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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Insgesamt mehr als 60 humane Rab-Proteine lokalisieren an spezifischen Organellen und
regulieren den intrazellularen vesikularen Transport. In der inaktiven GDP-gebundenen Form
existieren Rabs im Zytosol im Komplex mit dem Solubilisierungsfaktor GDI, der die
C-terminalen hydrophoben Geranylgeranylreste gegen das wassrige Milieu des Zytosols
abschirmt, wobei der Prenylanker Voraussetzung flir die reversible Membranassoziation von
Rab:GTP nach Aktivierung durch ein GEF ist.

Rab-Proteine koordinieren als molekulare Schalter die Teilschritte vesikularer Transportpro-
zesse wie Abschnirung, Transport, Andocken und Fusion des Vesikels. Sowohl die Signal-
weiterleitung durch spezifische Interaktion mit Effektorproteinen als auch die Aktivierung und
Deaktivierung durch GEFs bzw. GAPs ist im mechanistischen Detail bereits sehr gut ver-
standen. Gegenstand langjahriger Diskussion ist dagegen der zellulare Mechanismus der
spezifischen Lokalisation der 60 unterschiedlichen Rab-Proteine an ihre jeweilige Zielmemb-
ran. Neuere Untersuchungen haben mittels biochemischer Verfahren anhand des
Legionellenproteins DrrA gezeigt, dass GEFs durch die Rab-Aktivierung GDI aus dem hoch-
affinen Rab:GDP:GDI-Komplex prinzipiell freisetzen kénnen. Somit ist eine spezifische
Membranrekrutierung von Rab-Proteinen durch membranstandige GEFs denkbar.

Die vorliegende Arbeit untersucht mittels zellbiologischer Ansatze die Rolle von GEFs hin-
sichtlich der spezifischen Membranlokalisation von Rab-Proteinen und korreliert die erhalte-
nen Ergebnisse mit biochemischen Analysen. Das endosomale Rab5 und sein GEF Rabex-5
wurden dabei als initiales Modellsystem gewahlt. Die artifizielle mitochondriale Fehllokalisati-
on von Rabex-5 bewirkt die spezifische Rekrutierung von Rab5A. Diese Rekrutierung ist so-
wohl von der Fahigkeit das Substrat Rab5A zu erkennen als auch von der enzymatischen
Aktivitat des GEFs abhangig. Weiterhin konnte mittels gezielt gewahlter Rab5-Mutanten ge-
zeigt werden, dass die GDI-vermittelte Extraktion des Rabs fiir die anschlieRende spezifi-
sche Lokalisation des Rabs durch das GEF essentiell ist. Zusatzlich fuhrt eine verminderte
GEF-Aktivitat durch Einfihrung von Punktmutationen gleichermalfien zu einer Reduktion der
GDI-Freisetzungsaktivitat und korreliert dartber hinaus mit der verminderten Fahigkeit das
Rab-Protein effizient an Organellen zu rekrutieren. Dies verdeutlicht die signifikante Korrela-
tion dieser drei vermeintlich unabhangigen Prozesse. Die Bedeutung von GEFs flr die spezi-
fische Rekrutierung von Rabs konnte durch die systematische Ausweitung des experimentel-
len Systems auf die GEFs DrrA und Rabin8 und ihre Substrate Rab1 bzw. Rab8 zuséatzlich
untermauert werden. Die zellbiologische und biochemische Analyse der erwahnten GEFs
und ihrer Rab-Substrate lasst somit den Schluss zu, dass die GEF-vermittelte Rab-
Lokalisation ein genereller Mechanismus zur spezifischen subzellularen Rekrutierung von

Rab-Proteinen an eine distinkte Organellenmembran darstellit.






Einleitung

2. Einleitung

2.1. Vesikularer Transport

Die Zelle stellt die kleinste funktionelle Einheit aller Organismen dar. Neben einer unter-
schiedlichen Komposition der Ribosomen, einem gréReren Zelldurchmesser sowie einer dif-
ferenten Organisation der chromosomalen DNA, ist das Vorhandensein von Organellen bei
Eukaryoten ein wesentlicher Unterschied zu Prokaryoten'?. Organellen sind in sich abge-
schlossene, von einer Lipiddoppelschicht umgebene Reaktionsraume, innerhalb einer
eukaryotischen Zelle, welche durch die strukturelle Abgrenzung vom Zytosol eine raumlich
begrenzte Regulierung spezifischer biochemischer Prozesse ermdéglichen. Zu den Organel-
len gehdren neben dem Endoplasmatischen Retikulum (ER), dem Golgi-Apparat und dem
Zellkern auch die Mitochondrien sowie die Endosomen, Lysosomen und Peroxisomen®“. Die
Organisation in Kompartimente erfordert Transportprozesse, um den intrazellularen Material-
fluss sowie die Signalweiterleitung zwischen den Organellen und mit dem extrazellularen
Raum zu gewahrleisten, wobei zwischen nicht-vesikularem und vesikularem Transport un-
terschieden wird. Das Steroid Cholesterol wird beispielsweise von der Plasmamembran zum
endozytotischen Recycling Kompartiment (endocytic recycling compartment, ERC) Uber ei-
nen ATP-unabhangigen nicht-vesikuldren Prozess transportiert®. Dagegen erfolgt der Trans-
port der Mehrheit von Proteinen und Lipiden zwischen den Organellen des
Endomembransystems (ber kleine, von einer Lipiddoppelschicht umgebene, sogenannte
Vesikel. Neben dem intrazellularen Transport stellen die Exozytose und die Endozytose zwei
wichtige Transportwege dar, welche dem Materialaustausch sowie der Signalweiterleitung
mit dem extrazellularen Raum dienen. Die Exozytose umfasst den Transport von an den Ri-
bosomen synthetisierten Proteinen ausgehend vom ER Uber den Golgi-Apparat zur Plas-
mamembran, dem extrazelluldren Raum oder zu ihrem Zielorganell®. Dagegen werden Mak-
romoleklle nach Bindung an den extrazellularen Teil von Plasmamembranrezeptoren Uber
die Rezeptor-vermittelte Endozytose (auch Clathrin-abhangige Endozytose) durch Abschnii-
rung von Vesikeln internalisiert und zu ihrem Zielort transportiert”.

Der vesikulare Transport wird in vier grundlegende Schritte unterteilt (Abbildung 3). Zunachst
erfolgt die Knospung und Abschnirung (1) eines Vesikels von der Donormembran. Das
Vesikel wird anschlieend entlang Strukturen des Zytoskeletts zur Akzeptormembran trans-
portiert (2). Dort erfolgt schlieRlich das Andocken (3), welche in der Fusion (4) der
Lipiddoppelschicht des Vesikels und der Akzeptormembran miindet®.

Zur Gewahrleistung der Spezifitat des gerichteten Transports ist eine prazise zeitliche und
raumliche Regulation aller Teilschritte erforderlich, bei der Proteine der Rab-Familie eine

zentrale Rolle spielen®.
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2.2. RabGTPasen

2.2.1. Struktur und konservierte Sequenzbereiche

Rab-Proteine stellen mit Gber 60 Mitgliedern in humanen Zellen die gréte Familie der Ras
Superfamilie, die aufgrund ihrer guaninnukleotidbindenden und GTP-hydrolysierenden Ei-
genschaft auch als GTPasen bezeichnet werden'®. Basierend auf
Aminosauresequenzhomologien werden alle Proteine der Ras Superfamilie einer von flnf
Familien zugeordnet, die an der Regulation spezifischer Signalwege und Prozesse in der
Zelle beteiligt sind: Die namensgebenden (1) Ras-Proteine regulieren die Genexpression;
Proteine der (2) Rho/Rac/Cdc42-Familie sind an der Reorganisation des Zytoskeletts sowie
der Genexpression beteiligt; die bereits erwdhnten (3) Rab-Proteine, die Gegenstand der
vorliegenden Arbeit sind, regulieren den vesikularen Transport; Mitglieder der (4) Sar1/Arf-
Familie sind wesentlich an der Abschnurung von Vesikeln als Teilschritt des vesikularen
Transports sowie der Zytoskelettorganisation beteiligt; (5) Ran-Proteine regulieren neben
dem Transport zwischen Zellkern wund Zytoplasma =zusatzlich die Mikrotubuli-
Organisation'""2.

Alle GTPasen der Ras Superfamilie besitzen eine konservierte Struktur aus einem zentralen,
sechsstrangigen B-Faltblatt, welches von flinf a-Helices umgeben ist, die Uber Schleifen
(loops) miteinander verbunden sind. Innerhalb der Schleifen sind flnf konservierte Motive
lokalisiert, die fir die Bindung des Guaninnukleotids essentiell sind und daher als G1-G5
Motive bezeichnet werden (Abbildung 1A-C und Abbildung 2)"*'*. Das G1 Motiv mit der
Konsensussequenz Gx;GK(S/T) koordiniert das Nukleotid durch Interaktion von Amid-
Wasserstoffen des Proteinrickgrats mit dem o- und B-Phosphat des Nukleotids und wird
deshalb auch als P-loop (phosphate-binding loop) bezeichnet'. Die Bezeichnung der Motive
G2 und G3 als switch | bzw. switch II-Regionen wird abgeleitet durch den Vergleich der
Strukturen von Ras:GDP bzw. Ras:GppNHp (GppNHp ist ein nicht-hydrolysierbares GTP-
Analogon), da diese Bereiche nach Nukleotidaustausch (GDP zu GTP) bzw. GTP-Hydrolyse
die gréRte konformationelle Verdnderung erfahren'®®. Ein fiir die Nukleotidbindung und
GTP-Hydrolyseaktivitdt essentielles Magnesium-lon wird von einem hochkonservierten
Threonin der G2-Doméne, einem invarianten Aspartat des Sequenzmotivs Dx,G der
G3-Doméne sowie dem B- und y-Phosphat des GTPs koordiniert™. Uber Wechselwirkungen
der Motive G4 (NKxD) und G5 (TSA) mit der Nukleobase erfolgt die Diskriminierung zu ande-

ren zelluldren Nukleotiden, wie beispielsweise Adeninnukleotiden (Abbildung 1A-C).
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A _ B

P-leop (G1)
switchl (G2)
switchll (G3)

NKXD (G4)
TSA (G5)

D

Abbildung 1: Strukturmerkmale von RabGTPasen und konservierte Sequenzbereiche am Bei-

spiel von Rab21.

Kristallstrukturen von Rab21:GDP (PDB ID: 1ZOIl) und Rab21:GppNHp (PDB ID: 1YZU; GppNHp ist ein nicht-
hydrolysierbares GTP-Analogon). Die funf konservierten Motive sind farblich hervorgehoben (A-C) gelb: P-loop
(G1); rot: switch | (G2); grun: switch Il (G3), lila: NKxD (G4); orange: TSA (G5). Das Proteinrtickgrat ist in grau,
das gebundene Nukleotid als Stabmodell und das essentielle Magnesium-lon als orangefarbene Kugel darge-
stellt. (A) Im inaktiven, GDP-gebundenen Rab21 ist die switch II-Region flexibel und daher nicht in der Kristall-
struktur zu sehen. (B) Im aktiven, GTP-gebundenen Rab21 nehmen der P-loop, das NKxD- und das TSA-Motiv
die gleiche Konformation ein wie im GDP-gebundenen Zustand. Die switch II-Region ist durch die Bindung von
GppNHp geordnet. Die vom P-loop, switch | und switch Il flankierte Nukleotidbindetasche ist geschlossen. (C) Die
Oberflachendarstellung des GppNHp-gebundenen Rab21 verdeutlicht die geschlossene Nukleotidbindetasche im
aktiven Zustand des Proteins (D) Rab21:GppNHp mit farblich hervorgehobenen RabF- (gelb) und RabSF-Motiven
(blau). Die RabF-Motive gruppieren sich um die Nukleotidbindetasche, wahrend die RabSF-Motive an der Ober-
flache des Proteins auf gegenuberliegenden Seiten lokalisiert sind. Das RabSF4-Motiv ist nicht dargestellt, da die
Kristallstruktur eine verkirzte Form von Rab21 zeigt.
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Eine detaillierte Sequenzanalyse fuhrte zur Identifikation funf weiterer, fir die Rab-Familie
spezifischer, Sequenzen (RabF1-RabF5), die eine Diskriminierung gegenlber anderen Mit-
gliedern der Ras Superfamilie ermdglicht (Abbildung 1D und Abbildung 2). Interessanterwei-
se befinden sich die RabF-Motive innerhalb und angrenzend zu den switch | und switch Il
Bereichen, aufgrund dessen ihnen eine Rolle bei der Interaktion mit generellen Regulator-
Proteinen wie dem Rab Escort Protein (REP) und dem GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI) zu-
gewiesen wird. Dagegen befinden sich vier weitere Motive (RabSF1-RabSF4) im N- und
C-terminalen Bereich auf unterschiedlichen Seiten des Rab-Proteins, die eine Einteilung in
zehn Rab-Subfamilien erméglichen (Abbildung 1D und Abbildung 2). Es wird angenommen,
dass aufgrund der Divergenz dieser Sequenzen zwischen Rab-Subfamilien die Interaktion
mit spezifischen Effektoren sowie spezifischen Regulatoren wie
Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs, guanine nucleotide exchange factors) und
GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs, GTPase activating proteins) vermittelt wird>%'. Ein
weiteres wichtiges Sequenzmotiv ist die invariante hydrophobe Triade bestehend aus den
aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin (F57, W74 und Y89 in
Rab5A?%), welche eine wichtige Determinante in der Bindung von Effektoren der aktiven
GTP-gebundenen Form darstellt (Abbildung 2)%. Aufgrund der groRen Varianz in der Se-
quenz wird der C-terminale Bereich von Rab-Proteinen, welcher die letzten 27 bis 47 Amino-
sauren umfasst, als hypervariable Region bezeichnet und dieser Region wurde zunachst
eine Rolle in der spezifischen Lokalisation sowie funktionalen Diversitat verschiedener Rabs

zugeschrieben®*%

. Darliber hinaus beinhaltet der hypervariable C-Terminus mindestens
einen, zumeist zwei Cysteinreste, welche posttranslational durch je eine Geranylgeranyl-
Gruppe modifiziert werden (Abbildung 2). Das Uber eine Thioetherbindung kovalent gebun-
dene, hydrophobe Isoprenoid ist Voraussetzung flr die reversible Assoziation von

RabGTPasen an intrazelluldre Membranen 2,
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Abbildung 2: Aminosauresequenzvergleich ausgewahlter RabGTPasen.

Vergleich der Aminosauresequenzen von Rab1A, Rab5A, Rab21, Rab22A, Rab8A und Rab27A und Darstellung
konservierter Motive und Sequenzen. Der P-loop (G1) ist in gelb, die beiden switch-Regionen sind rot
(switch | (G2)) bzw. griin (switch 1l (G3)) hervorgehoben. Das NKxD-Motiv (G4) ist in lila, das TSA-Motiv (G5) in
orange dargestellt. Die vier RabSF-Sequenzen sind mit einem blauen Balken, die fiinf RabF-Sequenzen mit ei-
nem gelben Balken unterlegt. Die Aminosauren der hydrophoben Triade sind mit einem * markiert und die durch
einen Geranylgeranyl-Anker modifizierten Cysteinreste mit einer Box umrahmt.

2.2.2. Rab-Zyklus
Wie alle Ras-ahnlichen GTPasen zeichnen sich auch Rab-Proteine durch das Vorhanden-
sein zweier interkonvertierbarer Formen aus, aufgrund dessen sie als molekulare Schalter

bezeichnet werden'!*%3",

Die dafir notwendige strukturelle Grundlage ist durch einen
Konformationswechsel zwischen der inaktiven GDP-gebundenen und der aktiven GTP-
gebundenen Form des Proteins gekennzeichnet, wobei Letztere durch Interaktion mit spezi-
fischen Effektor-Proteinen fur die vielfaltigen regulatorischen Funktionen des vesikularen
Transports verantwortlich ist'®**%. Des Weiteren ist der Wechsel zwischen der aktiven und
inaktiven Form an die Assoziation bzw. Dissoziation an intrazelluldre Membranen gekop-
pelt**3®. Dieser als Rab-Zyklus bezeichnete Prozess ist in Abbildung 3 dargestellt und wird

im Folgenden naher erlautert:
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Rab-Zyklus und des vesikularen Transports.

Rab-Proteine werden nach der Synthese in einem ternaren Komplex mit Rab Escort Protein (REP) und Rab-
Geranylgeranyl-Transferase (RabGGTase) kovalent mit zumeist zwei Geranylgeranyl-Gruppen modifiziert. Nach
Transport und Insertion des prenylieten Proteins in die Donormembran erfolgt der durch
Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEF)-katalysierte Nukleotidaustausch von GDP zu GTP und damit die Akti-
vierung des Rabs. Durch die Interaktion von aktivem Rab:GTP mit zahlreichen Effektoren werden die Einzelschrit-
te des vesikularen Transports wie Abschniirung, Transport, Andocken und Fusion des Vesikels reguliert und
realisiert. Durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) wird an der Akzeptormembran die Hydrolyse des gebun-
denen GTPs zu GDP beschleunigt und damit die Inaktivierung des Rabs vermittelt. Inaktives Rab:GDP wird durch
den GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI) aus der Akzeptormembran extrahiert und in einem zytosolischen Komplex
gehalten. Der Mechanismus der initialen Lokalisation von Rab-Proteinen nach Neusynthese sowie des Rilck-
transports zur Donormembran ist unklar, wobei GDI-Freisetzungsfaktoren (GDFs, GDI displacement factors) und
GEFs als Regulatoren dieses Prozesses in Frage kommen.

Nach der Synthese von Rab-Proteinen an zytosolischen Ribosomen erfolgt die Bindung der
GDP-gebundenen Form durch das Rab Escort Protein (REP), das die RabGTPase dem En-
zym Rab-Geranylgeranyl-Transferase (RabGGTase oder GGTase Il) prasentiert®. In diesem
terndren Komplex bestehend aus Rab:GDP, REP und RabGGTase® erfolgt die kovalente
Modifikation von zumeist zwei Cysteinresten am C-Terminus des Rab-Proteins mit zwei
Geranylgeranyl-Gruppen®®=>°. Nach Dissoziation der RabGGTase liefert REP das modifizierte
Protein an die fiir das Rab-Protein spezifische Donormembran*. Dort erfolgt die durch einen

fur das jeweilige Rab spezifischen Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF)-vermittelte Aktivie-
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rung des membranassoziierten Proteins. Dies ist notwendig, da die intrinsische
Nukleotidaustauschaktivitdt von Rabs sehr langsam ist und um eine zeitlich sowie raumlich
kontrollierte Aktivierung zu gewéhrleisten*'. GEFs katalysieren dabei die Freisetzung des
GDPs und stabilisieren das nukleotidfreie Rab-Protein. Aufgrund des in der Zelle im Uber-
schuss vorliegenden GTPs gegeniber GDP erfolgt daraufhin die Bindung des
Nukleosidtriphosphats und dadurch die Aktivierung des Rab-Proteins***°.

Da GEFs neben der Aktivierung eine weitere wichtige Rolle bei der spezifischen Lokalisation
von Rabs an distinkte Organellen zugeschrieben wird, die Hauptbestandteil der vorliegenden
Arbeit ist, erfolgt eine detaillierte Beschreibung der Wirkungsweise dieser Proteinfamilie in
Kapitel 2.4.

Nach Freisetzung des GEFs interagiert aktives Rab:GTP mit einer Reihe von Effektoren, um
alle fir den vesikularen Transport notwendigen Schritte zu initiieren. Dabei sind Rab-
Effektoren definitionsgemal Proteine, die ausschlieBlich mit der aktiven GTP-gebundenen
Form interagieren. Verschiedene Rab-Effektoren wirken bei der Auswahl des zu transportie-
renden Molekils, der Vesikelabschnirung, dem Transport des Vesikels sowie beim Ando-
cken und schlieRlich der Fusion des Vesikels mit der Akzeptormembran®.

Die Auswahl des Frachtmolekuls wird Uberwiegend von Komponenten von Coat-Komplexen
(COPI, COPII oder Clathrin) Gbernommen, welche das Vesikel nach Abschnlrung von der
Donormembran umschlieRen*’. Eine weitere Gruppe von Rab-Effektoren sind Proteine, die
direkt oder indirekt die Bewegung von Vesikeln entlang des Aktin- bzw. Mikrotubuli-basierten
Zytoskeletts vermitteln*®. Des Weiteren gehdren sogenannte tethering-Faktoren zu den Rab-
Effektoren, die das Anheften eines Vesikels an die Akzeptormembran vermitteln*®. Dariiber
hinaus regulieren Rab-Proteine die SNARE-abhangige Fusion von bereits angehefteten
Vesikeln mit der Akzeptormembran. SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptors) bilden eine Superfamilie von Proteinen mit einer einfachen
Domanenstruktur und einem charakteristischen SNARE-Motiv, welches die Komplexbildung
von vier SNARE-Proteinen vermittelt und fiir die Membranfusion essentiell ist>.

Nach Beendigung eines Transportprozesses befindet sich das Rab in seiner aktiven GTP-
gebundenen Form an der Akzeptormembran. Da die intrinsische GTP-Hydrolyserate von
RabGTPasen sehr gering ist*’, sind GTPase-aktivierende Proteine (GAP) erforderlich, wel-
che die effiziente Inaktivierung durch eine Erhdhung der GTP-Hydrolysegeschwindigkeit
vermitteln. Im Gegensatz zu der sehr heterogenen Gruppe der GEFs besitzen alle bislang
identifizierten Rab-spezifischen GAPs mit Ausnahme von Rab3-GAP und LepB eine konser-
vierte TBC-Doméne (Tre2/Bub2/Cdc16)°"*®. Basierend auf der Kristallstruktur des GAPs
Gyp1p sowie von Gyp1p im Komplex mit Rab33 und des durch Mutationsanalyse identifizier-
ten und fir die Katalyse essentiellen Arginins konnte gezeigt werden, dass die GTP-

Hydrolyse bei Rabs nach einem zu Ras- und Rho-GAPs analogen Mechanismus verlauft.
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Daruber hinaus interagiert bei RabGAPs eine weitere basische Aminosaure, ein sogenannter
Glutaminfinger der TBC-Domane, mit dem y-Phosphat des GTPs. Dieses Glutamin wird bei
der GTP-Hydrolyse von Ras- und Rho-Proteinen durch die GTPase selbst zur Verfigung
gestellt (DxxGQ-Motiv in switch 11)>*%°.

Die Regulation eines weiteren Transportprozesses erfordert den Ricktransport zur entspre-
chenden Donormembran. Eine zentrale Rolle dieses Recycling-Prozesses lUbernimmt ein
Protein, welches aufgrund seiner primar festgestellten Fahigkeit, die intrinsische GDP-
Dissoziation von Rab3A zu inhibieren, als GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI) bezeichnet
wird®®. GDI extrahiert GDP-gebundene Rab-Proteine aus der Membran und bildet einen
zytosolischen Komplex, um die hydrophoben Isoprenoidreste am C-Terminus zu maskieren.
Aufgrund der um drei Groflenordnungen geringeren Affinitdt von GDI gegenuber der GTP-
gebundenen Form im Vergleich zur GDP-gebundenen Form wird gewahrleistet, dass nur
inaktive RabGTPasen extrahiert und in einem zytosolischen Pool gehalten werden, bis sie

fur einen weiteren Transportprozess an der Donormembran benétigt werden®%.

2.3. Lokalisation von RabGTPasen

Ein charakteristisches Merkmal von RabGTPasen ist die spezifische subzellulare Lokalisati-
on an Membranen distinkter Organellen (Abbildung 4A)®". Aufgrund dessen werden sie hau-
fig als Marker zur Identifikation von Organellen oder Subdomanen der entsprechenden
Membran verwendet®*®,

So lokalisieren Rab1-Isoformen an Membranen des ER und des Golgi-Apparates und sind
wesentlich am vesikuldren Transport zwischen diesen beiden Kompartimenten beteiligt®* .
Rab8 ist sowohl an der Exozytose, am Membran-Recycling sowie der Ciliogenese beteiligt
und lokalisiert am Golgi-Apparat und in vesikularen Strukturen an der Plasmamembran. Da-
riber hinaus weist Rab8 eine polarisierte Lokalisation an der Spitze von sogenannten
protrusions sowie Lamellipodien, Filopodien und primaren Cilien auf®’"®.

Rab5 reguliert die Fusion von Clathrin-umhdllten Vesikeln mit frihen Endosomen sowie die
Fusion zwischen friihen Endosomen und lokalisiert entsprechend an der Plasmamembran,
an Clathrin-umhiillten Vesikeln und an frilhen Endosomen (Abbildung 4B)""". Die beiden
Rab5 Aminosaurepunktmutanten Rab5sssy und Rab5q7¢. induzieren bei Uberexpression eine

drastische Anderung der Zellmorphologie™.
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Abbildung 4: Lokalisation und Funktion von RabGTPasen.

(A) Schematische Darstellung einer Epithel-Zelle und die Lokalisation von RabGTPasen sowie die entsprechend
regulierten vesikularen Transportwege. Rab1 lokalisiert an Membranen des ER und des Golgi-Apparates und
vermittelt den ER-Golgi Transport. Rab5, dass an friihen Endosomen, Phagosomen, Caveosomen und der Plas-
mamembran lokalisiert, reguliert die Fusion von Clathrin-umhdliten Vesikeln mit frihen Endosomen, die homoty-
pische Fusion friiher Endosomen sowie Prozesse der Makropinozytose und ist an der Reifung friiher
Phagosomen beteiligt. Rab8 vermittelt den konstitutiven Transport vom trans-Golgi Netzwerk (TGN) zur Plasma-
membran und ist mallgeblich an der Ciliogenese beteiligt. (Abbildung aus 61). (B) Lokalisation von CFP-Rab5,
CFP-Rab5(Q79L) und CFP-Rab5(S34N) in PAE-Zellen (porcine aortic endothelial). Die Lokalisation von CFP-
Rab5 konzentriert sich Uberwiegend auf die Endosomen. Die Expression der konstitutiv aktiven Mutante CFP-
Rab5(Q79L) fuhrt zur Bildung vergroRerter Endosomen, wobei die endosomale Lokalisation erhalten bleibt. Die
Expression der dominant-negativen Mutante CFP-Rab5(S34N) fiihrt zur Akkumulation kleiner Endosomen in der
perinukledren Region (Abbildung aus "°).

Rab5s34n besitzt in Analogie zur Ras-Mutante Rassq7y eine hdéhere Affinitat zu GDP und re-
prasentiert somit eine dominant-negative Mutante. Die Uberexpression von Rab5sa4y flhrt
zur Akkumulation kleiner Endosomen wobei die endosomale Lokalisation der GTPase erhal-
ten bleibt (Abbildung 4B). Rab5q7g. besitzt dagegen in Analogie zur Ras-Mutante Rasqg
eine deutlich verringerte intrinsische und GAP-stimulierte GTPase Aktivitat, wobei die
Nukleotidbindung nicht inhibiert ist. Somit stellt diese Mutante eine konstitutiv aktive Form

dar, die (iberwiegend in der GTP-gebundenen Form vorliegt. Daher fiihrt die Uberexpression
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von Rabbqgze. zu stark vergrélRerten Endosomen, da die homotypische Fusion von
Endosomen stimuliert wird. Die endosomale Lokalisation bleibt auch bei der Rab5q7g.-
Mutante erhalten (Abbildung 4B)™*"°.

Die wichtigste Voraussetzung fir die Membranassoziation und korrekte Lokalisation von
RabGTPasen ist die Prenylierung der meist zwei Cysteinreste am C-Terminus. Durch Muta-
tion des Prenylierungsmotivs von Rab5A (Lokalisation an Endosomen) und Rab27A (Lokali-
sation an Melanosomen) wurde gezeigt, dass das Fehlen des zweiten Geranylgeranyl-
Ankers eine Fehllokalisation zum ER zur Folge hat’®"".

Andere Ras-dhnliche GTPasen lokalisieren wie Rab-Proteine ebenfalls auf der
zytoplasmatischen Seite distinkter intrazellularer Membranen. Die Membranlokalisation wird
mit Ausnahme von Sar1/Arf und Ran GTPasen gleichermallen primar durch die Prenylierung
von Cysteinresten am C-Terminus vermittelt. Dabei werden verschiedene Sequenzmotive
unterschieden, die als Signal flr die entsprechende Modifizierung dienen. Wahrend die meis-
ten Rab-Proteine zwei Cysteine innerhalb der Sequenzmotive CXC oder CC besitzen, enden
die meisten Mitglieder der Ubrigen Ras-dhnlichen Proteine auf die Sequenz CAAX
(C = Cystein, A = aliphatische Aminosaure, X = beliebige Aminosaure; im Folgenden CAAX-
Proteine). Aufgrund dessen erfolgt die Klassifizierung der Prenyltransferasen. Die CAAX-
Prenyltransferasen katalysieren die VerknUpfung eines Farnesylrests (Farnesyl-Transferase,
FTase) oder einer Geranylgeranyl-Gruppe (Geranylgeranyl-Transferase |, GGTase-I) am
Cystein innerhalb des CAAX-Sequenzmotifs, wohingegen RabGTPasen durch die Rab-
Geranylgeranyl-Transferase (RabGGTase oder Geranylgeranyl-Transferase Il, GGTase-lIl)
an zwei Cysteinen prenyliert werden. Eine Ausnahme bildet dabei beispielsweise Rab8A,
das auf die Sequenz CVLL endet, jedoch durch die RabGGTase mit nur einem

Geranylgeranylrest modifiziert wird'""8"®

. Die Spezifitat der Rab-Modifizierung durch die
RabGGTase ergibt sich aus der Notwendigkeit flir ein weiteres Protein, dem Rab Escort Pro-
tein, welches ausschliefdlich mit Rab-Proteinen interagiert und diese der RabGGTase pra-
sentiert®.

Endet die CAAX-Sequenz Ras-ahnlicher GTPasen auf die Aminosaure Leucin oder Phenyl-
alanin, erfolgt die Modifizierung mit einem Geranylgeranyl-Isoprenoid, ansonsten ist das Pro-
tein Substrat fir die FTase und wird entsprechend mit einem Farnesylrest versehen. Die
durch das Vorhandensein von zumeist zwei Geranylgeranylresten verliehene
Hydrophobizitat ist bei RabGTPasen im Vergleich zu farnesylierten Ras-ahnlichen GTPasen
deutlich héher. Dies erklart auch die Notwendigkeit des Solubiliserungsfaktors RabGDI, der
die hydrophoben Reste gegeniiber dem wassrigen Milieu des Zytosols abschirmt’®7®.
CAAX-Proteine werden nach erfolgter Prenylierung durch zwei weitere Enzyme, die am ER
lokalisieren, modifiziert. Die Endoprotease Rce1 (Ras converting enzyme 1) spaltet die letz-

ten drei Aminosduren AAX ab und die Methyltransferase lcmt (Isoprenylcysteine carboxyl
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methyltransferase) methyliert die a-Carboxylgruppe des Prenylcysteins®'. Rab-Proteine mit
der C-terminalen Sequenz CXC werden ebenfalls methyliert, jedoch wird die Lokalisation
durch eine fehlende Methylierung nicht beeinflusst’.

Im Gegensatz zu Rab-Proteinen sind bei einigen Ras-ahnlichen GTPasen weitere Se-
quenzmotive flir eine spezifische Membranassoziation notwendig. So werden die Ras-
Isoformen N-Ras, H-Ras und K-Ras4A an ein oder zwei Cysteinen zusatzlich palmitoyliert,
wahrend K-Ras4B eine polybasische Region enthalt, die fiir eine Lokalisation an der Plas-

mamembran notwendig ist’®

. Nicht-palmitoyliertes N-Ras und H-Ras lokalisieren am Golgi-
Apparat und der Transport der beiden Ras-lsoformen zwischen der Plasmamembran und
dem Golgi-Apparat wird entsprechend durch die reversible Acylierung bzw. Deacylierung
reguliert®.

Den meisten Mitgliedern der Rho/Rac/Cdc42-Familie, wie Cdc42 und Rac2, fehlt ein zweites
Signal zur Membranassoziation und sie werden in der Regel mit einem Geranylgeranyl-
Anker modifiziert. Daher existieren sie in Analogie zu RabGTPasen entweder im Zytosol als
I6slicher Komplex mit RhoGDI oder lokalisieren spezifisch an unterschiedlichen intrazellula-
ren Membranen®.

Strukturelle Untersuchungen zeigen, dass die Kontaktflachen zwischen RhoGTPasen und
RhoGDI vom Nukleotidzustand nahezu nicht beeinflusst werden und RhoGDI bindet in vitro
mit gleicher Affinitdt sowohl die GDP-gebundene Form als auch die GTP-gebundene Form
von Cdc42%*%_ In Gegenwart von Membranen haben RhoGDls jedoch eine héhere Affinitat
zu Cdc42:GDP als zu Cdc42:GTP, wodurch ihre Rolle bei der selektiven Extraktion von inak-
tiven GDP-gebundenen RhoGTPasen aus Membranen erklart werden kann®’. Weitere Un-
tersuchungen sprechen dafiir, dass die Freisetzung von RhoGTPasen aus dem Komplex mit
RhoGDI an die Assoziation mit Zellmembranen gekoppelt sein muss, um eine Degradation
der GTPase zu verhindern®. Analog zu RabGTPasen wurde auch fiir RhoGTPasen die Exis-
tenz von GDFs (GDI displacement factors) postuliert, jedoch konnte ein solcher Faktor bis-
lang nicht identifiziert wird. Stattdessen werden verschiedene Mechanismen diskutiert, wie
die Freisetzung durch bestimmte Lipide, eine durch spezifische Protein-Protein-Interaktion
vermittelte Dissoziation und eine durch Phosphorylierung induzierte Freisetzung. Es wurden
bereits zahlreiche Phosphorylierungsstellen in RhoGDIs und RhoGTPasen identifiziert, die
die Interaktion von RhoGTPase:RhoGDI-Komplexen modulieren®.

Mitglieder der Sar1/Arf-Familie nehmen eine Sonderstellung ein, da ihre
Membranassoziation nicht durch eine C-terminale Prenylierung, sondern durch eine
N-terminale amphipathische Helix vermittelt wird. Dartber hinaus werden alle Arf-GTPasen
kotranslational am N-Terminus myristoyliert und die Lipidmodifikation ist sowohl fiir die
Membranrekrutierung als auch die Aktivitat essentiell. Im inaktiven GDP-gebundenen Zu-

stand bindet die amphipathische Helix in eine hydrophobe Tasche. Durch GTP-Bindung er-
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folgt ein Konformationswechsel innerhalb der switch- und interswitch-Regionen, die darauf-
hin in die hydrophobe Tasche drangen, so dass die amphipathische Helix herausgeschoben
wird und in die Membran insertiert wird. Durch diesen Mechanismus ist die Aktivierung der
GTPase an die direkte Membranassoziation gekoppelt und erklart das Fehlen eines
GD|362'89'90.

Pded ist ein weiterer zytoplasmatischer Solubilisierungsfaktor, der eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit zu RhoGDI aufweist und verschiedene prenylierte GTPasen wie H-Ras, K-Ras
und RheB bindet. Biochemische Studien zeigen, dass die Bindung spezifisch ist flr
farnesylierte GTPasen®"*. Dariiber hinaus bindet Pded Arl2 und Arl3, wobei diese Interakti-
on spezifisch ist fur die GTP-gebundene Form. Demzufolge wird Pded als Effektor der bei-
den Ras-ahnlichen GTPasen klassifiziert”*%. Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass
Arl2:GTP und Arl3:GTP als allosterische Freisetzungsfaktoren von Pded aus dem Komplex
mit der RasGTPase RheB fungieren. Der wesentliche Unterschied zu
Rab:RabGDIl:Komplexen ist, dass Pded sowohl GDP- als auch GTP gebundene Ras-
dhnliche GTPasen bindet und zudem eine breites Spektrum an Bindungspartnern aufweist®’.
Der Prozess der Rekrutierung eines spezifischen Rab-Proteins an seinen Bestimmungsort in
der Zelle ist, trotz intensiver Untersuchungen sowie der Identifikation mdglicher Kandidaten
sowie Determinanten innerhalb der GTPase, nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung.
Da die Regulierung der Rekrutierung und spezifischen Lokalisation von Rab-Proteinen an
eine distinkte Organellenmembran Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist, werden im Fol-

genden die bisherigen Modelle naher erlautert.

2.3.1. Modell zur C-Terminus-vermittelten Lokalisation von RabGTPasen

Da der strukturell flexible C-Terminus von Rab-Proteinen die grofdte Sequenzdiversitat auf-
weist, wurde zunachst postuliert, dass dieser eine Determinante fir die spezifische Lokalisa-
tion von Rabs darstellt. So fihrt der Austausch der letzten 34 C-terminalen Aminosauren von
Rab5 mit den entsprechenden Aminosauren des C-Terminus von Rab7 zu einer
Relokalisation des chimaren Proteins zur perinukledren Region, die der Lokalisation von
wildtypischem Rab7 zugesprochen wird?*. Des Weiteren wurde in einer analogen Studie der
C-Terminus von Rab6 (Lokalisation am Golgi-Apparat und trans-Golgi-Netzwerk, TGN) durch
den C-Terminus von Rab5 ersetzt. Das chimare Protein lokalisiert analog zu wildtypischem
Rab5 an der Plasmamembran sowie an Endosomen?®.

Umfassende Untersuchungen zeigten jedoch, dass der Austausch des hypervariablen
C-Terminus von Rab5A mit den entsprechenden Sequenzen von Rab1A, Rab2A, Rab7A und
Rab27A keinen Einfluss auf die urspriingliche Lokalisation besitzt, da alle chimaren Proteine
weiterhin an den Endosomen lokalisieren. Stattdessen fuhrt der Austausch des RabF4- oder
RabSF3-Motivs von Rab5A durch Rab27A sowie der Austausch des RabSF2- oder RabSF3-
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Motivs von Rab27A durch Rab5A ausschlieBlich zu einer Relokalisation zum ER bzw. dem
Golgi-Komplex. Dies flhrte zu der Schlussfolgerung, dass nicht die hypervariable Region
alleine, sondern mehrere Regionen innerhalb der RabGTPase zur korrekten und effizienten
Rekrutierung beitragen. Des Weiteren wurde daraus abgeleitet, dass Rab-Proteine, die ihre
Lokalisationsinformation verloren haben, wie beispielsweise beim Austausch der RabF bzw.
RabSF-Motive zwischen Rab5A und Rab27A, an Membranen des ER und des Golgi-

Apparats lokalisieren, die als Ausgangsstandort fiir fehllokalisierte RabGTPasen dienen®.

2.3.2. Modell zur GDF-vermittelten Dissoziation von Rab:GDP:GDI-
Komplexen
Aufgrund der hohen Affinitat von prenylierten, GDP-gebundenen RabGTPasen zu GDI (Dis-
soziationskonstante von Rab9:GDI: Kp = 20 nM) wurde die Existenz und Notwendigkeit von
sogenannten GDI-Freisetzungsfaktoren (GDFs, GDI displacement factors) postuliert, die
eine Dissoziation des Rab:GDP:GDI-Komplexes katalysieren, um dadurch die Insertion des
Rabs in die Donormembran zu erméglichen® > Eine GDF-Aktivitat wurde erstmals durch
die Inkubation endosomaler Membranen mit Rab5, Rab7 bzw. Rab9 im Komplex mit GDI
identifiziert, die einen anschliefenden Nukleotidaustausch mit intrinsischer Geschwindigkeit
erméglicht'®. Das fiir die GDF-Aktivitdt verantwortliche PRA1 (prenylated Rab acceptor;
Yip3-Homolog aus S. cerevisiae) wurde zunachst als Protein identifiziert, das an prenylierte
Rab-Proteine sowie an VAMP2 (vesicle-associated membrane protein 2; Mitglied der
SNARE-Proteinfamilie) bindet. Aufgrund dessen wurde dem integralen Membranprotein eine
Rolle beim Andocken von Vesikeln sowie der anschlieRenden Fusion zugesprochen''.
PRA1/Yip3 gehért zur Yip-Proteinfamilie mit 12 Mitgliedern in humanen Zellen und ist bislang
das einzige Protein, dass in vitro die Dissoziation von Rab9 aus dem Komplex mit GDI kata-
lysiert'®?. Der Vergleich der Anzahl von Yip-Proteinen und RabGTPasen deutet jedoch da-
rauf hin, dass Yip-Proteine allenfalls zu einem Teil fir die spezifische Lokalisation von Rabs
verantwortlich sind®?. Es wurde fiir PRA1/Yip3 in vitro ebenfalls eine katalytische GDF-
Aktivitdt gegenuber GDI im Komplex mit Rab5 und Rab7 (endosomale Lokalisation), nicht
jedoch Rab1A und Rab2 (Lokalisation am ER und Golgi-Komplex) detektiert. Aufgrund des-
sen wurde eine Spezifitat von PRA1/Yip3 gegeniber endosomalen Rab-Proteinen
postuliert'®. Weiterhin konnte jedoch gezeigt werden, dass PRA1/Yip3 mit einer Vielzahl von
Rabs, die unterschiedlichen Subfamilien angehéren, interagiert'®. Diese Promiskuitit wider-
spricht der Rolle von GDFs als mdgliche Determinanten zur spezifischen Lokalisation von
RabGTPasen an distinkte Organellen®®. Dariiber hinaus lokalisieren Mitglieder der Yip-
Proteinfamilie fast ausschliellich am ER und am Golgi-Komplex weshalb ihnen eine Funkti-
on zur Aufrechterhaltung der Golgi-Struktur sowie des ER-Golgi-Transports zugesprochen

wird'%.
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Des Weiteren wiirde bei Abwesenheit eines spezifischen GEFs an der entsprechenden Or-
ganellenmembran die GDP-gebundene RabGTPase GDI-vermittelt wieder aus der Membran
extrahiert werden. Aufgrund dieser Tatsache und fehlender struktureller sowie mechanisti-
scher Untersuchungen zur GDF-vermittelten Dissoziation von Rab:GDP:GDI-Komplexen,
bleibt die Rolle von Mitgliedern der Yip-Familie beziiglich der spezifischen Lokalisation von

Rab-Proteinen weiterhin unklar.

2.4. Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs) und GEF-vermittelte

Lokalisation von RabGTPasen
Die Membranassoziation von RabGTPasen an eine spezifische Donormembran wird von
einer GEF-vermittelten Aktivierung begleitet***°. Die Tatsache, dass GEFs eine zu ihrem
jeweiligen spezifischen Rab analoge Lokalisation an distinkten Organellen aufweisen, flhrte
zur Hypothese, dass GEFs einen Einfluss auf die Lokalisation der zu aktivierenden Rabs
besitzen'®. Generell sind GEFs Multidomanenproteine oder stellen Untereinheiten von
multimeren Proteinkomplexen dar. So bilden beispielsweise die vier Untereinheiten Bet3,
Bet5, Trs23 und Trs31 des aus 10 Untereinheiten bestehenden TRAPPII-Komplexes in S.

cerevisiae die fiir den Nukleotidaustausch von Ypt1 und Rab1 katalytisch aktive Einheit'®.

Tabelle 1: GEFs ohne charakteristisches Seiuenzmotiv

Sec2p Sec4p'”’
Rabin8/Rabin3 Rab8®’
GRAB Rab3'%®
TRAPP Rab1/Ypt1'%
Ric1p-Rgp1p Ypte'"°
Mon1-Ccz1 Ypt7™

Im Gegensatz zur TBC-Domane von Rab-spezifischen GAP-Proteinen besitzen die meisten
GEFs kein einheitliches Motiv, das eine Identifizierung anhand der Aminosauresequenz er-
moglicht (Tabelle 1). Dennoch konnten mit der VPS9- und der DENN-Doméne zwei Se-
quenzmotive identifiziert werden, die in einer Vielzahl Rab-spezifischer GEFs

vorkommen'2113,

2.4.1. DENN-Doméne enthaltende GEFs
Die DENN-Doméane, welche aus den Subdomanen uDENN (upstream DENN), DENN und
dDENN (downstream DENN) besteht, konnte bislang in 18 humanen Proteinen identifiziert

werden (Tabelle 2)"'?""*. Bei 17 dieser DENN-Proteine wurde durch eine systematische Cha-
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rakterisierung eine  spezifische = GEF-Aktivitdt gegenlber verschiedenen Rabs
nachgewiesen'"®.

Um einen Einfluss auf die Rab-spezifische Lokalisation auszuilben, ist zumindest eine parti-
elle Kolokalisation des GEFs mit dem entsprechenden Rab zu erwarten. So wurde bei-
spielsweise fur DENND1A als auch fir das Substrat Rab35 in unabhangigen Studien eine
Lokalisation an der Plasmamembran sowie an Clathrin-umhiillten Vesikeln detektiert’'>""°.
Weiterhin wurde gezeigt, dass DENND1A selektiv mit inaktivem Rab35 kolokalisiert und in
Kombination mit Bindungsstudien postuliert, dass beide Proteine einen Komplex bilden, um

Rab35 nach Eintreffen eines Signals zu aktivieren'"".

Tabelle 2: DENN-Domane enthaltende GEFs

GEF Rab
DENND1A/connecdenn 1 Rab35'0% 1. 112
DENND1B/connecdenn 2 Rab35''%'"®
DENND1C/connecdenn 3 Rab35, Rab13"'>""®
DENND2A-D Rab9A/B'"

Rab34 (DENND2B)
DENND3 Rab12'"

Rab18
DENND4A-C Rab10'"®
DENND5A/B Rab39''®
DENNDGA/B Nicht bestimmt
MTMR5/13 Rab28'"®

Rab5A (MTMRS5)
MADD/Rab3GEP Rab3'"®'?°

Rab27A/B™°

2.4.2. VPS9-Domane enthaltende GEFs

Als namensgebendes Protein fur Nukleotidaustauschfaktoren mit einer VPS9-Domane
(Tabelle 3) wurde das Protein Vps9p (vacuolar protein sorting 9) aus S. cerevisiae identifi-
ziert, das fur die Lokalisation von vakuolaren Proteinen notwendig ist und eine spezifische
Nukleotidaustauschaktivitat gegentiber Rab5 und Vps21p (Rab5-Homolog aus S. cerevisiae)
besitzt'?"'?2. Die Identifizierung eines weiteren Proteins in humanen Zellen weist eine starke
Sequenzhomologie zu Vps9p auf. Dieses Protein bildet einen festen Komplex mit dem Rab5-
Effektor Rabaptin-5 und besitzt ebenfalls eine spezifische Nukleotidaustauschaktivitat ge-
geniber Rab5 und wurde deshalb als Rabex-5 (Rabaptin-5-associated exchange factor for

Rab5) bezeichnet'?.
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Die VPS9-Domane kommt dariber hinaus in dem Protein RIN1 vor, welches urspringlich
aufgrund seiner Fahigkeit aktiviertes Ras zu inhibieren, identifiziert wurde'®. RIN3 besitzt
dariiber hinaus GEF-Aktivitat gegeniiber Mitgliedern der Rab5-Subfamilie’?®. Dies fiihrte zur
Charakterisierung der VPS9-Domane als modulare Rab5 GEF-Doméne'?®'%'.

Anhand von Sequenzvergleichen konnte gezeigt werden, dass Proteine, die eine VPS9-
Domaéne enthalten (im Folgenden VPS9-Proteine) in Eukaryoten konserviert sind: Es konn-
ten bislang zwei S. cerevisiae-Proteine (Vps9p und Muk1p), drei Proteine aus C. elegans
(RME-6, RABX-5 und CE23604), vier Drosophila melanogaster-Proteine (Sprint, CG9139-
PA, CG1657-PA und CG7158-PA) sowie neun humane VPS9-Proteine identifiziert werden
(Tabelle 3). Dabei wurde bei sieben der humanen Proteine eine Rab5-spezifische GEF-
Aktivitat nachgewiesen''®125:128-131

Basierend auf einer umfangreichen biochemischen Analyse konnte die Spezifitdt der VPS9-
Domane von Rabex-5 demonstriert werden. Dazu wurden 31 humane Rabs analysiert, wobei
eine Austauschaktivitat ausschlieBlich gegentber Mitgliedern der Rab5-Subfamilie wie Rab5,
Rab21 und Rab22 detektiert wurde'?. Rab22 zeigte dabei eine verminderte GEF-Aktivitat,
die aufgrund der phylogenetischen Analyse jedoch nicht zu erwarten war, da Rab22 eine

héhere Sequenzhomologie gegeniiber Rab5 aufweist als Rab21?".

Tabelle 3: humane VPS9-Doméne enthaltende GEFs

GEF Rab
Rabex-5/VPS9 Rab5'22123
Rab21/Rab22'*
Rin1 Rab5'%
Rin2 Rab5'3°
Rin3 Rab5'%
Als2 Rab5'?°
Als2CL Rab5'28
RME-6/Gapex-5/Rab6 Rab5'33134
Rab31'®
Varp Rab211%®
Rab5
Rin-like Rab5'"®"
Rab22
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2.4.3. Allgemeine Prinzipien des GEF-katalysierten Nukleotidaustauschs
Trotz der hohen strukturellen und sequenzspezifischen Divergenz von GEFs verwenden alle
Austauschfaktoren bezilglich thermodynamischer und kinetischer Aspekte einen ahnlichen
Mechanismus, um das gebundene Nukleotid der RabGTPase freizusetzen.

Die Prinzipien der Nukleotidfreisetzung wurden erstmals anhand der Ras-dhnlichen GTPase
Ran und des GEFs RCC1 demonstriert. Dabei konnte neben zwei hochaffinen binaren Kom-
plexen (GTPase:GDP/GTP und GTPase:GEF) ein ternarer Komplex
(GEF:GTPase:GDP/GTP) identifiziert werden, indem sowohl das GEF als auch das Nukleo-
tid mit um mehrere GréRenordnungen verringerter Affinitat binden. Die verminderte Affinitat
wird Uberwiegend durch eine erhdhte Dissoziationsrate des GEFs und des Nukleotids aus
dem ternaren Komplex verursacht, wodurch die dramatische Beschleunigung der GDP-
Freisetzung in Anwesenheit eines spezifischen GEFs erklart werden kann®'%’.

Die Abschwachung der Affinitat der Nukleotidbindung wird Uberwiegend durch Kontaktbil-
dung des GEFs mit der switch II-Region sowie in den meisten Fallen auch der switch I-
Region erreicht. Darlber hinaus wird das fiir die Nukleotidbindung essentielle Magnesium-
lon und der P-loop durch Aminosduren des GEFs verdrangt und der P-loop im
nukleotidfreien Komplex durch Interaktion des hochkonservierten P-loop-Lysins mit einer
negativ geladenen Aminosaure des GEFs oder der switch 1I-Region stabilisiert. Die dadurch
induzierten Konformationsanderungen, uUberwiegend in der switch I- und der switch II-
Region, fihren zur Offnung der Nukleotidbindetasche und letztlich zur Freisetzung des Nuk-

leotids 843138

2.4.4. Rabex-5-katalysierter Mechanismus des Nukleotidaustauschs

Da der Austauschfaktor Rabex-5 und sein Einfluss auf die Lokalisation von Rab5 Gegen-
stand der vorliegenden Arbeit ist, soll im Folgenden ndher auf den Rabex-5-katalysierten
Mechanismus der Nukleotidfreisetzung eingegangen werden. Die Struktur der katalytisch
aktiven Domane von Rabex-5 im Komplex mit nukleotidfreiem Rab21 verdeutlicht in welcher
Art und Weise GEFs mit einer VPS9-Domane ihr Substrat erkennen, wie die Freisetzung des
GDPs beschleunigt sowie die Stabilisierung der nukleotidfreien Konformation des Rabs reali-
siert wird (Abbildung 5).

Die katalytisch aktive Doméane von Rabex-5 (im Folgenden Rabex-5-VPS9) besteht aus ei-
ner N-terminalen Helical Bundle-Domane (a-Helices aHB1-aHB4) und der VPS9-Domane
(a-Helices aV1-aV6). Die VPS9-Domane bildet groRflachige Kontakte mit dem P-loop sowie
den beiden switch-Regionen und der interswitch-Region von Rab21 aus, die sich in einer
V-férmigen Anordnung der a-Helices aV4 und aV6 konzentrieren (Abbildung 5A). Die zwei

invarianten aromatischen Aminosauren Phe56 und Trp73 verankern die interswitch-Region
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in eine angrenzende, unpolare Tasche der VPS9-Domane (Abbildung 5B). Die Aminosauren
51-Thr-Leu-GIn-Ala-Ser-55 von switch | kontaktieren die VPS9-Domane uUber eine Einker-
bung zwischen dem C-Terminus von aV4 und dem aV3-aV4 loop. Die switch 1I-Region bildet
durch Einschieben des konservierten Phe81 in einen unpolaren Spalt von aV4 und aV6 und
durch Interaktion von Leu84, 11e87 und Tyr88 zu Aminosauren Tyr354, Thr357, Cys361 und
Phe365 von aV6 Kontakte zur VPS9-Doméane aus (Abbildung 5B). Die einzige invariante
Aminosaure der VPS9-Domane, Asp313, vermittelt einerseits die Interaktion mit dem invari-
anten Lys32 des P-loops sowie mit der NH-Gruppe des invarianten Gly77 der switch II-

Region und imitiert dadurch Interaktionen mit dem y-Phosphat des GTPs*.

interswitch B

‘/‘a loop switchl _ ( f”‘E’SMrch
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7o/ %
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Abbildung 5: Struktur von Rabex-5 HB-VPS9 im Komplex mit nukleotidfreiem Rab21.

(A) Bandermodell der katalytisch aktiven Domane von Rabex-5 bestehend aus der N-terminalen Helical Bundle-
Domane (a-Helices aHB1-aHB4; sand), der VPS9-Domane (a-Helices aV1-aV6; hellblau) sowie einer
C-terminalen kurzen a-Helix (aC). Rab21 (a1-a5 und B1-B6) ist in grau dargestellt mit den konservierten Struk-
turmotiven P-loop (gelb), switch | (rot), switch Il (griin) sowie der interswitch-Region (blau). (B) Hydrophobe
Wechselwirkungen von unpolaren Aminosauren der switch und interswitch-Regionen von Rab21 in Stabdarstel-
lung mit der hydrophoben Tasche zwischen den Helices aV4 und aV6 der VPS9-Doméane. Rabex-5 HB-VPS9 ist
in Oberflachendarstellung gezeigt. Die konservierten Strukturmotive von Rab21 sind wie in (A) farblich hervorge-
hoben. (Abbildungen adaptiert nach *°).

Die Konformationsanderungen, welche durch den GDP-GTP-Austausch begleitet werden,
wurden durch den Vergleich von nukleotidgebundenem Rab21 sowie der zuvor beschriebe-
nen Komplexstruktur abgeleitet*>'*°. Dabei sind vor allem drastische Anderungen in der

Konformation der switch-Regionen sowie des P-loops zu beobachten. Im nukleotidfreien
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Komplex nimmt der P-loop eine eingebrochene Konformation an, die durch ein Netzwerk
intramolekularer, polarer Kontakte stabilisiert wird. Die switch I-Region nimmt dagegen eine
offene Konformation an, die durch polare Interaktionen mit dem aV3-aV4 loop stabilisiert
wird. Die switch lI-Region ist im Gegensatz zur GDP- bzw. GTP-gebundenen Form
geordnet'. Die beobachteten strukturellen Anderungen deuten auf eine durch die VPS9-
Domane-vermittelte Beschleunigung der GDP-Freisetzung durch eine Verdrangung des
Magnesium-lons durch Konformationsanderung in switch | und switch Il in Kombination mit
einer elektrostatischen AbstoRung zwischen dem B-Phosphat des GDP und dem invarianten
Asp313 der VPS9-Domane hin*.

Durch eine umfangreiche Mutationsanalyse konservierter Aminosaurereste innerhalb von
VPS9-Doménen enthaltenden Proteinen, die im Wesentlichen zum umgebenden Solvens
exponiert sind, konnten vier Reste von Rabex-5 identifiziert werden (Asp313, Pro317, Tyr354
und Thr357), die sich nahe des N-Terminus von aV4 und aV6 konzentrieren (Abbildung 6).
Die Mutation einer der vier Reste zu Alanin fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der
Nukleotidaustauschaktivitat von Rabex-5 gegenuber Rab5 und Rab21, wobei die Mutationen
D313A (Aspartat zu Alanin) und Y354A (Tyrosin zu Alanin) die deutlichsten Effekte gegen-
iber Rab5 zeigen'?. Es wird vermutet, dass die Unterschiede zwischen Rab5 und Rab21

auf eine ahnliche, jedoch keine identische Art der Interaktion mit Rabex-5 hinweisen'2.

switchll

Abbildung 6: Nukleotidaustausch- und Spezifitdts-Determinanten von Rabex-5 und Rab21.

Korrelation der intermolekularen Kontakte zwischen Rabex-5-VPS9 und Rab21 mit kritischen
Nukleotidaustausch- sowie Spezifitats-Determinanten. Die VPS9-Domane ist in Oberflachendarstellung gezeigt
und die kritischen Nukleotidaustausch-Determinanten in braun hervorgehoben. Rab21 ist als Stab-Modell darge-
stellt und die konservierten Strukturmotive wie in Abbildung 5A farblich hervorgehoben. Die kritischen Aminosau-
ren von Rab21 bezlglich der Nukleotidaustauschaktivitat (F56, F81) sowie der Spezifitat (Q53, S55) im Bezug auf
Rabex-5 und W73 sind als halbtransparente Kugeln gezeigt. (Abbildung adaptiert nach 45).
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Darlber hinaus wurden zwei Aminosaurereste von Rab5C (Ala57 und Tyr83, entsprechend
Phe56 und Phe81 in Rab21) identifiziert, die fur den Rabex-5-katalysierten
Nukleotidaustausch von enormer Bedeutung sind (Abbildung 6). So fiuhrt die Substitution
A57D (Alanin zu Aspartat) und die Substitution Y83A (Tyrosin zu Alanin) zu einer drastischen
Verminderung des Rabex-5-katalysierten Nukleotidaustauschs ohne die intrinsische Aus-
tauschrate von Rab5C zu beeinflussen. Weiterhin wurde bezliglich der Spezifitat der VPS9-
Domane fir Mitglieder der Rab5-Subfamilie die strikte Notwendigkeit einer kleinen, nicht-
aciden Aminosaure an Position 55 beschrieben, die dem invarianten Phe56 in switch | vo-
rausgeht (Abbildung 6). Wahrend die Substitution von Ala55 in Rab5 mit Serin (analog zu
Rab21 und Rab22) keinen Effekt hat, fiihrt der Austausch zu Aspartat oder Glutamat (kon-
serviert in nahezu allen anderen RabGTPasen) an dieser Stelle zu einer um den Faktor 200
verringerten Austauschaktivitat'®2.

Aufgrund dieser umfangreichen strukturellen und biochemischen Daten beziglich der
Nukleotidaustauschaktivitat diente Rabex-5 in der vorliegenden Arbeit in Kombination mit
seinem Substrat Rab5A als Modellsystem zur Untersuchung der GEF-vermittelten Rekrutie-

rung von Rab-Proteinen.

2.4.5. DrrA-vermittelte Rekrutierung und Aktivierung von Rab1l

Aufgrund der hohen Spezifitat flr ein bestimmtes Rab-Protein oder eine Rab-Subfamilie und
der organellenspezifischen Lokalisation stellen GEFs potentielle Kandidaten dar, um eine
Lokalisation ihres Rabs an die Donormembran zu vermitteln.

Mit dem Protein DrrA/SidM (defect in Rab recruitment/subtrate of Icm/Dot M; im Folgenden
DrrA) aus Legionella pneumophila wurde das erste bakterielle GEF identifiziert, welches in
der Lage ist Material vom ER der Wirtszelle zu rekrutieren, um dadurch eine sogenannte
Legionellen-enthaltende Vakuole (LCV, Legionella-containing vacuole) zu generieren, in der
das pathogene Bakterium sich repliziert. DrrA, welches Uber das Dot/lcm-Sekretionssystem
des Bakteriums in die Wirtszelle injiziert wird, ist ein effizientes und hochspezifisches GEF
fir Rab1 und rekrutiert dariiber hinaus Rab1 zur LCV'%.

Rab1, welches an Membranen des ER und des Golgi-Apparates lokalisiert, wird durch
Koexpression mit dem die GEF-Domane enthaltenden DrrAg:647 zur Plasmamembran rekru-
tiert, wohingegen DrrAys1647 (0hne GEF-Domane) nicht in der Lage ist eine Relokalisation
von Rab1 zur Plasmamembran zu induzieren (Abbildung 7). Aufgrund seiner Fahigkeit die
Lokalisation von Rab1 zu beeinflussen, wurde zunachst angenommen, dass DrrA neben der
das Rab-Protein aktivierenden GEF-Aktivitat zusatzlich eine GDI-Freisetzungsaktivitat (GDF-
Aktivitat) besitzt, welche Rab1 aus dem zytosolischen Komplex mit GDI freisetzt und dadurch
die Lokalisation und Membraninsertion des inaktiven GDP-gebundenen Rab1 vermittelt®*'*".

Umfangreiche biochemische und strukturelle Untersuchungen des |6slichen Proteins zeigten
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jedoch, dass die GDF- und GEF-Aktivitat von DrrA auf struktureller Ebene nicht voneinander

getrennt werden kann und dass die GEF-Aktivitat, welche den Aminosauren 340-533 zuge-

ordnet wird, ausreichend ist, um GDI effizient aus dem Komplex mit Rab1 freizusetzen®'*?.

RFP-Rab1

DrrAg1-647

RFP-Rab1

DrrA4s51-647

Abbildung 7: DrrA rekrutiert Rabl zur Plasmamembran.

(A) TIRF-Mikroskopie Bilder (TIRF, total internal reflection fluorescence) zeigen eine Lokalisation von GFP-
DrrAs1.647 und RFP-Rab1 an der Plasmamembran. (B) GFP-DrrAss1.647 lokalisiert an der Plasmamembran, aber
es konnte keine Rekrutierung von Rab1 zur Plasmamembran detektiert werden. Maf3stab 5 um. (Abbildung adap-
tiert nach '*3).

Die Kiristallstruktur von nukleotidfreiem Rab1B;.174 im Komplex mit DrrAs4.533 zeigt neben der
typischen GTPase-Faltung von Rab1B eine neue 3-dimensionale Faltung der DrrA GEF-
Domane, die aus 8 a-Helices besteht, welche in zwei Schichten in einem Winkel von etwa
90° zueinander angeordnet sind. Dabei besteht die untere Schicht aus den parallelen Helices
alp, a2p, abp und a7p, wahrend die obere Schicht, Uiberwiegend vermittelt durch die Helices
odp und abp, die Hauptinteraktionsflache mit Rab1B bilden (Abbildung 8A). Innerhalb der
GEF-Domane von DrrA existieren zwei Bindungsstellen, die im Wesentlichen Kontakte mit
dem P-loop sowie den switch-Regionen von Rab1B bilden. Insbesondere interagieren dabei
N451p und R453p der Bindungsstelle 1 mit den P-loop Aminosduren S17g und D16g sowie
die Reste D480p und S483p der Bindungsstelle 2 mit den Aminosauren T34g, E35; und S36gr
der switch I-Region'? (Abbildung 8B).
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A B Bindungsstelle 1
P-loop
Bindungsstelle 1

Bindungsstelle 2
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Abbildung 8: Kristallstruktur von DrrAzsos33 im Komplex mit Rab1B3 174

(A) Bandermodell der Kristallstruktur von DrrAsso-s33 im Komplex mit Rab1Bs3.174. Aufgrund der Bindung von
DrrAs40-533 ist die Nukleotidbindetasche von Rab1Bs;.174, welche von P-loop (magenta), switch | (rot) und switch Il
(griin) gebildet wird, zum Solvens exponiert. Rab1B3.174 ist in grau, DrrAssg.s33 in blau und die Bindungsstellen 1
und 2 sind in orange dargestellt. N: N-Terminus; C: C-Terminus. (B) Darstellung der Wechselwirkungen von
DrrAs40-533 mit dem P-loop und switch Il (oben, Bindungsstelle 1) bzw. der switch I-Region (unten, Bindungsstelle
2) von Rab1Bs.174. (Abbildung adaptiert nach '#?).

Basierend auf der Kristallstruktur und der Identifikation der an der Interaktion beteiligten
Aminosauren N451p, R453p, D4805 und S483p erfolgte eine kombinatorische Mutationsana-
lyse und die Uberprifung der jeweiligen Mutanten beziiglich des GEF-katalysierten
Nukleotidaustauschs gegenliber Rab1B. Dabei ist die Mutante N451Ap/R453Ap nahezu kata-
Iytisch inaktiv, wahrend die Mutante D480Ap/S483Ap nur eine geringfligig verminderte Aktivi-
tat besitzt. Eine Kombination der genannten Mutationen zur Vierfachmutante
N451Ap/R453Ap/D480Ap/S483Ap fuhrt im Vergleich zur Mutante N451Ap/R453Ap lediglich
zu einer minimalen Verringerung der GEF-Aktivitdt (Abbildung 9A). Dies demonstriert die
hohe Bedeutung der Aminosauren N451Ap und R453Ap der Bindungsstelle 1 fiir die GEF-
Aktivitdt von DrrA. Die Uberpriifung der genannten DrrA-Mutanten beziiglich ihrer Fahigkeit
Rab1B, welches enzymatisch mit dem fluoreszenten Isoprenoid-Analogon Geranyl-NBD
prenyliert wurde, aus dem Komplex mit GDI freizusetzen, zeigt, dass die vermeintliche GDF-

Aktivitat der DrrA-Mutanten in Analogie zur Verringerung der GEF-Aktivitdt abnimmt
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(Abbildung 9B). Diese Untersuchungen demonstrierten, dass die GEF-Aktivitat von DrrA

notwendig und ausreichend ist, um GDI aus dem Komplex mit Rab1B freizusetzen'*.

A Nukleotidaustauschaktivitat von DrrAz4o.533 Mutanten

] 1: 50 nM Rab1B:mdGDP, 100 uM GDP
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Abbildung 9: Nukleotidaustausch- und GDI-Freisetzungsaktivitat von DrrAzso.s33-Mutanten.

(A) Der Einfluss der DrrAsso.s33-Mutanten (1 uM) beziiglich der Nukleotidaustauschaktivitdt wurde in Gegenwart
von 100 yM GDP gegeniiber Rab1B:mantGDP durch Messung der Fluoreszenz der mant-Gruppe bestimmt.
Nach 450 s wurde wildtypisches (wt) DrrAssos33 zur Bestimmung des Endpunktes der Nukleotidaustausch-
Reaktion zugefiigt. (B) Die Freisetzung von GDI aus dem Komplex mit Rab1B-geranyl-NBD vermittelt durch die
DrrAs40-533-Mutanten wurde durch Messung der NBD-Fluoreszenz bestimmt. Die unterschiedlichen Bindungsaffini-
taten fir Rab1B spiegeln sich in den unterschiedlichen Basislinien wieder, welche vor der Zugabe von GTP er-
reicht wurden. Das Ausmal der Verringerung der Nukleotidaustauschaktivitat (A) der DrrAsso-s33-Mutanten korre-
liert mit einer verminderten GDI-Freisetzungsaktivitat (B). (Abbildung adaptiert nach *%).

In Analogie zu anderen Ras-adhnlichen GTPasen katalysiert DrrA die Nukleotidfreisetzung
nach einem ahnlichen Mechanismus'®, indem es strukturelle Anderungen in Rab1Bj.174 indu-

ziert und dadurch die Nukleotidaffinitat verringert, die schlielich die Freisetzung des Nukleo-
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tids bewirkt. Jedoch beschleunigt DrrA, im Gegensatz zu bislang identifizierten RabGEFs,
die intrinsische Nukleotidfreisetzung um mehr als funf GréRenordnungen und stellt damit ein
hocheffizientes GEF dar*®'*?'* Diese hohe katalytische Effizienz bakterieller GEFs ist nicht
uniblich, da diese mit den endogenen GEFs konkurrieren und diese daher in ihrer Effizienz
Ubertreffen miissen, um die Pathogenitit zu gewéhrleisten*.

Ein struktureller Vergleich von Rab1B3.174:DrrAss.533 mit dem Rab1-Homolog aus
S. cerevisiae Ypt1 im Komplex mit GDI verdeutlicht, dass die Bindestelle von Rab1B durch
GDI blockiert ist. Das bedeutet, dass DrrA mit GDI um die gleiche Bindestelle konkurriert und
beide Proteine daher nicht gleichzeitig binden kénnen. Aufgrund dessen kann DrrA erst nach
Dissoziation von GDI aus dem Komplex mit Rab1B binden und den Nukleotidaustausch ka-
talysieren. Obwohl der Komplex zwischen Rab1B und GDI sehr fest ist (Kp = 1-12 nM), liegt
die intrinsische Halbwertszeit der Dissoziation im Bereich von 7-100 s. Daraufhin wurde pos-
tuliert, dass die intrinsische Dissoziationsrate ausreichend ist, um eine Assoziation von DrrA
mit Rab1 zu ermdglichen. Aufgrund der hohen katalytischen Effizienz kann DrrA umgehend

den Austausch von GDP zu GTP katalysieren'*?

. Weitere Untersuchungen bestatigen, dass
die Affinitdt von GDI zu GTP-gebundenem Rab um mindestens drei GréRenordnungen nied-
riger ist als fur die GDP-gebundene Form, wodurch eine Ruckbindung von GDI nach Aktivie-
rung verhindert wird. Da die Dissoziation von Rab:GDP:GDI-Komplexen im Vergleich zur
anschliefenden GEF-katalysierten Nukleotidfreisetzung langsam ist, stellt diese vermutlich

den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar®.

2.4.6. Domaéanenstruktur und Lokalisationssignale von Rabex-5

Die Ergebnisse des DrrA-vermittelten Nukleotidaustauschs und der Freisetzung von GDI aus
dem Komplex mit Rab1B deuten darauf hin, dass die Frage nach der Lokalisation von Rab-
Proteinen moéglicherweise durch die Frage nach der Lokalisation des entsprechenden GEFs
ersetzt werden kann®. Fiir Rabex-5 ist das bereits weitestgehend gut verstanden. Rabex-5
ist ein Multidomanenprotein und enthalt neben der bereits in Kapitel 2.4.4 beschriebenen
katalytisch aktiven GEF-Domane, bestehend aus der N-terminalen Helical Bundle-Domane
und der VPS9-Domane, weitere fir die Funktion und Lokalisation notwendige Domanen
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Schematische Domé&nenstruktur von Rabex-5.

ZnF (A20-Zinkfingerdomane; AS 14-47), MIU (motif interacting with Ubiquitin; AS 47-73), MBM (membrane-
binding motif; AS 81-135), HB (helical bundle-Domane, AS 135-230), EET (early endosomal targeting-Domane;
AS 81-230), VPS9 (vacuolar protein sorting 9-Doméane, AS 230-399), CC (coiled-coil-Doméne, AS 405-455).
(Abbildung adaptiert nach 145).

Am N-Terminus befindet sich eine Ubiquitin-bindende AZ20-Zinkfingerdomane (ZnF,
AS 14-47) sowie eine angrenzende o-Helix (AS 47-73)'*®' die eine hohe Ahnlichkeit zum
bereits charakterisierten UIM (Ubiquitin-interacting motif) vieler Ubiquitin-bindenden Proteine
aufweist'*®"*°. Aufgrund der invertierten Orientierung beziiglich der Aminosauresequenz wird
sie jedoch als MIU (motif interacting with Ubiquitin) bezeichnet'’. Die genannten Ubiquitin-
bindenden-Domanen (UBD) binden jedoch an unterschiedlichen Seiten. Wahrend die MIU-
Domane mit dem klassischen lle44-patch von Ubiquitin interagiert, bindet die ZnF-Domane
von Rabex-5 Uber eine polare Kontaktflache, welche um Asp58 von Ubiquitin konzentriert
ist'¥®'%  Rabex-5 bindet an den membranstandigen EGFR (epidermal growth factor
receptor), welcher ubiquitiniert wird, und diese Interaktion ist abhangig von der ZnF-Domane
oder der MIU-Domane'’. Daher wurde postuliert, dass durch Bindung membranstandiger,
ubiquitinierter Proteine die Lokalisation von Rabex-5 reguliert wird®'. Es konnte besttigt
werden, dass die Bindung an Ubiquitin fur die Rekrutierung von Rabex-5 aus dem Zytosol zu
den Endosomen essentiell ist, und dass dieser Prozess unabhangig ist von der GEF-Aktivitat
und von Rab5"%?. Dagegen lokalisiert monoubiquitiniertes Rabex-5 liberwiegend im Zytosol,
wobei die ZnF-Doméne selbst eine Ubiquitinligase (E3)-Aktivitat besitzt'>*. E3 Enzyme spezi-
fizieren dabei neben der zeitlichen Regulation auch die Selektion des Substrats und sind
demzufolge Schliisselkomponenten der Ubiquitinierungsreaktion'*. Dies bietet die Méglich-
keit, dass Rabex-5 seine eigene intramolekulare Ubiquitinierung katalysiert'®.

Diese Beobachtungen miindeten in einem Modell, in dem die Bindung an Ubiquitin und die
Monoubiquitinierung die Assoziation von Rabex-5 mit Endosomen regulieren. Dabei wird
Rabex-5 durch Interaktion mit ubiquitinierten, transmembranen Frachtmolekilen (oder
ubiquitinierten Adapterproteinen, welche an diese Frachtmolekile binden) zu den
Endosomen rekrutiert. Der Transport des Frachtmolekiils, gefolgt von der UBD-abhangigen

Monoubiquitinierung, resultiert in der Dissoziation von Rabex-5 von der Membran und der
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Translokation ins Zytosol, wobei eine UBD wahrscheinlich mit dem kovalent verknipften
Monoubiquitin intramolekular interagiert. An den Endosomen lokalisierte deubiquitinierende
Enzyme — wie beispielsweise AMSH und UBPY'® — katalysieren vermutlich die Entfernung
des Ubiquitins und erméglichen dadurch einen neuen Zyklus'®.

Darliber hinaus konnte eine weitere sogenannte EET-Doméane (early endosomal targeting;
AS 81-230) identifiziert werden, welche ebenfalls eine endosomale Lokalisation vermittelt.
Diese besteht aus einer membranbindenden Domane (MBM, membrane-binding motif;
AS 81-135) sowie der bereits erwdhnten Helical Bundle-Domane (AS 135-230)"°. Am
C-Terminus folgt auf die fir die GEF-Aktivitdt essentielle VPS9-Domane (AS 230-399)
schlieBlich eine coiled-coil-Domane (CC; AS 405-455), welche die Interaktion mit Rabaptin-5
vermittelt. Rabex-5 zeigt in vitro nur eine geringe GEF-Aktivitat, wohingegen der
Rabex-5:Rabaptin-5-Komplex eine hohere katalytische Effizienz aufweist*®'*”. Dariiber hin-
aus ist die katalytisch aktive Domane in vitro ebenfalls hoch aktiv'®2. Diese Beobachtungen
fuhrten zur Hypothese eines Autoinhibitions-Mechanismus in dem bestimmte Domanen in-
nerhalb von Rabex-5 die GEF-Aktivitat inhibieren und Rabaptin-5 durch Bindung diese Inhibi-
tion aufhebt*®. Weiterhin wurde jedoch vermutet, dass zugegebenes Rabaptin-5 in den in
vitro-Messungen zu einer Stabilisierung des mdglicherweise sonst instabilen Rabex-5 fuhrt,
da in vivo die Notwendigkeit fUr Rabaptin-5 umgangen werden kann und die
Membranrekrutierung sowie die Aktivierung von Rab5 unabhangig von Rabaptin-5 stattfin-
den kénnen. Darlber hinaus ist die Membranassoziation von Rabex-5 essentiell flr die in
vivo GEF-Aktivitat'®,

Neben einer direkten Lokalisation an den Endosomen vermittelt durch die EET-Domane stellt
die Interaktion mit Rabaptin-5 einen indirekten Rekrutierungs-Mechanismus dar. Die direkte
Lokalisation ist vermutlich notwendig, um ein basales Level aktivierter Rab5-Molekiile zu
generieren. Diese wiederum interagieren daraufhin mit Rabaptin-5:Rabex-5, wodurch weitere
Rab5-Molekule aktiviert werden. Dadurch wird sehr effektiv eine sogenannte positive Feed-
back-Schleife zur Akkumulation von Rab5:GTP erzeugt, die schlieBlich zur Etablierung funk-
tionaler Rab5-Doménen auf der Endosomen-Membran fiihrt'*®°,

Lokalisationssignale, die eine Rekrutierung zu bestimmten Organellen oder Subdoméanen
einer Organellenmembran vermitteln, konnten auch in anderen Nukleotidaustauschfaktoren
identifiziert werden. So kodiert der C-terminale Bereich des Legionellenproteins DrrA (AS
544-647) fur eine P4AM-Domane (phosphatidylinositol-4-phosphate binding of SidM/DrrA), die
eine Interaktion mit Phosphatidylinositol-4-Phosphat (PI4P) vermittelt, welches in der
Membran der LCV angereichert ist und dadurch die Rekrutierung und Verankerung von
DrrA in der LCV-Membran bewirkt'®'. Dariiber hinaus fiihrt die Uberexpression von DrrA
in CHO-Zellen zu einer Lokalisation an der Plasmamembran (Abbildung 7)'*. Fir die

meisten der bislang identifizierten GEFs konnte eine Membranlokalisation gezeigt werden. In
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vielen Fallen sind jedoch die Regulation und der Mechanismus der Membranassoziation un-

bekannt.

2.4.7. Rabin8 ist ein Rab8-spezifisches GEF

Fur den Rab8-spezifischen Nukleotidaustauschfaktor Rabin8 konnte eine Kolokalisation mit
kortikalem Aktin gezeigt werden, jedoch sind die Regulationsmechanismen, die eine Aktin-
Assoziation bzw. Membranlokalisation vermitteln weitestgehend unklar. Die Kolokalisation
der beiden Proteine erfolgt sowohl an peripheren Filamenten und in sogenannten protrusions
und ruffles an der Plasmamembran. Nach Behandlung Rabin8-transfizierter Zellen mit
Nocodazol, einer Mikrotubuli-Polymerisation inhibierenden Substanz, wird Aktin in
Fibrillenblindeln (stress fibers) inkorporiert, wahrend Rabin8 weiterhin an der Plasmamemb-
ran lokalisiert®”. Das Rabin8 Substrat Rab8 weist ebenfalls eine polarisierte Lokalisation an
der Spitze von protrusions auf und es wurde gezeigt, dass sowohl Rab8 als auch Rabin8 am
polarisierten Transport von Membranproteinen zur Plasmamembran durch Reorganisation
von Aktin und Mikrotubuli beteiligt sind®”"6264,

Darliber hinaus sind Rabin8 und Rab8 neben der Exozytose essentiell fir die primare
Ciliogenese und spielen eine entscheidende Rolle im Membran-Recycling'®>'%8.

Fir Rabin8 wurde eine spezifische GEF-Aktivitdt gegenliber Rab8, nicht jedoch Rab3A und
Rab5 nachgewiesen®’.

Die Aufklarung der Struktur der GEF-Doméne des Rabin8-Homologs Sec2p aus
S. cerevisiae im Komplex mit dem Rab8-Homolog Secdp zeigt eine parallele coiled-coil-
Struktur der Sec2p GEF-Domane und deutet auf einen Mechanismus hin, in dem Sec2p
drastische strukturelle Veranderungen in den switch-Regionen und dem P-loop induziert, die
inkompatibel mit einer Nukleotidbindung sind und somit zur Freisetzung des Nukleotids fiih-
ren'®®.

Die Rab8-bindende Region von Rabin8 konnte zunachst eingegrenzt werden auf die
AS 101-316%” und die minimale GEF-Domane wurde durch einen Sequenzvergleich mit

169-171

Sec2p abgeleitet und den AS 84-255 zugewiesen
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2.4.8. Rab3GEP-vermittelte Lokalisation von Rab27A

In ersten zellbiologischen Experimenten bezlglich der GEF-vermittelten Rekrutierung von
Rabs wurde die Rolle des GEFs Rab3GEP auf die Lokalisation von Rab27A in Melanozyten
untersucht'?. Rab27A reguliert den Transport von Melanosomen in Melanozyten sowie die
Exozytose sekretorischer Vesikel in zytotoxischen T-Zellen, Mastzellen und pankreatischen
B-Zellen®'"*'"7 Die Funktion von Rab27A in dieser Vielzahl von Transportwegen wird durch
die Interaktion mit diversen Effektoren erreicht. Bislang konnten 11 Effektoren identifiziert
werden, die einer von 4 Untergruppen zugeordnet werden. Einige Effektoren, wie beispiels-
weise MIph/Slac2a und MyRIP/Slac2c, fungieren als Adpatermolekiile, die der Verknipfung
von Rab27A mit Myosinmotormolekilen dienen und bis auf Munc13-4 enthalten alle Effekto-
ren eine konservierte N-terminale Rab27-Bindedomane (Rab27BD)'"®.

Aktiviertes Rab27A bildet einen ternaren Komplex mit Miph und dem Myosinmotor MyoVa.
Die Deletion einer der drei Komponenten flihrt zur Akkumulation von Melanosomen in der
perinuklearen Region, wie in isolierten Melanozyten der Maus-Mutanten ashen (Rab27A-
defizient), leaden (Miph-defizient) und dilute (MyoVa-defizient) beobachtet werden konnte'”®.
Nach Identifizierung von Rab3GEP, urspriinglich isoliert als Rab3A GEF'™° als nicht-
redundantem GEF fir Rab27A in Melanozyten, wurde gezeigt, dass eine Rab3GEP-
Depletion ebenfalls zu einer Akkumulation von Melanosomen in der perinukledren Region
sowie einer fehlenden Rab27A-Aktivierung fiihrt'®’.

Weiterhin fiihrt die siRNA-vermittelte Rab3GEP-Depletion zu einem Verlust der Lokalisation
von Rab27A an Melanosomen, obwohl Rab27A weiterhin membrangebunden ist. Trotz einer
durch Miph-Depletion induzierten Akkumulation von Melanosomen in der perinukledren Re-
gion lokalisiert Rab27A in diesem Fall nach wie vor an Melanosomen. Der
Nukleotidaustauschfaktor Rab3GEP ist demnach notwendig flir die Lokalisation von Rab27A
an Melanosomen und der Effektor MIph besitzt keinen Einfluss beziiglich der Rekrutierung
von Rab27A. Durch Erzeugung verschiedener Mutanten, die eine Bindung zu den bislang
identifizierten Effektoren unterbinden, und Analyse der subzellularen Lokalisation konnte
aullerdem demonstriert werden, dass die Effektorbindung im Allgemeinen keinen Einfluss
auf die Rekrutierung von Rab27A besitzt'">.

Die Tatsache, dass eine Rab27A-Mutante, die in der die SF2-Region durch die entsprechen-
de Sequenz von Rab5A ersetzt wurde, nicht an den Melanosomen lokalisiert, obwohl sie in
vitro nach wie vor GEF-Aktivitat besitzt, fihrte zur Hypothese, dass Rab3GEP zwar notwen-

dig, jedoch nicht ausreichend ist fiir eine Rekrutierung von Rab27A zu Melanosomen'’.
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3. Zielsetzung

Eine charakteristische Eigenschaft von Rab-Proteinen ist die spezifische subzellulare Lokalisa-
tion auf der zytoplasmatischen Seite distinkter Organellen. Die C-terminale posttranslationale
Modifikation von Rabs mit zumeist zwei Geranylgeranylresten erméglicht die reversible Assozia-
tion mit Endomembranen. Im Zytosol liegen Rab-Proteine im Komplex mit dem
Solubilisierungsfaktor GDI vor, der die hydrophoben Prenylgruppen gegen das wassrige Milieu
des Zytosols abschirmt. Der Mechanismus der spezifischen Membranlokalisation von Rab-
Proteinen und der Dissoziation von Rab:GDP:GDI-Komplexen sowie der Identifikation entspre-
chender Determinaten ist nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung. Aufgrund der hohen
Affinitdt von Rab:GDP:GDI-Komplexen wurde die Existenz von sogenannten GDI-
Verdrangungsfaktoren postuliert, wobei bislang nur fir Yip3/PRA1 eine entsprechende Aktivitat
gezeigt werden konnte.

Mit dem Legionellenprotein DrrA wurde ein Protein identifiziert, dem zunachst eine GEF- und
eine GDF-Aktivitat zugeschrieben wurde und dass in der Lage ist Rab1 von seiner nativen Lo-
kalisation von Membranen des ER zur LCV zu rekrutieren.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass DrrA keine diskrete GDF-Aktivitat besitzt, sondern dass
die GEF-Aktivitat von DrrA ausreicht, um GDI effizient aus dem Rab1:GDP:GDI-Komplex freizu-
setzen. Da GDI eine um mindestens drei GroRenordnungen geringere Affinitdt zu Rab:GTP im
Vergleich zu Rab:GDP besitzt, wird durch die Aktivierung eine Riickbindung an GDI verhindert.
Dies flihrte zur Hypothese, dass GEFs prinzipiell in der Lage sind ihr spezifisches Rab-Protein
zu einer distinkten Membran zu rekrutieren.

Daher sollte in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung eines durch das Rapamycin-
Analogon A/C Heterodimerizer induzierbares System verwendet werden, um in eukaryotischen
Zellen das humane Rab5-GEF Rabex-5 von den Endosomen zur Mitochondrienmembran zu
lokalisieren und die Auswirkung dieser Fehllokalisation auf die subzellulare Lokalisation von
Rab5 zu analysieren. Des Weiteren sollte unter Verwendung von Rabex-5- und Rab5A-
Mutanten der Einfluss der GEF-Aktivitat auf die Rab-Lokalisation naher charakterisiert werden.
Die biochemische Charakterisierung der GDI-Freisetzung aus dem Rab5:GDP:GDI-Komplex
durch verschiedene Rabex-5-Mutanten mit modulierter GEF-Aktivitat sollte weiterhin Aufschluss
Uber eine Korrelation der GEF-Aktivitdt mit der GDI-Freisetzung sowie der Fahigkeit zur
Membranrekrutierung des Rabs durch das GEF geben. Darlber hinaus sollte der Einfluss der
GEFs DrrA und Rabin8 auf die spezifische Lokalisation ihrer Substrate Rab1 und Rab8 und der
Einfluss der GEF-Aktivitat charakterisiert werden, um eine Aussage Uber die mdgliche Genera-

lisierung der GEF-vermittelten Membranlokalisation von Rabs zu treffen.
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4. Material und Methoden
4.1. Materialien
4.1.1. Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien

Chemikalien

Acrylamid 4K-L&sung (30 %; Mix 37,5:1),
Dikaliumhydrogenphosphat, Isopropyl-3-D-
thiogalaktopyranosid (IPTG), Methanol, Salzsaure
(25 %)

Bacto-Agar, Bacto-Trypton, Bacto Hefeextrakt
Carbenicillin

Glycin, Paraformaldehyd, N, N, N’, N -
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Tri-
(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

6X DNA Loading Dye, dNTPs (10 mM each)

Ampicillin, Dithioerythritol (DTE),
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Glycerin, 4-(2-
Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure (HEPES),
Kanamycinsulfat, Natriumdodecylsulfat (SDS)

AEBSF Protease Inhibitor, TCEP

Essigsaure, Ethanol, Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogen-
phosphat, Magnesiumchlorid, Natronlauge (2 M), 2-
Propanol, Salzsaure (1 M)

RedSafe

Agarose

Dinatriumhydrogenphosphat, Imidazol
GS96-Medium, Natriumdihydrogenphosphat

Ammoniumpersulfat (APS), Bromphenolblau, Coomas-
sie Blue R 250, B-Mercaptoethanol

Farnesyl-Pyrophosphat-Ammoniumsalz, Laktose, Glu-
kose, Guanosindiphosphat (GDP), Guanosintriphosphat
(GTP), Guanosin-5-,y-imidotriphosphat (GppNHp)
Natriumchlorid

Hersteller

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Difco Voigt Global Distribution Inc. (Lawrence, USA)
Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Gerbu (Gaiberg, Deutschland)

Gold BioTechnology (St. Louis, USA)

J. T. Baker/Maliinckrodt Baker B. V. (Deventer, Nieder-
lande)

iNtRON Biotechnology (Sangdaewon-dong, Stidkorea)
Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

MP Biomedicals (Solon, USA)

Serva (Heidelberg, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland)
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4.1.2. Sonstige Materialien

Tabelle 5: sonstige Materialien

Zellkulturflaschen (75 cm2), 12-Well Multiwell- Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)
Zellkulturplatten, Petrischalen

Reaktionsgefale (0,5 mL, 1,5 mL, 2,0 mL) Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Quartz-Kivette 109.004F-Qs, 10 mm Hellma GmbH (Mdilheim, Deutschland)

Amicon Ultra Zentrifugen-Filtereinheiten (10 kDa) Merck Millipore Ltd. (Tullagreen, Irland)
Pipettenspitzem (1-10 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL) Nerbe Plus GmbH (Winsen/Luhe, Deutschland)
Elektroporationskiivetten peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland)
Dialysemembranen Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Halb-Mikro-Kivetten, sterile Plastikpipetten, Reaktions- Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
gefale (15 mL, 50 mL)

LabTek 4-Well Chamber slides Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Deutsch-
land)

Bottle Top Filter, SuperFrost microscope slides (Ob- Thermo Fisher Scientific Inc. (Rochester, USA)

jekttrager)

4.1.3. Molekularbiologische Kits

Tabelle 6: Molekularbiologische Kits
Kit Hersteller

QuikChange Il XL Site-directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland)
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Coomassie Protein Assay Reagent Kit Pierce (Rockford, USA)

DyeEx 2.0 Spin Kit, QlAfilter Plasmid Maxi Kit, QlAprep Qiagen (Hilden, Deutschland)
Spin Miniprep Kit, QlIAquick Gel Extraction Kit

4.1.4. Proteine und GréRenstandards

Tabelle 7: Proteine und GréfRenstandards
GroRenstandard Hersteller
Rinderserumalbumin (BSA) Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, USA)

FastDigest Restriktionsenzyme, Gene Ruler 1 kb DNA  Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Ladder, T4 DNA Ligase

DNAse | Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland)
RedTag DNA-Polymerase Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
LMW Calibration Kit for SDS electrophoresis GE Healthcare (Minchen, Deutschland)

GGTasel (a+p) wurde von Nathalie Bleimling isoliert und zur Verfligung gestellt. GDI wurde

von Lena Oesterlin isoliert und zur Verfiigung gestellt*”42182,
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4.1.5. Gerate

Tabelle 8: Gerate

Gerat Hersteller

Avanti J-20 XP, Rotor JLA 8.100 & JA 25.50, Vi-Cell
XR Zellzahler

Brutschrank

MicroPulser, Molecular Imager Gel Doc XR System,
Mini-PROTEAN Il System, PowerPac Basic Power

Supply
Zelldisruptor One-Shot-Modell

Thermoblock comfort, Tischzentrifuge 5415 D, Zentrifu-
ge 5810 R, Eppendorf Research Pipetten (0,1-2,5 pL,
0,5-10 pL, 2-20 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL)

Fluorescent Image Analyzer FLA-5000
FluoroMax-3

RCT basic Heizplatte mit Magnetrihrer
Vakuum Membranpumpe
Schittelinkubatoren

Absaugsystem VACUSAFE comfort, Pipettierhilfe
Pipetboy acu

pH Meter 761 Calimatic

Leica DM-IRB-, Leica TCS SP5-Mikroskop
ABI PRISM 3130x1 Genetic Analyzer
Analysenwaage AM100

NuAire Autoflow-Inkubator

NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer, Primus96
advanced-Thermocycler

QiaCube
Genesys 20 Spektralphotometer
Waage Kern 572

HPLC System (600 S Controller, 626 Pump, 717 plus
Autosampler, 2487 Dual A Absorbance Detector, Frac-
tion Collector III)

Beckman Coulter, Inc. (Brea, USA)

Binder GmbH (Tuttlingen, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, Deutschland)

Constant System Ltd. (Daventry, UK)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Fujifilm Holdings Corporation (Tokyo, Japan)
Horiba Jobin Yvon Inc. (Edison, USA)

IKA Werke GmbH & Co. KG (Staufen, Deutschland)
limvac GmbH (llmenau, Deutschland)

Infors AG (Bottmingen, Schweiz)

Integra Biosciences GmbH (Fernwald, Deutschland)

Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co. KG (Ber-
lin, Deutschland)

Leica Microsystems (Wetzlar, Deutschland)
Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Mettler-Toledo GmbH (Giessen, Deutschland)
NuAire (Plymouth, USA)

peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Rochester, USA)
Waagen Strathausen (Holzwickede, Deutschland)

Waters Corp. (Milford, USA)
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4.1.6. Chromatographiesaulen und —materialen

Tabelle 9: Chromatographiesdulen und —materialen
Saulen/Saulenmaterial Hersteller

HisTrap FF Crude-S&ulen (1 mL), HiLoad Superdex 75 GE Healthcare (Mlnchen, Deutschland)
26/60, Superdex 200 10/30 GL

4.1.7. Puffer und Losungen

Tabelle 10: Puffer und Losungen
Lyse-Puffer 50 mM HEPES, pH 8,0

300 mM NaCL

1 mM TCEP

20 mM Imidazol

0,5 mM AEBSF Protease Inhibitor

40 Units/mL DNAse |
Wasch-Puffer 50 mM Na-Phosphat, pH 8,0

300 mM NaCL

1 mM TCEP

20 mM Imidazol
Cleavage-Puffer 50 mM HEPES, pH 8,0

150 mM NaCL

1 mM TCEP
Gelfiltrationspuffer (Rab5-Aufreinigung) 25 mM HEPES, pH 7,5

200 mM NaCL

1 mM TCEP

1 mM MgCl,

1 uM GDP

5 % Glycerol
Gelfiltrationspuffer (Rabex-5-Aufreinigung) 25 mM HEPES, pH 7,5

40 mM NaCL

1 mM TCEP
Gelfiltrationspuffer (Prenylierung) 20 mM HEPES, pH 7,2

500 mM NaCL

2 mM MgCl;

2mM DTE

10 yM GDP
SDS-PAGE Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,4 % (w/v) SDS
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Puffer und Lésungen Zusammensetzung

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

2x SDS-PAGE Probenpuffer 100 mM Tris-HCI, pH 6,8

4 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerin

0,2 % (w/v) Bromphenolblau

5 % B-Mercaptoethanol
SDS-PAGE Laufpuffer 25 mM Tris

0,19 M Glycin

0,1 % (w/v) SDS
SDS-PAGE Farbeldsung 44 % (v/v) Ethanol

12 % (v/v) Essigsaure

0,15 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250
Paraformaldehyd (PFA)-Fixierungslésung 4 % (w/v) Paraformaldehyd

10 mM NaOH

10 % (v/v) 10x DPBS

pH 7,4 (mit HCI)
PBS 137 mM NaCl

2,68 mM KCI

10,1 mM NazHPO4

1,76 mM KH2PO4

pH 7,4 (mit HCI)
TAE-Puffer 40 mM Tris

20 mM Essigsaure

1 mM EDTA, pH 8,0

4.1.8. Plasmide

Tabelle 11: Plasmide zur bakteriellen Proteinexpression
Plasmid exprimiertes Protein

2474 pOPINF Rabex5_132-397 Hise-Rabex5-VPS9
3316_pOPIN-NHis-3C-Rabex-5_132-397_D313A Hise-Rabex-5-VPS9p313a
3317_pOPIN-NHis-3C-Rabex-5_132-397_D313A_Y354A Hisg-Rabex-5-VPS9p313arv3s4a
3318_pOPIN-NHis-3C-Rabex-5_132-397_Y354A Hiss-Rabex-5-VPS9yss4a
3420_pOPIN-NHis-3C-Rab5A Hiss-Rab5A
3421_pOPIN-NHis-3C-Rab5A_A56D Hiss-Rab5Aassp
3422_pOPIN-NHis-3C-Rab5A_A56D_Y82A Hise-Rab5Aasenivs2a
3423_pOPIN-NHis-3C-Rab5A_CVIL Hise-Rab5AcviL
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3426_pOPIN-NHis-3C-Rab5A_Y82A

exprimiertes Protein

HiSa-RabsAyng

Tabelle 12: Plasmide zur eukaryotischen Transfektion

Plasmid

2506_mCherry-N1-FRB-FRB-ActA
2860_pOPINE(n)mCitrine-Rab1A
2861_pOPINE(n)mCitrine-Rab5A
3262_pOPINE(n)mCitrine-Rab5A_A56D
3263_pOPINE(n)mCitrine-Rab5A_Y82A
3273_pOPINE(n)mCitrine-Rab5A_A56D_Y82A
3043_pOPINE(n)mCitrine-Rab5A_deltaC4
3236_pOPINE(n)mCitrine-Rab5A_Q79L
2863_pOPINE(n)mCitrine-Rab8A
2765_FKBP-FKBP-eGFP
2670_FKBP_FKBP_eGFP-DrrA_340-533

3512_FKBP_eGFP-DrrA_340-
533 _N451A_R453A_D480A_S483A

2705_FKBP_FKBP_eGFP-Rabex-5
2706_FKBP_FKBP_eGFP-Rabex-5_132-397
3229 FKBP_FKBP_eGFP-Rabex-5_D313A
3204_FKBP FKBP_eGFP-Rabex-5_Y354A

2674_FKBP_FKBP_eGFP-Rabin8_157-232

2946_pOPINE(n)mCherry-EEA1_1257-1411

3510_FKBP_FKBP_eGFP-DrrA_340-533_N451A_R453A

3217_FKBP_FKBP_eGFP-Rabex-5_D313A_Y354A

exprimiertes Fusionsprotein

mCherry-(FRB),-ActA
mCitrine-Rab1A
mCitrine-Rab5A
mCitrine-Rab5Aasep
mCitrine-Rab5Avysoa
mCitrine-Rab5Aasep/vs2a
mCitrine-Rab5A,c4
mCitrine-Rab5Aq79L
mCitrine-Rab8A
(FKBP),-eGFP
(FKBP),-eGFP-DrrA-GEF
(FKBP)2-e GFP-DrrAs40.533N451A/R453A

(FKBP),-eGFP-DrrAsso.
53sN451A/RA53A/D480A/S483A

(FKBP)2-eGFP-Rabex-5
(FKBP)2-eGFP-Rabex-5-VPS9
(FKBP),-eGFP-Rabex-5p313a
(FKBP)2-eGFP-Rabex-5y3s4a
(FKBP)2-eGFP-Rabex-5p313av354a
(FKBP)2-eGFP-Rabin81s7.232

mCherry-EEA11257-1411

4.1.9. Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide zur Klonierung und Sequenzierung der unter 4.1.8 aufgefiihrten
Plasmide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) syntheti-

siert und mittels HPSF-Methode gereinigt.
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4.1.10. Bakterienstamme und eukaryotische Zelllinien

Tabelle 13: Bakterienstamme

E. coli Bakterienstamm Genotyp Hersteller

BL21(DE3) F" ompT hsdS (rg'mg’) gal dcm Merck (Darmstadt, Deutschland)
(DE3)

BL21-CodonPlus F ompT hsdS(rB"mB’) dcm” Tet" gal Agilent Technologies (Waldbronn,

(DE3)-RIL A (DI§3) endA Hte [argU ileY leuwW Deutschland)
Cam]

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 Agilent Technologies (Waldbronn,
supE44 relAl lac Deutschland)

[F'proAB lacl%ZAM15 Tn10 (Tet.)]

SCS110 rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY Agilent Technologies (Waldbronn,
galK galT ara Deutschland)

tonA tsx dam dcm supE44 A(lac-
proAB) [F' traD36

proAB laclZAM15]

Tabelle 14: eukaryotische Zelllinien
Eukaryotische Eigenschaften Herkunft/Referenz

Zelllinie

COs-7 Abgeleitet von der CV-1 Zelllinie (ATCC: CCL-70) Nierengewebe der griinen Meerkat-
durch Transformation einer Origin-defekten Mutante  ze Cercopithecus aethiops (ATCC:
des SV40 Virus; dadurch Expression des Wildtyp T-  CRL-1651)"®
Antigens

4.1.11. Nahrmedien fur die Anzucht von E. coli

Tabelle 15: Nahrmedien fir die Anzucht von E. coli

Nahrmedium Zusammensetzung
LB-Flissigmedium 10 g/L Bacto-Trypton
10 g/L NaCl

5 g/L Hefeextrakt
pH 7,2
LB-Festagarplatten 10 g/L Bacto-Trypton
10 g/L NaCl
5 g/L Hefeextrakt
16 g/L Bacto-Agar
pH 7,2
GYT 10 % (v/v) Glycerol
1,25 g/L Hefeextrakt

2,5 g/L Bacto-Trypton
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Nahrmedium Zusammensetzung

GS96-Medium

TB-Medium

Expressions-Medium

Autoinduktions-Medium (Al-Medium)

49,2 g/L GS96-Medium
0,05 % (v/v) Glycerol
1 % (w/v) Glukose

12 g/L Trypton

24 g/L Hefeextrakt
0,4 % (v/v) Glycerol
2,13 g/L KH2POy4
12,54 g/L KoHPO4
TB-Medium

+1 % (w/v) Glukose
TB-Medium

+ 0,2 % (w/v) Laktose

Je nach unter 4.1.8 verwendetem Plasmid wurde das jeweilige Nahrmedium mit dem ent-

sprechenden Antibiotikum vergesetzt.

Tabelle 16: Antibiotika

Antibiotikum Konzentration
Ampicillin 125 mg/L
Carbenicillin 125 mg/L
Kanamycin 50 mg/L

4.1.12.  Zellkulturmedien, -zusatze und -reagenzien

Tabelle 17: Zellkulturmedien, -zuséatze und -reag
Zellkulturmedium und Zusatze

A/C Heterodimerizer

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium); High
Glucose

Fotales Kalberserum (FCS), MEM NEAA (100x), L-
Glutamin (200 mM), DMEM (ohne Phenolrot), DPBS,
Trypsin/EDTA

Attractene Transfection Reagent

Fluoromount

enzien

Hersteller

Clontech Inc. (Mountain View, USA)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)

Pan Biotech GmbH (Aidenbach, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
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4.2. Molekularbiologische Methoden

4.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte aus transformierten XL1-Blue Zellen unter Verwen-
dung des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit dem QiaCube Pro-
tokoll 728. GroRere Mengen Plasmid-DNA wurden mit dem QlAfilter Plasmid Maxi Kit

(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben isoliert.

4.2.2. Bestimmung der DNA-Konzentration
Die Konzentration der unter 4.2.1 isolierten Plasmid-DNA wurde durch Messung der Absorp-
tion bei einer Wellenlange von 260 nm mit einem NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer

(peqglab, Erlangen, Deutschland) ermittelt.

4.2.3. Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, welche die hydrolytische Spaltung an spezifischen,
meist palindromischen, Sequenzen doppelstrangiger DNA katalysieren. Die Restriktion von
Plasmid-DNA sowie PCR-generierten DNA-Fragmenten (4.2.7) erfolgte mit FastDigest Rest-
riktionsenzymen von Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland). Dazu wurden jeweils 0,2-1 ug
Plasmid-DNA bzw. 200-400 ng PCR-Fragment mit 1-3 Units des jeweiligen Enzyms und dem
vom Hersteller gelieferten Puffer in einem Gesamtvolumen von 30 yL versetzt und eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Isolierung der geschnittenen DNA mit-
tels Agarose-Gelelektrophorese (4.2.4) und Gel-Extraktion (4.2.5).

4.2.4. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Grofienbestimmung sowie der praparativen Isolie-
rung von Plasmid-DNA. Aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen des DNA-
Ruickgrats weist Plasmid-DNA ein konstantes Masse/Ladungs-Verhaltnis auf und kann somit
durch Anlegen eines elektrischen Feldes aufgrund des Molekularsiebeffekts nach ihrer Gro-
Re aufgetrennt werden.

Die Auftrennung der Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung von 1 %igen (w/v) Agarose-
Gelen, welche mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff RedSafe (iNtRON Biotechnology,
Sangdaewon-dong, Sudkorea) versetzt wurden, in TAE-Puffer bei einer angelegten Span-
nung von 100 V. Anschliellend wurde die Plasmid-DNA durch Anregung mit UV-Licht
(A =254 nm) im Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Min-
chen, Deutschland) visualisiert. Der Grofienstandard Gene Ruler 1 kb DNA Ladder der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) diente der Bestimmung der GroéRRe der aufgetrennten

DNA-Fragmente.
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4.2.5. Gel-Extraktion von DNA
Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen (4.2.4) erfolgte unter Verwendung

des QlAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben.

4.2.6. Ligation

Die Ligation dient der kovalenten Verknlipfung von DNA-Fragmenten mit komplementaren
Enden. Das Enzym T4 DNA-Ligase katalysiert dabei unter ATP-Verbrauch die Bildung einer
Phosphorsaureesterbindung zwischen dem 3’-Hydroxy- und dem 5-Phosphatende zweier
DNA-Strange. Dazu wurden in einem Ansatz von 10 uL 20-50 ng geschnittener Vektor mit
einem 3- bis 6-fachen molaren Uberschuss des DNA-Fragments mit 1 U T4 DNA-Ligase
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) in dem vom Hersteller gelieferten Puffer fir eine
Stunde bei 20 °C oder Uber Nacht bei 16 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inaktivie-

rung der Ligase durch Inkubation des Reaktionsansatzes bei 65 °C fir 10 min.

4.2.7. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Vervielfaltigung
(Amplifikation) sowie der zielgerichteten Mutagenese von DNA. Die Reaktion umfasst drei
Schritte, welche zyklisch wiederholt werden. Im ersten Schritt erfolgt die thermische Denatu-
rierung, wodurch DNA-Einzelstrange erzeugt werden. Durch Verringerung der Temperatur
erfolgt im zweiten Schritt die Anlagerung der Primer (Hybridisierung) an komplementare Ab-
schnitte der DNA-Einzelstrange. Im letzten Schritt katalysiert eine hitzestabile DNA-
Polymerase nach Bindung an die Primer die kovalente Verknipfung von
Desoxynukleosidtriphosphaten an das jeweilige 3’-Hydroxyende des Primers, wodurch ein

zum Matrizenstrang komplementarer DNA-Strang gebildet wird.

4.2.7.1. Praparative PCR

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde das Enzym RedTaq DNA-Polymerase (Sig-
ma-Aldrich, Minchen, Deutschland) verwendet. Es wurden in einem 50 yL Reaktionsansatz
20-100 ng DNA-Vorlage mit je 50 pmol der beiden spezifischen Primer, je 10 nmol der
Desoxynukleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP, dTTP sowie 2,5U RedTaq DNA-
Polymerase in dem vom Hersteller gelieferten Puffer versetzt. Die Reaktion erfolgte in einem
Thermocycler (Primus96 advanced, peglab, Erlangen, Deutschland) mit dem folgenden Pro-
gramm: (1) 95°C: 1min, (2) 95°C: 30s, (3) 48-62°C: 30s, (4) 72°C: 1 min pro
1000 Basen, Schritte (2) bis (4): 30 Zyklen, (5) 72 °C: 5 min, (6) 4 °C: unendlich.

4.2.7.2. Analytische PCR
Die analytische PCR (Kolonie-PCR) dient der Uberpriifung der Ligation. Dazu dienten Zellen

aus gewachsenen Einzelkolonien nach Transformation des Ligationsansatzes als DNA-
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Vorlage und wurden zunachst in 50 uL entionisiertem Wasser lysiert. Davon wurde 1 pL in
einem Gesamtvolumen von 10 pyL analog den Reaktionsbedingungen unter 4.2.7.1 gemischt
und die DNA amplifiziert. Die GroRe des amplifizierten DNA-Fragments wurde mittels

Agarose-Gelelektrophorese (4.2.4) Uberprtift.

4.2.7.3. Zielgerichtete Mutagenese von Plasmid-DNA

Die zielgerichtete Mutagenese dient dem Einfugen spezifischer Mutationen in Plasmid-DNA
und erfolgte unter Verwendung des QuikChange Il XL Site-directed Mutagenesis Kits (Agi-
lent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Das Design der verwendeten Primer sowie die
Durchfuhrung erfolgten nach Herstellerangaben. Anschlielend wurde der PCR-Ansatz vor
Transformation (2 L) in elektrokompetente XL1-Blue Zellen (4.3.3) eine Stunde bei 37 °C

mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut, um die Plasmid-Vorlage zu entfernen.

4.2.7.4. DNA-Sequenzierung

Die Analyse der Sequenz aller in dieser Arbeit klonierten DNA-Fragmente erfolgte Uber das
Kettenabbruchverfahren nach Sanger'® unter Verwendung des BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kits (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland). Dazu wurden 500 ng
DNA mit 4 yL Terminator Ready Reaction Mix und je 100 pmol vektorspezifischen
Sequenzierungsprimern in einem Gesamtvolumen von 10 uL versetzt und die Sequenzie-
rungs-PCR in einem Thermocycler mit folgendem Programm durchgefihrt: (1) 96 °C: 2 min,
(2) 96 °C: 15's, (3) 46 °C: 15's, (4) 60 °C: 4 min, Schritte (2) bis (4): 25 Zyklen, (5) 4 °C: un-
endlich.

AnschlieRend erfolgte zur Entfernung freier fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleosid-
triphosphate die Aufreinigung des Reaktionsansatzes unter Verwendung des DyeEx 2.0 Spin
Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben. Nach Trocknen der DNA fir
15 min bei 95 °C erfolgte die Sequenzbestimmung mit dem ABI PRISM 3130x1 Genetic Ana-
lyzer (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) in der zentralen Einrichtung Biotechnolo-

gie des Max-Planck-Instituts fir molekulare Physiologie (Dortmund, Deutschland).
4.3. Mikrobiologische Methoden

4.3.1. Kultur und Anzucht von Escherichia coli

Die Kultivierung von E. coli Zellen (XL1-Blue, BL21(DE), BL21(DE3) Codon Plus RIL,
SCS110) dient der Amplifikation von Plasmid-DNA sowie der Uberexpression von rekombi-
nanten Proteinen. Dazu erfolgt zunachst die unter 4.3.3 beschriebene Transformation elekt-
rokompetenter E. coli Zellen und die anschlieBende Kultivierung bei 37 °C auf LB-

Festmedium oder in LB-Flissigmedium unter Schitteln bei 180 rpm.
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4.3.2. Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli Zellen

Kompetente Bakterien besitzen die Fahigkeit freie DNA aufzunehmen. Diesen Vorgang be-
zeichnet man als Transformation. E. coli Zellen weisen keine natlirliche Kompetenz auf und
werden zur Durchfiihrung einer Elektroschocktransformation entsprechend vorbereitet. Alle
folgenden Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Es wurden 2 L LB-
Flissigmedium unter Zusatz des entsprechenden Antibiotikums mit 10 mL einer Ubernacht-
kultur inokuliert. AnschlieRend wurde die Kultur bei 37 °C und 180 rpm bis zu einer optischen
Dichte von ODggonm = 0,6 inkubiert und fiir 15 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Avanti
J-20 XP, Rotor JLA 8.100, Beckman Coulter, Brea, USA). Es folgten drei Waschschritte zur
Entfernung von Salzen und Mediumriickstadnden. Fir den ersten Schritt wurde 1 L eiskaltes,
entionisiertes Wasser verwendet, fir den zweiten und dritten Schritt 900 mL bzw. 800 mL
10 % Glycerol. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten flr 15 min bei 5000 rpm und 4 °C. Das
gewaschene Bakterienpellet wurde in 50 mL 10 % Glycerol resuspendiert und erneut flr
15 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Anschlieliend wurden die Zellen in 5 mL eiskal-
tem GYT-Medium aufgenommen und in 50 uL Aliquots (3 x 10" Zellen/mL GYT-Medium) in
flussigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.

4.3.3. Transformation elektrokompetenter Escherichia coli Zellen

Zur Transformation der unter 4.3.2 hergestellten elektrokompetenten E. coli Zellen wurde ein
50 pL Aliquot auf Eis aufgetaut und mit 20-200 ng Plasmid-DNA bzw. 2 pL Ligationsansatz
versetzt. Die Zellen wurden in eine Elektroporationskivette (berfihrt und in einem
MicroPulser (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) durch Anlegen eines
Spannungspulses (Programm: Ec1: 1,8 kV) transformiert. Nach Aufnahme der Zellen in
800 uL LB-Flissigmedium erfolgte eine Inkubation fir eine Stunde bei 37 °C und 200 rpm.
AnschlieRend wurden 20-200 pyL der Bakteriensuspension auf einer LB-Festagarplatte mit

dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.3.4. Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli Zellen

Die Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde von der Dortmund Protein
Facility durchgeflihrt. Dazu wurde eine 50 pyL Aliquot chemisch kompetenter BL21(DE3)
Codon Plus RIL E. coli Zellen auf Eis aufgetaut, mit 20-200 ng Plasmid-DNA versetzt und
30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock flir 20 s bei 42 °C und eine erneute Inku-
bation fir 2 min auf Eis. Nach Aufnahme der Zellen in 275 yL GS96-Medium erfolgte eine
Inkubation fiir 1,5 h bei 37 °C. Anschliefliend wurden 40 pL der Bakteriensuspension auf ei-
ner 24 Loch-LB-Festagarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert.
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4.3.5. Proteinexpression in Escherichia coli

Die Expression von Proteinen in E.coli wurde unter Verwendung des Expressionsstamms
BL21(DE3) Codon Plus RIL von der Dortmund Protein Facility durchgeflihrt. Zunachst erfolg-
te die Inokulation von 2 L Expressionsmedium oder Autoinduktions-Medium und dem ent-
sprechenden Antibiotikum mit dem transformierten Expressionsstamm. Nach Inkubation bei
37 °C und 180 rpm bis zu einer ODgoy nm von 0,15-0,2 wurde die Proteinexpression mit 1 mM
IPTG induziert und die Kultur fir weitere 4 h bei bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Bei Ver-
wendung von Autoinduktions-Medium wurde nach Inkubation von 4 h bei 37 °C und 180 rpm
die Temperatur auf 25 °C reduziert und die Kultur fir weitere 20-24 h inkubiert.

AnschlieRend wurde die Expressionskultur bei 6000 rpm und 4 °C fir 20 min zentrifugiert
(Avanti J-20 XP, Rotor JLA 8.100, Beckman Coulter, Brea, USA), das Zellpellet mit PBS-
Puffer gewaschen und erneut bei 4500 rpm und 4 °C flr 15 min zentrifugiert. Die Zellen wur-

den in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

4.3.6. Zellaufschluss

Der Aufschluss der Zellen wurde unter Verwendung des Zelldisrupters One-Shot-Modell von
der Dortmund Protein Facility durchgefuhrt. Dazu wurde das Zellpellet in Lyse-Puffer
resuspendiert (4 mL pro 1 g Zellen) und die Zellsuspension bei einem Druck von 1350 bar
durch eine Kapillare geleitet, wodurch die Zellmembran zerstért wird. Das Lysat wurde zur
Abtrennung von Organellen, Membranbestandteilen sowie Zellresten bei 25000 rpm und
4 °C fur 30 min zentrifugiert (Avanti J-20 XP, Rotor JA 25.50, Beckman Coulter, Brea, USA)

und die zytosolische Fraktion weiterverarbeitet.
4.4. Proteinbiochemische Methoden

4.4.1. Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie diente der Isolierung des exprimierten Proteins des unter 4.3.6
erzeugten Zelllysats. Dabei erfolgt eine Trennung des mit einem Affinitdtsanker exprimierten
Proteins von weiteren l6slichen Komponenten des Zelllysats durch eine spezifische, rever-
sible Wechselwirkung des Affinitdtsankers mit der Saulenmatrix. Die in dieser Arbeit verwen-
deten Proteine wurden als N-terminale Hexahistidin-Fusionsproteine exprimiert und mittels

Nickelaffinitatschromatographie 4.4.1.1 isoliert.

4.4.1.1. Nickelaffinitatschromatographie

Die Nickelaffinitatschromatographie wurde unter Verwendung von HisTrap FF Crude-Saulen
von der Dortmund Protein Facility durchgefiihrt und diente der Isolierung von Proteinen mit
einem Hexabhistidinanker. Dabei bindet die an einer Matrix immobilisierte Nitrilotriessigsaure

(NTA) vier der sechs Bindungsstellen in der Koordinationssphare des zweiwertigen Nickel-
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lons (Ni**) und (ber die zwei verbleibenden Bindungsstellen erfolgt die Wechselwirkung mit
dem freien Elektronenpaar des Stickstoffs des Imidazolrings zweier benachbarter Histidin-
Reste des Hexahistidinankers.

Das Lysat wurde auf die mit finf Sdulenvolumen Wasch-Puffer aquilibrierte Saule aufgetra-
gen und mit 20 Sdulenvolumen Wasch-Puffer unspezifisch gebundene Proteine entfernt.
Nach erneutem Waschen der Saule erfolgte eine weitere Aquilibrierung mit 5 Saulenvolumen
Cleavage-Puffer und der anschlieRenden Auftragung von 1 Saulenvolumen Precission-
Protease (2 mg/mL), welche ebenfalls mit einem Hexahistidinanker fusioniert ist. Zur Abspal-
tung des Hexabhistidinankers vom Fusionsprotein durch die Precission-Protease wurde das
System fir 5 h gestoppt. AnschlieRend erfolgte die Elution des abgespaltenen Zielproteins
mit 5 Saulenvolumen Wasch-Puffer, wohingegen Hexahistidin-Precission-Protease, der vom
Zielprotein abgespaltenene Hexahistidinanker sowie ungeschnittenes Hexahistidin-
Fusionsprotein auf der Saule verbleiben.

Die Elution des Zielproteins wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm verfolgt. Nach
Analyse der Fraktionen mittels SDS-PAGE wurden die das Fusionsprotein enthaltenden
Fraktionen vereinigt und fur die weitere Aufreinigung mittels Gré3enausschlusschromatogra-

phie verwendet.

4.4.2. GroRRenausschlusschromatographie

Die GroRenausschlusschromatographie dient der Aufreinigung von Proteinen nach ihrem
hydrodynamischen Radius, wobei eine Saulenmatrix mit Poren definierter GroRe verwendet
wird. Da kleinere Proteine in die Poren diffundieren kdnnen, steht ihnen ein gréReres Volu-
men zur Verfligung, wodurch sich ihre Retentionszeit verlangert. Demzufolge werden grée-
re Proteine, die nicht oder nur teilweise in die Poren der Saulenmatrix diffundieren, friher
von der Saule eluiert.

Nach Aquilibrierung einer Superdex 75 26/60-Gelfiltrationssdule mit 2 Sdulenvolumen Gelfilt-
rations-Puffer wurde die vereinigte Elutionsfraktion der Nickelaffinitatschromatographie auf-
getragen und mit 1,1 Saulenvolumen Gelfiltrationspuffer eluiert. Die gesammelten Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE (4.4.3) analysiert und die das Zielprotein in reiner Form enthal-

tenden Fraktionen vereinigt und konzentriert (4.4.5).

4.4.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli'®® dient der Bestimmung der Rein-
heit und Zusammensetzung von Proteinldsungen.

Durch die Anlagerung des aliphatischen Teils der Dodecylsulfationen an das Proteinriickgrat
der Polypeptidkette werden die Proteine denaturiert und ihnen ein konstantes Mas-

se/Ladungs-Verhaltnis verliehen. Auf diese Weise kdnnen diese durch Anlegen eines elektri-
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schen Feldes in einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel nach ihrer Groe aufgetrennt
werden. Die GroRenbestimmung erfolgte durch Verwendung eines Molekulargewichtsstan-
dards (LMW Calibration Kit for SDS electrophoresis, GE Healthcare, Minchen, Deutsch-
land).

Die SDS-PAGE erfolgte unter Verwendung des Mini-PROTEAN Il Systems (Bio-Rad Labora-
tories GmbH, Minchen, Deutschland). Es wurden 15 %ige Trenngele, die von einem
5 %igen Sammelgel Uberschichtet wurden, gegossen (Tabelle 18). Nach Polymerisation des
SDS-Polyacrylamidgels erfolgte die Beladung der mit 2x SDS-PAGE Probenpuffer versetz-
ten und zuvor aufgekochten Proteinlésungen (5 min bei 95 °C) in SDS-PAGE-Laufpuffer.
Durch Anlegung einer konstanten Spannung von 200 V fir ca. 1 h wurden die Proteine nach
ihrer Groflie aufgetrennt (PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad Laboratories GmbH, Min-

chen, Deutschland)

Tabelle 18: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

Komponente Trenngel (15 %) Sammelgel (5 %)
Trenngelpuffer 1,25 mL -

Sammelgelpuffer - 380 L

Acrylamid 4K-Lésung (30 %) 2,5mL 250 pL

37,5:1 (Acrylamid/Bisacrylamid)

ddH,0 1,24 mL 880 L
10 % APS 25 L 12 uL
TEMED 2,5 uL 1,5 L

Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteine erfolgte die Farbung der SDS-
Polyacrylamidgele in einer Farbelésung mit 0,1 % Coomassie Blue R 250 und die anschlie-
Rende Entfarbung in 10 %iger Essigsaure, wodurch die Proteine als blaue Banden sichtbar
werden.

Die Detektion der NBD-Fluoreszenz (4.4.6) in den Gelen wurde mit dem Fluorescent Image
Analyzer FLA-5000 (Fujifilm Holdings Corporation, Tokyo, Japan) durchgefiihrt (Anregungs-

wellenlange Aex = 473 nm; Emissionswellenlange Aem = 510 nm)

4.4.4. Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford'®® oder

durch Messung der UV-Absorption nach Anregung mit einer Wellenlange von A = 280 nm.

4.4.4.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford
Bei der Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford wird die Eigenschaft von

Coomassie Brilliant Blue G-250 ausgenutzt, in saurer Losung die Seitenketten basischer und
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aromatischer Aminosauren zu binden. Dadurch verschiebt sich das Absorptionsmaximum
des Farbstoffs von 465 nm nach 595 nm.

Alle Messungen wurden mit dem Coomassie Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Rockford,
USA) durchgefiihrt. Dazu wurden 900 uL Coomassie-Ldsung mit 100-x yL ddH,O und x L
Proteinlésung versetzt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Absorption bei 595 nm
in einem Photometer (Genesys 20, Thermo Fisher Scientific Inc., Rochester, USA) gemes-
sen. Durch Erstellen einer Kalibriergeraden mit definierten Proteinkonzentrationen des Prote-

ins Rinderserumalbumin (BSA) erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration.

4.4.4.2. Bestimmung der Proteinkonzentration durch Absorptionsmessung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von reinen Proteinlésungen erfolgte durch Mes-
sung der Absorption bei 280 nm mit einem NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer (peglab,
Erlangen, Deutschland). Dazu wurde der Extinktionskoeffizient und die molare Masse des
entsprechenden Proteins anhand der Aminosauresequenz ermittelt (Programm: Protparam

des Internetservers Expasy (http://web.expasy.org/protparam)). Des Weiteren erfolgte die

Bestimmung der Konzentration des Fluorophors NBD durch Messung der Absorption bei 481

nm.

4.4.5. Konzentrierung von Proteinen

Zur Erhéhung der Konzentration einer Proteinldsung wurden Amicon Ultra Zentrifugen-
Filtereinheiten (Merck Millipore Ltd., Tullagreen, Irland) verwendet. Die Anreicherung erfolgt
durch das Zuriickhalten aller Proteine einer Proteinldosung, die ein grélkeres Molekularge-
wicht als die in der Zentrifugen-Filtereinheit vorhandenen Poren der Membran aufweisen,
wohingegen kleinere Molekiile die Membran passieren kénnen. Die Anreicherung erfolgte
durch Zentrifugation bei 4000 rpm (Zentrifuge 5810 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land) und 4 °C bis zur gewlinschten Proteinkonzentration.

4.4.6. In vitro Prenylierung von Rab-Proteinen

Bei der in vitro Prenylierung wurde Rab5A kovalent mit einer fluoreszenten NBD-Farnesyl-
Gruppe modifiziert. Dazu wurde der wildtypische C-Terminus von Rab5A (CCSN) zunachst
zu CVIL mutiert, um als Substrat fiir die Geranylgeranyl-Transferase | zu dienen, die neben
dem naturlichen Substrat Geranylgeranyl-Pyrophosphat zusatzlich NBD-Farnesyl-
Pyrophosphat als Substrat verwendet. Fir die Prenylierungsreaktion wurden 100 nmol
Rab5Acyi, 75 nmol GST-GGTase | und 750 nmol NBD-Farnesyl-Pyrophosphat gemischt und
fur 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Erhdhung der NaCl-Konzentration auf 500 mM
sowie nach Zugabe von 5% (w/v) CHAPS zur Trennung des GGTase |l:Rab5Acy -
Komplexes erfolgte eine Trennung von Rab5A-farnesyl-NBD (Rab5A-f-NBD) von den ubri-

gen Komponenten des Reaktionsansatzes tber GroRenausschlusschromatographie.
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4.5. Biophysikalische Methoden

45.1. Messung von langsamen Kinetiken mittels Fluoreszenzspektroskopie
Die Fluoreszenzspektroskopie unter Verwendung des FluoroMax-3 (Horiba Jobin Yvon Inc.,
Edison, USA) diente der Bestimmung der Nukleotidaustauschaktivitdt sowie der GDI-
Freisetzungsaktivitdt von Rabex-5-Mutanten gegeniber Rab5A-Varianten.

Zur Bestimmung der Nukleotidaustauschaktivitat wurde die Reaktion durch Zugabe von
100 uM GppNHp (nicht-hydrolysierbares GTP-Analogon) zu einem Reaktionsgemisch aus
1 UM Rab5A und 50 nM Rabex-5-VPS9 gestartet. Die zeitabhangige Messung wurde bei
25 °C in einem Puffer aus 20 mM HEPES pH 7,5, 50 mM NaCl, 2 mM MgCl, und 5 mM DTE
durchgefiihrt und die Anderung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz (Anregungswellen-
lange Aex = 297 nm; Emissionswellenlange Aem = 340 nm) von Rab5A nach GDP-Freisetzung
bestimmt.

Zur Bestimmung der GDI-Freisetzungsaktivitdt wurde durch Zugabe von 100 yM GTP zu
einem Reaktionsgemisch aus 100 nM Rab5A-f-NBD, 200 nM GDI und 2,5 uM Rabex-5 die
Reaktion gestartet und die Anderung der NBD-Fluoreszenz von Rab5A-f-NBD nach Disso-
ziation aus dem Komplex mit GDI gemessen (Anregungswellenlange iex =479 nm; Emissi-
onswellenlange Aem =525 nm). Die Messung wurde bei 25 °C in einem Puffer aus 25 mM
HEPES pH 8,0, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl, und 5 mM DTE durchgeflihrt.
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4.6. Zellbiologische Methoden

4.6.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

Zur Uberpriifung auf Kontaminationen und zur Beurteilung der Zellviabilitat wurde das Leica
DM-IRB Mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Die Kultivierung
von COS-7 Zellen erfolgte routinemaRig in 75 cm? Kulturflaschen in DMEM versetzt mit 10 %
fetalem Kalberserum, 1 mM Glutamin und 1 % nicht-essentiellen Aminosauren in einem In-
kubator (NuAire Autoflow-Inkubator, NuAire, Plymouth, USA) bei 37 °C in 5 % CO, und was-
serdampfgesattigter Atmosphare bis zu einer Konfluenz von etwa 80 %. Die Zellen wurden
mit 1 mL Trypsin/EDTA von der Substratoberflache der Kulturflasche abgelést und in 10 mL
DMEM mit Zusatzen resuspendiert. Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mit einem
Zellzahler (Vi-Cell XR, Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) nach Zugabe von Trypanblau und
es wurden 3 x 10° Zellen in eine neue 75 cm? Kulturflasche mit 15 mL DMEM mit Zusatzen

ausgesat.

4.6.2. Transfektion eukaryotischer Zellen

Die Transfektion dient dem Einschleusen exogener Nukleinsduren in eukaryotische Zellen
zur Expression eines transgenen Proteins. Zur transienten Transfektion von COS-7 Zellen
wurde das Transfektionsreagenz Attractene (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet.

Dazu wurden fiir die Lebendzell-Mikroskopie 2 x 10* Zellen pro Vertiefung einer 4-Loch-
Platte (LabTek, 4-Well Chamber slides) ausgesat und nach 24 h Inkubation bei 37 °C in 5 %
CO; nach Angaben des Herstellers transfiziert. Fir die Mikroskopie fixierter Zellpraparate
wurden 5 x 10* Zellen pro Vertiefung einer 12-Loch-Platte mit sterilen Deckglésern ausgesét

und 24 h inkubiert. Die Transfektion wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

4.6.3. Induktion der Heterodimerisierung von FKBP- und FRB-Doménen

Die Induktion der Heterodimerisierung der FRB- und FKBP-Domane in lebenden Zellen dien-
te der Fehllokalisation von Guaninnukleotidaustauschfaktoren zu den Mitochondrien.
A/C Heterodimerizer ist ein Rapamycin-Analogon, das simultan mit der FK506-bindenden
Domane (FKBP) des humanen FKBP12 Proteins als auch mit der FKBP-Rapamycin-
bindenden Doméne (FRB) des Proteins mTOR (mammalian target of rapamycin) einen
hochaffinen Komplex bildet'®”'®°_ Durch Fusion von jeweils einer der beiden Proteindoméanen
mit je einem Zielprotein kann durch Zugabe des membranpermeablen A/C Heterodimerizers
die Dimerisierung der FKBP- und FRB-Domanen und somit der beiden entsprechenden Fu-
sionsproteine in lebenden Zellen induziert werden.

Diese Methode findet Anwendung in der Analyse von Signaltransduktionswegen, der Regu-

lation der Genexpression sowie der gezielten Rekrutierung von Proteinen zu spezifischen
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subzelluldren Kompartimenten, indem diese unterschiedlichen zellularen Ereignisse gezielt
durch die Zugabe des A/C Heterodimerizers induziert und zeitabhdngig beobachtet werden
kdnnen'9%-192,

In dieser Arbeit wurde ein System verwendet, bei dem das erste Fusionsprotein neben der
FRB-Domane das fluoreszente Protein mCherry sowie die Sequenz des
Mitochondrienlokalisationssignals aus dem ActA-Protein (im Folgenden ActA) von Listeria
monocytogenes enthalt und entsprechend an den Mitochondrien lokalisiert'*'**. Das zweite
Fusionsprotein kodiert neben der FKBP-Domane, fir das fluoreszente Protein eGFP und
einen Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF). Ein drittes Fusionsprotein kodiert fir das
fluoreszente Protein mCitrine und das Rab-Protein.

Nach erfolgter Kotransfektion mit drei Vektoren zur Expression der genannten Fusionsprote-
ine wurden die Zellen mit 1 yM A/C Heterodimerizer in DMEM mit Zusatzen (fixierte Zellen)
bzw. DMEM (ohne Phenolrot; Lebendzell-Mikroskopie) versetzt.

Es erfolgte entweder die direkte fluoreszenzmikroskopische Detektion (4.7.1.1) des Rekrutie-
rungsprozesses des FKBP-eGFP-GEF Fusionsproteins zu den Mitochondrien aufgrund der
Heterodimerisierung der FRB- und FKBP-Domanen (Lebendzell-Mikroskopie) oder nach In-
kubation von 1 h die unter 4.6.4 beschriebene Fixierung der Zellen. Gleichzeitig erfolgte die
Detektion des entsprechenden Rab-Proteins, wodurch der Einfluss des entsprechenden

GEFs auf die subzellulare Lokalisation der Rabs analysiert werden konnte.

4.6.4. Fixierung eukaryotischer Zellen

Zur Fixierung wurden COS-7 Zellen 24 h nach Transfektion mit 1 mL Paraformaldehyd-
Fixierungslosung pro Vertiefung der 12-Loch-Platte versetzt und fur 20 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit DPBS gewaschen und anschlieRend fir
10 min in DPBS mit 0,1 M Glycin inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit DPBS erfolgte

die Einbettung der Deckglaser in Fluoromount-Medium auf Objekttragern.
4.7. Fluoreszenzmikroskopie

4.7.1. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie wurde an einem Leica TCS SP5-Mikroskop (Lei-
ca Microsystems, Wetzlar, Deutschland) durchgefiihrt, welches mit einem Olimmersions-
Objektiv (HCX PL APO lambda blue 63.0x/1.4 NA) ausgestattet ist. Ein vollautomatischer,
motorisierter Mikroskoptisch dient der prazisen Positionierung der Probe und ist von einem
Inkubator zur Kontrolle der Temperatur, des CO»-Gehalts und der Luftfeuchtigkeit umgeben.
Neben einem Argon-Laser ist das Mikroskop zusatzlich mit einem WeiRlicht-Laser zur flexib-
len Auswahl jeder Anregungswellenlange zwischen 470 und 670 nm ausgestattet. Die Aus-

wahl der Anregungswellenlange des Weilllichtlasers erfolgt Uber einen akusto-optischen
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Kristall (AOTF, acousto-optical tunable filter). Die Probe wird durch die entsprechende Laser-
linie mit Geschwindigkeiten zwischen 400 und 800 Hz gescannt. Der AOBS (acousto-optical
beam splitter) ersetzt den ublicherweise vorhandenen dichroitischen Spiegel zur Trennung
des Anregungslichtes vom Fluoreszenzsignal der Probe und erméglicht die simultane Detek-
tion verschiedener Fluorophore. Das Emissionssignal wird zur Eliminierung von out-of-focus-
Licht durch eine Lochblende mit definiertem Durchmesser geleitet und die gewilinschte De-
tektionswellenlange durch einen Spektraldetektor selektiert. Die Detektion des von der Probe
emittierten und selektierten Signals erfolgt schlief3lich Gber photomultiplier tubes (PMTs),

deren Sensitivitat durch Regulierung der Spannung (gain voltage) angepasst werden kann.

4.7.1.1. Lebendzell-Mikroskopie

Zur Untersuchung der Rolle von GEFs beziiglich der subzellulare Lokalisation von Rabs er-
folgte die Analyse von lebenden COS-7 Zellen bei 37 °C und 5 % CO, 24 h nach erfolgter
Transfektion im xyzt-Modus in definierten Zeitabstanden. Die Heterodimerisierung der FRB-
und FKBP-Domanen zur Fehllokalisation des GEFs wurde durch Zugabe des A/C
Heterodimerizers 2 min bzw. 2,5 min nach Beginn der Datenaufnahme induziert. Die Anre-
gung von mCitrine erfolgte mit der 514 nm Laserlinie des Argon-Lasers, eGFP und mCherry
wurden mit einer selektierten Wellenlange von 476 nm bzw. 580 nm des Weillicht-Lasers
angeregt. Die Detektion der entsprechenden Fluoreszenzsignale erfolgte durch folgende
Einstellungen der PMTs: mCitrine, 525-570 nm; eGFP, 486-520 nm; mCherry, 600-700 nm.
Die Detektion von eGFP/mCherry und mCitrine erfolgte im sequentiellen Modus. Mit den
genannten Einstellungen wurde in Kontrollmessungen mit einzeln markierten Proben verifi-
ziert, dass der bleed-through zwischen den verschiedenen Fluoreszenzsignalen minimal ist.
Alle Messungen wurden im line-by-line-Modus mit einem 4x line averaging durchgefuhrt. Die
Konfokalitdt wurde durch Einstellen der Lochblenden-Grdl3e auf 2 Airy-Einheiten gewahrleis-
tet.

4.7.1.2. Mikroskopie fixierter Zellen
Die Datenaufnahme fixierter Zellpraparate erfolgte im xyz-Modus bei Raumtemperatur. Die

Ubrigen Parameter entsprechen den unter 4.7.1.2 beschriebenen Einstellungen.

4.7.2. Bildprozessierung und Datenanalyse
Es wurden 16-bit TIFF-Bilder mit einer Voxelgrofe von 140 nm (x) x 140 nm (y) x 713 nm (z)
und einer Bildgrofie von 512 x 512 Pixeln aufgenommen, wobei je nach Zelle 6-10 optische

Ebenen einer Zelle pro Zeitpunkt gescannt wurden.

Die Visualisierung der Bilder erfolgte mit der Software Imaris 6.4.0 (Bitplane AG, Zdurich,

Schweiz). Der Hintergrund wurde durch Anwendung eines Gaul-Filters subtrahiert, indem

52



Material und Methoden

durch Angabe einer Filter-Weite von 17,8655 ym der Hintergrund in jedem Pixel bestimmt
und anschlieend eine Basislinien-Subtraktion des variablen Hintergrunds durchgefihrt wird.
Anschlielend erfolgte eine Glattung durch Anwendung eines 3 x 3 x 1 Median-Filters, wobei
der Intensitats-Wert jedes Pixels durch den Median-Wert der 8 benachbarten Pixel einer
z-Ebene und des betreffenden Pixels ersetzt wird. AbschlieRend wurden die Helligkeit sowie

der Kontrast entsprechend angepasst.

Die quantitative Auswertung der Kolokalisation zwischen mCherry/eGFP bzw.
mCherry/mCitrine erfolgte mit dem Coloc-Tool der Software Imaris 6.4.0. Dabei wurden die
Rohdatensatze verwendet. Zunachst wurden Intensitats-basiert mitochondriale Strukturen
als region-of-interest (ROI) definiert. Anschliefend erfolgte die automatische Berechnung
des Pearson-Korrelations-Koeffizienten (PCC) im kolokalisierten Volumen zwischen je zwei
Fluoreszenz-Kanélen nach Costes'®. Dabei erfolgt eine automatische Abschatzung des ma-
ximalen Schwellenwertes jedes Kanals, unterhalb dessen beide Signale keine statistische
Korrelation zeigen. Der PCC berechnet die Kovarianz der Intensitatswerte zweier Bilder in

jedem Pixel und ist definiert durch:

S, (Ri-R) x (G-G)

PCC =
/= (R-R) x £ (6i-0)°

Dabei beziehen sich R; und G; auf die Intensitatswerte von Kanal 1 (,roter* Kanal) bzw. Ka-
nal 2 (,griiner” Kanal) in jedem Pixel und R und G entsprechen dem jeweiligen Mittelwert der
Intensitatswerte des gesamten Bildes. Aufgrund der Subtraktion des Intensitats-Mittelwertes
von jedem Pixel ist der PCC unabhangig von der Signal-Intensitat und der Intensitat des Hin-

tergrunds.

Zur statistischen Auswertung der Rabex-5-vermittelten Rab5A-Rekrutierung zu den Mito-
chondrien wurden mindestens 50 Zellen in drei unabhangigen Experimenten analysiert. Da-
bei wurden ausschlieldlich Zellen bewertet, die alle drei Fusionsproteine (4.6.3) exprimieren,
eine nicht-aberrante Morphologie der Mitochondrien zeigten und die mitochondriale Rekrutie-
rung von Rabex-5 durch die A/C Heterodimerizer-vermittelte Dimerisierung der FRB- und
FKBP-Domanen induziert wurde. Weiterhin wurden Zellen nur positiv bezlglich der Rab5A-
Rekrutierung bewertet, die eine eindeutige Kolokalisation zwischen mCherry und mCitrine

zeigten.
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5. Ergebnisse

Eine charakteristische Eigenschaft von Rab-Proteinen ist die spezifische Lokalisation an
Membranen distinkter Organellen. Trotz ihrer umfangreich dokumentierten Rolle bei der Re-
gulation des vesikularen Transports, sind die molekularen Mechanismen, welche die spezifi-
sche Lokalisation von Rabs vermitteln noch wenig verstanden. In der vorliegenden Arbeit
wurde durch eine Kombination zellbiologischer und biochemischer Experimente die Rolle
von GEFs und ihrer Nukleotidaustauschaktivitat fur die spezifische subzellulare Lokalisation
von Rab-Proteinen untersucht.

Der fur die Rab5-Subfamilie spezifische Austauschfaktor Rabex-5 ist sowohl auf struktureller
als auch auf biochemischer Ebene bereits umfangreich charakterisiert und diente daher in
Kombination mit seinem Substrat Rab5A als Modellsystem. Darlber hinaus wurde die Rolle
des bakteriellen Austauschfaktors DrrA aus Legionella pneumophila bezuglich der Lokalisa-
tion von Rab1A sowie der Einfluss des humanen GEFs Rabin8 auf die subzelluldre Lokalisa-

tion von Rab8A untersucht.

5.1. Induzierte mitochondriale Lokalisation von Rab5A und Rabex-5

Um den Einfluss eines GEFs auf die Lokalisation seines spezifischen Rabs zu untersuchen,
wurde ein durch das Rapamycin-Analogon A/C Heterodimerizer induzierbares System ver-
wendet (iDimerize Inducible Heterodimer System, Clontech). Das System ermdglicht die zeit-
lich prazise Induktion der Dimerisierung zweier Proteindomanen, der FK506-bindenden Do-
mane (FKBP) des humanen FKBP12 Proteins und der FKBP-Rapamycin-bindenden Doma-

ne (FRB) des Proteins mTOR (mammalian target of rapamycin)'®-%

, um im vorliegenden
Fall das Zielprotein (POI, protein of interest) zu mitochondrialen Membranen zu rekrutieren.
Dazu wurden zwei FRB-Domanen am N-Terminus mit dem fluoreszenten Protein mCherry
sowie am C-Terminus mit der Mitochondrienlokalisationssequenz des Listeria
monocytogenes Proteins ActA fusioniert'®*'%*. Zwei Kopien der FKBP-Doméne wurden am
C-Terminus mit eGFP sowie dem Zielprotein fusioniert. Es wurde eine Mutante der FRB-
Doméane (T2098L) verwendet, die in Gegenwart des A/C Heterodimerizers mit FKBP
heterodimerisiert. Der A/C Heterodimerizer bindet jedoch nicht wie Rapamycin an das endo-
gene Protein mTOR und besitzt daher keine unerwinschten Nebeneffekte auf die Zellphysio-
logie.

In Abbildung 11 ist der allgemeine Ablauf der Heterodimerisierung und die dadurch induzier-
te Fehllokalisation des Zielproteins zu den Mitochondrien graphisch dargestellt. Zur verein-
fachten Schreibweise wird im Folgenden nur jeweils eine der beiden FRB- bzw. FKBP-
Doménen erwahnt, da alle Fusionsproteine einheitlich je zwei der Dimerisierungsdomanen

besitzen.

55



Ergebnisse

Mitochondrienmembran

A/C Acth
Heterodimerizer

FRB FRB nCherr

FKBP o FKBP auiNCCliidh Sur¥es
FKBP o FKBP _auiCC i e P Heterodimerisierung

Abbildung 11: Induzierte Heterodimerisierung und Fehllokalisation eines Zielproteins zur

Mitochondrienmembran.

Das Fusionsprotein mCherry-FRB-ActA lokalisiert aufgrund der Mitochondrienlokalisationssequenz des Listeria
monocytogenes Proteins ActA an der Mitochondrienmembran, wohingegen das zweite Fusionsprotein (FKBP-
eGFP-POI) die fur das Zielprotein (POI, protein of interest) charakteristische Lokalisation aufweist. Die Zugabe
des membranpermeablen A/C Heterodimerizers zu lebenden Zellen induziert die Heterodimerisierung der FRB-
und FKBP-Doméanen und damit die Fehllokalisation des Zielproteins zur Mitochondrienmembran.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit des Systems wurde untersucht, ob Rabex-5 und Rab5A
unabhangig voneinander durch die A/C Heterodimerizer-vermittelte Induktion zu den Mito-
chondrien fehllokalisiert werden konnen. Nach Kotransfektion (4.6.2) von COS-7 Zellen mit
mChem-FREACtA und FBP°¢"PRabex-5 (Abbildung 12) bzw. ™®”*FPRab5A (Abbildung 13) wur-
de nach Zugabe des A/C Heterodimerizers 2 min nach Datenaufnahme die subzelluldre Um-
verteilung der Proteine verfolgt. Dabei wurde mittels Berechnung des Pearson-Korrelations-
Koeffizienten (PCC) die Kolokalisation zwischen den FRB- und FKBP-Fusionsproteinen zu
jedem Zeitpunkt quantifiziert.

Rabex-5 lokalisiert zunachst, wie bereits beschrieben, Gberwiegend an endosomalen punkt-
formigen Strukturen'®'%2 d.h. die subzellulére Lokalisation wird durch Kotransfektion mit
mChemy-FREAGEA nicht beeinflusst, das aufgrund von ActA an den Mitochondrien lokalisiert'®9
(Abbildung 12A, linke Spalte). Zu Beginn des Experiments befinden sich beide Fusionsprote-
ine an Membranen unterschiedlicher Zellkompartimente. Dies ist anhand der diskreten roten
mitochondrialen und griinen endosomalen Strukturen im Uberlagerten Bild zum Zeitpunkt tg
sichtbar (Abbildung 12A, linke Spalte) und spiegelt sich in einem PCC-Wert nahe 0 wider
(Abbildung 12B). Der Anstieg des PCC nach 16 min verdeutlicht eine zunehmende
Kolokalisation von "BF¢¢FPRabex-5 und MC"™FRBAGtA und zeigt den Beginn der Rekrutie-
rung von Rabex-5 zu den Mitochondrien an. Das Erreichen eines Plateaus nach 28 min mar-
kiert den Endpunkt der Rekrutierungs-Phase, entweder aufgrund der vollstandigen Rekrutie-
rung aller in der Zelle vorliegenden ™®"*"PRabex-5 Fusionsproteine oder aufgrund der Sét-
tigung aller FRB-Bindestellen an den Mitochondrien. Die Lokalisation von "™ FREACEA an

den Mitochondrien andert sich im Verlauf des Experiments nicht (Abbildung 12A).
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Abbildung 12: Induzierte Fehllokalisation von Rabex-5 zu den Mitochondrien.

(A) Konfokale Aufnahmen lebender COS-7 Zellen zeigen die subzelluldare Lokalisation von mitochondrialem
mChem-FREACA und endosomalem PP *%*FRabex-5 (to). Die Zugabe des A/C Heterodimerizers (Endkonzentration:
1 uM) 24 h nach Transfektion der Zellen fiihrt zur Translokation von FKBP-eCFPRabex-5 zu den Mitochondrien, er-
kennbar an den gelben Strukturen im Uberlagerten Bild zum Endzeitpunkt (ts6). MaRstab: 10 um. (B) Die Quantifi-
zierung der Kolokalisation von ™™™ REAGtA und "KB"*®FPRabex-5 durch Berechnung des PCC zu jedem Zeit-
punkt (Zeitabstand: 2 min). Die Zunahme des PCC nach 16 min zeigt die beginnende Rekrutierung von Rabex-5
zu den Mitochondrien an. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Zugabe des A/C Heterodimerizers zu den Zellen.

Im analogen Experiment mit Rab5A anstelle von Rabex-5 wurden ahnliche Beobachtungen
gemacht. Die Fehllokalisierung von F®"*¢*PFRab5A zu den Mitochondrien wurde durch Zuga-
be des A/C Heterodimerizers induziert und beginnt 4 min nach Datenaufnahme, erkennbar
an der Zunahme des PCC. Das Plateau, welches nach 16 min erreicht ist, spiegelt den End-
zeitpunkt der Rekrutierung wider. (Abbildung 13B). Die Bilder zeigen zum Zeitpunkt t, die
beschriebene Lokalisation von "®"*¢*PRab5A an den Endosomen und von ™"*™ REAGtA an
den Mitochondrien”'931941% Dje Uberlagerung der Bilder verdeutlicht zu Beginn die subzel-
lulare Lokalisation beider Fusionsproteine an Membranen unterschiedlicher Kompartimente
in der Zelle (Abbildung 13A, linke Spalte). Zum Endzeitpunkt (tss) kolokalisieren ™C"e™-
FRBACtA und P®”*CFPRab5A an den Mitochondrien, hervorgehoben durch die gelben Struktu-
ren im Uberlagerten Bild (Abbildung 13A, rechte Spalte).

Der unterschiedliche Startzeitpunkt der Rekrutierung von Rabex-5 und Rab5A kann durch

zwei unabhangige Prozesse erklart werden. Zum einen variiert die Diffusionszeit des manuell
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applizierten A/C Heterodimerizers in die beobachtete Zelle von Experiment zu Experiment.
Darlber hinaus beeinflusst die Stabilitdt der Assoziation von Rabex-5 bzw. Rab5A mit
endosomalen Membranen die Geschwindigkeit des Translokationsprozesses. Da jedoch der
Einfluss des fehllokalisierten Austauschfaktors auf sein spezifisches Rab untersucht werden
soll, spielen diese Parameter fir die Analyse der GEF-vermittelten Rekrutierung eine zu ver-

nachlassigende Rolle.
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Abbildung 13: Induzierte Fehllokalisation von Rab5A zu den Mitochondrien.

(A) Konfokale Bilder lebender Zellen zeigen die induzierte Fehllokalisation von FKBP-eGFPRab5A zu in der
Mitochondrienmembran verankertem "™ FRBACtA. Nach Zugabe des A/C Heterodimerizers (Endkonzentration:
1 uM) 24 h nach Transfektion der Zellen transloziert ™®**%""Rab5A von den Endosomen und aus dem Zytosol zu
den Mitochondrien, sichtbar an den gelben Strukturen im berlagerten Bild nach 44 min. Maf3stab: 10 um. (B) Die
Quantifizierung der Kolokalisation von mChemFREACtA und T®7*®*PRab5A durch Berechnung des PCC zu jedem
Zeitpunkt (Zeitabstand: 2 min). Der Anstieg des PCC verdeutlicht die beginnende Umverteilung von Rab5A zu
den Mitochondrien. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Beide Experimente zeigen, dass das FRB-FKBP-A/C Heterodimerizer System geeignet ist,
um eine induzierte Fehllokalisation eines Zielproteins zu bewirken und demzufolge die Aus-
wirkung der Fehllokalisation auf mit dem Zielprotein in Wechselwirkung stehende Proteine zu

analysieren.
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5.2. Rabex-5 bewirkt die spezifische Lokalisation von Rab5A

5.2.1. Rabex-5 induziert die Rekrutierung von Rab5A zu den Mitochondrien
Um die Fahigkeit von Rabex-5 zu untersuchen, die Lokalisation von Rab5A zu beeinflussen,
wurden COS7-Zellen mit M FREAGtA, FKEPeCFPRabex-5 und ™“""Rab5A kotransfiziert
(4.6.2 und 4.6.3). Nach Zugabe des A/C Heterodimerizers wurde die subzellulare Umvertei-
lung sowohl von M"™FREBAGHA als auch von Rabex-5 und Rab5A in Abhangigkeit von der
Zeit beobachtet. In unbehandelten Zellen lokalisiert Rab5A in der GTP-gebundenen, aktiven
Form an Endosomen und in der GDP-gebundenen, inaktiven Form im Zytosol (Abbildung
14A, linke Spalte und Abbildung 15A, t;), vermutlich im Komplex mit GDI’>'%. Rabex-5 weist
ebenfalls die beschriebene endosomale Lokalisation auf (Abbildung 14A, linke Spalte und
Abbildung 15A, t)"*1%2,
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Abbildung 14: Rekrutierung von Rab5A zu den Mitochondrien durch Rabex-5.

(A) Konfokale Bilder zeigen die subzelluldre Lokalisation der angezeigten Fusionsproteine in lebenden COS-7
Zellen. ™™ FRBAGIA |okalisiert in unbehandelten Zellen (t) an den Mitochondrien, ™®F*®""Rabex-5 und
meitineRab5A lokalisieren berwiegend an Endosomen, wobei Rab5A zusatzlich eine zytosolische Lokalisation
zeigt. Durch Zugabe des A/C Heterodimerizers (Endkonzentration: 1 yM) 24 h nach Transfektion wird
FKBP-eGFPRabex-5 zu den Mitochondrien rekrutiert und dies wiederum induziert die mitochondriale Rekrutierung
von "C"M*Rab5A (ts2). In Abbildung 15A ist ein vergréRerter Ausschnitt des markierten Quadrats wahrend des
Ubergangs der Rekrutierung gezeigt. MaRstab 10 ym. (B) Die iiberlagerten Bilder der angezeigten Fusionsprotei-
ne verdeutlichen anhand der gelben Strukturen, die eine Kolokalisation reprasentieren, die Umverteilung von
€GFPRabex-5 und ™“""*Rab5A zu an den Mitochondrien lokalisiertem ™™ FREACA
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Die Endosomen sind aufgrund der Uberexpression von Rabex-5 und Rab5A vergroRert, da
die homotypische Fusion von Endosomen stimuliert wird. Das dritte Fusionsprotein
mCherry-FREA LA |okalisiert wiederum an den Mitochondrien''®* d.h. die kotransfizierten Kon-
strukte beeinflussen sich nicht bezlglich ihrer nativen subzellularen Lokalisation (Abbildung
14 und Abbildung 15A). Die Uberlagerten Bilder zum Zeitpunkt t; zwischen
mehemy-FREACtA/MBPeCFPRabex-5 und MMM FREAGIA/MCM " Rab5A verdeutlichen, dass die ent-
sprechenden Fusionsproteine vor Zugabe des A/C Heterodimerizers nicht kolokalisieren
(Abbildung 14B, linke Spalte). Wie erwartet transloziert "®"*“"PRabex-5 nach Zugabe des
A/C Heterodimerizers aufgrund der Heterodimerisierung der FRB- und FKBP-Domanen zu
den Mitochondrien. Darlber hinaus transloziert Rab5A ebenfalls zu mitochondrialen Struktu-
ren, so dass zum Ende eine Kolokalisation zwischen MC"®™-FREActA/FKBPeCFPRabex-5 und
mChem-FREACtA/M“""*Rab5A an den Mitochondrien detektiert wurde (Abbildung 14A und B,
rechte Spalte). Die Quantifizierung der Kolokalisation verdeutlicht, dass Rab5A simultan mit
Rabex-5 zu den Mitochondrien rekrutiert wird (Abbildung 15B). Der Ubergang der Transloka-
tion, welcher im Diagramm durch eine graue Flache betont wird, wird zudem in der entspre-
chenden Lokalisation der drei Fusionsproteine zu den jeweiligen Zeitpunkten deutlich und
wird dartber hinaus in den Uberlagerten Bildern anhand der sich herausbildenden gelben
Strukturen hervorgehoben (Abbildung 15A und B).

Die Tatsache, dass es keine zeitliche Verzégerung zwischen der mitochondrialen Rekrutie-
rung von Rabex-5 und Rab5A gibt, spricht mdglicherweise dafiir, dass beide Proteine bereits
vor Induktion der Fehllokalisation von Rabex-5 im Komplex vorliegen und daher gemeinsam
rekrutiert werden. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass der Rabex-5-vermittelte Rek-
rutierungsprozess von Rab5A schneller ist als die durch Heterodimerisierung induzierte Fehl-
lokalisation von Rabex-5 und daher mit dieser Methode zeitlich nicht aufgelést werden kann.
Ein Grund daflir, dass nach dem Translokationsprozess teilweise noch endosomale Struktu-
ren existieren, ist moglicherweise eine feste Assoziation von Rabex-5 mit endosomalen
Membranen. Man wirde daher erwarten, dass die Kinetik der Fehllokalisation verlangsamt
wird bzw. dass sich ein Gleichgewicht einstellt zwischen endosomaler und mitochondrialer

Lokalisation des Komplexes aus FRB- und FKBP-Fusionsproteinen.
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Abbildung 15: Ubergang der zeitabhangigen Rekrutierung von Rab5A durch Rabex-5.

(A) Die konfokalen Aufnahmen zeigen einen vergroRerten Ausschnitt der in Abbildung 14 dargestellten Zelle
wahrend des Ubergangs der Umverteilung der genannten Fusionsproteine nach Zugabe des
A/C Heterodimerizers. In den uUberlagerten Bildern wird die simultane Rekrutierung von FKBP-eGFPRabex-5 und
mCitineRab5A zu den Mitochondrien anhand der sich bildenden gelben Strukturen hervorgehoben. MaRstab:
10 um. (B) Die Quantifizierung der Kolokalisation zwischen ™™ REACtA/*SFPRabex-5 (schwarze Linie) und
mChemy-FREACtA/™C""*Rab5A (rote Linie) verdeutlicht, dass Rabex-5 und Rab5A gleichzeitig zu den Mitochondrien
rekrutiert werden. Das graue Feld entspricht den in (A) gezeigten Bildern wéhrend des Ubergangs der
Relokalisation. Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.
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5.2.2. Die Kontrollproteine FKBP-eGFP und ™B"*“FPRab1A werden nicht
durch Rabex-5 rekrutiert

Weiterhin induziert das Kontroll-Fusionsprotein FKBP-eGFP (ohne Rabex-5) im analogen

Experiment keine Translokation von Rab5A zu den Mitochondrien, wobei die

Heterodimerisierung von "™ RBAGtA und FKBP-eGFP und damit die mitochondriale Fehl-

lokalisation induziert wurde (Abbildung 16A). Dies verdeutlicht, dass die mitochondriale Rek-

rutierung von ™“"""°Rab5A (Abbildung 14 und Abbildung 15) ausschlieRlich durch Rabex-5

vermittelt wird.
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Abbildung 16: Das Kontrollprotein FKBP-eGFP induziert keine mitochondriale Lokalisation von
Rab5A.

(A) Konfokale Bilder lebender COS-7 Zellen, die mitochondrial lokalisiertes "™ RBACtA, FKBP-eGFP und
meiine Rab5A exprimieren. Nach Zugabe des A/C Heterodimerizers (Endkonzentration: 1 uM) 24 h nach
Transfektion wird das Kontrollprotein FKBP-eGFP zu den Mitochondrien rekrutiert, wohingegen ™“"""Rab5A
aufgrund des Fehlens von Rabex-5 im FKBP-eGFP Konstrukt weiterhin an endosomalen Strukturen und im
Zytosol lokalisiert. In Abbildung 42 (siehe Anhang) ist ein vergroRerter Ausschnitt des markierten Quadrats wah-
rend des Ubergangs der Rekrutierung von FKBP-eGFP gezeigt. MaRstab 10 um. (B) Die Kolokalisation zwischen
mChem-FREACtA/FKBP-eGFP (schwarze Linie) und ™™ FREACtA/MC M RAB5A (rote Linie) an den Mitochondrien
wurde durch Berechnung des PCC quantifiziert und veranschaulicht anhand des geringen, gleichbleibenden PCC
zwischen ™M™ FREAGIA und MCMM®Rab5A, dass ™M™ Rab5A nicht zu den Mitochondrien rekrutiert wird. Der Pfeil
markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Im gesamten Zeitverlauf der Beobachtung der Zelle zeigt Rab5A eine Uberwiegend
endosomale und zu einem geringeren Ausmal zytosolische Lokalisation (siehe Anhang:
Abbildung 42). Die Quantifizierung der Kolokalisation zwischen M"™-FREAGtA/MCIINeR K5 A

verdeutlicht durch einen gleichbleibenden niedrigen PCC, dass keine Rekrutierung stattfin-
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det, wohingegen ein Anstieg des PCC zwischen ™C"*™-RBAGtA und FKBP-eGFP die durch
Heterodimerisierung-induzierte Fehllokalisation von FKBP-eGFP zu den Mitochondrien wi-
derspiegelt (Abbildung 16B), die anhand der Zellenbilder durch eine Akkumulation von
FKBP-eGFP an mitochondrialen Strukturen zum Endzeitpunkt des Experiments unterstiitzt
wird (Abbildung 16A, rechte Spalte).

Zudem ist die Rabex-5-vermittelte Rekrutierung spezifisch fir das Substrat Rab5A. Rabex-5
ist dagegen nicht in der Lage, die Lokalisation von Rab1A, das durch Rabex-5 nicht aktiviert
werden kann'?, zu beeinflussen, da nach induzierter Fehllokalisation von Rabex-5 zu den
Mitochondrien, Rab1A seine native subzellulare Lokalisation am Golgi-Apparat aufrechterhalt
(Abbildung 17A).
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Abbildung 17: Die Lokalisation von Rab1A wird durch Rabex-5 nicht beeinflusst.

(A) Die konfokalen Bilder lebender COS-7 Zellen zeigen die subzellulare Verteilung von mChemy-FREACEA,
FKBP-eGFPRabex-5 und """™Rab1A, das am Golgi-Apparat lokalisiert. Rab1A ist kein Substrat von Rabex-5, daher
bleibt dessen initiale Lokalisation nach Zugabe von 1 yM A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion erhalten,
wohingegen die mitochondriale Fehllokalisation von zuvor an Endosomen und im Zytosol lokalisietem Rabex-5
induziert wurde. In Abbildung 43 (siehe Anhang) ist ein vergroRerter Ausschnitt des markierten Quadrats zu be-
stimmten Zeitpunkten dargestellt. Maf3stab 10 um. (B) Quantitative Analyse der Kolokalisation durch Berechnung
des PCC zwischen MC"e™FREActA/FBPeCFPRAbex-5 (schwarze Linie) und ™" REACtA/™C M Rab1A (rote Linie).
Der konstant niedrige PCC zwischen ™™™ FREAGtA und ™“""Rab1A verdeutlicht, dass beide Fusionsproteine
nicht kolokalisieren, d.h. dass Rabex-5 keine Rekrutierung von Rab1A zu den Mitochondrien vermittelt. Der Pfeil
markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Daruber hinaus unterstutzt die Quantifizierung der Kolokalisation der angezeigten Fusions-
proteine die visuelle Beurteilung der Zellenbilder (Abbildung 17B). Wahrend der Anstieg des

PCC zwischen MC"™-FRBAGtA und ™EP°CFPRabex-5 nach 4 min die Rekrutierung von Rabex-5
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zu den Mitochondrien anzeigt, verdeutlicht der gleichbleibende Wert des PCC zwischen
mChemy-FREACtA und ™“""Rab1A im Bereich von 0, dass beide Fusionsproteine nicht
kolokalisieren und daher keine Rabex-5-vermittelte Umverteilung von Rab1A zu den Mito-
chondrien induziert wird. Da Rabex-5 kein Nukleotidaustauschfaktor fiir Rab1A ist'*?, spricht
dies in Kombination mit den zuvor gezeigten Resultaten und Kontrollexperimenten fiir eine

spezifische Rabex-5-vermittelte Lokalisation von Rab5A zu den Mitochondrien.

5.2.3. Die Fahigkeit von Rabex-5 Rab5A zu lokalisieren erfordert die
Membraninsertion des Rabs

Um zu Uberprifen, ob Rabex-5 die Rekrutierung von Rab5A zu den Mitochondrien durch
Komplexbildung vermittelt, wurde in einem weiteren Experiment die Fahigkeit von Rabex-5

analysiert, die prenylierungsdefiziente Mutante Rab5A,c4 zu lokalisieren.
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Abbildung 18: Die prenylierungsdefiziente Mutante Rab5A,c4 wird nicht von Rabex-5 rekrutiert.

(A) Konfokale Aufnahmen lebender COS-7 Zellen zeigen neben mitochondrial lokalisiertem mChemy-FREACLA sowie

iiberwiegend endosomal lokalisiertem ™B”°¢FPRapex-5 die subzelluldre Lokalisation von ™“""Rab5A,cs im
Zytosol und im Zellkern zum Zeitpunkt to. Durch Zugabe von 1 uM A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion
wird die Fehllokalisation von "®F*®"PRabex-5 zu den Mitochondrien induziert, wohingegen "“""*Rab5A,cs wei-
terhin im Zytosol und im Zellkern lokalisiert. In Abbildung 44 (siehe Anhang) ist ein vergroRerter Ausschnitt des
markierten Quadrats wahrend des Ubergangs der induzierten Fehllokalisation gezeigt. MaRstab 10 ym. (B) Der
PCC zwischen MMM FREAGA/MBPeCFPRabex-5 (schwarze Linie) und M"™FREAGIA/M 1" Rab5A ¢4 (rote Linie)
quantifiziert die Kolokalisation der entsprechenden Fusionsproteine und verdeutlicht, dass die
prenylierungsdefiziente Mutante Rab5A,cs4 nicht durch Rabex-5 lokalisiert werden kann. Der Pfeil markiert die
Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Aufgrund des Fehlens der zwei Cysteinreste am C-Terminus kann diese Mutante nicht durch

die RabGGTase modifiziert werden und der fehlende Prenylanker bewirkt eine Lokalisation
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von Rab5Ascs im Zytosol und dariiber hinaus im Zellkern'®. Die nukleére Lokalisation des
Fusionsproteins wird vermutlich durch das fluoreszente Protein mCitrine vermittelt
(Abbildung 18A)'%". Nach erfolgter Fehllokalisation von ™&P*¢"PRabex-5 zu den Mitochond-
rien, wurde beobachtet, dass die Rab5A-Mutante die zytosolische und nukleare Lokalisation
beibehalt (Abbildung 18A), die sich in einem konstant niedrigen PCC zwischen ™C"*™-FREACtA
und M""*Rab5A,cs widerspiegelt (Abbildung 18B). Die wiederum durch den
A/C Heterodimerizer-induzierte mitochondriale Rekrutierung von "BF¢®FPRabex-5 ist sowohl
visuell anhand der Umverteilung von Rabex-5 von endosomalen zu mitochondrialen Struktu-
ren als auch durch einen Anstieg des PCC, der eine zunehmende Kolokalisation der beiden
Fusionsproteine reflektiert, zu erkennen (Abbildung 18A und B). Dieses Experiment verdeut-
licht, dass die Prenylierung der zwei Cysteinreste am C-Terminus von Rab5A fur eine Asso-
ziation und Akkumulation an mitochondrialen Membranen essentiell ist. Dartber hinaus deu-
tet diese Beobachtung darauf hin, dass Rab5A nicht im Komplex mit Rabex-5 rekrutiert wird,
da die vier fehlenden Aminosauren am C-Terminus von Rab5A,c4 nicht an der Komplexbil-

dung mit Rabex-5 beteiligt sind*>'2.

5.2.4. Fehllokalisiertes Rabex-5-VPS9 rekrutiert Rab5A

Da Rabex-5 neben der den Nukleotidaustausch von Rab5A katalysierenden GEF-Domane
(bestehend aus der VPS9- und HB-Domane, Aminosauren 132-397) weitere Domanen auf-
weist, wurde Uberprift, ob die GEF-Domane alleine ebenfalls eine Lokalisierung von Rab5A
induziert. Rabex-5-VPS9 zeigt zum Zeitpunkt t5, im Gegensatz zu Rabex-5, eine zytosolische
sowie nukleare Lokalisation aufgrund der fehlenden N- und C-terminalen endosomalen Loka-
lisationssignale. Interessanterweise lokalisiert ™“""™Rab5A bei Koexpression mit
FKBP-eGFPRabex-5-VPS9 nicht an Endosomen, sondern zeigt eine zu Rabex-5-VPS9 analoge
Verteilung im Zytosol und im Zellkern (Abbildung 19A, linke Spalte). Die veranderte Lokalisa-
tion im Vergleich zur Koexpression von Rab5A mit Rabex-5 deutet bereits auf einen Einfluss
von Rabex-5 bezlglich der subzelluldren Lokalisation von Rab5A hin. Die Lokalisation von
mChemy-FREAGA wird durch die Koexpression mit den beiden zuvor genannten Fusionsprotei-
nen nicht beeinflusst und zeigt wie zuvor beschrieben eine mitochondriale Lokalisation
(Abbildung 19A, linke Spalte). Nach A/C Heterodimerizer-induzierter Fehllokalisation von
FKBP-eGFPRabex-5-VPS9 zu den Mitochondrien wird ™" ""Rab5A durch die GEF-Doméane von
Rabex-5 korekrutiert, so dass sich zum Endzeitpunkt des Experiments alle Fusionsproteine
an mitochondrialen Strukturen befinden (Abbildung 19A, rechte Spalte). Die zeitabhangige
Analyse der Rekrutierung sowohl durch visuelle Bewertung der Zellenbilder als auch der
Quantifizierung  der  Kolokalisation ~von — MCMe™FREACHA/FKBP-.GFPRABex-5-VPS9  und
mChery-FREACtA/M""® Rab5A zeigt, dass die Translokation von Rabex-5-VPS9 und Rab5A
ebenfalls simultan erfolgt (Abbildung 19B und Anhang: Abbildung 45).
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Abbildung 19: Die GEF-Domaéane von Rabex-5 rekrutiert Rab5A zu den Mitochondrien.

(A) Konfokale Bilder lebender COS-7 Zellen, die ™™™ FRBActA, FBPeCFPRAbex-5-VPS9 und ™“"™Rab5A
exprimieren. Die GEF-Domane von Rabex-5 lokalisiert aufgrund fehlender endosomaler Lokalisationssignale im
Zytosol und im Zellkern. In unbehandelten Zellen zeigt """°Rab5A ebenfalls eine gleichmaRige Verteilung in
Analogie zu Rabex-5-VPS9. Nach induzierter Fehllokalisation von FKBP-eGFPRabex-5-VPS9 zu den Mitochondrien
durch Zugabe von 1 uM A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion transloziert mCiineRab5A ebenfalls zu den
Mitochondrien. Ein vergroRerter Ausschnitt des markierten Quadrats zur visuellen Verdeutlichung der Rekrutie-
rung ist in Abbildung 45 dargestellt. MaRstab 10 um. (B) Die Quantifizierung der Kolokalisation durch Berechnung
des PCC der angezeigten Fusionsproteine mit ""*™F REACtA an den Mitochondrien verdeutlicht die simultane
Rekrutierung von "®"*%FPRabex-5-VPS9 (schwarze Linie) und "“"""Rab5A (rote Linie). Der Pfeil markiert die
Zugabe des A/C Heterodimerizers.

5.2.5. Die GDI-vermittelte Solubilisierung von Rab5A:GDP ist Vorausset-
zung zur Rabex-5-vermittelten Lokalisation der RabGTPase
Zur Uberpriifung, ob der Nukleotidzustand von Rab5A einen Einfluss auf die Rekrutierung
durch Rabex-5 besitzt, wurde die Lokalisation der konstitutiv aktiven Mutante Rab5Aq79.
nach A/C Heterodimerizer-induzierter Fehllokalisation von Rabex-5 analysiert. Das zu Leucin
mutierte Glutamin an Position 79 innerhalb von switch Il (G3-Motiv) spielt eine zentrale Rolle
bei der intrinsischen und GAP-stimulierten GTP-Hydrolyseaktivitat von Rab5A". Die Mutante
Rab5Aq79. Weist daher eine verminderte intrinsische GTP-Hydrolyseaktivitat auf, so dass das
physiologische Gleichgewicht verschoben ist und der Uberwiegende zellulare Rab5A-Anteil
in der GTP-gebundenen Form vorliegt. Da GDI aufgrund der um drei GréRenordnungen
verminderten Affinitdt gegeniber der GTP-gebundenen Form nicht mit der RabGTPase

wechselwirken kann®®, bleibt diese Uberwiegend membranassoziiert.
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Abbildung 20: Die Rabex-5-vermittelte Rekrutierung der konstitutiv aktiven Mutante Rab5Ag7g
ist stark beeintrachtigt.

(A) Konfokale Aufnahmen zeigen die Expression von mhemy-FREACA, FKBPeCFPRabex-5 und ™" Rab5Aq7eL in
lebenden COS-7 Zellen. "®P*¢*PRabex-5 und "“""Rab5Aq7q. lokalisieren in unbehandelten Zellen (to) tiberwie-
gend an vergroBerten Endosomen und "C"™FREAGtA an den Mitochondrien. Nach Zugabe von
A/C Heterodimerizer (Endkonzentration: 1 uM) 24 h nach Transfektion erfolgt die Rekrutierung von
FKBP-eGFPRabex-5 zu den Mitochondrien, wohingegen die konstitutiv aktive Mutante ™“"""Rab5Aq7e. weiterhin an
Endosomen und im Zytosol lokalisiert. In Abbildung 21 ist ein vergroRerter Ausschnitt des markierten Quadrats zu
definierten Zeitpunkten dargestellt. Maf3stab 10 ym. (B) Die Berechnung des PCC diente der Quantifizierung der
Kolokalisation zwischen MM REAGtA/FKBP-eCFPRAbex-5  und MCMe™FREAGtA/MCIMMeRAh5AG7e. Und verdeutlicht
durch einen konstant niedrigen PCC (rote Linie), dass Rab5Aq7q. nicht durch Rabex-5 lokalisiert werden kann.
Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Die Koexpression von MC"eM™FREBAGtA  FRBP-2CFPRabex-5 und ™" Rab5Aq7e  fiihrt aufgrund
der durch die konstitutiv aktive Form von Rab5A stimulierten homotypischen
Endosomenfusion zu vergroRerten Endosomen’™ (Abbildung 20A und Abbildung 21).
FKBP-eGFPRabex-5 weist ebenfalls eine distinkte endosomale Lokalisation auf. Nach Induktion
der mitochondrialen Fehllokalisation von ™®"*¢F" Rabex-5 wurde in der gezeigten Zelle keine
signifikante Korekrutierung von Rab5Aq79. beobachtet, die sich in einem konstant geringen
PCC-Wert zwischen M"™FRBAGtA und MC""Rab5Aqe. Widerspiegelt (Abbildung 20B).
Rab5Aqre. lokalisiert trotz mitochondrialer Rekrutierung von Rabex-5 weiterhin an
endosomalen Strukturen sowie im Zytosol, wobei die endosomale Lokalisation zum Ende

des Experiments abnimmt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Detailansicht der Verteilung von Rab5Aq7s. nach induzierter Fehllokalisation von
Rabex-5 zu den Mitochondrien.

Die konfokalen Bilder zeigen einen vergrofRerten Ausschnitt der in Abbildung 20 dargestellten Zelle nach Indukti-
on der mitochondrialen Fehllokalisation von "<F°®"PRabex-5. Es ist deutlich zu erkennen, dass "“"""Rab5Aq7eL
nach Rekrutierung von Rabex-5 zu den Mitochondrien weiterhin an endosomalen Strukturen und im Zytosol loka-
lisiert. MalRstab 10 um.

Weiterhin deutet der leichte Anstieg des PCC zwischen ™C"*™FREACtA und """ Rab5Aq7eL
nach 48 min moéglicherweise darauf hin, dass der Prozess der Rekrutierung der konstitutiv
aktiven Mutante sehr stark verlangsamt ist (Abbildung 20B). Da GDI nur GDP-gebundenes
Rab aus der Membran extrahieren kann, ist der Ricktransport zur Donormembran fiir diese
Mutante an dieser Stelle durch eine Verschiebung des Gleichgewichts zur GTP-gebundenen
Form beeintrachtigt. Dies erklart moglicherweise die stark verzogerte Rekrutierung, da sich
nach Extraktion und Lokalisation der GDP-gebundenen Fraktion das Gleichgewicht zwischen

GDP- und GTP-gebundener Form immer wieder neu einstellen muss.
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22: Quantitative Analyse der Kolokalisation der genannten Fusionsproteine mit

Die Diagramme zeigen die Quantifizierung der Kolokalisation von (A) M"*™FREActA/MBPeCFPRabex-5 und
mCherry-FRBACtA/FKBP—eGFPRabeX_S

mCherry—FRBACtA/mCitrineRabSA

(B)
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(C) mCherry—FRBACtA/FKBP-eGFPRabex_s_vpsg und mCherry—FRBACtA/mCitrineRabSA und (D) mCherry—FRBACtA/FKBP-
eGFPRabex-5 und M"Y FREACA/M M Rab5AG7e. anhand der Berechnung des PCC nach Induktion der Fehllokali-
sation des FKBP-Fusionsproteins (Rabex-5 bzw. Rabex-5-VPS9) zu den Mitochondrien in drei unabhangigen
Zellen. Die repetitive Analyse bestatigt, dass die GEF-Doméane von Rabex-5 ausreichend ist, um die Lokalisation
von Rabb5A zu vermitteln (A und C), wohingegen die Lokalisation der Mutanten Rab5A,cs und Rab5Aq7qL (B und
D) durch Rabex-5 nicht induziert werden kann. Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Zusatzlich untermauert die statistische Analyse (4.7.2), dass die durch Rabex-5- sowie
Rabex-5-VPS9-vermittelte Lokalisation von Rab5A in nahezu 100 % der analysierten Zellen
beobachtet wurde, wohingegen die Rekrutierung der prenylierungsdefizienten Mutante
Rab5A,cs durch Rabex-5 in nur 1 % der untersuchten Zellen erfolgte. Die zeitlich stark ver-
zbgerte Rabex-5-vermittelte Lokalisation der konstitutiv aktiven Mutante Rab5Aq79. spiegelt
sich in der statistischen Analyse wider, in dem eine signifikante mitochondriale Lokalisation

nach 1 h in etwa 50 % der analysierten Zellen beobachtet werden konnte (Abbildung 23).

Rab5A Rabex-5
1004
52 80
> 1
3 604
2 |
3
£ 404
LSICJ ]
20+
0_
AR
Q‘é@}_ $é@+ @q? @QS\
»o% v 9

Abbildung 23: Statistische Analyse der Rabex-5-vermittelten Rekrutierung von verschiedenen
Rab5A-Mutanten.

Statistischer Vergleich zwischen Rabex-5 und Rabex-5-VPS9, die Lokalisation von Rab5A zu vermitteln sowie
der Lokalisations-Fahigkeit von Rabex-5 gegenliber den Rab5A-Mutanten Rab5A,cs und Rab5Aqre. nach
A/C Heterodimerizer-induzierter Rekrutierung des jeweiligen FKBP-eGFPRabex-5 Fusionsproteins. Es wurden min-
destens 50 Zellen in drei unabhangigen Experimenten bezliglich der mitochondrialen Lokalisation der Rab5A-
Variante evaluiert. Die Daten zeigen jeweils den Mittelwert + Standardabweichung.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die GEF-Domane von Rabex-5
ausreichend ist, um die Lokalisation von Rab5A zu vermitteln. Darliber hinaus erfolgt die
Rekrutierung von Rab5A durch Rabex-5 nicht durch Komplexbildung und erfordert die Inser-
tion des Prenylankers in eine Membran. Die Uberwiegend in der GTP-gebundenen Form vor-

liegende Mutante Rab5Aq7q. ist bezlglich ihrer Rekrutierung durch Rabex-5 stark beeintrach-
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tigt, da GDI nur inaktives GDP-gebundenes Rab aus der Akzeptormembran extrahiert und

somit der Rab-Zyklus an dieser Stelle stark beeintrachtigt ist.

5.3. Die Nukleotidaustauschaktivitdt von Rabex-5 beeinflusst die

Lokalisation von Rab5A

5.3.1. Nukleotidaustauschaktivitat verschiedener Rabex-5-Mutanten

Basierend auf einer Mutationsanalyse wurden die Aminosauren Asp313grapexs Und
Tyr354Rranex.5 identifiziert, die fir die GEF-Aktivitat gegeniiber Rab5 und Rab21 von entschei-
dender Bedeutung sind. Die Mutation einer der beiden Reste zu Alanin flihrt zu einer signifi-
kanten Reduktion der GEF-Aktivitat'?. Um die GEF-Aktivitat weiter zu reduzieren, wurde die
Doppelmutante Rabex-5p313av3s4a €rzeugt und im Vergleich zum Wildtyp und den Einzelmu-
tanten die Nukleotidaustauschaktivitat gegentiber Rab5A durch Messung der Anderung der
intrinsischen Tryptophanfluoreszenz von Rab5A nach GppNHp-Zugabe bestimmt (4.5.1)
(Abbildung 24). Durch einen exponentiellen Fit wurde die Geschwindigkeitskonstante k ermit-

telt und daraus die in Tabelle 19 aufgelisteten katalytischen Effizienzen berechnet.

1 uM Rab5A,
50 nM Rabex-5-VPS9 WT oder Mutante
1: + 100 pM GppNHp

— Rabex-s-VPSQDmm%M

— Rabex-S-VPSQDmSA

— Rabex-S-VPSQY354A

— Rabex-S-VPSQWT

normalisierte Fluoreszenz

0 100 200 800 400
Zeit/s

Abbildung 24: Nukleotidaustauschaktivitat von Rabex-5-VPS9-Mutanten gegeniiber Rab5A.

Bestimmung der Nukleotidaustauschaktivitdt von Rabex-5-VPS9-Mutanten (50 nM) gegenliber Rab5A (1 uM)
durch Messung der Anderung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz von Rab5A nach Zugabe von 100 uM
GppNHp.
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Tabelle 19: Katalytische Effizienzen des durch Rabex-5-VPS9-Mutanten-katalysierten

Nukleotidaustauschs gegentiber Rab5A
Rabex-5-VPS9-Mutante Keat/Km

Rabex-5-VPS9 9,0-10°Ms™
Rabex-5-VPS9y3s4a 54 -10*M's”
Rabex-5-VPS9p313a 3,2-10*M's
Rabex-5-VPS9p313av354a 7,7-10°M's”

Die Doppelmutante Rabex-5p313av3s4a Z€igt €ine um den Faktor 117 verminderte Austausch-
aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp, wohingegen die Mutation D313A eine Verringerung um
den Faktor 7 und die Mutation Y354A eine Verminderung um den Faktor 4,2 zur Folge hat.
Das bedeutet, dass die Doppelmutante etwa 1 % der Nukleotidaustauschaktivitat im Ver-

gleich zum wildtypischen Protein aufweist.

5.3.2. Subzellulare Lokalisation von Rabex-5-Mutanten

Um zu Uberprifen, ob die genannten Mutationen, die eine Verminderung der GEF-Aktivitat
bewirken, einen Einfluss auf die subzellulare Lokalisation von Rabex-5 besitzen, wurden die
entsprechenden Varianten als GFP-Fusionsproteine in COS-7 Zellen exprimiert und 24 h
nach Transfektion die subzellulare Lokalisation der exprimierten Proteine fluoreszenzmikro-
skopisch detektiert. Dabei lokalisieren alle Rabex-5-Varianten in Analogie zum Wildtyp-
Protein an punktférmigen, endosomalen Strukturen (Abbildung 25, I-1V), wohingegen alle
Rabex-5-VPS9-Mutanten eine zytosolische sowie nukledre Lokalisation zeigen (Abbildung
25, V-VIII), die durch das Fehlen der endosomalen Lokalisationssignale am N- und
C-Terminus von Rabex-5 erklart werden kann'**'®2. Die signifikante nukleédre Lokalisation

resultiert vermutlich aus der Fusion an das fluoreszente Protein eGFP'Y’.
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Abbildung 25: Subzellulére Lokalisation von Rabex-5-Mutanten.

Konfokale Bilder fixierter COS-7 Zellen zeigen die subzelluldre Lokalisation von eGFPRabex-5-Varianten (I-IV) und
nur die GEF-Doméane enthaltenden °®""Rabex-5-VPS9-Varianten (V-VIII). Die Zellen wurden 24 h nach
Transfektion fixiert und analysiert. Die eingefiihrten Punktmutationen haben keinen Einfluss auf die subzellulare
Lokalisation von Rabex-5, da alle Mutanten an Endosomen lokalisieren. Alle Rabex-5-VPS9-Varianten lokalisie-
ren hingegen aufgrund des Fehlens der N- und C-terminalen endosomalen Lokalisationssignale im Zytosol und
im Zellkern. MaRstab 10 ym.

5.3.3. Eine verminderte Nukleotidaustauschaktivitat von Rabex-5 beein-
trachtigt die Lokalisation von Rab5A

Vorausgesetzt, dass GEFs die Freisetzung ihres spezifischen Rabs aus dem Komplex mit
GDI sowie den anschlieRenden Transfer in die Donormembran durch Austausch des gebun-
denen GDP gegen GTP bewerkstelligen, ist zu erwarten, dass durch eine verminderte GEF-
Aktivitat die Lokalisation des Rab-Proteins beeintrachtigt ist. Daher wurden zunachst die Ein-
zelmutanten von Rabex-5 (D313A und Y354A), die eine geringfugig verminderte GEF-
Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp besitzen, bezlglich ihrer Fahigkeit Rab5A zur
Mitochondrienmembran zu rekrutieren, analysiert (Abbildung 26).

Wie zuvor bereits in Einzeltransfektionsexperimenten Uberprift wurde, zeigen beide Einzel-
mutanten von Rabex-5 in unbehandelten Zellen auch nach Kotransfektion eine endosomale
Lokalisation, d.h. die subzellulare Lokalisation wird durch mitochondrial lokalisiertes
mChemy-FREACtA sowie endosomal lokalisiertes ™“"""°Rab5A nicht beeinflusst (Abbildung 26A

und C, linke Spalte).
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Abbildung 26: Die Mutanten Rabex-5ps313a und Rabex-5yss4a l0kalisieren Rab5A trotz verminder-

ter Nukleotidaustauschaktivitat.

(A und C) Konfokale Bilder lebender COS-7 Zellen, die ™™™ RBAGtA, FBPeCFPRabex-5p313a (A) bzw.
FKBP-eCrPRabex-5y3saa (C) und ™“"MRab5A exprimieren. Beide Rabex-5 Einzelmutanten lokalisieren in un-
behandelten Zellen ebenso wie """ °Rab5A an Endosomen und "™ REAGtA befindet sich an den Mitochond-
rien (to). Nach induzierter Fehllokalisation von FKBP-eGFPRabex-5p313a (A) bzw. FKBP-eGFPRabex-5vasaa (C) zu den
Mitochondrien durch Zugabe von 1 uM A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion transloziert meitine Rab5A
ebenfalls zu den Mitochondrien. In Abbildung 46 bzw. Abbildung 47 ist jeweils ein vergroRerter Ausschnitt des
markierten Quadrats wéhrend des Ubergangs der induzierten Fehllokalisation der Rabex-5-Variante gezeigt.
Mafistab 10 um. (B und D) Die Quantifizierung der Kolokalisation durch Berechnung des PCC der angezeigten
Fusionsproteine mit ™"™FRBActA an den Mitochondrien verdeutlicht die simultane Rekrutierung von
FKBP-eGFPRabex-5p313a (B) bzw. T*®"*®"PRabex-5y3s4a (D) (schwarze Linie) und ™" ®Rab5A (rote Linie). Der Pfeil
markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.
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Nach A/C Heterodimerizer-induzierter Fehllokalisation von ™®"*¢"PRabex-5p3134 (Abbildung
26A, rechte Spalte) bzw. ™B"*CFPRabex-5yss4a (Abbildung 26C, rechte Spalte) zu den Mito-
chondrien wurde in beiden Fallen eine simultane Korekrutierung von Rab5A beobachtet (sie-
he Anhang: Abbildung 46 und Abbildung 47). Dies wird verdeutlicht anhand des PCC des
FKBP-eGFP Fusionsproteins bzw. "™"Rab5A und ™™™ REACtA, da der Anstieg der Werte
nahezu gleichzeitig erfolgt (Abbildung 26B und D). Zum Endzeitpunkt lokalisieren alle Fusi-
onsproteine an den Mitochondrien (Abbildung 26A und C, rechte Spalte), d.h. beide Einzel-
mutanten besitzen trotz einer verminderten Nukleotidaustauschaktivitat die Fahigkeit zur Lo-
kalisation von Rab5A.

Die Doppelmutante "™®P°®FPRabex-5p313av3san z€igt Nnach Kotransfektion mit M ™FREACtA
und "™“""*Rab5A ebenfalls die erwartete endosomale Lokalisation. GleichermaRen wird die
Lokalisation von ™“""*Rab5A an den Endosomen in unbehandelten Zellen durch die Expres-

sion der beiden anderen Fusionsproteine nicht beeintrachtigt (Abbildung 27A, linke Spalte).
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Abbildung 27: Die Lokalisationsfahigkeit von Rabex-5ps13av354a ge€geniiber Rab5A ist beein-
trachtigt.

(A) Konfokale Aufnahmen der zeitabhangigen Rab5A Rekrutierung durch Rabex-5p313avasan. COS-7 Zellen wur-
den mit Plasmiden transfiziert, die fiir mitochondrial lokalisiertes ™™™ RBAGtA sowie endosomal lokalisiertem
FKBP-eGFP Rabex-5p31aanvassa und "“""°Rab5A kodieren (to). Die Zugabe von 1 pM A/C Heterodimerizer fiihrt zur
Fehllokalisation von ™®P°®"PRabex-5ps1aavasan zu den Mitochondrien gefolgt von der Relokalisation von
meitineRab5A (tso), die jedoch zu einem geringeren AusmaR stattfindet, erkennbar an verbleibenden Rab5A-
positiven Strukturen zum Zeitpunkt tso im vergroRerten Ausschnitt (Abbildung 28) des markierten Quadrats. Maf3-
stab 10 ym. (B) Die Quantifizierung der Kolokalisation der angezeigten Fusionsproteine mit mitochondrialem
mChem-FREACtA demonstriert trotz verminderter Lokalisationsfahigkeit von Rabex-5p313avasa die simultane Rekru-
tierung des Austauschfaktors und Rab5A zu den Mitochondrien. Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C
Heterodimerizers.
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Nach Fehllokalisation von F<®P¢CFPRabex-5ps313arvas4a ZU den Mitochondrien durch induzierte
Heterodimerisierung der FRB- und FKBP-Fusionsproteine wird wiederum Rab5A zu den Mi-
tochondrien rekrutiert, jedoch zu einem geringeren Ausmafl im Vergleich zu wildtypischem
Rabex-5, da zum Endzeitpunkt des Experiments noch Rab5A-positive endosomale Struktu-
ren detektiert wurden, die nicht mit mitochondrialem MC"™-FREAGtA kolokalisieren. Dies ist
besonders im (iberlagerten Bild des vergroRerten Ausschnitts zwischen ™" Rab5A und
mChemy-FREAGtA zum Zeitpunkt tso zu erkennen (Abbildung 28). Trotz der beeintrichtigten Fa-
higkeit von Rabex-5p313av3san Rab5A zu lokalisieren erfolgt die Rekrutierung simultan
(Abbildung 27B).

mCherry-FRB
ActA

FKBP-eGFP

Rab5A Habex-5D31 BAIY354A

mCitrine

mCherry-FRB
ActA
FKBP-eGFP

mCitrine
= B
Rab5A Rabex-5;...,vas4n

mCherry-FRB
ActA

Abbildung 28: Detailansicht der Umverteilung von Rab5A nach induzierter Fehllokalisation von
Rabex-5p313a/v354a ZU den Mitochondrien.

Die konfokalen Bilder zeigen einen vergroRerten Ausschnitt der in Abbildung 27 dargestellten Zelle nach Indukti-
on der mitochondrialen Fehllokalisation von FKBP'eGFPRabex-50313Alyg54A zu definierten Zeitpunkten. Die verminder-

te Lokalisationsfahigkeit von Rabex-5p313a/v3s4a gegenliiber Rab5A wird durch verbleibende Rab5A-positive Struk-
turen zum Endzeitpunkt tso deutlich, die nicht mit mitochondrialen Membranen kolokalisieren. MaRstab 10 pm.

76



Ergebnisse

A FKBP-eGFP mCitrine
Habe"'%gu;n Rab5A
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3
0.6 0.6+
0.6
0.4+ d
0.4 0.4
Q O Q
£ £ 0.2 &
0.2 : 0.2
01 04
0 10 20 30 40 50 0 20 40 60 U1 20 40 60
T Zeit / min T Zeit / min Zeit / min
B FKBP-eGFF mCitring
Flallie:(-5.f,354 Rab5A
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3
0.6
0.6- 0.6
0.4 0.4
Q Q Q
2 S24 2
0.2-
0.2+ 0.2 o4
0 20 40 60 0, 10 20 30 40 50 0 20 40 60
T Zeit / min T Zeit / min 1 Zeit / min
C FKBP-eGFP mCitrine
Rabex-54,144v354a Rab5A
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3

0.6+

0.4+

0.2

PCC
e o 9o
b e oI
PCC
©c o o
AP P
PCC
o

1 T T T T 1 T T T T J

0] 20 40 60 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
T Zeit / min T Zeit / min T Zeit / min

Abbildung 29: Quantitative Analyse der Kolokalisation der Rabex-5-Mutanten und Rab5A mit

mCherry-FRB

mitochondrialem ActA in drei unabhangigen Zellen.

Quantifizierung der Kolokalisation von (A) ™" ™ FREACtA/MBPeCFPRabex-5pa1aa und MMM FREBAGHA/MCIIRABSA,
(B) mCherry—FRBACtA/FKBP—eGFPRa bex-5Y354A und mCherry—FRBActA/mCitrineRab5A und (C) mCherry—FRBACtA/FKBP—
eGFPRabex-5p313aryasan und MY FREACA/MCN RABEA durch Berechnung des PCC nach Induktion der Fehllokali-
sation des FKBP-Fusionsproteins (Rabex-5-Mutante) zu den Mitochondrien in drei unabhangigen Zellen. Durch
die repetitive Analyse wird bestatigt, dass die verbleibende katalytische Aktivitdt der beiden Rabex-5 Einzelmu-
tanten (A und B) ausreichend ist, um Rab5A effektiv zu lokalisieren. Dagegen konnte fehllokalisiertes FKBP-
eCFPRabex-5ps13arvasaa in Zelle 2 Rab5A nicht rekrutieren, wohingegen in Zelle 1 und 3 eine Korekrutierung indu-
ziert wurde (C). Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.

In Ubereinstimmung mit der beschriebenen Beobachtung bestatigt die Quantifizierung der
Kolokalisation der angezeigten Fusionsproteine einer weiteren Zelle, dass dort keine Rab5A-

Rekrutierung durch "BP°®FPRabex-5p313av3s4a induziert wurde (Abbildung 29C, Zelle 2), wo-
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hingegen in einer weiteren Zelle Rab5A durch die Rabex-5-Doppelmutante wieder lokalisiert
werden konnte (Abbildung 29C, Zelle 3).

Die verminderte GEF-Aktivitat sowie die beeintrachtigte Fahigkeit von Rabex5psi3avasaa
Rab5A zu lokalisieren wird zusatzlich von der Beobachtung unterstiitzt, dass in nur 54 % der
Zellen der statistischen Analyse eine mitochondriale Rekrutierung von Rab5A durch die
Rabex-5-Doppelmutante beobachtet wurde (Abbildung 31C). Das bedeutet, dass mdglicher-
weise ein Schwellenwert der effektiven Nukleotidaustauschaktivitat, d.h. das Produkt aus
Expressionsniveau und katalytischer Effizienz von Rabex-5, an einer Membran erreicht wer-
den muss, um den Lokalisationsprozess von Rab5A zu induzieren. Weiterhin wurde die Fa-
higkeit der beiden Rabex-5 Einzelmutanten Rab5A zu rekrutieren ebenfalls durch die zeitab-
hangige Analyse von je zwei weiteren Zellen bestatigt (Abbildung 29A und B). Die statisti-
sche Analyse unterstltzt zudem die vorherigen Beobachtungen, dass die verbleibende
Nukleotidaustauschaktivitat von *®"PRabex-5ps13a und *¢T"Rabex-5yss4a ausreichend ist, um
Rab5A effizient zu lokalisieren, da in beiden Fallen in nahezu 100 % der Zellen eine signifi-
kante mitochondriale Lokalisation von Rab5A beobachtet wurde (Abbildung 31C). Das be-
deutet, dass die katalytische Effizienz der beiden Einzelmutanten Rabex5pzi3a und
Rabex5yss4a im Vergleich zur Doppelmutante ausreichend ist, um eine effiziente Rekrutie-

rung von Rab5A bei allen Expressionsniveaus von Rabex-5 zu bewirken.

5.3.4. Die Rabex-5 GEF-Aktivitat korreliert mit der GDI-Freisetzungsaktivitat
und Rekrutierung von Rab5A
Die vermeintliche GDI-Freisetzungsaktivitdt des Legionellenproteins DrrA gegeniiber des
Rab1B:GDP:GDI-Komplexes ist eine Folge der Nukleotidaustauschaktivitdt gegenuber
Rab1B'2. Daher sollte tiberpriift werden, ob Rabex-5 ebenfalls in der Lage ist Rab5A aus
dem Komplex mit GDI freizusetzen. Weiterhin sollte analysiert werden, ob eine beeintrachtig-
te Nukleotidaustauschaktivitat mit einer verminderten GDI-Freisetzungsaktivitdt einhergeht.
Dazu erfolgte zunachst die unter 4.4.6 beschriebene C-terminale Modifikation von Rab5Acy.
mit fluoreszentem Farnesyl-NBD. AnschlieRend wurden 100 nM Rab5A-f-NBD und 200 nM
GDI in einer Kuvette vorgelegt (4.5.1). Der beobachtete Anstieg der NBD-Fluoreszenz resul-
tiert aus der Bildung des GDI:Rab5A-f-NBD-Komplexes (Abbildung 30). Durch Zugabe von
2,5 uM Rabex-5-VPS9 und einem Uberschuss GTP (100 uM) wurde die Dissoziation des
GDI:Rab5A-f-NBD-Komplexes durch Abnahme der NBD-Fluoreszenz zeitaufgelost verfolgt.
Dabei konnte zunachst beobachtet werden, dass Rabex-5-VPS9 Rab5A effektiv aus dem
Komplex mit GDI freisetzen kann. Es konnte fir DrrA und Rab1B gezeigt werden, dass die
effektive Freisetzung von GDI aus dem Rab1B:GDP:GDI-Komplex nur in Anwesenheit eines
Uberschuss von GTP erfolgt und das durch Zugabe eines Uberschuss von GDP die Reakti-

on umkehrbar ist, d.h. das sich der Komplex aus Rab und GDI wieder zuriickbildet®®. Da GTP
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in der Zelle im Uberschuss vorliegt, spiegelt dies die physiologisch relevante Situation
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Abbildung 30: GDI-Freisetzungsaktivitat verschiedener Rabex-5-VPS9-Mutanten.

Nach Bildung des GDI:Rab5A-f-NBD-Komplexes (100 nM Rab5A-f-NBD, 200 nM GDI) wurde durch Zugabe von
wildtypischem oder mutiertem Rabex-5-VPS9 (2,5 yM) und GTP (100 uM) die Freisetzung von GDI zeitaufgelost
verfolgt. Die Zugabe von 2,5 uM wildtypischem Rabex-5-VPS9 nach 900 s diente der Bestimmung des Endpunk-
tes der Reaktion.

Die Analyse der Mutanten Rabex-5-VPS9p313av3saa, Rabex-5-VPS9p313a  und
Rabex-5-VPS9y3s4a mit verminderter Nukleotidaustauschfahigkeit gegenliiber Rab5A zeigt,
dass die GDI-Freisetzungsfahigkeit in gleicher Weise abnimmt, d.h. eine geringere katalyti-
sche Effizienz bezliglich der Nukleotidaustauschfahigkeit geht einher mit einer geringeren
GDI-Freisetzungsaktivitat (Abbildung 24 und Abbildung 30).

Dies unterstiutzt die Hypothese, dass die GDI-Freisetzungsaktivitdt eine Folge der
Nukleotidaustauschaktivitat ist, da GDI nach Austausch von GDP zu GTP eine um drei Gro-
Renordnungen geringere Affinitdt gegeniber dem Rab-Protein besitzt und daher der GEF-
vermittelte Nukleotidaustausch unweigerlich die Freisetzung des Rab-Proteins aus dem
Komplex mit GDI zur Folge hat®®*'*?. Entsprechend filhrt der beeintrachtigte Prozess des
Nukleotidaustauschs zu einer verlangsamten GDI-Freisetzung.

Die graphische Gegenulberstellung der katalytischen Effizienz der
Nukleotidaustauschaktivitat von wildtypischen Rabex-5-VPS9 und den genannten Mutanten
mit der GDI-Freisetzungsaktivitadt sowie der Fahigkeit der entsprechenden Rabex-5-Variante
Rab5A zu lokalisieren demonstriert eine signifikante Korrelation dieser drei vermeintlich un-

abhangigen Prozesse (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Nukleotidaustausch-und GDI-Freisetzungsaktivitdt gegeniber Rab5A sowie die

Fahigkeit zur Lokalisation von Rab5A verschiedener Rabex-5-Mutanten.

(A) Katalytische Effizienzen der Nukleotidaustauschaktivitdt der Rabex-5-VPS9-Mutanten gegeniiber Rab5A.
Durch einen einzelexponentiellen Fit wurde die Geschwindigkeitskonstante k aus den in Abbildung 24 dargestell-
ten Kurven ermittelt und daraus jeweils die katalytische Effizienz berechnet. (B) Katalytische Effizienzen der GDI-
Freisetzungsaktivitdt der Rabex-5-VPS9-Mutanten gegenliber Rab5A. Die Geschwindigkeitskonstante k wurde
durch einen einzelexponentiellen Fit aus den in Abbildung 30 dargestellten Kurven ermittelt und daraus die kataly-
tisch Effizienz fir jede Mutante berechnet. (C) Statistischer Vergleich der Fahigkeit verschiedener Rabex-5-
Mutanten nach mitochondrialer Fehllokalisation die Rekrutierung von Rab5A zu vermitteln. Es wurden mindestens
50 Zellen in drei unabhangigen Experimenten analysiert. Die Daten zeigen jeweils den Mittelwert + Standardab-
weichung.

Insbesondere geht daraus hervor, dass die Rabex-5-Doppelmutante aufgrund ihrer um den
Faktor 100 geringeren Nukleotidaustauschaktivitat sogar eine um den Faktor 600 verminder-
te GDI-Freisetzungsaktivitat gegentiber GDI:Rab5A-f-NBD besitzt. Die Tatsache, dass immer
noch in etwa 50 % der analysierten Zellen eine effektive Lokalisation durch Rabex-5p313a/v354a
induziert wird, ist mit der Existenz endogener Proteine zu erklaren. Das bedeutet, dass selbst
eine  geringe  effektive Nukleotidaustauschaktivitdt ~ von Rabex-5 an  der
Mitochondrienmembran zur Rekrutierung und Aktivierung von geringen Mengen "“"""Rab5A
und endogenem Rab5A flhrt. Aktives Rab5A:GTP interagiert daraufhin mit dem endogenen
Rabex-5:Rabaptin-5-Komplex und dies resultiert in der mitochondrialen Rekrutierung von
endogenem wildtypischem und entsprechend aktivem Rabex-5, wodurch sowohl endogenes
Rab5A als auch """ Rab5A rekrutiert werden.

Zusammenfassend demonstrieren die gezeigten Experimente, dass die
Nukleotidaustauschaktivitat von Rabex-5 einerseits die Freisetzung von GDI aus dem Kom-
plex mit Rab5A bewirkt und dass dies einen direkten Einfluss auf die Fahigkeit von Rabex-5

besitzt Rab5A zu lokalisieren.
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5.4. Rabex-5-bindungsdefiziente Rab5A-Mutanten kdnnen nicht

durch Rabex-5 rekrutiert werden
Da die Nukleotidaustauschaktivitdt von Rabex-5 ein bestimmender Faktor bezlglich der Lo-
kalisation von Rab5A ist, ist zu erwarten, dass Mutationen innerhalb von Rab5A, die fir die
Erkennung durch Rabex-5 notwendig sind, die subzelluldre Lokalisation von Rab5A beein-
flussen. Im Rahmen der Mutationsanalyse, die zur ldentifikation der Aminosauren von
Rabex-5 flhrten, die die GEF-Aktivitat gegenliber Rab5 und Rab21 beeintrachtigen, wurden
die Reste Ala57rapsc und Tyr83ransc (entsprechend Ala56 und Tyr82 in Rab5A) identifiziert,
die einen Einfluss auf die Erkennung durch Rabex-5 besitzen. So fuhren die Mutationen
A56D und Y82A zu einer signifikanten Verminderung des durch Rabex-5-katalysierten

Nukleotidaustauschs'®2.

54.1. GEF-Aktivitat verschiedener Rab5A-Mutanten

Um in Analogie zu den Rabex-5-Mutanten eine Rab5A-Mutante zu generieren, die nicht
mehr durch Rabex-5 aktiviert werden kann, wurde zunachst die Doppelmutante
Rab5Aasepvs2a generiert und sowohl die Einzelmutanten als auch die Doppelmutante im Ver-
gleich zum wildtypischen Protein bezlglich des Rabex-5-katalysierten Nukleotidaustauschs
Uberprift (Abbildung 32). Dazu wurde nach Zugabe von 100 uM GppNHp in Anwesenheit
von 50 nM Rabex-5-VPS9 die Anderung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz der jeweili-
gen Rab5A-Variante (1 uM) bestimmt (4.5.1).

1 O‘W’ @ 1 uM Rab5A WT oder Mutante
N 50 nM Rabex-5-VPS9
ﬁ | 1: + 100 uM GppNHp
d,_J —
é 0.8 RabSAAESDNBZA
2 = Rab5A, .,
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Abbildung 32: Nukleotidaustauschaktivitat von Rab5A-Mutanten.
Bestimmung der Nukleotidaustauschaktivitdt von Rabex-5-VPS9 (50 nM) gegeniber verschiedener Rab5A-

Mutanten (1 yM) durch Messung der Anderung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz des Rab-Proteins nach
Zugabe von 100 yM GppNHp.
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Dabei konnte zunachst die Reduktion des Nukleotidaustauschs von Rabex-5-VPS9 gegen-
Uber Rab5Aasep und Rabbygoa bestatigt werden. Die Doppelmutante Rab5Aasepivsza zeigt im
Vergleich zu Rab5yga noch mal eine weitere signifikante Verminderung des Rabex-5-VPS9-
katalysierten Nukleotidaustauschs. Es wurde durch einen exponentiellen Fit die Geschwin-
digkeitskonstante k ermittelt und daraus die in Tabelle 20 aufgelisteten katalytischen Effizi-

enzen berechnet.

Tabelle 20: Katalytische Effizienzen des Rabex-5-VPS9-katalysierten Nukleotidaustauschs ge-

gentiber Rab5A-Mutanten
Rab5A-Mutante Keat/Km

Rab5A 8,0-10°M"s
Rab5Aasep 42-10°M"s”
Rab5Aysza 4,0-10°M"s™
Rab5Aasen/vsea 8,8-102M7's’

Wahrend die Einzelmutanten Rab5Aasep und Rab5ygoa €ine um den Faktor 20 bzw. 200 re-
duzierten Nukleotidaustauschaktivitat aufweisen, ist die Effizienz des Nukleotidaustauschs
gegenuber der Doppelmutante Rab5Aasenvs2a S0gar um den Faktor 910 im Vergleich zu wild-

typischem Rab5A vermindert.

5.4.2. Subzellulare Lokalisation verschiedener Rab5-Mutanten

Die Analyse der subzelluldren Lokalisation der genannten Rab5A-Mutanten im Vergleich
zum wildtypischen Protein, welche fir die Erkennung durch Rabex-5 eine entscheidende
Rolle spielen, zeigt, im Gegensatz zu den Rabex-5-Mutationen, eine signifikante Anderung
der Verteilung in der Zelle. Die Koexpression der Rab5A-Varianten mit der C-terminalen
Domane von EEA1 (Aminosduren 1257-1411), die der Markierung friher Endosomen dient
und eine Phosphatidylinositol-3-Phosphat-bindende FYVE-Fingerdomane enthalt, zeigt, dass
bereits die Einzelmutante Rab5Aassp zu einem deutlich geringeren Ausmall an den
Endosomen lokalisiert und eine partielle Lokalisation in der perinukledren Region aufweist
(Abbildung 33A, Il). Rab5Ayga weist nur noch eine geringfligige endosomale und daflr
Uberwiegende Lokalisation am Golgi-Apparat und im Zytosol auf, wohingegen die Doppelmu-
tante Rab5Aasepivsza ausschlieBlich am Golgi-Apparat lokalisiert (Abbildung 33A, 1ll und V).
Die Berechnung des PCC zur Quantifizierung der Kolokalisation der *®""Rab5A-Varianten
mit "C"*"™EEA1 571411 bestétigt die erhebliche Reduktion der endosomalen Lokalisation
(Abbildung 33B). Dies deutet bereits darauf hin, dass durch eine beeintrachtigte Bindung von

Rab5A an Rabex-5 die subzellulare Lokalisation signifikant beeintrachtigt wird.

82



Ergebnisse

ASED/Y82A

I: RabSA II: RabSA g6 I1l: Rab5A, g, IV: Rab5A

0.84
0.64
3
a 0.4
0.24
0.
N N
% % % %
% %, %,
\9@’?

Abbildung 33: Subzellulare Lokalisation von Rab5A-Mutanten.

(A) Konfokale Bilder fixierter COS-7 Zellen zeigen die subzellulére Lokalisation von **""Rab5A, *®""Rab5Aasep,
P Rab5Ayso sowie T Rab5Aaseovaza Nach Kotransfektion mit ™" ™EEA1 571411, das als Marker fiir frilhe
Endosomen diente. Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion fixiert und analysiert. MalRstab 10 um. (B) Durch
Berechnung des PCC zwischen den Rab5A-Varianten und ™"™EEA11257.1411 wurde die Anderung der nativen
Lokalisation an friihen Endosomen durch die eingeflihrten Punktmutationen quantifiziert. Der PCC wurde jeweils
fur drei unabhéngige Zellen bestimmt. Die Daten zeigen jeweils den Mittelwert + Standardabweichung.

5.4.3. Die Rabex-5-vermittelte Lokalisation erfordert die effiziente Bindung
von Rab5A

Die effektive Katalyse des Nukleotidaustauschs erfordert die spezifische Erkennung und
Bindung des GEFs an sein Substrat. Die generierten Rab5A-Varianten, die einer signifikan-
ten Beeintrachtigung der Bindung und als Folge dessen der Aktivierung durch den Rabex-5-
vermittelten Nukleotidaustausch unterliegen, sollten daher bezuglich der Lokalisation durch
Rabex-5 untersucht werden. Die Einzelmutante ™""™Rab5Aassp lokalisiert bei Koexpression
mit MY FRBAGA und FBP*CFPRabex-5 (iberwiegend an vergroRerten Endosomen, deren
Bildung méglicherweise durch die Uberexpression von Rabex-5 induziert wird. Die native
Lokalisation von " BP*CFPRabex-5 an Endosomen sowie von MC"™FREBAGtA an den Mito-
chondrien wird durch die Kotransfektion mit Rab5Aasep nicht beeinflusst (Abbildung 34A, lin-
ke Spalte).
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Abbildung 34: Rabex-5 lokalisiert Rab5Aasep trotz reduzierter Nukleotidaustausch-

Suszeptibilitat.

(A) Konfokale Aufnahmen lebender COS-7 Zellen zeigen neben mitochondrial lokalisiertem ™™™ REAGtA die
subzellulare Lokalisation von "®"*®"PRapbex-5 und ™“""*Rab5Aassp an lberwiegend vergroRerten Endosomen
zum Zeitpunkt to. Nach induzierter Fehllokalisation von ®F*"PRabex-5 zu den Mitochondrien durch Zugabe von
1 UM A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion transloziert """Rab5Aasep gleichermafen zu den Mitochond-
rien. Abbildung 48 (siehe Anhang) zeigt einen vergroRerten Ausschnitt des markierten Quadrats wahrend des
Ubergangs der induzierten Fehllokalisation. MaRstab 10 uym. (B) Durch Berechnung des PCC zwischen
mChemy-FREA ctA/BPeCFPRabex-5 (schwarze Linie) und MO FREACtA/MCM " Rab5ANsen (rote Linie) wurde die
Kolokalisation der entsprechenden Fusionsproteine an den Mitochondrien quantifiziert. Dadurch geht hervor, dass
meitineRab5Aasen simultan mit FF*®"PRabex-5 zu den Mitochondrien transloziert. Der Pfeil markiert die Zugabe
des A/C Heterodimerizers.

Nach A/C Heterodimerizer-induzierter mitochondrialer Rekrutierung von " ®P°¢FPRabex-5
erfolgt gleichermaRen eine Relokalisation von ™" Rab5Axssp zu den Mitochondrien
(Abbildung 34A, rechte Spalte). Das bedeutet, dass trotz einer signifikanten Reduktion der
Aktivierung von Rab5Aasep durch Rabex-5 die Fahigkeit zur Lokalisation vollstandig erhalten
bleibt. Weiterhin zeigt die Quantifizierung der Kolokalisation und damit des Rekrutierungs-
prozesses durch Berechnung des PCC zu jedem Zeitpunkt, dass die Relokalisation von ™&F-
®GFPRabex-5 und ™"""*Rab5Aassp gleichzeitig erfolgt (Abbildung 34B). Entsprechend ist die
verbleibende Fahigkeit zur Bindung von Rab5Aassp durch Rabex-5 ausreichend, um die effi-
ziente Rekrutierung zu induzieren. Dagegen kénnen die Rab5A-Varianten, welche die Y82A-
Mutation tragen (Rab5Avs:a und Rab5Aasepivs2a), Nicht mehr durch Rabex-5 lokalisiert wer-
den. Auffallend ist, dass bereits vor Induktion der Fehllokalisation von ™B"¢¢FPRabex-5 beide
Rab5A-Varianten eine Uberwiegende Lokalisation an perinukledaren Membranen und am
Golgi-Apparat aufweisen (Abbildung 35A und C, linke Spalte).
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Abbildung 35: Die Lokalisation der Mutanten Rab5Ayg, und Rab5Aasepive2a kann nicht durch
Rabex-5 vermittelt werden.

(A und C) Konfokale Bilder lebender COS-7 Zellen, die "™ REActA FKBPeCFPRAbex-5 und """ Rab5Ays2a (A)
bzw. """ Rab5Aaseoraza (B) exprimieren. Die initiale Lokalisation der Mutanten Rab5Avsza und Rab5Aasepivsza
am Golgi-Apparat bleibt nach Fehllokalisation von FKBP-eGFPRabex-5 zu den Mitochondrien induziert durch die
Zugabe von 1 yM A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion unveréndert. In Abbildung 49 bzw. Abbildung 50
ist jeweils ein vergréRerter Ausschnitt des markierten Quadrats wahrend des Ubergangs der induzierten Fehlloka-
lisation von Rabex-5 gezeigt. Mal3stab 10 um. (B und D) Die Quantifizierung der Kolokalisation durch Berech-
nung des PCC der angezeigten Fusionsproteine mit mChem-FREACA an den Mitochondrien verdeutlicht, dass keine
Rekrutierung von """ Rab5Ays2a (B) und """Rab5Aassorveza (D) durch Rabex-5 vermittelt wird. Der Pfeil mar-
kiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.
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Das bedeutet, dass durch Koexpression mit Rabex-5 keine Anderung der Lokalisation im
Vergleich zur Koexpression mit dem Endosomenmarker EEA14257.1411 €rfolgt (Abbildung 33A,
Il und IV). Bei Koexpression mit ™" "™Rab5Ayga lokalisiert Rabex-5 wie erwartet an
Endosomen, die teilweise vergréRRert sind (Abbildung 35A, linke Spalte), wohingegen die
Koexpression mit """ Rab5Aaseorvs2a dazu fiihrt, dass eine groRere Fraktion von Rabex-5
zusatzlich im Zytosol lokalisiert (Abbildung 35C, linke Spalte). Die Lokalisation von
mChemy-FREAGtA an den Mitochondrien wird in beiden Experimenten durch die Koexpression mit
den angezeigten Fusionsproteinen nicht beeinflusst (Abbildung 35A und C, linke Spalte).
Nach induzierter Fehllokalisation von ®”*¢F" Rabex-5 zu den Mitochondrien durch Zugabe
des A/C Heterodimerizers wurde keine Umverteilung der beiden Rab5A-Mutanten beobach-
tet, d.h. beide zeigen zum Endzeitpunkt des Experiments weiterhin die urspringliche
perinukleare Lokalisation (Abbildung 35A und C, rechte Spalte). Die Quantifizierung der
Kolokalisation zwischen mCherry-FRBA ctA/MCINeR b5 Avgan und
mChery-FRE A GtA/M“"""* Rab5Aasspveza Verdeutlicht die visuelle Beurteilung der Zellenbilder durch
einen konstant niedrigen PCC, d.h. weder ™""™Rab5Ayg;x noch ™“""Rab5Aaseorsoa
kolokalisieren mit mitochondrialem ™°"*™-FREACtA wahrend der Anstieg des PCC zwischen
mChemy-FREAGEA und "BP*¢"PRabex-5 in beiden Experimenten anzeigt, dass die mitochondriale
Rekrutierung von Rabex-5 induziert wurde (Abbildung 35B und D). Zum einen scheint die
Aminosaure Y82A eine spezifische Determinante bezlglich der Erkennung von Rab5A durch
Rabex-5 zu sein. Weiterhin reicht die verbleibende katalytische Effizienz von Rabex-5 ge-

genlber Rab5Ayga und Rab5Aasepivsza Nicht aus, um eine Lokalisation zu bewirken.

Die beobachteten Ergebnisse konnten dariber hinaus in der repetitiven Analyse bestatigt
werden. In allen drei Zellen, in denen die zeitabhangige Rekrutierung durch Quantifizierung
der Kolokalisation  zwischen = MC"e™FRBAGHA/FKBPeGFPRAbex-5 und  MCMemFREAGtA/
mCitineRab5Aassp analysiert wurde, erfolgte eine durch Rabex-5-vermittelte Lokalisation von
Rab5Aasep (Abbildung 36A). Dagegen zeigt die Analyse der Rabex-5-vermittelten Lokalisati-
on von ""M"Rab5A g und """ Rab5Aasenivs2a in allen weiteren zeitabhangig analysierten
Zellen einen gleichbleibenden niedrigen PCC zwischen mitochondrialem ™™™ REBAGtA und
der entsprechenden Rab5A-Variante nach erfolgter Fehllokalisation von "™®P*°FPRabex-5,
d.h. es konnte keine mitochondriale Umverteilung des Rab-Proteins induziert werden
(Abbildung 36 B und C).

86



Ergebnisse

A FKBP-eGFP mCitrine
Rabex-5 Rabb5A ..
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3
0.6 0.8
0.4+ 0.6
0.4 0.4
Q Q Q
00.2 (&) (&)
o o opo
0- 0.2 U-_
’ , . . ; . . -0.24 .
0 10 20 30 40 0, 20 40 60 0 10 20 30 40
Zeit / min T Zeit / min Zeit / min
B FKBP-eGFP mCitrine
Rabex-5 HabEﬂYBQ_A
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3
0.6+
0.8 0.6
0.6 0.44 0.4+
Q Q Q
80'4. 80.2— 80_2.
0.2
01
04 01
v v . -0.2 r + . T r .
0] 20 40 60 0 20 40 60 20 40 60
T Zeit / min T Zeit / min Zeit / min
C FKBP-eGFP mCitrine
Rabex-5 Rab5A, -.nvaon
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3
0.6+
0.4+ 067
0.4 0.4
Q Q Q
2 go2 2
0.2-
0.2
0‘ 0_
0 20 40 60 0, 10 20 30 40 50 10 20 30 40
T Zeit / min T Zeit / min Zeit / min

Abbildung 36: Quantitative Analyse der Kolokalisation von Rabex-5 und den genannten Rab5A-

mCherry-FRB

Mutanten mit mitochondrialem ActA in drei unabhangigen Zellen.

Quantifizierung der Kolokalisation von (A) M"*™FREActA/MBP-CFPRabex-5 und ™" FREAGIA/™ ™ Rab5Aase,
(B) mCherry—FRBActA/FKBP—eGFPRabeX_S und mCherry—FRBACtA/mCitrineRab5AY82A und (C) mCherry—FRBACtA/FKBP—eGFPRabeX_S
und mCeYFRBAGIA/M M Rab5Assepiveza durch Berechnung des PCC nach Induktion der Fehllokalisation von
Rabex-5 zu den Mitochondrien in drei unabhangigen Zellen. Die repetitive Analyse bestatigt, dass Rabex-5 die
Lokalisation von Rab5Aasep (A) nicht jedoch von Rab5Avsoa (B) und Rab5Aasep/vs2a (C) vermittelt. Der Pfeil mar-
kiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Die

Nukleotidaustauschs gegenliber den Rab5A-Varianten und der statistischen Analyse der

Gegentberstellung der katalytischen Effizienzen des Rabex-5-katalysierten

Fahigkeit von Rabex-5 deren Lokalisation zu beeinflussen verdeutlicht den Zusammenhang

(Abbildung 37 A und B). Trotz einer um den Faktor 20 verminderten
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Nukleotidaustauschaktivitat im Vergleich zum wildtypischen Protein konnte in nahezu 100 %
der bewerteten Zellen eine Lokalisation von Rab5Aasesp durch Rabex-5 induziert werden. Die
um den Faktor 200 bzw. 910 verminderte Aktivitdt des Nukleotidaustauschs von Rabex-5
gegenlber Rab5Avs:a bzw. Rab5Aasepivs2a reduziert die Lokalisationsfahigkeit dagegen be-

reits auf 17 % bzw. 8 % der analysierten Zellen.
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Abbildung 37: Nukleotidaustauschaktivitdat und Fahigkeit zur Lokalisation verschiedener
Rab5A-Mutanten durch Rabex-5.

(A) Katalytische Effizienzen der Nukleotidaustauschaktivitdt von Rabex-5-VPS9 gegenilber verschiedener
Rab5A-Mutanten. Die Geschwindigkeitskonstante k wurde durch einen einzelexponentiellen Fit aus den in Abbil-
dung 32 dargestellten Kurven ermittelt und daraus die katalytische Effizienz von Rabex-5 fiir die verschiedenen
Rab5A-Mutanten berechnet. (B) Statistischer Vergleich der Rekrutierungsfahigkeit von Rabex-5 nach
mitochondrialer Fehllokalisation gegeniliber verschiedener Rab5A-Mutanten. Es wurden mindestens 50 Zellen in
drei unabhangigen Experimenten analysiert. Die Daten zeigen jeweils den Mittelwert + Standardabweichung.

Zusammenfassend unterstlitzen die gezeigten Ergebnisse die Hypothese, dass die Interakti-
on eines Rab-Proteins mit ihnrem spezifischen GEF eine entscheidende Bedeutung bezuglich
der subzellularen Lokalisation des Rabs besitzt. Demzufolge ist bei Rab5A-Mutanten, die
einem stark verminderten durch Rabex-5-vermittelten Nukleotidaustausch unterliegen, die

GEF-vermittelte subzellulare Lokalisation erheblich beeintrachtigt.
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5.5. Die Nukleotidaustauschaktivitat von DrrA vermittelt die Lokali-

sation von Rab1A

Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein Fragment des GEFs DrrA (Aminosauren 61-647)
des Bakteriums Legionella pneumophila in der Lage ist, neben der spezifischen Aktivierung
von Rab1, dessen Rekrutierung zur Plasmamembran zu vermitteln. Dagegen kann ein
Fragment, welches die GEF-Domane nicht enthalt (Aminosauren 451-647), diesen spezifi-
schen Lokalisierungsprozess nicht mehr induzieren'*.

Zusatzlich wurden Aminosaurereste (Asnd51p.a, Arg453p.a, Asp480pia, Serd83p,a) inner-
halb der GEF-Domaéne identifiziert, die je nach Kombination zu einer drastischen Reduktion
der Nukleotidaustauschaktivitat fUhren und sich alle innerhalb einer der beiden Bindungsstel-
len befinden, die fir die Interaktion mit Rab1B von entscheidender Bedeutung sind. Insbe-
sondere sind dabei die Mutanten DrrAsss3z N451A/R453A  und  DrrAssosas
N451A/R453A/D480A/S483A nahezu katalytisch inaktiv, d.h. die Bindungsstelle 1, mit den
Aminosauren Asn451p,a und Arg453p.a scheint eine gréRere Bedeutung fir die GEF-
Aktivitat zu besitzen als Bindungsstelle 2, welche die Reste Asp480p,» und Serd483p,a ent-
halt'*. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte daher zuniachst {berpriift werden, ob die
GEF-Domane von DrrA (DrrAaso.533) in der Lage ist, nach induzierter Fehllokalisation zu den
Mitochondrien Rab1A dorthin zu lokalisieren. Dazu wurde nach Kotransfektion von
mChermy-FREAGEA, FXBPeCFPDrrAL 0555 und ™“"™Rab1A in COS-7 Zellen durch Zugabe von
A/C Heterodimerizer DrrAs40.533 zu den Mitochondrien fehllokalisiert und im gesamten Verlauf
des Experiments die subzelluldre Lokalisation aller Fusionsproteine analysiert. Auffallend ist
zunachst die Lokalisation von Rab1A in unbehandelten Zellen im Zytosol (Abbildung 38A,
linke Spalte), wohingegen Rab1A nach Kotransfektion mit dem Rab5A-Austauschfaktor
Rabex-5 iberwiegend am Golgi-Apparat lokalisiert (Abbildung 17A, linke Spalte). Da die Lo-
kalisation von Rab1A am Golgi-Apparat der nativen Situation entspricht deutet die verander-
te Lokalisation im Falle der Kotransfektion mit DrrAsso.533 bereits auf einen Einfluss des Aus-
tauschfaktors hin. Die zytosolische und nukledre Lokalisation von DrrAz4o.s33 kann durch das
Fehlen der C-terminalen Phosphatidylinositol-4-Phosphat-bindenden Domane (P4M, Amino-
sauren 533-647) erklart werden (Abbildung 38A, linke Spalte), wodurch eine Lokalisation zu
Phosphatidylinositol-4-Phosphat enthaltenden Membranen, wie der Plasmamembran oder
der LCV, vermittelt wird'®". Die Lokalisation von M™"™FREACtA an den Mitochondrien wird

durch die beiden anderen Fusionsproteine nicht beeinflusst (Abbildung 38A, linke Spalte).
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Abbildung 38: Die GEF-Doméane von DrrA (Aminosauren 340-533) vermittelt die Lokalisation
von Rab1A.

(A) Konfokale Aufnahmen der zeitabhangigen Rekrutierung von Rab1A durch DrrAsso.s33. COS-7 Zellen wurden
mit Plasmiden transfiziert, die fir mitochondrial lokalisiertes ™"™FFBActA sowie ™EFPDrrAss0s33 und
mcitinepab1A kodieren, die beide eine zytosolische sowie nukledre Lokalisation zeigen (o). Die Zugabe von 1 pM
A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion fiihrt zur Fehllokalisation von "®"**PDrrAs40.533 zu den Mitochond-
rien gefolgt von der Korekrutierung von """ Rab1A (t75). Abbildung 51 zeigt einen vergréRerten Ausschnitt des
markierten Quadrats wahrend des Ubergangs der Umverteilung von DrrAss0.533 und Rab1A. MaRstab 10 pm. (B)
Die Quantifizierung der Kolokalisation der angezeigten Fusionsproteine mit mitochondrialem mChemy-FREACEA de-
monstriert die simultane Rekrutierung der GEF-Doméane von DrrA und Rab1A zu den Mitochondrien. Der Pfeil
markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Nach Zugabe des A/C Heterodimerizers konnte eine Umverteilung von ®"**PDrrAz,0.555 zu
den Mitochondrien beobachtet werden, die eine Korekrutierung von Rab1A bewirkt
(Abbildung 38A, rechte Spalte). Die Quantifizierung der Kolokalisation von F®"*CFPDrrA L, sas
bzw. ™"""*Rab1A mit dem mitochondrial lokalisierten ""*™-FREACtA mittels Berechnung des
PCC demonstriert dartiber hinaus, dass beide Fusionsproteine simultan zu den Mitochond-
rien rekrutiert werden. Im Kontrollexperiment mit ™"""*Rab5A, welches kein Substrat von
DrrA ist, wird keine mitochondriale Lokalisation des an den Endosomen lokalisierten Rab-
Proteins durch das Legionellen-Protein vermittelt (Abbildung 54). Dies demonstriert, dass der
Lokalisationsprozess spezifisch flr das Substrat Rab1A ist. Die Ergebnisse zeigen eindeutig,

dass die GEF-Domane von DrrA ausreichend ist, um Rab1A zu lokalisieren.
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Abbildung 39: DrrAas.533 NA51A/R453A lokalisiert Rab1A, wohingegen DrrAssgs33 NAS1A/R4A53A/
D480A/S483A den Translokationsprozess von Rab1A nicht induzieren kann.

(A und C) Konfokale Bilder lebender COS-7 Zellen, die "™ REACtA, FKEPeCFPDrrA L, 533 N451A/R453A (A) bzw.
FBP-eGrP D11 As40.533 N451A/RA53A/D480A/S483A (C) und ™" Rab1A exprimieren. Beide DrrAssos33-Mutanten
lokalisieren im Zytosol und im Zellkern, wahrend Rab1A nach Kotransfektion mit
FKBP'eGFPDrrA34o_533 N451A/R453A ebenfalls Uberwiegend zytosolisch ist, nach Kotransfektion mit
FRBP-e PP D11 As40.533 N451A/R4A53A/D480A/S483A jedoch am Golgi-Apparat lokalisiert (to). Nach induzierter Fehllo-
kalisation von DrrAzso.533 N451A/R453A (A) transloziert Rab1A ebenfalls zu den Mitochondrien, wohingegen die
mitochondriale Fehllokalisation von DrrAzso.533 N451A/R453A/D480A/S483A keinen Einfluss auf die Lokalisation
von Rab1A am Golgi-Apparat besitzt (C). In Abbildung 52 bzw. Abbildung 53 ist jeweils ein vergréerter Aus-
schnitt des markierten Quadrats zu definierten Zeitpunkten gezeigt. Maflstab 10 ym. (B und D) Die Quantifizie-
rung der Kolokalisation durch Berechnung des PCC der angezeigten Fusionsproteine mit mChem-FREACEA an den
Mitochondrien verdeutlicht die simultane Rekrutierung von " ®"*®FPDrrAs40.533 N451A/R453A und """ Rab1A
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(B), wohingegen durch den konstant niedrigen PCC zwischen MC"™FREActA und ™""™Rab1A nach
Kotransfektion mit DrrAsso-533 N451A/R453A/D480A/S483A (D) verdeutlicht wird, dass keine Korekrutierung des
Rab-Proteins stattfindet. Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.

Um den Einfluss der die Nukleotidaustauschaktivitat vermindernden Mutationen auf den Lo-
kalisationsprozess von Rab1A zu untersuchen, wurden in weiteren Experimenten die DrrAsz4o.
533 Doppelmutante sowie die Mutante DrrAszso.533 NA51A/R453A/D480A/S483A untersucht.
Bemerkenswert ist zunachst erneut die unterschiedliche initiale Lokalisation von ™“"""Rab1A
nach Kotransfektion mit FKBP-eC P DIrAs40.533 N451A/R453A bzw.
FKBP-eCrPDIrAs40.533N451A/R453A/D480A/S483A und mitochondrialem M"*™FREAGtA. Wah-
rend Rab1A nach Kotransfektion mit DrrAsss33 N451A/R453A eine (berwiegende
zytosolische Verteilung ebenso wie die DrrA-Doppelmutante aufweist, lokalisiert das Rab-
Protein nach Kotransfektion mit DrrAsso.533 N451A/R453A/D480A/S483A am Golgi-Apparat
(Abbildung 39A und C, linke Spalte). Entsprechend fiihrt nur die Fehllokalisation von
DrrAs40.533 NA51A/R453A zu einer Rekrutierung von Rab1A zu den Mitochondrien, wohinge-
gen die A/C Heterodimerizer-induzierte Rekrutierung von
DrrAs40.533 N451A/R453A/D480A/S483A keinen Einfluss auf die Lokalisation von Rab1A be-
sitzt, da es zum Endzeitpunkt nach wie vor am Golgi-Apparat lokalisiert (Abbildung 39A und
C, rechte Spalte).

Dariiber hinaus bestétigt die Quantifizierung des Rekrutierungsprozesses, dass ™"""Rab1A
nur nach Kotransfektion mit B"°CFPDrrAs,0 553 N451A/R453A nicht jedoch  mit
FKBP-eCFPDrrAs40.533 N451A/R453A/D480A/S483A nach dessen Fehllokalisation zu den Mito-
chondrien mit ""*™FREAGA kolokalisiert (Abbildung 39B und D).

Weiterhin untermauert die statistische Analyse die Beobachtungen der zeitabh&ngigen Expe-
rimente zur Fehllokalisation der verschiedenen DrrA-Mutanten, da nach mitochondrialer
Fehllokalisation von wildtypischem DrrAsq 0533 und der Doppelmutante DrrAsso.s33
N451A/R453A in 95 % bzw 82 % der Zellen ebenfalls eine mitochondriale Lokalisation von
Rab1A detektiert wurde, wohingegen in nur 13 % der analysierten Zellen nach induzierter
Rekrutierung von DrrAsgos33 NA51A/R453A/D480A/S483A zu den Mitochondrien eine
Korekrutierung von Rab1A zu Membranen desselben Kompartiments beobachtet wurde
(Abbildung 40).
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Abbildung 40: Rekrutierungsfahigkeit verschiedener DrrAz;0.533-Mutanten gegentiber Rab1A.

Statistischer Vergleich der Fahigkeit verschiedener DrrAsso.533-Mutanten nach mitochondrialer Fehllokalisation
Rab1A zu rekrutieren. Es wurden mindestens 50 Zellen in drei unabhangigen Experimenten analysiert. Die Daten
zeigen jeweils den Mittelwert + Standardabweichung.

Obwohl die Reduktion der Nukleotidaustauschaktivitat der DrrAsso.s33-Doppelmutante und
DrrAz40-533 NA51A/R453A/D480A/S483A in der gleichen GrélRenordnung liegen, kann der
Unterschied in der Lokalisationsfahigkeit dadurch erklart werden, dass flr
*SFPDrrAs40.553 N451A/R453A noch eine Interaktion mit Rab1B nachgewiesen werden konnte,
wohingegen DrrAzso.533 N451A/R453A/D480A/S483A nicht mehr in der Lage ist mit Rab1B zu
interagieren'. Da DrrA ein hocheffizientes GEF ist'**'*® reicht vermutlich die minimale ver-
bleibende Aktivitdt der Doppelmutante aus, um Rab1A effektiv zu lokalisieren, wahrend
durch die nicht mehr vorhandene Fahigkeit von DrrAzsg.533 N451A/R453A/D480A/S483A mit

Rab1A zu interagieren die Lokalisationsfahigkeit komplett aufgehoben ist.
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5.6. Die GEF-Domane von Rabin8 bewirkt die Lokalisation von
Rab8A

Rab8A vermittelt den konstitutiven vesikularen Transport vom trans-Golgi Netzwerk (TGN)
zur Plasmamembran und spielt dariiber hinaus eine entscheidende Rolle in der Translokati-
on des Glukosetransporters Typ 4 (GLUT4) sowie der Ciliogenese (mit Rab17 und Rab23)®".
Rab8A wird durch das GEF Rabin8 aktiviert, das vor allem in der fir den Nukleotidaustausch
essentiellen coiled-coil-Domane, eine hohe Sequenzhomologie zu Sec2p besitzt, dem GEF
fiir das Rab8A-Homolog Se4p aus S. cerevisiae®”'%.

Um zu Uberprifen, ob die GEF-vermittelte Rab-Rekrutierung ein genereller Mechanismus zur
spezifischen subzelluldren Lokalisation ist, sollte die Fahigkeit der GEF-Domane von Rabin8
analysiert werden Rab8A zu den Mitochondrien zu lokalisieren. Es wurde wiederum aus-

schlief3lich die katalytisch aktive Domane bezuglich ihrer Lokalisationsfahigkeit analysiert.
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Abbildung 41: Die GEF-Domaéane von Rabin8 (Aminosauren 157-232) vermittelt die Lokalisation
von Rab8A.

(A) Konfokale Bilder lebender COS-7 Zellen, die ™™™ REActA, FKBPeCFPRAbING 57232 und ™C"™Rab8A
exprimieren. Die GEF-Domane von Rabin8 lokalisiert iberwiegend im Zytosol und im Zellkern. In unbehandelten
Zellen zeigt "™"""Rab8A ebenfalls eine gleichmaRige Verteilung in Analogie zu Rabin81s7.232. Nach induzierter
Fehllokalisation von "®"*“*PRabin8s7.23, zu den Mitochondrien durch Zugabe von 1 yM A/C Heterodimerizer
24 h nach Transfektion transloziert """"*Rab8A ebenfalls zu den Mitochondrien. Ein vergroRerter Ausschnitt des
markierten Quadrats zur visuellen Verdeutlichung der Rekrutierung ist in Abbildung 55 dargestellt. MaRstab
10 um. (B) Die Quantifizierung der Kolokalisation durch Berechnung des PCC der angezeigten Fusionsproteine
mit "C"*™FREACtA an den Mitochondrien verdeutlicht die simultane Rekrutierung von " ®"*®FPRabin8s7.232
(schwarze Linie) und ™" Rab8A (rote Linie). Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers
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Nach Kotransfektion von ™™ REAGtA, FKBPeCFPRAKING 57 53, und ™" Rab8A in COS-7 Zel-
len wurde zunéachst die subzelluldre Lokalisation der drei Fusionsproteine analysiert. Auffal-
lend ist, das Rab8A, dass normalerweise Uberwiegend am Golgi-Apparat und der Plasma-
membran lokalisiert nach Kotransfektion mit der GEF-Doméne von Rabin8 eine iberwiegend
zytosolische sowie partiell nukleare Lokalisation genauso wie Rabin8457.03, zeigt (Abbildung
41A, linke Spalte). Bislang konnten fiir Rabin8 keine Domanen identifiziert werden, die eine
spezifische Lokalisation zu intrazellularen Membranen vermitteln. Vermutlich existieren diese
jedoch in Analogie zu Rabex-5 und DrrA C- oder N-terminal zur beschriebenen GEF-
Domane, da Rabin8 Uberwiegend an der Plasmamembran lokalisiert®”. Das dritte Protein
mchem-FREAGtA zeigt wie in den vorherigen Experimenten eine distinkte Lokalisation an den
Mitochondrien (Abbildung 41A, linke Spalte).

Die veranderte Lokalisation von Rab8A nach Kotransfektion mit Rabin8457.230 deutet bereits
auf eine Beeinflussung der subzellularen Lokalisation des Rab-Proteins durch seinen spezifi-
schen Nukleotidaustauschfaktor hin. Weiterhin fihrt die induzierte Fehllokalisation von
FKBP-eGFPRabin81s7.23; zu den Mitochondrien durch Zugabe des A/C Heterodimerizers glei-
chermalen zu einer Korekrutierung von Rab8A (Abbildung 41A, rechte Spalte). Die quantita-
tive Analyse der Kolokalisation von ™ BP°"PRabin8s7.02 bzw. ™""™Rab8A mit
mitochondrialem ™C"™FREACtA zeigt dariiber hinaus durch den gleichzeitigen Anstieg des
jeweiligen PCC nach 10 min, dass die Rekrutierung beider Proteine simultan erfolgt
(Abbildung 41B). Rabin8s7.23, bewirkt nach induzierter Fehllokalisation dagegen keine Ande-
rung der subzelluldaren Lokalisation von endosomalem Rab5A, welches kein Substrat des
Austauschfaktors ist (Abbildung 56). Dies deutet auf eine spezifische Fahigkeit von Ra-

bin8157.232 hin sein Substrat Rab8A zur gleichen intrazellularen Membran zu lokalisieren.

Die spezifische Lokalisation von Rab8A durch die GEF-Doméane von Rabin8 deutet zusatz-
lich zu den gezeigten Rekrutierungsstudien mit den Austauschfaktoren Rabex-5 und DrrA
darauf hin, dass die GEF-vermittelte Rekrutierung madglicherweise einen generellen Mecha-
nismus zur Vermittlung der spezifischen Lokalisation von RabGTPasen an distinkte Memb-

ranen in der Zelle darstellt.
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6. Diskussion

Die spezifische intrazellulare Lokalisation von RabGTPasen an Membranen distinkter Orga-
nellen spielt eine entscheidende Rolle fiur die Regulation des vesikularen Transports. Da
Rab-Proteine einer zyklischen Aktivierung unterliegen, die einen Wechsel zwischen
zytosolischer Lokalisation und Membranassoziation einschlie3t, sind selektivitatsbestimmen-
de Faktoren zur Rekrutierung einer spezifischen Rab-Subfamilie an eine distinkte Membran
notwendig ohne Mitglieder anderer Rab-Subfamilien in ihrer Lokalisation zu beeinflussen.
Rabs koénnen im Zytosol nur im Komplex mit dem Solubilisierungsfaktor GDI vorliegen, der
die hydrophoben Geranylgeranylreste am C-Terminus von der wassrigen Umgebung des
Zytosols abschirmt. Da die Affinitat zwischen Rab:GDP und GDI sehr hoch ist (Dissoziati-
onskonstanten Kp = 1-20 nM*'%), wurde zun&chst angenommen, dass Proteine mit einer
diskreten GDI-Freisetzungsaktivitat (GDI displacement factors, GDFs) die Dissoziation die-
ses stabilen Komplexes katalysieren, um anschlieend die Membraninsertion von Rab:GDP
zu ermoglichen, wo dann anschlielend die GEF-vermittelte Aktivierung des Rab-Proteins
erfolgt. Vorausgesetzt, dass GDFs durch Interaktion mit Rabs die Freisetzung von GDI aus
dem Rab:GDP:GDI-Komplex bewirken, erfordert dies eine héhere Affinitat des GDFs fir das
Rab-Protein im Vergleich zu GDI. Dies wurde zur Frage nach der mechanistischen Realisie-
rung der Dissoziation des stabileren Rab:GDP:GDF-Komplexes fuhren. Es waére prinzipiell
denkbar, dass GDFs durch Bindung an GDI die Dissoziation des Rab:GDP:GDI-Komplexes
katalysieren. Jedoch kann durch diesen Mechanismus die Diversitat der spezifischen Rab-
Lokalisation nicht erklart werden, da nur zwei GDI-Isoformen flir insgesamt etwa 60 Rabs in
der Zelle vorliegen'®. Es wurde fiir das bislang einzige mutmaRliche GDF, Yip3/PRA1, eine
Sperzifitat beziliglich der GDF-Aktivitat fir Rab9, Rab7 und Rab5 gezeigt'®?, so dass diese
Beobachtungen gegen einen Mechanismus sprechen, wodurch ein GDF an GDI bindet, um

die Dissoziation des Rab:GDP:GDI-Komplexes zu katalysieren.

Eine umfangreiche biochemische und strukturelle Charakterisierung des bakteriellen GEFs
DrrA, welches eine hohe Spezifitat fur Rab1 besitzt, zeigte, dass eine effektive Freisetzung
von GDI aus dem Rab1:GDP:GDI-Komplex durch Aktivierung von Rab1 induziert wird, da
der Austausch von GDP gegen GTP zu einer Verminderung der Affinitat von GDI fir das
Rab-Protein um drei GréRenordnungen fiihrt®® 42,

Dies fuhrte zu der Hypothese, dass GEFs als generelle Faktoren zur subzelluldren Lokalisa-
tion von Rab-Proteinen fungieren. Dieser Mechanismus ist weiterhin besonders attraktiv, da
alle bislang beschriebenen GEFs hochspezifisch fir ein bestimmtes Rab bzw. eine Rab-
Subfamilie sind, wie beispielsweise der TRAPP-Komplex fiir Ypt1/Rab1'%, DrrA fir Rab1'?,
Rabin8 fiir Rab8%, Sec2 fiir Sec4'”, Mon1-Ccz1 fiir Ypt7'"", Connecdenn fiir Rab35""”,
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Rab3GEP fir Rab3 und Rab27''®'® varp fir Rab21™® und Rabex-5 fir Rab5 und

Rab21 122,123,132.

6.1. Die Rabex-5-vermittelte Lokalisation von Rab5A

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von RabGEFs auf die Membranlokalisation von
Rab-Proteinen unter Verwendung der folgenden RabGEF/Rab-Systeme untersucht: Rabex-5
und Rab5A, DrrA und Rab1A, Rabin8 und Rab8A.

Dabei vermittelt die induzierte Fehllokalisation des GEFs Rabex-5 von der nativen Lokalisa-
tion an den Endosomen zur Mitochondrienmembran die simultane Korekrutierung seines
Substrats Rab5A (Abbildung 14 und Abbildung 15). Da die Rekrutierung von Rab5A ohne
zeitliche Verzdgerung relativ zu Rabex-5 verlauft, ist zu vermuten, dass der Mechanismus
der Lokalisation sehr schnell ist. Die Lokalisation des Rabs wird dabei ausschliellich von der
katalytisch aktiven Domane (Aminosauren 132-397) induziert (Abbildung 19). Die GEF-
Doménen-vermittelte Lokalisation von Rab5A lauft ebenfalls ohne zeitliche Verzégerung ab.
Weiterhin ist der Lokalisationsprozess spezifisch fir Rab-Proteine, die als GEF-Substrat die-
nen, da die Lokalisation von Rab1A nicht durch Rabex-5 beeinflusst wird (Abbildung 17).
Nach mitochondrialer Fehllokalisation von Rabex-5 bewahrt Rab1A seine initiale Lokalisation
am Golgi-Apparat. Da Rabex-5 nicht in der Lage ist Rab1A zu aktivieren'®, spricht dies fiir
eine durch den Nukleotidaustausch vermittelte Lokalisation. Aufgrund der simultanen Rekru-
tierung von Rab5A sowohl durch Rabex-5 als auch durch dessen GEF-Domane, ist auch
eine Rabex-5-vermittelte Rekrutierung durch Komplexbildung denkbar. Jedoch kann die
prenylierungsdefiziente Mutante Rab5A,c4, der die prenylierbaren Cysteinreste fehlen, durch
Rabex-5 nicht lokalisiert werden. Da der C-Terminus von Rab5A nicht an der Komplexbil-
dung mit Rabex-5 beteiligt ist*®, spricht dies nicht fiir eine Beeinflussung der Rab5A-
Lokalisation durch Bildung eines stabilen Komplexes. Weiterhin deutet die Tatsache, dass
Rabex-5 die Lokalisation von Rab5A,c4 nicht beeinflusst, auf die absolute Notwendigkeit der
Insertion der RabGTPase in eine Membran hin, die spatestens nach deren Aktivierung durch
den Nukleotidaustauschfaktor erfolgt. Dartiber hinaus werden Rab-Proteine, die normaler-
weise zweifach prenyliert werden, nach Monoprenylierung zwar in eine Membran insertiert,
jedoch erfolgt in diesem Fall eine Fehllokalisation zu Membranen des ER und des Golgi-
Apparats, die als Ausgangsstandort fur Rabs dienen, die ihre Lokalisationsinformation verlo-
ren haben’®""%,

Diese Fehllokalisation zum Golgi-Apparat und zum ER wird gleichermaf3en durch den Aus-
tausch von Sequenzbereichen innerhalb der RabSF-Regionen zwischen Mitgliedern ver-
schiedener Rab-Subfamilien induziert. Die RabSF-Regionen erlauben auf der Basis von
Aminosauresequenzvergleichen eine Einteilung in zehn Rab-Subfamilien und es wurde pos-

tuliert, dass aufgrund der Divergenz dieser Regionen zwischen Rab-Subfamilien die Interak-
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tion mit spezifischen Effektoren wie GAPs und GEFs vermittelt wird®>?". Da die RabSF-
Sequenzen jedoch mit dem Bereich Uberlappen, an dem GEFs binden, fiihrt der Austausch
dieser Domanen mdglicherweise dazu, dass das Rab-Protein durch seinen naturlichen Aus-
tauschfaktor nicht mehr gebunden werden kann. So Gberlappt etwa die RabSF2-Region mit
der switch I-Region, die haufig an der Interaktion mit dem GEF beteiligt ist, wie dies in den
Komplexstrukturen zwischen Sec2p und Sec4p, Rabex-5-VPS9 und Rab21 sowie DrrA und
Rab1B gezeigt werden konnte*>'*2%°_ Somit kann der Nukleotidaustausch, der letztlich zur
effizienten Dissoziation des Rab:GDP:GDI-Komplexes fiihrt, nicht mehr katalysiert werden
und aufgrund dessen kann die spezifische Lokalisation des Rab-Proteins nicht mehr vermit-
telt werden. Dies deutet darauf hin, dass sowohl die vollstdndige Prenylierung des Rab-
Proteins als auch die Erkennung eines Rabs durch seinen Austauschfaktor Voraussetzungen

fur die effiziente Lokalisation an eine distinkte Membran sind.

Weiterhin zeigen verschiedene Kristallstrukturen, dass GDI und GEFs aufgrund Uberlappen-
der Bindungsbereiche innerhalb des Rab-Proteins nicht simultan binden kdnnen'?'"12%,
Zusammen mit biochemischen Untersuchungen deutet dies darauf hin, dass GEFs den
Nukleotidaustausch von Rabs nicht direkt am Rab:GDP:GDI-Komplex katalysieren, sondern
zunachst die Dissoziation von GDI mit intrinsischer Geschwindigkeit erfolgen muss. Die kine-
tischen Daten des durch das Legionellenprotein DrrA-vermittelten Nukleotidaustauschs von
Rab1 sprechen daflir, dass die GEF-Aktivitdt dennoch fir die effektive Dissoziation des
Rab1:GDP:GDI-Komplexes verantwortlich ist>*>*'4""2_ Dabei ist jedoch die intrinsische Dis-
soziation des Rab1:GDP:GDI-Komplexes der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Frei-
setzung. Obwohl der Komplex zwischen prenyliertem Rab1:GDP und GDI mit einer Dissozia-
tionskonstanten im Bereich von Kp = 1-12 nM sehr stabil ist, betragt die Halbwertszeit der
Dissoziation 7-100 s bei 25 °C'*2. Die Dissoziationsrate ist daher vermutlich ausreichend, um
die Assoziation von DrrA mit Rab1:GDP in einem fir die physiologischen Erfordernisse in der
Zelle angemessenen Zeitfenster zu ermdglichen. Nachdem DrrA an freies Rab1:GDP ge-
bunden hat, tauscht es aufgrund seiner hohen katalytischen Effizienz umgehend das gebun-
dene GDP gegen GTP aus. Aufgrund der um drei Grofienordnungen geringeren Affinitat von
GDI gegenliber Rab:GTP im Vergleich zur GDP-gebundenen Form wird dadurch die Rick-
bindung an GDI verhindert und somit die GDI-Freisetzung irreversibel®®'*2.

Da Rabex-5 ebenfalls mit GDI um die gleiche Bindungsstelle innerhalb von Rab5A konkur-
riert*®, kann die fiir DrrA beschriebene Freisetzung von GDI aus dem Rab1:GDP:GDI-
Komplex prinzipiell auf eine Rabex-5-vermittelte GDI-Freisetzung aus dem Rab5A:GDP:GDI-
Komplex Ubertragen werden. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Rabex-5 in
Gegenwart eines GTP-Uberschusses (100 uM) die Freisetzung von GDI aus dem Rab5A-
farnesyl-NBD:GDI-Komplex (Abbildung 30) mit einer katalytischen Effizienz von
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2,4 - 10° M's™ katalysiert. Da auch innerhalb der Zelle GTP im Uberschuss im Vergleich zu

GDP vorliegt spiegelt dies die physiologisch relevante Situation in vivo wider*2.

Des Weiteren ist der Nukleotidzustand des Rab-Proteins von entscheidender Bedeutung, um
durch das GEF lokalisiert zu werden. Das bei der Rab5Aq79 -Mutante zu Leucin mutierte Glu-
tamin innerhalb der switch II-Region (G3-Motiv) ist essentiell fur die intrinsische und GAP-
stimulierte Hydrolyse des gebundenen GTPs aktiver Rab-Proteine, so dass diese Mutante
iberwiegend in der GTP-gebundenen Form vorliegt’*. Da GDI aufgrund der hdheren Affinitat
zu Rab:GDP im Vergleich zu Rab:GTP nur GDP-gebundenes Rab aus der Membran extra-
hiert, ist der Rab-Zyklus an dieser Stelle vermutlich inhibiert®™. Dies erklart die starke Beein-
trachtigung von Rabex-5, die konstitutiv aktive Mutante Rab5Aq7g. zu rekrutieren (Abbildung
20 und Abbildung 21). Wie die statistische Analyse fixierter Zellen nach induzierter Fehlloka-
lisation des GEFs zeigt, kann die Rabex-5-vermittelte Lokalisation der Mutante jedoch in et-
wa 50 % der bewerteten Zellen induziert werden (Abbildung 23). Die fixierten Zell-Praparate
wurden fur 1 h mit dem die Heterodimerisierung der FRB- und FKBP-Domanen induzieren-
den Molekil behandelt. Daher ist es méglich, dass in den Zellen, in denen die mitochondriale
Lokalisation der konstitutiv aktiven Rab5Aq7e -Mutante beobachtet wurde, die Fehllokalisati-
on von Rabex-5 bereits sehr frih induziert wurde. Nach der Rekrutierung des relativ gerin-
gen aber dennoch vorhandenen GDP-gebundenen Anteils von Rab5Aq79. dauert es mogli-
cherweise bis sich der Gleichgewichtszustand zwischen den zwei Nukleotidzustanden wie-
der eingestellt hat. Prinzipiell kann der Austausch des Nukleotids in beiden Richtungen erfol-
gen, d.h. der Austauschfaktor besitzt keine Praferenz das Nukleotid des GDP-gebundenen
oder des GTP-gebundenen Rabs  freizusetzen. Es induziert lediglich
Konformationsdnderungen, die prinzipiell mit einer Nukleotidbindung nicht kompatibel sind.
Die Verschiebung des Gleichgewichts hinsichtlich des Nukleotidzustands des Rabs wird da-
her ausschlieBlich durch den Uberschuss des Nukleotiddiphosphats oder des
Nukleotidtriphosphats induziert?®'. Aufgrund dessen ist nicht der Nukleotidzustand im Bezug
auf die Aktivierung durch das GEF, sondern die Affinitdt von GDI fur die GDP- bzw. GTP-
gebundene Form flr die beeintrachtigte Lokalisationsfahigkeit von Rabex-5 gegenlber
Rab5Aq7e. verantwortlich. Daher ware es denkbar, dass die Rekrutierung von Rab5Aqzq.
zwar vermittelt werden kann, jedoch stark zeitverzdgert stattfindet.

Diese Vermutung wird unterstitzt durch die Beobachtung der zeitabhangigen Rekrutierung,
bei der sich die subzellulare Lokalisation von Rab5Aq79. dahingehend verandert, dass die
initiale Lokalisation an vergréRerten Endosomen teilweise verloren geht und das Fusionspro-
teins zum Endzeitpunkt des Experiments im Zytosol, vermutlich in der GDP-gebundenen
Form im Komplex mit GDI, nicht jedoch mit mitochondrialem Rabex-5 kolokalisiert. Der ge-

ringfiigige Anstieg des PCC zur Quantifizierung der Kolokalisation zwischen ™™™ FREAGtA
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und ™""*Rab5Aq7e. zum Ende des Experiments deutet weiterhin auf die zu diesem Zeit-
punkt mdglicherweise beginnende mitochondriale Rekrutierung des Rab-Proteins hin
(Abbildung 20B).

6.2. Der Einfluss der GEF-Aktivitat auf die Lokalisation von Rab5A

Die Tatsache, dass Rabex-5 sowie dessen GEF-Doméane die Lokalisation von Rab5A vermit-
teln, wohingegen Rab1A durch Rabex-5 nicht rekrutiert wird, unterstiitzt die Hypothese, dass
die Nukleotidaustauschaktivitdt der entscheidende Faktor bezlglich einer effizienten
Membranrekrutierung des Rab-Proteins darstellt.

Daher stellt die Identifikation der Aminosaurereste Asp313Rrapex.s UNd Tyr354rapex.5, deren Mu-
tation zu Alanin eine signifikante Reduktion des Nukleotidaustauschs gegenliber Rab5A zur

t'*2, ein niitzliches Werkzeug zur Uberpriifung dieser Hypothese dar. Um eine voll-

Folge ha
standig katalytisch inaktive Mutante bezliglich der Rab5A-GEF-Aktivitat zu generieren, wur-
den beide Mutationen kombiniert. Die erzeugte Doppelmutante Rabex-5p313av3s4a ze€Igt €nt-
sprechend eine nochmals reduzierte Austauschaktivitat mit einer katalytischen Effizienz von
7,7-10°M7's™, die um zwei GréRenordnungen gegeniiber dem wildtypischen Protein ver-
mindert ist (Abbildung 24 und Tabelle 19), jedoch nicht vollstandig inaktiv ist. Interessanter-
weise, bewirkt die Verminderung der GEF-Aktivitat der beiden Einzelmutanten Rabex-5p313a
und Rabex-5y3ssa keine Beeintrachtigung der Fahigkeit zur Lokalisation von Rab5A, da in
beiden Fallen eine Umverteilung von Rab5A zu den Mitochondrien nach induzierter Fehlloka-
lisation der entsprechenden Rabex-5 Einzelmutante beobachtet wurde (Abbildung 26). Da-
gegen ist die Fahigkeit von Rabex-5p313arv3san Rab5A zu rekrutieren beeintrachtigt, da trotz
einer partiell detektierten mitochondrialen Lokalisation des Rab-Proteins zum Endzeitpunkt
des Experiments noch Rab5A-positive Strukturen detektiert wurden, die nicht mit
mitochondrialem M"™-FREACtA kolokalisieren (Abbildung 27 und Abbildung 28).

Die beeintrachtige Lokalisationsfahigkeit der Doppelmutante Rabex-5p313avasaa Wird durch die
zeitabhangige Analyse einer weiteren Zelle deutlich, in der keine Rab5A-Rekrutierung detek-
tiert wurde (Abbildung 29C, Zelle 2). Weiterhin bestatigt die statistische Auswertung der fi-
xierten Zellpraparate die eingeschrankte Rekrutierungsfahigkeit von Rabex-5p313ay3ssa ge-
genuber Rab5A, da in nur etwa 50 % der analysierten Zellen eine signifikante mitochondriale
Lokalisation des Rab-Proteins nach induzierter Fehllokalisation des Austauschfaktors beo-
bachtet wurde (Abbildung 31C). Es ist zu vermuten, dass die Fahigkeit des GEFs die Lokali-
sation des Rab-Proteins zu induzieren, einen Schwellenwert der effektiven
Nukleotidaustauschaktivitat, d.h. dem Produkt aus Expressionsniveau und katalytischer Effi-
zienz, erfordert.

Die Annahme, dass die Fahigkeit von Rabex-5 zur Freisetzung von GDI aus dem Komplex
mit Rab5A:GDP auf der Nukleotidaustauschaktivitadt des GEFs basiert, wird unterstutzt durch
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die Analyse der beiden Einzelmutanten Rabex-5p313a und Rabex-5y3s4a sowie der Doppelmu-
tante bezuglich ihrer GDI-Freisetzungsaktivitat (Abbildung 30). Der Effekt der Verminderung
in den beiden genannten Aktivitaten liegt jeweils in einer ahnlichen GroéRenordnung. So
nimmt die Aktivitat bezlglich der GDI-Freisetzung sowie des Nukleotidaustauschs folgen-
dermalden ab:

Rabex-5y1 > Rabex-5y3saa > Rabex-5p313a > Rabex-5p313a/v354a

Die Gegenuberstellung der katalytischen Effizienz der Rabex-5-Mutanten beziglich ihrer
Nukleotidaustausch- und GDI-Freisetzungsaktivitat sowie der statistischen Auswertung der
Fahigkeit Rab5A zu rekrutieren, deutet auf eine signifikante Abhangigkeit der drei vermeint-
lich unabhangigen Prozesse hin (Abbildung 31), so dass angenommen werden kann, dass
durch die Nukleotidaustauschaktivitdit von Rabex-5 die effektive Freisetzung von GDI aus
dem Komplex mit Rab5A:GDP vermittelt wird. Nach Dissoziation des Komplexes mit intrinsi-
scher Geschwindigkeit, erfolgt entsprechend die umgehende Katalyse des GEF-vermittelten
Nukleotidaustauschs. Die Freisetzung von Rab5A aus dem Rab5A:GDP:GDI-Komplex, der
die Prenylgruppen gegen das wassrige Milieu des Zytosols abschirmt, bewirkt die simultane
Insertion des Rab-Proteins in die Membran. Durch die verminderte Affinitdt von GDI gegen-
Uber der GTP-gebundenen Form von Rab5A wird dadurch die Rickbindung sowie Re-
Extraktion von Rab5A aus der Membran verhindert, so dass letztlich die Aktivierung des
Rab-Proteins zu einer effizienten und zeitlich prazisen Rekrutierung von Rab5A zur

Donormembran fihrt.

Die Geschwindigkeitskonstanten des Nukleotidaustauschs variieren zum Teil erheblich zwi-
schen verschiedenen Austauschfaktoren. So zahlt Rabex-5 mit einer maximalen
Nukleotidaustauschrate von 0,012 s™ zu den langsam austauschenden GEFs*®. Der TRAPP-
Komplex ist mit einer maximalen Geschwindigkeitskonstanten von 0,17 s™ bereits um eine
Grolenordnung schneller und das bakterielle GEF DrrA zahlt mit einer maximalen Rate von
7,6 s zu den GEFs mit der hdchsten Austauschrate’**'*3?%2. Daher ist es méglich, dass
beim Rabex-5-vermittelten Nukleotidaustausch der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
nicht mehr die intrinsische Dissoziationsrate des Rab5A:GDP:GDI-Komplexes ist, sondern
die durch das GEF-katalysierte Freisetzung des Nukleotids. Diese Eigenschaft eines GEFs
mit geringer Nukleotidaustauschrate wirde jedoch letztlich nicht die Effizienz der thermody-
namischen GDI-Freisetzung beeinflussen. Der Endpunkt der GDI-Freisetzung aus dem
Rab:GDP:GDI-Komplex wird ausschlieRlich durch die relativen Affinitadten von Rab:GDP bzw.
Rab:GTP zu GDI und durch das Verhéltnis der Konzentrationen von GDP zu GTP

bestimmt'#2.
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Moglicherweise besteht eine direkte Korrelation zwischen der intrinsischen Dissoziationsrate
jedes Rab:GDP:GDI-Komplexes und der Geschwindigkeitskonstanten des
Nukleotidaustauschs fir ein bestimmtes GEF, so dass in einem fiir physiologisch notwendige
Bedingungen relevanten Zeitrahmen die effiziente Lokalisation an die Donormembran und
simultane Aktivierung der RabGTPase vermittelt werden kann. Fir eine solche Korrelation
sprechen die Werte der intrinsischen Dissoziationsrate des Rabs aus dem Rab:GDP:GDI-
Komplex und der maximalen Nukleotidaustauschrate fiir die GEFs DrrA und Rabex-5 und
ihre jeweiligen Substrate Rab1B und Rab5A. So betragt die intrinsische Dissoziationsrate
des Rab1B-f-NBD:GDI-Komplexes 0,0277 s™ und ist damit um den Faktor finf geringer im
Vergleich zum Rab5A-f-NBD:GDI-Komplex (0,1449 s, Lena Qesterlin, unveroffentlichte Da-
ten). Dagegen liegt die DrrA-vermittelte maximale Nukleotidaustauschrate um drei Grofien-
ordnungen Uber dem Wert des durch Rabex-5-vermittelten Nukleotidaustauschs, wohinge-
gen das physiologisch relevante GEF fir Rab1B, der TRAPP-Komplex, lediglich eine zehn-
fach hohere Austauschrate besitzt und damit das Verhaltnis dieser beiden Geschwindig-
keitskonstanten der physiologisch relevanten GEFs in der gleichen Gréenordnung
liegt*®'*%?%2_ Dadurch wird méglicherweise gewahrleistet, dass die Rekrutierung und Aktivie-
rung eines Rabs in einem analogen Zeitfenster erfolgt. Diesbezlglich stehen die vorliegen-
den Ergebnisse hinsichtlich der Fahigkeit von Rabex-5 sein Substrat Rab5A zu lokalisieren
im Einklang. Die deutlich héhere GEF-Aktivitat von DrrA kann dadurch erklart werden, dass
es mit endogenen GEFs der Wirtszelle konkurriert, um eine effiziente Pathogenitat zu erzie-

Ien142

Weiterhin wurden mit Ala57 und Tyr83 zwei Aminosaurereste innerhalb von Rab5C identifi-
ziert (entsprechend Ala56 und Tyr82 in Rab5A), die eine essentielle Rolle bei der Erkennung
durch Rabex-5 spielen. So fuhren die Mutationen A56D und Y82A bereits zu einer signifikan-
ten Reduktion des Rabex-5-vermittelten Nukleotidaustauschs'?. Zur Erzeugung einer Mu-
tante, die nicht mehr in der Lage ist an Rabex-5 zu binden bzw. bei der Rabex-5 den
Nukleotidaustausch nicht mehr katalysieren kann, wurden beide Mutationen kombiniert und
die Doppelmutante Rab5Aasspvs2a generiert. Die Messung der Rabex-5-vermittelten GEF-
Aktivitat gegeniber den Einzelmutanten Rab5Aasep und Rab5Ayg.a sowie der Doppelmutante
zeigt, dass Rabex-5 den Nukleotidaustausch von Rab5Aasep mit einer katalytischen Effizienz
von 4,2 - 10* M"'s™ katalysiert und damit bereits um eine GréRenordnung gegeniiber wildty-
pischem Rab5A vermindert ist (Abbildung 32 und Tabelle 20). Die beiden Mutanten, welche
die Y82A-Mutation enthalten, zeigen noch mal eine weitere Verminderung der
Nukleotidaustausch-Suszeptibilitdt gegeniber Rabex-5 (Abbildung 32). So katalysiert

Rabex-5 den Nukleotidaustausch von Rab5Ayg;a mit einer katalytischen Effizienz von
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4,0-10°M's" sowie gegeniiber Rab5Aassonsza Mit einer katalytischen Effizienz von
8,8 - 102 M's™ (Tabelle 20).

Dies deutet darauf hin, dass Tyr82ra.nsa eine groRere Bedeutung beziglich der Bindung
durch Rabex-5 besitzt. Die Struktur zwischen der Rabex-5 GEF-Domane und Rab21 ver-
deutlicht, dass Phe81 (entspricht Tyr82rapsa) in €inen unpolaren Spalt zwischen Leu316gapex.s
und Pro317rapexs bindet*® (Abbildung 6). Durch den Austausch der aromatischen Aminosau-
re gegen Alanin wird dadurch vermutlich die Bindung zwischen der Rabex-5 GEF-Domane
und Rab5A komplett aufgehoben, so dass der darauffolgende Nukleotidaustausch nicht
mehr katalysiert werden kann. Diese Annahme wird unterstiitzt durch die Analyse der Fahig-
keit von Rabex-5 nach induzierter Fehllokalisation zu den Mitochondrien die genannten
Rab5A-Mutanten zu rekrutieren. So zeigt die Mutante Rab5Aasep nach mitochondrialer Fehl-
lokalisation von Rabex-5 gleichermallen in allen zeitabhangigen Experimenten eine
Kolokalisation mit ™™ REACtA d.h. sie wird durch Rabex-5 rekrutiert (Abbildung 34 und
Abbildung 36A). Die statistische Analyse stiitzt dartber hinaus diese Beobachtungen, da in
91 % der analysierten Zellen eine signifikante mitochondriale Lokalisation von Rab5Aasen
beobachtet wurde (Abbildung 37B). Dagegen ist Rabex-5 nicht in der Lage die Rab5A-
Mutanten, welche die Y82A-Mutation enthalten, zu lokalisieren. So bewahren Rab5Ays.a als
auch Rab5Aasepvs2a Nach induzierter Fehllokalisation von Rabex-5 ihre initiale Lokalisation
am Golgi-Apparat (Abbildung 35A und C). Dies wurde in drei verschiedenen Zellen in einer
zeitabhangigen Analyse bestatigt (Abbildung 36B und C). Weiterhin zeigt die statistische
Analyse eine signifikante Reduktion der Lokalisationsfahigkeit von Rabex-5 nur gegentber
den beiden die Y82A-Mutation enthaltenden Rab5A-Mutanten (Abbildung 37B). Die Gegen-
Uberstellung der katalytischen Effizienz des Rabex-5-vermittelten Nukleotidaustauschs ge-
genluber den Rab5A-Mutanten sowie der Fahigkeit des Austauschfaktors die entsprechende
Mutante zu rekrutieren, verdeutlicht den signifikanten Zusammenhang zwischen der Bindung
des GEFs an das Rab-Protein und der Beeinflussung der subzellularen Lokalisation
(Abbildung 37). In Kombination mit den zuvor gezeigten Ergebnissen der Rekrutierung von
Rab5A durch die drei verschiedenen Rabex-5-Mutanten, deutet dies darauf hin, dass zu-
nachst eine effiziente Bindung des Austauschfaktors an das Rab-Protein erfolgen muss und
dass anschliefend die Katalyse des Nukleotidaustauschs vermutlich einen Schwellenwert
der effektiven katalytischen Effizienz erreichen muss, um die Lokalisation des Rabs zu indu-

zieren.

Es scheint zunachst Uberraschend, dass eine vergleichbare Verminderung der katalytischen
Effizienz von Rab5A und Rabex-5 durch Einflhrung der genannten Punktmutationen einen
unterschiedlichen Effekt bezuglich der mitochondrialen Rekrutierung des Rab-Proteins be-

sitzt. Sowohl Rab5Ays;a als auch Rabex-5p313av354a beSitzEN eine vergleichbare katalytische
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Effizienz des Nukleotidaustauschs (Tabelle 19 und Tabelle 20). Wahrend die Rabex-5-
vermittelte Rekrutierung von Rab5Avygoa vollstdndig unterbunden ist, ist die Lokalisation von
Rab5A durch die Mutante Rabex-5p313av354a ZWar beeintrachtigt, jedoch nicht vollstandig in-
hibiert. Dieser scheinbare Widerspruch kann durch die positive Feedback-Schleife von en-
dogenem Rab5A, Rabex-5 und Rabaptin-5 erklart werden®®. Die Doppelmutante
Rabex-5p313av3s4a, die etwa 1 % der katalytischen Aktivitat im Vergleich zum wildtypischen
Protein besitzt, kann vermutlich geringe Mengen ™"""Rab5A und endogenes Rab5A zur
Mitochondrienmembran rekrutieren. Aktives endogenes Rab5A sowie aktives ™“""Rab5A
rekrutieren daraufhin endogenes Rabaptin-5 zu den Mitochondrien, welches zum Teil im
Komplex mit endogenem Rabex-5 vorliegt, das entsprechend die volle katalytische Aktivitat
besitzt. Der endogene Rabaptin-5:Rabex-5-Komplex an den Mitochondrien rekrutiert darauf-
hin sowohl endogenes Rab5A als auch ™""°Rab5A.

Dagegen kann diese Erklarung nicht auf die Rekrutierung der Rab5A-Mutanten angewendet
werden. Zu bemerken sei hier, dass nur die transfizierten Fusionsproteine detektiert wurden.
Zu den Mitochondrien fehllokalisiertes Rabex-5 rekrutiert ausschliel3lich endogenes Rab5A.
Aktiviertes, endogenes Rab5A an den Mitochondrien rekrutiert daraufhin den endogenen
Rabaptin-5:Rabex-5-Komplex, der wiederum nur das endogene Rab5A, jedoch nicht die

detektierbare Mutante Rab5Avs,a rekrutiert.

6.3. Die Lokalisierung von Rab1A durch DrrA

Aufgrund der umfangreichen Analyse der Rabex-5-vermittelten Lokalisation von Rab5A stell-
te sich die Frage, ob die GEF-vermittelte Rekrutierung moglicherweise einen generellen Me-
chanismus zur spezifischen Lokalisation von Rab-Proteinen darstellt und ob die GEF-
Aktivitat auch in diesen Fallen die treibende Kraft der Lokalisation ist.

Das Fragment des Legionellen-GEFs DrrA (Aminosauren 61-647) enthalt die vollstandige
und katalytisch aktive GEF-Domane und lokalisiert in eukaryotischen Zellen aufgrund der
C-terminalen P4M-Domane an der Pl4P-angereicherten Plasmamembran'®. Die
Koexpression dieses Fragments mit Rab1, das normalerweise an Membranen des ERs und
am Golgi-Apparat lokalisiert®®, fiihrt zur Rekrutierung des Rabs zu demselben Kompartiment.
Dagegen vermittelt ein DrrA-Fragment, welches nur einen Teil der GEF-Domane enthalt
(Aminosauren 451-647), keine Lokalisation von Rab1 zur Plasmamembran'® (Abbildung 7).
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die induzierte Fehllokalisation der GEF-
Domane von DrrA (Aminosauren 340-533) zu den Mitochondrien die simultane Rekrutierung
von Rab1A bewirkt (Abbildung 38). Im Vergleich zu den Experimenten von Murata et al.,
deutet dies darauf hin, dass neben der GEF-Doméne keine weiteren Doméanen des Aus-
tauschfaktors fiir die Beeinflussung der Lokalisation der RabGTPase notwendig sind'*. Die

DrrA-vermittelte Lokalisation ist spezifisch fir Rab1A, da die Rekrutierung von Rab5A, wel-
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ches kein Substrat des bakteriellen GEFs ist, nicht induziert wird. Rab5A lokalisiert nach
mitochondrialer Fehllokalisation der DrrA GEF-Doméane weiterhin Uberwiegend an
Endosomen (Abbildung 54).

Die Mutationen spezifischer Aminosaurereste von DrrA innerhalb der zwei Bindungsstellen
fir Rab1B bewirken eine drastische Verminderung der Nukleotidaustauschaktivitat. Dabei
zeigen vor allem die Mutanten DrrAs40-533 NA451A/R453A und
DrrAs40.533 NA51A/R453A/D480A/S483A eine deutliche Beeintrachtigung bezlglich der GEF-
Aktivitat, die in der gleichen GroRenordnung liegt'*?. Uberraschenderweise zeigen die Dop-
pelmutante sowie die Vierfachmutante einen unterschiedlichen Effekt beziglich der Rekrutie-
rung von Rab1A. Die Analyse der DrrA-vermittelten Lokalisationsfahigkeit von Rab1A nach
induzierter mitochondrialer Fehllokalisation des GEFs, zeigt, dass die Doppelmutante ohne
zeitliche Verzdégerung die mitochondriale Korekrutierung des Rab-Proteins vermittelt
(Abbildung 39A und B). Dagegen ist die Vierfachmutante nicht in der Lage Rab1A, dass initi-
al am Golgi-Apparat lokalisiert, zu den Mitochondrien zu rekrutieren (Abbildung 39C und D).
Bereits die unterschiedliche initiale Lokalisation von Rab1A nach Kotransfektion mit den bei-
den DrrA-Mutanten deutet auf den Einfluss des GEFs auf die subzellulare Lokalisation des
Rab-Proteins hin. Wahrend Rab1A nach Kotransfektion mit der Doppelmutante ebenfalls
eine in Analogie zur DrrA-Mutante zytosolische sowie partiell nukledre Lokalisation aufweist,
befindet sich Rab1A nach Kotransfektion mit der Vierfachmutante Uberwiegend am Golgi-
Apparat. Diese Ergebnisse kdnnen dadurch erklart werden, dass die Doppelmutante noch in
der Lage ist mit Rab1 zu interagieren, wohingegen fir die Vierfachmutante keine Bindung an

t'42. Weiterhin basiert der Unterschied der Lokalisationsfa-

das Rab-Protein nachweisbar is
higkeit von Rab1A der beiden DrrA-Mutanten méglicherweise auf einem Unterschied der
jeweiligen GDI-Freisetzungsaktivitat. Wahrend die Doppelmutante aufgrund der minimalen
aber dennoch verbleibenden GEF-Aktivitdt GDI aus dem Rab1:GDP:GDI-Komplex freisetzen
kann, trifft dies fur die Vierfachmutante nicht mehr zu, da das GEF nach spontaner Dissozia-
tion von GDI aus dem Komplex mit Rab1A:GDP mit intrinsischer Geschwindigkeit nicht mehr
an das Rab-Protein binden kann. Die Experimente der zeitabhangigen Einzelzellanalyse
werden dariber hinaus durch die statistische Analyse fixierter Zellpraparate unterstitzt.
Wahrend flr DrrAsqos33 sowie die Doppelmutante DrrAzso.s33 N451A/R453A in 95 % bzw.
82 % der analysierten Zellen eine signifikante mitochondriale Lokalisation von Rab1A nach
Fehllokalisation des GEFs detektiert wurde, findet die Rekrutierung durch
DrrAz40.533 NA51A/R453A/D480A/S483A in nur 13 % der Zellen statt und zeigt damit eine
deutliche Beeintrachtigung der Lokalisationsfahigkeit.

In Kombination mit den Experimenten der Rabex-5-vermittelten Lokalisation von Rab5A
sprechen die Experimente der DrrA-vermittelten Rekrutierung von Rab1A dafir, dass die

Bindung des GEFs an das Rab-Protein und der darauffolgende Nukleotidaustausch die trei-
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bende Kraft der spezifischen Lokalisation ist, wodurch mdéglicherweise die prazise zeitliche

und raumliche Kontrolle des vesikularen Transports gewahrleistet wird.

6.4. Die Rabin8-vermittelte Rekrutierung von Rab8A

Um ein weiteres physiologisch relevantes GEF bezlglich der Lokalisationsfahigkeit seines
spezifischen Rabs zu Uberprifen und um die Hypothese zu stitzen, dass die GEF-
vermittelte Rekrutierung einen generellen Mechanismus zur subzellularen Lokalisation von
Rab-Proteinen darstellt, wurde der Austauschfaktor Rabin8 bezlglich der Lokalisationsfahig-
keit des Substrats Rab8A untersucht. Es wurde ausschlie3lich die GEF-Domane von Rabin8,
welche die Aminosauren 157-232 umfasst, hinsichtlich der Fahigkeit Rab8A zu rekrutieren,
untersucht. Nach induzierter mitochondrialer Fehllokalisation von Rabin8457.030 wurde die
simultane Rekrutierung von Rab8A zu den Mitochondrien beobachtet (Abbildung 41). Da-
durch konnte gezeigt werden, dass die GEF-Domane von Rabin8 ausreichend ist, um die
Lokalisation von Rab8A zu induzieren. Die Spezifitdt der Rabin8-induzierten Lokalisation
gegeniiber Rab8A wurde weiterhin demonstriert durch das Kontrollexperiment zur Uberpri-
fung der Fahigkeit von Rabin84s7.23; die Lokalisation von Rab5A zu vermitteln, welches kein
Substrat des Austauschfaktors ist. Nach mitochondrialer Fehllokalisation von Rabin8;s57.03,
wurde im gesamten Verlauf des Experiments eine endosomale Lokalisation von Rab5A de-
tektiert. Dies verdeutlicht, dass Rab5A nicht durch Rabin8 rekrutiert werden kann (Abbildung
56). Fur Rabin8 wurde eine relativ geringe GEF-Aktivitdt gegenliber dem Rab8-Homolog
Sec4 aus S. cerevisiae bestimmt (Aymelt ltzen, unverdffentlichte Daten) und in Analogie da-
zu eine geringe Aktivitdt beziglich der Freisetzung von GDI aus dem Sec4:GDP:GDI-
Komplex ermittelt (Lena Oesterlin, unveréffentlichte Daten). Die Tatsache, dass die GEF-
Domane von Rabin8 dennoch eine sehr schnelle und effiziente Rekrutierung von Rab8A
induziert, deutet darauf hin, dass bei einer ausreichenden Geschwindigkeit der intrinsischen
Dissoziation des Rab:GDP:GDI-Komplexes, eine geringe GEF-Aktivitat ausreicht, um die

spezifische Lokalisation des Rab-Proteins zu vermitteln.
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6.5. Einfluss von GEFs auf die Lokalisation von Rabs und Mecha-

nismen zur Membranlokalisation von GEFs
Die Bedeutung von GEFs fir die korrekte Membranrekrutierung von Rabs wurde bereits fiir
Rab3GEP, dem GEF fiir Rab27A in Melanozyten, demonstriert'’?. So fiihrt die siRNA-
vermittelte Verminderung der Rab3GEP-Expression in Melanozyten zu einem Verlust der
Lokalisation von Rab27A an Melanosomen, wobei das Rab-Protein weiterhin
membrangebunden ist. Eine Rab27A-Mutante, bei der ein Teil der RabSF2-Region gegen
die entsprechende Sequenz aus Rab5A ausgetauscht wurde (NSKFIT zu HEFQES,
Rab27AS2-Mutante), lokalisiert nicht mehr an Melanozyten, sondern zeigt eine Fehllokalisa-

72 \Wie dies bereits zuvor fiir verschie-

tion an Membranen des ER und des Golgi-Apparats
dene chimare Rab-Proteine gezeigt werden konnte, dienen das ER und der Golgi-Apparat
als Ausgangsstandort fiir fehllokalisierte Rab-Proteine®. Da Rab3GEP den
Nukleotidaustausch an der Rab27AS™-Mutante jedoch nach wie vor katalysiert, wie in bio-
chemischen Experimenten gezeigt werden konnte, wurde spekuliert, dass die GEF Aktivitat
zwar notwendig jedoch nicht ausreichend ist fur eine effiziente und korrekte
Membranlokalisation. Ein Vergleich mit der Komplexstruktur zwischen der TBC-Domane des
GAPs Gyp1p und Rab33b deutet jedoch darauf hin, dass der Aminosaureaustausch der
Rab27AS - Mutante méglicherweise mit der Bindungsstelle fiir GAPs lberlappt®. Infolgedes-
sen ist es denkbar, dass die Rab27AS"2-Mutante hinsichtlich der GAP-stimulierten GTP-
Hydrolyse beeintrichtigt ist und dies demzufolge Auswirkungen auf den Ubergang zwischen
der GTP- und GDP-gebundenen Form besitzt. In diesem Fall ist der Rab-Zyklus in Analogie
zur konstitutiv aktiven Mutante Rab5Aq79. an der Akzeptormembran unterbrochen (Abbildung
20), wodurch die darauffolgende GDI-vermittelte Extraktion nicht mehr stattfinden kann. Als
Folge ist die anschlieBende GEF-vermittelte Rekrutierung des Rab-Proteins zur
Akzeptormembran ebenfalls beeintrachtigt und erklart moglicherweise die Diskrepanz zwi-
schen der beeintrichtigen Lokalisation der Rab27A%?-Mutante bei vollstandig ablaufendem
Nukleotidaustausch. Weiterhin deutet dies darauf hin, dass eine Beeintrachtigung an ver-
schiedenen Punkten des Rab-Zyklus, wie beispielsweise der verminderten GTP-Hydrolyse,
letztlich zu einer Fehllokalisation des Rabs und damit zur Stérung der zeitlich und raumlich

prazise regulierten Aktivierung der GTPase fuhrt.

Darlber hinaus konnte fir weitere GEFs gezeigt werden, dass deren Funktion und Lokalisa-
tion fir die Lokalisation ihres spezifischen Rabs essentiell sind. So wurde fir den
Mon1-Ccz1-Komplex, der ein Effektor von Rab5 und ein GEF fir das Rab7-Homolog aus
S. cerevisiae Ypt7 darstellt, eine Verknipfung von aktivem Rab5:GTP zur Rekrutierung und

GDI-Freisetzung von Rab7 postuliert, um die Reifung von friihen zu spaten Endosomen zu
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initieren'"?**. Die siRNA-vermittelte Expressionsverminderung des VPS9-Proteins Varp,
dass eine hdhere GEF-Aktivitat gegeniber Rab21 im Vergleich zu Rab5 aufweist, fuhrt zu
einer diffusen, zytoplasmatischen Verteilung von Rab21 sowie einer partiellen Fehllokalisati-
on zur perinukledren Region'®. Dies erinnert an die ebenfalls diffuse zytoplasmatische Ver-
teilung von Rab5A nach Koexpression mit der VPS9-Domane von Rabex-5 (Abbildung 19A,
linke Spalte). GleichermalRen fiihrt die Deletion von Ric1p, einer Komponente des
Ric1p-Rgp1p-Komplexes, der eine spezifische Nukleotidaustauschaktivitdt gegeniber Ypt6
besitzt, zu einer diffusen Verteilung des normalerweise an Membranen des Golgi-Apparats
lokalisierten Ypt6, wohingegen die Lokalisation des Ric1p-Rgp1p-Komplexes am Golgi-
Apparat durch die Deletion von Ypt6 nicht beeinflusst wird''°. Zusammenfassend deuten
diese Daten in Kombination mit den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen auf die Notwen-

digkeit von GEFs hinsichtlich der Membranrekrutierung von Rab-Proteinen hin.

Wenn Rab-Proteine durch ihre GEFs lokalisiert werden, stellt sich die Frage nach der Lokali-
sation und Membranrekrutierung des jeweiligen Austauschfaktors. GEFs sind Multidomanen-
Proteine (Rabex-5, DrrA, Sec2, Connecdenn)*'"""41%° ynd/oder Multiprotein-Komplexe
(TRAPP, Mon1-Ccz1, Ric1p-Rgp1p)"'®'""2% DrrA (GEF fiir Rab1) und Sec2p (GEF fir
Secdp; Secdp ist das Rab8-Homolog aus S. cerevisiae) interagieren beispielsweise mit
Membranlipiden vom Typ der Phosphoinositide (Pls), so dass die Rekrutierung bzw. Lokali-
sation des GEFs von der Pl-Identitat der jeweiligen Membran abhéngt'®"?®. DrrA interagiert
mit der C-terminalen P4M-Doméane mit Phophatidylinositol-4-Phosphat (Pl14P) und wird da-
durch in infizierten Zellen zur Legionellen-enthaltenden Vakuole (LCV) rekrutiert, in der PI4P
angereichert ist. Die Expression von DrrA-Fragmenten in eukaryotischen Zellen, die die
C-terminale P4M-Domane enthalten, flhrt zur Lokalisation des Fusionsproteins an der Plas-
mamembran, die ebenfalls mit PI4P angereichert ist'*.

Die Lokalisation von Sec2p am Golgi-Apparat wird ebenfalls zum Teil durch die Interaktion
mit PI4P vermittelt. Darlber hinaus ist jedoch auch die Interaktion mit der GTP-gebundenen
Form der RabGTPase Ypt32p (Rab11-Homolog aus S. cerevisiae) fir eine effiziente Rekru-
tierung erforderlich, d.h. die Interaktion mit bestimmten Membranlipiden als auch mit
Ypt32p:GTP fiihrt letztlich zur Lokalisation des GEFs Sec2p am Golgi-Apparat®®. In Analogie
zur positiven Feedback-Schleife der Aktivierung von Rab5A durch Rekrutierung des
Rabaptin-5/Rabex-5-Komplexes zu den Endosomen, existiert ein vergleichbarer Mechanis-
mus bei der Aktivierung von Sec4p'?®. So interagiert Sec15p, eine Komponente des Exozyst-
Komplexes, sowohl mit aktivem Sec4p als auch mit dem GEF Sec2p. Dies erinnert an die
Rolle von Rabaptin-5 zur Rekrutierung von weiteren GEF-Molekilen zur schnellen und effizi-
enten Etablierung einer Rab-Subdomane auf der Organellenmembran'32°2"_ Dariiber hin-

aus zahlen Pl-metabolisierende Enzyme wie Kinasen und Phosphatasen zu Effektoren spe-
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zifischer Rab-Proteine, so dass Rabs malgeblich an der Regulation der Pl-Identitat von
Membranen beteiligt sind. Entsprechend bietet die Rekrutierung von GEFs durch upstream
Rab-Proteine in Kombination mit der GEF-Rekrutierung durch spezifische Phosphoinositide
an eine distinkte Membran die Méglichkeit zur prazisen Regulierung der Aktivierung von
downstream Rab-Proteinen.

So ist an der Reifung von friihen zu spaten Endosomen, die mit einem Ubergang von Rab5-
positiven zu Rab7-positiven Membrandomanen einhergeht, die Erzeugung von
Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) von entscheidender Bedeutung®®®. Dafiir verantwort-
lich ist das Rab5-Effektorprotein Vps34, eine Phosphatidylinositol-3-Kinase, die durch aktives
Rab5:GTP zu frilhen Endosomen rekrutiert wird®*®2"". Mit steigendem PI3P-Gehalt der
Endosomen wird das Protein Mon1 (SAND-1-Homolog aus S. cerevisiae) rekrutiert?”®. Mon1
ist Bestandteil des Mon1-Ccz1-Komplexes, der GEF-Aktivitdt gegeniber Ypt7 (Rab7-
Homolog aus S. cerevisiae) besitzt und fur die Rekrutierung und Aktivierung des Rab-
Proteins verantwortlich ist'"". Gleichzeitig induziert Mon1 die Freisetzung von Rabex-5 von
der Endosomenmembran, wodurch mdglicherweise die Aktivierung weiterer Rab5-Molekiile
inhibiert wird und dadurch der Ubergang von Rab5-positiven zu Rab7-positiven Endosomen
vollzogen wird?®®. Die Untereinheit Vps41 des HOPS-Komplexes stellt ebenfalls einen Effek-
tor von aktivem Rab5 dar. Eine weitere Komponente des HOPS-Komplexes, Vps39, ist
ebenfalls ein GEF fir Rab7. Auf diese Weise rekrutiert Rab5 einen Komplex, der ein GEF flr
die downstream RabGTPase Rab7 enthalt. Zusatzlich ist der HOPS-Komplex auch ein Effek-
tor von Rab7, so dass auch hier wiederum eine positive Feedback-Schleife zur Etablierung
einer spezifischen Rab-Subdomane existiert>?'>?'*. Ob die beiden GEFs fiir Rab7 — Mon1-
Ccz1 und Vps39 — synergistisch wirken oder einen jeweils alternativen Signalweg darstellen

ist noch unklar®'®.

Dagegen wird die Inositol-Polyphosphat-5-Phosphatase OCRL1 von einer Vielzahl von akti-
ven Rab-Proteinen gebunden, wobei die Golgi-assoziierten Rab-Proteine Rab1, Rab6 und
Rab8 sowie an Endosomen lokalisiertes Rab5 die starksten Interaktionen zeigen®'®?'". Das
bevorzugte Substrat von OCRL1 ist PI(4,5)P,, jedoch wird auch PI(3,4,5)P; an der
5-Position dephosphoryliert’®. PI(3,4,5)P; wird (iberwiegend an der Plasmamembran als
Reaktion auf extrazelluldre Signale synthetisiert und PI4P ist an Membranen des Golgi-
Apparates angereichert?’®. Daher beeinflusst OCRL1 mdglicherweise indirekt den vesikula-
ren Transport zwischen der Plasmamembran, den Endosomen und dem Golgi-Apparat durch
Regulation des PI(4,5)P,-Gehalts am Golgi-Apparat und an Endosomen sowie des
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P1(3,4,5)Ps;-Gehalts an der Plasmamembran©®. Wie bereits erwahnt wird das Sec4p-GEF

Sec2p neben der Interaktion mit dem Rab Ypt32p:GTP durch Interaktion mit PI4P zum Golgi-
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Apparat rekrutiert’®. Eine solche Form der kombinatorischen Rekrutierung von GEFs ist

prinzipiell auch flr andere Austauschfaktoren vorstellbar.

Neben der Rekrutierung von GEFs durch eine upstream RabGTPase existieren weitere Me-
chanismen zur spezifischen Lokalisation von Nukleotidaustauschfaktoren an eine bestimmte
Membran. So wird Connecdenn, das GEF flir Rab35, durch Interaktion mit dem Adapterpro-
tein AP-2 an die Membran von Clathrin-umbhuillten Vesikeln (clathrin coated vesicles, CCVs)
rekrutiert. Darlber hinaus enthalt Connecdenn mehrere Src homology 3 (SH3)-Domanen,
die fur die Interaktion mit den synaptischen SH3-Proteinen Intersectin und Endophilin A1
verantwortlich sind. Die Tatsache, dass die Inhibierung der Interaktion von Connecdenn mit
seinen Bindungspartnern zu drastischen Defekten wahrend der Endozytose synaptischer
Vesikel fuhrt, verdeutlicht die Notwendigkeit der korrekten Membranlokalisation und der zent-
ralen Rolle des GEFs in diesem Transportprozess''?%. Weiterhin interagiert Connecdenn
mit inaktivem Rab35 und die siRNA-vermittelte Expressionsverminderung von Connecdenn
fuhrt zu vergrofRerten Endosomen, die auch nach Verlust der Rab35-Aktivitdt beobachtet
wurden'""""® Daher ist die effiziente und korrekte Rekrutierung von Connecdenn zu CCVs

vermutlich entscheidend fir die Rekrutierung und Aktivierung von Rab35.

Es konnte erst kurzlich gezeigt werden, dass die kovalente Modifikation von Rab-Proteinen
mit einem AMP-Rest bzw. mit einer Phosphocholin-Gruppe ebenfalls die Affinitat von GDI

t221223 50 vermindert die

gegeniber der GDP-gebundenen Form von Rabs beeinfluss
Adenylierung von Rab1B die Affinitat gegentiber GDI um mindestens funf Grélienordnungen.
In Analogie dazu flihrt die Phosphocholinierung von Rab1B ebenfalls zu einer drastisch re-
duzierten GDI-Affinitat?*>. Jedoch ist die durch das GEF DrrA-vermittelte Aktivierung von
Rab1B notwendig, um die durch den gleichen Austauschfaktor katalysierte Adenylierung zu
erleichtern. Im Gegensatz zur DrrA-vermittelten Adenylierung findet die durch das
Legionellenprotein AnkX-vermittelte Phosphocholinierung in einem physiologisch relevanten
Zeitfenster statt?’®>. Dies deutet darauf hin, dass die kovalente Modifikation von Rab-
Proteinen prinzipiell die effektive Dissoziation von Rab:GDP:GDI-Komplexen bewirken kann.
Die in dieser Arbeit gezeigten Experimente sprechen dennoch daflir, dass die Spezifitat zur
korrekten Lokalisation eines Rabs an eine distinkte intrazellulare Membran durch das jeweili-
ge GEF bestimmt wird. Es ist jedoch unklar, ob méglicherweise durch posttranslationale Mo-
difikationen von Rabs zunachst die GDI-Freisetzung aus dem Rab:GDP:GDI-Komplex und
die Membranassoziation des inaktiven, modifizierten Rabs erfolgt und anschlieend die Akti-
vierung durch das GEF katalysiert wird. Daher ist es moglich, dass GEFs mit Hilfe von weite-
ren bislang nicht identifizierten Faktoren fur die effiziente Dissoziation des Rab-Proteins aus

dem Rab:GDP:GDI-Komplex und die spezifische Rekrutierung verantwortlich sind und beide
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Komponenten auf diese Weise einen synergistischen Effekt ausiben. Weiterhin ware es vor-
stellbar, dass die posttranslationale Modifikation von Rab-Proteinen einen alternativen Sig-
nalweg zur Membranrekrutierung von RabGTPasen durch Proteine pathogener Bakterien

darstellt, um die physiologischen Signalwege der Wirtszelle zu inhibieren.

In Analogie zu Rab-Proteinen existieren auch die Mitglieder der Rho/Rac/Cdc42-Familie, die
Uberwiegend mit einem Geranylgeranyl-Anker modifiziert sind, im Zytosol in Form eines 16s-
lichen Komplexes mit RhoGDlIs, denen ebenso wie RabGDls eine Rolle bei der selektiven
Membranextraktion der GDP-gebundenen Form der Ras-ahnlichen GTPase zugeschrieben
wird®. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass prenyliertes RhoA:GDP mit sehr hoher Affi-
nitat (Kp = 5 pM) an RhoGDI bindet, wohingegen die Affinitat zur GTP-gebundenen Form um
fast drei GroRenordnungen reduziert ist (Kp=3nM)**. Dennoch wurde fir
RhoA:GDP:RhoGDI-Komplexe bislang kein GDF identifiziert. Weiterhin konnte in vitro durch
die Rekonstitution von Liposomen mit monovalenten, anionischen Phospholipiden sowie
PI1(3,4,5)P; gezeigt werden, dass die Dissoziation des Rac1:GDP:RhoGDI abhangig ist von
dem GEF Tiam1 und GppNHp (nicht-hydrolysierbares GTP-Analogon)®?®. Dies unterstiitzt
die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse hinsichtlich der GEF-vermittelten
Membranlokalisation von Rab-Proteinen, da trotz einer deutlich hdéheren Affinitdt des
RhoA:GDP:RhoGDI-Komplexes im Vergleich zu Rab:GDP:RabGDI-Komplexen prinzipiell
eine effiziente Dissoziation induziert werden kann. Jedoch wurde aufgrund der hdheren Affi-
nitdt des RhoA:GDP:RhoGDI-Komplexes und einer relativ langsamen intrinsischen Dissozia-
tionsrate (2 - 10 s™) neben GEFs die Existenz weiterer Faktoren postuliert, die die Dissozia-
tion des hochaffinen RhoA:GDP:RhoGDI-Komplexes zusatzlich beschleunigen, um eine effi-
ziente und spezifische Membranlokalisation in einem biologisch relevanten Zeitfenster zu

gewahrleisten®*.

Die in dieser Arbeit gezeigten Experimente, die auf die essentielle Rolle von GEFs hinsicht-
lich der spezifischen Membranlokalisation ihrer Rabs hindeuten, stehen im Einklang mit der
Kombination aus PIP-vermittelter-Rekrutierung von GEFs und der Existenz sogenannter
Rab-Kaskaden, bei der die Rekrutierung eines GEFs durch eine aktive upstream
RabGTPase erfolgt. Weiterhin wird die aufgestellte Hypothese durch die Analyse endogener
Proteine unterstutzt, da in vielen Fallen gezeigt werden konnte, dass die distinkte Lokalisati-

on eines Rab-Proteins von der korrekten Lokalisation des jeweiligen GEFs abhangt.
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7. Ausblick

Die Analyse der Auswirkung auf die subzellulare Lokalisation von Rab5, Rab1 und Rab8
nach induzierter, mitochondrialer Fehllokalisation ihrer spezifischen GEFs Rabex-5, DrrA und
Rabin8 sowie der Analyse der GDI-Freisetzungs-Aktivitdt von Rabex-5 gegeniber
Rab5A-f-NBD:GDP:GDI deutet auf einen GEF-vermittelten Mechanismus der GDI-
Freisetzung in Kombination mit der spezifischen Membranrekrutierung von Rab-Proteinen
hin.

Da in eukaryotischen Zellen mehr als 60 verschiedene Rab-Proteine existieren, die jeweils
eine spezifische subzelluldre Lokalisation aufweisen, ist eine analoge Anzahl spezifischer
Austauschfaktoren zu erwarten. Der Einfluss weiterer bislang identifizierter GEFs hinsichtlich
der Lokalisation ihrer spezifischen Rabs, sollte daher mit dem in dieser Arbeit angewendeten
zellbiologischen Versuchsansatz analysiert werden. Zur weiteren Unterstiutzung der Hypo-
these, dass die GEF-Aktivitat des jeweiligen Austauschfaktors die treibende Kraft der Rekru-
tierungsfahigkeit darstellt, ist die Identifikation spezifischer Aminosdurereste innerhalb des
GEFs zur Modulation bzw. Reduktion der GEF-Aktivitat sinnvoll.

Weiterhin sollte nach induzierter Fehllokalisation des GEFs an die Mitochondrienmembran
die Identifikation potenzieller GEF-Bindungspartner Hinweise liefern, ob GEFs entsprechen-
de Hilfs-Proteine bendtigen, die durch posttranslationale Modifikationen die Affinitat von GDI

zu Rab:GDP beeinflussen.

Hinsichtlich der Rolle der DrrA-vermittelten Modifikation von Rab1 mit einem AMP-Rest auf
die Membranlokalisation des Rab-Proteins, bietet die Analyse der mitochondrialen Rekrutie-
rung von mikroinjiziertem ™°"*™Rab1:AMP nach induzierter Fehllokalisation von DrrAszsg.s3s
bzw. der katalytisch inaktiven DrrA DrrAs40.533-Vierfachmutante, die Moglichkeit den Einfluss
dieser PTM zu analysieren. Weiterhin sollte nach mitochondrialer Fehllokalisation des
Legionellenproteins AnkX, das durch Phosphocholinierung von Rab1B dessen Affinitat zu
GDI drastisch verringert, die subzellulare Lokalisation des kotransfizierten Rab-Proteins ana-
lysiert werden, um zu Uberprifen, ob diese Art der posttranslationalen Modifikation mdgli-
cherweise einen alternativen Mechanismus pathogener Bakterien darstellt, die Lokalisation

von Rab-Proteinen zu beeinflussen.
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9. Anhang

9.1. Abbildungen
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Abbildung 42: Detailansicht der Lokalisation von Rab5A nach induzierter Fehllokalisation

des Kontrollproteins FKBP-eGFP zu den Mitochondrien.
Die konfokalen Bilder zeigen einen vergrof3erten Ausschnitt der in Abbildung 16A dargestellten Zelle zu definier-

ten Zeitpunkten. In den Uberlagerten Bildern wird deutlich, dass nach mitochondrialer Fehllokalisation von FKBP-
eGFP mCitrineRab5A die liberwiegend endosomale Lokalisation beibehalt. Mafistab: 10 um.
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Abbildung 43: Detailansicht der Lokalisation von Rab1A nach induzierter Fehllokalisation

von TBPec"PRabex-5.
Die konfokalen Aufnahmen zeigen einen vergrofRerten Ausschnitt der in Abbildung 17A dargestellten Zelle wah-
rend des Ubergangs der Umverteilung der genannten Fusionsproteine nach Zugabe des A/C Heterodimerizers.

mCitinepab1A ist kein Substrat von fehllokalisiertem ™E"*®*PRapex-5 und lokalisiert daher wahrend der gesamten
Zeit der Detektion am Golgi-Apparat. Maf3stab: 10 ym.
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Abbildung 44: Detailansicht der Lokalisation von ™“"""Rab5A,c, nach A/C Heterodimerizer-

FKBP-eGFP

induzierter Fehllokalisation von Rabex-5 zu den Mitochondrien.

Konfokale Aufnahmen eines vergroRerten Ausschnitts der in Abbildung 18A dargestellten Zelle verdeutlichen die
zytoplasmatische Verteilung von ™°""™Rab5A,c, wahrend der mitochondrialen Fehllokalisation von F<&F-
eGFPRabex-5, da die prenylierungsdefiziente Rab5A-Mutante nicht mit Endomembranen interagieren kann. Maf3-
stab: 10 um.
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Abbildung 45: Ubergang der zeitabhangigen Rekrutierung von ™“""™Rab5A durch
FKBP-eCrPRabex-5-VPS9.

Die konfokalen Bilder zeigen einen vergroRerten Ausschnitt der in Abbildung 19A dargestellten Zelle wahrend des
Ubergangs der Umverteilung der genannten Fusionsproteine nach Zugabe des A/C Heterodimerizers. Die (iber-

lagerten Bilder verdeutlichen die simultane Rekrutierung der GEF-Doméne von Rabex-5 (FKBPeCFPRabex-5-VPS9)
und "“""Rab5A zu den Mitochondrien anhand der sich bildenden gelben Strukturen. Mafstab: 10 pm.

136



Anhang

mCherry-FRB
ActA

FKBP-eGFP
F{abex-SDsmA

2
£
4]
EC
<L
o ¥
€ o B
[ =)
L% w
5 9Qd x
2o 9
G x2
E L3
o
i
@
“T<f3
32068
[
5 SE
£

Abbildung 46: Ubergang der zeitabhangigen ™®P°®"PRabex-5ps13a-vermittelten Rekrutierung
von """®*Rab5A zu den Mitochondrien.

Konfokale Aufnahmen eines vergréRerten Ausschnitts der in Abbildung 26A dargestellten Zelle zu definierten
Zeitpunkten zeigen die Rekrutierung von ™°"™Rab5A durch die fehllokalisierte Einzelmutante
FKBP-eGFPRabex-5p31sa. In den Uberlagerten Bildern wird die simultane Rekrutierung von " ®"*®"PRabex-5p313a und
meitineRab5A zu den Mitochondrien anhand der sich bildenden gelben Strukturen hervorgehoben. MafRstab:
10 ym.
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Abbildung 47: Detailansicht der zeitabhangigen Rekrutierung von ™“""°Rab5A zu den Mito-
chondrien vermittelt durch fehllokalisiertes ™" **"" Rabex-5yssaa.

Die konfokalen Aufnahmen zeigen einen vergréRerten Ausschnitt der in Abbildung 26C dargestellten Zelle wéah-
rend des Ubergangs der Umverteilung der genannten Fusionsproteine nach Zugabe des A/C Heterodimerizers.

mCitineRab5A wird durch fehllokalisiertes ™®"*®""Rabex-5y3s4a zu den Mitochondrien rekrutiert. Dies wird durch
die sich bildenden gelben Strukturen in den Uberlagerten Bildern deutlich. MaRstab: 10 pm.
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Abbildung 48: Ubergang der "®"°“*PRabex-5 vermittelten Rekrutierung von "“"""*Rab5Aasep zU
den Mitochondrien.

Konfokale Bilder eines vergrofRerten Ausschnitts der in Abbildung 34A dargestellten Zelle zeigen die Umverteilung
der genannten Fusionsproteine nach Zugabe des A/C Heterodimerizers. Die Uberlagerten Bilder verdeutlichen die

durch "KBP*CFPRabex-5-vermittelte Rekrutierung der Mutante ™“"""°Rab5Aassp zu den Mitochondrien anhand der
sich bildenden gelben Strukturen. Mafistab: 10 um.
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Abbildung 49: Detailansicht der Lokalisation der Mutante "“"""*Rab5Ays,4 nach induzierter Fehl-
lokalisation von ™®"*°"PRabex-5 zu den Mitochondrien.

Die konfokalen Aufnahmen eines vergréRerten Ausschnitts der in Abbildung 35A dargestellten Zelle zeigen den
Ubergang der induzierten, mitochondrialen Rekrutierung von FKBP-eGFPRabex-5 und verdeutlichen in den iberla-

gerten Bildern anhand der diskreten roten und griinen Strukturen, dass die Mutante """ Rab5Avysza die initiale
Lokalisation am Golgi-Apparat beibehalt und nicht zu den Mitochondrien rekrutiert wird. Maf3stab: 10 pm.
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Abbildung 50: Detailansicht der Lokalisation von """ Rab5Aseorvs2a Wahrend des Ubergangs

der Fehlokalisation von ™®P*¢FPRabex-5.

Die konfokalen Bilder zeigen einen vergréf3erten Ausschnitt der in Abbildung 35C dargestellten Zelle wahrend des
Ubergangs der Umverteilung der genannten Fusionsproteine nach Zugabe des A/C Heterodimerizers. Die Mutan-
te """°Rab5Aassoiveza bewahrt die initiale Lokalisation an Membranen des Golgi-Apparats nach induzierter Feh-
lokalisation von ™®”*¢*PRapbex-5 zu den Mitochondrien. Dies wird durch die diskreten roten mitochondrialen und
grinen  Strukturen des Golgi-Apparats in den (berlagerten Bildern zwischen ™™ FREAGA  und
meitine 2 ab5Aassnrveza hervorgehoben. Mafstab: 10 pm.
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Abbildung 51: Ubergang der " EP®"PDrrA,,0.505-vermittelten Rekrutierung von "“""Rabl1A zu

den Mitochondrien.

Die konfokalen Aufnahmen zeigen einen vergroRerten Ausschnitt der in Abbildung 38A dargestellten Zelle wéah-
rend des Ubergangs der Rekrutierung von ™" DrrAg,0535 und """ Rab1A zu den Mitochondrien. Die indu-
zierte Fehllokalisation der GEF-Domanen von DrrA (DrrAsso533) vermittelt die simultane Rekrutierung von
meitinepab1A, verdeutlicht durch die sich nahezu gleichzeitig bildenden gelben Strukturen in den Uberlagerten
Bildern. Mafstab: 10 um.
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Abbildung 52: Ubergang der Rekrutierung von ™“""™Rab1A zu den Mitochondrien durch die
DrrA-Doppelmutante (7®7°° DrrAs40.533 NA51A/R453A).

Die konfokalen Bilder zeigen einen vergroRerten Ausschnitt der in Abbildung 39A dargestellten Zelle nach Induk-
tion der mitochondrialen Fehllokalisation von FKBP'eGFPDrrA34o.533 N451A/R453A zu definierten Zeitpunkten. Trotz

stark verminderter GEF-Aktivitat induziert die Doppelmutante die mitochondriale Rekrutierung von ™“""*Rab1A
erkennbar an den sich bildenden gelben Strukturen in den Uberlagerten Bildern. MaRstab: 10 pm.

143



mCherry-FRB
ActA

FKBP-eGFP

DrrAs 0 563
N451A/R453A/
D480A/S483A

mCitrine
Rab1A

D480A/S483A

D”A3_4o-53_3
N4514/R453A

mCherry-FRB
ActA
FKBP-eGFP

RabiA

mCherry-FRB
ActA
mCitrine

mCitrine

Abbildung 53: Detailansicht der Lokalisation von Rab1A nach induzierter Fehllokalisation
von FCPeCFPDrr AL 523 NA51A/RA53A/DA80A/SA83A zu den Mitochondrien.

Die konfokalen Aufnahmen eines vergréRerten Ausschnitts der in Abbildung 39C dargestellten Zelle zeigen den
Ubergang der induzierten, mitochondrialen Rekrutierung der DrrAsso.s33-Vierfachmutante und verdeutlichen in den
Uberlagerten Bildern anhand der diskreten roten und griinen Strukturen, dass meitinepab1A die initiale Lokalisation
am Golgi-Apparat beibehalt und demnach nicht durch die DrrAsso.s33-Vierfachmutante rekrutiert werden kann.
MaRstab: 10 um.

144



X

m
& FKBP-eGFP mCltrine
5 D] {7 V. Rab5A
(0]
E
0.4+
o
6 O
L'}
o 80.2
=
(T
04
L
2 00 20 40 60
Q T Zeit/ min

Abbildung 54: ™®P5"PDrrA4,0.555 kann die Rekrutierung von ™"""Rab5A nicht induzieren.

(A) Die konfokalen Bilder lebender COS-7 Zellen zeigen die subzelluldre Verteilung von MC"™FREAcA  FHEP-

*FPDITA340.533 und """ Rab5A. Rab5A ist kein Substrat von DrrAss.s3s. Daher bleibt die initiale Lokalisation des
Rabs nach Zugabe von 1 uM A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion weitestgehend erhalten, wohingegen
FBP-eGFPDrrAs40.533 zu den Mitochondrien fehllokalisiert wird. MaBstab 10 um. (B) Quantitative Analyse der
Kolokalisation durch Berechnung des PCC zwischen MC"™FREAGtA/SKBPeCFPD A0 535 (schwarze Linie) und
mChem-FREACtA/™C""Rab5A (rote Linie). Der konstante, geringe PCC zwischen ™™™ REAGtA und ™“""°Rab5A
verdeutlicht, dass beide Fusionsproteine nicht kolokalisieren, d.h. dass DrrAs4o.533 keine Rekrutierung von Rab5A
zu den Mitochondrien vermittelt. Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.
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Abbildung 55: Ubergang der zeitabhangigen Rekrutierung von ™“""®Rab8A durch &%

eGFPRabi N8157.232.

Die konfokalen Aufnahmen zeigen einen vergroRerten Ausschnitt der in Abbildung 41A dargestellten Zelle wéah-
rend des Ubergangs der Umverteilung der genannten Fusionsproteine nach Zugabe des A/C Heterodimerizers. In
den tiiberlagerten Bildern wird die simultane Rekrutierung der GEF-Doméne von Rabin8 ("®"*®"PRabin81s7.232)
und ™“""Rab8A zu den Mitochondrien anhand der sich bildenden gelben Strukturen hervorgehoben. MafRstab:
10 um.
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Abbildung 56: Die Lokalisation von ™“""Rab5A wird durch ™B"*®"Rabin8,s7.,3, nicht beein-
flusst.

Die konfokalen Aufnahmen zeigen neben mitochondrial lokalisiertem "™ RBACtA sowie zytosolisch und nuklear

lokalisiertem 7®P°®"PRabin81s7.23, die subzelluldre Lokalisation von Rab5A Uberwiegend an Endosomen
(to). Rab5A ist kein Substrat des GEFs Rabin81s7.232 und daher bleibt dessen initiale Lokalisation nach Zugabe
von 1uM A/C Heterodimerizer 24 h nach Transfektion an den Endosomen erhalten, wohingegen die
mitochondriale Fehllokalisation von "™®”*®FPRabin8s7.,32 induziert wurde. MaRstab 10 pm. (B) Die Quantifizierung
der Kolokalisation durch Berechnung des PCC zwischen M REACtA/MBPeCFPRAbiNG57.032 (schwarze Linie)
und MCPeYFRBAGIA/MCM®Rab5A (rote Linie) verdeutlicht, dass die Rekrutierung von ™“""™Rab5A durch <GP
GFPRabin81s7.232 nicht vermittelt wird. Der Pfeil markiert die Zugabe des A/C Heterodimerizers.
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