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Einleitung

1. Einleitung

Die Septine sind Proteine, welche als die vierte Komponente des Cytoskeletts
angesehen werden. Auf der Ebene der Aminosauresequenz sind sie aber mit den
Guaninnukleotid-bindenen Proteinen wie Ras verwandt, die als essentielle
Regulatoren vieler wichtiger Signalprozesse fungieren.

Daher werden im Folgenden zuerst die Eigenschaften des Cytoskeletts und der
Guaninnukleotid-bindenen Proteine umrissen, die flir das Verstandnis der Aspekte

der Septinbiologie, die spater diskutiert werden soll, notwendig sind.

1.1. Das Cytoskelett

Die raumlichen und mechanischen Eigenschaften sind bei eukaryotischen Zellen im
hochsten Maly entwickelt und beruhen auf einem bemerkenswerten, als Cytoskelett
bezeichneten Filamentsystem.

Die vielseitigen Funktionen des Cytoskeletts beruhen auf den Eigenschaften von drei
Proteinfamilien, die sich zu drei Haupt-Filamenttypen zusammenfassen lassen.
Jeder Filamenttyp hat charakteristische mechanische Eigenschaften, aber einige
grundsatzliche Prinzipien sind allen gemein. Diese Prinzipien liefern die Grundlagen

fur ein allgemeines Verstandnis der Funktion des Cytoskeletts.

1.1.1. Beschreibung der drei Haupt-Filamenttypen

Drei Arten von Cytoskelettflamenten sind den meisten eukaryotischen Zellen
gemein. Sie sind fur die raumliche Organisation der Zellen von grundlegender
Bedeutung. Aktinfilamente legen die Form der Zelloberflache fest und sind fur die
Fortbewegung der ganzen Zelle erforderlich. Mikrotubuli bestimmen die Lage
membranumschlossener Organellen und leiten den intrazellularen Transport.
Intermediérfilamente bieten mechanische Festigkeit und Widerstand gegen
Scherkrafte.

Aktinfilamente, die auch als F-Aktin oder Mikrofilamente bezeichnet werden, sind aus
den Aktinmonomeren (G-Aktin) aufgebaut. Aktin ist das am haufigsten vorkommende
Protein einer eukaryotischen Zelle. Es handelt sich um ein globulares 42 kDa grof3es
polares Protein, das eine Bindungsstelle fur ein ATP-Molekul besitzt (Abb. 1.1).
Durch die head-to-tail Anlagerung der G-Aktinmonomere bilden sich zweistrangige,
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helikale Polymere aus. Mit einem Durchmesser von 5 bis 9 nm sind diese Filamente
sehr flexibel. Sie werden jedoch durch die Quervernetzung mit Hilfe anderer Proteine
zu linearen Bundeln, flachigen Netzen und raumlichen Gelen organisiert.
Aktinfilamente sind zwar Uberall in der Zelle verteilt, ihre grofte Dichte erreichen sie

jedoch an der Zellkortex unmittelbar unterhalb der Plasmamembran.

Mikrotubuli sind lange gerade Hohlzylinder. Mit ihrem auf3eren Durchmesser von
25 nm sind sie wesentlich starrer als die Aktinfilamente. Mikrotubuli werden aus den
Tubulinuntereinheiten aufgebaut. Bei einer Tubulinuntereinheit handelt es sich um
ein Heterodimer, welches aus zwei nahe verwandten 55 kDa grofien globularen
Proteinen, a-Tubulin und B-Tubulin, zusammengesetzt ist (Abb. 1.1). Dabei werden
a- und B-Tubuline durch nicht kovalenten Bindungen sehr fest zusammengehalten,
so dass sie in der Zelle ausschliel3lich als dimere Komplexe vorliegen. Die o~ und
B-Monomere haben je eine Bindungsstelle fur ein Molekil GTP. Das an das
a-Tubulinmonomer gebundene GTP ist physikalisch fest in die Kontaktgrenzflache
des Dimers eingeschlossen und wird weder hydrolysiert noch ausgetauscht. Es kann
daher als fester Bestandteil der Struktur des Tubulinheterodimer angesehen werden.
Das Nukleotid des B-Tubulins ist hingegen dynamischer. Es kann durch das Protein
von GTP zu GDP hydrolysiert oder durch ein neues GTP-Nukleotid ersetzt werden.
Die head-to-tail Anlagerung von Heterodimeren fuhrt zur Bildung linearer polarisierter
Protofilamente. Aus dreizehn parallel angeordneten Protofilamenten werden die
Mikrotubulizylinder aufgebaut (Abb. 1.1). Meistens sind die Mikrotubuli mit einem
Ende an einem Mikrotubuli organisierenden Zentrum (MOC), dem Centrosom,
befestigt. Fur die Bildung der MOC-Strukturen ist das y-Tubulin essentiell. Hierbei
handelt es sich um eine weitere Isoform des Tubulins, die neben den a- und B-

Tubulinen in der Zelle vorkommit.
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Abb. 1.1 Drei Haupt-Filamenttypen des Cytoskeletts. A) Aktinfilamente, Struktur des G-Aktins
(PDB-ID: 1J6Z) und der Tretmuhlen-Mechanismus. B) Mikrotubuli, Struktur des Tubulin-Dimers
(PDB-ID: 1TUB) und die dynamische Instabilitdt eines Mikrotubulus. C) Modell fiir den Aufbau der
Intermediarfilamente. Modifiziert nach Herrmann et al., 2007 und Bruce Alberts et al.,
Molekularbiologie der Zelle. 4. Auflage. Wiley-VCH., Weinheim 2003
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Die Intermediarfilamente, seilahnliche Fasern mit einem Durchmesser von etwa 10
nm, bilden den dritten Haupttyp der Cytoskelettflamente. Im Vergleich zu Aktin und
Tubulin, welche in allen eukaryotischen Zellen enthalten sind, kommen die
Intermediarfilamente vor allem in Tieren mit weichen Kdrpern vor, wie Nematoden
und Vertebraten, die kein Exoskelett besitzen. Jedoch auch in diesen Organismen
werden die Intermediarfilamente nicht in allen Zelltypen gleichermallen bendtigt. Sie
treten besonders bei Zellen auf, welche einem mechanischen Stress unterliegen. Die
Intermediarfilamente lassen sich in verschiedene Familien gliedern, welche in den
unterschiedlichen Zellarten expremiert werden. Am weitesten verbreitet und
vermutlich die ersten Intermediarfilamente, die im Laufe der Evolution entstanden
sind, sind die Kernlamine. Die Lamine des Kerns sind filamentformige Proteine, die
bei Eukaryoten ein Netzwerk unter der inneren Membran der Kernhulle bilden. Die
facettenreichsten Familien der Intermediarfilamente sind die der sauren und
basischen Keratine. In den Epithelzellen des Menschen konnen etwa 20
unterschiedliche Arten gefunden werden, etwa 10 weitere sind spezifisch fur Haare
und Nagel.

Die einzelnen Polypeptide der Intermediarfilamente sind gestreckte Molekile mit
einer verlangerten zentralen o-helikalen Domane, welche mit einem anderen
Monomer einen parallelen Doppelwendel (engl. coiled-coil) bildet. Ein Paar Dimere
lagert sich in antiparalleler Weise an und bildet ein gestaffeltes Tetramer (Abb. 1.1).
Dieses Tetramer stellt die 16sliche Untereinheit der Intermediarfilamente dar, analog
zum a-B-Tubulindimer oder zum G-Aktinmonomer.

Weil die tetramere Untereinheit aus zwei in entgegen gesetzter Richtung weisenden
Dimeren aufgebaut ist, sind ihre beiden Enden gleich. Dem zusammengesetzten
Intermediarfilament fehlt daher die strukturelle Gesamtpolaritat, welche fir die
Funktion der Aktinfilamente und Mikrotubuli so entscheidend ist. Die Tetramere
lagern sich mit ihren Seiten so aneinander, dass jeweils acht parallele Protofilamente
ein Intermediarfilament bilden. Jedes einzelne Intermediarfilament weist daher im
Querschnitt 32 einzelne a-helikale Wendeln auf (Abb. 1.1). Diese Struktur verleiht
den Intermediarfilamenten ihre seilartige Eigenschaft. Sie kdnnen leicht gekrimmt
werden, aber sind dulRerst schwer zu zerreilden.

Weil die Intermediarfilamente die Zugkrafte aufnehmen, scheinen sie also im
Allgemeinen als Bander der Zelle zu dienen, wahrend die Mikrotubuli und

Aktinfilamente als Knochen bzw. Muskeln der Zelle bezeichnet werden konnen.
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1.1.2. Polymerisation und Dynamik der Cytoskelletfilamente

Die Cytoskelettsysteme sind dynamisch und anpassungsfahig. Die Grof3struktur des
Cytoskellets kann Uber eine weite Zeitspanne von weniger als einer Minute bis zur
gesamten Lebensdauer einer Zelle bestehen bleiben oder sich je nach Bedarf
andern. Die Filamente des Cytoskeletts werden durch wiederholte Aneinander-
reihung einer groRen Anzahl kleiner Untereinheiten aufgebaut. Diese Untereinheiten
konnen aufgrund ihrer geringen GroRRe im Cytosol rasch diffundieren. Dadurch wird
eine schnelle strukturelle Umorganisierung der Zelle mdglich, indem die Filamente an
einer Stelle abgebaut und an einer anderen Stelle wieder aufgebaut werden.

Die Polymerisation von Aktin und Tubulin ist detailliert untersucht worden. Die
Bildung eines neuen Filaments beginnt mit dem Prozess der Keimbildung bzw. der
Nukleation, wobei zunachst mehrere Untereinheiten zu einer Anfangsstruktur
assemblieren mussen. Diese Struktur ist durch viele wechselseitige Bindungen
zwischen den Untereinheiten stabilisiet und kann anschlieBend durch die
Anlagerung weiterer Untereinheiten schnell verlangert werden. Im Vergleich zum
Wachsen des Filaments ist der Prozess der Keimbildung deutlich langsamer und gilt
somit als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Polymerisation von
Cytoskelettfilamenten.

Vor allem bei Aktinfilamenten wird die Keimbildung fur die Regulation eingesetzt.
Dabei wird der Arp2/3-Komplex als Nukleationskeim verwendet, der seinerseits
durch die WASP-Proteine (Wiskott-Aldrich syndrom family proteins) aktiviert wird
(Goley und Welch, 2006). Als Nukleationskeim bei Mikrotubuli dient das MOC.
Sowohl Aktinfilamente als auch Mikrotubuli weisen eine strukturelle Polaritat auf, die
aus der geordneten Orientierung der Untereinheiten hervorgeht. Neben den
strukturellen  Unterschieden besitzen die beiden Enden unterschiedliche
Wachstumsgeschwindigkeiten. Das schnell wachsende Ende wird dabei als Plus-
Ende, das langsam wachsende Ende hingegen als Minus-Ende bezeichnet.

Die Hydrolyse des Nukleotids erfolgt an der freien Untereinheit relativ langsam, wird
aber durch den Einbau in das Filament beschleunigt. Hierbei setzen die Aktin- bzw.
Tubulin-Untereinheiten kurz nach der Einlagerung in das Filament ein Phosphat frei
und gehen somit aus einem Triphosphatzustand in einen Diphosphatzustand Uber.
Die Hydrolyse des Nukleotids erniedrigt jedoch gleichzeitig die Bindungsstarke
zwischen den Filamentuntereinheiten. Daher lagern sich die Untereinheiten meist in

der Triphosphatform (T-Form) in das Filament ein, wohingegen sie in der
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Diphosphatform (D-Form) von dem Filament abdissoziieren (Abb. 1.1). Ist die
Geschwindigkeit der Anlagerung der neuen Untereinheiten schneller als die
Nukleotidhydrolyse, bildet sich an einem Ende des Filaments eine Kappe aus den
Untereinheiten in der T-Form. Bei Aktinfilamenten wird diese als ATP-Kappe, bei
Mikrotubiuli als GTP-Kappe bezeichnet. Die hoéhere Bindungsaffinitat der Unter-
einheiten im Triphosphatzustand schutzt das Filament vor dem Abbau.

Bei den Cytoskelettfilamenten werden zwei Prozesse beobachtet, die beide auf der
Nukleotidhydrolyse basieren: der Tretmuhleneffekt bei den Aktinfilamenten und die
dynamische Instabilitdt der Mikrotubuli (Abb. 1.1). Unter dem Tretmuhleneffekt
versteht man einen dynamischen Gleichgewichtszustand, bei dem die Assoziation
von ATP-gebundenen G-Aktinmonomeren an das Plus-Ende des Aktinfilamentes
genau so schnell verlauft wie die Dissoziation des ADP-gebundenen G-Aktins vom
Minus-Ende. Als dynamische Instabilitdt wird hingegen eine zyklische Abwechslung
zwischen dem schnellen Wachstum und Schrumpfen des Plus-Endes bei den
Mikrotubuli bezeichnet.

Den Regulationsmechanismus fur die Auf- und Abbau der Intermediarfilamente kennt
man weniger gut als den der Aktinfilamente und Mikrotubuli. Es ist allerdings klar,
dass sie in den meisten Zellarten hoch dynamische Strukturen darstellen. Fir die
Kernlaminen wurde gezeigt, dass eine Phosphorylierung durch Cyclin-abhangige
Kinase 1 fur den Filamentabbau wahrend der Zellteilung verantwortlich ist (Peter et
al., 1991). Auch bei anderen Typen der Intermediarfilamente wird die Dynamik durch

Proteinphosphorylierung reguliert (Hyder et. al., 2008).

FUr die Fahigkeit einer schnellen strukturellen Anpassung der Aktin- und
Tubulinnetzwerke nimmt die Zelle den hohen Energieverbrauch in Form von ATP-
bzw. GTP-Hydrolyse in Kauf. Bei den Intermediarfilamenten, die fir die langfristige
Stabilisierung der Zelle eingesetzt werden, wird die Energie hingegen gezielt beim

Abbau der bestehenden Strukturen eingesetzt.
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1.2 Guaninnukleotid-bindende Proteine (GNBPs)

Die Guaninnukleotid-bindende Proteine (GNBPs) sind an der Regulation vieler
grundlegender zellularer Prozesse beteiligt, wobei sie einen gemeinsamen nukleotid-
abhangigen Zyklus der GTP-Bindung und GTP-Hydrolyse durchlaufen (Abb.1.2)
(Vetter und Wittinghofer, 2001). Basierend auf Sequenz- und Strukturvergleichen
werden die GNBPs entweder in die TRAFAC-Klasse (franslation factors) oder in die
SIMIBI-Klasse (signal recognition, MinD, and BioD) eingeteilt (Leipe et al., 2002). Die
TRAFAC-Klasse enthalt neben den Traslationsfaktoren auch noch die an der
Signaltransduktion beteiligte Ras-Superfamilie, die Myosin-Kinesin-Superfamilie der
Motorproteine sowie die OBG-HfIX-Superfamilie und die MnmE-Era-EngA-YihA-
Septin-Superfamilie.

:@:%

© @

‘on’

.

Biological Effect
Abb. 1.2 Der nukleotid-abhangige Zyklus der kleinen GNBPs.

1.2.1 Die Ras-Superfamilie

Die Proteine der Ras-Superfamilie bestehen meist nur aus einer GTPase-Domane
und werden daher als kleine G-Proteine bezeichnet. Im menschlichen Genom findet
man Uber 150 Vertreter der Ras-Superfamilie, welche in verschiedene Unterklassen
klassifiziert werden (Wennenberg et al., 2005). Die Proteine der Ras Unterklasse (rat
sarcoma) sind an der Kontrolle von Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Apoptose beteiligt. Die Vertreter der Rho-Unterklasse (Ras Homologous) regulieren

die Organisation des Cytoskellets und das Zellwachstum. Die Rab-Unterklasse (Ras-
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like protein in brain) und Arf-Unterklasse (ADP-ribosylation factor) sind fur die
Regulation des intrazellularen Vesikeltransports essentiell. Das Protein Ran (Ras
related nuclear factor) reguliert hingegen den Import und den Export in und aus dem

Zellkern.

1.2.2 Die strukturellen Motive der GNBPs

Der Prototyp einer minimalen G-Domane der TRAFAC-Klasse ist das Protein Ras.
Die Kernstruktur dieser G-Domane besteht aus einem sechsstrangigen gemischten
B-Faltblatt und funf a-Helices (Abb.1.3). Die Topologie der minimalen G-Domane
wird bei vielen GNBPs durch Insertion von zusatzlichen Sekundarstrukturelementen
erweitert. Fur die Funktion der G-Domane sind flinf konservierte Sequenzbereiche
essentiell, welche an der Bindung des Guaninnukleotids beteiligt sind und als G1- bis
G5-Motive bezeichnet werden (Wittinghofer und Vetter, 2011).

Abb. 1.3 G-Domane. A) Ribbon-Darstellung der Struktur der minimalen G-Domane (H-Ras PDB-ID:
5P21) die switch Bereiche sind mit blauer Farbe hervorgehoben. B) Schematische Darstellung des fiir

die GNBPs universellen spring loaded Mechanismus. Modifiziert nach Vetter und Wittinghofer, 2001.

Das G1-Motiv enthalt eine Konsensussequenz GxxxGK(S/T) (Aminosauren 10-17 in
Ras). Uber dieses Sequenzmotiv binden die GNBPs an die Phosphatgruppen des
Nukleotids, daher wird diese auch als Phosphat-bindende Schleife oder P-loop
bezeichnet. Dabei sind die konservierten Glycin-Reste flr die strukturelle
Konformation des P-loops essentiell. Die direkte Interaktion mit den
Phosphatgruppen des Nukleotids findet mittels der Amidgruppen der Hauptkette und

y-Aminogruppe des Lysinrestes (Lys167®) statt. Zudem koordiniert der Serin- bzw.

8
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Threonin-Rest (Ser177%%) das Magnesium-lon, welches bei der Stabilisierung der
Phosphatgruppen beteiligt und somit fur die hohe Affinitat der Nukleotidbindung
essentiell ist.

Das G2-Motiv befindet sich zwischen a1-Helix und B2-Strang und wird meist als
switch | bezeichnet (Aminosauren 30-38 in Ras), weil es seine Konformation in
Abhangigkeit von dem gebundenen Nukleotid andert. Der einzige hoch konservierte

Rest in diesem Motiv ist das Threonin (Thr357%

). In dem GTP-gebundenen Zustand
bindet die Amidgruppe des Threonin an das y-Phosphat des Nukleotids. AulRerdem
koordiniert die Hydroxygruppe der Threoninseitenkette das Magnesium-lon. Diese
beiden Bindungen stabilisieren die GTP-induzierte Konformation von switch |.

Das G3-Motiv besteht aus der Aminosaurenabfolge DxxG und befindet sich zwischen
B3-Strang und a2-Helix. Das Glycin gehdort zu dem so genannten switch Il Bereich
(Aminosauren 59-67 in Ras), welcher abhangig von dem gebundenen Nukleotid
seine Konformation andern kann. Wahrend das Aspartat (Asp577®) mit seiner
Seitenkette das Magnesium-lon indirekt Uber ein Wassermolekul koordiniert, bindet
die Amidgruppe des konservierten Glycin (Gly60%®) an das y-Phosphat des
Nukleotids.

Das G4-Motiv beinhaltet die Konsensussequenz (N/T)KxD und ist fur die spezifische
Bindung des Guaninnukleotids verantwortlich. Dabei ist der Aspartat-Rest
(Asp1197®) fiir die Erkennung der Guaninbase essentiell. Die Carboxylgruppe der
Aspartatseitenkette bildet die Wasserstoffbriicken zur N1-Amid- und N2-Amino-
Funktion der Guaninbase. Diese Wechselwirkungen fihren zu einer hdheren Affinitat
zum Guaninnukleotid im Vergleich zum Adeninnukleotid.

Das G5-Motiv ist im Vergleich zu den anderen Motiven weniger stark konserviert. Die
SA(K/L)-Sequenz sorgt fur eine weitere Stabilisierung der Wechselwirkungen
zwischen Nukleotid und Protein, indem die Hauptkette des Alanins Uber eine
Wasserstoffbriicke den O6-Sauerstoff der Guaninbase bindet. Diese Wechsel-
wirkung fuhrt somit ebenfalls zu einer starkeren Bindung des Guaninnukleotids im
Vergleich zum Adeninnukleotid.

Wie bereits erwahnt leisten die G4- und G5-Motive durch die Bindung der
Guaninbase und der P-loop durch die Bindung an das p-Phosphat die wichtigsten
Beitrage zu der starken Bindung des Nukleotids. Die switch Bereiche sind dagegen

sehr flexibel. Nur im GTP-gebundenen Zustand flhrt die Bindung der switch

Bereiche an das y-Phosphat zur Stabilisierung ihrer Konformationen. Diese
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gespannte definierte Konformation der switch Bereiche ermdglicht die Wechsel-
wirkung der GNBPs mit den Effektoren. Ein Bespiel fur Ras-Effektoren sind Proteine
mit Ras-Bindungs-Domane (RBD) wie z.B. die Raf-Kinasen. Die Abspaltung des
yv-Phosphats bei der GTP-Hydrolyse fuhrt zur Relaxation der gespannten
Konformationen. Diese Nukleotid-abhangige Konformationsanderung wird als loaded
spring Mechanismus bezeichnet (Abb. 1.3). In dem GDP-gebundenen Zustand
weisen die switch Bereiche eine hohere strukturelle Flexibilitat auf, was eine
Schwachung der Wechselwirkungen zwischen den GNBPs und den Effektor-

Proteinen zur Folge hat.

1.2.3 Die Regulation der GNBPs

Die Funktion der GNBPs als molekulare Schalter basiert darauf, dass sowohl die
intrinsische Aktivierung als auch die Inaktivierung sehr langsam ablaufen. Daher sind
die beiden Zustande, die GTP-Form und die GDP-Form, auf der Zeitskala der
zelluldren Prozesse lange stabil. Die Uberfiihrung der GNBPs in den gewiinschten
Zustand wird daher durch die regulatorischen Proteine GEFs und GAPs gesteuert
(Bos et al., 2007).

Der Austausch der gebundenen Nukleotide ist bei GNBPs wegen der starken
Bindung sehr langsam (kras = 1,2:10° s™"). Guaninnukleotidaustauschfaktoren (engl.
guanin nucleotide exchange factors, GEFs) beschleunigen die Dissoziation des
gebundenen Nukleotids um bis zu funf Zehnerpotenzen (Lenzen et al., 1998) und
regulieren hierdurch die Aktivierung von GNBPs.

Obwohl die GEFs der einzelnen Unterfamilien von GNBPs keine Homologie
untereinander aufweisen, zeigten die strukturellen Analysen der GEF-GNBPs-
Komplexe, dass der Mechanismus der Aktivierung bei allen GEFs Gemeinsamkeiten
aufweist. Die GEF-katalysierte Reaktion ist die schrittweise Verdrangung des
Nukleotids, welche uber einen trimeren GEF-GNBPs-Nukleotid-Komplex verlauft
(Bos et al., 2007). Die Bindung von GEF an die GNBPs induziert eine allosterische
Destabilisierung der Nukleotidbindung (Goody, 2002). Dies geschieht einerseits
durch das Verdridngen des Mg?*-lons aus der Nukleotidbindungsstelle, welches fiir
die hohe Nukleotidaffinitat essentiell ist. Andererseits werden die Wechselwirkungen
zwischen dem P-/oop und den Phosphatgruppen des Nukleotids geschwacht, indem
das konservierte Lysin des P-loops durch einen sauren Rest gebunden wird. Dies

geschieht entweder durch ein konserviertes Glutamat aus switch Il der GNBPs
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(Gasper et al., 2008) oder durch ein Glutamat bzw. Aspartat des GEF’s (Beraud-
Dufour et al., 1998; Delprato und Lambright, 2007). Alle Schritte der GEF-Reaktion
sind reversibel, so dass die erneute Bindung des Nukleotids zur Freisetzung des
GEF’s fuhrt. Aufgrund der hoheren intrazellularen GTP-Konzentration, die etwa
10-fach hoher als die GDP-Konzentration ist, fihrt die erneute Nukleotidbindung zur
uberwiegenden Beladung mit GTP und somit zur Aktivierung von GNBPs.

Die Gegenspieler fur die GEFs sind GTPase-aktivierende Proteine (engl. GTPase-
activating proteins, GAPs). Die GAPs sind fur die Inaktivierung der GNBPs
verantwortlich, indem sie die langsame intrinsische GTP-Hydrolyse beschleunigen
(Kras = 4,7-10* s™"), z.B. im Falle von Ras um das 10°-fache (Gideon et al., 1992).
Der Mechanismus der GAP katalysierten GTP-Hydrolyse wurde uber die strukturelle
Charakterisierung verschiedener GNBP-GAP-Komplexe erklart. Die Spaltung von
GTP erfolgt durch einen nukleophilen Angriff eines Wassermolekils auf die
v-Phosphatgruppe. Die Effizienz dieses Prozesses hangt von mehreren Faktoren ab.
Neben der optimalen Orientierung und Polarisierung des angreifenden Wasser-
molekiils muss auch die im Ubergangszustand auftretende negative Ladung
neutralisiert werden. Die katalytischen Zentren verschiedener GNBPs zeigen leichte
Unterschiede. Fur die optimale Katalyse der GTP-Hydrolyse benutzen die
zugehdrigen GAPs daher unterschiedliche Wege zur Komplementierung des aktiven
Zentrums. Die GAPs von Ras und Rho verwenden dabei ein invariantes Arginin, das
als ,Arginin-Finger” bezeichnet wird. Das Einbringen des positiv geladenen Arginins
in das aktive Zentrum flhrt einerseits zur Neutralisierung der negativen Ladung der
Phosphat-gruppen und andererseits zur Stabilisierung der Position des katalytischen
Glutamins (GIn617®), was die optimale Positionierung des Wassers fiir den
nukleophilen Angriff zur Folge hat (Scheffzek et al., 1997).

Die parallelen Arbeiten an RhoGAP zeigten, dass die RhoGAPs trotz der
strukturellen Unterschiede zu RasGAP den gleichen Mechanismus fur die Katalyse
der GTP-Hydrolyse verwenden (Rittinger et al., 1997a; Rittinger et al., 1997b). Bei
RanGAP wird das katalytische Glutamin von Ran durch ein invariantes Asparagin
aus RanGARP stabilisiert. An der Stelle des Argininfingers von Ras / RhoGAPs findet
man in der Kristallstruktur von Ran-RanGAP dagegen das konservierte Tyrosin von
Ran (Seewald et al., 2002). Ob dieses allerdings die Funktion des Argininfingers
ubernimmt, ist umstritten, weil die Mutation des Tyrosins zum Alanin nur einen

geringen Effekt auf die Hydrolyse hat (Brucker et al., 2010). Das kleine G-Protein
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Rap besitzt anstelle des katalytischen Glutamins ein Threonin. Die Positionierung
und Polarisierung des angreifenden Wassers wird daher von dem konservierten
Asparagin aus RapGAP ubernommen, welches eine ahnliche Position wie das
katalytische Glutamin in Ras einnimmt (Daumke et al., 2004). Beim RabGAP kommt
ein dual-finger Mechanismus mit zwei wichtigen Resten, einen Arginin und einen
Glutamin, zum Einsatz. Sowohl der Argininfinger, welcher fur die Neutralisierung der
negativen Ladung verantwortlich ist, als auch das katalytische Glutamin, welches das
angreifende Wasser koordiniert, kommen beide aus RabGAP und werden in das
aktive Zentrum von Rab insertiert (Pan et al., 2006).

Neben der Regulierung des Nukleotidzustandes werden die GNBPs auch Uber die
Kontrolle der intrazellularen Lokalisation reguliert. Viele GNBPs der Ras-Superfamilie
besitzen an ihrem C-Terminus ein konserviertes Motiv, welches als CaaX-Box
bezeichnet wird (C — Cystein, a — aliphatische und X — beliebige Aminosauren). Die
CaaX-Sequenz wird durch Farnesyl- oder Geranylgeranyltransferasen erkannt. Diese
beiden Enzyme katalysieren den Transfer des entsprechenden Prenylrestes an das
Cystein unter Bildung einer Thioetherbindung. Die weiteren Lipidmodifikationen wie
z.B. die Palmitoylierung eines Cysteins, das N-terminal zur CaaX-Box liegt, kbnnen
die Affinitat der GNBPs zur Lipidmembran erhdhen. Dieser Vorgang ist revesibel,
denn der Palmitoylrest kann durch die Acyl-Protein-Thioesterasen wieder gespalten
werden. Dies ermoglicht eine Regulation der intrazellularen Verteilung von GNBPs
(Rocks et al., 2005). Der intrazellulare Transport der GNBPs zwischen
verschiedenen Membrankompartimenten wird durch Guaninnukleotiddissoziations-
inhibitoren (GDI) (DerMardirossian und Bokoch, 2005; Goody et al., 2005) oder durch
GDI-ahnliche Faktoren wie PDES und Hrg4 vermittelt (Ismail et al., 2011). Wahrend
der Transport durch die GDIl-ahnlichen Faktoren unabhangig von dem
Nukleotidzustand der Fracht erfolgt, werden die Rabs und Rhos hingegen nur in
GDP-Form durch GDIs transportiert.

1.2.4 Die dimerisierenden G-Proteine

Neben den GNBPs der Ras-Superfamilie sind einige G-Proteine bekannt, bei denen
das Modell des Schalterzykluses mit Regulation durch GEFs und GAPs nicht
angewandt werden kann.

Diese G-Proteine wurden als GADs klassifiziert. Die charakteristische Eigenschaft

der GAD-Proteine stellt die Nukleotid-abhangige Dimerisierung (G-proteins activated
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by dimerization) dar (Gasper et al., 2009). AuRerdem besitzen sie eine geringe
Nukleotidaffinitat im mikromolaren Bereich. Die schnelle intrinsische Nukleotid-
dissoziation fuhrt dazu, dass diese G-Proteine keine GEFs bendtigen. Obwohl die
Interaktionsoberflachen flr die Dimerisierung je nach GAD variieren, sind dabei
immer switch Regionen von GADs beteiligt. Daher wird angenommen, dass die
biologische Funktion der GADs auf ihrer dimeren Form basiert (Abb. 1.4). Zudem
wird die Hydrolyse von GTP durch die Komplementierung des aktiven Zentrums in
Folge der Dimerisierung aktiviert. Allerdings ist die mechanistische Rolle der GTP-
Hydrolyse flr die biologischen Funktionen der GADs in vielen Fallen noch nicht

vollstandig verstanden.

&0

Biological Effect

Abb. 1.4 Der postulierte nukleotid-abhangige Zyklus von GADs. Modifiziert nach Gasper et al.,
20009.

Die GADs konnen anhand der Art der Dimerisierung in drei Kategorien unterteilt
werden (Gasper et al., 2009). Wahrend der ,Pseudo-Trans-Homodimerisierung*
erfolgt die Bindung zwischen unterschiedlichen GNBPs derselben Familie, wie z.B.
beim Signalerkennungspartikel (SRP) und seinem Rezeptor (SR) (Egea et al., 2004).
Als , Trans-Homodimerisierung“ wird hingegen die Bindung zwischen zwei gleichen
GNBPs bezeichnet. Diese Dimerisierungsart findet man z.B. bei hGBP1, dem Protein
der Dynamin-Superfamilie (Prakash et al., 2000a; 2000b) und HypB (Gasper et al.,
2006). Bei der ,Cis-Homodimerisierung® sind zwei gleiche GNBPs Uber zusatzliche
Domanen konstitutiv aneinander gebunden. Die Nukleotid-abhangige Wechsel-
wirkung zwischen den G-Domanen tritt zusatzlich auf. Dieser Mechanismus wurde
z.B. bei MnmE (Scrima und Wittinghofer, 2006) beobachtet und bei Roco-Protein
LRRK2 vermutet (Gotthardt et al., 2008).
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1.2.5 Die Funktion und die Hydrolyse-Mechanismen der GADs

Die am besten untersuchten GADs bilden einen Komplex bestehend aus dem Signal-
erkennungspartikel (SRP) und seinem Rezeptor (SR). Dieser Komplex reguliert die
Translokation von sekretorischen Proteinen und die Insertion der Membranproteine
in das endoplasmatische Retikulum bei Eukaryonten bzw. in die Plasmamembran
der prokaryotischen Zellen (Egea et al., 2005). Die Bindung von SRP an die
Signalsequenz der naszierenden Polypeptidkette fuhrt zur Bildung des RNC
(ribosome nascent chain complex) und zur Inhibition der Translation. Die GTP-
abhangige Dimerisierung von SRP und SR vermittelt anschlieRend die Bindung von
RNC an das Translokon in der Membran. Die GTP-Hydrolyse bewirkt die
Dissoziation des SPR-SR-Komplexes und die Freisetzung des Ribosoms. Dadurch
kann das am Translokon gebundene Ribosom die Elongation der Polypeptidkette
fortsetzen.

Sowohl SPR als auch SR enthalten eine sogenannte NG-Domane, eine G-Domane
mit der SIMIBI-Topologie. Da die beiden NG-Domanen homolog aber nicht identisch
sind, handelt es sich um eine Pseudo-Trans-Homodimerisierung. Die Kristallstruktur
der bakteriellen Homologa Ffh (SPR) und FtsY (SR) im Triphosphatzustand zeigt ein
Heterodimer mit einer pseudo-zweifachen Symmetrie. Die G-Domanen nehmen
dabei eine antiparallele Anordnung an, so dass die 3’-OH-Gruppen der Ribose an
das y-Phosphat der jeweils anderen Nukleotide binden. Durch die Dimerisierung wird
die GTP-Hydrolyse aktiviert, indem die katalytischen Aspartat- und Arginin-Reste der
konservierten 1-Box, a-B-a-Insertion im switch |, stabilisiert werden. Wahrend
Asp135th bzw. Asp139FtSY die nukleophil angreifenden Wassermolekule aktivieren,
(ibernehmen Arg138™™ bzw. Arg142™" die Funktion des Argininfingers der
konventionalen GAPs.

Trans-Homodimerisierung findet man bei Proteinen der Dynamin-Superfamilie
welche neben den Dynaminen auch Mitofusine, Atlastine und GBPs enthalt. Diese
Proteine sind unter Anderem an der Cytokinese, der Organellteilung und der
Organellfussion, sowie an der Abschnirung der Transport-Vesikel beteiligt (Praefcke
und McMahon, 2004). Im Vergleich zu den Proteinen der Ras-Superfamilie handelt
es sich bei ihnen eher um Motorproteine, welche die GTP-Hydrolyse fur die
Krafterzeugung verwenden, die fir die Abschnurung erforderlich ist. Die Dynamine
enthalten eine N-terminale G-Domane, eine Mitteldomane und eine GTPase-Effektor-

Doméne (GED). Durch Insertionen am N-Terminus und zwischen B6- und a5
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enthalten die Dynamine eine grole G-Domane mit insgesamt acht B-Strangen und
neun o-Helices. Die klassischen Dynamine bilden ein konstitutives Dimer durch
Wechsel-wirkungen zwischen den Stangeln (stalk), die aus der Mitteldomane und der
GED-Doméane zusammengesetzt sind (Ford et al., 2011; Faelber et al., 2011).

Die Charakterisierung von hGBP1 (GTP-binding protein 1) zeigte eine GTP-
abhangige Dimerisierung. Zudem besitzt das hGBP1 die ungewdhnliche Fahigkeit,
das GDP, welches nach der GTP-Hydrolyse entstanden ist, weiter zu GMP zu
hydrolysieren, wobei die Geschwindigkeit der beiden Prozesse von der
Konzentration des Proteins abhangt. Diese beiden Vorgange konnten durch
strukturelle Analysen aufgeklart werden (Ghosh et al., 2006). Die Dimerisierung der
G-Domane erfolgt Uber die Nukleotidbindungsstelle, wobei hierbei sowohl switch | als
auch switch Il Bereiche involviert sind. Aulderdem stabilisiert die Dimerisierung das
Arg-48 des P-loop, welches die Rolle des Arginin-Fingers Ubernimmt, und das Ser-78
in switch |, welches das nukleophil angreifende Wassermolekul koordiniert. Die GDP-
Hydrolyse verlauft mechanisch analog, indem das p-Phosphat durch die leichte
Verschiebung des Nukleotids an die Stelle des y-Phosphat positioniert wird (Ghosh et
al., 2006).

Ein Beispiel fur Cis-Homodimerisierung ist das Protein MnmE (Methylaminomethyl
E). Es kommt in Bakterien und eukaryotischen Mitochondrien vor und vermittelt
zusammen mit GidA (glucose-inhibited division protein A) die Nukleosidmodifikation
im Anticodon der tRNAs. Aul3er der c-terminalen G-Domane enthalt das MnmE eine
N-terminale Formyltetrahydrofolat-Bindungsdoméane und eine zentrale helikale
Domane. Wahrend die N-terminale Formyltetrahydrofolat-Bindungsdomane fir die
enzymatische Aktivitat verantwortlich ist, sorgt die zentrale helikale Domane fir die
konstitutive Dimerisierung zweier MnmE-Monomere. Die beiden G-Doméanen des
Dimers sind mit ihrer Nukleotidbindungsstelle einander zugewandt und zeigen eine
Nukleotid-abhangige Cis-Homodimerisierung, die zudem durch ein Kalium-lon
unterstitzt wird. Die Koordination des Kalium-lons erfolgt durch den K-loop, einen
verlangerten Bereich von switch |. Dabei nimmt das Kalium-lon die gleiche Position
wie der Arginin-Finger in der Ras-RasGAP-Struktur ein. Die positive Ladung des
Kalium-lons stabilisiert die negativen Ladungen der Phosphatgruppen und
beschleunigt dadurch die GTP-Hydrolyse um das 10-fache. (Scrima und
Wittinghofer, 2006). Die GTP-abhangige Dimerisierung der G-Doméane bewirkt eine

starke Konformationsanderung im ganzen Protein und ist fur die tRNA-Modifikation
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essentiell (Scrima und Wittinghofer, 2006; Meyer et al., 2009). Dabei wird die GTP-
Hydrolyse an eine enzymatische Reaktion gekoppelt, wobei die genaue Rolle der
Hydrolyse fur die ablaufenden chemischen Reaktionen weiterhin unbekannt ist.

Neben den oben beschriebenen GADs wurde auch bei den strukturellen
Untersuchungen von Roco-Proteinen (Gotthardt et al., 2008), HypB (Gasper et al.,
2006), Toc (Sun et al., 2002) und humanen GTPsen GIMAPs (Schwefel et al., 2010)
die Nukleotid-abhangige Dimerisierung nachgewiesen. Auch die Septine konnten als

GADs klassifiziert werden.
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1.3 Septine

1.3.1 Entdeckung

Ursprunglich wurden die Septine zusammen mit weiteren sogenannten CDC-Genen,
cell-devision-cycle genes, durch Mutationsexperimente in Saccharamyces
cerevisiae (Backerhefe) identifiziert (Hartwell, 1971). Mit Hilfe von elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen wurde kurz darauf eine Serie von konzentrischen
Ringen aus 10 nm-dicken, membranassoziierten Filamenten entdeckt, die am
Knospenansatz zwischen der Mutter- und Tochterzelle lokalisiert sind (Abb. 1.5)
(Byers und Goertsch, 1976). Bereits damals wurde erkannt, dass manche Hefe-
Mutanten, die Fehler bei den Zellteilungsmechanismen aufweisen auch Uber keine
Ringfilamente am Knospenansatz verfiugen. Aber erst Immunofluoreszenz-
Untersuchungen und in vitro Studien mehr als zehn Jahre spater zeigten, dass diese
Filamente aus den vier Septinen CDC3, CDC10, CDC11 und CDC12 aufgebaut sind
(Haarer und Pringle, 1987).

Abb. 1.5 Elektronenmikroskopische Aufnahme und Fluoreszenzbilder der Septine in S.
cerevisiae. A) Die ersten eletronenmikroskopischen Aufnahmen der Septinringe durch Byers und
Goertsch, 1976. B) Lokalisation von CDC12 mittels Fluoreszenzmikroskopie Versele et al. 2004.

1.3.2 Genomvergleich

Anfanglich wurden die Septinfilamente am Knospenansatz der Hefe als ein
besonderes Merkmal dieses Organismus betrachtet. Dies anderte sich mit der
Identifizierung des ersten Septins in Drosophila melanogaster (Neufeld und Rubin,

1994) und spater auch im Menschen. Die Genomanalysen verschiedener
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Organismen zeigten, dass die Septine sowohl bei den Pilzen als auch im Tierreich
konserviert sind. Sowohl in der Knospungshefe S. cerevisiae als auch in der
Spalthefe Schizosaccharomyces pombe wurden je sieben Septingene gefunden. Im
Fadenwurm Caenorhabditis elegans wurden hingegen nur zwei, in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster nur funf und bei den Pflanzen dagegen keine Septingene
gefunden (Kinoshita, 2003; Pan et al., 2007). Der neuen einheitlichen Nomenklatur
zur Folge, welche von Macara et al. 2002 vorgeschlagen wurde, werden die dreizehn
Septingene des humanen Genoms als SEPT1 - SEPT12 und SEPT14 bezeichnet.
Das ursprunglich als SEPT13 bezeichnete Gen wurde nach neueren Untersuchun-
gen als eines von mehreren Pseudogenen identifiziert (Russell und Hall, 2011).

Die phylogenetische Analyse der verfugbaren Septinsequenzen fuhrte zur
Klassifizierung einzelner Septine in verschiedene Gruppen anhand ihrer Aminosaure-
sequenz (Pan et al., 2007). Dabei werden die humanen Septine Sept1, Sept2, Sept4
und Sept5 zur Gruppe 2, Sept6, Sept8, Sept10, Sept11 und Sept14 zur Gruppe 6
und Sept3, Sept9 und Sept12 zur Gruppe 3 zugeordnet. Sept7 ist der einzige
Vertreter der Gruppe7 (Tab. 1.3).

Tab. 1.1 Klassifikation der Septine in Gruppen.
Modifiziert nach Kinoshita, 2003 und Pan et al., 2007.

Organismus Gr. 2 Gr. 3 Gr. 6 Gr. 7
C. elegance - - Unc61  Uncd9
— D. melanogaster Sep1 . Sep2 Pnut
Sepd Sep5
— Danio Rerio Sept2 Sept3 Sept6  Sept7
Septd Sept9 Septs
- Sept5 Sept10
—  Homo sapiens Sept1 Sept3 Septb Sept7

Sept2 Sept9 Sept8

Septd Sept12 Sept10

Sept5 Sept11
Sept14
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1.3.3 Biologische Funktion der Septine
Funktion in Hefe

Die detailliertesten Untersuchungen zur Funktion der Septine wurden in der Hefe
S. cerevisiae gemacht. Wie bereits erwahnt wurde, sind die Septine am Zellzyklus
beteiligt. Dabei dienen die Septin-Strukturen am Knospenansatz als Gerust fir die
Rekrutierung vieler verschiedener Proteine, welche sowohl in die Synthese von
Chitin und Septum, als auch in den Aufbau des kontraktilen Rings involviert sind
(Gladfelter et al., 2001). Der richtige Zusammenbau und die Aufrechterhaltung der
Septin-Strukturen wird dabei Uber einen Komplex kontrolliert, bei dem die Septin-
assozierte Gin4-Kinase eine zentrale Stellung einnimmt (Mortensen et al., 2002).
Eine weitere Septin-assozierte Kinase in dem Hsl1/Hsl7-Komplex stellt dabei die
Verbindung zu den Regulationsmechanismen des Zellzyklus (Shulewitz et al., 1999).
Die Assoziation mit den Septinfilamenten flhrt zur Aktivierung der Hsl1-Kinase und
somit zur Phosphorylierung und Inaktivierung der Swe1-Tyrosinkinase, die den
Ubergang von der G2-Phase zur Mitose blockiert.

Aulerdem stellen die Septinstrukturen eine physikalische Barriere zwischen der
Mutterzelle und der Knospe dar. Sie verhindern die laterale Diffusion der Membran-
proteine, welche an die innere Plasmamembran assoziert sind, und sorgen somit fur
die asymmetrische Verteilung des Materials zwischen den beiden Zellen. Dies
verhindert unter Anderem die Weitergabe von defekten Komponenten, die wahrend
des Alterungsprozesses der Mutterzelle angesammelt werden, an die Nachkommen-

generation (Dobbelaere und Barral, 2004).

Funktion in Tieren

Auch in mehrzelligen Organismen sind die Septine in der Cytokinese involviert.
Sowohl bei C. elegans, bei Drosophila, als auch bei humanen Zellen wird die
Lokalisierung der Septine zur Teilungsfurche hin beobachtet (Nquyen et al., 2000;
Fares et al., 1995; Schmidt und Nichols, 2004). Die Unterdrickung der Expression
von Sept2, Sept7 und Sept11 mittels RNAI in Hela-Zellen flihrt zu einer ungenauen
bzw. unvollstandigen Kontraktion der Teilungsfurche und gleichzeitig zur Instabilitat
des kontraktilen Rings, was wiederum eine erhohte Zahl von binuklearen Zellen zur
Folge hat. Die Unterdrickung der Expression von Sept9 fuhrt hingegen zu Stérungen
in der spaten Telophase wahrend des Abschnlrungsprozesses. Dabei wird der

Mittelkorper (engl. midboby) aus den polaren Mikrotubuli nicht vollstandig abgebaut,
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was eine dauerhafte Verbindung zwischen den Zellen zur Folge hat (Kim et al.,
2011). Genau wie bei S. cerevisiae wurde eine Diffusionbarriere in der Plasma-
membran zwischen den Saugertierzellen wahrend der Zellteilung nachgewiesen
(Schmidt und Nichols, 2004).

In der Interphase sind die meisten Septine in den Filamenten entlang der
Fibrillenbandeln aus Aktin (engl. stress fibers) lokalisiert, wobei die Wechsel-
wirkungen nicht direkt sind, sondern uber Myosin Il vermittelt werden (Joo et. al.,
2007).

Auch in ausdifferenzierten eukaryotischen Zellen wurden viele Prozesse
beschrieben, bei denen Septine eine Rolle spielen. Die Septine bilden z.B. die
Abgrenzung zwischen dem Mittelstick und dem beweglichen Schwanzteil der
Spermien (lhara et al., 2005). Zudem sind sie an den Ansatzen der Spines von
Neuronen (Xie et al., 2007, Tada et al., 2007) und des primaren Ciliums (Hu et al.,
2010) lokalisiert (Abb. 1.6). In all diesen Fallen dienen Septine zum Aufbau lateraler
Diffusionsbarrieren auf der Innenseite der Plasmamembran ahnlich wie wahrend der
Zellteilung (Caudron und Barral, 2009). Diese Funktion der Septine scheint somit fur

alle Organismen konserviert zu sein.

Spermium Neuron Epitelzellen

-
. ”f’
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i, .\\\ . . .

Abb. 1.6 Funktion der Septine in ausdifferenzierten humanen Zellen. Schematische Darstellung
der Septinlokalisation in ausdifferenzierten eukaryotischen Zellen, wo die Septine als
Diffusionsbarriere dienen, dargestellt in rot. Modifiziert nach Caudron und Barral, 2009.

Neben den oben beschriebenen Septin-Funktionen wurden auch ein paar Prozesse
beschrieben, an denen unerwarteterweise die Septine eine entscheidende Rolle
spielen. Tooley et al., 2009 haben z.B. eine Uberraschende Rolle der Septine bei der
Regulation der Zellform, der Mobilitat und der Migration von T-Zellen entdeckt. In den
amoOboiden beweglichen T-Zellen konzentrieren sich die Septine nahe dem Zell-
kortex. Dabei assemblieren sie zu langen Filamenten senkrecht zur Migrationsachse

und bilden somit eine Korsett-ahnliche Struktur um die Zelle. Die Unterdrickung der
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Sept7-Expression mittels shRNA resultiert in einer geringeren Geschwindigkeit der
Zellmigration. Andererseits wird aber gleichzeitig die Migration der Zellen durch einen

Filter mit sehr kleinen Poren verbessert.

1.3.4 Die strukturellen Ebenen der Septin-Organisation

Im Vergleich zu den monomeren Guaninnukelotid-bindenden Proteinen der Ras-
Superfamilie binden die Septine aneinander und bilden dadurch lange Filamente. Die
Grundeinheit der Septinfilamente sind in allen Organismen die oligomeren Komplexe.
Die Anzahl der Septin-Untereinheiten, die fur die Bildung eines solchen Komplexes
notwendig sind, ist von Organismus zu Organismus verschieden. Der Septinkomplex
in S. cerevisiae besteht meist aus Cdc3, Cdc10, Cdc11 und Cdc12, der Komplex von
Drosophila hingegen aus Sep1, Sep2 und Pnut und der Komplex von C. elegans nur
aus Unc59 und Unc61. Im Vergleich dazu liefert die Isolierung der nativen
Septinkomplexe aus den Lysaten von Saugetierzellen mehrere Proteine. Diese
weisen aber keine eindeutige Stochiometrie auf (Kinoshita et al., 2002), was auf eine
Mischung aus mehreren Septinkomplexen mit unterschiedlichen Zusammen-
setzungen hindeutet. Auf der Basis verschiedener Untersuchungen wurde ein
Komplex aus Sept2, Sept6 und Sept7 als Modell fur einen Septinkomplex der
Saugetierzellen etabliert (Joberty et al., 2001; Kinoshita et al., 2002) und fur weitere
biochemische und strukturelle Untersuchungen verwendet (Sirajuddin et al., 2007).
Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden die Septinkomplexe aus S. cerevisiae
(Bertin et al., 2008), C. elegans (John et. al., 2007) und aus humanen Zellen
untersucht (Sirajuddin et al., 2007). Dabei wurde festgestellt, dass alle untersuchten
Septinkomplexe eine gestreckte, lineare Struktur aufweisen. Die Reihenfolge der
Untereinheiten im oligomeren Komplex wurde durch Klonieren von Fusionsproteinen
wie GFP oder MBP an die unterschiedlichen Untereinheiten aufgeklart. Der Komplex
aus C. elegans ist ein Tetramer mit der Reihenfolge Unc59-Unc61-Unc61-Unc59; der
Komplex aus S. cerevisiae dagegen ein Octamer Cdc11-Cdc12-Cdc3-Cdc10-Cdc10-
Cdc3-Cdc12-Cdc11 und der klassische humane Komplex hat die Reihenfolge Sept7-
Sept6-Sept2-Sept2-Sept6-Sept7 (Abb. 1.7). Alle Komplexe beinhalten somit immer

jeweils zwei Molekule von allen Untereinheiten.
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Abb. 1.7 Elektronenmikroskopische Einzelpartikelanalyse der Septinkomplexe. A) Nativer
Komplex aus C. elegans B) mit Fusionsprotein GFP-Unc61 und C) mit Fusionsprotein GFP-Unc59
John et al., 2007 D) Komplex aus S. cerevisiae, Bertin et al., 2008 E) Humaner Komplex, Sirajuddin et
al., 2007.

1.3.4.1 Struktur der G-Domane von Septin

In der Arbeit von Sirajuddin et al., 2007 wurde die Kristallstruktur der G-Domane des
humanen Sept2 aufgeklart. Ahnlich der Struktur eines Guaninukleotid-bindenden
Proteins der Ras-Superfamilie haben die Septine eine kanonische G-Protein-Faltung
bestehend aus funf a-Helices und sechs B-Strangen. Im Vergleich zu Ras besitzen
die Septine allerdings vier zusatzliche spezifische topologische Elemente: eine
N-terminale o0-Helix, eine a5’-Helix, die zwischen der a4-Helix und dem B6-Strang
integriert ist, ein zweistrangiges, antiparalleles p-Faltblatt (37, $8), das nach dem
B6-Strang lokalisiert ist, und eine c-terminale a6-Helix (Abb. 1.8).

Die Nukleotidbindung wird ahnlich wie bei den anderen GNBPs uUber den P-loop,
uber die Seitenkette des Aspartats im G4-Motiv und Uber die Hauptkette im G5-Motiv
vermittelt. Aullerdem zeigt die Struktur von Sept2 eine zusatzliche Bindung zwischen
der Hydroxygruppe von Tyr-258 und der N2-Aminogruppe der Guaninbase, sowie
Stapel-Wechselwirkungen (engl. stacking interactions) zwischen dem Arg-256 und
dem =n-System der Guaninbase. Diese Reste sind in den meisten Septinen
konserviert. Ausnahmen sind die Vertreter der Gruppe 3 und Cdc10 in S. cerevisiae,
bei denen das Tyrosin in der entsprechenden Position durch ein Threonin substituiert

ist.
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Abb. 1.8 Struktur der G-Domane der Septine. A) Die Ribbon-Darstellung der G-Domane von Sept2.
Die in der Kristallstruktur nicht aufgelosten Schleifenbereiche wurden mit punktierten Linien
vervollstandigt. B) Schematische Darstellung der Topologie von Ras (oben) und Septinen (unten). In
allen Abbildungen wurden P-/loop und die switch Bereiche in roter Farbe, sowie die septin-spezifischen
topologischen Elemente in griiner Farbe dargestellt. Modifiziert nach Sirajuddin el al., 2007, PDB-ID:
2QAS5.

1.3.4.2 G- und NC-Interface

Die einzelnen Sept2-Molekule ordnen sich in der Kristallpackung zu linearen
Filamenten an und liefern somit Informationen Uber die Mechanismen der Filament-
bildung. Jede G-Domane bindet dabei an zwei weitere G-Domanen und benutzt
hierfir zwei gegenuberliegende Interaktionsoberflachen, die als G-Interface und
NC-Interface  bezeichnet werden (Abb.1.9). Das G-Interface Dbeinhaltet
Guaninnukleotid-bindende Motive und septin-spezifische zweistrangige, antiparallele
B-Faltblatter beider G-Domanen. Das gegenuberliegende NC-Interface setzt sich aus
dem c-terminalen Ende der a,-Helix und den beiden N- und c-terminalen Helices (a0
und a6) zusammen. Die meisten Septine enthalten aullerdem lange c-teminalen
Bereiche, die in den bekannten Strukturen nicht aufgelost sind. Auch ohne diese
Bereiche sind die G-Domanen der Septine dazu in der Lage stabile Komplexe zu
formen (Sirajuddin et al., 2007). Die relative Anordnung der a6-Helices und die
biochemischen Untersuchungen weisen allerdings darauf hin, dass diese
zusatzlichen Bereiche eine parallele coiled-coil Struktur mit einer Bindungsaffinitat im
nanomolaren Bereich bilden und somit zur Stabilitdt von NC-Interface beitragen (Low
et al., 2006; Marques et al., 2012).
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Abb. 1.9 Interaktionsoberflachen, zwischen den G-Domaénen der Septine. A) G-Inteface. B) NC-
Interface. Die in der Struktur nicht aufgelosten Schleifen-Bereiche wurden durch die punktierten Linien
vervollstandigt. Modifiziert nach Sirajuddin el al., 2007, PDB-ID: 2QA5.

1.3.4.3 Hexamer

Die Kristallstruktur des heterotrimeren Sept2-Sept6-Sept7-Komplexes zeigt einen
linear angeordneten, hexameren Komplex mit der Abfolge Sept7-Sept6-Sept2-Sept2-
Sept6-Sept7 (Abb.1.10). Die einzelnen Hexamere lagern sich in dem Kristall zu
kontinuierlichen, linearen Filamenten zusammen (Sirajuddin et al., 2007). Die
Analyse der Elektronendichte weist darauf hin, dass Sept2 und Sept7 beide mit GDP
beladen sind. Sept6 hingegen enthalt als einzige Untereinheit das GTP. Innerhalb
des hexameren Komplexes wird die NC-Dimerisierung zwischen zwei Sept2-Unter-
einheiten sowie zwischen einer Sept6- und einer Sept7-Untereinheit beobachtet. Die
Dimerisierung Uber das G-Interface findet man hingegen zwischen zwei GDP-
gebundenen Sept7-Untereinheiten sowie zwischen einer GTP-gebundenen Sept6-
und einer GDP-gebundenen Sept2-Untereinheit (Sirajuddin et al., 2007).

Coiled-coil Coiled-coil Coiled-coil
A A

GDP-GDP GDP-GTP GDP-GTP GDP-GDP
Sept7 Septé Sept2 Sept2 Septé Sept7

Abb. 1.10 Die Struktur des humanen hexameren Komplexes. Die einzelnen Untereinheiten sind in
unterschiedlichen Farben dargestellt, Sept2 in grau, Sept6 in orange und Sept7 in blau. Deutlich
erkennbar ist die alternierende Abfolge von G- und NC-Interfaces. Modifiziert nach Sirajuddin et al.,
2007, PDB-ID: 2QAG.
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Auf Grund der starken Sequenzhomologie zwischen den Vertretern derselben
Septingruppe wurde vermutet, dass die einzelnen Untereinheiten des hexameren
Septinkomplexes der Sauger durch Vertreter derselben Septingruppe ersetzt werden
konnen. Diese Vermutung wird durch aktuelle Yeast-Two-Hybrid und Yeast-Three-
Hybrid Experimente unterstutzt (Sandrock et al., 2011, Nakahira et al., 2011). Die
Ergebnisse dieser Studien zeigen die gruppenspezifischen Bindungspraferenzen.
Die Vertreter der Gruppe 2 binden demnach bevorzugt an Vertreter derselben
Gruppe sowie an Vertreter der Gruppe 6. Bei den Mitgliedern der Gruppe 6 wurden
Bindungen zu allen Septinen beobachtet auller zu Mitgliedern derselben Gruppe,
wobei die Wechselwirkungen mit Gruppe 2 am starksten waren. Sept7 zeigte
Wechselwirkungen mit Gruppe 6 und Sept9. Diese Ergebnisse stimmen mit den
Wechselwirkungen uberein, die in der Kristallstruktur identifiziert wurden. Nur die
homotypische Bindung zwischen zwei Sept7-Untereinheiten konnte in keinem
Experiment beobachtet werden.
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Abb. 1.11 Interaktionen zwischen humanen Septinen. Die Starke der Wechselwirkungen zwischen
einzelnen humanen Septinen im Yeast-Two-Hybrid. Sandrock et al., 2011.

1.3.4.4 Die Rolle von Sept9 und anderen Vertretern der Gruppe 3
Im Vergleich zu den anderen Septinen schien die Rolle der Vertreter der Gruppe 3
lange Zeit nicht klar zu sein. Obwohl Sept9 in allen Saugertierzellen expremiert wird,

sind die Wechselwirkungen zwischen Sept9 und den anderen Septinen vergleichs-
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weise schwach. Die Isolierung der Septinkomplexe aus Saugertierzellen liefert nur
die substochiometrische Menge an Sept9. Zwei aktuelle Studien liefern nun
detaillierte Informationen Uber die Rolle von Sept9 stellvertretend fur die Gruppe 3
(Kim et al., 2011; Sellin et al., 2011).

Mikroskopische Untersuchungen in HelLa-Zellen zeigten, dass Sept9 zusammen mit
den anderen Septinen in Filamenten entlang des F-Aktins oder in Abwesenheit der
Aktinflamente (nach dem Abbau durch Cytochalasin D oder Latrunculin B) in
Septinringen lokalisiert sind. Der Abbau von Sept9 mittels shRNA hat keine
Auswirkungen auf die Septinfilamente an sich, lediglich der Durchmesser der Ringe
wird um ca. 25% von 0,45 um auf 0,35 pm verringert. Die Uberexpression und die
anschlielRende Reinigung der verschiedenen Kombinationen von Septinkomplexen
zeigte, dass Sept9 eine direkte Bindung zu Sept7, jedoch zu keinem anderen Septin
auszubilden scheint. Dabei binden die beiden Proteine Uber das G-Interface
aneinander. Interessanterweise fihrt die Uberexpression des Sept9-Konstruktes
ohne die o0-Helix zu einer Stérung der Bildung von Septinfilamenten in der
Interphase und zu Defekten wahrend der Cytokinese. Diese Beobachtung deutet
also auf die entscheidende Rolle des NC-Interface von Sept9 fir die Septinfilamente
hin (Kim et al., 2011).

In einer parallelen Studie wurden die Sedimentationskoeffizienten der aus den
Saugertierzellen isolierten Septinkomplexe bestimmt. Diese hydrodynamischen
Daten zeigten, dass die einzelnen Septine ausschliel3lich als Teil von stabilen
hexameren oder oktameren Komplexen existieren. Auch die elektronen-
mikroskopische Analyse der PartikelgroRe, bestatigte die Existenz von zwei
Partikelpopulationen mit durchschnittlichen Langen von 26-28 nm und 34-35 nm
(Abb. 1.12). Die hexameren Komplexe beinhalten dabei Sept7 und die Vertreter der
Gruppe 2 und der Gruppe 6. Sept9 hingegen wurde nur in den oktameren
Komplexen identifiziert. Wird die Expression von Sept9 unterdrickt, dann werden
aus den Zellen Uberwiegend hexamere Komplexe isoliert. Die Autoren identifizierten

ebenfalls Sept7 als direkten Interaktionspartner von Sept9 (Sellin et al., 2011).
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Abb. 1.12 GréRenverteilung der aus den Saugertierzellen isolierten Septinkomplexe
A) Elektronenmikroskopische Aufnahme und B) GroRenverteilung der Partikel aus den Kontrollzellen.
C) Elektronmikroskopische Aufnahme und D) GréRenverteilung der Partikel nach der Unterdriickung
der Sept9-Expression. Die Anzahl der oktameren Komplexe ist stark verringert. Sellin et al., 2011.

1.3.4.5 Ubergeordnete Strukturen

Zahlreiche Untersuchungen weisen auf eine starke Affinitat der Septine zu
Phosphatidylinositolphosphaten mit starker Praferenz zu PI(4,5)P2 hin. Experimente
mit Lipidmonolayern (Bertin et al., 2010) und Liposomen (Tanaka-Takiguchi et al.,
2009), die PI(4,5)P2 beinhalten, zeigen eine starke Rekrutierung der Septine zur
Lipidoberflache und eine erhdhte Polymerisation von Septinkomplexen in den
Filamenten. Auch in vivo werden die Septine durch PI(4,5)P2 reguliert. Sowohl
Septine als auch PI(4,5)P2 sind am Knospenansatz der Hefe (Garrenton et al., 2010)
und in der Teilungsfurche von Saugertierzellen lokalisiert (Field et al., 2005). Zudem
fuhrt die experimentelle Umwandlung von PI(4,5)P2 in PI(3,4,5)P3 durch die
Uberexpression von PI3K zur Aufldésung der Septinringe am Knospenansatz und zur
anschlielRenden Umverteilung der Septine Uber die ganze Plasmamembran der Hefe
(Rodriguez-Escudero et al., 2005). Alle diese Studien weisen auf die entscheidende
Rolle von PI(4,5)P2 flr die Rekrutierung der Septine zur Plasmamembran und die

Bildung der Septinfilamente hin.
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Neben der Filamentbildung reguliert PI(4,5)P2 auch die relative Anordnung der
Septinfilamente zueinander. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen wird oft die
Paarung parallel verlaufender Septinfilamente mit regelmaRigem Abstand zueinander
beobachtet. Im Vergleich dazu zeigt Abb. 1.13, dass auf dem Lipidmonolayer,
welches PI(4,5)P2 enthalt, die parallelen Filamente dichter aneinander gereiht liegen
und Schichten bilden. Fur die dichte Anordnung der Filamente ist vor allem der
c-terminale coiled-coil Bereich von Cdc11 verantwortlich (Tanaka-Takiguchi et al.,
2009; Bertin et al., 2010).

Abb. 1.13 Einfluss des Lipidmonolayer auf die Organisation der Septinfilamente.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Septinfilamente aus Hefe A) mit oder B) ohne das
Lipidmonolayer bestehend aus PI(4,5)P2 und Phosphatidylcholin. C) Septinfilamente aus Hefe mit
Cdc11Acc auf dem Lipidmonolayer aus PI(4,5)P2 und Phosphatidylcholin. Bertin et al., 2010.

1.3.5 Dynamik der Septine

Die meisten detaillierten Informationen Uber die Dynamik der Septine und deren
Regulation wurden fur S. cerevisiae zusammengetragen. Die Position und die supra-
molekulare Architektur der aus Septinen aufgebauten Strukturen machen in der Hefe
dynamische Anderungen durch. Diese Anderungen sind an Vorgénge gekoppel,
welche fur den Ablauf des Zellteilungszykluses erforderlich sind. Die
unterschiedlichen Septin-basierten Strukturen reflektieren dabei die stadien-

spezifischen Funktionen, die diese Strukturen ausuben.
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Abb. 1.14 Septinstrukturen in S. cerevisiae im Laufe der Zellteilung. Schematische Darstellung
der Morphologie und Dynamik von Septinstrukturen in S. cerevisiae im Laufe der Zellteilung.
Modifiziert nach Kinoshita 2006.

Die Beobachtung der Wiederherstellung der Fluoreszenz nach dem Photobleaching
(engl. fluorescence recovery after photobleching, FRAP) in Hefe-Zellen, die
fluoreszenz-markierte Septine expremieren, zeigten, dass die Septinringe zwischen
zwei Phasen oszillieren (Abb. 1.14). Eine kurze dynamische ,fluide® Periode,
charakterisiert durch einen schnellen Austausch an Untereinheiten, wechselt sich mit
einer immobilen ,eingefrorenen” Phase ab, wahrend der die Septine innerhalb des
Ringes unbeweglich bleiben (Dobbelaere et al., 2003). Wahrend des frihen
Stadiums der Assemblierung der sanduhrformigen Struktur, die als collar bezeichnet
wird, sind die Septine innerhalb des neu gebildeten Knospenansatzes sehr mobil.
Wenn die Knospe erst einmal gebildet ist, werden die Septine am Knospenansatz
,eingefroren®. Diese Fixierung erfolgt wahrscheinlich durch die Assemblierung der
mobilen, hetero-oligomeren Baueinheiten in starre Filamente. Die eingefrorene
Phase dominiert wahrend des Knospenwachstums bis zum Ende der Telophase. Die
Zellteilung endet mit der Cytokinese. Um Platz flr den kontraktilen Ring zu schaffen,
wird die collar-Struktur umgebaut. Dabei werden die Septine grofRtenteils wieder
mobil. Die Septine in dem verbliebenen gespaltenen Ring bleiben jedoch bis zur
Abschnurung der Tocherzelle weiterhin immobil.

Um genauere Einblicke in die Dynamik der Septinflamente in den lebendigen Hefe-

Zellen zu bekommen, wurde neben FRAP-Experimenten auch die Polarisations-

29



Einleitung

Fluoreszenz-Mikroskopie angewandt. Die dabei verwendeten GFP-markierten
Septinkonstrukte zeigten eine stark polarisierte Fluoreszenz wahrend der immobilen
Phase, was mit dem statischen Verhalten in dem oben beschriebenen FRAP-
Experiment Ubereinstimmt. Die Filamente sind hierbei entlang der Verbindungsachse
zwischen Mutterzelle und Knospe orientiert. Am Anfang der Cytokinese machen die
Septinfilamente eine Rotation um 90° durch und ordnen sich in zwei Ringen an, die
sich parallel zur Furchungsebene und senkrecht zur Verbindungsachse zwischen
Mutterzelle und Knospe orientieren (Vrabioiu und Mitchison, 2006). Der
Mechanismus fur diese bedeutende morphologische Veranderung ist allerdings noch
nicht bekannt.

Neuere Untersuchungen, bei denen die Septine mit >N oder mittels SNAP-tag™
markiert wurden, zeigen, dass die einzelnen Septin-Untereinheiten eine lange
Lebenszeit in vivo besitzen (Vrabioiu et al., 2004; McMurray und Thorner, 2008). Sie
bleiben Gber mehrere Zellgenerationen stabil und fihren ihre normale Funktion aus,
indem sie zusammen mit neu-synthetisierten Molekulen an der Knospenbildung
beteiligt sind.

Nahere Untersuchungen der hetero-oligomeren Baueinheiten mittels SNAP-Tag™
zeigten aulierdem, dass die Zusammensetzung des Hetero-Oktamers Cdc11-Cdc12-
Cdc-3-Cdc10-Cdc10-Cdc3-Cdc12-Cdc11 sehr dynamisch ist. Die Komplexe, die
hierbei isoliert wurden, bestanden aus einer Mischung von alten, mit Biotin
markierten Untereinheiten sowie aus neu-synthetisierten Untereinheiten. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass die hetero-oligomeren Septinkomplexe im
Gegensatz zu den Tubulin-Dimeren keine stabilen Baueinheiten fur die Filamente
darstellen. Sie konnen je nach Anforderung neu durchmischt werden.

Bei Stickstoffmangel und schlechtem Kohlenstoffangebot kdnnen diploide Hefe-
Zellen sporulieren. Genau wie bei der Zellteilung sind die Septine auch an der
Sporenbildung beteiligt. Das Cdc10 bleibt bei diesem Prozess stabil und wird bei der
nachsten mitotischen Teilung wieder in die Septin-Strukturen am Knospenansatz
integriert. Das Cdc12 wird dagegen aus den Septin-Strukturen ausgeschlossen und
durch das Spr3-Protein ersetzt, das nur wahrend der Sporulation expremiert wird
(McMurray und Thorner, 2008). Dies ist ein weiterer Beweis fur das dynamische
Verhalten der Septinkomplexe.

Nur wenige Studien beschreiben die Dynamik der Septine in Saugertierzellen. In

NIH3T3-Fibroblastzellen scheinen die Septine in der Interphase recht dynamisch zu
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sein. Sie binden an Aktinflamente, wobei die Wechselwirkungen nicht direkt sind,
sondern Uber Myosin Il vermittelt werden. Die Storung der Aktinorganisation mittels
Cytochalasin D (Depolymerisation von Aktinfilamenten) fihrt zu einem Zusammen-
rollen der linearen Septin-Blndel zu uniformen Ringen mit einem Durchmesser von
0,66 +/- 0,08 um. Dieser Prozess ist reversibel, weil durch das Auswaschen von
Cytochalasin D innerhalb kurzester Zeit die erneute Anlagerung der Septine an die
Aktinbindel induziert wird (Kinoshita et al., 2002).

Weitere Beweise fur das dynamische Verhalten der Septine in humanen Zellen
wahrend der Interphase sind die Wechselwirkungen zwischen Aktinflamenten und
Septinen bei der Bildung des Septinkafigs um pathogene Bakterien und bei der
Bewegung von T-Zellen (Tooley et al., 2009; Mostowy und Cossart, 2011).

Bei Homo sapiens, welcher 13 verschiedene Septingene und zahlreiche Splicing-
Varianten besitzt, ist das Potenzial fur die kombinatorische Diversitat bezlglich der
Septinkomplexe noch groRer als bei der Hefe. Uber die Dynamik der humanen

Septinkomplexe ist allerdings noch nichts bekannt.

1.3.6 Regulation der Septin-Polymerisation

Phosphorylierung / Dephosphorylierung

Die Gin4-Kinase, die mit der AMPK-Kinasefamilie verwandt ist, assoziiert frih
wahrend der Assemblierung an die Septinstrukturen am Knospenansatz und dient
als Gerust fur die Rekrutierung vieler weiterer Proteine. Nach dem korrekten
Zusammenbau des collar wird die Gin4-Kinase hyperphosphoryliert. Infolge dessen
phosphoryliert sie spezifisch das Septin Shs1 (Mortensen et al., 2002). Dieser
Prozess scheint entscheidend fiir die Uberflihrung der Septine in die immobile,
.eingefrorene® Phase zu sein. Vor Beginn der Cytokinese wird die regulatorische
Untereinheit Rts1 der Protein Phosphatase 2A an den Knospenansatz rekrutiert.
Dies fuhrt zur Dephosphorylierung von Shs1. Dieser Prozess ist essentiell fur die
erneute Mobilisierung der Septine und fur die Spaltung von collar in zwei Ringe
(Dobbelaere et al., 2003).

Die Septine in S. cerevisiae werden auf3erdem durch die Kinasen Cla4 (verwandt mit
der p21-activated protein kinase PAK1, Effektor von Cdc42) und Cdc28 (homolog zur
Cdk1-kinase in Hefe) phosphoryliert. Diese Modifikationen haben ebenfalls Einfluss
auf die Septin-Architektur (Versele und Thorner, 2004).
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Es gibt auch zahlreiche Berichte Uber die Septin-Phosphorylierung in hdheren
Eukaryoten. Die meisten wurden aber in grol3 angelegten Proteomik-Studien
entdeckt und sind nicht so genau untersucht wie die in S. cerevisiae. Erwahnenswert
ist aber eine Studie von Yu et al., 2009, welche Uber die Casein Kinase |l abhangige
Phosphorylierung des humanen Sept2 am Ser-218 berichtet. Die Position des
Ser-218 scheint ein spezifisches Merkmal der Gruppe 2 zu sein. Sie liegt vor der
ad’-Helix und ist in allen Vertretern dieser Gruppe von Drosophila bis zum Menschen
konserviert. Obwohl diese Position nahe am NC-Interface lokalisiert ist, wurde der

Effekt dieser Phosphorylierung auf die Septin-Polymerisation bisher nicht untersucht.

SUMOylierung
Die Septine Cdc3, Cdc11 und Shs1 wurden als SUMO-substrate in S.cerevisiae
identifiziert. Das SUMO ist zu 18% homolog mit dem Ubigitin, weshalb der Name

SUMO stellvertretend flr small Ubiquitin related modifier steht. Analog zur

Ubiquitinierung findet die Modifikation mit SUMO Uber eine Isopeptidbindung
zwischen dem C-Terminus von SUMO und der e-Aminogruppe eines Akzeptorlysins
im Zielprotein statt. In S. cerevisiae ist die Sumoylierung von enormer Bedeutung. In
Zellen mit Defekten bei der SUMO-Konjugation wird der Zellzyklus vor der Anaphase
angehalten.

Die Sumoylierung von Septinen findet spezifisch wahrend der Mitose kurz vor Beginn
der Anaphase statt und wird in der Cytokinese abrupt wieder aufgeldst. Die
Modifikationen finden bei Cdc3 an drei Positionen im N-terminalen Bereich vor der
G-Domane statt, bei Cdc11 an einer Position und bei Shs1 an zwei Positionen in den
c-terminalen coiled-coil Bereichen. Mutationen der Sumoylierungsstellen fuhren zu
Defekten beim Abbau der Septinringe am Ende der Zellteilung, so dass diese bei den
nachfolgenden Teilungszyklen neben den neu gebildeten Strukturen stabil bestehen
bleiben (Johnson und Blobel, 1999). Die SUMO-Konjugation scheint somit eine Rolle
bei der Regulation der Dynamik von Septinringen wahrend des Zellzykluses zu

spielen.

Borgs bei Saugetieren

Die ersten identifizierten Proteine, welche in tierischen Zellen an die Septine binden
und dadurch Auf- und Abbau der Filamente regulieren, waren Borg1 - Borg5 (Binder

of Rho GTPases). Sie werden so bezeichnet, weil es sich um Effektorproteine der
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RhoGTPase Cdc42 handelt (Joberty et al., 1999; Joberty et al., 2001). Die Domanen-
architektur der Borgs besteht aus einem CRIB-Motiv (Cdc42/Rac-interaction binding),
prolin-reichen Bereichen und BD1 - BD3-Doméanen (Borg homology domains). Dabei
ist die BD3-Domane fur die Bindung an den humanen Septinkomplex aus Sept2,
Sept6 und Sept7 verantwortlich. Auf Seite des Komplexes sind fur die Bindung die
c-terminalen coiled-coil Bereiche von Sept6 und Sept7 essentiell (Sheffield et al.,
2003) Die Wechselwirkungen zwischen Borgs und Septinen lassen sich durch die
Bindung von Cdc42 im aktiven GTP-Zustand an das CRIB-Motiv der Borgs
inhibieren.

In S. cerevisiae findet man Gic1 und Gic2, die zusammen mit Cdc42 in die Kontrolle
der Zellpolaritat und die Initiation der Knospenbildung involviert sind. Sie besitzen
ebenfalls ein CRIB-Motiv, einen prolin-reichen Bereich und ein c-terminales Motiv,
welches homolog zur BD3-Domane ist. Aktuelle Untersuchungen der Gics in vitro
weisen darauf hin, dass diese sich ahnlich wie die Borgs verhalten (Raunzer et al.,

nicht veroffentlicht).

Orc6 in Drosophila

Neben Borg scheint auch Orc6 in der Regulation der Septine involviert. Orcb6 ist die
kleinste Untereinheit des ORC-Komplexes (origin replication complex), welcher fur
die Initiation der DNA-Replikation im Zellkern verantwortlich ist. Sowohl in Drosophila
als auch in humanen Zellen ist Orc6 zudem in der Teilungsfurche lokalisiert, wo es
fur die fehlerfreie Cytokinese essentiell ist (Prasanth et al., 2002). Orc6 besteht aus
einer N-terminalen DNA-Bindungsdomane, welche homolog zum Transkriptionsfaktor
TFIIB ist, und einem c-terminalen 30-Aminosaure langen Bereich, welcher die
Bindung an den c-terminalen coiled-coil Bereich des Drosophila-Septins Pnut
vermittelt (Chesnokov et al., 2003). Die Entfernung dieses Bereiches flhrt zu
Defekten wahrend der Cytokinese. In vitro ist Orc6 in der Lage die Filamentbildung
der Septinkomplexe aus Drosophila zu induzieren. Wird anschlieBend GTP
zugegeben fuhrt dies aber interessanterweise zum Abbau der Filamente (Huijbregts
et al., 2009).

1.3.7 GTP-Hydrolyse
Die starke Konservierung der G-Domane bei allen Septinen spricht fur eine wichtige

Rolle der Nukleotidbindung und Hydrolyse fir die Funktion dieser Proteine. Die
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Identifizierung des G-Interface als Nukleotid-abhangige Interaktionsoberflache
erklarte zumindest die Bedeutung der Nukleotidbindung fur die Filamentbildung der
Septine. Die genaue Rolle der GTP-Hydrolyse bleibt aber weiterhin ungeklart.

Alle aus den Zellen isolieten Komplexe sind bevorzugt mit GDP beladen.
Ein Septinkomplex aus S. cerevisiae bindet die Nukleotide sehr stark mit
einer Polypeptid / Nukleotid-Stochiometrie von 1:1. Die GTP-Hydrolyserate ist in
einem Multi-turnover-Experiment mit keat = 0,005 min™ sehr langsam. Ein dimerer
Komplex aus Cdc3 und Cdc12 hat dagegen eine deutlich niedrigere Nukleotid-
affinitat mit Kp(GDP) = 2,1 uM und Kp(GTPyS) = 1,6 uM. Die GTP-Hydrolyserate von
diesem Komplex ist mit ket=0,019 min" schneller und somit vergleichbar mit
Keat = 0,02 min™' beim Ras (Farkasovsky et. al., 2005, Neal et al., 1988).

Die Analyse des humanen Sept2 weist ahnlich niedrige Nukleotidaffinitaten mit
Ko(GDP) =1,75 uM und Kp(GTPyS)=0,26 uM auf. Auch die gemessene
Hydrolyserate mit ket = 0,0162 min™’ lag im gleichen Bereich wie bei dem dimeren
Komplex aus Cdc3 und Cdc12. Unerwartet langsam fur solch niedrige Affinitaten
waren aber die Geschwindigkeitskonstanten beim Nukleotidaustausch mit
k(GTPyS) =7-10° s und k(GDP) = 5:10* s (Huang et al., 2006).

1.3.8 Die Struktur von Sept2 im GppNHp-Zustand

Fir die Aufklarung der GTP-induzierten strukturellen Anderungen wurde die Struktur
der G-Domane des humanen Sept2 im Triphosphatzustand gel6st (Sirujuddin et al.,
2009). Auch im GppNHp-gebundenen Zustand findet man in der Kristallstruktur
G-Dimere. Allerdings ist die Geometrie des G-Interface leicht verandert. Die
Untereinheiten sind um die Dimerverbindungsachse gegeneinander verdreht, wobei
die septin-spezifischen B7- und B8-Strange in der gleichen Position bleiben, die a2-
und a3-Helices hingegen um ca. 4,5 A verschoben sind.

Im Vergleich zur Struktur des Sept2 im GDP-Zustand ist die Elektronendichte der
switch Bereiche im GppNHp-gebundenen Zustand gut definiert (Abb. 1.15). Fur die
Konformation des switch | Bereiches ist das konservierte Threonin (Thr-78)
verantwortlich. Wahrend die Hydroxygruppe der Seitenkette dabei in die
Koordinierung des Mgz"-lons involviert ist, bindet die Amidgruppe der Hauptkette
direkt an die y-Phosphatgruppe des Nukleotids. Aulerdem enthalt der switch |
Bereich einen Argininrest (Arg-77), der in drei von vier G-Domanen der

asymmetrischen Einheit die gleiche Position wie der Argininfinger in der
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Ras-RasGAP-Struktur einnimmt. Er kénnte die Neutralisation der negativen Ladung
der Phosphatgruppen wahrend der GTP-Hydrolyse ubernehmen. Allerdings zeigte
die Mutation dieses Restes zum Alanin nur eine geringe Auswirkung auf die

Geschwindigkeit der Hydrolyse.

Abb. 1.15 Sept2 im GppNHp-Zustand. A) Konformationen der switch Bereiche in der Struktur von
Sept2 im GppNHp-gebundenen Zustand. Die wichtigen Aminosaurereste sind im Stabchen-Modell
dargestellt. Die Seitenkette von Thr-78 aus dem switch | Bereich ist zusammen mit Ser-51 und
Asp-100 aus dem G4-Motiv in die Koordination des Mg?*-lons involviert. Arg-77 dient als ein mdglicher
Arginin-Finger. Die Bindung zwischen Asp-107 aus dem switch Il Bereich und His-158 ist Teil des
G-Interface. Die unterschiedlichen G-Doméanen sind mit gelb bzw. blau dargestellt. B) Bindung von
Thr-78 an das y-Phosphat induziert die Konformationsanderung der p2- und 3-Strange im
NC-Interface. Modifiziert nach Sirajuddin et al., 2009, PDB-ID 3FTQ.

Auch die Wechselwirkungen des switch Il Bereiches mit der y-Phosphatgruppe des
Nukleotids sind mit den Strukturen der anderen GNBPs vergleichbar. Wahrend die
Seitenkette des Aspartats (Asp-101) in die Koordinierung des Mg**-lons involviert ist,
bildet die Amidgruppe des Glycins (Gly-104) eine direkte Bindung zum y-Phosphat
aus. Aulerdem bildet das stark konservierte Aspartat (Asp-107) des switch
Bereiches Wasserstoffbindungen zum konservierten Histidin (His-156) der anderen
Untereinheit aus und tragt somit zur Stabilitat des G-Interfaces bei.

In der Kiristallstruktur des Sept2 im GppNHp-Zustand wurde eine weitere
Konformationsanderung im Vergleich zum GDP-Zustand beobachtet (Abb. 1.15).
Dabei nehmen die Bereiche der $2- und 3-Strange, welche dem NC-Interface naher
sind, die Position der o0-Helix im GDP-Zustand an. Weil die G-Domane in der
Struktur immer noch ein G-Dimer ausbildet, wurde diese Konformationsanderung der
B2- und B3-Strange als GTP-induzierter Einfluss auf das NC-Interface diskutiert.
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2. Zielsetzung
Die Aufklarung der Kristallstruktur des Septinkomplexes bestehend aus Sept2, Sept6
und Sept7 hat unser Verstandnis Uber die mechanistische Funktionsweise der
Septine entscheidend vorangebracht. Viele Aspekte blieben aber weiterhin ungeklart,
wie z.B. der Grund, warum in dem Komplex die Sept2- und Sept7-Untereinheiten im
GDP-gebunden Zustand vorliegen, wahrend die Sept6-Untereinheit hingegen das
GTP-Nukleotid enthalt.
Die Charakterisierung der Septine wurde bisher besonders dadurch erschwert, dass
die Reinigung der stabilen Septin-Monomere nur in Ausnahmefallen, wie z.B. beim
humanen Sept2, erfolgreich war. Daher sollen zu Beginn dieser Arbeit neue stabile
Konstrukte von humanen Septin-Monomeren, welche sich fir die weiteren
biochemischen und strukturellen Untersuchungen eignen, identifiziert und gereinigt
werden.
Die biochemische Charakterisierung in Kombination mit verschiedenen strukturellen
Untersuchungen soll anschlieBend helfen, die Gemeinsamkeiten und Unterschiede
bei Vertretern der einzelnen Septin-Gruppen zu identifizieren. Dabei sollen
besonders die Nukleotidbindung, die GTP-Hydrolyse und die Dimerisierung der
Septine sowohl innerhalb derselben Gruppe als auch zwischen den Vertretern
verschiedener Septin-Gruppen mechanistisch untersucht werden.
Die ldentifizierung des G-Interface als nukleotid-abhangige Interaktionsoberflache
erklart die Bedeutung der Nukleotidbindung fur die Filamentbildung der Septine. So
ist fur die Dimerisierung der Sept2-Monomere Uber das G-Interface die Bindung
eines Nukleotids an jede Untereinheit erforderlich. Die Art der Nukleotide scheint
dabei keine Rolle zu spielen. Die Sept2-Untereinheiten dimerisieren sowohl im GDP-
als auch im GppNHp-gebundenen Zustand. Die Beobachtungen, dass isolierte
Septine Uberwiegend GDP-Nukleotid enthalten und dass bei den meisten Septinen
eine funktionale intrinsche GTP-Hydrolyse gemessen werden kann, sprechen aber
fur eine wichtige Rolle der Hydrolyse fur die Funktion der Septine.
In diesem Zusammenhang soll im Rahmen dieser Arbeit das besondere Augenmerk
auf die Auswirkungen des Nukleotidzustandes auf die Eigenschaften der Septine

gerichtet werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Puffer und Losungen
Acrylamid-Lésung

Blockierungslosung

6x DNA-Probenpuffer

dNTP-Lésung

Farbeldsung fir SDS-Gele

Gelfiltrationspuffer

GSH-Puffer

HPLC-Puffer

IMAC-Puffer

5x Laemmli Probenpuffer

Lyse-Puffer

PBS-Puffer

30% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid

BSAin PBS

10 mM Tris HCI

25 mM EDTA

30% (v/v) Glycerin
0,4% (w/v) Orange G

0,5 mM dATP
0,5 mM dCTP
0,5 mM dGTP
0,5mMdTTP

40% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsaure

4 g/L Coomassie Brilliant Blue R250
4 g/L. Coomassie Brilliant Blue RG250

20 mM Tris HCI pH 7,8

100 mM bzw. 500 mM NaCl
5 mM MgCl,

5mM DTE

20 mM Tris HCL pH 7,8
200 mM NaCl

5 mM MgCl,

20 mM Glutathion

100 mM Kaliumphosphat pH 6,5
10 mM Tetrabutylammoniumbromid
7,5% (viv) Acetonitril

20 mM Tris HCI pH 7,8
200 mM NaCl

5 mM MgCl,

250 mM Imidazol

50 mM Tris HCI

50% (v/v) Glycerin

500 mM DTT

10% (w/v) SDS

0,5% (w/v) Bromphenolblau

20 mM Tris HCI pH 7,8
200 mM NaCl
5 mM MgCl,

8,0 g NaCl
0,2 g KCl

1,42 g NazHPO4
0,27 g KH,PO,
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SDS-Laufpuffer

SDS-Samelgelpuffer

SDS-Trenngelpuffer

SPR-Laufpuffer

3.1.2 Gerite

Stopped-flow-Apparatur SX-18 MV
Detektor MAR345 Image Plate System
DNA-Gelelektrophoresekammer
FluoroMax 4-Spektrofluorimeter
FPLC (ATKA Prime)

HPLC (System Gold 166)

PCR Thermocycler T3000
Phoénix-Robotor

pH-Meter 766 Calimatic
Photometer BioPhotometer
Pipetten

Prazisions-Quarzkiivetten

Sonifier 450

Chromatographiesaulen
HiTrap Desalting
Superdex 75

Superdex 200

Verbrauchmaterialien und Chemikalien

GDP

GTP
GppNHp
mGDP
mGTP
mGppNHp

Agarose
N-(5-Aminopentyl)biotinamid
DTE

L-Glutathion

Imidazol
Isoprolyl-D-thiogalactosid
SDS

Alkalische Phosphatase

BSA

DNase

Phusion-Polymerase

Prescission
Restriktionsendonukleasen
Tag-Polymerase

Transglutaminase from guinea pig liver

25 mM Tris
192 mM Glycin
2% (w/v) SDS

500 mM Tris H3PO,4 pH 6,8
4% (w/v) SDS

500 mM Tris HsPO, pH 8,8
4% (wiv) SDS

10 mM HEPES pH 7,4

150 mM NaCl

5 mM MgCl,

0,2 mM GDP bzw. GppNHp

Applied Photophysics (UK)

X-Ray Research GmbH (Norderstedt)
Werkstatt MPI Dortmund

HORIBA Jobin Yvon GmbH (Unterhaching)
Amersham Pharmacia (Freibung)
Beckman (Munchen)

Biometra (Goettingen)

Art Robbins Instruments (USA)

Knick (Berlin)

Eppendorf (Hamburg)

Gibson (Langenfeld), Eppendorf (Hamburg)
Hellma-Analytics (Millheim)

G. Heinemann (Schwabisch Gmiind)

GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Jena Biosciences (Jena)
Jena Biosciences (Jena)
Jena Biosciences (Jena)
Jena Biosciences (Jena)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Gerbu (Wieblingen)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)

Roche (Mannheim)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

New England Biolab (Ipswich, USA)
MPI Dortmund

New England Biolab (Ipswich, USA)
Qiagen (Hilden)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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Proteinstandard SDS7(Sigma) mit 66/45/36/29/24/20/14,2 kDa
Nukleinstandard GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas) mit 250 - 10000 bp

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Merck, Roth, Serva, Sigma-Aldrich oder

Riedel de Haen bezogen
Kits

QlAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel-Extraktion Kit

Rapid DNA Ligation Kit

BigDye Terminator Sequencing Kit
Biotin CAPture Kit

Kristallographie-Screens

JCSG Core Suite |

JCSG Core Suite Il

JCSG Core Suite I

JCSG Core Suite IV

EasyXtal Protein Complex Suite
EasyXtal Protein Classics Suite
EasyXtal Protein Classics Suite Il
Additive Screen

Medien und Antibiotika

Luria-Bertani (LB) (1L)

Terrific-Broth (TB) (1L)

LB-Agarplatten (1L)

Antibiotika-Zusatze

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)

Applied Biosystems (Langen)

GE Healthcare (Uppsala, Schweden)

Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Hampton Research (Aliso Viejo, USA)

10 g Bacto-Tryptone, 10 g NaCl,
5 g Hefeextrakt

2 g Bacto-Tryptone, 24 g Hefeextrakt, 0,4%
(v/v) Gylcerin, 2,31 g KH,PO,4, 12,54 K,HPO,

10 g Bacto-Tryptone, 10 g NaCl,
5 g Hefeextrakt, 16 g Bacto-Agar

Ampicilin 100 mg/ml
Chloramphinicol 25 mg/mL
Kanamycin 25 mg/ml

Die verwendeten Medien wurden in der zentralen Einrichtung Biotechnologie des MPI fir molekulare
Physiologie vorbereitet und autoklaviert.

Plasmide

pET28a Novagen His6, T7, Kan'
pGEX4T1 Amersham GST, tac, Amp'
pGEX6P1 Amersham GST, tac, Amp'

Mikroorganismen

DH5a F deoR endA1 gInV gyrA96 nupG recA1 relA1 thi-1 A(argF-lacZ)U169
$»80AlacZAM15 hsdR17(ri mi’), A

BL21(DE3) F dem gal lon ompT hsdS(rg” mg’) A(DE3)
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Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma-Aldrich Biochemie GmbH (Hamburg)
oder Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert.

Tab. 3.1 Verwendeten Oligonukleotide

Primername Sequenz (5'-3') Resetrl;lzk;:;)'ns- Anwendung

EZ-09-028 ATATATGGATCCGGTTTTGAATTCACGCTTATGG BamHI FP-Sept7 (AaO,

TAGTGGG Acc)
EZ-09-029 ATATATCTCGAGTCAAGCTGCAAGTTTTCTGCTT Xhol RP-Sept7 (AaO,
CTGTAGTTC Acc)
EZ-09-032 ATATCCATGGGCTTCTGCTTCAACATCCTGTGCG Ncol FP-Sept6 (AaO,
Acc)
EZ-09-033 ATATGCGGCCGCTCAATGATGATGATGATGATG Notl RP-Sept6 (Aa0,
GGATCCACGCGGAACCAGCTCCTCCAGCTTACA Acc)_Thmobine-
GCGGCGATA site_His6
EZ-09-034 ATATCCATGGGTTTTGAATTCACGCTTATGGTAG Ncol FP-Sept7 (Aa0,
TGGG Acc)
EZ-09-035 ATATGCGGCCGCTCAATGATGATGATGATGATG Notl RP-Sept7 (Aa0,
GGATCCACGCGGAACCAGAGCTGCAAGTTTTCT Acc)
GCTTCTGTAGTTCTCA _Thmobine-
site_Hisg
EZ-09-040 GAT ACC CCA GGA TTT GGA GAT CAA GTG Mutagenese FP
GAT AAT AGT AAT TGC TGG CAG Sept7_A101Q
EZ-09-041 ACCCCAGGATTTGGAGATGCAGACGATAATAGT Mutagenese FP
AATTGCTGGCAGCCT Sept7_V102D
EZ-09-042 TTTGGAGATGCAGTGGATAATGATAATTGCTGG Mutagenese FP
CAGCCTGTTATCGACTAC Sept7_S105D
EZ-09-049 TGTTTATACTTCATTGCTCCTTTTGGACATGGAC Mutagenese FP
TTAAACCATTGGAT Sept7_S149F
EZ-09-050 TGTTTATACTTCATTGCTCCTGACGGACATGGAC Mutagenese FP
TTAAACCATTGGAT Sept7_S149D
EZ-09-052 AATGCAGAATCACGAGTGAACGACCGTCAGATG Mutagenese FP
CCTGATAACAGG Sept7_R131D
EZ-09-053 CCAGGATTTGGAGATGCAGTGGCTAATAGTAATT Mutagenese FP
GCTGGCAGCCTGTT Sept7_D103A
EZ-10-065 AAAGCAGACACACTCACACCAGAGGCA Mutagenese FP
TGCCAACAGTTTAAAAAACAGATA Sept7_E184A
EZ-10-068 GGTCCTTCTCATAGAATTAAAAAGGCTGTACAGG Mutagenese FP
TGGAACAATCCAAAGTT Sept7_T71A
EZ-10-077 ATATATGAATTCGAGTTCAACATCATGGTGGTCG EcoRl FP-Sept9 (AaO,
GG Acc)
EZ-10-078 ATATATCTCGAGGCGCTTCACACGGTACGCCTC Xhol RP-Sept9 (AaO,
Acc)
EZ-11-135 ATATCTCGAGTGACATGAATTGTTGTGGGTTTGG Xhol RP-Sept7(Aa0,
AGCTGCAAGTTTTCTGCTTCTGTAGTTC Acc)-Q-tag
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3.1.3 Konstrukte

PGEX6P1-Sept7(29-297) | GST [LEVLFQ GPLGS|GFEF... Sept7 ..KLAA|
Prescission site
pET28a-Sept7(29-297)-His6 M|GFEF... Sept7 ..KLAA[LVPRGS{HHHHHH]
Thrombine site
pGEX6P1-Sept7(29-297)-QTag | GST|LEVLFQ GPLGS|GFEF... Sept7 _KLAA[PNPQQFM .
Prescission site Q-Tag
pET28a-Sept6(40-305)-His6 M|GFCF... Sept6 ..KLEE|LVPRGS|HHHHHH|.
Thrombine site
pGEX6P1-Sept9(297-565) | GST|LEVLFQ GPLGSPE[FEFN... Sept9 _.VKRL|ERPHRD .
Prescission site
pGEX6P1-Sept2(33-306) | GST [LEVLFQ GPLGSGM|KKGFE... Sept2 ..RLKR]

Prescission site

Abb. 3.1 Verwendete Konstrukte. Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukten.

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

Fur die Konstruktion der Expressionsplasmide wurden die entsprechenden
Genfragmente durch Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
amplifiziert. Hierfir wurde die Phusion Polymerase (New England Biolabs) nach
Angaben des Herstellers verwendet. 10 pL des PCR-Produktes wurde fur die
Kontrolle mittels Agarosegelelektrophorese benutzt. Die restlichen 40 puL wurden
direkt mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) gereinigt. Fur den
Restriktionsverdau der gereinigten PCR-Produkte und der entsprechenden
Expressionsvektoren (pET28a, Invitrogen bzw. pGEX4T1 oder pGEX6P1, GE
Healthcare) wurden Restriktionsendonukleasen zusammen mit ihren mitgelieferten
Puffern (New England Biolabs) verwendet. Nach der Reinigung der verdauten DNA-
Fragmente mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) wurden sie mit
einer T4 DNA Ligase aus dem Rapid DNA Ligation Kit (Roche) 10 min bei RT ligiert.
Die Ligationsansatze wurden nach der Hitzeschock-Methode in chemisch
kompetente E. coli DH5a-Zellen transformiert und auf LB-Agarplatten mit einem

entsprechendem Antibiotikum bei 37 °C Uber Nacht selektiert.
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Standard-PCR-Ansatz Stand_ar_dansatz fur Standard-Ligationsansatz
Restriktionsverdau

2,5 uL FP-Primer 40 uL  PCR-Produkt 14 L PCR-Produkt

2,5uL RP-Primer 5uL 10xPuffer 2 uL  Expressionsvektor
5uL dNTPs je 1 uL  Endonuklease 2 uL  10xLigationspuffer
1pL Templatt-DNA 1L 100xBSA 2L T4-Ligase
3uL DMSO

10 uL HF-Puffer

25 uL H,O

0.5uL Pczcrise“r);se

Zur Kontrolle der positiven Ligation der PCR-Produkte in die Expressionsvektoren
wurde zunachst eine Kolonie-PCR durchgefuhrt. Hierflir wurden einzelne Kolonien
mit einer Pipettenspitze von der Kulturplatte gepickt und in einem PCR-Reaktions-
gefall abgestreift. Mit derselben Pipettenspitze wurde anschlielend eine Minikultur
mit 4 mL LB-Medium angeimpft. Die Kolonie im Reaktionsgefald lieferte Templatt-
DNA fir einen 10 uL PCR-Ansatz. Hierbei wurde eine Tag-Polymerase gemal}
Angaben des Herstellers und dieselben Primer wie bei der Amplifizierung der
jeweiligen Genfragmente verwendet. Von den Kolonien, welche eine erfolgreiche
Amplifikation aufwiesen, wurden die Minikulturen fur die Plasmidpraparation

verwendet. Diese erfolgte mittels QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden).

Praparation chemisch kompetenter Zellen und Hitzeschock-Transformation

Fur die Praparation chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurde 100 mL LB-Medium
mit 1 mL einer Ubernachtkultur des zu transformierenden Stammes inokuliert. Falls
der Stamm bereits einen Plasmid enthielt, wurde noch ein entsprechendes
Antibiotikum hinzugegeben. Die Kultur wurde bis zum Erreichen einer optischen
Dichte (ODggo) von 0,6 bei 37 °C kultiviert. Anschliellend wurde der Kolben weitere
10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (4000 rpm, 10 min)
bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 30 mL TB-
Puffer resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut durch
Zentrifugation (4000 rpm, 10 min) bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 5 mL TB-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit
Glycerol versetzt, aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefrorren und bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Fir die Transformation wurde 100 uL Zellsuspension mit 10 uL des Ligations-
ansatzes oder 5 uL der gereinigten Plasmid-DNA versetzt und 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlielRend wurde die Zellsuspension 2 min bei 42 °C inkubiert
(Hitzeschock), mit 800 uL LB-Medium versetzt und zur Ausbildung der Antibiotikum-
resistenz 60 min bei 37 °C kultiviert. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation (13000
rom, 60 s) pelletiert und der Uberstand bis auf 100 pL verworfen. Das Zellpellet
wurde im Restvolumen resuspendiert und auf LB-Agarplatten mit einem

entsprechen-dem Antibiotikum bei 37 °C Uber Nacht selektiert.

Quick-Change Mutagenese-PCR

Die Mutagenese einzelner Aminosaurepositionen erfolgte mit Hilfe der Quick-Change
Mutagenese-PCR. Dabei werden die Plasmide mit dem zu mutierenden Fragment
amplifiziert. Die Mutationen werden spezifisch durch die Verwendung von
Mutagenese-Primern eingefuhrt, welche an der gewlnschten Position eine
veranderte Basenabfolge enthalten.

Nach der PCR erfolgte ein Restriktionsverdau der Vorlage-DNA durch das
Restriktionsenzym Dpnl. Das Enzym erkennt spezifisch die methylierte Plasmid-
DNA, die aus E. coli isoliert wurde. Nach der Inkubation mit Dpnl (1h, 37°C) wurden
5 - 10 uL des Ansatzes nach der Hitzeschock-Methode in die chemisch kompetenten

E. coli DH5a-Zellen transformiert.

Sequenzierung

Alle Konstrukte wurden durch eine DNA-Sequenzierung basierend auf der Didesoxy-
methode von Sanger (Sanger et al., 1977) verifiziert. Ein Sequenzierungsansatz mit
einem Volumen von 20 uL setzte sich aus 500 ng Plasmid-DNA mit 10 pmol
Sequenzierungsprimer und 3 uL Terminator-Mix aus dem Big-Dye-Terminator Kit
(Applied Biosystems) zusammen. Die Sequenzierungs-PCR und die DNA-Fallung
wurden nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Sequenzierungsfragmente
wurden anschlieBend in der zentralen Einrichtung der Biotechnologie des MPI flr
molekulare Physiologie mithilfe eines ABlI PRISM 3700 DNA-Analysators (Applied
Biosystems) analysiert.
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Lagerung

Alle DNA-Losungen wurden bei -20 °C gelagert. Die Bakterienkulturen wurden
hingegen als Glycerinstocks bei -80 °C aufbewahrt, indem 500 puL der Kultur mit
500 uL Glycerin (50% v/v) versetzt wurden.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1 Uberexpression

Fir die Proteinexpression wurden die verifizierten Plasmide in die chemisch
kompetenten E. coli BL21 (DE3)-Zellen transformiert. Um die Koexpression mehrerer
Proteine von verschiedenen Plasmiden zu gewahrleisten, wurden Zellen, welche
bereits einen der Plasmide enthielten, erneut chemisch kompetent gemacht und
danach ein zweites Plasmid in sie transformiert. Die Expressionen wurden
durchgefuhrt, indem in zwei 5 L Kulturkolben jeweils 2,5 L TB Medium (50 ug/mL
Kanamycin bei Konstrukten im pET28a-Vektor bzw. 100 pg/mL Ampicillin bei
Konstrukten in pGEX-Vektoren) mit je 25mL einer Ubernachtkultur des
Expressionsstammes inokuliert wurden. Die inokulierten Kulturkolben wurden bis zu
einer optischen Dichte (ODgyp) von 0,6 bei 37 °C und 400 rpm kultiviert.
Anschliefend wurde die Temperatur auf 20 °C reduziert und die Proteinexpression
durch Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert. Die induzierten Kulturen wurden ca. 18 h
bei 20 °C und 400 rpm kultivert und anschlieRend mittels Zentrifugation (4000 rpm,
15 min, 4 °C) pelletiert. Die vereinten Pellets wurden in einem Lysepuffer (20 mM
Tris, 200 mM NaCl, 5mM MgCl,, pH 7,8) resuspendiert und entweder direkt

weiterverarbeitet oder bei -20 °C gelagert.

3.2.2.2 Zellaufschluss

Der Aufschluss der Zellsuspensionen erfolgte durch Ultraschall mittels des Ultra-
schall-Desintegrators Sonifier W-450 (G. Heinemann, Schwabisch Gmund). Hierfur
wurde die Zellsuspension erst mit einer DNase (50 uL mit 100 mg/mL) versetzt und
dann dreimal je 60 sec mit Ultraschall behandelt. Unldsliche Bestandteile und
Zelltrimmer wurden anschliellend mittels Zentrifugation (25000 rpm, 30 min, 4 °C)

abgetrennt und der Uberstand weiter fiir die Proteinreinigung verwendet.
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3.2.2.3 Proteinreinigung mittels Affinitatschromatographie

Als erster Schritt zur Reinigung der Proteine wurde eine Affinitatschromatographie
unter Verwendung von FPLC (fast protein liquid chromatographie) eingesetzt. Fur
Proteine mit N-terminalen Glutathion-S-Transferare (GST)-Fusionsproteinen wurde
Glutathion-Sepharose 4 FastFlow (GE Healthcare) als Affinitatsmatrix verwendet. Die
Chromatographiesaule wurde mit einem Lysepuffer (20 mM Tris, 200 mM NacCl,
5mM MgCl,, pH 7,8) A&quilibriert. AnschlieRend wurde der Uberstand des
Zellaufschlusses mit einer Flussrate von 3 mL/min auf die Saule aufgetragen und mit
dem Lysepuffer bis zum Erreichen der konstanten Basislinie flr die UV-Absorption
des Eluates bei 280 nm gewaschen. Zur Elution der an die Saule gebundenen GST-
Fusionsproteine wurde GSH-Puffer verwendet. Das Eluat wurde dabei in Fraktionen
von 10 mL aufgefangen und mittels SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen mit den
GST-Fusionsproteinen wurden vereint und ankonzentriert. Fur die Abspaltung des
GST wurde die Proteinlésung mit einer Prescission-Protease tber Nacht bei 4°C
inkubiert.

FUr Proteine mit c-terminalen His-Tag wurde Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) als
Affinitatsmatrix verwendet. Nach dem Aquilibrieren der Chromatographiesaule mit
einem Lysepuffer wurde der Uberstand des Zellaufschlusses mit einer Flussrate von
3 mL/min auf die Saule aufgetragen. Die Saule wurde anschliellend mit Lysepuffer
bis zum Erreichen der konstanten Basislinie fur die UV-Absorption des Eluates bei
280 nm gewaschen. Die an die Saule gebundenen Proteine wurden mit Hilfe eines
Imidazol-Gradienten (Linearer Gradient des Lysepuffers zum IMAC-Puffer mit 250
mM Imidazol) eluiert und in Fraktionen von 10 mL aufgefangen. Anschliel3end
wurden die Eluat-Fraktionen mittels SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen, welche

das gewunschte Protein enthielten, wurden vereint und ankonzentriert.

3.2.2.4 Proteinreinigung mittels GroBenausschlusschromatographie

Im Anschluss an die Affinitatschromatographie wurden die Proteine zusatzlich mittels
Grolkenausschlusschromatographie (Gelfiltration) gereinigt. Dieser Schritt ist vor
allem zur Abtrennung von falsch gefalteten Proteinen erforderlich, welche im
Ausschlussvolumen von der Saule eluieren. Fur die Proteinreinigung wurden die
Saulen Superdex 75 und Superdex 200 (GE Healthcare) eingesetzt. Jede der Saulen
wurde zuerst mit Gelfitrationspuffer aquilibriert, welcher zuvor filtriert und entgast

wurde. Die ankonzentrierte Proteinlésung aus der Affinitatschromatographie wurde
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auf die Saule aufgetragen und mit einer Flussrate von 2 mL/min eluiert. Dabei
wurden Eluat-Fraktionen von 5 mL aufgefangen und spater mittels SDS-PAGE

analysiert.

3.2.2.5 Konzentration der Proteine
Die Proteinlosung wurde mittels Zentrifugation in Ultrafiltrationseinheiten (Amicon
Ultra, Millipore) bis zum gewunschten Volumen oder bis zur gewunschten

Konzentration aufkonzentriert.

3.2.2.6 Nukleotidbefreiung und Nukleotidaustausch

Die Nukleotidbefreiung bzw. der Nukleotidaustausch erfolgte mit Hilfe einer
alkalischen Phosphatase. Hierfur wurde die Proteinlosung mit 50 mM Ammonium-
sulfat, 0,25 mM ZnCl, sowie einer alkalischen Phosphatase (1 U auf 1 mg Protein)
versetzt. Fir den Nukleotidaustausch wurde zudem noch 1 mM GppNHp
hinzugeflgt, welches einem nicht hydrolysierbaren Analogon von GTP entspricht.
Nach einstundiger Inkubation auf Eis wurde die Reaktion mit Hilfe einer GroRen-
ausschlusschromatographie (iber Hi-Trap"™-Entsalzungssaulen (GE Healthcare)
beendet. Dabei werden neben den Abbauprodukten des Nukleotids auch Zn**-lonen
entfernt, welche fur die enzymatische Aktivitat der alkalischen Phosphatase

erforderlich sind.

3.2.3 Biophysikalische Methoden

3.2.3.1 Analytische Gelfiltration

Bei der Gelfiltration werden Proteine nach ihrem hydrodynamischen Radius
aufgetrennt, welcher in erster Linie mit ihrer Grof3e und Form korreliert. Die Grole
des zu untersuchenden Proteins lasst sich durch den Vergleich des Elutions-
volumens mit Proteinen bekannter GroRe bestimmen. Daher kann diese Methode zur
Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen und der Proteinoligomerisierung
angewandt werden. In dieser Arbeit wurden fur die analytische Gelfiltration die
Saulen Superdex 75 10/30 und Superdex 200 10/30 (GE Healthcare) eingesetzt. Fur
die Analyse wurde ca. 1mg Protein, gel6ést in 200 uL Gelfiltrationspuffer, auf die

Saule aufgetragen und mit einer Flussrate von 0,4 mL/min eluiert.
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3.2.3.2 Nukleotidbestimmung mittels HPLC

Zur Auftrennung und Quantifizierung der Nukleotide wurde die Methode nach Tucker
et al. 1986 verwendet. Hierbei werden die Nukleotide mittels Umkehrphasen-
Hochdruck-Flussigchromatographie (high pressure liquid chromatography, HPLC)
unter isokratischer Verwendung eines Laufpuffers, zusammengesetzt aus 100 mM
Kaliumphosphat (pH 6,5), 10 mM Tetrabutylammoniumbromid (TBAB) und 7,5% (v/v)
Acetonitril, aufgetrennt und quantifiziert. Das im Laufpuffer vorhandene TBAB bindet
dabei an die Phosphatgruppen der Nukleotide und steigert somit deren Hydropho-
bizitat proportional zur Anzahl ihrer Phosphatgruppen. Dadurch kénnen Guanosin,
GMP, GDP und GTP aufgrund ihrer Wechselwirkungen mit der hydrophoben
Saulenmatrix aufgetrennt und quantifiziert werden. Fir die Messung wurden 30 pL
Proteinldosung fur 1 min bei 95 °C inkubiert. Das denaturierte Protein wurde mittels
Zentrifugation (13000 rpm, 60 s) abgetrennt. 20 uL des Uberstandes wurden mit Hilfe
des HPLC-Systems Gold 166 (Beckman, Palo Alto, USA) mit einer Umkehrphasen-
Saule Ultrasphere ODS (Hichrom, Theale, UK) analysiert.

3.2.3.3 Fluoreszenzmethoden

Bei den Fluoreszenzspektroskopischen Methoden wird der Reaktionsablauf mit Hilfe
von verschiedenen Fluoreszenzeigenschaften eines Fluorophores verfolgt, welches
an einen der Reaktionspartner gebunden ist. Als MessgroRe konnen je nach
Versuchanordnung die Fluoreszenzintensitat, die Fluoreszenzpolarisation oder die
Fluoreszenzlebensdauer verwendet werden.

FiUr die Charakterisierung der GNBPs haben sich die mit mant-Fluorophor (2’(3’)-O-
(N-Methyl)anthraniloyl) markierten Nukleotid-Analoga wie z.B. mGDP, mGTP und
mGppNHp, bewahrt. Die mant-Gruppe zeigt eine Fluoreszenz mit einer maximalen
Anregung bei ca. 360 nm und ein Emissionsmaximum bei ca. 450 nm. lhre
Fluoreszenzintensitat hangt von der Polaritat der Umgebung ab und steigt meist
signifikant nach der Bindung an das Protein an. Au3erdem ist die mant-Gruppe sehr

klein, weshalb sie meistens die Funktion der Proteine nicht beeinflusst.

Fluoreszenztitration

Die Fluoreszenztitration sowie die kinetischen Messungen langsamer Dissoziationen
wurden an dem Spektrofluorometer Fluromax IV (HORIBA Jobin Yvon GmbH,
Deutschland) durchgefuhrt.
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Die Bestimmung der Dissoziationsgleichgewichtskonstante erfolgte durch die
Anpassung einer quadratischen Bindungsfunktion (Gleichung 1) an die Messdaten
(Ahmadian et al., 2002). Hierfur wurde das Programm Graphit 5.0 (Erithacus
Software Ltd., Horley , UK) verwendet.

() +e(B)+ Ky —(e(A) +e(B)+K,)' —4-c(4) ¢(B)

F=F,+AF__
2-c(A)

Gleichung 1

mit F Fluoreszenz
Fo Anfangsfluoreszenz
AFmax maximale Fluoreszenzanderung
c(A) Gesamtkonzentration des vorgelegten Reaktionspartners A
c(B) Gesamtkonzentration des hinzugefiugten Reaktionspartners B
Kb Dissoziationsgleichgewichtskonstante

Stopped-Flow Messungen
FiUr die Messung der Fluoreszenzanderung schneller Reaktionen wurde die Stopped-
Flow-Apparatur SX18MV (Applied Photophysics, United Kindom) verwendet. Hierbei
werden die beiden zu untersuchenden Reaktionspartner aus zwei Kolben in eine
Mischkammer injiziert. Der Reaktionsverlauf wurde Uuber die Messung der
Fluoreszenzintensitat verfolgt. Die Anregung erfolgte durch monochromatisches Licht
mit einer Wellenlange von 366 nm. Fur die Fluoreszenzdetektion wurde ein
Kantenfilter mit einem Absorptionsbereich unterhalb von 408 nm verwendet.
Fir die Messung der Assoziation zwischen mGppNHp und Sept7-Konstrukten
wurden 0,2 uM Nukleotidlosung und verschiedene Konzentrationen der nukleotid-
freien Proteinlosung in zwei separate Kolben der Stopped-Flow-Apparatur gefullt,
wobei immer ein groRer Uberschuss an Protein verwendet wurde. Die Versuchs-
anordnung erflllt die Bedingungen fur eine reversible Reaktion pseudo-erster
Ordnung. Die Auswertung erfolgte demnach durch die Anpassung einer einfach-
exponentiellen Funktion. Aufgrund der Messung der Geschwindigkeitskonstanten
(kobs) bei verschiedenen Proteinkonzentrationen (c(Protein)) lassen sich
Assoziationsrate (kass) und Dissoziationrate (kgiss) mit Hilfe der Gleichung 2 ermitteln.
k,, =k, -c(protein)+k, Gleichung 2
3.2.3.4 Oberflachenplasmonresonanz
Die Oberflachenplasmonresonanz (surface plasmon resonance, SPR) ist eine

weitere Methode fur die quantitative Analyse von Proteininteraktionen. Sie beruht auf
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der Detektion sehr kleiner Anderungen des Brechungsindexes in der Nahe einer
Metalloberflache. Wahrend der Messung wird das polarisierte Licht mittels eines
Prismas auf die Metalloberflache des Sensor-Chips fokussiert. Das reflektierte Licht
wird mit Hilfe einer Diodenarray gemessen. Ein Teil des Lichtes dringt in die
Metallschicht ein, was zur Anregung der Leitungselektronen auf der Metalloberflache
fuhrt. Die Resonanzbedingungen sind allerdings nur unter bestimmten
Einfallswinkeln mdglich. Dabei weist das reflektierte Licht unter einem
entsprechenden Reflektionswinkel (Ausfallswinkel) ein Intensitatsminimum auf. Der
Resonanzwinkel hangt dabei unter Anderem vom Brechungsindex des Mediums in
unmittelbarer Nahe der Metalloberflache ab.

Die Metalloberflache entspricht dabei einer Wand der Messzelle. Fur die Messung
wird einer der beiden Interaktionspartner auf der Oberflache des Sensor-Chips
immobilisiert. Die Bindung des anderen Interaktionspartners resultiert in einer
Massenzunahme und einer Anderung des Brechungsindexes. Dies fiihrt wiederum
zur Anderung des Resonanzwinkels, bei dem die minimale Intensitat des reflektierten
Lichtes gemessen wird. Die Winkelanderung ist hierbei proportional zur molaren
Masse des Interaktionspartners und wird in RU-Einheiten angegeben (responce unit,

10000 RU entsprechen dabei einem Winkelgrad)

Biotin CAPture Kit der Firma GE-Healthcare

Fir die Immobilisierung der Septine auf der Oberflache des Sensor-Chips wurde der
Biotin CAPture Kit der Firma GE-Healthcare ausgewahlt. Im Vergleich zu anderen
Methoden kombiniert der Biotin CAPture Kit eine schnelle und einfache
Immobilisierung eines mit Biotin markierten Molekuls mit der Maodglichkeit einer
schnellen Regeneration der Oberflache des Sensor-Chips.

Die Oberflache des Sensor-Chips tragt kovalent gebundene einzelstrangige DNA-
Molekule. Das im Kit mitgelieferte Streptavidin ist ebenfalls mit einem einzel-
strangigen DNA-Molekul markiert, welches komplementar zum DNA-Strang auf der
Oberflache des Sensor-Chips ist. Die DNA-Paarung ermoglicht eine schnelle
Immobilisierung des Streptavidins mit sehr hoher Affinitdt. Da die Bindungen
zwischen den DNA-Strangen jedoch nicht kovalent sind, lassen sie sich mit Hilfe
eines basischen Puffers leicht wieder |6sen, was eine schnelle Regeneration der
Chip-Oberflache erlaubt.
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Biotinmarkierung mittels Transglutaminase

Der Einsatz des Biotin CAPture Kits erfordert einen mit Biotin markierten
Interaktionspartner. Die Markierung der Septine mit Biotin erfolgte mittels einer durch
Transglutaminase katalysierten Reaktion (Lin et al, 2006). Die Transglutaminase
katalysiert dabei eine Transferreaktion, bei der eine Acyl-Gruppe der Glutaminseiten-
kette auf primare Amine Ubertragen wird. Die eingesetzte Transglutaminase
(gpTGase aus dem Meerschweinchen, Sigmaaldrich) besitzt eine hohe Substrat-
spezifitdt zum Heptapeptid mit der Sequenz PNPQQFM, welches als Q-Tag
bezeichnet wird. Gleichzeitig weist sie aber auch eine breite Toleranz fur die Struktur
des primaren Amins auf. Der Einsatz eines Uberschusses an N-(5-Aminopentyl)-
Biotinamid fuhrte zur selektiven Markierung eines Proteins mit einem Biotinmolekul
und sollte gleichzeitig die Nebenreaktionen mit anderen Aminen unterdricken. Vor
allem eine Reaktion mit e-Aminogruppen der Lysinreste kann zu unerwinschten
intra- oder intermolekularen Querverbindungen fuhren.

Fir die Markierung mittels gpTGase wurde die Sequenz des Q-Tag’s an den
c-Terminus der jeweiligen Septinkonstrukte kloniert. Der Q-Tag zeigte keinerlei
Auswirkungen auf die Stabilitat der Konstrukte, die Proteine konnten also analog zu
Sept7 (29 - 297) mit ahnlich guten Ausbeuten rekombinant hergestellt und gereinigt
werden.

Fur die Biotinylierung wurde ein Reaktionsansatz aus 50 pM Protein, 1 mM
N-(5-Aminopentyl)-Biotinamid und 10 mM CaCl, in Gelfiltrationspuffer vorbereitet.
Zuletzt wurde die gpTGase-Losung im Verhaltnis Septin : gpTGase von 70: 1
zugegeben und bei 4 °C zwei Stunden lang inkubiert. Die Reaktion wurde mittlels
einer  GroRenausschlusschromatographie  (iber  Hi-Trap'™-Entsalzungsséulen
beendet. Dabei wurde zum Einem das Uberschussige, nicht-gebundene Biotin und
zum Anderen Ca®*-lonen, welche fiir die Enzymaktivitat der gpTGase essentiell sind,

entfernt. Der Erfolg der Markierung wurde mit Hilfe eines Western Blots kontrolliert.

SPR-Messungen mit Septinen

Alle SPR-Messungen dieser Arbeit wurden am BlAcore 1000-Gerat (GE Healthcare,
Uppsula, Schweden) in der Arbeitsgruppe von Prof. Winter an der TU-Dortmund
durchgefuhrt. Jede SPR-Messung begann mit der Immobilisierung eines frischen
Streptavidin durch Injektion von 10 ulL Biotin CAPture-Reagenz aus dem Kit.
AnschlieBend wurde die Oberflache mit SPR-Laufpuffer (10 mM HEPES pH 7,4,
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150 mM NaCl, 5 mM MgCl, und 0,2 mM GDP bzw. 0,2 mM GppNHp) aquilibriert. Far
die Messung der Dissoziation bei Sept7-Dimeren wurde eine Mischung aus Sept7-
Biotin und Sept7 ohne Markierung im Verhaltnis 1:10 vorbereitet. Fur die Messungen
im GppNHp-Zustand wurde zusatzlich noch ein Nukleotidaustausch vorgenommen.
10 uL der vorbereiteten Mischung wurden mit einer Flussrate von 10 uL/min auf den
Sensor-Chip injiziert. Die Messung der Dimerdissoziation erfolgte beim Spulen des
Sensor-Chips mit dem Laufpuffer. Die Messdauer richtete sich nach den erwarteten
Geschwindigkeitskonstanten und umfasste einen Zeitraum von 10 min bis zu 24

Stunden.

3.2.4 Rontgenkristallographische Methoden

3.2.4.1 Kiristallisation

Die Rontgenstrukturanalyse ist die am haufigsten angewandte Methode zur
Aufklarung von Proteinstrukturen. Hierflr sind allerdings Proteinkristalle erforderlich.
Die Kristallbildung und das Kristallwachstum finden hierbei in einer Ubersattigten

LAsung statt.

A

| —— I |
[— Protein —4+—m =
. H,O
Prazipitat l : l

[ Reservoir -

tbersattigte Losung

ungesattigte
Lésung

Konzentration des Proteins

>

Konzentration des Prézipitates

Abb. 3.2 Kristallisation der Proteine. Rechts, Phasendiagramm der Proteinldsung als Funktion der
Protein- und der Prazipitanzkonzentration. Links, schematische Darstellung der Versuchsanordnung
bei der ,sitting drop“ und ,hanging drop“ Methode.

Zur Erzeugung einer Ubersattigten Proteinlosung wurden in dieser Arbeit zwei
Versuchsanordnungen verwendet: die des sitzenden und die des hangenden
Tropfens (sitting / hanging drop). Bei beiden wird jeweils ein Tropfen, bestehend aus
1 yL der Protein- und 1 pL der Prazipitanzlosung, in einer verschlossenen Kammer
mit einem grofRen Reservoir (1000 pL), das mit Prazipitanzlésung geflllt ist, platziert.
Beide Methoden beruhen auf einer langsamen Erhohung der Prazipitanz-
konzentration durch Dampfdiffusion. Die Dampfdiffusion der Wassermolekule aus
dem Tropfen hin zur Reservoirldsung flhrt langsam zum Ausgleich der

Konzentrationen in beiden Lésungen. Die Verringerung des Tropfenvolumens flhrt
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zu einer Steigerung der Proteinkonzentration und somit zur Uberséattigung der
Losung. Im Idealfall kommt es dabei zur Nukleation mit anschlieRendem Wachstum
der Proteinkristalle.

Neben der Kiristallisation kann aber auch Prazipitation stattfinden. Die Faktoren,
welche fiur die Kristallisation geeignet sind, muissen flir jedes Protein einzeln
bestimmt werden. Zur Ermittlung der idealen Kristallisationsbedingungen wurden
viele verschiedene Zusammensetzungen der Prazipitanzlosung, welche in kommer-
ziellen Kristallisationsscreens von Qiagen und Hampton Research zusammengefasst
sind, in 96-well-Platten getestet. Zum Pipettieren des Tropfens, bestehend aus
100 nL Proteinlosung und 100 nL Prazipitanzldsung sowie eines Reservoirvolumens
von 70 ulL, wurde ein Phoenix-Robotor (Art Robbins Instruments, USA) eingesetzt.
Die Platten wurden anschlielfend mit Parafiim verschlossen und mit Hilfe des
automatischen Bildgebungssystems Rock-Imager (Formulatrix, USA) protokolliert.
Die so ermittelten Kristallisationsbedingungen wurden durch leichte Anderungen der

pH-Werte sowie der Prazipitanzkonzentrationen in 24-well-Platten optimiert.

3.2.4.2 Grundlagen der Rontgenstrukturanalyse

Bei der Bestrahlung eines Kristalls mit Rontgenstrahlen kommt es zur Streuung der
elektromagnetischen Wellen an den Elektronen der Atome im Kristall. Die Interferenz
der gestreuten Strahlung fuhrt zur Entstehung von getrennten Beugungsreflexen. Die

Bragg’sche Gleichung beschreibt dabei die Bedingungen fur konstruktive Interferenz:

n-A=2-d-sin® Gleichung 3
mit A Wellenlange der Rontgenstrahlung

n Beugungsordnung

d Abstand zwischen den Netzebenen im Kristallgitter

0 Bragg’scher Winkel

Die Roéntgenbeugung wird dabei als Reflexion von Réntgenstrahlung an Netzebenen
des Translationsgitters beschrieben, welche mit dem Miller’'schen-Indexes hkl
bezeichnet werden. Die Geometrie der Einheitszelle des Kristalls bestimmt somit die
Positionen der Beugungsreflexe.

Die Streuwelle einzelner hkl-Reflexe entsteht durch die Uberlagerung der Streu-
wellen aller n Atome in der Elementarzelle unter Bertcksichtigung ihrer individuellen
Phasenverschiebungen. Die Intensitat der hkl-Reflexe hangt daher von der

Anordnung der einzelnen Atome in der Einheitszelle ab.
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3.2.4.3 Datensammlung

Die Aufnahmen der hochauflosenden Datensatze wurden an der Synchotronquelle
Swiss Light Source (SLS) am Paul Scherrer Institut (Villingen, Schweiz)
durchgefuhrt. FlUr Indizierung der Reflexe, Integration der Beugungsintensitaten und

Daten-reduktion wurde das Programmpaket XDS eingesetzt (Kabsch, 1993).

3.2.4.4 Phasenproblem
Die gesamt Struktur der Streuwelle einzelner hkl-Reflexe wird als Strukturfaktor Fp
bezeichnet. Beim Strukturfaktor Fny handelt es sich um einen komplexen Vektor,

welcher in Polarkoordinaten durch die folgende Gleichung beschrieben wird:
Fyyy =|Fu|-exp(27ey,,) Gleichung 4
In dieser Form setzt sich der Vektor aus dem Betrag des Strukturfaktors |Fhk,| und
dem Phasenwinkel «,, zusammen.
Fur die Berechnung der Elektronendichte p(xyz) an der x,y,z-Position des

kartesischen Koordinatensystems der Einheitszelle sind nach Gleichung 5

Informationen Uber die Strukturfaktorbetrage

F}ﬂd

und die Phasen ¢,,, erforderlich:

plxyz) = %Z|Fhk,| oxpl=27(hx +ky +I2) +ia,) Gleichung 5

Die Intensitat /,,, der einzelnen Beugungsreflexe hkl ist proportional zum Betrags-
quadrat der Strukturfaktoren:
Ly | Fya|” Gleichung 6

Aus den Messdaten der Beugungsexperimente lassen sich demnach nur die Betrage
der Strukturfaktoren bestimmen. Die Information Uber die Phasen hingegen ist
experimentell nicht zuganglich. Diese Tatsache wird als das ,Phasenproblem®
bezeichnet. Fur die Losung dieses Problems stehen vier Methoden zur Verfugung:
direkte Phasierung, molekularer Ersatz, multiple anomale Dispersion und multipler
isomorpher Ersatz.

Fir die Bestimmung der initialen Phasen wurde in dieser Arbeit ausschlieRlich die
Methode des molekularen Ersatzes (molecular replacement) angewandt. Nach
dieser Methode werden die Phasen des kristallisierten Proteins durch Phasen eines
Modells angenahert. Hierbei wird das Modell durch Rotation und Translation in die

Einheitszelle positioniert. Als Modell dient dabei die Struktur eines homologen
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Proteins. In dieser Arbeit wurde hierfir das automatische Programm MOLREP

(Vagin und Teplyakov, 1997) eingesetzt.

3.2.4.5 Modellbau und Strukturverfeinerung

Die Karte der Elektronendichte, welche mit Hilfe der initialen Phasen berechnet
wurde, wird fur die anschlieRende Strukturverfeinerung verwendet. In iterativen
Zyklen wurden hierbei die nicht enthaltenen Bereiche hinzugefugt und die sichtbaren
Abweichungen korrigiert. Nach jedem Verfeinerungsschritt wurde die Qualitat des
Modells abgeschatzt, indem die aus dem Modell berechneten Betrage der Struktur-
faktoren F¢ac mit den beobachteten Betragen der Strukturfaktoren Fq,s verglichen

wurden. Als Mal} diente dabei der kristallographische R-Faktor Ryork:
F

Z obs
work z

Die Strukturverfeinerung erfolgte mit Hilfe des Programmes Coot (Emsley and

- F cale
F

obs

R

Gleichung 7

Cowtan, 2004) und des Programmpakets CCP4. Fur die Darstellung der Protein-

strukturen wurde das Programm Pymol (DelLano, 2002) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Konstrukte

In der vorangegangenen Arbeit von Minhajuddin Sirajuddin wurden die Kristall-
strukturen des humanen Sept2 und des Komplexes aus Sept2-Sept6-Sept7, das als
Grundeinheit der Septinfilamente in Saugetierzellen etabliert ist, aufgeklart. Diese
Studien verwendeten sowohl Konstrukte in ihrer Gesamtlange als auch Konstrukte,
bei denen die c-terminalen coiled-coil Bereiche entfernt wurden. Obwohl die
Ergebnisse dieser Untersuchungen unser Verstandnis Uber die Funktionsweise der
Septine entscheidend vorangebracht haben, blieben immer noch viele Aspekte
unaufgeklart. Vor allem die Funktion der switch Bereiche und des Nukleotidzykluses
inklusive der konservierten GTP-Hydrolyse sind immer noch nicht verstanden.

Zuerst muss die Auswahl der Modellkonstrukte fur weitere Studien kritisch analysiert
werden. Zwar lieferte Sept2 als Modell flr die Filamentbildung entscheidende
Informationen Uber die Wechselwirkungen zwischen den G-Doméanen. Im Sept2-
Sept6-Sept7-Komplex, welcher die physiologische Grundeinheit der Septinfilamente
besser reprasentiert, findet man jedoch keine homotypischen Interaktionen zwischen

zwei Sept2-Untereinheiten Uber das G-Interface.

Bildungsblock der Septinfilamente

A J

4
<

N

G-Interface G-Interface
Sept7-Sept7 Sept6-Sept2

Cw) Cwe)

2 X Sept7 (Ac0, Acc) Sept6 (A0, Acc)
+ Sept2(Aa0, Acc)

Abb. 4.1 Auswahl neuer Konstrukte. Schematische Darstellung des Septinkomplexes einer
Saugetierzelle. Die beiden G-Interface-Varianten sind hervorgehoben.
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Im Vergleich zu Sept2 scheint der Komplex aus Sept2-Sept6-Sept7 demnach ein
besseres Modell zu sein. Auf der anderen Seite enthalt der Komplex aber sechs
Proteinuntereinheiten und sechs Nukleotidmolekile, die zu zwei verschiedenen
G-Interfaces zusammengefugt sind. Diese Tatsache macht dieses Modell zu
komplex und seine Manipulierbarkeit zu schwierig.

In dem Komplex aus Sept2-Sept6-Sept7 findet man zwei unterschiedliche Typen des
G-Interface, eines im homotypischen Dimer aus zwei Sept7-Untereinheiten und ein
weiteres im Heterodimer zwischen Sept2 und Sept6. Als einfachere und leichter
manipulierbarere Modelle fir die beiden G-Interface-Typen wirden sich daher die
Konstrukte der entsprechenden G-Domanen anbieten (Abb. 4.1).

Im Folgenden wird zunachst die Charakterisierung der G-Domane von Sept7
behandelt. Um Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Septingruppen zu
untersuchen, werden anschlieRend die Ergebnisse der Charakterisierung der

G-Domanen von Sept2, Sept6 und Sept9 gegenlbergestellt.

4.2 Die G-Domane des humanen Sept7

4.2.1 Konstruktherstellung und Reinigung der G-Domane von Sept7

Fir die rekombinante Herstellung der G-Domane des humanen Sept7 in Escherichia
coli wurde zuerst ein Sept7-Konstrukt ohne c-terminalen coiled-coil Bereich
hergestellt, so dass dieses lediglich die Aminosauren 10 - 297 enthielt. Dieses Sept7-
Konstrukt wurde jeweils in die Vektoren pET28a (Novagen) und pGEX4T1 (GE
Healthcare) kloniert. Obwonhl in beiden Fallen eine gute Uberexpression beobachtet
wurde, waren die Proteine leider nicht IGslich.

Um die Loslichkeit der Proteine zu verbessern, wurde in einem neuen Konstrukt
neben dem c-terminalen coiled-coil Bereich zusatzlich noch die N-terminale a.0-Helix
entfernt. Das resultierende Konstrukt Sept7Aa0, Acc, welches nur noch die
Aminosauren 29 - 297 enthielt, wurde erneut in die beiden Vektoren pET28a
(Novagen) und pGEX4T1 (GE Healthcare) kloniert.

Das in den pET28a-Vektor klonierte Konstrukt zeigte in E. coli BL21(DE3) Zellen eine
gute Uberexpression. Auch die Ausbeute nach der Affinitatschromatographie mittels
einer Ni-NTA-Saule und der anschlieBenden Gelfiltration war gut. Beim
Ankonzentrieren der Elutionsfraktionen nach der Gelfiltration prazipitierte allerdings

das Protein bei einer Konzentration von ca. 3 mg/mL.
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Fir das Konstrukt im pGEX4T1-Vektor wurde ebenfalls eine sehr gute
Uberexpression beobachtet. Auch die Reinigung Uber einer GSH-Saule lieferte eine
gute Ausbeute. Allerdings war die Abspaltung des GST-Fusionsproteins durch eine
Thrombin-Protease nicht erfolgreich.

Wegen der Probleme bei der Abspaltung von GST wurde das Konstrukt zuletzt in
einen pGEX6P1-Vektor umkloniert. Dieser Vektor enthalt nach dem GST-Protein die
Erkennungssequenz fur die Prescission-Protease. Zudem ist der Linker zwischen
GST und dem klonierten Konstrukt im Vergleich zum pGEX4T1-Vektor um drei

Aminosauren langer.

66 kDam | e
66 kDa =
— — GST-Sept/ 45 kDa—|
p— w:——-—‘
45 kDa — Hg 2 36 kDa=| s
36 kDa— 29 kDa—| s s s s QD QD) WD = - Sept/
29 kDa = 25 kDa— 9 - QP WY - |- T
20kDa—| w=
25kDa— s

66 kDa —

45 kDa =
36 kDa —

29 kDa —
25 kDa=

20 kDa =

e —— — - - -~ = Sept/

Fi g

Abb. 4.2 Reinigung von Sept7(29 - 297). Sept7(29 - 297) wurde als GST-Fusionsprotein in E. coli
exprimiert und anschlieend in drei Schritten gereinigt. A) Elutionsfraktionen nach der GSH-Saule. B)
Nach der Abspaltung von GST durch eine Prescission-Protease erfolgte eine Gelfiltration tiber eine
Superdex S200 26/60 Saule im Niedrigsalzpuffer (100mM NacCl). C) Filtration Uber eine GSH-Saule
zur Abtrennung von GST.

Die Abb. 4.2 zeigt die einzelnen Schritte bei der Reinigung von Sept7(29 - 297). Das
im pGEX6P1-Vektor klonierte Konstrukt wurde in E. coli BL21(DE3) Zellen Uber-
exprimiert und zunachst mit Hilfe der Affinitdtschromatographie tUber eine GSH-Saule
gereinigt. Die Elutionsfraktionen enthielten das relativ saubere Fusionsprotein in
guter Ausbeute. Nach der erfolgreichen Abspaltung des GST-Fusionsproteins mit
Hilfe einer Prescission-Protease wurde die Proteinldsung anschlieBend mittels
Gelfiltration Uber einer Superdex S200 26/60 Saule gereinigt. Das Protein eluierte
deutlich nach dem Ausschlussvolumen. Die Elutionsfraktionen enthielten jedoch
neben Sept7 noch das GST-Protein und eine kleine Menge des nicht gespaltenen
Fusionsproteins GST-Sept7. Zur Abtrennung des GST wurden Fraktionen, welche
Sept7 enthielten, vereint und Uber eine GSH-Saule filtriert. Die SDS-PAGE der
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Durchflussfraktionen zeigte danach nur noch die Bande von Sept7 und kein GST

mehr. Insgesamt wurden aus einer 5 L TB-Kultur ca. 20 mg Protein erhalten.

4.2.2 Biochemische Charakterisierung der G-Doméane von Sept7

Der Oligomerisierungszustand des isolierten Sept7-Konstruktes wurde in analy-
tischen Gelfiltrationslaufen Uber einer kalibrierten Superdex S75 HR 10/30 Saule
bestimmt. Das Laufverhalten des Proteins wurde hierbei sowohl unter Niedrigsalz-
als auch unter Hochsalzbedingungen (100 mM NaCl bzw. 500 mM NaCl) analysiert.

A)

70+

B)

— Dim
— Mon

Sept7 (high salt)

60 Sept7 (low salt)

wv,, fmAU

Abb. 4.3 Charakterisierung des Sept7(29 - 297). A) Elutionschromatogramm wahrend der
analytischen Gelfiltrationschromatogramphie Uber eine Superdex S75 10/30 Saule von
Sept7(29 - 297) unter Niedrigsalz- und Hochsalzbedingungen (100 mM bzw. 500 mM NaCl).

B) Chromatogramm der Umkehrphasen-HPLC bei der Analyse der Nukleotidbeladung des gereinigten
Proteins. Der Peak bei einer Retentionszeit von tg = 3,02 min entspricht GDP.

Sowohl im Niedrigsalz- als auch im Hochsalzpuffer wurde fur das Protein ein
Elutionsvolumen von 11,5 mL detektiert (Abb. 4.3). Die daraus berechnete Grolde
des Proteins deutet auf einen dimeren Komplex hin. Die Salzkonzentration scheint
dabei keinen Einfluss auf die Stabilitat der Dimerisierung zu haben.

Nach der Reinigung wurde mittels Umkehrphasen-HPLC die Nukleotidbeladung des
Proteins bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass das Sept7(29 - 297)-Protein
vollstandig und ausschlieRlich mit GDP beladen ist (Abb. 4.3).

4.2.3 Kiristallisation und Strukturlosung der G-Domane des Sept7 im GDP-

gebundenen Zustand
Die initialen Kristallisationsbedingungen fur das aufgereinigte Protein Sept7(29 - 297)

wurden in Gegenwart von GDP mithilfe kommerzieller Kristallisationsscreens (Nextal,
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Qiagen, Hilden, Deutschland; Hampton Research, Aliso Viejo CA, USA) gesucht.
Dabei konnten mehrere initiale Kristallisationsbedingungen identifiziert werden.

Abb. 4.4 Initiale Kristalle von Sept7(29-297) beladen mit GDP.

Die Optimierung der Kristallisationsbedingungen lieferte Kristalle, die an einer
Kupferanode Beugungsreflexe bis zu 4,0 A zeigten. Die endgiiltige Zusammen-
setzung des Kristallisationstropfens bestand aus 1 uL Sept7(29 - 297) mit einer
Konzentration von 10 mg/ml in 20 mM Tris-HCI (pH =8,0), 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl;, 5 mM DTE und 1 mM GDP gemischt mit 1 uL der Reservoir-Lésung aus
100 MM CHES (pH=9,5), 1,1 M Ammoniumsulfat und 200 mM NaCl. Zum
Kryoschutz wurde die Reservoir-Losung zusatzlich mit 20% Glycerol versetzt.

Von diesen Kristallen wurde am Synchotron (SLS, Villingen) ein Datensatz bis zu
einer Auflésung von 3,3 A aufgenommen. Fiir die Indizierung, Integration und
Skalierung der gemessenen Daten wurde das XDS-Programmpaket verwendet
(Kabsch, 1993). Die Ergebnisse der Reflexindizierung wiesen auf ein primitives
hexagonales Gitter hin, welches spater der Raumgruppe P64 zugeordnet wurde.

Die initialen Phasen flr die Strukturldésung wurden durch einen molekularen Ersatz
erzeugt. Hierfur wurde die Struktur der G-Domane des Sept2 als Suchmodell
verwendet (PDB ID 2QAS, Sirajuddin et al., 2007). Dieser Ansatz lieferte als
Ergebnis eine asymmetrische Einheit mit zwei Proteinmolekulen. Die Tatsache, dass
die beiden Untereinheiten einander Uber das G-Interface kontaktieren und die
zusatzliche Elektronendichte in den Nukleotidbindungstaschen beider Untereinheiten
sprachen dafur, dass die gefundene LoOsung kristallographisch und physiologisch

richtig ist.
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Ausgehend von diesem Modell wurde die Struktur in iterativen Zyklen durch
manuelles Hinzufigen der nicht enthaltenen Bereiche und durch die Korrektur der
sichtbaren Abweichungen verfeinert. Die Verfeinerung erfolgte mit Hilfe des
Programms Coot (Emsley and Cowtan, 2004) und des Programmpakets CCP4 bis zu

Ruwork- und Rsee-Werten von 24% bzw. 30% fiir das finale Strukturmodell.

A) B) Sept7(29-297)"GDP
- S4.£04)
Diffraktionsdaten
Raumgruppe P61
a, b, c(A) 82.36, 82.36, 210.60
o, B, 1 (%) 90, 90, 120
Auflosung 71.25-3.3 (3.39)
Verfeinerung
. Auflésung 33
3 Zahl der Reflexe 11498
o Zahl der Atome 3864
':.? Rworkf Rfree 0.24/0.30
4 B-Faktor, Mittelwert 69.8
Ramachandran-Plot
core 86.7%
allowed 11.3%
generously 2.0%
disallowed 0%
R.m.s

Bindungsldnge (A) 0.022
Bindungswinkel (°) 1.978

Abb. 4.5 Ramachandran-Diagramm und Verfeinerungsstatistik des finalen Modells. A) Das
Ramachandran-Diagramm wurde mit PROCHECK erstellt.

In Abb. 4.5 sind die Verfeinerungsstatistk und das Ramachandran-Diagramm flr das
finale Modell der Kristallstruktur von Sept7(29 - 297) dargestellt. Es zeigt, dass die
Torsionswinkel aller Reste innerhalb des erlaubten Bereichs des Ramachandran-
Diagramms liegen, und veranschaulicht somit die gute Geometrie des Modells. Die
finalen atomaren Koordinaten des Strukturmodells von Sept7(29 - 297) wurden in der

Protein Data Bank mit der Eintragungsnummer PDB-ID 3T5D hinterlegt.

4.2.4 Die Struktur von Sept7(29-297)

Die asymmetrische Einheit der Kristallstruktur enthalt zwei Sept7-Molekile, die
einander mit der Nukleotidbindungsstelle zugewandt sind und somit einen G-Dimer
ausbilden (Abb. 4.9). Die Gesamtstruktur der G-Domane von Sept7 ahnelt sehr der
Struktur von Sept2. Obwohl im kristallisierten Konstrukt die fir das NC-Interface
essentiellen Elemente wie z.B. die a0-Helix und der c-terminale coiled-coil Bereich

entfernt wurden, bildete das Protein in den Kristallen trotzdem lange lineare
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Filamente (Abb. 4.6) ahnlich wie Sept2Acc (PDB-ID 2QAS5). Das steht in offen-
kundigem Widerspruch zum Verhalten des Proteins in Ldsung, wo es unter den
getesteten Bedingungen als Homodimer vorliegt. Es scheint, dass unter
Kristallisationsbedingungen die Bildung von Filamenten bevorzugt wird, was sich

wahrscheinlich auf die hohen lokalen Proteinkonzentrationen zuriickfiihren lasst.

Abb. 4.6 Die Kristallpackung von Sept7(29 - 297). In der Kristallpackung sind die parallelen linearen
Filamente aus den G-Domanen von Sept7 mit Abwechslung von G- und NC-Interface gut erkennbar.

In die Bindungen des NC-Interface sind aus jedem Monomer nur je vier
Aminosaurereste involviert. Dabei tritt Arg-131, welches in der Schleife zwischen der
a2-Helix und dem B4-Strang lokalisiert ist, in elektrostatische Wechselwirkungen mit
Glu-126 und Glu-288, die auf den o2- bzw. o6-Helicen der anderen G-Domane
lokalisiert sind. AuRerdem bildet Arg-291 des einen Molekils mehrere Wasserstoff-
bricken zur Hauptkette der Aminosauren 126-129 des anderen Molekuls aus. Diese
Aminosaurereste sind in allen Septinen konserviert und wurden bereits friher
innerhalb der Struktur des Sept2Acc beobachtet (Sirajuddin et. al, 2007). Um
auszuschlie3en, dass das Protein in der Losung nicht in Form eines NC-Dimers
vorliegt, wurde zur Kontrolle Arg-131 zum Aspartat mutiert. Die Mutante wurde nach
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demselben Protokoll analog zum Wildtyp-Konstrukt in ahnlich guter Ausbeute und
Reinheit gewonnen. Anschlieend wurde das gereinigte Protein mittels einer
analytischen Gelfiltration untersucht. Das in Abb. 4.7 dargestellte Chromatogramm
zeigt, dass die Ladungsumkehrmutation keinerlei Auswirkungen auf die
Dimerisierung von Sept7(29-297) in der Lésung hat. Allerdings verhindert sie die
Kristallisation des Proteins unter allen getesteten Bedingungen.

A) £
|

— Mon

—— Sept7(R131D)

m_
=

12 14 16 18
v, il
B) o -
(] [52]
> B
0 <

Sept5_Human ERD
Sept4_Human FRD)
Sept1_Human [ERD|
Sept2_Human |HHD
Sept7_Human ENA|
Sept11_Human [EQE
Sept6_Human EHQE
Sept8_Human [EQE
Sept10_Human EQE

Sept14_Human EQEELKIK LFEYHBSRV
Sept9_Human HQEEVNINRK K-RIPBTRV
Sept3_Human EKEEVNIARK K-RIPETRV

Sept1z_Human EQEEILITEQ R-HIPETEVE
LQEEXKINRK L-NIHDTRVH RHYENYRXCK

Abb. 4.7 Wechselwirkungen am NC-Interface. A) Elutionschromatogramm von Sept7(R131D)
wahrend der analytischen Gelfiltrationschromatogramphie Uber eine Superdex S75 10/30 Saule.
B) Vergleich der Aminosaurensequenzen der humanen Septine. Dargestellt sind die Bereiche mit den
Resten, welche in Wechselwirkungen am NC-Interface involviert sind. C) Struktur und Elektronen-
dichte des NC-Interface. Die Reste des NC-Interface sind im Stabchen-Modell dargestellt. Die
gestrichelte Linie markiert die Grenze zwischen den Monomeren.

Die vielzahligen Wechselwirkungen, die zur Ausbildung des G-Interface in der
Sept2-Struktur beschrieben wurden, findet man auch in der Struktur von
Sept7(29 - 297)-GDP wieder (Abb. 4.8). So entsprechen die Wechselwirkungen
zwischen den Resten Trp-250, Ala-253 und His-260 in der Struktur von Sept7 den
bereits beschriebenen Interaktionen zwischen Trp-260, Val-253 und His-270 im
Sept2. Ebenfalls konserviert sind in den Strukturen von Sept2 und Sept7 die

elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen dem Glu-184 einer Untereinheit und
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dem Arg-244 der anderen Untereinheit, sowie die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen dem Glu-184 einer Untereinheit und der Ribose des Nukleotids, welches
an die andere Untereinheit gebunden ist. Alle diese Aminosaurereste sind in den
meisten Septinen konserviert und scheinen somit einen gemeinsamen grund-

legenden Bestandteil des G-Interface darzustellen (Abb. 4.8).

G - Interface G- Interface
Sept2 Sept7
N110| Nocon- FNT10 D103 D103 _
tribution —
c
1109 1109 V102 V102 -B
Ci11| nocon- [ €111 Asn104 Asn104 | | =
F115|tribution | F115 Trp108 Trp108 n
163 1163 Leu156 Leu156
H158| nocon- | H158 H151 H151
Nuc | tribution | Nue Nuc Nuc
L48 2 ; L48 L42 missad L42
F156 F156 S149 5149
E191 E191 E184 E184
R256 R256 R244 R244
W 260 W 260 W250 W250
H270 H270 H260 H260

Abb. 4.8 Vergleich der G-Interface von Sept2 und Sept7. Schematische Darstellung der Bindungen
im G-Interface, die in der Sept2Acc-Struktur beobachtet wurden, (links, PDB ID: 2QA5), verglichen mit
Bindungen im homotypischen G-Dimer bestehend aus zwei Sept7-Untereinheiten (rechts).
Wasserstoffbriicken sind mit griinen Linien, hydrophobe Wechselwirkungen mit schwarzen Linien
dargestellt.

Allerdings weisen beide Strukturen auch einige bemerkenswerte Unterschiede auf,
die in Abb. 4.8 schematisch zusammengefasst sind. Eine Wechselwirkung, die fur
das G-Interface von Sept7 spezifisch zu sein scheint, ist die Bindung zwischen dem
His-151 der einen Untereinheit und den a- und B-Phosphatgruppen des Nukleotids
der anderen Untereinheit. Das erwahnte Histidin ist zwar auch in allen anderen
Septinen konserviert, allerdings betragt der Abstand zum Nukleotid in der Sept2-

Stuktur 5,2 - 6,0 A und ist somit fiir eine direkte Bindung zu lang.
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Switch Il Switch [l

Molecule A GDP GDP Molecule B

Abb. 4.9 Struktur des G-Dimers von Sept7(29 - 297). Die asymmetrische Einheit der Kristallstruktur
von Sept7(29 - 297) enthalt zwei Molekule Sept7, welche mit je einem GDP-Molekul beladen sind und
Uber das G-Interface aneinander binden. Die switch |l Bereiche sind in rot dargestellt.

Der switch | Bereich (Aminosauren 56 - 73) ist im GDP-Zustand ungeordnet und
dadurch weder in der Struktur von Sept2 noch in der von Sept7 sichtbar. Die
Elektronendichte des switch |l Bereiches (Aminosauren 94 - 108) ist hingegen in der
Struktur von Sept7(29 - 297) sehr gut definiert. Die switch || Bereiche der beiden
Untereinheiten bilden dabei gegenseitige Kontakte aus und sind somit ein Teil des
G-Interface. Die Anordnung der Strukturelemente fuhrt zur Ausbildung von
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den Asp-103 der beiden Untereinheiten in
Form eines Carbonsauredimers. In anderen Septinen findet man an der
entsprechenden Stelle entweder ein Aspartat oder ein Asparagin. Beide
Aminosauren sind sich sehr ahnlich und dadurch zur Ausbildung derselben
Bindungsart fahig. Zudem kontaktiert das Val-102 der einen Untereinheit die
hydrophobe Tasche der anderen Untereinheit, die durch Asn-104, Trp-108 und
Leu-156 geformt wird. Auch diese hydrophobe Wechselwirkung scheint in allen

Septinen konserviert zu sein (Abb. 4.10).
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sS 388

i iR
Sept5 VDEPEEEBAV NNTECWKENT
Gr.2 Sept4 VDEPEFEBAV NNTECWKEVA
r. Sept! VDEPBEEESV DcSDCWLBVV
Sept2 VDEPEYEBAI NCRDCFKIEN I
Gr.7 — sept7 VDEPEFEBAV DNSNCWQEV I
Sept11 VDEVEFEBQ1I NKDDSYKEIV
Septe VSHVEFEEBA!I NKEDSYKEIV
Gr. 6 Septs VDEAVEEEBQ! NKDESYREIV
Sept10 VNEVEEEBQ!I NKEESYQEIV
Sept14 VEMVENYEBQ! DKEASYQEIV
Septo  [IDEPEEEBHI NNENcwaBImM
Gr,3{ Sept3 [IDEPEEEBAI NNENCWEEIE
Sept12 TDEPEEEEQ! NNDNCWDEIL
Consensus VDTPGFGDQI NNEXCWKP IV

conservaton [T [TV M Ml

Abb. 4.10 Der switch Il Bereich — ein Teil des G-Interface. A) Vergleich der Aminosauresequenzen
der humanen Septine im switch Il Bereich. Mit rot sind konservierte und mit blau nicht konservierte
Aminosaurereste gekennzeichnet. Unterschiede zwischen Sept 7 und Vertretern der Gruppe 3 und 6
sind mit griin hervorgehoben. B) Die Struktur der switch Il Schleife. Die Aminosauren 101 - 106 sind
im Stabchen-Modell dargestellt.

4.2.5 Analyse der Unterschiede im G-Interface zwischen Sept2 und Sept7

Die Sequenzanalyse von Sept2 und Sept7 zeigte, dass die Aminosaurereste, welche
in die fur Sept7 spezifischen Bindungen im G-Interface involviert sind, auch bei allen
Vertretern der Gruppe 2 konserviert sind. Allerdings bilden sie dort keine
entsprechenden Bindungen aus. Die Uberlagerung der Strukturen beider
G-Domanen von Sept2 (PDB IB: 2QA5) und Sept7 zeigt, dass die Grundstruktur der
beiden Monomere sehr ahnlich ist. Hiervon ausgenommen ist die a0-Helix, die im
Sept7(29 - 297)-Konstrukt entfernt wurde. Werden dagegen die Strukturen der
G-Dimere Ubereinander gelegt, dann werden Unterschiede in der relativen

Orientierung der Monomere deutlich (Abb. 4.11).
A) p

a6-Helix

Switch Il a2-Helix

Molekul A Molekul B

Abb. 4.11 Vergleich der Strukturen von Sept2 und Sept7. A) Vergleich der G-Doméanen von
Sept2Acc (orange, PDB ID 2QA5) und Sept7(29 - 297) (blau). Die beiden Strukturen sind in der
Ribbon-Darstellung prasentiert. B) Uberlagerung der G-Dimere von Sept2Acc (orange) und
Sept7(29-297) (blau). Die beiden Strukturen sind in der Ribbon-Darstellung prasentiert. Die a.2- und
a6-Helices der linken Untereinheiten sind als Zylinder hervorgehoben.
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Im Falle von Sept2 sind die beiden Untereinheiten auseinander gekippt, so dass vor
allem die o2-Helices der beiden Untereinheiten sich um ca. 2 A voneinander
entfernen (Abb. 4.11). Im Vergleich dazu liegen die a2-Helices des Sept7-Dimers
naher beieinander, was die gegenseitigen Kontakte zwischen den switch 1l Bereichen
ermoglicht.

Bei der frUheren Untersuchung von Sept2 wurde gefunden, dass Phe-156 einen
wichtigen Beitrag zur Stabilitdt des G-Interface im Sept2-Dimer leistet, indem die
Phe-156 der beiden Untereinheiten des G-Dimers gegenseitige hydrophobe
Wechselwirkungen ausbilden (Sirajuddin et. al. 2007). Dieser sperrige Aminosaure-
rest ist in allen Vertretern der Gruppe 2 konserviert. Bei den anderen Septinen
befinden sich hingegen auf dergleichen Position die kleineren Aminosauren Serin
oder Threonin (Abb. 4.12). In der Struktur des Sept7 bildet die Hydroxygruppe des
Ser-149 eine Wasserstoffbricke zum Ring-Sauerstoffatom der Ribose des

Nukleotids aus, welches an die andere Untereinheit des G-Dimers gebunden ist.

Q

J

Sept5_Human [ElsEFEHGER

Gr.2 Sept4_Human [EllsEFEHGER
: Sept1_Human [ElsEFERGER
Sept2_Human [EllsEFEHGEK

Gr.7 — Sept7_Human ENABSEHGEK
Sept11_Human ENABTEESEK
Sept6_Human ENABETEHSEK

Gr. 6 Sept8_Human ENTETEHSEK
Sept10_Human ElsETERsSEK
Sept14_Human ElsBETERESEK
Sept9_Human ElPEATEHSER

Gr.3 Sept3_Human ElsETEHSER
Sept12_Human EMPETEHCER

Consensus FI1SPTGHSLK

Abb. 4.12 Unterschiede zwischen Sept2 und Sept7. A) Die Struktur des G-Interface von Sept7(29-
297) ist in der Ribbon-Darstellung prasentiert. Die switch Il Bereiche sind in rot markiert. Ser-149 ist im
Stabchen-Modell dargestellt. B) Die Struktur des G-Interface von Sept2Acc (PDB ID 2QAS) ist in der
Ribbon-Darstellung prasentiert. Die nicht aufgeldsten switch 1l Bereiche sind mit roten Punkten veran-
schaulicht. Phe-156 ist im Stabchen-Modell dargestellt. C) Vergleich der Aminosaurensequenzen der
humanen Septine. Dargestellt sind die Bereiche, welche dem Phe-156 von Sept2 entsprechen.

Es ist vorstellbar, dass das sperrige Phe-156 flir das Auseinanderdricken der
Untereinheiten im Sept2-Dimer verantwortlich ist. Um diese Vermutung zu
uberprufen, wurde die entsprechende Position im Sept7 zum Phenylalanin mutiert.
Die Sept7(S149F)-Mutante wurde analog zum Wildtyp-Konstrukt exprimiert, gereinigt

und anschliel3end mit Hilfe der analytischen Gelfiltration untersucht.
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Abb. 4.13 Analytische Gelfiltration von Sept7(S149F). Elutionschromatogramme einer
Sept7(S149F)-Mutante wahrend der analytischen Geffiltrationschromatographie Uber eine Superdex
S75 10/30 Saule direkt nach der Reinigung (rot) und nach Inkubation mit einem Uberschuss an GDP

(grdin).

Das in Abb. 4.13 dargestellte Elutionschromatogramm zeigt, dass Sept7(S149F)
partiell monomer ist. Die Inkubation mit einem Nukleotid fuhrt nur zu einer leichten
Steigerung der dimeren Fraktion. Ein ahnliches Verhalten wurde auch fir Sept2
beschrieben. Diese Ergebnisse bestatigen, dass die Einfuhrung einer sperrigen
Aminosaure auf dieser Position das G-Interface destabilisiert und als entscheidender
Unterschied im G-Interface zwischen Sept7 und den Vertretern der Gruppe 2

angesehen werden kann.

4.2.6 Stabilisierung des G-Interface durch den switch Il Bereich

Die Analyse der Aminosaurensequenzen der switch Il Bereiche (Abb. 4.10) der
humanen Septine zeigte, dass einige Stellen wie z.B. Val-102 und Asp-103 in allen
Septinen konserviert sind. Um den Beitrag dieser Reste zur Stabilitat des G-Interface
zu untersuchen, wurde Asp-103 zum Alanin und Val-102 zum Aspartat mutiert, um
Wasserstoffbindungen bzw. hydrophobe Wechselwirkungen zu verhindern. Andere
Reste wie z.B. Ala-101 oder Ser-105 variieren zwischen verschiedenen Septin-
Gruppen dagegen deutlicher, innerhalb derselben Gruppe sind diese Reste aber
stark konserviert. Diese Reste konnen daher fur die zum Teil unterschiedlichen
gruppenspezifischen Eigenschaften der Septine verantwortlich sein. Zur Kontrolle
wurde Ala-101 zum Glutamin und Ser-105 zum Aspartat mutiert. Beide
Substitutionen reprasentieren die Unterschiede im switch Il Bereich zwischen Sept7

und den Septin-Gruppen 6 und 9.
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Die Reinigung der entsprechenden switch Il Mutanten erfolgte nach demselben
Protokoll analog zum Wildtyp-Konstrukt und lieferte Proteine mit ahnlich guter
Ausbeute und Reinheit. Der Dimerisierungszustand der gereinigten Proteine wurde
anschielend mit Hilfe einer analytischen Gelfitration untersucht und die

Nukleotidbeladung der Proteine mittels Umkerphasen-HPLC analysiert.
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Abb. 4.14 Analyse der switch Il Mutanten. A) Elutionschromatogramme der verschiedenen Sept7-
Mutanten wahrend der analytischen Gelfiltrationschromatographie tiber eine Superdex S75 10/30
Saule. B) Chromatogramme der Umkehrphasen-HPLC zur Analyse der Nukleotidbeladung der
gereinigten Sept7-Mutanten.

Das in Abb. 4.14 gezeigte Elutionschromatogramm zeigt, dass Sept7(A101Q) genau
wie das Wildtyp-Konstrukt eluiert und somit in Losung ebenfalls ein Dimer bildet. Im
Vergleich dazu fuhren die anderen analysierten Mutationen entweder wie bei
Sept7(S105D) zu einer partiellen oder wie bei Sept7(V102D) zu einer vollstandigen
Verhinderung der Dimerisierung.

Bei der Analyse des Nukleotidgehalts der gereinigten switch || Mutanten wurde eine
partielle Dissoziation des Nukleotids wahrend der Reinigung der Proteine festgestellt
(Abb. 4.14). Dabei ist eine Korrelation zwischen den Ergebnissen der analytischen
Gelfiltration und der Nukleotidbeladung der switch Il Mutanten erkennbar. Die
Konstrukte mit der starkeren Tendenz zur Dimerisierung zeigen auch den gréfReren
Nukleotidgehalt. Im Vergleich dazu verlieren die monomeren Konstrukte wahrend der
Reinigung das Nukleotid schneller.

Um die gegenseitige Beeinflussung zwischen Nukleotidbeladung und Dimerisierung
zu Uberprufen wurden die gereinigten Proteine von Sept7(V102D) und Sept7(S105D)
mit 1 mM GDP inkubiert und anschliefiend mit Hilfe der analytischen Gelfiltration
untersucht (Abb. 4.15).
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Abb. 4.15 Einfluss der Nukleotidbeladung auf die Dimerisierung der switch Il Mutanten.
Elutionschromatogramme wahrend der analytischen Gelfiltrationschromatographie iber eine
Superdex S75 10/30 Saule von A) Sept7(V102D) und B) Sept7(S105D), direkt nach der Reinigung
(schwarz bzw. griin) und nach Inkubation mit einem Uberschuss an GDP (rot bzw. blau).

Im Falle der Sept7(S105D)-Mutante, die nur partiell monomer ist, fihrt die Zugabe
von GDP zur Dimerisierung des Uberwiegenden Teils des Proteins. Bei
Sept7(V102D) ist dieser Effekt hingegen deutlich schwacher. Der Uberwiegende Tell

des Proteins bleibt weiterhin monomer.

4.2.7 Die Bindung zwischen dem Nukleotid und der G-Doméane von Sept7

Die starke Tendenz von Sept7 zur Dimerisierung uber das G-Interface stellte sich als
ein deutliches Hindernis fur die Charakterisierung des Proteins heraus. Dies wurde
bereits bei der Bestimmung der Bindungsaffinitdten zwischen Sept7 und den
Nukleotiden bemerkbar.

Bei den meisten GNBPs erfolgte die Bestimmung der Bindungsaffinitaten entweder
direkt durch die Gleichgewichtstitration eines nukleotidfreien Proteins zu
fluoreszierenden Nukleotid-Analoga oder indirekt aus den kinetischen Daten der
Assoziation und Dissoziation, die mit der Stopped-flow Methode bestimmt wurden. In
beiden Fallen ist ein nukleotidfreies Protein erforderlich.

Nach der Inkubation des Wildtyp-Proteins von Sept7(29 - 297) mit einer alkalischen
Phosphatase blieb das zu Guanosin abgebaute Nukleotid unerwartet an das Protein
gebunden. Im Falle der Mutanten Sept7(V102D), Sept7(D103A) und Sept7(E184A),
bei denen der Dimerisierungsgrad Uber das G-Interface schwacher ist, lie3en sich
die Proteine jedoch durch Inkubation mit einer alkalischen Phosphatase von ihrem
Nukleotid befreien. Die Mutationsstellen liegen weit von der Nukleotidbindungsstelle

entfernt und sollten somit keinen Einfluss auf die Bindungsstarke zum Nukleotid
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haben. Deshalb wurden diese Konstrukte fir die Charakterisierung der
Wechselwirkung zwischen Sept7 und den Nukleotiden verwendet.

FUr die Charakterisierung der GNBPs haben sich die mit mant-Fluorophor (mant =
2'(3’)-O-(N-Methyl)anthraniloyl) markierten Nukleotid-Analoga, z.B. mGDP, mGTP
und mGppNHp, bewahrt. Die mant-Gruppe ist sehr klein, weshalb sie meist die
Funktion der Proteine nicht beeinflusst. Aul3erdem ist ihre Fluoreszenzintensitat von
ihrer chemischen Umgebung abhangig und steigt deshalb signifikant nach der
Bindung an das Protein an.

Zunachst erfolgte die Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen Sept7 und
den Nukleotiden Uber die Stopped-flow Methode. Dabei wird eine Fluoreszenz-
anderung in der Messzelle nach der schnellen Mischung der beiden
Interaktionspartner beobachtet. Eine aulRerst zlgige Vermischung ermdglicht dabei

die Charakterisierung sehr schneller Reaktionen im Bereich von Millisekunden.
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Abb. 4.16 Stopped-Flow Messung der Nukleotidbindung mittels Fluoreszenz. Der Reaktions-
verlauf zwischen mGppNHp und Sept7(V102D) wird durch die Messung der Fluoreszenz bei einer
Anregung von 366 nm und einer Emission >408 nm verfolgt. A) Fluoreszenzverlauf wahrend der
ersten 20 s. B) Gesamtverlauf der Reaktion. C) In der logarithmischen Darstellung der Zeitachse sind
die zwei Reaktionsschritte deutlicher erkennbar.
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Der in Abb. 4.16 dargestellte Reaktionsverlauf zwischen dem mGppNHp-Nukleotid
und einem Uberschuss an nukleotidfreiem Sept7 zeigt eine zweistufige Reaktion. Im
ersten Reaktionsschritt wird das Gleichgewicht bereits nach ca. 10 sec erreicht. Der
zweite Schritt ist deutlich langsamer und erst nach ca. 600 sec abgeschlossen.

Beim Abtasten der Anregungsfrequenz wurden zwei Maxima mit einer Fluorezenz
grolder als 408 nm gefunden. Das erste Maximum liegt bei 365 nm und entspricht der
Anregungsfrequenz des mant-Fluorophor. Das zweite Maximum liegt bei 290 nm,
was typisch fur die Absorption des Tryptophan ist und auf ein FRET-Signal zwischen
dem mant-Fluorophor und dem Tryptophanrest des Proteins hinweist. Da
Sept7(29 - 297) zwei Tryptophanreste besitzt, wurde die Messung des Reaktions-

verlaufes zwischen mGppNHp und Sept7 bei einer Anregungsfrequenz von 290 nm

wiederholt.
A) T T T T T T T B) 3.88
38 384 | -
N L i
N c
g g |38 _
2 376 g i
5 S | 376 =
i - - .
3 S 372 | -
& 372 o | ]
3.68 — —
368 364 ] | ] | ! | ! | !
0 200 400 600 800 1000
Zeit /s Zeit /s

Abb. 4.17 Stopped-Flow Messung der Nukleotidbindung mittels FRET. Der Reaktionsverlauf
zwischen mGppNHp und Sept7(V102D) wird durch die Messung des FRET-Signals bei einer
Anregung von 290 nm und einer Emission >408 nm verfolgt. A) Fluoreszenzverlauf wahrend der
ersten 50 s. B) Gesamtverlauf der Reaktion.

Der in Abb. 4.17 dargestellte zeitliche Verlauf des FRET-Signals zeigt eine zwei-
stufige Reaktion ahnlich der Fluoreszenzmessung in Abb. 4.16. Die beiden Schritte
der Reaktion basieren somit auf der direkten Wechselwirkung zwischen Protein und
Nukleotid.

Um die beobachteten Reaktionsschritte zuordnen zu kénnen wurde zunachst eine
Versuchsreihe durchgefuhrt, in der die Konzentration von Sept7(V102D) bei gleich-

bleibender Nukleotidkonzentration variiert wurde.
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Abb. 4.18 Einfluss der Proteinkonzentration. Stopped-flow Messungen der Bindung zwischen
mGppNHp und Sept7(29 - 297, V102D). A) Die Erhéhung der Proteinkonzentration fuhrt zur linearen
Steigung der beobachteten Geschwindigkeitskonstante im ersten Reaktionsschritt. B) Die
Geschwindigkeit des zweiten Reaktionsschrittes bleibt dagegen nahezu konstant.

Die Auswertung der Experimente erfolgte durch das Anpassen einer einfach-
exponentiellen Funktion an den Fluoreszenzverlauf wahrend des ersten
Reaktionsschrittes, d.h. innerhalb der ersten 20 s. Die Auftragung der beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten gegen die Proteinkonzentration zeigt eine lineare
Abhangigkeit (Abb. 4.18). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass es sich beim ersten
Schritt der Reaktion um die Bindung des Nukleotids an Sept7 handelt. Die
Anpassung einer Ausgleichsgeraden an die beobachteten Geschwindigkeits-
konstanten lieferte die Werte fiir die Assoziationsrate kass=0,0135 uM's™ und die
Dissoziationsrate kgiss= 0,0635 s™'. Daraus wurde ein Kp-Wert von 4,7 uM fiir die
Bindungsaffinitat zwischen mGppNHp und Sept7 bestimmt.

Die Geschwindigkeitskonstanten, die durch die Anpassung einer einfach-
exponentiellen Funktion an den Fluoreszenzverlauf des zweiten Reaktionsschrittes,
d.h. innerhalb einer Zeitspanne von 20-1000 s, bestimmt wurden, bleiben hingegen
in allen Messungen nahezu konstant.

Beim zweiten Schritt der Reaktion kann es sich entweder um eine Konformations-
anderung oder um die Dimerisierung von Sept7 handeln. Zum Nachweis einer dieser
beiden moglichen Prozesse wurde eine weitere Versuchsreihe durchgefuhrt. Diesmal

wurde bei gleichbleibender Proteinkonzentration die Nukleotidkonzentration variiert.
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Abb. 4.19 Einfluss der Nukleotidkonzentration. Stopped-flow Messungen der Bindung zwischen
mGppNHp und Sept7(29 - 297, V102D). A) Die Erhéhung der Konzentration des fluoreszierenden
mGppNHp resultiert in hdheren Fluoreszenzamplituden B) Die Erhéhung der Nukleotidkonzentration
fuhrt zur nicht linearen Steigung der beobachteten Geschwindigkeitskonstante im zweiten Reaktions-
schritt (rechts). Die Geschwindigkeit des ersten Reaktionsschrittes bleibt dagegen nahezu konstant.

Zunachst wurde die Moglichkeit einer Konformationsanderung uberpraft. Hierfar
wurden die Reaktionsverlaufe im zweiten Reaktionsschritt, d.h. innerhalb einer
Zeitspane von 50 - 1000 s, mit einer einfach-exponentiellen Funktion gefittet. Die
daraus berechneten Geschwindigkeitskonstanten des zweiten Reaktionsschrittes
werden mit steigender Nukleotidkonzentration grof3er, wobei die Abhangigkeit nicht
linear ist (Abb. 4.19). Dieses Ergebnis spricht gegen eine Konformationsanderung,
deren Geschwindigkeitskonstante konzentrationsunabhangig sein sollte. Die
Geschwindigkeit der Dimerisierung Uber das G-Interface sollte hingegen von der
Konzentration der mit Nukleotid beladenen Septinmonomere abhangen und daher
mit steigender Nukleotidkonzentration ebenfalls steigen. Die Ergebnisse in Abb. 4.19
deuten also darauf hin, dass es sich beim zweiten Reaktionsschritt um eine

Dimerisierung der mit Nukleotid beladenen Sept7(V102D)-Monomere handelt.

Mit der Stopped-flow Methode wurden auch die Interaktionen zwischen mGppNHp
und der Sept7(D103A)-Mutante sowie der Sept7(E184A)-Mutante analysiert. Die
Messung mit Sept7(D103A) ahnelt den oben dargestellten Messungen mit
Sept7(V102D). Die Variation der Proteinkonzentration lieferte auch vergleichbare
Werte fiir die Assoziationsrate kass=0,0164 uM's™? und die Dissoziationsrate
Kgiss = 0,0712 s™'. Daraus wurde ein Kp-Wert von 4,3 uM fir die Bindungsaffinitat
zwischen mGppNHp und Sept7(D103A) bestimmt.
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Im Vergleich dazu zeigt der in Abb. 4.20 dargestellte Fluoreszenzverlauf der Bindung
zwischen Sept7(E184A) und mGppNHp eine einstufige Reaktion mit einer schnellen
Nukleotidbindung ohne anschlielende Dimerisierung. Diese Beobachtung zeigt,
dass die E184A-Mutation einen starkeren Effekt auf die Dimerisierung des Sept7
uber das G-Interface hat als die Mutationen V102D und D103A.
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Abb. 4.20 Stopped-flow Messung der Bindung zwischen mGppNHp und Sept7(E184A). A) Der
Reaktionsverlauf wird durch die Messung der Fluoreszenz bei einer Anregung von 366 nm und einer
Emission >408 nm verfolgt. Erkennbar ist eine schnelle Bindung des Nukleotids ohne anschlieRende
Dimerisierung. B) Auch die logarithmische Darstellung der Zeitachse zeigt eine einstufige Reaktion.

Auch hier wurde bei Nukleotidkonzentration die Protein-

konzentration variiert. Daraus wurden die Assoziations-

gleichbleibender
und Dissoziations-

geschwindigkeitskonstanten fiir die Nukleotidbindung kass= 0,019 uM's™  bzw.
kaiss= 0,109 s und ein Kp-Wert von 5,74 uM berechnet. Diese Werte stimmen mit
den Ergebnissen von Sept7(V102D) gut Uberein.

4.2.8 Bestimmung der Nukleotidaffinitaten mit Hilfe der Gleichgewichtstitration

Hierbei

Gleichgewichtstitration von nukleotidfreien Sept7-Mutanten zu mit mant-Fluorophor

wurden die Bindungsaffinititen zum Nukleotid direkt mittels einer
markierten Nukleotidanaloga bestimmt. Die starke Destabilisierung des G-Interface
durch die E184A-Mutation eliminierte die Effekte der Dimerisierung und ermdglichte
somit die direkte Bestimmung der Affinitdt zwischen Sept7 und den Nukleotiden.
Daher werden zuerst die Ergebnisse der Messung mit der Sept7(E184A)-Mutante

prasentiert.
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Abb. 4.21 Gleichgewichtstitration von mGppNHp bzw. mGDP mit Sept7(E184A). Der Verlauf der
Titration wurde durch die Messung der Fluoreszenz bei einer Anregung von 366 nm und einer
Emission von 450 nm verfolgt. A) mGppNHp-Titration. B) mGDP-Titration. Die Auswertung lieferte
folgende Kp-Werte: Kp(mGppNHp) = 3,16 uM und Kp(mGDP) = 17,7 uM.

Die Messung der Bindungsaffinitat wurde fur jedes Nukleotid in zwei parallelen
Experimenten durchgefuhrt (Abb. 4.21). Wie anhand der Stopped-flow Messungen
(Abb. 4.20) erwartet wurde, konnten keine Hinweise auf eine Dimerisierung
beobachtet werden. Im Vergleich zur Sept7(D103A)-Mutante (siehe unten), stellte
sich das Gleichgewicht daher wahrend jedes einzelnen Titrationsschrittes schnell ein.

Die Auswertung der Messdaten lieferte Kp-Werte von Kp(mGDP) = 17,7 uM und
Ko(mGppNHp) = 3,16 uM.

Im Falle der Sept7(D103A)-Mutante wurde wahrend der Stopped-flow Messungen
neben der Nukleotidbindung zusatzlich noch eine Dimerisierung beobachtet. Wegen
der langsamen Kinetik bei der Einstellung des Gleichgewichtes aufgrund der
Dimerisierung wurden die Messungen der verschiedenen Konzentrationen getrennt
voneinander in vier einzelnen Kuvetten durchgefuhrt. Die Einstellung des Gleich-
gewichtes dauerte bei den niedrigeren Konzentrationen bis zu 2,5 Stunden. Bei den

hdheren Konzentrationen stellte sich das Gleichgewicht hingegen schneller ein.
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Abb. 4.22 Gleichgewichtstitration von mGppNHp mit Sept7(D103A). A) Der Verlauf der Titration
von mGppNHp mit Sept7(D103A) wurde durch die Messung der Fluoreszenz bei einer Anregung von
366 nm und einer Emmision von 450 nm verfolgt. Die Einstellung des Gleichgewichtes dauerte bei
niedrigeren Proteinkonzentrationen bis zu 2,5 Stunden (9000 s). B) Die Auswertung der Messwerte
lieferte folgende Kp-Werte: Kp(Nuk) = 3,92 uM und nach der Dimerisierung Kp(Ges) = 0,60 uM

-
»

Fir die Auswertung wurden neben den Fluoreszenzwerten nach Einstellung des
Gleichgewichtes auch die ersten Messwerte direkt nach Zugabe des Proteins
verwendet (Abb. 4.22). Die Zugabe des Proteins und das anschliefende Durch-
mischen der Probe dauerten zusammen ca. 20 s. Diese Zeit sollte laut Stopped-
flow Messungen (Abb. 4.16) fur die Einstellung des Gleichgewichtes zwischen dem
Nukleotid und dem Protein ausreichen. Daher reprasentieren die ersten Messwerte
die Situation nach dem ersten Reaktionsschritt, wahrend dem die Nukleotidbindung
stattfindet. Die Endwerte hingegen veranschaulichen das Gesamtgleichgewicht,
welches sich aus 2zwei Reaktionsschritten, der Nukleotidbindung und der
Dimerisierung, zusammensetzt.

Die Auswertung der Messdaten lieferte bei mGppNHp fur die Gesamtreaktion einen

Ko-Wert von Kp(mGppNHp) = 0,60 uM, fur das monomere Protein hingegen einen
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Kp-Wert von Kp(mGppNHp) = 3,92 uM. Die ermittelten Kp-Werte zeigen den Effekt
der Dimerisierung auf die Bindung des Nukleotids. Die nach der Nukleotidbindung
folgende Dimerisierung der Proteine Uber das G-Interface verschiebt das
Gleichgewicht auf die Seite des Nukleotid-Protein-Komplexes und verstarkt dadurch

die apparente Affinitat zwischen Sept7 und den Nukleotiden.

Nach der gleichen Methode wurde auch die Gleichgewichtstitration von mGDP mit
Sept7(D103A) durchgefuhrt.
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Abb. 4.23 Gleichgewichtstitration von mGDP mit Sept7(D103A). Der Verlauf der Titration von
mGDP mit Sept7(D103A) wurde durch die Messung der Fluoreszenz bei einer Anregung von 366 nm
und einer Emission von 450 nm verfolgt. Die Auswertung der Messwerte lieferte Kp-Werte von
Kp(Nuk) = 13,2 uM und nach Dimerisierung Kp(Ges) = 4,63 uM.

Auch hier wurde ein Effekt der Dimerisierung auf die Bindung des Nukleotids
beobachtet (Abb. 4.23). Fur das mGDP ist der Kp-Wert der Gesamtreaktion mit
Ko(mGDP) = 4,63 uM kleiner als die direkte Affinitdt zwischen Sept7 und dem
Nukleotid mit einem Kp-Wert von Kp(mGDP) = 13,2 uM.

Die Dissoziationsraten wurden mit Hilfe der Stopped-flow Methode nur indirekt
ermittelt und sind daher ungenau (Abb. 4.18). Deshalb wurde eine direkte Messung
der Nukleotiddissoziation durchgefuhrt. Hierfur wurden zuerst in einem
Reaktionsgefal® 50uL einer 60 uM Sept7(D103A)-Losung ohne Nukleotid mit 50 uL
einer 50 uM mGDP- bzw. mGppNHp-L6sung versetzt und 30 min inkubiert. Fir die
Messung wurde 100 uM nicht markiertes Nukleotid GDP bzw. GppNHp in Kivetten

vorgelegt und anschlieRend die vorbereitete Lésung des Proteins mit mant-Nukleotid
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bis zu einer Endkonzentration von 0,1 uM zugegeben und schnell vermischt. Die

Messung der Fluoreszenzanderung wurde direkt nach der Zugabe gestartet.
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Abb. 4.24 Direkte Messung der Nukleotid-Dissoziation. Messverlauf der Fluoreszenz bei einer
Anregung von 366 nm und einer Emission von 450 nm. A) Vergré3erung der ersten 10000 s. B)
Gesamter Messverlauf.

Ein Uberschuss an nicht fluoreszierendem Nukleotid macht die Dissoziation praktisch
irreversibel, so dass sie als eine Reaktion erster Ordnung betrachtet werden kann.
Durch die Anpassung einer einfach-exponentiellen Funktion an die Messdaten in
Abb. 4.24 wurde fiir mGDP eine Dissoziationsrate von ks =9-10°s” und fiir
mGppNHp eine Dissoziationsrate von kos = 7,4:10* s ermittelt. Diese Werte sind
etwa 100 - 1000-fach geringer als die mittels Stopped-flow Experimenten bestimmten
Dissoziationsrate von ke(mGppNHp) = 0,063 s (Abb. 4.18). AuRerdem ist die
Dissoziation von mGDP langsamer als die von mGppNHp, obwohl die Affinitat des
Sept7 zu mGDP Kkleiner ist als zu mGppNHp. Die ermittelten Geschwindigkeits-
konstanten spiegeln dabei wahrscheinlich nicht die Dissoziation des Nukleotids
wider, sondern die Dimerdissoziation und deuten somit auf die unterschiedliche

Dynamik des G-Interface hin, welche abhangig vom gebundenen Nukleotid ist.

4.2.9 Die intrinsische GTP-Hydrolyse

Die Fahigkeit ein Nukleotid zu binden und zu hydrolysieren ist eine wichtige
Eigenschaft fir die Funktion von GNBPs. Daher wurde im nachsten Schritt die
Zuerst wurde die GTP-

Hydrolyseraten des Wildtyp-Konstruktes und der verschiedenen G-Interface-

intrinsische GTP-Hydrolyse von Sept7 untersucht.

Mutanten in parallelen Experimenten unter Sattigungsbedingungen, d.h. mit hoher

Substratkonzentration, gemessen (multi-turnover). Der Verbrauch des GTP und die
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Bildung von GDP wurden dabei mittels HPLC verfolgt. Die Ergebnisse dieser
Experimente sind in Abb. 4.25 dargestellt.

—O— Sept7 (V102D)
—@— Sept7 (S149F)
—{— Sept7 (wt)
—— GTP

c(GTP) /uM

0 100 200 300 400 500
Time /min

Abb. 4.25 GTP-Hydrolyse der verschiedenen Sept7-Konstrukte. A) GTP-Konzentration und B)
GDP-Konzentration im Verlauf der Hydrolyse durch verschiedene Mutanten von Sept7(29 - 297). Alle
Messungen wurden parallel durchgefuhrt. Dabei wurden bei Raumtemperatur 100 uM GTP mit 50 uM

Protein inkubiert. Nach definierten Zeitabstanden wurden 40 uL Proben enthommen und mittels
Umkehrphasen-HPLC analysiert. Im Kontrollexperiment, wo GTP ohne Proteine inkubiert wurde,
wurde keine GTP-Hydrolyse beobachtet. kea(Sept7yv102p) = 2,14-10% min™,
Keat(SePt7s140F) = 5,65-10° min™" und kea(Sept7wr) = 7,29-10™ min™.

Beim Wildtyp-Konstrukt wurde eine sehr langsame GTP-Hydrolyse beobachtet, mit
keat(Sept7wr) = 7,29-10“* min™'. Die G-Interface-Mutanten zeigten hingegen eine
hohere Hydrolyserate, wobei beim monomeren Konstrukt Sept7(V102D) die GTP-
Hydrolyse am schnellsten verlauft. Die kalkulierte Hydrolyserate von Sept7(V102D)
mit keat(Sept7viozn) = 0,0214 min™ oder k =3,3:10*s™ ist dabei der intrinsischen
Hydrolyserate von Ras keat(Ras) = 0,02 min™" sehr dhnlich (Neal et. al. 1988).

In einem multi-turnover Experiment wird eine komplexe Reaktion bestehend aus
Bindung, Hydrolyse und Freisetzung des Nukleotids analysiert, wobei jeder dieser
Schritte geschwindigkeitsbestimmend sein kann. Aus diesem Grund wurde
anschlielend eine single-turnover Messung der GTP-Hydrolyse durchgefuhrt. Hierfur
wurde in einer Stopped-flow Apparatur der Verlauf der Reaktion von 0,2 uM mGTP
mit 10 uM nukleotidfreiem Sept7(D103A) verfolgt.
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Abb. 4.26 Stopped-Flow Messung der intrinsischen GTP-Hydrolyse von Sept7(D103A).
Dargestellt ist der Reaktionsverlauf zwischen mGTP und Sept7(D103A). Der Reaktionsverlauf wird
dabei durch die Messung der Fluoreszenz bei einer Anregung von 366 nm und einer Emission >408
nm verfolgt. A) Die logarithmische Darstellung der Zeitachse verdeutlicht die drei Schritte der
Reaktion. B) Nukleotidbindung, 0-10 s. C) Dimerisierung der mit mGTP beladenen Proteine, 10-300
s. D) Hydrolyse von mGTP und partielle Freisetzung von mGDP, 300-10000 s.

Der in Abb. 4.26 dargestellte Messverlauf zeigt eine dreistufige Reaktion. Die ersten
beiden Reaktionsschritte reprasentieren Nukleotidbindung und Proteindimerisierung,
ahnlich wie bei der Messung mit dem nicht hydrolysierbaren mGppNHp (Abb. 4.16)
Der Fluoreszenzabfall wahrend des letzten Reaktionsschrittes, d.h. innerhalb einer
Zeitspanne von 600 s - 10000 s, resultiert aus der Freisetzung des Nukleotids nach
der Hydrolyse. Dabei kann zwischen der Hydrolyse und der Dissoziation von mGDP
nicht unterschieden werden. Beide Reaktionen konnen als geschwindigkeits-
bestimmender Schritt angesehen werden. Die Anpassung einer einfach-
exponentiellen Funktion an den Fluoreszenzverlauf des dritten Reaktionsschrittes,
d.h. innerhalb einer Zeitspanne von 600 s - 10000 s, lieferte eine Geschwindigkeits-
konstante von keps = 3,54:10“% s". Dieser Wert stimmt mit der Hydrolyserate
keat = 3,33-10* s des Sept7(V102D) sehr gut liberein.
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Mit Hilfe der Stopped-flow Methode wurde auch die intrinsische GTP-Hydrolyse bei
der Sept7(E184A)-Mutante untersucht.
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Abb. 4.27 Stopped-Flow Messung von mGTP mit Sept7(E184A). A) Reaktionsverlauf zwischen
MGTP und Sept7(E184A). Der Reaktionsverlauf wird durch die Messung der Fluoreszenz bei einer
Anregung von 366 nm und einer Emission >408 nm verfolgt. Die Spaltung der Zeitachse verdeutlicht
die beiden Schritte der Reaktion. (1) Nukleotidbindung, 0-2 s. (2) Hydrolyse von mGTP und partielle
Freisetzung von mGDP, 2-1000 s. B) Abhangigkeit der gemessenen Geschwindigkeitskonstante von
der Konzentration des Sept7(E184A), ko, = 0,164 uM™ s und ko = 0,240 s™.

Der Fluoreszenzverlauf in Abb. 4.27 zeigt eine zweistufige Reaktion mit Bindung und
anschlielRender Hydrolyse des Nukleotids. Wie bei der Messung mit mGppNHp
(Abb. 4.20) wurde auch hier keine Dimerisierung beobachtet. Die Anpassung einer
einfach-exponentiellen Funktion an die Messdaten wahrend der Hydrolyse, d.h.
innerhalb einer Zeitspanne von 200-1000 s, lieferte eine Geschwindigkeitskonstante
von keps = 7,88:10* s™. Da wahrend der Messung keine Dimerisierung beobachtet
werden konnte, entspricht die Geschwindigkeitskonstante der Rate der intrinsischen
Hydrolyse. Der Wert liegt in dergleichen Grof3enordnung wie derjenige der
Sept7(D103A)-Mutante und verdeutlicht, dass die Dimerisierung der G-Domane
keine signifikante Auswirkung auf die GTP-Hydrolyse hat.

Die Hydrolyse von mGTP ist recht langsam. Daher war es moglich, die
Bindungsaffinitat zwischen Sept7(E184A) und mGTP mit Hilfe der Stopped-flow
Methode direkt zu bestimmen, indem die Konzentration des Proteins variiert wurde
(Abb. 4.27). Die Auswertung der gemessenen Geschwindigkeitskonstanten lieferte
eine Assoziationsrate von kass=0,164 pM”' s und eine Dissoziationsrate von
kaiss = 0,240 s™', sowie einen Kp-Wert von 1,46 uM. Sowohl die Bindung als auch die
Dissoziation ist beim mGTP schneller als beim mGppNHp, was auf geringe
Unterschiede zwischen mGTP und seinem nicht hydrolysierbaren Analogon

mGppNHp hindeutet.
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Das konservierte Threonin im switch | Bereich ist die einzige Aminosaure, fur die
gezeigt wurde, dass sie bei Sept2 direkt an der GTP-Hydrolyse beteiligt ist
(Sirajuddin et al., 2009). Die Seitenkette des Threonins ist dabei in die Koordinierung
des Mg?*-lons involviert, welches fiir die Nukleotidhydrolyse bei GNBPs essentiell ist.
Als Nachstes wurde daher untersucht, ob das entsprechende Threonin auch bei
Sept7 fur die GTP-Hydrolyse von Bedeutung ist.
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Abb. 4.28 Funktion des Thr-71 bei der GTP-Hydrolyse in Sept7-Konstrukten. GTP-Konzentration
im Verlauf der Hydrolyse durch verschiedene Mutanten von Sept7(29 - 297). Alle Messungen wurden
parallel durchgefihrt. Dabei wurden bei Raumtemperatur 100 uM GTP mit 50 uM Protein inkubiert.
Nach definierten Zeitabstanden wurden 40 uL Proben enthommen und mittels Umkehrphasen-HPLC
analysiert. A) Vergleich des Wildtyp-Konstrukts mit der Sept7(T71A)-Mutante. B) Vergleich des
Sept7(E184)-Konstrukts mit der Sept7(T71A, E184A)-Mutante. ke (Sept7(T71A)) = 1,66:10° min™

und Keat (Sept7(T71A,E184A)) = 3,76:10° min™.

Im Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt scheint die T71A-Mutation keinen starken
Einfluss auf die intrinsische GTP-Hydrolyse zu haben. Oben wurde aber gezeigt,
dass aufgrund der Dimerisierung die gemessenen Geschwindigkeitskonstanten unter
Sattigungsbedingungen (multi-turnover) nicht durch die Hydrolyse, sondern durch die
Nukleotidfreisetzung bestimmt werden. Um Dimerisierungseffekte auszuschliel3en
wurde zusatzlich der Effekt der T71A-Mutation beim monomeren Sept7(E184A)-
Konstrukt untersucht. Die Ergebnisse der Messung (Abb. 4.28) zeigen, dass die
EinfUhrung der T71A-Mutation in das monomere Sept7(E184A)-Konstrukt zu einer
starken Verlangsamung der GTP-Hydrolyse fuhrt.

4.3 Funktion der GTPase-Reaktion fiir die Septine
Die Analyse der switch || Mutanten von Sept7 mittels analytischer Gelfiltration zeigte

einen signifikanten Beitrag der switch Il Schleife zur Stabilitat des G-Interface. Die
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ublicherweise nukleotid-abhangige Konformationsanderung der switch Bereiche in
anderen GNBPs lasst vermuten, dass bei Septinen die Stabilitat des G-Interface vom

Nukleotidzustand abhangig ist.

4.3.1 Charakterisierung der Sept7-Dimere uber Oberflaichenplasmonresonanz
Um Aussagen Uber den Einfluss des Nukleotidzustandes auf die Stabilitat des
G-Interface treffen zu konnen, sind Kenntnisse der thermodynamischen Affinitaten
der Septin-Septin-Interaktionen in beiden Nukleotidzustanden erforderlich. Die
direkte Bestimmung der Dimerisierungsaffinitat der Septine war nicht mdglich. Dies
lag daran, dass die Proteine nach der Fluoreszenzmarkierung nicht mehr stabil
waren und prazipitierten. Der Einsatz der fluoreszierenden Nukleotidanaloga, die sich
sehr gut bei Studien Uber die Ras-ahnlichen GNBPs bewahrt haben, war wegen der
geringen Nukleotidaffinitaten nicht moglich.

Ruckschlisse Uber die thermodynamische Affinitdt der Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen lassen sich auch aus kinetischen Daten gewinnen. Bei Wechsel-
wirkungen zwischen Proteinen ist in den meisten Fallen die Dissoziationsrate der
entscheidende Faktor.

Die Bestimmung der kinetischen Daten fir die Septindimerisierung erfolgte mit Hilfe
der Oberflachenplasmonresozanz-Methode (engl. SPR - surface plasmon
resonance). Fur die Immobilisierung der Septine auf der Oberflache des Sensor-
Chips wurde das Biotin CAPture Kit der Firma GE-Healthcare ausgewahlt. Im
Vergleich zu anderen Methoden kombiniert das Biotin CAPture Kit eine schnelle und
einfache Immobilisierung eines mit Biotin markierten Molekuls mit der Mdglichkeit
einer schnellen Regeneration der Oberflache des Sensor-Chips.

Die Markierung der Proteine mit Biotin erfolgte in einer Reaktion, welche durch eine
Transglutaminase katalysiert wurde (Lin et al, 2006). Transglutaminasen
katalysieren Transferreaktionen, bei denen eine Acyl-Gruppe einer Glutaminseiten-
kette auf primare Amine Ubertragen wird. Die hier eingesetzte Transglutaminase
(gpTGase aus dem Meerschweinchen, Sigmaaldrich) besitzt eine hohe
Substratspezifitdt zu einem Heptapeptid mit der Sequenz PNPQQFM, das als Q-Tag
bezeichnet wird. Gleichzeitig weist sie aber auch eine breite Toleranz fur die Struktur
des primaren Amins auf. Der Einsatz eines Uberschusses an N-(5-Aminopentyl)-

Biotinamid fuhrt zur selektiven Markierung des Proteins mit einem Biotinmolekul und
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soll gleichzeitig Nebenreaktionen mit anderen Aminen, wie z.B. mit e-Aminogruppen
der Lysinreste, unterdriicken (Abb. 4.29).

Der Q-Tag wurde an den c-Terminus der in pGEX6P1 klonierten Sept7-Konstrukte
kloniert. Der Q-Tag hatte keinerlei Auswirkungen auf die Stabilitdt der Konstrukte,
demnach konnten die Proteine analog zu Sept7(29 -297) mit ahnlich guten

Ausbeuten rekombinant hergestellt und gereinigt werden.
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Abb. 4.29 Biotinmarkierung in einer gpTGase katalysierten Reaktion. A) Schematische
Darstellung der durch die Transglutaminase katalysierten Reaktion. B) Die Tabelle zeigt die
Zusammensetzung der verschiedenen Ansatze bei der Testreaktion. C) Western Blot mit Anti-Biotin-
Antikérpern (links) und das entsprechende mit Coomassie-Blau gefarbte Gel (rechts).

In einer Testreaktion wurde zuerst die selektive Markierung des gereinigten Proteins
Sept7(29-297)-Qtag mit Biotin durch die gpTGase uUberpruft. Das in Abb. 4.29
dargestellte Western-Blot zeigt eine positive Bande nur bei der Reaktion, die alle
erforderlichen Komponenten enthalt. AnschlieRend wurden Sept7(D103A)-Qtag und
Sept7(E184A)-Qtag nach demselben Protokoll mit Biotin markiert. Der Erfolg der

Markierung wurde ebenfalls mittels eines Western-Blots bestatigt.

Die ersten SPR-Messungen wurden mit der Sept7(E184A)-Mutante durchgeflihrt. Bei
jedem Experiment wurde zuerst die Chipoberflache mit dem im Kit mitgelieferten
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frischen Streptavidin Uber einen Einzelstrang-DNA-Linker beladen. Der Vergleich des
Signalverlaufs mehrerer Messungen zeigte, dass der Signalanstieg und somit auch
die Menge des an die Chipoberflache gebundenen Streptavidins Uber mehrere
Experimente konstant geblieben war.

Die Messungen begannen mit der Injektion einer konstanten Menge des mit Biotin
markierten Proteins auf den Sensor-Chip, der anschlieBend mit Laufpuffer
gewaschen wurde (Schritt 1 und 2 in Abb. 4.30). Dann wurde das Protein ohne
Biotinmarker zugegeben (Schritt 3). Anschlieend wurde die Dissoziation des nicht
markierten Proteins beim Waschen der Chipoberflache mit dem Laufpuffer verfolgt
(Schritt 4). Die Messungen wurden anschlieRend mehrmals wiederholt, wobei bei

Schritt 3 die Konzentration des Proteins ohne Biotinmarker variiert wurde.
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Abb. 4.30 Die SPR-Messungen von Sept7(E184A). A) Gesamter Messverlauf aller Messungen
B) VergroRerung der Schritte 2 - 4. (1) Immobilisierung des Sept7(E184A)-Biotin am Chip. (2)
Dissoziation des ungebundenen Proteins durch Waschen mit Laufpuffer. (3) Injektion des nicht
markierten Sept7(E184A). (4) Anschlielende Dissoziation.

Die Anpassung einer einfach-exponentiellen Funktion an die Messwerte (Abb. 4.30)
wahrend der einzelnen Schritte der Messung zeigte, dass die berechneten
Geschwindigkeitskonstanten beim Aquilibrieren der Chipoberfliche nach der
Immobilisierung des Sept7-Biotin (Schritt 2) mit keps = 0,0173 s, bei der Bindung des
nicht markierten Protein (Schritt 3) mit kops = 0,0225 s™ und bei der anschlieRenden
Dissoziation (Schritt 4) mit keps= 0,0208 s™' fast gleich sind. Die Steigerung der
Konzentration des nicht markierten Sept7(E184A) flhrte zwar zu hdheren
Signalamplituden wahrend der Bindung, hatte aber keinen Einfluss auf die
Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (kops= 0,0240 + 0,0021 s™"). Diese

Beobachtungen lassen sich durch die Dimerisierung der an die Chipoberflache
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immobilisierten Sept7-Moleklle erklaren. Wenn die Sept7-Molekile als Dimere
vorliegen, mussen sie erst in Monomere dissozieren, bevor sie die Sept7-Molekule
aus der mobilen Phase binden kdnnen. Bei der Dissoziation der Dimere handelt es
sich demzufolge um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wahrend der
Messung der Assoziation.

Da die Messung der Assoziationsrate aufgrund der Dimerisierung nicht moglich war,
wurde das Experiment so verandert, dass nur die Dissoziationsrate der Dimere
gemessen werden konnte. Hierfur wurde vor der SPR-Messung eine Mischung aus
Sept7(E184A)-Biotin und nicht markiertem Sept7(E184A) im Verhaltnis 1:10
vorbereitet. Der Uberschuss an nicht markiertem Protein stellte sicher, dass bei 90%
der in Losung vorliegenden dimeren Komplexe nur jeweils eine Untereinheit mit
Biotin markiert ist. Diese Proteinlésung wurde nun auf den Sensor-Chip injiziert, was
zur Bindung des Komplexes auf die mit Streptavidin beladene Oberflache fuhrte. Die
Massenzunahme auf der Oberflache resultierte in einer Steigerung der Signal-
intensitat. Beim anschlieBenden Waschen mit dem Laufpuffer konnte die
Untereinheit des Komplexes, die keinen Biotin-Marker enthielt, von der Oberflache
abdissoziieren. Die durch die Dissoziation bewirkte Massenabnahme auf der

Chipoberflache wurde durch die abnehmende Signalintensitat verfolgt.
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Abb. 4.31 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(E184A) im GDP gebundenen
Zustand. A) SPR-Sensorgramme der Messungen von Sept7(E184A) (1) Immobilisierung des
Sept7(E184A)-Dimers am Chip. (2) Dissoziation der nicht markierten Untereinheit durch Waschen mit
Laufpuffer. B) VergroRerung des Dissoziationsschrittes. Die SPR-Sensorgramme wurden
ausgerichtet, indem die Endwerte auf Null gesetzt wurden.

Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(E184A) wurden mit mehreren
verschiedenen Proteinkonzentrationen wiederholt. Bei allen Experimenten wurden
unabhangig von der Menge an immobilisiertem Material sehr ahnliche Dissoziations-
geschwindigkeitskonstanten ermittelt. Die Dissoziationsrate im GDP gebundenen
Zustand betrégt kgs(E184A, GDP) = 0,0211+ 0,0016 5.

Auf die gleiche Weise wurde die Geschwindigkeitskonstante fur die Dissoziation von
Sept7(D103A) im GDP-gebundenen Zustand ermittelt.
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Abb. 4.32 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(D103A) im GDP gebundenen
Zustand. A) SPR-Sensorgramme der Messungen von Sept7(D103A) (1) Immobilisierung des
Sept7(D103A)-Dimers am Chip. (2) Dissoziation der nicht markierten Untereinheit durch Waschen mit
Laufpuffer. B) VergréRerung des Dissoziationsschrittes. Die SPR-Sensorgramme wurden
ausgerichtet, indem die Endwerte auf Null gesetzt wurden.

Auch bei den SPR-Messungen mit Sept7(D103A) waren die ermittelten
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten  unabhangig von der Menge an
immobilisiertem Material (Abb. 4.32). Die Dissoziationsrate im GDP-gebundenen
Zustand ist mit kgs(D103A, GDP) = 0,00201 + 0,00009 s etwa 10-mal langsamer als
die entsprechende Dissoziationsrate von Sept7(E184A). Diese Ergebnisse
bestatigen somit ebenfalls, dass die Mutation E184A einen starkeren Effekt auf die
Dimerisierung hat als die D103A-Mutation, was bereits bei der Charakterisierung der
Wechselwirkungen mit den Nukleotiden beobachtet werden konnte (Abb. 4.20).

Um den Effekt des Nukleotidzustandes auf die Stabilitdt des G-Interface zu
untersuchen, wurden anschlielRend die gleichen SPR-Messungen mit Sept7(E184A)
und Sept(D103A) im GppNHp-gebundenen Zustand durchgefuhrt. Fur die beiden

Messungen wurden zuerst Mischungen aus mit Biotin markierten Proteinen und nicht
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markierten Proteinen im Verhaltnis 1:10 vorbereitet. Danach wurde ein

Nukleotidaustausch mit Hilfe der alkalischen Phosphatase durchgefuhrt.
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Abb. 4.33 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(D103A) im GppNHp gebundenen
Zustand. A) SPR-Sensorgramme der Messungen von Sept7(D103A) im GppNHp gebundenen
Zustand (1) Immobilisierung des Sept7(D103A)-Dimers am Chip. (2) Dissoziation der nicht markierten
Untereinheit durch Waschen mit Laufpuffer. B) VergréRerung des Dissoziationsschrittes. Die SPR-
Sensorgramme wurden ausgerichtet, indem die Endwerte auf Null gesetzt wurden.

Die Auswertung der Messdaten (Abb. 4.33) lieferte eine Dissoziationsrate von
kais(D103A, GppNHp) = 0,246 + 0,039 s7. Im Vergleich zur Dissoziationsrate im
GDP-gebundenen Zustand ist die Dissoziation der Sept7(D103A)-Dimere im
GppNHp-gebundenen Zustand ca. 120-fach schneller.
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Abb. 4.34 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(E184A) im GppNHp gebundenen
Zustand. A) SPR-Sensorgramme der Messungen von Sept7(E184A) im GppNHp gebundenen
Zustand (1) Immobilisierung des Sept7(E184A)-Dimers am Chip. (2) Dissoziation der nicht markierten
Untereinheit durch Waschen mit Laufpuffer. B) VergroRerung des Dissoziationsschrittes flir die
Messung bei einer Gesamtproteinkonzentration von 60 pM.

Die Auswertung der Messdaten (Abb. 4.34) lieferte eine Dissoziationsrate von
kais(E184A, GppNHp) = 2,47 s'. Die Dissoziationskinetik von Sept7(E184A) im
GppNHp-gebundenen Zustand ist fur eine verlassliche Auswertung allerdings zu
schnell, weil sie nicht von den Effekten beim Puffer-Wechsel zu unterscheiden ist.
Die tatsachliche Dissoziationsrate konnte sogar noch schneller sein. Verglichen mit
der Kinetik im GDP-gebundenen Zustand sind die relativen Unterschiede zwischen
beiden Nukleotidzustanden ahnlich wie bei Sept7(D103A).

Zuletzt wurde auch Sept7(wt) im GDP-gebundenen Zustand mit Hilfe der SPR-

Methode untersucht. Wegen der sehr langsamen Dissoziationskinetik wurde

allerdings nur eine Messung mit einer Messdauer von 25 Stunden durchgeflhrt.
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Abb. 4.35 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(wt). A) SPR-Sensorgramm der
Messung von Sept7(wt) (1) Immobilisierung des Sept7(wt)-Dimers am Chip. (2) Dissoziation der nicht
markierten Untereinheit durch Waschen mit Laufpuffer. B) VergréRerung des Dissoziationsschrittes.

Die Abb. 4.35 zeigt die Ergebnisse der SPR-Messung von Sept7(wt). Die Anpassung
einer einfach-exponentiellen Funktion an die Messdaten lieferte eine Dissoziations-
rate von kgs(WT, GDP) = 3,87:10° s™'. Die Dissoziation beim Wildtyp ist somit
ca. 50-mal langsamer als bei der D103A-Mutante und sogar 570-mal langsamer als
bei der E184A-Mutante. AuRerdem liegt dieser Wert in derselben GroRenordnung
wie die gemessene GTP-Hydrolyserate mit keat= 1,22:10° s (Abb. 4.25). Auch beim
Wildtyp-Konstrukt scheint somit wahrend der Hydrolyse die Dimerdissoziation der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt zu sein.

4.3.2 Kristallisation und Strukturlosung der G-Doméane von Sept7 im GppNHp-
gebundenen Zustand

Die oben dargestellten Ergebnisse deuten auf Unterschiede bei der Stabilitat des
G-Interface zwischen GDP- und GppNHp-gebundenen Zustanden hin. Deshalb
waren strukturelle Informationen Uber die moéglichen Konformationsanderungen im
G-Interface interessant. Aufgrund der Schwierigkeiten beim Austausch des
gebundenen GDP-Nukleotides beim Wildtyp-Konstrukt des Sept7(29 - 297) wurden
fur die Kiristallisation verschiedene Konstrukte mit Mutationen im G-Interface
verwendet. Es wurden die Mutationen Asp-103 zu Alanin, Ser-149 zu Phenylalanin
und Glu-184 zu Aspartat ausgewahlt. Diese Mutationen schwachen die
Bindungsstarke des G-Interface und ermodglichen dadurch den Austausch des
gebunden GDP durch GppNHp.
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4.3.3 Kristallisation von Sept7(29-297)-Mutante im GppNHp-gebundenen
Zustand

Zur Ermittlung der initialen Kristallisationsbedingungen fur die Sept7(29-297)-
Mutanten im GppNHp-gebundenen Zustand wurden viele verschieden Prazipitanz-
l6sungen, welche in kommerziellen Kristallisationsscreens zusammengefasst sind
(Nextal, Qiagen, Hilden, Deutschland; Hampton Research, Aliso Viejo CA, USA), in
96-well-Platten getestet. Bei allen drei Mutanten, Sept7(D103A) / Sept7(S149F) /
Sept7(E184A), konnten dabei nur wenige initiale Kristallisationsbedingungen

identifiziert werden.

Abb. 4.36 Optimierte Kristalle von Sept7(29-297) beladen mit GppNHp. A) und B) Kristalle von
Sept7(E184A), C) und D) Kristalle von Sept7(D103A), E) und F) Kristalle von Sept7(S149F).

Die initialen Kristallisationsbedingungen wurden anschlieBend in 24-well-Platten
optimiert, indem pH-Werte und Konzentration der Prazipitanzlésungen variiert
wurden. Die optimierten Kristalle zeigten allerdings nur im Falle von
Sept7(29 - 297, S149F) eine Beugungsqualitat, welche fur die Strukturlésung
ausreichend war. Die endgultige Zusammensetzung des Kristallisationstropfens nach
Optimierung der Kristallisationsbedingungen fur Sept7(S149F)-GppNHp bestand aus
1 uL Sept7(29 - 297, S149F)-GppNHp mit einer Konzentration von 10 mg/ml in
20 mM Tris-HCI (pH =8,0), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 5mM DTE und 1 mM
GppNHp gemischt mit 1 uL der Reservoir-L6sung aus 100 mM HEPES (pH = 7,2),

1,6 M Ammoniumsultat und 100 mM NaCl. Als Kryoschutz wurde die Reservoir-
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Lésung zusatzlich mit 20% Glycerol versetzt. Die Kristalle (Abb. 4.36) zeigten an der
Kupferanode Beugungsreflexe bis 3,5 A und lieferten am Synchotron (SLS, Villingen)
einen Datensatz mit einer Aufldsung von 2,9 A,

Die Indizierung, Integration und Skalierung der gemessenen Daten mittels eines
XDS-Programmpakets (Kabsch, 1993) ergaben ein primitives hexagonales Gitter mit
der Raumgruppe P3421. Die Kiristallstruktur wurde mit Hilfe der Methode des
molekularen Ersatzes gelost, indem die Struktur des Sept7(29 -297) im GDP-

gebundenen Zustand als Modell verwendet wurde.

4.3.4 Struktur von Sept7(29 - 297, S149F)-GppNHp

Die asymmetrische Einheit der Kristallstruktur enthalt zwei Sept7-Moleklle, die
einander mit der Nukleotidbindungsstelle zugewandt sind und somit einen G-Dimer
ausbilden (Abb. 4.37). Die Gesamtstruktur des G-Dimers ahnelt dabei sehr der
Struktur von Sept2 im GppNHp-gebundenen Zustand (PDB ID 3FTQ).

Im Vergleich zur Struktur von Sept7 im GDP-gebundenen Zustand sind die
Untereinheiten des G-Dimers ahnlich wie bei Sept2-GppNHp entlang der
Dimerverbindungsachse gegeneinander verdreht. Wahrend die septin-spezfischen
B7- und B8-Strange an der gleichen Position wie im GDP-gebundenen Zustand
bleiben, entfernen sich die a2-Helices um ca. 5,8 A voneinander. Diese Anderung
der relativen Anordnung der Untereinheiten im G-Interface kann entweder auf den
veranderten Nukleotidzustand oder aber auf die S149F-Mutation zurtickgefuhrt

werden.

A)

a2-Helix

Abb. 4.37 Struktur von Sept7(29-297,5149F)-GppNHp. A) Vergleich der Strukturen von
Sept7(29-297)-GDP (gelb) und Sept7(29-297, S149F)-GppNHp (blau). Erkennbar ist eine deutliche
Verschiebung der linken Untereinheit. B) Konformation der switch | und switch 1l Bereiche.
Aminoséauren, welche in die Koordinierung des Mg2+-lons involviert sind, sind in Stdbchen-Modell
dargestellt.
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Analog zu anderen GNBPs bindet der switch | Bereich Uber das konservierte
Threonin Thr-71 an das y-Phosphat des Nukleotids und nimmt dabei eine ahnliche
Konformation wie Sept2 im GppNHp-gebundenen Zustand ein. Trotz der
Verschiebung der a2-Helices bilden die switch Il Bereiche der beiden G-Doméne
weiterhin gegenseitige Kontakte aus. Die Wechselwirkungen werden dabei vor allem
durch Val-102 und Asp-103 vermittelt, ahnlich wie in der Struktur des Sept7 im GDP-
gebundenen Zustand. Zusammen genommen liefert diese Struktur keine
offensichtlichen Informationen flir die Erklarung der nukleotid-abhangigen
Unterschiede bei der Dimerdissoziation, die bei den SPR-Messungen beobachtet

wurden.
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4.4 Charakterisierung von Vertretern anderer Septin-Gruppen

Die dreizehn Septine des menschlichen Genoms werden aufgrund von Ahnlichkeiten
in der Aminosaurensequenz in vier Gruppen unterteilt: Gruppe 2 (Sept1, Sept2,
Sept4 und Sept5), Gruppe 3 (Sept3, Sept9 und Sept12), Gruppe 6 (Sept6, Sept8,
Sept10, Sept11 und Sept14) und Gruppe 7 (Sept7). Fur die Bildung des Septin-
Komplexes werden in humanen Zellen drei oder vier Untereinheiten aus verschie-
denen Gruppen bendtigt. Allerdings ist die Rolle der einzelnen Septine im Komplex
und ihre physiologische Funktion bisher nicht bekannt. Um die Eigenschaften der
verschiedenen Septin-Gruppen vergleichen zu kénnen, wurde jeweils ein Vertreter
aus jeder Gruppe der humanen Septine fur die Charakterisierung ausgewanhlt. Neben
Sept7 standen bereits Konstrukte von Sept2 zur Verfugung. Als Vertreter der beiden

anderen Gruppen wurden Sept6 und Sept9 gewahit.

4.4.1 Herstellung und Reinigung der Konstrukte der G-Domanen von Sept2,
Sept6 und Sept9

Die Konstrukte der G-Domane ohne die N-terminale aO-Helix und ohne den
c-terminalen coiled-coil Bereich haben sich bei der Charakterisierung von Sept2 und
Sept7 bewahrt, daher wurde dieselbe Strategie auch bei der Herstellung der
Konstrukte der G-Domane von Sept6 und Sept9 angewandt.

Die G-Domane des Sept6, Aminosauren 40 - 305, wurde parallel in die beiden
Vektoren pGEX6P1 und pET28a kloniert. Wahrend die Expression des pGEX6P1-
Konstruktes  ein unldsliches Fusionsprotein lieferte, war die Expression der
G-Domane des Sept6, welches in den pET28a-Vektor kloniert wurde und daraufhin

ein c-terminales Hise-Tag enthielt, erfolgreich.
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Abb. 4.38 Reinigung von Sept6(40-305). Sept6(40-305) wurde als His6-Fusionsprotein in E. coli
exprimiert und anschlie3end in zwei Schritten gereinigt. A) Elution Gber eine Ni-NTA-Saule mit einem
Imidazol-Gradient von 0-250 mM in 150 mL. B) Gelfiltration tber eine Superdex S200 26/60 Saule im

Niedrigsalzpuffer (100 mM NaCl).
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Die einzelnen Schritte der Reinigung von Sept6(40 - 305) sind in Abb. 4.38 darge-
stellt. Das Protein wurde dabei zuerst mit Hilfe der Affinitdatschromatographie Uber
einer Ni-NTA-Saule gereinigt. Die Elution mittels eines Imidazol-Gradienten lieferte
ein relativ sauberes Protein in guter Ausbeute. Die Proteinldsung wurde
anschlieRend mit Hilfe der Gelfiltration Uber einer Superdex S200 26/60 Saule
gereinigt. Die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen zeigte nur eine Bande von Sept6
und das Elutionsvolumen deutete auf eine monomere G-Domane hin. Aus einer 5L
TB-Kultur wurden ca. 10 mg Protein erhalten.

Bei der Anaylse der Nukleotidbeladung des gereinigten Proteins mittels HPLC stellte
sich heraus, dass nur ca. 12% des Proteins mit GTP beladen ist. Das restliche

Protein wies kein gebundenes Nukleotid auf.

Im Falle von Sept9 wurde das Konstrukt ohne den N-terminalen Bereich und ohne die
a0-Helix, Aminosauren 297 - 565 von Isoform 1, in den pGEX6P1-Vektor kloniert.
Die Expression in E. coli BL21(DE3)-Zellen und die anschlielende Reinigung
erfolgte analog zu Sept7(29 - 297).
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Abb. 4.39 Reinigung von Sept9(297-565). Sept9(297-565) wurde als GST-Fusionsprotein in E. coli
exprimiert und anschlie®end in drei Schritten gereinigt. A) Elution Uber eine GSH-Saule mit 20mM
Glutathion (ca. 100mL). B) Nach der Abspaltung von GST durch eine Prescission-Protease erfolgte
eine Gelfiltration Uber eine Superdex S200 26/60 Saule im Niedrigsalzpuffer (100mM NaCl). C)
Filtration Uber eine GSH-Saule zur Abtrennung von GST.

Die Abb. 4.39 zeigt die einzelnen Schritte bei der Reinigung von Sept9(297 - 565).
Die Elutionsfraktionen nach Reinigung uUber einer GSH-Saule enthielten das recht

saubere Fusionsprotein in guter Ausbeute. Das GST-Fusionsprotein wurde
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erfolgreich mit Hilfe einer Prescission-Protease abgespalten. AnschlielRend wurde die
Proteinlosung mittels Gelfiltration Uber eine Superdex S200 26/60 Saule gereinigt.
Sept9(297 - 565) eluierte etwas spater als das GST-Protein, was auf eine monomere
G-Domane hinweist. Zur Abtrennung von GST wurden die Sept9 enthaltenden
Fraktionen vereint und Uber eine GSH-Saule filtriert. Die Kontrolle der Durchfluss-
fraktionen mit SDS-PAGE zeigte nur eine Bande bei Sept9(297 - 565) und kein GST
mehr. Insgesamt wurden aus einer 5L TB-Kultur ca. 15 mg Protein erhalten.

Das Wildtyp-Konstrukt des Sept2(33 - 306) sowie die Mutanten Sept2(T78G) und
Sept2(F156D) wurden von M. Sirajuddin hergestellt (Sirajuddin et al., 2009). Die
Expression und Reinigung der Konstrukte erfolgte analog zu Sept7(29 - 297) und

lieferte Proteine in guter Ausbeute und Reinheit.

4.4.2 Charakterisierung der G-Doméanen von Sept2, Septé und Sept9

Die Untersuchungen von Sept7 zeigten, dass die Dimerisierung der G-Domane Uber
das G-Interface die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung beeinflusst.
Daher wurde als Erstes die Oligomerisierungsfahigkeit der gereinigten G-Domanen

des Sept6 und Sept9 mit Hilfe der analytischen Gelfiltration untersucht.
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Abb. 4.40 Analytische Gelfiltration von Sept6 und Sept9. Die Elutionschromatogramme wahrend

der analytischen Gelfiltrationschromatogramphie Uber eine Superdex S75 10/30 Saule von Sept6(40-
305) und Sept9(297-565).

In der Abb. 4.40 ist das Laufverhalten der Proteine Uber eine Superdex S75 10/30
Saule im Niedrigsalzpuffer (100 mM NaCl) dargestellt. Zum Vergleich wurde eine

Gelfiltration des Sept7-Dimers parallel durchgefuhrt. Die Elutionschromatogramme
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zeigen eindeutig, dass sowohl Sept6(40 - 305) als auch Sept9(297 - 565) in der
Losung nicht oligomerisieren, sondern monomer bleiben. Dies stimmt auch mit

Beobachtungen uberein, welche wahrend der Reinigung gemacht wurden.

4.4.3 Analyse der intrinsischen GTP-Hydrolyse mittels Umkehrphasen-HPLC
Als Nachstes wurde bei den Proteinen die Fahigkeit zur intrinsischen GTP-Hydrolyse
untersucht. Hierfur wurde die Reaktion von 100 uM GTP mit 50 uM Protein mittels
Umkehrphase-HPLC verfolgt.
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Abb. 4.41 Intrinsische GTP-Hydrolyse von Sept6 und Sept9. A) GTP-Konzentration im Verlauf der
Reaktion mit Sept6(40-305). B) Verlauf der GTP-Konzentration wahrend der Hydrolyse durch
Sept9(297-565). Dabei wurden bei Raumtemperatur 100 uM GTP mit 50 uM Protein inkubiert. Nach
definierten Zeitabstanden wurden 40 uL Proben genommen und mittels Umkehrphasen-HPLC
analysiert. ket (Sept9) = 0,064 min™.

Die Verlaufe der GTP-Konzetration wahrend der Reaktionen sind in Abb. 4.41
dargestellt. Bei der Reaktion von Sept6 findet wahrend der Messzeit von zwei
Stunden keine signifikante Anderung der GTP-Konzentration statt. Dies deutet darauf
hin, dass Sept6 zu keiner intrinsischen Hydrolyse fahig ist. Zudem erklart dies auch
die Beobachtung, dass in der Kristallstruktur des humanen Komplexes Sept6 im
Vergleich zu Sept7 und Sept2, die mit GDP beladen sind, als einzige Untereinheit ein
GTP-Molekll gebunden hat. Bei Sept9 beobachtet man hingegen eine relativ
schnelle GTP-Hydrolyse mit kest = 0,064 min™". Dieser Wert ist mit der Hydrolyserate
des monomeren Sept7(E184A)-Konstrukts mit ket = 0,047 min™'  vergleichbar
(Abb. 4.27).
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Abb. 4.42 Intrinsische GTP-Hydrolyse von Sept2-Konstrukten. GTP-Konzentration im Verlauf der
Reaktion mit verschiedenen Konstrukten von Sept2(33-306). Dabei wurden bei Raumtemperatur
100 uM GTP mit 50 uM Protein inkubiert. Nach definierten Zeitabstanden wurden 40 pL Proben

genommen und mittels Umkehrphasen-HPLC analysiert. ket (WT) = 0,0142 min™,
Keat (F156D) = 0,0155 min™ und ke (T78G) = 0,0031 min™.

Der Reaktionsverlauf der GTP-Hydrolyse durch Sept2-Konstrukte ist in Abb. 4.42
dargestellt. Die daraus ermittelte Hydrolyserate Kkea(Sept2w)=0,0142 min™ des
Wildtyp-Konstruktes, welche bei der Gelfiltration eine partielle Dimerisierung zeigte,
ist etwas langsamer als die Hydrolyserate kea(Sept2risen) = 0,0373 min™ der
monomeren Mutante Sept2(F156D). Das Sept2(T78G)-Konstrukt, bei dem das fur
die GTP-Hydrolyse essentielle Threonin mutiert wurde, zeigte die langsamste
Hydrolyse mit keat(Sept2r7sc) = 0,0031 min™. Ahnliche Beobachtungen wurden auch
bei der Charakterisierung von Sept7 gemacht (Abb. 4.25).

4.4.4 Wechselwirkungen zwischen den G-Domanen von Sept2 und Sept6

In der Kristallstruktur des humanen Septin-Komplexes wurde die Bindung zwischen
Sept2 und Sept6 Uber das G-Interface beobachtet. Daher wurden als Nachstes die
Wechselwirkungen zwischen Sept2(33 - 306) und Sept6(40 - 305) untersucht. Hierfur
wurde zunachst ein Pulldown-Experiment mit den nicht gespaltenen Fusions-
proteinen GST-Sept2(33 - 306) und Sept6(40 - 305) durchgefihrt.
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Abb. 4.43 Pulldown-Experiment mit GST-Sept2(33-306) und Sept6(40-305). Dargestellt ist das mit
Coomassie-Blau gefarbte SDS-PAGE-Gel der drei Ansatze.

Die Analyse des Pulldown-Experiments mittels SDS-PAGE zeigt, dass die Fusions-
proteine GST-Sept2(33 - 306) und Sept6(40 - 305) einen aquimolaren Komplex
bilden (Abb. 4.43).

Far die Charakterisierung dieses Komplexes wurde Sept2(33 - 306), welches in
einem pGEX6P1-Vektor kloniert vorliegt, mit Sept6(40 - 305), welches in einem
pET28a-Vektor kloniert vorliegt, zusammen in E. coli BL21(DE3)-Zellen exprimiert
und anschliel3end gereinigt.
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Abb. 4.44 Koexpression von GST-Sept2(33-306) und Sept6(40-305). Der Proteinkomplex wurde in
E. coli exprimiert und anschlieBend in drei Schritten gereinigt. A) Elution Gber eine GSH-Saule mit
20mM Glutathion B) Abspaltung von GST durch eine Prescission-Protease C) Nach der Filtration tiber
eine GSH-Saule erfolgte eine Gelfiltration tiber eine Superdex S200 26/60 Saule im Niedrigsalzpuffer
(100mM NaCl).

Die einzelnen Schritte der Reinigung sind in Abb. 4.44 dargestellt. Als erster Reini-
gungsschritt wurde eine Affinitatschromatographie Uber einer Ni-NTA-Saule durch-
gefuhrt. Die Elutionsfraktionen enthielten sowohl Sept6(40 - 305)-His6 als auch das
Fusionsprotein GST-Sept2(33 - 306). Nach Abspaltung des GST-Proteins durch
Inkubation mit einer Prescission-Protease wurde die Proteinlosung Uber eine GSH-
Saule filtriert, um das GST-Protein und das nicht gespaltene Fusionsprotein GST-
Sept2(33 - 306) zu entfernen. Die Durchflussfraktionen wurden konzentriert und

anschlieBend mittels Gelfiltration Uber einer Superdex S200 26/60-Saule gereinigt.
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Beide Proteine eluierten dabei zusammen als aquimolarer Komplex. Insgesamt
wurden aus einer 5 L TB-Kultur ca. 10 mg Protein erhalten.

Zur Charakterisierung des gereinigten Komplexes wurde dessen Oligomerisierungs-
zustand mit Hilfe einer analytischen Gelfitration und dessen Nukleotidbeladung

mittels Umkehrphasen-HPLC analysiert.
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Abb. 4.45 Charakterisierung des Komplexes aus Sept2(33-306) und Sept6(40-305).

A) Elutionschromatogramm wahrend der analytischen Gelfiltrationschromatogramphie Uber eine
Superdex S75 10/30 Saule von Sept7(29-297) B) Chromatogramm der Umkehrphasen-HPLC bei der
Analyse der Nukleotidbeladung des gereinigten Proteinkomplexes. Peak mit Retentionszeit von
tr = 3,20 min entspricht GDP und tg = 4,26 min entspricht GTP.

Das Elutionsvolumen des Komplexes weist auf ein Dimer aus Sept2 und Sept6 hin.
Die Inkubation des Komplexes zusammen mit einer alkalischen Phosphatase flhrte
zur partiellen Monomerisierung des Komplexes. Diese Beobachtung bestatigt, dass
beide Proteine Uber das G-Interface aneinander binden. Die Analyse der
Nukleotidbeladung des gereinigten Komplexes zeigte, dass 70% der Proteine GDP-
und 30% GTP-Nukleotide enthielten (Abb. 4.45).

Zudem wurde noch die intrinsische GTP-Hydrolyse des Komplexes untersucht,
indem die Reaktion von 100 uM GTP mit 50 uM Protein mittels Umkehrphasen-HPLC

verfolgt wurde.
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Abb. 4.46 Intrinische GTP-Hydrolyse des Sept2/Sept7-Komplexes. GDP-Konzentration im Verlauf
der GTP-Hydrolyse durch den Sept2(33-306)/Sept6(40-305)-Komplex und durch Sept7(29-297) zum
Vergleich. Dabei wurden bei Raumtemperatur 100 uM GTP mit 50 uM Protein inkubiert. Nach
definierten Zeitabstanden wurden 40 uL Proben genommen und mittels Umkehrphasen-HPLC
analysiert. ket (Sept2/Sept6) = 2,8-10 min™.

Die Auswertung der Messdaten lieferte fur den Komplex eine Hydrolyserate von
keat (Sept2/Sept6) = 2,8:10* min™ (Abb. 4.46). Im Vergleich zur Hydrolyserate des
Sept2(wt) ist die Hydrolyse des Komplexes etwa 100-mal langsamer. Dies zeigt,
dass ahnlich wie bei der Dimerisierung des Sept7 (Abb. 4.25) die Komplexbildung
zwischen Sept2 und Sept6 zur langsameren Nukleotidfreisetzung und somit auch zu

einer langsameren Hydrolyserate im multi-turnover Experiment fuhrt.

Versuche, initiale Kristallisationsbedingungen fur den Komplex aus Sept2(33 - 306)

und Sep6(40 - 305) zu identifizieren, waren nicht erfolgreich.

4.4.5 Wechselwirkungen zwischen den G-Domanen von Sept7 und Sept9

Die aktuellen Untersuchungen deuten darauf hin, dass Sept9 in Saugetierzellen bei
der Bildung oktamerer Komplexe involviert ist, indem es an die terminalen Sept7-
Untereinheiten des hexameren Komplexes uUber das G-Interface bindet (Kim et al.,
2011; Sellin et al.,, 2011). Um diese These zu uberprifen, wurde zunachst das
gereinigte Konstrukt der G-Domane von Sept9 zusammen mit Sept7(29 - 297)
inkubiert. Anschlielfend wurde diese Proteinldsung mittels analytischer Gelfiltration

analysiert.
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Abb. 4.47 Wechselwirkungen zwischen Sept7 und Sept9. Analytische Gelfiltration Uber eine
Superdex S75 10/30 Saule. Die griine Kurve zeigt die theoretische Summe der einzelnen Laufe von
Sept7 und von Sept9 und dient als Referenz flir den Lauf der Mischung aus Sept7 und Sept9.

B) SDS-PAGE der korrespondierenden Elutionsfraktionen der einzelnen Laufe.

Falls die beiden Proteine dimerisieren, sollte das ansonsten monomere Sept9
zusammen mit Sept7 fruher von der Saule eluieren. Die Elutionschromatogramme in
Abb. 4.47 zeigen flur die Mischung aus Sept7 und Sept9 nur eine leichte Zunahme
der Proteinmenge in den dimeren Fraktionen und eine gleichzeitige Abnahme in den
monomeren Fraktionen. Die Analyse der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE zeigt,
dass Sept9, welches alleine ausschlieRlich monomer ist, in Anwesenheit von Sept7
auch in dimeren Fraktionen detektierbar ist. Die Menge an Sept9 in den dimeren
Fraktionen ist allerdings sehr klein, der Uberwiegende Teil des Sept9 blieb monomer.
Deshalb wurde versucht die beiden Proteine, analog zum Komplex aus Sept2 und
Sept6, in E. coli BL21(DE3)-Zellen zusammen zu exprimieren und anschlielend mit

Hilfe der Affinitatschromatographie Uber einer GSH-Saule zu reinigen.
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Abb. 4.48 Koexpression von GST-Sept9(297-565) und Sept7(29-297)-His6. Der Proteinkomplex
wurde in E. coli exprimiert und mittels Affinitatschromatographie Gber eine GSH-Saule gereinigt.

Die Elutionsfraktionen nach der Affinitatschromatographie (Abb. 4.48) enthielten
grol’e Mengen des Fusionsprotein GST-Sept9. Die Menge an Sept7 war hingegen
sehr gering, was auf schwache Wechselwirkungen zwischen beiden Proteinen

hindeutet.

4.5 Analyse des humanen Septinkomplexes

Die Charakterisierung der G-Domane von Sept7 zeigte, dass die Bindungsaffinitat
fur die Dimerisierung Uber das G-Interface sehr hoch ist und auch durch Zugabe
hoher Salzkonzentrationen nicht signifikant beeinflusst wird. Diese Beobachtungen
stehen im offensichtlichen Widerspruch zu dem Modell von Sirajuddin et al. 2007, wo
Sept7 als terminale Untereinheiten des Septinkomplexes mit einer relativ schwachen
Tendenz zur Dimerisierung vermutet werden.

Daher wurde der Komplex aus Hisg-Sept7Acc und Sept6Acc, deren Untereinheiten
keine c-terminalen coiled-coil Bereiche enthielten, exprimiert und gereinigt. Hierfur
wurden beide Proteine von einem bicistronischen Plasmid, welches von M.
Sirajuddin hergestellt wurde (Sirajuddin et al., 2007), in E. coli BL21(DE3)-Zellen
exprimiert. AnschlieRend wurde der Proteinkomplex mit Hilfe der Affinitatschromato-
graphie Uber einer Ni-NTA-Saule und mittels Gelfiltration Uber einer Superdex S200

16/60-Saule gereinigt. Dabei wurden insgesamt nur ca. 2 mg Protein erhalten.
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Abb. 4.49 Analytische Gelfiltration von Sept6Acc/Sept7Acc. A) Elutionschromatogramm wahrend
der analytischen Gelfiltration von Komplex aus Sept6Acc und Sept7Acc Uber eine Superdex S200
10/30 Saule im Niedrigsalzpuffer (100mM NaCl). Das Elutionsvolumen entspricht einer Gréf3e von ca.
147 kDa und weist auf einen tetrameren Komplex hin. B) Die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen zeigt
einen aquimolaren Komplex aus Sept6Acc und Sept7Acc.

Der gereinigte Komplex aus Sept6Acc und Sept7Acc wurde mit Hilfe der analytischen
Gelfitration Uber einer Superdex S200 10/30 Saule untersucht (Abb. 4.49). Die aus
dem Elutionsvolumen kalkulierte Gro3e von 142 kDa weist auf einen tetrameren
Komplex aus zwei Sept7- und zwei Sept6-Untereinheiten hin. Zusammen mit den
Resultaten der Charakterisierung der G-Domanen von Sept6 und Sept7 sprechen die
Ergebnisse fur einen tetrameren Komplex mit der Reihenfolge: Sept6-Sept7-Sept7-
Sept6. Basierend darauf ware die Reihenfolge Sept2-Sept6-Sept7-Sept7-Sept6-

Sept2 flur den humanen Septinkomplex wahrscheinlicher.
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5. Diskussion

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Charakterisierung der Septine diskutiert
werden, um anschlielend ein Modell entwickeln zu kdnnen, welches die Rolle der

GTPase-Aktivitat fur die Funktion der Septine erklaren wirde.

5.1 Dimerisierung uber das G-Interface

Die Aufklarung der Kristallstrukturen des humanen Sept2 und des Komplexes aus
Sept2-Sept6-Sept7 lieferte die Grundlage fur das Verstandnis der Oligomerisierung
der G-Domanen von Septinen. Die Rolle des Nukleotidzustandes flur die Funktion der

Septine blieb aber weiterhin unverstanden.

5.1.1 Switch Il als Teil des G-Interface

In dieser Arbeit wurde die Kristallstruktur des Sept7 im GDP-gebundenen Zustand
aufgeklart, welche in der asymmetrischen Einheit ein G-Dimer bestehend aus zwei
Sept7-Untereinheiten enthalt. Die vielzahligen Wechselwirkungen, die zur Ausbildung
des G-Interface in der Kristallstruktur von Sept2 beschrieben wurden, findet man
auch in der Struktur von Sept7(29 - 297)-GDP wieder (Abb. 4.8).

Im Vergleich zu den friher geldsten Strukturen ist die Elektronendichte des switch Il
Bereiches (Aminosauren 94 - 108) in der Struktur von Sept7(29 - 297) sehr gut
definiert. Dabei bilden die switch Il Bereiche der beiden Untereinheiten gegenseitige
Kontakte aus und stellen somit einen Teil des G-Interface. Diese Wechselwirkungen
werden dabei Uberwiegend durch die Seitenketten zweier Aminosauren vermittelt.
Zum Einen bilden die zwei Asp-103 der beiden Untereinheiten gegenseitige Wasser-
stoffbriickenbindungen. Zum Anderen kontaktiert Val-102 der einen Untereinheit die
hydrophobe Tasche der anderen Untereinheit, die durch Asn-104, Trp-108 und
Leu-156 geformt wird. Mit Hilfe der Mutationsstudien in Kombination mit der
analytischen Gelfiltration wurde gezeigt, dass die Mutationen Sept7(V102D) und
Sept7(D103A) jeweils zu einer starken Schwachung der Dimerisierung flhren.
Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass der switch |l Bereich einen wichtigen Beitrag

zur Stabilitat des G-Interface leistet.
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Abb. 5.1 Aminosaurereste des G-Interface. A) Lokalisation des switch Il Bereiches und des
konservierten Bereiches in der Struktur des G-Dimers von Sept7. B) Alignment der Aminosauren-
sequenzen der humanen Septine im konservierten Bereich. Mit rot sind konservierte und mit blau nicht
konservierte Aminosaurereste gekennzeichnet.

Weder in der Struktur von Sept2 noch in der niedrig aufgelosten Struktur des
humanen Septinkomplexes bestehend aus Sept2, Sept6 und Sept7 ist die
Elektronendichte des switch Il Bereiches klar definiert. Der Vergleich der Amino-
sauresequenz in allen Septinen von der Hefe bis hin zum Menschen zeigt aber eine
starke Konservierung der Positionen, welche dem Val-102 und dem Asp-103 in
Sept7 entsprechen (Abb. 5.3). So findet man in allen Septinen an der Position,
welche dem Asp-103 im Sept7 entspricht, entweder ebenfalls ein Aspartat oder ein
Asparagin. Beide Aminosauren sind sich sehr ahnlich und dadurch zur Ausbildung
derselben Bindungsart fahig. Auch die hydrophoben Wechselwirkungen von Val-102
scheinen in allen Septinen konserviert zu sein, denn in anderen Septinen kommen in
der entsprechenden Position neben Valin entweder Leucin, Isoleucin oder Methionin
vor. Dies spricht dafirr, dass die Wechselwirkungen des switch Il Bereiches analog

zum Sept7 fur die Funktion aller Septine essentiell sind.

5.1.2 Unterschiede zwischen den Septin-Gruppen.

Trotz der Konservierung der meisten Aminosaurereste, welche in die Bindungen des
G-Interface involviert sind, wurden bei der Charakterisierung der Vertreter
verschiedener Septin-Gruppen signifikante Unterschiede bei der Homodimerisierung
uber das G-Interface identifiziert. Bei Sept2 wurde die Dimerisierung uber das
G-Interface, welche bereits fruher beobachtet werden konnte (Sirajuddin et al.,
2007), bestatigt, allerdings ist sie deutlich schwacher im Vergleich zum starken G-

Dimer des Sept7.
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Der Vergleich der Aminosauresequenz von Sept7 mit Vertretern der Gruppe 2 zeigte,
dass die Aminosaurereste, welche bei Sept7 fur die Wechselwirkungen im
G-Interface verantwortlich sind, stark konserviert sind. Der einzige signifikante
Unterschied zwischen Sept7 und den Vertretern der Gruppe 2 ist die Position,
welche der Aminosaure Ser-149 in Sept7 entspricht. Bei den meisten Septinen
befinden sich auf dieser Position kleinere Aminosauren wie z.B. Serin oder Threonin
(Abb. 4.12). Sept2 weist hingegen auf dieser Position ein sperriges Phenylalanin auf.
Bei friheren Untersuchungen des Sept2 wurde das Phe-156 als ein bedeutender Teil
des G-Interface identifiziert, welcher einen wichtigen Beitrag zur Stabilitat des
G-Interface im Sept2-Homodimer leistet (Sirajuddin et. al., 2007). Auch bei allen
anderen Vertretern der Gruppe 2 von Drosophila bis hin zum Menschen ist das
sperrige Phenylalanin in dieser Position evolutionar konserviert und scheint somit ein
wichtiges Merkmal dieser Gruppe zu sein (Abb. 4.12).

Mutationsstudien (Abb. 4.13) an Sept7 verdeutlichten, dass die Substitution des
Ser-149 durch ein sperriges Phenylalanin eine partielle Monomerisierung zur Folge
hat, was auf eine Destabilisierung des G-Dimers hinweist. Der Vergleich der Kristall-
strukturen von Sept2 und Sept7 im GDP-gebundenen Zustand (Abb. 4.11) spricht
daflrr, dass im Sept2-Homodimer das sperrige Phe-156 die Untereinheiten so weit
auseinander schiebt, dass die switch |l Bereiche keine gegenseitigen Kontakte mehr
ausbilden konnen. Die daraus resultierende Schwachung des G-Interface wird durch
die partielle Dimerisierung des Sept2 mit Hilfe der analytischen Gelfiltration sichtbar.
Die Bindung zwischen Sept2 und Sept6 wird durch diese Substitution allerdings nicht
beeinflusst (Abb. 4.45).

Bei den G-Doméanen des Sept6 und Sept9 wurde hingegen keine Homo-
dimerisierung festgestellt. Alle Ergebnisse deuten eher darauf hin, dass die
G-Domanen von Sept6 und Sept9 monomer sind (Abb. 4.40). Beim Vergleich der
Aminosaurensequenzen zwischen Sept7 und Vertretern der Gruppen 3 und 6
konnten allerdings keine offensichtlichen Unterschiede in der Aminosauresequenz im
G-Interface identifiziert werden, welche eine Verhinderung der Dimerisierung Uber

das G-Interface bei Sept6 und Sept9 erklaren warden.
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5.2 Eigenschaften der G-Domane des Sept7

Das wichtigste Merkmal der GNBPs und somit auch der Septine ist die Fahigkeit
Guaninnukleotid zu binden und zu hydrolysieren. Frihere Untersuchungen der
Septine lieferten oft unterschiedliche und teils widersprichliche Werte fir die
Nukleotidaffinitdten und Hydrolyseraten. Die Ergebnisse variierten dabei je nach
Zusammensetzung des untersuchten Komplexes.

Die Charakterisierung des hetero-oktameren Septin-Komplexes aus S. cerevisiae
deutet auf eine starke Nukleotidbindung mit einer Polypeptid/Nukleotid-
Stochiometrie von 1 : 1 hin. Bei Teilkomplexen, wie z.B. dem dimeren Komplex aus
Cdc3 und Cdc12, wurden hingegen deutlich niedrigere Nukleotidaffinitaten mit
Ko(GDP) = 2,1 uM und Kp(GTPyS) = 1,6 uM gemessen (Farkasovsky et. al., 2005).
Auch beim humanen Sept2 wurden ahnlich niedrige Nukleotidaffinitaten mit
Ko(GDP) = 1,75 uM und Kp(GTPyS) = 0,26 uM identifiziert (Huang et al., 2006). In
dieser Hinsicht ahneln sie den GADs-Proteinen, welche eine Nukleotidaffinitat im
mikromolaren Bereich aufweisen. In allen Fallen enthielten die Komplexe nach der
Isolierung mehr GDP als GTP. Beim oktameren Komplex aus S. cerevisiae wurde
jedoch nur eine sehr langsame GTP-Hydrolyserate mit keat = 0,005 min™ gemessen.
Beim dimeren Cdc3-Cdc12 Komplex und beim humanen Sept2 waren die GTP-
Hydrolyseraten mit kg,t= 0,019 min” bzw. ket = 0,0162 min™ hingegen etwas
schneller.

Daher wurden in dieser Arbeit die Wechselwirkungen zwischen den Nukleotiden und
Sept7 genauer charakterisiert. Die Versuche, ein nukleotidfreies Wildtyp-Konstrukt zu
erzeugen, waren nicht erfolgreich, daher wurden fir die Charakterisierung
unterschiedliche Sept7-Konstrukte verwendet, welche Mutationen im G-Interface
aufwiesen. Die Mutationen schwachten die Dimerisierung Uber das G-Interface und
ermoglichten dadurch Praparationen der nukleotidfreien Proteine. Da die Mutations-
stellen weit von der Nukleotidbindungsstelle entfernt lagen, sollten sie keinen

Einfluss auf die Wechselwirkungen zwischen dem Protein und dem Nukleotid haben.

5.2.1 Nukleotidbindung
Die kinetischen Eigenschaften der Wechselwirkungen zwischen Sept7 und den
Nukleotiden wurden mit einer Stopped-flow Apparatur untersucht. Zudem wurden

die Bindungsaffinitaten direkt durch Titrationsmessungen bestimmt. Die Ergebnisse
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der Charakterisierung sind in Tab. 5.1 zusammengefasst. Hierbei konnte ein Einfluss

der Dimerisierung auf die gemessenen Nukleotidaffinitaten nachgewiesen werden.

Tab. 5.1 Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen Sept7 und Nukleotiden.

V102D D103A E184A
Kass 0,0135 uM™'s™  0,0164 pM's™ 0,019 uM's™

Stopped-flow - 1 1
mGppNHp Kais 0,0635s 0,0712's 0,109 s
Ko 4,70 uM 4,34 uM 5,74 uM
Ko(mGDP) 13,2 uM 17,7 uM

_— Kb,ces(MGDP) 4,63 uM

Titration

Ko(mGppNHp) 3,92 uM 3,16 uM

Kb ges(MGppNHp) 0,60 uM

Sowohl die kinetischen Messungen mit der Stopped-flow Apparatur als auch die
Titration mit Sept7(E184A), das keinerlei Anzeichen einer Dimerisierung aufwies,
zeigten, dass die Sept7-Konstrukte relativ niedrige Nukleotidaffinitat im mikromolaren
Bereich haben, und in dieser Hinsicht den GADs-Proteinen ahnlich sind (Gasper et.
al., 2009). Dabei ist die Affinitat zu GppNHp mit Kp(mGppNHp) = 3,16 - 5,74 uM
etwas groler als zu GDP mit Kp(mGDP) = 13,2 - 17,7 uM. Zusammen mit zehn-
fachem Konzentrationsiberschuss von GTP uUber GDP in vivo sollte es einen
effizienten Nukleotidaustausch mit der Uberwiegenden GTP-Beladung ermoglichen.
Bei den Titrationsexperimenten mit Sept7(D103A) wurde zudem ein direkter Einfluss
der Dimerisierung der Septine auf die gemessene Bindungsaffinitdt nachgewiesen.
Die Auswertung der Messdaten lieferte im Falle von mGppNHp fur die Gesamt-
reaktion bestehend aus Nukleotidbindung und Dimerisierung einen Kp-Wert von
Ko(mGppNHp) = 0,60 uM, fur die Nukleotidbindung allein hingegen einen Kp-Wert
von Kp(mGppNHp) = 3,92 uM. Eine ahnliche Beobachtung wurde auch im Falle von
mGDP gemacht, wo fur die Gesamtreaktion ein Kp-Wert von Kp(mGDP) = 4,63 uM,
fur die Nukleotidbindung allein hingegen ein Kp-Wert von Kp(mGDP) = 13,2 uM
gemessen wurde. Diese Beobachtungen zeigen, dass die nach der Nukleotidbindung
folgende Dimerisierung der Proteine Uber das G-Interface die Affinitat zwischen
Sept7 und den Nukleotiden verstarkt, indem sie das Gleichgewicht auf die Seite des
Nukleotid-Protein-Komplexes verschiebt (Abb. 5.2).
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Abb. 5.2 Reaktionen bei Nukleotidbindung. Neben dem normalen Bindungsgleichgewicht zwischen
Protein und Nukleotid weisen Septine noch Dimerisierung der mit Nukleotid beladenen Proteine auf.

Der Einfluss der Dimerisierung wurde auch indirekt bei der Analyse des
Nukleotidgehalts der gereinigten switch Il Mutationen des Sept7 beobachtet. Dabei
wurde eine partielle Dissoziation des Nukleotids wahrend der Reinigung der Proteine
festgestellt, wobei eine Korrelation zwischen der Dimerstabilitat und der Nukleotid-
beladung der switch Il Mutanten erkennbar war (Abb. 4.14). Konstrukte mit einer
starkeren Tendenz zur Dimerisierung zeigen dabei einen gréReren Nukleotidgehalt.
Im Vergleich dazu weisen die monomeren Konstrukte eine niedrigere Nukleotid-
affinitat auf, was zu einem schnelleren Verlust des Nukleotids wahrend der
Reinigung fuhrte.

Der hier beobachtete Einfluss der Dimerisierung auf die Nukleotidaffinitat erklart auch
die unterschiedlichen Ergebnisse bei fruiheren Untersuchungen (Farkasovsky et. al.,
2005). Wenn die Untereinheiten des untersuchten Komplexes starke Kontakte uber
das G-Interface ausbilden, dann erhdht die Dimerisierung die gemessene Nukleotid-
affinitat, indem sie das Gesamtgleichgewicht zugunsten des gebundenen Nukleotids
verschiebt. Steht hingegen kein geeigneter Interaktionspartner zur Verfugung zeigt

das Protein eine niedrigere Nukleotidaffinitat im mikromolaren Bereich.

5.2.2 Intrinsische Hydrolyse von GTP

Die Dimerisierung der Septine beeinflusste auch die Messergebnisse der GTP-
Hydrolyse in den multi-turnover Experimenten. So zeigten die Sept7-Konstrukte mit
den Mutationen im G-Interface unterschiedliche Hydrolyseraten, wobei beim Wildtyp-
Konstrukt der niedrigste und bei der monomeren E184A-Mutante der hochste Wert
beobachtet wurde (Tab. 5.2). In den multi-turnover Experimenten wird jedoch eine
komplexe Reaktion bestehend aus Bindung, Hydrolyse und Freisetzung des
Nukleotids analysiert. Im Falle der Septine ist dabei die Nukleotidfreisetzung der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Genauer gesagt bestimmt die Dissoziation der
Dimere die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion in den multi-turnover Experimenten.
Die starke Dimeraffinitat resultiert in einer langsamen Dimerdissoziation und somit

auch in einer langsamen GTP-Hydrolyse. Dieser Vorgang beschrankt sich nicht nur
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auf Sept7, sondern wurde auch bei der Messung der GTP-Hydrolyse des partiell
dimeren Sept2(wt) und des monomeren Sept2(F156D) beobachtet (Tab. 5.2).
Aulerdem wurde beim Komplex aus Sept2 und Sept6 eine 50-fach langsamere
Hydrolyserate als beim Sept2 alleine gemessen. Auch frihere Messungen der
langsameren GTP-Hydrolyse des Septin-Komplexes aus S. cerevisiae im Vergleich
zum Teilkomplex aus Cdc3 und Cdc12 lassen sich durch den Einfluss der
Dimerisierung erklaren (Farkasovsky et. al., 2005). So bilden im Falle des hetero-
oktameren Komplexes aus S. cerevisiae alle Untereinheiten untereinander starke
Kontakte Uber das G-Interface aus. Dies fuhrt zu einer langsameren Nukleotid-
dissoziation und in Folge dessen auch zu einer langsameren GTP-Hydrolyse. Steht
hingegen kein geeigneter Interaktionspartner fur ein G-Dimer zur Verfugung, wie im
Falle des dimeren Komplexes aus Cdc3 und Cdc12, dessen Untereinheiten Uber das
NC-Interface aneinander binden, so hat dies eine schnellere Nukleotiddissoziation

und somit auch eine schnellere GTP-Hydrolyse zur Folge.

Tab. 5.2 Hydrolyserate in den multi-turnover-Experimenten.

Protein Kcat Protein Keat
Sept7wr 0,073:10 min™ Sept2ur 1,42:10” min”
Sept7siaor 0,57:10 min™ Sept2r1se0 3,73:10% min™
Sept7viom 2,14:10% min™ Sept2r7se 0,31-10% min™
Sept7E134A 4,73'10-2 I"Tliﬁ-1
Sept7171a 0,17-102 min™ Septwr 6,4-102 min™
Sept7T71A,E1g4A 0,38'10_2 I'nirfI SeptGWT -

Die direkte Messung der Hydrolyserate erfolgte in single-turnover Experimenten mit
Hilfe einer Stopped-flow Apparatur. Sowohl fur Sept7(D103A), wo eine dreistufige
Reaktion mit einer Dimerisierung beobachtet wurde, als auch fur Sept7(E184A), wo
nur eine zweistufige Reaktion ohne einen Hinweis auf eine Dimerisierung
beobachtet wurde, konnten sehr ahnliche Hydrolyseraten ermittelt werden.
keat(Sept7pi03a) = 3,33:10™ s und Kea(Sept7erssn) = 7,88:10* s liegen dabei in der
gleichen Grollenordnung wie die intrinsische Hydrolyserate von Ras.

Ein Charakteristikum der Klasse der dimerisierenden G-Proteine, GADs (G-proteins
activated by nucleotide-dependent dimerization), ist die Aktivierung der GTPase
durch die reziproke Komplementierung ihres aktiven Zentrums in der dimeren Form

(Gasper et al., 2009). Bei den Septinen wurden allerdings keine Hinweise auf eine
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GTPase-Aktivierung durch die Dimerisierung nachgewiesen, was eher gegen eine

Klassifizierung der Septine zu den GADs spricht.

Die GTPase-Aktivitat wurde neben Sept7 auch bei Sept2, Sept6 und Sept9, welche
jeweils verschiedene Septin-Gruppen reprasentieren, untersucht. Dabei wurde bei
allen Septinen aul3er bei Sept6 die intrinsische GTP-Hydrolyse gemessen (Tab. 5.2).
Die Ergebnisse stimmen mit der Nukleotidbeladung der einzelnen Untereinheiten
uberein, welche in der Kristallstruktur des humanen Septinkomplexes aus Sept2,
Sept6 und Sept7 identifiziert wurden, wobei Sept6 dabei als einzige Untereinheit das
GTP-Nukleotid enthielt (Sirajuddin et al., 2007). Dartber hinaus ist die Hydrolyserate
von Sept9, welches keine Homodimere Uber das G-Interface ausbildet, dabei mit

keat(Sept9) = 6,4:102 min™' der Hydrolyserate der monomeren Sept7(E184A)-Mutante
sehr ahnlich.
Switch | Switch Il
Sept1_Human INSEELTN LYE - BRGMPE ASARLTQTLA 1ERRGVE! vDEPBFEBsv DCS-DcwLPV
Sept2_Human @ INSEELTD LYP -ERVEPE AAEKIERTVQ@ IEASTVE! VDEPEYEBBA!| NCR-DCFKTI
Sept4_Human VNSHELTD AEERIMQTVE 1TKHAVDI VDEPEFEBAV NNT-ECWKPV
Sept5_Human VHSHEELTD LS AEERISQTVE ILKHTVDI VDEPBFEBAV NNT-ECWKPI
Sept7_Human INSEELTD PSHRIIKKTV@ VEQSKVL I VDEPEFEBBAV DNS-NcwaPV
Sept6_Human MDTHEENTK PATHT@PGV@ LQSNTYDL VSEVEFEBQ! NKE-DSYKPI
Sept8_Human MNTHENTT EASHHEACVR LRPETYDL vDAVEFBBQ! NKD-ESYRPI
Sept11_Human MDTHENTK PATHNEPGVR LKARSYEL vDEVEFBBQ! NKD-DSYKPI
Sept10_Human IDTEENTN ESSHFEGPNVK LKABTYEL VNEVEFEBQ! NKE-EsYQPI
Sept14_Human IDTHENTN KSSHF¥SNVG LQI@TYEL VERVEYBBQ! DKE-ASYQPI
Sept3_Human VNTHEKSQ WN REEKIPKTVE |KANGHVI IDEPBFEBQ!I NNE-NCWEPI
Sept9_Human BL INTEEKSK SVG-PT SEERIPKTIE 1KSHTHDI IDEPEFEBBEH! NNE-NcwaPi
Sept12_ Human BQSELEKSEM VNTEEKSK VW-KSNE-PE LGVPTPQTL@ LHSETHVI TDEPEFEBQ! NND-NCWDPI
Unc-59_Celeg BRSELENSEF INTEELAE |Nlll||lsl PTHPHESTVR VEEKLVKL vDEPBFBBEAV NNS-KCWEPI
Unc-61_Celeg BETEBTERTEL 'ESEENMK LDE------ E PCNHEEKTVE LRTETKDV VEWAEFEBBQL DKD-KSAKVI
Sep1_Dros BESELEESEL VNSEBELTD LYE -ERNPE AlEKQKQTVK LEASTVE! vDEPEFEBA! DNSHNSFGAI
Sep4_Dros BHL iNsEELGD -NR@NEPN VEERIEKTTK VEKETMD! vDEPBFEBA1 NCEEDSWRvVC
Pnut_Dros INSMELSD PSLRKKKTVA VEAEKVML VDEPEFEBAV DNSENCWVPI
Sep2_Dros MDTHENTS B PSPHTEPSVK LKAHTYEL cbivEYBBa! NKDEDSFKAV
Sep5_Dros MDTHENTS PSPHNEPNVK LKANTYEL cbi1BYBEav NKAEDSYKAL
Cdc3_yeast BPDEIBERTHL MKTHENND EEGEEEEHEN QSQEQRHKVK I1KSMESVI IDFEBFEBFL NNDEKSWDPI
Cdc10_yeast BQSEL INTEEASH LIBSATEEDN SALPVEKTTE MKISTHTL IDEPBFEBF ! DNS-KAWEPI
Cdc11_yeast @QS INTHBGQE  ---------- TDTSTEIDL@ LREETVEL IDEPEBFEBSL DNSE-SFE!11
Cdc12_yeast BES INTEEQTV LKREBGAE-"H RQEPIRKTVE IDIERALL IDEPEFEBNVY NNN-KAWQPL
Shs1_yeast @PABT BF ANNBEETK |PSNVMSEEDE MRANLEPGIT 1TSESLEL IMEHBIBENL DDSH-CSEEV
Spr3_yeast BQSELEBRTHF INSEESTS - -------- D DIKENKPIIR YKS----1 IDEPEFENNM DNAE- TWRTM
spr28_yeast BEKESEKSEF LNNEEGaD  --------- B KTAHLSPGLK LVTRRVYL ILEPBCEBNVY DNSESs-VVI

Abb. 5.3 Vergleich der Aminosduresequenzen der Septine.

Dargestellt sind die P-loop, sowie der

switch | und switch 1l Bereich der Septine von Mensch, C. elegans, Drosophila und S. cerevisiae. Mit

rot sind konservierte und mit blau nicht konservierte Ammosaurereste gekennzeichnet. Das Threonin
im switch | Bereich, welches an der Koordinierung des Mg *_lons beteiligt ist, wurde griin markiert.

Der Mechanismus der Nukleotidhydrolyse ist bei Septinen bisher noch nicht

verstanden. Die Septine weisen z.B. kein Glutamin auf, welches in Ras das

nukleophil

angreifende Wasser positioniert.

Die einzige Aminosaure, welche

nachgewiesenermalden direkt in die Nukleotidhydrolyse der Septine involviert ist, ist

ein konserviertes Threonin im switch | Bereich (Sirajuddin et al.,

2009).

Auch die
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Struktur von Sept7(S149F) im GppNHp gebundenen Zustand zeigt, dass Thr-71,
welches dem Thr-78 in Sept2 entspricht, an der Koordinierung des Mg?*-lons beteiligt
ist. Zudem wurde wahrend der Messungen der GTP-Hydrolyse bei Sept7(T71A) eine
langsamere GTP-Hydrolyse beobachtet.

Die Anwesenheit des konservierten Threonins im switch | Bereich kann auch auf die
intrinsische GTP-Hydrolyse bei den anderen Septine hinweisen. Wie die Charakte-
risierung der Vertreter der einzelnen Septin-Gruppen gezeigt hat, weisen alle
humanen Septine, mit Ausnahme der Vertreter der Gruppe 6, die Fahigkeit zur
intrinsischen GTP-Hydrolyse auf. Gleichzeitig haben nur die Vertreter der Gruppe 6
kein konserviertes Threonin im switch | Bereich. Im Falle der Septine aus
S. cerevisiea wurde nur bei Cdc10 und Cdc12 die intrinsische GTP-Hydrolyse
nachgewiesen (Versele und Thorner, 2004). Diese Septine sind auch die einzigen,
welche ein Threonin in der erwarteten Position im switch | Bereich aufweisen.

Der Vergleich der Aminosauresequenz der Septine aus anderen Organismen zeigt,
dass bei C. elegans beide Septine, Unc-59, welches zum humanen Sept7 homolog
ist, und Unc-61, welches in die Gruppe 6 eingeteilt wird, einen Threonin-Rest im
switch | Bereich besitzen. Der rekombinant hergestellte Komplex aus Unc-59 und
Unc-61 enthielt ausschlieBlich GDP und kein GTP, was die Vermutung unterstutzt,
dass beide Septine zur Nukleotidhydrolyse fahig sind (John et al., 2007). In hoher
entwickelten Organismen wie z.B. Drosophila, Danio Rerio oder Xenopus tropicalis
weisen ahnlich wie beim Menschen nur die Vertreter der Gruppe 6 kein konserviertes
Threonin im switch | Bereich auf. Dies lasst vermuten, dass der Verlust der Fahigkeit
der intrinsischen GTP-Hydrolyse bei den Vertretern der Gruppe 6 von den Insekten
bis hin zum Menschen konserviert ist und ein wichtiges Merkmal dieser Gruppe
darstellt. Der Grund hierfur bleibt aber weiterhin zu klaren.

Die Analyse der Aminosauresequenz zeigt zudem ein weiteres Merkmal bei
Vertretern der Gruppe 6. Im Vergleich zu den anderen Septinen weisen sie einen um
5-6 Aminosauren klrzeren switch | Bereich auf (Abb. 5.3). Weil bis jetzt jedoch keine
Informationen Uber die Funktion des switch | Bereiches der Septine vorhanden ist,
lasst sich nicht sagen, welche Auswirkungen diese Deletion auf die Eigenschaften

von Vertretern der Gruppe 6 hat.
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5.3 Einfluss des Nukleotidzustandes auf die Stabilitat des G-Dimers

Bei der Charakterisierung der Mutanten des Sept7(29 - 297) wurde ein signifikanter
Beitrag des switch |l Bereiches zur Stabilitat des G-Interface nachgewiesen. Die
nukleotid-abhangige Konformationsanderung der switch Bereiche in anderen GNBPs
lasst vermuten, dass die Stabilitat des G-Interface bei Septinen vom Nukleotid-
zustand abhangig ist.

Fir die Uberpriifung dieser Vermutung wurden die kinetischen Eigenschaften
bezuglich der Dimerisierung der Septine mit Hilfe von SPR-Messungen untersucht.
Dabei konnten jedoch nur die Dissoziationsraten der Dimere gemessen werden. Bei
vielen Protein-Protein-Interaktionen ist die Assoziationsrate durch Diffusion und
Struktur der Proteine limitiert und liegt typischerweise im Bereich 10°-10° M's™", wie
z.B. bei Bindungen zwischen Antikdrpern und ihren Antigenen (Foote J. und Eisen
H.N, 1995) oder zwischen den Interferonen und ihren Rezeptoren (Piehler und
Schreiber, 1999). Die Dissoziationsrate hangt hingegen von der Starke der direkten
Wechselwirkungen in der Kontaktoberflache der Komplexe ab und bestimmt daher in
erster Naherung die Stabilitat der Komplexe (Janin, 1995).

Der Vergleich der gemessenen Dissoziationsraten der Sept7-Dimere beim Wildtyp-
Konstrukt und bei den Mutanten Sept7(D103A) und Sept7(E184A) im GDP-
gebundenen Zustand zeigte, dass die Dissoziation beim Wildtyp ca. 50-mal
langsamer als bei der D103A-Mutante und sogar 570-mal langsamer als bei der
E184A-Mutante verlief. Dies stimmt mit anderen Experimenten, wie z.B. der
analytischen Gelfiltration sowie den Versuchen zur Wechselwirkung mit den
Nukleotiden, Uberein. Alle diese vorherigen Experimente identifizierten das Wildtyp-
Konstrukt als das starkste und die E184A-Mutante als das schwachste G-Dimer.
Diese Ergebnisse unterstitzen die Vermutung, dass die jeweiligen Dissoziations-
raten die Stabilitdt der entsprechenden Septindimere widerspiegeln. Daher kénnen
die Dissoziationsraten der Sept7-Dimere dafir verwendet werden, Ruckschlisse

Uber die Stabilitat des G-Interface in verschiedenen Nukleotidzustanden zu ziehen.

Tab. 5.3 Gemessene Dissoziationsraten der Sept7-Dimere.

Dissoziationsrate der Dimere in

Konstrukt
GDP-Zustand GppNHp-Zustand
Sept7wt 3,8710° s -
Sept7(D103A) 2,01+0,09-10°%s" 0,246 + 0,039 s™
Sept7(E184A) 2,11+ 0,16 107%™ 2475
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Weil der Nukleotidaustausch beim Wildtyp-Konstrukt nicht erfolgreich war, konnten
die Messungen der Dissoziationsraten der Sept7-Dimere im GppNHp-gebundenen
Zustand nur bei den Mutanten Sept7(D103A) und Sept7(E184A) durchgefuhrt
werden. Im Vergleich zur Dissoziationsrate im GDP-gebundenen Zustand ist die
Dissoziation der Sept7(D103A)-Dimere im GppNHp-gebundenen Zustand ca. 120-
fach schneller. Auch bei Sept7(E184A) sind die relativen Unterschiede zwischen
beiden Nukleotidzustanden ahnlich wie bei Sept7(D103A). Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Stabilitat des G-Dimers vom Nukleotidzustand seiner Untereinheiten
abhangt. Liegen die Untereinheiten im Triphosphatzustand vor, so ist das G-Dimer

deutlich instabiler verglichen mit der Situation im GDP-gebundenen Zustand.

Die Unterschiede der Dimeraffinitaten fur verschiedene Nukleotidzustande
zusammen mit dem Einfluss der Dimerisierung auf die Nukleotidaffinitat kdnnen auch
die Schwierigkeiten beim Nukleotidaustausch im Falle des Wildtyp-Konstrukts von
Sept7 erklaren. Die deutlich starkere Dimeraffinitat im GDP-gebundenen Zustand im
Vergleich zum GppNHp-gebundenen Zustand fuhrt dazu, dass beim Nukleotid-
austausch das Gesamtgleichgewicht bestehend aus Nukleotidbindung und
Dimerisierung zugunsten des gebundenen GDP-Nukleotids verschoben wird. Die
Unterschiede innerhalb der Dimeraffinitaten sind dabei so stark, dass sie die
niedrigere Affinitdt von GDP verglichen mit GppNHp und sogar den beim

Nukleotidaustausch verwendeten Uberschuss an GppNHp ausgleichen kénnen.

116



Diskussion

5.4 Modell der nukleotid-abhangigen Stabilitat des G-Interface
Basierend auf den Ergebnissen der Charakterisierung von Sept7 ist das folgende

Modell Uber die Rolle des Nukleotidzustandes fur die Funktion der Septine

Septin .

niedrige

Affinitat
hohe Pi
Affinitat

vorstellbar.

Abb. 5.4 Rolle der GTPase-Aktivitat fiir die Funktion der Septine. Im GDP-gebundenen Zustand
bilden die Septine stabile Kontakte tber das G-Interface aus, was zur Bildung der Septinfilamente
fuhrt. Im GTP-gebundenen Zustand ist die Stabilitat des G-Interface geringer, so dass die Unterein-
heiten sich neu ordnen kénnen. Nach der GTP-Hydrolyse werden die bestehenden Kontakte verstarkt
und die Septinstrukturen somit stabilisiert.

Im GDP-gebundenen Zustand bilden die switch Il Bereiche der beiden Unterein-
heiten des G-Dimers gegenseitige Kontakte aus und stabilisieren dadurch das
G-Interface. Diese Interaktion wird dabei vor allem durch die Aminosaurereste
vermittelt, welche dem Val-102 und dem Asp-103 des humanen Sept7 entsprechen
(Abb. 5.5). Die Konservierung dieser Positionen in allen Septinen von der Hefe bis
hin zum Menschen spricht dafur, dass die Wechselwirkungen des switch |l Bereiches
fur die Funktion aller Septine entscheidend sind.

Nach dem Austausch des gebundenen GDP-Nukleotids gegen GTP werden durch
Gegenwart des y-Phosphats Konformationsanderungen der switch | und Il Bereiche
induziert. In diesem Zustand kann der switch |l Bereich wahrscheinlich nicht mehr zur
Stabilitat des G-Interface beitragen (Abb. 5.5). Wegen der geringen Stabilitdt des

G-Interface konnen die Untereinheiten dissoziieren und sich neu anordnen.
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A) B) swi SWllammmn swl swl

Abb. 5.5 Rolle des Nukleotids fiir Stabilitdt des G-Interface. A) Nukleotid-abhangige
Konformationsanderungen der switch Bereiche. B) Im GDP-gebundenen Zustand bilden die switch Il
Bereiche der beiden Untereinheiten des G-Dimers gegenseitige Kontakte aus und stabilisieren
dadurch das G-Interface. C) In Gegenwart von y-Phosphat finden die Konformationsanderungen der
switch Bereiche statt, so dass switch Il Bereich nicht mehr zur Stabilitdt des G-Interfaces beitragt.

Auch im Triphosphat-Zustand kénnen die Septine wahrscheinlich lockere Filamente
ausbilden, vor allem dann wenn ihre lokale Konzentration durch die Bindung an
Proteine wie Borgs oder an eine Membran, welche PIP2-Lipide enthalt, erhdht wird.
Nach der GTP-Hydrolyse kdonnen die switch |l Bereiche ihre ursprungliche Konfor-
mation wieder einnehmen und zusatzliche gegenseitige Kontakte im G-Interface
ausbilden. Dies fuhrt dazu, dass die bestehenden Kontakte verstarkt und die Septin-
filamente somit stabilisiert werden. Die GTP-Hydrolyse und die Nukleotiddissoziation

stellen dabei einen Zeitgeber fur den biologischen Effekt der Septine dar.

Vergleich mit Aktin und Tubulin

Auch Aktin und Tubulin nutzen die Nukleotidhydrolyse um ihre Dynamik zu steuern.
Im Gegensatz zum oben vorgestellten Modell der Septine sind die Kontakte
zwischen den Baueinheiten in Aktinflamenten und Mikrotubuli im Triphosphat-
zustand stabiler als im Diphosphatzustand (Abb. 1.1). Bei diesen Proteinen flhrt die
Nukleotid-hydrolyse zur Destabilisierung der Kontakte zwischen den Baueinheiten.
Sie begrenzt die Dauer des Triphosphatzustandes und bestimmt somit wie lange die
Filamente stabil bleiben. Dies ermdglicht eine schnelle kontinuierliche Umorgani-

sation der Filamente.
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Die Septinfilamente, die ihre Struktur Uber einen langeren Zeitraum beibehalten
mussen (Abb. 1.6), sind hingegen im GDP-gebundenen Zustand stabiler. Da der
GDP-Zustand nicht durch den zeitlichen Rahmen der Hydrolyse begrenzt ist, kdnnen
die Septinfilamente lange stabil bleiben. Den zeitlich begrenzten GTP-Zustand
nutzen sie hingegen nur um eine Veranderung der Anordnung vorzunehmen. In
dieser Hinsicht ahneln sie den Intermadiarfilamenten. Diese konnen ebenfalls Uber
einen langen Zeitraum stabil bleiben und werden nur durch transiente Phospho-

rylierung destabilisiert um sich neu zu ordnen.

Vergleich mit anderen GNBPs

In den meisten Fallen sind die GNBPs nur im GTP-gebundenen Zustand zur Bindung
an ihre Interaktionspartner fahig. Diese Situation kommt z.B. bei der Bindung
zwischen den GNBPs der Ras-Superfamilie und ihren Effektor-Proteinen (Abb. 1.2)
oder bei der GTP-abhangigen Dimerisierung der GAD-Proteine vor (Abb. 1.4). Auch
die Proteine des Cytoskeletts, Aktin und Tubulin, weisen im Triphosphatzustand
starkere Bindungsaffinitaten als im Diphosphatzustand auf. Es gibt hingegen nur
wenige Beispiele fur spezifische Wechselwirkungen zwischen GNBPs im GDP-
gebundenen Zustand und ihren jeweiligen Interaktionspartnern (Abb. 5.6). Hier sind
der inaktive afy-Komplex der heterotrimeren G-Proteine (Lambright et al., 1996),
sowie der Komplex zwischen Ran und NTF2 (Stewart et al., 1998) als auch die
Komplexe bestehend aus GNBPs der Rab- oder Rho-Familie zusammen mit ihren
GDlIs zu nennen (Rak et al., 2003; Hoffman et al., 2000).

Heé?;(r)giierinnestic @@@ Rab und Rho @@q
it it
P @ P @

Biological Effect Biological Effect

Abb. 5.6 Der nukleotid-abhdngige Zyklus der heterotrimeren G-Proteine sowie der GNBPs Rho
und Rab.
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Die Komplexbildung zwischen Proteinen der Rab- bzw. Rho-Familie und ihren GDlIs
ist sehr wichtig fur die Regulation der intrazellularen Lokalisation dieser GNBPs. Das
Zusammenspiel von GEFs, GAPs und GDI ist z.B. flr die scharfe Abgrenzung der
Lokalisation verschiedener Rab-GNBPs von Bedeutung und stellt somit einen
grundlegenden Mechanismus fur die Kompartimentierung der Zelle dar (Rivera-
Molina und Novick, 2009). GNBPs der Rab-Familie bilden im GDP-gebundenen
Zustand Komplexe mit RabGDI, wobei RabGDI einerseits die G-Domane und
andererseits den c-terminalen Lipid-Anker der Rabs bindet (Abb. 5.7). Die beiden
Kontaktflachen liegen dabei weit voneinander entfernt, wobei die switch Bereiche
wichtige Teile der Kontaktflache zwischen der G-Domane und RabGDI bilden. Im
Triphosphat-Zustand nehmen die switch | und Il Bereiche hingegen eine neue
Konformation ein, welche eine direkte Bindung zwischen der G-Domane der Rabs
und RabGDI verhindert (Rak et al., 2003, Eathiraj et al., 2005). Auch im Falle von
Rho ist der switch Il Bereich ein wichtiger Teil der Kontaktflache zwischen GNBP und
GDI. Im GTP-gebunden Zustand verhindert allerdings vor allem die Komformations-

anderung des switch | Bereiches die Komplexbildung zwischen GDI und GNBP.

Rab Lipid-Anker

Abb. 5.7 Struktur von Rab mit RabGDI. A) Vergleich der Kristallstrukturen von Rab mit GppNHp und
des Komplexes aus Rab und RabGDI im GDP-gebundenen Zustand, PDB-ID: 1YNZ bzw. 2BCG. B)
Konformationsanderungen des switch | Bereiches in der Kontaktflache zwischen Rab und RabGDI.
Dabei ist Rab mit GppNHp orange, Rab mit GDP blau und RabGDI griin markiert.

Eine ahnliche Situation findet man auch bei heterotrimeren G-Proteinen. Im inaktiven
Zustand, bei dem die Ga-Untereinheit mit einem GDP-Nukleotid beladen ist, liegen
die a, B- und y-Untereinheiten in Form eines trimeren Komplexes vor. Dabei bildet

der switch 1l Bereich der Ga-Untereinheit, ahnlich wie bei Sept7, einen wichtigen Teil
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der Kontaktflache zwischen den Ga- und GB-Untereinheiten aus (Abb. 5.8) und
leistet somit einen wichtigen Beitrag zur Stabilitat des Komplexes (Lambright et al.,
1996). Nach dem Austausch des gebunden GDP-Nukleotids gegen GTP, welcher
durch einen G-Protein gekoppelten Rezeptoren induziert wird, fuhren die
Konformationsanderungen des switch Il Bereiches dazu, dass der heterotrimere
Komplex seine Stabilitat verliert und in eine Ga- und Gy -Untereinheit zerfallt (Noel
et al., 1993).

Abb. 5.8 Struktur der heterotrimeren G-Proteine. A) Vergleich der Kristallstrukturen von Go mit
GTPyS (blau) und von inaktivem afy-Komplex mit GDP, PDB-ID: 1TAG bzw. 1TND (gelb). B) Konfor-
mationsanderungen des switch Il Bereiches in der Kontaktflache zwischen der a- und p-Untereinheit.

Dabei ist Ga mit GTPyS in blau, Ga. mit GDP in orange und G in grin markiert.

Im Unterschied zu Sept7 bildet die Nukleotidbindungstasche in den Strukturen der
Komplexe von heterotrimeren G-Proteinen sowie von Rab mit RabGDI keinen Teil
der Kontaktflache zwischen den Untereinheiten. Im Falle der heterotrimeren
G-Proteine erlaubt dies einen Nukleotidaustausch ohne die vorangehende
Dissoziation des Komplexes. Die Reaktion wird dabei durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (G protein-coupled receptor, GPCR) katalysiert. Bei Ran, Rab und Rho
mussen die GNBPs zuerst aus dem Komplex freigesetzt werden, bevor der
Nukleotidaustausch durch die entsprechende GEFs vermittelt werden kann. Im Falle
von Rab und Rho ist die spontane Dissoziation der GNBPs so langsam, dass dieser
Prozess durch GDFs (GDI displacement factors) katalysiert werden muss. Weil die
Septine ahnlich wie die GADs nur eine geringe Nukleotidaffinitat aufweisen,
bendtigen sie keine klassischen GEFs fur den Nukleotidaustausch. Wegen der
starken Dimerisierung und der sehr langsamen Dissoziationsrate der Dimere sind fur

den Nukleotidaustausch bei Septinen allerdings GDF-ahnliche Faktoren notwendig,
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welche die Dimerdissoziation aktiv beschleunigen. Die niedrige Nukleotidaffinitat bei
monomeren Septinen sorgt fur den schnellen Nukleotidaustausch. Eine hohere
Affinitat zu GTP und eine hohere GTP-Konzentration in vivo sollten dann zu einer
uberwiegenden Beladung mit GTP fuhren.

Prinzipiell sieht das Modell keine strenge Notwendigkeit fir ein GAP vor. Die
Proteine wie Borgs oder eine hohe lokale Konzentration auf der Lipidmembran,
welche PIP2-Lipide enthalt, konnen wahrscheinlich die Septine solange zusammen
halten, bis die intrinsische Hydrolyse stattgefunden hat. Allerdings dauert z.B. die
gesamte Knospung der Hefe etwa 50 min, so dass eine Halbwertszeit von 30 min als

relativ lang fur einen intrazellularen Prozess angesehen werden kann.

5.5 Struktur von Sept7(S149F) im GppNHp-gebundenen Zustand

Das Modell der nukleotid-abhangigen Stabilitat des G-Interface von Septinen wird vor
allem durch die Kristallstruktur des Sept7(29-297) im GDP-gebundenen Zustand und
durch unterschiedliche nukleotid-abhangige Dissoziationsraten der Sept7-Dimere in
den SPR-Messungen gestutzt. Die unterschiedlichen Dissoziationsraten weisen
dabei auf Anderungen bei direkten lokalen Wechselwirkungen in der Kontaktflache

des Dimers und somit auf eine Konformationsanderung hin.

A) B)

switch Il
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Abb. 5.9 Konformation des switch Il Bereiches im GppNHp-gebundenen Zustand. A) Vergleich
der Kristallstrukturen von Sept7(29-297, S149F)-GppNHp (blau) und Sept7 (29-297)-GDP PDB-ID:
3T5D (grau) zeigt nur eine geringe Konformationsanderung des switch |l Bereiches (rot). B) Vergleich
der Kristallstrukturen von Sept7(29-297, S149F)-GppNHp (blau) und Sept2-:GppNHp PDB-ID: 3FTQ

(gelb).

In der Kristallstruktur von Sept7(29 - 297, S149F) im GppNHp-gebundenen Zustand

wurde aber nur eine Konformationsanderung des switch | Bereiches beobachtet. Die
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Konformation des switch |l Bereiches andert sich hingegen im Vergleich zum GDP-
gebundenen Zustand kaum (Abb. 5.9). Die switch Il Bereiche der beiden Unterein-
heiten, welche ein G-Dimer bilden, binden weiterhin Uber die Wasserstoffbricken der
beiden Asp-103 und Uber die hydrophoben Wechselwirkungen der beiden Val-102
aneinander.

Es ist vorstellbar, dass im Kristall die G-Domanen zuerst Uber die konservierten
Bereiche des G-Interface fixiert werden (Abb. 5.1). Dabei nimmt der switch | Bereich
eine definierte GTP-abhangige Konformation ein. Beim switch Il Bereich hingegen
kommt es zu einer Konkurrenz zwischen verschiedenen Konformationen. Der
switch Il Bereich kann einerseits eine GDP-ahnliche Konformation einnehmen,
welche gegenseitige Wechselwirkungen zwischen den switch Il Bereichen beider
G-Domane im G-Interface aufweist. Andererseits kann es aber auch zur Ausbildung
einer hypothetischen ,aktiven“ Konformation kommen, bei welcher der switch Il
Bereich an das y-Phosphat des Nukleotids bindet und nicht mehr zur Stabilitat des
G-Interfaces beitragt. Dabei scheint die GDP-ahnliche Konformation energetisch
gunstiger zu sein. Zum Einen kann die Kristallpackung diese Konformation
begunstigen. In der Literatur gibt es zahlreiche Beispiele fur die Stabilisierung
inaktiver Konformationen Uber Kristallkontakte. Dies kann sowohl einzelne Bereiche
des Proteins, wie z.B. bei der Kristallstruktur der inaktiven Konformation von M-Ras
im GppNHp-gebundenen Zustand (PDB-ID 1X1S, Ye et al., 2005), als auch die
Orientierung ganzer Domanen, wie beim GAD-Protein MnmE (PDB-ID 3GEI, Meyer
et al., 2009), betreffen. Zum Anderen kann der Effekt der im Vergleich zu GTP
niedrigeren Polaritdt des y-Phosphats im verwendeten nicht hydrolysierbaren
Nukleotidanalogon GppNHp hierfur verantwortlich sein (Geyer et al., 1996; Spoerner
et al., 2005).

5.6 Bruchstellen der Septinfilamente

Momentan wird angenommen, dass die Septinfilamente aus einheitlich aufgebauten
linearen Komplexen zusammengesetzt sind. Die elektronenmikroskopischen
Einzelpartikel-Analysen der Septinkomplexe sowohl aus C. elegans als auch aus
dem Menschen zeigten, dass die Komplexe als terminale Untereinheiten jeweils ein
Septin aus der Gruppe 7, namlich Unc59 bei C. elegans bzw. Sept7 beim Menschen,
aufweisen (Abb. 1.7). Die Genomanalyse weiterer Organismen zeigte zudem, dass

alle Organismen immer nur einen Vertreter der Gruppe 7 haben, was die herausra-

123



Diskussion

gende Stellung dieser Proteine unterstreicht (Tab. 1.3). Daher wurde die Vermutung
aufgestellt, dass das G-Interface zwischen zwei Vertretern der Gruppe 7 eine
Bruchstelle der Septinfilamente in allen mehrzelligen Organismen von C. elegans bis
hin zum Menschen darstellt. Das hier postulierte Modell der nukleotid-abhangigen
Stabilitat der Septinfilamente wirde daher sehr gut zum Gesamtbild passen.

Es ist auch vorstellbar, dass das G-Interface zwischen Sept2 und Sept6 eine
Bruchstelle der Septinfilamente darstellt. Dabei wirden aber keine einheitlich
aufgebauten hexameren Komplexe, sondern Homodimere aus Sept2 und Hetero-
tetramere mit der Reihenfolge Sept6-Sept7-Sept7-Sept6 entstehen (Abb. 5.10). Im
Vergleich zur Spaltung Uber das Sept7-Sept7-G-Interface wirde dieser
Mechanismus jedoch eine leichtere Anpassung der Zusammensetzung der
Septinfilamente ermdoglichen, indem fur den erneuten Filamentaufbau z.B. anstatt

des Sept2 andere Vertreter der Gruppe 2 verwendet werden konnten.

A Kiii
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Abb. 5.10 Mégliche Septinkomplexe bei Bruchstellen liber verschiedene G-Interface.
Schematische Darstellung der Septinfilamente A) in C. elegans zusammengesetzt aus Unc59 und
Unc61. B) im Menschen zusammengesetzt aus Sept2, Sept6 und Sept7, C) in S. cerevisiae
zusammengesetzt aus Cdc3, Cdc10, Cdc11 und Cdc12. Dabei sind zudem die méglichen
Bruchstellen der Septinfilamente Uber verschiedene G-Interface und daraus resultierende Komplexe
gezeigt. Nukleotide sind mit rot dargestellt.
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Betracht man die Septinfilamente in S. cerevisiae, sieht die Situation etwas
komplexer aus. Die Septinfilamente in der Hefe lassen sich in vitro durch eine
Erhdhung der Salzkonzentration (mehr als 200 mM NaCl) in einheitlich aufgebaute
hetero-oktamere Komplexe mit der Reihenfolge Cdc11-Cdc12-Cdc3-Cdc10-Cdc10-
Cdc3-Cdc12-Cdc11 spalten, allerdings erfolgt die Filamentdissoziation dabei Uber
das NC-Interface zwischen zwei Cdc11-Untereinheiten. Angenommen dass in vivo
eines der beiden G-Interface, entweder das jenige zwischen Cdc3 und Cdc10 oder
das jenige zwischen Cdc11 und Cdc12, als Bruchstelle der Septinfilamente fungiert,
so wurden dabei stets zwei unterschiedliche Septinkomplexe, ein Dimer und ein
Hexamer, entstehen. Bei einer Dissoziation zwischen Cdc3 und Cdc10 kommt es zur
Bildung eines Homodimers bestehend aus zwei Cdc10-Untereinheiten und zur
Bildung eines Hexamers mit der Rehenfolge Cdc3-Cdc12-Cdc11-Cdc11-Cdc12-
Cdc3. Bei einer Dissoziation zwischen Cdc11 und Cdc12 hingegen werden die
Filamente in Cdc11-Homodimere und in Hexamere mit der Reihenfolge Cdc12-Cdc3-
Cdc10-Cdc10-Cdc3-Cdc12 zerlegt (Abb. 5.10). Einheitliche Septinkomplexe wirden
nur dann entstehen, wenn die Bruchstelle der Filamente Uber ein NC-Interface
verlauft. Solch eine Situation kann in vitro beobachtet werden, wenn die
Septinfilamente der Hefe hohen Salzkonzentrationen ausgesetzt werden.

Auch hier ermdglicht eine Spaltung Uber das G-Interface die Zusammensetzung der
Septinfilamente leicht anzupassen. Interessanterweise zeigen Experimente mit
einem SNAP-Tag, dass in der Hefe nach jeder Zellteilung die Untereinheiten des
oktameren Komplexes durchmischt werden. Die Komplexe, die hierbei isoliert
wurden, bestanden aus einer Mischung von alten und neu-synthetisierten Cdc12-
Untereinheiten (McMurray und Thorner, 2008). Das wurde man auch erwarten, wenn
beim Abbau der Septinfilamente ein G-Interface zwischen Cdc3 und Cdc10 als
Bruchstelle dient.

Obwohl Aktinfilamente und Mikrotubuli aus einheitlich aufgebauten Baueinheiten
assembliert werden, wurde es prinzipiell nichts dagegen Aufbau der Septinfilamente

aus verschiedenen Komplexen sprechen.
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6. Zusammenfassung

Bei den Septinen handelt es sich um Proteine, die als vierte Komponente des
Cytoskellets angesehen werden. In einer friiheren Arbeit wurde die Kristallstruktur
eines Septinkomplexes bestehend aus dem humanen Sept2, Sept6 und Sept7
gelost. Obwohl die Ergebnisse dieser Untersuchungen unser Verstandnis uber die
Funktionsweise der Septine entscheidend vorangebracht haben, blieben immer noch
viele Aspekte unaufgeklart.

Das Ziel dieser Arbeit war es, Gemeinsamkeiten und Unterschiede bei Vertretern der
einzelnen Septin-Gruppen zu identifizieren, wobei hierbei besonders auf die
Auswirkungen des Nukleotidzustandes auf die Eigenschaften der Septine
eingegangen wurde.

Sowohl in den kinetischen Messungen mittels Stopped-flow Apparatur als auch bei
der Gleichgewichtstitration wurden fur die Sept7-Kontrukte relativ niedrige Nukleotid-
affinitaten im mikromolaren Bereich gemessen. Dabei ist die Affinitat zu GppNHp
etwas groRer als zu GDP. In dieser Hinsicht ahneln die Septine den GADs-Proteinen.
Die Charakterisierung der Vertreter der einzelnen Septin-Gruppen hat auf3erdem
gezeigt, dass alle humanen Septine, mit Ausnahme der Vertreter der Gruppe 6, die
Fahigkeit zur intrinsischen GTP-Hydrolyse aufweisen. Der Vergleich der
Aminosaurensequenzen lasst gleichzeitig vermuten, dass der Verlust der Fahigkeit
der intrinsischen GTP-Hydrolyse bei den Vertretern der Gruppe 6 von den Insekten
bis hin zum Menschen konserviert ist und ein wichtiges Merkmal dieser Gruppe
darstellt. Bei den Septinen wurden jedoch keine Hinweise auf eine GTPase-
Aktivierung durch die Dimerisierung nachgewiesen, was eher gegen eine Einteilung
der Septine innerhalb der Klasse der GADs spricht.

AulRerdem wurde in dieser Arbeit die Kristallstruktur des Sept7 im GDP-gebundenen
Zustand aufgeklart. Die asymmetrische Einheit der Struktur enthalt ein G-Dimer
bestehend aus zwei Sept7-Untereinheiten im GDP-gebundenen Zustand. Im
Vergleich zu den friher geldsten Strukturen ist die Elektronendichte des switch Il
Bereiches in der Struktur von Sept7(29 - 297) sehr gut definiert. Mit Hilfe von
Mutationsstudien in Kombination mit der analytischen Gelfiltration konnte gezeigt
werden, dass der switch |l Bereich einen wichtigen Beitrag zur Stabilitat des
G-Interface leistet. Die Interaktionen werden dabei vor allem durch die

Aminosaurereste vermittelt, welche dem Val-102 und dem Asp-103 des humanen
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Sept7 entsprechen. Die Konservierung dieser Positionen in allen Septinen von der
Hefe bis hin zum Menschen spricht dafur, dass die Wechselwirkungen des
switch 1l Bereiches fur die Funktion aller Septine entscheidend sind.

Des Weiteren wurden die kinetischen Eigenschaften fir die Dimerisierung der
Septine mit Hilfe von SPR-Messungen untersucht. Dabei konnten aber nur die
Dissoziationsraten der Dimere gemessen werden. Der Vergleich der gemessenen
Dissoziationsraten mit den Ergebnissen der anderen Experimente zeigte aber, dass
die jeweiligen Dissoziationsraten die Stabilitdt der entsprechenden Septindimere
widerspiegeln. Diese Erkenntnis erlaubt es, Rlckschlisse Uber die Stabilitdt des
G-Interface in verschiedenen Nukleotidzustanden zu ziehen. Die SPR-Messungen
von Sept7 zeigten, dass die Dissoziation der Dimere im GppNHp-gebundenen
Zustand ca. 120-fach schneller ist als im GDP-gebundenen Zustand, was wiederum
auf deutliche Unterschiede in der Stabilitat des G-Interface zwischen den
verschiedenen Nukleotidzustanden hinweist. Liegen die Untereinheiten im
Triphosphatzustand vor, so ist das G-Dimer deutlich instabiler verglichen mit der
Situation im GDP-gebundenen Zustand.

Basierend auf den strukturellen Daten in Kombination mit den Ergebnissen der
biochemischen Charakterisierung wurde ein Modell entwickelt, welches die Rolle des
Nukleotidzustandes fur die Funktion der Septine beschreibt. Im GDP-gebundenen
Zustand bilden die switch |l Bereiche der beiden Untereinheiten des G-Dimers
gegenseitige Kontakte aus und stabilisieren dadurch das G-Interface. Nach dem
Austausch des gebundenen GDP-Nukleotids gegen GTP werden durch Gegenwart
des y-Phosphats Konformationsanderungen der switch Bereiche induziert. In diesem
Zustand kann der switch Il Bereich wahrscheinlich nicht mehr zur Stabilitdt des
G-Interface beitragen. Wegen der geringen Stabilitdt des G-Interface kdnnen die
Untereinheiten dissoziieren und sich neu anordnen. Nach der GTP-Hydrolyse
konnen die switch Il Bereiche ihre urspringliche Konformation wieder einnehmen,

was zur Stabilisierung der Septinfilamente fuhrt.

127



Literaturverzeichnis

7. Literaturverzeichnis

Ahmadian M.R., Wittinghofer A., Herrmann C. (2002). Fluorescence methods in the
study of small GTP-binding proteins. Methods Mol Biol. 189, 45-63.

Alberts B., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. Molekularbiologie der
Zelle. 4. Auflage. Wiley-VCH., Weinheim 2003

Allin C., Ahmadian M.R., Wittinghofer A., Gerwert K. (2001). Monitoring the GAP
catalyzed H-Ras GTPase reaction at atomic resolution in real time. PNAS 98, 7754-
7759.

Bertin A., McMurray M.A., Grob P., Park S.S., lll G.G. Patawala I., Ng H.I., Alber T.,
Thorner J., Nogales E. (2008). Saccharomyces cerevisiae septins: Supramolecular
organization of heterooligomers and the mechanism of filament assembly. PNAS
105, 8274-8279.

Beraud-Dufour S., Robineau S., Chardin P., Paris S., Chabre M., Cherfils J., Antonny
B. (1998). A glutamic finger in the guanine nucleotide exchange factor ARNA
displaces Mg2+ and the beta-phosphate to destabilize CDP on ARF1. EMBO J. 17,
3651-3659.

Bertin A., McMurray M.A., Thai L., Ill G.G., Votin V., Grob P., Allyn T., Thorner J.,
Nogales E. (2010). Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate promotes Budding Yeast
Septin Filament Assembly and Organization. J Mol. Biol. 404, 711-731.

Bos J.L., Rehmann H., Wittinghofer A. (2007). GEFs and GAPs: Critical Elements in
the Control of Small G Proteins. Cell 129, 865-877.

Brucker S., Gerwert K., Kotting C. (2010). Tyr39 of Ran Preserves the Ran*GTP
Gradient by Inhibiting GTP Hydrolysis. J. Mol. Biol. 401, 1-6.

Byers B., Goertsch L. (1976). A highly ordered ring of membrane-asociated filaments
in budding yeast. J. Cell. Biol. 69, 717-721.

Caudron F., Barral Y. (2009). Septins and the lateral compartmentalization of
eukaryotic membranes. Dev. Cell 16, 493-506.

Chesnokov I.N., Chesnokova O.N., Botchan M. (2003). A cytokinetic function of
Drosophila Orc6 protein resides in a domain distinct from its replication activity.
PNAS 100, 9150-9155.

Daumke O., Weyand M., Chakrabarti P.P., Vetter I.R., Wittinghofer A. (2004). The
GTPase-activating protein Rap1Gap uses a catalytic asparagine. Nature 429, 197-
201.

DelLano, W.L. (2002). The pymol molecular graphics system. Available from
http://www.pymol.org.

Delprato A., Lambright D.G. (2007). Structural basis for Rab GTPase activation by
VPS9 domain exchange factors. Nat. Struct. Mol. Biol. 14, 406-412.

DerMardirossian C., Bokoch G.M. (2005). GDIs: central regulatory molecules in Rho
GTPase activation. Trends Cell. Biol. 15, 356-363.

Dobbelaere J., Gentry M.S., Hallberg R.L., Barral Y. (2003). Phosphorylation-
dependent regulation of septin dynamics during the cell cycle. Dev. Cell 4, 345-357.

128



Literaturverzeichnis

Dobbelaere J., Barral Y. (2004). Spatial coordination of Cytokinetic Events by
Compartmentalization of the Cell Cortex. Science 305, 393-396.

Eathiraj S., Pan X., Ritocco C., Lambright D.G. (2005). Structural basis of family-wide
Rab GTPase recognition by rabenosyn-5. Nature 436, 415-419.

Egea P.F., Shan S.O., Napetschniq J., Savage D.F., Walter P., Stroud R.M. (2004).
Substrate twinning activates the signal recognition particle and its receptor. Nature
427, 215-221.

Egea P.F., Stroud R.M., Walter P. (2005). Targeting proteins to membranes:
structure of the signal recognition particle. Curr. Opin. Struct. Biol. 15, 213-220.

Emsley, P. and Cowtan, K. (2004). COOT: model-building tools for molecular
graphics. Acta Chrystallogr. D. Biol. Chrystallogr. 60, 2126-2132.

Fares H., Peifer M., Pringle J.R. (1995). Localization and possible functions of
Drosophila septins. Mol. Biol. Cell 6, 1843-1859.

Farkasovsky M., Herter P., Voss B., Wittinghofer A. (2005). Nucleotide binding and
filament assembly of recombinant yeast septin complexes. Biol. Chem. 386, 643-656.

Field S.J., Madson N., Kerr M.L., Galbraith K.A., Kennedy C.E., Tahiliani M., Wilkins
A., Cantley L.C. (2005). PtdIns(4,5)P2 functions at the cleavage furrow during
cytokinesis. Curr. Biol. 15, 1407-1412.

Foote J. und Eisen H.N. (1995). Kinetic and affinity limits on antibodies produced
during immune responses. PNAS 92, 1254-1256.

Garrenton L.S., Stefan C.J., McMurray M.A., Emr S.D., Thorner J. (2010).
Pheromone-induced anisotropy in yeast plasma membrane phosphatidylinositol-4,5-
bisphophate distribution is required for MAPK signalling. PNAS 107, 11805-11810.

Gasper R., Scrima A., Wittinghofer A. (2006). Structural insights into HypB, a GTP-
binding protein that regulates metal binding. J. Biol. Chem. 281, 27492-27502.

Gasper R., Thomas C., Ahmadian M.R., Wittinghofer A. (2008). The Role of the
Conserved Switch Il Glutamate in Guanine Nucleotide Exchange Factor-Mediated
Nucleotide Exchange of GTP-Binding Proteins. J. Mol. Biol. 379, 51-63.

Gasper R., Meyer S., Gotthardt K., Sirajuddin M., Wittinghofer A. (2009). It takes two
to tango: regulation of G proteins by dimerization. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 10, 423-
429.

Geyer M., Schweins T., Herrmann C., Prisner T., Wittinghofer A., Kalbitzer H.R.
(1996). Conformational Transitions in p21ras and in Ist Complexes with the Effector
Protein Raf-RBD and the GTPase Activating Protein GAP. Biochemistry 35, 10308-
10320.

Ghosh A., Praefcke G.J.K, Renault L., Wittinghofer A., Herrmann C. (2006). How
guanylate-binding proteins achieve assembly-stimulated processive cleavage of GTP
to GMP. Nature 440, 101-104.

Gideon P., John J., Frech M., Lautwein A., Clark R., Scheffler J.R., Wittinghofer A.
(1992). Mutational and Kinetic Analysis of the GTPase-Activating Protein (GAP)-p21
Interaction: The C-Terminal Domain of GAP Is Not Sufficient for Full Activity. Mol.
Cell. Biol. 12, 2050.

Gladfelter A.S., Pringel J.R., Lew D.J. (2001). The Septin corttex at the yeast mother-
bud neck Current Opinion in Microbiology, 4, 681-689.

129



Literaturverzeichnis

Goley E.D., Welch M.D. (2006). The ARP2/3 complex: an actin nucleator comes of
age. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 7, 713-726.

Goody R.S., Hofmann-Goody W. (2002). Exchange factors, effectors, GAPs and
motor proteins: common thermodynamic and kinetic principles for different functions.
Eur. Biophys. J. 31, 268-274.

Goody R.S., Rak A., Alexandrov K. (2005). The structural and mechanistic basis for
recycling of Rab proteins between membrane compartments. Cell. Mol. Life Sci. 62,
1657-1670.

Gotthardt K., Weyand M., Kortholt A., Van Haastert P.J., Wittinghofer A. (2008).
Structure of the Roc-COR domain tandem of C.tepidum, a prokaryotic homolodue of
the human LRRK2 Parkinson kinase. EMBO J. 27, 2239-2249.

Haarer B.K., Pringle J.R. (1987). Immonofluorescence localization of the
Saccharomyces cerevisiae CDC12 gene product to the vicinity of the 10-nm
filaments in the mother-bud neck. Mol. Cell. Biol. 7, 3678-3687.

Hartwell L.H. (1971). Genetic control of the cell division cycle in yeast. IV. Genes
controlling bud emergence and cytokinesis. Exp. Cell Res. 69, 265-276.

Herrmann H., Bar H., Kreplak L., Strelkov S.V., Aebi U. (2007). Intermediate
filaments: from cell architecture to nanomechanics. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 8, 562-
573.

Hoffman G.R., Nassar N., Cerione R.A. (2000). Structure of the Rho family GTP-
binding protein Cdc42 in complex with the multifunctional regulator RhoGDI. Cell
100, 345-356.

Hu Q., Milenkovic L., Jin H., Scott M.P., Nachury M.V., Spiliotis E.T., Nelson W.J.
(2010). A Septin Diffusion Barrier at the Base of the Primary Cilium maintains Ciliary
Mambrane Protein Distribution. Science 329, 436-439.

Huang Y.W., Surka M.C., Reynaud D., Pace-Asciak C., Trimble W.S. (2006). GTP
binding and hydrolysis kinetics of human septin 2. FEBS J. 273, 3248-3260.

Huijbregts R.P.H., Svitin A., Stinnett M.W., Renfrow M.B., Chesnokov I. (2009).
Drosophila Orc6 Facilitates GTPase Activity and Filament Formation of the Septin
Complex. Mol. Biol. Cell 20, 270-281.

Hyder C.L., Pallari, H.M., Kochin, V., Eriksson J.E. (2008). Providing cellular
signposts — Post-translational modifications of intermediate filaments. FEBS Letters
582, 2140-2148.

Ihara M., Kinoshita A., Yamada S., Tanaka H., Tanigaki A., Kitano A., Goto M.,
Okubo K., Nishiyama H., Ogawa O., Takahashi C., Itohara S., Nishimune Y., Noda
M., Kinoshita M. (2005). Cortical Organization by the Septin Cytoskeleton Is
Essential for Structural and Mechanical Integrity of Mammalian Spermatozoa. Dev.
Cell 8, 343-352.

Ismail S.A., Chen Y.X., Rusinova A., Chandra A., Bierbaum M., Gremer L., Triola G.,
Waldmann H., Bastiaens P.l., Wittinghofer A. (2011). Arl2-GTP and Arl3-GTP
regulate a GDI-like transport system for farnesylated cargo. Nat. Chem. Biol. 7, 942-
949.

Iwase M., Okada S., Oquchi T., Toh-e A. (2004). Forchlorfenuron, a phenylurea
cytokinin, disturbs septin organization in Saccharomyces cerevisiae. Genes Genet.
Syst. 79, 199-206.

130



Literaturverzeichnis

Janin J. (1995) Priciples of protein-protein recognition from structure to
thermodynamics. Biochimie 77, 497-505.

Joberty G., Perlungher R.R., Macara |.G. (2001). The Borgs, a New Family of Cdc42
and TC10 GTPase-Interacting Proteins. Mol. Cell. Biol. 19, 6585-6597.

Joberty G., Perlungher R.R., Sheffield P.J., Kinoshita M., Noda M., Haystead T.,
Macara 1.G. (2001). Borg proteins control septin organization and are negatively
regulated by Cdc42. Nat. Cell. Biol. 3, 861-866.

John C.M., Hite R.K., Weirich C.S., Fitzgerald D.J., Jawhari H., Faty M., Schlapfer D.,
Kroschewski R., Winkler F.K., Walz T., Barral Y., Steinmetz M.O. (2007). The
Caenorhabditis elegance septin complex is nonpolar. EMBO 26, 3296-3307.

Johnson E.S., Blobel G. (1999). Cell Cycle—Regulated Attachment of the Ubiquitin-
Related Protein SUMO to the Yeast Septins. Journal of cell Biology 147, 981-993.

Joo E., Surka M.C., Trimble W.S. (2007). Mammalian SEPT2 Is Required for
Scaffolding Nonmuscle Myosin |l and Its Kinases. Dev. Cell 13, 677-690.

Kabsch, W. (1993). Automatic processing of rotation diffraction data from crystals of
initially unknown symmetry and cell constants. J. Appl. Crystallogr. 26, 795-800.

Kim M.S., Froese C.D., Estey M.P., Trimble W.S. (2011). SEPT9 occupies the
terminal positions in septin octamers and mediates polymerization-dependent
functions in abscission. J. Cell Biol., 195, 815-826.

Kinoshita M., Field C.M., Coughlin M.L., Straight A.F., Mitchison T.J. (2002). Self-
and Actin-Templated Assembly of Mammalian Septins. Developmental Cell, 3, 791-
802.

Kinoshita M. (2003). Assebly of Mammalian Septins. J. Biochem. 134, 491-496.
Kinoshita M. (2006). Diversity of septin scaffolds. Curr. Opin. Cell. Biol. 18, 54-60.

Lambright D.G., Sondek J., Bohm A., Skiba N.P., Hamm H.E., Sigler P.B. (1996).
The 2.0 A crystal structure of a heterotrimeric G protein. Nature 379, 311-319.

Leipe D.D., Wolf Y.I., Koonin E.V., Aravind L. (2002). Classification and evolution of
P-loop GTPases and related ATPases. J. Mol. Biol. 317, 41-72.

Lenzen C., Cool R.H., Prinz H., Kuhlmann J., Wittinghofer A. (1998). Kinetic Analysis
by Fluorescence of the Interaction between Ras and the Catalytic Domain of the
Guanine Nucleotide Exchange Factor Cdc25M™. Biochemistry 37, 7420-7430.

Lin, C.W., Ting, A.Y. (2006) Transglutaminase-Catalyzed Site-Specific Conjugation
of Small-Molecule Probes to Proteins in Vitro and on the Surface of Living Cells. J
Am Chem Soc., 128(14), 4542-4543

Low C., Macara |.G. (2006). Structural Analysis of Septin 2, 6, and 7 Complexes J
Biol Chem., 281, 30697-30706.

Macara I.G., et al. (2002). Mammalian septins nomenclature. Mol Biol. Cell 13, 4111-
4113.

Marques I.A., Valadares N.F., Garcia W., Damalio J.C.P., Macedo J.N.A., de Araujo
A.P.U., Botello C.A., Andreu J.M., Garratt R.C. (2012) Septin C-Terminal Domain
Interactions : Implications for Filament Stability and Assembly. Cell Biochem Biophys,
62, 317-328.

131



Literaturverzeichnis

McMurray M.A., Thorner J. (2008). Septin stability and recycling during dynamic
structural transitions in cell division and development. Curr. Biol. 18, 1203-1208.

Meyer S., Bohme S., Kruger A., Steinhoff H.J., Klare J.P., Wittinghofer A. (2009).
Kissing G domains of MnmE monitored by X-ray crystallography and pulse electron
paramagnetic resonance spectroscopy. PLoS Biol. 7, e1000212.

Mortensen E.M., McDonald H., Yates J.3 Kellogq D.R. (2002). Cell Cycle-
dependent Assembly of a Gin4-Septin Complex. Mol. Biol. Cell 13, 2091-2105.

Mostowy S., Cossart P. (2011). Septins as key regulators of actin based processes in
bacterial infection. Biol. Chem. 392, 831-835.

Nakahira M., Macedo J.N.A., Seraphim T.V., Cavalcante N., Souza T.A.C.B.,
Damalio J.C.P., Reyes L.F., Assmann E.M., Alborghetti M.R., Garratt R.C., Araujo
A.P.U., Zanchin N.l.T., Barbosa J.A.R.G., Kobarg J. (2011). A Draft of the Human
Septin Interactome. PLoS ONE, 5, e13799.

Neal, S.E., Eccleston, J.F., Hall, A., Webb, M.R. (1988). Kinetic analysis of the
hydrolysis of GTP by p21N-ras: the basal GTPase mechanism. J. Biol Chem 263,
19718-19722.

Neufeld T.P., Rubin G.M. (1994). The Drosophila peanut gene is required for
cytokinesis and encodes a protein similar to yeast putative bud neck filament
proteins. Cell 77, 371-379.

Noel J.P., Hamm H.E., Sigler P.B. (1993). The 2.2 A structure of transducin-alpha
complexed with GTP gamma S. Nature 366, 654-663.

Nquyen T.Q., Sawa H., Okano H., White J.G. (2000). The C. elegans septin genes,
unc-59 and unc-61, are required for normal postembryonic cytokineses and
morphogenesis but have no essential function in embryogenesis. J. Cell. Sci. 113,
3825-3837.

Pai E.F., Kabsch W., Krengel U., Holmes K.C., John J., Wittinghofer A. (1989).
Structure of the guanine-nucleotide-binding domain of the Ha-ras oncogene product
p21 in the triphosphate conformation. Nature 341, 209-214.

Pan X., Eathinraj S., Munson M., Lambright D.G. (2006). TBC-domain GAPs for Rab
GTPases accelerate GTP hydrolysis by a dual-finger mechanism. Nature 442, 303-
306.

Pan F., Malmberg R.L., Momany M. (2007). Analysis of septins across kingdoms
revelas orthology and new motifs. BMC Evol. Biol. 7, 103.

Peter M., Heitlinger E., Haner M., Aebi U., Nigg E.A. (1991) Disassembly of in vitro
formed lamin head-to-tail polymers by CDC2 kinase. EMBO 10, 1535-1544.

Piehler J. und Schreiber G. (1999). Mutational and Structural Analysis of the Binding
Interface between Type | Interferons and their Receptor Ifnar2. J. Mol. Biol. 294, 223-
237.

Praefcke G.L., McMahon H.T. (2004). The dynamin superfamily: universal membrane
tabulation and fission molecules? Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 5, 133-147.

Prakash B., Praefcke G.J., Renault L., Wittinghofer A., Herrmann C. (2000).
Structure of human guanylate-binding protein 1 repressenting a unique class of GTP-
binding proteins. Nature 403, 567-571.

132



Literaturverzeichnis

Prakash B., Renault L., Praefcke G.J., Herrmann C., Wittinghofer A. (2000).
Triphosphate structure of guanylate-binding protein 1 and implications for nucleotide
binding and GTPase mechanism. EMBO J. 19, 4555-4564.

Prasanth S.G., Prasanth K.V., Stillman B. (2002). Orc6 Involved in DNA Replication,
Chromosome Segregation and Cytokinesis. Science 297, 1026-1031.

Rak A., Pylypenko O., Durek T., Watzke A., Kushnir S., Brunsveld L., Waldmann H.,
Goody R.S., Alexandrov K. (2003). Structure of Rab GDP-dissociation inhibitor in
complex with prenylated YPT1 GTPase. Science 302, 646-650.

Rittinger K., Walker P.A., Eccleston J.F., Nurmahomed K., Owen D., Laue E.,
Gamblin S.J., Smerdon S.J. (1997). Crystal structure of a small G protein in complex
with the GTPase-activating protein rhoGAP. Nature 388, 693-697.

Rittinger K., Walker P.A., Eccleston J.F., Smerdon S.J., Gamblin S.J. (1997).
Structure at 1.65 A of RhoA and its GTPase-activating protein in complex with a
transition-state analogue. Nature 389, 758-762.

Rodriguez-Escudero |., Roelants F.M., Thorner J., Nombela C., Molina M., Cid V.J.
(2005). Reconstitution of the mammalian PISBK/PTEN/Akt pathway in Yeast. Biochem.
J. 390, 613-623.

Rocks O., Peyker A., Kahms M., Verveer P.J., Koerner C., Lumbierres M., Kuhimann
J., Waldmann H., Wittinghofer A., Bastiaens P.l. (2005). An acylation cycle regulates
localization and activity of palmitoylated Ras isofroms. Science 307, 1746-1752.

Russell S.E., Hall P.A. (2011). Septin genomics: a road less travelled. Biol. Chem.
392, 763-767.

Sandrock K., Bartsch |., Blaser S., Busse A., Busse E., Zieger B. (2011).
Characterization of human septin interactions. Biol. Chem., 392, 751-761.

Scheffzek K., Ahmadian M.R., Kabsch W., Wiesmdller L., Lautwein A., Schmitz F.,
Wittinghofer A. (1997). The Ras-RasGAP complex: structural basis for GTPase
activation and ist loss in oncogenic Ras mutants. Science 277, 333-338.

Schmidt K., Nichols B.J. (2004). A Barrier to Lateral Diffusion in the Cleavage Furrow
of dividing Mammalian Cells. Curr. Biol. 14, 1002-1006.

Schulewitz M.J., Inouye C.J., Thorner J. (1999). Hsl7 Localizes to a Septin Ring and
Serves as an Adapter in a Regulatory Pathway That Relieves Tyrosine
Phosphorylation of Cdc28 Protein Kinase in Saccharomyces cerevisia. Mol. Cell.
Biol. 19, 7123-7137.

Schwefel D., Frohlich C., eichhorst J., Wiesner B., Behlke J., Aravind L., Daumke O.
(2010). Structural basis of oligomerization in septin-like GTPase of immunity-
associated protein 2 (GIMAP2). PNAS 107, 20299-304.

Scrima A., Wittinghofer A. (2006). Dimerisation-dependent GTPase reaction of
MnmE: how potassium acts as GTPase-activating element. EMBO J. 25, 2940-2951.

Sellin M.E., Sandblad L., Stenmark S., Gullberg M. (2011). Deciphering the rules
governing assembly order of mammalian septin complexes. Mol. Biol. Cell, 22, 3152-
3164.

Seewald m.J., Korner C., Wittinghofer A., Vetter |.R. (2002). RanGAP mediates GTP
hydrolysis without an arginine finger. Nature 415, 662-666.

133



Literaturverzeichnis

Sheffield P.J., Oliver C.J., Kremer B.E., Sheng S., Shao Z., Macara |.G. (2003).
Borg/Septin Interactions and the Assembly of Mammalian Septin Heterodimers,
Trimers, and Filaments. J. Biol. Chem. 278, 3483-3488.

Sirajuddin M., Farkasovsky M., Hauer F., Kihimann D., Macara 1.G. Weyand M.,
Stark H., Wittinghofer A. (2007). Structural insight into filament formation by
mammalian septins. Nature, 229, 311-315.

Sirajuddin M., Farkasovsky M., Zent E., Wittinghofer A. (2009). GTP-induced
conformational changes in septins and implications for function. PNAS 106, 16592-
16597.

Spoerner M., Nuehs A., Ganser P., Herrmann C., Wittinghofer A., Kalbitzer H.R.
(2005). Conformational States of Ras Complexed with GTP Analogue GppNHp or
GppCH2p: Implications fort he Interaction with Effector Proteins. Biochemistry 44,
2225-2236.

Stewart M., Kent H.M., McCoy A.J. (1998). Structural Basis for Molecular Recognition
between Nuclear Transport Factor 2 (NTF2) and the GDP-bound Form of the Ras-
family GTPase Ran. J. Mol. Biol. 277, 635-646.

Sun Y.J., Forouhar F., Li Hm H.M., Tu S.L., Yeh Y.H., Kao S., Shr H.L., Chou C.C.,
Chen C., Hsiao C.D. (2002). Crystal structure of pea Toc34, a novel GTPase of the
chloroplast protein translocon. Nat. Struct. Biol. 9, 95-100.

Tada T., Simonetta A., Batterton M., Kinoshita M., Edbauer D., Sheng M. (2007).
Role of Septin Cytoskeleton in Spine Morphogenesis and Dendrite Development in
Neurons. Curr. Biol. 17, 1752-1758.

Tanaka-Takiguchi Y., Kinoshita M., Takiguchi K. (2009). Septin-mediated Uniform
Bracing of Phospholipid Membranes. Curr. Biol., 19, 140-145.

The CCP4 suite: Programs for protein crystallography (1994). Acta Crystallogr. D.
Biol. Crystallogr 50, 760-763.

Tooley, A.J., Gilden, J., Jacobelli, J., Beemiller, P., Trimble, W.S., Kinoshita, M.,
Krummel, M.F. (2009). Amoeboid T lymphocytes require the septin cytoskeleton for
cortical integrity and persistent motility. Nat. Cell. Biol., 11, 17-26.

Tucker, J., Sczakiel, G., Feuerstein, J., John, J., Goody, R.S., and Wittinghofer, A.
(1986). Expression of p21 proteins in Escherichia coli and steriochemistry of the
nucleotide-binding site. EMBO J. 5, 1351-1358.

Vagin, A. and Teplyakov, A. (1997). MOLREP: an automated program for molecular
replacement. J. Appl. Crystallogr. 30, 1022—-1025.

Versele M., Gullbrand B., Shulewitz M.J., Cid V.J., Bahmanyar S., Chem R.E., Barth
P., Alber T., Thorner J. (2004). Protein-Protein Interactions Governing Septin
Heteropentamer Assembly and Septin Filament Organization in Saccharomyces
cerevisiae. Mol. Biol. Cell 15, 4568-4583.

Versele M., Thorner J. (2004). Septin collar formation in budding yeast requires GTP
binding and direct phosphorylation by the PAK, Cla4. J. Biol. Chem. 164, 701-715.

Vetter I.R., Wittinghofer A. (2001). The guanine nucleotide-binding switch in three
dimensions. Science 294, 1299-1304.

Vrabioiu A.M., Gerber S.A., Gygi S.P., Field C.M., Mitchison T.J. (2004). The maijority
of the Saccharomyces cerevisiae septin complexes do not exchange guanine
nucleotides. J. Biol. Chem. 279, 3111-3118.

134



Literaturverzeichnis

Vrabioiu A.M., Mitchison T.J. (2006). Structural insights into yeast septin organization
from polarized fluorescence microscopy. Nature 443, 466-469.

Wittinghofer A., Vetter I.R. (2011). Structure-function relationships of the G domain, a
canonical switch motif. Annu. Rev. Biochem. 80, 943-971.

Wennerberg K., Rossman K.L., Der C.J. (2005). The Ras superfamily at a glance. J.
Cell Sci. 118, 843-846.

Xie Y., Vessey J.P., Konecna A., Dahm R., Macchi P., Kiebler M.A. (2007). The
GTP-Binding Protein Septin 7 Is Critical for Dendrite Branching and Dendritic-Spine
Morphology. Curr. Biol. 17, 1746-1751.

Ye M., Shima F., Muraoka S., Liao J., Okamoto H., Yamamoto M., Tamura A., Yagi
N., Ueki T., Kataoka T. (2005). Crystal structure of M-Ras reveals a GTP-bound “off”
state conformation of Ras familiy small GTPases. J. Biol. Chem. 280, 267-275.

Yu W., Ding X., Chen F., Liu M., Shen S., Gu X., Yu L. (2009). The phosphorylation
of SEPT2 on Ser218 by casein kinase 2 is important to hepatoma carcinoma cell
proliferation. Mol Cell Biochem, 325, 61-67.

135



Anhang

Anhang

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.1 Drei Haupt-Filamenttypen des Cytoskeletts 3
Abb. 1.2 Der nukleotid-abhangige Zyklus der kleinen GNBPs 7
Abb. 1.3 G-Doméane 8
Abb. 1.4 Der postulierte nukleotid-abhangige Zyklus von GADs 13
Abb. 1.5 Elektronenmikroskopische Aufnahme und Fluoreszenzbilder der Septine in S. cerevisiae 17
Abb. 1.6 Funktion der Septine in ausdifferenzierten humanen Zellen 20
Abb. 1.7 Elektronenmikroskopische Einzelpartikelanalyse der Septinkomplexe 22
Abb. 1.8 Struktur der G-Domane der Septine 23
Abb. 1.9 Interaktionsoberflachen, zwischen den G-Doméanen der Septine 24
Abb. 1.10 Die Struktur des humanen hexameren Komplexes 24
Abb. 1.11 Interaktionen zwischen humanen Septinen 25
Abb. 1.12 GréRenverteilung der aus den Saugertierzellen isolierten Septinkomplexe 27
Abb. 1.13 Einfluss des Lipidmonolayer auf die Organisation der Septinfilamente 28
Abb. 1.14 Septinstrukturen in S. cerevisiae im Laufe der Zellteilung 29
Abb. 1.15 Sept2 im GppNHp-Zustand 35
Abb. 3.1 Verwendete Konstrukte 41
Abb. 3.2 Kristallisation der Proteine 51
Abb. 4.1 Auswahl neuer Konstrukte 55
Abb. 4.2 Reinigung von Sept7(29 - 297) 57
Abb. 4.3 Charakterisierung des Sept7(29 - 297) 58
Abb. 4.4 Initiale Kristalle von Sept7(29-297) beladen mit GDP 59
Abb. 4.5 Ramachandran-Diagramm und Verfeinerungsstatistik des finalen Modells 60
Abb. 4.6 Die Kristallpackung von Sept7(29 - 297) 61
Abb. 4.7 Wechselwirkungen am NC-Interface 62
Abb. 4.8 Vergleich der G-Interface von Sept2 und Sept7 63
Abb. 4.9 Struktur des G-Dimers von Sept7(29 - 297) 64
Abb. 4.10 Der switch Il Bereich — ein Teil des G-Interface 65
Abb. 4.11 Vergleich der Strukturen von Sept2 und Sept7 65
Abb. 4.12 Unterschiede zwischen Sept2 und Sept7 66
Abb. 4.13 Analytische Gelfiltration von Sept7(S149F) 67
Abb. 4.14 Analyse der switch Il Mutanten 68
Abb. 4.15 Einfluss der Nukleotidbeladung auf die Dimerisierung der switch Il Mutanten 69
Abb. 4.16 Stopped-Flow Messung der Nukleotidbindung mittels Fluoreszenz 70
Abb. 4.17 Stopped-Flow Messung der Nukleotidbindung mittels FRET 71
Abb. 4.18 Einfluss der Proteinkonzentration 72
Abb. 4.19 Einfluss der Nukleotidkonzentration 73
Abb. 4.20 Stopped-flow Messung der Bindung zwischen mGppNHp und Sept7(E184A) 74
Abb. 4.21 Gleichgewichtstitration von mGppNHp bzw. mGDP mit Sept7(E184A) 75
Abb. 4.22 Gleichgewichtstitration von mGppNHp mit Sept7(D103A) 76
Abb. 4.23 Gleichgewichtstitration von mGDP mit Sept7(D103A) 77
Abb. 4.24 Direkte Messung der Nukleotid-Dissoziation 78
Abb. 4.25 GTP-Hydrolyse der verschiedenen Sept7-Konstrukte 79
Abb. 4.26 Stopped-Flow Messung der intrinsischen GTP-Hydrolyse von Sept7(D103A) 80
Abb. 4.27 Stopped-Flow Messung von mGTP mit Sept7(E184A) 81
Abb. 4.28 Funktion des Thr-71 bei der GTP-Hydrolyse in Sept7-Konstrukten 82
Abb. 4.29 Biotinmarkierung in einer gpTGase katalysierten Reaktion 84
Abb. 4.30 Die SPR-Messungen von Sept7(E184A) 85

Abb. 4.31 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(E184A) im GDP gebundenen Zustand 87
Abb. 4.32 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(D103A) im GDP gebundenen Zustand 88
Abb. 4.33 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(D103A) im GppNHp

gebundenen Zustand 89
Abb. 4.34 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(E184A) im GppNHp

gebundenen Zustand 90
Abb. 4.35 Die SPR-Messungen der Dissoziation von Sept7(wt) 91

136



Anhang

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

4.36 Optimierte Kristalle von Sept7(29-297) beladen mit GppNHp
4.37 Struktur von Sept7(29-297,S149F)-GppNHp

4.38 Reinigung von Sept6(40-305)

4.39 Reinigung von Sept9(297-565)

4.40 Analytische Gelfiltration von Sept6 und Sept9

4.41 Intrinsische GTP-Hydrolyse von Sept6 und Sept9

4.42 Intrinsische GTP-Hydrolyse von Sept2-Konstrukten

4.43 Pulldown-Experiment mit GST-Sept2(33-306) und Sept6(40-305)
4.44 Koexpression von GST-Sept2(33-306) und Sept6(40-305)

4.45 Charakterisierung des Komplexes aus Sept2(33-306) und Sept6(40-305)
4.46 Intrinische GTP-Hydrolyse des Sept2/Sept7-Komplexes

4.47 Wechselwirkungen zwischen Sept7 und Sept9

4.48 Koexpression von GST-Sept9(297-565) und Sept7(29-297)-His6
4.49 Analytische Gelfiltration von Sept6Acc/Sept7Acc

5.1 Aminosaurereste des G-Interface

5.2 Reaktionen bei Nukleotidbindung

5.3 Vergleich der Aminosauresequenzen der Septine

5.4 Rolle der GTPase-Aktivitat fir die Funktion der Septine

5.5 Rolle des Nukleotids fiur Stabilitédt des G-Interface

5.6 Der nukleotid-abhangige Zyklus der heterotrimeren G-Proteine sowie der
GNBPs Rho und Rab

5.7 Struktur von Rab mit RabGDI

5.8 Struktur der heterotrimeren G-Proteine

5.9 Konformation des switch Il Bereiches im GppNHp-gebundenen Zustand

5.10 Mégliche Septinkomplexe bei Bruchstellen tiber verschiedene G-Interface

Tabellenverzeichnis

1.1 Klassifikation der Septine in Gruppen
3.1 Verwendeten Oligonukleotide

5.1 Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen Sept7 und Nukleotiden.

5.2 Hydrolyserate in den multi-turnover-Experimenten.
5.3 Gemessene Dissoziationsraten der Sept7-Dimere.

92
93
95
96
97
98
99
100
100
101
102
103
104
105

107
111
113
117
118

119
120
121
122
124

18
40
110
112
115

137



Anhang

LB

mant
mg
mGDP
mGppNHp
mGTP
min

mL

MPI

N
Ni-NTA
nL
ODeoo
PCR
PDB

P

rpm

RT

s

SDS
SDS-PAGE
B
TBA
Tris

viv

wiv

wt

Abkurzungsverzeichnis

Celsius

Mikroliter

mikromolar

Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Aminosaure(n)

Basenpaare

beziehungsweise

c-Terminus

circa

Chloramphenicol

Dimetylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Dithioerythritol

GTPase-activating protein (GTPase aktivierendes Protein)
guanine nucleotide-dissociation inhibitor Guaninnukleotid-Dissoziationsinhibitor)
Guanosin-5-diphosphat

guanine nucleotide-exchange factor (Guaninukleotid-Austauschfaktor)
Guanosin-5’-monophosphat
Guanosin-5’-(B,y-imido)-triphosphat
Glutathion-S-Transferase

Guanosin-5'-triphosphat

high performace liquid chromatography

Isopropyl B-D-thiogalactosid

Kanamycin

Kilodalton

Liter

Luria-Bertani

molar

N-methylanthraniloyl

Milligramm

2',3’-bis(O)-( N-methylanthraniloyl)-guanosin 5’-diphosphat
2',3'-bis(O)-( N-methylanthraniloyl)-guanosin 5’-(b,g-imido)-triphosphat
2’,3’-bis(0O)-( N-methylanthraniloyl)-guanosin 5’-triphosphat
Minute(n)

Milliliter

Max-Planck-Institut

N-Terminus

nickel-nitrilotriacetic acid (Nitrilotriessigsaure)

Nanoliter

optische Dichte bei 600 nm

polymerase chain reaction

Protein Datenbank

anorganisches Phosphat

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Sekunde

Natrumdodecylsulfat
Natrumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
terrific broth

Tetramethylammonium
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Verhaltnis Volumen/Volumen

Verhaltnis Masse/Volumen

Wildtyp, wildtypisch

138



Anhang

Aminosaure 3-Buchstabencode  1-Buchstabencode
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