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5                Einleitung 

1 Einleitung 

1.1 Die Immunabwehr 

Jeder vielzellige Organismus wird permanent von einer Vielzahl von pathogenen Bakterien, Viren, Pilzen 

und Parasiten bedroht. Diese Pathogene werden über die Atmung und die Nahrung aufgenommen oder sie 

versuchen die Außenhülle des Wirtes zu kolonisieren bzw. sie zu durchdringen. Ohne ein Immunsystem 

würden viele dieser Pathogene in den Zellen oder den sie umgebenden Flüssigkeiten gedeihen 1,2. Die 

Abwehr von Krankheitserregern und Parasiten ist somit ein ständiger Prozess.  

Die Virulenz eines Pathogens für seinen Wirt beruht auf einer Vielzahl von Faktoren wie z.B. Endotoxi-

nen, Exotoxinen 3. Die Bedrohung durch Krankheitserreger führte im Laufe der Evolution zu der Ent-

wicklung einer Vielzahl von Abwehrmechanismen. Dabei kam es zu einer Co-Evolution zwischen den 

Infektionsmechanismen der Pathogene und den Abwehrmechanismen der Wirte 4-7.  

Um sich vor Krankheitserregern und Parasiten zu schützen muss der Organismus diese erkennen und eli-

minieren können.  

Beim Menschen erfolgt die Immunantwort durch zwei parallel wirkende, jedoch miteinander verflochtene 

Systeme: die unspezifische Resistenz und die spezifische Immunität. Die Systeme unterscheiden sich vor 

allem in ihrer Aktivierungszeit und ihrer Lernfähigkeit. An beiden Abwehrmechanismen sind sowohl zel-

luläre als auch humorale Faktoren beteiligt. 

Die unspezifische Resistenz ist angeboren und richtet sich gegen alle „Fremdlinge“ im Körper. Diese an-

geborene Immunität ist ein System, dass im Laufe der Evolution schon sehr früh entstanden ist. Es bildet 

die erste Linie bei der Abwehr von Pathogenen 8. Die angeborene Immunität besteht unter anderem aus 

mechanischen und chemischen Sperren, die eine Infektion verhindern sollen. Die Effektorsysteme der 

angeborenen Immunität bestehen aus zirkulierenden Molekülen und Abwehrzellen, die direkt nach dem 

Eindringen eines pathogenen Organismus aktiviert werden. Die Erkennung von Fremdkörpern erfolgt 

anhand von konservierten molekularen Mustern, die mit den Pathogenen assoziiert werden (PAMPs: pa-

thogen-associated molecular patterns) wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS) oder bakterielle CpG DNA 9. 

Die PAMPs werden von spezifischen Rezeptoren erkannt (PRRs: pattern recognition receptors) wie z.B. 

den TOLL-ähnlichen Rezeptor. Dieser konservierte Rezeptor konnte in Drosophila und in Säugern nach-

gewiesen werden 9. 

Die humorale Abwehr der angeborenen Immunität wird von einer Vielzahl löslicher Proteine wie dem 

Lysozym und den Cytokinen übernommen. Die Cytokine werden von den Monozyten und den 

Makrophagen produziert und induzieren als Immunbotenstoffe u.a. die vermehrte Bildung von Abwehr-

zellen. Zu den Cytokinen gehören u.a. die Interferone und die Interleukine. Für die unspezifische zelluläre 
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Immunantwort sind die neutrophilen Granulozyten, die Monozyten und die Makrophagen verantwortlich. 

Diese werden durch chemische Botenstoffe zu einer Infektion oder Wunde gelockt und phagozytieren die 

Fremdstoffe. 

 

Bei Vertebraten gibt es zusätzlich eine spezifische Abwehr, die aus einer erworbenen, adaptiven Immuni-

tät besteht. Diese zeichnet sich durch die Generierung und Aktivierung von antigenspezifischen T- und 

B-Zellen aus. Die spezifische Abwehr wird durch den Kontakt mit dem Krankheitserreger erworben.  

Bei der spezifischen Immunität bilden die B-Lymphozyten und die von ihnen gebildeten Antikörper die 

Grundlage der humoralen Immunantwort. Diese Antikörper erkennen extrazelluläre Pathogene und kör-

perfremde Stoffe und können diese eliminieren. Wenn die B-Lymphozyten über das Blut und die Lymph-

bahnen auf einen Fremdkörper treffen und ihn als Antigen erkennen, wandeln sie sich in Plasmazellen um 

und beginnen mit der Produktion von Antikörpern. Nach der Abwehr der Infektion bleiben einige 

B-Zellen, als Teil der erworbenen Immunität, als B-Gedächtniszellen erhalten.  

Infektionen durch intrazelluläre Krankheitserreger können durch die spezifische humorale Immunantwort 

nicht erkannt werden. Sie werden durch die zelluläre, adaptive Immunantwort bekämpft, bei der die 

T-Lymphozyten eine wichtige Rolle spielen. Die T-Lymphozyten werden im Thymus gebildet und zirku-

lieren in den Blut- und Lymphbahnen. Sie tragen auf ihrer Zelloberfläche strukturspezifische Rezeptoren, 

mit denen sie an antigenpräsentierende Zellen andocken. Wenn eine Zelle körperfremde Peptide präsen-

tiert, beginnt sich der angedockte T-Lymphozyt zu teilen und spezielle T-Zellen (cytotoxische T-Zellen, 

T-Helferzellen und T-Suppressorzellen) zu bilden. Die cytotoxischen T-Zellen sind auf die Abwehr von 

Viren spezialisiert. Sie lysieren Zellen, die von Viren befallen wurden. Die T-Helferzellen sind sowohl an 

der humoralen als auch an der zellulären Abwehr beteiligt. Sie beginnen mit der Produktion und dem aus-

scheiden von Cytokinen und stimulieren die Differenzierung und Vermehrung geeigneter B-Zellen und 

cytotoxischer T-Zellen sowie die Bildung langlebiger T-Gedächtniszellen. Die T-Suppressorzellen kon-

trollieren die Immunreaktion und können sie bei Bedarf hemmen und die Ausschüttung der Cytokine re-

duzieren.  

 

Sowohl die unspezifische als auch die spezifische Abwehr verfolgen dasselbe Ziel. Sie unterscheiden sich 

jedoch deutlich in ihrer Aktivierungszeit und ihren Aktivierungsmechanismen. Die Systeme der angebo-

renen Immunität werden innerhalb von Sekunden und Minuten nach Eindringen eines Organismus aktiv. 

Diese Reaktionen laufen bei allen weiteren Kontakten in der gleichen Reihenfolge und Geschwindigkeit 

ab. Die adaptive Immunreaktion wird beim ersten Kontakt mit einem Erreger oder Antigen erst nach Ta-

gen oder Wochen aktiv. Durch die Erinnerungsfähigkeit der spezifischen Immunität wird die Reaktion 

mit jedem weiteren Kontakt spezifischer und schneller. Die Erinnerungsfähigkeit beruht auf der Bereit-

stellung langlebiger Gedächtniszellen.  

Die angeborene und die erworbene Immunität sind durch Effektorzellen verknüpft, die bei beiden Syste-

men aktiviert werden 9-11. 
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1.2 Cytokine 

Die Cytokine bilden eine Familie von Botenstoffen, zu der unter anderem die Interleukine,  Interferone 

und die Tumor Nekrosefaktoren  gehören. Es sind Proteine, die nach einem entsprechenden Stimulus von 

Zellen synthetisiert und sezerniert werden. Die Cytokine steuern eine Vielzahl von lebenswichtigen Vor-

gängen, zu denen die Hämatopoese, die Angiogenese, die Embryogenese, die Chemotaxis und die Koor-

dination der Immunantwort gehören. So wird zum Beispiel der komplexe Vorgang der Reifung der B- 

und T-Lymphozyten maßgeblich durch Cytokine dirigiert 12. Sie können sowohl eine stimulierende als 

auch eine abschwächende, regulatorische Funktion haben. Dies ist oft davon abhängig, mit welchem Zell-

typ die Cytokine in Wechselwirkung treten 13. 

Die Koordination und Regulierung der angeborenen Immunität erfolgt u.a.  durch die Aktivierung der 

Interferone des Typ I, dem Tumor Necrosis Factor α (TNF-α) und den Interleukinen IL-1, IL-6, IL-10, 

IL-12, IL-15. Die adaptive Immunität wird u.a. durch die Interleukine IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IL-16, 

IL-17 sowie Interferon des Typs II stimuliert 12,14,15.  

 

Eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr von Viren und anderen intrazellulären Pathogenen haben die 

Interferone. Die Interferone werden in zwei Typen aufgeteilt, die unterschiedliche Funktionen in der Im-

munabwehr haben 16. Die Interferone-α, -β, -ϖ und -τ werden als Type I und das Interferon-γ als Type II 

bezeichnet. Die Unterscheidung der Interferone basiert auf ihrer Proteinsequenz, ihrer zellulären Her-

kunft, sowie auf den unterschiedlichen Rezeptoren. Durch beide Typen von Interferon wird ein antiviraler 

Zustand in ihren Zielzellen stimuliert. Dadurch wird die Replikation des Virus blockiert oder herabge-

setzt, während die Synthese von Enzymen stimuliert wird, die mit viralen Prozessen interferieren 17,18. 

Außerdem können sie das Wachstum ihrer Zielzellen verlangsamen und sie anfälliger für die Apoptose 

machen.  

 

Virale, doppelsträngige RNA löst in den infizierten Zellen die Ausschüttung von Interferonen des Typs I 

aus. Dieses wird während einer Infektion vor allem durch eine Subpopulation von unreifen dendritschen 

Zellen gebildet 19-21. Bei Interferon-α handelt es sich um eine Familie von zehn eng verwandten Protei-

nen. Von den drei anderen Interferonen des Typs I ist bisher nur jeweils eine Form des Proteins bekannt. 

Interferon β wurde bei Menschen und Mäusen, Interferon ϖ nur beim Menschen sowie Interferon τ bei 

Wiederkäuern nachgewiesen.  

Die Funktion der Interferone des Typs I (IFN I) ist die Inhibierung der viralen Replikation sowie die In-

duktion des Haupthistokompatibilitätskomplexes der Klasse I (MHC-I) bei nicht infizierten Zellen. Es 

induziert die Ausschüttung von Interleukin-15, das die Entwicklung der T-Gedächtniszellen und die der 

natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) fördert. Außerdem stimuliert sie beim Menschen die Diffe-

renzierung von TH1-Helferzellen (einer Subpopulation der T-Helferzellen) 12. 
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Das Interferon γ (IFN-γ) ist das einzige des Typs II. In Zellen, die dieses Signal empfangen, wird unter 

anderem die Herstellung von Proteinen induziert, die eine wichtige Funktion bei der Immunabwehr aus-

üben. Zu den am stärksten exprimierten Proteinen gehören die Guanylat-bindenden Proteine der 47-kDa 

und die der 65-kDa Familie wie zum Beispiel das humane Guanylat-bindende Protein 1 22. Das IFN-γ in-

duziert antivirale Funktionen und aktiviert Makrophagen, welche bei der Abwehr von Mikroorganismen 

die stärksten Mitglieder der angeborenen Immunität sind 23. Anders als die Interferone des Typs I wird 

Interferon-γ nur von aktivierten NK-Zellen, den TH1-Zellen und in Präsenz der Immunbotenstoffe Inter-

leukin IL-12, IL-18 sowie des Tumornekrosefaktors-α (TNF-α) durch aktivierte dendritische Zellen und 

Makrophagen produziert. Dabei stellt die Expression von IFN-γ durch die TH1-Zellen ein wichtiges Ver-

bindungsglied zwischen der erworbenen Immunität und der auf Makrophagen basierenden angeborenen 

Immunität dar 15,18,24.  

 

Die Aktivierung der Transkription der Resistenzgene erfolgt bei den beiden Interferon Typen über den  

JAK-STAT-Signalweg 25. 

1.3 Der JAK-STAT-Signalweg 

Eine gemeinsame Eigenschaft der Interferone des Typs I und II ist es, über den JAK-STAT-Signalweg 

(JAK: Janus-Kinase, STAT: signal transducer and activators of transcription) eine direkte Signalweiterlei-

tung in den Nukleus zu ermöglichen 25. Dies führt zu einer schnellen Änderung des Expressionsmusters 

einer Vielzahl von Genen, die an der angeborenen und erworbenen Immunität beteiligt sind 17,18,22,26-29.  

Die Abbildung 1 zeigt die Signalwege für die Interferone des Typs 1 und 2. Die Interferone des Typs I 

binden an einen Klasse II Cytokine Rezeptor, der aus je einem Proteinmolekül des IFN-α-Rezeptors 1 

(IFNAR 1) und des IFN-α-Rezeptors 2 (IFNAR 2) gebildet wird. Diese sind mit den Janus-Kinasen 

TYK2 bzw. JAK1 assoziiert. Die Bindung eines Interferons des Typs I führt zu einer Heterodimerisierung 

der Rezeptoren IFNAR1 und IFNAR2 und zu einer Aktivierung der Janus-Kinasen. Die aktivierten Janus-

Kinasen phosphorylieren den Rezeptor. Dadurch entsteht eine Bindungsstelle für die SH2-Domänen von 

nachgeschalteten Signalproteinen wie den STAT-Proteinen 1 und 2. Die gebundenen STAT-Proteine 

werden phosphoryliert und dimerisieren als STAT1-Homodimere oder STAT1-STAT2-Heterodimere. 

Die Dimere dissoziieren von dem Rezeptor und werden in den Nukleus importiert. Die STAT1-STAT2-

Heterodimere bilden mit dem DNA-bindendem-Protein IRF9 (Interferon Regulatory Factor) einen hete-

rotrimeren Transkriptionsfaktoren-Komplex, der ISGF3 genannt wird. Dieses ISGF3 bindet die DNA an 

das ISRE, dem Interferon-Stimulated Response Element. Das STAT1-Homodimer bindet als Transkripti-

onsfaktor-Komplex die DNA an das GAS-Element der Interferon-γ-active site. 
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Abbildung 1: Die Interferone des Typs I und II aktivieren beide den JAK-STAT-Signalweg 26. Die Interferone des Typs I bzw. II binden an 

ihre jeweiligen Rezeptoren (IFNAR 1 bzw. 2, IFNGR 1 bzw. 2) und aktivieren die an den Interferon–Rezeptor gebundenen Janus-Kinasen 

(JAK1, JAK2 oder TYK2). Die Janus-Kinase phosphoryliert ein Tyrosin einer Untereinheit des Rezeptors. Durch die Phosphorylierung entsteht 

eine Bindungsstelle für die SH2-Domäne von nachgeschalteten Signalproteinen wie den STAT-Proteinen (Signal Transducer and Activators of 

Transcription). Diese werden phosphoryliert, dissoziieren und bilden Dimere. Am Rezeptor der Typ I Interferone (IFNAR 1) binden STAT1 und 

STAT2. Die phosphorylierten Proteine bilden  STAT1-Homodimere sowie STAT1-STAT-2Heterodimere. Am Rezeptor für die Typ II Interfero-

ne (IFNGR 2) binden nur STAT1-Proteine. Die phosphorylierten Proteine dissoziieren und bilden Homodimere. Die STAT-Dimere werden in 

den Zellkern importiert. Im Nukleus interagieren die STAT1-STAT2-Heterodimere mit dem IRF9-Protein und binden die DNA an das ISRE 

(Interferon-stimulated Response Element). Die STAT1-Homodimere binden die DNA an der GAS-Sequenz  (Interferon-γ -activated site). 

 

Das Interferon-γ (IFN-γ) bindet an einen Rezeptorkomplex, der durch die Dimerisierung je eines Prote-

inmoleküls des Interferon-γ-Rezeptors 1 (IFNGR1) und des Interferon-γ-Rezeptors 2 (IFNGR2) gebildet 

wird. Diese sind mit den Janus-Kinasen JAK1 bzw. JAK2 assoziiert. Die Bindung eines Interferons des 

Typs II führt zu einer Heterodimerisierung der Rezeptoren IFNGR1 und IFNGR2 und zu einer Aktivie-

rung der Janus-Kinasen. Die aktivierten Janus-Kinasen phosphorylieren den Rezeptor. Dadurch wird eine 

Bindungsstelle für die SH2-Domänen des STAT1-Proteins gebildet. Die gebundenen STAT1-Proteine 

werden phosphoryliert und dimerisieren als STAT1-Homodimere. Die Dimere dissoziieren von dem Re-

zeptor und werden in den Nukleus importiert. Dort binden sie, wie die durch den Signalweg der Interfe-

rone des Typs I gebildeten STAT1-Homodimere, die DNA an das GAS-Element.  
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1.4 Die Interferon induzierte intrazelluläre Immunantwort 

Neben der Immunabwehr, die auf Zell-Zell-Interaktionen basiert, gibt es eine unabhängige Immunant-

wort, die innerhalb einer Zelle stattfindet. Diese beruht auf einer durch Interferon induzierten, intrazellu-

lären Inaktivierung der Pathogene.  

Bei der intrazellulären Immunantwort werden verschiedene antivirale Proteine aktiviert, die über ver-

schiedene Reaktionswege die Transkription und die Translation von Viren blockiert 26. Zu den antiviralen 

Proteinen, deren Eigenschaften besonders gut charakterisiert sind, gehören die dsRNA-abhängige Protein 

Kinase (PKR), das 2´-5´-Oligoadenylat Synthetase System (OAS), die Mx-Proteine sowie die 47-kDa und 

die 65-kDa Familien der Guanylat-bindenden Proteine 18,22,29-31. Die Eigenschaften der PKR und der OAS 

werden in den folgenden Abschnitten zusammengefasst. Die Beschreibung der Mx-Proteine und der 

GBPs erfolgt in dem Abschnitt über die GTP-bindenden Proteine. 

1.4.1 Die dsRNA-abhängige Protein Kinase (PKR) 

Die PKR ist eine Serin/Threonin Kinase, die durch die Interferone des Typs I und II induziert wird. Durch 

die Bindung von dsRNA wird die PKR aktiviert. Dabei kommt es zu einer Konformationsänderung, bei 

der eine katalytische Domäne zugänglich wird. Die aktivierte PKR dimerisiert und es erfolgt eine 

Phosphorylierung der interagierenden Proteinmoleküle. Die PKR katalysiert die intermolekulare 

Phosphorylierung von sechs Proteinsubstraten. Dazu gehört die α-Untereinheit des Initationsfaktors der 

Translation eIF2. Die Phosphorylierung von eIF2α führt zu einer schnellen Inhibierung der Translation 
18,29. Der antiproliferative Effekt von Interferon-α ist zum Teil auf die PKR zurückzuführen. 

1.4.2 Das 2´-5´-Oligoadenylat Synthetase System (OAS) 

Das 2´-5´-Oligoadenylat Synthetase System (OAS) wird durch die Bindung von dsRNA aktiviert. Die 

Bindung von dsRNA induziert die Synthese von kurzen 2´-5´-Oligoadenylaten. Die 2´-5´-Oligoadenylate 

binden mit einer hohen Affinität an die Endoribonuklease L (RNAseL). Die RNAseL wird dadurch akti-

viert und dimerisiert. Die aktivierte RNAseL induziert die Spaltung von einzelsträngiger RNA (ssRNA) 

einschließlich mRNA. Außerdem wird die 28S ribosomale RNA gespalten. Die Spaltung der ssRNA und 

der 28S ribosomalen RNA verhindert die Translation 18,29.  
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1.5 Allgemeine Eigenschaften der GTP-bindenden  

Proteine 

Die Familie der GTP-bindenden Proteine besitzt eine zentrale Rolle bei vielen zellulären Prozessen. Dazu 

gehören die Proteinbiosynthese, die intrazelluläre Signalweiterleitung, der vesikuläre Transport und die 

Kontrolle des Wachstums und der Differenzierung der Zelle 32.  

Die GTP-bindenden Proteine können anhand ihrer Funktion und von Sequenzhomologien in fünf Super-

familien eingeteilt werden. Dies sind: die α-Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine (Gα), die klei-

nen GTPasen der Ras-Superfamilie (Ras, Rho, Ran, Rab, Arf, etc), die Translationsfaktoren der Protein-

biosynthese (IF-2, EF-Tu, EF-G, RF-3), der Signalerkennungspartikel SRP und sein Rezeptor SR, sowie 

die großen GTP-bindenden Proteine (z. B. Dynamin, GBP, Mx). Zusätzlich gibt es GTP-bindende Protei-

ne, die sich keiner dieser Familien zuordnen lassen (z. B. Septine, Fuzzy Onions (Fzo1), p190-RhoGAP).  

Einige Mitglieder der Familie der GTP-bindenden Proteine, wie die Mx-Proteine und die GBPs, gehören 

zu den Proteinen, deren Expression durch die Interferone induziert wird. 

1.5.1 Sequenzmotive der G-Domäne 

Zwei  Eigenschaften haben alle GTP-bindenden Proteine gemeinsam: die Mg2+-abhängige Bindung von 

GTP und die Hydrolyse von GTP zu GDP und  Orthophosphat. Diese Eigenschaften werden durch die in  

Abbildung 2 gezeigten konservierten Sequenzmotive vermittelt 33. 
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bbildung 2: Konservierte Sequenzmotive von GTP-bindenden Proteinen.  Die α-,β- und γ-Phosphate des Nukleotids werden durch das G1-

otiv kontaktiert. Das Mg2+ wird durch das G1-Motiv und das nachfolgende Threonin (G2) koordiniert. Das γ-Phosphat wird zusätzlich durch 

as Glycin des dritten Sequenzmotives (G3) kontaktiert. Für die spezifische Erkennung der Guaninbase sind die Motive G4 und G5 verantwort-

ich. Das fünfte Motiv ist nur in der Ras-Familie konserviert. (x: beliebige Aminosäure) 

as Motiv G1 33 (GxxxxGK(S/T)) wird auch als P-Schleife 34 oder Walker A Motiv 35 bezeichnet. Die 

-Schleife kontaktiert das α-, β- und γ-Phosphat des Nukleotids. Der Kontakt erfolgt über mehrere Amid-

asserstoffe der Hauptkette sowie über die ε-Aminogruppe des Lysins. Die Koordination des Mg2+-Ions 

er GTP- und GDP-gebundenen Form erfolgt über die Hydroxylgruppe des Serins oder des Threonins. 

as zweite Motiv (G2) ist ein hoch konserviertes Threonin, das im Schalter I-Bereich bzw. in der Effek-

orregion der kleinen GTP-bindenden Proteine liegt 36. Die Hydroxylgruppe dieses Threonins ist an der 
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Koordination des Mg2+-Ion beteiligt. Zusätzlich kontaktiert es mit dem Amidwasserstoff seiner Hauptket-

te das γ-Phosphat des Nukleotids. Das als G3 bezeichnete dritte streng konservierte Bindungsmotiv DxxG 

liegt im Schalter II (switch II). Durch das Glycin des G3-Motives wird das γ-Phosphat des Nukleotids 

kontaktiert. 

Die Interaktionen der Motive G2 und G3 finden nur in der GTP-gebundenen Form statt. Durch die Inter-

aktionen des hoch konservativen Threonins und des Glycins mit dem γ-Phosphat wird die Nukleotid-

hydrolyse in eine Konformationsänderung umgesetzt 37-40. 

Für die spezifische Erkennung der Guaninbase ist das Motiv G4 ((N/T)KxD) verantwortlich. Das Motiv 

G4 bindet die Base, indem es zwei Wasserstoffbrücken zwischen der Seitenkette des Aspartats und der 

Base bildet. Die Struktur der Nukleotidbindungsstelle wird von den beiden anderen konservierten Resten 

des Motivs G4 stabilisiert. Die Stabilisierung erfolgt durch Kontakte zur P-Schleife.  

Das Motiv G5 (SAK) ist nur in der Ras-Familie konserviert und ist dort an der Erkennung der Guaninbase 

beteiligt. Das Amidproton des Alanins ist entscheidend an der Diskriminierung der Adeninbase beteiligt 
41. 

Die GTP-bindenden Proteine, deren dreidimensionale Struktur aufgeklärt ist, haben eine überraschend 

einheitliche zentrale nukleotidbindende Domäne. Die Strukturen von Ras 38,42,43, den Ras-homologen Pro-

teinen wie Rho 44, Rab 45 und Arf 46, sowie anderen GTP-bindenden Proteinen wie der α-Untereinheiten 

des heterotrimeren G-Proteins Gi 
47, Transducin 48, dem Elongationsfaktor Tu aus E. coli 49, hGBP1 50,  

sowie FtsY und FfH 51,52 weisen auf ein gemeinsames Ursprungsprotein hin. Die Faltungseinheit dieses 

Proteins, die so genannte G-Domäne, wurde während der Evolution konserviert. 

 

1.5.2 Der GTPase-Zyklus der GTP-bindenden Proteine 

Viele der fundamentalen zellulären Prozesse werden durch GTP-bindende Proteine reguliert. Der    

GTPase-Zyklus dieser Proteine verläuft nach einem gemeinsamen Prinzip von GTP-Bindung und Hydro-

lyse 32,33. 

Bei den meisten GTP-bindenden Proteinen wird die biologische Aktivität durch einen Zyklus zwischen 

einer GTP- und einer GDP-gebundenen Form reguliert. Im GDP-gebundenen Zustand sind die Proteine in 

der Regel inaktiv. Durch den Austausch von GDP gegen GTP werden die Proteine in einen aktiven Zu-

stand überführt. Die Hydrolyse des GTP zu GDP und Orthophosphat inaktiviert das Protein wieder. 

Wie lange sich das Protein im aktiven Zustand befindet wird damit durch die Geschwindigkeit der GTP-

Hydrolyse bestimmt.  

 

Die Abbildung 3 zeigt am Beispiel der kleinen GTPase Ras den GTPase-Zyklus der meisten GTP-

bindenden Proteine. 
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Abbildung 3: Der GTPase-Zyklus von GTP-bindenden Proteinen. Ein GTP-bindendes Protein wie z.B. Ras wird durch den Austausch des 

Nukleotids vom GDP-gebundenen in den GTP-gebundenen Zustand überführt. Durch den Nukleotidaustausch wird das Protein in den aktiven 

Zustand überführt. Der Austausch von Guanosin-Diphosphat (GDP) gegen Guanosin-Triphosphat (GTP) wird durch Guanosinnukleotid-

Austausch-Faktoren (GEF) katalysiert. Der Austausch bewirkt eine Konformationsänderung und aktiviert die GTPase. Das aktive GTP-bindende 

Protein kann an seine Effektorproteine binden. Die Hydrolyse von GTP zu GDP und Orthophosphat (Pi) kann durch GTPase-aktivierende Protei-

ne (GAP) beschleunigt werden. Durch die Hydrolyse wird das Protein inaktiviert.  

 

Der Austausch von GDP gegen GTP wird durch einen Guaninnukleotid-Austausch-Faktor (GEF) kataly-

siert. Der Austausch des Nukleotids führt zu einer Konformationsänderung und der Aktivierung des Pro-

teins. Das aktive GTP-gebundene Protein kann mit Effektorproteinen interagieren. Die Inaktivierung der 

GTP-bindenden Proteine erfolgt durch die Hydrolyse des GTP zu GDP und Orthophosphat. Die Hydroly-

se kann durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP) beschleunigt werden. 

 

1.6  Große GTP-bindende Proteine 

In der Dynaminfamilie werden einige der großen GTP-bindenden Proteine zusammengefasst 53. Als Dy-

namin-verwandte Proteine werden unter anderem folgende Proteine bezeichnet: dasVacuolar-Protein-

Sorting-1-Protein (Vps1p), das Dynamin-related-Protein (Dnm1p), das Mitochondrial Genome Mainte-

nance 1-Protein (Mgm1p), das Arabidopsis-Dynamin like Protein 1 (ADL1), das Mx-Protein und die 

Guanylat-bindenden Proteine (GBP). 

Die Proteine der Dynaminfamilie besitzen einige gemeinsame Merkmale, die sie von anderen GTPasen 

unterscheiden. Die Größe dieser Proteine liegt zwischen 60 und 100 kDa. Die Abbildung 4 zeigt ein wei-

teres Merkmal dieser Familie. Sie besitzen alle eine GTPase-Domäne (G-Domäne), eine Mitteldomäne 

und eine GTPase-Effektor-Domäne (GED). Die GTPase-Effektor-Domäne (GED) wurde ursprünglich als 
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Coiled-coil-Domäne bezeichnet. Die echten Dynamine haben zwischen der GTPase-Domäne und der 

Mitteldomäne eine PH-Domäne (Pleckstrin Homology). An ihrem C-Terminus besitzen sie eine prolin- 

und argininreiche Domäne (PRD-Domäne).  

Die Proteine der Dynaminfamilie unterscheiden sich in ihren biochemischen Eigenschaften von anderen 

GTP-bindenden Proteinen. Charakteristisch für die großen GTP-bindenden Proteine ist eine niedrige 

Nukleotidaffinität und eine hohe konzentrationsabhängige GTPase-Aktivität 54. Die GTPase-Aktivität 

wird durch eine nukleotidabhängige Oligomerisierung stimuliert. Ihre biochemischen Eigenschaften ver-

setzen die Proteine der Dynaminfamilie in die Lage, den GTPase-Zyklus schnell zu durchlaufen. Sie sind 

vermutlich nicht auf die Mithilfe von GAPs oder GEFs angewiesen. Für Dynamin konnte nachgewiesen 

werden, dass die GTPase-Effektor-Domäne (GED) die GTP-Hydrolyse stimuliert 55,56.  
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Abbildung 4: Domänenstruktur von Mitgliedern der Dynaminfamilie der großen GTP-bindenden Proteine. Alle Mitglieder enthalten eine 

GTPase-, eine Mittel- und eine GTPase-Effektor-Domäne. Echte Dynamine haben zwischen der Mitteldomäne und der GED eine PH-Domäne 

und am C-Terminus eine Prolin- und Argininreiche Domäne (PRD). Andere Mitglieder verfügen über abweichende Segmente. Bis auf hGBP1 

weisen die anderen Mitglieder eine hohe Primärsequenzhomologie in der GTPase- und Mitteldomäne auf. Abkürzungen: h., Homo sapiens, s., 

Saccharomyces cerevisiae, c., Caenorhabditis elegans. (übernommen nach (Praefcke, 2001) 57) 

 

Es sind bisher erst wenige Proteine bekannt, die mit einem Protein der Dynaminfamilie interagieren.  

Für die Mitglieder der Dynaminfamilie konnte eine Funktion bei der Endocytose oder der Abwehr viraler 

und mikrobieller Pathogene nachgewiesen werden. Es konnte jedoch bisher nicht geklärt werden, ob es 

sich bei Dynamin und den Dynamin-verwandten Proteinen um molekulare Regulatoren oder um chemo-

mechanische Enzyme handelt 58. 
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1.6.1 Dynamin 

Dynamin ist zuerst als ein Mikrotubuli-bindendes Protein aus Rindergehirnen extrahiert worden 59,60. Eine 

Vernetzung und Bündelung von Mikrotubuli durch Dynamin ist in vitro, jedoch nicht in vivo nachweisbar 
61-63.  

Menschen verfügen über drei Dynamingene, die in verschiedenen Geweben exprimiert werden. Das Dy-

namin 1 wird spezifisch in neuronalem Gewebe exprimiert. Dynamin 2 ist ubiquitär, während Dynamin 3 

vor allem in den Hoden, der Lunge und im Gehirn exprimiert wird 63-65. 

Im Vergleich zu den kleinen GTP-bindenden Proteinen besitzt Dynamin eine hohe intrinsische GTPase-

Aktivität und eine niedrige Affinität zu GTP 66. Das nukleotidfreie Dynamin liegt bei einer physiologi-

schen Ionenstärke in einem Gleichgewicht aus Mono- und Tetrameren vor 67. In vitro lagern sich bei einer 

niedrigen Ionenstärke die Tetramere zu gestaffelten Ringen und Spiralen zusammen 68. Die Zusammenla-

gerung der Tetramere zu Ringen wird unter physiologischer Ionenstärke durch die Zugabe von GDP und 

Aluminium- oder Berylliumfluorid induziert 69. Unter Bedingungen, welche die Oligomerisierung von 

Dynamin fördern, kann die GTPase-Aktivität von Dynamin um das fünfzehnfache gesteigert werden 70-72.  

Die Röntgenstrukturanalyse der isolierten GTPase-Domäne von Dynamin A aus Dictyostelium discoi-

deum zeigt, dass die GTPase-Domäne das klassische Kernmotiv der G-Proteine einschließt, welches der 

GTPase-Domäne von Ras ähnelt 73. Die GTPase-Domänen von Dynamin A und Ras unterscheiden sich in 

einigen Punkten. So besteht sie nicht aus einem sechssträngigen β-Faltblatt, sondern aus einem zentralen 

achtsträngigem β-Faltblatt mit einer Insertion von 55 zusätzlichen Aminosäuren. Ein weiterer Unter-

schied ist die zusätzliche N-terminale Helix αA. Diese interagiert mit dem C-terminalen Ende der Helix 

α5, die am Ende der GTPase-Domäne liegt 73. Die beiden Helices bilden eine hydrophobe Furche.  

Die Mitteldomäne interagiert mit der GED 55,74,75.Über die PH-Domäne interagiert Dynamin mit verschie-

denen Phospholipiden. Die stärkste Interaktion erfolgt mit PI(4,5)P2 76-78. Die PH-Domäne ist essentiell 

für die Endocytose 79,80. Sie ist an der Homotetramerisierung nicht beteiligt und ist in vitro ein negativer 

Regulator für die GTPase-Aktivität 55.  

Die GED interagiert mit der GTPase-Domäne und der Mitteldomäne und bildet Dimere oder Tetramere 
55,56,74,75. Die Strukturdaten suggerieren, dass die hydrophobe Furche der GTPase-Domäne die Kontakt-

stelle für die GED sein könnte 73. Die Interaktion der isolierten GED mit Dynamin führt zu einer Er-

höhung der basalen GTPase-Aktivität, was eine Funktion der GED als GAP nahe legt 56.  

Die PRD enthält Bindungsstellen für die SH3-Domänen einer Vielzahl von Proteinen 81-88. Diese Interak-

tionen sind für die Endocytose essentiell, da Dynamin  durch diese Interaktion zu den Clathrin umhüllten 

Vertiefungen der Membran gebracht wird 89. Durch die Interaktion der PRD mit der SH3-Domäne ver-

schiedener Proteine wie z.B. GRB2 sowie durch die Bindung von Phospholipiden durch die PH-Domäne 

wird die GTPase-Aktivität stimuliert 90.  
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Die cDNA von Dynamin ist zu 81 % homolog zu dem shibire Lokus in Drosophila melanogaster 91,92. 

Die temperatursensitive Mutante shibire führt bei der nicht permissiven Temperatur zu einer schnellen 

und reversiblen Lähmung der adulten Drosophila 93. Die Lähmung kann auf einen Defekt bei der Endocy-

tose zurückgeführt werden 94-96, bei dem es an der Plasmamembran zu einer Akkumulation von Clathrin 

umhüllten Vertiefungen (coated pits) kommt 95. Dies führt zu einer Verarmung der Synapsen an Vesikeln 
94. Die essentielle Funktion von Dynamin bei der Clathrin vermittelten Endocytose wird durch Dynamin-

Mutanten bestätigt. In Zellkulturexperimenten wird die Endocytose blockiert, wenn die Zellen mit Dyna-

min-Mutanten transfiziert werden, die GTP nur schwach binden und hydrolysieren 97-99. Die Mutation 

führt zu einer gleichmäßigen Verteilung von Dynamin an den Clathrin umhüllten Vertiefungen. Dynamin 

akkumuliert bei den Zellen der shibire Mutante sowie bei Zellen, die mit dem schwer hydrolysierbaren 

GTP-Analog GTPγS behandelt werden, an den Hälsen der sich bildenden Clathrin umhüllten Vertiefun-

gen 94,100. Eine Anlagerung von Dynamin an die Clathrin umhüllten Vertiefungen wird verhindert, wenn 

die Interaktion der PRD von Dynamin mit den SH3-Domänen anderer Proteine blockiert ist 89,101.  

Isoliertes Dynamin lagert sich in vitro an anionische Liposome an und formt diese in einer helikalen 

Struktur zu geordneten Röhren. Eine Verengung des Durchmessers der Dynamin-Lipidröhren bis hin zu 

einer Abschnürung von Vesikeln kann durch die Zugabe von GTP, nicht aber von GDP oder GTP-

Analoga induziert werden 102. Der genaue Mechanismus der Vesikelabschnürung ist unklar.  

 

 
Abbildung 5: Dynamin als mechanochemische GTPase (nach Song &Schmid, 2003 58).  Dynamin lagert sich an die Clathrin umhüllte Vertie-

fung an und sammelt sich am Hals des sich einschnürenden Vesikels. Die Abbildung zeigt zwei verschiedene Modelle der  Abschnürung. Beim 

ersten Modell (1) erfolgt die Abschnürung des Vesikels durch eine Verengung des Dynamin-Helix-Rings. Bei einem zweiten Modell (2) erfolgt 

die Abschnürung durch eine Vergrößerung der Ganghöhe der Dynamin-Helix.  

 

Die Abbildung 5 zeigt zwei der möglichen Modelle, wie Dynamin als mechanochemische GTPase an der 

Abschnürung der Vesikel beteiligt ist. In einem vorgeschlagenen Modell (Abbildung 5 (1)) führt die Ver-
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engung der Dynamin-Helix um die Lipidröhre zur Vesikelbildung 102,103. In einem zweiten Modell 

(Abbildung 5 (2)) lagert sich Dynamin in Spiralen um die Lipidröhren und bewirkt eine schnelle Vergrö-

ßerung der Ganghöhe, die zu einer Vesikelabschnürung führt 104. Die Streckung der Helix könnte auch 

zusammen mit der Verengung der Lipidröhre zu einer Vesikelabschnürung führen 105,106. Ein weiteres 

Modell ist, dass die Plasmamembran durch Dynamin direkt destabilisiert wird, da die Insertion von Dy-

namin in die Membran die Oberflächenspannung verändert 107. 

 

Die Abbildung 6 zeigt, dass Dynamin wie die GTPasen der Ras- und Gα-Familien die Funktion eines 

molekularen Schalters haben könnte. Die GTP-gebundene Form von Dynamin bindet an die Clathrin um-

hüllten Vertiefungen. Es wird angenommen, dass die biologisch aktive Form von Dynamin die GTP-

gebundene Form ist. Im GTP-gebundenen Zustand rekrutiert oder aktiviert Dynamin die eigentliche Spal-

tungsmaschinerie, welche zur Abschnürung des Vesikels führt 56. 

 
Abbildung 6: Dynamin als eine regulatorische GTPase (nach Song & Schmid 58). Die GTP-gebundene Form von Dynamin lagert sich an die 

Clathrin umhüllten Vertiefungen an. In einem zweiten Schritt rekrutiert oder aktiviert Dynamin Effektormoleküle, die für die Abschnürung des 

Vesikels benötigt werden. 

 

Die typischen regulatorischen GTPasen interagieren mit einem GTPase-Aktivierendem-Protein (GAP). 

Die GED von Dynamin beeinflusst die GTP-Hydrolyse als ein intramolekulares GAP. Den Einfluss der 

GTPase-Aktivität und der GED auf die Endocytose zeigen die Mutation eines konservierten Arginins und 

eines konservierten Lysins in der GED. Die Stimulierung der GTPase-Aktivität durch die GED wird 

durch die Mutation eines konservierten Arginins in der GED inhibiert 56. Die verlangsamte GTPase-

Aktivität führt zu einer schnelleren Einschnürung der Vesikelhälse, während die eigentliche Abschnürung 

blockiert ist 56,108. Die Mutation des Lysins beeinflusst die Selbstassemblierung des Dynamins und blo-

ckiert die Einschnürung der Vesikelhälse 56,108. 

 

Bei dem Recycling synaptischer Vesikel gibt es eine Verbindung zwischen Dynamin und der Nucleoside 

Diphoshate Kinase (NDPK) 109. Dynamin hat eine niedrige Affinität für GTP und eine hohe GTP-

Hydrolyserate. Dynamin benötigt eine hohe zellulare Konzentration von GTP um optimal funktionieren 

zu können. Die hohen Konzentrationen von GTP können entweder durch eine cytosolische Aktivität oder 

durch die räumliche Nähe der NDPK bereitgestellt werden. Eine Interaktion der PRD von Dynamin 1 mit 

 



18                Einleitung 

der NDPK ist in vitro nachweisbar 110. Die Abbildung 7 zeigt ein mögliches Modell für die Wechselwir-

kung von Dynamin und der NDP-Kinase. 

  
Abbildung 7: Modell für die Regulierung der Funktion von Dynamin (nach Narayanan 111). Dynamin liegt in der GDP-gebundenen Form 

als Tetramer vor. Das GTP wird durch NDP Kinase gegen GTP ausgetauscht und die GTP-gebundene Form von Dynamin oligomerisiert. Die 

GTP-Hydrolyse wird durch die Intramolekulare GAP-Aktivität der GED stimuliert 56 und bewirkt in Dynamin eine Konformationsänderung 112, 

die zur Abschnürung des Vesikels führt.  

 

Dynamin liegt in der GDP-gebundenen Form als Tetramer vor. Der Austausch von GDP gegen GTP er-

möglicht eine Oligomerisierung von Dynamin. Die GED stimuliert die GTP-Hydrolyse und bewirkt eine 

Konformationsänderung, die zur Abschnürung eines Vesikels führt. 

In Drosophila melanogaster führt die Mutation des NDPK Gens in den temperatur-sensitiven shibire 

Mutanten (shits2) zu einer Verringerung der Temperatur, bei der die Lähmung auftritt 109. Es wird ange-

nommen, dass shits2 einen Defekt bei der Bindung von GTP hat 114. Es wird postuliert, dass die NDP-

Kinase für Dynamin ein Guaninnukleotid-Austausch-Faktor (GEF) ist 111.  

 

1.6.2 Dynamin-verwandte Proteine 

Neben den echten Dynaminen gibt es mehrere Dynamin-verwandte Proteine. Diese sind sich strukturell 

ähnlich, unterscheiden sich jedoch in ihrer Funktion 53,54.  In ihrer Struktur unterscheiden sich die Dyna-

min-verwandten Proteine von den Dynaminen durch das Fehlen der PH-Domäne und der PRD 

(Abbildung 4). Bei einigen der Dynamin-verwandten Proteine gibt es statt der PH-Domäne zwischen der 

Mitteldomäne und der GED eine Region mit unterschiedlicher Länge und Sequenz 53.  

Auf Grund ihrer unterschiedlichen Funktion werden die Dynamin-verwandten Proteine in vier Gruppen 

aufgeteilt 53,54. 

In der ersten Gruppe werden die Proteine zusammengefasst, die wie Dynamin am Vesikeltransport betei-

ligt sind 53,54. Zu ihnen gehören VPS1p aus S. cerevisiae 113 und dyn-1 aus C. elegans 114.  
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Die Proteine der zweiten Gruppe sind in die Teilung der Mitochondrien involviert 53,54. Obwohl die Tei-

lung der äußeren und inneren Membran der Mitochondrien zusammenhängen, sind zwei eigenständige 

Gruppen von Dynamin-verwandten Proteinen involviert 54. Die erste Untergruppe besteht aus den Protei-

nen, die an der Teilung der äußeren Membran beteiligt sind. Dazu gehören  Dnm1p in S. cerevisiae 115, 

DRP-1 in C. elegans 116 und Drp1/DLP1 117,118 in Säugetieren. Die Homologe Mgm1 aus S. cerevisiae 119, 

Msp1 aus S. pombe 120,121 und das humane OPA1 122,123 regulieren möglicherweise die Teilung der inneren 

Mitochondrienmembran.  

In der dritten Gruppe werden die pflanzlichen Vertreter der Dynamin-verwandten Proteine zusammenge-

fasst 54. Dazu gehören das Phragmoplastin/PDL 124,125 aus der Sojabohne und die Proteine ADL1, ADL2a, 

ADL2b und ADL3 aus Arabidopsis thaliana 126-128.  

Die letzte Gruppe besteht aus den Dynamin-verwandten Proteinen, die mit Interferon induziert werden 

können 54. Dies sind das Mx-Protein 129,130, die p47-Guanylat-bindenden Proteine (p47-GBPs) und die 

p67-GBPs 22. 

Die Primärsequenzen der Proteine der letzten Gruppe weisen nur geringe Homologien auf. Auf der Ebene 

der Primärsequenz sind nur die Mx-Proteine eindeutig mit den Dynaminen verwandt. 

1.6.2.1 Vps1p 

Das Dynamin-verwandte Vacuolar-Protein-Sorting-1-Protein (Vps1p) ist zuerst in S. cerevisiae nachge-

wiesen worden 113. Die GTPase-Domäne beeinflusst den Transport von Proteinen zur Vakuole, während 

die C-terminale Domäne mit der Golgi-Membran interagiert 131-133. Vps1p scheint im trans-Golgi-

Netzwerk in die Clathrin-vermittelte Bildung von Vesikeln involviert zu sein und dabei mit dem Protein 

Mvp1 zu interagieren 134,135. Eine weitere Funktion von Vps1p ist die Regulation der Anzahl der Peroxi-

somen. Durch eine Mutation von Vps1p wird die Anzahl der Peroxisomen auf ein bis zwei reduziert, die 

jedoch größere sind 136.  

1.6.2.2 Dnm1p 

Das Dnm1-Protein (Dynamin related) aus S. cerevisiae ist anhand seiner zu Vps1p, und Dynamin homo-

logen Primärsequenz als Dynamin-verwandtes Protein identifiziert worden 115. Das mit Dnm1p homologe 

Protein in Säugern ist Dlp1 (Dynamin-like-Protein 1) 118. Es ist auch als Drp1 (Dynamin-related protein) 
116 identifiziert worden. Weitere homologe Sequenzen sind aus C. elegans und S. pombe bekannt 116,120. 

Genetische und morphologische Studien zeigen, dass Dnm1 und Dlp1/Drp1 an der Kontrolle der Morpho-

logie und der Teilung der Mitochondrien beteiligt sind 137-141.  

Dnm1p besteht aus eine GTPase-Domäne, einer Mitteldomäne und einer GED.  Eine intakte GTPase-

Domäne ist essentiell für die Teilung der Mitochondrien 138. Die Oligomerisierung von Dnm1p erfolgt 

durch die Interaktion der C-terminalen Domänen 142. Die isolierte Mitteldomäne und die isolierte GED 
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bilden im Zwei-Hybrid-System Homodimere 142. Biochemisch zeigt Drp1/Dlp1 starke Ähnlichkeiten zu 

Dynamin. Es liegt bei physiologischen Bedingungen als Tetramer vor. Im Zwei-Hybrid-System interagie-

ren die GTPase- und die Mitteldomäne mit der C-terminalen GED 143. 

Mit Hilfe von Lokalisationsstudien kann gezeigt werden, dass ein Teil des Dnm1p und des Drp1/Dlp1 im 

Cytosol verbleibt. Das restliche Dnm1p und Drp1/Dlp1 bindet an die äußere Membran der Mitochondrien 
116,117,138,144. Die Spaltung der Mitochondrien erfolgt an den Stellen der Membran, an denen Gruppen von 

Dnm1 oder Drp1/Dlp1 binden 137,139,145-148. Das an die Membran gebundene Dnm1 interagiert mit Net2p 
149. Die Interaktion ist abhängig von der Nukleotidbindung 149.  

Die Spaltung der Mitochondrien besteht möglicherweise aus zwei unabhängigen Schritten. Bei dem ers-

ten Schritt kommt es zu einer Einschnürung der Membran, auf die eine Anlagerung von Dnm1 und die 

Spaltung folgt 150.     

Das Protein Drp1/Dlp1 ist nicht nur an der Morphogenese und Spaltung der Mitochondrien beteiligt. Eine 

weitere Funktion liegt in der Spaltung von Peroxisomen 151.  

1.6.2.3 Mgm1p 

Das Dynamin-verwandte Protein Mgm1p (Mitochondrial Genome Maintenance 1-Protein) wurde zuerst 

in S. cerevisiae Mutanten nachgewiesen, die unfähig sind, ihre mtDNA zu erhalten 119. Homologe Protei-

ne sind das Msp1p in Schizosaccharomyces pombe 120 und das menschliche Opa1 (Optic atrophy type 1) 
122,123. Die Bindung und Hydrolyse von GTP sowie die Oligomerisierung des Proteins sind essentiell für 

die Funktion von Mgm1p 152. Es wurde ursprünglich an der Oberfläche der äußeren Mitochondrienmemb-

ran lokalisiert 152,153. In anderen Studien wird es im Intermembranraum lokalisiert, wobei es fest an die in-

nere Mitochondrienmembran gebunden ist 154-156. Lokalisationsstudien von Msp1 zeigen, dass es auf der 

Matrixseite mit der inneren Mitochondrienmembran interagiert 121. Das menschliche Homolog Opa1 ist 

im Intermembranraum lokalisiert, wobei es an der inneren Mitochondrienmembran verankert ist 157.  

Mgm1p und seine Interaktionspartner Fzo1p und Ugo1p sind an der Fusion sowohl der inneren als auch 

der äußeren Mitochondrienmembranen beteiligt 153,154,156. Die Fusion der inneren und der äußeren Mito-

chondrienmembran sind gekoppelt. Bei Hefezellen, die kein Mgm1p bilden, kommt es zu einer Fragmen-

tierung der Mitochondrien. Der Verlust der GTPase-Aktivität von Mgm1p verhindert ebenfalls die Fusion 

der Mitochondrien 153.  

Von Mgm1 entstehen durch proteolytischen Verdau zwei unterschiedlich lange Isoformen. Für die Mor-

phologie der Mitochondrien und die Erhaltung der mtDNA ist die Bildung beider Isoformen notwendig 
154.      
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1.6.2.4 Pflanzliche Dynamin-verwandte Proteine 

Phragmoplastin/PDL ist das erste Dynamin-verwandte Protein, dass in Landpflanzen wie der Sojabohne, 

in einigen Algen und im Teichlebermoos nachgewiesen wurde 124,125,158. Während der Zellteilung ist es 

spezifisch mit den vom Golgi-Apparat abstammenden Vesikeln der Zellplatte assoziiert 124,125. Phrag-

moplastin fehlt wie den anderen Dynamin-verwandten Proteinen die PRD und die PH-Domäne 159. Über 

die Interaktion der GTPase-Domäne und der Mitteldomäne  benachbarter Moleküle oligomerisiert 

Phragmoplastin in helikalen Strukturen. In Gegenwart von GTP dissoziieren die Oligomere 159. 

Das ARC5-Protein aus A. thaliana ist ein Dynamin-verwandtes Protein, das eine spezifische Funktion bei 

der Teilung von Plastiden hat 160. Während der Teilung der Plastiden ist ARC5 als eine ringförmige 

Struktur auf der Oberfläche der äußeren Membran lokalisiert 160. Da in Prokaryonten kein homologes Pro-

tein für ARC5 nachgewiesen ist, könnte es evolutionär aus einem eukaryotischen Dynamin-verwandten 

Protein entstanden sein 160. 

Die in A. thaliana gefundenen ADL-Proteine (Arabidopsis-Dynamin like Protein) ADL1, ADL2a, 

ADL2b, ADL3 und ADL6 unterscheiden sich in ihrer Funktion und ihrer Lokalisation in der Zelle. 

Das ADL2a Protein ist in membrangebundenen Kompartimenten der Chloroplasten lokalisiert 126. Ab-

hängig von dem gebundenen Guaninnukleotid oligomerisiert es zu verschiedenen Strukturen 161. Das 

ADL2b gehört zu den Dynamin-verwandten Proteinen, die an der Teilung der Mitochondrien beteiligt 

sind 162. 

Die GTP-bindende Domäne von ADL3 zeigt nur wenige Homologien zu der GTP-bindenden Domäne 

anderer pflanzlicher Dynamin-verwandter Proteine. Anders als ADL1, ADL2a und ADL2b verfügt es 

jedoch wie ADL6 über eine PH-Domäne 163.  

Das ADL6-Protein besitzt wie Dynamin eine PRD und eine Domäne, die möglicherweise der PH-

Domäne der Dynamine entspricht 164. Es ist im trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert und am Vesikeltransport 

zur Vakuole beteiligt 164,165.   

1.6.3 Mx-Proteine 

Die Gene für die Mx-Proteine sind bei vielen Vertebraten vorhanden. Sie sind bei Fischen, Vögeln und 

Säugern nachgewiesen worden 130,166-170. Sie alle besitzen die für Dynamin-verwandte Proteine typischen 

drei Domänen: GTPase-Domäne, Mitteldomäne und GED. Zwischen der Mitteldomäne und der GED be-

findet sich eine relativ kurze Region, die möglicherweise ungeordnet ist. Anders als Dynamin und andere 

Dynamin-verwandte Proteine sind die Mx-Proteine nicht an eine Membran gebunden. 

Die Mx-Proteine werden durch Interferon α und β induziert 129. An Mx-transgenen Mäusen wurde nach-

gewiesen, dass sie eine kritische Funktion bei der Immunabwehr von RNA-Viren haben 171-173. Die meis-

ten Vertebraten besitzen zwei bis drei verschiedene Isoformen des Mx-Proteins, die verschiedene antivi-

rale Fähigkeiten besitzen. Nagetiere exprimieren sowohl cytosolische als auch nukleäre Isoformen der 

 



22                Einleitung 

Mx-Proteine, während die meisten anderen Vertebraten ausschließlich cytoplasmatische Mx-Proteine be-

sitzen.  

Der molekulare Mechanismus der antiviralen Funktion von Mx scheint davon abhängig zu sein, ob es 

sich um eine cytosolische oder nukleäre Form des Proteins handelt. Das nukleäre Mx1-Protein aus Mäu-

sen und Ratten blockiert die Replikation des Influenzavirus 174,175. Im Zwei-Hybrid-System interagiert 

Mx1 mit verschiedenen Kernkörperproteinen wie Sp100, Daxx und SUMO-1 176. Das cytoplasmatische 

Mx2-Protein inhibiert das Vesicular Stomatitis Virus (VSV) jedoch keine Influenza Viren 174,177.  

Es wurden bisher zwei Mx-Proteine im Menschen nachgewiesen. Das cytoplasmatische MxA-Protein 

verleiht eine Resistenz gegen das Influenzavirus, das Thogotovirus, das Masernvirus, das La Crosse Virus 

und gegen VSV 169,172,178,179. Die antivirale Aktivität des Proteins variiert dabei je nach Art des Virus. 

MxA inhibiert die Primärtranskription des VSV und des Masernvirus. Von beiden Viren ist bekannt, dass 

sie ihr Genom im Cytoplasma transkribieren 180. Die Primärtranskription des Thogotovirus erfolgt im 

Kern. MxA verhindert die Replikation des Virus, indem es direkt mit dem Nucleocapsid des Virus in-

teragiert und so verhindert, dass es in den Zellkern importiert wird. In der GTP-gebundenen Form inter-

agiert der Wildtyp von MxA über das C-terminale Ende mit dem Nucleocapsid des Thogotovirus. Die 

GTPase-Aktivität wird dabei erhöht 181-184. 

Wie bei Dynamin interagiert bei MxA die GED mit der GTPase-Domäne und der Mitteldomäne 185,186. 

Die Oligomerisierung des Proteins stimuliert die GTPase-Aktivität von MxA und verlangsamt die proteo-

lytische Spaltung des Proteins 182,187. Unter physiologischen Bedingungen und in Gegenwart von GDP 

bildet MxA ringförmige Strukturen. Diese Ringe werden durch die Bindung von GTP in Spiralen umge-

wandelt 188. Die Homooligomere von MxA repräsentieren möglicherweise eine Depotform, während die 

MxA Monomere die antivirale aktive Form des Proteins ist 187,188.    

Für das Mx3-Protein aus Nagetieren und für das humane MxB-Protein konnte bisher keine antivirale 

Wirkung nachgewiesen werden 169,174.   

1.6.4 Guanylat-bindende Proteine (GBP) 

Zwei Familien von GTP-bindenden Proteinen dominieren die zelluläre Antwort auf die Induktion der Ge-

nexpression mit Interferon-γ: die p67-kDa und die p47-kDa Familie der Guanylat-bindenden Proteine 22. 

In humanen Fibroblasten, die mit Interferon-γ behandelt wurden, wurde die Synthese von mehreren Prote-

inen mit einer Größe von 44 kDa bis 68 kDa zuerst nachgewiesen 189.  

Zwei dieser Proteine konnten dadurch charakterisiert werden, dass sie an Agarose-immobilisierte Gua-

ninnukleotide binden, jedoch nicht an andere Nukleotide 190. Diese Proteine binden GTP-, GDP- und 

GMP-Agarose und zeigen keine Unterschiede bei der Stärke der Bindung. Nach ihren Eigenschaften 

wurden sie Guanylate-Binding-Proteins (GBP) genannt. Die Bindung von Guanylaten ist auch in Lösung 

spezifisch 191. 
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In Nagetieren wurden zweiundzwanzig und im Menschen ein GTP-bindendes Protein identifiziert, die auf 

Grund ihrer Primärsequenz und ihrer Struktur in der p47-Familie zusammengefasst werden. Sie besitzen 

alle das GTP-Bindungsmotiv 32,33. Alle Mitglieder der p47-GBP sind durch IFN-γ induzierbar und domi-

nieren mit den p67-GBPs die zelluläre Immunantwort auf IFN-γ 22. Zu ihnen gehören IRG-47, LRG-47, 

GTPI, IGTP, zwei Isoformen von TGTP/Mg21, fünf Isoformen von IIGP sowie mCINEMA und sein 

menschliches Homolog hCINEMA 22,192-196. Drei der Proteine (LRG-47, IGTP und GTPI) werden in der 

GMS-Unterfamilie zusammengefasst 22. Sie unterscheiden sich von den anderen Proteinen durch einen 

Austausch in der P-Schleife (GxxxxGKS). Das bei allen anderen GTP-bindenden Proteinen konservierte 

Lysin ist bei diesen Proteinen durch ein Methionin ersetzt worden 22.  

Die biochemische Charakterisierung von IIGP1 zeigt, dass IIGP1 wie Dynamin, Mx oder hGBP1 eine 

niedrige Affinität für Guaninnukleotide besitzt 197. IIGP1 besitzt eine sehr niedrige, konzentrationsabhän-

gige GTPase-Aktivität 197. Die Oligomerisierung von IIGP1 ist nukleotidabhängig 197. 

Die p47-GBPs inhibieren die Vermehrung von intrazellulären Pathogenen. Mäuse die kein LRG-47 

exprimieren, sind anfälliger für eine Infektion mit Toxoplasma gondii, Listeria monocystis und Mycobac-

terium tuberculosis 198,199. In die Immunabwehr gegen Toxoplasma gondii sind auch die Proteine IGTP 

und IRG-47 involviert 198,200,201. Die Infektion mit Listeria monocytogenes induziert auch die Expression 

von IIGP 202. Für TGTP konnte eine antivirale Wirkung gegen das Vesicular Stomatitis Virus nachgewie-

sen werden 192. Der molekulare Mechanismus der Immunabwehr durch die p47-GBPs ist bisher unbe-

kannt.  

1.6.4.1 Biologische Eigenschaften der p67 GBPs 

Durch die Klonierung von cDNA konnten bisher fünf verschiedene GBPs im Menschen nachgewiesen 

werden. Zuerst die beiden Isoformen hGBP1 und hGBP2 203, sowie später die Isoformen hGBP3 (Atlastin 

1) 204,205 und hGBP4 und hGBP5. Während die ersten drei Isoformen biochemisch charakterisiert sind, 

wurden die letzten beiden Isoformen nur genetisch identifiziert. Die Guanylat-bindenden Proteine konn-

ten nicht nur im Menschen sondern auch in der Maus, in der Ratte und im Huhn nachgewiesen werden. In 

der Maus wurden fünf Proteine identifiziert, die zu den humanen GBPs homolog sind: mGBP1 203, 

mGBP2 206, mGBP3 207, mGBP5 208 sowie mag2 209. In der Ratte 210 und im Huhn 211 wurde je ein homo-

loges Protein nachgewiesen.  

Die GBPs werden durch die Interferone des Typs I und II, die Interleukine IL-1α und IL-1β sowie durch 

den Tumornekrosefaktor TNF-α induziert. Die Induktion mit IFN-γ ist jedoch sehr viel stärker als durch 

andere Cytokine 190,212-214.  

Beim Vergleich der Primärsequenzen zeigt sich, dass es zwischen den GBPs und den anderen großen 

GTP-bindenden Proteinen der Dynaminfamilie nur eine geringe Homologie gibt. Die GBPs werden je-

doch aufgrund struktureller und biochemischer Ähnlichkeiten in die Dynaminfamilie eingeordnet 50,215. 
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In dem Kapitel 1.5.1 wurden die Sequenzmotive der GTP-bindenden Proteine beschrieben. Charakteris-

tisch für die Guanylat-bindenden Proteine ist, dass das für die spezifische Erkennung der Guaninbase ver-

antwortliche vierte Bindungsmotiv abweichend konserviert ist. In den GBPs lautet das konservierte Bin-

dungsmotiv nicht (N/T)KxD sondern (T/A)aRD 215. Der auf das dritte Bindungsmotiv (DxxG) folgende 

Rest ist bei GBP wie bei den anderen Mitgliedern der Dynaminfamilie hydrophob. Dieser hydrophobe 

Rest unterscheidet die Dynaminfamilie von anderen GTP-bindenden Proteinen wie den Proteinen der Gα- 

und der Ras-Familie. Bei diesen folgt auf das dritte Bindungsmotiv ein hydrophiler Rest, meistens ein 

Glutamin. Der hydrophile Rest beeinflusst die Stärke der GTPase-Aktivität. Wenn durch eine Mutation 

die hydrophile Aminosäure gegen eine hydrophobe ausgetauscht wird, verringert sich die GTPase-

Aktivität. Die Proteine befinden sich nun dauerhaft im aktiven Zustand, was bei Ras zur unkontrollierten 

Proliferation führt. Die basale GTPase-Aktivität ist bei den Proteinen der Dynaminfamilie erheblich höher 

als bei den Proteinen der Gα- und der Ras-Familie. Dieser Unterschied deutet darauf hin, dass die GTP-

Hydrolyse nach einem anderen Mechanismus verläuft. 

 

In ihren biochemischen Fähigkeiten unterscheiden sich die Guanylat-bindenden Proteine deutlich von den 

anderen GTP-bindenden Proteinen. Sie hydrolysieren GTP zu GDP wie auch zu GMP, wobei das Pro-

duktverhältnis von GDP zu GMP temperaturabhängig ist 211,216,217. Für die verschiedenen GBPs konnten 

unterschiedliche Produktverhältnisse nachgewiesen werden. Bei 37 °C hydrolysiert hGBP1 85 % des 

GTP zu GMP und 15 % zu GDP. Bei 15 °C verschiebt sich das Produktverhältnis zu 44 % GMP und zu 

56 % GDP 215. Die Hydrolyse kann durch die Zugabe von GMP, GDP, GTPγS und GppNHp, nicht jedoch 

durch die Zugabe von ATP, CTP, UTP oder cGMP gehemmt werden. Obwohl die GBPs in Lösung be-

findliches GDP binden, wird es nicht hydrolysiert 215,216. Das Produktverhältnis von hGBP1 und hGBP2 

unterscheidet sich deutlich. Bei 37 °C hydrolysiert hGBP2 87 % des GTPs zu GDP. In Lösung befindli-

ches GDP, GTPγS und GppNHp werden durch hGBP2 nicht hydrolysiert 216. Bei dem aus der Maus iso-

lierten Protein mGBP3 konnte eine Produktion von GMP nicht nachgewiesen werden 207. Das aus Hüh-

nern isolierte chGBP hydrolysiert 87 % des GTPs zu GDP und 13 % zu GMP. Damit entspricht sein Pro-

duktverhältnis dem von hGBP2 211. 

Über die zelluläre Lokalisation der GBPs ist wenig bekannt. Mit Ausnahme der aus Mäusen isolierten 

Proteine mag2 und mGBP3 besitzen alle GBPs an ihrem C-Terminus ein CaaX-Motiv. Am CaaX-Motiv 

können die GBPs durch eine   Isoprenylierung posttranslational modifiziert werden. Die Form der Isopre-

nylierung unterscheidet hGBP1 von den anderen GBPs. Bis auf hGBP1 besitzen alle GBPs ein CaaL-

Motiv, das eine Geranylgeranylierung signalisiert. Dagegen signalisiert das CaaS-Motiv von hGBP1 eine 

Farnesylierung. Die Isoprenylierung des CaaX-Motives konnte nicht bei allen GBPs in vivo nachgewiesen 

werden. Eine Isoprenylierung konnte für hGBP1, mGBP1, mGBP2 und für das aus der Ratte isolierte p67 

GBP nachgewiesen werden 206,218-220. Über das bei der Isoprenylierung des CaaX-Motives an das Protein 

gebundene Isoprenoid werden viele Proteine an die Zellmembran oder die Kernmembran gebunden. Bei 
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Lokalisationsstudien wurden viele der GBPs trotz ihrer Isoprenylierung im Cytoplasma und nicht an eine 

Membran gebunden nachgewiesen 213,218. Die unvollständige Membranassoziation von mGBP1 ist nur 

zum Teil auf die unvollständige Modifikation zurückzuführen 219. Das effizienter modifizierte mGBP2 

wird sowohl durch punktierte cytoplasmatische Strukturen als auch durch vesikuläre Strukturen gebunden 
214,219,221. 

 

Über die biologische Funktion der Guanylat-bindenden Proteine ist bisher wenig bekannt. Durch die feh-

lende Expression von mGBP1 wird die Anfälligkeit von Mäusen für virale Infektionen oder maligne 

Transformationen nicht erhöht 222.  

In HeLa-Zellen wird die Vermehrung des Vesicular Stomatitis Virus und des Encephalomyocarditis Virus 

durch die stabile oder die transiente Transfektion mit humanen GBP1 gehemmt. Der antivirale Effekt von 

Interferon-γ wird durch die Expression von anti-sense RNA von hGBP1 aufgehoben 31. Im Vergleich mit 

dem Mx-Protein ist der antivirale Effekt von hGBP1 jedoch deutlich geringer.  

In Endothelzellen, die mit inflammatorischen Cytokinen induziert werden, hat hGBP1 eine Schlüsselrolle 

bei der Vermittlung des antiproliferativen Effektes 212. Die Expression von hGBP1 wird in micro- und 

macrovasculären Endothelzellen sowie in Endothelzellen des Kaposi`s Sarcom durch die inflam-

matorischen Cytokine IL-1β, TNF-α und IFN-γ induziert. Der anti-proliferative Effekt dieser Cytokine 

korreliert mit der Expression von hGBP1. Die Transfektion mit der helikalen Domäne jedoch nicht die 

Transfektion mit der GTPase-Domäne zeigt einen antiproliferativen Effekt. Er ist unabhängig von der 

GTPase-Aktivität. Die Funktion der helikalen Domäne von hGBP1 könnte die Vermittlung des antiproli-

ferativen Effekts von inflammatorischen Cytokinen auf Endothelzellen sein 212.  

Neben der Proliferation ist das Eindringen von Endothelzellen in die extrazelluläre Matrix eine Schlüssel-

funktion der Angiogenese. Das Eindringen der Endothelzellen ist ein Mehrstufenprozess, bei dem die 

Beweglichkeit der Zellen und die Proteolyse miteinander verknüpft sind 223,224. Die angiogenetische Pro-

teolyse ist abhängig von den Matrix Metalloproteinasen (MMPs) 225. In Endothelzellen ist in vivo und in 

vitro die Expression von hGBP1 und MMP-1 (Collagenase-1) invers verknüpft 226-228. Die MMP-1 Ex-

pression ist die erste identifizierte zelluläre Funktion, deren Regulation durch hGBP1 vermittelt wird. 

Anders als bei dem antiproliferativen Effekt ist für den anti-angiogenetischen Effekt die GTPase-Aktivität 

des hGBP1 Wildtyp-Proteins notwendig 227.  

Für das Mausprotein mGBP2 wird ebenfalls eine Rolle bei der Proliferation vorgeschlagen. In IFN-γ in-

duzierten Fibroblasten steigert mGBP2 die Proliferation. Die proliferative Wirkung von mGBP2 ist ab-

hängig von der GTPase Aktivität des Proteins 221. 

Das humane GBP3 wird vor allem im Gehirn exprimiert, wo es sich im Hipocampus und im cerebralen 

Kortex anreichert. Die N-terminale Region von hGBP3 interagiert mit der C-Terminalen, regulatorischen 

Domäne von NIK/HGK (NCK-interacting kinase/HPK/GCK-like kinase) 229. Die Interaktion von hGBP3 

und NIK/HGK suggeriert einen möglichen Einfluss des JNK Signalwegs bei Interferon induzierten, anti-

viralen Prozessen. Inzwischen wird hGBP3 zusammen mit verschiedenen humanen Isoformen in eine 
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eigene Familie eingeordnet und als Atlastin1 bezeichnet 205. Damit besitzt innerhalb der Dynaminfamilie 

die Atlastin-Familie die größte Ähnlichkeit zu den GBPs.  

 

1.6.4.2  Charakterisierung des humanen Guanylat-bindenden Proteins 1 

(hGBP1) 

In der Familie der Guanylat-bindenden Proteine ist hGBP1 das Protein, dessen biochemischen und struk-

turellen Eigenschaften am besten charakterisiert sind.  

Die Bindung der Guaninnukleotide GTP, GDP und GMP durch hGBP1 erfolgt mit einer relativ schwa-

chen Affinität, die für diese drei Guanylate im mikromolaren Bereich liegen 215.  

Während die Assoziationskonstanten von hGBP1 und die anderer GTPasen wie Ras und Gα ungefähr 

gleich sind, gibt es deutliche Unterschiede bei den Dissoziationskonstanten. GTP bzw. GDP dissoziieren 

schneller von hGBP1 als von anderen GTPasen wie Ras und Gα 215.  

HGBP1 besitzt eine intrinsische GTPase-Aktivität, die abhängig von der Proteinkonzentration ist 50,57. 

Das kooperative Verhalten bei der GTP-Hydrolyse deutet auf eine intermolekulare Interaktion der 

hGBP1-Moleküle hin.  

Die nukleotidabhängige Oligomerisierung von hGBP1 ist mit Hilfe der analytischen Größen-

ausschlusschromatographie und der analytischen Ultrazentrifugation nachweisbar 50,57. In der analytischen 

Größenausschlusschromatographie liegt hGBP1 in der nukleotidfreien, in der GMP-gebundenen und der 

GDP-gebundenen Form als Monomer vor. In Gegenwart von GTP oder seinen Analoga GppNHp oder 

GTPγS bildet es ein Dimer. In Gegenwart von GDP und Aluminiumfluorid bildet hGBP1 Komplexe die 

einem Tri- oder Tetramer entsprechen 50,57. In Gegenwart von Aluminiumfluorid bildet hGBP1 keine 

Komplexe. Die Oligomerisierung kann damit nicht auf den Einfluss des Aluminiumfluorids zurückge-

führt werden.  

Die mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifugation bestimmten Sedimentationskoefizienten für den nukle-

otidfreien bzw. GppNHp-gebundenen Zustand von hGBP1 bestätigen die analytische Größen-

ausschlusschromatographie.  

Die Guanylat-bindenden Proteine unterscheiden sich von allen anderen GTPasen darin, dass sie GTP 

nicht nur zu GDP sondern auch zu GMP hydrolysieren 211,216,217. Die verschiedenen charakterisierten Iso-

formen unterscheiden sich in dem Verhältnis der Reaktionsprodukte, die abhängig von der Reaktionstem-

peratur gebildet werden. Von den charakterisierten GBPs zeigt hGBP1 die höchste GMP-Produktion. Bei 

physiologischen Temperaturen hydrolysiert hGBP1 85 Prozent des GTP zu GMP, während bei 25 °C nur 

40 Prozent zu GMP hydrolysiert werden 57.  

Die single turnover Kinetik der GTP-Hydrolyse zeigt, dass nicht nur das Dimer, sondern auch das Mo-

nomer von hGBP1 katalytisch aktiv ist 230.  
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Die Quenched Flow Technik zeigt, dass bei der Hydrolyse von GTP kein Pyrophosphat gebildet wird. Es 

wird eindeutig GDP als Intermediat der Hydrolyse gebildet. Obwohl hGBP1 in der Lage ist, GDP aus der 

Lösung zu binden, ist es nicht in der Lage es zu hydrolysieren. Bei der GTP-Hydrolyse (Abbildung 8) 

wird nur ein Teil des gebildeten GDPs weiter zu GMP hydrolysiert, da die weitere Hydrolyse mit einer 

irreversiblen Inaktivierung des GDP-gebundenen Intermediats konkurriert 57,230. 

 

 
 
Abbildung 8: Reaktionsschema der GTP Hydrolyse durch hGBP1 (nach Kunzelmann, verändert 230).  Das Monomer von hGBP1 wird als 

M, das Dimer als D bezeichnet. KD1,2 sind die Monomer-Dimer-Gleichgewichte, kM und kDi die Geschwindigkeitskonstanten der Hydrolyse 

durch das Monomer und das Dimer. Die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation des Dimers ist kdiss. Die Nukleotidbindung ist grau unter-

legt.  

 

Die Bildung von tri- oder tetrameren Komplexen von hGBP1 mit GDP und Aluminiumfluorid zeigt, dass 

bei der GTP-Hydrolyse möglicherweise auch höhere Oligomere beteiligt sind 50. 

 

Die mit der Röntgenkristallographie bestimmte dreidimensionale Struktur von hGBP1 ist die erste be-

kannte Struktur eines Mitglieds der Dynamin-Familie (Abbildung 9). Es ist sowohl die nukleotidfreie als 

auch die GppNHp-gebundene Form bekannt 50,231. Die Struktur umfasst die Aminosäurereste 6 bis 583 

und zeigt, dass hGBP1 aus zwei Domänen besteht. Jedes Molekül besteht aus einer N-terminalen globulä-

ren α/β-GTPase Domäne und einer gestreckten, rein α-helikalen Domäne.  

Die Topologie der GTPase-Domäne von hGBP1 und Ras ist ähnlich. Die GTPase-Domäne von hGBP1 ist 

jedoch um 100 Aminosäuren größer und wird deshalb als LG-Domäne (large GTP-binding) bezeichnet 50. 

Die LG-Domäne besteht aus einem achtsträngigem β-Faltblatt, umgeben von neun α-Helices. Die   

GTPase-Domäne von Ras besteht aus einem sechssträngigem β-Faltblatt und fünf α-Helices.   

Die Nomenklatur der Sekundärstruktur von hGBP1 beruht auf der von Ras. N-terminal ist die Nomenkla-

tur um die α-Helix α0 und die β-Stränge β-1 und β0 sowie C-terminal um die α-Helix α6 und die 

β-Stränge β7 und β8 erweitert. In der G-Domäne befinden sich fünf Insertionen (I1 bis I5). Die Insertion 

I1, I2 und I5 vergrößern die Schleife zwischen α1 und β2, zwischen β3 und α2 und zwischen β6 und α5. 

Die Insertion I3 bildet die α-Helix α3’ und I4 bildet α4’. 
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Abbildung 9: Struktur von nukleotidfreiem hGBP1. A: Struktur von nukleotidfreiem hGBP1 in der Bänderdarstellung. Die G-Domäne ist rot, 

mit den Additionen und Insertionen  violett und grün. Die gestreckte α-helikale Domäne wird farblich in ihre Subdomänen unterschieden: die 

Mitteldomäne ist gelb und die GED blau dargestellt. Gestrichelte Linien zeigen ungeordnete Bereiche an, die Bindungsstelle für Nukleotide liegt 

in dem als Kugel dargestellten Bereich. B: Topologie von hGBP1 mit den gleichen Farben wie in A. Dreiecke stellen β-Stränge und Kreise 

α-Helices dar 50. 

 

Die helikale Domäne wird in zwei Subdomänen unterteilt 50.  Die erste Subdomäne besteht aus den 

α-Helices 7 bis 11 und die zweite aus den α-Helices 12 und 13. Die α-Helices 7 bis 11 bilden zwei Bün-

del aus je  drei Helices, von denen eine an beiden Bündeln beteiligt ist. Die Helix α12 der zweiten Sub-

domäne ist sehr lang und führt vom C-terminalen Ende der ersten Subdomäne zurück zur G-Domäne. Die 

Helix α13 bildet mit dem Ende von α12 eine coiled-coil Struktur 50. Es gibt nur relativ wenige Wechsel-
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wirkungen zwischen α12 und der ersten Subdomäne. Das erste Helixbündel hat sieben Kontakte, das 

zweite Bündel nur einen Kontakt zu α12. Es gibt noch vier direkte Kontakte zwischen α12 und den Heli-

ces α3’ und α4’ der G-Domäne. Zusätzlich gibt es siebzehn Kontakte zwischen α12 und der G-Domäne 

bzw. der ersten Subdomäne die über Wassermoleküle vermittelt werden. Die von der zweiten Subdomäne 

bedeckte Oberfläche des Moleküls ist hydrophil. Da nur wenige Bindungen aufgebrochen werden müss-

ten, wurde vorgeschlagen, dass die Loslösung von α12-13 eine Interaktionsfläche für andere Proteine bie-

ten könnte 57. 

Die Sekundärstruktur von hGBP1 entspricht den Vorhersagen, die für Dynamin und Mx gemacht wurden. 

Deswegen wird die erste Subdomäne auch nach der Nomenklatur für Dynamin als Mitteldomäne be-

zeichnet, während die zweite Subdomäne als GED (Guanylate Exchange Domain) bezeichnet wird 50,57. 

Die gelöste Struktur der GTPase-Domäne von Dynamin A zeigt jedoch eine unterschiedliche Faltungsto-

pologie und Nukleotidbindung im Vergleich zur G-Domäne von hGBP1. Deswegen wird angenommen, 

dass die Dynamine und hGBP1 Repräsentanten verschiedener Subfamilie der GTP-bindenden Proteine 

sind 73.  

Die im Hefe Zwei-Hybrid-System gefundenen Interaktionen der verschiedenen Domänen von Dynamin 

können in der Struktur von hGBP1 zum Teil wieder gefunden werden. Dies gilt für die Interaktion der 

GED mit der G-Domäne und der Mitteldomäne 57. 

 

Die Struktur von hGBP1 im Komplex mit GppNHp und Magnesium zeigt einige Gemeinsamkeiten und 

einige Unterschiede zwischen hGBP1 und anderen GTP-bindenden Proteinen wie Ras oder den hete-

rotrimeren G-Proteinen 231. Die Orientierung des P-Loops und die Magnesium-Koordination sind bei 

hGBP1 und Ras analog 231. Ein wichtiger Unterschied zu Ras ist die so genannte Phosphatkappe die aus 

der um die Insertion I1 vergrößerten switch I-Region von hGBP1 besteht. Durch die Phosphatkappe wird 

die Phosphat-Bindungsstelle fast vollständig vom Lösungsmittel abgeschirmt. Ein weiterer Unterschied 

zu Ras ist die Bildung der Guaninkappe. Nach der Nukleotidbindung bilden sich aus der Insertion I5 die 

α-Helices α5A und α5B. Die Guaninkappe schirmt fast die gesamte Base gegen das Lösungsmittel ab 231. 

Bei der Bindung der Guaninbase wird das Nukleotid in einer anti-Konformation gebunden und dadurch 

unterscheidet sich hGBP1 von allen anderen bisher untersuchten GTPasen 231.   

Anhand der Struktur des GppNHp-gebundenen hGBP1 wurden Aminosäuren ermittelt, die möglicherwei-

se eine katalytische Aktivität besitzen. Einige der katalytischen Aminosäuren konnten auch biochemisch 

nachgewiesen werden 57,231,232.  

Zu den biochemisch charakterisierten Aminosäuren gehören das Arginin 48, das Lysin 51 und das Aspar-

tat 184. 

Das konservierte Lysin 51 (K51) befindet sich in der P-Schleife und ist an der Nukleotidbindung, der Oli-

gomerisierung und der GTP-Hydrolyse beteiligt 57,232.  
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Das konservierte Aspartat 184 (D184) gehört zum dritten GTP-Bindungsmotiv und ist an der spezifischen 

Bindung von Guaninnukleotiden beteiligt 57.  

Das Arginin 48 (R48) aus der P-Schleife bindet GTP etwas fester als das Wildtyp-Protein, jedoch ist die 

GTPase-Aktivität stark reduziert. Die GTP-Hydrolyse ist nicht kooperativ und die GMP-Produktion ist 

stark reduziert. In der Größenausschlusschromatographie und der analytischen Ultrazentrifugation bildet 

es im GTP- oder GTP-Analoga-gebundenem Zustand Dimere. Im Komplex mit GDP und Aluminiumflu-

orid wird jedoch kein Tri- oder Tetramer gebildet 57,232. 

 

Bei der Bindung und der Hydrolyse von Nukleotiden sowie bei der nukleotidabhängigen Oligomerisie-

rung gibt es nur wenige Unterschiede zwischen der isolierten G-Domäne und dem Wildtyp-Protein von 

hGBP1. Wie beim Wildtyp-Protein ist die spezifische Aktivität der G-Domäne schnell und konzentrati-

onsabhängig 57. Im Unterschied zum Wildtyp-Protein hydrolysiert die isolierte G-Domäne auch GDP, das 

aus der Lösung gebunden wird 57. Die isolierte G-Domäne bildet in Gegenwart von GppNHp ein Dimer. 

Im Unterschied zum Wildtyp-Protein bildet die isolierte G-Domäne im Komplex mit GDP und Alumini-

umfluorid ein Dimer statt eines Tri- oder Tetramers. Im Komplex mit GMP und Aluminiumfluorid bildet 

die isolierte G-Domäne ein Dimer, während das Wildtyp-Protein nicht oligomerisiert 57.  

Durch einen großen Überschuss der isolierten helikalen Domäne α7-13 kann die GTPase-Aktivität des 

Wildtyp-Proteins deutlich gesteigert werden. Das Produktverhältnis ändert sich dabei jedoch nicht 57.  

 

Ein wichtiges Merkmal für die Zuordnung von hGBP1 zu den Dynamin-verwandten GTPasen ist die Fä-

higkeit der nukleotidgebundenen Oligomerisierung 72. Wie die Moleküle bei der Bildung des Dimers in-

teragieren ist jedoch nicht bekannt. Die Kristalle, mit denen die Struktur von hGBP1 im Komplex mit 

GppNHp gelöst wurde, enthielten nur ein hGBP1 Molekül pro asymmetrischer Einheit. Jedoch könnte das 

in Lösung gebildete GppNHp-gebundene Dimer zwei benachbarten Molekülen im Kristallgitter entspre-

chen. Von den sieben kristallographischen Nachbarn besitzen zwei eine große Interaktionsfläche 231. Die 

Abbildung 10 zeigt die beiden möglichen Modelle für die Struktur des Dimers.  
 

Im Dimer A gibt es eine Interaktion zwischen der G-Domäne und der helikalen Domäne. Die Interakti-

onsfläche ist 2891 Å2 groß. Bei diesem Modell sind die Kontakte der Moleküle nicht reziprok, deshalb 

würde diese Interaktion zu einer Polymerisierung des Proteins führen. Für dieses Dimer spricht, dass die 

Ladungen der Kontaktfläche komplementär sind und die Geometrie des Moleküls nicht den Sedimenta-

tionskoeffizienten widerspricht 57,231.  
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit 
Eines der allgemeinen und grundlegenden Merkmale der Mitglieder der Dynamin-Superfamilie ist die 

Bindung und die Hydrolyse von GTP. Ein Alleinstellungs-Merkmal unter allen GTP-bindenden Proteinen 

ist die nukleotidabhängige Selbst-Assemblierung der Proteine aus der Dynamin-Familie, die zur Bildung 

von multimeren Strukturen führt und auf bisher ungeklärte Weise mit der biologischen Funktionsweise 

zusammenhängen muss. 

Von hGBP1 ist bekannt, dass es in Abhängigkeit von dem gebundenen Nukleotid als Mono-, Di- oder 

Tetramer vorliegt. Von Dynamin und Mx ist bekannt, dass sie zu Tetrameren assoziieren, die sich an-

schließend zu multimeren Strukturen zusammenlagern. Da sich die Tetramere von hGBP1 nicht zu mul-

timeren Strukturen zusammenlagern, ist es möglich, die Assoziation zum Di- oder Tetramer zu charakte-

risieren. Sie könnte  als Modell dienen für die Tetramerisierung anderer Mitglieder der Dynamin-

Superfamilie. Die Röntgenkristallstruktur zeigt, dass das Protein aus einer GTP-bindenden Domäne sowie 

einer helikalen Domäne besteht. Die helikale Domäne kann anhand der Struktur in zwei Subdomänen 

untergliedert werden. Die dreidimensionale Struktur der Oligomere sowie die Art der Interaktion von 

hGBP1 sind jedoch unbekannt, da das Protein unabhängig von seiner Nukleotidbindung offenbar nicht in 

der assemblierten Form kristallisieren kann.  

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems sollte die Interaktionsweise des hGBP1 untersucht werden, wobei 

insbesondere die Beteiligung der verschiedenen Protein-Domänen analysiert werden sollte. Zusätzlich 

sollte geklärt werden, welchen Einfluss verschiedene Aminosäurereste sowie die Farnesylierung des Pro-

teins auf die Dimerisierung haben, um ein strukturelles Modell für die Assemblierung zu erstellen.  

Durch Klonierung, Synthese und Reinigung der isolierten Domänen sollte ein Zugang geschaffen werden, 

um mit biochemischen und biophysikalischen Methoden die verschiedenen Wechselwirkungen und die 

einzelnen Beiträge näher zu charakterisieren. Chemische Quervernetzung (cross-linking) erlaubt eine qua-

litative Analyse von gebildeten Proteinkomplexen. Für eine effiziente Hydrolyse von GTP scheint die 

Bildung höherer Ordnungsstrukturen nötig zu sein. Deswegen sollten die in Anwesenheit von GTP oder 

von GTP-Analoga gebildeten Di-, Tri- und Tetramere mit Hilfe von „Cross-Linkern“ dauerhaft verknüpft 

und eine nähere Untersuchung in seiner funktionalen Konformation ermöglicht werden. Insbesondere mit 

kalorimetrischen Methoden wie der Isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) und der Differential Scan-

ning Calorimetry (DSC) ist eine quantitative Bestimmung der Interaktionen möglich. 

Potentielle zelluläre Bindungspartner von hGBP1 sollten mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems gesucht 

werden. Sie sollten anschließend insbesondere im Hinblick auf ihre Beeinflussung der Substratbindung 

oder der enzymatischen Aktivität charakterisiert werden. Des Weiteren sollte die Identifizierung von Bin-

dungspartner einen Einblick in die genaue zelluläre Funktion von hGBP1 geben. 
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2 Methoden 
Eine Zusammenstellung der verwendeten Geräte, Chemikalien, Enzyme, Medien, Vektoren, Oligonukleo-

tide und Stämme befindet sich in den Anhängen. 

2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA 

Die Aufbewahrung und Amplifikation der Plasmid-DNA erfolgte in E. coli Zellen des Stammes TG1. Die 

Isolierung geringer Plasmidmengen (< 20 µg) erfolgte aus 2 ml einer Über-Nacht-Kultur (≈5 ml, ≥ 16 h, 

37°C) mit dem QIAGEN ‚Plasmid Mini Kit’ (Hilden). Die Isolierung der DNA erfolgte nach Angaben 

des Herstellers. Der alkalischen Lyse der Zellen und der Fällung der Proteine durch Natriumdodecylsulfat 

folgt die Reinigung der DNA über eine Anionenaustauschersäule. Die DNA wurde anschließend mit 30 

µl Wasser eluiert. Die Aufarbeitung erfolgte dabei nach dem Protokoll des Herstellers. 

Die Isolierung größerer Plasmidmengen (<750 µg) erfolgte aus 300 ml einer Über-Nacht-Kultur (300 ml, 

≥ 16h, 37°C) mit Hilfe des ‚QIAGEN Plasmid Maxi Kit’. Diese DNA wurde in 300 µl Wasser aufge-

nommen. Die Bestimmung der Konzentration (c) und der Reinheit (r) der Plasmide erfolgte photomet-

risch nach  den folgenden Gleichungen. 

 

 
c = Konzentration in µg/µl 

f   = Verdünnungsfaktor 

ε = nukleinsäurespezifischer Koeffizient in cm*µg/µl 

c = (A260 * ε * f)/d                 (bei Verwendung von 1 cm Küvetten) 

      für ds DNA: ε = 0,05  µg/µl 

      für ss DNA: ε = 0,025 µg/µl 

d = Schichtdicke der Küvette in cm 

          

Die Reinheit der DNA wurde durch den Quotienten der Absorbtion bei 260 nm und 280 nm bestimmt und 

sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen. 
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2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen 

Die Isolierung von DNA aus Hefen erfolgte wie die Isolierung von DNA aus Bakterien mit dem ‚Plasmid 

Mini Kit’ von QIAGEN (Hilden). Für die Lyse der Hefezellen wurden diese zuerst im Lysepuffer des Kits 

resuspendiert und nach Zugabe von Glaskugeln in einer Kugelmühle mechanisch aufgeschlossen. Die 

weiteren Schritte der Aufarbeitung der Plasmid-DNA erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers. 

2.1.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

2.1.3.1 Standard-PCR 

Die Standard-PCR (PCR, Polymerase Chain Reaktion) diente der in vitro Amplifikation linearisierter 

DNA233 zur selektiven Vervielfältigung von  DNA für Subklonierungen. Hierbei können neue Restrikti-

onsstellen eingeführt oder auch verkürzte Genfragmente erzeugt werden.  

Ein 100 µl Standard-Ansatz besteht aus: 10 µl 10 µM 5’-Primer, 10 µl 10 µM 3’-Primer, 5µl 10 mM 

dNTP-Lösung, 10 µl 10x Pfu-Polymerase-Puffer, 0,05-0,1 µg zu amplifizierende DNA (Template) und   

1 µl Pfu-Polymerase ad 100 µl mit H2O bidest.  

Das Standard-Programm bestand aus 25-30 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94 °C, 15 s Hybridisierung 

bei 50-60 °C, 60 s pro 1000 bp Synthese bei 72 °C, sowie einer initialen Denaturierung von 120 s bei     

94 °C und einer abschließenden Elongation von 10 min bei 72 °C. 

Die Hybridisierungstemperatur wurde der Denaturierungstemperatur (Tm) der Primer mit der Formel:    

Tm (°C) = 81,5 + 0,41 * (% Guanin + Cytosin) – 675 / N * (% Fehlpaarung) angepasst. Dabei entspricht 

N der Anzahl der in dem Primer enthaltenen Basen.  

2.1.3.2 Ortsgerichtete Mutagenese 

Die ortsgerichtete Mutagenese dient der Substitution einzelner Aminosäuren. Sie erfolgte nach dem 

„QuickChange“-Protokoll (Stratagene). Hierbei wird zirkuläre als Template dienende Plasmid-DNA mit-

tels zweier mutagener komplementärer Oligonukleotide amplifiziert. Die Wildtyp-DNA ist im Gegensatz 

zur synthetisierten DNA methyliert und wird nach der PCR mit der methylierungsabhängigen Restrik-

tionsendonuklease DpnI gespalten. Anschließend wird die synthetisierte DNA in E. coli transformiert. 

Die Proben wurden wie folgt für die PCR angesetzt: 5 µl 10x Reaktionspuffer, 125 ng 5’-Primer, 125 ng 

3’-Primer, 5-50 ng Plasmid-DNA, 1 µl 10 mM dNTP-Lösung und 1 µl Pfu-Polymerase (‚Pfu-Turbo’, 

Stratagene). Das PCR-Programm bestand aus 16 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 95 °C, 60 s Hybridi-

sierung bei 55 °C und einer Elongation von 120 s pro kb Plasmidlänge bei 68 °C., sowie einer initialen 
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Denaturierung von 30 s bei 95 °C.  Nach der PCR wurde der Ansatz 60 min mit 1 µl  DpnI bei 37 °C in-

kubiert und anschließend in E. coli transformiert. 

2.1.3.3 Schnell-PCR 

Die Schnell-PCR diente der raschen Identifizierung erfolgreich transformierter E. coli Kolonien. Dabei 

wurde die DNA ganzer Zellen der zu testenden Kolonien als Template eingesetzt. Die Zellen wurden von 

der Transformationsplatte in ein 500 µl PCR-Gefäß überführt und für 90 s in einer Mikrowelle aufge-

schlossen.   

Nach dem Aufschluss wurden 3,5 µl 10 µM 5’-Primer, 3,5 µl 10 µM 3’-Primer, 3,5 µl 10 mM  dNTP-

Lösung, 3,5 µl 10x PCR-Puffer, 22 µl H2O bidest und 0,1 µl Taq-Polymerase als Reaktionsgemisch zu-

gegeben. Das PCR-Programm bestand aus 20 Zyklen mit je 60 s Denaturierung bei 92 °C, 60 s Hybridi-

sierung bei 50 °C und 120 s Elongation bei 72 °C, sowie einer initialen Denaturierung von 120 s bei 94 

°C und einer abschließenden Elongation von 10 min bei 72 °C. 

Die amplifizierte  DNA wurde anschließend mit einer Agarosegelelektrophorese analysiert. 

Von den getesteten Kolonien wurden Zellen auf eine neue Agarplatte übertragen, die am Ende der 

Schnell-PCR zum Animpfen von 5 ml Minikulturen zur Verfügung standen. 

2.1.4 Agarosegelelektrophorese 

Die Horizontal-Gelelektrophorese ermöglicht die analytische und präparative Trennung von DNA-

Proben. Die Gelelektrophorese erfolgt entsprechend der Fragmentgröße in 0,7 % bis 2 % Agarose die in 

TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0) gelöst wurde. Als Laufpuffer wurde ebenfalls 

TAE-Puffer verwendet. Die Proben wurden mit 1/6 Volumen des Probenpuffers (0,25 % (w/v) Bromphe-

nolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanol, 30 % (v/v) Glycerol) versetzt und aufgetragen. Ein mit aufgetragenes 

Gemisch von DNA-Fragmenten bekannter Größe diente als Größenstandard. Für die Elektrophorese wur-

de eine Feldstärke von 8 V/cm angelegt. Die Färbung der Gele erfolgte anschließend mit einer 0,001 pro-

zentigen Ethidiumbromidlösung und die Banden der DNA-Fragmente wurden auf einem UV-

Transilluminator (λ=320 nm) detektiert. 

2.1.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelen 

Die Reinigung restringierter oder amplifizierter DNA erfolgte mit der präparativen Agarosegele-

lektrophorese. Die Banden mit dem gesuchten DNA-Fragment wurden aus dem Agarosegel ausgeschnit-

ten und die DNA mit Hilfe des GelExtraction Kitsystems (Qiagen, Hilden) aus dem Gel eluiert. Bei dieser 
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Elution wird die Agarose bei 50 °C in Puffer aufgelöst und die DNA über eine Anionenaustauschsäule 

gereinigt. 

2.1.6 Restriktion doppelsträngiger DNA 

Die Restriktion der DNA (Plasmide und PCR-Amplifikate) erfolgte in einem Gesamtvolumen von 30 µl 

unter den angegebenen Puffer- und Temperaturbedingungen des Herstellers (New England Biolabs, 

Schwalbach). Für einen Verdau wurden etwa 5 µg DNA und 1 µl der jeweiligen Restriktionsendonuklea-

se [bei 37 °C, 150 min; im Fall von Sal I 37 °C über Nacht] eingesetzt. Bei identischen Reaktionsbedin-

gungen wurden Doppelhydrolysen simultan durchgeführt, bei unterschiedlichen Bedingungen nacheinan-

der. Nach der Restriktion wurde die DNA mit der Agarosegelelektrophorese gereinigt und bei -20 °C ge-

lagert. 

2.1.7 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA 

Einfach restringierte Plasmid-DNA wurde dephosphoryliert, um die Religation des Plasmids während der 

Ligation zu verhindern. Die restringierte und gereinigte Plasmid-DNA wurde dazu mit 1 µl alkalischer 

Phosphathase und mit alkalischem Phosphatasepuffer versetzt. Der Ansatz inkubierte  eine Stunde bei   

37 °C und wurde anschließend durch eine Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Die DNA wurde in 

Wasser gelöst und bei -20 °C aufbewahrt. 

2.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten 

Für die Ligation der Vektor-DNA und des DNA-Inserts wurden immer zwei parallele Ansätze mit einem 

Plasmid:Insert Verhältnis von 1:3 bzw. 1:7 Volumenanteilen angesetzt. In einem Endvolumen von 30 µl 

enthielten die Ansätze 1 µl T4-DNA Ligase und 3 µl 10 x Ligase-Puffer (Boehringer Mannheim, Mann-

heim). Über Nacht inkubierten die Ansätze bei 16 °C im Wasserbad und wurden anschließend in E. coli 

TG 1 transformiert. 

2.1.9 Darstellung kompetenter E. coli Zellen 

Für die Darstellung kompetenter E. coli Zellen wurde die MgCl2-Methode nach Chung (1989) verwendet 
234. Eine 100 ml LB-Flüssigmediumkultur, dessen pH nicht mit NaOH justiert wurde, wurde mit 1 ml ei-

ner Vorkultur (> 16 h, bei 37 °C) inokkuliert und bei 37 °C 180UpM bis zu einer OD600 = 0,5 ± 0,05 in-

kubiert. Die Kultur wurde für mind. 20 Minuten auf Eis abgekühlt und die Zellen anschließend 5 min bei 
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4 °C und 1200 x g  sedimentiert. Die Zellen wurden in 10 ml eisgekühltem TSS-Puffer (85% v/v LB-

Medium, 10% w/v PEG8000, 5% v/v DMSO, 50 mM MgCl2) resuspendiert, mit 1,5 ml Glycerin versetzt, 

aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schock gefroren und bei -80 °C gelagert.  

2.1.10 Transformation von kompetenten E. coli Zellen mit zirkulärer DNA 

Für die Transformation wurden die kompetenten E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Die zirkuläre DNA (0,5 

µg Plasmid bzw. 10 µl Ligationsansatz) wurde zu 100 µl kompetenter E. coli Zellen gegeben und für 30 

Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 2 Minuten bei 42 °C wurde der Transformati-

onsansatz für 2 Minuten auf Eis abgekühlt. Anschließend wurden die Zellen mit 700 µl LB-

Flüssigmedium gemischt und bei 37 °C für 1 h inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (1 min, 1200 x 

g, RT), der Überstand verworfen, die Zellen in 100 µl LB-Medium resuspendiert und auf antibiotikahalti-

gen LB-Platten ausgestrichen. 

2.1.11  DNA-Sequenzierung 

Die Sequenzierung der für diese Arbeit erzeugten oder verwendeten DNA-Konstrukte erfolgte nach der 

Kettenabbruch-Methode 235,236. Diese Methode beruht auf der Verwendung von fluoreszenzmarkierten 

Didesoxynukleotiden in einer PCR. Jeder Sequenzierungsansatz wurde wie folgt angesetzt: 4 µl DyeDe-

soxy-Terminator-Mix (Perkin-Elmer, Überlingen), 0,5 µg Vektor-DNA, 5 pmol Primer, ad 20 µl H2O bi-

dest. Das verwendete PCR-Programm war wie folgt: zuerst eine initiale Denaturierung von 30s bei 96 °C, 

gefolgt von 25 Zyklen mit einer Denaturierung von 30 s bei 96 °C, einer Hybridisierung von 15 s bei 50 

°C und 4 Minuten Elongation  bei 60 °C. Nach Abschluss der PCR wurden die Ansätze mit H2O bidest 

auf ein Gesamtvolumen von 100 µl aufgefüllt. Die Ansätze wurden mit 10 µl 3 M Natriumacetat (pH 

4,7), 250 µl Ethanol und 1 µl Dextranblau versetzt  und inkubierten 20 Minuten bei Raumtemperatur um 

die DNA zu fällen. Anschließend wurden die Ansätze 20 Minuten bei 13.000 x g zentrifugiert, der Über-

stand verworfen und die gefällte DNA mit 400 µl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach einer zweiten 

Zentrifugation (5 Minuten, 13.000 x g) wurde der Überstand verworfen und die gefällte DNA luftge-

trocknet.  In der zentralen Einrichtung „Synthese und Sequenzierung“ des Max-Planck-Instituts für mole-

kulare Physiologie wurde die Probe mit einem DNA-Sequencer 373 XL (Applied Biosystems, Weiter-

stadt) analysiert. 
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2.1.12  Testexpression 

Durch die Variation der Kulturbedingungen wurden die optimalen Konditionen ermittelt, um eine maxi-

male Ausbeute an rekombinant hergestellten, löslichen und aktiven Proteinen aus den verwendeten E. coli 

Kulturen zu erhalten. Es wurden 50 ml Flüssigkulturen (LB, TB) in Erlenmeyerkolben verwendet und die 

Inkubationstemperatur, die IPTG-Konzentration und die Kulturdauer variiert. Als identische, nicht indu-

zierte Kontrolle wurden vor der Induktion 25 ml der Kultur in einen zweiten Erlenmeyerkolben überführt. 

Von der Kontrolle und der Testexpression wurden 2 ml Proben (3 h, 6h und über Nacht) entnommen und 

die Zellen abzentrifugiert. Die Zellen wurden in (100*OD600) µl 2-fach konzentriertem Laemli-Puffer 

aufgenommen, für 5 Minuten bei 95 °C inkubiert und in flüssigen N2 schockgefroren. Die Proben wurden 

kurz zentrifugiert, um die DNA und Zellfragmente zu sedimentieren und anschließend 2 µl des Über-

stands und 2 µl des Pellets auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und mit der Gelelektrophorese auf-

getrennt. Durch den Vergleich von Überstand und Pellet konnte die Löslichkeit eines Proteins überprüft 

werden. 

2.1.13  Transformation 2-Hybrid-Interaktionstest 

Im Zwei-Hybrid-System wurde die in vivo Assoziation bekannter Proteine oder Proteinfragmente getestet 
237,238. Der Interaktionstest erfolgte durch direkte Transformation in Saccharomyces cerevisiae EGY 48. 

Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurde eine EGY 48 Kolonie über Nacht (30 °C, 180 UpM) in 

einem Hefeminimalmedium (SD-Medium, synthetic drop-out) inkubiert. Die Inkubation erfolgte in 5 Mil-

liliter des Hefeminimalmediums SD Ura-. Am folgenden Tag wurde die Kultur mit 50 ml SD Ura--

Medium verdünnt und für 3 Stunden bei 30 °C bei 180 UpM inkubiert. Die Zellen wurden bei 1700 x g 

geerntet und mit 9 ml Lithium-Acetat-Lösung (100 mM Lithiumacetat in TE-Puffer) gewaschen. Die  

Zellen wurden in 1 ml Lithium-Acetat-Lösung resuspendiert 239. Die Transformationsansätze bestanden 

aus je 1 µl der beiden Testplasmide, 10 µl 10 mg/ml Lachssperma-DNA (Sigma), 600 µl 100 mM Li-

thiumacetat, 100 µl der kompetenten Hefezellen und 40 % (w/v) PEG 3350 in TE-Puffer. Die Ansätze 

inkubierten für 30 Minuten bei 30 °C wurden mit je 70 µl DMSO versetzt und inkubierten für weitere 20 

Minuten bei 42 °C. Die Ansätze wurden für 2 Minuten auf Eis abgekühlt, bei 1700 x g zentrifugiert und 

die Zellen in 300 µl TE-Puffer resuspendiert. Es wurden je 100 µl Zellen auf zwei SD His-Trp-Ura- -

Platten ausgestrichen. Die SD His-Trp-Ura- -Platten selektionierten auf das Vorhandensein der beiden 

Plasmide pGilda (his+) und pB42AD (trp+). Die Platten wurden für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. An-

schließend wurden die Zellen in 2 ml TE-Puffer resuspendiert und die optische Dichte (OD600) gemessen. 

Mit TE-Puffer wurden die verschiedenen Interaktionstestansätze auf eine einheitliche optische Dichte 

eingestellt. Je 100 µl Zellen der verschiedenen Testansätze wurden auf Medienplatten ausgestrichen, die 

Galaktose (Gal) und Raffinose (Raf) als Kohlenhydratquelle enthielten. Jeder Testansatz wurde auf einer 
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SD Gal/Raf His-Leu-Trp-Ura--Platte, einer SD Gal/Raf His-Trp-Ura- +BU-Salze+X-Gal-Platte und einer 

SD Gal/Raf His-Leu-Trp-Ura- +BU-Salze+X-Gal-Platte (alle drei zur Interaktionsstudie) ausgestrichen. 

Die Platten wurden für 2 bis 5 Tage bei 30 °C inkubiert.  

Um auszuschließen, dass die Aktivierung der Reportergene durch das AD-Fusionsprotein alleine und 

nicht durch die Interaktion der beiden Fusionsproteine hervorgerufen wurde, erfolgte eine Kotransforma-

tion mit dem leerem Köderplasmid pGilda.  

2.1.14 Quantifizierung mit dem β-Galaktosidase-Assay 

Die enzymatische Aktivität der β-Galactosidase wurde unter Verwendung des kommerziell erhältlichen 

Chemilumineszenz-Reportergen-Assay ‚Galacto-Star’ (Tropix, PE Biosystems) gemessen. Von den zu 

testenden EGY 48 Hefekulturen wurden nach der Transformation vier Einzelkolonien auf SD Gal/Raf 

His-Leu-Trp-Ura- -Platten überimpft und großflächig ausgestrichen. Nach einer Inkubation von zwei Ta-

gen bei 30 °C wurden diese Kulturen in 20 ml SD Gal/Raf His-Leu-Trp-Ura- -Flüssigmedium resuspen-

diert und die OD600 auf 0,6 in einem Gesamtvolumen von 6 ml eingestellt. Von jedem zu messendem In-

teraktionspartner wurden zwei unabhängige Ansätze hergestellt, in sterile Greiner-Röhrchen aliquotiert 

und für 20 Minuten bei 4000 UpM und 4 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden in je 800 µl Z-Puffer (60 

mM Di- Natriumhydrogenphosphat, 40 mM Natrium-di-hydrogenphosphat, 10 mM Kaliumchlorid, 1 mM 

Magnesiumsulfat. pH 7,0, 3,24 µl/ml Mercaptoethanol) resuspendiert. Um die Zellen zu lysieren, wurden 

die resuspendierten Zellen  mit  50 µl 0,1 % (w/v) SDS und 50 µl Chloroform versetzt und 30 s geschüt-

telt (Vortex). Aus der wässrigen, oberen Phase wurden zweimal je 60 µl in Luminometerröhrchen über-

führt und im Abstand von je 10 s mit 300 µl des frisch angesetzten Substratreagenz (1:50 Substrat des 

GalactoStar Kits) versetzt. Die Ansätze inkubierten für 30 Minuten bei RT. Im Abstand von 10 s wurde 

die Lichtemission im Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) gemessen. Die 16 Luminometerwerte  

jeder Interaktion wurden anschließend arithmetisch gemittelt. 

2.1.15  Screen einer cDNA-Bank im Zwei-Hybrid-System 

Für den Zwei-Hybrid-Screen wurde eine ungerichtet synthetisierte, größenselektierte (350-700 bp) 

cDNA-Bank verwendet. Sie wurde aus der mRNA ganzer, 9,5 und 10,5 Tage alter embryonaler Mäuse 

synthetisiert, die mittels eines NotI-Primers in die entsprechende cDNA umgeschrieben worden war. Über 

die NotI/NotI Schnittstelle war die cDNA ungerichtet in das pVP16-Plasmid kloniert worden. Es wurde 

das LexA-Zwei-Hybrid-System mit dem Köderplasmid pBTM116 verwendet. Mit der Lithium-Acetat-

Methode 239 wurden die Plasmide in S. cerevisiae L40 transformiert. Die Transformation erfolgte in zwei 

Schritten um so eine möglichst hohe Transformationseffizienz zu erzielen. Mit der in 2.2.13 beschriebe-

nen Lithiumacetat-Methode 239 wurde zuerst das Köderplasmid  in die L40 Zellen  transformiert, auf UT-
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Ly-Festagarplatten ausgestrichen und 6 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Eine der erhaltenen Einzel-

kolonien wurde in 10 ml UTLy-Medium resuspendiert und über Nacht bei 30 °C, 180 UpM inkubiert. 

Diese erste Vorkultur wurde mit 90 ml UTLy-Medium verdünnt und erneut über Nacht bei 30 °C, 180 

UpM inkubiert. Mit dieser zweiten Vorkultur wurden 2 l YPAD-Flüssigmedium inokuliert und bei 30 °C 

bis zu einer OD600= 0,5 inkubiert. Die Zellen wurden bei 1000 xg für 10 Minuten sedimentiert und erst 

mit 400 ml TE-Puffer und anschließend mit 30 ml Lithiumacetat-TE-Puffer gewaschen und sedimentiert. 

Die Zellen wurden in 8 ml Lithiumacetat-TE-Puffer resuspendiert und für mindestens 10 Minuten bei RT 

inkubiert. Für die Transformation wurden die resuspendierten Zellen mit 1 mg cDNA und 2 mg Lachs-

sperma  versetzt. Je 5 ml der Suspension wurde in einen 250 ml Erlenmeyerkolben gegeben und mit 25 

ml 40 % PEG 3350/Lithiumacetat/TE-Puffer gemischt und für 30 Minuten bei 30 °C, 200 UpM inkubiert. 

Die Ansätze wurden mit je 3,3 ml DMSO gemischt, für 20 Minuten bei 42 °C inkubiert und auf Eis abge-

kühlt. Die Zellen wurden für 10 Minuten bei 1000 xg (RT) sedimentiert, mit 30 ml YPD gewaschen und 

in 400 ml YPD resuspendiert. Die Zellen regenerierten für 1 Stunde bei 30 °C, 200 UpM. Abschließend 

wurden die Zellen mit 20 ml TE-Puffer gewaschen und in 30 ml TE-Puffer resuspendiert. Aliquots von je 

300 µl wurden auf THULLy-Festagarplatten (∅ 135 mm) ausgestrichen. Um die Transformationseffi-

zienz zu bestimmen, wurde eine Verdünnungsreihe auf UTL-Platten (100 µl pro Platte) ausgestrichen und 

die Kolonien nach drei Tagen ausgezählt. 

 

2.2 Proteinchemische Methoden 

Die Proteine wurden durch bakterielle Synthese mit Hilfe rekombinanter Techniken erhalten. 

2.2.1 Zellanzucht und Zellaufschluss 

2.2.1.1 Zellanzucht 

Für die Zellanzucht wurden die bei den Testexpressionen ermittelten optimalen Kulturbedingungen ver-

wendet. Für alle hGBP1 Konstrukte (Wildtype, Mutanten und isolierte Domänen) wurden die gleichen 

optimalen Bedingungen ermittelt. 

Im Schüttelinkubator wurde eine über Nacht Vorkultur der Bakterien bei 37 °C und 180 UpM in TB-

Medium mit 100 µg/ml Ampicillin angezogen. Mit je 25 ml der Vorkultur wurden die 2,5 l TB-

Selektionsmedium der Hauptkultur angeimpft und im Schüttelinkubator (37 °C, 160 UpM) bis zu einer 

OD600 von 0,6 bis 1,0 angezogen. Durch die Zugabe von IPTG (Endkonzentration 200 µM) wurde die 

Expression des Genkonstrukts induziert. Die Expression erfolgte über Nacht im Schüttelinkubator bei 25 
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°C und 160 UpM). Die Zellen wurden 15 Minuten bei 6.000 x g und 4 °C zentrifugiert und in Puffer re-

suspendiert. Die Zellen mit Konstrukten im Vektor pQE9 wurden in Puffer A (50 mM Tris/HCl pH 8,0, 

500 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 20 mM Imidazol und 10 % (v/v) Glycerol) resuspendiert und bei -80 °C 

gelagert. Die Zellen mit Konstrukten im Vektor pGex4T3 wurden in Puffer X (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 

500 mM NaCl, 5 mM MgCl2) mit 2 mM DTE resuspendiert und bei -80 °C gelagert. 

2.2.1.2 Aufschluss der Zellen 

Konstrukte im pQE9 Vektor 

Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut und vor dem Zellaufschluss mit 1 mM PMSF und einer Spatelspitze 

DNaseI (Boehringer) versetzt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch eine Ultraschallbehandlung von 

6*60s mit 5*120s Pause auf Eis (Stufe 10, 50 % „duty cycle“, Branson Sonifier 450). Das Zelllysat wurde 

zentrifugiert (50.000 x g, 30 min, 4 °C), der Überstand mit dem löslichem Fusionsprotein dekantiert und 

aufgereinigt. 

Konstrukte im pGex4T3 und im pProEx HTb Vektor 

Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut und vor dem Zellaufschluss mit 1 mM PMSF, 2 mM DTE, 25 % Tri-

ton X-100 (Endkonzentration 2%) und einer Spatelspitze DNaseI (Boehringer) versetzt. Der Aufschluss 

der Zellen erfolgte durch eine Ultraschallbehandlung von 6*60s mit 5*60s Pause auf Eis (Stufe 10, 50 % 

„duty cycle“, Branson Sonifier 450). Das Zelllysat wurde zentrifugiert (50.000 x g, 30 min, 4 °C), der 

Überstand mit dem löslichem Fusionsprotein dekantiert und  aufgereinigt. 

2.2.2 Affinitätschromatographie 

2.2.2.1 Nickel-NTA-Affinitätschromatographie 

Proteine im pQE9 Plasmid 

Die affinitätschromatographische Reinigung des N-terminal Histidin-markierten Proteins erfolgte mit ei-

ner Nickel-NTA-Superflow-Agarosesäule (Quiagen, Hilden) mit einem Säulenvolumen von 25 ml. Die 

Säule war mit Puffer A (50 mM Tris/HCl pH 8,0, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 20 mM Imidazol, 10 % 

(v/v) Glycerol) äquilibriert worden. Der Überstand wurde mit 5 ml/min auf die Säule aufgetragen. Die 

Säule wurde mit 5 Säulenvolumina Puffer A sowie mit 5 Säulenvolumina Puffer B20 (20 mM Tris/HCl pH 

8,0, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 20 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerol) gewaschen. Das Protein wurde 
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mit einem Gradienten von 20 mM bis 500 mM Imidazol in 20 mM Tris/HCl pH 8,0, 100 mM NaCl, 5 

mM MgCl2, 10 % (v/v) Glycerol eluiert. 

 

Proteine im pProEx HTb Plasmid 

Die affinitätschromatographische Reinigung des N-terminal Histidin-markierten Proteins erfolgte mit ei-

ner Nickel-NTA-Superflow-Agarosesäule (Quiagen, Hilden) mit einem Säulenvolumen von 25 ml. Die 

Säule war mit PufferX + 500 mM NaCl äquilibriert worden. Der Überstand wurde mit 2 ml/min auf die 

Säule aufgetragen. Die Säule wurde mit 10 Säulenvolumina PufferX + 500 mM NaCl gespült. Das Prote-

in wurde mit PufferX mit 250 mM Imidazol eluiert und durch Ultrafiltration auf ein Volumen von vier 

Millilitern aufkonzentriert. Das Fusionsprotein wurde mit 200 U TEV-Protease in PufferX gespalten.  

2.2.2.2 Glutathion-Affinitätschromatographie 

Die affinitätschromatographische Reinigung der GST-Fusionsproteine erfolgte mit einer GSH-Sepharose-

Superflow-Säule (Amersham-Pharmacia, Freiburg) mit einem Säulenvolumen von 25 ml. Die Säule war 

mit PufferX (50mM Tris/HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl, 5mM MgCl2) mit 2 mM DTE äquilibriert worden. 

Der Überstand wurde mit 2 ml/min auf die Säule aufgetragen. Die Säule wurde mit 10 Säulenvolumina 

PufferX mit 2 mM DTE gewaschen. Nach dem Auftragen wurde das Fusionsprotein mit 200 U Thrombin 

in PufferX mit 2 mM DTE über Nacht gespalten. Das gespaltene Protein wurde mit 2 Säulenvolumina 

PufferX mit 2 mM DTE eluiert. Das ungeschnittene Fusionsprotein sowie abgespaltenes GST wurde mit 

20 mM Glutathion in PufferX mit 2 mM DTE und von der Säule eluiert. 

2.2.3 Größenausschlusschromatographie 

Die weitere Aufreinigung der affinitätschromatographisch isolierten Proteine erfolgte durch die Größen-

ausschlusschromatographie. Diese ermöglicht eine analytische oder präparative, größenspezifische Tren-

nung der Proteine. Abhängig von der Größe der Proteine wurden verschiedene Säulenmaterialien ver-

wendet: Superdex 75 bzw. Superdex 200 (Amersham-Pharmacia, Freiburg) sowie eine SigmaChrom 

GFC-1300 Säule (Supelco, Belfonte, USA). Das Säulenmaterial der Superdexsäulen besteht aus hochver-

netzter Agarose mit kovalent gebundenem Dextran, die sich im Grad ihrer Vernetzung unterscheiden. Die 

Superdex 200 Säule wurde vor der Trennung mit 1 bis 3 Säulenvolumina Puffer C (50 mM Tris/HCl pH 

8,0, 5 mM MgCl2, 2 mM DTE)  äquilibriert. Die Superdex 75 Säule wurde vor der Trennung mit 1 bis 3 

Säulenvolumina Puffer X (50 mM Tris/HCl, 5 mM MgCl2, pH 7,4 mit 2 mM DTE) äquilibriert. Die 

SigmaChrom GFC-1300 Säule enthält ein Säulenmaterial aus hochvernetzten Polysaccharide. 

 



43                     Methoden 

2.2.4 Aufkonzentrierung von Proteinlösungen  

Konzentrierung durch Ammoniumsulfatfällung 

Den Proteinlösungen wurden bei 4 °C unter ständigem Rühren kleine Mengen Ammoniumsulfat bis zu 

einer Endkonzentration von 3 M zugegeben. Die Lösung wurde weitere 30 min bei 4 °C gerührt und an-

schließend das ausgefallene Protein für 30 min bei 15.000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Das Protein wur-

de anschließend in dem gewünschten Volumen Puffer aufgenommen. 

Konzentrierung durch Ultrafiltration 

Für die Ultrafiltration wurden Zentrifugationsröhrchen (Vivascience, Lincoln, USA) mit einer Membran 

verwendet, deren Porengröße maximal halb so groß war, wie das zu konzentrierende Protein. Die Protein-

lösungen wurden bei 3.000 x g und 4 °C zentrifugiert, bis sie auf 30 bis 100 mg/ml konzentriert waren.  

2.2.5 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Mit einem Uvikon 933 Zweistrahlphotometer (Kontron, Neufahrn) wurde die  Proteinkonzentration be-

stimmt. Bei reinen Proteinlösungen erfolgte die Konzentrationsbestimmung anhand der Absorption intrin-

sischer Chromophore (Tryptophan-, Tyrosin- und Cysteinreste) der Proteine bei einer Wellenlänge von 

276 nm. Der molare Absorptionskoeffizient wurde nach der Methode von Gill & van Hippel 240 bestimmt. 

Die Proteinlösungen wurden in einem Puffer aus 20 mM Kaliumphosphat, 6 M Guanidiniumchlorid, pH 

6,5 auf eine Absorption von 0,3 bis 0,7 verdünnt und denaturiert. 

 

Die Konzentration der Lösungen wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz berechnet: 

 

    A = ε * c * d 

 

Folgende molare Absorptionskoeffizienten, die sich aus der Zusammensetzung der Aminosäuren berech-

nen lassen, wurden zur Bestimmung der Konzentration verwendet: 

 

 

 

 

 

 

 



44                     Methoden 

 Molarer Absorptionskoeffizient 

ε276 (M-1cm-1) 

Molekulargewicht (kDa)

hGBP1  45450 69,240 

hGBP1 C590S 45380 69,224 

hGBP1 α 7-13 10295 32,702 

hGBP1 α 7-11 8845 19,870 

hGBP1 α 12-13 1450 13,568 

hGBP1 α 12-13K567A 1450 13,497 

hGBP1 α12 1450 10,146 
 

Tabelle 1: Die molaren Absorptionskoeffizienten und Molekulargewichte der hGBP1 Konstrukte.  

2.2.6 Elektrophorese von Proteinen 

2.2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemli 

Die SDS-Gelelektrophorese dient der analytischen Trennung von Proteingemischen. Eine vertikale Mini-

gelkammer (Protean II BioRad, München) wurde dazu verwendet, die Proteine in einem denaturierenden 

und diskontinuierlichen Polyacrylamidgel aufzutrennen 241. Die Proteine erhalten durch die Denaturierung 

mit Natriumdodecylsulfat (SDS) eine einheitliche negative Ladung entlang der Aminosäurekette und 

trennen sich in einem elektrischen Feld gemäß ihrem Molekulargewicht. 

 

Es wurden 10 % bzw. 13 % Trenngele  und 5 % Sammelgele verwendet.  

 

 Trenngel Sammelgel 

Gelkonzentration 10 % 13,5 %  5 % 

Acrylamidlösung 2,5 ml 4,5 ml 0,5 ml 

Trenngelpuffer  1,9 ml 2,5 ml -/- 

Sammelgelpuffer -/-  -/- 0,38 ml 

H2O bidest. 3,1 ml 2,3 ml 2,1 ml 

10 % SDS 100 µl 100 µl 30 µl 

10 % Ammoniumperoxodisulfat 100 µl 100 µl 30 µl 

TEMED 5 µl 5 µl   3 µl 
 

Tabelle 2: Pipettierschema für SDS-Polyacrylamidgele nach Laemli. 
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Die Acrylamidlösung bestand aus 30 % Acrylamid und 0,8 % Bisacrylamid. Beim Trenngelpuffer handel-

te es sich um einen 1,5 M Tris/HCl-Puffer (pH 8,8) und beim Sammelgelpuffer um einen 1,0 M Tris/HCl-

Puffer (pH 6,8). 

 

Vor dem Auftragen wurden die Proteinlösungen mit ¼ Volumen 5 x SDS-Probenpuffer (150 mM 

Tris/HCl (pH 6,8), 2 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerol, 0,01 Bromphenolblau, 10 mM DTE) versetzt. 

Die Elektrophorese erfolgte in einem Laufpuffer aus 25 mM Tris/HCl (pH 8,3), 0,2 M Glycin, 0,1 % 

SDS) bei einem konstanten Stromfluss von 30 mA pro Gel. 

2.2.6.2 Tricin-Gelelektrophorese 

Die Tricin-Gelelektrophorese diente der Analyse kleiner Proteine oder proteolytisch abgespaltener Pepti-

de (5<kDa<14) 242. Eine vertikale Minigelkammer (Protean II BioRad, München) wurde dazu verwendet, 

die Proteine gemäß ihres Molekulargewichts aufzutrennen. 

 

Es wurden 10 % bzw. 14 % Trenngele  und 5 % Sammelgele verwendet. 

  

 Trenngel Sammelgel 

Gelkonzentration 10 % 14 %  5 % 

Acrylamidlösung 3,2  ml 4,6 ml 0,5 ml 

Gelpuffer 2,5 ml 2,5 ml 0,38 ml 

H2O bidest. 3,9  ml 2,5 ml 2,1 ml 

10 % Ammoniumperoxodisulfat 100 µl 100 µl 50 µl 

TEMED 10 µl 10 µl 3 µl 
 

Tabelle 3: Pipetierschema für Tricin-Gelelektrophorese. 

 

Die Acrylamidlösung bestand aus 30 % Acrylamid und 0,8 % Bisacrylamid. Der Gelpuffer bestand aus   

3 M Tris/HCl (pH 8,45) mit 0,3 % (w/v) SDS. Die Gelelektrophorese erfolgte mit einem Anodenpuffer 

aus 242,25 g/l Tris pH 8,9 in der inneren Kammer und einem Kathodenpuffer (100 mM Tris/HCl pH 8,2, 

100 mM Tricin, 0,1 % (w/v) SDS) in der Außenkammer. Vor dem Auftragen wurden die Proteinlösungen 

mit ¼ Volumen 5 x SDS-Probenpuffer (150 mM Tris/HCl, pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerol, 

0,01 Bromphenolblau, 10 mM DTE) versetzt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei einem konstanten 

Stromfluss von 54 mA pro Gel.   
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2.2.6.3 Färben von SDS-Polyacrylamidgelen 

Die Färbung der Proteingele erfolgte für 15 Minuten in Coomassie-Blau (0,125 % (w/v) R-250, 0,125 % 

(w/v) G-250 (Serva) in 50 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsäure). Die Färbelösung wurde etwas er-

wärmt um die Färbung zu beschleunigen. Der Hintergrund wurde in 10 % (v/v) Ethanol mit 10 % (v/v) 

Essigsäure entfärbt. Die Dokumentation der gefärbten Gele erfolgte mit einem Scanner. 

2.2.7 Western-Blot 

Für die Immunodetektion wurden die elektrophoretisch getrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemem-

bran transferiert. Der Transfer erfolgte in einer Minigelkammer (Protean II BioRad, München) in einem 

Puffer aus 25 mM Tris/HCl, 190 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol, pH 8,0-8,5 bei 4 °C und 100 V für 90 

Minuten. Die geblottete Membran wurde mit Ponceau Rot (Sigma) gefärbt. 

Immunodetektion 

 

Für die Immunodetektion wurden die geblotteten Membranen in TBS-Puffer (20 mM Tris/HCl (pH 7,5), 

150 mM NaCl  gewaschen und über Nacht bei 4 °C in TBS mit 5 % (w/v) Magermilchpulver inkubiert. 

Die  Membranen wurden zweimal in je 20 ml TBS-Puffer gewaschen und anschließend bei RT für 60 

Minuten mit dem primären Antikörper in TBST-Puffer (TBS + 0,05 % (w/v) Tween 20) inkubiert. Nach 

zwei weiteren Waschschritten in je 20 ml TBST wurden die Membranen für 60 Minuten bei RT mit dem 

zweiten Antikörper in TBST inkubiert. Abschließend wurden die Membranen zweimal mit TBST-Puffer 

gewaschen. Es wurden ausschließlich sekundäre Antikörper verwendet, die mit der Meerrettichperoxidase 

(horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt waren. Die Detektion der Proteine erfolgte nun durch chemi-

sche Luminiszenz mit dem ECL Western-Blot-Detectionskit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). 

Die bei der Umsetzung des Substrates durch die Peroxidase erfolgende chemische Luminiszenz wird zur 

Belichtung eines Röntgenfilms (Kodak X-Omat, XAR-5, Sigma) genutzt. 

2.3 Biophysikalische Methoden 

2.3.1 Circulardichroismus 

Die CD-Spektroskopie (Circulardichroismus) ist prädestiniert für die Charakterisierung der Sekundär-

struktur von Proteinen in Lösung 243. Die Grundlage des Circulardichroismus beruht darauf, dass optisch 
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aktiven Substanzen rechts bzw. links zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich stark absorbieren, wobei 

es zu Elektronenübergängen kommt. Im fernen UV-Bereich finden diese Elektronenübergänge im Be-

reich der Peptidbindung statt, so dass sich mit der Auswertung der Spektren Aussagen über die Konfor-

mation des Proteins machen lassen. 

Für die Aufnahme von CD-Spektren wurde ein Jasco J-710 Spektropolarimeter (Japan Spectroscopic Co., 

Ltd., Tokyo, Japan) verwendet. Die Messung wurde im Fern-UV (190 – 250 nm) in 0,5 mm Quarzküvet-

ten mit 1 nm Bandbreite, 50 nm⋅Min-1 Scangeschwindigkeit und 1 s Integrationszeit durchgeführt. Die 

CD-Spektren wurden bei Temperaturen von 20 °C bis 70 °C in 5 K Schritten aufgenommen. Die zu ana-

lysierenden Proteinlösungen wurden in möglichst großer Reinheit mit Konzentrationen von 10 bis 50 µM 

in CD-Puffer (10 mM Kaliumphosphat, pH 7,5) eingesetzt. Alle Spektren wurden zehnfach akkumuliert.  

Die CD-Spektren wurden mit Hilfe des DICHROWEB Webservers ausgewertet 244. Dabei wurde das  

Analysenprogramm CDSSTR mit der Referenzdatei Nummer 7 verwendet 245-247. Die Referenzdatei 

Nummer 7 besteht aus den CD-Spektren von 48 Proteinen die ebenfalls im Fern-UV zwischen 190 – 240 

nm aufgenommen worden sind 247-249.  

 

2.3.2 Massenspektrometrie 

2.3.2.1 Bestimmung der Molekularmasse von Proteinen 

 

Die Massenspektrometrie diente der Bestimmung der Masse eines zu charakterisierenden Proteins, sowie 

der Analyse proteolytisch gespaltener Proteine. Die Technik beruht auf der Generierung von Ionen des zu 

untersuchenden Moleküls in der Gasphase und der Analyse des Masse/Ladungs-Verhältnisses dieser Io-

nen durch ein geeignetes Detektor-System. 

Für diese Arbeit wurde die Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization time of flight (MALDI-TOF) 

Massenspektrometrie verwendet. Diese ermöglicht die Analyse sehr komplexer Proteinmischungen 250, 

wobei Salzkontaminationen oder glykosylierte Proteine die Anwendung dieser Technik nicht behindern. 

Für die Probenvorbereitung wurden auf einer MALDI-Stahlprobenplatte 2 µl einer Proteinlösung (1 – 10 

µM) mit 2 µl „Matrix“ gemischt und Luft- bzw. Vakuum getrocknet. Um ein besseres Signal zu erhalten, 

wurden mehrere Verdünnungen einer Stammlösung gemessen. 

Durch die sauren UV-Absorbierenden Matrix-Moleküle werden Protonen auf die Proteine übertragen, die 

dadurch eine positive Ladung erhalten. Im Hochvakuum des Massenspektrometers werden die Proben mit 

Laser-Pulsen (1 ns bis 10 ns) im UV-Bereich beschossen. Durch ein hohes elektrisches Potential von 25 

kV bis 30 kV, welches an einer Beschleunigungselektrode nahe der Probenplatte anliegt, erfolgt eine Be-
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schleunigung der Proteinmolekül-Ionen. Dabei ist die Geschwindigkeit der Proteinmolekül-Ionen im 

Flugrohr proportional zur Quadratwurzel des Masse/Ladungs-Verhältnis. 

Formel 1:      z
M

K
Lt •=
2  

 
t   = Flugzeit des Ions M = Masse des Ions 

K  = kinetische Energie des Ions z  =   Ladung des Ions 

L  = Länge des Flugrohres  

 

Für die Analyse der hGBP1 Domänen und von proteolytischen Proteinfragmente wurden die Sinapinsäu-

re, die 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) und die α-Cyano-4-4-Hydroxyzimtsäure als Matrices verwen-

det. Von der Sinapinsäure wurde eine gesättigte Lösung und von der α-Cyano-4-4-Hydroxyzimtsäure 

eine Lösung mit 6 mg/ml angesetzt.  

 

Die Lösung der Matrices erfolgte in: 

 

 333 µl Acetonitril 

 333 µl Ethanol 

   33 µl 1,0 % TFA 

 300 µl Wasser 

 

Die Kalibrierung des Gerätes erfolgte durch einen Standard mit Proteinen bzw. Peptiden bekannter Grö-

ße. Die Bearbeitung der Massenspektren erfolgte mit der Voyager Auswertungssoftware und die experi-

mentell ermittelten Massen wurden mit den theoretisch erwarteten Massen verglichen. 

 

Die theoretische molekulare Masse der Proteine und der proteolytischen Proteinfragmente wurde mit dem 

Online zur Verfügung stehenden Programm ExPASy „Peptide Mass“ (www.expasy.ch) bestimmt. Das 

Programm bestimmte aus der Aminosäuresequenz des zu analysierenden Proteins die molare Masse so-

wie die möglichen Spaltstellen einer gewählten Protease, wie zum Beispiel Trypsin oder Pepsin, und die 

daraus resultierenden Proteinfragmente. 
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2.3.2.2 Identifizierung von Proteinen durch den „in Gel Verdau“ und die 

Massenspektrometrie 

Für die Identifizierung von Proteinen aus Proteingemischen wurden diese mit einem SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die zu identifizierende Proteinbande wurde ausgeschnitten und die Gelstü-

cke in kleinere Partikel von ungefähr 1 mm2 zerkleinert. Die Reste von SDS und Coomassie wurden aus 

den Partikeln entfernt: 

Die Partikel wurden für 10 Minuten mit 25 µL Acetonitril bedeckt und geschüttelt.  Danach mit 25 µl 0,1 

M Ammoniumhydrogencarbonat gemischt und nach 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand entfernt. 

Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Die Gelpartikel wurden für 30 Minuten in einer Vakuumzent-

rifuge getrocknet. In einem zweiten Schritt wurden die Proteine reduziert und alkyliert: 

Dazu wurden die Gelstücke mit 25 µl 10 mM DTT in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat bedeckt und   

1 h bei 56 °C inkubiert, anschließend auf Raumtemperatur abgekühlt und der Überstand entfernt. Die 

Gelstücke wurden für 5 Minuten mit 25 µl Acetonitril bedeckt. Der Überstand wurde rasch durch 25 µl 

0,055 M Iodacetamid in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat ersetzt. Die Inkubation erfolgte für 45 Mi-

nuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Der Überstand wurde entfernt und die Gelstücke für 5 Minuten 

mit 25 µl 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat bedeckt. Nach dem Entfernen des Überstands wurden die 

Gelstücke für 5 Minuten mit 25 µl Acetonitril inkubiert. Der Waschvorgang wurde zweimal wiederholt. 

Der Überstand wurde entfernt und die Gelstücke für 30 Minuten in der Vakuumzentrifuge getrocknet.  

Anschließend wurden die Proteinstücke mit Trypsin verdaut. Dazu wurden die Gelstücke mit 25 µl 0,25 

mg Trypsin in 0,05 M Ammoniumhydrogencarbonat pH 8,0, 5 mM CaCl2 bedeckt und für 45 Minuten 

auf Eis inkubiert. Der überstehende Puffer wurde entfernt und gegen Puffer ohne Trypsin ersetzt. Die In-

kubation erfolgte bei 37 °C über Nacht. 

Die Peptidstücke wurden anschließend aus den Gelstücken extrahiert: 

Der überstehende Puffer wurde zunächst entfernt. Die Gelstücke inkubierten für 15 Minuten in 25 µl 

Ammoniumbicarbonat, danach wurden 25 µl Acetonitril hinzu gegeben und weitere 15 Minuten inku-

biert. Der Überstand (1) wurde abgenommen und aufgehoben. Die Gelstücke wurden mit 25 ml 5 % A-

meisensäure bedeckt und inkubierten 15 min. Anschließend wurden 25 µl Acetonitril hinzu gegeben und 

weitere 15 Minuten inkubiert. Der Überstand wurde abgenommen und mit (1) vereinigt. Die Gelstücke 

inkubierten für 15 Minuten in 25 µl Acetonitril. Das Acetonitril wurde abgenommen und mit dem Über-

stand (1) vereinigt. Die Peptidstücke in den vereinigten Überständen wurden in der Vakuumzentrifuge 

getrocknet und zur Bestimmung des Molekulargewichts in einer Lösung der Matrixsubstanz α-Cyano-4-

4-Hydroxyzimtsäure (6 mg/ml) in 33 % Acetonitril, 33 % Ethanol und 33% 0,1%TFA aufgenommen. Die 

Peptidmassen wurden mit dem MALDI-TOF Massenspektrometer gemessen und mit dem Programm Pro-

tein Prospektor (http://prospector.ucsf.edu/) ausgewertet. 
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2.3.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC) 

Mit der Differential Scanning Calorimetry wurde die thermodynamische Stabilität von Proteinen analy-

siert. Durch diese Methode war es möglich, die thermische Entfaltung von Proteinen zu untersuchen und 

Anhaltspunkte für die Bindungskonstante von Homodimeren zu bekommen. Für die Analysen wurde ein 

Microcal VP-DSC Kalorimeter (Microcal, Northhampton, Massachusetts, USA) verwendet.  

Das Kalorimeter besteht aus einer Proben- und einer Referenz-Zelle. Die Referenzzelle enthielt den DSC-

Puffer (10 mM Phosphat (pH 7,5), 20 mM Glycin, 2 mM Mercaptoethanol), während die Probenzelle mit 

1,0 bis 200,0 µM Protein in DSC-Puffer gefüllt war. Da das Protein nicht in DSC-Puffer umgepuffert 

worden war, wurden entsprechende Aliquots von Puffer X in den DSC-Puffer der Referenzzelle gegeben. 

Die Zellen mussten luftblasenfrei befüllt werden. Die Messungen erfolgten über einen Temperaturbereich 

von 15 °C bis 120 °C bei einer Heizrate von 1 K/min. Zur Untersuchung der Reversibilität erfolgten nach 

dem ersten Heizzyklus vier weitere Messungen. 

 

Das Prinzip der DSC beruht auf der empfindlichen Messung des Unterschiedes in der Heizleistung, mit 

der die Referenz- bzw. die Probenzelle aufgeheizt werden, um eine genau lineare Temperaturerhöhung 

(Temperaturrampe von 1 K/min) zu erzielen. Die Wärmekapazität in der Probenzelle wird größer (und 

macht sich als Signaldifferenz bemerkbar), wenn die Probe aufschmilzt, (z.B. Entfaltung eines Proteins), 

d.h. wenn mehr Energie der Probenzelle zugeführt werden muss, um die Temperaturrampe konstant zu 

halten. In einem DSC-Experiment wird also die Wärmekapazität in Abhängigkeit von der Temperatur 

aufgezeichnet. 

 

2.3.4 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 

Üblicherweise wird mit der Isothermen Titrationskalorimetrie die Assoziation verschiedener Moleküle 

untersucht, die heterodimere Komplexe bilden251,252. Dabei werden die Reaktionsenthalpie und die Affini-

tätskonstante bestimmt und außerdem kann die Stöchiometrie der Komplexbindung der beiden Interakti-

onspartner bestimmt werden.  

In dieser Arbeit wurden ITC-Experimente zur Bestimmung der Komplexbildungskonstanten homodime-

rer hGBP1-Domänen verwendet. Dazu wurde das homodimere Protein (bei hoher Konzentration) durch 

Verdünnung in Puffer dissoziiert und die dafür aufgenommene Wärmemenge gemessen. 

In der Spritze wurden 0,5 mM Protein vorgelegt und mit kleinen Volumina (4 – 8 µl) in definierten Zeit-

intervallen in Puffer X verdünnt. Die Änderung der Wärmemenge in Abhängigkeit von der verdünnten 

Proteinmenge wurde aufgezeichnet. An die Daten wurde eine theoretische Kurve angepasst, um die Dis-

soziationskonstante des Homodimers zu erhalten. 
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2.3.5 Cross-linking Analysen 

Für die Analyse nativer Protein-Protein Komplexe wurden die Proteine mit einem Zero-length Crosslin-

ker unter Verwendung „aktiver“ Ester verknüpft 253.  

Es gibt verschiedene Substanzen die eine kovalente Bindung zwischen Proteinen knüpfen können. Diese 

Bindung kann über unterschiedlich große „Linker“ erfolgen, die nach der Reaktion als stabile Brücke die 

Proteine verbinden. Das wasserlösliche EDC ((1-Ethyl-3-/3-dimethylaminopropyl)carbodiimid)  
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ist ein so genannter Zero-length Crosslinker 254, bei denen die Proteine über eine isopeptid Bindung von 

geeigneten Seitenketten und nicht über einen Linker verknüpft werden. Das EDC wurde verwendet, da 

ohne die Einführung eines Linkers eine höhere Wahrscheinlichkeit besteht, dass sich die verknüpften Pro-

teinreste innerhalb der Protein-Protein Interaktionsfläche befinden. 

Da die durch EDC aktivierte Seitenkette schnell hydrosyliert und damit die ursprüngliche Carboxylgrup-

pe regeneriert wird, muss die „aktive“ Seitengruppe stabilisiert werden. Dies erfolgt durch die Umsetzung 

mit N-Hydroxysulfosuccinimid (NHS), wobei hydrophile Ester entstehen, die nur sehr langsam hydrosy-

lieren und mit denen die Ausbeute der Carbodiimid vermittelten Kopplungsreaktion gesteigert werden 

kann 255. 

N OO
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Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet: 

 

10   mM MES-Puffer pH 6,5 

100 mM NaCl 

5     mM MgCl2

50   µM Protein 

20   mM NHS 

10   mM EDC 

 

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 mM Glycin abgestoppt. Als Kontrolle wurden Reaktions-

ansätze ohne NHS und EDC, nur mit NHS bzw. nur mit EDC verwendet. Für die Analyse der Selbst-

Assemblierung des Wildtyp-Proteins und der isolierten G-Domäne wurden verschiedene Nukleotide dem 
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Reaktionsansatz zugesetzt. Es wurden die GTP-Analoga GppNHp (200 µM) und GDP⋅AlFx (200 µM 

GDP, 150 µM AlCl3, 5 mM NaF) getestet, sowie der Einfluss von GDP (200 µM).     

2.3.6 GTP-Hydrolyse-Assay 

Diese Methode ermöglicht die Analyse der GTPase-Aktivität eines Proteins und wurde wie von Lenzen et 

al. 256 beschrieben durchgeführt. Die Nukleotide wurden mit der reversed-phase HPLC getrennt. Das 

Prinzip beruht auf der Interaktion einer stationären Phase (hydrophoben Säulenmatrix) mit einer mobilen 

Phase (Ionenpaare aus Nukleotid und dem Tetrabutylammoniumbromid (TBA) aus dem HPLC-Puffer). 

Die positiv geladenen TBA-Ionen lagern sich über einen Ionenpaarkomplex an die negativ geladenen 

Phosphatgruppen der Nukleotide und polen sie so zu einer hydrophoben Gruppe um. Je höher die Anzahl 

der an ein Nukleotid gebunden Phosphatgruppen ist, desto mehr TBA wird gebunden und umso höher ist 

die Retentionszeit. 

Um die GTP-Hydrolyse zu untersuchen, wurde 1 µM hGBP1 in 50 mM Tris/HCl, pH 8,0, 2 mM DTE 

und 50 µM BSA mit 1 mM GTP inkubiert. 

Vor der Zugabe des Proteins inkubierten die Proben 5 Minuten bei 37 °C. Nach dem Reaktionsstart wur-

den in unterschiedlichen Zeitabständen je 25 µL Probe auf die HPLC-Anlage mit 2 ml/min aufgetragen. 

Für die Auftrennung wurde eine reversed-phase Säule ODS-Hypersil C18 (Bischoff, Leonberg) verwen-

det. Das denaturierte Protein wurde mit einer Nucleosid-100-C18-Vorsäule entfernt. Der Laufpuffer be-

stand aus 10 mM TBA, 0,2 mM Natriumazid, 100 mM Kaliumphosphat, pH 6,5 mit 7,5 % (v/v) Aceto-

nitril.  Die Nukleotide wurden durch die Absorption bei 252 nm detektiert. Die Retentionszeiten der 

Nukleotide wurden durch das Auftragen von Standards ermittelt. 

2.3.7 Dynamische Lichtstreuung (DLS) 

Die Messung erfolgte mit einem DynamoPro molecular sizing Gerät für Proteinlösungen mit Tempera-

turkontrollgerät. Als Lichtquelle wurde ein 25 mW, 750 nm Feststoff-Laser verwendet. Die Auswertung 

erfolgte mit dem Dynamics V6 Programm. 

Bei der dynamischen Lichtstreuung wird die Intensität des Streulichts eines Lasers, also einer kohärenten 

Lichtquelle, im rechten Winkel zu seiner Ausbreitungsrichtung gemessen. Dabei ist jedes Makromolekül 

ein Streuungszentrum. Durch die Bewegung der Makromoleküle im Lösungsmittel ändern diese Streu-

ungszentren ihre Position sowie das aus der Streuung resultierende Interferenzmuster. Diese schnellen 

Fluktuationen werden auf eine zeitliche Korrelation hin untersucht. Die gemessenen Fluktuationen sind 

proportional zur jeweiligen Teilchenbewegung und geben Aufschluss über das dynamische Verhalten der 

Lösung. Der translationale Diffusionskoeffizient der in der Lösung enthaltenen Makromoleküle kann mit 

Hilfe der so genannten Autokorrelationsfunktion aus den zeitlichen Fluktuationen der Streulichtintensität 
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berechnet werden. Aus dem translationalem Diffusionskoeffizienten kann mit Hilfe der Stokes-Einstein-

Gleichung (Formel 2) der hydrodynamische Radius der diffundierenden Makromoleküle berechnet wer-

den.   

Formel 2:    
T

B
H D

TkR
πη6
•

=  

(RH: hydrodynamischer Radius; kB: Boltzmannkonstante; T: absolute Temperatur; η: Viskosität des Mediums; DT: translationaler 

Diffusionskoeffizient) 

 

Das Dynamics V6 Programm bietet zwei verschiedene Modelle mit denen die Molekülmasse aus dem 

hydrodynamischen Radius bestimmt werden kann. Die Grundlage der Modelle sind Kalibrierungskurven, 

für die der hydrodynamische Radius (RH) von Molekülen mit bekannter Molekülmasse (MW) bestimmt 

wird. Die Moleküle, die für die Kalibrierungskurven gemessen werden, unterscheiden sich in ihrer Form. 

Das erste Modell ist für globuläre Moleküle. Dazu werden die hydrodynamischen Radien von globulären 

Proteinen bestimmt. Das zweite Modell ist für gestreckte Moleküle. Für dieses Modell werden die hydro-

dynamischen Radien von gestreckten Polysacchariden gemessen. Die Berechnung der Molekülmasse aus 

dem hydrodynamischen Radius erfolgt mit der Formel 3: 

 

Formel 3:    MW (kDa) = [Rh Faktor * Rh (nm)]Power

 

Aus den Kalibrierungskurven werden der RhFaktor und Power abgeleitet: 

 

Modell  Rh Faktor Power 

globulär  1,6800 2,3398 

gestreckt  1,4782 1,8136 

 

Die Messung wird bei 4 °C in einem Puffer aus 50 mM Tris/HCl, 5 mM MgCl2, pH 7,5 und mit einer 

Proteinkonzentration von 200 µM durchgeführt. Für jede Bestimmung eines Radius wurde über 10 Se-

kunden gemittelt. Es wurden je 50-100 solcher Einzelbestimmungen durchgeführt und über sie wiederum 

gemittelt. Um zu ermitteln, welches Modell für die isolierten helikalen Domänen von hGBP1 geeignet ist, 

wird der hydrodynamische Radius des Wildtyp-Proteins von hGBP1 gemessen, dessen Molekülmasse 

und Struktur bekannt ist.  

 



3 Ergebnisse 

3.1 Analyse der hGBP1 Oligomerisierung mit dem Zwei-

Hybrid-System 

Das humane Guanylat-bindende Protein 1 ist eine große GTPase. In Gegenwart von GTP und GTP-

Analoga bildet sie Homodimere und Homotetramere. Diese Oligomerisierung ist mit der analytischen 

Größenausschlusschromatographie und der analytischen Ultrazentrifugation nachweisbar 57,257.  

Die in vitro nachgewiesene Oligomerisierung von hGBP157 sollte in vivo mit Hilfe der 2-Hybrid-Methode 

für Interaktionsstudien [2.1.13] überprüft werden. Die Methode ermöglicht es, die Interaktion von Protei-

nen in lebenden Zellen zu analysieren. Dabei kann die Bildung von Homo- und Heterodimeren nachge-

wiesen werden. Dadurch ist es auch möglich, den Einfluss von Mutationen auf die Selbst-Assemblierung 

eines Proteins zu untersuchen.  

Die cDNA der Proteine, deren Interaktion untersucht werden sollte, wurde in die Plasmide pGilda und 

pB42AD (AD: aktivierende Domäne) insertiert. Dabei wurde die cDNA in dem Plasmid pGilda mit der 

cDNA des DNA-bindendem Proteins LexA fusioniert. In dem Plasmid pB42AD fusionierte sie mit der 

cDNA des Proteins B42, dass die Transkription aktiviert. 

Der verwendete Hefestamm Saccharomyces cerevisiae EGY 48 besitzt zwei Reportergene: LEU2 und 

lacZ. Die Expression des LEU2 Reportergens wird von sechs Kopien des LexA Operators und das lacZ 

Reportergen von acht Kopien reguliert. Das Reportergen LEU2 ist in das Hefegenom integriert. Das Re-

portergen lacZ befindet sich auf dem Plasmid p8op-lacZ mit dem der Hefestamm vortransformiert wird. 

Die Selektion auf interagierende Proteine erfolgte durch das Ausplattieren der Zellen auf Hefeminimal-

medium (SD-Medium, synthetic drop-out), denen die Aminosäuren Histidin, Leucin und Tryptophan so-

wie das Nukleotid Uracil fehlen. Die Medien enthielten Galaktose (Gal) und Raffinose (Raf) als Kohlen-

stoffquelle. Es wurden dabei folgende Medien verwendet: SD Gal/Raf His-Leu-Trp-Ura-- und SD Gal/Raf 

His-Trp-Ura- +BU-Salze+X-Gal -Platten. Die Expression der Aminosäuren Histidin und Tryptophan so-

wie des Nukleotids Uracil dienen als Selektionsmarker für die erfolgreiche Transformation der Hefezellen 

mit den Plasmiden pGilda, pB42AD und p8op-lacZ.  Nur die Hefezellen, die interagierende Proteine 

exprimieren, wachsen auf den Leu- Platten. Auf den Platten mit X-Gal werden die Zellen auf die Aktivität 

der β-Galactosidase getestet. Die Zellen färben sich blau, wenn durch die β-Galactosidase das künstliche 

Substrat X-Gal umgesetzt wird.  

 

Wie in der Abbildung 11 zu sehen ist, bindet das mit dem LexA-Protein fusionierte „Köderprotein“ an die 

lexA Operatoren. Das mit dem Protein B42 fusionierte Beuteprotein interagiert mit dem Köderprotein. 
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Anschließend aktiviert das Protein B42 die Transkription der Reportergene. Die Transkription der Repor-

tergene LEU2 und lacZ wird von mehreren LexA Operatoren reguliert. Die Stärke der Transkription ist 

dabei abhängig von der Anzahl der LexA-Operatoren, an die ein LexA-Protein und ein B42-Protein ge-

bunden sind. Dadurch ist es möglich, die Stärke der Transkription und damit die Affinität der Proteine 

über die Dichte der Kolonien und über die β-Galaktosidase-Aktivität zu quantifizieren. 

 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Regulati-

on der Reportergenexpression im Zwei-Hybrid-

Systems. Das Köderprotein, das mit dem DNA-bindendem 

LexA-Protein fusioniert worden ist, bindet an eines von 

mehreren LexA-Operatoren, welche die Expression der 

Reportergene regulieren. Es kann die Transkription jedoch 

nicht aktivieren. Mit dem Köderprotein interagiert ein 

weiteres Protein, das mit einem die Transkription aktivie-

renden Protein (B42) fusioniert worden ist. (Abbildung 

Estojak et al., 1995 258). 

 

Um die Stärke der Interaktion zu quantifizieren wurde berücksichtigt, an welchem Tag (2. bis 5.) die ers-

ten Kolonien auf den SD Gal/Raf His-Leu-Trp-Ura- -Platten wuchsen, sowie die Dichte des Wachstums 

der Kolonien. Die Interaktion zweier bekannter Proteine wurde als Standard definiert, mit dem die Inter-

aktionsstärke der getesteten Proteine verglichen wurde. 

  

Mit dem Zwei-Hybrid-System wurde die Selbst-Assemblierung des Wildtyp-Proteins und verschiedener 

Domänenkonstrukte von hGBP1 sowie der Einfluss von Punktmutationen auf die Oligomerisierung unter-

sucht.  

Mit den Punktmutanten sollte der Einfluss der GTP-Hydrolyse (R48A) und der Nukleotidbindung (K51A, 

D103A, D184N) auf die Bildung von Homo- und Heterodimeren analysiert werden. Die Mutation des 

Cysteins (C589S) des CaaX-Motives soll die Isoprenylierung des Proteins verhindern. Die Isoprenylie-

rung des Proteins dient der Verankerung des Proteins in der Plasmamembran. Durch die Mutation des 
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CaaX-Motives sollte ein möglicher Einfluss des CaaX-Motives auf die Dimerisierung untersucht und die 

Translokation der Hybridkonstrukte in den Kern verbessert werden. 

Durch die Analyse verschiedener Domänenkonstrukte sollte ermittelt werden, welche Domänen an der 

Dimerisierung beteiligt sind. 

 

Dazu wurden folgende hGBP1-Konstrukte kloniert und getestet: 

 

Name Beschreibung 

Wt. Wildtyp Form des humanen Guanylat-bindendem Protein 1 (hGBP1) 

R48A Punktmutante in der P-Schleife; wichtig für die GTP-Hydrolyse 

K51A Punktmutante in der P-Schleife; wichtig für die Nukleotidbindung 

D103A Punktmutante im switch II 

D184N Punktmutante im dritten GTP-Bindungsmotiv  

C589S Punktmutation im CaaX-Motiv, verhindert die Farnesylierung des Proteins  

R48AC589S Punktmutationen in der P-Schleife und im CaaX-Motiv 

G-Domäne C-terminal verkürzte Mutante; G-Domäne und die ersten Aminosäuren der α7-

Helix der helikalen Domäne (AS 1-327) 

G-DomäneR48A C-terminal verkürzte Mutante (AS 1-327) mit einer Punktmutation in der P-Schleife

α7-13 

(helikale Domäne) 

N-terminal verkürzte Mutante; bestehend aus den α-Helices 7 bis 13 

α7-11 N-terminal und C-terminal verkürzte Mutante; bestehend aus den α-Helices 7 bis 

11 

α12 N-terminal und C-terminal verkürzte Mutante; bestehend aus der α-Helix 12 

α12-13 N-terminal verkürzte Mutante; bestehend aus den α-Helices 12 und 13 
 
 

Tabelle 4: Tabellarische Zusammenfassung der für den 2-Hybrid-Assay verwendeten hGBP1-Konstrukte.  

 

Die Interaktion der verschiedenen Konstrukte wurde in jedem der beiden verwendeten Vektoren (pGilda, 

pB42AD) getestet. Dadurch ist es möglich nachzuweisen, ob das Wachstum der Zellen auf den Selekti-

onsplatten auf eine „falsch positive“ Interaktion zurückzuführen ist. Dazu erfolgt als Negativkontrolle die 

Kotransformation mit dem jeweiligen Leervektor. So wird durch die Kotransformation mit dem Leervek-

tor pGilda untersucht, ob das B42-Fusionsprotein die Transkription der Reportergene auch alleine akti-

viert. Damit kann eine mögliche DNA-bindende Funktion des getesteten Konstrukts untersucht werden.  

Die Negativkontrollen der verschiedenen Konstrukte zeigen, dass keines der Konstrukte eine DNA-

bindende Funktion besitzt. Außerdem konnte durch die Kotransformation der beiden Leervektoren nach-

gewiesen werden, dass es bei dem für die Analyse relevanten Zeitraum (3. bis 5. Tag) kein unspezifisches 

Wachstum gibt.  
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Abbildung 12: Interaktionsstärke verschiedener Kotransformation. Die Abbildungen A, B und C repräsentieren die Koloniedichte 

mit der die Stärke der Interaktion verschiedener Kotransformationen bestimmt wurde. A) hohe Anzahl, starke Interaktion, Symbol: +++. 

B) mittlere Anzahl, mittlere Interaktion, Symbol; ++. C) geringe Anzahl, schwache Interaktion, Symbol: +. Die Koloniedichte wurde am 

dritten Tag bestimmt. Die Kotransformationen, die erst am vierten Tag sichtbare Kolonien auf den Selektionsplatten zeigten, repräsentier-

ten eine sehr schwache Interaktion Symbol: (+). 

 

Die Abbildung 12 zeigt Beispiele für eine starke (A), mittlere (B) und schwache (C) Interaktion. 

Die Stärke der Interaktion wurde anhand der am dritten Tag auf der Selektionsplatte (SD Gal/Raf His-

Leu-Trp-Ura-) gewachsenen Kolonien bestimmt.  

3.1.1 Der Einfluss der GTPase-Domäne und des CaaX-Motivs 

Zuerst wurde der Einfluss der GTPase-Aktivität und des CaaX-Motives auf die Oligomerisierung des Pro-

teins analysiert (Tabelle 5). 

 

pB42AD  

Wt R48A K51A D103A D184N G-Dom. G-Dom. 

R48A 

C589S R48A 

C589S 

Wt +++ +++ 0 +++ (+) + + + +++ 

R48A +++ 0 0 ++ 0 + (+)   

K51A 0 0 0 0      

D103A +++ ++ 0 +++      

D184N (+) 0   0     

G-Dom. + +    + (+)   

G-Dom.R48A + (+)    (+) +++   

C589S +       0 + 

pG
ild

a 

R48AC589S +++       + 0 

 

Tabelle 5: Analyse des Einflusses verschiedener Punktmutationen auf die Bildung von Homo- und Heterodimeren.  Die Kontrolle ist die 

Interaktion des hGBP1 Wildtyps. Die Interaktionsstärke wurde anhand der Anzahl der Kolonien auf der Selektionsplatte (SD Gal/Raf His-Leu-

Trp-Ura-) bestimmt. (+++ hohe Anzahl, ++ mittlere Anzahl, + geringe Anzahl, (+) sehr wenige Kolonien am 4. Tag, 0 keine Klone, leere Felder 

nicht getestet) 

 

Die durch in vitro Experimente gezeigte Selbst-Assemblierung von hGBP1 57,232 konnte im Zwei-Hybrid-

System auch in vivo nachgewiesen werden.  
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Die Argininmutante R48A befindet sich in der P-Schleife der G-Domäne. Die GTP-Bindung ist ver-

gleichbar mit der des Wildtyp-Proteins, aber die GTP-Hydrolyse beträgt nur ein Hundertstel der maxima-

len Aktivität des Wildtyp-Proteins 57,232. Im Interaktionsassay bildet die Mutante keine Homodimere aber 

Heterodimere mit der Wildtypform des Proteins. Die Wildtyp/Wildtyp und die Wildtyp/R48A Kotrans-

formation zeigen eine gleich starke Interaktion auf den Selektionsplatten. 

Die ebenfalls in der P-Schleife lokalisierte Lysinmutante K51A bindet GTP 50-fach schwächer als das 

Wildtyp-Protein 57,232. Im Interaktionsassay bildet die Mutante keine Dimere.  

Die in der switch II-Region lokalisierte Asparaginsäuremutante D103A bindet GTP wie das Wildtyp-

Protein, hat aber im Gegensatz zu R48A nur eine um ein Drittel niedrigere maximale GTP-Hydrolyse Ak-

tivität 57,232. Im Interaktionsassay bildet die Mutante Homodimere und Heterodimere mit dem Wildtyp-

Protein und mit R48A. Die Interaktion zwischen dem Wildtyp-Protein und der Mutante D103A ist dabei 

gleich stark, während die Interaktion zwischen R48A und D103A schwächer ist als die Wildtyp/Wildtyp 

Interaktion. 

Die im dritten GTP-Bindungsmotiv lokalisierte Asparaginsäuremutante D184N bindet GTP 26-fach 

schwächer als das Wildtyp-Protein und hat eine um ein Viertel reduzierte maximale GTP-

Hydrolyseaktivität 57,232. Im Interaktionsassay bildet D184N keine Homodimere und zeigt eine sehr 

schwache Interaktion mit dem Wildtyp-Protein. Bei der Kotransformation von D184N mit R48A wurden 

keine Heterodimere gebildet. 

Die isolierte G-Domäne (G-Dom.) bindet GTP dreieinhalb Mal schlechter als das Wildtyp-Protein. Sie 

hat jedoch eine fast doppelt so hohe maximale GTP-Hydrolyseaktivität 57,232. Die G-Domäne interagiert 

als Homodimer und als Heterodimer mit dem Wildtyp-Protein. Die Interaktion ist in beiden Fällen 

schwach. Die isolierte G-Domäne interagiert schwach als Heterodimer mit R48A.  

Im Vergleich zu der isolierten G-Domäne bindet die isolierte G-Domäne, bei der zusätzlich eine R48A 

Punktmutation eingeführt worden ist (G-Dom.R48A), GTP 27-fach besser als das Wildtyp-Protein. Die 

maximale GTP-Hydrolyse Aktivität ist fast 500-fach schwächer als beim Wildtyp-Protein 57,232. Die 

G-DomäneR48A interagiert als Homo- und als Heterodimer. Das Homodimer zeigt dabei eine starke In-

teraktion, während das Heterodimer mit dem Wildtyp-Protein eine schwache Interaktion ist. Die Kotrans-

formation G-Dom.R48A/G-Dom. zeigt, dass die beiden Mutanten sehr schwach interagieren. Die 

Kotransformation G-Dom.R48A/R48A belegt eine sehr schwache Interaktion der beiden Mutanten. 

Die Mutation des Cysteins des CaaX-Motives (C589S) verhindert die Farnesylierung des Proteins. Die 

Mutation wurde eingeführt, um einen möglichen Einfluss der Farnesylierung auf die Assemblierung von 

hGBP1 zu untersuchen. Die Mutante interagiert schwach mit dem Wildtyp-Protein. Es gab keine Interak-

tion bei der Kotransformation C589S/C589S. 

Die Doppelmutante R48AC589S bildet keine Homodimere, aber es gibt eine starke Interaktion bei der 

Kotransformation der R48AC589S Mutante mit dem Wildtyp-Protein. Die Kotransformation 

R48AC589S/C589S belegt eine schwache Interaktion.  
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Die Bildung der Mutante/Wildtyp Heterodimere und des Wildtyp/Wildtyp Homodimers beweisen, dass 

die Proteine in S. cerevisiae exprimiert und in den Nukleus transportiert werden.   

Durch die Unterschiede der Mutanten R48A, K51A, D103A, D184N sowie der isolierten G-Domäne und 

der G-DomäneR48A-Mutante bei der Bildung von Homo- und Heterodimeren kann der Einfluss der 

Nukleotidbindung und der GTP-Hydrolyse auf die Bildung von Oligomeren nachgewiesen werden.  

Die Mutante K51A – die GTP 50-fach schwächer bindet als das Wildtyp-Protein – und weder Homo- 

noch Heterodimere bildet, zeigt, dass beide beteiligten Proteinmoleküle in einem nukleotidgebundenem 

Zustand vorliegen müssen. Dieser Befund wird durch die Mutante D184N bestätigt. Diese interagiert nur 

sehr schwach mit dem Wildtyp-Protein und hat wie K51A eine stark reduzierte Affinität zu GTP und eine 

reduzierte GTP-Hydrolyse-Aktivität.  

Die Mutante R48A, die GTP sehr viel schlechter hydrolysiert als das Wildtyp-Protein bindet, bildet keine 

Homodimere. Sie interagiert jedoch mit dem Wildtyp-Protein und anderen Mutanten, die Nukleotide bin-

den und eine GTPase-Aktivität besitzen. Dies könnte zeigen, dass für die Bildung eines Dimers die GTP-

Hydrolyseaktivität eines der beiden beteiligten Proteinmoleküle ausreichend aber auch notwendig ist. 

 

Die schwache Interaktion zwischen der C589S Mutante und dem Wildtyp-Protein sowie das Fehlen des 

C589S-Homodimers belegen, dass die Farnesylierung des Proteins die Stärke der Assemblierung beein-

flusst. Die starke Interaktion des R48AC589S/Wildtyp Heterodimers zeigt, dass die Mutation des Arginin 

48 die auf die fehlende Farnesylierung zurückzuführende Schwächung der Interaktion kompensiert. Die 

schwache Interaktion des R48AC589S/C589S Heterodimers ist ebenfalls ein Indiz dafür, dass durch die 

Mutation des Arginins 48 der Effekt der fehlenden Farnesylierung abschwächt wird.  

 

3.1.2 Beiträge der globulären und helikalen Domänen zur Dimerisierung 

In der zweiten Interaktionsstudie wurde der Einfluss der verschiedenen Domänen auf die Dimerisierung 

untersucht. 

Die Kristallstruktur der nukleotidfreien bzw. der GppNHp-gebundenen Form von hGBP1 zeigt, dass das 

Protein aus zwei Domänen besteht 50,231; einer großen globulären α/β-GTPase-Domäne (G-Domäne) und 

einer lang gestreckten α-helikalen Domäne. Die α-helikale Domäne besteht aus zwei Subdomänen, bei 

der die Mitteldomäne mit den α-Helices 7-11 dem Molekül eine längliche Form gibt. Die zweite Subdo-

mäne besteht aus einer sehr langen α-Helix (12), die zurück zur G-Domäne führt. Die α-Helix 13 bildet 

mit dem Ende der α-Helix 12 eine coiled-coil-Struktur 50. 

Es gibt nur sehr wenige Wechselwirkungen zwischen der α-Helix 12 und der Mitteldomäne bzw. der 

G-Domäne. Die α-Helix 12 hat acht direkte Kontakte mit den α-Helices 7-11und vier weitere direkte 

Kontakte mit der G-Domäne. Zusätzlich gibt es siebzehn Kontakte zwischen der α-Helix 12 und der Mit-
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teldomäne bzw. der G-Domäne, die durch Wassermoleküle vermittelt werden. Da die von den α-Helices 

12/13 bedeckte Oberfläche der Mitteldomäne und der G-Domäne hydrophil ist und nur wenige Bindun-

gen aufgebrochen werden müssten, wurde vorgeschlagen, dass die Loslösung der α-Helices 12/13 eine 

Interaktionsfläche mit anderen Proteinen bieten könnte 57. 

Die von Balaji Prakash et al. im Komplex mit GppNHp gelöste Struktur ist mit Hilfe von Kristallen be-

stimmt worden, die nur ein hGBP1 Molekül pro asymmetrischer Einheit enthielten 231. Es ist jedoch mög-

lich, dass das GppNHp-gebundene Dimer in Lösung zwei benachbarten Molekülen im Kristallgitter ent-

spricht. Von den sieben kristallographischen Nachbarn wiesen zwei große Interaktionsflächen auf und 

wurden als potentielle Dimere vorgeschlagen 231. Dies waren ein Dimer (A) mit einer Interaktion zwi-

schen der G-Domäne und der helikalen Domäne und ein Dimer (B) mit einer Interaktion zwischen den G-

Domänen. 

 

Um  die mögliche Interaktionsfläche genauer zu bestimmen, müssen die aus der Kristallstruktur bekann-

ten Subdomänen der helikalen Domäne α7-13 untersucht werden. Dazu wurden die Subdomäne α7-11, 

α12-13 und α12 als isolierte Konstrukte in die Plasmide pGilda und pB42AD kloniert.  

 

 

 

 
Abbildung 13: Überblick über die getesteten Domänen und Subdomänen. 
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Der Zwei-Hybrid-Interaktionsassay zeigt folgendes Ergebnis: 
 Wt G-Dom. G-Dom. 

R48A 

α7-13 α7-11 α12-13 α12-13 

(20 °C) 

α12 

Wt +++ + + 0 0 0 0 0 

G-Dom. + + (+) 0     

G-Dom. R48A + (+) +++ 0     

α7-13 0 0 0 ++     

α7-11 0    0    

α12-13 0     0   

α12-13 (20 °C) 0      +  

α12 0       0 
 

Tabelle 6: Analyse des Einflusses verschiedener Domänenkonstrukten auf die Bildung von Homo- und Heterodimeren. Kontrolle ist die 

Interaktion des hGBP1 Wildtyps. Die Interaktionsstärke wurde anhand der Anzahl der Kolonien auf der Selektionsplatte (SD Gal/Raf His-Leu-

Trp-Ura-) bestimmt. (+++ hohe Anzahl, ++ mittlere Anzahl, + geringe Anzahl, (+) wenige Kolonien am 4. Tag, 0 keine Klone, leere Felder nicht 

getestet) 

 

Wie schon in 3.1.1 beschrieben, kann im Zwei-Hybrid-Interaktionsassay die Interaktion der beiden 

G-Domänenkonstrukte (G-Dom. und G-Dom.R48A) in Form von Homo- und Heterodimeren nachgewie-

sen werden.  

Das helikale Domänenkonstrukt α7-13 bildet Homodimere, jedoch kein Heterodimer mit dem Wildtyp-

Protein. Das Homodimer zeigt eine mittlere Interaktionsstärke.  

Um die aus der Kristallstruktur postulierte Interaktion zwischen G-Domäne und helikaler-Domäne zu tes-

ten, wurden die Kotransformationen G-Dom./α7-13 und G-Dom.R48A/α7-13 getestet. Der Interaktion-

sassay zeigt keine Interaktion zwischen der G-Domäne und der helikalen Domäne. 

Die fehlende Interaktion zwischen der G-Domäne und der helikalen Domäne ist ein Indiz dafür, dass das 

aus der Kristallstruktur postulierte Dimer A nicht zutrifft. Das Dimer B postuliert, dass die Interaktion 

über die G-Domäne des Wildtyp-Proteins erfolgt. Da im Interaktionsassay sowohl die G-Domäne als 

auch das helikale Domänenkonstrukt α7-13 Homodimere bilden, könnte dies ein Hinweis auf eine andere 

Orientierung der hGBP1-Moleküle bei der Dimerisierung sein. Eine zweite Interpretation wäre, dass zu-

erst durch die Interaktion der G-Domänen ein Dimer gebildet wird. Die Bildung von höheren Oligome-

ren, die mit Hilfe der Größenausschlusschromatographie für den GDP⋅AlFx-gebundenen Wildtyp-Protein 

nachgewiesen wurden 50, könnten auf der Interaktion der helikalen Domänen beruhen. 

Die Analyse der helikalen Domänenkonstrukte α7-11 und α12 ergibt, dass diese Untereinheiten keine 

Homo- oder Heterodimere bilden.  

Auch das helikale Domänenkonstrukt α12-13 bildet bei 30 °C keine Homo- oder Heterodimere. Es bildet 

jedoch durch eine schwache Interaktion Homodimere, wenn die Inkubation auf den Selektionsplatten bei 

20 °C statt 30 °C erfolgt. Auf diesen Befund wird in dem Kapitel 3.5 zurückgegriffen. 
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Die in der Abbildung 14 zu sehenden Selektionsplatte zeigt die wichtigsten Kotransformationen, mit de-

nen Interaktionen nachgewiesen werden. Bei diesem Ansatz erfolgt der Nachweis der Interaktion über die 

β-Galaktosidase-Aktivität und nicht über die Wachstumsdichte.   

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems ist die Bildung von Homodimeren durch das Wildtyp-Protein von 

hGBP1 nachweisbar. Zusätzlich belegen die Mutanten K51A und D184N, dass es ohne GTP-Bindung 

keine Dimerisierung gibt. Die Mutante R48A bildet mit dem Wildtyp-Protein Heterodimere jedoch keine 

Homodimere.    

Das Zwei-Hybrid-System zeigt außerdem, dass die Dimerisierung nicht über die für das Dimer A postu-

lierte Interaktion der G-Domäne mit der helikalen Domäne erfolgt. Neben der postulierten und auch 

nachgewiesenen Interaktion der G-Domänen des Dimers B erfolgt eine Interaktion der helikalen Domäne. 

 

 

Abbildung 14: Kotransformation des hGBP1 

Wildtyps und verschiedener Mutanten. Auf der 

Musterplatte sind die Interaktionstestpaare zusam-

mengefasst, die belegen, welche Bedeutung die 

GTP-Hydrolyse-Aktivität (R48A)und die GTP-

Bindung (K51A) für die Interaktion hat. Außerdem 

werden die von der G-Domäne (G-Dom. bzw. 

G-Dom.R48A) und das von dem helikalen Domä-

nenkonstrukt (α7-13) gebildeten Homo- und Hetero-

dimere gezeigt. Als Negativkontrolle dient die 

Kotransformation mit den Leervektoren. 

  

3.2 Bestimmung der Interaktionsstärke 

Die Interaktionsstärke der verschiedenen Homo- und Heterodimere, die im Zwei-Hybrid-Inter-

aktionsassay über die Anzahl der Kolonien bestimmt wurde, sollte mittels eines semiquantitativen 

β-Galaktosidase-Assays („Galacto-Star“) überprüft werden. Das lacZ Reportergen - die β-Galactosidase - 

ist eines der beiden im Zwei-Hybrid-System verwendeten Reportergene. Sie wird proportional zu der 

Stärke der Interaktion der beiden Proteine exprimiert. Die enzymatische Aktivität der β-Galactosidase 

kann mit dem kommerziell erhältlichen Chemilumineszenz-Reportergen-Assay ‚Galacto-Star’ (Tropix, 

PE Biosystems) bestimmt werden. Dazu wird die Lumineszenz detektiert, die bei der Umsetzung des in 

dem Assay eingesetzten Substrats durch die β-Galactosidase auftritt. Um die gemessenen Interaktions-
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stärke zu normieren, wurde die β-Galaktosidase-Aktivität des Homodimers des Wildtyp-Proteins gleich 

100 Prozent gesetzt. 

 

Die Abbildung 15 zeigt die mit dem semiquantitativen β-Galaktosidase-Assay bestimmte Interaktions-

stärke sowie die Koloniedichte im Zwei-Hybrid-System. 
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Abbildung 15: Quantifizierung der Interaktionsstärke verschiedener hGBP1 Mutanten. Die Interaktionsstärke verschiedener hGBP1 Mut-

anten und des Wildtyp-Proteins bei der Bildung von Homo- und Heterodimeren wurde mit dem β-Galaktosidase-Assay („Galacto-Star“) be-

stimmt und auf die Bindungsaffinität des Wildtyp-Proteins Homodimers normiert. Als Negativkontrolle diente die Interaktion zwischen den 

Leervektoren pGilda und pB42AD des Zwei-Hybrid-Systems. (+++ hohe Anzahl, ++ mittlere Anzahl, + geringe Anzahl, (+) wenige Kolonien am 

4. Tag, 0 keine Klone, leere Felder nicht getestet) 

 

Bei der als Negativkontrolle verwendeten Kotransformation der Leervektoren in die EGY 48 Hefezellen 

beträgt die β-Galaktosidase-Aktivität 0,02 Prozent.  

Der Zwei-Hybrid-Interaktionsassay zeigt eine starke Interaktion zwischen den Kotransformationen: Wild-

typ/Wildtyp, R48A/Wildtyp, G-Dom.R48A/G-Dom.R48A und R48AC589S/Wildtyp. Auch im β-Galak-

tosidase-Assay zeigen diese Kotransformationen eine starke Interaktion. Die β-Galaktosidase-Aktivität 

der Kotransformationen G-Dom.R48A/G-Dom.R48A und R48AC589S/Wildtyp ist etwas stärker als beim 

Homodimer des Wildtyp-Proteins. 
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Die im 2-Hybrid Interaktionsassay als Interaktion mittlerer Stärke klassifizierte Bindung des Homodimers 

α7-13 zeigt auch im β-Galaktosidase-Assay eine mittlere Interaktionsstärke. Im Gegensatz zu der schwa-

chen Interaktion des C589S/Wildtyp Heterodimers im Zwei-Hybrid-Interaktionsassay ist im β-Galak-

tosidase-Assay eine mittlere Interaktionsstärke nachweisbar. 

Eine schwache Bindungsaffinität zeigen die Kotransformationen G-Dom./G-Dom., G-Dom./Wildtyp, 

G-Dom.R48A/Wildtyp und C589S/R48AC589S. Dies entspricht der schwachen Interaktion im Zwei-

Hybrid-Interaktionsassay. 

 

Der Vergleich der beiden unterschiedlichen Reportersysteme des Zwei-Hybrid-Systems zeigt, dass beide 

Systeme das gleiche Ergebnis bringen. Die im β-Galaktosidase-Assay semiquantitativ bestimmte und die 

im Zwei-Hybrid-Interaktionsassay aus der Koloniedichte abgeleitet Interaktionsstärke sind konsistent. 

 

3.3 Reinigung von hGBP1 Wildtyp und den Domänen 

Für die biochemische Analyse der Oligomerisierung des hGBP1 Wildtyp-Proteins und der helikalen Do-

mänen werden die Proteine in ausreichender Menge und großer Reinheit benötigt. 

3.3.1 Reinigung von hGBP1 Wildtyp und der G-Domänen 

Die cDNA des Wildtyps und der G-Domänenkonstrukte von hGBP1 wurden in den Expressionvektor 

pQE9 insertiert und in den Bakterienstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert. Anschließend wurden sie 

in TB-Amp.-Medium mit 100 µM IPTG als N-terminale (His6)-tag-Fusionsproteine exprimiert. Die Rei-

nigung erfolgte, wie von Schwemmle & Staeheli 217 beschrieben, durch die Affinitätschromatographie der 

N-terminalen Histidinmarkierung an Nickel-NTA-Agarose. In einem zweiten Schritt erfolgte eine      

Größenausschlusschromatographie mit Superdex 200. 

3.3.2 Reinigung der helikalen Domänen 

Die Insertion der cDNA der helikalen Domänenkonstrukte erfolgte in den Expressionsvektor pGex4T3. 

Dieser wurde anschließend in E. coli BL 21(DE3) transformiert. Die Expression als N-terminale GST-

Fusionsproteine erfolgte in TB-Amp.-Medium mit 100 µM IPTG.    

Die N-terminalen GST-Fusionsproteine wurden mit Hilfe der Affinitätschromatographie an GSH-

Sepharose gereinigt. Für die Affinitätschromatographie wurde ein Puffer aus 50 mM Tris/HCl (pH 7,5), 
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500 mM NaCl und 2 mM DTE verwendet. Der Thrombinverdau (200U) erfolgte auf der Säule über Nacht 

im gleichen Puffer. Durch eine Größenausschlusschromatographie mit Superdex 75 (Puffer: 50 mM 

Tris/HCl (pH 8,0), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2 und 2 mM DTE) wurden geringe Verunreinigungen und 

aggregiertes Protein entfernt.  

 

Die Abbildung 16 zeigt am Beispiel von hGBP1 α7-13 die Reinigungsschritte anhand eines SDS-

Polyacrylamidgels. 
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Abbildung 16: Reinigung der helikalen Domäne α7-

13 als GST-Fusionsprotein. M ist der SDS7-Marker, 1 

das Rohlysat, 2 der auf die GSH-Sepharose aufgetragene 

Zentrifugationsüberstand, 3 das beim Auftragen auf die 

GSH-Sepharose nicht gebundene Protein, 4 der Durch-

lauf beim Spülen der Säule mit Puffer vor dem Throm-

binauftrag, 5 das nach dem Thrombinverdau mit Puffer 

X eluierte Protein, 6 mit Glutathion eluiertes GST sowie 

unverdautes GST-hGBP1 und 7 das mit der Größe-

nausschlusschromatographie mit Superdex 75 gereinigte 

und anschließend aufkonzentrierte Protein. 

 

 

3.3.3 Reinigung der C589S-Mutante 

Die cDNA der C589S-Mutante wurde in den Expressionsvektor pProEx HTb eingefügt und in E. coli   

BL 21(DE3) transformiert. Die N-terminalen (His6)-tag-Fusionsproteine wurden durch die Kultivierung 

in TB-Amp.-Medium mit 100 µM IPTG exprimiert. Die Reinigung erfolgte durch die Affinitätschroma-

tographie der N-terminalen Histidinmarkierung an Nickel-NTA-Agarose.  Die Affinitätschromatographie 

erfolgte in PufferX + 500 mM NaCl. Das Protein wurde mit PufferX mit 250 mM Imidazol eluiert und 

per Ultrafiltration aufkonzentriert. Anschließend wurde es in 5 ml PufferX aufgenommen und mit der 

TEV-Protease (200U) über Nacht verdaut. In einem zweiten Schritt erfolgte eine Größenausschlusschro-

matographie mit Superdex 200.  
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3.3.4 Massenspektrometrische Analyse der gereinigten Proteine 

Nach der Reinigung des Proteins wurde die Molekülmasse mit Hilfe der Massenspektrometrie im MAL-

DI-TOF gemessen. Dadurch kann die vollständige Synthese des Proteins überprüft werden. Als Beispiel 

für eine Massenspektrometriemessung zeigt Abbildung 17 das Spektrum der helikalen Domäne α12: 

Im MALDI-TOF wird die Molekülmasse mit 10,16 kDa bestimmt. Die aus der Aminosäuresequenz be-

rechnete Molekülmasse beträgt 10,15 kDa. Die korrekte Expression wird damit bestätigt. 

 

 

Abbildung 17: Massenspektrum der helikalen 

Domäne α12. Die Messung erfolgte mit 1 µl einer 

Lösung mit 50 µM Protein. Als Matrix wird 2,5-

Dihydroxybenzoesäure (DHB) in einer Lösung aus 

Ethanol:Acetonitril:0,1 %TFA (1:1:1) verwendet. Es 

wurde eine Masse von 10,16 kDa bestimmt. 

   Masse (m/z) 

Alle mit dem MALDI-TOF Massenspektrometer bestimmten Molekülmassen wurden in Tabelle 7 zu-

sammengestellt. 

 

Protein Theoretische Masse 

[Da] 

Experimentelle Masse 

[Da] 

hGBP1 α7-13 32702,2 32705 

hGBP1 α7-11 19870,5 19894 

hGBP1 α12-13 13568,5 13581 

hGBP1 α12 10146,5 10160 

hGBP1 C589S 68101,8 68113 
 

Tabelle 7: Vergleich der theoretischen Proteinmasse verschiedener hGBP1-Mutanten mit der mit Hilfe der 

         MALDI-TOF Massenspektrometrie gemessenen Proteinmasse. 

 



67               Ergebnisse 

Der Vergleich der experimentell bestimmten und der berechneten Molekülmassen zeigt, dass alle Proteine 

vollständig exprimiert werden. 

 

Die Gelelektrophorese der gereinigten helikalen Domäne α12-13 zeigt eine zweite Proteinbande. Mit Hil-

fe des „in Gel Verdau (2.3.2.2)“ und anschließender massenspektrometrischer Analyse der gewonnenen 

Peptidfragmente wurden die beiden Proteinbanden analysiert. Die Analyse zeigt, dass das kleinere Protein 

eine um sechs Aminosäuren verkürzte Form von α12-13 ist. Wie in dem Kapitel 3.6 beschrieben, gibt es 

Hinweise darauf, dass diesem Proteinfragment das CaaX-Motiv fehlt. 

 

Nachdem die Ergebnisse der Massenspektrometrie zeigen, dass alle Proteine vollständig exprimiert wer-

den, muss die Faltung der Sekundärstuktur der Proteine analysiert werden.  

3.4 Die Sekundärstruktur von hGBP1 und seinen Domänen 

Da die Kristallstruktur des Wildtyp-Proteins bekannt ist, sollte untersucht werden, ob die Sekundärstruk-

tur der gereinigten Domänen der des Wildtyp-Proteins entspricht. Dazu wurde mit der Circulardichrois-

mus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) die Sekundärstruktur der helikalen Domänen bestimmt.  

Die im fernen Ultraviolettbereich (190 bis 240 nm) aufgenommenen CD-Spektren sind empfindlich für 

die Konformation der Proteinhauptkette, da sich die Absorptionsbanden der Peptidbindung mehrfach  

überlappen.  

Für die Messung werden 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,5) und eine Quartzküvette mit einer Schichtdicke 

von 0,05 cm verwendet. Die Messung erfolgt bei 20 °C über einen Wellenlängenbereich von 190 bis 250 

nm bei zehnfacher Spektrenakkumulation. Da die Qualität der Messung stark von der Konzentration des 

gemessenen Proteinfragments abhängt, werden folgende Konzentrationen verwendet: 

 

hGBP1 Wt  0,35 mg/ml   5 µM 

hGBP1 G-Dom. 0,20 mg/ml   5 µM 

hGBP1 α7-13 0,30 mg/ml 10 µM 

hGBP1 α7-11 0,40 mg/ml 20 µM 

hGBP1 α12-13 0,68 mg/ml 50 µM 

hGBP1 α12  0,51 mg/ml 50 µM 
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Die Abbildung 18 zeigt das CD-Spektrum der isolierten helikalen Domäne α12-13.  

 

 
Abbildung 18: CD-Spektrum von 50 µM hGBP1 α12-13. Die Messung wurde bei 20 °C in 10 mM Phosphatpuffer pH 7,5 mit einer 

0,05 cm Quartzküvette, mit 1 nm Bandbreite und mit 1 s Integrationszeit durchgeführt. Es wurden zehn Spektren gemessen und ak-

kumuliert. Die Messung wurde mit dem DICHROWEB Webserver ausgewertet. 

 

Sie zeigt das für eine vorwiegend α-helikale Struktur charakteristische CD-Spektrum mit einem ausge-

prägten Doppelminimum bei 208 und 222 nm sowie einer positiven Bande bei 190 nm. 

Mit Hilfe des DICHROWEB Webservers wurden die CD-Spektren ausgewertet und die Anteile der ver-

schiedenen Strukturelemente an der Sekundärstruktur der Proteine bestimmt 244. Die Ergebnisse fasst die  

Tabelle 8 zusammen.  

Die Abbildung 18 zeigt sowohl die experimentell ermittelten (grün) als auch die durch das Programm 

rekonstruierten (blau) Daten. Bei der gezeigten Messung von hGBP1 α12-13 sind die Unterschiede zwi-

schen den experimentellen und den rekonstruierten Daten so gering, dass die beiden Graphen deckungs-

gleich sind.  

Die Auswertung des CD-Spektrums von hGBP1 α12-13 ergibt folgende Anteile an der Sekundärstruktur: 

82 % Helix, 10 % ungeordnet, 4 % Turn und 3 % β-Faltblatt. Diese Werte stimmen sehr gut mit den Da-

ten aus der Kristallstruktur überein: (86 % Helix, 9% ungeordnet, 5 % Turn). Damit ist gezeigt, dass die 
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Subdomäne α12-13 unabhängig vom Rest des gesamten Proteins eine helikale Struktur ausbildet. Diese 

Struktur entspricht wahrscheinlich der aus der Kristallstruktur bekannten Struktur der Domäne α12-13.  

Die Auswertung der CD-Spektren des Wildtyp-Proteins und der isolierten Domänen von hGBP1 zeigt die  

Tabelle 8. Diese ermöglicht einen Vergleich zwischen den mit der CD-Spektroskopie ermittelten sowie 

der aus der Kristallstruktur des Wildtyp-Proteins bekannten Anteile der verschiedenen Strukturelemente 

der Sekundärstruktur. 

Für das Wildtyp-Protein zeigt der Vergleich, dass die Ergebnisse der beiden Methoden gut übereinstim-

men. Wie die Domäne α12-13 bilden die isolierten helikalen Domänen α7-13, α7-11 und α12 unabhän-

gig vom gesamten Protein eine helikale Struktur. Diese Sekundärstruktur entspricht vermutlich der aus 

der Kristallstruktur bekannten Struktur der Domänen des gesamten Proteins. 

Auch für die isolierte G-Domäne ergibt die CD-Spektroskopie im Vergleich mit den Ergebnissen der 

Kristallstruktur eine gute Übereinstimmung.  

 

CD-Spektroskopie Kristallstruktur  

Helix 

[%] 

Faltblatt 

[%] 

Turn 

[%] 

Ungeordnet 

[%] 

Helix 

[%] 

Faltblatt 

[%] 

Turn 

[%] 

Ungeordnet 

[%] 

Wt. 66 8 7 19 57,4 9,5 4,5 28,5 

G-Dom. 42 13 16 30 36,1 17,1 5,5 41,3 

α 7-13 77 7 6 10 84,3 0 12,0 3,7 

α 7-11 84 5 5 6 83,5 0 2,5 14 

α 12-13 82 3 4 10 86 0 5 9 

α 12 87 4 4 10 97,5 0 0 2,5 

 

Tabelle 8: Vergleich der mit der CD-Spektroskopie und der Röntgenkristallographie ermittelten prozentualen Anteile der Sekundär-

struktur an der Struktur der Domänenkonstrukte.   

 

Die CD-Spektroskopie zeigt, dass die Faltung der isolierten Domänen der Faltung der aus der Kristall-

struktur bekannten Domänen des Wildtyp-Proteins von hGBP1 entspricht. Damit können die Domänen 

für weitergehende Analysen ihrer Eigenschaften verwendet werden. Nachdem die Faltung der isolierten 

Domänen überprüft worden ist, soll in einem weiteren Experiment untersucht werden, bis zu welchen 

Temperaturen die Struktur der Proteine stabil ist.  
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3.5 Die thermische Denaturierung des Wildtyp-Proteins 

und der Domänen   

Um die thermische Stabilität der Proteine zu untersuchen, wurde ihre Entfaltung mit Hilfe der 

CD-Spektroskopie analysiert. Für dieses Experiment wurden CD-Spektren der Proben bei Temperaturen 

zwischen 20 und 70 °C aufgenommen. Dazu wurden die Proteinlösungen in der Messküvette um jeweils 

5 Kelvin erwärmt. Um die Reversibilität der Entfaltung zu bestimmen, wurden die Proben wieder auf     

20 °C abgekühlt und erneut gemessen. Die Messbedingungen waren die gleichen wie in 3.4. 

 

Am Beispiel der helikalen Domäne α7-13 zeigt die Abbildung 19, wie sich die Sekundärstruktur in Ab-

hängigkeit von der Temperatur ändert. Die Abbildung zeigt nur einige der gemessenen CD-Spektren. 

Während sich die CD-Spektren zwischen 20 und 40 °C sowie über 50 °C nur geringfügig ändern, kommt 

es zwischen 40 und 45 °C zu einer deutlichen Änderung.  

Um die Reversibilität der thermischen Entfaltung zu überprüfen, wurde die auf 70 °C erhitzte Proteinlö-

sung wieder auf 20 °C abgekühlt und erneut ein CD-Spektrum gemessen. Das Spektrum zeigt, dass das 

Protein sich in seine α-helikale Struktur zurückfaltet, d.h. die Entfaltung weitgehend reversibel ist. 
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Abbildung 19: Die Denaturierung von hGBP1 α7-13 (20 µM). Die Messung der CD-Spektren erfolgte in 5 K Schritten zwischen 20 und 70 

°C in 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,5). Es wurden jeweils zehn Spektren gemessen und gemittelt. Eine starke Veränderung der Sekundärstruk-

tur erfolgte in einem Temperaturbereich zwischen 40 und 45 °C. 

 



71               Ergebnisse 

Bei Proteinen, deren Denaturierung reversibel ist, kann die Schmelztemperatur Tm bestimmt werden. Da-

zu wird die Änderung von Theta Θ bei 222 nm, einem der beiden für α-Helices charakteristischen Mini-

ma, gegen die Temperatur aufgetragen. Dies ermöglicht die Bestimmung der halbmaximalen Änderung 

von Theta. Bei einem irreversibel denaturierenden Protein ist damit nur eine ungefähre Bestimmung der 

Schmelztemperatur möglich.  

Die Abbildung 20 zeigt die Änderung der CD-Spektren der helikalen Domäne α7-13 bei 222 nm.  
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Abbildung 20: Die Denaturierung der helikalen Domäne α7-13 bei 222 nm. Die aus den CD-Spektren extrahierten 

Werte für Theta wurden gegen die Temperatur aufgetragen. Dadurch kann aus dem sigmoiden Verlauf  der Denaturierung 

die Schmelztemperatur der helikalen Domäne berechnet werden.  

 

 

Da die Denaturierung der helikalen Domäne α7-13 reversibel ist, kann die Schmelztemperatur Tm exakt 

berechnet werden. Der Kurvenverlauf in der Abbildung 20 zeigt eine halbmaximale Änderung von Theta 

bei 41 °C. 

 

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie wurden die Reversibilität und die Schmelztemperatur der Denaturierung 

des Wildtyp-Proteins und der isolierten Domänen untersucht. Die Ergebnisse fasst die Tabelle 9 zusam-

men.  
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Protein Reversibilität der Denaturierung Schmelztemperatur (Tm) [°C] 

hGBP1 Wt. Irreversibel      46 

hGBP1 G-Domäne Irreversibel      35 

hGBP1 α7-13 Reversibel      41 

hGBP1 α7-11 Reversibel      33 

hGBP1 α12 Reversibel << 30 

hGBP1 α12-13 Reversibel       30/49 
 

Tabelle 9: Reversibilität und Schmelztemperatur Tm der Denaturierung des Wildtyp-Proteins und der Domänenkonstrukte von hGBP1.  

 

Die Denaturierung des Wildtyp-Proteins und der G-Domäne sind irreversibel, so dass nur eine ungefähre 

Schmelztemperatur bestimmt werden kann. Für das Wildtyp-Protein wurde eine Schmelztemperatur von 

46 °C und für die G-Domäne von 35 °C ermittelt. Die Struktur der isolierten G-Domäne ist damit deutlich 

instabiler als die des Wildtyp-Proteins. 

Im Unterschied zum Wildtyp-Protein und der isolierten G-Domäne ist die Denaturierung der helikalen 

Domänen reversibel. Die halbmaximale Änderung von Theta entspricht damit bei den helikalen Domänen 

der Schmelztemperatur Tm.  

Die temperaturabhängige Stabilität der Sekundärstruktur der helikalen Domäne α7-13 entspricht mit einer 

Schmelztemperatur von 41 °C fast der des Wildtyp-Proteins (46 °C). Die Schmelztemperaturen der ein-

zelnen Subdomänen (α7-11, α12-13 und α12) sind niedriger als die der helikalen Domäne α 7-13.  

Die Sekundärstruktur der helikalen Domäne α7-11 hat eine Schmelztemperatur von 33 °C. Diese ist im 

Vergleich mit der helikalen Domäne α7-13 und dem Wildtyp-Protein deutlich reduziert. 

Die temperaturabhängigen Denaturierung von hGBP1 α12  zeigt, dass die Sekundärstruktur der Domäne 

sehr instabil ist. Die Denaturierung erfolgt schon bei Temperaturen zwischen 20 und 30 °C, so dass es 

nicht möglich ist, die Schmelztemperatur Tm zu bestimmen. 

Bei der temperaturabhängige Denaturierung der helikalen Domäne hGBP1 α12-13 gibt es zwei Tempera-

turbereiche mit einer deutlichen Änderung der Sekundärstruktur. Die erste halbmaximale Änderung des 

CD-Werts liegt bei 30 °C und die zweite bei 49 °C. Bei Messungen mit der Differential Scanning Kalo-

rimetrie (3.6 und 3.9) sind ohne 2-Mercaptoethanol zwei Schmelztemperaturen und mit 2-Mercapto-

ethanol eine Schmelztemperatur nachweisbar. Da die Subdomäne α12-13 im 2-Hybrid-Assay Homodi-

mere bildet, könnten die beiden unterschiedlichen Schmelztemperaturen darauf zurückzuführen sein, dass 

erst das Dimer dissoziiert und sich das Protein anschließend entfaltet. Eine weitere mögliche Erklärung ist 

eine temperaturabhängige, kovalente Verknüpfung der helikalen Domäne über eine Disulfidbrücke. Diese 

mögliche Verknüpfung wird in dem Kapitel 3.6 untersucht. 
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Die Entfaltung der helikalen Domäne α12-13 bei 30 °C ist wahrscheinlich auch die Erklärung dafür, dass 

es bei dem Zwei-Hybrid-Interaktionsassay (3.1.2) nur zu einer Bildung von Homodimeren kam, wenn die 

Platten bei 20 °C inkubierten. 

Die Analyse der temperaturabhängigen Denaturierung mit der CD-Spektroskopie zeigt, dass die Stabilität 

der  Sekundärstruktur der Domänen niedriger ist als beim Wildtyp-Protein. Während bei Experimenten 

mit dem Wildtyp-Protein oder der helikalen Domäne α7-13 Temperaturen bis zu 40 °C verwendet werden 

können, sollten sie für die isolierte G-Domäne unter 35 °C liegen. Für die Domänen α7-11 sowie α12-13 

sollten Versuchsbedingungen mit Temperaturen unter 30 °C und für die Domäne α12 unter 20 °C gewählt 

werden.  

 

Der Unterschied zwischen den Schmelztemperaturen der G-Domäne, α7-13 und dem Wildtyp-Protein ist 

ein Hinweis darauf, dass sich beim Wildtyp-Protein die helikale Domäne und die G-Domäne gegenseitig 

stabilisieren, also nicht völlig voneinander unabhängige Proteindomänen sind. 

Nachdem die Temperaturen bekannt sind, bei denen das Wildtyp-Protein und seine isolierten Domänen 

denaturieren, soll untersucht werden, worauf die beiden Schmelztemperaturen der helikalen Domäne 

α12-13 zurückzuführen sind.  

3.6 Die Thermische Denaturierung der Subdomäne α12-13 

Die CD-Spektroskopie zeigt, dass es bei der temperaturabhängigen Denaturierung der helikalen Domäne 

α12-13 zwei Schmelztemperaturen gibt. Auch durch die Analyse des Proteins mit Hilfe der Differential 

Scanning Kalorimetrie (DSC) (Kapitel 3.9) können zwei Schmelztemperaturen nachgewiesen werden. 

Diese werden durch zwei unabhängige Signale der Schmelzkurve belegt.  
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Abbildung 21: Reversibles Aufschmelzen von 25 µM der 

helikalen Domäne α12-13 mit dem Differential Scanning 

Kalorimeter. Das Aufschmelzen der Probe erfolgte in einem 

Puffer aus 10 mM Phosphat (pH 7,5) und 20 mM Glycin. Die 

Domäne hat zwei Schmelztemperaturen eine bei 31 °C und eine 

bei 46 °C.  
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Die Abbildung 21 zeigt, dass bei der Untersuchung der Reversibilität des Proteins durch das mehrfache 

Aufschmelzen einer Probe die Intensität des Signals mit der niedrigeren Schmelztemperatur (31 °C) ab-

nahm, während sie bei dem zweiten Signal (46 °C) zunahm. Die Messungen erfolgten zuerst in einem 

Puffer aus 10 mM Phosphat (pH 7,5) und 20 mM Glycin ohne die Zugabe von 2-Mercaptoehanol. Wenn 

dem Puffer 2-Mercaptoethanol zugesetzt wird, zeigt die Schmelzkurve nur das Signal der niedrigeren 

Schmelztemperatur. Da 2-Mercaptoehtanol Disulfidbrücken reduziert, ist dieses Ergebnis ein Indiz dafür, 

dass bei hohen Temperaturen die Subdomäne α12-13 durch eine Disulfidbrücke verknüpft wird. 

Die Bildung einer Disulfidbrücke sollte durch die Inkubation des Proteins bei 60 °C in Puffern ohne bzw. 

mit 2-Mercaptoethanol überprüft werden. Diese Temperatur wurde gewählt, da sie über der Schmelztem-

peratur liegt, die mit der DSC und der CD-Spektroskopie ermittelt wurde.  
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Abbildung 22: Temperaturabhängige Bildung von Disulfidbrücken bei hGBP1 α12-13.  

In einem Puffer aus 10 µM Phosphat (pH 7,5) und 20 µM Glycin inkubierten 50 µM hGBP1 

α12-13 bei 60 °C. Der Puffer der Probe A war mit 2 mM 2-Mercaptoehanol versetzt, wäh-

rend der Puffer der Probe B kein Reduktionsmittel enthielt. Von diesen Proben wurden nach 

10 Minuten (1) bzw. 180 Minuten (2) Aliquots entnommen. Als Kontrolle (K) inkubierte 

eine weitere Probe von 50 µM α12-13 für 180 Minuten auf Eis. Die Probe wurde mit 1/5 

Volumen 6x SDS-Probenpuffer (ohne DTE) versetzt und mit einem 13%igen  SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Marker (M) wurde der „Precision Plus Protein™ Stan-

dard“ von BIORAD verwendet. 

 
 

Dazu wurden zwei Proben (A und B) für drei Stunden bei 60 °C erhitzt, wobei nur der Puffer der Probe A 

das Reduktionsmittel 2-Mercaptoethanol enthielt. Zur Kontrolle (K) inkubierte ein Aliquot des Proteins 

bei Raumtemperatur in einem Puffer ohne 2-Mercaptoethanol. Anschließend erfolgte die Trennung der 

Proteine auf einem SDS-Polyacrylamidgel.  

Wie das in der Abbildung 22 dargestellte SDS-Polyacrylamidgel zeigt, führt die Inkubation der Probe B 

bei 60 °C bei dem größeren Protein zur Bildung von „Dimeren“. Im Unterschied dazu sind die Kontrolle 

und die Probe A auch nach drei Stunden Inkubationszeit nicht dimerisiert. Das auf dem Gel zu sehende 

kleinere Protein ist weder bei der Probe B noch bei der Kontrolle oder der Probe A an der „Dimerisie-

rung“ beteiligt. 

 

Mit Hilfe des „In-Gel-Verdaus“ und der Massenspektrometrie [3.3.4] kann gezeigt werden, dass es sich 

bei beiden Proteinen um die helikale Domäne α12-13 handelt. Allerdings handelt es sich bei dem kleine-

ren Protein um ein um sechs Aminosäuren kürzeres Fragment. Da das kleinere Protein bei der Probe B 

keine „Dimere“ bildet und die Domäne nur das Cystein C589 des CaaX-Motives besitzt, ist anzunehmen, 

dass diesem Protein das C-terminale CaaX-Motiv fehlt.  
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Das Experiment weist nach, dass es bei Messungen mit hohen Temperaturen und ohne Reduktionsmittel 

zur Bildung eines über eine Disulfidbrücke verknüpften artifiziellen „Dimers“ kommen kann. Deswegen 

ist es notwenig, die anschließenden Experimente bei niedrigeren Temperaturen oder mit einem Redukti-

onsmittel durchzuführen, um eine artifizielle Dimerisierung zu verhindern.  

  

In den anschließenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die im Zwei-Hybrid-Interaktionsassay 

nachgewiesene Homodimerisierung  mit anderen Methoden näher quantifiziert werden kann. 

3.7  Die Oligomerisierung des Wildtyp-Proteins und seiner 

Domänen  

3.7.1 Analytische Größenausschlusschromatographie 

Die nukleotidabhängige Oligomerisierung des hGBP1 Wildtyps sowie der G-Domäne ist sowohl mit der 

analytischen Größenausschlusschromatographie als auch mit der analytischen Ultrazentrifugation nach-

gewiesen worden 57.  

Die im Zwei-Hybrid-Interaktionsassay gezeigte Homodimerisierung eines Teils der helikalen Domänen 

sollte mit Hilfe der Größenausschlusschromatographie überprüft werden. Außerdem wurde untersucht, ob 

die CaaX-Box-Mutante C589S in der Größenausschlusschromatographie − wie im Zwei-Hybrid-

Interaktionsassay − nicht dimerisiert. Zusätzlich zu den helikalen Domänen wurden das Wildtyp-Protein 

und die G-Domäne im nukleotidfreien Zustand gemessen.  

Die Größenausschlusschromatographie erfolgte mit Superdex 75 bzw. 200 Säulen an einer ÄKTAexplo-

rer-HPLC (Amersham Pharmacia biotech). Die Superdex 75 bzw. 200 Säulen bestehen aus hochvernetz-

ter Agarose mit kovalent gebundenem Dextran und unterscheiden sich im Grad der Vernetzung des Säu-

lenmaterials.  

Die Abbildung 23 zeigt eine Überlagerung der Elutionsprofile des Wildtyp-Proteins von hGBP1 in der 

nukleotidfreien  Form (1) sowie der isolierten helikalen Domäne α12-13 (2). 
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Abbildung 23: Analytische Größenausschluss-

chromatgraphie von hGBP1 Wt. (1) und der 

helikalen Domäne α12-13 (2).  

Für die Größenausschlusschromatographie wurden 

eine Superdex 75 Säule und ein Puffer aus 50 mM 

Tris/HCl (pH 7,4), 5 mM MgCl2 und 2 mM DTE 

verwendet. Die Flussgeschwindigkeit betrug 3,5 ml 

pro Minute. 

 

 
Um das Molekulargewicht der Proteine zu bestimmen, wurden die Säulen kalibriert. Für die Kalibrierung 

wurden die Elutionsvolumina folgender Proteine und Proteindomänen gemessen: BSA (66 kDa), GST 

(25,5 kDa), Ras (21 kDa), Ras 1-166 (18,5 kDa) und RalGDSRBD (11 kDa). Um die Eichgerade zu 

erstellen, wurden die Elutionsvolumina gegen den dekadischen Logarithmus des Molekulargewichts der 

Proteine aufgetragen.  

 

 

Abbildung 24: Analyse der Oligomerisierung von hGBP1 Wildtyp ohne Nukleotid und der

Superdex 75 bzw. 200 Säule. 
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Die Abbildung 24 zeigt die mit der Superdex 75-Säule  bzw.  Superdex 200-Säule  gemessenen Elutions-

volumina. Die Elutionsvolumina des Wildtyp-Proteins und der helikalen Domäne α7-13 sind gleich groß 

und überlagern sich in der Abbildung. Die für die helikalen Domänen α7-11, α12 und α12-13 bestimmten 

Molekülmassen sind bei beiden  Säulen ungefähr gleich groß, während die gemessenen Molekülmassen 

für das Wildtyp-Protein, der G-Domäne und der helikalen Domäne α 7-13 je nach verwendetem Säulen-

material eine etwas größere Differenz zeigen. Die gemessenen Molekülmassen fasst die Tabelle 10 zu-

sammen.  

 

 
Superdex 75 

(kDa) 

Superdex 200 

(kDa) 

Berechnete 

Molekülmasse 

(kDa) (monomer) 

Moleküleinheit 

Wt. 62,4 68,6 69,2 Monomer 

G-Dom. 35,5 31,4 37,4 Monomer 

α 7-13 61,5 68,3 32,7 Dimer 

α 7-11 29,7 27,8 19,9 Monomer/Dimer 

α 12 26,1 27,9 10,1 Dimer/Trimer 

α 12-13 42,6 40,3 13,6 Trimer 
 

Tabelle 10: Zusammenfassung der mit der Größenausschlusschromatographie gemessenen und der berechneten Molekülmasse. 

 

Die für das Wildtyp-Protein und die G-Domäne gemessenen Molekülmassen entsprechen der berechneten 

Molekülmasse des monomeren Proteins. Bei den helikalen Domänen gibt es einen deutlichen Unterschied 

zwischen den berechneten und den gemessenen Molekülmassen. Die Molekülmasse, die für die helikale 

Domäne α7-13 gemessen wird, entspricht einem Dimer, während die gemessene Molekülmasse der Sub-

domäne α7-11 zwischen den berechneten Molekülmassen eines Monomers und eines Dimers liegt. Die 

gemessene Molekülmasse der Subdomäne α12 liegt zwischen der eines Dimers und eines Trimers, wäh-

rend sie bei der Subdomäne α12-13 einem Trimer entspricht. Bei einem Vergleich der berechneten und 

der gemessenen Molekülmasse ist zu berücksichtigen, dass bei der Größenausschlusschromatographie 

nicht nur die Molekülmasse, sondern auch die Proteinstruktur das Elutionsvolumen beeinflusst. Dadurch 

kann die gemessene Molekülmasse eines elongierten Moleküls größer sein als die tatsächliche Molekül-

masse.   

 

Mit der Größenausschlusschromatographie wurde zusätzlich der Einfluss des CaaX-Motives und der Mu-

tation des Aspartats 184 auf die Nukleotidabhängige Oligomerisierung untersucht (Tabelle 11). Im Unter-

schied zum Wildtyp-Protein kann im Zwei-Hybrid-Interaktionsassay für beide Mutanten keine Dimerisie-

rung nachgewiesen werden.  
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 GFC-1300-Säule 

(kDa) 

Berechnete Molekülmasse 

(kDa) (monomer) 

Moleküleinheit 

Wt. 69,1 69,2 Monomer 

Wt. + GppNHp 120,0 69,2 Dimer 

hGBP1C589S 67,0 68,1 Monomer 

hGBP1C589S + GppNHp 119,0 68,1 Dimer 

hGBP1D184N 57,8 68,9 Monomer 

hGBP1D184N + GppNHp 57,8 68,9 Monomer 
 

Tabelle 11: Vergleich der mit der Größenausschlusschromatographie gemessenen Molekülmassen von hGBP1 und der Mutante 

hGBP1C589S 

 

Bei der Größenausschlusschromatographie bildet die C589S Mutante wie das Wildtyp-Protein in Gegen-

wart von GppNHp Dimere. Es kann kein Unterschied zwischen der C589S-Mutante und dem Wildtyp-

Protein nachgewiesen werden. Für die Aspartatmutante D184N kann keine Dimerisierung nachgewiesen 

werden, womit die Ergebnisse des Zwei-Hybrid-Interaktionsassays bestätigt werden. 

    

Für die helikalen Domänen α7-13 und α12-13 bestätigt die Größenausschlusschromatographie die im 

Zwei-Hybrid-Interaktionsassay nachweisbare Bildung von Homodimeren. Die helikale Domäne α12-13 

könnte auch ein Trimer sein.  

Das im Zwei-Hybrid-Interaktionsassay monomere α7-11 entspricht auch bei der Größenausschluss-

chromatographie eher einem Monomer.  

Im Unterschied zum Zwei-Hybrid-Interaktionsassay wird mit der Größenausschlusschromatographie für 

die helikale Domäne α12 kein Monomer sondern ein Trimer nachgewiesen.  

Die Unterschiede zwischen dem Zwei-Hybrid-Interaktionsassay und der Größenausschluss-

chromatographie könnten auf die unterschiedlichen Temperaturen zurückzuführen sein, bei denen die 

Versuche durchgeführt werden. Der Zwei-Hybrid-Interaktionsassay wird bei 30 °C und die analytische 

Größenausschlusschromatographie bei 4 °C durchgeführt. Die mit der CD-Spektroskopie und der DSC 

nachgewiesenen Temperaturen der thermischen Denaturierung belegen, dass sich die helikale Domäne 

α12-13 bei 30 °C und die Domäne α12 unter 30 °C entfaltet. Da die analytische Größenausschlusschro-

matographie bei 4 °C durchgeführt wird, ist die Struktur dieser Domänen hier stabiler als im Zwei-

Hybrid-Interaktionsassay. 

3.7.2 Dynamische Lichtstreuung 

Mit der Dynamischen Lichtstreuung (DLS) wird der hydrodynamische Radius von Molekülen bestimmt, 

aus dem die Molekülmasse berechnet werden kann. Für die Berechnung der Molekülmasse wurde das 
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Dynamics V6 Programm verwendet. In dieses Programm sind zwei verschiedene Modelle integriert, deren 

Kalibrierung auf den hydrodynamischen Radien von globulären bzw. gestreckten Molekülen beruht. Es 

wurden beide Modelle getestet, da die korrekte Ableitung der Molekülmasse aus dem hydrodynamischen 

Radius abhängig von der Form des Moleküls ist.  

Die Messungen wurden mit 200 µM Protein in einem Puffer aus 50 mM Tris/HCl, pH 7,5, und 5 mM 

MgCl2 bei 4°C durchgeführt.  

 

Um zu ermitteln, welches Modell besser geeignet ist, wurde der hydrodynamische Radius des Wildtyp-

Proteins von hGBP1 bestimmt, dessen Molekülmasse und Struktur bekannt sind. 

Für das Wildtyp-Protein wurden folgende Werte gemessen: 

 

Modell ⎯Rh [nm] ⎯M [kDa] (berechnet) 

globulär 6,45 268,5 

gestreckt 6,94 68,2 
 

Tabelle 12: Darstellung der mit der Lichtstreuung gemessenen hydrodynamischen Radien un-

ter Verwendung eines Modells für ein globuläres bzw. ein gestrecktes Molekül und der daraus 

berechneten Molekülmasse. ⎯Rh ist der Mittelwert aller gemessenen hydrodynamischen Radien 

und⎯M der Molekülmasse. 

 

Die Tabelle 12 zeigt die für den hGBP1-Wildtyp gemessenen Radien. Für die Auswertung der Messungen 

wurden beide Modelle verwendet. Die mit dem Modell für gestreckte Moleküle bestimmte Molekülmasse 

des Wildtyp-Proteins beträgt 68,2 kDa. Sie entspricht damit der aus der Aminosäuresequenz berechneten 

Molekülmasse von 69,2 kDa. Die mit dem Modell für globuläre Moleküle bestimmte Molekülmasse ist 

deutlich höher. 

Die Verwendung des globulären Modells zur Bestimmung der Molekülmasse der helikalen Domänen er-

gibt deutlich zu hohe Werte. Deswegen erfolgte die Auswertung der DLS-Messungen mit dem Modell für 

gestreckte Moleküle. 

Für das Wildtyp-Protein und die helikale Domäne α7-11 wurden Doppelmessungen und für die helikalen 

Domänen α7-13 und α12-13 Dreifachmessungen durchgeführt. Der hydrodynamische Radius der helika-

len Domäne α12 konnte mit Hilfe der DLS-Methode nicht bestimmt werden.  

Jede Messung besteht aus Einzelbestimmungen von 50 bis 100 hydrodynamischer Radien, für die jeweils 

10 Sekunden gemessen wurde.  

Bei der Auswertung wurde von jeder Messreihe der Mittelwert aller gemessener hydrodynamischer Ra-

dien⎯Rh sowie der Molekülmasse⎯M ermittelt. Für jede Mehrfachbestimmung wurde aus ⎯Rh der Mittel-

wert⎯Rges und aus⎯M der Mittelwert⎯Mges  berechnet.  

Die gemessenen Molekülradien und die daraus mit dem Modell für gestreckte Moleküle berechneten Mo-

lekülmassen zeigt Tabelle 13:  
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 ⎯Rh [nm] ⎯Mges [kDa] Mtheor. [kDa] Moleküleinheit 

Wt 6,94 68,2 69,24 Monomer 

α7-13 6,00 52,4 32,7 Dimer 

α7-11 3,39 18,6 19,9 Monomer 

α12-13 4,30 28,6 13,6 Dimer 
 

Tabelle 13: Durch DLS bestimmte Molekülradien und die daraus berechneten Molekülmassen. Für⎯Rges und ⎯Mges wurden die Mittel-

werte aller Radien einer Mehrfachbestimmung berechnet.  

 

Die Molekülmassen aus Tabelle 13 wurden in der Abbildung 25 zusammen mit der aus der Aminosäure-

sequenz berechneten Molekülmasse Mtheor. dargestellt. 

Der Vergleich der dargestellten Molekülmassen zeigt, dass beim Wildtyp-Protein und der helikalen Do-

mäne α7-11 die mit der DLS-Methode bestimmten Molekülmassen der Molekülmasse eines Monomeren 

Proteins entspricht.  

Die so bestimmte Molekülmasse der helikalen Domäne α12-13 entspricht der eines Homodimers.   
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Abbildung 25: Graphische Darstellu

Aminosäuresequenz abgeleiteten M

der zweite Balken Mtheor. 

 

Die gemessene Molekülmasse der helikale

net wurde, jedoch deutlich größer als bei 

streckte Struktur des Dimers sein oder e

nicht dazu geeignet, ein solches Gleichgew

 

 

a 7
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7-1. 
 

ng der mit Hilfe der DLS-Methode bestimmten sowie der aus der 

olekülmasse. Der erste Balken repräsentiert die Werte für⎯Mges und 

 Domäne α7-13 ist niedriger als es für ein Homodimer berech-

einem Monomer. Die Ursache könnte eine nicht vollständig ge-

in Gemisch von Monomeren und Dimeren. Diese Methode ist 

icht zu bestimmen. 
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Die mit der DLS-Methode gemessene Molekülmasse des hGBP1-Wildtyps ist nahezu identisch mit der 

Molekülmasse, die aus der Aminosäuresequenz berechnet wurde. Damit ist nachgewiesen, dass das Mo-

dell für gestreckte Moleküle für die Bestimmung der Molekülmasse geeignet ist. 

Die mit dem Zwei-Hybrid-Interaktionsassay und der Größenausschlusschromatographie gezeigte Dimeri-

sierung der helikalen Domänen α7-13 und α12-13 wird durch die DLS-Methode bestätigt. Für die helika-

le Domäne α7-11 bestätigt die DLS-Methode das Ergebnis des Zwei-Hybrid-Interaktionsassays und der 

Größenausschlusschromatographie, dass es sich um ein Monomer handelt.  

Dieses Ergebnis bedeutet, dass die Dimerisierung der helikalen Domäne über die Helices α12/13 erfolgt. 

3.8 Untersuchung der Oligomerisierung von hGBP1 durch 

chemisches „Cross linking“ 

Die Oligomerisierung des Wildtyp-Proteins von hGBP1 sowie einiger seiner Domänen kann mit ver-

schiedenen Methoden wie dem Zwei-Hybrid-Interaktionsassay, der Größenausschlusschromatographie 

und der dynamischen Lichtstreuung nachgewiesen werden. Dabei muss berücksichtigt werden, dass beim 

Zwei-Hybrid-Interaktionsassay keine Aussage über die Art des gebildeten Komplexes möglich ist.  

Bei den beiden anderen Methoden ist zu beachten, dass die Form der Moleküle ihre Lauf- bzw. Diffusi-

onsgeschwindigkeit und damit die daraus abgeleiteten Molekülmassen beeinflusst. 

 

Um herauszufinden, welche Komplexe (Dimere, Trimere, ...) hGBP1 und seine isolierten Domänen bil-

det, wurden die Oligomere durch chemische „Cross linker“ kovalent verknüpft. Diese kovalent verknüpf-

ten Komplexe sollten Rückschlüsse auf die Art ihrer strukturellen Verknüpfung ermöglichen. Außerdem 

könnte eventuell die GTP-Hydrolyse-Aktivität eines solchen dauerhaften Komplexes bestimmt werden.  

 

Chemische „Cross Linker“ sind Substanzen, die intramolekulare Bindungen zwischen zwei Proteinen 

knüpfen. Für diese Arbeit wurden zwei verschiedene „Cross linker“ verwendet. Zum einen wurde ein so 

genannter Zero-length „Cross Linker“ verwendet, der eine Isopeptid Bindung zwischen zwei Proteinen 

knüpft. Nach der Reaktion bleibt bei den Zero-length „Cross Linkern“ anders als bei anderen „Cross Lin-

kern“ kein Linker zwischen den beiden Proteinen bestehen. Das hat den Vorteil, dass nur Verbindungen 

zwischen solchen Aminosäuren geknüpft werden, die direkten Kontakt in einem Proteinkomplex (z.B. 

Dimer) haben. Die Isopeptid Bindung erfolgt zwischen der freien Carboxylgruppe eines Aspartat oder 

Glutamats und der ε-Aminogruppe eines Lysins. Mit dieser Methode sollte die Gewinnung von kovalent 

verknüpften Protein-Protein-Komplexen ermöglicht werden. 
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Die Abbildung 26 zeigt das Reaktionsschema des verwendeten „Cross Linker“ EDC ((1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimid):  

 
Abbildung 26: Reaktionsschema der Verknüp-

fung zweier Proteine mit dem Zero-length 

Cross-Linker EDC. Die freie Carboxylgruppe 

eines Glutamats oder Aspartats bildet mit EDC 

ein O-Acylisoharnstoff Derivat. Der Aktivierung 

der Carbxylguppe folgt eine nukleophile Substitu-

tion mit einer freien Amingruppe, meistens dem ε-

Amin eines Lysins. Da das O-Acylisoharnstoff 

Derivat schnell hydrosyliert, wird die aktivierte 

Carboxylgruppe auf NHS übertragen, wobei 

hydrophile Ester entstehen. Eine nukleophile 

Substitution mit dem ε-Amin eines Lysins führt 

zu einer Amidbindung, die die beiden Seitenket-

ten kovalent verknüpft. 
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Bei der Reaktion entsteht ein O-acylisoharnstoff Derivat aus dem EDC und der freien Carboxylgruppe 

von Glutamat oder Aspartat, das sich weiter zum N-Acylharnstoff umlagert. Auf die „Aktivierung“ der 

Carboxylgruppe folgt die nukleophile Substitution mit einer Aminogruppe, meistens dem ε-Amin eines 

Lysins. Da die aktivierte Seitenkette schnell hydrosyliert und damit die ursprüngliche Carboxylgruppe 

regeneriert wird, muss die „aktive“ Seitengruppe stabilisiert werden. Dies erfolgt durch die Umsetzung 

mit N-Hydroxysulfosuccinimid (NHS), wobei hydrophile Ester entstehen, die nur sehr langsam hydrosy-

lieren und mit denen die Ausbeute der Carbodiimid vermittelten Kopplungsreaktion gesteigert werden 

kann 255. 

Für die Reaktion mit dem „Cross Linker“ EDC wurden 50 µM Protein in einem Puffer aus 100 mM 

MES-Puffer pH 6,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2 mit 20 mM NHS und 10 mM EDC verwendet. 

 

Die Abbildung 27 zeigt die Strukturformel (A) und das Reaktionsschema (B) von Dimethyl Suberimidate 

(DMS) dem zweiten verwendeten „Cross linker“. Die Dimethyl Suberimidate sind Diimidoester, die als 

homobifunktionelle „Cross Linker“ primäre Amine über einen 1,1 nm langen Linker kovalent verknüpfen 
259-261. 

Die Verknüpfung der Proteine erfolgt durch die nukleophile Substitution der Methoxygruppe des Imi-

doesters durch ein primäres Amin wobei ein Amidin entsteht. 
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A bbildung 27: Darstellung der Strukturformel 

(A) sowie des Reaktionsschemas (B) von Dimethyl 

Suberimidate (DMS). 
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A) 

 
B) 
 

er Reaktionsansatz des zweiten „Cross Linkers“ DMS bestand aus 30 µM Protein in einem Puffer aus 

,2 M Triethanolamine pH 7,0, 5 mM MgCl2 und 25 mM DMS.  

ie Inkubation erfolgte bei 20 °C, da die CD-Spektroskopie zeigt, dass die Entfaltung der isolierten heli-

alen Domänen α12 und α12-13 schon bei Temperaturen zwischen 25 und 35 °C beginnt.  

er Einfluss verschiedener Nukleotide auf die Selbst-Assemblierung des Wildtyp-Proteins und der 

-Domäne wurde durch die Zugabe von GDP (200 µM) sowie des nicht hydrolysierbaren GTP-Analogs 

ppNHp (200 µM) getestet. Außerdem wurde der Einfluss von GDP⋅AlFx (100 µM GDP, 150 AlCl3, 5 

M NaF) auf die Selbst-Assemblierung untersucht. Für verschiedene nukleotidbindende Proteine wurde 

ie Bildung eines Komplexes aus Protein, GDP, Mg2+ und Aluminiumfluorid gezeigt. Mit der Röntgen-

trukturanalyse konnten z.B. die  Kristallkomplexe von Gα⋅GDP⋅AlF4⎯, Rho⋅GDP⋅AlF4⎯⋅RhoGAP und 

as⋅GDP⋅AlF3⋅GAP 262-265 nachgewiesen werden. Wahrscheinlich handelt es sich bei dem GDP⋅AlFx-

omplex um ein Analog des     Übergangszustands der GTP-Hydrolyse. Für das ansonsten tetraedrische 

-Phosphat des GTP wird im Übergangszustand eine planare Konformation postuliert, die im GDP⋅AlFx-

omplex das Aluminiumfluorid einnimmt. Dieser Komplex wird bei Gα-Proteinen durch die helikale 

omäne intramolekular stabilisiert. Die Proteine der Ras-Superfamilie bilden den Komplex nur in Ge-

enwart von GAPs. Abhängig von der Konzentration und dem pH-Wert gibt es in Lösungen ein Gleich-

ewicht verschiedener Spezies von Aluminiumfluoriden, die sich durch die Anzahl der Fluoride, der 

ydroxydionen und der Wassermoleküle in der Ligandsphäre unterscheiden 266. In dieser Arbeit wird der 

omplex als AlFx bezeichnet, da nicht bekannt ist, welche Spezies sich vorwiegend in den hGBP1-

omplex einlagert.  
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3.8.1 Die nukleotidabhängige Oligomerisierung des Wildtyps von hGBP1  

In diesem Experiment sollte zuerst untersucht werden, ob es möglich ist, die nukleotidabhängig gebilde-

ten Oligomere des Wildtyp-Proteins von hGBP1 kovalent zu verknüpfen.  

Dazu wurden sowohl der chemische Zero-length „Cross-Linker“ EDC als auch der „Cross-Linker“ DMS 

verwendet. 

Anders als die isolierte G-Domäne kann das Wildtyp-Protein von hGBP1 GDP nur binden, jedoch nicht 

hydrosylieren und in der Größenausschlusschromatographie konnten keine Proteinkomplexe nachgewie-

sen werden 50. Die Größenausschlusschromatographie belegt, dass hGBP1im GppNHp-gebundenen Zu-

stand Dimere und im GDP⋅AlFx-gebundenem Zustand Tetramere bildet 50. 

 

Die Abbildung 28 zeigt die Auftrennung der mit EDC dauerhaft verknüpften Proteinkomplexe auf einem 

SDS-Polyacrylamidgel.  

Mit dem Reaktionsansatz A wurde getestet, ob es auch im nukleotidfreien Zustand zu einer kovalenten 

Verknüpfung des Proteins kommt. Das Gel zeigt, dass auch bei dieser Reaktion ein Teil des Proteins ver-

knüpft wird. Der Vergleich mit den Reaktionsansätzen B-D zeigt, dass im nukleotidgebundenen Zustand 

deutlich mehr Protein verknüpft wird.  

Mit Ansatz B) wurde untersucht, ob hGBP1 im GDP-gebundenen Zustand kovalent verknüpft wird. Im 

Vergleich zu Ansatz A) wird im GDP-gebundenen Zustand deutlich mehr Protein verknüpft. Dieses Er-

gebnis zeigt, dass das Wildtyp-Protein im GDP-gebundenen Zustand Homodimere bilden kann.  

Der Reaktionsansatz C) zeigt, dass die Zugabe von 200 µM GppNHp zu einer deutlichen Bildung von Di- 

und Tri- sowie einer nicht identifizierbaren Mischung von Oligomeren führt. Die Wirkung des GDP⋅AlFx-

Komplexes auf die Bildung kovalent verknüpfter Oligomere wurde im Rektionsansatz D) untersucht. Die 

Abbildung 28 zeigt, dass GDP⋅AlFx wie GppNHp zur Bildung von Di- und Trimeren führt. Durch den 

Vergleich der Ansätze B) und D) wurde überprüft, ob es durch die Bindung des GDP⋅AlFx-Komplexes 

mehr kovalent verknüpfte Oligomere gibt, als in dem GDP-gebundenen Zustand.  

 

Die Ansätze A) bis D) zeigen anhand der Kontrolle c, dass EDC auch ohne NHS das Protein verknüpft, 

ähnlich wie im gleichen Zeitraum (5’) bei der Reaktion mit NHS. Die Reaktion verläuft damit auch ohne 

die unterstützende Aktivierung von NHS. 

Während der Reaktion kommt es zu einer auf den SDS-Polyacrylamidgelen sichtbaren Verbreiterung der 

Proteinbanden. Ein Vergleich der Proben, die nach 15 Sekunden bzw. 60 Minuten genommen wurden, 

zeigt dies besonders deutlich anhand der Bande des monomeren Proteins. Dies ist darauf zurückzuführen, 

dass es bei einer längeren Rektionszeit mehr durch EDC aktivierte Seitengruppen gibt, die beim abstop-

pen der Reaktion mit Glycin verknüpft werden.   
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Abbildung 28: Nukleotid abhängig gebildete, kovalent verknüpfte Oligomere von hGBP1 Wt. Die Reaktion wird mit 50 µM Protein bei 25 

°C in 10 mM MES-Puffer (pH 6,5), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 20 mM NHS und 10 mM EDC durchgeführt. Nach den angegeben Zeiten wur-

den den Reaktionen Proben entnommen, die mit 50 mM Glycin abgestoppt wurden. Die Abbildung zeigt: A) Reaktion ohne Nukleotid, B) Reak-

tion mit 200 µM GDP, C) Reaktion mit 200 µM GppNHp und D) Reaktion mit GDP⋅AlFx (200 µM GDP, 150 µM AlCl3, 5 mM NaF). E-F) Den-

siometrische Bestimmung der Signalintensität mit dem AIDA Image Analyzer der Proteinbanden der Reaktionen A,B und C,D. Nach der fünften 

Minute kommt es bei den Reaktionen mit Nukleotiden zu einem deutlichen Konzentrationsanstieg an verknüpftem Protein.  

(Beschriftung: M: Precision Plus ProteinTM Standards (BIORAD), M2: SeeBlue® Pre-Stained Protein Standard a: Kontrolle ohne Nukleotid, a2 

Kontrolle mit Nukleotid, b Kontrolle mit Nukleotid und NHS, c: Kontrolle mit Nukleotid und EDC, Probenentnahme zwischen 0 und 60 Minu-

ten, Probenentnahme der Kontrollen a-c nach 5 Minuten. Dimer, Trimer).  

 

Die SDS-Polyacrylamidgele wurden mit einem Gelscanner digitalisiert und anschließend wurde die Sig-

nalintensität der Proteinbanden mit dem AIDA Image Analyzer Programm densiometrisch bestimmt. 

Damit ist es möglich, ein Maß des Verhältnisses der gebildeten di-, tri- und oligomeren Protein-

Komplexe zueinander, sowie den Zeitverlauf ihrer Bildung zu bekommen. Eine Bestimmung der Signal-

intensität des monomeren Proteins war nicht möglich, da sie über der Detektionsgrenze des Programms 

lag. Die gemessenen Signalintensitäten zeigt die Abbildung 28 E) und F):  
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In den ersten Minuten werden ungefähr gleich viele di- und trimere Proteinkomplexe gebildet. Zwischen 

der fünften und der zehnten Minute ändert sich bei den Reaktionsansätzen mit Nukleotid das Verhältnis 

zwischen den Proteinkomplexen. Die Konzentration des dimerisierten Proteins geht bei den Ansätzen mit 

GppNHp und GDP⋅AlFx zurück, während sie bei dem Ansatz mit GDP ungefähr gleich bleibt. Gleichzei-

tig steigt der Anteil an tri- und oligomeren Proteinkomplexen bei den Reaktionen mit GppNHp und 

GDP⋅AlFx deutlich an. Die trimere Form des Proteins wird bei allen Reaktionen bevorzugt gebildet. Im 

Verlauf der Reaktion steigt vor allem in dem Ansatz mit GppNHp der Anteil an Oligomeren. Während 

der Anteil an oligomeren Protein-Komplexen steigt, geht der Anteil an dimerisierten Protein-Komplexen 

zurück. Dies bedeutet, dass die Dimere zu Oligomeren verknüpft werden. Im Gegensatz dazu geht die 

Konzentration der Trimere nicht zurück, sondern steigt weiterhin an.   

Der Vergleich der Reaktionsansätze mit GDP bzw. GDP⋅AlFx zeigt, dass durch den GDP⋅AlFx-Komplex 

die Bildung von tri- und oligomeren Proteinkomplexen beschleunigt wird.  

Für die Reaktionsansätze ohne Nukleotid und mit GDP waren ähnliche Ergebnisse erwartet worden, da 

für beide mit der analytischen Größenausschlusschromatographie keine Dimerisierung nachgewiesen 

werden kann 50. Bei der Behandlung mit EDC wird hier jedoch eine kovalente Verknüpfung des GDP-

gebundenen Proteins beobachtet. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass mit der Größen-

ausschlusschromatographie erfahrungsgemäß nur relativ feste Komplexe nachgewiesen werden können 

(KD ≤ 10 µM). 

 

Durch die kovalente Verknüpfung des Wildtyp-Proteins von hGBP1 mit EDC kann gezeigt werden, dass 

das Protein, wenn es GDP, GppNHp oder GDP⋅AlFx gebunden hat, Dimere und Trimere bildet.  

 

Als nächstes sollte untersucht werden, ob mit Hilfe des homobifunktionellen „Cross Linkers“ DMS eine 

größere Ausbeute an kovalent Verknüpften Protein möglich ist. Die Proteine werden dabei über einen    

11 Å langen Linker miteinander verknüpft. 

Dabei wurden zusätzlich zum Wildtyp-Protein auch die Mutanten R48A und K51A untersucht. Damit 

sollte festgestellt werden, ob, und wenn ja, welchen Einfluss die Mutationen auf die Nukleotidabhängig-

keit der Selbst-Assemblierung haben. 

 

Die Abbildung 29 zeigt das Ergebnis der kovalenten Verknüpfung der nukleotidabhängig gebildeten Oli-

gomere des Wildtyp-Proteins und der Mutanten R48A und K51A. Der Vergleich der Abbildung 28 mit 

der Abbildung 29 zeigt, dass in den Reaktionsansätzen ohne Nukleotid beide „Cross Linker“ ungefähr 

gleich viele Oligomere verknüpfen. In den Reaktionen mit GppNHp werden die Oligomere durch EDC 

und in den Ansätzen mit GDP⋅AlFx durch DMS effektiver verknüpft. Wie auf der Abbildung zu sehen ist, 

werden bei der Reaktion Di- und Trimere kovalent verknüpft. Dabei werden deutlich mehr Trimere als 
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Dimere gebildet. Ein Teil des Proteins interagiert zu nicht charakterisierbaren höheren Oligomeren. Die 

Reaktion war nach 30 Minuten abgeschlossen, da der „Cross Linker“ sehr schnell hydrolysiert. 

 

 

Abbildung 29: Die Nukleotid abhängig gebildeten 

und mit DMS kovalent verknüpften Oligomere des 

Wildtyp-Proteins und der Mutanten R48A und 

K51A von hGBP1. Die Probenentnahme erfolgte nach 

30 Minuten. (Beschriftung: M: Precision Plus Prote-

inTM Standards (BIORAD), 0) ohne DMS, 1) Kontrolle 

mit DMS ohne Nukleotid, 2) Reaktion mit GppNHp, 

3) Reaktion mit GDP⋅AlFx. Dimer, Trimer)  

 

Die Mutanten R48A und K51A wurden analysiert, um den Einfluss der Nukleotidbindung besser charak-

terisieren zu können. Die Mutante R48A bindet GppNHp fester und die Mutante K51A deutlich schwä-

cher als das Wildtyp-Protein. Mit der Größenausschlusschromatographie kann eine Dimerisierung der 

Mutante R48A im GppNHp-, jedoch nicht im GDP⋅AlFx-gebundenen Zustand nachgewiesen werden. Für 

die Mutante K51A ist eine Dimerisierung nicht nachweisbar 57.  

Wie die Abbildung 29 zeigt, interagiert die Mutante R48A nur in einem GppNHp-gebundenem Zustand 

zu Oligomeren. Für die Mutante K51A ist eine nukleotidabhängige Bildung von Oligomeren nicht nach-

weisbar. 

 

Als nächstes sollte mit Hilfe der kovalenten Verknüpfung der isolierten Domänen untersucht werden, 

welche Proteinkomplexe die G-Domäne im nukleotidgebundenen Zustand bildet. 

3.8.2 Untersuchung der nukleotidabhängigen Oligomerisierung der  

isolierten G-Domäne 

Aus der Kristallstruktur von hGBP1 ist bekannt, dass eine Dimerisierung des Proteins über die G-Domäne 

des Proteins erfolgen könnte. 

Die Oligomerisierung des Wildtyp-Proteins von hGBP1 und seiner isolierten G-Domäne wird durch ihre 

Nukleotidbindung beeinflusst. Die isolierte Domäne unterscheidet sich dabei in der Art der gebildeten 

Proteinkomplexe vom Wildtyp-Protein.  
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Von der isolierten G-Domäne ist bekannt, dass sie im Unterschied zum Wildtyp-Protein GDP nicht nur 

bindet, sondern auch hydrolysiert. Wie das Wildtyp-Protein ist sie in der Größen-

ausschlusschromatographie im GppNHp-gebundenen Zustand ein Dimer und im GDP-gebundenen Zu-

stand ein Monomer. Sie bildet jedoch mit dem GDP⋅AlFx-Komplex ein Dimer und kein Tetramer. 

 

Bei diesem Experiment wird untersucht, ob sich die Art der von der isolierten G-Domäne bzw. die von 

der isolierten G-DomäneR48A gebildeten Proteinkomplexe von denen des Wildtyp-Proteins unterschei-

det. Außerdem soll untersucht werden, ob wie beim Wildtyp-Protein andere Oligomere nachgewiesen 

werden können als mit der Größenausschlusschromatographie.  

 

 

Abbildung 30: Nukleotidabhängig gebil-

dete, kovalent verknüpfte Oligomere der 

isolierten G-Domäne und der G-

DomäneR48A von hGBP1. Die Probenent-

nahme erfolgte nach 30 Minuten. (Beschrif-

tung: M: Precision Plus ProteinTM Standards 

(BIORAD), 0) ohne EDC, 1) Kontrolle mit 

EDC ohne Nukleotid, 2) Reaktion mit 

GppNHp, 3) Reaktion mit GDP⋅AlFx. Di-

mer, Tetramer)  

 

Die Abbildung 30 zeigt die nukleotidabhängig gebildeten und durch EDC kovalent verknüpften Oligome-

re der isolierten G-Domäne sowie der G-DomäneR48A.  

Wie auf dem SDS-Polyacrylamidgel zu sehen ist, interagieren die beiden isolierten G-Domänen vor allen 

in Form von Dimeren. Ein Teil des Proteins wird auch zu Trimeren und höhere Oligomeren verknüpft. Im 

Unterschied zu dem Wildtyp-Protein überwiegt bei den isolierten G-Domänen jedoch der Anteil der ko-

valent verknüpften Dimere und nicht der Trimere.  Ein weiterer Unterschied zum Wildtyp-Protein ist, 

dass der Anteil an verknüpftem Protein im GppNHp- und im GDP⋅AlFx-gebundenen Zustand gleich ist.  

Bei der isolierten G-DomäneR48A ist der Anteil an Oligomeren im GppNHp-gebundenen Zustand etwas 

größer als im GDP⋅AlFx-gebundenem Zustand. Zusätzlich bildet sie im GDP⋅AlFx-gebundenen Zustand 

deutlich mehr Oligomere als die nicht um die helikale Domäne verkürzte Mutante R48A. 
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3.8.3 Die Oligomerisierung der isolierten helikalen Domänen  

Die Analyse der kovalent verknüpften Proteinkomplexe der isolierten G-Domäne zeigt, dass diese vor 

allem Dimere und weniger Trimere oder höhere Oligomere bildet. An der Bildung der für das Wildtyp-

Protein nachgewiesenen Tetramere könnte also ein anderer Bereich des Proteins beteiligt sein.  

Mit diesem Experiment wird untersucht, welche Proteinkomplexe durch die isolierten helikalen Domänen 

gebildet werden. Da die Ergebnisse der Methoden (3.7.1 und 3.7.2), mit denen für einige der helikalen 

Domänen die Bildung von Proteinkomplexen nachgewiesen wurde, zum Teil nicht eindeutig sind, sollen 

sie mit diesem Experiment überprüft werden. 

 

Die Analyse der Oligomerisierung der isolierten helikalen Domänen mit dem  „Cross-Linker“ DMS zeigt 

die  Abbildung 31.  

 

 

Abbildung 31: Nukleotid abhängig gebildete, kova-

lent verknüpfte Oligomere der isolierten helikalen 

Domänen. Die Probenentnahme erfolgte nach 30 Mi-

nuten. (Beschriftung: M: Precision Plus ProteinTM 

Standards (BIORAD), 0) ohne DMS, 1) mit DMS, 

Dimer). 

 

Das SDS-Polyacrylamidgel zeigt, dass für die isolierte helikale Domäne α7-13 vor allem Di- aber auch 

geringe Mengen von Trimeren nachweisbar sind. Im Unterschied dazu zeigt die Analyse der isolierten 

helikalen Domäne α7-11, dass das Protein nicht dimerisiert. Das Gel zeigt, dass ein Großteil der isolierten 

helikalen Domäne α12-13 kovalent verknüpft wird. Während der Reaktion werden ausschließlich Dimere 

gebildet. Außerdem zeigt die Abbildung, dass nur ein kleiner Teil der isolierten helikalen Domäne α12 

dimerisiert.  

 

Die Spezifität der Verknüpfung kann dadurch belegt werden, dass die isolierte helikale Domäne α12-13 

ausschließlich Dimere bildet. Für die kovalente Verknüpfung benötigt DMS zwei freie Aminogruppen 

und EDC eine freie Carboxylgruppe und eine freie Aminogruppe. Die helikale Domäne α12-13 besteht 
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zu 20 % aus Glutamat- bzw. Aspartatgruppen sowie aus 13 % Lysinen. Bei so vielen freien Carboxyl- 

und Aminogruppen müsste ein Gemisch aus multimeren, kovalent verknüpften Proteinkomplexen entste-

hen, wenn schon eine schwache oder unspezifische Interaktion eine Verknüpfung erlauben würde.  

 

Wenn für die Verknüpfungsreaktion der „Cross Linker“ DMS durch EDC ersetzt wird, führt dies bei der 

helikalen Domäne α7-13 zu einer größeren Ausbeute an kovalent verknüpften Trimeren. Die Abbildung 

32 zeigt die Ergebnisse der Verknüpfung der isolierten helikalen Domänen. 

 

 
Abbildung 32: Kovalent verknüpfte Oligomere der isolierten helikalen Domänen von hGBP1. Die Reaktion wurden wie in 3.8.1 durchge-

führt. Die Abbildung zeigt in: A) α7-13 und B) α12-13. In C) die densiometrische Bestimmung der Signalintensität der Proteinbanden der Reak-

tionen A und B mit dem AIDA Image Analyzer. Nach der fünften Minute gibt es einen deutlichen Konzentrationsanstieg an verknüpftem Protein. 

(Beschriftung: M: Precision Plus ProteinTM Standards (BIORAD), a: Kontrolle ohne EDC und NHS, b Kontrolle nur mit NHS, c: Kontrolle nur 

mit EDC, Probenentnahme zwischen 0 und 60 Minuten, Probenentnahme der Kontrollen a-c nach 5 Minuten. Dimer, Trimer). 

 

Das SDS-Polyacrylamidgel (A) zeigt die von der isolierten helikalen Domäne α7-13 gebildeten Protein-

komplexe. Es sind sowohl Di- als auch Trimere nachweisbar.  

Die kovalente Verknüpfung der isolierten helikalen Domäne α12-13 ist auf dem Gel (B) zu sehen. Wäh-

rend der Reaktion werden ausschließlich Dimere gebildet. Auf dem Gel ist für das Monomer der isolier-

ten helikalen Domäne α12-13 eine Doppelbande zu sehen. Die zweite Bande besteht, wie in den Kapiteln 

3.3.4 und 3.6 gezeigt wird, aus einem Fragment der helikalen Domäne, die am C-Terminus um sechs   

Aminosäuren verkürzt ist. Bei der Reaktion werden sowohl von der helikalen Domäne als auch von ihrem 
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verkürzten Fragment Dimere gebildet. Da dem verkürzten Fragment das CaaX-Motiv fehlt (3.6), belegt 

dieses Ergebnis, dass an der Interaktion das CaaX-Motiv nicht beteiligt ist.  

Die Abbildung 32 E) zeigt die densiometrische Auswertung der Signalintensität der Proteinbanden mit 

dem AIDA Image Analyzer Programm: 

Die helikale Domäne α7-13 bildet Di- und Trimere, wobei zuerst mehr Dimere gebildet werden. Nach der 

zehnten Minute verschiebt sich das Verhältnis zugunsten der Trimere. Die isolierte helikale Domäne 

α12-13 zeigt nach der fünften Minute eine deutliche Dimerisierung.  

 

Im Unterschied zu der isolierten helikalen Domäne α12-13 bildet α7-13 nicht nur Dimere, sondern auch 

Trimere. Das Ergebnis zeigt, dass es zwei unterschiedliche Bereiche der Proteinoberfläche gibt, mit der 

die isolierte helikale Domäne mit anderen Molekülen in Wechselwirkung treten kann. Die für die Trime-

risierung der helikalen Domäne benötigte Interaktionsfläche könnte auf den Helices α7-11 lokalisiert 

sein. Es ist auch möglich, dass die Helices α7-11 für die Stabilisierung des Trimeres benötigt werden. Es 

besteht die Möglichkeit, dass auch das Wildtyp-Protein über die helikale Domäne mit zwei Molekülen 

interagieren kann. 

Im Unterschied zu der helikalen Domäne α12-13 bildet α12 deutlich weniger Dimere. Dazu muss beach-

tet werden, dass die isolierte helikale Domäne α12 - wie es in den Kapiteln [3.5] gezeigt wird - alleine 

vielleicht zu instabil ist, um Dimere zu bilden. 

 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es möglich ist, die Protein-Proteinkomplexe von hGBP1 kovalent 

zu verknüpfen, wurde die GTP-Hydrolyse-Aktivität dieser Komplexe bestimmt.  

3.8.4 Die GTP-Hydrolyse-Aktivität des kovalent verknüpften Wildtyp-

Proteins von hGBP1 

Es ist bekannt, dass die GTP-Hydrolyse-Aktivität des Wildtyp-Proteins von hGBP1 kooperativ ist 50. Die 

Kooperativität wird durch die Abhängigkeit der Geschwindigkeit der GTP-Hydrolyse von der Enzym-

konzentration belegt 50.  

Wenn die kovalent verknüpften Protein-Protein-Komplexe (Di-, Tri- und Oligomere) im nativen Zustand 

vorliegen, sollte die Hydrolysegeschwindigkeit bei dem behandelten Protein größer sein als bei dem un-

behandelten Protein.  

Durch die Analyse der GTP-Hydrolyse-Aktivität sollte untersucht werden, ob die verknüpften Protein-

Protein-Komplexe eine gesteigerte GTP-Hydrolyse-Aktivität zeigen. Dadurch würde belegt, dass sich die 

Proteine in einem nativen Zustand befinden. 

Die Messung der GTPase-Aktivität erfolgte bei 37 °C anhand der Hydrolyse von 1 mM GTP durch 1 µM 

Protein in Puffer C. Den Ansätzen wurden 50 µM Rinderserumalbumin zur Stabilisierung des Proteins 
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zugesetzt, um eine bessere Reproduzierbarkeit zu erreichen. Die bei der kovalenten Verknüpfung der Pro-

teine verwendeten Nukleotide wurden vor dem Experiment mit Hilfe einer PD-10 Entsalzungssäule    

(Amersham Biosciences) entfernt. 
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Abbildung 33: Einfluss der Modifikation mit EDC und NHS auf die GTP-Hydrolyse-Aktivität des Wildtyp-Proteins. Zeitlicher Verlauf 

der Hydrolyse von 1 mM GTP durch 1 µM hGBP1 bei 37 °C in 50 mM Tris/HCl (pH 8,0), 5 mM MgCl2, 2 mM DTE, 50 µM Rinderserumalbu-

min. Gemessen wurde die Aktivität von unbehandelten Protein (♦), EDC/NHS modifiziertes Protein ohne Nukleotid (●), EDC/NHS modifiziertes 

Protein mit GppNHp (■) bzw. GDP⋅AlFx (▲). Das Protein das im GDP⋅AlFx gebundenem Zustand verknüpft wird, hat keine Aktivität mehr. Die 

Proteine, die im GppNHp-gebundenen oder im Nukleotid freien Zustand verknüpft werden, besitzen eine minimale Restaktivität. 

 

Der Vergleich der GTP-Hydrolyse-Aktivität des modifizierten mit dem nicht modifizierten Protein zeigt, 

dass die Behandlung mit EDC/NHS zu einer nahezu vollständigen Inaktivierung führt (Abbildung 33). 

Das Protein, das in dem GDP⋅AlFx-gebundenen Zustand modifiziert wird, ist nach der Reaktion inaktiv. 

Die GTP-Hydrolyse-Aktivität der im nukleotidfreien bzw. im GppNHp-gebundenen Zustand modifizier-

ten Proteine ist nach siebzehn Minuten um 81 bzw. 88 Prozent reduziert.  

Die reduzierte GTPase-Aktivität ist ein Hinweis darauf, dass bei der Behandlung der Proteine eine Ami-

nosäure modifiziert wird, die für die Nukleotidbindung oder die Hydrolyse des Phosphats benötigt wird. 

Eine weitere Möglichkeit ist, dass Aminosäuren modifiziert werden, die an der Interaktion der Proteine 

beteiligt sind. Diese Modifizierung könnte die Selbst-Assemblierung des Proteins während des GTP-

Hydrolyse-Assays verhindern. Die zweite Möglichkeit erklärt jedoch nur eine Verminderung und nicht 

die fast völlige Inaktivierung der GTP-Hydrolyse-Aktivität. 
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3.9 Kalorimetrische Charakterisierung der Proteindomä-

nen von hGBP1 

3.9.1 Aufnahme und Analyse von DSC Daten 

Die Differential Scanning Calorimetry (DSC) kann unter anderem zur Untersuchung von DNA-

Wechselwirkungen 267, der Proteinfaltung 268 und der Proteinkomplexbildung 269 verwendet werden.  

Die thermische Stabilität von hGBP1 wurde mit Hilfe der DSC untersucht 270,271. Dazu wird die Tempera-

turabhängigkeit der Wärmekapazität einer Proteinlösung gegen eine Referenz gemessen, wobei auch der 

Schmelzpunkt und die Schmelzenthalpie des Proteins bestimmt werden.  

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm „Microcal Origin 4.1 für DSC“ (Version 4.1, 

MicroCal Software Incorp., Northhampton, Massachusetts, USA). Dabei wurde ein „Mehr-Stufen-

Übergangs-Modell“ (non-two-state transition Modell), verwendet (siehe Anhang 7.2.1). 

 

Die DSC-Experimente wurden durchgeführt, um die thermodynamischen Parameter der Proteine wie die 

Schmelztemperatur Tm (50 % des Proteins ist denaturiert), die kalorimetrische Enthalpie (∆Hcal) und die 

van’t Hoffsche Enthalpie (∆HvH) zu bestimmen. Zuerst wurde untersucht, ob die Entfaltung der Proteine 

reversibel ist, da hohe Temperaturen zu einer Aggregation der entfalteten Proteine führen können. Die 

Aggregation und Präzipitation der entfalteten Proteine ist ein kinetisch kontrollierter, exothermer Prozess 
272. Die freigesetzte Wärme führt zu einem „intrinsischen“ Schmelzprozess der Proteine. Die kalorimetri-

sche Enthalpie ∆Hcal, die aus der vom Kalorimeter zugeführten Wärmemenge berechnet wird, kann da-

durch verfälscht werden. Die Auswertung von irreversiblen Prozessen ist mit den Formel 8 und Formel 9 

problematisch, da diese Gleichungen Gleichgewichtsprozesse beschreiben. 

Für die Experimente wurden 50 µM Protein in einem Puffer aus 10 mM Phosphat (pH 7,5), 20 mM Gly-

cin und 2 mM Mercaptoethanol verwendet. Um die Temperatur zu bestimmen, bei der das Protein voll-

ständig entfaltet ist, erfolgte die erste Messung über einen Temperaturbereich von 15 °C bis 120 °C bei 

einer Heizrate von 1 K/min. Die Analyse der Reversibilität und die Bestimmung der thermodynamischen 

Parameter erfolgten in einem Temperaturbereich, der maximal fünf Kelvin über der Temperatur lag, bei 

der das Protein komplett entfaltet ist. Deutlich höhere Temperaturen führen zu einer Aggregation der ent-

falteten Proteine. Um die Reversibilität zu testen, wurde die Probe fünfmal erhitzt und wieder auf die 

Ausgangstemperatur gekühlt.  

Die Abbildung 34 zeigt die Schmelzkurven eines fünffachen Aufschmelzens derselben Probe des Wild-

typ-Proteins von hGBP1 (A), sowie von der isolierten helikalen Domäne α12-13 (B). Die Überlagerung 

der Rohdaten zeigt, dass die Entfaltung des Wildtyp-Proteins irreversibel ist, während die isolierte helika-
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le Domäne α12-13 zu fast 100 Prozent reversibel entfaltet wird. Eine vollständig reversible Entfaltung ist 

auch ohne Aggregation sehr selten.  
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Die Abbildung 35 zeigt die Entfaltung der isolierten helikalen Domänen
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Der Schmelzvorgang der isolierten helikalen Domänen α7-13 (A) und 

se reversibel angesehen und ihre thermodynamischen Parameter bestim

isolierten helikalen Domänen α12-13 ist ihre Entfaltung jeweils nur zu 

beim Wildtyp-Protein ist die Entfaltung der isolierten G-Domäne irreve

Für die helikale Domäne α12 wurden keine Pufferbedingungen und k

bei der eine Schmelzkurve gemessen werden konnte.  

 

Die Analyse ergab, dass das Wildtyp-Protein und die isolierte G-Dom

während die isolierten helikalen Domänen α7-13, α7-11 und α12-13 w

den. 

 

 

 

Abbildung 34: Analyse der reversiblen

Entfaltung von hGBP1. A) Wildtyp. B)

isolierte helikale-Domäne α 12-13. Fünf

Schmelzkurven derselben Probe (50 µM in

10 mM Phosphat (pH 7,5), 20 mM Glycin, 2

mM Mercaptoethanol) wurden hintereinan-

der bei einer Heizrate von 1 K/min gemes-

sen.  

( ⎯ 1. Messung, ⎯ 2. Messung,  

⎯ 3. Messung, ⎯ 4. Messung,  

⎯ 5.Messung) 
 α7-13 und α 7-11.  

 

bbildung 35: DSC-Schmelzkurven der 

solierten helikalen Domänen α7-13 und α7-

1. Überlagerung von fünf Schmelzkurven 

eweils derselben Probe. A) α7-13 B) α7-11 

ei beiden helikalen Domänen liegt die Rever-

ibilität bei ungefähr 80 Prozent.  

 ⎯ 1. Messung, ⎯ 2. Messung, 

⎯ 3. Messung, ⎯ 4. Messung, 

 5.Messung) 

α7-11 (B) kann als näherungswei-

mt werden. Im Gegensatz zu der 

80 Prozent reversibel. Ebenso wie 

rsibel. 

ein Temperaturbereich gefunden, 

äne irreversibel entfaltet werden, 

eitgehend reversibel entfaltet wer-
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3.9.2 Analyse von Komplexen mit Hilfe der DSC 

Die Selbst-Assemblierung von Proteinen kann mit Hilfe der Differential Scanning Kalorimetrie unter-

sucht werden. Bei einem monomeren Protein erfolgt der Übergang vom gefalteten (nativen) Protein (N) 

zum entfalteten (unfolded) Protein (U) unabhängig von der Konzentration.  

 

Formel 4               UN ↔  

 

Bei einer Protein-Protein-Interaktion (z.B. Dimer, Trimer,  etc.) ist die Schmelztemperatur abhängig von 

dem Dissoziationsgleichgewicht der Proteine und damit von der Proteinkonzentration. Die Stöchiometrie 

der Dissoziation und der Entfaltung wird durch folgende Formel beschrieben: 

 

Formel 5     nUnNNn ↔↔  

 

Dabei entspricht „n“ der Anzahl der an der Selbst-Assemblierung beteiligten Proteine. Die Anzahl der 

Proteinmoleküle (n), die während eines thermisch induzierten strukturellen Übergangs miteinander ko-

operieren, kann über das Verhältnis von ∆HvH/∆Hcal (Formel 6) bestimmt werden.  

 

Formel 6     n
H
H

cal

vH =
∆
∆  

 

Um die thermodynamischen Parameter zu bestimmen, wurde mit dem Differential Scanning Kalorimeter 

von jedem Protein eine Schmelzkurve gemessen. Diese Messungen erfolgten unter den gleichen Bedin-

gungen wie bei der Analyse der Reversibilität der Entfaltung. Die Abbildung 36 zeigt die Rohdaten (A) 

und die auf die Proteinkonzentration normalisierte Schmelzkurve nach der Subtraktion der Basislinie (B) 

der helikalen Domäne hGBP1 α7-13.  

Die Übergangstemperatur, auch Schmelztemperatur (Tm) genannt, die kalorimetrische Enthalpie ∆Hcal 

sowie die van’t Hoffsche Enthalpie ∆HvH wurden mit dem „Mehr-Stufen-Übergangs-Modell“ (Formel 8 

und Formel 9, Anhang 7.2.1)  der Auswertungssoftware:  „Origin Microcal for DSC“  ermittelt. Die kalo-

rimetrische Enthalpie wird aus der Fläche unter der Messkurve und die van’t Hoffsche Enthalpie aus dem 

Kurvenverlauf bestimmt. Die kalorimetrische Enthalpieänderung bezieht sich auf die Wärmeänderung pro 

mol, während sich die van’t Hoffsche Enthalpie auf die Wärmeänderung pro entfalteter (kooperativer) 

Einheit bezieht. 
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Abbildung 36: DSC-Schmelzkurve von 50 µM hGBP1 α7-13. Die Messung erfolgte in 10 mM Phosphat (pH 

7,5), 20 mM Glycin und 2 mM Mercaptoethanol mit 1 K/min.  Die Abbildung A) zeigt die Originalschmelzkurve 

als Wärmeaufnahme des Proteins pro Grad Temperaturänderung. In B) wurde die Schmelzkurve um den Beitrag 

des Puffers und die Basislinie korrigiert. Nach der Normalisierung auf die Proteinkonzentration von 50 µM konn-

ten die erhaltenen Schmelzkurven mit dem „Mehr-Stufen-Übergangs-Modell“ (siehe Anhang 7.3.1) ausgewertet 

werden. (⎯) Messkurve, (⋅⋅⋅) mit dem „Mehr-Stufen-Übergangs-Modell“ angepasste Schmelzkurve. 

essenen thermodynamischen Parameter sind in der Tabelle 14 dargestellt: 

Reversibilität [%] Tm [°C] ∆Hcal [kJ/mol] 

(monomer) 

∆HvH [kJ/mol] ∆HvH/∆Hcal 

= n 

p 0   48,4 1029 811 0,8 

. 0 ≈ 35,0 -- -- -- 

80   47,2 423 405 1,0 

80   45,7 268 274 1,0 

 98   34,6 111 253 2,3 

: Zusammenstellung der Schmelzpunkte und der kalorimetrischen sowie der van’t Hoffschen Enthalpie von hGBP1 Wildtyp 

hiedener Domänenkonstrukten. Die Konzentration beträgt bei allen Proteinen jeweils 50 µM. 

ldtyp-Protein ist, wie das Verhältnis von ∆HvH/∆Hcal zeigt, ein Monomer. Bei der isolierten 

ne erfolgt die Denaturierung des Proteins nach Überschreiten des Schmelzpunktes so schnell, 

e Bestimmung von ∆Hcal und ∆HvH nicht möglich war. Der Schmelzpunkt liegt jedoch deutlich 

 der vom Wildtyp-Protein. 

rgangstemperatur der helikalen Domäne α7-13 war 1 K niedriger als beim Wildtyp-Protein, die 

enthalpie war jedoch deutlich reduziert. Die Domäne α7-11 hat einen Schmelzpunkt der 3 K 

r ist als beim Wildtyp-Protein. Die Schmelzenthalpie des Proteins ist 73 Prozent niedriger als 
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beim Wildtyp-Protein und 37 Prozent niedriger als bei α7-13. Die Analyse von ∆HvH/∆Hcal zeigt für beide 

Domänen, dass sie unter diesen Pufferbedingungen als Monomer vorliegen.  

Die Schmelztemperatur der isolierten helikalen Domäne α12-13 ist um 14 K niedriger als beim Wildtyp-

Protein und 13 K niedriger als bei α7-13. Das Verhältnis von ∆HvH/∆Hcal entspricht mit 2,3 dem eines 

Dimers. 

 

Die Stöchiometrie der isolierten helikalen Domäne α12-13, die aus dem Verhältnis von ∆HvH/∆Hcal abge-

leitet wurde, liefert einen weiteren Hinweis  darauf, dass diese Domäne dimerisiert (siehe Kapitel 3.7.1, 

3.7.2 und 3.8.3). 

 

Im Folgenden wird die Dissoziationskonstante des Dimers bestimmt. 

 

3.9.3 Bestimmung der Dissoziationskonstante KD mit Hilfe der ITC 

Nachdem die Homodimerisierung der isolierten helikalen Domänen α7-13 bzw. α12-13 bewiesen werden 

konnte, sollte die Komplexbildungskonstante, bei der sich die Assoziation und die Dissoziation im 

Gleichgewicht befinden, bestimmt werden.  

Bei einem Heterodimer kann die Assoziationskonstante mit Hilfe der Isothermen Titrationskalorimetrie 

(ITC) bestimmt werden. Dazu wird die Wärmemenge gemessen, die bei der Titration der miteinander in-

teragierenden Proteine verbraucht bzw. freigesetzt wird. Da das Wildtyp-Protein und die isolierten Do-

mänen von hGBP1 jedoch Homodimere bilden, ist es nicht möglich ihre Assoziation durch eine Titration 

zu messen. Deswegen wurden die homodimeren Proteine (bei hoher Konzentration) durch Verdünnung in 

Puffer dissoziiert und die dafür aufgenommene Wärmemenge gemessen. Dazu wurden 0,5 mM des jewei-

ligen Proteins in der Spritze des ITCs vorgelegt und mit kleinen Volumina (4 - 8 µl) in die Messzelle (1,4 

ml) injiziert. Beim Wildtyp-Protein wurde die Verdünnung im nukleotidfreien Zustand untersucht. Die 

Experimente wurden bei einer konstanten Temperatur von 20 °C durchgeführt.  

An die Daten wurde eine theoretische Kurve angepasst (Abbildung 37), um die Dissoziationskonstante 

des Homodimers zu bestimmen [7.2.2]. 
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Abbildung 37: Bestimmung der 

Dissoziationsskonstante von hGBP1 

α12-13 mit der Isothermen Titrati-

onskalorimetrie. Bei einer konstanten 

Temperatur von 20 °C wurden 500 µM 

hGBP1 α12-13 in 8 µl Schritten in 

Puffer X verdünnt.  

 
 

Beim Wildtyp-Protein und den isolierten helikalen Domänen α7-11 und α12 kann bei diesem Experiment 

kein Dissoziationseffekt beobachtet werden. Dies war zu erwarten, da die oben beschriebenen Experi-

mente gezeigt haben, dass diese Proteine Monomere sind.  

Die Komplexbildungsdaten der helikalen Domänen α7-13 und α12-13 fasst die Tabelle 15 zusammen: 

 

 Diss.-Enthalpie [kcal/mol] KD [µM] 

hGBP1 α7-13 4,6 100 

hGBP1 α12-13 12,5 4,7 
 

Tabelle 15: Zusammenfassung der Ergebnisse Dissoziationsexperimente der helikalen Domänen von hGBP1.  

 

Mit dieser Methode konnte die Komplexbildung der isolierten helikalen Domänen α7-13 nachgewiesen 

und die Dissoziationskonstante dieses Dimers mit 100 µM quantifiziert werden. Die Dissoziati-

onskonstante der isolierten helikalen Domäne α12-13 beträgt 4,7 µM. Dies bedeutet eine relativ hohe Af-

finität für das kleinere Konstrukt, was auch sehr gut den biochemischen Befunden und insbesondere mit 

den Ergebnissen der DSC-Analyse übereinstimmt. Im Gegensatz dazu wird hier für die komplette helika-

len Domäne (α7-13) nur eine schwache Affinität des Dimers erhalten, die aber immer noch stark genug 

ist, um die qualitativen Befunde der Biochemischen Untersuchungen zu erklären.  
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3.10 Mit welchen Proteinen interagiert hGBP1? 

Die Aufgabe des humanen Guanylat-bindenden Proteins 1 ist bisher weitgehend unbekannt. In Zellkultur-

experimenten sind eine antivirale und eine anti-proliferative Wirkung nachweisbar. Um die Funktion des 

Proteins in der Zelle aufzuklären wurde untersucht, ob hGBP1 mit anderen Proteinen interagiert. Dazu 

wurde mit dem Hefe Zwei-Hybrid-System nach möglichen Interaktionspartnern gesucht. Für den Versuch 

wurde das lexA Zwei-Hybrid-System mit den Vektoren pBTM116 und VP16 verwendet. In den Vektor 

pBTM116 wird dabei die cDNA des Köderproteins und in den Vektor VP16 die cDNA-Bank insertiert. 

Die Expression der Aminosäure Histidin dient als Selektionsmarker für die Interaktion des Köderproteins 

mit einem Proteinen aus der cDNA-Bank.  

Für den Versuch wurden Hefezellen verwendet, die mit dem Köderplasmid pBTM116-hGBP1C589S 

transformiert worden waren. Es wurde eine Mutante von hGBP1 verwendet, bei der das Cystein des 

CaaX-Motivs zu einem Serin mutiert worden ist. Diese Mutation wurde eingeführt, um die Farnesylie-

rung und damit die Membranbindung des Proteins zu verhindern. Dadurch sollte die Effizienz des Zwei-

Hybrid-Systems gesteigert werden. 

Bei dem Experiment wurde ein Milligramm einer embryonalen full mouse cDNA-Bank verwendet, die 

freundlicherweise von Dr. Hanzal-Bayer zu Verfügung gestellt wurde. Die cDNA war von ihm aus der 

mRNA ganzer, 9½ und 10½ Tage alter embryonaler Mäuse synthetisiert worden. Die mRNA war mit Hil-

fe eines NotI-Primers in die entsprechende cDNA umgeschrieben und über die NotI/NotI Schnittstelle 

ungerichtet in das pVP16-Plasmid kloniert worden.  

Das Köderplasmid und die cDNA-Bank wurden mit der in [2.1.15] beschriebenen Lithiumacetat-Methode 

in S. cerevisiae L40 transformiert. Die transformierten Hefezellen wurden auf THULLy-Festagarplatten 

ausgestrichen. Von diesen Platten wurden die in den folgenden fünf Tagen wachsenden Hefekolonien auf 

eine Masterplatte    überführt. Anschließend wurde die Zellen auf Platten mit einem Leu--Medium über-

führt, wodurch sie das pBTM116-Plasmid, auf das nicht mehr selektioniert wurde, verloren. Das VP16-

Plasmid wurde aus den Zellen extrahiert und sequenziert um die potentiellen Interaktionspartner zu 

bestimmen. 

Um die Transformationseffizienz zu ermitteln, erfolgten Kontrollausstriche auf UTL-Nährböden, auf de-

nen alle doppelt transformierten Hefezellen Kolonien bilden. Diese Platten wurden nach drei Tagen aus-

gezählt. Die Berechnung der Transformationseffizienz (Trf) erfolgte mit folgender Gleichung: 

 

Formel 7   Trf = (cfu/µg transformierter DNA)*(Vges/VProbe) 
 

  cfu  = colony forming units (auf UTL-Nährböden) 

  Vges  = Gesamtvolumen des Transformationsansatz 

  VProbe   = Volumen des Kontrollausstrich 
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Die Anzahl der getesteten Klone wurde wie folgt berechnet: cfu·(Vges/VProbe). 

 

Vges = 30 ml, VProbe = 100 µl, cfu = 1,71·106 Kolonien 

 

In dem Ansatz wurden insgesamt 5,28·108 Transformanden bei einer Transformationseffizienz von 

5,28·105 Kolonien pro µg cDNA untersucht. 

Auf dem Selektionsmedium (THULLy ohne 3-AT) wuchsen nach 6 Tagen 48 Klone. Die Klone wurden 

auf zwei Masterplatten (THULLy ohne 3AT bzw. THULLy mit 3AT) überführt, um bei den möglichen 

Interaktionspartnern zwischen denen mit einer starken bzw. schwachen Wechselwirkung zu unterschei-

den. 

Bei einigen Hefestämmen, wie z.B. bei den in diesem Zwei-Hybrid-System verwendeten S. cerevisiae 

L40, gibt es eine schwache Expression des Hefeproteins HIS3. Dadurch kommt es zu einem so genannten 

falsch positiven Wachstum von Hefezellen auf THULLy-Platten ohne 3-AT (3-Aminotriazol). Die Ex-

pression von HIS3 wird durch die Zugabe von 3-AT inhibiert. 

 

Es gab 5 Klone mit starker und 43 Klone mit schwacher Wechselwirkung. Alle 48 Klone wurden sequen-

ziert. Da die DNA jedes potentiellen Interaktionspartners mehrfach transformiert wurde, sollten im Falle 

einer Interaktion auch mehrere Klone desselben Proteins auf der Masterplatte wachsen. Unter den          

48 Klonen gab es jedoch nur zwei Klone, die dasselbe Protein enthielten. Es wurden folgende Interakti-

onspartner mit starker Wechselwirkung identifiziert: 

 

Bezeichnung des Klons 

im 2-Hybrid-Screen 

Protein Bemerkung 

A33 TNF-α  

A27 Rac GTPase aktivierendes Protein Leseraster verschoben, 

A21 Pyruvat Kinase 3 Leseraster gedreht, Peptid 20 AS lang 

A12 Hsp 70 Leseraster gedreht, Peptid 10 AS lang 

A6 

cDNA clone CR15-1.58-392/379-

45 Leseraster gedreht, Peptid 47 AS lang 
 

 Tabelle 16: Übersicht über die potentiellen Interaktionspartner mit starker Wechselwirkung 

 

Unter den 43 Klonen mit schwacher Interaktion waren acht Klone mit Plasmiden ohne Insert und 32 Klo-

ne bei denen entweder das Insert 3’-5’ in pVP16 kloniert worden war, oder die nicht im richtigen Leseras-

ter insertiert worden waren. 
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Bezeichnung des Klons 

im 2-Hybrid-Screen 

Protein Bemerkung 

A7 und A28  Septin Nedd 5 Klon zweimal vorhanden, Insert gedreht 

A34  Keine Sequenzhomologie gefunden. 48 AS lang

A36  Keine Sequenzhomologie gefunden. 72 AS lang
 

  Tabelle 17:  Potentielle Interaktionspartner mit schwacher Wechselwirkung. 

 

Die Klone A7 und A28 waren die einzigen, mit denen derselbe potentielle Interaktionspartner gefunden 

wurde.  Die Verifizierung der Interaktion erfolgt durch die Kotransformation der DNA der potentiellen 

Interaktionspartner mit der hGBP1-DNA. Dazu wurde die DNA der potentiellen Interaktionspartner in 

den Vektor pBTM116 kloniert. Durch die Kotransformation mit den Leervektoren von pBTM116 bzw. 

VP16 sollten falsch positive Interaktionspartner identifiziert werden, die selber DNA binden und die Syn-

these des Selektionsmarker Histidin induzieren. 

Es wurden folgende Kotransformationen getestet: 

 

• pBTM116-hGBP1C589S / VP16-IAP 

• pBTM116-IAP                 / VP16-hGBP1C589S 

• pBTM116-                        /VP16-IAP 

• pBTM116-IAP                 / VP16- 

(IAP: DNA des potentiellen Interaktionspartner, - : Leervektor)  

 

Die Kotransformation der Interaktionspartner mit einer starken Wechselwirkung ergab, dass es sich bei 

der Interaktion von hGBP1 mit dem Rac GTPase aktivierenden Protein um ein falsch positives Wachstum 

handelt. Dies wurde durch die Kotransformation des Rac GTPase aktivierendem Protein mit den Leervek-

toren pBTM116 bzw. VP16 nachgewiesen. Diese führte ebenfalls zu einem deutlichen Wachstum auf den 

Selektionsmedien. Die Interaktionen der vier anderen Proteine mit hGBP1 erwiesen sich als nicht repro-

duzierbar. 

Keine der mit dem Zwei-Hybrid-System gefundenen schwachen Wechselwirkungen zwischen hGBP1 

und einem der potentiellen Interaktionspartner war reproduzierbar.  

 

Mit dem Zwei-Hybrid-System wurde in der analysierten cDNA-Bank kein Interaktionspartner von 

hGBP1 gefunden. 
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3.11 Interagiert hGBP1 mit einem Kernkörperprotein? 

Mit Lokalisationsstudien untersuchten Martin Schwemmle et al. die Verteilung von hGBP1 in der Zelle. 

Dazu wurden humane Osteosarcoma Zellen (UTA6) mit Plasmiden transfiziert, welche die DNA für N-

terminal Flagg-Markiertes hGBP1 enthielten. Nach 48 Stunden konnten sie den Großteil des hGBP1 im 

Cytosol und einen Teil des Proteins im Nukleus lokalisieren. Durch Kolokalisationsstudien von hGBP1 

mit Mx1 und SP100 sind die Proteine in denselben Kernkörperchen nachweisbar (Martin Schwemmle, 

persönliche Mitteilung). 

Mit dem Zwei-Hybrid-System sollte durch die gezielte Kotransformation von hGBP1 mit bekannten 

Kernkörperproteinen getestet werden, ob eines der Proteine mit hGBP1 interagiert. Die Proteine sind von 

Othmar G. Engelhardt mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems als mögliche Interaktionspartner von Mx1  

identifiziert worden 273. Die Plasmid-DNA folgender Proteine (Tabelle 18) wurde freundlicherweise von 

Othmar G. Engelhardt zur Verfügung gestellt. 

 

Kernkörperprotein  Plasmid 

BLM  pB42AD 

CELTIX  pB42AD 

hDaxx  pGilda 

hDaxx  pB42AD 

EST R89157  pB42AD 

EST AK000009.1  pB42AD 

FLASH  pB42AD 

P96PIF  pB42AD 

PIAS1  pB42AD 

PKM  pGilda 

PKM  pB42AD 

PML 633  pGilda 

PML 633  pB42AD 

Pm-ScI 75  pB42AD 

SAE2  pB42AD 

Sp100  pB42AD 

SUMO-1  pGilda 

SUMO-1  pB42AD 

TDG  pB42AD 

TOPORS  pB42AD 
                      

                          Tabelle 18: Übersicht der potentiell interagierenden Kernkörperproteine 
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Die Kotransformation erfolgte mit der in [2.1.13] beschriebenen Methode. Zur Kontrolle erfolgte die 

Kotransformation der DNA der Kernkörperproteine mit den Leervektoren. Das verwendete Zwei-Hybrid-

System nutzt die Expression von Leucin bzw. der β-Galaktosidase  als Selektionsmarker. 

Nur bei der Kotransformation des pB42AD-PML-Konstrukts mit dem pGilda-hGBP1-Konstrukt gibt es 

ein Wachstum auf den Leucin-Mangelmedien. Die Kontrolltransformation mit dem pGilda Leervektor 

zeigt jedoch, dass es sich um ein falsch positives Wachstum handelt. 

Es gibt keine Interaktion zwischen hGBP1 und den Kernkörperproteine CELTIX, hDaxx, p96PIF, PKM, 

SAE2, Sp100, SUMO-1, TDG, TOPORS, EST R89157 und EST AK000009.1. 

Bei der Kotransformation der Kernkörperproteinen BLM, FLASH, PIAS und Pm-ScI 75 mit hGBP1 kann 

nur eine schwache Expression der β-Galaktosidase nachgewiesen werden. Es gibt jedoch keine nachweis-

bare Expression des Selektionsmarkers Leucin. Deshalb kann es sich nur um eine sehr schwache und da-

mit falsch positive Interaktion handeln.  

 

Mit dem Zwei-Hybrid-System erfolgte eine Kotransformation von hGBP1 mit der cDNA von potentiellen 

Interaktionspartnern bzw. mit einer cDNA-Bank. Die Experimente zeigen, dass keines der getesteten 

Kernkörperproteine mit hGBP1 interagiert. Auch durch die Kotransformation mit einer cDNA-Bank 

konnte kein Interaktionspartner nachgewiesen werden. Möglichweise werden die Interaktionspartner von 

hGBP1 erst exprimiert, wenn ihre Expression in Folge einer antiviralen oder antiproliferativen Reaktion 

z.B. durch Cytokine induziert worden ist.  

 



4 Diskussion 
In dieser Arbeit ist es gelungen, stabile isolierte Domänen sowie verschiedene Mutanten des humanen 

Guanylat-bindenden Protein 1 zu klonieren und zu präparieren. Die verschiedene Mutationen und Kon-

strukte wurden generiert, um ihren Einfluss auf die Selbst-Assemblierung von hGBP1 zu untersuchen. 

Die Analyse der Selbst-Assemblierung erfolgte mit verschiedenen Methoden in vivo und in vitro.  

Zusätzlich wurden mit dem Hefe Zwei-Hybrid-Assay mögliche Interaktionspartner gesucht. Dazu wurde 

sowohl eine cDNA-Bank analysiert, als auch verschiedene Proteine, die als mögliche Interaktionspartner 

geeignet erschienen. 

4.1 Die Oligomerisierung von hGBP1 

Die Guanylat-bindenden Proteine sowie die homologen Atlastine bilden mit den Dynaminen, den Dyna-

min-ähnlichen Proteinen und Mx die Dynamin-Superfamilie 53,274.  

Die Zuordnung der Guanylat-bindenden Proteine und der Atlastine in die Dynamin-Superfamilie erfolgt 

vor allem auf Grund ähnlicher biochemischer Eigenschaften sowie phylogenetischer Analysen. Ein Ver-

gleich der Sequenz zeigt, dass die GBPs/Atlastine und die Dynamine möglicherweise aus einem gemein-

samen Vorläuferprotein hervorgegangen sind 275.  

Die charakteristische Struktur der Mitglieder der Dynaminfamilie besteht aus einer G-Domäne, einer Mit-

teldomäne und einer GTPase-Effektor-Domäne (GED). Zusätzlich besitzen die echten Dynamine eine 

Pleckstrin-Homologie-Domäne (PH) und eine Prolin-reiche-Domäne (PRD). 

Eine gemeinsame Eigenschaft der GBPs und der Dynamine ist eine niedrige Affinität zu GTP und die 

Abhängigkeit der GTPase-Aktivität vom Grad der Selbst-Assemblierung. Bei der Selbst-Assemblierung 

der Mx-Proteine und der Dynamine werden Tetramere zu multimeren Strukturen zusammengelagert. Bei 

den Mx-Proteinen sowie den Dynaminen ist die Funktion der helikalen Domänen bei der Oligomerisie-

rung der Proteine nachgewiesen worden.  

Die C-terminale GTPase-Effektor-Domäne von Mx, die für die schnelle GTP-Hydrolyse benötigt wird, 

interagiert im Zwei-Hybrid-System mit der nukleotidbindenden Domäne und der Mitteldomäne 185,186. Für 

Dynamin ist mit verschiedenen Methoden ein ähnliches Muster von Interaktionen zwischen der GTPase-

Effektor-Domäne und der Mitteldomäne bzw. der GTPase-Domäne nachgewiesen worden 276,277. Die 

GED von Dynamin beeinflusst dabei nicht nur die GTP-Hydrolyse sondern ist auch wichtig für die Oli-

gomerisierung 56.  

Für die helikale Domäne von hGBP1 wird angenommen, dass sie einen ähnlichen Einfluss auf die Selbst-

Assemblierung und die GTP-Hydrolyse haben könnte 50.  
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Die Selbst-Assemblierung des Mx-Proteins ist abhängig von der Salzkonzentration, der Temperatur und 

der Präsenz von Nukleotiden. Unter physiologischen Salzkonzentrationen assembliert es zu langen faser-

artigen Strukturen. In Anwesenheit von Guaninnukleotiden ordnet sich Mx in Form von Ringen und Spi-

ralen an 188. Die Selbst-Assemblierung von Dynamin erfolgt ebenfalls in Spiralen  68,188.  

Im Unterschied zu Dynamin und Mx ist für hGBP1 - in vitro - die nukleotidabhängige Bildung von Dime-

ren und Tetrameren belegt, jedoch keine Assemblierung zu höheren geordneten Strukturen 50,57. Die 

Selbst-Assemblierung führt dabei zu einer Steigerung der Hydrolyse-Aktivität. Da hGBP1 im GppNHp-

gebundenen und im nukleotidfreien Zustand mit nur einem Molekül pro asymmetrischer Einheit kristalli-

siert, wurden die Aussagen über eine mögliche Struktur des Dimers anhand der beobachteten Kristallkon-

takte getroffen, die eine besonders große Interaktionsfläche aufweisen 231. Daraus wurden für das Dimer 

von hGBP1 zwei verschiedene mögliche Strukturen vorgeschlagen. Bei dem ersten Dimer (A) wird eine 

Interaktion zwischen der G-Domäne und der helikalen Domäne angenommen, während bei dem zweiten 

Dimer (B) die G-Domänen interagieren 231.  

In dieser Arbeit wurde die Oligomerisierung von hGBP1 zuerst anhand der Interaktionen des Wildtyp-

Proteins sowie verschiedener Punktmutanten analysiert. Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Interaktionsassays 

wurde untersucht, ob die Interaktion der Proteine auch in vivo nachgewiesen werden kann. Bei Proteinen, 

die Homodimere bilden, kann mit dieser Methode untersucht werden, welchen Einfluss die Mutation ei-

nes der interagierenden Proteine auf die Dimerisierung hat. Bei hGBP1 wurde damit der Einfluss der 

Nukleotidbindung, der GTP-Hydrolyse und der Farnesylierung auf die Protein-Interaktion charakterisiert.  

4.1.1 Der Einfluss der Nukleotidbindung und der Nukleotidhydrolyse 

Der Einfluss der Nukleotidbindung auf die Selbst-Assemblierung wurde mit Hilfe von Mutanten analy-

siert, die GTP sehr viel schwächer (K51A und D184N) binden als das Wildtyp-Protein 57. Mit der Mutan-

ten R48A, die GTP gleich stark wie das Wildtyp-Protein bindet jedoch hundertfach schlechter hydroly-

siert, wurde der Effekt der GTP-Hydrolyse auf die Interaktion untersucht.  

Die Mutation des konservierten Lysins aus der P-Schleife führt bei Dynamin und bei den Mx-Proteinen 

zu einem Verlust ihrer Funktion. Für Dynamin ist belegt, dass diese Mutation zu einer dominanten Blo-

ckade der Vesikelabschnürung während der Endocytose führt 278,279. Die Oligomerisierung des Proteins 

wird durch die Mutation jedoch nicht blockiert und die Mutante kann weiterhin die GTPase-Aktivität des 

Wildtyp-Proteins stimulieren 72. Die Mutation des konservierten Lysins bewirkt bei den Mx-Proteinen 

einen Verlust der antiviralen Aktivität und der Fähigkeit GTP zu binden und zu hydrolysieren 280.  

Bei hGBP1 ist für das konservierte Lysin 51 ebenfalls eine wichtige Funktion im GTPase-Zyklus belegt 
57. Eine Mutation dieser Aminosäure zu Alanin führt wie bei den Mx-Proteinen zu einer stark verminder-

ten Nukleotidbindung und Hydrolyse-Aktivität. Im Hefe Zwei-Hybrid-System interagiert die Mutante 
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weder als Homodimer mit sich selbst noch als Heterodimer mit dem Wildtyp-Protein. Darin unterscheidet 

sich diese Mutante von der entsprechenden in  Dynamin, bei der die Oligomerisierung nicht blockiert ist. 

Die Mutante D184N weist eine mehr als zwanzigfach schwächere GTP-Bindung als das Wildtyp-Protein 

auf. Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems und der Größenausschlusschromatographie kann wie bei der 

Mutante K51A weder eine Bildung von Homodimeren noch eine Interaktion mit dem Wildtyp-Protein 

nachgewiesen werden. Sowohl die Mutation des Lysins 51 als auch die des Aspartats 184 belegen die 

Notwendigkeit der GTP-Bindung für die Selbst-Assemblierung von hGBP1.  

Die Mutation des Arginin 48 in der P-Schleife führt im Vergleich zum Wildtyp-Protein zu einer Reduzie-

rung der GTPase-Aktivität auf ein hundertstel 57. Mit der Größenausschlusschromatographie ist für R48A 

wie für das Wildtyp-Protein die Bildung von Dimeren im GppNHp-gebundenen Zustand nachweisbar. Im 

GDP⋅AlFx-gebundenen Zustand blieb die Mutante monomer 57. Die Analysen der Selbst-Assemblierung 

der Argininmutante zeigen, dass es einen Unterschied zwischen den in vivo und den in vitro Ergebnissen 

gibt. Im Unterschied zu den in vitro Experimenten bildet die Argininmutante im Zwei-Hybrid-System 

keine Homodimere sondern interagiert nur mit GTP-hydrolysierenden Mutanten oder dem Wildtyp-

Protein zu Heterodimeren.  

Im Zwei-Hybrid-System zeigt sich außerdem ein interessanter Unterschied zwischen dem Wildtyp-

Protein und der isolierten G-Domäne. Während beim vollständigen Protein die Mutation des Arginins 48 

zu einem Alanin zu einer Blockade der Selbst-Assemblierung führt, wird die Dimerisierung der isolierten 

G-Domäne durch die Mutation des Arginins verstärkt. Dieser Widerspruch konnte bisher noch nicht ge-

klärt werden.  

Einen Hinweis auf eine unterschiedliche Oligomerisierung geben auch subzelluläre Lokalisationsstudien, 

die von Martin Schwemmle durchgeführt wurden. Die Lokalisationsstudien zeigen, dass das Wildtyp-

Protein sowohl im Cytoplasma als auch im Nukleus nachgewiesen werden kann, wobei er dort spezifisch 

an die Kernkörperchen angelagert wird. Anders als das Wildtyp-Protein kann die Argininmutante nur und 

die Lysinmutante fast nur im Nukleus nachgewiesen werden. Beide werden allerdings nicht an die Kern-

körperchen angelagert.  

Die Kotransformation der Zellen mit dem Wildtyp-Protein und der Argininmutante führt im Unterschied 

zur Lysinmutante zu einer nachweisbaren Anlagerung der Mutante an die Kernkörperchen (Martin 

Schwemmle, persönliche Mitteilung). Dieser Befund könnte darauf zurückzuführen sein, dass R48A nicht 

aber K51A in der Lage ist, mit dem Wildtyp-Protein zu interagieren.  

4.1.2 Die Farnesylierung 

Das humane Guanylat-bindende Protein 1 hat an seinem C-Terminus ein CaaX-Motiv. Dieses Motiv wird 

bei vielen Proteinen durch eine posttranslationale Isoprenylierung modifiziert, wobei eine Farnesyl- oder 

Geranylgeranylgruppe an das Protein gebunden wird. Die Isoprenoide ermöglichen eine Anlagerung der 
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Proteine an eine Membran und sind bei einigen Proteinen an der Interaktion mit anderen Proteinen betei-

ligt 281. 

Die Farnesylierung des C-terminalen CaaX-Motivs CTIS von hGBP1ist in vivo nachgewiesen worden 218. 

Dabei wird jedoch ein Teil des exprimierten Proteins nicht farnesyliert. Sowohl das modifizierte als auch 

das unmodifizierte Protein wurden vorwiegend im löslichen Anteil des Zelllysats gefunden218,219. Bei En-

dothelzellen wird hGBP1 auch nach der Behandlung mit Cytokinen hauptsächlich im Cytoplasma nach-

gewiesen 213. Da bisher nur wenig über die zelluläre Lokalisation von hGBP1 und insbesondere die Loka-

lisation an Membranen bekannt ist, ist die Funktion der Farnesylierung unklar 213,218.  

Das Cystein 589 des CaaX-Motives wurde zu Serin mutiert, um den Einfluss der Farnesylierung auf die 

Selbst-Assemblierung zu untersuchen. Im Zwei-Hybrid-System ergab die Analyse der Oligomerisierung 

der C589S Mutante, dass diese nur sehr schwach mit dem Wildtyp-Protein interagiert und keine Homo-

dimere mehr bildet. Der negative Effekt der Mutation wird jedoch kompensiert, wenn in einem der inter-

agierenden Proteine zusätzlich das Arginin 48 zu Alanin mutiert ist. In der Größenausschlusschroma-

tographie verhält sich die C589S Mutante wie das Wildtyp-Protein. Bei diesen Experimenten ist zu be-

rücksichtigen, dass nur bei den Eukaryonten die für die Isoprenylierung des CaaX-Motives benötigte Far-

nesyltransferase oder die Geranylgeranyltranferasen I und II vorkommen 282. Deshalb sind die in E. coli 

exprimierten Proteine, die bei den in vitro Experimenten verwendet wurden, nicht farnesyliert. 

Der in den Hefezellen beobachtete Effekt kann damit auf die fehlende Isoprenylierung zurückgeführt 

werden. Das bedeutet, dass die Selbst-Assemblierung von hGBP1 durch die Farnesylierung des Proteins 

verstärkt wird. 

Einen Unterschied zwischen dem Wildtyp-Protein und der C589S Mutante zeigen auch die Ergebnisse 

der von Martin Schwemmle durchgeführten Lokalisationsstudien. Während das Wildtyp-Protein sowohl 

im Cytoplasma als auch im Nukleus an den Kernkörperchen nachweisbar ist, wird die C589S Mutante 

nicht an die Kernkörperchen angelagert und ist fast ausschließlich im Nukleoplasma vorhanden. Das Re-

sultat der Lokalisationsstudie der C589S Mutante ähnelt damit dem Ergebnis der Lysinmutante K51A 

(Martin Schwemmle, persönliche Mitteilung).  

4.1.3 Welche Domänen von hGBP1 sind an der Interaktion beteiligt?  

Die Kristallstruktur von hGBP1 zeigt, dass zwei große Domänen das Protein bilden: eine globuläre α/β-

GTPase-Domäne (G-Domäne) und eine gestreckte α-helikale Domäne (α7-13) 50. Die helikale Domäne 

wird anhand ihrer Struktur in zwei Subdomänen unterteilt, die aus fünf bzw. zwei α-Helices bestehen, die 

Helixbündel bilden. Die erste Subdomäne (α7-11) wird als Mitteldomäne und die zweite Subdomäne 

(α12-13) als GTPase-Effektor-Domäne (GED) bezeichnet, da die Größe der Domänen mit denen in Dy-

namin, Mx und den Dynamin-verwandten Proteinen übereinstimmt. Außerdem wird für die Mittel- und 
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die GTPase-Effektor-Domäne von Dynamin eine Sekundärstruktur vorhergesagt, die ausschließlich aus 

α-Helices besteht, die eine Tendenz zur Ausbildung von Helixbündeln haben sollen 57.  

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems wurde untersucht, welche Domänen von hGBP1 an der Selbst-

Assemblierung beteiligt sind und mit welchen anderen Domänen sie interagieren.  Dafür wurden die G-

Domäne, die helikale Domäne (α7-13) sowie die Subdomänen (α7-11 und α12-13) kloniert und ihre In-

teraktion zu Homo- oder Heterodimeren analysiert.  

Es konnte gezeigt werden, dass es eine Interaktion zwischen den G-Domänen sowie zwischen der 

G-Domäne und dem Wildtyp-Protein gibt. Es ist jedoch keine Interaktion nachweisbar zwischen der 

G-Domäne und der helikalen Domäne α7-13. Damit könnte die Interaktion dem Modell B entsprechen, 

bei dem das Dimer über die Interaktion der G-Domänen gebildet wird. 

Außerdem konnte erstmals auch für die isolierte helikale Domäne α7-13 die Bildung von Homodimeren 

nachgewiesen werden. Von verschiedenen Mitgliedern der Dynamin Superfamilie wie Dynamin, Dnm1p, 

Drp1 und MxA ist bekannt, das die Mitteldomäne sowie die C-terminale GTPase-Effektor-Domäne 

(GED) miteinander zu Homo- und Heterodimeren interagieren 142,185,283,284. Die Homodimerisierung der 

isolierten helikalen Domäne α7-13 entspricht damit der Interaktion der entsprechenden Domänen der an-

deren Proteine der Dynamin Familie.  

Die helikale Domäne α7-13 besteht aus den Helixbündeln α7-11 und α12-13, deren Interaktionen separat 

analysiert wurden. Im Unterschied zu Dynamin kann eine Dimerisierung der Mitteldomäne von hGBP1 

(α7-11) nicht nachgewiesen werden. Die GTPase-Effektor-Domäne (α12-13) interagiert zu Dimeren, 

deshalb erfolgt die Homodimerisierung der helikalen Domäne α7-13 wahrscheinlich über eine Interaktion 

der Helices α12-13.  

Ein wichtiger Unterschied zwischen hGBP1 und den Proteinen Dynamin sowie Drp1 besteht darin, dass 

deren GTPase-Domäne mit der Mitteldomäne und der C-terminalen GED interagiert. Ein weiterer Unter-

schied besteht darin, dass die GTPase-Domäne dieser Proteine sowie die des Proteins Dnm1p keine Ho-

modimere bildet. Bei diesen Proteinen erfolgt die Oligomerisierung ausschließlich über die C-terminalen 

Domänen, wobei es zu einer Stimulierung der GTPase-Aktivität kommt.  

 

Während die Interaktion von Dynamin, Dnm1p oder MxA zur Bildung von multimeren Strukturen führt, 

interagiert das Wildtyp-Protein von hGBP1 je nach gebundenem Nukleotid zu einem Dimer oder einem 

Tetramer. Für die Dimerisierung und für die Stimulierung der GTPase-Aktivität scheint die Interaktion 

der G-Domäne von hGBP1 auszureichen 50,57. Die GTPase-Aktivität des Wildtyp-Proteins kann jedoch 

auch durch die Zugabe der  isolierten helikalen Domäne α7-13 stimuliert werden. Die stimulierende Wir-

kung der helikalen Domäne tritt jedoch erst bei höheren Proteinkonzentrationen auf. Sie ist dabei deutlich 

schwächer als die Selbststimulation des Wildtyp-Proteins 57.  

Wenn die Dimerisierung von hGBP1 auf der Interaktion der GTPase-Domäne beruht, könnten sich zwei 

Dimere über ihre helikalen Domänen zu einem Tetramer zusammenlagern. 

 



109               Diskussion 

4.2 In welcher Form assemblieren die helikalen Domänen? 

Für die Untersuchung der Interaktion der helikalen Domänen in vitro  wurden diese in Expressionsvekto-

ren kloniert und präpariert. 

Die Analyse der exprimierten Proteine mit Hilfe der CD-Spektroskopie zeigt, dass die Struktur der iso-

lierten Domänen der Struktur der Domänen im Wildtyp-Protein entspricht. Die Untersuchung zeigt je-

doch auch, dass die Struktur der isolierten helikalen Domäne α12 mit einer Schmelztemperatur Tm von 

unter 30 °C extrem instabil ist.  

 

Die in vitro Analysen der Selbst-Assemblierung der isolierten Domänen erfolgten mit der analytischen 

Größenausschlusschromatographie und der Dynamischen Lichtstreuung (DLS). 

Mit beiden Methoden kann gezeigt werden, dass die isolierte helikale Domäne α7-13 Dimere bildet. Die 

mit Hilfe der DLS bestimmte Molekülmasse der Subdomäne α7-11 entspricht der eines Monomers und 

die der Subdomäne α12-13 der eines Dimers. Die mit der Größenausschlusschromatographie bestimmte 

Molekülmasse der Subdomäne α7-11 liegt dagegen zwischen den Massen, die einem Monomer bzw. ei-

nem Dimer entsprechen würde. Für die Subdomäne α12-13 ergeben die Messungen die Molekülmasse 

eines Trimers und für die Subdomäne α12 liegt die Masse zwischen der eines Dimers und Trimers. Die 

nicht eindeutigen Ergebnisse der Größenausschlusschromatographie sind möglicherweise auf die außer-

gewöhnlich langgestreckte Struktur der Subdomänen zurückzuführen. Bei der Bestimmung der Molekül-

masse aus der Dynamischen Lichtstreuung wurde die langgestreckte Form der helikalen Subdomänen als 

Modell zugrundegelegt. Dies wurde bei der Größenausschlusschromatographie nicht berücksichtigt, da 

die Kalibrierung mit globulären Proteinen erfolgte. Als Folge erhält man bei gestreckten Strukturen eine 

scheinbar höhere Molmasse. Mit zwei weiteren unabhängigen Methoden (Differential Scanning Kalori-

metrie und Cross Linking) konnte außerdem, übereinstimmend mit den DLS-Messungen, für α12-13 die 

Bildung von Dimeren gezeigt werden. Die isolierte helikale Domäne α7-13 sowie die Subdomäne α12-13 

liegen in Lösung demnach als Dimer, die Subdomäne α7-11 als Monomer vor. Die Dimerisierung der 

helikalen Domäne α7-13 beruht folglich auf der Interaktion der Helices α12-13.  

Um den Beitrag der helikalen Domänen zur Selbst-Assemblierung des Wildtyp-Proteins beurteilen zu 

können, wurde die Dissoziationskonstante (KD) der helikalen Domäne α7-13 und der Subdomäne α12-13 

mit der Isothermen Titrationskalorimetrie bestimmt. Für die helikale Domäne α7-13 wurde eine Dissozia-

tionskonstante von 100 µM und für die Subdomäne α12-13 von 4,7 µM bestimmt. Die relativ hohe Affi-

nität für die Subdomäne α12-13 passt sehr gut zu den biochemischen Befunden und insbesondere zu den 

Ergebnissen der DSC-Analyse. Im Gegensatz dazu wird hier für die komplette helikale Domäne (α7-13) 

nur eine schwache Affinität des Dimers erhalten. Die Assoziation der Helices α12-13 wird offensichtlich 

durch die Anwesenheit der Subdomäne α7-11 abgeschwächt. Die Interaktion der helikalen Domänen ist 
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zu schwach, um eine Dimerisierung des Wildtyp-Proteins im nukleotidfreien Zustand zu ermöglichen. 

Erst nach einer Konformationsänderung die mit der Nukleotidbindung und/oder der Dimerisierung der 

G-Domäne einhergeht, kann der Bereich α12-13 so stark beitragen, wie es für die isolierte Subdomäne 

beobachtet wird.  

Zu einer Dimerisierung des Wildtyp-Proteins, im nukleotidfreien Zustand, kann es auf Grund einer relativ 

schwachen Affinität der helikalen Domänen so mit nicht kommen. Daraus folgt, dass es im nukleotidge-

bundenen Zustand zu einer Konformationsänderung kommen muss, damit der Bereich α12-13 so stark 

beitragen kann, wie es hier für die isolierte Domäne beobachtet wird. 

4.3 Modell der Tetramerisierung von hGBP1 

Für die Charakterisierung der verschiedenen von hGBP1 gebildeten Oligomere werden stabile Komplexe 

benötigt. Die hGBP1 Moleküle, die zu Oligomere assemblieren, können mit Hilfe von chemischen 

„Cross-Linkern“ kovalent verknüpft werden, um auf die Art ihrer strukturellen Verknüpfung rückschlies-

sen zu können. Mit dieser Methode können auch Komplexe nachgewiesen werden, die aufgrund ihrer 

schwachen Interaktion mit der Größenausschlusschromatographie nicht detektierbar sind.  

Die Tabelle 19 fasst die mit der Größenausschlusschromatographie und der kovalenten Verknüpfung 

nachweisbaren Komplexe zusammen.   

 

Größenausschlusschromatographie „Cross Linking“  
Monomer Dimer Trimer Tetramer Monomer Dimer Trimer Tetramer 

Wt. +    +    

Wt. + GDP  +     + +  

Wt. + GppNHp   +    + + + 

Wt. + GDP⋅AlFx     +   + + 
 

Tabelle 19: Vergleich der mit Hilfe der Größenausschlusschromatographie und der kovalenten Verknüpfung nachweisbaren Komplexe. 

 

Mit der Größenausschlusschromatographie sind eine Dimerisierung des Wildtyp-Proteins in der 

GppNHp-gebundenen und eine Tetramerisierung in der GDP⋅AlFx-gebundenen Form nachweisbar 57. Bei 

der kovalenten Verknüpfung der Komplexe entstehen jedoch im GppNHp-gebundenen Zustand nicht nur 

Dimere sondern vor allem Tri- und Tetramere. Die Verknüpfung des Wildtyp-Proteins im GDP⋅AlFx-

gebundenen Zustand ergibt eine Mischung aus Trimeren, Tetrameren sowie einigen höheren Oligomeren.   

Die isolierte G-Domäne bildet vor allem Dimere und liegt nur zu einem deutlich geringeren Teil als 

Tetramer vor. Die isolierte helikale Domäne α7-13, hingegen, liegt vor allem, und α12-13 liegt aus-

schließlich als Dimer vor. Dieses Ergebnis zeigt, dass für die Tetramerisierung des Wildtyp-Proteins die 
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Interaktion der G-Domäne alleine nicht ausreicht. An der Ausbildung des Tetramers muss demzufolge die 

helikale Domäne beteiligt sein.  

Diese Ergebnisse legen folgendes Modell für die Tetramerisierung von hGBP1 nahe:  

Eine vom gebundenen Nukleotid abhängige Wechselwirkung der G-Domänen führt zunächst zu einer 

Dimerisierung zweier monomerer, GTP-gebundener hGBP1 Proteine. Diese Dimere können sich über 

eine sekundäre Interaktion, welche durch die helikale Domäne vermittelt wird, zu einem Tetramer zu-

sammenlagern. 

Die Beteiligung der G-Domäne und der helikalen Domäne der Interaktion kann anhand des in der 

Abbildung 38 dargestellten Modells beschrieben werden. Das Modell beschreibt einen möglichen Reakti-

onsweg, der zur Bildung von kovalent verknüpften Di-, Tri- und Tetrameren führt. 

 

 

 

Abbildung 38: Modell zur Bildung von kovalent 

verknüpften Di-, Tri- und Tetrameren.  In dem Mo-

dell werden die möglichen Verknüpfungen durch die 

gelb bzw. magenta gefärbten Rechtecke symbolisiert. 

 

Über ihre G-Domänen (grün) interagieren zwei Moleküle des Wildtyp-Proteins von hGBP1 und bilden 

ein Dimer (1), dass anschließend durch EDC bzw. DMS kovalent verknüpft (gelb) wird (2). Anschließend 

interagieren ein verknüpftes und ein nicht verknüpftes Dimer über ihre helikalen Domänen (blau) und 

bilden ein Tetramer (3). Durch den „Cross Linker“ erfolgt eine kovalente Verknüpfung (Magenta), wobei 

wahrscheinlich zuerst nur eine Bindung entsteht (4). Anschließend kann entweder das nicht verknüpfte 

Molekül dissoziieren, so dass ein verknüpftes Trimer übrig bleibt (5a), oder es wird durch eine weitere 

Verknüpfung eine stabiles Tetramer gebildet (5b). Der Schritt (5a) erklärt, warum bei diesem Versuch vor 

allem kovalent verknüpfte Trimere entstehen. Die hohe Konzentration an Trimeren, die experimentell 
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beobachtet wird, ist darauf zurückzuführen, dass eine einzelne Verknüpfungsreaktion wahrscheinlicher ist 

als zwei gleichzeitige Verknüpfungen.  

In diesem Modell ist das Dimer des Wildtyp-Proteins von hGBP1 als elongierte Struktur dargestellt, in 

der die helikalen Domänen voneinander wegzeigen (Abbildung 39). Außerdem wird eine Konformation 

des Tetramers angenommen, bei der eine Interaktion der helikalen Domänen über die Helices α12 oder 

α13 erfolgen kann.  

 

Um eine Vorstellung davon zu erhalten, wie das Dimer des Wildtyp-Proteins aussehen könnte, wurde die 

kristallisierte Struktur des Dimers der G-Domäne 1-317 285 mit der Struktur der helikalen Domänen des 

unverkürzten Proteins überlagert. Die Abbildung 39 zeigt die dabei entstehende hypothetische Struktur 

des Wildtypdimers.  

 

 
Abbildung 39: Kombination der Struktur des Dimers der isolierten G-Domäne 1-317 mit der Struktur der helikalen Domänen des Wild-

typ-Proteins. 

 

Die Überlagerung der Struktur der isolierten G-Domäne 1-317 und die der GTPase-Domäne des Wildtyp-

Proteins zeigt eine weitgehende Übereinstimmung der beiden Strukturen (siehe Abbildung 40) 285. 

 

 

Abbildung 40: Überlagerung der Struktur der isolierten 

G-Domäne 1-317 (in Rot) mit der GTPase-Domäne des 

Wildtyp-Proteins von hGBP1 (in Cyan) im GppNHp-

gebundenen Zustand 285. 

 

Größere Unterschiede gibt unter anderem zwischen den Helices α4 und α4’, sowie dem Beginn der Helix 

α4’. Die Strukturunterschiede zwischen den überlagerten G-Domänen (Abbildung 40) könnten auf die 
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Dimerisierung der G-Domänen zurückzuführen sein. Deshalb ist anzunehmen, dass sich die tatsächliche 

Dimerstruktur möglicherweise von der in der Abbildung 39 gezeigten unterscheidet. Da im Wildtyp-

Protein die Helices α3’ und α4’ den Kontakt zwischen der GTPase-Domäne und den C-terminalen Heli-

ces α12 und α13 herstellen, könnte hier eine Konformationsänderung von der G-Domäne auf die helikale 

Domäne übertragen werden. Für die exakte Darstellung der Struktur des Dimers, muss somit der Einfluss, 

den die Helices α3’ und α4’auf die Helices α12 und α13 haben, geklärt werden. Eine weitere Möglich-

keit ist, dass diese Konformationsänderung durch das Fehlen der helikalen Domäne verursacht wird, und 

somit die Helices α3’ und α4’ mehr Freiheitsgrade zur Verfügung haben.  

 

Die Analyse der sekundären Interaktion, die zur Bildung eines Tetramers führt und die durch die helikale 

Domäne vermittelt wird, erfolgte als Teil der Diplomarbeit von Adrian Syguda 286. Durch seine Untersu-

chungen konnte auf eine parallele Anordnung der Interaktionspartner geschlossen werden. Die Dimerisie-

rung der helikalen Domäne α12-13 erfolgt dabei über eine Interaktion der beiden Helices α12.  

 

Mit weiteren Untersuchungen wird zu klären sein, ob die Dimerisierung der helikalen Domäne α7-13 

nach dem gleichen Schema erfolgt und wie die Interaktion der helikalen Domäne im Tetramer aussieht. 

Dabei muss insbesondere untersucht werden, wie sich die Nukleotidbindung und die Strukturänderung in 

der G-Domäne auswirken.   

 

4.4 GTP- Hydrolyse im kovalent verknüpftem hGBP1 

Die Hydrolyse von GTP wird von der Bildung höherer Ordnungsstrukturen beschleunigt. Diese Koopera-

tivität sollte anhand von kovalent verknüpftem hGBP1 untersucht werden. 

Jedoch führte die Behandlung der Proteine mit „Cross-Linkern“ zu einer stark reduzierten GTP-

Hydrolyse-Aktivität. Daher war es leider nicht möglich, gezielt die Hydrolyse-Aktivität von Dimeren o-

der anderen Proteinkomplexen zu analysieren. Dies geht wahrscheinlich auf eine Beschädigung der 

Nukleotidbindungstasche durch die chemische Modifikation zurück. 

Eine Modifikation der Nukleotidbindungstasche erklärt auch die unterschiedliche Effektivität bei der 

Verknüpfung der isolierten helikalen Domänen α7-13 bzw. α12-13 im Vergleich zum Wildtyp-Protein 

bzw. der isolierten G-Domäne. Die isolierten helikalen Domänen α7-13 und α12-13 werden fast voll-

ständig verknüpft. Beim Wildtyp-Protein und der isolierten G-Domäne wird nur ein Teil des in die Reak-

tion eingesetzten Proteins verknüpft. Das kann dadurch erklärt werden, dass es eine Konkurrenzreaktion 

gibt zwischen der Bindung des Nukleotids und der Modifikation der Aminosäuren der Nukleotidbin-

 



114               Diskussion 

dungstasche durch die Cross-linker Agenzien. Nach der Modifikation der Bindungstasche werden die 

Nukleotide nicht mehr gebunden und damit werden auch keine Protein-Protein-Komplexe mehr gebildet.  

 

4.5 Die helikale Domäne stabilisiert die G-Domäne 

Die Funktion der helikalen Domäne besteht nicht nur aus ihrem Beitrag zur Selbst-Assemblierung. Ein 

weiterer Beitrag besteht aus der Stabilisierung der Struktur von hGBP1. Die Stabilität der Struktur wurde 

sowohl mit Hilfe der CD-Spektroskopie als auch mit der Differential Scanning Kalorimetrie (DSC) unter-

sucht. Dazu wurde die Schmelztemperatur Tm bestimmt, bei der die Hälfte des Proteins entfaltet ist. 

 

 CD-Spektroskopie  

(Tm) in [°C] 

DSC 

 (Tm) in [°C] 

Wildtyp     46      48,4 

G-Domäne     35    ∼35,0 

α7-13     41      47,2 

α7-11     33      45,7 

α12 << 30 << 30,0 

α12-13      30       34,6 
 

  Tabelle 20: Vergleich der Schmelztemperaturen des Wildtyp-Proteins und der isolierten Domänen. 

 

Mit Ausnahme der helikalen Domäne α7-11 wurden mit beiden Methoden gut übereinstimmende 

Schmelztemperaturen erhalten. Die Differential Scanning Kalorimetrie ist dabei die wesentlich präzisere 

Messmethode, da bei ihr eine genauere Kontrolle der Messtemperatur möglich ist.  

Die DSC-Messungen zeigen, dass sich die Schmelztemperaturen der helikalen Subdomänen (α7-11 bzw. 

α12-13) deutlich unterscheiden. Die Schmelztemperaturen der helikalen Domänen α7-11 und α7-13 sind 

fast identisch. Dagegen sind die Schmelztemperaturen der helikalen Domänen α12-13 und α12 deutlich 

niedriger. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Stabilität der helikalen Domänen α7-13  vor allen auf den Heli-

ces α7-11 beruht. Zusätzlich zeigen die Daten, dass die Schmelztemperatur der helikalen Domäne α7-13  

fast identisch ist mit der Schmelztemperatur des Wildtyp-Proteins.  

Mit ungefähr 35 °C ist die Schmelztemperatur der isolierten G-Domäne deutlich niedriger als die des 

Wildtyp-Proteins mit 48,4 °C. Anders als bei den helikalen Domänen verläuft die Entfaltung der             

G-Domäne wie die des Wildtyp-Proteins irreversibel. Die irreversible Entfaltung des Wildtyp-Proteins ist 

damit auf die G-Domäne zurückzuführen, die während ihrer Entfaltung aggregiert.  
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Da bei einer physiologischen Temperatur von 35 °C die G-Domäne zur Hälfte entfaltet ist, hat die helika-

len Domäne - speziell die Helices α7-11 – die Funktion, die Struktur des Proteins zu stabilisieren. 

 

4.6 Gibt es einen Interaktionspartner von hGBP1? 

Zu den bisher nicht geklärten Fragen gehört die Funktion von hGBP1. In Zellkulturen ist sowohl ein anti-

viraler als auch ein anti-proliferativer Effekt nachweisbar 31,212. Bei dem antiproliferativen Effekt inhibiert 

die Expression von hGBP1 die Expression der Matrix Metalloproteinase-1 227. Es ist jedoch nicht be-

kannt, ob hGBP1 dabei mit anderen Proteinen interagiert. 

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems sollten mögliche Interaktionspartner von hGBP1 gefunden werden. 

Bei der Analyse einer cDNA-Bank wurden keine Interaktionspartner gefunden. Für dieses Ergebnis gibt 

es mehrere mögliche Erklärungen. Eine mögliche Erklärung ist, dass die cDNA der Interaktionspartner 

nicht in der cDNA-Bank vorhanden ist. Dabei könnte es sich um Proteine handeln, bei denen die 

Transkription der mRNA erst induziert werden muss, z.B. durch Interferon-γ. Aus diesem Grund sollten 

für weitere Experimente mit dem  Zwei-Hybrid-System eine induzierte cDNA-Bank verwendet werden. 

Die nachgewiesenen antiviralen Eigenschaften könnten darauf zurückzuführen sein, dass hGBP1 mit ei-

nem oder mehreren Virusproteinen interagiert. Eine solche Interaktion konnte für das humane MxA 

nachgewiesen werden. Es blockiert den Import der Virenhüllproteine des Thogoto Virus in den Kern 184. 

Ein solcher Interaktionspartner kann nur durch die Analyse von viralen cDNA-Banken identifiziert wer-

den.  

Sowohl für MxA als auch für Dynamin ist eine Interaktion mit verschiedenen Proteinen aus dem Sumo-

ylierungssystem nachweisbar 176,287. Da es Hinweise auf eine Lokalisation von hGBP1 in den Kernkörper-

chen gibt, wurde die Interaktion von hGBP1 mit verschiedenen Kernkörperproteinen untersucht. Es konn-

te jedoch für keines der getesteten Proteine eine starke Interaktion nachgewiesen werden. 
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5 Zusammenfassung 
Das Ziel dieser Arbeit war die biochemische und biophysikalische Charakterisierung der Selbst-

Assemblierung des humanen Guanylat-bindenden Proteins 1. Dazu wurde der Beitrag verschiedener    

Aminosäuren sowie der G-Domäne und speziell der helikalen Domäne von hGBP1 untersucht. 

In einer vorangegangenen Arbeit wurde die Struktur des Wildtyp-Proteins von hGBP1 mit Hilfe der 

Röntgenstrukturanalyse aufgeklärt, anhand derer zwei mögliche Strukturen für das Dimer vorgeschlagen 

wurden. In dieser Arbeit konnte mit dem Hefe 2-Hybrid-System gezeigt werden, dass es die in dem ersten 

Modell vorgeschlagene Interaktion zwischen der G-Domäne und der helikalen Domäne nicht gibt. Die in 

dem zweiten Modell angenommene Interaktion zwischen den G-Domänen konnte mit dem 2-Hybrid-

System, mit der analytischen Größenausschlusschromatographie und durch die kovalente Verknüpfung 

mit chemischen Cross Linkern experimentell bestätigt werden.  

Zusätzlich zu der Selbst-Assemblierung der isolierten G-Domäne konnte mit dem 2-Hybrid-System ge-

zeigt werden, dass es auch eine bisher unbekannte Selbst-Assemblierung der isolierten helikalen Domäne 

(α7-13) gibt. Da es bisher keine Hinweise auf eine Selbst-Assemblierung über die helikalen Domäne gab, 

wurde diese mit weiteren Methoden näher untersucht. Die Selbst-Assemblierung der helikalen Domäne 

(α7-13) kann mit der Größenausschlusschromatographie, der Dynamischen Lichtstreuung und durch die 

kovalente Verknüpfung mit chemischen Cross Linkern nachgewiesen werden. Die helikale Domäne (α7-

13) wird in zwei Subdomänen unterteilt, die aus den Helices α7-11 bzw. α12-13 bestehen. Die Analyse 

der Subdomänen mit den genannten Methoden zeigt eindeutig eine Selbst-Assemblierung der Subdomäne 

α12-13. Für die Subdomäne α7-11 war keine eindeutige Interaktion nachweisbar. Damit konnte gezeigt 

werden, dass die Selbst-Assemblierung der helikalen Domäne α7-13 auf der Interaktion der Helices α12-

13 beruht. 

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie und der Differential Scanning Kalorimetrie wurde die thermische Stabi-

lität des Wildtyp-Proteins und der isolierten Domänen untersucht. Die Schmelztemperatur des Wildtyp-

Proteins wurde mit 48 °C und die der isolierten G-Domäne mit ungefähr 35 °C bestimmt. Bei beiden Pro-

teinen verlief die  Entfaltung irreversibel. Für die isolierte helikale Domäne α7-13 wurde eine Schmelz-

temperatur von 47 °C und für die Subdomäne α7-11 von 45 °C bestimmt. Die Subdomäne α12-13 hat mit 

35 °C eine deutlich niedrigere Schmelztemperatur. Im Unterschied zu der G-Domäne verläuft die Entfal-

tung der helikalen Domänen reversibel, so dass sie einer genaueren thermodynamischen Analyse zugäng-

lich ist. Für die Subdomäne α12-13 konnte mit Hilfe der Differential Scanning Kalorimetrie gezeigt wer-

den, dass es bei Temperaturerhöhung neben der Entfaltung auch zu einer Dissoziation eines homodimeren 

Proteinkomplexes kommt. Damit kann auch mit der Differential Scanning Kalorimetrie die Dimerisierung 

der Subdomäne α12-13 nachgewiesen werden, während dies aus technischen Gründen (irreversible Ent-

faltung und Präzipitation bei höheren Temperaturen) für die G-Domäne nicht gelingen konnte. 
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Mit Hilfe der Isothermen Titrationskalorimetrie wurden die Dissoziationskonstanten (KD) der isolierten 

helikalen Domäne α7-13 mit 100 µM und der Subdomäne α12-13 mit 4,7 µM bestimmt. Diese relativ 

schwache Assoziation über die helikalen Domänen ist nicht ausreichend, damit das Wildtyp-Protein im 

nukleotidfreien Zustand dimerisiert. Außerdem bedeuten diese Ergebnisse, dass es im Wildtyp-Protein zu 

einer gewissen Strukturänderung kommen muss, damit der Bereich α12-13 so stark beitragen kann, wie es 

hier für die isolierte Domäne beobachtet wird. Das Wildtyp-Protein von hGBP1 bildet im nukleotidge-

bundenen Zustand nicht nur Dimere sondern auch Tetramere. Im Unterschied zum Wildtyp-Protein kön-

nen für die isolierte G-Domäne vorwiegend Dimere nachgewiesen werden. Die nachweisbare Tetrameri-

sierung des Wildtyp-Proteins ist darauf zurückzuführen, dass  zusätzlich zu der Interaktion der G-Domäne 

auch die helikalen Domänen interagieren. Die schwache Assoziation der helikalen Domäne summiert sich 

mit der Assoziation der G-Domäne und führt so zu einer stärkeren Interaktion durch die das Tetramer sta-

bilisiert wird.   

Interessante Schlussfolgerungen konnten auch aus den Experimenten mit Punktmutanten gewonnen wer-

den. Es zeigte sich, dass die GTP-Bindung auch in Hefezellen notwendig ist, damit hGBP1 Homodimere 

bilden kann (siehe K51A und D184N), und dass die Blockade der GTP-Hydrolyse (siehe R48A) in ihrer 

Auswirkung auf die Dimerisierung einen noch nicht geklärten Widerspruch zwischen der G-Domäne und 

dem vollständigen Protein ergibt. Zudem wurde mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid Systems erkennbar, dass die 

Farnelysierung die Dimerisierung verstärkt.  

Zwei geplante Projekte dieser Arbeit führten nicht zum Erfolg. Zum einen gelang es nicht, GTP-

Hydrolyse und Nukleotidbindung in dauerhaft verknüpften hGBP1 Dimeren zu untersuchen. Offenbar 

haben die chemischen Cross-link Agentien Aminosäureseitenketten in der Nukleotidbindungstasche mo-

difiziert. Zum anderen konnte im Hefe Zwei-Hybrid Screen kein Interaktionspartner für hGBP1 identifi-

ziert werden. Vermutlich sind diese unter den anderen Proteinen zu suchen, deren Synthese wie hGBP1 

auch erst durch Interferon induziert wird. Daher wäre eine Genbank aus stimulierten Zellen zu erstellen 

und für einen erneuten Screen zu verwenden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich war. 

Diese Arbeit zeigt, dass biochemische und biophysikalische Untersuchungen wichtige Informationen in 

Ergänzung zu den Strukturbildern eines Proteins liefern. Diese Informationen können aus Röntgenstruk-

turanalysen nicht gewonnen werden, da diese nur ein statisches Bild liefern. Deswegen sind hoch dyna-

mische Prozesse wie die GTP-Hydrolyse oder die Selbst-Assemblierung einiger Proteine mit der Rönt-

genstrukturanalyse nicht zu erfassen, da sie in dieser Form nicht kristallisieren.  

 

Die aus den Helices α7-13 bestehende helikale Domäne von hGBP1 liefert einen Beitrag zur Selbst-

Assemblierung des Proteins. Wie weit dieser durch Nukleotidbindung und eine entsprechende Struktur-

änderung in der G-Domäne kontrolliert wird und zur biologischen Funktion von hGBP1 beiträgt, muss in 

weiteren Experimenten geklärt werden.  
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7 Anhang 

7.1 Abkürzungen 

Abb.  Abbildung 
AlCl3  Aluminiumchlorid 
Amp  Ampicillin 
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
AS  Aminosäure 
3-AT  3-Aminotriazol 
BSA  Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin) 
Cp  Wärmekapazität bei konstantem Druck 
CD  Circulardichroismus 
CT  totale Proteinkonzentration 
d  Schichtdicke 
Da  Dalton 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat 
DSC  Differential Scanning Calorimetry 
DT  translationaler Diffusionskoeffizient 
DTE  1,4-Dithioerythritol 
ε  Absorptionskoeffizient 
E. coli  Escherichia coli 
EDC  1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid 
EDTA  Ehtylendiamintetraacetat 
FPLC  Fast pressure liquid chromatography 
g  Gramm, Erdbeschleunigung 
∆G  freie Enthalpie, (Gibbs Energie) 
Gal  Galaktose 
GMP  Guanosin-5’-monophosphat 
GDP   Guanosin-5’-diphosphat 
GAP  GTPase-aktivierendes Protein 
GDI  Guaninnukleotid-Dissoziationinhibitor 
GEF  Guaninnukleotid-Austauschfaktor 
GTP  Guanosin-5’-triphosphat 
Gl.  Gleichung 
GppNHp  Guanosin-5’-(β,γ-imido)-triphosphat 
GSH  Glutathion 
GST  Glutathion-S-Transferase 
GTPase  GTP-hydrolysierendes Enzym 
GuaHCl  Guanidiniumhydrochlorid 
∆H  Enthalpie 

vH
imH ,∆ , ∆HvH van’t Hoff’sche Schmelzenthalpie 

cal
imH ,∆ , ∆Hcal kalorimetrische Schmelzenthalpie 

HCl  Salzsäure 
hGBP1  human Guanylate binding protein 1 
HPLC  High Performance liquid chromatography 
i  Anzahl der strukturellen Domänen eines Proteins 
IFN  Interferon 
IFNAR  Interferon-α-Rezeptor 
IFNGR  Interferon-γ-Rezeptor 

 



134  Anhang 

IPTG  Isopropyl-β-D-1-thiogalaktopyranosid 
ITC  Isotherme Titrationskalorimetrie (isothermal titration  
  calorimetry) 
K  Gleichgewichtskonstante oder Kelvin 
kB  Boltzmannkonstante 
Kb  Kilobasenpaar 
kDa  Kilodalton (1kDa = 1000 g* mol-1

KD  Gleichgewichtsdissoziationskonstante 
KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 
kJ  Kilojoule 
Km,i  Schmelzgleichgewichtskonstante der i-ten strukturellen Proteindomäne 
λ  Wellenlänge 
LB  Luria Bertani (Medium) 
µM  Mikromolar 
M  Molar 
mA  Miliampère 
Maldi-TOF  Matrix-assisted Laser Desorbtion/Ionization time of flight 
min  Minute/-n 
MES  2-(N-Morpholinoethan)sulfonsäure 
MG  Molekulargewicht 
Mtheor  aus der Aminosäuresequenz berechnetes Molekulargewicht 
N  natives Protein 
NaF  Natriumfluorid 
NHS  N-Hydroxysuccinimide 
nm  Nanometer 
OD600  Optische Dichte bei 600 nm 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PCR  Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PEG #  Polyethylenglycol mit einem mittleren Molekulargewicht von # Da 
PEEK  polyetherether Ketone 
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
Θ  Gemessene Elliptizität in Grad 
R  Universelle Gaskonstante (8,314 J*mol-1*K-1) 
Rh  hydrodynamischer Radius 
Rges  alle gemessenen Radien bei einer DLS-Messung 
Raf  Raffinose 
UpM  Umdrehungen pro Minute 
s  Sekunde 
∆S  Entropie 
S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae 
SD  Synthetic dropout (Medium) 
SDS  Sodiumdodecylsulfate  
SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SU  Signal unit (Signalstärke) 
T  Temperatur 
Tm  Schmelztemperatur 
Tab.  Tabelle 
TBA  Tetrabutylammoniumbromid 
TEMED  N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin  
TFA  Trifluoracid 
Trf  Transformationseffizienz 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
U  entfaltetes Protein 
Ura  Uracil 
UV  Ultraviolett 
V  Volumen 
w/v  Masse pro Volumen (weight per volume) 
Wt  Wildtyp-Protein 
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Für die Aminosäuren wurde der Ein- und Dreibuchstabencode verwendet: 
A Ala Alanin  I Ile Isoleucin R Arg Arginin 

C Cys Cystein  K Lys  Lysin  S Ser Serin 

D Asp Aspartat  L Leu Leucin T Thr Threonin 

E Glu Glutamat  M Met Methionin V Val Valin 

F Phe Phenylalanin N Asn Asparagin W Trp Tryptophan 

G Gly Glycin  P Pro Prolin  Y Tyr Tyrosin 

H His Histidin  Q Gln Glutamin x  beliebig 

7.2 Kalorimetrische Messungen 

7.2.1 Differential Scanning Calorimetry  

 
Abbildung 41 Darstellung einer simulierten DSC-Schmelzkurve: Tm gibt die Schmelztemperatur an, die aufgrund der Asymmetrie der 

Schmelzkurve nicht identisch ist mit der Temperatur, bei der die maximale Wärmeabsorption auftritt. ∆dCp ist die Schmelzwärmekapazität. Die 

Fläche unter dem Schmelzpeak beschreibt die gesamte kalorimetrische Enthalpie der Denaturierung, während das Produkt aus der Peakhöhe bei 

einer bestimmten Temperatur (z. B. Tm) und der entsprechenden Temperatur die van’t Hoff’sche Enthalpie angibt. 

 

Es wurde ein „Mehr-Stufen-Übergangs-Modell“ (non-two-state transition Modell) ohne Änderung der 

Wärmekapazität (∆Cp = 0) bei dem Schmelzübergang für die thermisch induzierte Denaturierung zugrun-

de gelegt. Nur für einige kleine globuläre Proteine kann ein „Zweiübergangsmodell“ (two-state transition 

Modell) angenommen werden, welches das gesamte Protein als ein einheitliches, kooperatives System 

betrachtet 270,271. Die Ableitung der Gleichungen, die ein solches „Mehr-Stufen-Übergangs-Modell“ itera-

tiv beschreiben, soll skizziert werden.  

Mit dem Programm wurden die Rohdaten um die Referenzmessung (Puffer in beiden Zellen) korrigiert 

und die Basislinie wurde abgezogen (damit wird der Unterschied der Wärmekapazität vom gefalteten und 
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entfalteten Protein gleich Null gesetzt (∆Cp = 0)). Das verwendete „Mehr-Stufen-Übergangs-Modell“ 

(non-two-state transition Modell), wird durch die folgenden Gleichungen beschrieben. 
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i:  Anzahl der strukturellen Domänen eines Proteins 

Cp(T):  Wärmekapazität bei konstantem Druck in J·mol-1·K-1 

Km,i(T):  Gleichgewichtskonstante des Schmelzprozesses für die i-te 

 strukturelle Einheit

∆H  :  van't Hoff’sche Schmelzenthalpie für die i-te strukturelle vH
im,

 Einheit in J·mol-1 

H :  kalorimetrische Schmelzenthalpie für die i-te strukturelle cal
im,

 Einheit in J·mol-1 

R:  universelle Gaskonstante in J· mol-1·K-1 

T:  aktuelle Messtemperatur in K 

Tm:  Schmelztemperatur des Proteins in K 

 

Die Gleichungen, die ein solches „Mehr-Stufen-Übergangs-Modell“ iterativ beschreiben, werden wie  

folgt hergeleitet.  

 

Besteht ein Protein aus mehreren strukturellen Domänen A, B, C usw., die alle unabhängig voneinander 

vom gefalteten (A, B, C usw.) in den entfalteten (A’, B’, C’ usw.) Zustand übergehen, kann die Gleich-

gewichtskonstante Km,i für den Schmelzübergang jeder Domäne durch das molare Verhältnis des entfal-

teten ( fA’ ) und des gefalteten Anteils (fA) an der Gesamtproteinkonzentration beschrieben werden: 
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Die Enthalpie ist eine extensive Größe, so dass die gesamte kalorimetrische molare Schmelzenthalpie für 

dieses System dann als die Summe aller kalorimetrischen Enthalpien der schon entfalteten Anteile der 

einzelnen Domänen gegeben ist: 
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Der erste Term  ist die Enthalpie des nativen Proteins, der berücksichtigt werden muss, weil alle 

Enthalpieänderungen relativ zum nativen gefalteten Protein gemessen werden. Die molare Wärme-

kapazität C

c
NH

c
mH∆

p,m des Systems wird durch die Ableitung der Gleichung (Formel 11) nach der Temperatur be-

rechnet. 
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Da fA = 1 – fA’ ist, ergibt sich mit der Definition der Gleichgewichtskonstante aus (Formel 10): 
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Die Ableitung nach der Temperatur und Erweiterung mit Km,A ergibt: 
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Die letzte Ableitung der Gleichung (Formel 14) ist aus der elementaren Thermodynamik als „van’t 

Hoff’sche Gleichung“ bekant: 
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Wenn alle Parameter bei der gleichen Temperatur (T) bestimmt wurden, erhält man durch das Einsetzen 

der Gleichungen (Formel 13) bis (Formel 15) in die Gleichung (Formel 12) erhält man die für das Zwei-

übergangsmodell und für das Mehr-Stufen-Übergangs-Modell gültige Gleichung (Formel 16): 
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Unter der Annahme, dass bei konstantem Druck die Wärmekapazität von nativem und entfaltetem Protein 

gleich ist, können alle Terme auf der rechten Seite der Gleichung, welche die Wärmekapazität enthalten, 

gleich Null gesetzt werden. 

Unter Berücksichtigung der Temperaturabhängigkeit der Gleichgewichtskonstante ergibt sich 

 Formel 8    ( ) ( )
( )( )∑

= +

∆
=

Z

Ai im

cal
im

vH
imim

p RTTK
HHTK

TC
22

,

,,,

1  

 

Die Gleichgewichtskonstante Km,i (Formel 9) berechnet sich nach Variablentrennung durch Integration 

der van’t Hoff’schen Formel 15 von einer beliebigen Temperatur T bis zur Schmelztemperatur Tm auf der 

einen Seite und den zugehörigen Schmelzgleichgewichtskonstanten Km,i und 1 auf der anderen Seite der 

Gleichung. Die zu Tm gehörende Schmelzgleichgewichtskonstante ist 1, weil bei Erreichen der Schmelz-

temperatur der Anteil von gefaltetem und entfaltetem Protein gleich ist: 
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Wichtig ist die Unterscheidung zwischen der molaren kalorimetrischen und der molaren van’t Hoff’schen 

Enthalpieänderung. Die molare kalorimetrische Enthalpieänderung ist die Gesamtenthalpieänderung des 

Schmelzprozesses, die durch die Fläche unter dem auf die Proteinkonzentration normalisierten Schmelz-

peak (Abbildung 41) gegeben ist. Die molare van’t Hoff’sche Enthalpie ist die bei einer gegebenen Tempe-

ratur absorbierte molare Wärme (z.B. bei der Schmelztemperatur das Produkt ∆cp(Tm)·Tm) und damit ein 

direktes Maß für die temperaturinduzierte Reaktion. 

 

7.2.2 Isotherme Titrationskalorimetrie  

Der Auswertung der Dissoziationsexperimente im ITC wurde ein einfaches Monomer-Dimer-

Gleichgewicht zugrunde gelegt: 

 

Formel 17      D ↔ 2 M 

 

Daraus ergibt sich für die Konzentration an Dimeren cD in Abhängigkeit von der Gesamtkonzentration 

cges
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Die Anpassung einer theoretischen Kurve an die ITC-Dissoziationsdaten beruht auf der Berechnung der 

Dimerkonzentrationen in der Spritze (hohe Konz.) und nach jedem Titrationsschritt in der Zelle. Dabei 

wird die Differenz zur Konzentration im vorherigen Titrationsschritt berücksichtigt. Dadurch wird be-

rechnet, wie viel Dimer bei jedem Titrationsschritt dissoziiert. Die Kurvenanpassung erfolgte mit dem 

Programm Scientist (MicroMath) mit folgender Gleichungsdatei: 

 

 

// MicroMath Scientist Model File 

IndVars: x1, x2 

DepVars: NDH 

Params: H, K 

c=0.5 

injv=0.00801675 

cellv=1.3656 

NDH=(-H/8)*(((sqrt(K+8*c)-sqrt(K))^2)*injv+((sqrt(K+8*x1)-sqrt(K))^2)*cellv-((sqrt(K+8*x2)-

sqrt(K))^2)*(cellv+injv))/(injv*c) 

//Parameter values 

K=0.01 

H=-5000 

*** 

 

 

NDH ist die gemessene Wärmemenge pro mol injiziertem Protein; x1 und  x2 sind die Konzentrationen 

des Proteins in der Zelle vor und nach der jeweiligen Injektion. Die Konstanten c, injv und cellv bezeich-

nen die Konzentration des Proteins in der Spritze, das Injektionsvolumen und das Volumen der Messzel-

le. Die Parameter K und H entsprechen der Dissoziationskonstante KD des Dimers und die molare Asso-

ziationsenthalpie. 
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7.3 Materialien 

7.3.1 Geräte 

CD-Spektropolarimeter  Jasco J-710, Japan Spectroscopic Co. Ltd., Tokyo, Japan
DSC          VP-DSC Microkalorimeter, MicroCal, Northhampton, MS, USA
DLS DynamoPro Molecular Sizing für Proteinlösung mit Temperaturkontrollgerät
FPLC  P50-Pumpe, UV-1-Detektor, Pharmacia Biotech
Gelscanner   Bioprofil 5.0, Fröbel, Lindau
ÄKTAexplorer-HPLC Amersham Pharmacia biotech (pH/C-900, UV-900, P-900)
HPLC Waters 2690 Seperation Module, Waters 996 Photodiode Array Detektor, Wa-

ters 474 Scanning Fluorescence Detektor
HPLC-Säule SigmaChrom GFC-1300 (Supelco, Belfonte, USA)
Inkubationsschüttler     Multitron, Infors AG, Bottmingen, Schweiz
ITC MCS ITC Kalorimeter, MicroCal, Northhampton, MS, USA
Maldi-TOF Mas-
senspektrometer Voyager

PerSeptive Biosystems (Santa Fe, USA) 

Minigelkammer Mini-Protean II, BioRad
PCR-Thermocycler Trio-Thermoblock (Biometra, Göttingen)

 

7.3.2 Chemikalien 

Alle Chemikalien wurden in höchster Reinheit von verschiedenen Firmen geliefert: 

Acetonitril, Acrylamid (AppliChem), Agar-Agar, Agarose (Gibco Brl, LifeTechnologies), AlCl3 (Merck), 
Ampicillin (Angewandte Gentechnologie Systeme GmbH), APS = Ammoniumperoxodisulfat (Merck), 
Bradford Reagenz (Coomassie Protein Assay Plus Reagens, Pierce, USA), Bromphenolblau, BSA = Rin-
derserumalbumin, Chloramphenicol, Coomassie brillant blue G250 und R250 (Serva), Desoxynukleosid-
5’Triphosphate, Dextranblau-Lösung, DMSO = Dimethylsulfoxid, DTE = Dithioerythrol (Gerbu Bio-
technik GmbH, D), EDC = 1-ethyl-3-(3-dimrthylaminopropyl)carbodiimide (Pierce Biotechnology, 
Rockford, IL) EDTA = Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigsäure-Dinatriumsalz (Gerbu Biotechnik 
GmbH, D), Essigsäure (Riedel-de Haën, D), Ethanol 100 %, Ethanol, Ethidiumbromid, Galaktose (Sigma 
G-0750), GDP = Guanosindiphosphat (Pharma Waldorf), Glycerin, HCl, Isopropanol (J. T. Baker, NL), 
IPTG = Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid, Lithiumacetat, Natriumacetat (Fluka), Natriumchlorid, 
Natriumhydroxid (J. T. Baker, NL), NaH2PO4, Na2HPO4 (Baker, Deventer) NaN3 = Natriumazid, NHS = 
N-hydroxysuccinimidyl Ester (Fluka, Buchs), PEG 3350 = Polyethylenglycol (Fluka), PMSF = Phenyl-
methansulfonylfluorid, SDS = Natriumdodecylsulfat (Gerbu Biotechnik GmbH, D), Sucrose, TBA-Br = 
Tetrabutylammonium-Bromid), TEMED = N, N, N’, N’-Tetramethylethylen-diamin (Serva), Tricin, Tris 
= Tris (-hydroxymethyl-)aminomethan (Roth), Triton X-100,  
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7.3.3 Mikroorganismen 

BL21(DE3) Escherichia coli 
B, F-, hsdS (rB

-,mB
-), gal, dcm, ompT, λ(DE3) 288 

TG1 Escherichia coli 
SupE, hsd∆5, thi, ∆ (lac-proAB), F´[traD36,proAB+, lacIq, laqZ∆M15] 289 

XL1-Blue Escherichia coli 
recA1, end A1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac, [F´, proAB, lacIq 
Z∆M15, Tn10(Tetr)], 290 

L40 Saccharomyces cerevisiae 
MATα, trp 1-901, leu2-3, his3-200, 112 ade2 LYS2::(lexAop) 4-HIS3 
URA::(lexAop)8-lacZ Gal4 gal80 291 

EGY 48 Saccharomyces cerevisiae 
MATα, his3, trp1, ura3, LexAop(x6)-LEU2 

7.3.4 Medien 

Bakterienmedien  
  
LB-Medium 10 g/l Bactotrypton, 5 g/l Hefeextract, 10 g/l NaCl, 5 mM NaOH 
LB-Platten-Agar 10 g/l Bactotrypton, 5 g/l Hefeextract, 10 g/l NaCl, 5 mM NaOH, 15g/l Bacto 

Agar 
TB-Medium 12 g/l Bactotrypton, 24 g/l Hefeextract, 4 ml/l Glyzerin, 17 mM KH2PO4, 17 

mM K2HPO4
  
Hefemedien  
  
YPD-Medium 20 g/l BactopeptonE, 10 g/l Hefeextract, 40 ml/l sterilfiltrierte 50% Glukose 
YPAD-Medium YPD-Medium mit 0,1 g/l Adenin 
Hefeminimalmedium 1,2 g/l Hefe-Nitrogen-Extrakt ohne Aminosäuren oder Ammoniumsulfat, 

 5 g/l Ammoniumsulfat, 10 g/l Succinat, 6 g/l NaOH, 40 ml/l 50 % Glukose, 
einfach konzentrierte Mangel-Nährlösung 

Mangel-Nährlösung I je 0,1 g/l Adenin, L-Arginin, L-Cystein, L-Leucin, L-Lysin, L-Threonin, L-
Tryptophan, Uracil 
je 0,05 g/l L-Asparaginsäure, L-Histidin, L-Isoleucin, L-Methionin, L-
Phenylalanin, L-Prolin, L-Serin, L-Tyrosin, L-Valin 

Mangel-Nährlösung II 2,0 g/l L-Threonin, 1,5 g/l L-Valin, 1,0 g/l L-Leucin, 0,5 g/l L-Phenylalanin, je 
0,3 g/l L-Isoleucin, L-Lysin, L-Tyrosin, je 0,2 g/l L-Adenin, L-Arginin, L-
Histidin, L-Methionin, L-Tryptophan, Uracil 

SD-Medium  6,7 g/l Hefe-Nitrogen-Extrakt ohne Aminosäuren, 20 g/l Agar, 100 ml Mangel-
Nährlösung II, 2 % Glukose, pH 5,8 

SD Gal/Raf-Medium 6,7 g/l Hefe-Nitrogen-Extrakt ohne Aminosäuren, 20 g/l Agar, 100 ml Mangel-
Nährlösung II, 2 % Galaktose (<0,01 % Glukose), 1 % Raffinose, pH 5,8 

  
Hefeselektionsmedien  
  
SD His-Trp-Ura- SD-Medium ohne Histidin, Tryptophan und Uracil 
SD Gal/Raf His-Leu-Trp-Ura- SD Gal/Raf-Medium ohne Histidin, Tryptophan, Leucin und Uracil 
SD Gal/Raf His-Trp-Ura-

+BU-Salze +X-Gal 
SD Gal/Raf-Medium ohne Histidin, Tryptophan und Uracil mit BU-Salzen und 
X-Gal 

SD Gal/Raf His-Leu- Trp-Ura- 

+BU-Salze +X-Gal 
SD Gal/Raf-Medium ohne Histidin, Tryptophan, Leucin und Uracil mit BU-
Salzen und X-Gal 

  
UTL-Medium Hefeminimalmedium ohne Uracil, Tryptophan und Leucin 
UTLy-Medium Hefeminimalmedium ohne Uracil, Tryptophan und Lysin 
THULLy-Medium Hefeminimalmedium ohne Uracil, Tryptophan, Leucin, Lysin und Histidin 
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THULLy+3AT-Medium THULLy-Medium mit 25 mM des Histidin-Biosynthese-Inhibitor 3-
Aminotriazol 

 

 

X-Gal-Agarplatten: 

Die Hefeselektionsmedien mit X-Gal  wurden für die Blau-Weiß-Selektion benötigt. Dafür wurde das X-
Gal (80 mg/l) und die BU-Salze (1x) dem SD Gal/Raf-Medium zugesetzt. Durch die BU-Salze (70 g/l 
Na2HPO4 7 H2O, 30 g/l NaH2PO4, pH 7,0) wurde das Medium bei einem konstanten pH von 7,0 gehalten. 
Dies ist der optimale pH-Wert für die β-Galactosidase. Außerdem liefern die BU-Salze das für den Galac-
tosidase-Assay benötigte Phosphat. 
 

7.3.5 Puffer 

Anodenpuffer (10x) 242,25 g/l Tris pH 8,9 mit HCl eingestellt 
BU-Salze 70 g/l Na2HPO4 7 H2O, 30 g/l NaH2PO4, pH 7,0 
DNA-Probenpuffer 40 % Sucrose, 0,1 % Xylencyanol FF, 5 mM EDTA, pH 8,0 
PufferD 1 x PufferX, 500 mM NaCl, pH 7,4 
HPLC-Puffer 10 mM Tetrabutylammoniumbromid, 0,2 mM Natriumazid, 100 mM Kalium-

phosphat pH 6,5, 7,5% (v/v) Acetonitril 
DSC-Puffer 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,5, 20 mM Glycin, 2 mM Mercaptoethanol 
Kathodenpuffer 121,2 g/l Tris, 180 g/l Tricin, 10 g/l SDS, 0,1 g/l NaN3, mit HCl auf pH 8,25 

eingestellt 
Laemmli-Probenpuffer (5x) 12,5 ml Puffer, 2,5 g SDS, 12,5 ml Glycerin, Bromphenolblau 
Ligationspuffer (10x) 600 mM Tris/HCl pH 7,5, 80 mM MgCl2, 100 m DTT 
LiAc-TE-Puffer 1 ml 1 M Lithiumacetat, 1 ml 10x TE-Puffer, 8 ml Aqua dest. steril 
LiAc-TE-PEG3350-Puffer 1 ml 1 M Lithiumacetat, 1 ml 10x TE-Puffer, 8 ml 50 % PEG 3350 
PBS-Puffer 130 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 7,0 mM Na2HPO4, 4,0 mM NaH2PO4, pH 7,2 
Phosphatpuffer 0,1 M  14,42 g/l Na2HPO4, 2,4 g/- KH2PO4 pH 7,5 
Puffer A  5 mM Tris/HCl pH 8,0, 5 mM MgCl2, 500 mM NaCl, 10 % Glycerol, 20 mM 

Imidazol 
Puffer B20 20 mM Tris/HCl pH 8,0, 5 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 10 % Glycerol, 20 mM 

Imidazol 
Puffer B500 20 mM Tris/HCl pH 8,0, 5 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 10 % Glycerol, 500 mM 

Imidazol 
Puffer C 50 mM Tris/HCl pH 8,0, 5 mM MgCl2, 2 mM DTE 
Puffer X (10x) 500 mM Tris/HCl, 50 mM MgCl2, 1 mM NaN3 pH 7,4 
SDS Probenpuffer (5x)  50 ml Tris (200 mM, pH 6,8), 15 ml Glycerin, 1,2 g SDS, 0,06 g Bromphenol-

blau, 10 mM DTE 
TAE-Puffer 242 g/l Tris, 57,1 ml Essigsäure, 100 ml 0,5M EDTA pH 8,0 ad 1l Aqua dest. 
TE-Puffer (10x) 100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,0 einzustellen mit HCl (25%), Autoklavie-

ren 
TBS 20 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5 
TBST TBS + 0,05 % (w/v) Tween 20 
Z-Puffer 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4
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7.3.6 Stammlösungen 

Acrylamid-Stammlösung 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid, gebrauchsfertig von AppliChem, Darm-
stadt 

Dextranblau 0,2 % SDS, 200 mM EDTA, Spatelspitze Dextranblau pH 7,0 
dNTP-Mix (25mM) 100 mM dATP, 100 mM dCTP, 100 mM dGTP, 100 mM dTTP 
Entfärberlösung für Gele 10 % Ethanol in Aqua dest. 
Färbelösung für Gele 40 % Ethanol, 0,5 % Coomassie brillant blue G250, 0,5 % Coomassie brillant 

blue R250, in Aqua dest. 
Glycerin Stock 300 µl Bakterien in Kulturmedium, 700 µl Glycerin (autoklaviert), Lagerung 

bei -80 °C 
Lachs-Spermien-DNA 9 mg/ml 
Lithiumacetat (1 M) 5,1 g Lithiumacetat pH 7,8 (mit Essigsäure eingestellt), ad 50 ml Aqua dest., 

steril filtrieren 
PEG 3350 (50%) 50 g PEG 3350 ad 100 ml Aqua dest. 
PMSF 100 mM PMSF gelöst in Ethanol 
Terminator-Mix (BigDye-
Terminator Kit, ABI) 

1,58 µM A-DyeDesoxy, 47,37 µM C-DyeDesoxy, 0,42 µM G-DyeDesoxy, 
94,74 µM T-DyeDesoxy, 15,79 µM dATP, 15,79 µM dCTP, 15,79 µM dTTP, 
78,95 µM dGTP, 168,42 mM Tris/HCl pH 9,0, 4,21 Ammoniumsulfat, 42,1 
mM MgCl2, 0,42 U/µl AmpliTaqFS-DNA-Polymerase 

X-Gal 20 mg/ml X-Gal in N,N-Dimethylformamid (DMF) 
 

7.3.7 Verbrauchsmaterialien 

Sterilfilter FP030/3 2 µM und ME 24 0,2 µM Schleicher & Schüll (Kassel) 
Ultrafiltrationsröhrchen VIVASPIN  10 und 30 Vivascience (Lincoln, USA) 

 

7.3.8 Reagenzienkits 

Plasmid Mini- und Midikit Qiagen (Hilden) 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden) 
Dye Desoxy-Terminator-Mix Perkin-Elmer, Überlingen 
QuikChangeTM Site directed mutagenesis Kit Stratagene (Amsterdam, Niederlande) 

 

7.3.9 Säulenmaterialien 

GSH-Sepharose Superflow Amersham-Pharmacia (Freiburg) 
Nickel-NTA-Agarose Superflow Qiagen (Hilden) 
Superdex 75 und 100 Amersham-Pharmacia (Freiburg) 
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7.3.10 Enzyme 

Alkalische Phosphatase Roch (Mannheim) 
Trypsin Sigma (Deisenhofen) 
Pepsin Sigma (Deisenhofen) 
DNase I Roch (Mannheim) 
DpnI Stratagene (Amsterdam, Niederlande) 
EcoR1 New England Biolabs (Schwalbach) 
Pfu-DNA-Polymerase New England Biolabs (Schwalbach) 
Sal1 New England Biolabs (Schwalbach) 
T4 DNA-Ligase New England Biolabs (Schwalbach) 
Xho1 New England Biolabs (Schwalbach) 

 

7.3.11 Proteinmarker 

SDS-7 Mg: 14,2; 20; 24; 29; 36; 45; 66 kDa Sigma (Deisenhofen) 
SDS-6H Mg: 29; 45; 66; 97,4; 116;  205 kDa Sigma (Deisenhofen) 
Precision Plus ProteinTM Standard Dual Color 10; 15; 20; 
25; 37; 50; 75; 100; 150; 220 kDa 

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA 94547) 

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard  
4; 6; 16; 22; 36; 50; 64; 98; 148 kDa 

Invitrogen (Carlsbad, California 92008) 

7.3.12 Vektoren 

Die Expression von hGBP1 Wt. und der isolierten G-Domäne (Aminosäuren 2 bis 327) erfolgte mit dem 
pQE9-Vektor von Qiagen (Hilden). Die Expression der isolierten helikalen Domänen von hGBP1 (Ami-
nosäuren 318 bis 592, 318-463,  464-582 und 464-592) erfolgte mit dem pGEX 4T3-Vektor (Amersham-
Pharmacia, Freiburg). Die Expression der C589S-Mutante erfolgte im pProEx HTb-Plasmid (Invitrogen). 
Zum Beginn der Arbeit war die Expression von hGBP1 mit dem pQE9-Plasmid etabliert. Eine Expression 
der helikalen Domänen und der C589S-Mutante im pQE9-Plasmid erwies sich als nicht möglich. Als Er-
satz wurde zuerst das pGex 4T3-Plasmid verwendet. Später wurde das pProEx HTb-Plasmid verwendet, 
da die für die Abspaltung des Fusionsproteins benötigte TEV-Protease - anders als das für das pGEX 
4T3-Plasmid benötigte Thrombin - im Labor aufgereingt werden kann. 

7.3.12.1  Klonierungs- und Transkriptionsvektoren 

Plasmid Größe in kb Charakteristika 
pQE9 ~ 3,4 IPTG induzierbarer tac Promotor, Amp-Resistenz, His-Tag, 
pGex 4T3 ~ 4,9 IPTG induzierbarer tac Promotor, Amp-Resistenz, GST-Tag, Throm-

bin-Erkennungsstelle 
pProEX HTB ~ 4,8 IPTG induzierbarer trc Promotor, Amp-Resistenz, His-Tag, rTEV-

Erkennungssequenz 
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7.3.12.2  Klonierungs- und Shuttle-Vektor für das Zwei-Hybrid-System 

pBTM116 ~ 5,6 Amp-Resistenz (Selektion in Bakterien), TRP1-Gen (Selektion in He-
fen), Köderplasmid, enthält die DNA-Bindungsdomäne des lexA-Gen 

pVP16 ~ 3,3 Amp-Resistenz, Leu2-Gen (Selektion in Hefen), Beuteplasmid, das 
lexA-Gen codiert die Transkription aktivierende Domäne 

pGilda ~ 6,6 Amp-Resistenz, His3-Gen (Selektion in Hefen), Köderplasmid, Galak-
tose induzierter GAL1-Promotor, enthält die DNA-Bindungsdomäne 
des lexA-Gen 

pB42Ad ~ 6,5 Amp-Resistenz, Trp1-Gen (Selektion in Hefen), Beuteplasmid, Galak-
tose induzierter GAL1-Promotor, das Gen des B42-Peptids codiert die 
Transkription aktivierende Domäne 

p8op-lacZ ~ 10,3 Amp-Resistenz, URA3-Gen (Selektion in Hefen), LexA reguliertes 
LacZ-Reportergen 

 

7.3.13 Antibiotika 

Ampicillin  GERBU Biotechnik GmbH (Gaiberg) 
 

Das Antibiotikum wurde den Medien nach dem Sterilisieren bis zu einer Endkonzentration von 100 mg/l 
zugegeben. 
 

 

7.3.14  Oligonukleotide 

7.3.14.1  Sequenzierungsprimer 

 
hGBP1 300-319-s ATCTGGATGT GGTGTGTGCC 
hGBP1 300-319-as GGCACACACC ACATCCAGAT 
hGBP1 570-589-s TCAGCTGACT TTGTGAGCTT 
hGBP1 570-589-as AAGCTCACAA AGTCAGCTGA 
hGBP1 651-685-s CCCCTCACACCAGATGAGTACCTGACATAC TCCC 
hGBP1 651-685-as GGGAGTATGTCAGGTACTCATCTGGTGTGAGGGG 
hGBP1 810-828-s GCCCAGCTCG AGAAACTAC 
hGBP1 810-828-as CTTGTAGTTT CTCGAGCTGG 
hGBP1 1000-1018-s GCATGGAGAA CGCAGTCCT 
hGBP1 1000-1018-as AGGACTGCGT TCTCCATGC 
hGBP1 1272-1315-s GCATCATCAGATCGTTGCTCAGGTTTACTTCAGGTCATTT 

TCAG 
hGBP1 1272-1315-as CTGAAAATGACCTGAAGTAAACCTGAGCAACGATCTGATG 

ATGC 
hGBP1 1419-1437-s CCGAGGAAGG GGATACAGG 
hGBP1 1419-1437-as CCTGTATCCC CTTCCTCGG 
hGBP1 1712-1731-s GACCCTCGCT CTTAAACTTC 
hGBP1 1712-1731-as GAAGTTTAAG AGCGAGGGTC 
hGBP1 1850-1873-as-SalI GAGAGAGTCGACTAGGGGTGACAGAAGGCTCTGG 
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7.3.14.2 Mutageneseprimer 

Punktmutanten  
hGBP1_R48A_s GGCAATTGTGGGCCTCTACGCCACAGGCAAATCCTACC 
hGBP1_R48A_as GGTAGGATTTGCCTGTGGCGTAGAGGCCCACAATTGCC 
hGBP1_K51A_s GGCCTCTACCGCACAGGCGCATCCTACCTGATGAACAAGC 
hGBP1_K51A-as GCTTGTTCATCAGGTAGGATGCGCCTGTGCGGTAGAGGCC 
hGBP1_D103A_s GACACCGAGGGTCTGGGAGCTGTAGAGAAGGGTGACAACC 
hGBP1_D103A_as GGTTGTCACCCTTCTCTACAGCTCCCAGACCCTCGGTGTC 
hGBP1_D184N_s GTGTGGACACTGAGAAATTTCTCCCTGGAC 
hGBP1_D184N_as GTCCAGGGAGAAATTTCTCAGTGTCCACAC 
hGBP1_K567A_s GAGGGATTTCAAGCAGAAAGCAGAATAATG 
hGBP1_K567A_as CATTATTCTGCTTTCTGCTTGAAATCCCTC 
hGBP1_C589S_s GAGACGACGAAAGGCATCTACCATAAGCTAAAGACC 
hGBP1_C589S_as GGTCTTTAGCTTATGGTAGATGCCTTTCGTCGTCTC 
  
Deletionsmutanten  
hGBP1_1_s_BamH1 CGCGGATCCATGGCATCAGAGATCCAC 
hGBP1_994-1019_∆C 1-327-as-
Sal1 

 

hGBP1_1011-1037_∆N_A318-
I322_s-BamH1 
(α7s) 

GAGAGAGGATCCGCAGTCCTGGCCTTGGCCCAGATAG 
 

hGBP1_996-1013_P310-
A315_s_BamH1 
(α7s) 

CGCGGATCCCCGTGCATGGAGAACGCA 
 

hGBP1_1481-1511_T472-
T481_as_Sal1 
(α11as) 

GAGAGAGTCGACTTATCAAGTCTGGTCTGTCTGGAGAATTG-
CATCAGTC 

hGBP1_1512-1542_L482-
V491_s_BamH1 
(α12s) 

GAGAGAGGATCCCTCACAGAAAAAGAAAAGGAGATT-
GAAGTGG 
 

hGBP1_E558-G564_as_Sal1 
(α12as) 

CGCGTCGACTCATCCCTCTTTTAGTAGTTGCTC 

hGBP1_R586-S592_as_Sal1 
(α13as) 

CGCGTCGACTCAGCTTATGGTACATGCCTTTCG 
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