukleotids kann der Nukleotidbindesta-

tus des Proteins gezielt beeinflusst werden.
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Der Nukleotidaustausch erfolgte in Anwesenheit eines 5-fachen Uberschusses Nukleotid
gegenlber Protein beim Austausch zu Nukleotiden mit einer mant-Gruppe. Beim Austausch
zu GTP wurde ein 20-facher Uberschuss Nukleotid eingesetzt. Zur Entfernung des Magne-
siums aus der Nukleotidbindungstasche des Proteins wurde ein 5-facher Uberschuss von
EDTA gegeniber Magnesiumchlorid zugegeben. Die Reaktion wurde zwei Stunden bei Raum-
temperatur inkubiert. Zur Entfernung von Uberschiissigem Nukleotid und EDTA wurden die
Proteine anschlieRend mit einer NAP5 Sdule nach der Beschreibung des Herstellers in Puffer

mit 1 uM Nukleotid und 1 mM Magnesiumchlorid Gberfihrt.

3.4.6 Herstellung von nukleotidfreiem Rablb:DrrA-Komplex

Zur Herstellung von nukleotidfreiem Rablb:DrrA-Komplex wurden dquimolare Mengen DrrA
und Rablb gemischt und mit 10 mM EDTA zur Chelatierung des fiir die Nukleotidbindung
bendtigten Magnesiums vermischt. Die Proteinmischung wurde fiir 1 Stunde bei Raumtem-
peratur und fiir weitere 2 Stunden auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Nukleotide
mittels Gelfiltrationschromatographie mit 20 mM Hepes pH 8, 50 mM Natriumchlorid und
2 mM DTE Puffer entfernt. Bei der Isolierung des Rablb:DrrAs-Komplexes wurde eine Su-
perdex 200 Sdule verwendet, wahrend fiir den Rab1b:DrrAs40.533-Komplex eine Superdex 75

Matrix verwendet wurde.

3.4.7 Adenylylierung

Die N-terminale Adenylyltransferase-Domane von DrrA katalysiert die Modifikation von Ty-
rosin 77 von Rab1b mit Adenosinmonophosphat (Muller et al., 2010). Um den Einfluss dieser
Adenylylierung zu untersuchen, wurde Rablb mit DrrAg in Anwesenheit von ATP adenyly-
liert. Rablb wurde mit DrrAg und ATP in einem Verhéltnis von 10:1:25 fiir 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Abtrennung von DrrAs wurde anschlielend eine Gelfiltra-
tionschromatographie mit einer Superdex 75 Saule mit 20 mM Hepes pH 7,5, 50 mM Na-
triumchlorid, 1 mM Magnesiumchlorid, 2 mM DTE und 10 uM GDP durchgefiihrt. Zur Uber-
prifung der Adenylylierungsreaktion wurde die Masse von Rablb mit ESI-MS analysiert. Um
einen starkeren Grad der Adenylylierung zu erreichen, wurde die Reaktion gegebenenfalls

wiederholt.
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3.5 Proteinanalytische Methoden

3.5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse der Reinheit von Proteinen wurden die Proteine mit diskontinuierlicher Poly-
acrylamidgelelektrophorese in SDS-haltigen Gelen nach ihrer GréRBe aufgetrennt. Die Gele
bestehen aus einem Sammelgel, das dazu dient, die Proteine moglichst konzentriert in das
Trenngel einlaufen zu lassen, und einem Trenngel, das mit einer deutlich héheren Acryl-
amidkonzentration die Proteine aufgrund des Molekularsiebeffekts trennt.

Zur Auftrennung wurde das von Laemmli (1970) beschriebene System mit Tris und Glycin
verwendet. Bei diesem System liegt der pH-Wert des Sammelgels mit 6,8 sehr nah am iso-
elektrischen Punkt des Glycins. Glycin hat daher im Sammelgel eine niedrigere elektrophore-
tische Mobilitat und dient als Folgeion, wahrend die Chlorid-lonen eine hohe elektrophoreti-
sche Mobilitdt besitzen und somit als Leitionen fungieren. Das Sammelgel ist relativ weitpo-
rig, daher liegen die Mobilitaten der Proteine zwischen denen der Folge- und Leitionen. Beim
Anlegen des elektrischen Feldes wandern die stdrker geladenen Leitionen schneller als die
Folgeionen. Hierdurch entsteht ein Feldstarkegradient, der dazu fiihrt, dass die lonen mit der
hoheren Mobilitdt gebremst werden, wahrend die lonen mit niedrigerer Mobilitdt beschleu-
nigt werden. Hierdurch erreichen die Proteine gesammelt zwischen Folge- und Leition das
Trenngel. Am Ubergang zum engporigen Trenngel werden die Proteine aufgrund der héhe-
ren Acrylamidkonzentration abgebremst und dadurch zuséatzlich gesammelt.

Das Trenngel hat einen pH-Wert von 8,8. Glycin ist bei diesem pH-Wert deutlich starker ge-
laden und (iberholt die Proteine beim Ubergang von dem Sammelgel in das Trenngel. Die
Proteine befinden sich nun in einem homogenen Feld und werden aufgrund ihrer unter-
schiedlichen elektrophoretischen Mobilitat aufgetrennt.

In dieser Arbeit wurden 1 mm dicke 15 %-ige Gele verwendet, die in einer Mini Protean Il
Kammer gegossen wurden. Die genaue Zusammensetzung ist Tabelle 3-13 zu entnehmen.
Vor dem Auftragen wurden die Proteinlésungen mit 2x SDS-PAGE Probenpuffer versetzt und
flir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Das im Probenpuffer enthaltene Natriumdodecylsulfat lagert
sich in einem relativ konstanten Verhadltnis zur Masse an die Proteine an. Hierdurch entste-
hen Mizellen mit einem konstanten Masse-zu-Ladungsverhaltnis, die im Gel aufgrund ihrer
GrolRe voneinander getrennt werden kdnnen.

Die Auftrennung erfolgte bei 60 mA fir ca. 30 min. Als GroRenstandard wurde das LMW Ca-

libration Kit for SDS Electrophoresis von GE Healthcare verwendet. Eine Portion GroRenstan-
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dard wurde in 125 pl Sammelgelpuffer, 375 pl Wasser und 500 pl 100 mM Tris HCI pH 6,8,
4 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin, 200 mM DTT und 0,5 % (w/v) Bromphenolblau aufge-

nommen. Pro Gelkammer wurden 10 ul dieses GrofSenstandards aufgetragen.

Tabelle 3-13: 15 % SDS-Glycin Gele

Trenngel Sammelgel
Gelpuffer 1,25 ml Trenngelpuffer 0,38 ml Sammelgelpuffer
Acrylamid 4K-Losung (30 %) 2,5 ml 0,25 ml
37,5:1 (Acrylamid/Bisacrylamid)
Wasser 1,24 ml 0,88 ml
10 % APS 25 ul 12 ul
TEMED 2,5l 1,5 pl

Die Farbung der Proteine erfolgte fiir 5-10 Minuten in heiSer SDS-Gel Farbeldsung. Zur Ent-
fernung von Coomassie Farbstoff, der nicht an die Proteine gebunden wurde, wurden die
Gele mit 10 %iger Essigsaure heiller gewaschen.

Die Detektion von NBD-Fluoreszenz in den Gelen erfolgte mit dem Fluorescence Image Rea-
der FLA-5000 vor der Farbung der Gele. Der Fluorophor wurde bei einer Wellenldnge von

473 nm angeregt. Die Detektion erfolgte mit einem 510 nm cut-off Filter.

3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit Coomassie nach Bradford oder

durch die Messung der Absorption bei 280 nm.

3.5.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Bradford (1976) erfolgt mit Hilfe des
Farbstoffs Coomassie Brillantblau. Bei Interaktion mit Arginin und zum Teil auch mit den an-
deren positiv geladenen und unpolaren Aminosduren in saurer Losung erfolgt eine Verschie-
bung des Absorptionsmaximums dieses Farbstoffs von 465 nm zu 595 nm. Die Ursache hier-
fir ist vermutlich die Stabilisierung der unprotonierten anionischen Sulfatform des Farb-
stoffs. Durch die Absorptionsveranderung kann nach einer Kalibrierung der Farbeldsung mit

einem Standardprotein eine Proteinkonzentration bestimmt werden. Da die Absorptionsver-
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anderung von der Aminosdaurezusammensetzung des Proteins abhdngig ist, ist die Genauig-
keit der Konzentrationsbestimmung von der Ahnlichkeit der Proteine zum Eichprotein ab-
hangig.

Alle Messungen erfolgten mit dem Coomassie Protein Assay Reagent Kit. 900 pl Coomassie
Loésung wurden mit 100 ul Protein-Wasser-Mischung versetzt, 10 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert, und die Absorption bei 595 nm im Vergleich zu einer Referenzprobe wurde

bestimmt. Die Kalibrierung der Farbelosung erfolgte mit Rinderserumalbumin (BSA).

3.5.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mit Absorptionsmessung

Die Konzentration von reinen Proteinlésungen wurde spektroskopisch bestimmt. Bei 280 nm
absorbieren die aromatischen Aminosauren Tryptophan und Tyrosin, sowie in geringerem
MaRB Phenylalanin. Die Absorptionskoeffizienten der isolierten Proteine kdnnen mit Hilfe der
Absorptionskoeffizienten der einzelnen Aminosauren ungefahr berechnet werden.

Die Absorptionsmessung erfolgte gegen einen Puffernullwert mit einem NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer.

Zur Bestimmung der Konzentration des Fluorophors NBD wurde die Absorption bei 481 nm

gegen einen Nullwert bestimmt.

3.5.3 Massenspektrometrie

Massenspektrometer ermoglichen die genaue Bestimmung von Molekiilmassen und beste-
hen aus einer lonenquelle, in der die Analytmolekile ionisiert werden, einem Massenanaly-
sator, in dem die lonen aufgrund ihrer Masse voneinander getrennt werden, und einem De-
tektor. In dieser Arbeit wurde sowohl MALDI-TOF Massenspektrometrie als auch ESI-MS ge-

koppelt mit Flissigchromatographie zur Massenanalyse eingesetzt.

3.5.3.1 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Bei der Matrix-unterstltzten Laserdesorptions/lonisations (MALDI) Methode werden Ana-
lytmolekiile, die mit einer Matrix kokristallisiert wurden, durch einen intensiven Laserpuls im
Hochvakuum ionisiert. Die entstandenen lonen werden in einem elektrischen Feld beschleu-

nigt und erreichen aufgrund ihrer unterschiedlichen Masse-zu-Ladungsverhaltnisse unter-
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schiedliche Geschwindigkeiten. Die im Flugzeitmassenspektrometer (TOF-Massenspektro-
meter) bestimmte Flugzeit der lonen von der lonisation bis zum Auftreffen auf den Detektor
ermoglicht daher die Berechnung der Masse-zu-Ladungsverhaltnisse der Analytmolekiile.

In dieser Arbeit wurde Sinapinsaure als Matrix eingesetzt. In einer 30 % Acetonitril, 0,2 %
TFA Losung wurde eine gesattigte Lésung mit Sinapinsaure hergestellt. 1 pl Matrix wurde mit
1 pl Proteinlésung mit einer Konzentration von ca. 1 mg/ml auf der MALDI-Platte gemischt
und ca. 20 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die Bestimmung der Masse erfolgte
mit einer Voyager-DE PRO BioSpectrometry Workstation (Perseptive Biosystems / Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) und der Data Explorer Voyager Software. Die MALDI-
TOF Analyse wurde zum Teil nach Proteinligationsreaktionen zur Bestimmung der Produkt-

masse eingesetzt.

3.5.3.2 Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die Uberpriifung von Proteinmassen erfolgte in der Regel mit Elektrospray (ESI)-Massen-
spektrometrie. Geladene Analytmolekile werden bei dieser Methode durch ein starkes
elektrisches Feld zwischen dem Massenspektrometer und der Spitze einer Stahlkapillare, in
der sich die Analytlésung befindet, desolvatisiert. Die Massenanalyse erfolgte mit einer
lonenfalle. In dieser Apparatur kénnen lonen durch Anlegen eines quadrupolaren Feldes in
einer Potentialmulde gesammelt werden. Die Kopplung des quadrupolaren Feldes mit einem
dipolaren Feld ermdoglicht den gezielten Auswurf und somit die Detektion von lonen mit ge-
nau definierten Masse-zu-Ladungsverhaltnis.

In dieser Arbeit wurde ein LCQ Advantage Max ESI-MS (Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, U.S.A.) gekoppelt mit einem Agilent 1100 HPLC System (Agilent Technologies, Wald-
bronn, Deutschland) verwendet. Um verschiedene Proteine voneinander zu trennen, wurde
vor der lonisation eine Umkehrphasenchromatographie mit einer 214 TP C4 Saule (Grace
Vydac, Hesperia, U.S.A.) durchgefiihrt. Die Umkehrphasenchromatographie erfolgte mit ei-
ner konstanten Flussrate von 1 ml pro Minute mit den 0,1 % TFA in Wasser (Puffer A) bzw.
Acetonitril (Puffer B). Nach der Injektion der Probe wurde zunéchst flir 5 Minuten mit einer
Mischung aus 20 % Puffer B gespult. AnschlieBend wurden die Proteine mit einem 10 ml
Gradienten von 20 % Puffer B bis 70 % Puffer B, gefolgt von einem 2 ml Gradient von 70 %

auf 90 % Puffer B eluiert und danach mit 2 ml 90 % Puffer B gesplilt. Die Auswertung der
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Daten erfolgte mit den Programmen XCalibur (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, U.S.A.)

und MagTran (Zhang und Marshall, 1998).

3.5.4 Analytische Gelfiltrationschromatographie

Die Gelfiltrationschromatographie ermdoglicht die Trennung von Proteinen nach ihrer GréRe
wie bereits unter 3.4.3 beschrieben. Mit Hilfe einer Kalibrierung kann mit ihr die ungefahre
Grole eines Proteins oder Proteinkomplexes im nativen Zustand bestimmt werden und so-
mit z.B. die Bildung eines Proteinskomplexes nachgewiesen werden.

Die analytische Gelfiltrationschromatographie wurde in dieser Arbeit zur Analyse von Kom-
plexbildungen verwendet und wurde mit einer Superdex 75 10/30 Saule, equilibriert in
20 mM Hepes pH 8, 50 mM Natriumchlorid und 2 mM DTE, mit einer Laufgeschwindigkeit
von 1 ml pro Minute durchgefiihrt. Die Gelfiltrationschromatographie wurde mit dem Wa-
ters HPLC System durchgefiihrt. Eluierende Proteine wurden durch die Messung der Absorp-

tion bei 280 nm detektiert.

3.5.5 Umkehrphasenchromatographie

Die Trennung von Molekilen in der Umkehrphasenchromatographie basiert auf der hydro-
phoben Interaktion der Analytmolekile mit der unpolaren stationdaren Phase einer Chroma-
tographiesaule. Je hydrophober die Probe ist, desto starker interagiert sie mit der stationa-
ren Phase und desto spater verlasst sie die Sdule. Die stationdre Phase besteht meist aus
Kieselgel, welches mit Alkylresten der Lange C, bis C1g substituiert ist.

In dieser Arbeit wurde die Umkehrphasenchromatographie mit einer Cyg Sdule durchgefihrt
um GTP, GDP, GMP und Guanin voneinander zu trennen. Die Chromatographie wurde mit
dem Waters HPLC System mit einer Flussrate von 1 ml pro Minute durchgefiihrt und die Ab-
sorption des Eluats bei 254 nm wurde detektiert. Als Laufpuffer wurde 50 mM Kaliumphos-
phatpuffer mit 10 mM Tetrabutylammoniumbromid eingesetzt. Das positiv geladene quarta-
re Ammonium interagiert mit den negativ geladenen Phosphatgruppen, d.h. je mehr Phos-
phatgruppen ein Molekil besitzt, desto hydrophober wird es. Der Puffer enthélt zudem Ace-
tonitril, um die Polaritat des wassrigen Losungsmittels zu verringern und somit die Elutions-

kraft zu erhéhen. Je hydrophober die zu analysierenden Stoffe sind, desto weniger polar
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muss das Losungsmittel sein. Zur Auftrennung von GTP, GDP, GMP und Guanin wurde ein

Puffer mit 8 % Acetonitril verwendet.

3.6 Biophysikalische Methoden

3.6.1 Messung von transienten Kinetiken mit Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie basiert darauf, dass photochemisch angeregte Molekiile durch
die Emission eines Photons wieder in den energetischen Grundzustand gelangen kdnnen. Die
emittierte Fluoreszenz hat eine hohere Wellenlange als das zur Anregung verwendete Licht,

da ein Teil der Anregungsenergie durch strahlungslose Relaxation abgegeben wird.

3.6.1.1 Messung von schnellen Kinetiken

Die Messung von schnellen Kinetiken erfolgte in dieser Arbeit mit dem Stopped-flow Gerat
von Applied Photophysics Ltd (Surrey, GroRRbritannien). Die Anregung der Fluorophore er-
folgte mit einer Xenon-Quecksilber-Lampe, verbunden mit einem Monochromator. Trypto-
phanfluoreszenz wurde bei einer Wellenlange von 298 nm angeregt und die Emission wurde
mit einem 320 nm cut-off Filter beobachtet. Die Anregung der mant-Gruppe erfolgte bei
366 nm und die Anregung von NBD erfolgte bei 437 nm. Emission wurde durch einen 420 nm
bzw. 530 nm cut-off Filter detektiert. Pro Injektion wurden jeweils 50 pl der beiden Reaktan-
den verwendet. Alle Messungen wurden in 25 mM Hepes pH 8, 50 mM Natriumchlorid,

5 mM Magnesiumchlorid und 5 mM DTE bei 25 °C durchgefihrt.

3.6.1.2 Messung von langsamen Kinetiken

Zur Messung von langsamen Kinetiken wurde das FluoroMax-3 von Horiba Jobin Yvon Inc.
(Edison, U.S.A.) verwendet. Die Fluoreszenz der mant-Gruppe wurde bei einer Wellenlange
von 360 nm angeregt und die Emission bei 440 nm detektiert. Die Anregung von NBD erfolg-
te bei 479 nm und die Detektion bei 525 nm. Bei Messungen mit einer Ldnge von bis zu
10000 Sekunden wurde jede Sekunde ein Signal mit einer Integrationszeit von einer Sekunde
aufgenommen. Bei Langzeitmessungen wurde alle 20 Sekunden fiir eine Sekunde ein Signal
aufgenommen. Zwischen der Aufnahme der einzelnen Messpunkte erfolgte keine Anregung

der Fluoreszenz. Alle Messungen wurden mit einer 10 mm Quartz-Kivette 109.004F-Qs der
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Firma Hellma GmbH & Co. KG (Millheim, Deutschland) durchgefiihrt. Nach jeder Zugabe
wurde die Losung fir 30 Sekunden auf Stufe 4 gerihrt. Als Messpuffer wurde 25 mM Hepes
pH 8, 50 mM Natriumchlorid, 5 mM Magnesiumchlorid und 5 mM DTE verwendet. Alle Mes-

sungen wurden bei 25 °C durchgefihrt.

3.6.2 Gleichgewichtstitration

Zur Bestimmung der Konzentration der prenylierten Rab-Proteine wurden Gleichgewichts-
titrationen mit dem FluoroMax-3 durchgefiihrt. Die Messungen der NBD-Fluoreszenz erfolg-
te wie unter 3.6.1.2 fiir Messungen bis 10000 Sekunden beschrieben. Die in der Kiivette vor-
gelegten Rab-Proteine wurden unter kontinuierlichem Riihren im Abstand von jeweils
200 Sekunden mit substdéchiometrischen Mengen GDI versetzt. Die Hohe des jeweils erreich-
ten Fluorezenzplateaus wurde durch Mittelung der letzten 50 Datenpunkte vor erneuter
Zugabe von GDI bestimmt. Die bestimmte Fluoreszenzdanderung wurde mit einem Verdin-

nungsfaktor korrigiert.

3.6.3 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Zur Bestimmung der thermodynamischen Parameter von Protein-Protein-Interaktionen
wurden Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)-Messungen durchgefiihrt. Durch Messung der
entstehenden Warme bei der Bindung von zwei Proteinen aneinander kann in einem einzi-
gen Experiment die Dissoziationskonstante Kp sowie die Bindungsenthalpie AH und die St6-
chiometrie der Bindung n ermittelt werden. Die freie Enthalpie AG und die Entropieande-
rung AS kdnnen aus diesen Daten berechnet werden.

In dieser Arbeit wurden alle Messungen mit dem Mikrokalorimeter iTC,o0 der Firma
MicroCal/GE Healthcare (Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. In 300 pl Proteinlésung in
der Messzelle wurde in 16 Injektion im Abstand von 180 Sekunden jeweils 2 pl Proteinlésung
aus der Spritze injiziert. Bei der ersten Injektion wurden nur 0,5 pl injiziert. Als Messpuffer
wurde 50 mM Hepes pH 8, 50 mM Natriumchlorid, 5 mM Magnesiumchlorid, 1 mM TCEP
und 500 uM GDP verwendet. Alle Messungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt. Zur Kontrolle

wurde jeweils eine Messung durchgefiihrt, bei dem Protein in Puffer injiziert wurde.



4 Ergebnisse 65

4 Ergebnisse

4.1 Biochemische Charakterisierung der Guaninnukleotidaustauschaktivitdt von DrrA

DrrA aus Legionella pneumophila wurde als Nukleotidaustauschfaktor fiir Rab1 identifiziert
und zeigt in Interaktionsanalysen mit verschiedenen Rab-Proteinen aus Gesamtzelllysat eine
hohe Spezifitat fir Rabl (Machner und Isberg, 2006). Zum Vergleich mit anderen Nukleoti-
daustauschfaktoren wurden die thermodynamischen und kinetischen Eigenschaften dieser
Interaktion charakterisiert. Um sicherzustellen, dass es sich bei dem von Stefan Schobel
(Schoebel et al., 2009) kristallisierten Fragment von DrrA mit dem Aminosduren 340-533
(DrrAsz40.533) um die vollstdndige GEF-Doméane handelt, wurde neben dem gesamten DrrA
Protein (DrrAg, DrrA full length) auch dieses DrrA-Fragment untersucht.

In Abbildung 4-1 ist das Reaktionsschema von Rab:GEF-Interaktionen gezeigt. Kpy, k.y und kg
beschreiben die Interaktion von Rab und GEF. Kpz charakterisiert die Affinitat der Interaktion
zwischen GEF-Protein und nukleotidgebundenem Rab, wahrend Kp, die Affinitat des nukleo-
tidfreien Komplexes fir Nukleotide charakterisiert. Kp, beschreibt die Affinitat des Rab:GEF-
Komplexes in Abwesenheit von Nukleotid. Abhdngig von der charakterisierten Rab:GEF-

Interaktion konnen die einzelnen Schritte noch weiter unterteilt werden.

Kl
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Abbildung 4-1: Schema zur Beschreibung der Interaktion von Rab-Proteinen mit Nukleoti-
den und Nukleotidaustauschfaktoren (GEFs)

K1, K3, K3 und K4 beschreiben die Gleichgewichtsassoziationskonstanten der einzelnen Inter-
aktionen. k., und k_ sind als die Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten
der einzelnen Reaktionen definiert. GXP steht fiir GTP oder GDP.
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4.1.1 DrrA-katalysierte Nukleotidfreisetzung von Rab1b

Zur Charakterisierung von Kpz und k4 wurde das fluoreszente GDP Derivat mant-Desoxygua-
nosindiphosphat (mdGDP) verwendet. Die Beladung von Rablb mit mdGDP erfolgte wie un-
ter 3.4.5 beschrieben. Die Freisetzung des mant-Fluorophors aus der Bindungstasche des
Rab-Proteins kann aufgrund einer Fluoreszenzdnderung direkt beobachtet werden.

Mit variierenden Konzentrationen von DrrA wurde die Nukleotidfreisetzung von 50 nM
Rab1lb:mdGDP in Anwesenheit von 100 uM GDP mittels Stopped-flow durch die Messung
der Fluoreszenzanderung der mant-Gruppe gemessen. Die resultierenden Kurven konnten
mit einer einfach exponentiellen Funktion gefittet werden. Die beobachteten Geschwindig-
keitskonstanten (kops) zeigen eine hyperbolische Abhangigkeit von der DrrA-Konzentration
(Abbildung 4-2 a), die charakteristisch flr eine Reaktion mit zwei Schritten ist (John et al.,
1990). Im ersten Schritt erfolgt die Assoziation von DrrA an den Rablb:mdGDP-Komplex (K3)
und im zweiten geschwindigkeitsbestimmenden Schritt die Freisetzung des Nukleotids aus
diesem Komplex (k.s). Da die beobachtete Fluoreszenzidnderung bei allen verwendeten DrrA-
Konzentrationen eine einfach exponentielle Abhangigkeit von der Zeit aufweist, verandert
sich die Fluoreszenz des mant-Fluorophors ausschlieBlich im zweiten Schritt dieser Reaktion.
Unter der Annahme, dass die Einstellung des Gleichgewichts im ersten Schritt im Vergleich

zum zweiten Schritt schnell ist, gilt die folgende Beziehung zwischen kqops und der DrrA Kon-

:k;“_i_k

K -1
1 D3
’ [DrrA]

Die maximal stimulierbare Nukleotidfreisetzungsgeschwindigkeitskonstante (k.4) betragt fiir

zentration ([DrrA]) (Esters et al., 2001): k

obs

DrrAg 7,6 s und fur DrrAsso.s33 8,6 s . Die Dissoziationskonstante des Rab:mantGDP:GEF-
Komplexes (Kps) ist flir den Rablb:DrrAs-Komplex mit 34,9 uM sehr &hnlich wie fir
Rab1b:DrrAsss33 (29,3 uM). Die intrinsische mGDP-Dissoziationsrate von Rab1b k_; ist deut-

lich zu klein, um mit dieser Methode exakt bestimmt werden zu kénnen.

Um zu Uberpriifen, ob die maximal stimulierbare Nukleotidfreisetzungsgeschwindigkeits-
konstante (k_4) und die Affinitdt von DrrA fiir den Komplex aus Rab1lb und Nukleotid (K3) von
dem gebundenen Nukleotid abhangt, wurde der Nukleotidaustausch von mdGppNHp zu GDP
und von mdGTP zu GDP beobachtet. Die Freisetzung des Nukleotids wurde, wie oben be-
schrieben, durch Messung der mant-Fluoreszenz gemessen, und die beobachteten Ge-
schwindigkeitskonstanten wurden gegen die DrrA-Konzentration aufgetragen (Abbildung

4-2b).
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Abbildung 4-2: Freisetzung von mdGDP, mdGppNHp und mdGTP aus dem Rablb-Komplex

50 nM Rab1b, beladen mit mdGDP (a&b), mdGppNHp (b) oder mdGTP (b), wurden mittels
Stopped-flow mit verschiedenen Mengen DrrAg oder DrrAsao.533 in Anwesenheit von 100 uM
GDP gemischt. Nukleotiddissoziation wurde durch Messung der Fluoreszenz der mant-
Gruppe detektiert. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten (kops) wurden gegen die
verwendete DrrA-Konzentration aufgetragen. Aus dem hyperbolen Fit (a) konnten eine ma-
ximal stimulierbare Nukleotidfreisetzungsgeschwindigkeitskonstante (k.4) von 7,6 s™ (DrrAg)
bzw. 8,6 st (DrrAz40.533) und eine Dissoziationskonstante (Kpz) von 34,9 uM (DrrAg) bzw.
29,3 uM (DrrAss0.533) ermittelt werden. Die aus dem linearen Fit (b) ermittelten und die aus
den Ergebnissen des hyperbolen Fits berechneten katalytischen Effizienzen kénnen Tabelle
4-1 entnommen werden.

Tabelle 4-1: Katalytische Effizienz des DrrA-katalysierten Nukleotidaustauschs an Rablb

Rab GEF k.a/Kps

Rablb:mdGDP DrrAq 2,2:10° M5t (1,6:10° M*s™ (linearer Fit))
Rab1lb:mdGDP DrrAsao.s33 2,9-10° Ms1(2,1:10° M s (linearer Fit))
Rab1lb:mdGppNHp DrrAg 3,0.10* M5t

Rab1b:mdGppNHp DrrAsso.533 4,3-10* M's?

Rablb:mdGTP DrrAj 6,110 M's* & 1,9-10°M*s!
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Leitet man die oben verwendete hyperbole Funktion nach der Konzentration von DrrA ab, so

geht daraus hervor, dass fiir kleine DrrA-Konzentrationen die Steigung der Kurve gegen den

Grenzwert k.4/Kps strebt: i OK 4y, . k_, -Kps
im = lim >
[DrrA]—)O 8[DrrA] [DrrA]—)O 1+ Kps -[DrrA]z
[DrrA]
k—4 ' KD3 k74

= lim —_ 0
[DrrA]—>o ([Drral+Ky, P Ko,

Aus der Anfangssteigung der Kurven kann somit die katalytische Effizienz k.4/Kps ermittelt
werden. In Tabelle 4-1 sind die berechneten katalytischen Effizienzen der verschiedenen

Austauschreaktionen dargestellt.

Die katalytische Effizienz des Nukleotidaustauschs an Rablb:mdGDP ist um einen Faktor fiinf
hoher als bei Rablb:mdGppNHp. D.h. es liegt eine leichte Praferenz fiir Rablb:mdGDP als
Substrat von DrrA vor. Fir die Freisetzung von mdGTP zeigten die Observablen eine biexpo-
nentielle Abhangigkeit von der Zeit. Dies kann vermutlich dadurch erklart werden, dass auf-
grund der Hydrolyse des Nukleotids kleine Mengen des Rab-Proteins in mdGDP-gebundener
Form vorlagen. Die katalytische Effizienz, die vermutlich dem Austausch von mdGTP zu-
geordnet werden kann, ist mit 6,1-:10* M™s™ um einen Faktor zwei gréRer als die katalytische
Effizienz des Austauschs von mdGppNHp, so dass davon auszugehen ist, dass das nicht hy-
drolysierbare GTP-Analog GppNHp nur eine sehr leichte Verdnderung der Austauschaktivitat
bewirkt. Die aus der Anfangssteigung ermittelte katalytische Effizienz des Nukleotidaus-
tausch an Rab1b:mdGDP liegt mit 1,6:10° M™s™ bzw. 2,1-10° M's™ etwas niedriger als der
Quotient, der aus den separat bestimmten Konstanten k.4 und Kps berechnet werden kann

(2,2:10° M s bzw. 2,9-10° M s ™).

4.1.2 Unabhidngige Bestimmung der Affinitat von DrrA fiir Rab1lb:GDP

Zur unabhdngigen Bestimmung von Kpz und um den Einfluss der mant-Gruppe auf die Affini-
tat des Rab1b:GDP:DrrA-Komplexes abschatzen zu konnen, wurden ITC-Messungen durchge-
fihrt. Um sicherzustellen, dass ausschlieRlich die Bindung von DrrA an den Rablb:GDP-
Komplex gemessen wurde, wurde mit einem groRBen Uberschuss von GDP (500 pM) im Puf-
fer gearbeitet. In Abbildung 4-3 sind die Ergebnisse der ITC-Messungen zu sehen. DrrAg und

DrrAs40.533 zeigen mit Dissoziationskonstanten von 7,9 uM und 7,0 uM wiederum sehr ahnli-
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che Affinitaten fur Rab1lb:GDP. Die Affinitat von DrrA fir Rab1b:GDP liegt allerdings um ei-
nen Faktor 4-4,5 Uber der in Abschnitt 4.1.1 ermittelten Affinitdt fir Rablb:mdGDP. Eine
Ursache hierfiir kdnnten leichte sterische Hinderungen durch die mant-Gruppe bei der Bin-

dung von DrrA sein.
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Abbildung 4-3: ITC-Messung zur Bestimmung der Affinitat von DrrA fiir Rablb:GDP

2,3 bzw. 2,5 mM Rablb wurde zu 183 uM DrrAg (a) bzw. 221 uM DrrAssos33 (b) titriert. Die
Messungen wurde wie unter 3.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Fiir den DrrA:Rablb:GDP-
Komplex konnte eine Dissoziationskonstante von 7,9 uM (DrrAg) bzw. 7,0 uM (DrrAss0.533)
ermittelt werden.

4.1.3 Bestimmung der Nukleotidaffinitat des Rablb:DrrA-Komplexes

Die Affinitat des nukleotidfreien Rablb:DrrA-Komplexes fiir GDP konnte durch Messung der
Kinetik der Tryptophanfluoreszenzanderung bei Zugabe von GDP bestimmt werden. 1 uM
Rablb:DrrA-Komplex wurde mittels Stopped-flow mit variierenden Konzentrationen GDP
gemischt. Die Messung wurde zum Vergleich mit den Proteinen der vollen Ldnge
(Rablb:DrrAg-Komplex) und dem fir die Strukturbestimmung verwendeten Rablbs.q74:
DrrAss0.533-Komplex durchgefiihrt. Die resultierenden Kurven zeigten einen einfach exponen-
tiellen Verlauf. Die ermittelten kons-Werte wiesen eine hyperbolische Abhangigkeit von der
GDP-Konzentration auf (Abbildung 4-4), die charakteristisch fiir einen Zweischrittmechanis-

mus mit einem schnellen Vorgleichgewicht und einem darauffolgenden geschwindigkeitsbe-
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stimmenden Schritt ist. Da dieser geschwindigkeitsbestimmende Schritt nicht der als relativ
schnell definiert Zerfall des Rab1:GDP:DrrA Komplexes zu Rab1:GDP und DrrA sein kann (k.3),
muss ein Zwischenschritt bei dem Prozess der Nukleotidfreisetzung definiert werden. Der
trimerer Komplex Rab1:GDP:DrrA kann somit in zwei unterschiedlichen Zustanden vorliegen

(Rab1:GDP:DrrA & Rab1*:GDP:DrrA, Abbildung 4-5).

70
60-
501
401
301
20'_ —=— DrrA_:Rablb

10- =O= DrrA :Rablb

340-533 3-174

k obs / 5-1

0 05 10 15 20 25

[GDP]/ mM

Abbildung 4-4: Konzentrationsabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten der Bindung
von GDP an den nukleotidfreien DrrA:Rablb-Komplex

1 uM DrrAg:Rablb bzw. DrrAsgsos33:Rablbs 74 wurden mittels Stopped-flow mit verschiede-
nen Mengen GDP gemischt. Die Bindung des Nukleotids an den Komplex wurde durch die
Messung der Tryptophanfluoreszenz detektiert. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstan-
ten (kops) wurden gegen die eingesetzten GDP-Konzentrationen aufgetragen. Aus den Mess-
daten konnte ein K’'p4 von 96 uM und ein k.4 von 64 st fir den Komplex der vollen Lange
ermittelt werden bzw. 125 pM und 60 s™ fir den Komplex mit verkiirzten Proteinen.

Die Kurve kann analog zu der unter 4.1.1 vorgestellten Funktion mit der folgenden Funktion
angepasst werden: | _ k",
obs 14 KID4
[GDP]
DrrAq und DrrAssos33 zeigen auch in dieser Messung ein nahezu identisches Verhalten. Fir
den Rablb:DrrAg-Komplex konnte eine Dissoziationskonstante fiir den ersten Schritt, bei
dem das Nukleotid schwach gebunden wird (K'p4), von 96 UM ermittelt werden. Fir die ge-
schwindigkeitsbestimmende Isomerisierungsreaktion wurde eine Geschwindigkeitskonstante

(k“;4) von 64 s™ gemessen. Fir den Rablbs 174:DrrAsso.s33-Komplex wurden K’'ps mit 125 uM

und k.4 mit 60 s bestimmt.
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4.1.4 Der Rab1b:DrrA:GDP-Interaktionszyklus

Um den Interaktionszyklus von Rablb mit DrrA und Nukleotid zu vervollstandigen, kann Kp4
mit den unter 4.1.3 beschriebenen Werten mit der folgenden Formel berechnet werden:
oy = 24—
1+k”—*“
-4
Flir Kps ergibt sich so ein Wert von 10,2 uM, und k.4 kann daraus mit 7,5-105 Ms? berech-
net werden, da k4 der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Nukleotidfreisetzung-
sreaktion ist und somit k_4 entspricht. Die Affinitat von Rabl1b fiir mGDP (Kp;) kann analog zu
Kps mit den von Aymelt Itzen (Schoebel et al., 2009) bestimmten Konstanten k*“,1, k.1 und
K’'p1 berechnet werden.
Zur Bestimmung der Bindungsaffinitdt des nukleotidfreien Rablb:DrrA-Komplexes (Kp;) in
Abwesenheit von Nukleotid kann nun die folgende Formel verwendet werden (Goody und

Hofmann-Goody, 2002): K K

Do1 _ Po2
KD4 KD3
(a) K,
-
> . > :
A A
Kz K,, = 3,0 pM Kos (GDP) i 7,9 UM K3
KD3 (mdGDP) 34,9 uM
\ KD4 (calc) - 10'2 “M K 65t Y
= “ = 7’ S
< w=OUM  RRIRGDRY) o 4imicon Rab1b*:GDP:
Rab1b:DrrA
wh > DrrA » rEa DrrA
: k”,=64s .
k+4(calc) = 7'5105 Ms*
K4

Abbildung 4-5: Thermodynamische und kinetische Parameter der Interaktion von Rablb
mit GDP und DrrA

Alle in dieser Arbeit gemessenen oder berechneten (calc) Werte sind in schwarz und rot dar-
gestellt. Kp, wurde unter Verwendung des mit GDP bestimmten Kps Wertes berechnet.
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In Abbildung 4-5 sind alle berechneten und bestimmten kinetischen und thermodynami-
schen Konstanten der Rablb:DrrAs-Interaktion dargestellt. Der unter Nutzung des mit GDP
bestimmten Kps; Wertes berechnete Kp, von 3 pM zeigt, dass der Rablb:DrrA-Komplex in

Abwesenheit von Nukleotid eine sehr hohe Stabilitat aufweist.

4.1.5 Spezifitdt von DrrA fiir Rab1lb

In Untersuchungen zur Spezifitdt der Interaktion von DrrA mit Rab1l zeigte DrrA keine Nu-
kleotidaustauschaktivitat fiir Rab2, Rab5, Rab6, Rab7 und Rab18 und lediglich eine schwache
Austauschaktivitat gegeniber Rab35 (Murata et al., 2006). In Komplexbildungsexperimenten
mit Gesamtzelllysat von humanen histiozytischen Leukdamiezellen konnte gezeigt werden,
dass neben Rab2, Rab5, Rab6 und Rab7 auch Rab4, Rab8 und Rab11 nicht mit DrrA interagie-
ren (Machner und Isberg, 2006).

Um die Spezifitat von DrrA fir Rab1 zu lberprifen, wurde der DrrA-katalysierte Nukleotid-
austausch und das Bindungsverhalten von DrrA an Yptl gemessen. Yptl, das Rabl-Homolog
aus Hefe, zeigt ohne den hypervariablen C-Terminus 77 % Sequenzidentitat mit der Sequenz
von Rablb und 86 % Sequenzhomologie. Die Nukleotidaustauschaktivitdat von DrrA fir Yptl
wurde analog zu der Aktivitat fiir Rablb mit mant-Guanosindiphosphat beladenem Ypt1 er-
mittelt (Abbildung 4-6 a). DrrA beschleunigt die Nukleotidaustauschrate von Yptl gegeniiber
der intrinsischen Austauschrate nur dullerst gering. In Gelfiltrationsanalysen (Abbildung 4-6
b) kann keine Komplexbildung zwischen DrrA und Yptl nachgewiesen werden. Die Elution
von Yptl in Anwesenheit von DrrA erfolgt zwar mit einem leicht erniedrigten Elutionsvolu-
men und somit im Bereich einer geringfiigig erhéhten Masse, was auf eine schwache Inter-
aktion zwischen DrrA und Yptl hinweisen kdnnte, allerdings kann Yptl nicht im Komplex mit
DrrA von der Gelfiltrationssdule eluiert werden. Da der Komplex aus DrrA und Rab1 mittels
Gelfiltrationschromatographie isoliert werden kann, deutet dieses Ergebnis auf eine deutlich
schwachere Bindungsaffinitat von DrrA fiir Ypt1 hin.

In Abbildung 4-7 ist ein Aminosauresequenzvergleich von Rabla, Rablb und Yptl dargestellt.
Obwohl die Proteine eine sehr starke Homologie aufweisen, sind einige Aminosduren, die
sich in der Kristallstruktur von Rablb und DrrA (Schoebel et al., 2009) in der Kontaktflache
zwischen den Proteinen befinden, nicht konserviert. Obwohl Yptl eine sehr grof3e Sequenz-

homologie mit Rab1b aufweist, unterscheiden sich die Aminosauren der zwei Bindungsstel-
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Abbildung 4-6: DrrA-katalysierter Nukleotidaustausch (a) an Yptl und Yptl:DrrA-
Komplexbildung (b)

(@) DrrA-katalysierte und intrinsische Nukleotidfreisetzung aus 50 nm Yptl:mGDP bzw.
Rablb:mdGDP-Komplex in Anwesenheit von 100 uM GDP. Die Freisetzung von Nukleo-
tid wurde durch Messung der Fluoreszenz der mant-Gruppe detektiert. Zur Bestimmung
des Endpunkts der Nukleotidfreisetzung von Ypt1l wurde nach 450 s EDTA zugesetzt.

(b) Analytische Gelfiltrationen zur Detektion von Komplexbildung zwischen DrrAsz4.533 und
Rablb bzw. Yptl. 150 pg DrrAsso.s33 wurde mit 100 pug Rablb bzw. Yptl in einem Volu-
men von 50 ul gemischt. Die Gelfiltrationschromatographie wurde mit einer Superdex
75 10/30 Saule durchgefihrt, und die Elution der Proteine wurde durch Messung der
Absorption bei 280 nm  detektiert. Das Elutionsverhalten von Yptl, Rablb und
DrrAs40.533 ist durch die grauen Flachen dargestellt.

len der Rablb:DrrA-Interaktion (D16, S17, E35, S36, Abbildung 1-8 b). Bindungsstelle 1
scheint mit lediglich einem relativ konservativen Aminosdaureaustausch von Aspartat zu As-
paragin etwas starker konserviert zu sein als Bindungsstelle 2, in der Glutamat durch Aspara-

gin und Serin durch Aspartat ersetzt ist. Aufgrund dieser relativ geringen Homologie der Bin-
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dungsstellen ist es nicht erstaunlich, dass DrrA den Nukleotidaustausch an Yptl nur duBerst
gering stimulieren kann, und die Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass die beiden iden-
tifizierten Bindungsstellen eine wichtige Rolle fur die Nukleotidaustauschaktivitdt von DrrA

spielen.

Rabla  MSSMNP

Rablb ———I

Yptl

Rabla i 100
m—ﬁlI ;
Yptl V 97

130 150
Rabla N SENVN SLGI 150
<orket l J- l;‘lil M| v
Yptl GVKM CDLKDKRVVEYD NKM 147

160 170 190 200

GPG----AASGG-ERPNLKIDSTP 192

Rabla KNA QS GPG————ATAGGAEKS VKIQSTP 196
o R
Yptl LDS D R ESMSQQNLNETTQKKEDKGNVNLKGQS 197
Rabla VKQS 205
Rablb VKPA. 201
Yptl LTNT, 206

Abbildung 4-7: Aminosaduresequenzvergleich von Rabla, Rablb und Yptl

Aminosauren, die in allen drei Proteinen konserviert sind, sind in dunkelgrau unterlegt und
Aminosauren, die nur in zwei Proteinen konserviert sind, hellgrau. Aminosauren, die in der
Kristallstruktur von Rablb und DrrAss0s33 mit DrrA interagieren, sind in rot dargestellt. Die
Bindungsstellen 1 und 2 der Rablb:DrrA-Interaktion sind mit Boxen markiert.

4.1.6 Modifikation der Nukleotidaustauschaktivitat von DrrA durch gezielte Mutation

Um den Einfluss der Bindungsstellen 1 und 2 auf die Nukleotidaustauschaktivitdat von DrrA
naher zu untersuchen, wurden die Aminosdauren N451 und R453 von DrrA, die sich in der
Bindungsstelle 1 befinden, sowie die Aminosdauren D480 und S483 aus Bindungsstelle 2 ein-
zeln und in unterschiedlichen Kombinationen zu Alanin mutiert. Zur Bestimmung der Nukleo-

tidaustauschaktivitat wurde nach Zugabe von Rablb:mdGDP die Fluoreszenzianderung der
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mant-Gruppe beobachtet (Abbildung 4-8 a). Wie bereits flr Yptl beschrieben, wurde auBer-
dem die Bildung des Rablb:DrrA-Komplexes mit Gelfiltrationschromatographie untersucht

(Abbildung 4-8 b).
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Abbildung 4-8: Nukleotidaustauschaktivitdt von DrrA-Mutanten (a) und Untersuchung der
Komplexbildung dieser Mutanten mit Rab1b (b)

(a) Die Nukleotidaustauschaktivitdt von verschiedenen DrrAssg.s33-Mutanten (1 uM) fir
Rablb:mdGDP (50 nM) wurde durch Messung der Fluoreszenz der mant-Gruppe be-
stimmt. Um sicherzustellen, dass das freigesetzte Nukleotid mdGDP nicht wieder von
Rablb gebunden wird, wurde die Messung in Anwesenheit von 100 uM GDP durchge-
fuhrt. Zur Bestimmung des Endpunkts des Nukleotidaustausch wurde bei den langsam
austauschenden Mutanten nach 450 s wildtypisches (wt) DrrAs40.533 zugegeben.

(b) Analyse der Komplexbildung von DrrA-Mutanten und Rab1lb durch analytische Gelfiltra-
tionschromatographie mit einer S75 10/30 Saule. 150 pg DrrAsso.533-Mutanten wurden
mit 100 pug Rablb in einem Volumen von 50 ul auf die Saule aufgetragen. Die Elution der
Proteine wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm detektiert. Das Elutionsver-
halten von DrrAsso533, Rablb und dem wildtypischen Komplex aus diesen beiden Prote-
inen ist durch die grauen Flachen dargestellt.
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Die Messung der Nukleotidaustauschaktivitat der DrrAssgs33-Mutanten zeigt, dass die Bin-
dungsstellen 1 und 2 einen deutlichen Einfluss auf die Nukleotidaustauschaktivitdt von DrrA
besitzen. Die Mutationen in Bindungsstelle 2 (D480A, S483A) zeigen einen deutlich geringe-
ren Einfluss auf die Aktivitat als die Mutationen in Bindungsstelle 1 (N451A, R453A). Nach
Mutation von beiden Aminosduren in Bindungsstelle 1 zeigt DrrA nahezu keine Nukleotid-
austauschaktivitdit mehr. Die Gelfiltrationsanalysen zeigen jedoch, dass auch diese Zwei-
fachmutante noch im Komplex mit Rab1b eluiert werden kann. Lediglich die katalytisch voll-
standig inaktive Vierfachmutante kann nicht im Komplex mit Rab1b detektiert werden.

Die Aminosduren N451 und R453 in Bindungsstelle 1 scheinen somit eine groRere Bedeutung
fiir die Nukleotidaustauschaktivitdt von DrrA zu haben als D480 und S483 in Bindungsstel-
le 2. Da Switch 1 bei der Interaktion mit DrrA mit einem relativen groBen Oberflachenbereich
interagiert, kann die Mutation von Resten in Bindungsstelle 2 eventuell durch andere Inter-

aktionen kompensiert werden.

4.2 Charakterisierung der GDI-Freisetzungsaktivitat von DrrA

Im Jahr 2007 erschienen zwei Veroffentlichungen, die eine GDI-Freisetzungsaktivitat von
DrrA fir Rablb beschreiben. Sowohl Machner und Isberg (2007) als auch Ingmundson et al.
(2007) konnten in Pull-down Experimenten zeigen, dass DrrA Rabl aus einem Rab1:GDI-
Komplex freisetzt. Machner und Isberg (2007) zeigten auBerdem, dass DrrA eine beschleu-
nigte Inkorporation von GTP in Rab1l in Anwesenheit von GDI katalysiert. Da die Bindung von
GDI an Rab-Proteine die Freisetzung von Nukleotid verhindert (Sasaki et al., 1990), deutet
dieses Ergebnis auf eine vorherige Dissoziation des Rab1:GDI-Komplexes hin. Um diese GDI-
Freisetzungsaktivitdt von DrrA ndher zu charakterisieren, wurden in dieser Arbeit Rab-
Proteine mit einer Farnesyl-NBD- bzw. Geranyl-NBD-Prenylgruppe eingesetzt. Diese Modifi-
kationen ermaoglicht es, die Dissoziation des Rab:GDI-Komplexes direkt und zeitaufgelost zu

verfolgen.



4 Ergebnisse 77

4.2.1 GDI-Freisetzung durch DrrA in Abwesenheit von Nukleotid

Zur Herstellung von Rablb-farnesyl-NBD (Rab1lb-f-NBD) wurde die C-terminale Sequenz von
Rablb zu CVIL mutiert, damit das Protein als Substrat von Geranylgeranyltransferase-1 er-
kannt wird. Die Prenylierung von Rabl erfolgte in vitro, wie unter 3.4.4 beschrieben, mit
Farnesyl-NBD.

In Abbildung 4-9 a sind die Emissionsspektren von Rablb-f-NBD allein und im Komplex mit
GDI dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass durch die Bindung von GDI an Rab1b-f-NBD
die beobachtete Fluoreszenz der NBD-Gruppe um ca. 60 % ansteigt. Mit Hilfe der NBD-
Modifikation an der Prenylgruppe kann somit die Bindung und Freisetzung von GDI direkt
beobachtet werden. Zur Untersuchung der GDI-Freisetzung durch DrrA wurden zunachst
50 nM Rab1b-f-NBD in einer Klvette vorgelegt und mit 75 nM GDI versetzt. Nach Zugabe
von 1 uM DrrAq bzw. DrrAssosas fallt die gemessene NBD-Fluoreszenz nahezu auf den Aus-
gangswert (Abbildung 4-9 b). Dies zeigt deutlich, dass die Zugabe von DrrA zur Freisetzung

von GDI aus dem Rab1:GDI-Komplex fihrt.
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Abbildung 4-9: GDI-Bindung an Rab1-f-NBD

(a) Das Emissionsspektrum 50 nM Rab1b-f-NBD und 50 nM Rab1b-f-NBD zusammen mit
75 nM GDI-1 wurde nach Anregung bei 479 nm gemessen. Die Emission wurde in
0,5 nm Schritten in einem Wellenlangenbereich von 490 nm bis 650 nm jeweils fir
1 s detektiert.

(b) 50 nM Rab1b-f-NBD wurden in einer Kiivette zundchst mit 75 nM GDI-1 gemischt und
anschlieBend mit 1 uM DrrAq bzw. DrrAssos3s versetzt. Die Bindung von GDI an
Rab1b-f-NBD wurde durch Messung der NBD-Fluoreszenz detektiert. DrrAs oder
DrrAss0.533 zeigen identische GDI-Freisetzungsaktivitaten.
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4.2.2 Nukleotidabhdngigkeit der GDI-Freisetzung durch DrrA

Aufgrund der Tatsache, dass DrrAssos33, ein Fragment, das ausschlielRlich die GEF-Domane
von DrrA umfasst, in gleichem Male die Freisetzung von GDI bewirken kann wie DrrAg, stellt
sich die Frage, inwieweit die Nukleotidaustauschaktivitat von DrrA eine Bedeutung fir die
GDI-Freisetzungsaktivitdt des Proteins hatte. Aus diesem Grund wurde die Nukleotidabhéan-
gigkeit der GDI-Freisetzung untersucht (Abbildung 4-10). Die GDI-Freisetzung wurde erneut
durch Messung der NBD-Fluoreszenz detektiert.

In Abbildung 4-10 a ist die GDI-Freisetzung in Anwesenheit von 10 nM DrrAs40.533 dargestellt.
Die Zugabe von DrrA fuhrt zu einer 10 %igen Verringerung der Fluoreszenzintensitdt und
somit im Vergleich zur Messung mit 1 uM DrrA (Abbildung 4-9 b) zu einer relativ geringen
Fluoreszenzanderung. Substochiometrische Mengen DrrAss.533 kénnen daher nur einen re-
lativ kleinen Anteil des Rab1b:GDI-Komplexes dissoziieren. Die Zugabe von 100 uM GTP nach
dem Erreichen eines Fluoreszenzplateaus und somit der Einstellung eines Gleichgewichts
(Abbildung 4-10 a, 3) flihrt zu einer vollstandigen Freisetzung des urspringlich an Rablb ge-
bundenen GDIs, was auf eine Nukleotidabhangigkeit des GDI-Freisetzungsprozesses hindeu-
tet — nur in Anwesenheit von GTP kann ein DrrAss.s33-Molekil mehrere GDI-Molekile aus
der Bindung mit Rab1b freisetzen.

In Abbildung 4-10 b ist die Fluoreszenzdnderung bei der Freisetzung von GDI durch Zugabe
von 1 uM DrrAsso533 in Anwesenheit von 100 uM GTP dargestellt. Durch anschlieRende Zu-
gabe von 1 mM GDP (Abbildung 4-10 b, 3) steigt die Fluoreszenz der NBD-Gruppe auf den
Wert, der vor der Zugabe von DrrAss0.533 gemessen wurde. Dies zeigt, dass GDI wieder an
Rab1l bindet. Eine Zugabe von GDP im Uberschuss gegeniiber GTP kann daher die GDI-
Freisetzung riickgidngig machen. Weiterhin kann ein Uberschuss GDP, wie in Abbildung 4-10
¢ zu sehen ist, die Freisetzung von GDI aus dem Rab1b:GDI-Komplex inhibieren. Die Zugabe
von 1 uM DrrAsso.s33 (Abbildung 4-10 ¢, 3) fihrt in Anwesenheit von 100 uM GDP zu keiner
Fluoreszenzinderung. Nach Zugabe eines Uberschusses von GTP gegeniiber GDP (Abbildung
4-10 c, 4) erfolgt die Freisetzung von GDI aus dem Rab1b:GDI-Komplex.

Die Freisetzung von GDI aus dem Rab1b:GDI-Komplex durch DrrA zeigt somit eine klare Nu-
kleotidabhangigkeit. Nur in Anwesenheit eines Uberschusses von GTP zu GDP kann DrrA GDI
aus dem Rab1b:GDI-Komplex freisetzen. In Abwesenheit von Nukleotid erfolgt eine GDI-
Freisetzung durch DrrAsso.533 nur in einem single turnover Prozess. Diese Ergebnisse deuten

auf eine Korrelation der Nukleotidaustauschaktivitat mit der GDI-Freisetzungsaktivitat hin.
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Abbildung 4-10: Nukleotidabhéngigkeit der GDI-Freisetzung durch DrrAzso.533

(a) GDI-Freisetzung in Anwesenheit von substochiometrischen Mengen DrrAszs.533 (10 nM)
mit anschlieBender Zugabe von 100 uM GTP.

(b) Freisetzung von GDI durch 1 uM DrrAssg.533 in Anwesenheit von 100 uM GTP und Riick-
bindung von GDI nach Zugabe von 1 mM GDP.

(c) Inhibition der GDI-Freisetzung durch 100 uM GDP und GDI-Freisetzung durch anschlie-
Rende Zugabe von 1 mM GTP.
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Um die Verbindung zwischen der GDI-Freisetzungsaktivitat von DrrA und der Nukleotidaus-
tauschaktivitdt von DrrA ndher zu charakterisieren, wurden die bereits in 4.1.6 beschriebe-
nen DrrAssg.s33-Mutanten, die eine modifizierte Nukleotidaustauschaktivitat aufweisen, ver-
wendet. Zur Messung der GDI-Freisetzungsaktivitdt wurde in diesem Fall Rablb-geranyl-NBD
(Rablb-g-NBD) eingesetzt. Die GDI-Freisetzung wurde, wie bereits flr wildtypisches DrrA

beschrieben, durch die Fluoreszenzdnderung der NBD-Gruppe detektiert (Abbildung 4-11).
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Abbildung 4-11: GDI-Freisetzungsaktivitat der DrrAs4.533-Mutanten

Freisetzung von GDI aus dem Rab1:GDI-Komplex (50 nM Rab1b-g-NBD, 75 nM GDI-1) durch
Zugabe von wildtypischem (wt) oder mutiertem DrrAzso.533 (500 nM). Nach Erreichen eines
Fluoreszenzplateaus wurde 100 uM GTP zugegeben. Zur Bestimmung des Endpunkts der
Austauschreaktion wurde nach 450 s 500 nM wildtypisches DrrAz4o.533 Zugegeben.

Alle DrrAss0.533-Mutanten zeigen eine geringere GDI-Freisetzungsaktivitat als wildtypisches
DrrAss0.533. In Abwesenheit von GTP kann durch die Mutanten eine geringere Menge des GDI
gebundenen Rablb-g-NBD freigesetzt werden als durch wildtypisches DrrAsso.533. Die Mu-
tanten zeigen auRerdem in Anwesenheit von GTP eine geringere GDI-Freisetzungsrate. Die
GDI-Freisetzungsaktivitdt scheint dabei korreliert mit der Nukleotidaustauschaktivitat — je
geringer die Aktivitdt der Mutanten bei der Katalyse des Nukleotidaustauschs (Abbildung

4-8), desto geringer die GDI-Freisetzungsaktivitat.

Yaowen Wu konnte zeigen, dass die Interaktion von GDI-1 mit Rab7-farnesyl-NBD (Rab7-f-
NBD) in GDP-gebundener Form einen Kp Wert von 13 nM aufweist (Wu et al., 2010). In GTP-
gebundener Form hingegen kann die Affinitat von GDI-1 fir Rab7-f-NBD mit den zu errei-

chenden GDI-Konzentrationen nicht bestimmt werden (Wu et al., 2010). Diese Ergebnisse



4 Ergebnisse 81

zeigen, dass die Affinitat von GDI fir GDP-gebundene Rab-Proteine um mehrere GréBenord-
nungen (ber der Affinitat flir GTP-gebundenes Rab liegt. Die Nukleotidabhangigkeit der GDI-
Freisetzungsaktivitat von DrrA lasst sich daher durch eine drastische Veranderung der Affini-
tat von GDI fir Rablb nach dem Austausch von GDP fir GTP erklaren. Da Nukleotidaus-
tauschfaktoren keine signifikante Praferenz fiir GDP oder GTP im Austauschprozess besitzen
konnen (Goody und Hofmann-Goody, 2002), erfolgt der Austausch relativ zu den vorhande-
nen GDP/GTP-Konzentrationen. In Anwesenheit eines Uberschusses von GTP (Abbildung
4-12 a) erfolgt nach der Freisetzung des urspriinglich gebundenen GDPs eine Bindung von
GTP an den nukleotidfreien Rablb:DrrA-Komplex und anschlieRend die Freisetzung von DrrA
aus diesem Komplex. Das freie Rab1b:GTP bindet aufgrund der Affinitatsverringerung nicht

mehr an GDI und liegt frei in Lésung vor. In Anwesenheit eines GDP-Uberschusses wird das

(a)

Abbildung 4-12: Schema zur Nukleotidabhangigkeit der GDI-Freisetzung

(a) Nukleotidaustausch in Anwesenheit eines Uberschusses von GTP gegeniiber GDP. Das
gebildete Rab1b:GTP bindet nicht an GDI und liegt somit freigesetzt in Losung vor.

(b) Nukleotidaustausch zu GDP. Das freigesetzte Rab1lb:GDP bindet mit einer hohen Affini-
tat an GDI und liegt somit im Komplex vor.
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freigesetzte Nukleotid durch GDP ersetzt und Rab1b:GDP bindet an GDI. In Abwesenheit von
Nukleotid stoppt die Reaktion nach der Bildung des &uBerst stabilen nukleotidfreien
Rablb:DrrA-Komplexes (Kp,=3 pM). Die Stabilitat dieses nukleotidfreien Komplexes wird
offensichtlich durch die Mutationen in Bindungsstelle 1 und 2 deutlich geschwacht, da ohne
Zugabe von Nukleotid diese Mutanten nur noch die Dissoziation eines kleinen Anteils des

Komplexes bewirken konnen (Abbildung 4-11, Plateau nach 2).

4.2.3 Dissoziation des Rab1:GDI-Komplexes

DrrA-katalysierter Nukleotidaustausch an Rablb fiihrt bei Austausch von GDP zu GTP zu ei-
ner drastischen Veranderung der Affinitat von GDI-1 fir Rablb. Dieser Austauschprozess
kann somit die beobachtete Freisetzung von GDI-1 erklaren. Da Rablb vor der Zugabe von
DrrA im Komplex mit GDI vorliegt, gibt es drei moégliche Erklarungen fiir die Wirkweise von
DrrA: (1) DrrA katalysiert den Nukleotidaustausch am Rab1b:GDI-Komplex, senkt hierdurch
die Affinitat des Komplexes und bewirkt somit gleichzeitig die Dissoziation des Komplexes,
(2) DrrA katalysiert die Dissoziation des Rablb:GDI-Komplexes mit einer separaten GDF-
Aktivitat und verhindert anschliefend durch Nukleotidaustausch die Rickbindung von GDI
an Rab oder (3) DrrA katalysiert den Nukleotidaustausch an freiem Rab1b, das nach Dissozia-
tion von GDI in der Losung vorliegt. In den ersten beiden Fadllen wiirde DrrA die intrinsische
Dissoziationsrate des Rablb:GDI-Komplexes beschleunigen. Um dies zu Uberpriifen, wurde
die intrinsische Dissoziationsrate des Rablb-f-NBD:GDI-Komplexes bestimmt. Die Rickbin-
dung von dissoziiertem Rablb wurde durch die Zugabe von 200 nM Rab7-geranylgeranyl
(Rab7-gg) verhindert, und die Dissoziation des Komplexes wurde wie bereits oben beschrie-
ben durch Messung der NBD-Fluoreszenz bestimmt (Abbildung 4-13 a). Rab7-gg wurde zur
Stabilisierung des Proteins im Komplex mit der GGTase-Il B-Untereinheit eingesetzt. Durch
die Anpassung einer einfach exponentiellen Funktion konnte fir die intrinsische Dissoziation
eine beobachtete Geschwindigkeitskonstante (kops) von 0,0277 s ermittelt werden.

LidA, ein Protein aus Legionella pneumophila, das nach der Infektion von Makrophagen
ebenfalls an der Rekrutierung von neuen sekretorischen Vesikeln beteiligt ist (Machner und
Isberg, 2006), hat eine hohe Affinitat fir Rablb (Stefan Schoebel, unpublizierte Daten). Da
LidA und GDI aufgrund von tberlappenden Bindungsbereichen vermutlich nicht gleichzeitig
an Rab1 gebunden sein konnen (Stefan Schoebel, unpublizierte Daten), LidA weder Nukleo-

tidaustauschaktivitdt noch GTPase aktivierende Aktivitdt zeigt (Machner und Isberg, 2006)
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und der LidA:Rablb-f-NBD-Komplex eine andere Fluoreszenzausbeute zeigt als der Komplex
mit GDI, kann die Dissoziation des Rab1b-f-NBD:GDI-Komplexes ebenfalls nach der Zugabe
von LidA beobachtet werden (Abbildung 4-13 b). Es konnte genau wie bei der Dissoziations-
messung mit Rab7-gg eine beobachtete Geschwindigkeitskonstante (kops) von 0,0277 s er-

mittelt werden.
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Abbildung 4-13: Dissoziation des Rab1b-f-NBD:GDI-1-Komplexes

(a) Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der intrinsischen Dissoziation des Rab1b-f-
NBD:GDI-1-Komplexes (50 nM Rab1b-f-NBD, 75 nM GDI-1) durch Zugabe von 200 nM
Rab7-gg. Die beobachtete Geschwindigkeitskonstante wurde durch die Anpassung einer
einfach exponentiellen Funktion ermittelt (rote Linie).

(b) Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der intrinsischen Dissoziation des Rab1b-f-
NBD:GDI-1-Komplexes (50 nM Rab1b-f-NBD, 75 nM GDI-1) durch Zugabe von 1 uM LidA.
Die beobachtete Geschwindigkeitskonstante wurde durch die Anpassung einer einfach
exponentiellen Funktion ermittelt (rote Linie).

(c) Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation des Rablb-f-NBD:GDI-1-
Komplexes (50 nM Rab1b-f-NBD, 75 nM GDI-1) nach Zugabe von 1 uM DrrAszsg.533. Die
beobachtete Geschwindigkeitskonstante wurde durch die Anpassung einer einfach ex-
ponentiellen Funktion ermittelt (rote Linie).
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Diese beobachtete Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante entspricht der Dissoziationsge-
schwindigkeitskonstante bei der Dissoziation des Komplexes in Anwesenheit von DrrAsso.s33
bzw. DrrAg (Abbildung 4-13 ¢ & d, kops = 0,0282 s & 0,0270 s™). DrrA ist somit nicht in der
Lage, die intrinsische Dissoziation des Rablb:GDI-Komplexes zu beschleunigen, sondern bin-
det lediglich an freies Rab1b, das von GDI dissoziiert vorliegt. Sofern kein weiteres Protein in
der Zelle die Dissoziation des Rab1:GDI-Komplexes beschleunigt, wird die Geschwindigkeit
der DrrA-katalysierten Aktivierung von Rabl an der Membran der Legionellenvakuole von
der Dissoziationsgeschwindigkeit des Rab1:GDI-Komplexes bestimmt. Da die Interaktion von
Rab-Proteinen mit GDI primér Uber die Prenylanker erfolgt (Wu et al., 2007) und Rab1 in vivo
mit zwei Geranylgeranylankern modifiziert vorliegt, ist davon auszugehen, dass die Dissozia-
tionsgeschwindigkeitskonstante des nativen Komplexes geringer als die ermittelte Dissozia-
tionsgeschwindigkeitskonstante sein sollte. Fiir Rab7 konnte gezeigt werden, dass der ko flr
die Dissoziation von GDI fir Farnesyl-NBD-modifiziertes Rab7 um einen Faktor 10 hoher ist
als fur zweifach Geranylgeranyl modifiziertes Rab7 mit einer C-terminalen Dansylgruppe (Wu

etal., 2010).

4.2.4 Assoziation des Rab1:GDI-Komplexes

Um die Affinitat des verwendeten Rablb-f-NBD fir GDI zu bestimmen, wurde die Assozia-
tionsgeschwindigkeitskonstante (ko) bestimmt. Die Assoziation von GDI an Rab1b-f-NBD
wurde mit variierenden GDI-Konzentrationen mittels Stopped-flow durch Messung der NBD-
Fluoreszenzanderung gemessen. Die detektierten Kurven konnten mit einer einfach expo-
nentiellen Funktion angepasst werden. Die resultierenden beobachteten Geschwindigkeits-
konstanten (kops) zeigen eine lineare Abhdngigkeit von der GDI-Konzentration (Abbildung
4-14).

Durch lineare Interpolation kann fiir die Interaktion von Rab1b-f-NBD mit GDI eine Assoziati-
onsgeschwindigkeitskonstante (ko,) von 1,07-10" M's™* bestimmt werden. Mit der in Ab-
schnitt 4.2.3 ermittelten Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten (ko) von 0,0277 st kann

nun eine Affinitat von 2,6 nM fiir den Rab1b-f-NBD:GDI-Komplexes berechnet werden.
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60 Abbildung 4-14: Bindung von GDI an
i Rab1b-f-NBD

50 nM Rab1b-f-NBD wurden mittels Stop-

40 ped-flow mit verschiedenen Mengen GDI

gemischt. Komplexbildung wurde durch
die Messung der NBD-Fluoreszenz detek-
20 tiert. Die beobachteten Geschwindigkeits-
konstanten (kops) wurden gegen die einge-
setzten GDI-Konzentrationen aufgetragen.

obs

0 , : : [ ! Aus einem linearen Fit der Messdaten
0 2 4 6 konnten ein ko, von 1,07:10" M™'s™ be-
[GDI-1] / uM stimmt werden.

4.3 GDI-Freisetzung aus anderen Rab:GDI-Komplexen durch GEFs

Das Prinzip der GDI-Freisetzung durch Nukleotidaustausch (Abbildung 4-12), wie es fur DrrA
und Rablb beobachtet werden kann, sollte auf alle Rab-Proteine und ihre Nukleotidaus-
tauschfaktoren zutreffen, vorausgesetzt, dass alle Rabs die fiir Rab7 beobachteten signifi-
kanten nukleotidabhdngigen Affinitatsunterschiede zu GDI zeigen. Die Geschwindigkeit des
Nukleotidaustauschs kann bei Nukleotidaustauschfaktoren, die eine geringere Effektivitat
besitzen als DrrA, die Dissoziationsgeschwindigkeit des Rab:GDI-Komplexes als geschwindig-

keitsbestimmenden Schritt ablosen.

4.3.1 Gleichgewichtstitration mit GDI

Sec4, Rab5a und Rab35 mit einer C-terminalen CVIL Mutation wurden, wie unter 3.4.4 be-
schrieben, mit Hilfe von Geranylgeranyltransferase-1 mit Farnesyl-NBD prenyliert. Da die
prenylierten Proteine nach der Gelfiltrationschromatographie mit Farnesyl-NBD, GGTase-I
und eventuell zusatzlich mit kleinen Mengen unprenyliertem Substrat verunreinigt waren,
wurde zur Bestimmung der Konzentration von Farnesyl-NBD-modifiziertem Protein eine
Gleichgewichtstitration mit GDI, wie unter 3.6.2 beschrieben, durchgefiihrt. Aus den ermit-
telten Fluoreszenzianderungen kann die Konzentration der fluoreszenten Komponente
([Rab]) und die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) durch eine Anpassung mit der

folgenden Funktion ermittelt werden:

F=F. +((|<D +[Rab]+[GDI])-/(K, +[Rab]+[GDI])? _4[Rab].[GD|])Fm;ER;bnjm
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[Rab] und [GDI] sind als die Gesamtkonzentration von Rab bzw. GDI in der Kiivette definiert
und F, Fmin und Frnax beschreiben das beobachtete Fluoreszenzsignal und die minimale und
maximale beobachtete Fluoreszenz. Die oben genannte Funktion resultiert aus der Losung

der Definition der Gleichgewichtskonstanten als quadratische Gleichung
0=[Rab:GDI} —[Rab:GDI|K, + [Rab]+[GDI])+ [Rab]GDI|

die in die Definition des beobachteten Signals F

[Rab:GDI]  F-F
[Rab]  F,

ax _Fmin

eingesetzt wird. Die Ergebnisse der Gleichgewichtstitration mit Sec4-farnesyl-NBD (Sec4-f-
NBD), Rab5a-farnesyl-NBD (Rab5a-f-NBD) und Rab35-farnesyl-NBD (Rab35-f-NBD) sind in
Abbildung 4-15 dargestellt. Rab35 zeigte bei der Titration starke Fluoreszenzanderung durch
Mischvorgange, so dass die Daten ohne die Einbeziehung einer Korrektur fir diese Misch-
vorgange nicht ausgewertet werden konnten. Jeder Mischvorgang wurde zunachst mit Zu-
gabe von GDI ausgefiihrt und dann erneut ohne Zugabe von GDI. Zur Berechnung der tat-
sachlichen Fluoreszenzerhéhung wurde die Fluoreszenzdnderung des Mischvorganges subt-
rahiert. Neben den aktiven Konzentrationen der fluoreszenten Proteine konnten die Gleich-
gewichtsdissoziationskonstanten der Interaktion mit GDI ermittelt werden. Die Interaktion
von Sec4-f-NBD mit GDI hat eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante von 2,9 nM, wahrend
die Anpassung der Funktion fir die Interaktion von Rab5a-f-NBD und GDI eine Gleichge-
wichtsdissoziationskonstante von 11,7 nM ergibt. Die Affinitat dieser zwei Komplexe liegt
somit in einer dhnlichen GrofRenordnung wie die Affinitat von Rab7-f-NBD fiir GDI-1, die mit
13 nM bestimmt wurde (Wu et al., 2010). Fiir die Interaktion von Rab35-f-NBD mit GDI
konnte eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante von 1 nM bestimmt werden. Die Ursache
fiir die Fluoreszenzanderung von Rab35-f-NBD bei Mischvorgédngen kann eventuell in einer
starken Instabilitdt von Rab35-f-NBD bei Mischvorgadngen liegen, so dass die Proteinkonzent-
ration wahrend der Messung nicht stabil ist. Daher kann die in dieser Messung bestimmte
Konzentration von Rab35-f-NBD nur als Maximalwert angesehen werden. Die Bestimmung
der Affinitat fir GDI kann ebenfalls durch Konzentrationsanderung wahrend der Messung

beeinflusst sein und muss durch andere Messungen bestatigt werden.
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Abbildung 4-15: Gleichgewichtstitration mit Sec4-farnesyl-NBD (a), Rab5a-farnesyl-NBD (b)
bzw. Rab35-f-NBD (c) und GDI-1

Sec4-f-NBD (a), Rab5a-f-NBD (b) bzw. Rab35-f-NBD wurden in der Kiivette vorgelegt und mit
substochiometrischen Mengen GDI versetzt. Die normalisierte Fluoreszenz wurde gegen die
GDI-1-Konzentration aufgetragen. Aus der Anpassung der oben beschriebenen quadrati-
schen Gleichung ergibt sich fiir Sec4-f-NBD eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante von
2,9 nM und eine Sec4-f-NBD-Konzentration von 27,1 nM und fir Rab5a-f-NBD eine Gleich-
gewichtsdissoziationskonstante von 11,7 nM sowie eine Konzentration von 52,4 nM. Fir
Rab35-f-NBD ergibt sich eine ungefdahre Gleichgewichtskonstante von 1 nM. Die Konzentra-
tion von Rab35-f-NBD ist ca. 61 nM.

4.3.2 Freisetzung von GDI aus Rab:GDI-Komplexen

Um das Prinzip der GDI-Freisetzung durch Nukleotidaustausch mit anderen Rab-Proteinen zu
untersuchen, wurden Sec4 und sein Nukleotidaustauschfaktor Sec2, Rab5 mit dem Nukleo-
tidaustauschfaktor Rabex5 und Rab35 mit dem Nukleotidaustauschfaktor Connecdenn ge-
wahlt. Von allen Nukleotidaustauschfaktoren wurden Fragmente verwendet, die ausschliel3-

lich die GEF-Domanen enthalten. Zunachst wurde fiur die bisher nicht ndher charakterisierten
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Nukleotidaustauschfaktoren Connecdenn und Rabex5 die katalytische Effizienz der GEF-
Dominen ermittelt (Abbildung 4-16). Connecdenn zeigt mit 4,3-10*1,5-10° M’ eine relativ
starke katalytische Effizienz, wahrend der Rabex5-katalysierte Nukleotidaustausch an Rab5a

mit 4,1-10°-2,9-10* M*s™ deutlich langsamer erfolgt.
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Abbildung 4-16: Bestimmung der katalytische Effizienzen des Rabex513,.397- (a) und Con-
necdeni.403-katalysierten Nukleotidaustauschs

50 nM Rab5a:mdGDP (a) bzw. 50 nM Rab35-CVIL:mdGDP (b) wurden mittels Stopped-flow
mit verschiedenen Mengen Rabex513;.397 (@) bzw. Connecdenni.4; (b) gemischt. Die beo-
bachtete Fluoreszenzianderung der mant-Gruppe zeigte einen biexponentiellen Verlauf, so
dass fiur jede Messung zwei beobachtete Geschwindigkeitskonstanten ermittelt werden
konnten. Durch linearen Fit konnte die katalytische Effizienz k.4/Kps der Nukleotidaustau-
schreaktionen ermittelt werden.
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Um die GDI-Freisetzung zu beobachten, wurden, wie bereits fiir Rab1l beschrieben, Rab-
Proteine mit Farnesyl-NBD prenyliert und die Fluoreszenz der NBD-Gruppe gemessen. Fiir
alle modifizierten Rab-Proteine konnte eine signifikante Erhéhung der beobachteten Fluo-
reszenz nach Bindung von GDI detektiert werden (Abbildung 4-15). Zur Untersuchung der
GDI-Freisetzung mit Nukleotidaustauschfaktoren wurden zunachst die fluoreszent markier-
ten Rab-Proteine in der Kivette vorgelegt und mit GDI versetzt. Nach Erreichen einer stabi-
len Fluoreszenz wurde der Nukleotidaustauschfaktor zugesetzt, um die Einstellung eines
Gelichgewichts zwischen Rab:GDI- und Rab:GEF-Komplexen in Abwesenheit von Nukleotid zu
ermoglichen. AnschlieBend wurde zunachst GTP zugegeben, um eine vollstandige Freiset-
zung von GDI zu bewirken. Um die erneute Bindung von GDI an das Rab-Protein zu bewirken,
wurde nach Erreichen einer stabilen Fluoreszenz GDP zugesetzt, so dass es im Uberschuss
gegenlber GTP vorlag. Um den Einfluss der GEF-Aktivitat auf die Reaktion zu untersuchen,
wurde fur Sec4 — ein Rab-Protein aus Hefe, das starke Homologie zu Rab8 besitzt — neben
dem nativen Austauschfaktor Sec2 auch Rabin8, ein Nukleotidaustauschfaktor fir Rab8 aus
Saugerzellen, verwendet. Auch von diesem Nukleotidaustauschfaktor wurde ein Fragment
verwendet, das ausschlieflich die GEF-Domadne enthdlt. Die Ergebnisse der Messungen mit
Sec4 sind in Abbildung 4-17 dargestellt. Ohne Zugabe von GTP kann mit dem Nukleotidaus-
tauschfaktor Sec2 im Unterschied zu DrrA nur eine geringe und mit Rabin8 keine Freisetzung
von GDI beobachtet werden. Da in Abwesenheit von Nukleotid die Bindung von GDI mit der
Bindung der Nukleotidaustauschfaktoren kompetiert, begriindet sich dieser Unterschied in
den unterschiedlichen Affinitaten der Rab:GEF-Komplexe im Verhaltnis zur Affinitat der
Rab:GDI-Komplexe in Abwesenheit von Nukleotid. Nach der Zugabe von GTP kann in Anwe-
senheit von Sec2 und Rabin8 GDI-Freisetzung beobachtet werden, es zeigen sich allerdings
deutliche Geschwindigkeitsunterschiede bei der Freisetzung von GDI. Da Rabin8 eine deut-
lich schwéachere Nukleotidaustauschaktivitdt gegentiber Sec4 besitzt, als Sec2 (Aymelt Itzen,
unpublizierte Daten) zeigt dies analog zu den DrrA-Mutanten, dass die GDI-
Freisetzungsgeschwindigkeit von der Nukleotidaustauschgeschwindigkeit abhangig ist. Nach
der Zugabe von GDP kann mit beiden Nukleotidaustauschfaktoren die erneute Bindung von
GDI beobachtet werden. Dies zeigt deutlich die Nukleotidabhdngigkeit des GDI-
Freisetzungsprozesses. In beiden Experimenten kann nach Zugabe von GDP die urspriing-
liche Fluoreszenz nicht erreicht werden. Eine Ursache hierfiir konnte eventuell die transiente

Bindung der Nukleotidaustauschfaktoren in Anwesenheit von Nukleotid sein.
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Abbildung 4-17: GDI-Freisetzung aus dem Sec4-f-NBD:GDI-1-Komplex durch Sec2;.1¢5 (a)
und Rabin8153.237 (b)

GDI-Freisetzung aus dem in der Kiivette formierten Sec4-f-NBD:GDI-1-Komplex wurde durch
Messung der NBD-Fluoreszenz detektiert. Nach Zugabe von 1 uM Nukleotidaustauschfaktor
und 100 uM GTP konnte mit beiden GEF-Proteinen deutlich GDI-Freisetzung detektiert wer-
den. Zur Beschleunigung der Freisetzung in Anwesenheit von Rabin8 wurde die Konzentra-
tion auf 6 uM erhoht.

Die Ergebnisse der Messungen mit Rab5a und Rabex5 sowie mit Rab35 und Connecdenn sind
in Abbildung 4-18 dargestellt. Nach der Zugabe von Rabex5 zum Rab5a-f-NBD:GDI-Komplex
sinkt die Fluoreszenz um ca. 20 %. Aufgrund der relativ geringen Affinitdt des Rab5a-f-
NBD:GDI-Komplexes, die in der Titration mit 11,7 nM bestimmt werden konnte, sind bei der
Zugabe von Rabex5 mehr als 30 % des in der Kivette vorhandenen Rab5a-f-NBD nicht an GDI

gebunden. Die Ursache fir die Fluoreszenzanderung kann somit sowohl eine Freisetzung von
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Rab5a-f-NBD aus dem Rab5a-f-NBD:GDI-Komplex sein als auch eine Bindung von Rabex5 an
das nicht an GDI-1 gebunden vorliegende Rab5a-f-NBD. Nach der Zugabe von Connecdenn in
Abwesenheit von GTP kann nur eine kleine Fluoreszenzanderung und somit eine sehr gerin-
ge Freisetzung von GDI aus dem Komplex mit Rab35-f-NBD beobachtet werden. Die Zugabe
von GTP bewirkt in beiden Messung die Freisetzung von GDI-1 aus dem Rab:GDI-Komplex,

die durch die Zugabe von GDP im Uberschuss gegeniiber GTP riickgingig gemacht werden

kann.
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Abbildung 4-18: GDI-Freisetzung aus dem Rab5a-f-NBD:GDI-1-Komplex durch Rabex513;.397
(a) und aus dem Rab35-f-NBD:GDI-1-Komplex durch Connecdenn. 493 (b)

GDI-Freisetzung wurde durch Messung der NBD-Fluoreszenz detektiert. Es konnen starke
Geschwindigkeitsunterschiede bei der Freisetzung von GDI aus den Rab:GDI-Komplexen be-
obachtet werden. Die Messung mit Rab35-f-NBD erfolgte zur Stabilisierung von Rab35 in
Anwesenheit von 0,005 % n-Dodecyl-beta-D-maltosid und 150 mM NacCl.
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Sowohl mit Rab5a und Rabex5 als auch mit Rab35 und Connecdenn erfolgt die GDI-
Freisetzung nach der Zugabe von GTP deutlich schneller als fiir den Sec4-f-NBD:GDI-Komplex
beobachtet. Die GDI-Freisetzung aus dem Rab5a-f-NBD-Komplex ist auch deutlich schneller
als die gemessene Dissoziation des Rablb-f-NBD:GDI-Komplexes. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante (ko) des Rab5a-f-NBD:GDI-
Komplexes deutlich tGber der Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante des Rab1b-f-NBD:GDI-
Komplexes liegt. Die Ursache fiir die unterschiedlichen Freisetzungsgeschwindigkeiten kann,
wie bereits flir Sec4, Rabin8 und Sec2 und die DrrA-Mutanten gezeigt, in den unterschiedli-
chen Austauschaktivitdten der GEF-Proteine oder in signifikant unterschiedlichen geschwin-
digkeitsbestimmenden Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten der Rab:GDI-Komplexe lie-

gen.

4.3.3 Bestimmung der Dissoziations- und Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten von

verschiedenen Rab:GDI-Komplexen

Um die Unterschiede zwischen den verschiedenen Rab:GDI-Komplexen ndher zu untersu-
chen, wurden die Dissoziations- und Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten von Sec4-f-
NBD, Rab5a-f-NBD und Rab35-f-NBD und GDI-1 charakterisiert. Die Bestimmung der Assozia-
tionsgeschwindigkeitskonstanten erfolgte wie bereits fir den Rab1:GDI-Komplex unter 4.2.4
beschrieben. Die gemessenen Fluoreszenzanderungen konnten fiir die Assoziation von
Rab5a und GDI mit einfach exponentiellen Funktionen angepasst werden, wahrend die An-
passung im Fall von Sec4 und Rab35 mit doppelt exponentiellen Kurven erfolgte. Alle durch
die Anpassungen ermittelten beobachteten Geschwindigkeitskonstanten zeigten eine lineare
Abhéngigkeit von der GDI-Konzentration (Abbildung 4-19). Die Bestimmung der Assoziations-
geschwindigkeitskonstanten erfolgte durch lineare Interpolation. Fliir Rab5a-f-NBD und GDI
kann ein ko, von 1,0-107 M?s? ermittelt werden. Diese Geschwindigkeitskonstante ent-
spricht der fir Rablb-f-NBD ermittelten Assoziationsgeschwindigkeitskonstante
(1,1-10’ M's™). Die Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten der Bindung von Rab35-f-NBD
und GDI betragen 3,8:10" M™*s™ und 4,6-10° Ms™’. Die Bindung von GDI an Sec4-f-NBD ist
mit 6,6:10° M™'s™ und 1,4-10° M'st am langsamsten. Die Assoziationsgeschwindigkeitskons-
tanten variieren zwischen den einzelnen Rab-Proteinen um eine GréRenordnung.

Es ist unklar, warum fiir Rab35-f-NBD und Sec4-f-NBD eine biexponentielle Fluoreszenzdande-

rung bei der Assoziation von GDI beobachtet werden kann. Da beide Phasen eine konzentra-
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tionsabhdngige Veranderung der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten zeigen, muss
davon ausgegangen werden, dass die Rab-Proteine in zwei verschiedenen Zustdnden mit GDI
assoziieren konnen. Die schnellere Assoziationsreaktion zeigt dabei in beiden Fallen eine

deutlich groRere Fluoreszenzanderung (90 % Rab35-f-NBD und 70 % Sec4-f-NBD).
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Abbildung 4-19: Bindung von GDI an Rab5a-f-NBD (a), Rab35-f-NBD (b) und Sec4-f-NBD (c)

25 nM Rab-Protein wurden mittels Stopped-flow mit verschiedenen Mengen GDI gemischt.
Komplexbildung wurde durch Messung der NBD-Fluoreszenz detektiert. Die beobachteten
Fluoreszenzanderungen konnten bei Rab5a-f-NBD mit einfach exponentiellen Funktionen
angepasst werden, fir Rab35-f-NBD und Sec4-f-NBD wurden biexponentielle Funktionen
verwendet. Die Amplitude der ersten Phase betrug bei Rab35-f-NBD ca. 90 % der Gesamt-
amplitude und bei Sec4-f-NBD ca. 70 %. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten
(kobs) wurden gegen die eingesetzten GDI-Konzentrationen aufgetragen, und aus linearen
Fits wurden die in der Tabelle aufgetragenen Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten ermit-
telt.

Die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten der Rab:GDI-Komplexe kdnnen, wie bereits fiir

Rablb-f-NBD unter 4.2.3 beschrieben, durch kompetitive Bindung von freigesetztem GDI
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durch ein anderes modifiziertes Rab-Protein bzw. durch Bindung des freigesetzten Rab-
Proteins durch ein anderes Protein ermittelt werden. Rab35-f-NBD und Sec4-f-NBD zeigen
wie Rab1 eine hohe Affinitat fir LidA, wahrend Rab5a-f-NBD nicht von LidA gebunden wer-
den kann (Stefan Schobel, unpublizierte Daten). Die Dissoziation des Rab5a-f-NBD:GDI-
Komplexes wurde daher durch die kompetitive Bindung von Rab7-gg bestimmt, wahrend fir
Rab35-f-NBD und Sec4-f-NBD das deutlich einfacher zugdngliche Protein LidA verwendet
werden konnte. In Abbildung 4-20 sind die Messdaten zur Ermittlung der Dissoziationsge-

schwindigkeitskonstanten der Rab:GDI-Komplexe dargestellt.
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Abbildung 4-20: Dissoziation von Rab5a-f-NBD:GDI (a), Rab35-f-NBD:GDI (b) und Sec4-f-
NBD:GDI (c)

Bestimmung der Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten der verschiedenen Rab:GDI-
Komplexe (25 nM Rab, 37,5 nM GDI-1) durch Zugabe von 500 nM Rab7-gg (a) bzw. 1 uM LidA
(b & c). Komplexdissoziation wurde durch Messung der NBD-Fluoreszenz detektiert. Die Dis-
soziationsgeschwindigkeitskonstanten wurden durch die Anpassung einer einfach exponen-
tiellen Funktion ermittelt (rote Linie).
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Die Messergebnisse zeigen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Rab:GDI-
Komplexen. Die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante des Rab5a-f-NBD:GDI-Komplex ist
mit 0,1449 s fiinfmal groRer als die fiir den Rab1b-f-NBD:GDI-Komplex ermittelte Dissozia-
tionsgeschwindigkeitskonstante (0,0277 s%). Trotz der groRen Homologie von Rab35-f-NBD
und Rab1b-f-NBD zeigt Rab35-f-NBD mit 0,0020 s eine zehnfach geringere Dissoziationsge-
schwindigkeitskonstante als Rablb-f-NBD. Die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante des
Sec4-f-NBD:GDI-Komplexes ist mit 0,0029 s™ in einer dhnlichen GréRenordnung wie die Dis-
soziation des Rab35-f-NBD:GDI-Komplexes. Die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten der

verschiedenen Rab:GDI-Komplexe variieren somit um fast zwei GrofRenordnungen.

Aus den gemessen Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten konnen die
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten berechnet werden. Diese sind in Tabelle 4-2 im Ver-
gleich zu den mittels Gleichgewichtstitration (4.3.1) bestimmten Werten dargestellt. Fir
Rab5a-f-NBD zeigt sich eine gute Ubereinstimmung zwischen den zwei unabhingig ermittel-
ten Gleichgewichtsdissoziationskonstanten. Bei Rab35-f-NBD und Sec4-f-NBD zeigen die be-
rechneten Gleichgewichtsdissoziationskonstanten mit den kon, Werten, die in den Messun-
gen eine deutlich geringere Amplitude aufwiesen, eine bessere Ubereinstimmung mit den
aus der Titration ermittelten Gleichgewichtsdissoziationskonstanten. Bei weiteren Uberle-
gungen darf aber nicht auller Acht gelassen werden, dass die Gleichgewichtstitration mit
Rab35-f-NBD aufgrund der starken Korrekturen relativ ungenau sein konnte. Die ermittelten
Affinitdaten der Rab:GDI-Komplexe zeigen deutliche Unterschiede zwischen den verschiede-

nen Rab-Proteinen und eine Varianz der Kp-Werte von bis zu 3 GréRenordnungen.

Tabelle 4-2: Gleichgewichtsdissoziationskonstanten der Rab:GDI-Komplexe

Rab Kot / Kon Kp (Gleichgewichtstitration)
Rab5a-f-NBD 14,5 nM 11,7 nM

52,6 pM (k
Rab35-f-NBD PM (kon,1) ca.1nM

0,43 nM (kon,Z)

0,44 nM (kon’l)
Sec4-f-NBD 2,9 nM
2;1 nM (kon,Z)
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4.4 Modifikation von Rab-Proteinen durch DrrA-katalysierte Adenylylierung

Das Protein DrrA umfasst neben der im mittleren Bereich des Proteins lokalisierten Nukleo-
tidaustauschdomane eine N-terminale Phosphatidylinositol-4-phosphat-Bindungsdomane
(Brombacher et al., 2009; Schoebel et al., 2009) und eine C-terminale Adenylylierungsdoma-
ne, die verschiedene Rab-Proteine an einem Tyrosin in Switch Il mit einer Adenylyl- oder
Guanylylgruppe modifizieren kann (Muller et al., 2010). Die modifizierte Aminosaure der
Rab-Proteine liegt in einem Bereich, in dem GDI mit Rab-Proteinen interagiert (Abbildung
1-9). Die Bindung der Nukleotidaustauschdomane von DrrA an Rab1 erfolgt ebenfalls in die-

sem Bereich (Abbildung 1-9).

4.4.1 DrrA-katalysierter Nukleotidaustausch an adenylyliertem Rab1l

Um zu untersuchen ob die Nukleotidaustauschaktivitat von DrrA fiir Rab1 durch eine Adeny-
lylierung verandert wird, wurde die DrrA-katalysierte Nukleotidfreisetzung aus den Komplex
von adenylyliertem Rab1l mit mdGDP (Rab1-AMP:mdGDP), wie bereits fir nicht modifiziertes
Rabl unter 4.1.1 beschrieben, beobachtet. Rabl wurde hierflir zunachst, wie unter 3.4.7
beschrieben, modifiziert und gereinigt und anschlieRend, wie unter 3.4.5 beschrieben, mit
mdGDP beladen. 50 nM Rab1lb-AMP:mdGDP wurde in Anwesenheit von 100 uM GDP mittels
Stopped-flow mit variierenden Konzentrationen DrrA gemischt und Nukleotidfreisetzung
wurde durch Messungen der Fluoreszenz der mant-Gruppe gemessen. Die resultierenden
Kurven konnten, wie bereits fir nicht adenylyliertes Rab1 beobachtet, mit einfach exponen-
tiellen Funktionen angepasst werden. Fir DrrAg wurden aufgrund der hohen bendtigten
Konzentrationen nur vier Datenpunkte aufgenommen. Diese zeigen wie erwartet eine Uber-
einstimmung mit den mit DrrAsz0.533 aufgenommenen Messdaten. Die beobachteten Ge-
schwindigkeitskonstanten der DrrAzso.533-katalysierten Reaktion zeigen wie fir unmodifizier-
tes Rab1l die fiir eine Reaktion in zwei Schritten charakteristische hyperbolische Konzentrati-
onsabhangigkeit (Abbildung 4-21).

Zur genauen Bestimmung der maximal stimulierbaren Nukleotidfreisetzungsgeschwindigkeit
(k4) sollte die Hyperbole bis in den Sattigungsbereich durch Messpunkte definiert sein. Da
dies aufgrund der hohen bendtigten DrrA-Konzentrationen nicht moglich war, ist die Ge-
nauigkeit der unabhangigen Bestimmung von k.4 und Kpz begrenzt. Im Vergleich mit dem
DrrA-katalysierten Nukleotidaustausch an unmodifiziertem Rab1 ldsst sich aber sagen, dass

die maximal stimulierbare Nukleotidfreisetzungsgeschwindigkeit deutlich erhoht ist. Die ge-
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ringere Anfangssteigung zeigt auBerdem, dass die katalytische Effizienz der Nukleotidaus-
tauschreaktion fiir adenylyliertes Rab1l deutlich geringer ist. Durch Anpassung der bereits
unter 4.1.1 beschriebenen Formel kann eine maximal stimulierbare Nukleotidfreisetzungsge-
schwindigkeit von 17,9 s ermittelt werden und eine Dissoziationskonstanten fir den trime-
ren Rab1*:mdGDP:DrrA-Komplex von 214 uM. Beide Werte sind somit im Vergleich zum
Nukleotidaustausch an nicht adenylyliertem Rab1 (8,6 st und 29,4 UM bei DrrAsz40.533) deut-

lich erhoht.
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Abbildung 4-21: DrrA-katalysierter Nukleotidaustausch an Rab1lb-AMP:mdGDP

50 nM Rablb-AMP:mdGDP wurden mittels Stopped-flow mit verschiedenen Mengen DrrAy
und DrrAsso.533 in Anwesenheit von 100 uM GDP gemischt, und die beobachteten Geschwin-
digkeitskonstanten der Fluoreszenzanderung der mant-Gruppe wurden mit einfach expo-
nentiellen Funktionen angepasst. Die verwendete DrrA-Konzentration wurde gegen die beo-
bachteten Geschwindigkeitskonstanten aufgetragen. Zum Vergleich wurden die Messergeb-
nisse des Nukleotidaustauschs an nicht adenylyliertem Rab1 aus Abbildung 4-2 a dargestellt.
Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten des DrrAg-katalysierten Nukleotidaustauschs
zeigen eine Ubereinstimmung mit den fiir DrrAss0.533 ermittelten Werten. Durch hyperbolen
Fit kann fir die DrrAsso.533-katalysierte Nukleotidaustauschreaktion an Rab1-AMP eine ma-
ximal stimulierbare Nukleotidfreisetzungsgeschwindigkeit (k.s) von 17,9 s* ermittelt werden
und eine Dissoziationskonstante (Kps) von 214 uM.

4.4.2 Modifikation der Rab:GDI-Interaktion durch Adenylylierung

Die Adenylylierung von Rab1 erfolgt an der Interaktionsoberflache mit GDI. Um die Auswir-
kung der Modifikation auf die Interaktion zu untersuchen, wurde zunachst Rab1, wie unter

3.4.7 beschrieben, adenylyliert und gereinigt und anschliefend, wie unter 3.4.4 beschrieben,
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mit Farnesyl-NBD modifiziert. Eine ESI-MS-Analyse des Proteins nach der Adenylylierungs-
reaktion zeigte, dass keine vollstdndige Modifikation mit AMP erreicht wurde (Abbildung
4-22 a). Da die Modifikation von Rab zu keinen signifikanten Unterschieden bei der ESI-MS
Analyse fuhrt (Matthias Miller, persénliche Kommunikation), kann aufgrund der GroRe der
Peaks davon ausgegangen werden, dass ca. 4 % des vorliegenden Proteins nicht adenylyliert
wurden.

Die Messung der Assoziation von Rabl und GDI erfolgte, wie bereits unter 4.2.4 fiir nicht
modifiziertes Rab1 beschrieben, durch Mischung von 50 nM modifiziertem Rabl mit variie-
renden GDI-Konzentrationen mittels Stopped-flow. Die beobachteten Geschwindigkeitskons-
tanten der Assoziationsreaktionen sind in Abbildung 4-22 b im Vergleich zur Assoziation von
unmodifiziertem Rablb-f-NBD dargestellt. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten
der Assoziationsreaktionen mit den verschiedenen GDI-Konzentrationen zeigen keine groRen
Unterschiede zwischen adenylyliertem und nicht adenylyliertem Rab1. Die Assoziationsreak-
tionen zeigen allerdings in der Stopped-flow-Messung deutlich unterschiedliche Amplituden.
Die normalisierten Amplituden der Reaktion mit adenylyliertem Rab1 haben lediglich eine
GréRe von 5-6 % der Amplitude von nicht modifiziertem Rab1b-f-NBD. Da ca. 4 % des vorlie-
genden Proteins nicht adenylyliert wurden, ist davon auszugehen, dass in dieser Messung
keine Bindung an Rab1-AMP-f-NBD beobachtet werden konnte. Zur Verifizierung dieses Er-
gebnisses wurde eine Adenylylierungsreaktion mit Rablb-f-NBD angesetzt. 100 pl der 28,6
UM Rab1b-f-NBD Losung wurden mit 500 nM DrrAg; N451A/R453A/D480A/S483A und 200
UM ATP versetzt und bei 4 °C inkubiert. Die Assoziation von GDI mit dem in der Reaktionsmi-
schung enthaltenen Rab1b-f-NBD wurde nach 24 und 48 Stunden mittels Stopped-flow ge-
messen. In Abbildung 4-22 c sind die gemessenen Fluoreszenzianderungen der Assoziation
von GDI mit unmodifiziertem, 24 Stunden modifiziertem und 48 Stunden modifiziertem
Rab1lb-f-NBD dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Amplitude der Reaktion im Verlauf der
Adenylylierungsreaktion deutlich abnimmt, wahrend die beobachteten Geschwindigkeits-
konstanten unverandert bleiben. Dies zeigt, dass die Adenylylierung von Rab1 durch DrrA zu
einer sehr starken Verringerung der Affinitdt von Rabl und GDI fihrt, so dass in den ver-
wendeten Konzentrationsbereichen keine Interaktion von Rab1-AMP-f-NBD und GDI detek-
tiert werden. Eine deutliche AmplitudenvergréRerung und somit eine Interaktion des modifi-

zierten Proteins mit GDI kann selbst bei einer Konzentration von 25 uM GDI-1 nicht beo-
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bachtet werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Affinitat des Komplexes

durch die Modifikation von Rab1l um mindestens fliinf GroRenordnungen verringert wird.
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Abbildung 4-22: Bindung von GDI-1 und Rab1-AMP-f-NBD

(a) ESI-MS-Analyse des adenylylierten Rab1b-f-NBD vor der Prenylierungsreaktion. Ca. 4 %
des Proteins konnten nicht adenylyliert werden.

(b) Beobachtete Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation von GDI-1 mit adenylyliertem
und nicht adenylyliertem Rab1b-f-NBD. 50 nM Rab1-AMP-f-NBD wurde mittels Stopped-
flow mit variierenden Mengen GDI gemischt. Die durch Anpassung einer einfach expo-
nentiellen Funktion an die detektierte Fluoreszenzanderung von NBD ermittelten Ge-
schwindigkeitskonstanten (kobs) wurden gegen die eingesetzten GDI-Konzentrationen
aufgetragen. Zum Vergleich wurden die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der
Assoziation von unmodifiziertem Rab1b-f-NBD mit GDI dargestellt.

(c) Rab1l-f-NBD wurde zur Adenylylierung 24 bzw. 48 Stunden mit 500 nM DrrAq
N451A/R453A/D480A/S483A und 200 uM ATP bei 4 °C inkubiert. 50 nM des modifizier-
ten Rab1-f-NBD und 250 nM GDI-1 wurde mittels Stopped-flow gemischt. Die gemesse-
ne Anderung der NBD-Fluoreszenz ist dargestellt. Die Messung wurde zum Vergleich mit
unmodifiziertem Rab1-f-NBD durchgefiihrt.
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DrrA kann somit durch zwei unterschiedliche Mechanismen die Interaktion von GDI mit Rab1
signifikant schwachen — Nukleotidaustausch und Adenylylierung. Um zu untersuchen, ob
DrrA durch Adenylylierung von Rab1 eine GDI-Freisetzung katalysieren oder durch Verschie-
bung des Gleichgewichts, wie fir den Nukleotidaustausch gezeigt, bewirken kann, wurde
eine Adenylylierungsreaktion mit dem Rab1:GDI-Komplex durchgefiihrt (Abbildung 4-23). In
Anwesenheit von einem Uberschuss GDP, um eine Freisetzung von Rab1 durch Nukleotid-
freisetzung zu verhindern, wurde DrrA; bzw. die GEF-Mutante DrrA; N451A/R453A/D480A/
S483A mit dem Rab:GDI-Komplex vermischt. Nach einer Zugabe von ATP, das als Substrat
der Adenylylierungsreaktion benétigt wird, konnte im beobachteten Zeitraum keine Freiset-
zung von Rabl und somit keine Adenylylierung beobachtet werden. Die sehr kleinen Men-
gen Rab1l, die von GDI dissoziiert vorliegen, konnen offensichtlich nicht effektiv adenylyliert
werden. Neben der geringen Proteinmenge liegt der Grund hierfiir vermutlich darin, dass
GDP-gebundenes Rab1 im Vergleich zu GTP-gebundenem Rab1 mit einer fast 300-fach hohe-
ren spezifischen enzymatischen Aktivitat das bevorzugte Substrat der Adenylylierungsreakti-
on ist (Muller et al., 2010). Nach der Zugabe von GTP kann in Anwesenheit von GEF-aktivem
DrrAs eine Freisetzung von GDI durch Adenylylierung beobachtet werden. Zunachst erfolgt
nach der Zugabe von GTP, bedingt durch den zehnfachen Uberschuss an GDP, bei ca. einem
Zehntel des vorhandenen Rab1l ein Nukleotidaustausch zu GTP und somit eine dauerhafte
Freisetzung von GDI, was durch den initialen steilen Abfall der Fluoreszenz beobachtet wer-
den kann. Dieser GTP-gebundene Anteil der Rab-Proteine wird aufgrund der héheren spezifi-
schen Aktivitat von DrrA fur Rab:GTP und aufgrund der Tatsache, dass keine Kompetition mit
der Bindung von GDI mehr erfolgt und somit die fiir die Adenylylierung zur Verfiigung ste-
hende Proteinkonzentration erhoht wurde, effektiv adenylyliert. Nach der Adenylylierung
kann keine Bindung an GDI mehr erfolgen, so dass auch nach dem erneuten Nukleotidaus-
tausch zu GDP keine Ruickbindung erfolgt. Durch kontinuierlichen Nukleotidaustausch und
anschlieende Adenylylierung wird schlieBlich eine vollstandige Freisetzung von GDI bewirkt.
In Anwesenheit der GEF-defizienten-Mutante von DrrA erfolgt eine Freisetzung von GDI erst
nach Zugabe der Nukleotidaustauschdomane von DrrA. Dies zeigt ebenfalls deutlich, dass ein
Nukleotidaustausch unter diesen Bedingungen fiir die effektive Freisetzung von Rab1 durch
Adenylylierung erforderlich ist. Die beobachteten GDI-Freisetzungen durch Adenylylierung
zeigen eine vergleichbare Geschwindigkeit, unabhdngig davon, ob der Nukleotidaustausch

durch DrrAq oder DrrAs4g.533 katalysiert wurde. Es scheint somit nicht entscheidend zu sein,
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Abbildung 4-23: GDI-Freisetzung durch Adenylylierung von Rab1l

GDI-Freisetzung durch Adenylylierung mit DrrAq (a) oder der GEF-Mutante DrrAgs N451A/
R453A/D480A/S483A (b). Komplexdissoziation wurde durch Messung der NBD-Fluoreszenz
detektiert. Die Freisetzung von Rabl aus dem Komplex mit GDI zeigt eine Abhangigkeit vom
Nukleotidaustausch zu GTP. In Anwesenheit von DrrAs (a) erfolgt eine Freisetzung von Rabl
erst nach Zugabe von GTP, wiahrend in Anwesenheit der GEF-Mutante (b) eine Zugabe der
GEF-Domane (DrrAzso.533) benétigt wird, um eine Freisetzung von Rab1 zu ermdglichen. Bei-
de GDI-Freisetzungsreaktionen zeigen nach Zugabe von GTP und Nukleotidaustauschfaktor
vergleichbare Geschwindigkeiten (c).
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dass die Adenylylierungs- und die Nukleotidaustauschdomane auf dem gleichen Protein vor-
liegen (Abbildung 4-23 c).

DrrA kann neben einer Adenylylierung auch in Abwesenheit von ATP eine Guanylylierung
unter Nutzung von GTP katalysieren (Muller et al., 2010). Durch Guanylylierung kann eben-
falls eine Freisetzung von GDI bewirkt werden. Die geringere spezifische enzymatische Akti-
vitat der Guanylylierung ist deutlich an der geringeren GDI-Freisetzungsgeschwindigkeit in

Abwesenheit von ATP zu erkennen (Abbildung 4-24).
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. 10-@ @ © 75 nM GDI-1
g 107 \ 1uMDrrA,, ...
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3 " 2:+1 UM DrrA,
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Abbildung 4-24: GDI-Freisetzung durch Guanylylierung von Rab1

In Abwesenheit von ATP erfolgt die Modifikation von Rabl durch DrrA unter Verwendung
von GTP als Substrat. GDI-Freisetzung wurde durch Messung der NBD-Fluoreszenz detek-
tiert.

DrrA erkennt neben Rab1l verschiedene weitere Rab-Proteine als Substrat fiir die Adenylylie-
rung. Rab8 wird als Substrat von DrrA erkannt, wahrend Rab5a nicht von DrrA modifiziert
werden kann (Muller et al., 2010). In Anwesenheit von DrrA, Nukleotidaustauschfaktor, 100
UM GTP und 1 mM GDP kann GDI aus dem Sec4:GDI-Komplex freigesetzt werden (Abbildung
4-25 a & b). Es ist daher davon auszugehen, dass Sec4 — das humane Homolog von Rab8 —
ebenfalls von DrrA modifiziert werden kann und das diese Modifikation auch zu einer signifi-
kanten Verringerung der Bindungsaffinitdt von GDI fuhrt. Die Abhangigkeit der GDI-
Freisetzung von der Adenylylierungsreaktion zeigt sich deutlich darin, dass Rab5a, das nicht
als Substrat der Adenylylierung erkannt wird, unter den gleichen Bedingungen nicht aus dem

Komplex mit GDI freigesetzt werden (Abbildung 4-25 c).
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Abbildung 4-25: GDI-Freisetzung aus anderen Rab:GDI-Komplexen

Modifikation von Sec4-f-NBD in Anwesenheit von Sec21.165 (a, b) und Rabin8is3.537 (b). Die
GDI-Freisetzung erfolgt in Anwesenheit von Rabin81s53.,3; mit einer deutlich geringeren Ge-
schwindigkeit als mit Sec2.1¢5 als Nukleotidaustauschfaktor. Rab5a, das nicht von der Ade-
nylylierungsdomane modifiziert werden kann, kann unter vergleichbaren Bedingungen nicht
aus dem Komplex mit GDI freigesetzt werden (c). NBD-Fluoreszenz wurde zur Detektion der
GDI-Freisetzung gemessen.
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Bei der Freisetzung von Sec4 wurden zwei verschiedene Nukleotidaustauschfaktoren ver-
wendet, die deutlich unterschiedliche katalytische Effizienzen fir den Nukleotidaustausch an
Sec4 aufweisen und deren katalytische Effizienz deutlich geringer ist als die Nukleotidaus-
tauschaktivitat von DrrA fiir Rab1. Bei der Verwendung von Sec2 als Nukleotidaustauschfak-
tor zeigt sich nach der Zugabe von ATP eine geringe Beschleunigung der GDI-
Freisetzungsrate, wahrend in Anwesenheit des deutlich weniger effizienten Nukleotidaus-
tauschfaktors Rabin8 keine Beschleunigung der GDI-Freisetzungsgeschwindigkeit beobachtet
werden kann. In diesem Fall ist die Geschwindigkeit der Nukleotidaustauschreaktion auf-
grund der geringen GEF-Aktivitat von Rabin8 fiir Sec4 geschwindigkeitsbestimmend fiir die
Adenylylierungsreaktion, wahrend bei der GDI-Freisetzung durch Adenylylierung mit DrrA
und Rab1l die Adenylylierungsreaktion aufgrund der groReren GEF-Aktivitdt von DrrA unter
diesen Versuchsbedingungen geschwindigkeitsbestimmend ist. Im Fall von Sec2 ist davon
auszugehen, dass die Guanylylierungsreaktion und der Nukleotidaustausch mit einer ver-
gleichbaren Geschwindigkeit erfolgen. Nach der Zugabe von ATP wird die Nukleotidaus-
tauschgeschwindigkeit geschwindigkeitsbestimmend, so dass die Zugabe von ATP lediglich
zu einer geringen Beschleunigung der Reaktion fuhrt. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass
die Adenylylierungsdomdne von DrrA auch bei der Adenylylierung von Sec4 eine Substrat-

praferenz fiir GTP-gebundenes Protein hat.
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5 Diskussion und Ausblick

5.1 DrrA-katalysierter Nukleotidaustausch

Das Protein DrrA aus Legionella pneumophila wurde als erstes Protein beschrieben, das GEF-
und GDF-Aktivitat in einem Protein vereint (Machner und Isberg, 2007; Ingmundson et al.,
2007). Diese zwei beschriebenen Aktivitaten von DrrA wurden in dieser Arbeit ndher charak-
terisiert. Die Ergebnisse der Untersuchung der Nukleotidaustauschaktivitat sind in Abbildung
5-1 a dargestellt. Da in humanen Zellen bisher nur ein Nukleotidaustauschfaktor fir Rabl —
der TRAPP-Komplex — identifiziert wurde und die Nukleotidaustauschaktivitat des humanen
Komplexes bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht charakterisiert wurde, sind in Abbildung 5-1 b
zum Vergleich die Daten dargestellt, die Chin et al. (2009) fur das Rab1-Homolog aus Hefe —
Yptl — mit dem TRAPPI-Komplex aus Hefe und GDP ermittelt haben. Wahrend der Kps; der
beiden Interaktionen, der die Affinitdt des GEFs fiir den Rab:GDP-Komplex beschreibt, eine
vergleichbare GroRRe hat, unterscheiden sich die tbrigen kinetischen Parameter der Nukleo-
tidfreisetzung: der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Nukleotidfreisetzung (k.s) ist
fur DrrA mit 7,6 s ungefdhr um einen Faktor 50 schneller als fur den TRAPPI-Komplex. Der
signifikanteste Unterschied liegt allerdings in der Gleichgewichtsdissoziationskonstante der
Rab:GEF-Komplexe in Abwesenheit von Nukleotid (Kp,), die fiir den Rab1:DrrA-Komplexe mit
3 pM fiinf GroBenordnungen geringer ist als bei dem Ypt1:TRAPPI-Komplex. Da die Nukleoti-
daffinitat von Yptl nach den Messungen von Chin et al. (2009) drei GroRenordnungen gerin-
ger ist als die Affinitdt von Rab1, ware es denkbar, dass der TRAPP-Komplex aus humanen
Zellen im Verlauf der Evolution eine starkere Nukleotidaustauschaktivitat entwickelt hat. Es
ist allerdings davon auszugehen, dass DrrA eine noch hohere katalytische Aktivitat und eine
starkere Affinitat fir Rab1 entwickelt hat, um in Legionellen-infizierten Zellen die Kompetiti-
on mit dem naturlichen Rab1-GEF zu erleichtern.

Die Nukleotidaustauschaktivitdt von DrrA ist mit einer katalytischen Effizienz von
2,2:10° M*s™ und einem k,“ von 7,6 s* &hnlich stark wie die Nukleotidaustauschaktivitit
von Sec? fir Secd (k4 15,3 st und k4“/Kps 3,1-105 Ms?t (Itzen et al., 2007)). DrrA gehort
somit zu den katalytisch effizientesten bisher beschriebenen Nukleotidaustauschfaktoren fir
Rab-Proteine. Die ebenfalls in dieser Arbeit charakterisierten Nukleotidaustauschfaktoren
Connecdenn und Rabex5 zeigen mit 4,1-3-104—1,5-105 Ms?t (Connecdenni.sp3-Rab35) und

4,1-103'—2,9-104 M s (Rabex5135.397-Rab5a) geringere katalytische Effizienzen als DrrA, wobei
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Connecdenn ein deutlich starkerer Nukleotidaustauschfaktor fir Rab35 ist als Rabex5 fir
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Abbildung 5-1: Thermodynamische und kinetische Parameter der Interaktion von Rablb
mit GDP und DrrA (a) im Vergleich mit der Interaktion von Yptl mit TRAPPI und GDP (b)

Die in dieser Arbeit ermittelten oder berechneten (calc) Werte sind in schwarz und rot dar-
gestellt. Kpy(cale) in () wurde unter Verwendung des mit GDP bestimmten KD3 Wertes be-
rechnet. Die in (b) dargestellten Messwerte sind von Chin et al. (2009) und bestehen aus den
Daten, die ohne globales Fitting ermittelt wurden.



5 Diskussion und Ausblick 107

5.2 GDI-Freisetzung durch DrrA

Die in der Literatur beschriebene GDF-Aktivitat von DrrA wurde in dieser Arbeit ndher unter-
sucht, und es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Freisetzung von GDI auf dem von
DrrA katalysierten Nukleotidaustausch zu GTP basiert. Der Nukleotidaustausch zu GTP ver-
ringert die Affinitdt von GDI fir Rabl sehr stark, so dass eine Reassoziation des Rab:GDI-
Komplexes nach dem Nukleotidaustausch nicht erfolgt (Abbildung 4-12). Der DrrA-
katalysierte Nukleotidaustausch erfolgt dabei ausschliellich nach der Dissoziation des
Rab:GDI-Komplexes, so dass die Geschwindigkeit der GDI-Freisetzung von der spontanen
Dissoziation von Rab und GDI abhéangig ist. Da die Deletion von DrrA in Legionella pneumo-
phila eine nahezu vollstdandige Inhibition der Rab1-Rekrutierung zur Legionellenvakuole be-
wirkt (Machner und Isberg, 2006), ist DrrA mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir die Rekrutie-
rung von Rabl aus dem Rab1:GDI-Komplex verantwortlich. Eine ektopische Expression von
DrrA in Sdugerzellen fuhrt zu einer Mislokalisation von Rab1 an der Plasmamembran, an der
auch DrrA lokalisiert werden kann (Murata et al., 2006). Da an der Plasmamembran auf-
grund der natlirlichen intrazelluldaren Lokalisation von Rab1 kein GDF fir Rabl zu erwarten
ware, ist davon auszugehen, dass die fiir DrrA in vitro beobachtete GDI-Freisetzung durch
Nukleotidaustausch auch in vivo zu einer Lokalisation von Rabl an die Membran fihrt, an
der DrrA lokalisiert ist. Dies bedeutet, dass DrrA durch seine Nukleotidaustauschaktivitat die

spezifische Rekrutierung von Rabl an eine Membran bewirken kann.

5.3 Interaktion von verschiedenen Rab-Proteinen mit GDI

Rab7 im Komplex mit GDP zeigt eine um mehrere GréBenordnungen héhere Affinitat fir GDI
im Vergleich zu Rab7:GTP (Wu et al., 2010). Sofern diese nukleotidabhangigen Affinitatsun-
terschiede fiir anderen Rab-Proteine zutreffen, kann aus thermodynamischen Gesichtspunk-
ten jeder Nukleotidaustausch zu GTP und somit jeder Nukleotidaustauschfaktor die Freiset-
zung von Rab-Proteinen aus dem Rab:GDI-Komplex und somit auch die intrazellulare Lokali-
sation eines Rab-Proteins an einer spezifischen Membran bewirken. Da die Geschwindigkeit
der GDI-Freisetzung in diesem Fall von der spontanen Dissoziation des Rab:GDI-Komplexes
abhangig ist, wurden in dieser Arbeit die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten und Affi-
nitdten von verschiedenen Rab:GDI-Komplexen bestimmt. Da die Membranrekrutierung von

Rabl aus dem Rab1:GDI-Komplex durch DrrA-katalysierten Nukleotidaustausch erfolgen
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kann, sollte iberprift werden, ob sich die Interaktion von Rab1l mit GDI deutlich von ande-
ren Rab-Proteinen unterscheidet.

Zur Charakterisierung der Rab:GDI-Interaktion wurden Rab-Proteine eingesetzt, die mit Far-
nesyl-NBD (C15) modifiziert waren. Diese C-terminale Modifikation ist deutlich weniger hyd-
rophob als die in Zellen beschriebene doppelte Modifikation mit Geranylgeranyl(Cy)-
Gruppen, wodurch eine bessere Loslichkeit der Rab-Proteine erreicht werden kann. Basie-
rend auf den flr Rab7 ermittelten Daten, sollten sich die Affinitaten der zweifach Geranylge-
ranylierten nicht sehr stark von Farnesyl-NBD-modifizierten Rab-Proteinen unterscheiden
(4,5 nMvs. 13 nM, Wu et al., 2010). Zur Bestimmung der Affinitdt von Rab7-digeranylgeranyl
wurde allerdings eine C-terminale Aminosaure mit einer Dansylgruppe modifiziert, und es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Affinitdt hierdurch beeinflusst wurde. Im Ge-
gensatz zur relativ gleichbleibenden Affinitat ist die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
des zweifach prenylierten Rab7 bei der Interaktion mit GDI um ca. einen Faktor zehn gerin-
ger als bei Farnesyl-NBD-modifizierten Rab7 (0,0034 s vs. 0,031 s™). Daher kann vermutet
werden, dass die in dieser Arbeit fiir Rab-Proteinen mit einer Farnesyl-NBD-Modifikation
ermittelten Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten der Rab:GDI-Komplexe, aufgrund der
geringeren Hydrophobizitdt der Farnesyl-NBD-Gruppe im Vergleich zu zwei Geranylgeranyl-
resten, etwas groRRer als die der nativ modifizierten Proteine sind.

In Tabelle 5-1 sind die in dieser Arbeit ermittelten kinetischen Parameter der Interaktion von
GDI mit verschiedenen Rab-Proteinen zusammengefasst. Die Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstanten der verschiedenen Rab:GDI-Komplexe weisen erstaunliche Unterschiede auf und
variieren lber zwei GroRenordnungen, wodurch sich die Affinitdten der einzelnen Komplexe
ebenfalls um mehrere GroBenordnungen unterscheiden. Wahrend Rab35 mit einer sehr ho-
hen Affinitat an GDI bindet (52,6 pM-0,43 nM), ist die Interaktion von Rab5 mit GDI mit einer
Gleichgewichtsdissoziationskonstante von 14,5 nM deutlich schwacher. Die Ursache fiir die
unterschiedlichen Affinitaten liegt dabei im Wesentlichen in den Differenzen der Dissoziati-
onsgeschwindigkeitskonstanten.

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde neben Rab7 lediglich die Affinitdit des Rab9:GDI-
Komplexes und des Rab3:GDI-Komplexes untersucht (Shapiro und Pfeffer, 1995; Schalk et al.,
1996). Auch in diesen Messungen zeigte sich, dass es offenbar deutliche Unterschiede zwi-

schen den verschiedenen Rab:GDI-Komplexen gibt, da unter gleichen Bedingungen fiir den
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Tabelle 5-1: Geschwindigkeitskonstanten und Affinitaten der Rab:GDI-Interaktionen

Rab Kofr [s™] Kon [Ms] Kott / Kon Kp (Gleichgewichtstitration)
Rab1b-f-NBD 0,0277 1,1-107 2,6 nM -
Rab5a-f-NBD 0,1449 1,0-10’ 14,5 nM 11,7 nM

3,810 52,6 pM (Kon1)
4,6'106 0,43 nM (kon,Z)
6,6:10° 0,44 nM (kon1)
1,410°  2,1nM (Kon2)

Rab35-f-NBD 0,0020 ca.1nM

Sec4-f-NBD 0,0029 2,9nM

Rab3:GDI Komplex mit 450 nM eine deutlich geringere Affinitat als fir den Rab9:GDI-
Komplex (50 nM) ermittelt wurde (Shapiro und Pfeffer, 1995; Schalk et al., 1996). Aufgrund
der Tatsache, dass in den beschriebenen Messungen Detergenz verwendet wurde, das die
Interaktion von Rab und GDI abschwiécht (Shapiro und Pfeffer, 1995), sind die so ermittelten
Affinitaten erwartungsgemaR deutlich geringer als die in dieser Arbeit ermittelten Affinita-
ten.

Die biologische Relevanz der Affinitatsunterschiede liegt eventuell in den variienden C-
terminalen Sequenzen der Rab-Proteine begriindet. Der C-Terminus von Rab35 ist mit acht
Lysinen und zwei Argininen, denen lediglich zwei Aspartate gegenlberstehen, sehr stark po-
sitiv geladen, wahrend die anderen in dieser Arbeit untersuchten Rab-Proteine eine relativ
geringe Nettoladung in der hypervariablen Region besitzen. Die starke positive Ladung des C-
Terminus von Rab35 sollte, analog zur Polylysinsequenz von K-Ras, spezifisch die Assoziation
mit der Plasmamembran verstarken (Leventis und Silvius, 1998; Roy et al., 2000). Hierdurch
ware fir eine effektive Extraktion durch GDI eine hohere Affinitdt des Rab:GDI-Komplexes
erforderlich.

Sowohl die Affinitat von Rab1l fiir GDI als auch die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
der Interaktion dhneln den fiir Rab7-f-NBD ermittelten Werten und liegen im Vergleich zu
den anderen Rab-Proteinen in einem intermedidren Bereich. Basierend auf den kinetischen
Parametern der Interaktion der verschiedenen Rab-Proteine mit GDI, sollte daher neben
Rab1 auch fir andere Rab-Proteine ein intrazelluldrer Lokalisationsmechanismus, basierend

auf Nukleotidaustausch, moglich sein.
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5.4 GDI-Freisetzung und Rab Lokalisation durch Nukleotidaustauschfaktoren

Neben der Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten der Rab:GDI-Interaktion ist die Nukleo-
tidabhangigkeit der Rab:GDI-Affinitdten sowie die katalytische Effizienz und Affinitdt des
Nukleotidaustauschfaktors fiir die Effektivitdt der GDI-Freisetzung durch Nukleotidaus-
tauschfaktoren relevant, worauf im Folgenden naher eingegangen wird.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Sec4, Rab5 und Rab35 ebenfalls aus einem
Komplex mit GDI durch Nukleotidaustausch zu GTP freigesetzt werden und dass diese Pro-
teine somit analog zu Rab7 einen nukleotidabhangigen Affinitatsunterschied bei der Bindung
von GDI aufweisen. Analog zu den Experimenten mit den DrrA-Nukleotidaustauschmutanten
zeigen auch die verschiedenen Rab:GEF-Komplexe eine Abhadngigkeit der beobachteten GDI-
Freisetzungsgeschwindigkeit von der katalytischen Effizienz des Nukleotidaustauschfaktors.
Die Dissoziation des Sec4-f-NBD:GDI-Komplexes erfolgt in Anwesenheit von 1 uM Sec2 sehr
viel schneller als in Anwesenheit des katalytisch deutlich weniger aktiven Rabin8 in der glei-
chen Konzentration (Abbildung 4-17). Unter den gewahlten Konzentrationsbedingungen er-
folgte daher nicht bei jedem von GDI dissoziierten Sec4-Molekiil ein Nukleotidaustausch, so
dass die GEF-Aktivitat die Geschwindigkeit der GDI-Freisetzung bestimmte. Bei der Messung
der GDI-Freisetzung aus dem Rab5- bzw. Rab35-Komplex zeigt sich unter den gleichen Be-
dingungen eine Limitierung der GDI-Freisetzungsgeschwindigkeit durch die spontane Disso-
ziationsrate der Rab:GDI-Komplexe (Abbildung 4-18). Dies zeigt sich deutlich darin, dass die
GDI-Freisetzung aus dem Rab5:GDI-Komplex durch Rabex5 deutlich schneller ist als die GDI-
Freisetzung aus dem Rab35:GDI-Komplex, obwohl Connecdenn eine deutlich starkere kataly-
tische Nukleotidaustauschaktivitat aufweist als Rabex5. Die Geschwindigkeit der Freisetzung
von Rab-Proteinen aus dem Komplex mit GDI durch GTP-Beladung ist somit von der katalyti-
schen Effizienz der Nukleotidaustauschfaktoren und der Dissoziationsgeschwindigkeitskons-

tante der Rab:GDI-Komplexe abhangig.

5.5 Modifikation der Rab:GDI-Interaktion

Das Gleichgewicht zwischen membrangebundenen und cytosolischen Rab-Proteinen kann
innerhalb der Zelle durch mehrere posttranlsationale Modifikationen moduliert werden,
wodurch die Menge der fiir den Nukleotidaustausch verfligbaren Rab-Proteine gesteuert

werden kann.
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In einer Studie von Steele-Mortimer et al. (1993) wurde nachgewiesen, dass die mit Rab5
und Rab4 in der Zelle assoziierten GDI-Molekile in einer phosphorylierten Form mit zum Teil
mehreren Phosphatgruppen vorliegen. Es ist allerdings unklar, an welchen Resten das isolier-
te GDI modifiziert ist und inwieweit die Phosphorylierungen einen Einfluss auf die Aktivitat
von GDI gegeniiber Rab-Proteinen haben. Fiir zwei Kinasen wurde allerdings gezeigt, dass sie
eine Phosphorylierung von GDI katalysieren, die die Membran-Cytoplasma-Verteilung von
Rab-Proteinen beeinflusst. Durch die Proteinkinase p38a kann die Membranextraktionsfa-
higkeit von GDI-1 fiir Rab5 deutlich gesteigert werden (Cavalli et al., 2001). Diese verstarkte
Extraktionsfahigkeit von GDI deutet auf eine erhéhte Affinitat von GDI fiir Rab5 hin. Da in
dieser Arbeit nur mit unmodifiziertem GDI gearbeitet wurde, stellt dies eventuell die Ursa-
che fur die in dieser Arbeit ermittelte verhaltnismassig niedrige Affinitdt des Rab5a-f-
NBD:GDI-Komplexes, dar. Durch Phosphorylierung von GDI kdnnte eventuell die Affinitat des
Rab5:GDI-Komplexes deutlich gesteigert werden.

Waihrend die p38a Phosphorylierung vermutlich an S121 erfolgt (Cavalli et al., 2001), wurde
fir die Serum- und Glucocorticoid-induzierbare Kinase 1 (SGK1) gezeigt, dass sie die Phos-
phorylierung von GDI-1 an S213 katalysiert (Liu et al., 2010). Auch diese Phosphorylierung
steigert die cytoplasmatisch Rab:GDI Menge — in diesem Fall fir Rab4 (Liu et al., 2010). Wei-
terhin wurde fiir GDI-2 eine Tyrosinphosphorylierung berichtet, die zu einer Steigerung der
cytoplasmatischen Rab4:GDI-Komplexkonzentration fuhrt (Shisheva et al., 1999). Es ist un-
klar, wie die Phosphorylierung von GDI das Gleichgewicht zwischen cytoplasmatischen und
membrangebundenen Rab-Proteinen beeinflussen kann. Fiir GDI-2 konnte allerdings gezeigt
werden, dass die Mutation von Tyrosin 249 zu Valin zu einer selektiven Veranderung der
Membranextraktionsfahigkeit von GDI fur verschiedene Rab-Proteine fiihrt, d.h. einige Rab-
Proteine wurden mit einer geringeren Effektivitat als zuvor extrahiert und fir andere Rab-
Proteine zeigt sich eine gesteigerte Extraktionsfahigkeit (Shisheva et al., 1999). Diese Ergeb-
nisse lassen vermuten, dass kleine Veranderungen der Oberflache von GDI, z.B. auch durch
posttranslationale Modifikationen, potenziell die Affinitat von GDI fiir Rab-Proteine — even-
tuell sogar selektiv flr einige spezifische Rab-Proteine — verandern kdnnen.

Neben der posttranslationalen Modifikation von GDI wurden auferdem verschiedene Modi-
fikationen an Rab-Proteinen beschrieben. Im Verlauf der Mitose werden Rabla und Rab4
durch Cdk1 phosphoryliert (Bailly et al., 1991). Bei Rab4 bewirkt die C-terminale Modifikati-

on mit einer Phosphatgruppe, die nach dem Ende der Zellteilung wieder entfernt wird, eine
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Erhohung der cytoplasmatischen Konzentration von Rab4 (Bailly et al., 1991; van der Sluijs et
al., 1992), wahrend bei Rabl die cytoplasmatische Konzentration durch die Phosphorylie-
rung leicht verringert wird (Bailly et al., 1991). Phosphorylierung von Rab6 durch Protein
Kinase C (PKC) fuhrt wiederum zu einer Erhohung der cytoplasmatischen Konzentration
(Fitzgerald und Reed, 1999).

Mechanismen, die zur Verdnderung der Lokalisation von Rab-Proteinen aufgrund von Phos-
phorylierungen fiihren, wurden bisher noch nicht ndher untersucht. Es kann aber eindeutig
gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Rab und GDI eine potentiell reversible Modi-
fikation darstellt, die zur Modulation der cytoplasmatischen Rab Menge von Zellen genutzt
wird.

In dieser Arbeit wurden mit Ausnahme von Rab5 ausschliefllich Rab-Proteine verwendet,
deren Sequenz mit zwei Cysteinen endet. Ca. 30 % der humanen Rab-Proteine enden aller-
dings mit einem C-terminalen CXC-Motiv, das nach der Prenylierung in der Zelle als Substrat
einer Carboxymethylierungsreaktion dient (Smeland et al., 1994). Auch bei Rab-Proteinen,
die ein C-terminales CaaX-Motiv aufweisen, das keine zwei direkt aufeinanderfolgenden Cys-
teine wie Rab5 (CCSN) enthalt, erfolgt nach der proteolytischen Abspaltung des aaX-Motivs
eine C-terminale Carboxymethylierung durch die Methyltransferase lcmt (Leung et al.,
2007). Bei einer Deletion dieser Methyltransferase in Sdugerzellen zeigen Rab-Proteine, die
als Substrat des Enzyms dienen, eine intrazellulare Umverteilung mit erhohten Rab:GDI-
Komplexkonzentrationen im Cytoplasma (Leung et al., 2007). Diese Konzentrationserhéhung
ist auf eine verstarkte Membranextraktion durch GDI zurlickzufiihren (Leung et al., 2007),
was entweder auf eine Verstarkung der Interaktion des Rab-Proteins mit GDI oder auf eine
Verringerung der Affinitat des Rab-Proteins fiir die Membran aufgrund der fehlenden hydro-
phoben Modifikation zurlickzufiihren ist. Da es sich bei der Carboxymethylierung um einen
potenziell reversiblen Vorgang handelt (Chelsky et al., 1985), ware es moglich, dass mit Hilfe
der Carboxymethylierung die im Cytoplasma an GDI gebundene verfligbare Menge eines
speziellen Rab-Proteins reguliert werden kann.

In zukiinftigen Studien sollte in vitro ndher untersucht werden, inwieweit die posttranslatio-
nalen Modifikationen die Interaktion verschiedener Rab-Proteine mit GDI verdandern und ob
diese Modifikationen die Dissoziationsgeschwindigkeit der Rab:GDI-Komplexes und somit die
Zuganglichkeit der Rab-Proteine fiir den Nukleotidaustausch verdandern. Die bisher beschrie-

benen Phosphorylierungen von Rab-Proteinen und GDI sind in der Regel nicht dauerhaft ak-
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tiv, sondern werden als kurzzeitige zelluldre Antwort auf spezifische Bedingungen aktiviert.
Daher ist davon auszugehen, dass keine dauerhafte Phosphorylierung der Proteine vorliegt
und die in dieser Arbeit ermittelten Affinitaten und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten
in vivo relevant sind. Die Phosphorylierung von GDI durch p38a stellt eventuell einen Son-
derfall dar, da diese Kinase ohne spezielle extrazelluldre Stimuli aktiv zu sein scheint (Cavalli
et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher versucht, den Einfluss dieser Phosphory-
lierung auf die Interaktion von Rab und GDI zu untersuchen. Eine Phosphorylierung von GDI
mit aktiver p38a Kinase konnte allerdings nicht reproduziert werden. In Zukunft sollte die
Affinitdt von Rab5 und auch anderen Rab-Proteinen fiir eine Oberflaichenmutante von GDI,

die die beschriebene Phosphorylierung imitiert, ndher untersucht werden.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die DrrA-katalysierte Adenylylierung von Rab-Proteinen
die Freisetzung von Rab aus dem Rab:GDI-Komplex bewirkt, da sie die Affinitat des Rab:GDI-
Komplexes um mindestens 5 GroRenordnungen reduziert. Auch diese Freisetzung von GDI
erfolgt ohne Beschleunigung der Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante des Rab:GDI-
Komplexes, d.h. dass lediglich vom Rab:GDI-Komplex freigesetzte Rab-Proteine als Substrat
der Adenylylierung dienen kdnnen. Die Adenylylierung dient in Legionellen infizierten Zellen
vermutlich im Wesentlichen dazu, die Rab-Proteine auf der Legionellenvakuole zu fixieren,
da Deaktivierung des Rab-Proteins durch ein GAP-Protein und die Extraktion durch GDI ver-
hindert wird. Eventuell wird durch die Modifikation auch die Interaktion mit weiteren Effek-
torproteinen beeinflusst.

Es ist unklar, ob das einzige bisher beschriebene GDF-Protein, Yip3/PRA1, in der Lage ist, die
Dissoziationsgeschwindigkeit von Rab:GDI-Komplexen zu erhdohen. Dies scheint aufgrund der
Tatsache, dass es nicht in einem terndaren Komplex mit Rab und GDI nachgewiesen werden
kann, fraglich (Hutt et al.,, 2000). Weiterhin kann die Assoziation von Rab9 aus einem
Rab9:GDI-Komplex an endosomale Membranen, die Yip3/PRA1 enthalten sollten, durch die
Zugabe von GDI inhibiert werden (Soldati et al., 1994). Auch dies zeigt, dass Yip3/PRA1 ver-
mutlich nicht die Dissoziation des Rab9:GDI-Komplexes beschleunigen kann. Die Tatsache,
dass Yip3/PRA1 in katalytischen Mengen einen Rab9:GDI-Komplex dissoziieren und die Reas-
soziation des Komplexes verhindern kann (Sivars et al., 2003), deutet auf eine Modifikation
der Interaktion hin, die durch eine Veranderung der Rab:GDI-Interaktionsflache erfolgen

kann. Dies lasst vermuten, dass die in dieser Arbeit fiir DrrA ermittelten Mechanismen der
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GDI-Freisetzung durch Adenylylierung eventuell Parallelen zu der beschriebenen GDI-
Freisetzung durch Yip3/PRA1 aufweisen.

DrrA kann Rab-Proteine durch Adenylylierung modifizieren und dadurch ihre Reassoziation
mit GDI nach einer erfolgten Komplexdissoziation inhibieren. Durch Einfiihren der posttrans-
lationalen Modifikation ist DrrA so prinzipiell, ahnlich wie Yip3/PRA1, in der Lage, in katalyti-
schen Mengen Rab:GDI-Komplexe zu dissoziieren.

Wahrend die Adenylylierung durch DrrA allerdings primadr an aktivierten Rab-Proteinen er-
folgt, wirde Yip3/PRA1 vermutlich GDP-gebundene Rab-Proteine modifizieren. Durch die
membranstandige Modifikation von Rab-Proteinen kdnnte Yip3/PRA1 ein membranlokali-
siertes Rab-Reservoir erzeugen, dass durch Demodifikation zur GEF-katalysierten Aktivierung
freigegeben werden kdnnte. Dieses Reservoir wiirde eine Entkopplung der relativ langsamen
Rab:GDI-Komplexdissoziation von der Aktivierung ermdéglichen.

Die GDI-Freisetzung durch Adenylylierung kann nicht als GDI Displacement Faktor-Aktivitat in
ihrem urspriinglichen Sinn betrachtet werden, da DrrA nicht mit dem Rab:GDI-Komplex in
Wechselwirkung tritt, sondern nach der spontanen Dissoziation des Rab:GDI-Komplexes die
Reassoziation des Komplexes durch Modifikation der Interaktionsflaiche verhindert. Kinasen
konnten einen ahnlichen Mechanismus zur Modifikation der intrazellularen Rab Verteilung

nutzen.

5.6 Rekrutierung von Rab-Proteinen durch Nukleotidaustausch

Es ist unklar, ob die intrazellularen Konzentrationsbedingungen eine ausreichende Rekrutie-
rung von Rab-Proteinen durch Nukleotidaustausch in einem fiir die Signaltransduktion an-
gemessenen Zeitrahmen generell ermoglichen und ob die spontane Dissoziation der
Rab:GDI-Komplexe, mit oder ohne posttranslationale Modifikationen, ausreichend memb-
ranrekrutierbare Rab-Proteine zur Verfiigung stellt. Bei den Uberlegungen hierzu sollte in
Betracht gezogen werden, dass in der Zelle zur Initiation eines Signaltransduktionsprozesses
die Rekrutierung von allen vorhandenen Molekiilen eines bestimmten Rab-Proteins sicher
nicht sinnvoll ware, da hierdurch keine inaktive Fraktion im Cytosol verbleiben wiirde, die in
weiteren Signaltransduktionsprozessen aktiviert werden konnte. Die Interaktion mit GDI
kann daher sicherstellen, dass dem GEF nur kleine Mengen des Rab-Proteins zur Verfligung

stehen, um eine vollstandige Aktivierung des gesamten zelluldren Rab-Pools zu verhindern.
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Fiir verschiedene GEF-Proteine wurde in vivo nachgewiesen, dass ihre Aktivitat fur die Loka-
lisation der Rab-Proteine essentiell ist. Die endosomale Lokalisation des Rab35-Homologs in
Caenorhabditis elegans Zellen, die eine Mutation im Connecdenn-Homolog rme-4 aufwei-
sen, ist z.B. deutlich gestort (Sato et al., 2008). Weiterhin fliihrt die Depletion des Rab21-
GEF-Proteins Varp durch siRNA zu einer diffusen cytoplasmatischen Verteilung von Rab21
(Zhang et al., 2006). Auch die Deletion von Ricl in Hefezellen — einem Teil des Ricl-Rgp1-
GEF-Komplexes — fuhrt zur Mislokalisation seines Substrats Ypt6 (Siniossoglou et al., 2000).
Eine diffuse cytoplasmatische Verteilung von Sec2 in Hefezellen, die durch die Deletion des
C-Terminus des Proteins ausgeldst werden kann, fuhrt zu einer Mislokalisation von Sec4
(Ortiz et al., 2002). Die natiirliche Lokalisation des Ypt31 Effektors Sec2, kann durch die Ex-
pression von Ypt31 regeneriert werden, und diese Relokalisation von Sec2 fiihrt zu einer
partiellen Regenerierung der Sec4 Lokalisation (Ortiz et al., 2002). Die endoplasmatische
Lokalisation von endogen exprimiertem Rab5 S34N — einer Nukleotidbindungsmutante, die
eine erhohte GDP-Affinitat aufweist — kann durch die gleichzeitige Expression von Rabex-5
erreicht werden (Mattera und Bonifacino, 2008). Diese Membranlokalisation von Rab5 ist
allerdings von der Membranlokalisation von Rabex-5 abhdngig (Mattera und Bonifacino,
2008).

Fiir den Mon1-Ccz1-Komplex, der in einer weiteren Rab-Kaskade als Rab5-Effektor Rab7 ak-
tiviert, wurde sogar ein Zusammenhang mit der Dissoziation von GDI nachgewiesen (Kinchen
und Ravichandran, 2010). Die endogene Expression von Monla und Ccz1 und somit die Er-
héhung der intrazellularen GEF-Konzentration filihrte zu geringeren Rab7:GDI-
Komplexkonzentration, wahrend die Inhibition der Membranrekrutierung des GEFs durch
Expression einer Rab5-Bindungsmutante von Mon1 oder Expression von Rab5 S34N zu einer
deutlichen Erhohung der Rab7:GDI-Komplexkonzentration fiihrte (Kinchen und
Ravichandran, 2010).

Die Lokalisation der Nukleotidaustauschfaktoren scheint somit in vielen Fallen fiir die Lokali-
sation von Rab-Proteinen essentiell, und die in dieser Arbeit gezeigten Experimente demons-
trieren, dass dies auf den Nukleotidaustausch zu GTP und die damit verbundene Verringe-
rung der Affinitat fur GDI zurlckzufiihren ist. Diese Relevanz des Nukleotidaustauschs zeigt
sich auch bei der Assoziation von Rab5 mit Membranen von permeabiliserten Zellen nach
Inkubation mit einem Rab5:GDI-Komplex, da in Anwesenheit von 1 mM GDP die Membra-

nassoziation von Rab5 deutlich eingeschrankt ist (Ullrich et al., 1994). Auch die Lokalisation
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von Rab9, aus einem Rab9:GDI-Komplex, an endosomalen Membranen scheint ohne Nukleo-
tidaustausch trotz der potenziellen Anwesenheit von Yip3/PRA1 nicht méglich, da ein Uber-
schuss GDP die Rekrutierung in einem in vitro Assay inhibierte (Soldati et al., 1994).

Aus thermodynamischer Sicht zeigen die in dieser Arbeit ermittelten Daten, dass jeder Nuk-
leotidaustauschfaktor die Dissoziation des Rab:GDI-Komplexes durch Nukleotidaustausch zu
GTP bewirken kann. Dies bedeutet, dass die korrekte Lokalisation der Rab-Proteine innerhalb
der Zelle prinzipiell durch die Lokalisation der GEF-Proteine gesteuert werden kann, da der
Nukleotidaustausch zu GTP die Membranextraktion durch GDI verhindert. Die groRe Anzahl
der relativ spezifischen Nukleotidaustauschfaktoren, die eine feste intrazelluldre Lokalisation
aufweisen, konnte die korrekte Lokalisation der Rab-Proteine ermdoglichen.

Obwohl die oben beschriebenen in vivo Daten aus der Literatur zeigen, dass die korrekte
Lokalisation der Nukleotidaustauschfaktoren in vielen Fallen fiir die Membranrekrutierung
der Rab-Proteine essentiell ist, muss dies nicht in allen Féllen bedeuten, dass eine korrekte
Lokalisation des GEF-Proteins und der Nukleotidaustausch zu GTP hinreichend fur die Rekru-
tierung des Rab-Proteins ist. /n vivo Studien mit Rab27 zeigen, dass durch die spezifische Mu-
tation von Bindungsstellen, die die Interaktion mit dem Nukleotidaustauschfaktor Rab3GEP
nicht verandern, die Lokalisation von Rab27 durch Rab3GEP inhibiert werden kann (Tarafder
et al., 2011). Obwohl auch in dieser Veroffentlichung gezeigt wurde, dass der Nukleotidaus-
tausch essentiell fiir die Lokalisation von Rab27 ist, zeigt das Ergebnis deutlich, dass andere
Faktoren die Zuganglichkeit der Rab-Proteine fur den Nukleotidaustausch und somit die Lo-
kalisation beeinflussen kénnen. Der Nukleotidaustausch mit den in dieser Arbeit untersuch-
ten GEF-Proteinen erfolgte ausschlieflich nach Dissoziation der Rab-Proteine von GDI. Auf-
grund der relativ variablen Dissoziationsgeschwindigkeiten muss die Interaktion von Rab und
GDI in der Zelle vermutlich durch mehrere Modifikationen individuell reguliert werden, so
dass die Menge der Rab-Proteine, die fir die Aktivierung zur Verfiigung steht, je nach Situa-
tion variiert werden kann. Diese Modifikationen waren ebenso wie der Nukleotidaustausch
fiir die Membranlokalisation von Rab-Proteinen essentiell. Sofern die Modifikation allerdings
im Cytoplasma erfolgt, beeinflusst sie nicht die Lokalisation der Rab-Proteine an einer spezi-
fischen Zielmembran. Diese Zielmembran wiirde dann durch den Nukleotidaustauschfaktor
definiert. Neben einer cytoplasmatischen Modifikation wéare auch eine membranstdndige
Modifikationsaktivitat fir Rab-Proteine zur Verringerung der Rab:GDI-Affinitdt, wie sie in

dieser Arbeit fir DrrA demonstriert werden konnte, denkbar. Dieser Mechanismus wiirde
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ebenfalls die Lokalisation von Rab-Proteinen an einer speziellen Membran bewirken. Ob an-
dere Proteine wie z.B. Yip3/PRA1, dhnlich wie DrrA eine membranspezifische Modifikation
der Rab-Proteine bewirken und so neben dem Nukleotidaustausch als weitere Faktoren die
intrazellulare Lokalisation von Rab-Proteinen beeinflussen kdnnen, sollte in Zukunft naher

untersucht werden.
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