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Zusammenfassung

Rab-Proteine gehoren zur Ras-Superfamilie kleiner G-Proteine und erfiillen wichtige Funk-
tionen in der Regulation des intrazelluldren Vesikeltransportes. Zentrales mechanistisches
Merkmal von G-Proteinen ist die Fahigkeit das Nukleotid GTP zu binden und zu GDP
zu hydrolysieren. In Abhéngigkeit des jeweiligen Nukleotidstatus weisen kleine G-Proteine
eine unterschiedliche Konformation auf, welche die jeweiligen Funktionen vermittelt:
GTP-gebunden koénnen sie mit sogenannten Effektorproteinen interagieren und somit eine
spezifische Funktion ausiiben. Im GDP-gebundenen Zustand hingegen sind sie inaktiv.
Aufgrund ihrer Fahigkeit einen aktiven oder inaktiven Zustand einzunehmen, werden
kleine G-Proteine oft auch als ,,molekulare Schalter® bezeichnet. Um die funktionellen
Zusténde rdumlich und zeitlich genau zu kontrollieren sind weitere Proteine notig: GEFs
(engl. Abkiirzung von guanine nucleotide exchange factors) und GAPs (engl. Abkiirzung
von GTPase activating proteins). Wahrend GEFs den Austausch von GDP zu GTP und
damit eine Aktivierung des G-Proteins begilinstigen, stimulieren GAPs die Hydrolyse des
GTPs zu GDP und damit die Inaktivierung. Um zu verstehen wie genau ein Rab-Protein
seine Funktion ausiibt, ist es daher notwendig, auch den Kontext seiner Regulation zu
kennen. Obwohl iiber 60 humane Rab-Proteine bekannt sind, weifl man vergleichsweise
wenig iiber ihre Regulation durch GEFs, da bislang nur wenige Rab-GEFs identifiziert
wurden. Die Heterogenitéit ihrer Sequenz und Struktur erschwert zudem eine in silico
Identifikation weiterer Rab-GEFs iiber die Suche nach verwandten Genen im Genom.

Um die Identifikation neuer GEFs zu erleichtern wurde in dieser Arbeit ein Protokoll
fiir die Identifikation von GEFs kleiner G-Proteine via sogenannter Pulldown-Experimente
angepasst und weiterentwickelt. Hierbei wurde der enzymatischen Mechanismus von GEFs
ausgenutzt, bei dem der intermedidre nukleotidfreie Zustand des G-Proteins stabilisiert
wird. In diesem besitzen GEFs eine sehr hohe Affinitdt zum nukleotidfreien G-Protein,
was die Anreicherung begiinstigt. Der Nachweis der Anwendbarkeit des Protokolls mit
dem bekannten Rab/GEF-Paar Sec4/Sec2 ist im Rahmen dieser Arbeit gelungen.

Um experimentelle Beobachtungen an G-Proteinen auf einen bestimmten Aktivititszu-
stand zuriickfithren zu kénnen, ist in vitro das Verwenden nicht-hydrolysierbarer Nukleoti-
danaloga wie GppNHp méglich. In vivo kénnen solche Analoga jedoch durch intrazellulére
Nukleotide ausgetauscht werden. Alternative Strategien zur Erstellung konstitutiv aktiver
oder inaktiver G-Proteine sind oft ineffektiv oder artefaktbehaftet. Um sichere Kontrolle
iiber den Nukleotidstatus zu erlangen, wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Roger
Goody neuartige Nukleotidanaloga entwickelt, welche kovalent an G-Proteine gebunden
werden konnen. Dies verhindert einen Austausch und stellt sicher, dass das Protein in
einem definierten Nukleotidstatus arretiert wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels
Rontgenkristallstrukturanalyse fiir das Rab-Protein Ypt7 gezeigt, dass entsprechende
GTP-Analoga keinen storenden Effekt die Struktur von Ypt7 ausiiben.



Summary

Rab proteins belong to the ras superfamily of small GTPases and play important roles in
the regulation of vesicular transport within the eukaryaotic cell. The central mechanistic
hallmark of all GTPases is their ability to bind the nucleotide GTP and to hydrolyze it to
GDP. Dependent on the nucleotide state small GTPases can take specific conformations
which serve different roles: GTP-bound small GTPases can interact with so called effector
proteins and thereby actively mediate a specific function, whereas in their GDP-bound
state, they are inactive. Due to their ability to cycle between an active and inactive state,
small GTPases are often called , molecular switches“. In order to control their activity
in a spatially and temporally exact manner, additional proteins are necessary: guanine
nucleotide exchange factors (short: GEFs) and GTPase activating proteins (short: GAPs).
While GEFs facilitate the exchange of GDP for GTP and thereby activate the associated
GTPase, GAPs stimulate the hydrolysis of GTP to GDP and thereby inactivate the
GTPase. As for any GTPase the knowledge of the regulatory context of a Rab protein
is thus crucial to fully understand how it exerts its function. However, although over 60
human Rab proteins have been identified so far, comparatively little is known about the
regulation of Rab proteins by their GEFs, since only few Rab-GEFs have been identified.
The main reason for this is that the identification of Rab-GEFs by in silico approaches
which search for cognate genes has been hampered by the huge diversity of structures
and sequences of Rab-GEFs.

In order to facilitate the identification of new GEFs for Rab proteins this dissertation
presents a protocol that has been adapted and optimized to perform specific pull-down
experiments for GEFs. It exploits the enzymatic mechanism of GEFs by stabilizing an
intermediate, nucleotide-free state of GTPases in which they have a very high affinity
towards their GEF, favoring their enrichment in the pull-down experiments. Evidence of
the protocol’s applicability is given within this dissertation using the known Rab/GEF-
couple Secd/Sec2 as an example.

To correlate experimental observations of G-proteins with a defined nucleotide state in
vitro, one can use non-hydrolyzable nucleotide analogs such as GppNHp. In vivo, however,
these analogs are prone to be exchanged with intracellular nucleotides. Alternative
strategies for creating constitutive active or inactive G-proteins are often of dubious
efficiency or charged with artefacts. In order to gain definitive control over a G-protein’s
nucleotide state, the research group of Prof. Roger Goody has developed a new kind of
nucleotide analogs which can be covalently linked to the G-protein. The covalent bond
prevents nucleotide exchange and ensures a defined nucleotide state. Based on x-ray
crystallographic analyses it is shown within this thesis that the modification of the small
GTPase Ypt7 with the GTP variant of this new kind of nucleotides does not disturb the
structure of Ypt7.






Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung 4
Summary 5
Abkiirzungsverzeichnis 9
1 Einleitung 11
1.1 Das Endomembransystem, vesikuldrer Transport und deren Regulation . . 11
1.2 Rab-GTPasen . . . . . . .. .. . 12
1.3 Pathobiochemische Relevanz . . . . . . . .. ... ... ... ... ..... 17
2 Fragestellung und Zielsetzung 19
3 Material und Methoden 23
3.1 Material . . . . . . . 23
3.1.1 Verwendete Chemikalien . . . . . . .. ... ... .......... 23
3.1.2 Haufig verwendete Losungen, Ndhrmedien und Zusdtze . . . . . . 25
3.1.3 Verwendete Bakterien- und Hefestdmme sowie Zelllinien . . . . . . 26
3.1.4 Molekularbiologische Materialien . . . . . . ... ... ... .... 27
3.1.5 Sonstige Materialien . . . . . . ... ... ... . 29
3.1.6 Imstrumente . . . . . . ... L 30
3.2 Molekularbiologische Methoden . . . . . . . . ... ... ... ... .... 32
3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) . . . .. .. ... ... ..... 32

3.2.2  Ortsspezifische Mutagenese bei Plasmid-DNA mittels modfizierter
Oligonukleotide . . . . . . . . . . . . 32
3.2.3 DNA-Sequenzierung . . . . . . ... .. 33
3.2.4 Préaparation und Reinigung von Plasmid-DNA . . . . ... .. .. 33
3.3 Zellbiologische Methoden . . . . . . . ... ... ... .. ... ...... 33
3.3.1 Kultivierung von HeLa-Zellen . . . . . . ... ... ... ... ... 33
3.3.2 Herstellung von HelLa-Zelllysat . . . .. ... ... ... ...... 34
3.4 Mikrobiologische Methoden . . . . . . .. . .. ... ... ... 35

3.4.1 Transformation elektro- oder hitzekompetenter Escherichia coli-Zellen 35
3.4.2  Kultivierung von Escherichia coli-Zellen und anschlieBend induzier-

te Proteinexpression . . . . . . .. ... oL 35

3.4.3 Herstellung von Escherichia coli-Zelllysat . . . . . . .. ... ... 36

3.4.4 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae . . . . . . . . .. ... 36

3.4.5 Herstellung von Saccharomyces cerevisiae-Zelllysat . . . . . . . . . 36

3.5 Proteinbiochemische Methoden . . . . . . .. . ... ... ... ... ... 37

3.5.1 Aufkonzentrierung und Umpuffern von Proteinlésungen . . . . . . 37
3.5.2  Aufreinigung von Proteinen aus FEscherichia coli-Zelllysat mittels

Affinitédts- und GréBenausschlusschromatographie . . . . . . . . .. 37

3.5.3 Proteinprézipitation . . . . ... ..o oo 39



3.5.4 Nukleotidaustausch bei Rab-GTPasen . . . . . . ... .. ... .. 39

3.5.5 Biotinylierung von Rab-GTPasen . . . . . . . ... ... ... ... 40
3.5.6 Pulldown-Experimente mit biotinylierten Rab-GTPasen . . . . . . 40
3.5.7 Tryptischer Verdau angereicherter Proteine in Losung . . . . . . . 41
3.5.8 Reinigung von Peptidfragmenten fiir die hochauflésende Massen-
spektrometrie . . . . ... Lo Lo 42
3.5.9 Aufnahme von Reaktionskinetiken . . . . . . ... ... ... ... 42
3.6 Analytische Methoden . . . . . . . ... .. ... ... ... . ..... 43
3.6.1 DNA-Konzentrationsbestimmung . . . . . . . ... ... ... ... 43
3.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford . . . . . . .. .. 43
3.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) . . . ... .. 44
3.6.4 Elektrospray-lonisations Massenspektrometrie (ESI-MS) . . . . . . 45
3.6.5 Proteinidentifikation in komplexen Lésungen mittels hochauflosen-
der Massenspektrometrie . . . . ... ... o000 46
3.6.6 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) . . . . ... .. 49
3.7 Strukturbiologische Methoden . . . . . . . . .. ... ... ... 50
3.7.1 Proteinkristallisation . . . . . . . ... ... oL 50
3.7.2 Rontgenkristallstrukturanalyse . . . . . . .. ..o 50
4 Ergebnisse 51
4.1 Teil 1: Kristallisation und Strukturbestimmung von Ypt7-aGTP . . . . . 51
4.1.1 Herstellung und Kristallisation hydrolysedefizienter Ypt7-Konstrukte 51
4.1.2 Die Struktur von acryl-GTP modifiziertem Ypt7gssc, rx3sr,gesr, - - 54
4.2 Teil 2: Weiterentwicklung und Optimierung eines Pulldown-Protokolls zur
Anreicherung und Identifikation von Rab-GEFs . . . . . . ... ... ... 56
4.2.1 Reproduktion der initialen Pulldown-Experimente . . .. . .. .. 56
4.2.2  Optimierung der Pulldown-Experimente . . . . . . .. .. ... .. 57
4.2.3 Proteinidentifikation mittels hochauflésender Massenspektrometrie:
Identifikation von Sec2 . . . . . . .. ... 64
4.2.4 Variation des Zugabezeitpunktes von alkalischer Phosphatase und
Pulldown-Experiment mit Sec4:GppNHp . . . . . . ... ... ... 68
4.2.5 Pulldown-Experimente mit Ypt10. . . . . . .. .. .. .. ... .. 68
5 Diskussion und Ausblick 71
6 Anhang 75
6.1 Zur Rontgenkristallstrukturanalyse . . . . . . . .. ... ... 75
6.2 Zu den Pulldown-Experimenten . . . . . . .. ... ... ... ... ... 76
6.2.1 Secd-Pulldown-Experiment unter Variation des Zugabezeitpunktes
von alkalischer Phosphatase . . . . . .. .. .. .. ... ... ... 76
6.2.2 Sec4:GppNHp-Pulldown-Experiment . . . . . .. ... ... .... 78
6.2.3  YptlO-Pulldown-Experiment . . . . ... .. ... ... ...... 79
6.2.4 Biologisches Replikat des Ypt10-Pulldown-Experimentes . . . . . . 80
6.2.5 Yptl0:GppNHp-Pulldown-Experiment . . . . . . .. ... .. ... 81
6.2.6 Biologisches Replikat des Ypt10:GppNHp-Pulldown-Experimentes 82
Literaturverzeichnis 83
Danksagung 91



Abkiirzungsverzeichnis

BSA Bovines Serumalbumin

bp Basenpaare

CLAP Proteaseinhibitorgemisch aus Chymostatin, Leupeptin, Antipain,
Pepstatin

DNA Deozyribonucleic acid

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ESI-MS Elektronenspray lonisations-Massenspektrometrie

g (mg, ng, ng) Gramm (Milligramm, Mikrogramm, Nanogramm)

GAP GTPase activating protein

GDI GDP dissociation inhibitor

GDP Guanosindiphosphat

GEF Guanine nucleotide exchange factor

GGTase Geranylgeranyl-Transferase

GMP Guanosinmonophosphat

GppNHp Guanylylimidodiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HeLa Henriette Lacks

HPLC High performance liquid chromatography

kDa kilo Dalton

1 (ml, pl, nl) Liter (Milliliter, Mikroliter, Nanoliter)

LB-Medium Lysogeny broth Medium

LFQ Labelfreie Quantifizierung

M (mM, pM, nM) Mol (Millimol, Mikromol, Nanomol)

MEM Minimum essential medium

min Minute

NTA Nitrilotriacetic acid

NNBs Nickel-Nitriloessigsaure- Beads

PBS Phosphate buffered saline

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PDB Protein Data Bank

PCR Polymerase chain reaction

rsmd root-mean-square deviation of atomic positions

rpm revelations per minute



S Sekunde
S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae
SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SMBs Streptavidin magnetic beads

U Enzymeinheit

YPD Yeast extract peptone dextrose
YPDA Yeast extract peptone dextrose agar

Fiir Aminosduren wurde der Dreibuchstabencode der International Union of Biochemistry

sowie der von der JUPAC empfohlene Einbuchstabencode verwendet (http://www.chem.
gmul.ac.uk/iupac/AminoAcid).

10



1 Einleit ung

1.1 Das Endomembransystem, vesikuliarer Transport und
deren Regulation

Eine Grundvoraussetzung fiir die Existenz zelluldren Lebens ist die Kompartimentierung.
Erst die Abgrenzung eines Raumes von der Umwelt macht eine Zelle als kleinste Einheit
des Lebens identifizierbar und ermdglicht das Ablaufen chemischer Reaktionen in relativer
Unabhingigkeit der zelluliren Umwelt. 2 Die wesentliche Abgrenzung des Zellraumes von
der Umwelt wird bei allen bislang bekannten Zelltypen durch mindestens eine Zellmem-
bran realisiert. Diese kann bei einigen Prokaryoten und Pflanzenzellen durch eine zweite
Zellmembran oder eine Zellwand erganzt werden, welche den Zellen zusétzliche osmotische
Resistenz oder Stabilitdt verleihen konnen. Zellmembranen bestehen dabei aus einer
ein- oder doppelschichtigen Lipidmembran welche sich hauptséchlich aus Phospholipiden
zusammensetzt. Weitere hdufige Komponenten sind Sphingolipide, Cholesterin und in
die Membran eingelassene oder membranassoziierte Proteine.? Im Laufe der Evolution
haben sich bei Eukaryoten eine Vielzahl von weiteren membranbegrenzten Organellen wie
z.B. Chloroplasten, Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum, der Golgi-Apparat,
Lysosomen und Peroxisomen entwickelt, welche vermutlich teils durch Endosymbiose (wie
Choloroplasten und Mitochondrien), teils durch Genduplikation entstanden sind.?® Aus-
gehend von einem bereits existierenden Organell und der Annahme, dass die Identitét eines
Organells vornehmlich durch seine Membranknospungs- und Fusionsgene bestimmt wird,
konnte demnach die Duplikation der entsprechenden Gene zu neuen Organellen gefithrt
haben.® Die Entwicklung weiterer subzelluldrer Kompartimente erméglicht kompartiment-
spezifische Reaktionsbedingungen, was die funktionelle Spezialisierung der Organellen und
somit eine bessere Anpassung an Umweltbedingungen begiinstigt haben mag.? So ist etwa
der im Vergleich zum Zytosol saurere pH-Wert innerhalb der Lysosomen optimal fiir die
Funktion der lysosomalen Hydrolasen und erméglicht somit einen effizienten Abbau der
lysosomalen Substrate beispielsweise nach Phagozytose.? Mit Ausnahme des Zellkerns, der
Cholorplasten und der Mitochondrien wird das System aller membranbegrenzter Zellriume
als Endomembransystem bezeichnet.? Die Zusammenfassung dieser Organellen zu einem
System griindet sich in ihrer funktionellen Komplementaritdt und im membrantsen und
intraluminalen Stoffaustausch vermittels Transport von Membranvesikeln zwischen den
Organellen. So werden fiir die Exozytose bestimmte Proteine wie beispielsweise Zelloberfla-
chenrezeptoren an den Ribosomen des endoplasmatischen Rektikulums synthetisiert und
gefaltet, via Vesikel zum Golgi-Apparat transportiert und dort gegebenenfalls posttrans-
lational modifiziert und anschlieffend {iber Vesikel vom Golgi-Appart zur Zellmembran
transportiert. ’

Die Regulation des vesikuldren Transportes innerhalb des eukaryotischen Endomembran-
systems findet durch ein ebenfalls sehr komplexes System aus Proteinen statt. Wesentliche
Anforderungen an die Regulation des Endomembransystems sind etwa die Entstehung von
Transportvesikeln mit selektiertem Inhalt, der gerichtete Vesikeltransport, die spezifische
Erkennung der Zielmembran und die Fusion der Transportvesikel mit dieser sowie der
Erhalt der Organellzusammensetzung trotz des kontinuierlichen Vesikelaustausches. Eine
zentrale Gruppe von Proteinen, welche an allen genannten Prozessen beteiligt ist, sind
die sogenannten Rab-GTPasen.”
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Kapitel 1. Einleitung

1.2 Rab-GTPasen

Rab-GTPasen gehoren zur Ras-Superfamilie kleiner G-Proteine. IThre Bedeutung fiir den
Vesikeltransport wurde als erstes in Studien an der Backerhefe Saccharomyces cervisiae
erkannt. 1011 Mittlerweile ist bekannt, dass Rab-GTPasen eine evolutionir hoch kon-
servierte Gruppe von Proteinen sind, welche vermutlich in allen Eukaryoten zu finden
ist. 1213 Zentrales mechanistisches und namensgebendes Merkmal von G-Proteinen ist die
Fahigkeit, das Nukleotid GTP zu binden und zu GDP zu hydrolysieren. In Abhéngigkeit
des jeweiligen Nukleotidstatus weisen kleine G-Proteine eine unterschiedliche Konfor-
mation auf, welche die jeweiligen Funktionen vermittelt: GTP-gebunden kénnen sie mit
sogenannten Effektorproteinen interagieren und somit eine spezifische Funktion ausiiben.
Uber die koordinierte Bindung verschiedener Effektorproteine und die értlich regulierte
Aktivitat verschiedener Rab-GTPasen spielen diese eine Schliisselrolle bei der Regulation
aller fiir den Vesikeltransport relevanten Prozesse (Vgl. Abbildung 1.1).%!4
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{ © 7 \% N\
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% PtdIns kinase or \\
“ phosphatase = SNARE
/ @ ¢={ complex
g§ yﬁ A 7 O
/ & @ Sorting adaptor \ /

Donor membrane Acceptor membrane

Abbildung 1.1

Regulatorische Funktionen von Rab-GTPasen innerhalb des Vesikeltransportes. Rab-GTPasen
sind unter anderem beteiligt an der Entstehung von Transportvesikeln mit selektiertem Inhalt,
ihrem gerichteten Transport, der spezifischen Erkennung der Zielmembran und dem Andocken an
dieser, sowie der Fusion der Transportvesikel mit der Zielmembran. Beispiele fiir Effektorproteine,

welche von Rab-GTPasen zur Erfiillung dieser Funktionen rekrutiert werden, werden z.B. in?

diskutiert. Abbildung nachgedruckt mit Genehmingung aus!4.

Nach der Hydrolyse von GTP zu GDP gehen G-Proteine in den inaktiven Zustand iiber.
Aufgrund ihrer Fahigkeit einen aktiven oder inaktiven Zustand einzunehmen, werden
G-Proteine oft auch als ,,molekulare Schalter® bezeichnet. Die Ausiibung ihrer Funktion im
aktiven Zustand erfolgt membrangebunden. Zur Membranbindung besitzen Rab-GTPasen
einen Geranyl-geranyl Lipidanker an ihrem C-terminalen Ende.8*

Obwohl Rab-GTPasen die intrinsische Fahigkeit zur Hydrolyse von GTP zu GDP
und zum Austausch von GDP gegen GTP besitzen und prinzipiell selbst zwischen den
Aktivitatszustidnden alternieren konnten, ist der Ablauf dieser intrinsischen Reaktionen
verhiltnisméBig langsam. 16 Um die funktionellen Zustinde zeitlich und auch rdumlich
genau zu kontrollieren sind daher weitere Proteine notig: GEFs (engl. Abkiirzung von
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Kapitel 1. Einleitung

guanine nucleotide exchange factors), GAPs (engl. Abkiirzung von GTPase activating
proteins) und GDI (engl. Abkiirzung von GDP dissociation inhibitor).'” GEFs katalysieren
den Nukleotidaustausch kleiner G-Proteine indem sie iiber verschiedene Mechanismen
die Nukleotidbindung destabilisieren (z.B. durch Induktion einer Konformationsianderung
der Nukleotidbindetasche). Obwohl sich die Affinitdt von Rab-GTPasen zu GDP und
GTP kaum unterscheidet, erfolgt mit dem Nukleotidaustausch in vivo iiblicherweise eine
Bindung von GTP, da das intrazellulire Verhéltnis von GTP zu GDP bei etwa 10:1 liegt. '8
Da durch den GEF-katalysierten Nukleotidaustausch

somit ein Ubergang in den aktiven Zustand der GT-

Pase erfolgt, werden GEFs als Aktivatoren kleiner A@
GTPasen betrachtet. Obgleich unvollsténdig Verstan- SR
den und Gegenstand aktueller Diskussionen, scheinen

GEFs dariiber hinaus eine zentrale Bedeutung fiir

die korrekte intrazellulaire Membranlokalisation von

Rab-GTPasen, sowie fir den Erhalt der Membranzu-

sammensetzung von Organellen zu besitzen. 1120722

Fiir die zeitlich und rdumliche korrekte Begrenzung

der Aktivitdt von Rab-GTPasen ist die Stimulation °

Off
pt
&

ihrer Hydrolyseaktivitdt via GAPs essentiell. Dies er- 1

folgt in vielen bekannten Beispielen {iber die Insertion
einer Aminosdure in die Nukleotidbindetasche. Als
Tandem mit einer zweiten Aminoséure stabilisiert die-
se den Ubergangszustand der Hydrolyse und aktiviert
ein Wassermolekiil fiir den nukleophilen Angriff am
y-Phosphat des GTP.'® So besitzen GAPs mit einer
TBC-Doméne einen sogenannten ,, Arginin-Finger*,
welcher in die Nukleotidbindetasche insertiert wird
und zusammen mit einem Glutamin iiber genannten
Mechanismus die Hydrolyse von GTP zu GDP stimu-
liert. '8 Nach der Inaktivierung der Rab-GTPase wird
diese durch GDI aus der Membran extrahiert und ge-
bunden. Durch GDI gebundene Rab-GTPasen stellen
somit ein zytosolisches Reservoir zur Verfligung, aus

Abbildung 1.2

Aktivitdatszyklus von Rab-GTPasen.
Aus dem zytosolischen Reservoir GDI-
gebundener Rab-GTPasen erfolgt die
Membranlokalisation und Aktivierung
durch GEFs. Nach Ausiibung ihrer Funk-
tion iiber Effektorproteine erfolgt die In-
aktivierung der GTPasen tiber GAPs.
Inaktive GTPasen werden durch GDI
aus der Membran extrahiert, zytosolisch
gebunden und stehen zur erneuten Loka-
lisation und Aktivierung zur Verfiigung.
Abbildung nachgedruckt mit Genehmi-

gung aus '°
dem die erneute Membraninsertion und Aktivierung

am jeweiligen Funktionsort erfolgt.?? Die Abfolge aus
Aktivierung, Inaktivierung und GDI-Bindung kann als Aktivititszyklus der Rab-GTPase
bezeichnet werden (Vgl. Abbildung 1.2).

Das humane Genom enthélt Gene fiir iiber 60 Rab-GTPasen.®!? Abbildung 1.3 gibt
einen groben Uberblick iiber die humanen Rab-GTPasen und die durch sie regulierten
Transportpfade. Mittlerweile ist bekannt, dass die einzelnen Vesikeltransportpfade, welche
durch eine jeweilige Rab-GTPase reguliert werden, nicht unabhéngig voneinander sind.
Obwohl bislang erst teilweise experimentell bestétigt und die kinetischen Details noch
Gegenstand aktueller Diskussion sind, zeichnet sich das sogenannte ,, Kaskadenmodell“
als ein sehr attraktives Modell zum Verstédndnis der Interaktion von verschiedenen Ve-
sikeltransportpfade ab.%2?* Diesem Modell nach sind die Aktivitéitszyklen verschiedener
Rab-GTPasen, deren Transportpfade in Sequenz geschaltet sind, ebenfalls miteinander
gekoppelt. Diese Kopplung besteht nach dem Kaskadenmodell darin, dass in einer Sequenz
aus Rab-GTPasen die erste Rab-GTPase seinen Nachfolger aktiviert indem es dessen GEF
als Effektor rekrutiert und der aktivierte Nachfolger seinen Vorgéanger inaktiviert, indem
es dessen GAP als Effektor rekrutiert. In einer Sequenz Rab A —Rab B —Rab C wiirde
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Abbildung 1.3
Uberblick iiber die Lokalisation bekannter Rab-GTPasen und iiber die durch diese regulierten
Transportpfade. Abbildung nachgedruckt mit Genehmigung aus®.

demnach Rab A das GEF-Protein von Rab B rekrutieren und damit Rab B aktiveren. Rab
B wiirde nachfolgend Rab A durch Rekrutierung des entsprechenden GAPs inaktivieren
und Rab C durch Rekrutierung des entsprechenden GEF-Proteins aktiveren. Rab C wie-
derum wiirde Rab B durch Rekrutierung des entsprechenden GAPs inaktivieren. Zwischen
Aktivierung und Inaktivierung erfolgt die Ausiibung der Funktion iiber die Rekrutierung
spezifischer Effektorproteine. Beispiele fiir Teilkaskaden sind etwa die Rekrutierung des
GEFs Sec2 als Effektor der Rab-GTPase Ypt32 zur Aktivierung der Rab-GTPase Sec4
oder die Rekrutierung des GAPs Gypl durch die Rab-GTPase Ypt32 zur Inaktivierung
der Rab-GTPase Ypt1.%24

Obgleich einige Vesikeltransportpfade im Wesentlichen unabhéngig von anderen sind
und andere Organisationsprinzipien der Regulation mdéglich sind, liegt die Attraktivitét
des Kaskadenmodells insbesondere darin, dass dessen Generalisierung zu einem Modell
fihrt, in dem sequentiell verschaltete und zusammenhéngende Vesikeltransportpfade
regulierte Kreisldufe des intrazelluliren Membrantransportes ergeben kénnen. In welchem
Umfang dieses Modell zutrifft ist aktuell Gegenstand weiterer Forschungen.
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Kapitel 1. Einleitung

Molekulare Struktur kleiner Rab-GTPasen

Die molekulare Struktur kleiner GTPasen der Ras-Superfamilie ist gut untersucht. Das
gemeinsame strukturelle Grundmerkmal aller Vertreter dieser Gruppe ist die sogenannte
G-Domdne, welche sich im Falle von Ras und Rab aus 6 g-Faltbldttern und 5 a-Helices
zusammensetzt. Die G-Doméne wiederum setzt sich aus 5 konservierten Sequenzmotiven
(G1-G5) zusammen, welche an der Nukleotidbindung beteiligt sind '9:2527:

o G1: Das Motiv GxxxxGKS/T* ist an der Bindung der Nukleotidphosphate beteiligt
und wird daher auch P-loop (zu dt. P-Schleife) genannt.

o G2: Enthalt lediglich ein konserviertes Threonin und ist Teil der switch I (zu dt.
Schalter I) Region.

o G3: besteht aus dem Motiv DxxGQ und liegt am Beginn der switch II (zu dt. Schalter
IT) Region. Es ist am HyO-vermittelten Kontakt zu einem Mg?*-Ion beteiligt, welches
wichtig fiir Nukleotidbindung und Hydrolyse ist.

o G4: Das Motiv N/TKxD ist relevant fiir die Basenspezifitat kleiner GTPasen.

e G5: Enthélt ein konserviertes Alanin, welches ebenfalls fiir die Basenspezifitét
relevant ist.

Die molekulare Struktur von Rab-GTPasen ist in Abbildung 1.4 sowohl fiir die inaktive
als auch fiir aktive Konformation exemplarisch anhand der Rab-GTPase Ypt7 aus der
Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae dargestellt. Strukturelles Korrelat der funktionellen
Zustéande sind insbesondere die konformationellen Verdnderungen innerhalb der switch I
und switch II Regionen, welche durch Wechsel des Nukleotidstatus induziert werden. In
der GDP-gebundenen, inaktiven Konformation weisen diese Regionen eine hohe Flexibi-
litat auf, sodass hier keine geordnete Struktur zu erkennen ist (Vgl. Abbildung 1.4(a),
gepunktete Linien). In der GTP-gebundenen, aktiven Konformation hingegen nehmen sie
eine rigidere und geordnete Struktur ein (Vgl. Abbildung 1.4(b)). Strukturelle Untersu-
chungen haben gezeigt, dass in allen bislang bekannten Féllen die switch-Regionen ganz
oder zumindest teilweise an der Effektorbindung im aktiven Zustand von kleinen GTPasen
beteiligt sind, sodass das Einnehmen einer geordneten Struktur als Voraussetzung fiir die
Effektorinteraktion erscheint.??

Grundlage fir den Konformationsunterschied beim Wechsel zwischen den Aktivitatszu-
stdnden ist der sogenannte loaded-spring-Mechanismus (zu dt. Sprungfeder-Mechanismus).
Dem loaded-spring-Mechanismus zufolge sorgen im GTP-gebundenen Zustand Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen dem ~-Phosphat und den NH-Gruppen des konservierten
G2-Threonins und des G3-Glycins fiir das Heranziehen von switch I und switch II, sodass
switch-Regionen ~-Phosphat gleichsam wie durch eine Metallfeder unter ,,Spannung®
zusammengezogen werden. Dies induziert die Ausbildung der oben beschriebenen ver-
haltnisméBig starren Konformation der switch-Regionen (Vgl. Abbildung 1.5). Durch die
Hydrolyse wird das v-Phosphat abgespalten, sodass die Anziehung durch die Wasserstoff-
briickenbindungen entfillt und die switch-Regionen relaxieren und die fiir den inaktiven
Zustand typische flexible Konformation einnehmen kénnen. %2

*x bezeichnet eine beliebige Aminosédure.
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(b) Konformation des aktiven Zustandes

Abbildung 1.4

Struktur von Rab-GTPasen anhand des Beispieles Ypt7 aus S. cerevisiae. (a) zeigt die Konformation
der inaktiven, mit GDP beladenen Rab-GTPase Ypt7 (PDB Zugangsnummer 1KY3). Die Regionen
switch I und switch I weisen in der inaktiven Konformation eine hohe Flexibilitat auf, sodass hier
keine geordnete Struktur zu erkennen ist (gepunktete Linien). (b) zeigt die aktive Konformation
der mit dem nicht-hydrolysierbaren GTP-Analogon GppNHp beladenen Rab-GTPase Ypt7 (PDB
Zugangsnummer 1KY?2). In der aktiven Konformation zeigen die Regionen switch I und switch IT
eine rigide und geordnete Struktur, welche Voraussetzung fiir die Interaktion mit Effektorproteinen
ist.
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Kapitel 1. Einleitung

1.3 Pathobiochemische Relevanz

In Anbetracht der Vielfalt der durch Rab-
GTPasen regulierten Transportprozesse, welche
zudem diverse intrazellulare Signalkaskaden di-
rekt oder indirekt beeinflussen 128 ist es nicht
verwunderlich, dass Rab-GTPasen sowie deren
Regulatoren und Interaktionspartner in einer
groflen Zahl von pathophysiologischen Prozes-
sen involviert sind. Das Spektrum der Krankhei-
ten, in deren Pathophysiologie Rab-GTPasen
eine Rolle spielen, reicht von hereditidren Er-
krankungen wie dem Noonan-Syndrom oder
der X-chromosomalen mentalen Retardierung,
iiber r.leurodegeneratlve Er.krankungen.vvle d(?r Abbildung 1.5
Alzheimer-Demenz, Infektionskrankheiten wie Darstellung des loaded-spring-Mechanismus. Im
der Legionellose, bis hin zu Tumorerkrankun- GTP-gebundenen Zustand sorgen Wasserstoff-
gen. 29 Entsprechend der Vielzahl dieser Enti- briickenbindungen zum y-Phosphat fiir eine ri-
titen kann das Netzwerk der Rab-GTPasen an gide Konformation der switch-Regionen. Wird
N . das y-Phosphat abgespalten, entfallen die Anzie-

unterschiedlichen Punk't.en dysreguliert werden: hungskriifte, die switch-Regionen relaxieren. Ab-
Mutationen oder eine Uber- oder Unterexpres- hildung nachgedruckt mit Genehmigung aus?.
sion von Rab-GTPasen oder deren Interaktions- (From "Vetter L.R. and Wittinghofer A. The gua-
partnern konnen ebenso eine abnorme Uber- wie nine nucleotide-binding switch in three dimensi-
Unteraktivitit der entsprechenden Prozesse be- :VrlltshS;;f;i;i?gjfgfigsf)l 304, 2001 Reprinted
dingen. Eine evolutionédr besonders interessante
Moéglichkeit ist die Fehlregulation durch bakterielle Regulatoren von Rab-GTPasen des
befallenen Wirtes, welche durch Eingriff in die zelluldren Transportprozesse beispielsweise
den lysosomalen Abbau phagozytierter Bakterien verhindern.3°

Die theoretischen pharmakologischen Interventionsméglichkeiten sind ebenfalls betrécht-
lich: die Inhibition der Prenylierung kénnte die Membranlokalisation der Rab-GTPasen
verhindern, Inhibitoren von GAPs oder GEFs konnten die Aktivitdt der zugehorigen
Rab-GTPasen je nach Anforderung steigern oder senken.? Eine weitere Moglichkeit, deren
Umsetzung in vitro erst kiirzlich gelungen ist, ist die direkte Inhibition der Interaktion
von Rab-GTPasen und Effektoren.®! Trotz der theoretisch vielen Moglichkeiten gibt es
noch sehr wenige pharmakologische Interventionswerkzeuge, sodass das therapeutische
Potential der Beeinflussung von Rab-GTPasen bislang kaum nutzbar ist.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Fir das Studium der Funktion kleiner GTPasen ist es essentiell, experimentelle Beobach-
tungen auf einen bestimmten Aktivitdtszustand zuriickfiihren zu kénnen. Hierzu ist in
vitro das Verwenden nicht-hydrolysierbarer Nukleotidanaloga wie GppNHp moglich. In
vivo konnen solche Analoga jedoch durch intrazellular vorhandene Nukleotide ausgetauscht
werden, sodass eine Kontrolle des Nukleotidstatus somit nicht méglich ist. Alternative
Strategien zur Erstellung konstitutiv aktiver oder inaktiver kleiner GTPasen mittels orts-
pezifischer Mutagenese kénnen je nach Rab-GTPase unterschiedlich effektiv sein und sogar
unerwiinschterweise den gegenteiligen Effekt bewirken.3? Um sichere Kontrolle iiber den
Nukleotidstatus zu erlangen, wurden daher in der Arbeitsgruppe von Prof. Roger Goody
neuartige Nukleotidanaloga entwickelt, welche durch einen Kohlenstoff-Linker mit einer
endstidndigen reaktiven Acrylamid-Funktion (Vgl. Abbildung 2.1) kovalent an ein mittels
Mutagenese eingefiigtes Cystein in der Nukleotidbindetasche kleiner GTPasen gebunden
werden konnen. Dies verhindert einen Austausch und stellt sicher, dass das Protein in
einem definierten Nukleotidstatus arretiert wird. Neben der Etablierung eines Protokolls
zur Synthese dieser Nukleotidanaloga haben Vorarbeiten in dieser Arbeitsgruppe bereits
gezeigt, dass diese Nukleotidanaloga nicht mit der Funktion kleiner GTPasen hinsichtlich
der Interaktion mit Proteinen wie Effektoren, GDI, GAPs oder GGTasen interferiert.
Ergianzend haben strukturbiologische Untersuchungen in dieser Gruppe bereits gezeigt,
dass die Rab-GTPase Ypt7 durch die Modifikation mit acryl-GDP keine relevanten struk-
turellen Verdnderungen erfihrt. Ein noch ausstehendes Desiderat ist die Bestimmung
der Struktur einer mit acryl-GTP modifizierten kleinen GTPase, da die Konformation
GTP-gebundener kleiner GTPasen, wie eingangs erldutert, von hoher Relevanz fiir die
Interaktion mit Effektoren ist. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, die Struktur einer mit
acryl-GTP modifizierten kleinen GTPase zu bestimmen.

C')H i X = 0 (aGTP)
_ =0(a ,
HO_F."OO </N | NH NH (aGppNHp)
X\ ’r W ,O /)\
’P\O/P\ 0 N N NH
HO OH ol ey '
: ') :
HO OH ! NJJ\/ 5

Abbildung 2.1
Strukturformel von Acrylnukleotiden. Abbildung mit Genehmigung aus?3.

Fiir das Verstdndnis der Funktion einer Rab-GTPase ist es notwendig, auch den Kon-
text seiner Regulation zu kennen. Obwohl iiber 60 humane Rab-GTPasen bekannt sind,
weifl man jedoch vergleichsweise wenig iiber ihre Regulation durch GEFs, da bislang
nur relativ wenige Rab-GEFs identifiziert worden sind (Vgl. Abbildung 2.2 und Ta-
belle 2.1). Die Heterogenitit ihrer Sequenz und Struktur!® erschwert zudem eine in
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Kapitel 2. Fragestellung und Zielsetzung

silico Identifikation weiterer Rab-GEFs iiber die Suche nach verwandten Genen im
Genom. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher, ein Protokoll fir die Identifi-
kation von bislang unbekannten Rab-GEFs zu etablieren. Ausgangspunkt hierfiir stellt
der Mechanismus der durch GEFs katalysierten Nukleotidaustauschreaktion dar!®2?:
ausgehend von einem binéren Rab/Nukleotid-
Komplex kommt durch Bindung des GEFs
ein terndrer Rab/Nukleotid/ GEF-Komplex
zustande. Durch das GEF-induzierte Loslo-
sen des Nukleotides entsteht iibergangswei-
se ein bindrer Rab/GEF-Komplex. Durch
erneute Bindung eines Nukleotids kommt )
es wiederum zu einem ternidren Komplex. pebt9
Mit Ablosung des GEFs endet die Aus- Raba2/43
tauschreaktion und es entsteht schlie3- "

lich wieder ein bindrer Rab/Nukleotid-
Komplex. In dieser prinzipiell auch rever-
siblen Reaktion stellt der nukleotidfreie
Rab/GEF-Komplex den Ubergangszustand
dar, in welchem Rab-GTPase und GEF
die grofite Affinitdt zueinander haben. Dies
lasst sich potentiell fiir die Entwicklung ei- Abbildung 2.2

nes Protokolls zur Anreicherung von GEFs Grafische Darstellung des Verhéltnisses der Anzahl

ausnutzen. Durch Verwendung von alkali- humaner Rab-GTPasen (jeweils nur die A-isoform)
zur Anzahl bekannter GEFs. Abbildung aus®*.

]
2
o
c

ggqed
)

schen Phosphatasen ist es moglich, Nukleo-
tide durch Hydrolyse der Phosphatgruppen vollstdndig zu Nukleosiden umzuwandeln.
Exponiert man immobilisierte Rab-GTPasen mit durch alkalische Phosphatase von Nu-
kleotiden befreitem Zelllysat, bilden sich der Theorie nach daher préaferentiell hochaffine
Rab/GEF-Komplexe. Nach Anreicherung der GEFs und Entfernung der Phosphatasen
lieBen sich die GEFs durch Zugabe von Nukleotiden wie GTP spezifisch eluieren und
anschliefend identifizieren. Erste Versuche von Timon Friese haben zeigen kénnen, dass
dieses Anreicherungsprinzip mit bekannten, rekombinant exprimierten und aufgereinigten
Einzelkomponenten sehr gut funktioniert.?> Ein Ziel dieser Arbeit ist es daher einerseits,
das zugrundeliegende Protokoll so weiterzuentwickeln und zu optimieren, dass sich mit
ihm auch endogen exprimierte GEFs aus zelluldren Lysaten anreichern lassen. Andererseits
soll das Protokoll auch um die massenspektrometrische Identifikation der angereicherten
Proteine und um einen kinetischen Validierungsansatz der Nukleotidaustauschaktivitat
der angereicherten GEFs erweitert werden.
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Tabelle 2.1

Liste humaner Rab-GEFs sortiert nach bekannten Gruppen. Tabelle modifiziert nach3*.

DENND-Doménen GEFs Substrate Referenzen
DENNDIA,B Rab35 36-38
DENNDI1C Rab35, Rab13 37,39
DENND2A Rab9 37
DENND2B Rab9, Rab13 87,40
DENND2C,D Rab9 37
DENND3 Rab12 37,41
DENND4A ,B,C Rab10 37
DENNDS5A,B Rab39 37
DENNDG6A,B Rab14 42
SBF1,SBF2 Rab28 37
MADD Rab3, Rab27 87,43,44
DENND-&hnliche GEFs
FLCN Rab35 45
Vps9-Doméanen GEFs
RABGEF1 (Rabex-5) Rab5, Rab17, Rab21 37,46-48
GAPVD1 (Gapex-5) Rab5, Rab22B/31 49-51
RIN1,RIN2,RIN3 Rab5, Rab22B/31 52-55
RINL Rab5, Rab2l, Rab22A, 5657
Rab22B/31
ALS2, ALS2CL Rab5, Rab22B/31 55,58-60
ANKRD27 (Varp) Rab21 61,62
Andere GEFs
Trapp-Komplex Rabl (in S. cerevisiae Yptlp 636
und Ypt31/32p)
MON1a/CCZ1 (Heterodimer) Rab7 (in S. cerevisiae Ypt7p) 66:67
HPS1/HPS4 (Heterodimer) Rab32, Rab38 67
Rab3GAP1/Rab3GAP2 (Heterodimer) Rabl8 68
RIC1/RGP1 (Heterodimer) Rab6 (in S. cerevisiae Ypt6p) 6970
Rab3IP (Homodimer) Rab8 m
Rab3IL1 (Homodimer) Rab8, Rab3 87,72
RPGR Rabs8 3
REI-1 Rabl1 &
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Chemikalien

Die folgende Tabelle gibt die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien samt Herstel-

ler /Lieferanten an.

Tabelle 3.1

Chemikalien

Hersteller /Lieferant

Substanz

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Difco Voigt Global Distribution Inc., La-
wrence, USA

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Jena Bioscience, Jena, Deutschland

Acrylamide 4K-Solution (30%, Mix 37.5
: 1), Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid
(IPTG), Salzsdure (HC1) 25 %, Silberni-
trat

Formaldehyd 37%, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES),
Lithiumchlorid (LiCl), Tetramethyle-
thylendiamin (TEMED), Trifluores-
sigsdure (TFA), Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris)

Bacto-Agar, Bacto-Trypton, Hefeextrakt

Dithioerythritol (DTE),Dithio-D,L-
Threitol (DTT), Ethylendiamintetraes-
sigsdure (EDTA), Natriumlaurylsulfat
(SDS)

2’-0-(N-methyl-anthraniloyl)-
desoxyguanosin- 5’-diphosphat (mant-
dGDP)
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Hersteller /Lieferant Substanz

J.T. Baker/Mallinckrodt Baker B.V., Ameisensdure, Kaliumdihydrogenphos-

Deventer, Niederlande phat (KH3PO,4), Magnesiumchlorid
(MgCly), Natronlauge 2M (NaOH),

LGC Promochem, Wesel, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich

Serva, Feinbiochemica GmbH & Co.,
Heidelberg, Deutschland

Fluka/Sigma Aldrich, Miinchen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

VWR International, Radnor, USA

Salzsdure 1M, Harnstoff

Acetonitril (AcN)

Imidazol
Natriumdihydrogenphosphat (NaHyPOy)

Ammoniumperoxodisulfat (APS),
Coomassie Brilliant Blue R 250, Phe-
nylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
[-Mercaptoethanol

Aceton,  Acetonitril  (HPLC-grade),
Guanosin-5’-monophosphat (GMP),
Guanosin-5’-diphosphat (GDP),
Guanosin-5’-triphosphat (GTP),

Guanosin-5'-(3, y-imido)-triphosphat
(GppNHp), Natriumchlorid (NaCl),
Natriumdesoxycholat, Trichloressigsaure
(TCA), Tris-(2-Carboxyethyl)-phosphin
(TCEP)

Coomassie Protein Assay Reagenz, Etha-

nol absolut, EZ-Link® Maleimide-PEGo-
Biotin

Methanol
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3.1.2 Haufig verwendete Losungen, Nihrmedien und Zusitze

Die folgende Tabelle listet einige sehr hdufig verwendete Losungen, Puffer und Ndhrmedien
samt Zusédtze auf. Selbstangesetzte Losungen wurden sdmtlich mit ddHoO angesetzt.

Tabelle 3.2

Héufig verwendete Losungen und Néhrmedien

Losung/Medium

Zusammensetzung/Hersteller

SDS-Sammelgelpuffer
SDS-Trenngelpuffer

SDS-Laufpuffer

SDS-Farbelosung

SDS-Probenpuffer (2x)

PBS 20x

LB-Fliissigmedium

LB-Festagarplatten

SOC-Fliissigmedium

MEM-Medium mit nicht-essentiellen Ami-
nosduren (100x), Fetales Kalberserum
(FCS), L-Glutamin 200 mM

0.5 M Tris pH 6.8, 0.4% (w/v) SDS
1.5 M Tris pH 8.8, 0.4% (w/v) SDS

25 mM Tris, 190 mM Glycin, 0.1% (w/v)
SDS

44% (v/v) Ethanol, 12% (v/v) Essigséure,
0.15% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R
250

100 mM Tris pH 6.8, 4% (w/v) SDS, 20%
(v/v) Glycerol, 0.2% Bromphenolblau, 5%
(v/v) p-Mercaptoethanol

2.74 M NaCl, 54 mM KCI, 200 mM
NagHPO4, 35 mM KH2P04, pH 7.0

10 g/1 Bacto-Trypton, 10 g/1 NaCl, 5 g/1
Hefeextrakt, pH 7.2

10 g/1 Bacto-Trypton, 10 g/l NaCl, 5 g/1
Hefeextrakt, 16 g/1 Bacto-Agar, pH 7.2

20 g/1 Bacto-Trypton, 0.5 g/l NaCl, 2.5
mM KCI, 10 mM MgCls, 20 mM Glucose,
pH 7.0

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
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3.1.3 Verwendete Bakterien- und Hefestamme sowie Zelllinien

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien- und Hefestdmme sowie
eukaryotische Zelllinien aufgelistet.

Tabelle 3.3

Bakterien-/Hefestimme und Zelllinien

Stamm /Linie Genotyp/Spezifikationen  Hersteller/Lieferant
E. Coli BL21 (DE3) B F- ompT hsdS (rB- mB-) Merck, Darmstadt,
dem+ Tet” gal A\(DE3) Deutschland

E. Coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL

E. Coli OmniMAX™2 T1
Phage-Resistant Chemical-
ly Competent Cells

Wildtyp

S.  cerevisiae
Stamm BJ5459

HeLa (ATCC® CCL2™)

B F- ompT hsdS (rB- mB-
) dem+ Tet” gal A(DE3)
endA Hte [arqU ileY leu W
(Cam”)]

F’ {proAB lacl? lacZAM15
Tnl0(Tet”)  A(ccdAB)}
merA - A(mrr hsdRMS-
merBC) @ 80(lacZ)AM15
A4(lacZYA-argF)U169
endAl recAl supk44 thi-1
gyrA96 relAl tonA panD

MATa ura3-52 trpl
lys2-801 leu2-deltal
his3-delta200 pep4::HIS3
prbl-deltal.6R canl GAL

Ursprung: humanes Cervix-
Adenocarcinom, adhérent
wachsend, enthalten HPV-
18 DNA-Sequenzen

Stratagene/Agilent, Wald-
bronn, Deutschland

Invitrogen life technologies,
Carlsbad, USA

ATCC, Manassas, USA

ATCC, Manassas, USA
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3.1.4 Molekularbiologische Materialien
Plasmide

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Tabelle 3.4
Plasmide

Kodiertes Protein Konstrukt Ursprung
Ypt71_182 Q35C Q68L 3692 pET19 mod Ypt7 AG Goody, MPI Dortmund

1-182 Q35C Q68L
Ypt71_182 Q35C K381 3705 pET19 mod Ypt7 diese Arbeit
Q68L 1-182 Q35C K381 Q68L
Ypt7i_182 Q35C A39S 3712 pET19 mod Ypt7 diese Arbeit
Q68L 1-182 Q35C A39S Q68L
Ypt71_182 Q35C K381 3704 pET19 mod Ypt7 diese Arbeit
A39S Q68L 1-182 Q35C K381 A39S

Q68L
Rablb L125C 2662 pMAL Rablb L125C AG Goody, MPI Dortmund
Secd CVIL 2989 Sec4d CVIL AG Goody, MPI Dortmund
Rab7 1325 AG Goody, MPI Dortmund
Ypt10q 3835 pOPIN Ypt10g DPF, MPI Dortmund

Kits

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten molekularbiologischen Kits aufge-
listet.

Tabelle 3.5

molekularbiologische Kits

Kit Hersteller

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

QuikChange II XL Site-directed Mutage- Stratagene/Agilent, Waldbronn, Deutsch-
nesis Kit land

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Life Technologies, Darmstadt, Deutsch-
Kit land
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Enzyme & Groflenstandarts

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Grofienstandards
aufgelistet.

Tabelle 3.6

Enzyme und Groélenstandards

Substanz

Hersteller

Alkalische Phosphatase (aus Kéalberdarm)

Albumin Standard (Bovines Serumalbu-
min)

Low Molecular Weight Groflenstandard
fir SDS-Gelelektrophorese

PreScission Protease, TEV-Protease

Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix
Trypsin/EDTA fiir Zellkultur

Trypsin aus porzinem Pankreas, geeignet
fiir Proteomics

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-
land

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Dortmund Protein Facility, Max Planck
Institut fir Molekulare Physiologie, Dort-
mund, Deutschland

Finnzymes, Vantaa, Finnland
Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
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3.1.5 Sonstige Materialien

Die sonstigen, in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind in der folgenden Tabelle

aufgelistet.
Tabelle 3.7
Sonstige Materialien
Material Hersteller

Amicon Ultra Zentrifugalkonzentratoren
(MWCO 10 kDa)

Bottle-top Filter

Elektroporationskiivetten 2mm

Empore™2215-C18 Solid Phase Extracti-
on Disc

Kristallisationsplatten V-shape 96 wells

Kristallisationsplatten Corning Next Ge-
neration CrystallEX Microplates 3350

Kristallisationsplatten Corning 96 well
protein crystallization plates

Kristallisationsplatten SuperClear Pregre-
ased 24 Well Plates

NAP-5 Gelfiltrationssaulen

Reaktionsgefédfle mit 0.5/1.5/2 ml Volu-

men

Pipettenspitzen 1-10/20-200/100-1000 pl

P-81 Filterpapier

Kunststoffkiivetten, Schraubrohren 15/50
ml, sterile Plastikpipetten

Zellkulturflaschen 75/175 cm? yl

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Nalgene Labware, Roskilde, Danemark

PeqLab Biotechnology, Erlangen, Deutsch-
land

3M, Eagan, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

Corning, New York, USA

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Crystalgen, Commack, USA

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe, Deutsch-
land
Whatman International, Kent, UK

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
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3.1.6 Instrumente

Die folgende Tabelle gibt die in dieser Arbeit verwendeten Instrumente an.

Tabelle 3.8

Instrumente

Instrumente

Hersteller

Allegra X15-R Zentrifuge, Avanti J-20 XP
Zentrifuge (Rotor JLA 8.1000 und JA
25.50), DU 650 Spektrophotometer, Opti-
ma L-70K Ultrazentrifuge (Rotor Ti-45),
Zellzdahler Vi-Cell XR

HPLC-System bestehend aus Waters 600S
Controller, Waters 626 Pumpe, Waters
717plus Autosampler und Waters 2487 Du-
al A Absorbance Detector

Pipetten 2.5/20/200/1000 pl, Thermomi-
xer comfort, Tischzentrifugen Eppendorf
5415 C und D

AKTAprime plus FPLC-Anlage, Hi-Load
Superdex 75/200, 16/60 und 26/60 prep
grade Sdulen

Brutschrank ED 115

Brutschrank NuAire Autoflow-Inkubator

HT Minitron und HT Multitron Schiitte-
linkubatoren

PowerPac Basic Spannungsquelle, Micro-
Pulser, SDS-Laufkammer Mini-Protean-3
System, MJ Research PCR-cycler PTC-
200

Rock Imager 1000
MICROSTAR Roéntgenquelle

MicroMax™-007 HF Rontgenquelle

Beckman Coulter, Brea, USA

Waters Corporation, Milford, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland
NuAire, Plymouth, USA

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

BioRad Laboratories, Miinchen, Deutsch-
land

Formulatrix, Waltham, USA
Bruker AXS, Madison, USA

Rigaku, Texas, USA
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Instrumente

Hersteller

Mosquito® liquid handling Kristallisati-
onsroboter

96-Kanal Pipettierer Liquidator96

Mar345 Image Plate Detektor
Microfluidizer M-100S
French®Press Laboratory Press

pH-Meter 761 Calimatic

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer

Pipettierrobotor QIAcube

HPLC-Pumpe System 525

UV-visible Detektor SPD-6AV, C-R6a
Cromatopac Schreiber

Préazisionswaage Kern 572
Analysenwaage AM100
Agilent 1100 Series HPLC System

Finnigan LCQ Advantage Max Massen-
spektrometer

Gerate fur die hochauflosende Massen-
spektrometrie

Mikroskop Leica DM-IRB
FluoroMax-3 Fluoreszenzspektrometer

SpeedVac Plus SC110A

TTP LabTech, Melbourn, UK

Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach,
Deutschland

Marresearch, Norderstedt, Deutschland
Microfluidics, Newton, USA
Thermo IEC, Needham, USA

Knick Elektronische Messgeréte, Berlin,
Deutschland

PeqLab Biotechnology, Erlangen, Deutsch-
land

Qiagen, Hilden, Deutschland

Bio-Tek Kontron Instruments, Neufahrn,
Deutschland

Latek Labortechnik-Gerédte, Heidelberg,
Deutschland

Kern & Sohn, Balingen, Deutschland
Mettler Toledo, Giessen, Deutschland
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vgl. 3.6.5

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Horiba Jobin Yvon, Edison, USA

Savant, Holbrook, USA
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA wurde die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase
chain reaction, PCR) eingesetzt. Hierbei bedient man sich in wvitro des Prinzips des
zelluldren DNA-Syntheseapparates, indem die zu vervielfaltigende DNA (das Templat)
von einer rekombinant hergestellten DNA-Polymerase durch wiederholte Synthesezyklen
bis zur gewiinschten Menge vervielfédltigt wurde. Die Synthesezyklen setzen sich aus drei
Phasen zusammen, die zu Beginn eines jeden Zyklus in der selben Reihenfolge wiederholt
durchlaufen werden.

In der ersten Phase wird das Templat durch Erhitzung denaturiert, sodass die Was-
serstoffbriickenbindungen zwischen den Basen aufgelést und damit der Doppelstrang der
DNA getrennt wird. In der zweiten Phase, dem Annealing (zu dt. Abkiihlung), wird die
Reaktionslosung soweit abgekiihlt, dass sequenzspezifische Oligonukleotide (engl. Primer),
welche die Polymerase zur Initiierung der Synthese benétigt, mit den komplementéren Nu-
kleotidsequenzen des zu replizierenden Strang des Templates hybridisieren konnen. In der
letzten Phase, der Elongationsphase, wird die Temperatur auf das Reaktionsoptimum der
Polymerase erh6ht. Diese katalysiert sodann die Vervielfaltigung des Templats durch das
beim 3’-OH-Ende des Oligonukleotids beginnende serielle kovalente Aneinanderkniipfen
der zum Templat komplementidren Desoxynucleosidtriphosphate.

Die folgenden Angaben beschreiben die verwendeten Reagenzien und das Reaktionspro-
gramm fiir die PCR.

Tabelle 3.9
PCR

Reagenzien und Reaktionsprogramm

In ein PCR-Reaktionsgefaf:

20 ng Templat je 1 pM komplementéare Oligonukleotide
25 nl 2x Phusion High-Fidelity Mastermix

zu 50 pl ddHsO

30 s 98°C

10s 98°C

30 s 50-65°C (30x)
30 s /1000 bp 72°C

10 min 72°C

o0 4°C

Abweichungen von den hiesigen Angaben bei speziellen Anwendungen und Varianten der
PCR werden in den jeweiligen Kapiteln gesondert behandelt.

3.2.2 Ortsspezifische Mutagenese bei Plasmid-DNA mittels
modfizierter Oligonukleotide

Um Mutanten rekombinanter Proteine herzustellen, wurden die Expressionsvektoren der
Proteine mittels ortsspezifischer Mutagenese modifiziert. Die in dieser Arbeit verwendeten
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Punktmutationen wurden hierbei durch modifizierte Oligonukleotide eingefiihrt, die
an definierter Stelle statt des fiir die Ausgangsaminosdure codierenden Basentripletts,
ein Triplett fiir die Zielaminosdure tragen. Die einzelnen Schritte wurden dabei mit
dem QuikChange IT XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene/Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Erfolg der Mutagenese
wurde durch Sequenzierung tiberpriift.

3.2.3 DNA-Sequenzierung

Zur Bestimmung von DNA-Sequenzen wurde eine nach Sanger modifizierte Methode
verwendet. Die Durchfithrung erfolgte mit dem BigDye Terminater v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland), die Reinigung der Proben mit dem
DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Fiir die Sequenzierungs PCR wurde
die in Tabelle 3.10 beschriebene Vorgehensweise gewéhlt.

Tabelle 3.10
Sequenzierungs PCR

Reagenzien und Reaktionsprogramm

In ein PCR-Reaktionsgefaf:

0.5-1 pg Template je 100 pmol komplementére Primer
4 nl BigDyeDesoxy terminator mix

zu 10 pl ddH2O

1 min 96°C

15 s 96°C

15s 42°C (25x)
4 min 60°C

o0 4°C

Die Messung der Proben erfolgte durch die Sequenzierungseinrichtung des Max-Planck-
Instituts fir molekulare Physiologie (Dortmund).

3.2.4 Priparation und Reinigung von Plasmid-DNA

Zur Extraktion von Plasmid-DNA aus wie in 3.4.2 beschrieben kultivierten Zellen, wurde
ein QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben
verwendet. Alternativ wurde die Extraktion bei grofier Probenzahl mittels eines QIAcubes
(Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung von HeLa-Zellen

Zur spiteren Lyse wurden HeLa-Zellen bis zur maximal 47ten Passage in 75cm? oder
175cm? Zellkulturflaschen der Firma Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA) kulti-
viert. Die Zellen wurden in MEM-Nahrmedium mit 10% fetalem Kalberserum, 1mM
Glutamin und 1% nicht-essentiellen Aminosduren bei 37°C in einem Inkubator (NuAire
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Autoflow-Inkubator, NuAire, Plymouth, USA) unter 5% COy und wasserdampfgesattig-
ter Atmosphére bis zu einer Konfluenz von etwa 90% herangezogen und anschliefend
entweder lysiert oder geteilt und in neue Flaschen iiberfithrt. Der Wachstumsfortschritt
und eventuelle Kontaminationen wurde lichtmikroskopisch kontrolliert (Leica DM-IRB
Mikroskop, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland).

Das Nahrmedium wurde bis zur Teilung oder Lyse jeden zweiten Tag gewechselt.
Zur Loslosung von der Substratoberfliche wurden die Zellen etwa 5 Minuten mit 1 ml
Trypsin/EDTA inkubiert und anschliefend 10°-10° Zellen in eine neue Kulturflasche
iiberfithrt und, je nach Flaschengréfle, in 12 oder 20 ml des genannten Ndhrmediums
resuspendiert. Die Bestimmung der Zellanzahl erfolgte mittels eines Zellzahlers (Vi-Cell
XR, Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) nach Zugabe von Trypanblau.

3.3.2 Herstellung von HeLa-Zelllysat

Zur Herstellung des HelLa-Zelllysates fiir die im Folgenden beschriebenen Pulldown-
Experimente wurden konfluent bewachsene 75 cm? oder 175 cm? Zellkulturflaschen
verwendet. Nach Entnahme des Nahrmediums wurden die Zellen mit 1-2 ml PBS pH
7 gewaschen und im Anschluss 1 ml Lysepuffer zu den 75 cm? Flaschen und 2 ml
Lysepuffer zu den 175 cm? Flaschen gegeben. Die Zellkulturen wurden 20 Minuten mit
dem Lysepuffer bei 4°C und zwischenzeitigem, kurzem Vortexen inkubiert. Hiernach
wurden die am Flaschenboden verbliebenen Zellen mit einem Zellkratzer gelost. Um die
bei der Lyse entstandenen unloslichen Zell- und Organellfragmente zu entfernen, wurde
das Lysat fiir 20 Minuten bei 4°C in einer Eppendorf Tischzentrifuge bei 13000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf Gefif} iiberfiihrt. Im Anschluss
wurde die Gesamtproteinkonzentration des abzentrifugierten Lysates mittels Bradford-Test
bestimmt (i.d.R. zwischen 1-2 mg/ml) und das Lysat in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80°C gelagert.
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3.4 Mikrobiologische Methoden

3.4.1 Transformation elektro- oder hitzekompetenter Escherichia
coli-Zellen

Zur Uberexpression von rekombinanten Proteinen oder zur Amplifikation von Plasmiden
muss die Plasmid-DNA zunéchst in die E.coli-Zellen insertiert werden. Hierzu wurden
diese, je nach Kompetenz des Bakterienstammes, mittels Elektroporation oder Hitzeschock
transformiert. Dabei wurde wie im Folgenden beschrieben vorgegangen:
Hitzeschocktransformation

Unmittelbar nach dem Auftauen der hitzekompetenten Zellen wurden 5 pl Plasmid-DNA
(50 - 200 ng) zu 100 pl Zellen gegeben und fiir etwa 25 Minuten auf Eis gelagert. Danach
wurden sie fiir 1 Minute und 15 Sekunden bei 42°C zur Permeabilisierung der Zellmembran
erhitzt und anschlielend fiir weitere 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 900
nl SOC-Medium wurden die Zellen fiir 45 Minuten bei 37°C und unter Schiitteln bei 750
rpm inkubiert. Im Anschluss daran wurde der Inkubationsansatz fiir 3 Minuten bei 3000
rpm in einer Tischzentrifuge pellettiert. Von dem Uberstand wurden 900 pl verworfen.
Das Pellett wurde im verbleibenden Uberstand resuspendiert und auf eine LB-Platte mit
Selektionsmarkern ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

FElektroporation

Zur Transformation elektrokompetenter Zellen wurden 2 pul Plasmid-DNA (20 - 80 ng)
zu 100 pl Zellen gegeben, welche hiernach in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette
iiberfithrt wurden. Durch einen kurzen Stromimpuls hoher Spannung (Spannung 1.8 kV,
Widerstand 200 2, Kapazitat 25 nF) wurde die Zellmembran temporar permeablisiert,
was die Aufnahme der Plasmid-DNA ermoglicht. Direkt nach dem Impuls wurde 1 ml
LB-Medium zu den Zellen gegeben welche dann fiir 45 Minuten bei 37°C und unter
Schiitteln bei 750 rpm inkubiert wurden. Im Anschluss daran wurden die Zellen wie bei
der Hitzeschocktransformation beschrieben abzentrifugiert und ausplattiert.

3.4.2 Kultivierung von Escherichia coli-Zellen und anschlieflend
induzierte Proteinexpression

Fiir die spatere Expression von rekombinanten Proteinen wurden die E.coli-Zellen (Stamm
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL oder BL21 (DE3)) nach Transformation von der LB-Platte
in 1 ml LB-Medium aufgenommen und in 5 1 LB-Medium mit Zusatz von 5 ml Ampicillin
(125 mg/ml) und 5 ml Chloramphenicol (34 mg/ml) iiberfiihrt. Der Ansatz wurde bei
37°C und 190 rpm inkubiert und bis zu einer ODggopnym von 0.6 - 0.9 kultiviert. Zur
abschliefenden Reduktion des Wachstums wurde der Ansatz fiir 30 Minuten bei 4°C
abgekiihlt.

Die Induktion der heterologen Proteinexpression einer Kultur erfolgte durch die Zugabe
von 0.2 mM IPTG. Anschlielend wurde die Kultur {iber Nacht bei 20°C und 190 rpm
weiter inkubiert. Im Anschluss an die Expression wurden die Zellen in einer Avanti J-20
XP Zentrifuge unter Verwendung eines JLA 8.100er Rotors fiir 30 Minuten bei 4°C und
5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in Falcontubes
gesammelt, mit PBS gewaschen und anschliefend wiederum in einer Laborzentrifuge fiir
15 Minuten bei 4°C und 4000 rpm abzentrifugiert wobei der Uberstand verworfen wurde.
Die gewaschenen Zellen wurden zum anschliefenden Zellaufschluss auf Eis gelagert oder
fiir die spétere Verwendung in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Anzucht von E.coli fiir die Plasmidpréparation wurden die Zellen (Stamm Omni-
MAX™2) einer einzelnen Kolonie nach Transformation in lediglich 5 ml LB mit Zusatz von
5 pl Ampicillin (125 mg/ml) tberfiithrt und tiber Nacht bei 37°C und 190 rpm kultiviert.
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3.4.3 Herstellung von FEscherichia coli-Zelllysat

Die wie in 3.4.2 beschrieben hergestellten Zellpellets wurden fiir den Aufschluss zunéchst
in Lysepuffer (20 mM Hepes pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM PMSF und
1 mM DTE) homogenisiert und anschlieBend mit einem Microfluidizer (Microfluidics,
Newton, USA) lysiert. Der Zelldetritus und die aggregierten Bestandteile wurden durch
Zentrifugation in einer Avanti J-20 XP unter Verwendung eines JA 25.50er Rotors fiir
30 Minuten bei 10°C und 25000 rpm und anschlieBender Filtrierung (Bottle Top Filter,
Nalgene Labware, Roskilde, Ddnemark) entfernt.

3.4.4 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die aufgetauten Zellen wurden zunéchst auf eine YPDA-Platte ausgestrichen und tiber 2-3
Tage bei 30°C inkubiert. Eine einzelne Kolonie wurde in 50ml YPD iiberfithrt und iiber
Nacht bei 30°C und 120 rpm vorkultiviert. Die Vorkultur wurde in 2 1 YPD fiberfithrt und
wiederum tiiber Nacht bei gleichen Bedingungen inkubiert und bis zu einer ODgggpym von
1.7-3.0 kultiviert. Anschlieflend wurde die Kultur fiir etwa 30 Minuten bei 4°C abgekiihlt,
bevor sie fiir 30 Minuten bei 4°C und 6000 rpm (Avanti J-20 XP, JLA 8.1000er Rotor)
abzentrifugiert wurde . Nach Verwerfen des Uberstands wurden die Zellen auf Eis gelagert
oder in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

3.4.5 Herstellung von Saccharomyces cerevisiae-Zelllysat

Fir den Zellaufschluss mittels Kryopulverisierung wurden die Zellen in 5-10 ml Lysepuffer
(PBS pH 7, 1 mM PMSF, 2x CLAP) aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension
wurde tropfchenweise in fliissigen Stickstoff {iberfithrt und anschlieend mit drei Schlagzy-
klen kryopulverisiert. Das Pulver wurde in Lysepuffer resuspendiert und das Lysat fiir
30-45 Minuten bei 4°C und 12000 rpm in einer Tischzentrifuge gekldrt und anschliefend
filtriert (Bottle Top Filter, Nalgene Labware, Roskilde, Dénemark). Nach Bestimmung
der Proteinkonzentration mittels Bradfordtest (Vgl. Kapitel 3.6.2 ) wurde das Lysat in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Aufkonzentrierung und Umpuffern von Proteinlosungen

Das Aufkonzentrieren oder der Pufferwechsel von Proteinlésungen erfolgte mittels Ami-
con Ultra Zentrifugationseinheiten (Millipore, Schwalbach, Deutschland) bei 4°C und
4000 rpm (Zentrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Membran der
Zentrifugationseinheiten besitzt eine definierte Porengréfie (Molecular Weight Cut-Off,
MWCO) die alle Bestandteile {iberhalb eines bestimmten Molekulargewichts zuriickhélt
und je nach Molekulargewicht des jeweiligen Proteins so gewahlt wurde, dass dieses die
Poren nicht durchdringen kann. Fir Molekiile unterhalb des definierten Molekulargewichts
erfolgt dabei keine Retention, sodass entweder das Protein aufkonzentriert oder durch
kontinuierliche Zugabe eines gewiinschten Puffers umgepuffert werden kann.

3.5.2 Aufreinigung von Proteinen aus Escherichia coli-Zelllysat
mittels Affinitadts- und Groflenausschlusschromatographie

Das iiberexprimierte Protein wurde aus dem wie in 3.4.3 beschrieben hergestellte Lysat
in mehreren Schritten aufgereinigt. Der erste Schritt besteht dabei in der affinitéts-
chromatographischen selektiven Anreicherung des Proteins mittels eines terminal ans
Protein angefiigten Affinitdtsankers an der stationiren Phase. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten Proteine wurden mittels eines N-terminal angefiigten Hexahistidinankers, dem
eine TEV-Protease-Schnittstelle folgt (bei pET19 mod Vektoren), an einer stationédren
Phase mit kovalent ans Matrixpolymer gebundenen Nickel-Nitrilotriessigsdure-Chelaten
(Ni-NTA-Chelate) angereichert. Die Ni-NTA-Chelate konnen zusétzlich je zwei Histidin-
reste koordinativ binden, sodass das Protein durch seinen Hexahistidinanker gegeniiber
Proteinen ohne Affinitdtsanker mit hoherer Affinitdt und dadurch selektiv gebunden
wird. Im Anschluss wird das angereicherte Protein durch imidazolhaltigen Puffer eluiert.
Zur Affinitétsreinigung wurde eine 5ml Ni?* Affinitétssiule (GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland) verwendet. Die proteinhaltigen Sammelfraktionen wurden mittels SDS-
PAGE untersucht. Ausreichend reine Fraktionen wurden vereinigt und nach Zugabe von
TEV-Protease tiber Nacht in 51 Reinigungspuffer ohne Imidazol dialysiert (im Falle von
Ypt10 wurde das Protein in einen pOPIN-Vektor kloniert, sodass PreScission- statt TEV-
Protease zugegeben wurde). Bei der Dialyse werden Affinitdtsanker und niedermolekulare
Bestandteile entfernt. In einer zweiten Affinititsreinigung an einer Ni?t Affinitatssiule
wurde ungeschnittenes Protein, die TEV-Protease, verbleibende Affinitdtsanker und un-
spezifisch bindende Bestandteile zurtickgehalten. Ausreichend reine Sammelfraktionen des
Zielproteins wurden vereinigt und aufkonzentriert. Ein letzter Reinigungsschritt wurde
durch eine Gelfiltration (GroBenausschlusschromatographie) durchgefiihrt, ehe das Protein
auf die gewiinschte Zielkonzentration aufkonzentriert wurde. Fiir die in dieser Arbeit
gereinigten Rab-GTPasen wurde dabei eine Hi-Load Superdex 75 16/60 bzw. bei groferen
Mengen eine 26/60 prep grade Gelfiltrationssdule (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland)
verwendet.

Alle Reinigungsschritte wurden bei 4°C an einer FPLC Akta prime plus (GE Health-
care, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Die fir die jeweiligen Proteine verwendeten
Reinigungs-, Elutions-, Dialyse- und Gelfiltrationspuffer sind in folgender Tabelle zusam-
mengefasst:
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Tabelle 3.11
Reinigungspuffer

Protein Reinigungspuffer Elutionspuffer
Ypt71_182 Q35C Q68L, 50 mM Hepes pH 8, Wie Reinigungspuffer,
Ypt71_182 Q35C K381 500 mM LiCl, zuséatzlich 500 mM
Q68L, 2 mM B-Mercaptoethanol, Imidazol
Ypt7i_182 Q35C A39S 1 mM MgCls,
Q68L, 10 pM GDP
Ypt7i_182 Q35C K38I
A39S Q68L
Ypt10g 50 mM Hepes pH 8, Wie Reinigungspuffer,
300 mM NaCl, zusédtzlich 500 mM
1 mM TCEP, Imidazol
1 mM MgCls,
10 M GDP
Protein Dialysepuffer Gelfiltrationspuffer
Ypt71_182 Q35C Q68L, 50 mM Hepes pH 8, 20 mM Hepes pH 7.5,
th717182 Q35C K38I 100 mM NaCl, 50 mM NaCl,
Q68L, 2 mM B-Mercaptoethanol, 1mM TCEP,
th71—182 Q35C A39S 1 mM MgCIQ, 1 mM Mng,
Q68L, 10 nM GDP 10 tM GDP
Ypt71_182 Q35C K381
A39S Q68L
Ypt10g 50 mM Hepes pH 8, 25 mM Hepes pH 8,

100 mM NaCl,

2 mM B-Mercaptoethanol,
1 mM MgCls,

10 1M GDP,

5% Glycerol

100 mM NaCl,
1 mM TCEP,
5 mM MgCly,
10 pM GDP,
5% Glycerol
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3.5.3 Proteinprazipitation

Sofern Probenvolumina zu grof waren, um auf ein SDS-Gel aufgetragen zu werden, wurden
die Proteine zuvor mittels Natriumdesoxycholat und Trichloressigsdure gefillt”™ und
anschliefend in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Dabei wurde nach folgendem Protokoll
vorgegangen:

Tabelle 3.12
Ablauf der Proteinprézipitation

Schritt  Beschreibung

1. Probe wird mit ddH2O auf 1 ml Volumen aufgefiillt und nach Zugabe von
100 pl 1 % (w/v) Natriumdesoxycholat kurz gevortext.
2. Der Probe wird 200 pl 50%-ige (w/v) Trichloressigsdure zugesetzt. Nach

mehrfachem kurzen Vortexen wird die Probe fiir 15 Minuten in einer Tisch-
zentrifuge bei 13000 rpm zentrifugiert .

3. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 1 ml Aceton versetzt
und wiederum fiir 15 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Acetoniiber-
stand wird abgenommen und das Pellet getrocknet; danach kann die Probe
in SDS-Probenpuffer aufgenommen werden.

3.5.4 Nukleotidaustausch bei Rab-GTPasen

Fiir verschiedene Anwendungen ist es wichtig, dass Rab-GTPasen sich in einem bestimmten
Nukleotidzustand befinden. Da die Proteine mit GDP-haltigem Puffer aufgereinigt worden
sind und die intrinsische Hydrolyseaktivitéat ebenfalls zur Hydrolyse von Rab-gebundenem
GTP beitragt, liegen die aufgereinigten Proteine zu einem grofien Teil in GDP-gebundener
Form vor. Um vorwiegend GDP-; GTP-,GppNHp- sowie mant- oder acryl-Nukleotid-
gebundene Proteine zu erhalten, muss daher ein Nukleotidaustausch durchgefiihrt werden.
Das Prinzip ist bei allen Nukleotidaustduschen gleich: durch Zugabe von EDTA werden
die Mg?*-Ionen im Puffer chelatiert. Die Nukleotidbindung der Rab-Proteine verliert
durch die fehlenden Mg?*-Ionen in den Nukleotidbindetaschen der Rab-Proteine an
Affinitét. Ein mehrfacher Uberschuss der Nukleotide, welche an die Rab-GTPasen nach
dem Austausch gebunden sein sollen, bewirkt eine préferentielle Bindung gegeniiber
dem Ursprungsnukleotid. Die anschliefende Depletion von EDTA und Aufkonzentrierung
mit Mg?T-Tonen sorgt fiir eine stabile Bindung der neu gebundenen Nukleotide. Die
Modalitdten der Austauschreaktionen fiir die jeweiligen Nukleotide werden im Folgenden
beschrieben.

Austausch mit GTP, GppNHp oder mant-Nukleotiden

Fiir diese Nukleotide wurde zunéchst ein im Verhéltnis zur MgClo-Konzentration 5-
facher Uberschuss EDTA zur Proteinlésung hinzugefiigt (i.d.R. 5mM). Nach Zugabe
eines 20-fachen Uberschusses GTP oder GppNHp oder eines 5-fachen Uberschusses an
mant-Nukleotiden wurde der Ansatz fiir 2 bzw. 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurde der Ansatz auf Eis gelagert. Zum Entfernen des EDTAs und des
Nukleotidiiberschusses wurden entweder kleine NAP5 Gelfiltrationssidulen (GE Health-
care, Miinchen, Deutschland) verwendet (Puffer entsprach dem jeweiligen Proteinpuffer
zuziiglich 10pM GDP, GTP oder GppNHp, bzw. 1pM mant-Nukleotide) oder, falls es sich
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nicht um mant-Nukleotide handelte und das Protein noch aufkonzentriert werden sollte,
wurde mit Amiconkammern mehrmals in Puffer (gleicher Puffer wie bei NAP5-Saulen)
gewaschen und zum Schluss auf die gewiinschte Konzentration gebracht (Vgl. 3.5.1). Im
Anschluss an den Austausch wurde der Erfolg mittels HPLC tiberpriift (Vgl. 3.6.6).

Austausch und Modifikation mit acryl-Nucleotiden

Der Austausch mit acryl-Nukleotiden weicht etwas von dem zuvor beschriebenen Aus-
tauschvorgang ab, da nach stattgefundenem Austausch eine kovalente Bindung zwischen
dem Acrylamid des Nukleotids und einem durch Mutagenese in die Nukleotidbindetasche
eingebrachten Cystein entsteht (Michael-Addition).

Da die Michael-Addition mehr Zeit beansprucht, wurde die Losung mit EDTA-haltigem
und Nukleotidfreien Proteinpuffer bis zu einer Proteinkonzentration von 50 pM verdiinnt,
um der Aggregation des Proteins vorzubeugen. Die Endkonzentration EDTA entsprach
im Verhiltnis zur MgCly-Konzentration einem 5-fachen Uberschuss. Im Verhéltnis zur
Proteinkonzentration wurde ein 5-10-facher Uberschuss des acryl-Nukleotids hinzugefiigt.
Die Reaktion wurde bei 25-30°C und 300rpm bis zur vollstdndigen Modifikation der
GTPase mit dem acryl-Nukleotid durchgefiihrt, was je nach Rab-Protein und Nukleotid
zwischen 18h und 7d beansprucht hat. Der Erfolg der Reaktion wurde mittels ESI-
MS iiberpriift (Vgl. Kapitel 3.6.4). Im Anschluss wurde das modifizierte Protein mit
Zentrifugalkonzentratoren mehrmals in Puffer (Proteinpuffer ohne EDTA und Nukleotide)
gewaschen und auf die gewiinschte Konzentration gebracht.

3.5.5 Biotinylierung von Rab-GTPasen

Zur Immobilisierung von Rab-GTPasen auf einer Streptavidinmatrix wurden diese zu-
nichst an einem freien, C-terminalen Cystein biotinyliert. Dabei wurde ein 4-5-facher
Stoffmengeniiberschuss Maleimide-PEGs9-Biotin zu dem Protein hinzugegeben und der
Reaktionsansatz mit PBS pH 7 so verdiinnt, dass die Proteinkonzentration 0.5 mM betrugt.
Die Reaktion wurde solange auf Eis durchgefiihrt, bis nahezu kein unbiotinyliertes Protein
mehr vorhanden war. (Bei verwendeten Rab-Proteinen dauerte dies zwischen 30 min und
8h.) Der Fortschritt der Reaktion wurde dabei mittels ESI-MS kontrolliert (Vgl. Kapitel
3.6.4).

3.5.6 Pulldown-Experimente mit biotinylierten Rab-GTPasen

Die ersten Pulldown-Experimente wurden ausgehend von Timon Frieses Versuchen nach
folgendem Prozedere durchgefiihrt:

1. Vorbereitung

o 250 pl Streptavidin Magnetic Beads (SMBs) dreimal mit 500 pl PBS pH 7 in
einem 2 ml Eppendorf-Gefafl waschen und in 500 pl PBS resuspendieren.

e Danach 1.2 nmol der biotinylierten Rab-GTPase zu den Beads geben und 15
Minuten lang auf Eis inkubieren.

e Anschlieffend die SMBs wiederum dreimal in 500 pl PBS pH 7 waschen.

o 30 Minuten vor Beginn der Inkubation dem Lysat 25 U/ml alkalische Phos-
phatase hinzufiigen und wahrenddessen auf Eis lagern.
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2. Inkubationzyklen

e 1 ml Lysat a 5 ntM exogen hinzugefiigtem GEF zu den Beads geben und solange
mit der Pipette durchmischen, bis sich die Beads vollstdndig in Suspension
befinden.

o Fir 30 Minuten auf Eis inkubieren.
e Anschlielend dreimal mit 500 pl PBS pH 7 waschen.

¢ Den Inkubationsschritt weitere 2 mal wiederholen.

3. Elution

« Uberstand entfernen und mit 100 pl einer PBS-Lésung mit einem pH von 7
und einer GTP-Konzentration von 100 pM fiir 10 Minuten auf Eis eluieren.

o Uberstand in ein neues Eppendorf-Gefis fiir weitere Analysen (z.B. SDS-PAGE)
iiberfiithren.

Die Weiterentwicklung und die letzte Version des Pulldown-Protokolls sind in Kapitel 4.2
dieser Arbeit zu finden.

3.5.7 Tryptischer Verdau angereicherter Proteine in Losung

Um die bei den Pulldown-Experimenten isolierten Proteine identifizieren zu kénnen,
wurden die Elutionsfraktionen oder die mit Protein bedeckten SMBs mit Trypsin, einer
Serin-Protease, behandelt. Die in dieser Arbeit verwendete Trypsin-Protease (aus Schwei-
nepankreas isoliert) schneidet Proteine spezifisch an der Carboxy-Seite der Aminosiduren
Arginin und Lysin. Durch die fest definierten Schnittstellen der Protease entsteht beim
vollsténdigen tryptischen Verdau eines Proteins ein fiir jedes Protein spezifisches Ensemble
von Peptidfragmente, anhand derer es wie in Kapitel 3.6.5 beschrieben identifiziert werden
kann.

Der Verdau der Proben erfolgte dabei nach folgendem Protokoll:

Tabelle 3.13

Tryptischer Verdau von Proteinen in Lésung

Stocklosungen:

50 mM TRIS pH 7.5
1 M DTT in 50 mM Ammoniumbicarbonat (jedesmal neu angesetzt)

0.4 'UJ—? Trypsin in 10 mM HCI
I
1.2 g Harnstoff in 9 ml 50 mM TRIS pH 7.5 (jedesmal neu angesetzt)
Losung E1: Losung E2:
1.1 pl des DTT-Stocks Jodacetamid zu 55 mM in 1 ml des
13.75 nl des Trypsin-Stocks Harnstoff-Stocks (lichtgeschiitzt)

Harnstoff-Stock zu 1.1 ml
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Arbeitsschritt:

1. Verdau: 100 pl E1 zu den Proben geben, fiir 1h bei Raumtemperatur und 40 rpm
inkubieren.

2. Acetylierung: 100 pl E2 hinzugeben und iiber Nacht abgedunkelt und bei 37°C
inkubieren.

3. Reaktion abstoppen: 2 pl Trifluoressigsédure hinzugeben.

3.5.8 Reinigung von Peptidfragmenten fiir die hochauflésende
Massenspektrometrie

Ehe die Peptidfragmente der wie in Kapitel 3.5.7 beschrieben verdauten Proteine mas-
senspektrometrisch analysiert werden konnen, miissen sie zunachst gereinigt werden.
Die Reinigung erfolgte dabei nach der von Rappsilber et al.”®"" beschriebenen STAGE
(engl. STop And Go Extraction)-Tip-Methode. Die gereinigten Peptide wurden mit einer
SpeedVac (Savant, Holbrook, USA) getrocknet und bis zur Messung bei -20°C gelagert.

3.5.9 Aufnahme von Reaktionskinetiken

Zur Aufzeichnung von Kinetiken der in dieser Arbeit relevanten biochemischen Reaktionen
wurden, je nach Anforderung, verschiedene Techniken verwendet, welche im Folgenden
vorgestellt werden.

Fluoreszenzspektroskopische Messung von Nukleotid-Austauschreaktionen

Die fluoreszensspektroskopische Messung der Nukleotid-Austauschreaktionen untersuchter
GTPasen beruht auf Beladung der GTPasen mit mant-GDP (Vgl. Kapitel 3.5.4) vor der
Messung und der durch den Austausch bedingten Signaldnderung. Die Mant-Nukleotide
iibernehmen dabei die Rolle des Fluorophors, welches bei einer Wellenlédnge von 360nm an-
geregt wird und die absorbierte Energie durch Rotverschiebung bei 440nm wieder emittiert.
Thre Freisetzung durch im Uberschuss vorliegendes GDP bei der Austauschreaktion (intrin-
sisch oder durch Austauschfaktoren katalysiert) bewirkt eine Signaldnderung. Der zeitliche
Verlauf der aufgezeichneten Signaldnderung wird zur kinetischen Charakterisierung der
Reaktion herangezogen.

Alle Nukleotid-Austauschreaktionen wurden mit einem Fluoromax-3 Fluoreszenzspek-
trometer (Horiba Jobin Yvon Inc., Edison, USA) gemessen. Die Messung selbst wurde
nach Kalibrierung des Gerétes mit dem Lampenspektrum und dem Ramanspektrum von
Wasser wie folgt durchgefiihrt: Zunéchst wurde eine Quarzkiivette mit 1ml Fassungs-
vermogen standardméfBig mit entgastem Reaktionspuffer (20 mM HEPES pH 7.5, 50
mM NaCl, 5 mM MgCly, 2 mM DTE) befillt und die Temperatur auf 25°C eingestellt.
Anschlieend wurde mit der Detektion des Signals begonnen und die einzelnen Kompo-
nenten der Reaktion unter Riithren sukzessive hinzugefiigt. Als erstes wurde 1pnM der
mant-GDP beladenen GTPase vorgelegt und gewartet bis das Signal ein stabiles Niveau
erreichte. Zur Messung intrinsischer Austauschraten wurde weiterhin lediglich 200nM GDP
hinzugegeben und die Reaktion bis zum erneuten Erreichen eines stabilen Signalniveaus
verfolgt. Da die intrinsischen Austauschraten der Rab-GTPasen niedriger sind als bei
einem katalysierter Austausch, wurde nur alle 20 Sekunden die Fluoreszenz angeregt und
das Signal aufgezeichnet. Zur Messung GEF-katalysierter Austauschreaktionen wurde
dabei vor Zugabe von 200pM GDP das jeweilige GEF (oder das Protein mit vermuteter
GEF-Aktivitdt) in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefiigt. Nach Zugabe von

42



Kapitel 3. Material und Methoden

GDP wurden die Reaktionen ebenfalls bis zum Erreichen eines stabilen Signalniveaus
fortgefithrt oder vorzeitig durch Zugabe von EDTA beendet. Bei katalysierten Reaktionen
wurde das Signal in Intervallen von einer Sekunde registriert.

Da die aufgezeichneten Signale einer exponentiellen Abnahme in Abhéngigkeit von der
Zeit unterlagen, konnte mittels der Software OriginPro 9.0G (OriginLab, Northampton,
US-MA) mit folgender Gleichung eine Kurvenanpassung durchgefithrt werden:

F(t) = c + Ae~tkobs

F(t): Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt ¢, ¢: Ausgangsniveau des Fluoreszenzsignals, A:
Fluoreszenzamplitude, k.s: Reaktionsrate

HPLC-basierte Messung der intrinsischen GTP-Hydrolyseaktivitat von
Rab-GTPasen

Basierend auf dem in Kapitel 3.6.6 beschriebenen Prinzip der HPLC, wurde auch die
intrinsische Hydrolyserate von Rab-GTPasen bestimmt. Hierfir wurden die zuvor mit
GTP beladenen GTPasen mit ihrem Puffer auf 50pM verdiinnt und 500nl dieser Lésung
bei 25°C im Autosampler der HPLC-Anlage inkubiert. In zunehmenden Zeitabstdnden
wurden jeweils 101l der Probe injiziert und die Nukleotidzusammensetzung bestimmt.
Anhand der Abnahme von GTP und der Zunahme von GDP in der Losung iiber die Zeit
lésst sich die intrinsische Hydrolyserate der jeweiligen GTPase bestimmen. Die Messung
wurde solange durchgefiihrt, bis die Anderung der Nukleotidzusammensetzung der Probe
sistierte. Das verwendete HPLC-System bestand aus einem Waters 600S Controller, einer
Waters 626 Pumpe, einem Waters 717plus Autosampler und einem Waters 2487 Dual A
Absorbance Detector.

Da die Reaktion einem zeitlich exponentiellen Verfall unterlag, wurde sie, wie zuvor
beschrieben, mit OriginPro 9.0G an eine exponentielle Gleichung erster Ordnung angepasst
(Vgl. Kapitel 3.5.9).

3.6 Analytische Methoden

3.6.1 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration vorliegender DNA wurde absorptionsspektroskopisch mit einem Nano-
Drop ND-1000 Spektralphotometer (peqlab, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Bei der
Messung wurde das Absorptionsmaximum der DNA bei einer Wellenldnge von 260 nm
zugrunde gelegt und 2 pl Probe gegen eine Pufferreferenz gemessen.

3.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Bei der Konzentrationsbestimmung nach Bradford”® wird die Proteinkonzentration mittels
des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blau G250 bestimmt. Dieser bindet an die kationischen
Seitenketten der Aminosduren Arginin, Lysin und Histidin der Proteine und erfihrt eine
Verschiebung seines Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm.

Fiir die Messung wurde die Probe auf ein Volumen von 100 pl verdiinnt und mit 900
nl Coomassie Protein Assay Reagenz (Thermo Fischer Scientific Inc., USA) versetzt.
Nach einer 5-miniitigen Inkubationszeit wurde die Absorption der Probe spektrometrisch
bei 595 nm mit einer Referenz verglichen. Mithilfe einer Eichkurve von BSA (Bovinem
Serumalbumin) bekannter Konzentration wurde die Konzentration der Probe abgeschétzt.
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3.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der analytischen Auftrennung von Prote-
inen nach ihrer Gréfe.™ Dabei wird das anionische Tensid Natriumlaurylsulfat (engl.:
Sodium-Dodecyl-Sulfate) verwendet, um die Eigenladung von Proteinen zu tiberdecken
und somit eine gleichméfige Ladungsverteilung zu gewéhrleisten. Die Auftrennung der
Proteine an der Laufmatrix bei der Gelelektrophorese hiangt somit lediglich von ihrer
Grofle, nicht von ihrer spezifischen Eigenladung ab.

Durchfithrung: Zunéchst wurde die Proteinlésung oder das Préazipitat mit 2- bzw. 5-fach
SDS-Probenpuffer (Vgl. Kapitel 3.1.2) versetzt und fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert
und reduziert. Anschliefend wurden die Proben auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen
und fir etwa 45 Minuten bei einer Stromstédrke von 60mA in SDS-PAGE-Laufpuffer
aufgetrennt. Als Referenz wurde ein LMW (low molecular weight) Marker der Firma GE
Healthcare (Miinchen, Deutschland) verwendet. Zur Farbung der Gele wurde eine der
unten beschriebenen Methoden verwendet.

Tabelle 3.14
Zusammensetzung der 15%-igen SDS-Polyacrylamidgele (9 Stiick)

Losung Trenngel Sammelgel
Gelpuffer (Vgl. Kapitel 3.1.2) 12.5 ml SDS-PAGE 7.5 ml SDS-PAGE
Trenngelpuffer Sammelgelpuffer

Acrylamid 4K-Losung (30%) 25 ml 5 ml

ddH2O 12.5 ml 17.5

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 250 pul 240 nl

TEMED 25 pul 30 pl
Gelfarbungen

Im Anschluss an die Auftrennung der Proteinprobe via SDS-PAGE wurde das Trenngel,
je nach gewiinschter Sensitivitédt, mit einer der im Folgenden beschriebenen Methoden
gefarbt, um die aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen.

Coomassie-Farbung

Hierbei wurden die Gele nach einer nach Fairbanks beschriebenen Methode in leicht
abgewandelter Form gefirbt.? Die Gele wurden dabei fiir 5 Minuten in kurz zuvor
aufgekochte Coomassie Brilliant Blue R250-Féarbelosung eingelegt und anschlieend in
10%iger (v/v) Essigsdure entfarbt.

Kolloidale Coomassie-Farbung

Hierbei wurden die Gele fiir circa 4 Stunden in kolloidaler Coomassie Brilliant Blue
R250-Farbelosung inkubiert und anschliefend mehrfach in ddH2O gewaschen, bis eine
moglichst vollstandige Entfirbung des Hintergrundes erreicht wurde (Vgl.®!).
Silbernitrat-Farbung

Zur Gewéhrleistung besonders hoher Sensitivitdt wurde das Gel mit einer Silbernitrat-
Farbung nach Nesterenko behandelt.®? Folgende Schritte wurden dabei durchgefiihrt:
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Tabelle 3.15
Ablauf der Silberfarbung

Schritt Beschreibung

Fixierung Gel wird 5 min mit 60 ml 50 % (v/v) Aceton, 1,5 ml 50 %
(v/v) Trichloressigsaure und 25 nl 35 % (v/v) Formaldehyd
behandelt.

Waschen Gel wird dreimal fiir einige Sekunden in ddH2O gespiilt und

anschlieffend fiir 5 min in ddH2O gelagert und im Anschluss
wiederum dreimal fiir einige Sekunden in ddH2O gespiilt.

Vorbehandlung Das Gel wird fiir 5 min mit 60 ml 50 % (v/v) Aceton behandelt
und anschlieffend fiir 1 min mit 60 ml ddH»O, 100 ul 10 %
(w/v) NagS203 e 5 HyO behandelt.

Waschen Gel wird dreimal fiir einige Sekunden in ddHsO gespiilt.
Impragnieren Das Gel wird fiir 8 min mit 60 ml ddHO, 800 pl 20% (w/v)
AgNOsg, 600 pl 35 % (v/v) Formaldehyd behandelt.
Waschen Gel wird dreimal fiir einige Sekunden in ddH2O gespiilt.
Entwickeln Das Gel wird solange in 60 ml ddH»O, 1.2 g NayCOs3, 25

nl 35 % (v/v) Formaldehyd, 25 pl 10 % (w/v) NagS203 e 5
H5O inkubiert, bis die Proteinbanden auf dem Gel gut zu
erkennen sind.

Entwicklungsabbruch Sobald das Gel ausreichend entwickelt ist, die Reaktion mit
10 % Essigsdure (v/v) beenden.

3.6.4 Elektrospray-Ionisations Massenspektrometrie (ESI-MS)

Als massenspektrometrisches Verfahren zur Bestimmung der Molekulargewichts verwen-
deter Proteine wurde die Elektrospray-Ionisations Massenspektrometrie angewandt.

Bevor die Probe ins Einlasssystem des Finnigan LCQ Advantage Max Massenspektrome-
ters (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gelangte, wurden ihre Einzelkomponenten
mithilfe einer dem Einlasssystems vorgeschalteten HPLC-Anlage (Agilent 1100 Series
HPLC System; Agilent Technologies, Santa Clara, USA) an einer C4-Siule (214 TP Saule;
Grace Vydac, USA) aufgetrennt und entsalzt.

Bei der ESI-MS selbst wird der Analyt durch eine diinne Metallkapillare, welcher eine
Spannung anliegt, geleitet. In dem am Kapillarenaustritt bestehenden Taylorkonus akku-
mulieren Ionen gleicher Ladung und werden in Tropfchen durch ein zwischen der Kapillare
und dem Massenspektrometer befindliches Feld gespriiht. Die geladenen Trépfchen werden
durch das Feld beschleunigt und zum Analysator geleitet. Beim Durchwandern des Feldes
verdampft Losungsmittel der Probe, sodass lediglich die ionisierten Analytmolekiile ver-
bleiben, welche nach ihrem Masse-Ladungsverhéltnis aufgetrennt werden. Als Analysator
fungierte dabei eine Ionenfalle.

Die so gewonnen Daten wurden mit den Programmen XCalibur (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA) und MagTran®® ausgewertet.
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3.6.5 Proteinidentifikation in komplexen Losungen mittels
hochauflosender Massenspektrometrie

Um die wie in Kapitel 3.5.7 und Kapitel 3.5.8 beschrieben produzierten und gereinigten
proteolytischen Peptide aus den Pulldown-Experimenten zu identifizieren, wurde ein MS-
MS/MS basierter Shotgun-Proteomics Ansatz verfolgt, dessen Prinzipien im Folgenden
erlautert werden. Die Messung der Proben sowie die Prozessierung und statistische
Bewertung der Daten wurden freundlicherweise von Dr. Petra Janning und Andreas
Brockmeyer vom HRMS/Proteomics-Service des Max Planck Institutes fiir molekulare
Physiologie tibernommen.

Untersucht man ein einzelnes Protein, lasst dieses sich nach tryptischem Verdau oft be-
reits anhand des Peptidmassen-Fingerabdruckes (engl. auch mass map oder peptide mass
fingerprint) eines normalen MS-Experimentes identifizieren, d.h. am Massenspektrum der
proteolytischen Peptide durch Vergleich mit dem theoretischen massenspektrometrischen
Profilen der im Genom codierten und in-silico verdauten Proteine. Durch unvollstdndi-
gen Verdau des Proteins, chemische Modifikationen, fehlende Ionisierung oder zuféllige
falsch-positive Ubereinstimmung der Peptide kénnen beim Peptidmassen-Fingerabdruck
jedoch oft nicht alle Proteine angemessen identifiziert werden.®* Mit zunehmender Kom-
plexitdt der verdauten Proteinlésungen verstarkt sich die Problematik soweit, dass keine
zuverldssigen Identifikationen mehr moglich sind.

Die in dieser Arbeit durch die Pulldown-FExperimente gewonnen Proteinlésungen ma-
chen daher einen fiir komplexe Losungen robusteren und zuverléassigeren Ansatz wie die
MS-MS/MS basierte Peptidsequenzierung notwendig, der zudem aufgrund der niedrigen
Proteinkonzentrationen mit entsprechend sensitiven und hochauflésenden Gerédten umge-
setzt wird.®8%6 Bei diesem Ansatz wird zunichst ein regulidrer MS-Scan der verdauten
Peptide durchgefiihrt, dem eine Produktionen-Analyse folgt. Bei der Produktionen-Analyse
werden die proteolytischen Peptide als Vorlduferionen in einem ersten Schritt nach ihrem
jeweiligen Masse-Ladungs-Verhéltnis selektiert, wobei hdufig die grofiten zweifach positiv
geladenen Tonen als Vorlauferion gewéhlt werden, da diese die qualitativ hochwertigsten
Daten generieren.®® Die jeweiligen Vorlduferionen werden in einem zweiten Schritt in
einer Kollisionskammer kontrolliert fragmentiert und das Spektrum dieser als Produktio-
nen bezeichneten Fragmente wird aufgezeichnet (MS/MS-Spektrum). Bei der Kollision
entstehen unterschiedliche Fragmente, die je nach Bruchstelle des Peptid-Riickgrates und
Ladungsverteilung (N- oder C-terminal) benannt werden. (Siehe Referenz®® fiir Details
der Nomenklatur.) Liegt eine Serie gleichartig fragmentierter Ionen vor, entspricht die
Massendifferenz benachbarter Peaks im Massenspektrum der Produktionen der Massen-
differenz einer Aminoséure, sodass das Vorlauferion anhand der Produktionen sequenziert
werden kann (bei niedrigen Kollisionsenergien mit Einschrénkung einer Leucin/Isoleucin-
Ambiguitét, da diese iiber gleiches Molekulargewicht verfiigen). Nach den so sequenzierten
Peptiden lésst sich wiederum in einer Datenbank suchen, sodass selbst komplexe Protein-
16sungen analysiert werden kénnen.® Dabei werden die Parameter der Experimente so
gewahlt, dass moglichst viele verschiedene Proteine {iber ihre zugehorige Peptide identifi-
ziert werden statt eine moglichst gute und vollstandige Sequenzabdeckung zu erlangen
(sog. Shotgun-Ansatz).

Die Messungen der Proben wurden dabei mit einem an ein Nano-HPLC-System ge-
koppelten Q-Exactive™Hybrid Quadrupole-Orbitrap Massenspektrometer durchgefiihrt.
Abbildung 3.1 zeigt schematisch den Aufbau des Gerétes.

Bei der Aufnahme eines MS-Gesamtspektrums mit dem Q-Exactive Massenspektrometer
wird dabei zunéchst der hinter die Ionen-Optik geschaltete Quadrupol-Analysator auf
Durchgang gestellt. Die Ionen werden in der C-Trap gesammelt, zwischengelagert und in
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Abbildung 3.1

Schematischer Aufbau des Q-Exactive™Massenspektrometers. Abbildung mit Genehmigung nach®”

den Orbitrap Massen-Analysator injiziert. Dort oszillieren die injizierten lonenpakete um
die spindelférmige innere Elektrode, sodass ein Strom induziert wird, der iiber die auflere,
koaxial zur inneren Spindelelektrode stehende Elektrode, detektiert wird. Mit Hilfe einer
Fourier-Transformation lédsst sich das Masse-Ladungs-Verhéltnis anhand der Frequenz
bestimmen, mit welcher die Ionen oszillieren. 8

Zur Aufnahme von MS/MS-Spektren werden in dem Q-Exactive Massenspektrometer
mit Hilfe des Quadrupol-Analysators zunéachst die grofiten zweifach positiv geladenen Ionen
isoliert und zur Fragmentierung in die HCD-Kollisionszelle geleitet. Die dabei entstehenden
Produkt-Tonen werden wiederum iiber die C-Trap in den Orbitrap Massenanalysator
injiziert, sodass das MS/MS-Spektrum aufgezeichnet werden kann.

Die jeweiligen HPLC- und Massenspektrometrie-Laufe wurden von der HRMS mit den in
Tabelle 3.16 aufgelisteten Gerdaten durchgefithrt. Im folgenden sind die Spezifikationen der
jeweiligen Liufe beschrieben, welche im wesentlichen Vendrell-Navarro et al.?? entnommen
sind (Vgl. daher dort fiir weitere Details):

Die zuvor in 20 pul 0.1 % TFA in ddH5O resuspendierten und mittels Ultraschall und
Zentrifugation geklarten Proben wurden wie folgt mittels Nano-HPLC separiert:

e 3 nl der Probe wurden in eine Vorsaulen-Kartusche injiziert

o Entsalzen der Probe mittels 0.1 % TFA in ddH>O als Eluent bei einer Flussrate
von 30 pul/min fiir 5 min

e Fiir den restlichen Lauf wurde die Probe von der Vorsiule zur nano-HPLC-Saule
geleitet

o Gradient von 5% Puffer B (0.1 % TFA in Acetonitril) und 95 % Puffer A (0.1 %
TFA in ddH20) nach 30 % Puffer B und 70 % Puffer A innerhalb von 95 min bei
einer Flussrate von 300 nl/min

o Séulentemperatur 40°C

e Waschen der Vorsaule und nano-HPLC-Saule nach dem Probenlauf
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Tabelle 3.16

Verwendete Gerate

Gerat Hersteller

Nano-HPLC: UltiMate™3000 RSLCnano Dionex, USA
system

C18-Saule: Acclaim PepMap RSLC C18,2 Dionex, USA
pm, 100 A, 75 pm ID x 25 cm, nanoViper

Vorsaulen-Kartusche:  Acclaim  Pep- Dionex, USA
Map100 C18, 5 pm, 100 A, 300 pm ID x
5 mm

Nano-Spray Emitter: Standard Coated Si- New Objective, USA
licaTip™Emitter, 360 pm OD, 20 pm 1D,
10.5 cm

Nano-Spray Ionenquelle: Nanospray Flex Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Ton Source

Massenspektrometer: Q-Exactive™ Hy- Thermo Fisher Scientific Inc., USA
brid Quadrupole-Orbitrap Massenspektro-
meter

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte mit folgenden Parametern:

e Nano-Spray Spannung: 2.1 kV
o Spannweite Massen-Ladungs-Verhéltnis: 300 bis 1650

o MS-Gesamtscans bei einer Auflsung von 70000 (bei m/z 200) mit einem Micro-Scan
mit einer automatischen Verstirkungsregelung mit einem Ziel von 3x10° und einer
maximalen Injektionszeit von 20 ms

e Nach Aufnahme des Gesamtspektrums folgten bis zu 10 hochenergetische Kollisi-
onsspaltungen (high energy collision dissociation, HCD)-MS/MS Scans der grofiten
zweifach positiv geladenen Ionen bei einer Auflosung von 17500 (bei m/z 200) unter
Verwendung einer automatischen Verstirkungsregelung mit einem Ziel von 1x10°
und einer maximalen Injektionszeit von 120 ms, eines Isolationsfensters von 3 m/z,
einer normalisierten Kollisionsenergie (NCE) von 25.0, einem underfill Verhéltnis von
0.1 %, einer Intensitéitsschwelle von 8.3x10? sowie eines dynamischen Ausschlusses
von 20 s

« Profilspektren wurden sowohl fiir den MS-Gesamtscan als auch fiir die MS/MS-Scans
aufgenommen

Zur Datenanalyse und Durchsuchung der Datenbank des jeweiligen Organismus (z.B. die

Hefedatenbank von SwissProt) wurde die frei zugéngliche Software MaxQuant verwen-
det.?? Der Suche lagen folgende Parametereinstellungen zugrunde:
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o keine Markierung (labeling) der Peptide, labelfreie Quantifizierung (LFQ)

o Modifikationen: Carbamidomethylierung an Cysteinen (fix), Oxidationen von Me-
thionin, Acetylierung des N-Terminus (variabel)

o Maximale Anzahl von Modifikationen/Peptid: 7
o Maximale Ladung der Peptide: 7
e Minimale Lange der Peptide: 7

o False discovery rate (FDR): 1 % auf Peptid- und Proteinlevel mit Bezug auf eine
decoy (= falsche Treffer) Datenbank zur Bestimmung der FDR

o Trypsin-spezifische Peptide mit maximal 2 Fehlspaltungen
o Massengenauigkeit bei Gesamtspektren: 5 ppm

o Massengenauigkeit bei MS/MS-Spektren: 20 ppm

Im Anschluss an die Datenbanksuche via MaxQuant wurden die Daten nach Angaben von
Dr. Petra Janning (Abteilung fiir Chemische Biologie, MPT fiir Molekulare Physiologie,
Dortmund) wie im Folgenden beschrieben gefiltert und statistisch evaluiert:

o Herausgefiltert wurden Proteine, die nicht in mindestens einer Probe oder Kontrolle
mit mindestens 2 spezifischen (d.h. razor + unique) Peptiden identifiziert wurden,
Proteine aus der reversen Datenbank, bekannte Kontaminanten und Proteine, die
nur iiber Seitenketten identifiziert wurden.

o Um eine Aussage iiber die Signifikanz der Ergebnisse treffen zu kénnen, wurde
ein t-Test durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchst die Intensitdten nach labelfreier
Quantifizierung und Normalisierung (LFQ) zur Basis 2 logarithmiert und zu einer
Gruppe der Proben oder zu einer Gruppe der Kontrollen zugewiesen. Alle Proteine,
die nicht mindestens zwei LFQ-Quantifizierungen in mindestens einer Gruppe
aufwiesen wurden herausgefiltert. Werte, die nicht logarithmiert werden konnten
(weil die LFQ-Intensitét 0 entsprach), wurden zuféllig durch kleine Zahlen anhand der
Normalverteilung der restlichen Werte ersetzt. Im Anschluss wurden die Intensititen
der beiden Gruppen mittels t-Test verglichen. Diejenigen Proteine, deren Intensitéaten
in der Proben-Gruppe sich von denen in der Kontroll-Gruppe unterschied, wurden
als signifikant identifiziert eingestuft. (Vgl.”!)

3.6.6 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Um den Nukleotidstatus von Rab-Proteinen oder die Nukleotidzusammensetzung nu-
kleotidhaltiger Losungen zu bestimmen, wurden Proben des jeweiligen Proteins oder
der jeweiligen Losung mittels HPLC (engl.: high performance liquid chromatography)
analysiert. Bei der hierbei zutrage kommenden Umkehrphasen-Chromatographie werden
die Analyten nach ihrer Polaritit getrennt. Durch die polaritdtsabhéngige Wechselwirkung
mit der stationdren Phase kommt es zu verschiedenen Retentionszeiten, anhand derer die
Analyten differenziert werden kénnen.

Als stationére Phase diente eine C18-Sdule (Prontosil 120-5-C18-AQ, Bischoff Analy-
sentechnik und -gerdte GmbH, Leonberg), welche mit dem Tetrabutylammoniumbromid
(TBABr)-haltigem Elutionspuffer (50 mM Kaliumphosphat pH 6.6, 8 % Acetonitril (25%
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bei mant-Nukleotiden), 10 mM TBABr) dquilibriert wurde. Das TBABr fungiert hierbei
als Ionenpaarreagenz, d.h. als Tensid bindet es iiber die Butylgruppen an die unpolaren
C18-Reste der Saule und ermoglicht als Ion die Interaktion mit den Nukleotiden, welche
hierdurch retardiert werden.

Die Auftrennung wurde mit einem HPLC-System (Bio-Tek Kontron Instruments, Neu-
fahrn, Deutschland) bei einer Flussrate von 1.5 ml/min durchgefiihrt. Die hierbei eluierten
Nukleotide wurden bei einer Wellenldnge von 254nm detektiert und mit dem Laufzeitprofil
eines Referenzgemisches aus Guanosin, GMP, GDP, GppNHp und GTP verglichen.

3.7 Strukturbiologische Methoden

Um die Struktur von Proteinen zu bestimmen, wurden in dieser Arbeit Rontgenkristall-
strukturanalysen von Proteinkristallen durchgefiihrt.

3.7.1 Proteinkristallisation

Da die Konditionen, unter denen ein Protein kristallisiert, nicht zu prognostizieren sind,
wurde sich im Fall von Ypt7 an den bereits bekannten Bedingungen anderer Ypt7-
Konstrukte orientiert. Zusétzlich wurden kommerzielle Screening-Assays (JCSG Core
I-1V, JCSG +Suite) mit verschiedenen Bedingungen angewandt. Durch Variation der
Konzentrationen der Komponenten, der Proteinkonzentration, der Additive und des pH-
Wertes wurden die finalen Kristallisationsbedingungen ermittelt. Ausprobiert wurde dafiir
sowohl die sitting-drop als auch die hanging-drop Methode. Die genauen Bedingungen und
verwendeten Platten fiir die jeweiligen Konstrukte sind unter Abschnitt 6.1 des Anhanges
zusammengefasst.

3.7.2 Rontgenkristallstrukturanalyse

Aus den Kristallisationsansidtzen wurden einzelne Kristalle entnommen, in fliissigem
Stickstoff gekiihlt und auf ihr Diffraktionsvermogen untersucht. Haben Sie in der Kristal-
lographieeinrichtung des Max-Planck-Institutes hinreichend gut gestreut (Rontgenquelle:
MICROSTAR Rontgenquelle, Bruker AXS Inc., Madison, USA; Detektor: Mar345 Image
Plate Detektor, Marresearch GmbH, Norderstedt, Deutschland), wurden Sie zum Paul
Scherrer Institut in Villigen (Schweiz) gebracht, an dessen Swiss Light Source Rontgen-
quelle X10SA ein Datensatz aufgenommen wurde.

Ein vollstédndiger Datensatz wurde von einem einzelnen Kristall erhalten und mittels
XDS?? prozessiert. Die Strukturlésung erfolgte mittels molekularem Ersatz (phaser®?)
unter Verwendung der bekannten Struktur von Ypt7:GppNHp (pdb 1KY?2). Das Modell
wurde anschlieBend durch manuellen Modellbau in WinCoot“ und Verfeinerung in
REFMAC5% vollendet (die Datenstatistik ist im Anhang in Kapitel 6.1 dargestellt).
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4 Ergebnisse

4.1 Teil 1: Kristallisation und Strukturbestimmung von
Ypt7-aGTP

4.1.1 Herstellung und Kristallisation hydrolysedefizienter
Ypt7-Konstrukte

Um die Struktur einer mit acryl-GTP modifizierten kleinen GTPase zu bestimmen,
wurde die Rab-GTPase Ypt7 aus S. cerevisiae verwendet, deren Struktur nach acryl-GDP
Modifikation bereits durch Sophie Vieweg bestimmt worden war. Einerseits wurden bereits
mehrere Strukturen von Ypt7 veroffentlicht, was den Vergleich mit der Struktur in Komplex
mit natiirlichen Nukleotiden oder mit GppNHp erleichtert. Andererseits kristallisierte
Ypt7 in fritheren Experimenten vergleichsweise schnell. Zur Modifikation von Ypt7 mit
acryl-Nukleotiden wurde bei dem Protein mittels ortspezifischer Mutagenese ein Glutamin
an Position 35 durch ein Cystein ersetzt. Dies ermoglicht die kovalente Bindung der
acryl-Nukleotide via Michael-Addition. Die verwendete Position 35 hat sich in Vorarbeiten
von Sophie Vieweg als funktionell neutral herausgestellt und bei der analogen Mutation in
Rabl keine Interferenzen bei der Bindung von Interaktionspartnern verursacht. In ersten
Kristallisationsversuchen unter gleichen Bedingungen, in denen die Kristallisation von
acryl-GTP-Ypt7gssc stattgefunden hat, war die intrinsische Hydrolyseaktivitat der Rab-
Mutante Ypt7gssc noch zu hoch, um Kristalle der aktiven Konformation der Rab-GTPase
zu erhalten. Innerhalb des Zeitraums welcher zur Kristallisation benétigt wurde, lag ein
grofler Teil des mit acryl-GTP modifizierten Ypt7gssc bereits in der inaktiven acryl-GDP-
Form vor. Um die Hydrolyseaktivitéit zu senken, wurde mittels ortsspezifischer Mutagenese
ein Glutamin an Position 68 nahe des v-Phosphats durch ein Leucin ersetzt. Von vielen
kleinen GTPasen der Ras-Superfamilie mit dieser Mutation ist bekannt, dass sie eine
stark reduzierte Hydrolyseaktivitit besitzen.?%°” Die durch die Mutation Q68L bewirkte
Verénderung der Hydrolyserate wurde mittels HPLC bestimmt und entsprach in etwa einer
Reduktion um den Faktor 5 (kops(Y ptTywr) = 0.10023 £ 0.004 h™1 5 kops (Y Dt70350.068L)
= 0.02145 £ 0.00079 h—1).

Fiir die initialen Kristallisationsexperimente mit dem acryl-GTP modifizierten Kon-
strukt Ypt7gssc,gesr, wurden Qiagen JCSG Core I-IV Hochdurchsatztests verwendet.
Getestet wurde mittels sitting-drop Methode bei einer Proteinkonzentration von 13.75
mg/ml und 27 mg/ml sowie einer Temperatur von 20°C. Konglomerate sehr diinner,
nadelartiger und fragiler Kristalle bildeten sich innerhalb von 1-3 Tagen insbesondere
bei Kristallisationspuffern auf Basis von PEG 3350 mit einer Konzentration zwischen
20-30% w/v und diversen Salzen wie LiCl, LiNO3, KNO3, NH4NO3 oder MgCl, als
weiteren Inhaltsstoffen des Puffers. Sofern bei den Kristallen eine hinreichende Diffrak-
tion festzustellen war, zeigten jedoch sdmtliche gelosten Strukturen dieser Kristalle die
acryl-GDP-Form der GTPase. Daher wurde zusétzlich versucht, das durch die Hydrolyse
entfernte y-Phosphat mittels eines Mimetikums (AlF, oder BeF,) zu ersetzen. Die geloste
molekulare Struktur der dabei resultierenden Kristalle zeigte allerdings, dass auch dieser
Ansatz erfolglos war (Daten nicht gezeigt). Diese Experimente zeigen, dass die Reduktion
der Hydrolyse noch nicht ausreichte, um im Zeitrahmen der Kristallisation vorwiegend
Kristalle von acryl-GTP-Ypt7 zu erhalten.
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Bei anderen Rab-GTPasen mit der zu Q68L analogen Mutation fillt die relative Senkung
der Hydrolyseaktivitdt zum Teil deutlich stédrker aus. Sie entspricht etwa im Falle der
Rab-GTPase Yptl einer Reduktion um das 25-Fache bei intrinsischer Hydrolyse.“® Daher
wurde nach einer Strategie gesucht, die Aktivitdt weiter zu senken. Basierend auf einem
Vergleich der iiberlagerten Strukturen von Rablb (PDB-ID: 3NKV), dem humanen Ypt1-
Homolog, und Ypt7 (PDB-ID: 1KY2) wurde nach weiteren Positionen im Radius von
7A des y-Phosphats gesucht, die sich zwischen Rablb und Ypt7 unterscheiden. Da diese
Unterschiede moglicherweise eine Rolle bei der intrinsischen Hydrolyse spielen, kénnte
das zusétzliche Angleichen solcher Positionen von Ypt7 an Rabl die Hydrolyserate weiter
senken.

Durch den Vergleich wurden die Positionen 38 und 39 in Ypt7 identifiziert: statt eines
Lysins an Position 38 und eines Alanins an Position 39 befinden sich an den analogen
Positionen in Rablb ein Isoleucin bzw. Serin (Vgl. Abbildung 4.1).

Ypt7
Rabib

Abbildung 4.1

Vergleich der iiberlagerten Strukturen von Rablb (grau) und Ypt7 (griin). Innerhalb eines Radius von 7A
um das y-Phosphat (orange) unterscheiden sich die Positionen 38 (Lysin) und 39 (Alanin) in Ypt7 von
denen in Rablb (Isoleucin 38 und Serin 39). Ebenfalls hervorgehoben sind die Regionen P-loop (gelb),
switch I (rot) und switch II (blau).

Dementsprechend wurden weitere Ypt7-Konstrukte mittels ortspezifischer Mutagene-
se erstellt: Ypt7gssc,x3sr,esn, YPU7Q35¢,4308,Q6sL und Ypt7gssc xasr,A39s,Qest- Nach
erfolgreicher Expression und Aufreinigung wurde die intrinsische Hydrolyserate aller
Konstrukte mittels HPLC bestimmt und miteinander verglichen. Dabei stellte sich das
Konstrukt Ypt7gssc k3sr,0esr, als dasjenige mit der niedrigsten Hydrolyseaktivitdt her-
aus (kops = 0.01578 £ 0.00069 h~1), wohingegen die zusiitzliche Mutation A39S einen
gegenteiligen Effekt zu haben scheint (Abbildung 4.2). Das Konstrukt Ypt7ossc, k3s1,Q6sr
wurde daher fiir alle weiteren Kristallisationsversuche verwendet.

Um nach Kristallisationsbedingungen fiir das acryl-GTP-modifizierte Konstrukt
Ypt70s3sc, k381,068 zu suchen, wurden wiederum Qiagen JCSG Core I-IV Hochdurchsatz-
tests via sitting-drop Methode angewandt. Die Proteinkonzentrationen betrugen 14.5 und
29 mg/dl. Zuséitzlich wurden die Kristallisationsansitze bei 4°C durchgefiihrt, um die
Hydrolysereaktion weiter zu verzogern. Kristalle wurden wiederum in verschiedenen Bedin-
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Ypt7o3sc 0.10023 =+ 0.004
Ypt7o3sc,06sL 0.02145 £+ 7.9 x1074
Ypt79350,Kx381,Q68L 0.01578 4+ 6.9 x10~4
Ypt7350,4395,Q68L 0.0548  + 1.26 x1073
Ypt7Q3s0,K381,4395,Q68L 0.02868 =+ 6.07 x10~4

Abbildung 4.2

Intrinsische Hydrolyserate mutierter Ypt7-Konstrukte. Angepasste Kurven sind in rot dargestellt.

gungen auf Basis von PEG 3350 gefunden, welche morphologisch den Nadelkonglomeraten
der vorherigen Konstrukte dhnelten. Da die Kristalle auf den grofleren Kristallisations-
platten nicht reproduzierbar waren, wurde versucht die Kristalle mittels Aussaat von
Kristallfragmenten zu reproduzieren, was jedoch ebenfalls erfolglos war.

Zur weiteren Optimierung wurden Hochdurchsatztests mit verschiedenen Additiven fiir
einige der Grundbedingungen, bei denen Kristalle wuchsen, durchgefiihrt. Hierzu wurde
die Qiagen JCSG +Suite verwendet. Unter der Bedingung 0.2 M LiCl, 20% w/v PEG
3350, 0.01 M Yttrium(III)-chlorid-hexahydrat und bei einer Proteinkonzentration von 29
mg/ml wurden dabei Kristalle neuer Morphologie gefunden. Die in Abbildung 4.3 gezeig-
ten zylindrischen Kristalle streuten an der institutseigenen MICROSTAR Roéntgenquelle
(Bruker AXS Inc.) bis etwa 3 A. Ein erster ebenda aufgenommener Datensatz zeigte
nach Prozessierung jedoch, dass die Position des an der Nukleotidbindung beteiligten
Mg?*-Ions nicht vollstindig besetzt war. Dieses Problem konnte durch die Erhéhung
der MgCly-Konzentration auf 5 mM im Proteinpuffer gelést werden. Die mit dem neuen
Proteinpuffer wiederholten Kristallisationansétze waren bei sonst gleichen Kristallisati-
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Abbildung 4.3

Kristalle von aGTP-Ypt7i1_152 Q35C K381 Q68L bei einer Proteinkonzentration von 29 mg/ml, 4°C.
Kristallisationspuffer zusammengesetzt aus 0.2 M LiCl, 20% w/v PEG 3350 und 0.01 M Yttrium(III)-
chlorid-hexahydrat.

onsbedingungen reproduzierbar. Ein Datensatz dieser Kristalle wurde an der Swiss Light
Source Rontgenquelle des Paul Scherrer Institut in Villigen (Schweiz) aufgenommen und
fithrte zur Losung der Struktur von acryl-GTP modifiziertem Ypt7gssc, x337,Q63L -

4.1.2 Die Struktur von acryl-GTP modifiziertem Ypt7gssc x3sroest

Die geloste molekulare Struktur von aGTP-Ypt7gssc, k3sr,gesr, (Abbildung 4.4(a)) wurde
mit der Struktur von Ypt7-GppNHp (Abbildung 4.4(b)) verglichen, welche als Referenz fiir
die aktive Konformation des nativen Proteins diente. Hierbei zeigte sich zum einen, dass
die Acrylverbindung zwischen dem Protein und dem Nukleotid ausreichend Flexibilitéit ge-
wahrleistet, um die regulire Bindung des Nukleotids in der Bindungstasche zu ermoglichen
(Abbildung 4.4(a)). Ein Vergleich durch virtuelle Uberlagerung beider Strukturmodelle in
PyMOL zeigte zudem, dass nur sehr geringe strukturelle Unterschiede zwischen beiden
Ypt7-Varianten vorhanden sind (rmsd = 0.382 A) (Abbildung 4.4(c)). Von Relevanz sind
in diesem Zusammenhang die Strukturen der P-loop Region sowie insbesondere der switch
I und switch II Regionen. Letztere unterliegen, wie eingangs erwihnt, bei Anderung des
Nukleotidstatus den stérksten Konformationsinderungen und stellen die wesentlichen
strukturellen Voraussetzungen fiir die Interaktion mit Effektoren dar. Sie sind somit fiir
die Funktionalitéit kleiner GTPasen unabdingbar. Die hohe strukturelle Ubereinstimmung
auch in diesen Regionen deutet daher darauf hin, dass der eingefithrte Linker zwischen
Protein und Nukleotid die aktive Konformation und die Funktionalitdt des Proteins nicht
beeintrachtigt.

Die Struktur von aGTP-Ypt7gssc, k381,068 wurde in der PDB-Datenbank unter der
Kennung 4PHG hinterlegt und verdffentlicht. Die Statistiken zur Rontgenkristallstruktur-
analyse sind im Anhang unter Kapitel 6.1 zu finden.
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(c) Uberlagerung Ypt7-aGTP/GppNHp

Abbildung 4.4

Vergleich der Strukturen von Ypt7 in aGTP-gebundener (a) und GppNHp-gebundener (b) Variante (PDB
Zugangsnummer 1KY2). Hervorgehoben sind jeweils die switch I und switch II Regionen in rot bzw.
blau, die P-loop Region in gelb, das an der Bindung der Phosphate beteiligte Magnesium-Ion in hellgriin
und das jeweilige Nukleotid. Zusétzlich zu dem Stab-Modell des acryl-GTPs ist in (a) die Karte der
Elektronendichte als schwarzes Gitter eingeblendet. (c) zeigt die direkte Uberlagerung beider Modelle
(rmsd = 0.382 A).
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4.2 Teil 2: Weiterentwicklung und Optimierung eines
Pulldown-Protokolls zur Anreicherung und
Identifikation von Rab-GEFs

4.2.1 Reproduktion der initialen Pulldown-Experimente

Um das von Timon Friese etablierte Protokoll der Pulldown-Experimente zu optimieren,
wurden zundchst die Ergebnisse mit Rab1lb und der GEF-Doméne des Legionellenproteins
DrrA reproduziert (verwendetes Konstrukt: DrrAsyg_gs7, die GEF Doméne entspricht
den Aminosduren 340-520). Dabei wurde zuerst das Rab-Protein wie in Kapitel 3.5.5
beschrieben biotinyliert und der Erfolg der Reaktion mittels ESI-MS kontrolliert. Die
eigentlichen Pulldown-Experimente wurde wir in Kapitel 3.5.6 beschrieben durchgefiihrt.
Die Inkubationsschritte erfolgten mit E. Coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL Lysat, welchem
die DrrA GEF-Domaéne bis zu einer Endkonzentration von 5 nM exogen zugegeben wurde.
Die SDS-PAGE der einzelnen Probenfraktionen zeigt das Signal wihrend der jeweiligen
(Zwischen-)Schritte (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5

Reproduktion des Pulldowns der DrrA GEF-Doméne mittels Rab1lb. Fraktionen von links nach rechts:
Marker als Groflenreferenz, Referenzen fiir Lysat, Rab-Koder, DrrAsyo_g47, Hintergrundsignal der
SMBs, Lysat nach Zugabe von DrrA; SMBs W+R: Probe nach Waschen der SMBs und Bindung
des Rab-Kéders, SMBs 1(1): Probe der SMBs nach dem ersten Inkubationszyklus, US I(1): Probe
des Uberstands nach dem ersten Inkubationszyklus, US I(3) W(1): Probe des Uberstands nach
dem ersten Waschzyklus nach dem letzten Inkubationszyklus, SMBs I(3) W(1): Probe der SMBs
nach dem ersten Waschzyklus nach dem letzten Inkubationszyklus, US I(3) W(3): Probe des
Uberstands nach dem letzten Waschzyklus nach dem letzten Inkubationszyklus, SMBs E100:
Probe der SMBs nach Elution mit PBS a 100 ptM GTP, US E100: Probe der Elutionsfraktion mit
PBS a 100 pM GTP, SMBs C100: Probe der SMBs der Negativkontrolle nach Elution mit PBS a
100 pM GTP, US C100: Probe der Elutionsfraktion mit PBS a 100 pM GTP der Negativkontrolle.

Wie die Spalte US E100 zeigt, konnte die DrrA GEF-Doméne nach Anreicherung durch
das Waschen der SMBs mit 100 pl PBS a 100 pM GTP relativ spezifisch eluiert werden.
Die entsprechende Spalte der Negativkontrolle US C100 zeigt hingegen keine Bande auf
Hohe der DrrA-Referenz. Ein Vergleich der SMBs-Fraktionen nach Elution zeigt, dass
DrrA an den Rablb-beschichteten SMBs angereichert wurde (Spalte SMBs E100), nicht
aber den SMBs der Negativkontrolle ohne Rablb (Spalte SMBs C100). Ein Vergleich der
Spalten SMBs E100 und US E100 zeigt allerdings auch, dass nach der Elution noch ein
grofler Teil der DrrA GEF-Doméne an den SMBs verblieb und nicht eluiert wurde.
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4.2.2 Optimierung der Pulldown-Experimente
Variation der GTP-Konzentration in der Elutionslésung

Um als eine erste Optimierungsmafinahme die Ausbeute des eluierten GEFs zu erhéhen,
wurde in einer zweiten Versuchsreihe die GTP-Konzentration der Elutionslésung erhdht.
Grund hierfiir war die Annahme, dass die Nukleotidbindung und damit die Aufhebung
der Rab/GEF-Komplexe sich unter hoherer GTP-Konzentration verbessert.

Als Rab/GEF-Paar wurde wiederum Rablb und die DrrA GEF-Doméne verwendet,
von welcher bis zu einer Endkonzentration von 5 ptM exogen zu E. Coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL Lysat gegeben wurde. Es wurden vier technische Replikate des Pulldown-
Experimentes samt einer Negativkontrolle ohne Rablb-Kéder durchgefithrt. Nach den
Inkubationszyklen wurde die GEF-Doméne mit jeweils 250 pM, 500 uM, 1 mM und 10
mM GTP eluiert. Im Falle der Negativkontrolle wurde mit 250 pM GTP eluiert.

Abbildung 4.6 (a) zeigt das Coomassie-gefiarbte Gel nach SDS-PAGE mit den SMBs
und den Uberstinden nach Elution. Wie zu sehen ist, steigt mit zunehmender GTP-
Konzentration der Anteil der eluierten DrrA GEF-Domine in den Uberstéinden, bzw. sinkt
der auf den SMBs verbleibende Anteil. Zusitzlich zeigte sich jedoch im Uberstand der 10
mM Elutionsfraktion eine zweite Bande etwa auf Hohe der 97 kDa Referenzbande. Weitere,
nur sehr schwach sichtbare Banden zeigten sich zudem in allen Spalten der Uberstande.
Um diese vermutlich ko-eluierten Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde das Gel
zundchst durch Lagerung in Aceton entfirbt und anschliefend mit sensitiveren Methoden
erneut eingefarbt (Abbildung4.6 (b) und (c)). Wie die kolloidale Coomassie-Farbung und
insbesondere die Silbernitrat-Férbung zeigt, steigt mit zunehmender GTP-Konzentration
auch die Elution anderer Proteine. Vor allem die Spalte US E10000 zeigt in der Silbernitrat-
Farbung einen hohen Anteil weiterer Proteinbanden. Eine Erkliarung hierfiir wére, dass
GTP in zu hohen Konzentrationen nicht nur durch Bindung an die Rab-Proteine das
GEF eluiert, sondern durch ionische Wechselwirkungen auch die unspezifisch gebundenen
Proteine aufgrund der hohen Ionenstérke von den SMBs 16st.

Fiir die weiteren Pulldown-Experimente wurde folgendes Prozedere gewéhlt: In einem
ersten Elutionsschritt wurde mit 100 pl PBS einer GTP-Konzentration von 500 pM
eluiert. Bei dieser Konzentration zeigen Abbildung 4.6 (a)-(c) eine Elutionsausbeute
von schitzungsweise 50% im Uberstand, sowie eine deutlich héhere Ausbeute gegeniiber
einer Elution mit 100 pM und 250 ptM GTP. Zudem ist die Ausbeute der DrrA GEF-
Doméne gegeniiber einer Elution mit 1000 pM nicht wesentlich geringer bei gleichzeitig
deutlich geringerer Elution unspezifisch gebundener Proteine im Vergleich zu einer GTP-
Konzentration von 10 mM. In einem zweiten Elutionsschritt wurde anschliefend mit 100
1l PBS einer GTP-Konzentration von 10 mM eluiert, um die verbleibenden GEF-Proteine
ebenfalls von den SMBs zu lésen. Da die zweite Elutionsfraktion erwartungsgeméf stérker
durch unspezifisches Material verunreinigt sein sollte, wurde diese separat zu der ersten
analysiert.

Bestimmung der SDS-PAGE-Nachweisgrenze des eluierten GEFs

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Konzentration der exogen zugegebenen DrrA
GEF-Doméne zunehmend verringert, um eine optische Nachweisgrenze fiir die SDS-PAGE-
Analyse der Pulldown-Experimente zu bestimmen.

Wie zuvor wurde Rablb und die DrrA GEF-Doméne als Rab/GEF-Paar verwendet. Die
Pulldown-Experimente wurden mit Lysat durchgefiihrt, welchem die DrrA GEF-Doméne
exogen bis zu einer Endkonzentration von 1, 0.2, 0.04 und 0.008 pM zugegeben wurde.
Wie Abbildung 4.7 (a) zeigt, lie sich die DrrA GEF-Doméne mit kolloidaler Coomassie-
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(c) Silbernitrat-Farbung

Abbildung 4.6

Pulldown-Experimente unter Variation der GTP-Konzentration der Elutionslésung. Gezeigt sind neben
GréBenmarker und Referenz der DrrA GEF-Doméne die SMBs und die Uberstinde der Elutionsfraktionen
(EX, wobei X die GTP-Konzentration in pM bezeichnet).
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Abbildung 4.7
Pulldown-Experimente unter Variation der DrrA-Konzentration des Lysats zur Bestimmung der optischen
Nachweisgrenze der SDS-PAGE.

Farbung noch bei einer Ausgangskonzentration von 0.04 1M in beiden Elutionsfraktionen
gut nachweisen (Spalten US E500 und US E10000 des dritten Pulldown-Experiments).
Bei einer Ausgangskonzentration von 0.008 ptM war dies immerhin noch in der zweiten
Elutionsfraktion der Fall (Spalte US E10000 des vierten Pulldown-Experiments). Wie
in Abbildung 4.7 (b) zu sehen, lie sich mit einer Silbernitrat-Farbung die DrrA GEF-
Doméne auch bei einer Ausgangskonzentration von 0.008 pM in beiden Elutionsfraktionen
deutlich nachweisen.

Test einer alternativen Anreicherungsmatrix: Nickel-NTA-Beads

Die bislang beschriebenen Pulldown-Experimente wurden samtlich mit biotinylierten
Rab-GTPasen durchgefiihrt. Da jedoch die Biotinylierung des Koder-Proteins einen wei-
teren Schritt zwischen Proteinaufreinigung und dem eigentlichen Pulldown-Experiment
darstellt, wurde versucht, dieses Prozedere zu vereinfachen. Vielen der im Labor dieser
Arbeitsgruppe verwendeten Konstrukte von Rab-Proteinen wurde zu Aufreinigungszwe-
cken ein Hexahistidin(Hisg)-Affinitdtsanker angefiigt, welcher normalerweise vor dem
letzten Aufreinigungsschritt enzymatisch abgespalten wird. Es bestand daher die Idee,
den letzten Reinigungsschritt auszulassen und den Hisg-Affinitédtsanker nicht abzuspalten,
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sondern die Pulldown-Experimente direkt nach der Reinigung unter Ausnutzung des
Hisg-Affinitdtsankers durchzufiithren. Als Anreicherungsmatrix fungierten in diesem Fall
Nickel-NTA-Beads (im weiteren als NNBs bezeichnet). Als Rab/GEF-Paar wurden wieder-
um Rab1b und die DrrA GEF-Doméne verwendet. Die verwendeten Rab-Konstrukte waren
das mit einem Aminosdurenaustausch modifizierte Rablby 1250 samt nicht abgespaltenen
Hisg-Affinitétsankers und Maltose-bindendem Protein (MBP) sowie die Wildtyp-Variante
von Rablb, bei welcher ebenfalls MBP und Hisg-Affinitdtsankers nicht abgespalten wurden.
Die DrrA GEF-Doméne wurde bis zu einer Endkonzentration von 5 pnM exogen zu E. Coli
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL Lysat gegeben. Das Prozedere des Pulldown-Experimentes
blieb unveréndert.

Wie Abbildung 4.8 (b) zeigt, ist das Eluat nach SDS-PAGE optisch weniger verunreinigt.
Allerdings ist auch die Ausbeute der eluierten DrrA GEF-Doméne unter Verwendung
von Hisg-MBP-Rablb Kodern und NNBs im Vergleich zu den bisherigen Experimenten
wesentlich geringer, obwohl anhand der entsprechenden Banden die Beladung der NNBs
mit DrrA sehr hoch erscheint. Obgleich optisch nicht erkennbar, wére es moglich, dass es
zum Verlust eines Teils der Rab-Kéderproteine wiahrend des Waschvorganges aufgrund
einer im Vergleich zu Biotin und Streptavidin geringeren Wechselwirkung zwischen dem
Affinitdtsanker und den NNBs kommt. Alternativ kommt eine Reduktion der Effizienz der
Elution mit GTP oder eine stéarkere unspezifische Anreicherung von DrrA zur Erklarung
infrage. Eine verringerte Effizienz der Elution kénnte durch Interaktion zwischen dem in
den NNBs komplexierten Nickel mit GTP zustande kommen. Unspezifisch angereichertes
DrrA wiirde durch GTP nicht spezifisch eluiert werden und somit ebenfalls die verringerte
Effizienz erklaren. Auch denkbar wére, dass aufgrund des MBPs eine grofiere Fraktion
von fehlgefaltenem Rabl in Losung gehalten wird, sodass weniger Rabl fiir die spezifische
Anreicherung von DrrA zur Verfligung steht. In allen weiteren Pulldown-Experimenten
wurden daher wieder biotinylierte Rab-Kéder und SMBs verwendet.
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Abbildung 4.8

Pulldown-Experimente unter Variation der Anreicherungsmatrix und unterschiedlichen Rabl-
Koderkonstrukten.
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Fluoreszenzspektroskopische Analyse der Austauschaktivitidt des Eluats aus
Pulldown-Experimenten mit endogen exprimierten GEFs

Nachdem die bisherigen Pulldown-Experimente stets mit exogen zu dem Lysat gegebenem
GEF durchgefithrt wurden, sollten weitere Experimente die Funktionsweise des Prinzips
auch mit endogen exprimierten GEF-Proteinen belegen. Auch hierzu wurden bereits erste
Experimente von Timon Friese mit Sec4 und Saccharomyces cerevisiae-Lysat durchgefiihrt,
die allerdings keine eindeutige Aussage zulielen. Erste eigene Experimente mit biotiny-
liertem Secd, deren Ziel es war, endogen exprimiertes Sec2 aus Lysat des Saccharomyces
cerevisiae Stammes BJ5459 zu isolieren, ergaben dhnliche Ergebnisse: Wie Abbildung 4.9
zeigt, lasst sich in der SDS-PAGE der Elutionsfraktionen keine deutliche Bande zwischen
der 97 kDa und 66 kDa Referenz des Markers ausmachen. In diesem Bereich wiirde man
bei einer theoretischen Masse von circa 85 kDa eine Bande fiir Sec2 erwarten.

Um auf anderem Weg zu testen, ob Proteine mit GEF-Aktivitit bei dem Pulldown-
Experiment isoliert worden sind, wurde das Eluat wie in Kapitel 3.5.9 beschrieben
fluoreszenzspektroskopisch auf das Vermogen hin untersucht, die Nukleotidaustauschrate
von Sec4 zu stimulieren. Abbildung 4.10 zeigt, dass die Zugabe von Eluat die Nukleotid-
austauschrate von Sec4 stimulieren kann. Die Hohe der Stimulation ist dariiber hinaus
Abhéngig von der Konzentration des Eluats. Dies zeigt, dass Proteine mit GEF-Aktivitat
gegeniiber Sec4 in dem Pulldown-Experiment mit Saccharomyces cerevisiae-Lysat angerei-
chert werden konnten. Eluat aus den Negativkontrollen zeigten hingegen keine Stimulation
der Nukleotidaustauschrate von Sec4.

97.0 kDa
66.0 kDa

45.0 kDa
30.3 kDa

20.1 kDa

14.4 kDa

Abbildung 4.9

Pulldown-Experiment mit biotinyliertem Sec4 und Saccharomyces cerevisiae-Lysat (Stamm BJ5459).
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Abbildung 4.10

Nukleotidaustauschraten von Sec4 in Abhéngigkeit der Zugabe von Eluat aus Pulldown-Experimenten mit
Saccharomyces cerevisiae-Lysat. Die schwarze Kurve zeigt die intrinsische Austauschreaktion von Sec4, die
grine, blaue und orange Kurve die Austauschreaktion von Sec4 unter Zugabe unterschiedlicher Volumina
der Eluatfraktionen E500 und E10000. Die aus der Kurvenanpassung erhaltenen Ratenkonstanten des
Nukleotidaustausches sind in der unteren Tabelle angegeben.
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Optimiertes Protokoll fiir die Pulldown-Experimente

Nach den oben beschriebenen Experimenten zur Optimierung der Pulldown-Experimente
und dem Nachweis, dass es sich auch zur Anreicherung endogen exprimierter GEFs aus
zelluldren Lysaten eignet, wurden alle weiteren Experimente nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

1. Vorbereitung
o 250 pl Streptavidin Magnetic Beads (SMBs) dreimal mit 500 pl PBS pH 7 in

einem 2 ml Eppendorf-Gefafl waschen und in 500 pl resuspendieren.

e Danach 1.5 nmol der biotinylierten Rab-GTPase zu den SMBs geben und 15
Minuten lang auf Eis inkubieren.

e Anschlieend die SMBs wiederum dreimal in 500 pl PBS pH 7 waschen.

o Eine Stunde vor Beginn der Inkubation dem Lysat 25 U/ml alkalische Phos-
phatase hinzufiigen. Dabei ist das Lysat ebenfalls auf Eis zu lagern.

2. Inkubationzyklen

e 1 ml Lysat zu den SMBs geben und solange mit der Pipette durchmischen, bis
sich die SMBs vollstandig in Suspension befinden.

o Fiir 30-45 Minuten auf Eis inkubieren, gegebenenfalls unter leichter Durchmi-
schung durch einen Schiittler bei etwa 50 rpm.

e AnschlieSend dreimal mit 500 pl PBS pH 7 waschen.

¢ Den Inkubationsschritt weitere 2-4 mal wiederholen.

3. Elution

o Uberstand entfernen und mit 100 pl einer PBS-Losung mit einem pH von 7
und einer GTP-Konzentration von 500 pM fiir 10 Minuten auf Eis eluieren.

« Uberstand in ein neues Eppendorf-Gefi8 iiberfithren.

e Ein weiteres Mal mit 100 pl einer PBS-Lésung mit einem pH von 7 und einer
GTP-Konzentration von 10 mM fiir 10 Minuten auf Eis eluieren.

« Uberstand in ein neues Eppendorf-Gefi$ iiberfiihren.

Im Anschluss kénnen die Elutionsfraktionen fiir die Auftrennung per SDS-PAGE prézipi-
tiert werden, wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben auf GEF-Aktivitat getestet werden, fiir die
massenspektrometrische Analyse nach tryptischem Verdau vorbereitet werden, oder in
fliissigem Stickstoff gekiihlt und bei -80°C gelagert werden.

4.2.3 Proteinidentifikation mittels hochauflosender
Massenspektrometrie: Identifikation von Sec2

Um zu tiberpriifen, ob es sich bei dem GEF, welches bei dem Pulldown-Experiment mit
Sec4 im Eluat angereichert wurde, um Sec2 handelt, wurden die Eluatbanden mittels
Trypsin wie in Kapitel 3.5.7 beschrieben verdaut. Die anschliefende Messung der verdauten
Proben mittels Elektrospray-Ionisations Massenspektrometrie konnte zwar einige wenige
Peptide von Sec2 identifizieren, allerdings war das Signal zu schlecht und gegeniiber den
Negativkontrollen nicht signifikant, um dies als valide Identifikation zu werten. Um die
Identifikation der in den Pulldown-Experimenten angereicherten Proteine zu verbessern,
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wurde ein Protokoll zur Probenpréiparation fiir die Messung mittels hochauflésender
Massenspektrometrie (Vgl. Kapitel 3.5.8) adaptiert. Die eigentliche Messung der Proben
mittels hochauflésender Massenspektrometrie sowie die statistische Evaluation der Mess-
ergebnisse (Vgl. Kapitel 3.6.5) erfolgte durch Dr. Petra Janning oder Andreas Brockmeyer
(Abteilung fiir Chemische Biologie, MPI fiir Molekulare Physiologie, Dortmund).

Identifikation von Sec2

Um Sec2 zu identifizieren, wurden die Pulldown-Experimente mit Sec4 und Saccharomyces
cerevisiae-Lysat wiederholt. Die Eluatfraktionen wurden wie oben erwéhnt verdaut, fiir
die Messung mittels hochauflésender Massenspektrometrie vorbereitet und zur Messung
iibergeben. Das silbergefiarbte Gel der SDS-PAGE des Pulldowns zeigte dieses mal in
der Spalte US E500 eine Bande zwischen dem 66 kDa und 97 kDa Marker, welche Sec2
entsprechen konnte (Abbildung 4.11(a)). Die Bande ldsst sich allerdings nicht klar von
einer Bande der Negativkontrolle auf gleicher Hohe abgrenzen. Mittels der hochauflésenden
Massenspektrometrie konnten Peptide von Sec2 in den Eluatfraktionen der Proben mit
Sec4-Koder deutlich nachgewiesen werden. In den Negativkontrollen hingegen lieflen sich
erwartungsgeméf keine bis lediglich vereinzelt Sec2-Peptide nachweisen. Abbildung 4.11(b)
zeigt alle identifizierten Proteine, welche gegeniiber den Negativkontrollen - gemessen an
der Intensitdt der labelfreien Quantifizierung - statistisch signifikant angereichert wurden.

Obgleich die Ergebnisse des oben beschriebenen Experimentes eine deutliche Identifika-
tion von Sec2 in den Elutionsfraktionen zeigen und die Negativkontrollen keine Peptide
von Sec2 aufweisen, ist die Aussagekraft eines einzelnen Pulldown-Experimentes stark
begrenzt. Dies trifft insbesondere Aufgrund der Komplexitéit der Lister aller identifizierten
Proteine zu. So wurden in dem oben beschriebenen Pulldown-Experiment trotz Filterung
von tiblichen Kontaminanten noch Peptide von beinahe 500 verschiedenen Proteinen
identifiziert. Auf Anraten von Dr. Petra Janning wurden daher alle Experimente mindes-
tens als technisches Triplikat (jeweils mindestens drei Proben mit Rab-Kéder und drei
Negativkontrollen) durchgefiihrt. Die Triplikate erlauben eine erste statistische Evaluation
der Ergebnisse und dadurch eine Reduktion der Liste der identifizierten Proteine auf die
statistisch signifikanten Identifikationen. Dariiber hinaus wurde von allen Experimenten
ein unabhéngiges, biologisches Replikat (d.h. unter Verwendung neu aufgereinigter und
biotinylierter Proteine sowie neu hergestelltem Hefe-Lysat) angefertigt. Dementsprechend
wurde das Pulldown-Experiment mit Sec4d und Saccharomyces cerevisiae-Lysat biologisch
repliziert (und wiederum als technisches Triplikat durchgefiihrt).

Auf dem Gel des biologischen Replikates ist in den Elutionsfraktionen jeweils eine
Bande zwischen dem 66 kDa und 97 kDa Marker zu erkennen, welche Sec2 entsprechen
konnte und nicht in den Elutionsfraktionen der Negativkontrollen zu erkennen ist (Vgl.
Abbildung 4.12 (a)). Die massensprektrometrische Analyse bestéitigte die signifikante
Anreicherung von Sec2. Abbildung 4.12(b) listet alle identifizierten Proteine, welche
gegeniiber den Negativkontrollen statistisch signifikant angereichert wurden. Weiterhin
bestétigte das biologische Replikat auch die signifikante Anreicherung und Identifizierung
der durch Mrs6, Ivyl und Netl codierten Proteine. Zusétzlich wurden einige Proteine
angereichert, die im ersten Experiment nicht identifiziert wurden. Erwahnenswert ist
in diesem Zusammenhang die Anreicherung von Dss4, welches ebenfalls eine geringe
GEF-Aktivitit gegeniiber Sec4 besitzt.%® Mrs6 codiert zudem fiir das Hefe-Homolog des
Rab escort protein (REP), welches ebenfalls mit Rab-GTPasen interagiert. Auch von
Ivyl ist bekannt, dass es mit der Rab-GTPase Ypt7 interagiert, sodass eine indirekte
Interaktion mit Sec4 ebenfalls moglich erscheint.
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Abbildung 4.11 (b)

Pulldown-Experiment mit biotinyliertem Sec4 und Saccharomyces cerevisiae-Lysat (Stamm BJ5459).
(a) Gel der SDS-PAGE. (b) Ergebnisse der hochauflésenden Massenspektrometrieanalyse fiir das Pull-
down-Experiment. Aufgelistet wurden alle Proteine, welche in einer der beiden Elutionsfraktionen E500
oder E10000 statistisch signifikant (*p < 0.05) gegentiber den Elutionsfraktionen C500 und C10000
der Negativkontrollen angereichert wurden (gemessen an der Intensitit der labelfreien Quantifizierung
(LFQ)). Angaben jeweils als Mittelwert und Standardabweichung bestimmt anhand von n = 3 technisch
unabhéngigen Experimenten.
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Abbildung 4.12 (®)

Biologisches Replikat des Pulldown-Experimentes mit biotinyliertem Sec4 und Saccharomyces cerevisiae-
Lysat (Stamm BJ5459). (a) Gel der SDS-PAGE. (b) Ergebnisse der hochauflésenden Massenspektrome-
trieanalyse fir das Pulldown-Experiment. Aufgelistet wurden alle Proteine, welche in einer der beiden
Elutionsfraktionen E500 oder E10000 statistisch signifikant (*p < 0.05) gegeniiber den Elutionsfraktionen
C500 und C10000 der Negativkontrollen angereichert wurden (gemessen an der Intensitat der labelfreien
Quantifizierung (LFQ)). Angaben jeweils als Mittelwert und Standardabweichung bestimmt anhand von n
= 3 technisch unabhingigen Experimenten.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Pulldown-Experimente, dass die endogen
exprimierten GEFs Sec2 und zu geringerem Anteil auch Dss4 sowie weitere Interaktions-
partner von Rab-GTPasen mit dem beschriebenen Pulldown-Protokoll erfolgreich aus
Saccharomyces cerevisiae-Lysat angereichert und massenspektrometrisch valide identifi-
ziert werden konnen.
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4.2.4 Variation des Zugabezeitpunktes von alkalischer Phosphatase
und Pulldown-Experiment mit Sec4:GppNHp

Variation des Zugabezeitpunktes von alkalischer Phosphatase

Da vermutet wurde, dass sich der Zugabezeitpunkt der alkalischen Phosphatase auf die Ef-
fizienz der GEF-Anreicherung auswirken konnte, wurde ein weiteres Pulldown-Experiment
mit Secd und Saccharomyces cerevisiae-Lysat durchgefiihrt, bei dem unter sonst gleichen
Bedingungen die alkalische Phosphatase jeweils erst zu Beginn der Inkubation mit dem
Lysat hinzugegeben wurde. Dies fiihrte jedoch nicht zu einer Verbesserung der GEF-
Anreicherung, sondern hatte lediglich eine hohere Anzahl mutmafBlich falsch-positiver
Identifikationen zur Folge (Vgl. Anhang, Abbildung 6.1 und 6.2).

Pulldown-Experiment mit Sec4:GppNHp

Aufgrund der Identifikation weiterer Interaktionspartner von Rab-GTPasen in den bishe-
rigen Pulldown-Experimenten wurde ein weiteres Pulldown-Experiment mit aktivem Sec4
als Positivkontrolle durchgefithrt. Im Gegensatz zu den bisherigen Pulldown-Experimenten
wurde keine alkalische Phosphate zur Nukleotiddepletion zum Lysat gegeben. Stattdessen
wurde Sec4 vor der Biotinylierung mit dem GTP-Analogon GppNHp beladen, um zu
gewdhrleisten, dass Sec4d sich wahrend des Pulldown-Experimentes in der aktiven Kon-
formation befindet. Zudem wurde im Anschluss an die Inkubationszyklen nicht eluiert,
sondern die SMBs wurden nach den Waschschritten direkt mit Trypsin behandelt. Das sons-
tige Prozedere unterschied sich jedoch nicht von den bisherigen Pulldown-Experimenten.
Die massenspektrometrische Analyse des Pulldown-Experimentes zeigte im Einklang mit
dem Anreicherungsprinzip, dass in diesem Experiment kein Sec2 angereichert wurde (Vgl.
Anhang, Abbildung 6.3). Die Proteine Mrs6 und Ivyl wurden jedoch durch das aktive
Sec4 ebenfalls angereichert und identifiziert. Im Einklang mit dem aktiven Zustand von
Secd konnte auch das Secd-Effektorprotein Sro7 angereichert und identifiziert werden.
Zudem wurden einige weitere Proteine signifikant angereichert und identifiziert, welche in
den vorherigen Experimenten mit nukleotidfreiem Sec4 nicht nachgewiesen worden sind.
Erwahnenswert scheint in diesem Zusammenhang insbesondere das Golgin Imhl, von
dem bekannt ist, dass es funktionell mit der Rab-GTPase Ypt6 assoziiert ist, jedoch nicht
mit diesem interagiert. 190 Da Imh1 zudem eine sogenannte coiled-coil-Doméne besitzt,
welche in mehreren Interaktionspartnern von Rab-GTPasen vorkommt !, besteht die
Moglichkeit, dass Imh1 ein bislang unbekanntes Effektorprotein von Sec4 ist.

4.2.5 Pulldown-Experimente mit Ypt1l0

Ypt10 gehort zu den bislang am wenigsten charakterisierten Rab-GTPasen in Saccharomy-
ces cerevisiae. Da bislang noch keine GEFs, GAPs oder Effektorproteine fiir Ypt10 bekannt
sind, kann jeder identifizierte und validierte Interaktionspartner das funktionelle Ver-
stdndnis der Rolle dieser Rab-GTPase erweitern. Daher wurden Pulldown-Experimente
mit Ypt1l0 sowohl unter Zugabe von alkalischer Phosphatase als auch mit vorheriger
GppNHp-Beladung durchgefiihrt. Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen
hierzu befinden sich im Anhang unter Kapitel 6.2.3 bzw. 6.2.5. Die fluoreszenzspektroskopi-
sche Untersuchung der Elutionsfraktionen des Pulldown-Experiments mit nukleotidfreiem
Ypt10 zeigte keine GEF-Aktivitat gegeniiber Ypt10 (Vgl. Abbildung 4.13). Abbildung 6.4
(Anhang) zeigt die dazugehorigen massenspektrometrischen Analyse der Eluatfraktionen.
Auch das Eluat des biologischen Replikates des Experimentes zeigte keine Austauschakti-
vitat. Abbildung 6.5 (Anhang) zeigt die dazugehorigen massenspektrometrischen Analyse
der Eluatfraktionen.
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Durch die massenspektrometrische Untersuchung des Pulldown-Experimentes mit
GppNHp-beladenem Ypt10 konnten einige Proteine identifiziert werden, die nicht durch
nukleotidfreies Ypt10 angereichert worden sind (Vgl. Anhang, Abbildung 6.6). In einem
biologischen Replikat des Experimentes konnten hiervon allerdings lediglich die Proteine
Tda9, Bpll und Pet122 bestétigt werden (Vgl. Anhang, Abbildung 6.7).

1.2 Ypt10 (1uM) - Austauschaktivitat
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Abbildung 4.13

Nukleotidaustauschraten von Ypt10 in Abhéngigkeit der Zugabe von Eluat aus Pulldown-Experimenten
mit Saccharomyces cerevisiae-Lysat. Die schwarze Kurve zeigt die intrinsische Austauschreaktion von
Ypt10, die anderen Kurven die Austauschreaktion von Ypt1l0 unter Zugabe unterschiedlicher Volumina
der verschiedenen Elutionsfraktionen. Die aus der Kurvenanpassung erhaltenen Ratenkonstanten des

Nukleotidaustausches sind in der unteren Tabelle angegeben.
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5 Diskussion und Ausblick

Mit der Losung der Struktur einer acryl-GTP-modifizierten Rab-GTPase und dem Ver-
gleich mit der bereits bekannten Struktur der GppNHp-gebunden GTPase konnte die
strukturbiologische Fragestellung dieser Arbeit zufriedenstellend beantwortet werden.
Kurz nach Losung der Struktur der acryl-GTP-modifizierten Rab-GTPase ist es gelun-
gen, das GTP-Analogon GppNHp ebenfalls als Acrylnukleotid zu synthetisieren, was
die Kristallisation von acryl-GppNHp modifiziertem Ypt7gssc ermoglichte. Die Losung
der Struktur dieses Proteins, das abgesehen von der Cysteinmutation keine weiteren
Mutationen beinhaltet, bestédtigte nochmals die Ergebnisse dieser Arbeit. Weitere Unter-
suchungen aus dieser Arbeitsgruppe haben zudem zeigen kénnen, dass Acrylnukleotide
nicht mit der Funktion kleiner GTPasen hinsichtlich der Interaktion mit Proteinen wie
Effektoren, GDI, GAPs oder Rab-GGTasen interferieren. Zusammengefasst zeigen die
unbeeinflusste Struktur und die funktionellen Untersuchungen, dass Acrylnukleotide ein
valides Instrument zur Untersuchung kleiner GTPasen sind. Im Vergleich dazu haben
bisherige mutagenetische Ansétze bei Rab-GTPasen gravierende Limitationen. So konnten
Langemeyer et al. zeigen, dass Mutationen des switch II Glutamins, welche im Falle
von Ras zur konstitutiven Aktivierung fithren, bei Rab-GTPasen stark divergierende
Effekte haben und die Interaktionen von Rabs mit ihren GEFs und GAPs unterschiedlich
beeinflussen kénnen. So kann etwa der GEF-induzierte Nukleotidaustausch beeintriachtigt
werden und je nach GTPase ebenfalls die intrinsische oder GAP-stimulierte Hydrolyse von
GTP: So kann im Falle von Rab1l die Mutation Q67A zwar die GAP-induzierte Hydrolyse
verlangsamen, jedoch nicht die basale Hydrolyse, sodass eine vollstdndige Aktivitdt der
GTPase nicht sicher gewahrleistet ist. Im Falle von Rab35 bewirkt die Mutation Q67A
eine starke Beeintrichtigung des Nukleotidaustausches durch das GEF DENND1 ohne
dabei die intrinsische Hydrolyseaktivitdt zu senken. Funktionell kommt es bei Rab35
dadurch zur konstitutiven Inaktivitit statt zur beabsichtigten konstitutiven Aktivitit.3?
Acrylnukleotide sind daher ein wesentlich zuverlassigerer Ansatz zur Kontrolle des Nukleo-
tidstatus. Eine weitere interessante Frage ist, in wie weit sich dieser Ansatz zukiinftig auch
auf andere G-Protein-Familien oder gar auf ATP-bindende Proteine {ibertragen lésst.

Auch das zweite Ziel dieser Arbeit, die Weiterentwicklung eines Protokolls zur selektiven
Anreicherung und Identifizierung von Rab-GEFs, wurde mit der mit Anreicherung und
Identifikation von endogen exprimiertem Sec2 aus Saccharomyces cerevisiae-Lysat erreicht.
Durch die mechanistische Ahnlichkeit vieler kleiner GTPasen sollte das Protokoll zudem
auch mit Vertretern anderer Familien von kleinen GTPasen durchfithrbar sein. Bislang
wurden GEFs kleiner GTPasen eher zufillig und unsystematisch identifiziert, indem
phenotypische oder funktionelle Beobachtungen zur weiteren Untersuchung der GEF-
Aktivitat Anlass gegeben haben. Die dabei notwendigen Arbeitsschritte waren jedoch
oftmals aufwendiger als das hier vorgestellte Protokoll.

In einem ersten Versuch, dieses Protokoll auf Ypt10 zu tibertragen, konnten zwar einige
potentielle Interaktionspartner massenspektrometrisch identifiziert werden, eine erhohte
Nukleotidaustauschtauschaktivitdt im Eluat konnte fluoreszenzspektroskopisch jedoch
nicht festgestellt werden. Somit ergibt sich bislang kein Hinweis auf ein angereichertes
Ypt1l0-GEF unter den identifizierten Proteinen. Neben den weiter unten erwédhnten
Problematiken ware es moglich, dass die Expression eines Ypt10-GEFs zu niedrig um die
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katalytische Aktivitdt mit dem in dieser Arbeit verwendete GEF-Assay zu detektieren.
Zudem ware denkbar, dass die GEFs einiger Rab-GTPasen nur unter speziellen zelluldren
Bedingungen (z.B. bei Energiemangel/Autophagie) exprimiert werden oder aus mehreren
Untereinheiten bestehen, was die Anreicherung erschweren kénnte. Die Validierung anderer
in dieser Arbeit identifizierter moglicher Interaktionspartner sowohl von Sec4 als auch
von Yptl0 steht gegenwértig noch aus.

Eine weitere Erkenntnis aus den durchgefithrten Experimenten ist, dass die massen-
spektrometrische Analyse des Eluates zu einer Vielzahl mutmafllich unspezifischen und
falsch-positiven Identifikationen fithrt. So ist bei einer Vielzahl von metabolischen Enzymen
oder in Transkription oder Translation involvierten Proteinen nicht davon auszugehen, dass
der massenspektrometrischen Identifikation eine biologische Interaktion mit Rab-GTPasen
korrespondiert. Um die unspezifischen Interaktionen bei den Pulldown-Experimenten
weiter zu reduzieren wére es eventuell moglich, die Salzkonzentration bei den Wasch-
schritten noch etwas zu erhchen. Da eine heterologe rekombinante Proteinexpression
und Proteinaufreinigung zu Validierungszwecken bei der Vielzahl der Identifikationen
sehr aufwendig ist, wéiren vergleichsweise schnelle und mit wenig Aufwand verbundene
Methoden zur Validierung potentieller Interaktionen wiinschenswert. Eine Moglichkeit
wire es beispielsweise mittels Real-time-PCR zu iiberpriifen, ob eine Uber- und/oder
Unterexpression der in den Pulldown-Experimenten als Koder verwendeten Rab-GTPase
zu einer signifikanten Anderung in der Expression der zu den identifizierten Proteinen
zugehorigen Gene fithrt. Sollte dies der Fall sein, erhoht dies die Wahrscheinlichkeit einer
echten Interaktion. Da ein grofier Teil der Regulation von Rab-GTPasen auf Proteine-
bene stattfindet, besteht dabei jedoch die Gefahr, bei fehlender genetischer Regulation
eine Interaktion auf Proteinebene zu iibersehen. Daher wurde im Anschluss an diese
Arbeit basierend auf dem sogenannten Gateway-Klonierungssystem ein Protokoll zur
Validierung méglicher Protein-Protein-Interaktionen entwickelt. Mit den Vektoren des Ga-
teway-Klonierungssystems ist es einerseits moglich, innerhalb kurzer Zeit die identifizierten
Proteine in einem zellfreien Expressionssystem zu exprimieren und fluoreszenzspektrosko-
pisch auf GEF-Aktivitdt zu {iberpriifen. Andererseits erlauben die Vektoren durch die
Verwendung in einem Yeast- Two-Hybrid-Screening auch die Identifikation anderweitiger
Protein-Protein-Interaktionen, selbst wenn diese nicht auf einer Rab/GEF-Relation beru-
hen. Dass dieses Konzept zu Validierungszwecken einsetzbar ist, konnte im Anschluss an
diese Arbeit erfolgreich durch Amrita Rai und Natalie Bleimling gezeigt werden.

Eine noch offene Frage ist es, welche Rolle die Membranbindung von GEFs fir die
Anwendbarkeit des in dieser Arbeit prasentierten Protokolls spielt. Zum einen kénnte es bei
der Aufbereitung des Lysates ein Problem darstellen, wenn ein GEF ein Membranprotein
ist oder durch hochaffine Membranbindung nicht ausreichend solubilisiert werden kann,
sodass nicht geniigend GEF-Proteine zur Anreicherung im Lysat vorhanden sind. Dies liefe
sich jedoch eventuell durch die Zugabe geeigneter Detergenzien wie Polysorbat 20 beheben
und kann gegebenenfalls in weiteren Versuchen untersucht werden. Da Detergenzien
jedoch oftmals die Sensitivitdt fiir die massenspektrometrische Detektion von Peptiden
reduzieren, ist ein Erfolg dieser Strategie nicht garantiert bzw. macht es gegebenenfalls
nétig, die Detergenzien vor der Probenvorbereitung fiir die Massenspektrometrie wieder
zu entfernen. 92 Weiterhin kénnte eine Solubilisierung durch Detergenzien auch die GEF-
Funktionalitit stark beeintrachtigen. Fin erster Hinweis hierfiir ist, dass das erst kiirzlich
identifizierte Rab11-GEF REI-1 aus C. elegans nur in Gegenwart von Liposomen seine
Austauschaktivitit gegeniiber Rab11 zeigt.”™ Sollte die eigentliche Membranbindung der
GEFs oder ihrer Substrate eine wichtige Rolle fiir die Austauschaktivitat spielen, konnte
die Solubilisierung solcher GEFs ihre Austauschaktivitdt und damit die Anwendbarkeit des
in dieser Arbeit vorgestellten Protokolls beeintrichtigen. Diese Uberlegung erhilt weitere
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Relevanz durch eine kurz vor Beendigung dieser Arbeit publizierte Studie von Peurois et
al., welche zeigt, dass die Membranbindung von kleinen GTPasen im Allgemeinen eine
grofen Einfluss auf die von GEFs katalysierten Austauschreaktionen haben kann. !0

Sollte die fehlende membrandre molekulare Umgebung die Anwendbarkeit des in dieser
Arbeit vorgestellten Protokolls tatsdchlich limitieren, bestiinde eventuell die Moglichkeit
magnetische Liposomen (wie sie etwa in der liposomalen Applikation einiger Chemo-
therapeutika eingesetzt werden) statt der SMBs als Anreicherungsmatrix zu verwenden.
Fin anderer Losungsansatz wére die Adaption einer von Mousnier et al. publizierten in
vitro-Anreicherungsmethode, welche zwar von dem in dieser Arbeit verwendeten Anrei-
cherungsprinzip abweicht, sich jedoch auch fiir die Anreicherung von Membranproteinen
eignet194: Hierbei wiirde das Rab-Koderprotein in einem Expressionsvektor mit einer
Hexahistidin- und einer fir das Enzym BirA spezifischen Biotinylierungssequenz zur
Aufreinigung versehen. In vitro auftretende Interaktionskomplexe werden dann mittels
Formaldehyd quervernetzt, sodass die Interaktionspartner bei Aufreinigung co-aufgereinigt
werden und anschliefend identifiziert werden kénnen. Um den nukleotidfreien Zustand der
entsprechenden GTPasen in vivo zu gewéhrleisten, wére das Einfligen von Mutationen
moglich, welche die Nukleotidaffinitat fiir GDP und GTP stark reduzieren. Bei diesem
Ansatz wére zwar eine spezifische Elution durch GTP nicht mehr moglich, jedoch wiirde
die Quervernetzung durch Formaldehyd eine Reduktion unspezifischer Anreicherungen
durch stirkeres Waschen ermdéglichen. Zudem koénnte dieser Ansatz geeignet sein, um
auch GEFs anzureichern, welche aus mehreren Untereinheiten bestehen die Rahmen des
Waschvorgangs beim bisherigen Protokoll verloren gehen kénnten.
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6 Anhang

6.1 Zur Rontgenkristallstrukturanalyse

Tabelle 6.1

Datenstatistiken der Ypt71_152 Q35C K381 Q68L - aGTP Kristalle

Aufgenommener Datensatz

Raumgruppe: P2;(4)
Zelldimensionen
a,b,c: 32.97, 53.16, 46.91
a,B,y: 90.0, 106.353, 90.0
Wellenléinge (A): 1.0
Auflosung (A): 45.01 - 1.9

hochste Schale: 20-1.9
i 8.3 (43.3)
I\o(I): 11.15 (2.85)
Vollstéandigkeit (%): 99.5 (99.8)
Redundanz: 3.3 (3.2)
Verfeinerung
Auflssung (A): 45.01 - 1.9

hochste Schale: 1.95-1.9
Anzahl der Reflexe: 11694
Ruyork (%): 17.5 (23.3)
Riree (%0): 23.2 (34.3)
Anzahl der Atome

Protein: 1361

Liganden: 44

Wasser: 52
B-Faktoren

Protein: 314

Liganden: 26.7

Wasser: 29.2
Standartabweichungen
Bindungslingen (A): 0.019
Bindungswinkel (°): 1.908
PDB-Kennung: 4PHG
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6.2 Zu den Pulldown-Experimenten

6.2.1 Sec4-Pulldown-Experiment unter Variation des
Zugabezeitpunktes von alkalischer Phosphatase
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Abbildung 6.1

Gel der SDS-PAGE des Pulldown-Experimentes mit biotinyliertem Sec4 und Saccharomyces cerevisiae-
Lysat (Stamm BJ5459) unter Variation des Zugabezeitpunktes von alkalischer Phosphatase.
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Abbildung 6.2

Pulldown-Experiment mit biotinyliertem Sec4 und Saccharomyces cerevisiae-Lysat (Stamm BJ5459) unter
Variation des Zugabezeitpunktes von alkalischer Phosphatase. (a)-(d) Ergebnisse der hochauflésenden
Massenspektrometrieanalyse fiir das Pulldown-Experiment. Aufgelistet wurden alle Proteine, welche
in einer der beiden Elutionsfraktionen E500 oder E10000 statistisch signifikant (*p < 0.05) gegentiber
den Elutionsfraktionen C500 und C10000 der Negativkontrollen angereichert wurden (gemessen an der
Intensitit der labelfreien Quantifizierung (LFQ)). Angaben jeweils als Mittelwert und Standardabweichung
bestimmt anhand von n = 3 technisch unabhéngigen Experimenten.
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6.2.2 Sec4:GppNHp-Pulldown-Experiment
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Abbildung 6.3

Pulldown-Experiment mit biotinyliertem sowie GppNHp-beladenem Sec4 und Saccharomyces cerevisiae-
Lysat (Stamm BJ5459). (a) Gel der SDS-PAGE. (b) Ergebnisse der hochauflésenden Massenspektrome-
trieanalyse fiir das Pulldown-Experiment. Aufgelistet wurden alle Proteine, welche in den Sec4:GppNHp
enthaltenden Proben statistisch signifikant (*p < 0.05) gegeniiber den Negativkontrollen angereichert
wurden (gemessen an der Intensitit der labelfreien Quantifizierung (LFQ)). Angaben jeweils als Mittelwert
und Standardabweichung bestimmt anhand von n = 4 technisch unabhingigen Experimenten.
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6.2.3 Yptl0-Pulldown-Experiment
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Abbildung 6.4

Pulldown-Experiment mit biotinyliertem Ypt10 und Saccharomyces cerevisiae-Lysat (Stamm BJ5459). (a)
Gel der SDS-PAGE. (b) Ergebnisse der hochauflésenden Massenspektrometrieanalyse fiir das Pulldown-
Experiment. Aufgelistet wurden alle Proteine, welche in den Sec4:GppNHp enthaltenden Proben statistisch
signifikant (*p < 0.05) gegentiber den Negativkontrollen angereichert wurden (gemessen an der Intensitét
der labelfreien Quantifizierung (LFQ)). Angaben jeweils als Mittelwert und Standardabweichung bestimmt
anhand von n = 3 technisch unabhéngigen Experimenten.

79



Kapitel 6. Anhang

6.2.4 Biologisches Replikat des Ypt10-Pulldown-Experimentes
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Abbildung 6.5

Biologisches Replikat des Pulldown-Experimentes mit biotinyliertem Ypt10 und Saccharomyces cerevisiae-
Lysat (Stamm BJ5459). (a)-(c) Ergebnisse der hochauflésenden Massenspektrometrieanalyse fiir das
Pulldown-Experiment. Aufgelistet wurden alle Proteine, welche in einer der beiden Elutionsfraktionen
E500 oder E10000 statistisch signifikant (*p < 0.05) gegentiber den Elutionsfraktionen C500 und C10000
der Negativkontrollen angereichert wurden (gemessen an der Intensitit der labelfreien Quantifizierung
(LFQ)). Angaben jeweils als Mittelwert und Standardabweichung bestimmt anhand von n = 3 technisch
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6.2.5 Ypt10:GppNHp-Pulldown-Experiment
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Abbildung 6.6

Pulldown-Experiment mit biotinyliertem sowie GppNHp-beladenem Yptl0 und Saccharomyces cere-
visiae-Lysat (Stamm BJ5459). (a) Gel der SDS-PAGE. (b) und (c) Ergebnisse der hochauflésenden
Massenspektrometrieanalyse fiir das Pulldown-Experiment. Aufgelistet wurden alle Proteine, welche in
den Sec4:GppNHp enthaltenden Proben statistisch signifikant (*p < 0.05) gegeniiber den Negativkontrol-
len angereichert wurden (gemessen an der Intensitéit der labelfreien Quantifizierung (LFQ)). Angaben
jeweils als Mittelwert und Standardabweichung bestimmt anhand von n = 4 technisch unabhéngigen
Experimenten.
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Kapitel 6. Anhang

6.2.6 Biologisches Replikat des
Ypt10:GppNHp-Pulldown-Experimentes
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Abbildung 6.7

Biologisches Replikat des Pulldown-Experimentes mit biotinyliertem und GppNHp-beladenem Ypt10
und Saccharomyces cerevisiae-Lysat (Stamm BJ5459). Ergebnisse der hochauflssenden Massenspektrome-
trieanalyse fir das Pulldown-Experiment. Aufgelistet wurden alle Proteine, welche in einer der beiden
Elutionsfraktionen E500 oder E10000 statistisch signifikant (*p < 0.05) gegeniiber den Elutionsfraktionen
C500 und C10000 der Negativkontrollen angereichert wurden (gemessen an der Intensitat der labelfreien
Quantifizierung (LFQ)). Angaben jeweils als Mittelwert und Standardabweichung bestimmt anhand von n
= 4 technisch unabhingigen Experimenten.
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