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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Guaninnukleotid-bindende Proteine (G Proteine)

Die am hiufigsten verwendeten organischen Cofaktoren einer Zelle sind Nukleotide. Besonders die
Adenosin- und Guanosin-basierenden Mono- und Dinukleotide finden Verwendung in einer
Grof3zahl von zelluldren Prozessen, wodurch Nukleotid-bindende Proteine (NBPs) die umfassendste
Proteinklasse der zelluldren Organismen bilden". Strukturell werden die NBPs den o/B-Proteinen
zugeordnet, die neben anderen Untergruppen in die Nukleotid-bindenden P-loop Proteine und die
Rossmann-Faltungs-Proteine eingeteilt werden (Scop Datenbank).

Die P-loop Proteine bilden die héufigste Faltungsklasse der zelluldiren Organismen, die wichtige
Proteine wie Nukleinsdure-abhidngige ATPasen (Helikasen, u. a.), AAA+ ATPasen, ABC ATPasen,
Nukleotid-Kinasen und Guaninnukleotid-bindende Proteine (G Proteine) umfassen®?.

Wihrend ATPasen eher am Energiestoffwechsel beteiligt sind und die Hydrolyse des Nukleotids zur
Energiegewinnung nutzen, lbernechmen G Proteine regulatorische Funktionen, mit wenigen
Ausnahmen (Dynamin, EF-G oder Tubulin)®. Hierbei wechseln sie von der GTP-gebundenen Form
in die GDP-gebundene, wobei die Hydrolysefunktion fiir die Direktionalitdt dieses Zyklus, einem

molekularen Schalter gleich, eingesetzt wird®.

1.1.1 Klassifikation der G Proteine

Eine Einteilung der G Proteine kann sowohl strukturell als auch funktionell erfolgen.

Strukturelle Elemente Guaninnukleotid-bindender Proteine

P-loop NTPasen, als o/p-Proteine, besitzen ein zentrales B-Faltblatt, welches auf beiden Seiten von
a-Helices flankiert wird und werden strukturell in zwei Klassen eingeteilt®?. Die TRAFAC
(translation factors) Klasse beinhaltet bekannte G Proteine wie die Ras-Superfamilie, heterotrimere
G Proteine, die Translationsfaktoren oder die Myosin-Kinesin Superfamilie, welche ein
sechsstrangiges B-Faltblatt mit einem antiparallel verlaufenden Strang besitzen (Abb. 1A,C). Die
zweite Klasse der G Proteine, SIMIBI (signal recognition particle, MinD, BioD), setzt sich aus den
SRP-G Proteinen, den MinD-dhnlichen ATPasen, der G3E-Familie und einer metabolischen
Enzymkinase-Gruppe zusammen, welche ein ausschlieBlich paralleles siebenstringiges Faltblatt als
zentrales Element zeigen® (Abb. 1B,D).

N-terminal liegt auf einer flexiblen Schleife zwischen 1 und al der sog. P-loop auch G1/Walker
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A-Motiv (GxxxxGK(S/T)) genannt®?”, das die Phosphate des Nukleotids korrekt positioniert und
das assoziierte Magnesium-lon stabilisiert. Distal von diesem Motiv liegt das Walker B oder G3-
Motiv (DxxG(Q/H/T)) am Ende des P4-Strangs”). Dessen Aspartat stabilisiert ebenfalls das
Magnesium iiber ein koordinierendes Wassermolekiil. In Richtung des C-Terminus befindet sich das
NKxD-Motiv (G4), welches fiir die Erkennung der Guanin-Base — bei einigen Ausnahmen® —
verantwortlich ist.

Weiterhin koordiniert ein konserviertes Threonin (T35 bei Ras) das Magnesiumion des aktiven
Zentrums (G2)7. Bei den SIMIBI-G Proteinen wird diese Rolle von einem konservierten Aspartat
iibernommen® (Abb. 1D). Als weiteres typisches Motiv besitzen die Proteine der SIMIBI-Klasse

ein konserviertes Aspartat in der Ndhe des Walker B-Motivs, dessen Funktion unbekannt ist.

switch | (3 &

) switch I

LSwitch [

DRV ¢
: i switch |l

P-loap &
itch | TKxD DxxG

Abbildung 1: Vergleich von TRAFAC- und SIMIBI-G Proteinen

A: Struktur des TRAFAC-Proteins Ras in der GppCp gebundenen Form (pdb: 121p). Die Nukleotid-abhéngigen Ele-
mente sind dargestellt. B: Struktur des SIMIBI-Proteins SRP in der GppCp-gebundenen Form (pdb: 11j9). SR ist nicht
gezeigt. Im Gegensatz zu den TRAFAC-Proteinen existiert kein switch I (griin). P-loop (rot) und switch II (cyan) sind
mit TRAFAC-G Proteinen vergleichbar. Die N-Domine von SRP ist in grau gezeigt. C: Sekundérstrukturelemente der
TRAFAC-G Proteinen. Dunkelgriin, Helices, Rot, B-Faltblatt. D: minimale Sekundirstruktur der SIMIBI G Proteine.
Farbcodierung geméf C.

Funktionelle Einteilung der G Proteine
Durch die zunehmende Charakterisierung von G Proteinen erwies sich eine funktionelle Einteilung

gemilB der Durchfiihrung ihrer biologischen Funktion als sinnvoll'”. Demnach existieren zwei
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Proteinklassen, die monomeren Ras-dhnlichen G Proteine und die GADs (G Proteins activated by

dimerization), die in ihrer biologisch aktiven Form als Dimer auftreten (Abb. 2).

Y ke - N

e

l Biol. effekt
Biol. Effekt

Abbildung 2: Vergleich von Ras-idhnlichen G Proteinen, und GADs

A: Ras-dhnliche G Proteine folgen einem Zyklus durch GEF-beschleunigten Nukleotidaustausch und irreversibler
Hydrolyse von GTP, katalysiert durch GAPs. Die GTP-gebundene ,,aktive” Form bindet an Effektormolekiile und ver-
mittelt den biologischen Effekt. B: G Proteins activated by dimerization (GADs) folgen einem anderen Zyklus als die
Ras-Proteine. Der intrinsische Nukleotidaustausch ist hoch, die aktive Form entsteht durch GTP-abhidngige Dimeri-
sierung. Dies vermittelt einerseits den biologischen Effekt, andererseits wird die Hydrolyse initiiert und die GADs
wieder inaktiviert. Diese konzertierte Funktion erfolgt moglicherweise durch GTPase Co-Regulators (GCRs). (aus
Gasper et al."?)

Folgende Proteine werden zu den monomeren Ras-dhnlichen Proteine gezihlt:
* Ras-Superfamilie
* heterotrimere G Proteine

e Translationsfaktoren

Zu den GAD-Proteinen werden folgende G Proteine zugeordnet:
* SRP/SR
* Roco-Proteine
* Toc-Proteine
* Dynamin und GBP1
* Septine
* EngA/MnmE - Familie
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* G3E/HypB - Familie
*  MinD-, BioD-, NifH-ATPase-Famlilien

Funktionell zeigt sich, dass die GAD-Proteine ausschlieBlich in der dimeren Form eine biologisch
sinnvolle Beschleunigung der Hydrolyse zeigen''"", die an die biologische Funktion gekoppelt ist.
Die Interaktion mit sog. GTPase Co-Regulatorischen Proteinen (GCRs) fiithrt zur Ausiibung der
Funktion und Induzierung der Hydrolyse. Der Nukleotidaustausch erfolgt intrinsisch, da er
aufgrund einer geringen Nukleotidaffinitdt im pM-Bereich ausreichend schnell erfolgt!*'*' (Abb.
2B).

Proteine der Ras-Familie hingegen bendtigen aufgrund der nano- bis picomolaren Nukleotidaffinitét
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) fiir den Nukleotidaustausch"”. Die intrinsische
GTPase dieser G Proteine ist ebenfalls unvollstindig und unzureichend, wodurch die Interaktion
mit GTPase aktivierenden Proteinen (GAPs) das aktive Zentrum vervollstindigt und eine schnelle

Hydrolyse gewéhrleistet'”'® (Abb. 2A).

1.1.2 Ras-Superfamilie

Als erstes Protein der Ras-Superfamilie wurde v-Ras identifiziert; ein retroviraler Ausloser fiir
Sarkome in Ratten (Ras, Rat sarcoma)"?”. Spiter wurde ein zelluldres Pendant entdeckt®”, c-Ras,
welches als Protoonkoprotein bezeichnet wurde, da es nur in mutierter Form onkogen wirkt.
Onkogene Mutationen der Isoformen H-(Harvey), K-(Kirsten) und seltener N-Ras tragen so zu etwa
30% aller soliden Tumore bei”**, mit besonders hoher Inzidenz in den schlecht therapierbaren

Pankreas-Adenokarzinomen (90%)@%,

Ras-Proteine als molekularer Schalter

Die Struktur der Ras-Proteine ist optimal geeignet, um Ras als sogenannten molekularen Schalter
einzusetzen. Die G-Domine bleibt als Kernbereich in seiner Struktur konstant und vermittelt die
Nukleotidaffinitdt {iber Magnesium, den P-loop und das NKxD-Motiv. Die sogenannten switch [
(G2) und switch II (G4)-Regionen dndern Nukleotid- und Mg**-abhingig ihre Position®®, was als
sog. ,,loaded spring* bezeichnet wird® (Abb. 3B). Die switch-Bereiche sind dabei unter Energie-
aufwand an das Nukleotid gebunden und werden durch die Hydrolyse ,,entspannt, was sich in einer
hohen Flexibilitit insbes. von switch I aber auch von switch 11 in vielen Proteinstrukturen darstellt.

Damit eignen sich die switch-Regionen in besonderem Male als ,,Phosphat-Sensor” indem
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Effektoren an diese Bereiche binden und zwischen der GTP- und der GDP-gebundenen Form

diskriminieren konnen (siehe 1.3 ).

7 switch Il (GDP)
switch Il (GCP)

Abbildung 3: Nukleotid-abhéingige Konformationsinderungen von Ras-dhnlichen G Proteinen

A: Uberlagerung von Ras*GDP (pdb: 2cld) und Ras*GCP (pdb: 121p). Strukturelle Anderungen erfolgen hauptsichlich
in die switch-Regionen. Die GDP-Konformation ist in magenta-Farben gezeigt; die GppCp-Konformation in blauen
Farben. Der invariable P-loop ist in rot dargestellt. B: , loaded-spring*-Modell der switch-Regionen. Durch die Prisenz
des y-Phosphats werden switch I und switch II in einer energiereichen Konformation fixiert. Durch Hydrolyse (Schere)
wird diese Energie freigesetzt und switch I und switch II relaxieren in die variablere GDP-Konformationen. (aus Vetter
& Wittinghofer®)

Die Ras-Superfamilie
In den Jahren nach der Entdeckung von Ras wurden zunehmend G Proteine dieser Protein-

Superfamilie zugeordnet, die inzwischen mehr als 150 Mitglieder umfasst®’2®

. Eine Einteilung
gemif ihrer Sequenz erfolgt in etwa sieben Subfamilien, deren Ubergiinge je nach Publikation
variieren (Abb. 4). Colicelli beispielsweise schligt fiinf Gruppen vor, wobei er die heterotrimeren
G,-Proteine als Arf-dhnlich der Ras-Superfamilie zuordnet und Ran als Rab-dhnliches Protein
klassifiziert®.

Die Ras-Subfamilie ist die funktionell heterogenste Gruppe mit 35 Mitgliedern, die in 1.1.3

detailliert besprochen wird.

Rab-Proteine
Die Rab-Familie (Ras-like in brain) bildet die groffte Subfamilie, mit 70 humanen und 11 S.

cerevisiae Proteinen, die den vesikuldren Transport regulieren®*-?.
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RAS SUPERFAMILY OF SMALL GTPASES
| | | | | | |

Ras Rab Rho Arf Rad Ran Rag
H-Ras Rab1A RhoA Arf 1 Rad Ran/TC4 RagA
K-Ras Rab1B RhoB Arf 2 Gem RagB
N-Ras Rab2 RhoC Arf 3 Rem RagC
TC21 Rab3A RhoD Arf 4 RagD
R-Ras Rab3B RhoE Arf5 Gtr1
M-Ras Rab4 RhoG Arf 6 Gtr2
Rap1A Rab5A Rho6 Arl 1

RapiB Rab5B Rho7 Arl 2

Rap2A Rab6 Rac1 Arl 3

Rap2B Rab7 Rac2 Arl 4

Rap2C Rab8 Rac3 Arl 5

RalA Rab10 CbhC42 Arl 6

RalB : TC10

Rheb . TTF

Rit z Rop .

Rin Rab41 Arl19

Abbildung 4: Einteilung der Ras-Superfamilie
Basierend auf Funktion und Sequenz wird die Ras-Familie in sieben Subfamilien eingeteilt: Die Ras-, Rab-, Rho-, Arf-,
Rad- und Rag-Familie. Ran wird als eigensténdiges Protein klassifiziert. (Quelle: A. Wittinghofer)

Rab-spezifische Sequenzmotive, sog. RabF (Rab family), unterscheiden die Rab G Proteine von
anderen Ras-Familien. Die RabSF-Motive (Rab subfamily) unterscheiden verschiedene Rab Unter-
familien®'??, Anhand dieser Motive kann eine Einteilung der Rab-Proteine in acht Gruppen
vorgenommen werden®® (Abb. 5C), die interessanterweise den funktionellen Eigenschaften und der
subzelluldren Lokalisation recht gut entsprechen®>?.

So ist Rab5 einschlieBlich der nahe verwandten Proteine Rab21 und Rab22 an Endosomen
lokalisiert wo sie die Endozytose wihrend der Endosombildung regulieren®=® (Abb. 5B). Ebenfalls
Endosom-lokalisierte Proteine, Rab17°” und Rab20, zeigen eine starke Homologie zu Rab3,
werden jedoch nicht dessen Gruppe zugeordnet®?.

Die unterschiedliche Lokalisation der Rab-Proteine wird durch die 30 Aminosduren umfassende C-
terminale hypervariable Region vermittelt®®, in der auch die Geranylgeranylierung der Rab-
Proteine vorgenommen wird (s.u.) iiber die der G Proteinzyklus dieser Familie reguliert wird (Abb.
5A). Der Lipidrest wird von Repl (Rap escort protein 1)*** oder RabGDI****> im GDP-Zustand
von Rab erkannt und maskiert, wodurch das G Protein im Komplex zur Zielmembran transportiert

werden kann“®, Insbesondere der Nukleotidaustausch durch spezifische GEFs zu GTP-gebundenem
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Rab verringert die Affinitit zum GDI und erméglicht die Aktivierung“’=® und Effektorbindung®".
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Abbildung 5: Die Rab-Familie

A: Funktioneller GTPase-Zyklus der Rab-Proteine. An der Donormembran wird Rab prenyliert und vorher/nachher von
Repl und RabGDI gebunden, und durch das Zytosol an die Akzeptormembran transloziert. Die Dissoziation von
RabGDI ist sehr wahrscheinlich mit der Aktivierung von Rab durch GEFs verbunden. AnschlieBende Rekrutierung von
Effektormolekiilen (E1, E2, E3) vermittelt die biologische Funktion. GTP-Hydrolyse inaktiviert Rab, welches durch
Bindung von RabGDI aus der Membran extrahiert und anschlieend recycled wird. (aus (38)) B: Subzelluldre Lokali-
sation von Rab-Proteinen. (aus (29)) C: Klassifikation von Rab-Proteinen in acht Gruppen. Nicht eingeteilte Proteine

konnen keiner Gruppe eindeutig zugeordnet werden. Zur Ubersichtlichkeit sind einzelne Unterfamilien farbig darge-
stellt. (aus (32))

Umgekehrt ermdglicht die Inaktivierung durch GAPs®**¥ die Bindung von RabGDI und fiihrt zur
Membranextraktion; eine Funktion die nicht von Repl iibernommen werden kann, da es
prenyliertes und unprenyliertes Rab mit gleicher Affinitit bindet®**”. Rab-GDFs (GDI
displacement factor) recyceln Rab und sind vermutlich an der spezifischen Organellenlokalisation

von inaktiven Rab-Proteinen beteiligt®®*".
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Rho-Proteine

Die Rho-Familie (Ras homologous) wird in die klassischen und die atypischen Rho-Proteine (Rnd,
RhoBTB u.a.) unterteilt (Abb 6A). Als Vertreter der atypischen Rho-Familie zeichnen sich die Rnd
Proteine durch das Fehlen des fiir die Hydrolyse notwendigen Glutamins (Walker B) aus. Deshalb
wird angenommen, dass sich die Proteine in der Zelle ausschlielich in der GTP-Form befinden
(Eine Eigenschaft, die fiir Rap und Rheb bis zur Identifikation der GAPs auch angenommen wurde)

und sie auf der Ebene der Proteinexpression reguliert werden®*",
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Abbildung 6: Rho-Proteine

A: Phylogenetische Analyse der Rho G Proteine. Klassische Rho-Proteine sind blau unterlegt, atypische Rho-Proteine
igriin (aus Heasman et al.”). B: Antagonistischer Effekt von Rho und Rac G Proteinen. Hierdurch werden Zellmotilitit
und Zellverankerung reguliert. (aus Rottner et al.®®). C: Vereinfachte Darstellung des Einflusses der klassischen Rho-
Proteine auf die Zellmotilitat. FA: Focal adhesions; FX, Focal complexes, Lam, Lamellipodium; Fil, Filopodium; SF,
Stressfaser-Biindel; CB, Concaves Biindel (Stressfasern an nicht bewegten Réindern); Arc, Bogenformige Biindel
(Héufig am dorsalen Ende); LM, Freie Actinfilamente (loose meshwork); Rf, Membraneinstiilpungen (membrane ruffle)
(http://www.mit.edu/~kardar/research/seminars/motility/Videotour/video_tour.html)

Zu den klassischen Rho-Proteinen gehoren die Rho-Proteine selbst, CDC42 und Rac, die an der
Regulation des Zytoskeletts beteiligt sind®® und die typische Schalterfunktion ausiiben®®. Das
spezifische strukturelle Merkmal der Rho-Proteine ist eine Insertion hinter B-Faltblatt 5, die
sogenannte Rho-insert-Helix®?, deren Funktion nicht eindeutig geklart ist. Es mehren sich jedoch

Hinweise, dass hieriiber zusitzliche Effektor®- und Regulatorbindungen® vermittelt werden.
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Durch ihren Einfluss auf das Zytoskelett sind die Funktionen der Rho-Proteine sehr weitgefachert
und waren Gegenstand intensiver Forschung in den letzten Jahren®”. Das zentrale Experiment zur
Aufkliarung der Funktion war die Mikroinjektion konstitutiv aktiver Formen der Rho-Proteine, die
zeigten, dass RhoA Stressfasern aus F-Actin induziert, wiahrend Racl Lamellipodien und CDC42
Filopodien induziert®. Aufgrund dieser unterschiedlichen Effekte wurde angenommen, dass
CDC42 und Racl antagonistisch zu RhoA wirken® (Abb 6B). Besonders komplex und aufschluss-
reich ist die Untersuchung des Einflusses der Rho-Proteine auf die Zellmotilitit””. Wihrend RhoA
im zentralen Zellbereich lokalisiert ist und dort die Polymerisation von Actinbiindeln mit
assoziierten Focal Adhesion sites induziert®®’", befinden sich Rac und CDC42 im Bereich des
Lamellipodiums, in dem sich die kleineren Focal complexes ausbilden”” (Abb 6C). Racl vermittelt
hier die Polymerisation von Actin in verzweigte Strukturen, wihrend Filopodien wiederum durch
CDC42-induzierte, geradlinige Actin-Fasern aufweisen, die sich von den RhoA-induzierten Fasern
unterscheiden’. Es stellte sich heraus, dass der unterschiedliche Effekt der Rho-Proteine auf die
Actinpolymerisation durch unterschiedliche Effektoren vermittelt werden, die entweder die
Verzweigung (Arp2/3) oder die lineare Formation (Formine) von Actin induzieren®”’®, Die hohe
Dynamik eines Prozesses wie der Zellmigration erfordert eine intensive Kreuzregulation der
verschiedenen Rho-Signalwege, die die Aufklirung der Funktionen einzelner Proteine erschwert
und dementsprechend noch nicht vollstindig verstanden st

Pflanzliche Zellen besitzen ebenfalls spezifische Rho-Proteine (Rops)*, deren Funktion nicht nur
auf die Regulation des pflanzlichen Zytoskeletts beschrinkt ist. Pflanzen besitzen keine Ras-

Proteine, so dass angenommen wird, dass diese Rolle von Rop iibernommen wurde+7677,

Arf/Arl

Die Arf-Familie (ADP-ribosylation factor) lisst sich funktionell in die Arf- und die Arl-Proteine
einteilen. Die Arf-Proteine werden in Klasse I (Arfl-3), Klasse II (Arf4,5) und Klasse III (Arf6)
eingeteilt”, die an der Regulation der Vesikelbildung beteiligt sind™.

Die biologische Funktion von Arl-Proteinen (Arf-like) unterscheidet sich von der der Arfs. Arll, das
den Arf-Proteinen dhnlichste Protein, ist an Membrantransportprozessen beteiligt®”. Arl2/Arl3, Arl4
und Arl6 werden eine wichtige Funktionen in cilidren Strukturen zugesprochen®*¥. So reguliert
Arl2 die Mikrotubuli-Assoziation®®.

Arf und Arl Proteinen ist gemein®*9, dass sie {iber eine N-terminal von der G-Doméine liegende

zusitzliche amphipatische Helix verfiigen, die durch eine Bewegung der Interswitch-Region ihre



Einleitung

Position verindern kann®*). Bei den Arf-Proteinen wird diese am N-Terminus nach Abspaltung

des Methionins myristoyliert®”*" und reguliert durch ihre Bewegung die Membraninsertion.

Ran

Das Ran-Protein (Ras-related nuclear protein) wird als eigenstiandiges Protein klassifiziert, da es
eine einzigartige Funktion ausiibt. Als einziges Protein besitzt es eine C-terminale Helix, die nicht
posttranslational modifiziert wird. Ran befindet sich im Nukleus und reguliert den Transport von
Proteinen durch die Kernporen®?. Dabei befindet sich RCC1, das einzig bekannte GEF von Ran im
Nukleus, wihrend sich RanGAP ausschlie8lich im Zytoplasma befindet. Dadurch entstehen unter-
schiedlich lokalisierte Pools von GDP- und GTP-gebundenem Ran®?, welches gemeinsam mit

Cargo-Proteinen die Kernporen entlang des Konzentrationsgefilles passiert®?.

Posttranslationale Modifikation von Ras-Proteinen

Ein Grofteil der Signaltransduktionsprozesse findet an der Membran statt, um einerseits lokal
hohere Konzentrationen zu erzeugen und andererseits eine zusdtzliche Regulationsmdglichkeit
einzufiihren®>*9,

Die posttranslationale Modifikation von Proteinen der Ras-Subfamilie findet am C-terminalen
Cystein in der sogenannten CaaX-Box statt, deren Sequenz von Farnesyltransferasen (FFTasen) und
Geranylgeranyltransferasen (GGTasen) erkannt wird®”. Die letzte Aminosédure entscheidet iiber
Farnesylierung (X=S, oder andere) und Geranylgeranylierung (X=L,(M))®®. Weitergehende
Prozessierung von CaaX-Box Proteinen beinhaltet die Abspaltung des aaX-Restes mit
anschlieBender Methylierung des Cysteins.

H-Ras, K-Ras und N-Ras werden farnesyliert; N- und K-Ras konnen auch (in Gegenwart von
FTase-Inhibitoren) geranylgeranyliert werden®*”. Die Rap-Isoformen werden geranylgeranyliert
(RaplA, Rap1B, Rap2b)'* oder farnesyliert (Rap2A, Rap2C). Zusitzlich werden Proteine, die wie
bsp. H-Ras weitere Cysteine in dieser Region aufweisen, palmitoyliert'®”. Im Gegensatz zur
Prenylierung ist die Palmitoylierung reversibel’®*'; ein hochdynamischer Prozess, der die
zelluldre Lokalisation der Proteine reguliert!**'°>. Durch Palmitoylierung von N- und H-Ras am
Golgi werden diese Proteine zur Plasmamembran transferiert und verweilen dort bis zur Depalmi-
toylierung und Membranextraktion'*,

K-Ras wird nicht palmitoyliert, sondern besitzt eine polybasische Sequenz am C-Terminus, die sich

an die negativ-geladenen Phospholipide anlagert, weshalb K-Ras nicht der Palmitoyl-Regulation

10
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unterliegt'’V. Die Modifikation der weiteren Proteine der Ras-Subfamilie ist weniger ausfiihrlich
untersucht (sieche Anhang S. 217).

Proteine der Rho-Subfamilie besitzen wie die Ras-Proteine eine CaaX-Box und werden geranyl-
geranyliert'?”. Die Rab-Familie weist, bis auf wenige Ausnahmen, ein CC- oder ein CxC-Motiv
auf, an dem sie zweifach geranylgeranyliert werden (GGTase I1)!'%*"9 Die Prenylierung von Rab-
Proteinen wird durch Bindung an Repl katalysiert, welches GGTasen rekrutiert*” und nach der
Modifikation von Rab den Prenylrest in einer hydrophoben Tasche binden™”. Die Arf-Proteine
werden, nach Abspaltung des Methionins, N-terminal am ersten Glycin der amphipatischen Helix

myristoyliert®?,

1.1.3 Ras-Subfamilie

RasL10A
RasL10B

RasD1 RasD2 Di-Ras3

RhebL1

NKI-Ras2
NKI-Ras1

ERas

RasL11A RasL12

Abbildung 7: Phylogenetischer Baum der Ras-Subfamilie
Phylogenetische Analyse der Ras-Subfamilie, basierend auf dem Vergleich der Proteinsequenzen (ClustalW). Die Abbil-
dung wurde mit Hilfe des Bosque-Programms"'® erstellt.

Die Ras-Subfamilie ist sehr heterogen (Abb. 7), da einzelne Mitglieder von nur 30% Homologie bis
zu 70% Homologie zu H-/N-/K-Ras aufweisen und dementsprechend auch funktional unter-
schiedlich sind. Die klassischen Ras-Proteine, H-/N-/K-Ras, sind u.a. an Proliferations- und
(7:111:112).

Differenzationsprozessen beteiligt, die durch Transmembranrezeptoren aktiviert werde

Somatische Mutationen der klassischen Ras-Proteine, die die Hydrolysefunktion vermindern (Q61x,

11
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G12x, G13x) fithren zu onkogenen Verianderungen der Zelle aufgrund der konstitutiven Aktivitét
von Ras!"*!'" Weitere Mutationen, die familidr vererbbar sind, besitzen multiple Effekte, von
denen einige keinen Einfluss auf die Hydrolyse zegien. Sie fiihren zu Krankheitsbildern wie dem
Costello- oder dem Noonan-Syndrom'%!'7,

Die nichsten Verwandten sind die R-Ras-Proteine, R-Ras, M-Ras und TC21, deren Funktion nur
sehr schwer von der Funktion der klassischen Ras-Proteine zu unterscheiden ist (Tabelle 1). Dies
liegt vor allem an der hohen Homologie der Effektorregion, die die Zuordnung zu einzelnen
Effektoren erschwert.

Ein Versuch, eine Ubersicht iiber die jeweilige Funktion der Ras-Proteine darzustellen ist in Tabelle
1 gegeben. Diese wird hauptsédchlich iiber die Interaktion mit Effektoren und die subzelluldre
Funktion bestimmt. Eine weitere Schwierigkeit hierbei ist durch die exzessive Quervernetzung der
Signaltransduktionsprozesse gegeben (im engl. Crosstalk), die die Zuordnung eines Phénotyps zu
einem bestimmten Ras-Protein erschwert!!'*'2%,

Beispielsweise besteht eine klare Interaktion zwischen Proliferation und Zelladhésion, die dazu
fithrte, dass die Rap-Proteine zunéchst als Proteine identifiziert wurden, die den Ras-Phénotyp

12D In den letzten Jahren wird zunehmend

invertieren, sozusagen als Antagonisten wirken
deutlicher, dass die Rap-Proteine eigenstindige Funktionen ausiiben, die insbesondere die Zellad-
hdsion regulieren'**'*, Zusétzlich werden Unterschiede zwischen Rap1 und Rap2 deutlich, die ein
Verstindnis der biologischen Funktion der Proteine zunehmend erschweren'*’(Yaman et al,

eingereicht).

Tabelle 1: Biologische Funktion der Ras-Proteine

G Protein Funktion Ref.
H-/N-/K-Ras Rat sarkoma (125)
(126)
Zellproliferation (117)
Zelldifferentiation (127)
Zelladhédsion (111)*
Genregulation
R-Ras Ras-related Protein (128)
(129)
Zelladhision (Integrin-Aktivierung), (130)
Neurit-Bildung (Plexin als GAP fiir R-Ras) (131)

Abgrenzung von klassischen Ras-Proteinen schwierig

M-Ras Muscle Ras oncogene homolog (132)
(R-Ras3) (133)
Neuronale Differenzierung (134)

12
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Aktivierung durch NGF und EGF in neuronalen Zellen (135)
Phénotyp von M-Ras"”-Méausen unaufféllig. (136)
Regulation des Actin-Zytoskeletts

Abgrenzung von Ras schwierig, da MAPK/ERK-Signalweg ebenfalls aktiviert
wird (evtl. iber Regulation von PP1c).

TC21 Teratocarcinoma oncogene 21 (137)
(R-Ras2) (138)
Hohes Tumor-induzierendes Potential. (139)

Induktion von mTor ohne Aktivierung von PKB
Morphogenese (Embryonalentwicklung)

Abgrenzung von Ras und R-Ras schwierig.

Rapl Ras-proximate 1 (140)
(141)
Adhésionsprozesse (Integrin-Aktivierung): (142)
Morphogenese (143)
Phagozytose (144)
Zelladhidsion (145)
Zellmigration (146)*
Cell-spreading
Neuronale Polaritét
Rap2 Ras-proximate 2 (147)
(124)
Adhésionsprozesse (Integrin-Aktivierung) (148)
Neuronale Polaritdt und Funktionalitét (L7P) (149)
Die Abgrenzung von Rapl ist schwierig; Rap2 interagiert mit spezifischen
Effektormolekiilen
RalA Ras-like A (150)
(151)
Exozytose (Interaktion mit dem Exocyst-Komplex) (152)
Endozytose (153)
Vesikeltransport (inkl. Neurotransmitter-Freisetzung) Morphogenese (154)
Transkription
RalB Ras-like B (152)
(155)
Abgrenzung von RalA schwierig. Eventuell sogar Antagonist von RalA (156)
Rheb Ras homolog enriched in brain (157)
(158)
Regulation von: (159)
Zellproliferation (160)
ZellgroBe (161)
Energiestatus der Zelle (nutrient sensing) (162)
Ribosombiogenese (163)
Metabolismus (164)*

Neuronale Polaritét
Inhibition der Raf-Kinasen
Aktivierung des mTOR-Komplexes

13
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RhebL Ras homolog enriched in brain like 1 (165)
(Rheb2) (166)
Vgl. mit Rheb, Aktivierung von mTor (167)
Di-Rasl Distinct subgroup of the Ras family 1 (168)
(Rig) (169)
Tumorsuppressor (170)
Antagonistischer Effekt zu H-Ras
Uberexpression in HEK293T fiihrt zu vakuoliren Strukturen
Hoher intr. Nt-Austausch
Di-Ras2 Siehe Di-Rasl.
Di-Ras3 Aplysia Ras homolog 1 (169)
(ARHI, (171)
Noey2) Potentieller Tumorsuppressor
Funktion unbekannt
Ritl Ras-like expressed in many tissues 1 (172)
(173)
Ubiquitére Expression (174)
Neuronale Differenzierung (175)
Transformationpotenzial
Diskriminiert zw. Rafl und B-Raf
Terndrer Komplex: Ritl/Par6/CDC42
Hoher intr. NT-Austausch
Rit2 Ras-like expressed in neuronal tissues
(Rin)
Spezifisch fiir neuronales Gewebe
siehe Ritl
RasD1 Dexamethasone-induced Ras-related protein 1 (176)
(AGS1) (177)
Aktivierung von G,i/Ggy-Proteinen (178)
Regulation der Peptidhormon-Sekretion (Regulation der Adenylatzyklase)
NMDA-signalling
ERK-Aktivierung
RasD2 Dexamethasone-induced Ras-related protein 2 (179)
(Rhes) (180)
Activierung von G,/Gy-Proteinen (178)
Regulation des Dopamin-Signalwegs
RasL10A, B Ras-like protein 10 (181)
(RRP22) Ras-related protein of chromosome 22 (182)
(183)
Potentielle Tumorsuppressoren
Expression ausschlieBlich im ZNS
Funktion unbekannt
RasL11A Ras-like protein 114 (184)
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Funktion unbekannt

RasLL11B Ras-like protein 11B (185)

Potentielles Onkoprotein
Funktion unbekannt
NKI-Ras1 NFkB-inhibitor-interacting Ras-like Protein 1 (186)
(187)
Nukleotid-unabhingige Interaktion mit IkB und Inhibition des Abbaus von IxkBf  (188)

NKI-Ras2 Siehe NKI-Rasl1

ERas Embryonic stem cell-expressed Ras (189)
(Hras2, (190)
HRASP) Expression in Embyonalzellen vor Beginn der Differenzierung

Starker Transformations-Phénotyp
ERas interagiert mit PI3K und nicht mit Raf

RERG Ras-related and estrogen-regulated growth inhibitor (191)

Potentieller Tumorsuppressor
Expression in Tumorgewebe ist geschlechtsspezifisch

Die Literaturangaben bleiben unvollstindig. )
* Aufgrund der Grofe der Primdrliteratur wurden vermehrt Ubersichtsartikel angegeben.

1.2 Regulatoren von G Proteinen

1.2.1 Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren
G Proteine besitzen eine geringe intrinsische Austauschaktivitit — von wenigen Ausnahmen wie Di-
Ras1/2 (oder auch EF-Tu) abgesehen — die durch GEF-Proteine um das 10 bis 10%/10°-fache!**'*¥

erhoht wird.

GEF-Klassen

Die hohe Zahl unterschiedlicher G Proteine der Ras-Familie erfordert spezifische GEF-Proteine, die
maximal den Nukleotidaustausch einiger weniger Mitglieder einer Unterfamilie katalysieren
konnen (Abb. 8).

Die GEFs der Ras-Familie weisen eine CDC25 Doméne auf, die stets in Tandem mit der REM (Ras
exchanger motif) auftreten'”. Die Rab-Familie besitzt verschiedene GEF-Klassen, die nur bedingt
in Untergruppen eingeteilt werden konnen. Ein weit verbreitetes Motiv ist die VPS9-Domine;
andere GEFs sind MSS4/DSS4, Sec2"” und groBe makromolekulare Komplexe wie TRAPP"® und
HOPS"”, die GEF-Aktivitit auf S. cerevisiae Rab-Proteine besitzen. Rho-Proteine assoziieren mit

GEFs der DH-PH-Klasse"® und der CDM/DOCK-Klasse"””. GEFs der Arf-Familie weisen eine
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Sec7-Domine auf®®. Fiir die Arl-Proteine ist noch kein GEF identifiziert worden, die Notwendig-
keit hierfiir besteht jedoch, da verschiedene Arl-Proteine eine sehr hohe Affinitidt zu Nukleotiden

besitzen®)(S. Veltel, Promotion). Ran besitzt RCC1 als einziges, bekanntes GEF“°",

-Ras-family -Rho-family
ARHGEF10 RhOGEF -
RAPGEF1, 5 — RN 8 RasGER — o
DNMBP —5H3 §SH 0 SH3 ¥ SHE W RhoGEF n BARN SH3 B SH3 »
ALF e L] e P S EF P : .
MET1 == RhoGEF {PH=
RAPGEF3 = DEP N CHESREN m—RasGEF m
ARHGEF& = CHE SHE m RhoGEF 1PHm
RAPGEF4 = CNEsDEP = CNB{REM 1RAN RasGEF =
VAW = CHY ROGEF {PHIC T SHISHZm SHI =
RAPGEFZ2. 6 = CNENREM S P17 sz N RasGEF »
S ARHGEFS == RhoGEF [PH= SH3 =
RASGRP = REM ¥ R sGEF mEFEFmC1- .
B ITSH wEFREHN SH3 SH3 ¢ SH3 0 5HI ¥ SH3 W RhoGEF (PHC2m
505 - iPHm REM ¥ RasGEF m
. = = OBSCN — i |G == SHI e RhoGEF iPH= GYIG =
RASGRF2  aPHii] N REM = REM 8 RasGEF e -
1 KALAM = RhoGEF {PHm SHI | 1G 1 |G = kinase
PLCE1 = REsGEF N PLOKYNCZmRA = ; : y
TRIO “Seclam s Spec 1PH= SH3 = RhaGEF 1P 131G o kinase
MCF2L w=cecidm Spec ®RhoGEF {PHw
-Rab-family MOCF2 = Spec ® RhOGEF {PH
RabGEF FGDH = RhOGEF {PHm FYVE= PHm
FABIE S o FARP1 = FERM= RhoGEF {PH= PH=
RAB3IP — Sl — TIAMA = PHu RED  PDZ W RhoGEF (FH=
mRaBGEFT T . i = PREX1 = RhoGEF iPHIDEPY DEFR POZ % PDZ % InsPxd-FiPasel 27w
ANKRD27 S ¢ AN ARHGEF12 = P2 W RhoGEF {PHe
RIN1 o SHI— S50 WRAR ARHGEF11 = FOZ % RGS 8 RhoGEF [PH=
GAPYVD1 RGP V5T - ARHGEF1 = RGSERhoGEF {PH=
BCR - RhaGEF PHECE o RSEAR -
508 = RhoGEF (PH=REM {RESGEF =
-Ran-family RasGRF2 = PHi|Cm{ RhoGEF {PHEREM mREM
RGG ECT2 «BRCTHRRCTHRhOGEF (FH
v ) “RanGEF» ARHGEF2 =11 RhoGEF {PHe
—Arf-fanlliy
ARFGEF1 — AFGEF —
PSD — ATGEF o P —

Abbildung 8: Ausgewihlte Beispiele von GEF-Proteinen von Mitgliedern der Ras-Superfamilie
Doménenstruktur einiger GEF-Proteine (aus Bos et al.'”)

Regulation von GEFs

GEF-Proteine der Ras-Superfamilie sind, bis auf wenige Ausnahmen, Multidoméinen-Proteine, die
durch unterschiedliche Signaltransduktionsprozesse aktiviert werden. Die Einteilung kann in drei
Gruppen erfolgen (Abb. 8):

* Aktivierung durch Translokation

* Allosterische Aktivierung

* Kompetitive Regulation
Eines der am besten untersuchten Beispiele ist das Ras-GEF Sos. Der klassische Aktivierungsweg
erfolgt liber die Interaktion mit Adapterproteinen (Grb2), die ihrerseits an autophosphorylierte und
damit aktive Rezeptortyrosinkinasen binden®?. Die hierdurch erfolgte Membranlokalisation des
GEFs fiihrt zur Aktivierung des ebenfalls membranstdndigen Ras. Interessanterweise zeigt Sos in
vitro eine nur geringe katalytische Aktivitit auf Ras*GDP®, Untersuchungen ergaben, dass es eine
weitere Bindungsstelle flir aktiviertes, GTP-gebundenes Ras (distale Bindungsstelle) existiert, die

allosterisch die Aktivitit von Sos reguliert und eine positive Feedback-Schleife induziert®®?.
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Ein weiteres Beispiel ist die allosterische Regulation des Rap-GEFs Epacl/2 durch cAMP®@%%2%)
dessen katalytische Doméne von der regulatorischen Doméine maskiert ist. Nach cAMP-Bindung
erfolgt eine starke Konformationsinderung und die Bindestelle fiir Rap wird freigegeben®’”. Rap-
GEFs der CalDAG-Familie unterliegen der Regulation durch Calcium und DAG®®™, wihrend C3G,
wie Sos, iiber das Adapterprotein Crk an Rezeptortyrosinkinasen bindet®™,

Andere Proteine, wie bsp. das RhoGEF Tiam1 oder RalGDS, besitzen eine RA-Domine (s.u.), die
spezifisch mit Rap/Ras interagieren und so an seinen Wirkungsort an der Membran transloziert
werden@!%213),

Rabex-5, als Beispiel fiir die Regulation eines RabGEFs, unterliegt der Aktivierung durch Rabaptin-
5, einem Rab-Effektor®'?. Beide Proteine bilden einen dimeren Komplex, der eine hohere
katalytische Aktivitdt auf Rab5 und Rab21 ausiibt als Rabex-5 alleine. Rabaptin-5 bindet an eine C-
terminal von der VPS9-Domine gelegene Helix, die ohne Rabaptin-5 inhibitorisch auf die GEF-
Aktivitat wirkt®'?.

Zusammenfassend ergibt sich durch die vielféltigen Regulationsmdglichkeiten der GEFs die hohe

Komplexitit zwischen verschiedenen Signalwegen der Zelle.

Mechanismen der GEF-Katalyse

Der GEF-katalysierte Nukleotidaustausch eines G Proteins erfolgt {iber mehrere Schritte!'”.
Beginnend mit dem dimeren G Protein*Nukleotid Komplex entsteht zunichst ein trimerer Komplex
mit dem Austauschfaktor. Im trimeren Komplex ist die Nukleotidaffinitit deutlich verringert®'> und
bildet dementsprechend ein Intermediat der GEF-Reaktion. Nach Freisetzung des Nukleotids liegt
ein Dimer aus GEF und G Protein vor. Die anschlieBende Bindung eines Nukleotids kehrt die
Reaktionsfolge wieder um. Da in der Zelle GTP im deutlichen Uberschuss vorliegt, erfolgt so ein
Austausch von GDP zu GTP®'9,

Eine Vielzahl von Komplexstrukturen aus GEF und G Protein, Ras-Sos®'”, Ran-RCC1®", Rac-
Tiam1®'®, CDC42-Dbs®"?, Arfl-Sec7®, Rac-SopE“*”, Rab21-Rabex-5“'Y, Rab8-MSS4°?, Sec4-
Sec2*'#2) erlaubten eine mechanistische Untersuchung der Katalyse. Sie zeigten in der Regel den
dimeren GEF-G Protein-Komplex nach der Nukleotidfreisetzung. Mehrere Strukturen, bsp. Ran-
RCCl1, weisen negativ geladene Ionen (PO,*, SO,*) in der Nukleotidbindungstasche auf, welche als
reprisentativ fiir ein Intermediat der Reaktion angesehen wurden.

Die Strukturen zeigen, dass GEF-Proteine hauptsédchlich im Bereich von switch I, switch Il und des

P-loops eine Verringerung der Nukleotidaffinitit bewirken, wéihrend die Bereiche der Ribose und
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der Base, mit Ausnahme von Ran-RCC1®°Y, nicht Ziel der GEF-Reaktion sind"”. Dies gewihr-
leistet eine ausreichend hohe Nukleotidaffinitdt und Assoziationsrate, um die Nukleotidbindung im

dimeren GEF-G Protein-Komplex wieder zu ermdglichen"”.

Rop*GDP Rop*GDP-PRONE

\ 4 GDP ~ % g GOP
\ w N

Abbildung 9: Darstellung des GEF-Mechanismus anhand von Rop und PRONE

Strukturelle Umlagerungen beim Ubergang von Rop5*GDP (pdb: 3bwd) iiber PRONE-Rop5*GDP (pdb: 2nty) bis zu
PRONE-Rop4(Nt-frei) (pdb: 2wbl). Dargestellt sind nur der Bereich von P-loop, switch I und switch II. Die letzte Abb.
zeigt eine Uberlagerung dieser drei Zustinde (gelb — orange — rot) im Komplex mit PRONE.

Die kiirzlich erfolgte Strukturaufkldrung eines Nukleotid-gebundenen®® und Nukleotid-freien
Komplexes®'” von Rop mit dem GEF Prone erlaubt erstmalig eine detaillierte und, aufgrund der
hohen Homologie der GEF-Reaktion, allgemeine Betrachtung der GEF-Katalyse (Abb. 9).

Demnach finden die stirksten Konformationsdnderungen bereits im Nukleotid-gebundenen Zustand
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statt (zumindest im Rop-PRONE-System®?¥), wobei switch I vom Nukleotid entfernt und nach
aullen ,,geklappt* wird. Dies erfolgt durch das Einbringen einer Helix des GEFs, die switch I jedoch
nicht bindet und fiir dessen hohe Flexibilitit im GEF-gebundenen Zustand verantwortlich ist®2°7,
Switch II vermittelt aufgrund der starken Interaktion mit den GEFs die Affinitit zwischen GEF und
G Protein, erfahrt seinerseits jedoch ebenfalls eine deutliche Konformationsianderung. Hierbei wird
das Alanin des Walker B Motivs an die Stelle des fiir die Nukleotidaffinitit essenziellen
Magnesiums repositioniert, welches dadurch verdriangt wird"”. Ein konserviertes Glutamat hinter
dem Walker B Motiv unterliegt in den meisten Strukturen einer Drehung um 180°, die eine
Interaktion mit dem invarianten P-/oop-Lysin ermdglicht. Im GDP-gebundenen Zustand des Rop-
Prone Komplexes, ist diese Interaktion jedoch gering, mit einem Abstand von 3,7 A (Abb. 9).

Nach der Freisetzung des Nukleotids verringert sich der Abstand dieser beiden Reste auf 2.6 A,
withrend ansonsten nur noch geringe Konformationsinderungen auftreten®®. Im Gegensatz zu
anderen GEF-G Protein-Strukturen®? bleibt im Falle von Rop und Prone der P-loop intakt und
dndert nur geringfligig die Position (Abb. 9), wird jedoch vom essenziellen, invarianten WW-Motiv
gebunden.

Arf-GEFs (Sec7-Domidne) und Rab-GEFs (Vps9-Domine) zeigen einen vergleichbaren
Mechanismus, jedoch wird der negativ geladene Rest fiir die Interaktion mit dem P-loop Lysin in

trans vom GEF eingebracht®'***,

1.2.2 GTPase-aktivierende Proteine

Die biologische Inaktivierung von G Proteinen erfolgt durch die Hydrolyse von GTP zu GDP und
PO.*. Wie in Losung, erfolgt die Reaktion durch einen nukleophilen Angriff mit Wasser, welches in
der GAP-katalysierten Reaktion durch Aminosiure-Reste polarisiert wird, um die Nukleophilie zu
erhohen!”. Dabei unterscheidet man theoretisch zwischen einem assoziativen und einem
dissoziativen Ubergangszustand, die sich in unterschiedlichen Bindungslingen von Nukleophil und
Abgangsgruppe zum zentralen Phosphor-Atom und damit einer unterschiedlichen Nettoladung und
Valenzzahl des Ubergangzustands unterscheiden®*??®, Die Art der Hydrolyse von G Proteinen wird
kontrovers diskutiert, und es gibt Hinweise fiir die Existenz beider Ubergangszustinde®®. Die
GAP-katalysierte Reaktion unterscheidet sich wiederum durch die Bereitstellung katalytischer
Reste®*??®_ Es ist deshalb anzunehmen, dass ein Kontinuum beider Ubergangszustinde existiert, da

der Hydrolyse-Mechanismus der verschiedenen G Protein-GAP-Systeme sehr unterschiedlich ist®*-

231)
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Der GAP-katalysierte Hydrolyse-Mechanismus

RasGAP
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Abbildung 10, Teil 1
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Abbildung 10: Katalytische Mechanismen von verschiedenen GAPs

Verschiedene GAP-GNBP-Systeme nutzen unterschiedliche Mechanismen zur Aktivierung der Hydrolyse. G Protein
ist in gelb gezeigt, das GAP in grau. A: Ras-p120GAP (pdb: 1wql), B: Rab33-Gypl (pdb: 2g77), C: Arl3-RP2 (pdb:

3bh7), D: Ran-RanGAP-RanBP1 (pdb: 1k5d), E: Rap-Rap1 GAP (pdb: 3brw), F: Sarl-Sec23 (pdb: 1m20). (Modifi-
ziert nach S. Veltel, Dissertation)

Die Interaktion von G Proteinen mit GAPs vervollstindigt das aktive Zentrum und erhéht die
Hydrolyserate um mehrere GroBenordnungen®!”,

Die strukturelle Aufklarung des GAP-Mechanismus begann mit der Entdeckung, dass heterotrimere

G Proteine GDP und Aluminiumfluorid (AIF,) binden kdnnen. Dies reprisentiert den Ubergangs-
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zustand der Hydrolyse, da sich AlIF, an der Position des y-Phosphats befand®**?. Die Verwendung
von GDP-AIF, als Imitator des Ubergangszustands hat dazu beigetragen, den Hydrolyse-
mechanismus verschiedener G-Proteine (Ras-dhnlich und GADs) und ATPasen aufzukldren%>%.
Der , klassische‘ Aktivierungsmechanismus, durchgefiihrt von Ras- und Rho-GAPs!'*#*9_ beinhaltet
die Stabilisierung des Ubergangszustands durch Einbringen einer positiven Ladung (Arg-Finger)
und die Fixierung des katalytischen Restes (GIn61 in Ras, GIn63 in Rho). Der Arginin-Finger
positioniert sich an den B- und y-Phosphaten und reduziert die stark negative Ladung des
assoziativen Ubergangszustands. Gleichzeitig wird Gln61 (Ras) durch die Interaktion mit dem
Carbonylsauerstoft der Hauptkette des Arginins optimal positioniert, um den nukleophilen Angriff
des Wassers zu ermoglichen (Abb. 10A).

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass Rab und RabGAP einen &hnlichen Mechanismus
nutzen. Die Struktur von Rab mit Gypl (TBC-Doménen GAP) zeigte, dass das GIn des G Proteins
zur Seite ,klappt™ und stattdessen ein Gln der GAP-Doméne die Koordination des angreifenden
Wassers libernimmt®®. Gleichzeitig wird auch ein Arg in das aktive Zentrum eingebracht mit
gleicher Funktion wie bei den Ras- und RhoGAPs (Abb. 10B).

Die kiirzlich gelungene Strukturlosung eines Arl-GAPs (RP2, welches zundchst als Effektor
klassifiziert wurde) zeigt die Konservierung des Arginin-Finger-Mechanismus®”, wodurch der
Ubergangszustand stabilisiert wird. Im Unterschied zu den Ras- und RhoGAPs triigt dieser Rest zur
ungewohnlich hohen Affinitit zwischen GAP und G Protein bei®*®. Die Koordination des Glns
durch Argl18 von RP2 verlduft iiber die Guanidinogruppe, die zusitzlich auch das a-Phosphat
koordiniert, und nicht iiber die Hauptkette (Abb. 10C).

Im RanGAP-System wird kein funktionelles Arginin eingesetzt™”. Die katalytische Funktion des
Proteins verlduft tiber die Stabilisierung des Gln von Ran durch ein Asn von RanGAP und durch ein
Tyr von Ran; ein Prozess, der zusitzlich das Protein RanBP1 (Ran binding protein) benotigt,
welches die Affinitdt zwischen Ran und RanGAP erhoht (Abb. 10D).

Auch Rap und RapGAP nutzen kein katalytisches Arginin®*”, sondern Asn290, dass das in Rap
fehlende GIn kompensiert und dessen korrekte Positionierung in trans fiir die hohe katalytische
Aktivitit ausreicht®" (Abb. 10E).

Sarl besitzt kein katalytisches Gln, sondern nutzt ein Histidin®*?, dessen katalytische Funktion von
einem Arg des SarlGAPs (Sec23) unterstiitzt wird. Andere Vertreter der Arf-Familie besitzen
sowohl das katalytische Gln, als auch deren ArfGAPs einen konservierten Arg-Rest, dessen

Funktion als Arg-Finger jedoch kontrovers diskutiert wird®****¥ (Abb. 10F).
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Regulation von GAP-Proteinen
Ahnlich wie die GEF-Proteine unterliegen auch die GAPs einer starken Regulation, die groBtenteils
durch ihren modularen Aufbau vermittelt wird (Abb. 11). Hierbei konnten folgende Regulations-
mechanismen identifiziert werden'’*:

* Protein-Protein-Interaktion

* Protein-Lipid-Interaktion

* Regulation durch Botenstoffe

* Posttranslationale Modifikation
p120RasGAP wurde als erstes GAP-Protein identifiziert®®, mit einem stark modularen Aufbau aus
mehreren SH2 und SH3-Doménen, deren Einfluss auf die GAP-Doméne jedoch noch ungeklart
ist®?. Mehrere Proteine der RasGAP-Familie besitzen eine der GAP-Domine benachbarte C2-
Domine, deren Regulation durch Ca** im Falle von CAPRI und RASAL bereits nachgewiesen

werden konnte®*7:249),

-Ras-family -Rho-family
RASA1 WSHZI SH3SHZe PHmC 2w RasGAP = _
ARHGAPS = RhoGAP ==
RASAZ —C 2 FlasGAP
ARHGAP10 = FHE RhoGAR m SHE
10GAP1 o H A 1 | 2 o e s A e i
g e ARHGAPD == 5H1 = PHa RhoGAP =
10GAP3 —C | ) ) 2y R G
ARHGAP1S5 - PHa RhoGAP =
SYNGAP1 — - RS GAP -
ARHGAPZ1 = POZ = PHe RhoGAR =
MNF1 = RasGAR RSEC] 4 =
ARHGARZO =P HIRA RhoGAR =
GAPVDA - RasGAP . VSPD
_________________ PIK3R1 = SH3 = RhoGAF = SH2ZRSHZ =
RAP1GAP == RapGAF= ARHGAPY = FCH= RhoGAF= SH3 =
SIPAT - RapGAF e PO7 - CHM ®SHZEC 1N RhoGAP =
TSC2 wm Tuberin se— FapG/AF m— ARHGAP29 ] RO AR m—
GARMI 3 — 5 P — N H — BCR = RhOGEF e Hm (2w RhoGAR
Py
-Rab-family ARHGAP1 «Sect4m RhoGAP =
TBC1D3C = RAbGAP = ARHGAP12 - SHA AW FHE RhoGAR =
TBC1D8 =GRAMERELGAR = ARHGAP27 TR
TBC1D9 =GRAMRGRAMYRabGAR = ARHGAP1T = BARYRhoGAP=
TBC1D2 - P HERabGAR - ARHGAPZE =EAR PHE RheGAP = SHI =
RUTECH = RUNJRabGAP DLC1 ASAME RhoGAP me START
RUTBC3 emEEERER S BN INPRSE «IPPct RhoGAR =
UsPe == RabGAP= UCH= MYOSB - RARMYSe SICICIGICHE T RhoGAR m
M GC16169 =1 Hnse M E RN RHOD = ARHGAPS =RasmEFIEFEFEFC 11 RhoGAP =
TBC1D1 SETBRETELSRaRig CENTD  =SaMs PH: PH{ETGERN PHi PHY RNOGAPS RA PHm
-Ran-family
RANGAP1 « RanGAPe
~Arf-family
SMAP1 - AGAP =
CENTA2 & AGAP §PHiPHms
CENTG2 = Fas m PHE AGAP - ANK
CTGLF2 - HE AGAP - ANK =
CENTB2 - PHE AFGAP - ANK =
GIT1 - ATGAP w3 AN RGIT G -
DDEF2 - ATGAR . AN —
CENTD wSAMEPH|FHE AFGAP §PHI PHERNOGARR R.AM PHe

Abbildung 11: Modularer Aufbau ausgewéhlter GAP-Proteine der Ras-Superfamilie
Doménenstruktur einiger GEF-Proteine (aus Bos et al.'”)

Die Regulation durch sekundire Botenstoffe ist auch zentraler Bestandteil der ArfGAPs!2%:%9),
Diese besitzen in der Regel eine PH-Domine in der Ndhe der GAP-Domine, die mit Phosphoinosi-

tolen interagiert und bei Anwesenheit von Vesikeln die GAP-Aktivitdt deutlich steigern. Zusétzlich
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werden ArfGAPs von der Membranbeugung reguliert®", indem sie entweder iiber BAR-Dominen
mit bestimmter Beugung an die Membran binden oder iiber hydrophobe Interkalation (ArfGAP1)
mit Membranen deren Beugung bestimmen®%>),

Posttranslationale Modifikation von GAPs beinhaltet hauptsdchlich die Phosphorylierung durch
Kinasen, wie das Beispiel von TSC1/2, einem Rheb-GAP, zeigt, welches durch unterschiedliche

Kinasen phosphoryliert und in seiner GAP-AKktivitit reguliert wird"*#>%.

Spezifitit der GAP-Proteine

Ahnlich wie bei GEF-Proteinen ist die Spezifitit der GAP-Proteine nicht eindeutig geklirt. NF1,
pl20GAP und GAPI1(m) sind GAPs der klassischen Ras-Proteine einschlielich der R-Ras
Familie®¥#%, R-Ras selbst besitzt ein spezifisches GAP, R-RasGAP, welches zusitzlich die GTPase
von TC21 aber nicht von M-Ras stimuliert®®. Aufgrund der unterschiedlichen GAP-Mechanismen
von Rap, sind die GAPs dieser Familie eigenstindig und spezifisch. Uberraschenderweise zeigen
die Proteine Rasal, GAPIP4BP und CAPRI duale GAP-Spezifitit auf Ras/R-Ras und Rap, die in
allen Féllen tiber den Arg-Finger ihrer RasGAP-dhnlichen Doménen vermittelt wird. Die mecha-
nistische Ursache ist noch ungeklart®’*®, Der Einfluss der Ras- und RapGAPs auf weitere

Mitglieder der Ras-Subfamilie ist noch nicht eingehender untersucht.

Speaificity
Mame Qrganism I vitro i vive
pEORhaGAR H. zapiens Cded2, Racl, Bhod Rhad
BPGAP1 H. saplens Cded2, Fhod Rhod
Beor i Cded?, Rael, Bac? Ract
Abr CoedZ, Bacl Rac2 MWD
mCadGAR Cded?, Fac Cded?, Bact
[CGEAP Cdc42, Racl, Rhod Mo activity
GRIT Cdc42, Kacl, RhoA Cdcd2, Bzci, Rho&
hCdEaF Cded?, Racl Cded?, Ract
d-CdGAPr ND MND
ARAPT CdedZ, Racl, Rhof Rhiod,
ARAPZ NDY MO
ARAPZ H. =apiens CidedZ, Recl, RhoA Fhiod
ARAPE Wl muscubis Rhod Bhos
Qligaphrenir-1 Cded?, Ract, Rhaf Fhof, CdodZ
Ciraf GledZ, Rhod RhoA
Ciraf-2 H. zapiens CieA?, Rhad []n}
PEGAP A muscuhis RhoA, Cdca? Fhof, Cded2
RARRGAR A. narvegicus Rhod Fhos
tSAM A. narvegicus Mo activity MDD

Abbildung 12: Substratspezifitit der RhoGAP-Proteine

entnommen aus Tcherkezian & Lamarche-Vane®?. Fiir eine genauere Aufstellung siche Anhang (S. 218)

Auch die RhoGAP Proteine zeigen eine breit gefacherte Aktivitdt, deren Spezifitit nicht durch

Primirsequenzmerkmale festgelegt werden kann®°2%Y. Auch hier kann nur iiber die Aktivitits-
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bestimmung in vivo und in vitro eine genaue Aussage gegeben werden, insbesondere, da die Anzahl
der GAP-Proteine etwa 2-3-fach hoher ist als die Anzahl der Rho-Proteine. Eine Ubersicht fiir die
klassischen Rho-Proteine ist in Abb. 12 gegeben.

Die ArfGAP-Familie ist ebenfalls sehr unspezifisch und eine eindeutige Spezifititsbestimmung
wird durch die Regulationsmechanismen erschwert®**¥ So zeigen sich bereits unterschiedliche
Spezifititen fir ein einzelnes GAP, wenn die GAP-Domine alleine, gemeinsam mit der PH-
Domine, in Anwesenheit von 16slichen Lipiden und Vesikeln eingesetzt wird. Primér wird dies

durch die sehr geringe Affinitit zwischen Arf und GAPs vermittelt®*(S. Ismail, unverdffentlicht).

1.3 Effektorproteine

Die biologische Aktivitidt der G Proteine wird liber Effektormolekiile vermittelt, die im Fall der
GAD-Proteine mit der Hydrolyse von GTP einhergeht, bei den Ras-dhnlichen G Proteinen jedoch
vom GTPase-Schritt losgelost ist.

1.3.1 Allosterische Regulation: Effektoren der Rho-Familie
Rho-Proteine

Im Jahr 2000 waren etwa 30 Rho-Effektorproteine bekannt, die die biologische Funktion der Rho-
Proteine vermitteln®®). Inzwischen sind bereits {iber 70 Effektoren nur der klassischen Rho-Proteine

Rho, Rac und CDC42 identifiziert, die zunehmend klassifiziert und charakterisiert werden®®?.

Tabelle 2: Rho-Effektoren

Effektorklasse Strukturmerkmal Beispiele Rho-Protein Ref.*
REM . . PKN (265)
(Rho-Effektor, Klasse 1) Coiled-coil Rhophilin RhoA (266)
RKH . . ROCK (267)
(Rho-Effektor, Klasse 2) Coiled-coil Kinectin RhoA (263)
. Citron RhoA
Sonstige, Rho - mDia Rac/CDC42  (?6%)
Unstrukturiert / (269)
CRIB-Effektoren Interprotein- WASP, BORG, PAK, Rac, CDC42 (270)
Ack, PI3K
B-Faltblatt etc.
. IQGAP (271)
Sonstige, Rac1/CDC42 - 36-Kinase Rac, CDC42 272)

* nach Moglichkeit wurde die Verdffentlichung iiber die Komplex-Struktur zitiert
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COOOOOOOCOOOOEN000

COFACTOR
MOLECULE

! . .

SIGNAL SIGNAL

Abbildung 13: G Protein-Effektor Interaktionen der Rho-Familie
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Interaktion von Rho-Protein (gelb) und Effektor (grau). Die Bindung erfolgt i.d.R. iiber switch I (griin) und switch 11
(cyan). A: RhoA-ROCK (pdb: 1slc). B: RhoC-mDia (pdb: 1z2c). C: RhoA-PKN (pdb: 1cxz) mit dem symmetrie-ver-
wandten Molekiil von PKN in hellgrau. D: Interaktionen von CDC42 mit CRIB-Peptiden (pdbs: 1cf4, 20db, 1e0a, 1ees,
Inf3, 1cee) E: Racl(GppNHp)-Arfaptin (pdb: 1i4t). F: Racl-p67™"°*! (pdb: 1€96). G,H,I: Postulierte Regulations-
mechanismen von Rho-Effektoren durch die Bindung der G Proteinen (aus Bustelo et al.®%?)

Zunichst wurde angenommen, dass einerseits Rho-Effektoren und andererseits Rac/CDC42-

Effektoren existieren, was sich, bis auf wenige Ausnahmen®?2% auch weitgehend bestitigt hat*?.
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Diese klare Einteilung ist mdglich, da sich die G Protein-bindenden Doménen der Effektoren
strukturell unterscheiden (Tabelle 2).

Alle bisher aufgeklirten Strukturen von RhoA/B/C mit Effektoren zeigen, dass Rho iiber die switch-
Regionen, insbesondere switch II an a-helicale Strukturen bindet®**™ (Abb. 13A-C). Beispiele
hierfiir sind die coiled-coil-dhnliche Struktur des RhoA-Effektors ROCK®” und die helicale
Armadillo-Repeat-Struktur der GBD (G Protein binding domain) des Rho-Effektors mDia®*. Die
Struktur von RhoA mit PKN zeigt eine Variation, nach der zwei Bindestellen fiir PKN bestimmt

werden konnten®®;

eine nukleotid-unabhingige, nicht {iber die switch-Regionen vermittelte
Interaktion und eine klassische Bindung, dhnlich der von ROCK. Die Autoren legen sich jedoch auf
die nicht-nukleotidabhingige Interaktion fest®®, wihrend die Struktur von Racl mit PRK, einem
zu PNK homologen Protein, exakt die zweite Konformation iiber die switch-Regionen zeigt@?.
Auch andere Strukturen von Racl mit Effektoren zeigen eine Interaktion iliber a-Helices (Abb.
13E,F).

Die zweite grofe Klasse der Rho-Effektoren sind die CRIB-Motiv (CDC42/Rac interactive
binding) enthaltenden Proteine®", die ausschlieBlich mit Rac und CDC42 in einer zu den Rho-
Effektoren deutlich unterschiedlichen Art interagieren (Abb. 13D). Das CRIB-Motiv ist in Losung
unstrukturiert, wihrend es zur Interaktion mit dem G Protein ein inter-Protein-f-Faltblatt mit
diesem ausbildet®®?"”(u.a.). Die Spezifitit, abgesehen vom Unterschied zwischen CRIB- und o-
helicalem Effektor, wird durch geringe Aminosdure-Sequenzunterschiede der switch-Regionen und
zusitzlich durch weitere Bindungsstellen an den G Proteinen, die sich deutlicher zwischen den Rho-
Proteinen unterscheiden, vermittelt2*!:*7.

Trotz der unterschiedlichen Tertidrstrukturen besitzen alle Rho-Effektoren die Gemeinsamkeit
direkt durch Rho-Proteine reguliert zu werden, indem i.d.R. eine intra- oder intermolekulare (Auto-)
Inhibition aufgelost wird®®",

Beispiele, Mechanismus 1, Autoinhibition (Abb. 13G):

* PAK (und andere Kinasen dieser Gruppe), liegt autoinhibiert als Dimer vor, dessen CRIB-
Motiv das aktive Zentrum verdeckt®”>*’® und durch Bindung von Racl gelost wird, was die
Autophosphorylierung und Aktivierung der Kinase ermoglicht®””.

*  WASP weist in der inaktiven Form eine Wechselwirkung zwischen CRIB-Motiv und der
sog. VCA-Domine auf®™®, die durch Interaktion von CDC42 und CRIB (iiber vorheriges

»Einfangen® iliber eine Polybasische Sequenz) freigesetzt wird und die Actin-Polymerisation

tiber Interaktion mit dem ARP2/3-Komplex induziert®®=7:%,
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* Das Formin mDia zeigt eine Autoinhibition durch Interaktion des N-Terminus mit der C-
terminalen DAD. Bindung von RhoA 16st die Autoinhibition®®, wobei das DAD-Fragment
teilweise an die Rho-Bindestelle (GBD) und hauptsédchlich an die Armadillo-Repeats von
mDia®*% bindet.

Mechanismus 2, Inhibition durch weitere Proteine (Abb. 13H):

*  WAVE-Proteine sind durch Interaktion mit PIR121, Nap125, HSPC300 inhibiert, die durch

die Bindung eines Rho-Proteins unterbrochen wird®", Freies WAVE1 ist konstitutiv aktiv.
Mechanismus 3, Inaktivierung durch G Protein-Bindung (Abb. 131):
* Borg-Proteine regulieren die Septin-Polymerisation®” und werden durch die Bindung an

CDC42 inaktiviert®?,

Rop, pflanzliche Rho-Proteine

Die pflanzlichen Rho-Proteine, Rop, zeigen hochste Homologie zu den Rac-Proteinen.
Interessanterweise besitzen einige der bisher bekannten Effektoren der Rops ebenfalls ein CRIB-
Motiv, wodurch Rop-Effektoren grob in die CRIB-Motiv-enthaltenden Proteine und andere Rop-
Effektoren eingeteilt werden konnen™, iiber die nur wenig bekannt ist@4,

Die CRIB-Motiv-Effektoren unterscheiden sich von den tierischen Proteinen. Sie koénnen in zwei
Klassen, die RIC-Proteine und die RopGAPs, eingeteilt werden. Die RIC-Proteine sind kleine
Proteine, die wahrscheinlich nur als Adapterproteine filir weitere, noch nicht identifizierte Effektoren
von Pflanzen eingesetzt werden®**®_ Die zweite, ungewdhnliche Klasse aus sechs Proteinen, zeigt
ein Tandem aus CRIB-Motiv und GAP-Doméne, die durch eine Prolin-reiche Sequenz voneinander
getrennt sind®**”, Das CRIB-Motiv reguliert dabei die GAP-Aktivitit direkt (A. Schaefer unver-
offentlicht) und iiber die subzelluldre Lokalisation des Proteins®**?, Dabei ist unklar, ob CRIB-
Motiv und GAP-Domine im Zuge des Crosstalks verschiedener Signalwege unterschiedliche Rop-
Proteine binden oder ob beide gemeinsam die GAP-Aktivitdt auf ein G Protein vermitteln. Sie
dhneln damit sehr den hier untersuchten Arap-Proteinen, die ebenfalls eine Ras-Bindung (Ras ist in

Pflanzen nicht vorhanden) und eine RhoGAP-Doméne aufweisen (siche 1.4.3 )

1.3.2 Vesikel-Kodierung und Bildung von Ankerpunkten: Rab-Effektoren

Rab Proteine regulieren den Vesikeltransport: Sie iibernehmen Funktionen in der Vesikel-Verteilung
(targeting and sorting), in der Vesikelbildung (budding) und in der Interaktion von Vesikeln und
Zytoskelett®V.
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Die Grofle der Rab-Familie mit bis zu 70 Mitgliedern ldsst eine noch grofere Anzahl an Effektor-
Proteinen vermuten. Ganz im Gegensatz zu den Rho-Proteinen, bei denen ein einzelnes Protein mit
einer GroBzahl von Effektoren interagiert, verhilt es sich bei den Rab-Proteinen anders. Es sind pro
Rab-Protein wenige Effektoren bekannt, die entweder eine hohe Promiskuitit aufweisen oder sehr

spezifisch sind®".

Rabaptin

F Rabenosyn

Abbildung 14 Teil 1
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000 Rab Eftextoren

®®® Rab G Proteine

Abbildung 14: Rab-Effektoren

Rab (gelb) — Effektor (grau) Interaktionen. Switch I ist in griin, switch II in cyan gezeigt. A: Rab3-Rabphilin (pdb:
1zbd). B: Rab5-Rabaptin (pdb: 1tu3). C: Rab7-RILP (pdb: 1yhn). D: Rab27-Melanophilin (pdb: 2zet). E: Rab27-Exo-
philin (pdb: 3bcl). F: Rab22-Rabenosyn (pdb: 1z0j). G: Rab6-Golgin-Arll (pdb: 3bbp). H: Vereinfachte Darstellung
der Funktion der Rab-Effektoren. (a) Interaktion von Rab-Doménen zweier verschiedener Kompartimente (tethering).
(b) Dissoziation, Anlagerung anderer Rab-G Proteine. (c) positiver Feedback-Mechnismus, Austausch von Effektoren
und Rab-G Proteinen. (d) Vesikel mit anderem Lokalisationssignal (fargeting), aufgrund anderer Zusammensetzung der
Rab-Doménen.

Dies ldsst vermuten, dass die Interaktion von Rab-Proteinen mit ihren Effektoren eine andere
Funktion erfiillt als die der Rho - Rho-Effektor-Bindung. In der Tat bilden die Rab-Effektoren
grofBtenteils eine Gruppe von Struktur- und Geriist (scaffold)-Proteinen, die durch die Interaktion
mit Rab gezielt an Membranen bestimmter Kompartimente translozieren”'??; bzw. umgekehrt,
nach der Membran-Bindung spezifische Rab-Proteine rekrutieren®?. So bilden die Rab-Bindungs-
stellen zumeist helicale und coiled-coil-Doméinen®*** (Abb. 14A-G), wie sie hiufig in typischen
Protein-Protein-Interaktionsmodulen von groBeren Proteinen vorkommen. Uber diese werden dann
nicht nur Rab-Proteine gebunden, sondern ebenfalls weitere Strukturproteine®®, Regulatoren von G
Proteinen (GEFs/GAPs fiir Rab und andere Familien) und sonstige Proteine.

Die Interaktion von Rab-Proteinen mit ihren Effektoren verlduft iiber die switch-Regionen, einem
Bereich mit sehr hoher Homologie zwischen verschiedenen Rab-Proteinen und zusitzlich héufig
iiber den C-terminalen, hypervariablen Bereich®**”,

Damit zeigt sich die Funktion von Rab und seinen Effektoren: Die Bildung von flichigen Protein-
modulen an spezifischen Membranen, die zur Erkennung eines Vesikels o.4. dienen und treffend als
,,Rab-Dominen“® bezeichnet wurden (Abb. 14H). Die Lokalisation der Rab-Dominen unter-

scheidet sich von den sog. Lipd-Rafts, in denen z.B. Ras-Proteine angereichert werden dadurch,

30



Einleitung

dass u.a. kein hoher Cholesterin-Gehalt festgestellt werden kann, so dass die Ursache fiir die
Bildung der Rab-Dominen noch weitestgehend ungeklirt ist. Eventuell binden Effektorproteine an
vorhandene Signal-Molekiile, z.B. PIPs®®, und rekrutieren weitere Rab-Proteine; zumeist be-
schleunigt durch positive Feedback-Mechanismen®?="?, Die Existenzdauer der Rab-Doménen wird
dabei von der GTPase-Aktivitit der beteiligten Rab-Proteine bestimmt®®V.

Dieser Assemblierungsmechanismus hat zur Folge, dass viele der Rab-Effektoren nicht spezifisch
nur ein G Protein binden. Hierdurch ist es moglich, bsp. im Laufe der Wanderung eines Vesikels
unterschiedliche Rab-Proteine zu rekrutieren, die die ,,Kodierung* des Vesikels dndern (z.B.: Endo-
somen und Rab5, Rab4)®®. Ziel der Ausbildung der Rab-Dominen ist die Interaktion mit
Zielproteinen. So fiihrt die Assoziation mit SNARE-Komplexen zu einer Rekrutierung dieser an den
gewiinschten Ort der Fusion®”?", Die Interaktion mit dem Zytoskelett wird bsp. liber Rab6 und
seinem Effektor Rabkinesin-6 vermittelt®®>. Die kiirzlich geloste Struktur eines Golgins (coiled-
coil) zeigt die Interkonnektivitit von Rab und Arl, da Arll nur dann mit hoher Affinitit an das
Golgin bindet, wenn Rab6 ebenfalls assoziiert ist®"®.

In stdrkerem MafRe als bei anderen G Protein-Effektor-Systemen ist die Bestimmung der Spezifitit
zwischen Effektor und Rab-G Protein notwendig®?, um die Funktion der Rab-Proteine zu
bestimmen. Insbesondere, da die Effektoren Migrationsbewegungen von einem Rab-Protein zum

néchsten durchfithren®?, bzw. vice versa.

1.3.3 Arf-Effektoren: Bildung von Vesikeln
Arf

Arf-Proteine sind, wie die Rab-Proteine, an der Regulation des vesikuldren Transports beteiligt. Die
Tatsache, dass nur 6 Arf-Proteine und Sarl existieren, weist jedoch auf eine von der grofen Rab-
Familie unterschiedliche Funktion hin. Arf-Proteine regulieren die Vesikel-Bildung, Vesikel-
Anlagerung an andere Membranen und zum Teil die Zielerkennung.

Die Funktion und somit auch die Effektoren der Arf-Proteine sind strukturell heterogener als in der
Rab-Familie (Abb. 15). Die am besten untersuchten Arf-Proteine sind Arfl und Arf6, wéihrend die
Arf-Proteine der Klasse II noch nicht ausreichend charakterisiert sind”.
Arfl ist iiber die Bindung von COPI direkt an der Vesikelbildung beteiligt"*"**) und transloziert
dieses an die Membran von Vesikeln, was die Bildung von Vesikeln induziert (Abb. 15G). Eine

vergleichbare Funktion {ibernimmt Arfl in der Bildung von Clathrin coated vesicles (CCVs), hier

bilden die zwischengeschalteten Adapter-Proteine AP-1, AP-3 und AP-4 die Effektormolekiile von
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Abbildung 15: Effektoren der Arf- und Arl-Familie

Strukturen der Arf- und Arl-G Proteine (gelb) mit ihren Effektoren (grau). A: Arfl-GGal (pdb: 1j2). B: Arf6-CTA (pdb:
2a5d). C: Arfl-ARHGAP21 (pdb: 2j59). D: Arl2-BART (pdb: 2doe). E: Arl2-PDES (pdb: 1ksg). F: Arl1-Grip-Doméne
(pdb: lupt). G: Exemplarische Funktionen von Arf-Proteinen: (a) Membran-Assoziation von Arf (hellrot) nach Akti-
vierung durch GEFs. Bindung von Copl (gelb). (b) Assoziation von Arf mit weiteren Effektoren (oval, dunkelrot) und
Einlagerung von Cargo. (c) Membranbeugung-induzierte Hydrolyse von Arf-GTP durch ArfGAPs (nicht gezeigt). Zu-
sitzlich Interaktion der Arf-Effektoren mit weiteren Proteinen (Rab-Doménen (blau), Rho-Proteine (griin)). (d) Actin-
Polymerisation durch Wasp (hellgriin), welches durch membranstéindige Rho-Proteine aktiviert wird. (¢) Zunehmende
Woélbung bis zur finalen Abschniirung des Vesikels (e).
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Neben diesen direkten Funktionen von Arf, werden weitere, mehr regulatorische Funktionen
beschrieben. So bilden Phospholipase D und PI5-Kinase ebenfalls Effektormolekiile von Arfl, 5
und 6°'7" die durch die Interaktion mit Arf an den Entstehungsort von Vesikeln transferiert
werden und dort die Membrankomposition verdndern. Dies geschieht durch einen positiven
Feedback-Mechanismus, bei dem die Bindung von PLD an Arf die Bildung von PA induziert,
welches anschlieend die PI5-Kinase rekrutiert, die ebenfalls von Arf aktiviert wird. Die Folge ist
ein starker Anstieg von PI(4,5)P,®". Wie oben beschrieben binden hieran Rab-Effektoren, die dann
Rab-Proteine rekrutieren, um dem Vesikel das ,,sorting signal* zu geben.
Diese Regulation von G Proteinen anderer Klassen durch Arf-Proteine wird anhand vieler Beispiele
deutlich®'®:
* Der Arf-Effektor GGA (Abb. 15A) interagiert mit dem Rab5-Effektor Rabaptin-5©'", beides
Struktur-Proteine mit hohem helicalen Anteil.
 Arfophilin bindet an die switch-Regionen und den N-Terminus von Arf6-GTP®'®; ein Struk-
turprotein, welches ebenfalls an Rabll bindet®'**'® und iiber die Bindung des Exocyst-
Komplexes die Exozytose reguliert®'®*?,
* Der nukleotid-unabhingig bindende Arf-Effektor Arfaptin2 ist ebenfalls ein Effektor von
Rac1©?h,
* ARHGAP21, ecin CDC42- und Rho-GAP, wird iiber die Arf-BD (PH-Doméane+Helix) von
Arfl gebunden (Abb. 15C) und an Membranen transloziert®**>,
* Ein weiterer Effektor von Arfl, Abpl, bindet Actin und induziert die CDC42-WASP-
Arp2/3-Komplex vermittelte Actin-Polymerisation7243%,
Die einzig bekannte allosterische Regulation, die durch Arf-Proteine ausgefiihrt wird, ist die Inter-
aktion des Choleratoxins 1 (CTA1), dessen aktives Zentrum durch die Interaktion mit Arf6-GTP
geoffnet wird®2**” (Abb. 15B).
Alle bisher beschriebenen Effektoren werden von Arf iiber die switch-Regionen gebunden®®.
Entsprechend seiner Rolle in der Rekrutierung von Strukturproteinen ist Arf ebenfalls in der Lage,
Proteine (und nicht Nt-abhéngige Effektoren) iiber den N-Terminus oder den C-Terminus zu binden,

die wahrscheinlich eine rekrutierende Funktion iibernehmen®?%39,

Arl
Die Effektoren der strukturell den Arf-Proteinen zugeordnete, aber funktionell deutlich unter-

schiedliche Klasse der Arl-Proteine, sind bisher nur unvollstindig untersucht und bekannt. Das den
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Arf-Proteinen dhnliche Arll reguliert Transportprozesse an der Golgi-Membran®" iiber eine
Gruppe von Effektoren, die als GRIP-Doménen Proteine bezeichnet werden®***** (Abb. 15F) und
groBe coiled-coil-Doménen bilden®*?,

Arl2 und Arl3 besitzen von den Arf- und Arll-Proteinen strukturell unterschiedliche Effektoren, die
eher klassischen Effektoren entsprechen:

* Arl2 und Arl3 binden an PDE§®***3%) das als Loslichkeitsfaktor prenylierter, membran-
gebundener Proteine identifiziert wurde™®®***. Die Struktur von PDES ist der der RhoGDIs
sehr dhnlich® (Abb. 15E).

* HRGH4, ein zu PDES homologes Protein wurde als Arl2/Arl3-Effektor identifiziert®*®, das
einen terndren Komplex mit Arl und seinem GAP RP2 eingehen kann®*,

* BART bindet an Arl2 und Arl3 mit hoher Affinitdt®***3333340 (Abb. 15D), die im Komplex
die Kernlokalisation des Transkriptionsfaktors STAT3 regulieren®*".

Effektorproteine weiterer Arl-Proteine sind unbekannt und eine Identifizierung wére aufgrund der

Funktionsvielfalt dieser G Protein-Familie au3erordentlich interessant.

1.3.4 Ran-Effektoren: Proteine mit spezifischer Funktion
Ran, als einziges Mitglied seiner Familie, besitzt Effektoren, die in drei Familien bzw. Faltungs-
typen eingeteilt werden kdnnen.

* Die RanBD besitzt eine PH-Doménen dhnliche Faltung und ist in RanBP1 (Ran binding
protein 1) und RanBP2 zu finden®*?. Die Interaktion erfolgt {iber deren zentrales p-Faltblatt
und tiber zusitzliche loops beider Proteine®* (Abb. 16A).

* Die zweite ,,Effektor*“-Art, ein Zink-Finger-Motiv, ist ebenfalls eine Domdne von RanBP2
und in weiteren Proteinen wie bsp. Nupl53 zu finden®?® (Abb. 16C). Allerdings binden
diese Effektoren nukleotidunabhingig an Ran, obwohl die Interaktion auch iiber switch 11
und den Ran-typischen switch I verlauft. Switch I verbleibt in der GDP-Konformation und
nimmt nicht die Ras-typische Konformation wie in der RanBD 1-Ran-GTP-Struktur ein®**.

* Die dritte Effektorfamilie sind die Importin B-Proteine, die liber Armadillo-repeats an Ran
binden®* (Abb. 16B).

Die Funktionen dieser Effektoren sind aufgrund der einzigartigen Funktion von Ran nicht mit denen
der anderen G Protein-Familien zu vergleichen.
Die Proteine der Importin B-Familie sind sog. Transportrezeptoren, die den Transport von Cargo-

Proteinen durch die Kernmembranen durch Komplexierung dieser Proteine ermoglichen®***? (Abb.
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16D).

RanBP1 besitzt einen zweifachen Einfluss auf die Hydrolyse von Ran®*?*. Einerseits ermdglicht
die Verdrangung von Importin  die Bindung von RanGAP, andererseits bindet RanBP1 den C-
Terminus von Ran, der mit der Bindung von RanGAP ebenfalls interferieren wiirde. Nup153 ist

Bestandteil des Kernporenkomplexes und rekrutiert Ran an den nuclear basket** (Abb. 16E).

A B QN

RanBD1 (G“

Importin g ¢ Nup153

Nucleoplasm

Abbildung 16: Ran-Effektoren

Die drei Faltungstypen der Ran-Effektoren. G Protein in gelb, Effektor in grau. A: Ran-RanBD1 (pdb: 1rrp). Switch 1
(griin) in der GTP-, Ras-éhnlichen Form. B: Ran-Importin 3 (pdb: 1ibr). C: Ran-Nup153 (pdb: 3chS). Switch I (griin) in
der GDP-Form. D: Nukledrer Transport von Cargo-Proteinen iiber einen Ran-Gradienten. RanBP1 befindet sich 16slich
im Zytoplasma (aus: 1. Berger, Promotion). E: Modell der Lokalisation von Nup153. Rekrutierung von Ran an den
nuclear basket (aus Schrader et al. ©*9).

Die Funktion von Ran in der Mitose, nach Auflosung der Kernmembran wird interessanterweise
ebenfalls iiber die Importin B-Effektoren vermittelt und bendtigt keine weiteren spezifischen
Effektorproteine®’?*?. Die Existenz weiterer Effektorproteine, neben den drei bekannten Proteinen

ist noch nicht gesichert.
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1.4 Effektoren der Ras-Familie

1.4.1 Effektoren der Ras-Superfamilie

Die hohe Diversitit der Ras-Superfamilie spiegelt sich auch in den Effektorproteinen wider. Die
grofite Klasse der Effektoren wird aus den Ras-association (RA) und Ras-binding (RB)-Doménen
Proteinen (s.u.) mit mehr als 150 Proteinen gebildet (siche 1.4.2).

Effektoren ohne RA-/RB-Domdine

Neben dieser Gruppe werden weitere Effektoren der Ras-Gruppe beschrieben, die keine identifizier-
bare RA- oder RB-Doméne aufweisen: Impedes mitogenic signal propagation (IMP, auch: BRCA1-
associated protein, RNF52) ist ein Effektor der klassischen Ras-Proteine mit E3-Ubiquitin-Ligase-
Aktivitit (RING-Finger)®*®, welches Ras-ungebunden das MAPK-Scaffold-Protein KSR
inaktiviert®*”. Die Bindung von Ras an das Zn-Finger Motiv von IMP verhindert dessen inhibito-
rische Funktion®?,

Shoc2 wurde als H-/K-/N-Ras- und M-Ras Effektor beschrieben (sieche 1.4.3 ), der dhnlich zur Ras-
IMP-Interaktion eine aktivierende Funktion auf den MAPK-Weg ausiibt*****3%) R-Ras interagiert
mit RalBP1, einem Effektor von Ral (s.u.).

Auch den Rapl-Proteinen werden RA- und RB-Doménen Effektoren zugeordnet, von denen einige
auch iiber weitere Dominen, wie z.B. die PH-Domine von Vav2 oder TIAM, an Rap1 binden"*?,
Dem zu Rapl stark homologen G Protein Rap2 wurden zunichst gleiche Funktionen zugesprochen
wie Rap1©°7**™_1In den letzten Jahren wurde jedoch deutlich, dass beide Proteine, neben ihrer unter-
schiedlichen Lokalisation, unterschiedliche Funktionen ausiiben***%2% Dementsprechend werden
zunehmend Rap2 Effektoren identifiziert, die eine andere Struktur als die RAD-/RBD-Proteine
besitzen. Rap2 interacting protein 8 (RPIP8)°Y RPIP9®» und RPIPx®*) sind Rap2 Effektoren,
deren RUN-Doméne mit dem G Protein interagiert, deren Funktion jedoch noch weitestgehend
ungeklirt ist**” (Abb. 17C). Neben diesen Proteinen sind TNIK®%, MINK®*” und MAP4K4¢% als
Effektoren von Rap2 identifiziert worden, die als MAP4Ks die c-Jun N-terminale Kinase (JNK)
aktivieren und somit eine Rolle in einer MAPK-Kaskade iibernehmen.

RalA und RalB interagieren nukleotidunabhingig iiber den N-Terminus mit PLD®®", die auBerdem
durch Arf Proteine aktiviert werden kann. ,,Echte®, nukleotidabhéngige Effektoren von Ral sind die
Exocyst-Proteine Sec5 und Exo84%® (Abb. 17), die nach Bindung an RalA den Exocyst-Komplex
assemblieren"**), Das Ral-bindende Protein RalBP1¢7” (auch: RLIP76), vermittelt eine Vielzahl
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der Ral-Effekte, bsp. die CDC42/Racl-Inaktivierung durch die GAP-Domine von RalBP1¢7Y,
Regulation der Mitose tiber Interaktion mit Cyclin B¢’ oder auch den ATP-abhingigen Transport

von Chemikalien®”337,

A
A\

Abbildung 17: Effektoren der Ras-G Proteinen

Bekannte Komplexstrukturen von Ras-Proteinen (gelb) mit ihren Effektoren (grau). A: RalA-Sec5-Komplex (pdb:
luad). Die Interaktion verlduft iiber ein trans-p-Faltblatt, sehr dhnlich zu den RA-/RB-Doménen-Effektoren. B: Die
Interaktion von RalA und Exo84 verlduft ebenfalls iiber die Effektorregion und das B-Faltblatt (pdb: 1zc4). C: Struktur
der Run-Doméne des Rap2-Effektors RPIPx (pdb: 2dwk).

Die Effektoren der weiteren Mitglieder der Ras-Unterfamilie sind nicht eindeutig bestimmt. Rheb
Effektoren werden momentan stark diskutiert, so dass deren Funktion in der Aktivierung von mTor
bisher nicht eindeutig aufgeklért ist®>*"®. Effektoren fiir RasD1/2, neben ihrer Funktion als Aus-
tauschfaktoren fiir G,-Proteine sind nicht bekannt. Gleiches gilt fiir die Di-Ras Proteine. Rit-
Proteine interagieren mit der RA-Domine von RalGDS®™. Sie zeigen transformierende Aktivitit,
die ein dhnliches Effektor-Spektrum wie bei den klassischen Ras-Proteinen vermuten ldsst!'™.
Zusitzlich wurde die Interaktion von Rit mit der PDZ-Doméne des CRIB-Proteins Par6 be-

schrieben!”,

1.4.2 Effektoren mit RA-/RB-Domine: Rekrutierung von G Proteinen

Die wichtigste Effektorfamilie der Ras-Proteine sind RA- und RB-Dominen-Proteine, deren
Sequenz gering, deren Struktur jedoch hoch konserviert der Ubiquitin-Faltung entspricht®8%*
(Abb. 18). Die Unterscheidung zwischen RA- und RB-Doméne erfolgte zunichst aufgrund gering-
fligig unterschiedlicher Sequenzmerkmale®®?.

RA-Doménen sind mit einer Groe von etwa 10 kDa sehr kleine Doménen, die bis auf wenige

Ausnahmen stets im Verbund eines Multidoménen-Proteins vorhanden sind, wodurch ein hohes
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Mal an Interaktion (Crosstalk) verschiedener Signalwege aller G Protein Familien ermdglicht wird.
Typische Effektoren mit RB-Domine sind die Raf-Kinasen®**** (Abb. 19A). Sie bilden den An-
fangspunkt des MAP-Kinase Wegs, der zunichst als die einzige downstream-Signalkaskade der
Ras-Proteine angesehen wurde®®. Hierbei wird Raf von aktivem Ras an die Plasmamembran
rekrutiert und phosphoryliert dort die MAP-Kinasen (MEK)®5%%)  was letztendlich zur Transkrip-

tionsregulation und Zellproliferation und -Differenziation fiihrt.

Rassf5 | [c1|  [R&Ysa]

Rassf8

Arap1 [sAm] LrH L rullamcar]  [eH [PH]

ARHGAP20

Rin1 [_Ista]

Grb7

RalGDS | [ Rem | | <coces | A ]

PDZ-GEF el Jenwel[REm [P0z BAN coczs |

Epac2 [Erme]_ToER] Fevwe[Rem | IRAM[ coczs ||

AF-6 (A IR Treal o [Poz] ]
RIAM | = N |

Myosin IXb [IE&I ] myosin [ic] [ci R |
DAG-Kinase [Tele[ci] [RAT [oAck][pAcK=]

RGS14

C-Raf Kinase | |

TIAM EEelPoz] [ on  |[Cer |
PI3K(p110) o [ Fese] JRBB c2 [[Pieka] | riske ]

Abbildung 18: Proteine mit RA-/RB-Domiéine
Quelle: Smart-Datenbank. Eine ausfiihrlichere Auflistung findet sich im Anhang (S. 219)

Die Interaktion der RA-/RB-Dominen mit G Proteinen der Ras-Familie ist stets dhnlich. Uber das
B-Faltblatt der Ubiquitin-Faltung wird ein Inter-Protein-B-Faltblatt ausgebildet®****"*® Dabei treten
Interaktionen zwischen B1, B2 und al der RA-/RB-Doménen zu den switch-Regionen der G
Proteine auf, die hauptsdchlich polaren Charakter haben (Abb. 19). Ein Vergleich der Komplex-
Strukturen von RalGDS und Raf (RBD) zeigt die hohe Variabilitit der Interaktion trotz gleich
bleibender Grundeigenschaften: Das Faltblatt der RA-Doméne von RalGDS ist im Vergleich zur
RB-Domine von Raf um ,einige Register entlang des Faltblatts von Ras verschoben, was

einerseits die Interaktionsflache der Proteine dndert und andererseits eine Rotation von RalGDS im
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Vergleich zu Raf hervorruft®”3_Ahnliche Unterschiede lassen sich in allen bisher geldsten RAD-/
RBD-G Protein Komplexstrukturen feststellen, die deutlich zur Effektor-Spezifitdt beitragen und

eine Vorhersage erschweren.

Effektorspezifitiit

RA-/RB-Dominen zeigen in vitro unterschiedliche Bindungsaffinititen zu verschiedenen G
Proteinen, trotz der hohen Homologie in der Effektorregion. So besitzt Raf(RBD) eine 67-fach
hohere Affinitit zu Ras-GTP als zu Rap-GTP®”, wihrend RalGDS beispielsweise 100-fach stéirker
an Rap bindet als an Ras®’). Vermittelt werden diese Affinitdtsunterschiede durch zwei Reste in
switch I, die nicht zwischen Ras und Rap konserviert sind (Ras: E30/K31, Rap: D30/E31)©*?. Eine
Ladungsumkehr in einem dieser Proteine zum jeweils anderen (sog. Raps) fiihrt zu einer
Umkehrung, bzw. Angleichung der Bindungsaffinitit zu den RBDs®?. Nur fiir wenige G Proteine
der Ras-Familie sind genaue Analysen zur Bindungsaffinitdt vorhanden. Rheb bsp. zeigt keine
Bindung an Raf(RBD) oder an die RA-Domine von RalGDS, wihrend dies fiir M-Ras wiederum
bestitigt wurde. Die tatsdchliche in vivo Spezifitit bleibt fraglich™®?.

Ein hoher Einsatz verschiedener Methoden steigert zunehmend die Verwirrung um die Identifi-
kation tatsichlicher Interaktionen(?!239%:393-3%)

Die Gruppe von L. Serrano untersucht die Interaktionen von Proteinen der Ubiquitin-Faltung mit G
Proteinen der Ras-Familie iiber in silico Methoden®”*?, um letztendlich eine Vorhersage der
Spezifitdt ermoglichen zu kénnen. Die auf strukturellen Informationen basierende Methode konnte
in der Tat erfolgreich die Interaktion von RA-/RB-Dominen mit Ras-Proteinen vorhersagen®®".
Allerdings wird dieser Ansatz durch unterschiedliche strukturelle Arrangements verschiedener RA-/
RB-Dominen mit Ras-Proteinen erschwert®*4),

Ein weitergehender Ansatz ist die Untersuchung mittels biophysikalischer Untersuchungen oder
Pulldown-Experimenten in vitro®**°'4%-4%)_ Die hierbei erhaltenen Dissoziationskonstanten (s.0.)
liegen jedoch im Bereich typischer Protein-Protein-Interaktionen, insbesondere da die beteiligten
Proteine in vivo membrangebunden vorliegen, so dass auch hier keine eindeutige Aussage zur
,»Wahrheit* der Effektor-G Protein-Interaktion erhalten werden kann. RGS12 beispielsweise wird
als Effektor fiir H-Ras beschrieben®®; RGS14 zunichst als Effektor von Rapl und Rap2“?, dann

zusitzlich von H-Ras®", wihrend Willard ef al. eine eindeutige H-Ras-Spezifitit feststellen®®,
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Abbildung 19: RAD-/RBD-Effektoren

A: Komplexstruktur aus Raf(RBD) und Raps als Beispiel fiir alle RA-/RB-Doménen Effektoren (pdb: 1gua). B: Struk-
tur der untypischen RA-Doméne von Norel im Komplex mit Ras. C: erste bekannte Struktur einer RA-Domine
(orange) im Verbund des Gesamtproteins (grau): PI3K im Komplex mit Ras (gelb). Die Interaktion von switch II mit der
katalytischen Domine ist angedeutet (pdb: 1he8). D: Uberlagerung der RA-Dominen (hellorange) des Rap(cyan)-
Epac(grau)-Komplexes mit RafRBD (orange) im Komplex mit Raps (gelb) (pdbs: 3cf6, 11fd).
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Letztendlich bleibt nur die in vivo Untersuchung der Interaktion von Effektorproteinen (in
Volllinge) mit allen G Proteinen, um einen ausreichenden Uberblick iiber die Effektorspezifitit der
Ras-Familie zu ermoglichen. Auch diese Experimente sind nicht eindeutig, was an der Kontroverse
iiber die Rap-Interaktion mit Raf-Kinasen deutlich wird. So wurde zundchst ein inhibitorischer
Effekt von Rapl auf die Aktivitit von Raf in vivo beschrieben®”*'” was jedoch nie als direkte
Interaktion etabliert werden konnte!'*”. Spitere Publikationen zeigten eine Aktivierung von Raf
durch Rap“'". Diese Unterschiede resultieren moglicherweise aus der Verwendung unterschied-
licher Zelltypen und der Expression verschiedener Raf-Isoformen*?. H-/K-/N-Ras wirkt
ausschlieBlich aktivierend auf alle Raf-Isoformen“?. In einer neueren Studie wird die EGF-
vermittelte Aktivierung von Raf-1 iiber Ras und eine NGF-induzierte Aktivierung von B-Raf durch
Rap postuliert*'**!9), In vitro binden alle Raf-Kinasen mit analogen Affinititen an Ras G-Proteine.
In einer weiteren Studie wird die Aktivierung von Raf-Kinasen durch Rap ausgeschlossen®'?.
Kolokalisationsstudien von Ras-G Proteinen und deren Effektoren*#%*!" vermdgen nur eine
Assoziation mit Membranen in gleichen Bereichen zu zeigen, die keine direkte Aussage iiber die
tatsdchliche Interaktion geben. Zusétzlich wird dies durch die hohe Dynamik der subzelluldren
Lokalisation von G Proteinen erschwert!'. Entsprechende Methoden, die die direkte Interaktion in
vivo zeigen, werden zur Zeit entwickelt und durchgefiihrt (Promotion A. Chandra).

Fiir einige RAD-/RBD-Proteine sind noch keine interagierenden G Proteine identifiziert. Hierzu
gehoren bsp. die Grb10 und Grb14 (Grb7 bindet an N-/H-/K-Ras und M-Ras“'?) oder Arapl (siche
unten).

Entsprechend ihrer universellen Struktur konnten G Proteine theoretisch mit jeder RA-/RB-Doméne
interagieren, abhéngig von der Sequenz der Proteine. So zeigt z.B. die RA-Doméne von FHOD1
Bindung an Racl und nicht an Ras-Proteine“'. Die eindeutige Bestimmung der Effektorspezifitit

bleibt demnach schwierig.

Rekrutierung vs. allosterische Regulation

Die Funktion von Effektorproteinen duflert sich entweder in der Rekrutierung des Effektors an die
Stelle der benétigten Funktion (vgl. Rab-Effektoren) oder in der allosterischen Aktivierung des
Effektors durch das G Protein (vgl. Rho-Effektoren).

RA-/RB-Dominen Effektoren zeigen diesbeziiglich keine eindeutigen Eigenschaften. Fiir die RBD
der Raf-Kinasen wurde bisher eher eine rekrutierende Funktion postuliert®®**”, Andere Studien

postulieren eine direkte Aktivierung von B-Raf durch Rap1 aber nicht durch Ras in vitro®".
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Epac, das zweite Protein (nach der PI3-Kinase) dessen RA-Domine im Verbund mit weiteren
Dominen des VL Proteins strukturell gelost werden konnte®*? weist eher auf Rekrutierung hin,
da die Interaktionsfliche der RA-Doméne von der katalytischen GEF-Domine weg weist (unter der
Voraussetzung, dass die Interaktion dhnlich zu Raf(RBD) und RalGDS(RA) verlduft) und eine
Interaktion mit einem G Protein ungehindert moglich wére (Abb. 19D). Auch fiir RalGDS konnte
bisher keine allosterisch aktivierende Wirkung nachgewiesen werden®"#?. Ahnliches wird fiir
AF6, TIAM, RIAM, RGS12/14 und die PDZ-GEF-Proteine angenommen.

Die PI3-Kinase wird in vitro und membran-unabhingig allosterisch aktiviert, was mehrfach
bestitigt werden konnte***?, Dies ist die einzige Struktur einer RAD/RBD, die neben der Inter-
aktion tiiber switch I auch eine (geringfligige) Bindung an switch Il aufweist (Abb. 19C). Die
Interaktion reicht allerdings aus, um die Struktur der PIP-Bindungsstelle soweit zu dndern, dass eine
Aktivierung stattfindet wihrend die ATP-Bindetasche unveréindert bleibt**¥. Die RA-Doméne von
Norel A/Rassf5 (s.u.) wird intramolekular durch eine C1-Doméne maskiert, deren Interaktion durch
Bindung von Ras geldst wird. Andere Rassf-Proteine besitzen ausschlieBlich eine RA-Doméne und
unterliegen moglicherweise keiner allosterischen Regulation durch G Proteine. ARHGAP20, Arap3
sowie die Rin-Proteine wurden als Effektoren von Rap/Ras vorgeschlagen, welche durch Bindung
an G Proteine allosterisch aktiviert werden sollen®%*%*?" Die Hinweise hierauf sind allerdings

nicht eindeutig und bediirfen weiterer Bestitigung.

1.4.3 spezifische Effektoren

RapL: Integrin-Aktivierung in Lymphozyten

Regulator for cell adhesion and polarization enriched in lymphocytes (RapL) ist Mitglied der Adap-
terproteinfamilie der Rassf (Ras association domain family)-Proteine“**** und bildet die kleinere
SpleiBvariante von Norel/Rassf5 (Novel Ras effector)®®. RapL wird hauptsichlich in Lymphozyten
exprimiert, wiahrend NorelA ubiquitdr vorkommt®**Y. Der Doméanenaufbau ist einfach, wie bei
allen Rassf-Proteinen, und besteht nur aus einer RA-Domine gefolgt von einer coiled-coil SARAH-
Doméne. Als Interaktionspartner von RapL werden sowohl H-Ras und M-Ras (nM Affinitit) als
auch Rapl (uM Affinitdt)®*? und Rap2"** beschrieben, mit stiarkerer in vivo Bindung zu Ras und
Rap2“". Die RA-Domine besitzt eine untypische Ubiquitin-Doméne mit einer deutlichen Ver-
lingerung des zentralen B-Faltblatts*® (Abb. 19B).

Die Funktion von RapL ist nicht eindeutig geklart und verschiedene Ansitze, die sich ebenfalls in
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der Namensgebung widerspiegeln, fithren zu unterschiedlichen Ergebnissen:

* RapL: Rapl/Rap2-abhédngige Regulation der inside-out Signaltransduktion iiber Integrine

der Lymphozyten

* NorelB: Effektor von Ras und Funktion als Tumorsuppressor
Die Rassf-Proteine werden generell als Tumorsuppressorproteine eingeordnet*?*?); eine
Eigenschaft, die ebenfalls fiir Norel A gezeigt wurde, fiir NorelB/RapL jedoch nicht vollstindig
geklart ist.
Der Name RapL wurde von der Gruppe um T. Kinashi gepriagt®" und wurde als fehlendes Verbin-
dungsprotein zwischen Rap und der Aktivierung von Integrinen vorgeschlagen'*#34% So wurde
fiir RapL eine Rapl-abhingige, direkte Bindung an die a-Untereinheit von LFA1 (o p;), dem
Integrin der Lymphozyten, iiber Immunoprizipitation nachgewiesen®?. Allerdings ist dies die
einzige Studie, die eine direkte Interaktion beider Proteine postuliert und wird zunehmend in Frage
gestellt. Insbesondere mehrt sich die Vermutung, dass Rap2 ebenfalls eine Rolle in der RapL-
vermittelten Signalweiterleitung iibernimmt; bsp. im Recycling von Integrinen??. Ein indirekter
Einfluss von RapL auf die Integrin-Aktivierung wird auch von anderen Gruppen bestétigt!***". So
zeigen RapL knockout-Miuse Defekte in der Lymphozyten Migration und der Gewebeinvasion®?),
die jedoch die Adhision nicht vollstindig inhibiert*****?; ein Hinweis darauf, dass RapL eher modi-

fizierenden Einfluss auf die Integrin-Aktivierung besitzt und nicht der essenzielle Aktivator ist.

A

Translooatio\ Anityr
And Clustaring g Modulation

. e g

Abbildung 20: Integrin-Aktivierung

A: Neueres Modell der Rap-Effekte auf die Integrin-Aktivierung. RapL als Interaktionspartner der a-Untereinheit, Talin
als B-UE bindendes Protein. Der Rap-Effektor RIAM bindet an Talin. B: Mechanistisches Modell der Integrin-Aktivie-
rung durch Talin (nach Cantor et al.*®). Die Aktivierung von Talin benétigt die Authebung der Autoinhibition, wo-
durch der F3-Teil (Oberflichendarstellung) freigesetzt wird. Anschlieend erfolgt die Bindung von Talin (F3) an den
Membran-distalen Bereich der Integrin B-UE (rot). Bindung von F3 an den Membran-proximalen Bereich der B-UE:
Auflosung der Salzbriicke zwischen a und [, Stabilisierung der helicalen Struktur. Bindung von F3 an Phospholipide
stabilisiert die Integrin-Konformation (nach Banno et al.“*®).

Die direkte Aktivierung von Integrinen erfolgt iiber Talin. Hierbei bindet die N-terminale FERM-
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Domaéne (F3-Teil) von Talin mit hoher Affinitdt (nM) an den distalen Bereich der zytoplasmatischen
Domine der B-UE*Y (Abb. 20B). Zusitzliche Bindung an den membran-proximalen Bereich {iber
eine niedrig-affine Bindung fiihrt zur Dissoziation der Integrin a- und B-Untereinheit**?, was eine
Konformationsédnderung in den extrazelluliren Domédnen hervorruft. Hierbei werden die extra-
zelluldren a- und B-Untereinheiten aufgerichtet, was die Affinitit zu Liganden deutlich erhoht®#-),
Der Einfluss von Rapl in der Aktivierung von Integrinen ist unbestritten'**'** und neben der
noch ungesicherten Funktion von RapL wird vor allem RIAM als Integrin-aktivierendes Protein
eingestuft®> (Abb. 20A). Dabei wurde beobachtet, dass RIAM direkt an Talin bindet***® und die
Rap-abhéngige Aktivierung von Integrinen zusétzlich iiber Talin und den B-Arm von Integrinen
verlduft.

Im Zuge der Aufkldrung der Norel/RapL-Funktion wurden weitere Interaktionspartner identifiziert.
Rassf-Proteine binden an MST1/2, proapoptotische Ser/Thr-Kinasen®**”, die wahrscheinlich die
Tumorsuppressor-Funktion der Rassf-Proteine vermitteln und an die C-terminale Coiled-coil-
Domine von Norel binden®”'**¥, Die Interaktion von RapL und MST1/2 in Lymphozyten wird
kontrovers in Bezug auf Apoptose oder Vermittlung der Integrin-Aktivierung diskutiert>**>),
Zunehmend wird der Einfluss der Rassf-Proteine, insbes. auch Norel/RapL, auf die Mikrotubuli-
Dynamik untersucht. Rassf-Proteine binden Mikrotubuli iiber die RA-Domine***” so dass ein
Einfluss von Rap bzw. Ras auf Mikrotubuli vermutet werden kann?. Ein interessanter Ansatz in
der Untersuchung der Integrin-Aktivierung, die stark von der Mikrotubuli-Dynamik (Focal
Adhesions) abhéangt.

Arap-Proteine: Konnektivitit von Ras-, Rho-, Arf- und PIP-Signalwegen

Die Charakterisierung der Arap-Proteine startete 2002 mit zwei Verdffentlichungen in der gleichen
Ausgabe von Molecular Cell, in denen die drei Arap-Proteine, Arapl, Arap2 und Arap3 erstmals
biochemisch charakterisiert wurden®*®_ Diese sind groBe Multidominen-Proteine von 1210
(Arapl) bis 1545 (Arap3) Aminosduren, von denen zusitzlich unterschiedliche Spleiflvarianten
existieren. Sie weisen eine SAM-Domaéne, 5 PH-Domaénen, eine ArfGAP-Doméne, eine RhoGAP-
Doméne und eine RA-Doméne auf, die je nach konsultierter Datenbank (Smart, Pfam) in ihrer
Zusammensetzung variieren konnen (Abb. 21).

Die biologische Funktion der Proteine ist trotz der intensiven Forschung der letzten Jahre noch
immer uneindeutig und beschrinkt sich hauptséchlich auf die Identifizierung der Interaktionspartner

der einzelnen Doménen (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Interaktionspartner der Arap-Proteine

Interaktionspartner Ref.

SAM

Arapl n.u., nicht in allen Isoformen vorhanden

Arap2 n.u.

Arap3 in vitro/in vivo: Ship2 (459)

ArfGAP

Arapl in vitro: Arfl > Arf5 >> Arf6 (249)
in vivo: Arf6 >> Arfl, abhingig von der SAM-Doméne (460)

Arap2 in vitro: Arf6 > Arf5 >> Arfl (461)

Arap3 in vitro: Arf6 (458)
in vivo: Arf6

RhoGAP

Arapl in vitro: RhoA, CDC42 (249)

Arap2 Inaktiv, da das katalytische Arginin nicht vorhanden ist. (249)
Trotzdem Interaktion mit RhoA und Vorschlag als Effektor von Rho (461)

Arap3 in vitro: RhoA >> Racl > CDC42=0ohne (250)
(Verwendung von VL- oder PH3-end-Konstrukten) (462)
in vivo: RhoA >> Racl (CDC42 n.u.)

PH1

Arapl Messung der ArfGAP-Aktivitét: (249)
PI(3.,4,5)P; >> PI(3,4)P, > PI(4,5)P,=PI(3,5)P, > PI(3)P=PI(4)P

Arap2 Messung der ArfGAP-Aktivitit: (461)
PI(3,4,5)Ps=P1(4,5)P, >> PI(3,5)P,=PI(4,5)P,=PI(3)P=0hne

Arap3 Messung der ArfGAP-Aktivitit: (458)
PI(3,4,5)P; > PI(3,4)P, >> PI(4,5)P,=ohne

Restl. PH

Arapl Analyse durch PIP-Strips zeigt Bindung an: (463)
PI(3)P=P1(4)P=PI(5)P > PIP, und PIPs.
Das gilt fiir jede einzelne PH-Doméne (PH3 nur PI1(4,5)P»)

Arap2 n.u.

Arap3 n.u.

RA

Arapl n.u.

Arap?2 n.u.
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Arap3 in vitro: Rap1B, Rap2b, Rheb (250)
in vivo: Rap1A (Rap2b, Rheb n.u.)

n.u.: bisher nicht untersucht

In vivo Experimente besitzen héufig den Ansatz, einen Phénotyp durch loss-of-function Mutationen
bestimmten Doménen von Arap zuzuordnen, die jedoch aufgrund des starken Crosstalks der
Signalwege insbes. der Rho- und Arf-Signaltransduktion unzureichend und schwierig erklirbar
bleiben.

In grober Niherung kann man Arapl eine Funktion in Endosomen“®***¥ und dem Golgi-Apparat®*’
zusprechen, beides Kompartimente - neben begrenzten Bereichen an der Plasmamembran (ce//
edge) - an denen Arapl bisher identifiziert wurde. Uberexpression induziert ein Abrunden der
Zellen (vermindertes Cell-spreading), einen Verlust der Stressfasern und in geringem Mafle die
Ausbildung von Filopodien®*”. Neuere Studien belegen die Beteiligung von Arapl in der
Endozytose von EGFR“*** wobei es mit Rab5 in spiten Endosomen kolokalisiert™***.

Die Funktion von Arap2 ist weitgehend unbekannt. Als vorgeschlagener Effektor von RhoA, da es
keine RhoA-GAP-Aktivitit besitzt und trotzdem RhoA bindet, induziert es Stressfasern und die
Bildung von Focal Adhesions“®".

Arap3-Uberexpression ruft widerspriichliche Effekte hervor. Wihrend eine Gruppe die Abrundung
von Zellen mit vermindertem Cell spreading beobachtet, bei vermindertem RhoA-GTP und Racl-
GTP Level“?, beschreiben andere drastische Membraneinstiilpungen, nach PDGF-vermittelter
Rekrutierung von Arap3 an die Plasmammembran®®. Weiterhin wird eine Verminderung von
Lamellipodien bei Depletion von Arap3 durch RNAi beschrieben®, die mit hoherer Arf6-GTP
Konzentration einhergeht. Analog zu Arapl wird auch Arap3 ein Einfluss auf die Endozytose von
EGFR zugesprochen, da es mit dem scaffold protein CIN8S interagiert, welches an diesem Prozess
beteiligt ist*?,

Eine weitere Ebene der Regulation erfolgt durch transiente Phosphorylierungen der Arap-Proteine,
was bsp. fiir Arap3 beschrieben wurde, welches nach erfolgter Zelladhdsion an Fibronectin durch
Src-Kinasen polyphosphoryliert wird“®,

Aufgrund der unterschiedlichen Dominen, kann man die Arap-Proteine als Signalintegratoren
bezeichnen, die Signaltransduktionswege der Phosphoinositole, der Arf-Proteine, der Rho-Proteine
und der Ras-Proteine vereinigen. Die interessante Frage ist nun, ob die unterschiedlichen Doménen
einander allosterisch regulieren oder ob sie zur reinen Rekrutierung weiterer Proteine am gleichen
Wirkungsort dienen.

Typisch fiir die Regulation der ArfGAPs konnte auch fiir Arapl,2,3 gezeigte werden, dass die
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ArfGAP-Domine durch die Interaktion der ersten PH-Domine mit Phosphoinositolen in vitro und

in vivo aktiviert werden kann?#%48:46D

. Im Gegensatz dazu findet sich keine Regulation der
RhoGAP-Domine durch PIPs in vitro, wihrend in vivo die Translokation von Arap3 an die
Membran die RhoGAP-Aktivitit ermoglicht™®),

Die Funktion der RA-Doménen ist nur im Falle von Arap3 néher charakterisiert. Krugmann et al.
@) beschreiben eine Interaktion von Arap3 (VL) mit Rapl, Rap2 und Rheb, die sie iiber Filter-
bindungs-Versuche durchfiihren (wobei sie eine — eigentlich nicht mogliche — Interaktion von Raf
(RBD) mit Rheb als Positivkontrolle einsetzen). Dabei beobachten sie in vitro eine geringfiigige
Aktivierung der RhoGAP-Aktivitidt auf RhoA bei Anwesenheit von RaplB*GTPyS, die in vivo,

wahrscheinlich aufgrund der Translokation von Arap3 an die Membran, deutlicher ausfillt. Fiir

Arapl oder Arap2 gibt es entsprechende Versuche zur Funktion der RA-Domine bislang nicht.

Arap1 (Iso_1)

Arap2 [[sam |

Arap3 [ sam | 1 y TRA [ Pe] |

ARHGAP20
Abbildung 21: Arap-Proteine und ARHGAP20
Quelle: Smart-Datenbank, Pfam-Datenbank

ANXL | | AanxL

ARHGAP: Rap-abhiingige Aktivierung der RhoGAP-Domdine

ARHGAP20 (auch: RA-RhoGAP), ein Protein, welches ausschlieBlich in Testis, Leber und Hirn
exprimiert wird, weist ebenfalls eine PH-Doméne, eine RA-Doméine und eine RhoGAP-Doméne
auf; allerdings in umgekehrter Reihenfolge als die Arap-Proteine (Smart, Pfam). Neben diesen drei
Dominen findet sich noch ein groBer Bereich, dessen Sequenz, abgesehen von einem Bereich mit
vorhergesagten Annexin-like repeats, keine eindeutige Doménenstruktur aufweist“*®” (Abb. 21).

Im Gegensatz zu Arap3 konnte fiir ARHGAP20 eine eindeutige Aktivierung der RhoA-GAP-
Funktion durch die Bindung von Rapl gezeigt werden®*. Fiir Racl oder CDC42 konnte keine
Aktivitdt nachgewiesen werden. /n vivo bestitigte sich eindeutig, dass ARHGAP20 downstream von
Rapl liegt und Rapl- und RhoA(GAP)-vermittelt die Bildung von Neuriten aus NGI108-
Nervenzellen sowohl in Linge als auch in Anzahl hervorruft?®. Zusitzlich zu dieser Funktion
wurde fiir ARHGAP20 ein Einfluss auf die chronische B-Zell-Leukdmie beschrieben, da bei einer
Subgruppe von Patienten mit dieser Erkrankung eine Verdnderung im Gen fiir ARHGAP20 nach-

gewiesen wurde“®®.

47



Einleitung

Rin-Proteine: Regulation der Rab-Familie durch Ras

Rin-Proteine wurden als Ras interaction/interference Proteine beschrieben, deren Uberexpression
die Bindung von Raf an Ras unterbindet“®. Die drei Isoformen von Rin besitzen eine SH2-
Domaine, eine Rin-Homologie-Domine (RH) eine Vps9-Domine (RabGEF) und eine RA-Doméne

und unterscheiden sich in der Anzahl der Prolinreichen Bereiche zwischen SH2 und RH (Smart,

Pfam, Abb. 22).

PR
Rin [ | sH2 | [
PR PR

Rin2 [ | sH2 | [ [
PR PR PR

rRin3 | [ sH2 [ ] [

Abbildung 22: Rin-Proteine
Quelle: Smart-Datenbank

Die biologische Funktion von Rin liegt einerseits in der Aktivierung von Tyrosinkinasen (Abl) iiber
die N-terminale SH2-Doméne“’® und in der Regulation der Endozytose verschiedener Membran-
rezeptoren iiber den C-terminalen RabGEF/RA-Bereich®#7'473),

Die RA-Domine ist ein klassischer Effektor von G Proteinen der Ras-Familie, der in mehreren
Studien als Bindungspartner von nahezu allen Ras-Proteinen mit ausreichend hoher Affinitét
gebunden werden kann®*'*'3, Rinl besitzt Priaferenz fiir Rap2, N-/K-Ras und TC21, Rin2 fiir R-Ras
und TC21, withrend Rin3 an N-/K-Ras und M-Ras bindet®'?.

Alle drei Proteine werden als Rab5-GEFs eingestuft. Die Spezifitdt von Rinl fiir Rab5 wurde in
vitro in einem Vergleich mit Vps21, Ypt7, Rab4 und Rab11 untersucht, deren Austausch nicht durch
Rinl katalysiert wurde™”. In vivo lokalisiert Rinl an Rab5-Endosomen“’? und ist in der Lage,
Rab5-abhingig die Fusion von Endosomen zu stimulieren“?”. Rin2 und Rin3 wurden in vitro nur
auf Rab5 getestet; auch in vivo konnte Rab5 als Substrat fiir diese beiden Proteine bestétigt
werden*#479,

Fiir Rinl wurde eine allosterische Regulation der Rab5-GEF-Aktivitit durch Bindung von Ras an
die RA-Domine in vitro postuliert*?”, die jedoch nur geringfligige Aktivitidtsinderungen ausmacht,
die zudem nicht quantifiziert wurden. /n vivo bestdtigte sich die Ras-Abhéngigkeit der Rin-
vermittelten Endozytose mehrfach?’*’?, wihrend andere Gruppen Ras-unabhingige Funktionen

von Rinl in der Endozytose beobachten, bzw. nicht auf die Funktion von Ras eingehen’**7%477),
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Die Rin-Proteine gelangen zunehmend in den Fokus der Tumorforschung, da mehrere Studien von
einer Reduktion des Rinl-Proteinlevels und von einer schlechteren Uberlebensrate bei Rinl-Uber-

expression berichten’47,

Shoc2

Shoc? ist ein Protein, das 1998 gleichzeitig von zwei Gruppen erstmals charakterisiert wurde und
entsprechend mehrere Namen besitzt: Als Suppressor of Ras (Sur-8) wurde es als Gen in C. elegans
identifiziert®®>, welches in mutierter Form die Aktivitit von Let-60 (Ras) unterdriickt. Als
Suppressor of Clear (Soc-2) wurde es bezeichnet*®”, da Mutationen in diesem Gen den Clear-
Phénotyp in C. elegans unterdriicken, der durch konstitutiv-aktiven FGFR entsteht. Die
Bezeichnung Shoc2 gibt die humane Variante von Soc-2 wieder™.

Shoc2/Soc-2/Sur-8 ist ein Leucine rich repeat (LRR) Protein mit schitzungsweise 19 LRRs und
einer vorangestellten N-terminalen Doméne von ca. 80 Aminosduren, deren Struktur unbekannt
ist**®, Von beiden Gruppen wurde es als Ras-Effektor beschrieben, der an N-/H-/K-Ras bindet, was
liber Y2H-Experimente und in vifro Studien mit Zell-Extrakten untersucht wurde®**%, Hierbei
zeigte sich, dass sowohl die N-terminale Domine (die nicht zwischen Sdugern und C. elegans
konserviert ist) als auch der C-terminale Bereich von Sur-8 fiir die Interaktion mit Ras benotigt
werden®, Diesen Studien zufolge besitzt Sur-8, dhnlich wie KSR eine aktivierende Funktion auf
Raf. Spiter wurde durch Coimmunoprézipitationen und Pulldown-Experimente mit GST-Ras und
Zelllysaten postuliert, dass Ras, Raf und Shoc2 einen trimeren Komplex eingehen®*®.

In einer Veroffentlichung von 2006 wurden von der McCormick Gruppe die bisherigen Ergebnisse
in Frage gestellt*®. Thren Untersuchungen zufolge ist Shoc2 ein Effektor von M-Ras, wobei sie
eine Interaktion mit anderen Ras-Proteinen vollstidndig ausschlieBen. Zusitzlich konnen sie keinen
Komplex aus (M-)Ras, Raf und Shoc?2 in vivo oder in vitro nachweisen.

Vielmehr beschreiben sie Shoc2 als regulatorisches Protein von PPlc, einer Ser-/Thr-Phosphatase,
deren Spezifitit durch regulatorische Proteine definiert wird. Allerdings bleibt unklar, welche der
drei Isoformen von PP1c mit Shoc?2 interagiert, da sie sowohl PP1ca (a), PP1cb (B) als auch PPlcc
(y) mit der TAP-Technik als Effektor von M-Ras identifizieren konnten. Die weitergehenden

Experimente wurden mit PP1ca durchgefiihrt.
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Abbildung 23: Modell der Shoc2-Funktion

Modell der Shoc2-Funktion nach den Ergebnissen von Rodriguez-Viciana et al.*®. Raf liegt inaktiv an 14-3-3-Proteine
gebunden vor. Die Bindung an Ras (R) vermindert die Interaktion zwischen 14-3-3 und Raf, eine Voraussetzung fiir die
Bindung des M-Ras (M)-Shoc2-PP1c-Komplexes, der Raf an S259 dephosphoryliert. Dies aktiviert Raf dauerhaft und
kann, an Ras gebunden, downstream-Effektoren phosphorylieren (gelb).

Uber Coimmunoprizipitationen und in vivo/in vitro Pulldown-Experimentem konnten sie einen
terndren Komplex aus M-Ras, Shoc2 und PPlc beobachten, der M-Ras*GTP-abhingig die Raf-
Kinase an S259 dephosphoryliert und somit aktiviert. Damit konnten Experimente bestétigt werden,
die einen starken Einfluss von Shoc2 auf die Aktivitit der Raf-Kinase und damit die MAPK-
Kaskade beobachteten (Abb. 23).
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2 Zielsetzung

Die Familie der RA- und RB-Dominen enthaltenden Ras-Effektoren wéchst bestindig mit
zunehmender bioinformatischer Analyse der Genomsequenzen. Wéhrend die klassischen Effektoren
Raf-Kinase, RalGDS und PI3-Kinase eingehend untersucht sind, ergeben sich fiir einen Grofteil der
anderen Effektoren erst in den letzten Jahren Einblicke in ihren Funktions- und Regulations-
mechanismus. Ziel dieser Arbeit war die in vitro Analyse der weniger bekannten Ras-Effektoren
RapL, Arap, ARHGAP20, Rin und Shoc2, die in einem weitgefacherten Ansatz untersucht werden
sollten. Fiir Arap, ARHGAP20 und Rin werden allosterische Mechanismen der Aktivierung
postuliert, die strukturell und funktionell aufgeklirt werden sollten, um erstmals ein detailliertes
Verstandnis der Funktion von RA-Doménen im Kontext groler Multidoménen-Proteine zu erhalten.
Die Rap-abhingige Integrin-Aktivierung durch RapL ist mechanistisch noch nicht verstanden. Die
Untersuchung der Rap-vermittelten Integrin-Bindung {iber in vitro-Methoden konnte einen Einblick
in den Mechanismus der Regulation dieser fiir eine Vielzahl von zelluldren Prozessen wichtigen
Rezeptorfamilie ergeben.

Fiir die Multidoménenproteine Arapl und Arap3 wurde eine ebenfalls Rap-abhéingige allosterische
Regulation der RhoGAP-Aktivierung postuliert. Die daraus resultierende Integrator-Funktion dieser
Proteine und die mechanistische Aufklidrung des Zusammenspiels seiner Domédnen war zentraler
Bestandteil dieser Arbeit, um komplexe intramolekulare Regulationsmechanismen besser verstehen
zu konnen. In analoger Weise sollten die Rin-Proteine untersucht werden, welche durch ihre
Funktion die Rab- und Ras-Signalwege einer Zelle verkniipft und Prozesse wie die Endozytose von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren regulieren.

Als Ras-Effektor ohne RA-Doméne sollte Shoc2 auf die Interaktion mit Ras-Proteinen untersucht
werden, da es als bedeutsamer Regulator des MAPK-Signalwegs charakterisiert wurde. Das Ras-
bindende Epitop und der Mechanismus der Ras-abhdngigen Regulation der MAP-Kinasen waren
unbekannt und sollten aufgeklért werden.

Im Zuge von GEF-Messungen mit den Rin-Proteinen sollte die Funktion eines in nahezu allen G
Proteinen der Ras-Superfamilie konservierten Glutamats untersucht werden, fiir das eine essenzielle
Funktion in der GEF-Katalyse postuliert wurde. Hierbei sollten G Proteine aller Subfamilien

miteinander verglichen und die Konservierung des GEF-Mechanismus {iberpriift werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktion des konservierten Glutamats in der GEF Reaktion

3.1.1 Sequenzvergleich

HRAS 7 OF T -~ -BEPLSYRCEDY : B0
NRAS c ol LT : E . 85
KRAS : y sll=poyMRTGEG ¢ 77 27
MRAS - 7 YMRTGDG : 87 87
RREAS] : . 3-—A YMRAGHG : 103 95
RRASZ y 2 YMRTGLG : 88 86
DIRAS1 : -VCTfH: ) ORLSISKGHR : 81 84
DIRASZ : - FE--ABORLSTSKGHA @ 81 102
LRAS : Y 1R--2@RDOCLAVCDG @ 115 ’r
RASDL RRLSILTGDV : 98 e ﬁ;’
RHES 80 RABSA . 95
RITL 95 RAB28 DKYIYGAQGY : 89
;‘i;iﬂ j4 RABLOD : FRSYSRGROG : 89
Banon i RAB43 TOSYYRSANG : 93
RALR a8 SECA - h TTAYYRGA 95
RHOR : 79 G3 (switchll)

RHOETE] E HEE-————-DREFAYGRIDV : 1027

BHOBTEZ : -3VSHE T I ————DEEPFAYGRSDY @ 102

coc4? RPLSYPQTLV : 77

RACI REFLSYPOQTDV 3 77

RND1 RPLCYSDSDE : 87

Wreh-1 FOE--BRPLCYTNTDI : 135

] D
G3 (switchll)

Abbildung 24: Sequenzvergleich von G Proteinen
Sequenzvergleich des G3 Motivs ausgewdhlter G Proteine. Das konservierte Glutamat ist in blau gezeigt. Ein vollstén-
diger Vergleich aller G Proteine ist im Anhang zu finden.

Sequenzvergleiche von Proteinen der Ras Superfamilie zeigen, dass neben dem invarianten G3-
Motiv (abgesehen von Gln 61) ein Glutamat hoch konserviert ist (Abb. 24, Anhang 8.2 ). Es ist in
allen Subfamilien der Ras-Superfamilie zu identifizieren, aufler in den Rag-Proteinen. In der Ras-
Subfamilie besitzen die Di-Ras-Proteine, ERas, Rheb, Rit und RasD1 das Glutamat nicht. In der
Rho-Familie weisen die Rnd-Proteine und Wrchl als klassische Rho-Proteine einen anderen Rest
auf; in der Rop-Familie ist es zu 100% konserviert. Die hochste Konservierung besitzt die Rab-
Familie (Abb. 24, Anhang 8.2 ) mit Rab28 und Rab40 als einzigen Ausnahmen von 58 Proteinen.
Eine geringe Konservierung findet sich in der Arf/Arl-Familie, bei denen nur Arl4, Arl5 und Arl14

ein Glutamat besitzen, wéihrend alle Arf-Proteine ein Aspartat aufweisen.

3.1.2 Einfluss des konservierten Glutamats auf die GEF-Reaktion

Bereits in mehreren Kristallstrukturen von G Proteinen und ihren GEFs®'” zeigte sich die
potenzielle Funktion des Glu62, so dass ein Einfluss des Glutamats auf die GEF-Aktivitdt mehrfach
postuliert wurde!"7***'? (Abb. 25A).
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Abbildung 25: Die Funktion des konservierten Glu62 in Ras

A: Struktureller Vergleich der Nukleotidbindestelle von Ras in der GDP-gebundenen Form (blau) und im Komplex mit
Sos (gelb). Die Konformationsidnderung von Glu62 ist durch den roten Pfeil angedeutet. B: GEF-Reaktion von Sos und
Ras wt, bzw. Ras E62A (Methode nach Lenzen et al.“*").

In der Tat zeigte die E62—A Mutation eine 5,4-fache Verringerung der GEF-Aktivitdt bei Zugabe
von 100 nM Sos (Abb. 25B, Tabelle 4). Die Aktivitit von 2 uM Sos auf Ras E62A war 26-fach
geringer als auf Ras wt (siehe Anhang 8.2 , Tabelle 4).

Aufgrund der hohen Konservierung des Glutamats lag es nahe, die Funktion dieses Restes durch
jeweilige Mutation von Glu zu Ala auch in den anderen Subfamilien der Ras-Superfamilie zu unter-
suchen.

Als nichster Verwandter von Ras wurde Rap mit Epacl, Epac2 und C3G gemessen (Abb. 26A,
Anhang), dessen RaplB-Epac2-Struktur (bei Anwesenheit von cAMP) ebenfalls die Salzbriicke
zwischen P-loop Lysin und E62 aufwies (Abb. 26A). Wie erwartet fiihrte die Mutation von Rapl
bei der Epac2-katalysierten Reaktion zu einer Rate von 2,54-10* s, im Vergleich zu 169-10* s
mit Rapl wt (siche Anhang). C3G zeigte auf Rap wt eine etwa 8-fache Beschleunigung des Nukleo-
tidaustauschs unter den gewahlten Bedingungen, die durch die E—A Mutation vollstindig inhibiert
wurde (Abb. 26B). Epacl unterschied sich jedoch von beiden bisher getesteten Systemen, da es
auch die Austauschreaktion von Rap1B E62A 14-fach beschleunigen konnte (Abb. 26C, Tabelle 4).

Die GEF-katalysierte Austauschreaktion von pl15 und pl90 mit RhoA E64A war vollstindig
inhibiert (Abb. 26E,F), da die Raten mit 1,39-10* s™ bzw. 0,710-10“ s denen des unkatalysierten
Austauschs entsprachen (Tabelle 4). Die Struktur von RhoA mit der DH-PH-Doméne von Dbs
konnte ebenfalls die Bindung von Glu64 an das P-/oop Lysin zeigen (Abb. 26D).
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Abbildung 26: Der Einfluss des konservierten Glutamats auf die GEF-Reaktion von G Proteinen

A, D, G, J: Strukturen von G Proteinen aus dem Komplex mit dem jeweiligen GEF (nicht gezeigt). Der P-loop ist in
rot, switch I in griin und switch II in cyan markiert. A: RaplB im Komplex mit Epac2. (3CF6). B GEF-Aktivitét von
C3G auf RaplB. C: GEF-Aktivitit von Epacl auf Rap1B. D: RhoA im Komplex mit Dbs (1LB1). E: GEF-Aktivitit
von GST-p190 auf RhoA. F: GEF-Aktivitit von p115 auf RhoA. G: Rab21 im Komplex mit Rabex-5 (20T3). Teile von
Rabex-5 sind in blau gezeigt. H: GEF-Aktivitdt von Rabex-5 auf Rab5SA. I: GEF-Aktivitdt von Sec2 auf Sec4. J: Ran
im Komplex mit RCC1 (112M). K: GEF-Aktivitit von RCC1 auf Ran. (alle Messungen: Standardpuffer)
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RCC1, das GEF fiir Ran, besall im Vergleich zu den anderen getesteten GEFs die hochste Aktivitit.
Bereits bei einer Konzentration von 1 nM wurde mit 17,2:10* s eine Austauschrate erreicht, die
hoher war als beispielsweise die von C3G in 100-fach hoherer Konzentration auf Rapl (Tabelle 4).
Deshalb wurde die Austauschrate nur fiir 1 nM, bzw. 100 nM RCC1 gemessen. Die Aktivitét auf die
Glutamat-Mutante von Ran (E70A) war immer noch 20-fach schneller als der intrinsische
Austausch, jedoch langsamer als mit Ran wt (150-fach im Vgl. zum intr. Austausch) (Abb. 26K).
Damit zeigt RCC1 ein dhnliches Verhalten wie Epacl. Die Struktur von Ran mit RCC1 zeigte eine
Interaktion von Glu und Lys iiber ein iiberbriickendes Wasser. Zusétzlich befand sich ein Sulfat-Ion
im aktiven Zentrum, welches die Position der zwei Reste im Vergleich zum tatsachlichen Zustand
verdndert haben konnte (Abb. 26J).

Die Subfamilie mit der hochsten Konservierung waren die Rab-Proteine, von denen Rab5 mit dem
Vps9-GEF Rabex-5 und Sec4 mit dem GEF Sec2 gemessen wurden, um Rab-Proteine mit GEFs
unterschiedlicher Faltungen zu untersuchen. Im Gegensatz zu den bisher untersuchten G Protein-
GEF-Interaktionen zeigten sowohl Rabex-5 als auch Sec2 eine hohe Beschleunigung der Glu-
Mutante Rab E80A bzw. Sec4 ESOA (Abb. 26H,I), die im Fall von Rab5 ES0OA und Rabex-5 sogar
1,5-fach schneller war als mit Rab5 wt (Tabelle 4). Die Struktur von Rab21 mit Rabex-5 zeigt das
konservierte Glu in einer Solvenz-exponierten Konformation, wiahrend Asp313 von Rabex-5 in das
aktive Zentrum von Rab ragt und seinerseits eine Interaktion in trans mit dem P-loop Lysin eingeht
(Abb. 26G). Eine dhnliche Interaktion von Sec4 mit dem GEF Sec2 konnte jedoch nicht gefunden
werden, obwohl auch hier das konservierte Glutamat vom aktiven Zentrum weg in die Losung zeigt
(sieche Anhang). Die beiden vorhandenen Strukturen von Sec4 und Sec2 zeigen unterschiedliche
Konformationen des P-loops**'#*?. In einer der Strukturen ist der P-loop vollstindig in seiner
Konformation gedndert und das Lysin weist in Richtung des G Dominen-Zentrums®?, In der
anderen Struktur wird es durch ein Phosphation gebunden, welches an Stelle der Phosphate des
Nukleotids in der Nukleotidbindungstasche befindet®". Der P-loop dieser Struktur ist
dementsprechend nicht deformiert.

Mutation des konservierten Glutamats zu Lysin bewirkt eine vollstindige Ladungsumkehr, die
einen noch stirkeren Einfluss auf die GEF-Aktivitdt besitzen sollte.

In der Promotionsarbeit von C. Thomas wurde die GEF-Aktivitdit von RCCI1 auf Ran E70K im
Vergleich zu Ran wt und die Aktivitit von Sos auf Ras E62K untersucht. Dabei zeigte sich, dass
Ras E62K genauso wie Ras E62A keinen GEF-katalysierten Austausch mehr durchfiihren kann.
Ran E70K weist ebenfalls nur noch eine geringe Aktivitit durch RCCI1 auf (siehe Anhang).
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Tabelle 4: Geschwindigkeitskonstanten des mGDP Austauschs

G Protein GEF wt/10* s E—>A/10%s"
Ras - 0,432 + 0,098 0,320+ 0,122
Ras Sos (100 nM) 3,06 +£2,92 0,566 £0,172
Ras Sos (2 uM) 26,1 +£2,38 0,912 +£0,168
Rap - 0,620 + 0,357 0,518 £0,213
Rap C3G (100 nM) 8,62 + 5,04 1,96 £ 0,736
Rap Epacl (100 nM) 38,6 +7,39 7,51 +£0,429
Rap Epacl (2 uM) 269 + 25,5 62,9 +1,75
Rap Epac2 (100 nM) 6,00 + 0,533 0,684 + 0,377
Rap Epac2 (2 uM) 169 +33,2 2,54+2.21
Rho - 1,06 + 0,463 0,502 £ 0,163
Rho GST-p190 (100 nM) 2,27 +£2,70 1,39+ 0,41
Rho GST-p190 (2 uM) 43,4 +19,3 0,998 + 0,555
Rho p115 (100 nM) 2,979 + 0,654 0,710 £0,103
Rho pl15 (2 uM) 32,8 +4,34 0,544 £ 0,126
Ran - 0,114 +0,0510 0,173 £0,158
Ran RCC1 (1 nM) 17,2 +291 3,51+ 0,914
Ran RCC1 (100 nM) 204 + 39,8 219,5+4,95
Rab - 1,69 + 0,514 5,80+ 3,76
Rab Rabex-5 (100 nM) 209 + 39,9 322 +56,3
Sec4 - 7,35+ 1,29 11,5+1,92
Sec4 Sec2 (100 nM) 257 +£15,1 253 +£27,5

3.1.3 Komplexbildung von G Proteinen und GEFs

Die Inhibition der GEF-Katalyse durch die Mutation des Glutamats kann einerseits durch eine
verringerte Affinitit zum G Protein, andererseits durch eine verringerte katalytische Aktivitat
entstechen. Um dies zu kldren, wurden Gelfiltrationsldufe durchgefiihrt, die zeigten, dass die
Komplexbildung durch die Mutation nicht beeinflusst wurde (Abb. 27). Sowohl Ras (wt) als auch
Ras (E62A) wurden mit der katalytischen Doméne von Sos, Ran (wt) und Ran (E70A) mit RCC1
im Komplex eluiert (Abb. 27A,B). RhoA (E64A) zeigte eine etwas geringere Affinitit zu GST-
p190GEF im Vergleich zum Wildtyp, da weniger RhoA (E64A) im Komplex eluierte (Abb. 27C).

Eine Komplexbildung ist dennoch vorhanden.
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Abbildung 27: Komplexbildung von G Proteinen und GEFs
A, B, C: Analytische Gelfiltration (S75 10/30) von G Proteinen und GEF, die im Verhiltnis 5:1 inkubiert wurden
(Puffer: Standardpuffer). Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. A: wt Ras (rot) und E62A Ras (blau)
mit Sos (schwarz) B: wt Ran (rot) und E70A (blau) mit RCC1 (schwarz). C: wt RhoA (rot) und E64A RhoA (blau) mit
GST-p190 (schwarz). D: Analytische Ultrafiltration von Ras/Sos und RhoA/GST-p190. G Proteine wurden im Verhalt-
nis 3:1 mit GEF in Anwesenheit von EDTA {iber Nacht inkubiert und fiinfmal iiber einen 50 kDa Filter gewaschen. Das
Gel zeigt die Proben vor (v) und nach (n) der Filtration. d zeigt den Durchfluss der Probe von G Protein ohne GEF.
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Um die G Protein-GEF-Interaktionen mit einer weiteren Methode zu {berpriifen, wurden
analytische Ultrafiltrationen durchgefiihrt, bei der G Protein und GEF inkubiert und anschlieend
durch Membranen mit einer Ausschlussgréfie von 50 kDa ultrafiltriert wurden. Dabei zeigten RhoA
wt und RhoA (E64A) eine Komplexbildung mit pl90GEF, wihrend sich RhoA alleine im Eluat
befand (Abb. 27D). Dies wurde auch fiir Ras und Sos bestitigt (Abb. 27D). Eine Durchfiihrung
dieses Versuchs mit Ran und RCCI1 schlug fehlt, da Ran unspezifisch an die Membran band und
sich stets im Uberstand und nicht im Filtrat befand (Daten nicht gezeigt).

3.1.4 Verringerung der Nukleotidaffinitit im trimeren Komplex

Die Inkubation eines Nukleotid-gebundenen G Proteins mit seinem GEF fiihrt zunichst zur Bildung
eines trimeren Komplexes mit verringerter Nukleotidaffinitdt. Dies resultiert in einer Verschiebung
des chemischen Gleichgewichts hin zum dimeren Komplex aus GEF und G Protein.
Fluoreszenzmessungen eignen sich zur Beobachtung der Verschiebung des chemischen Gleich-
gewichts, da die Fluoreszenzintensitit freier Nukleotide geringer ist. Entsprechend zeigte die
Zugabe des GEFs vor Zugabe des GDP-Uberschusses einen deutlichen Unterschied zwischen wt
und Glu—Ala mutierten G Proteinen (Abb. 28A,B). Die Affinitdt von GEF und G Protein wurde
durch die Mutation nicht verringert (s.o.) und ist nicht Grund der Fluoreszenzunterschiede. Bei Ras
wt mit Sos trat eine Verringerung der Fluoreszenzintensitdt auf 83% auf, wahrend Ras E62A und
Sos keine Dissoziation des Nukleotids aufwiesen. Noch deutlicher zeigte sich dies fiir Rap und
Epacl, fiir die die Fluoreszenzintensitdt auf 58% mit wt und nur 92% mit der E62A Mutante abfiel
(Abb. 28B). Epac2 und C3G zeigten einen hoheren Anteil gebundenen Nukleotids. Geht man von
dem Richtwert der minimalen relativen Fluoreszenz von 50% aus, da das Losungsmittel die mant-
Fluoreszenz nicht auf Null quenchen kann, ergibt sich somit, dass Rap (wt)/Epacl nur noch knapp
10% Nukleotid gebunden hatten und der grofte Teil als dimerer Komplex vorlag. Bei Ras handelte
es sich um etwa 33% trimeren Komplex.

Die Rho-Proteine zeigten eine nur geringe Reduktion der Fluoreszenzintensitét, die sich zudem
nicht zwischen wt und E64A unterschieden. Ran wies, wie Ras, eine Reduktion der Intensitit auf,
die im Falle des wt-Proteins deutlicher ausfiel als in der E70A-Mutante.

Eine Umkehrung des Verhaltens trat bei Rab5 und Rabex-5 auf. Wihrend Rab5A wt eine Reduktion
auf 70% zeigt, verringerte sich die Fluoreszenz im Rab5A E80A System auf 57%. Sec4 und Sec2
zeigten fiir wt und Glu-Mutante eine dhnliche Reduktion auf etwa 65%. Damit befanden sich bis zu

90% von Rab5 (E80A) bzw. Sec4 im dimeren Komplex mit threm GEF und nur 10% im trimeren.

58



Ergebnisse

L o A

Fas{wt)}+S0s.
Ras(EB2A)+S08.., _|

rel Fluoreszenz
L=
Lo

rel Flucreszerz

06

04

-400 0 400 BOO 1200 1800 2000
Zeit! s

o

Verhéltnis préfpost Filtration

S SR & o
& & e g
Q'é? Q_'?;{D

Abbildung 28: Die Bildung des dimeren G Protein - GEF -Komplexes

A: Methode zur Bestimmung der Verringerung der Fluoreszenzintensitit durch Zugabe des GEFs (grauer Pfeil). GDP-
Zugabe zur Messung der eigentlichen GEF-Aktivitit erfolgt zum Zeitpunkt 0. B:Anderung der Fluoreszenzintensitit
durch Zugabe des GEFs. Die Verschiebung des Gleichgewichts vom trimeren zum dimeren Komplex wurde fiir die an-
gegebenen G Proteine sowohl fiir den wt als auch fiir die E—>A Mutante bestimmt. C: Analytische Ultrafiltration von G
Protein mit GEF (10 kDa Ausschluss) bei Bestimmung der Nukleotid-Konzentration vor und nach Filtration mittels
HPLC. Angeben ist das Verhéltnis hieraus.

Um das Verhiltnis des dimeren zum trimeren Komplexes ndher zu charakterisieren, wurden Ultra-
filtrationsexperimente mit den Glu—Lys Mutanten von Ras/Sos und Ran/RCC1 durchgefiihrt (Abb.
28C). Ran (wt)/RCC1 wies nach mehrmaligem Waschen einen Nukleotidgehalt von 52% auf,
wihrend Ran (E70K)/RCC1 noch zu 70% Nukleotid gebunden hatten. Ras (wt)/Sos hatten noch
85% Nukleotidbeladung, wihrend Ras (E62K)/Sos keinen Nukleotidverlust zeigten.
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3.2 Regulator of Adhesion and Polarisation enriched in Lymphocytes, RapL
3.2.1 Sequenzvergleich

Die niedrige Sequenzhomologie zwischen RA-Doménen zeigt sich bereits zwischen Proteinen der
Rassf-Familie mit einer Identitdt von 12% bis maximal 30% (Abb. 29). Die stirkste Verwandtschaft
besteht zwischen RapL(Rassf5), Rassfl und Rassf3 mit 35% bzw. 43% Identitdt. Der Vergleich von
RapL mit anderen RA-Doménen Proteinen zeigt nur maximal 5% Sequenzidentitit.

Die einzige Mdglichkeit, einen Vergleich mit anderen RA-Doménen, u.a. mit bekannter Struktur,
durchzufiihren, besteht in der Analyse der Sekundirstruktur der Ubiquitinfaltung. Der Sequenz-
vergleich, basierend aus Sekundirstruktur-Vorhersage und vorhandenen Strukturen, ist in Abb. 29
gezeigt. Mit der Losung der Struktur der RA-Doméne von RapL“*? wihrend der Durchfiihrung
dieser Arbeit zeigte sich, dass es deutliche Abweichungen von der typischen Ubiquitin-Doméne

geben kann, die den Vergleich von RA-Doménen Proteinen zusétzlich erheblich erschweren.

RapL il MTVDSEMAS - - - - -O¥(C8LD--------- EELEDOFFTAETTFFEN
Rassfl D : -MSGEPELIZLRELAPACRACKGRTRLERANALZIARGTACNPFTROLVPGRGERFQFRGERTE- - - - - TWCDLCGDFIWGVVREGLOCARLSADCKFTCH
Rassf2 A : --------- MDY SHOTSLWVECGODEY ISFNELLLHLETYNLYYEGY -NLOLEERE-EEDEFIVES- - - - LINISWGE- - - - - - LERPIRLOMOCCNERIRE
Rassfi B i ¥SELE--------- EDAEDEFFTARTSFFRER
Ragslf4 A MEEDCLESSHVP IEDERS IOKSELLGLLETYNCYHE SFCLEERE-EREGTLITEG- - - -LLNTAWG- - - - - - LERPIRLCMODDREEQVHL
Rassfe & MTMMAEY PSR T FINEKTFITREQLNSLLETYNIFYENQENLHILYGETEDGELIVESG - - - ~MLDIFRG -~ -VERPIOLEIQDEEPFISF
Rassf7 A : MLLGLAAMELKVWVDGIQRVVCGVEEQTTCQEVVIALRQATIGOTGRFVLVORLREKERQLLPQECPVERAQRT G - - - - - - - QFASDVOFVLERTGPSLAG
RassfB A ¢ ------- MELKVWY DSV ORIV TEVT T OEVY I AL A TORTGRY TLIEEWEDTERHLAPEEN PTISLNEWNS: QY&EDVOLILERTGPSLEE
Ral3Ds

RIAM

GrbY

FLla

AFG 1

AFG 2

A Raf

B Ral

¢ _Rafl

WEILSYNTE
CEIFEYNRQ
3 CMPSSTDSjGLKPJ!

SWME--REF »
-DWESESKGEMTE - - WEEFLLLYRISELDETQT FRS - -
PESDSCP------- FPERCLIRASLE--VEP

{abs£4
Rasafa
Rasst?
Rassfa
Ralahg
RIANM
3rh7
FLZe
nFG 1
AbE 2
R f
at
af

i
O E W O

R

EapL IIESTTTV

Ragsll D : ) MV SRTRR
Rassf2 A ¢ TRS R RRGH JPTPJJQ%RPI— RFSTHGHFYNHETSY Y SM TR TS TMTT
Rasstl 2 GFTXVQMELCKP -~ - - - - FQTSPNSGK- - -LSPESNG- - - ITSETNTV
Rassfd VISTMTT

Rassfs R VISNMET
ragsl? & )i SAQARALE
Rasafs A : IRLOTEKLQSTEKQLESNET PTRFNF‘QKV}U\T FF‘F‘TVRLF‘Q{IKRND“’ EERUENE ORNEKGL TROKTTECENK V')r’T}-‘\O_TRT[‘«]F!
RALGEDE 1 === mm e m e e e e e e MYXS TRVTSODRAR- - A
RIAM e R e EE PP ITXSLEVOERQLAR - -T
arb7 e T R PP LCRSVEVEAGLTAR - -1
FLOs e T T R PP PRTVIKAFRVETAD--T

WESSTATT--2

g LLESTTDPA- T
B RAE s o m e o m e m e o e e NEQRTEVTERDGMS - -V
B REE f mmm o m e NECRTMVEARCGVT--¥
O RAE  § s oo mm o oo oo NKGRTHVIERNGMS - - L

Abbildung 29 (Teil 1)
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Abbildung 29: Sequenzvergleich von Rassf Proteinen

Sequenzvergleich von Rassf-Proteinen auf der Basis ihrer Sekundérstruktur(-Vorhersage). Die Grenzen der RA-/RB-
Doméne ist mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Die Verldngerung von 1 im Vergleich zu anderen RA-/RB-Doménen ist
ebenfalls in anderen Rassf-Proteinen konserviert. Griine gestrichelte Linie: unstrukturierter Bereich in der RapL-
Struktur®?. Rot: 100% konserviert, Gelb: 60-80% konserviert.

3.2.2 Aufreinigung von RapL
Wahl der Konstrukte

L[ ct]
1w . 265
1e m 207
Al m & 265
124 #————u 207
{ Struktur: 49w = 207)

Abbildung 30: Konstrukte von RapL
Wahl der Konstruktgrenzen von RapL. Zum Vergleich ist das Konstrukt, das zur Strukturldsung von RapL gefiihrt
hat*?, eingetragen.

Um die Eigenschaften der einzelnen Doménen von RapL zu untersuchen, wurden verschiedene
Konstrukte des Proteins hergestellt (Abb. 30). Aufgrund der geringen Homologie zu anderen RA-
Doménen Proteinen, war die Bestimmung geeigneter Verkiirzungen schwierig. Das Konstrukt RapL

(1-265) entspricht dem Volllingen (VL) Protein. Zur Abtrennung der Coiled-coil-Domine
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(SARAH) wurde ein Konstrukt von Aminosdure 1 bis 207 gewihlt (RapL(1-207)). RapL (41-265)
schliet den Bereich aus, der nicht homolog zu NorelA ist und RapL (124-207) beinhaltet
ausschlieBlich die RA-Doméne, in den von der Smart- und der Pfam-Datenbank vorhergesagten
Grenzen. Zum Vergleich wurde in Abb. 30 ebenfalls das Konstrukt aufgelistet, welches letztendlich

zur Losung der Kristallstruktur von RapL fiihrte 2,

Aufreinigung von RapL
Der Erfolg der Aufreinigung der RapL-Konstrukte ist in Tabelle 5 angegeben. Es zeigte sich, dass
bis auf RapL(124-207) alle Konstrukte (unter Einschrankungen) aufgereinigt werden konnten.

Tabelle 5: Reinigungserfolg verschiedener RapL-Konstrukte

Protein Konstrukt Ausbeute Eigenschaften

RapL 1-265 12mg / 10L TB Schlecht reproduzierbar
RapL 1-207 28mg / 10L TB NaCl > 500mM

RapL 41-265 60mg / 10L TB Sehr gut 16slich.

RapL 124-207 unldslich

RapL (1-207) war nur unter hoher NaCl-Zugabe 16slich (500mM). Auch Veridnderung des pHs oder
Zugabe von Glycerin énderte die Loslichkeit nicht. Zusitzlich zeigte sich stets geringer Abbau des
Proteins, der auch unter Verwendung von Protease-Inhibitoren nicht vermieden werden konnte
(Abb. 31D).

RapL (41-265) zeigte sehr gute Loslichkeit und war in hoher Ausbeute zu erhalten (Abb. 31D).

Die Expression und Loslichkeit von RapL (124-207) wurde unter verschiedenen Expressions-
bedingungen und in unterschiedlichen Puffern getestet, wobei keine Bedingung gefunden werden
konnte, in der dieses Konstrukt im 16slichen Uberstand verblieben wire. Auch durch Nachweis des
GST-Tags liber Western-Blot konnte keine Bande in der 16slichen Fraktion identifiziert werden.

Die Reinigung von RapL (VL) war schlecht reproduzierbar und zeigt nur in 50% aller Versuche
Erfolg (Abb. 31A), in allen anderen wurde stets unlosliches Protein im Pellet erhalten. Das nur
gering 16sliche GST-Fusionsprotein konnte durch die Verwendung von GSH-Sepharose angereichert
werden (Abb. 31A) und TEV-Spaltung auf der Sdule ergab ausreichend reines Protein, welches
durch Gelfiltration weiter gereinigt werden konnte. Auf einer analytischen Gelfiltration S200 10/30
lief eine Probe des gereinigten Proteins sowohl im Ausschlussvolumen, als auch als vermeintliches

Dimer bei etwa 73kDa (erwartet: 61kDa) (Abb. 31B).
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Abbildung 31: Aufreinigung von RapL

A: Exemplarische Reinigung von RapL (VL). Das Fusionsprotein GST-RapL(VL) ist etwa 56 kDa, RapL alleine 30.5
kD und GST 26 kDa groB3. B: Analytische Gelfiltration (S200 10/30) der finalen RapL (VL) Probe nach der préparati-
ven Gelfiltration. Pufferbedingungen: 50mM Tris pH 7,5, 50mM NaCl, SmM MgCl,, SmM B-ME. Nach Eichung der
Sdule kann Peak 1 dem Ausschlussvolumen (A.V.) und Peak2 einer Molmasse von 73 kD zugeordnet werden. C: Tryp-
sinierung von RapL (VL) bei Probenentnahme zu den angegebenen Zeitpunkten (Trypsin: 3,3 pg/mg Protein). Linke
Halfte: RapL (VL), rechte Halfte: RapL(VL)+Rap1B*GNP. D: Finale Reinheit der aufgereinigten RapL-Konstrukte.

3.2.3 Interaktion mit Rap1B

Die Interaktion von RapL mit Rap Proteinen ist bereits ausreichend quantifiziert und befindet sich
im pM Bereich (siehe Einleitung). Um reines Protein zur Verwendung in der Kristallisation zu
erhalten, wurde die Interaktion von RapL mit RaplB c¢' (im Folgenden RaplB genannnt) mittels
analytischer Gelfiltration untersucht. Sollte hier ein Komplex sichtbar sein, konnte das erhaltene,
reine Protein direkt in Kristallisationsansitzen eingesetzt werden.

RapL (VL) eluierte im Komplex mit RapIB*GNP friiher als RapL (VL) alleine (Abb. 32A). Die
Verschiebung um 0,4 ml entsprach auf der verwendeten S200 10/30-Sdule etwa 20kDa, wihrend
durch die Bindung von zwei Rap1B Molekiilen an das RapL-Dimer ein Anstieg um 40 kDa erwartet
worden war (14,9 ml). Das SDS-Gel weist auf eine Komplexbildung hin, die entsprechend des

Vergleiches der Bandenintensititen von RapL und Rap nicht eindeutig einem 1:1 Komplex
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entspricht. Dies lag wahrscheinlich an einer nicht ausreichend hohen Affinitit von RapL (VL) und
Rap1B, die eine Dissoziation von Rap1B und RapL erméglichte. Eine qualitative Uberpriifung einer
Komplexbildung ergibt sich durch Trypsinisierung eines Ansatzes aus beiden Proteinen, unter der
Voraussetzung, dass ein Interaktionspartner (Rap1B*GNP) deutlich stabiler bei Anwesenheit von
Trypsin ist als der andere (Abb. 31C). Wéhrend sich bei RapL (VL) ein stabiles Konstrukt bei etwa
10 kDa herausbildet, findet sich unter Anwesenheit von Rap1B*GNP ein deutlich groBeres
Fragment bei etwa 15 kDa (Abb. 31C). Dieses entspricht sehr wahrscheinlich der RA-Domine, die
durch die Interaktion mit Rapl1B*GNP vor dem Abbau durch Trypsin geschiitzt ist. Das Fragment
ist kleiner als das stabile Konstrukt, welches zur Strukturlosung des RapL-Ras-Komplexes

eingesetzt wurde und noch weitere RA-unabhéngige Strukturmerkmale aufweist®?.

LI L L B B 400 UL L L R R R K o I L B L B L A
VL |'|8,5 —— RapL(vL) L 41-285 N 1-207 111,18
| RapL(vL) 976 r It 7
| Rap1b*GMNP = ot - |
200 = 8.5 T EEE— L ||'| | 200 || |"'13'04 -
# =N f18,3 | il
Z ' 1 { 2 200 | I 2 2 L |'|||| _
F A = L Il 12,69 {1 - |V
100 [ (1) 1 | b 100 I | I| 7
I 15,6 II [‘{.u,- |! F [ V) § | |II
B [ | i 7 . | A |
Y s | / Y / \
Vy LS
g Lol .1.4/| R I S 0 rmtpmtepepate 1.1 TN L o e e r-r-'./l IR ot e s b s
0 2 476 8 101214 16 18 20n.22 24 0 2 4 & 8 101214 16 18 20 22 24 0 2 4 68 101214 16 18 20 22 24
Elicngyvelurmen / mi Eluionsvolumen ¢ ml Elufionswolumen ¢ mi
4 = ;
- k=] = ——— ——
1 = — B E - =
- 4 r

Abbildung 32: Analytische Gelfiltration von RapL-Rap1B Komplexen

Gelfiltrationsldufe verschiedener RapL-Konstrukte mit Rap1 B*GNP. Die Proteinkonzentrationen betrugen stets 100uM
RapL und 150uM Rap1B als Ausgangskonzentration. Puffer: 50mM Tris pH 7,5, 50mM NaCl, 5SmM MgCl,, 5SmM -
ME, 0.2mM GppNHp. A: Gelfiltrationslauf (5200, 10/30) von RapL(VL)+Rap1B*GNP (rotes Profil) im Vergleich zu
RapL(VL) alleine (schwarzes Profil). Es ist deutlich eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 15,6 zu 15,2 zu
erkennen. Ausgewdhlte Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. B: Analyse von RapL(41-265) mit
Rap1B*GNP auf einer S75 10/30-Séule. C: Gelfiltrationslauf von RapL(1-207) und Rap1 B*GNP auf einer S75 10/30-
Sdule. Hier wurde eine NaCl-Konzentration von 500mM eingesetzt.

Die Reinigung des Komplexes aus RapL (41-265) und Rap1B*GNP war erfolgreich (Abb. 32B).
Gemil} der SDS-PAGE eluierten beide Proteine bei einem Elutionsvolumen von 9,76 ml, was einer
apparenten Molekiilmasse von 74 kDa entsprach. Die Molmasse eines 2:2 Komplexes betriige 91,4
kDa, was ebenfalls wieder um etwa 20 kDa hoher ldge. Die Elution von ungebundenem Rap1B bei
12,69 ml entsprach einer Molmasse von 22 kDa.

Bei dem RapL (1-207) Konstrukt konnte keine Komplexbildung beobachtet werden, was sehr wahr-
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scheinlich auf den hohen NaCl-Gehalt von 500 mM im Gelfiltrationspuffer zuriickzufiihren ist, der
fiir eine ausreichende Loslichkeit von RapL (1-207) verwendet werden musste. Die Elution von
RapL (1-207) bei 11,18ml (entspricht 41,6 kDa) konnte ebenfalls wieder der Molekiilmasse eines
RapL-Dimers (47,4 kDa) zugeordnet werden.

Die den RapL-RaplB Komplex enthaltenden Fraktionen der erfolgreichen Gelfiltrationen wurden
vereinigt und in Kristallisationsansidtzen eingesetzt. Es konnten jedoch keine Proteinkristalle

erhalten werden.

3.2.4 Aufreinigung des zytoplasmatischen Teils von Integrinen

Der Vorschlag, dass RapL einen Komplex mit der a-UE von Integrinen ausbildet®", wurde mit
rekombinant aufgereinigten Proteinen in vitro untersucht.

Hierfiir wurde der vollstindige zytoplasmatische Teil der a-UE (Abb. 33A, griine Box) im E. coli
Expressionssystem als GST-Fusionsprotein aufgereinigt (GST-Int aL) und konnte nur mit 50%-iger
Reinheit erhalten werden, da reines GST nicht von GST-Int aufgrund des geringen GroBen-
unterschieds getrennt werden konnte. Die Abtrennung von Int alL mittels TEV ergab anschliefend
reineres Protein (Abb. 33B). Im SDS-Gel lief die Proteinbande bei etwa 10 kDa mit einer hoheren
apparenten Molmasse als erwartet (6,5 kDa). Um die Identitdt des Proteins zu kldren, wurde ein
ESI-MS Spektrum aufgenommen, welches die Molmasse mit 6833 Da bestitigte.

Fiir spitere Interaktionsstudien wurde das Protein mit dem Fluorophor Taedans an das einzige
vorhandene Cystein (C1070) des Konstrukts gekoppelt und der Kopplungserfolg durch
Absorptionsmessung bei der Anregungswellenlinge von Aedans (336 nm) wihrend der zur
Abtrennung des iiberschiissigen Farbstoffs eingesetzten Gelfiltration durchgefiihrt (Abb. 33C). Eine
quantitative Abschitzung der Ausbeute war nicht mdglich, da kein Tryptophan vorhanden ist,
welches eine hinreichend genaue Proteinkonzentrationsbestimmung {iber A280 ermdglichen wiirde.
Ein Vergleich mit der deutlich ungenaueren Methode nach Bradford ergab eine Ausbeute von 58%
markierten Proteins.

Zwei weitere Integrinkonstrukte wurden durch die Direktsynthese der Peptide der konservierten
zytoplasmatischen Region von Integrin al. und Integrin a2 (Abb. 33A, blaue Boxen) durch die
Firma Genscript (New Jersey) erhalten. Diese waren an ihrem C-terminalen Aspartat mit Edans,

einem Derivat von Aedans, markiert.
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Abbildung 33: Aufreinigung der a-Untereinheit von Integrinen

A: Sequenzvergleich des zytoplasmatischen Bereichs der Integrin a-Untereinheit, beginnend mit der Transmembrando-
méne (TMD). Die Integrin conserved region (ICR) befindet sich zwischen dem membransténdigen Teil und der varia-
blen Region (IVR). Die Sequenz des rekombinant aufgereinigten al-Teils ist griin umrahmt, die synthetisierten Peptide
von o2 und oL sind mit einem blauen Rahmen gekennzeichnet. B: Aufreinigung der vollstindigen zytoplasmatischen
Domine von Integrin aL. C: Gelfiltration (S75 10/30) zur Aufreinigung des Aedans-markierten Int alL-Konstrukts.
Rotes Profil: Absorption bei 220nm, blaues Profil: Absorption bei der Anregungswellenlénge von Aedans (336nm).
Puffer: 50 mM Tris pH 7,5, 100 mM NacCl, 5 mM CaCl,, 5 mM BME.

3.2.5 Interaktion von RapL und Integrin

Zur qualitativen Untersuchung der Interaktion von Integrinen mit RapL wurden Pulldown-
Experimente durchgefiihrt. Hierzu wurden RapL (41-265) bzw. Int aL als GST-Fusionsprotein an
GSH-Sepharose immobilisiert und die entsprechenden Interaktionspartner zugegeben. Dabei zeigte
sich, dass Int aL mit GST-RapL (41-265) interagierte (Abb. 34A, rote Markierung). Um die
Interaktion zu verifizieren wurde bei gleichbleibendem GSH-Sepharose-Anteil und gleich-
bleibendem Uberschuss von Int aL eine ansteigende GST-RapL (41-265) Konzentration eingesetzt
(Abb. 34B, linker Teil). Im Ergebnis wurde eine parallel zur GST-RapL Konzentration ansteigende
Menge an gebundenem Int oL beobachtet(Abb. 34B, rote Markierung). In der Kontrolle ist kein Int

oL zu beobachten.
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Im Gegensatz zu bisher beschriebenen Ergebnissen®" erforderte die Interaktion von Int oL und
GST-RapL (41-265) nicht die Anwesenheit von RaplB*GNP oder Rap2A*GNP, die zwar mit GST-
RapL interagierten, jedoch unabhéngig von Int aLL (Abb. 34A, blaue Markierung).

Die umgekehrte Anordnung, Immobilisation von GST-Int oL und Zugabe von RapL, zeigte
ebenfalls eine deutliche Interaktion beider Proteine (Abb. 34C). Die Kontrollen waren zwar nicht
eindeutig negativ (Abb. 34C,D, griine Markierungen), jedoch ist die Bande von RapL mit GST-Int
ol stirker als ohne GST-Int al. Auch hier war die Interaktion abermals unabhingig von
Rap1B*GNP oder Rap2A*GNP, die auch nicht gemeinsam mit RapL (41-265) an GST-Int aL
banden, im Gegensatz zur umgekehrten Anordnung (Abb. 34A). Eine konzentrationsabhingige
Interaktion von GST-Int oL und RapL (41-265) konnte ebenfalls beobachtet werden (Abb. 34D).
Das Konstrukt RapL (1-207), welches zusétzlich zur RA-Doméne auch den N-Terminus einschlie3t
(Abb. 30) interagierte ebenfalls mit GST-Int aL (Abb. 34D); ein Hinweis darauf, dass sich die Inter-
aktionsfliche von RapL zu Int ol sehr wahrscheinlich zwischen AS 41 und 207, also der RA-

Domine, befindet.
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A GST-RaplL(41-265) + + + + + -|- - - - -
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Abbildung 34: Qualitative Untersuchung der Interaktion von RapL mit Integrin aL

A: Interaktion von GST-RapL (41-265) mit Int oL, RapI1B*GNP und Rap2A*GNP. Sowohl RapIB als auch Rap2A
(blaue Markierung) binden an GST-RapL. Int aL (rote Markierung) zeigt eine Rap-unabhingige Interaktion mit GST-
RapL (41-265). Rechte Hilfte: Uberstinde nach der Inkubation der Interaktionspartner mit GSH-Sepharose. B: Be-
stimmung der Konzentrationsabhingigkeit der Interaktion von GST-RapL mit Int aL (rote Markierung) bei gleichblei-
bender Konzentration der GSH-Sepharose. Rechte Hilfte: Uberstinde nach der Inkubation.
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Abbilung 34-Teil 2: Qualitative Untersuchung der Interaktion von RapL mit Integrin oL

C: Interaktion von GST-Int aL mit RapL (41-265). Die Bindung von RapL (41-265) ist unabhéngig von Rap Proteinen
(rote Markierung). Allerdings wird kein Rap zusammen mit RapL an GST-Int aL gebunden (blaue Markierung). Die
Kontrolle ohne GST-Int aL zeigt ebenfalls eine geringe RapL Konzentration (griine Markierung). Rechte Seite: Uber-
stinde nach der Inkubation der Reaktionspartner. D: Linker Teil: Konzentrationsabhéngige Interaktion von GST-Int aL
mit RapL (41-265) (rote Markierung) bei gleichbleibender GSH-Sepharose Konzentration. Die Kontrolle von RapL
(41-265) zeigt ebenfalls eine schwache Bande (griine Markierung), trotz der Abwesenheit von GST-Int aL. Mittlerer
Teil: Interaktion von GST-Int oL mit RapL (1-207). Rechter Teil: Uberstinde der Ansiitze des mittleren Teils. Verwen-
deter Puffer bei allen Reaktionen: 50 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 5 mM ME.

Die Quantifizierung der Affinitdt zwischen RapL und rekombinant aufgereinigtem Int al (cyt)
erforderte eine ausreichende Aedans-Markierung von Int oL mit mehr als 50% Ausbeute und eine
vollstdndig Abtrennung des iiberschiissigen Fluorophors iiber Gelfiltration um iiberhaupt ein Pola-
risationssignal zu erhalten (Abb. 35A). Durch Titration mit GST-RapL (41-265) wurde eine
Affinitdt von 156 uM bestimmt (Tabelle 6), wobei Séttigung aufgrund der geringen Affinitit nicht
erreicht werden konnte. Titration des kiirzen, synthetischen Konstrukts von Int al. (ICR) mit GST-
RapL (41-265) ergab eine Affinititskonstante von 92 uM. Die Differenz des Startwerts liegt in un-
terschiedlichen Massen, verschiedenen Kopplungen und Kopplungspositionen (Cys vs. Glu)

zwischen den beiden eingesetzten Konstrukten begriindet.
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Abbildung 35: Quantifizierung der Interaktion von RapL mit Integrinen

Messung von Integrin-Peptiden (SpM) mit GST-RapL-Konstrukten. Die ermittelten Affinitéten sind in Klammern ange-
geben. (Puffer: 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 5 mM B-ME) A: Polarisationstitration von Aedans-Int aL(cyt) und
Edans-Int aL (ICR) mit GST-RapL (41-265). B: Polarisationstitration von SuM Edans-Int a2 mit GST-RapL (41-265)
(rote Kurve). Als Kontrolle diente die Zugabe von Rap2A*GNP (blau) und GST (schwarz). C: Polarisationstitration von
Aedans-Int alL(ICR) (o) bzw. Edans-Int 02(ICR) (o0) mit RapL (1-207). D: Bildung eines terndren Komplexes. Hier
wurden 1uM Rapl1B*mGNP vorgelegt (rot) und 10uM RapL (41-265) zugegeben. Anschlieend wurde GST-Int oL zu-
titriert.

Vollig andere Eigenschaften zeigte das synthetische Peptid der a2-Isoform von Integrinen (ICR).
Der Polarisationsanstieg war um das 10-fache hoher als mit Int al. (Abb. 35B), bei gleichem
Startwert. Die Affinitdt zwischen Edans-Int a2 und RapL (41-265) lag vergleichbar bei 132uM
(Abb. 35B, rot). Um ein Artefakt und unspezifische Bindung auszuschlieBen, wurden GST und
Rap2A*GNP ebenfalls zutitriert. Die Anderung des Polarisationssignals war deutlich geringer als
mit RapL. (Abb. 35B), so dass von einer spezifischen Bindung von RapL an Edans-Int a2 ausge-
gangen werden kann. Die Intensititszunahme wihrend der GST-Titration erfolgte moglicherweise
durch eine Anderung der Losungsviskositit, die die Rotationsdiffusionskonstante beeinflusst (siehe
4.7 , S. 144). Dementsprechend folgten die Signale der GST-Titration auch keiner Séattigungs-
funktion (Tabelle 6). Fiir Rap2A*GNP wurde zwar ein Kp von 192uM ermittelt, die Titration ist
jedoch nicht anndhernd gesittigt und im Vergleich zu RapL deutlich geringer im maximalen Polari-

sationswert.
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Bemerkenswert ist der Unterschied des maximalen Polarisationswerts zum Ende der Titration
zwischen den beiden Integrin-Isoformen, der bei Int a2 um das 10-fache hoher ausfillt als bei Int
aL; sowohl durch Zugabe von GST-RapL (41-265) als auch GST (Tabelle 6).

Die Bestimmung der Affinitdt zwischen Edans-Int a2 und RapL (1-207) war nur in Niedrig-
Salzpuffer (50mM) moglich, da sich sonst keine Signaldnderung ergab. Da RapL (1-207) unter
diesen Bedingungen nur eine geringe Loslichkeit zeigte, sind die ermittelten Kp-Werte von 435 uM
und 221 puM fraglich (Tabelle 6), obwohl der Verlauf einer Sittigungsfunktion entspricht (Abb.
35C).

Um die Bildung eines terndren Komplexes nachzuweisen, wurden 1uM Rap1 B*mGNP und 10 uM
RapL (41-265) vorgelegt und GST-Int aL zutitriert (Abb. 35D). Unter diesen Bedingungen wurde
ein Polarisationssignal erhalten, welches eine Affinitit von 73 uM ergab. Allerdings handelt es sich
hierbei, aufgrund der Affinitdt im pM-Bereich, nicht um einen gesittigten Komplex aus
Rap1B*mGNP und RapL. Wurde ein ausreichend hoher Uberschuss RapL zugegeben, um das Pola-
risationssignal von Rap1B*mGNP mit RapL abzuséttigen, konnte keine Signaldnderung mehr durch
Zugabe von GST-Int aL erhalten werden (Daten nicht gezeigt). Ein weiterer Hinweis darauf, dass

RapL an GST-Int aL. Rap-unabhingig bindet und sozusagen ,,wegfangt®.

Tabelle 6: Ermittelte Werte der Polarisationstitration von Integrinen und RapL

Vorgelegter Interaktions-| Titrant Kbp Polarisations-  Polarisations-
partner Startwert Endwert
Integrin aL (cyt) (rek.) GST-RapL (41-265) 156 uM 0,0369 0,0711
Integrin oL (ICR) (synth.) GST-RapL (41-265) 92,5 uM 0,0192 0,0485
Integrin aL (ICR) (synth.) GST-RapL (1-207) 221 uM 0,0196 0,0342
Integrin a2 (synth.) GST-RapL (41-265) 132 uM 0,0211 0,2000
Integrin a2 (synth.) GST 1585 uM 0,0207 0,2824
Integrin a2 (synth.) Rap2 A*GNP 192 uM 0,0186 0,0888
Integrin a2 (synth.) RapL (1-207) 435 uM 0,0191 0,1053
Rap1B*mGNP-RapL (41-265) [ GST-Int aLL 73,3 uM 0,2776 0,3832

Eine Messung der Interaktion von Edans-Int a2 mit GST-RapL (41-265) bei Anwesenheit einer
sattigenden Konzentration von Rap1 A*GNP oder Rap2 A*GNP fiihrte nicht zu auswertbaren Daten
(Daten nicht gezeigt), wihrend dies bei Abwesenheit von Rap Proteinen moglich war (Abb. 35B).
Die Zugabe von Rap Proteinen zu einem Ansatz aus Edans-Int a2 bei séttigender Konzentration von

GST-RapL (41-265) fiihrte ebenfalls nicht zu einer Anderung des Polarisationssignals (Daten nicht
gezeigt).

70



Ergebnisse

3.3 Arap-Proteine

3.3.1 Sequenzvergleich

Die Familie der ArfGAP-, RhoGAP-, Ankyrin-Repeat domain proteins (ARAP) besteht aus drei
Mitgliedern. Wahrend von Arap2 und Arap3 nur jeweils eine Isoform bestdtigt wurde, konnten von
Arapl sechs verschiedene Isoformen identifiziert werden, die sich hauptsidchlich im N-Terminus
unterscheiden (Quelle: UniProt Datenbank). Im Folgenden wird die Isoform 1 von Arapl (1-1210)
als Arap1 bezeichnet.

Die Sequenzidentitit der verschiedenen Proteine ist hoch. Arapl zu Arap2 weist 28% Identitét,
Arap2 zu Arap3 29% und Arapl zu Arap3 27% Identitit auf (vollstindiges Alignment, siche
Anhang), die hauptséchlich iiber die ArfGAP und die RhoGAP-Doméne vermittelt werden.

Ein Vergleich der RhoGAP-Doménen untereinander und mit anderen RhoGAP-Doménen, zeigt die
typische hohe Konservierung dieser Doménen, insbesondere im Bereich des katalytischen Arginins,
welches in Arap2 jedoch nicht vorhanden ist (Abb. 36A). Die Vorhersage der Sekundérstruktur von
Arapl und Arap3 deckt sich gut mit den bekannten Strukturen von GAP-Dominen. Wéhrend die
GAP-Dominen untereinander eine Sequenzidentitit von 40-48% aufweisen, besteht die hdchste
Homologie von Arapl zu pl190RhoGAP und Oligophrenin (21%) und von Arap3 ebenfalls zu
p190RhoGAP (20%).

Der Vergleich der RA-Doménen von Arap2 und Arap3 ergibt eine Homologie von 44%, wihrend
beide nur noch 33% identisch mit Arap1 sind. Zu anderen RA-Dominen besitzen Arapl, Arap2 und
Arap3 eine geringe Sequenzidentitidt mit maximal 17% zu Grb7 (Abb. 36B). Eine genauere Analyse
zeigt, dass die Reste, die in RalGDS oder PLCe mal3geblich an der Interaktion mit dem G Protein
beteiligt sind, in Arapl, Arap2 und Arap3 nur zum Teil konserviert sind (Abb. 36B, blaue Pfeile).
Insbesondere ist die zentrale positive Ladung im B2-Strang in Arap1-3 nicht konserviert (Abb. 36B,
cyan). In RB-Dominen, wie Raf®*® oder PI3K“*** ist dieser Rest jedoch ebenfalls nicht konserviert,

bzw. in der Struktur nicht an gleicher Stelle lokalisiert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 36: Sequenzvergleich von Arap Proteinen

Sequenzvergleich von Arap Proteinen mit anderen Proteinen.
von Grafl sind angezeigt. Die griinen und roten Quadrate zeigen die vorhergesagte Sekundérstruktur von Arapl und
Arap3 an. A: Vergleich der RhoGAP-Doménen. Das konservierte Arginin ist blau gekennzeichnet. Der Beginn und das
Ende der Struktur von Grafl sind eingezeichnet. B: Vergleich der RA-Dominen. Pfeile der oberen Reihe: Inter-
agierende Reste von RalGDS mit Ras(E31K)“®. Pfeile der unteren Reihe: Interagierende Reste von PLCe mit Ras™?,
Cyan zeigt die Reste mit dem hochsten Beitrag zur Affinitdt. C: Vergleich der PH-Doménen von Arapl. Die blauen
Pfeile markieren positiv geladene Reste in f1 und B2. Die angedeuteten Strukturmerkmale sind Vorhersagen des

PHYRE-Servers.
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Der Vergleich der PH-Dominen von Arap1 zeigt eine nur geringe Konservierung, bei gleichzeitiger
hoher Konservierung der Sekundirstruktur (Abb. 36C). Die Zuordnung der Sekundirstruktur zur
Sequenz der einzelnen PH-Doménen erfolgte mittels des Threading-Servers Phyre. Die von
Lemmon“® vorgeschlagenen positiv geladenen Reste, die zur Bindung von Phosphoinositolen
notwendig sind, sind nur teilweise in PH1, PH3 und PHS5 vorhanden (Abb. 36C, blaue Markierung).
Das zusitzliche Lysin in B2 fehlt jedoch bei allen, wihrend das Lysin aus B1 nur in PH1 und PHS

vorhanden ist.

3.3.2 Aufreinigung von Arapl

Wahl der Konstrukte

[ [PAl [ [ PH2 [ ArfGAP | [P [ Pra 1 mhoGAP [ [DRANI [ PHS |
Arap1 (GAP-e) 707 = a 1210
Arap1 (Iso5) 521 = a 1210
Arap1 (717} 717 = a 1162
Arap1 (GAP-RA) 707 = a 1021
Arap1 (RA) 932 ——m 1021
Arap1 (GAP_T1) 707 w a 594
Arapl (GAP_2) 694 = a 894
Arap1 (GAP_3) 674 = a 902
Arap1 (GAP-PS-RA) 707 m ——— a 1021

P 5 . -

Arap1 (GAP_4) 707 mtSSCY ™ 919

Abbildung 37: Konstrukte von Arap1
Wahl der Konstruktgrenzen von Arapl (Isoform 1).

Aufgrund der Grofe von Arapl mussten kleinere Konstrukte hergestellt werden, um eine
Expression in E. coli zu gewéhrleisten (Abb. 37). Eine Expression des Volllaingen-Konstrukts in
Sf9-Zellen ist nicht moglich (miindliche Mitteilung, Dr. Sonja Krugmann). Demzufolge wurden
Fragmente gewihlt, die stets den Bereich der RhoGAP-Domédne und/oder der RA-Doméne
abdecken. Arapl (GAP-e) schlieft die RhoGAP-Domine, die RA-Domine, die fiinfte PH-Doméne
und den Bereich bis zum Ende des Proteins ein. Arapl (Iso5) entspricht der 5. Isoform von Arapl,
die bei der dritten PH-Doméne beginnt und ansonsten eine gleiche Sequenz wie Isoform 1 aufweist.
Das Konstrukt Arapl (717) entspricht dem Fragment von Arap3 (GAP-RA-PH) (s.u.). Arapl (GAP-
RA) ist das kleinste Konstrukt, welches sowohl die RA-Doméne als auch die RhoGAP-Domine
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einschliefit. Das Konstrukt von 932-1021 beinhaltet nur die RA-Doméne, wahrend von der GAP
Domine drei verschieden lange Konstrukte hergestellt wurden. Ein weiteres Konstrukt, Arapl
(GAP-PS-RA), entspricht dem Arapl (GAP-RA)-Konstrukt, weist jedoch zusitzlich eine
PreScission-Schnittstelle zwischen der RhoGAP und der RA-Doméne auf (AS 919). Das dadurch
entstehende GAP-Konstrukt wurde als GAP_4 bezeichnet.

Aufreinigung von Arapl
Der Erfolg der Aufreinigungen ist in Tabelle 7 angegeben.

Tabelle 7: Reingungserfolg verschiedener Arapl-Konstrukte

Protein Konstrukt Ausbeute Eigenschaften
Arapl GAP-¢ 15mg / 10L TB Abbgu, Zw1.schenschr1tt Q-Sepharose notwendig,
Elution als Dimer
Arapl Iso5 21mg/ 10L TB Lauft im Ausschlussvolumen der Gelfiltration
Arapl 717 53mg/ 10L TB Sehr unrein
Arapl GAP-RA 31-150mg / 10L TB  Sehr gute Loslichkeit, Abbaubande
Arapl RA 124mg / 10L TB Starke Abbhéngigkeit von Reduktionsmitteln
Arapl GAP_1 1lmg/ 10L TB Lauft im Ausschlussvolumen der Gelfiltration
Nur als Fusionsprotein isolierbar
Arapl GAP_2 13mg /10LTB Lauft im Ausschlussvolumen der Gelfiltration
Arapl GAP 3 1,7mg / 10L TB Sehr unloslich. Keine Gelfiltration moglich.
Arapl GAP-PS-RA 23mg/10L TB Gleiches Verhalten wie GAP-RA
Erhalten durch PreScission-Spaltung von GAP-PS-RA
Arapl GAP_4 15 mg /10LTB und Abtrennung der RA-Doméne

Der Reinigungserfolg der Konstrukte war sehr unterschiedlich, wobei die gewéhlten Konstrukte
durchgéingig zumindest in geringen Ausbeuten 16slich waren. In Abb. 38A ist die Reinigung von
Arapl (GAP-¢) exemplarisch gezeigt. Die Uberexpression des Konstrukts war sehr stark, wie bei
allen Arapl Konstrukten, allerdings verblieb nur ein geringer Teil im 1slichen Uberstand. Die
Trennung von Arapl (GAP-e) mit TEV auf der Séule ergab etwa 30 mg geschnittenes Protein, bei
dem stets Abbauprodukte detektiert wurden, die im Verlauf der Aufreinigung verstirkt auftraten.
Die Abtrennung abbauender Proteasen und Verunreinigungen wurde iiber den zusétzlichen Schritt
eines lonenaustauschers erfolgreich durchgefiihrt und die Elution mit 500 mM NacCl ergab deutlich
reineres Protein (Abb. 38A), welches durch die angefiigte Aufreinigung iiber Gelfiltration in den
gewlinschten Puffer mit noch hoherer Reinheit liberfiihrt werden konnte. Eine geringfiigige Abbau-

bande konnte jedoch nie verhindert werden (Abb. 38B).
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Abbildung 38: Aufreinigung von Arapl

A: Aufreinigung von Arapl (GAP-¢). Das Fusionsprotein wurde auf der Séule mit TEV geschnitten und anschlieBend
eluiert (TEV-Elution). GSH-Elution: Elution des auf der Siule verbliebenen Proteins mit GSH. Von der anschlieBenden
Q-Sepharose ist der Durchlauf des Auftragens und die Elution mit 500 mM NaCl gezeigt. B: Finale Reinheit der ver-
schiedenen Arapl-Konstrukte. Die rote Markierung kennzeichnet das gewiinschte Protein. (Fiir genaue Pufferbe-
dingungen, siche Anhang)

Die Aufreinigung des 78 kDa Proteins Arapl (Iso5) gestaltete sich als schwierig, da das Konstrukt
stets im Ausschlussvolumen der Gelfiltrationssdule eluierte und nur sehr unrein erhalten werden
konnte (Abb. 38B). Das Konstrukt Arapl (717) eluierte zwar nicht im Ausschlussvolumen, konnte
jedoch ebenfalls nicht mit der gewiinschten Reinheit erhalten werden.

Arapl (GAP-RA) und Arapl (RA) zeigten hohe Loslichkeit mit bis zu 90%-iger Reinheit (Abb.
38B). Im Verlauf mehrerer Aufreinigungen von Arapl (RA) zeigte sich, dass das Konstrukt stark
von der Anwesenheit von Reduktionsmitteln abhing. So zeigte das Elutionsprofil der Gelfiltration
bei Abwesenheit von Reduktionsmitteln mehrere Maxima, die alle Arapl (RA) zugeordnet werden
konnten und unterschiedlichen Aggregationszustinden entsprachen. Die anschlieBende Zugabe von
5 mM DTE bei einem erneuten Gelfiltrationslauf erhohte die Ausbeute nicht-aggregierten Proteins,
welches etwa bei DimergroBe eluierte (Daten nicht gezeigt). Das lidngere Arapl (GAP-RA)-
Konstrukt zeigte dieses Verhalten nicht und eluierte konstant als Dimer.

Die Reinigung der GAP-Domidne von Arapl in ausreichender Reinheit und Menge war nicht
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moglich. Arapl (GAP_1) eluierte stets im Ausschlussvolumen der Gelfiltration und war unrein
(Abb. 38B). Arapl (GAP_2) prézipitierte vollstandig bei dem Versuch, es von GST zu trennen und
wurde deshalb nur als GST-Fusionsprotein aufgereinigt. Es eluierte allerdings ebenfalls im
Ausschlussvolumen, so dass die Identitdt des Fusionsproteins mittels Western-Blot iiberpriift
werden musste. Ein drittes Konstrukt der GAP-Doméne (GAP_3), mit dhnlichen Konstruktgrenzen
wie das bereits publizierte Konstrukt von Arap1©*, war nur in sehr geringem Anteil 16slich (nicht
sichtbar nach SDS-PAGE) und konnte aufgrund der geringen Ausbeute nur iiber eine GSH-Séule
gereinigt werden.

Als einzig erfolgreiche Strategie erwies sich die Aufreinigung der GAP-Doméne im Verbund mit
der RA-Domine (GAP-PS-RA) bei anschlieender Abspaltung des RA-Teils und weitergehender
Aufreinigung tlber Gelfiltration. Hieriiber konnte deutlich reineres Protein gewonnen werden,

welches nicht mehr aggregierte und nicht im Ausschlussvolumen der Gelfiltration lief.

3.3.3 Aufreinigung Arap3

Wahl der Konstrukte

Arap3 (VL) lasst sich in SF9-Zellen nur in geringer Menge mit einer Loslichkeit von maximal 1,5
mg/ml aufreinigen®. Demzufolge wurden verschiedene, kiirzere Konstrukte des 1545 Amino-
sduren langen Proteins in E. coli-Zellen (i.d.R. BL21DE3-Rosetta, BL21DE3-Codon” RIL) getestet
(Abb. 39). Nur wenige Konstrukte zeigten eine ausreichende Loslichkeit, die {iber Western-Blot
detektiert werden konnte. Hierzu gehdrten Arap3 (668-1329), Arap3 (GAP-RA-PH), Arap3 (GAP)
und Arap3 (RA-PH), wobei auffillt, dass nur Konstrukte, die die fiinfte PH-Domaéne enthielten,
16slich waren. Sobald diese entfernt und eine Begrenzung hinter der RA-Domine gewahlt wurde,

verminderte sich die Loslichkeit deutlich (Abb. 40D).
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Abbildung 39: Getestete Konstrukte von Arap3
Gezeigt sind die in Testexpressionen und vollstindigen Expressionen getesteten Konstrukte von Arap3

Aufreinigung von Arap3

1117 #——n 1236
1117 ————a 1224
1117 St 1219
1117 ——. 1214

1117 S——m 1209

Eine Zusammenfassung der aufreinigbaren Konstrukte von Arap3 ist in Tabelle 8 gegeben.

Tabelle 8: Reinigungserfolg der Arap3-Konstrukte

Protein |Konstrukt Ausbeute Eigenschaften
. Elution als Monomer
Arap3 668-1329 (His) 4.7mg/10L TB geringe Loslichkeit
Monomer nur bei Anwesenheit von Glycerin
Arap3 GAP-RA-PH 47mg / 10L TB Préazipitation bei Anwesenheit von MgCl,
geringe Loslichkeit
Elution als Monomer
Arap3 RA-PH l6mg/ 10L TB Gute Léslichkeit
Arap3 GAP 83mg/ 10L TB Vollstdndige Prézipitation innerhalb von 5h bei 4°C

Arap3 (668-1329) wurde aufgrund seiner Grofe als Hise-markiertes Protein exprimiert und aufge-
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reinigt. Dies fiihrte jedoch zu einer geringen Expression des Proteins, welches demzufolge nur in
geringer Ausbeute erhalten werden konnte. Es konnte in sehr guter Reinheit als Monomer isoliert
werden (Abb. 40C), allerdings fithrten Konzentrationen iiber 5 mg/ml zu einer Prézipitation des
Proteins.

Die Reinigung von Arap3 (GAP-RA-PH) ist in Abb. 40A gezeigt. Das Protein konnte nach dem
Standardprotokoll, bei Spaltung des Fusionsproteins auf der Séule, erhalten werden. Es eluierte als
Monomer, wenn dem Puffer 5% Glycerin zugesetzt wurden. Allerdings zeigte sich auch bei diesem
Konstrukt eine sehr geringe Ldslichkeit, die maximal etwa 10 mg/ml erreichte. Zuséatzlich
prazipitierte das Protein sofort, sobald MgCl, in geringen Mengen (sub-dquimolar) im Puffer

enthalten war (Abb. 40B), was seinen Einsatz gemeinsam mit G Proteinen deutlich erschwerte

(s.u.).
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Abbildung 40: Aufreinigung von Arap3

A: Aufreinigung von Arap3 (GAP-RA-PH). Die rechte Bande ist die finale Reinheit nach Gelfiltration. B: Loslichkeit
von 1 mg/ml Arap3 (GAP-RA-PH) bei Anwesenheit von 10uM MgCl,. C: Finale Reinheit der aufgereinigten Arap3
Konstrukte. D: Beispiel eines Western-Blots der Testexpressions-Ergebnisse von Arap3(902-1214), Arap3 (1117-1214)
und Arap3(1117-1219). (Pufferbedingungen sind im Anhang angegeben)

Arap3 (GAP) und Arap3 (RA-PH) waren gut aufzureinigen und zeigten eine hohe Loslichkeit (Abb.
40C). Beide eluierten als Monomer von der Gelfiltration. Allerdings konnte Arap3 (GAP) nach dem
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Auftauen nicht ldnger als wenige Stunden bei 4°C gelagert werden, da sonst eine fast vollstéindige

Prézipitation des Proteins auftrat.

3.3.4 Interaktion mit G Proteinen der Ras-Familie

Um den Einfluss der RA-Doméne auf die RhoGAP-Aktividt der Arap-Proteine zu untersuchen
wurde zundchst der Versuch unternommen, Bindungspartner der RA-Doméne zu identifizieren. In
fritheren Studien wurde fiir Arap3 RaplB als Interaktionspartner identifiziert®”, wihrend eine

Bindung von DiRas1 oder DiRas2 an Arap] postuliert wurde®.
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Abbildung 41: Qualitative Analyse der Interaktion von Ras-Proteinen mit Arap

A: Stabilitdtsmessung von Arap3 (GAP-RA-PH) (rote Markierung) ohne und mit (blaue Markierung) Rap1 B*GNP(Mg-
frei) unter Anwesenheit von 3,3 pg Trypsin / mg Arap3. Der Puffer war ebenfalls MgCl.-frei. B: Stabilititsmessung von
Arapl (GAP-RA) (rote Markierung) ohne und mit (blaue Markierung) DiRas1*GNP bei Verwendung von 3,3 pg
Trypsin / mg Arapl. C: Interaktion von GST-Arapl (GAP-RA) mit den angegebenen G Proteinen in der GppNHp-ge-
bundenen Form. Mogliche Interaktionen sind rot gekennzeichnet. Die Positivkontrolle, GST-Rafl(RBD) mit H-
Ras*GNP ist blau gekennzeichnet, die Pufferkontrolle ist rot eingerahmt. Die Uberstinde nach der Inkubation und der
ersten Zentrifugation sind in den darunter liegenden Gelen dargestellt. Die undeutliche Lauffront einiger Proteine ist
typisch fiir G Proteine, bei Verwendung von Tricin-Gelen. (Verwendeter Puffer: Standardpuffer)
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In einem qualitativen Ansatz wurde Arap3 (GAP-RA-PH) analytisch trypsiniert und der Einfluss
von RapIB*GNP auf das Fragment-Muster untersucht. Die Anwesenheit von RapIB*GNP rief
keine Anderung hervor und es wurden die gleichen Fragmente erhalten wie ohne RaplB*GNP
(Abb. 41A). Allerdings musste dieses Experiment aufgrund der Mg?*-Unvertriglichkeit von Arap3
(GAP-RA-PH) in MgCl,-freiem Puffer durchgefiihrt werden und zusétzlich RapIB*GNP gegen
Mg**-freien Puffer ausgestauscht werden. Abb. 41B zeigt die analytische Trypsinierung von Arapl
(GAP-RA) unter Anwesenheit von DiRas1*GNP, wobei auch hier keine Verdnderung des Banden-
musters bei Anwesenheit des postulierten Interaktionspartners sichtbar war.

Eine systematische Analyse der Interaktion von Arapl mit G Proteinen der Ras-Familie erfolgte
durch Pulldown-Experimente. Hierzu wurden die Nukleotide von 17 verschiedenen G Proteinen zu
GppNHp ausgetauscht und mit GST-Arapl (GAP-RA) und GSH-Sepharose inkubiert (Abb. 41C).
Der Ansatz wurde nur einmal gewaschen, um auch niedrig-affine Interaktionen detektieren zu
konnen. Neben geringen Abbaubanden der Originalprobe von GST-Arapl (GAP-RA) zeigten sich
zusitzliche Banden bei RERG und DiRasl mit stirkster Intensitdt, bei RalB und DiRas2 mit
mittlerer Auspragung und eine geringe Bande bei Rap2B, Rheb, H-Ras und M-Ras (Abb. 41C). Die
Uberstinde der jeweiligen Ansitze sind als Ladungskontrolle in Abb. 41C gezeigt. Als Positiv-
kontrolle diente GST-Raf1(RBD) mit H-Ras*GNP, welches entsprechend der nanomolaren Affinitét
dieser Proteine eine deutlich stirkere Bande aufwies als die Interaktionspartner von Arapl (GAP-
RA). Das Laufverhalten einzelner Proteine (bsp. Rheb, DiRasl) ist typisch fiir manche G Proteine
in Tricin SDS-PAGE:s.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren und quantifizieren, wurden GDI-Versuche mit den im
Pulldown getesteten Proteinen durchgefiihrt. Hierzu wurden alle Proteine mit mant-GppNHp
beladen, wobei einige der G Proteine einen starken Verlust des Nukleotids und damit der Fluores-
zenzintensitdt bereits ohne Zugabe jeglicher Interaktionspartner zeigten und somit ungeeignet fiir
Fluoreszenz-basierte Methoden waren, bei denen kein freies Nukleotid im Uberschuss zugegeben
werden kann. Die verbliebenen G Proteine wurden mit allen erhaltenen, die RA-Domine einschlie-
Benden Konstrukten von Arapl getestet (Abb. 42A).

Die erwartete Verminderung der Dissoziationsrate konnte bei keinem der getesteten G Proteine
beobachtet werden. Eine geringfiigige Verminderung um etwa das 1,3-fache ergab sich fiir DiRasl
und Arapl (GAP-RA), die jedoch im Vergleich zur Kontrolle von H-Ras*mGNP und Rafl (RBD)
sehr gering ausfiel (9,4-fach) (Abb. 42A).

Das gleiche Bild ergab sich bei den Messungen mit Arap3 (RA-PH). Das ldngere Konstrukt Arap3
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(GAP-RA-PH) wurde aufgrund der MgCl,-Unvertrédglichkeit nicht getestet. Auch hier sind die
Austauschraten nach Zugabe von Arap3 vergleichbar mit den intrinsischen Raten der G Proteine

(Abb. 42B).
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Abbildung 42: GDI-Versuch zur Interaktion von Arap-Proteinen mit G Proteinen der Ras-Familie

Getestet wurden 100 nM G Protein, gebunden an mGppNHp und 100 uM Effektor-Protein. Die Reaktion wurde mit 10
uM GDP gestartet (Standardpuffer). A: Zugabe von Arapl-Konstrukten zu den angegebenen G Proteinen. Aufgrund der
unterschiedlichen intrinsischen Raten wurde die Abbildung aufgeteilt. Die Positivkontrolle von H-Ras mit Rafl(RBD)
ist im linken Bild gezeigt. B: Zugabe von Arap3 (RA-PH) zu verschiedenen G Proteinen der Ras-Familie.

Unabhéngig von der Interaktion mit den Arap-Proteinen ermoglichten die Messungen den Vergleich
der intrinsischen Austauschraten einzelner G Proteine der Ras Subfamilie. Proteine mit hoher

Homologie zu H-Ras (siche Anhang) zeigten einen sehr geringen Austausch von 0,2:10%- 2-10* 5™,
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Hierzu zdhlen H-Ras und die Rap Proteine (Abb. 42, linker Bereich). R-Ras, TC21, Rheb, RhebL
und die Ral Proteine wiesen eine mittlere Rate von etwa 5:10*- 12-10* s auf, wihrend die DiRas
Proteine eine sehr hohe intrinsische Austauschrate von 15-10* s und 23-10* s besaen (Abb. 42,
rechter Bereich). RERG bildete einen Spezialfall mit einer intrinsischen Rate von 60-10 s”'(Abb.
42, mittlere Abbildung) mit der Folge, dass bereits die Verdiinnung im Messpuffer auf 500 ul zu
einer Verschiebung des chemischen Gleichgewichts fiihrte und in einer schnellen Dissoziation des

Nukleotids vom G Protein und damit in einem instabilen Messsignal resultierte.
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Abbildung 43: Polarisationsmessungen von Arap Proteinen und G Proteinen der Ras-Familie
Polarisationsmessung von 1uM G Protein (mGNP) und 50-100 uM Arap (Standardpuffer). A: Interaktion von GST-
Arapl (RA) (rot), Arapl (GAP-RA) (blau) und Arapl (GAP-e) (griin). Gezeigt sind jeweils der Polarisationswert ohne
und mit Arapl. B: Polarisationsdanderung nach Zugabe von Arapl (GAP-RA) zu den angegebenen G Proteinen. C: Pola-
risationsintensitit nach Zugabe von Arap3 (GAP-RA-PH) oder Arap3 (RA-PH) zu Rap1B*mGNP und H-Ras*mGNP.
Die Messung von Arap3 (GAP-RA-PH) wurde bei Abwesenheit von MgCl, durchgefiihrt. D: Polarisationstitration von
Arap3 (GAP-RA-PH) zu Rap1 B*mGNP.

Eine weitere Moglichkeit, um die Interaktion der G Proteine mit Arapl und Arap3 nachzuweisen,
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bestand in der Messung der Polarisationsinderung durch Zugabe des Effektorproteins. Hierfiir
wurden mindestens ein 50-facher Uberschuss Arapl (GAP-RA) zu 1 uM G Protein zugegeben
(Abb. 43B). Die vermeintlichen Interaktionspartner von Arapl (RaplB, H-Ras, DiRasl und
DiRas2) wurden mit allen verfligbaren Konstrukten von Arapl getestet, jedoch konnte nie eine
signifikante Anderung der Polarisationsintensitit detektiert werden (Abb. 43A,B).

Die Interaktion von Arap3 (GAP-RA-PH) mit RapIB*mGNP und H-Ras*mGNP wurde unter
Abwesenheit von MgCl, gemessen (Abb. 43C), wobei die Zugabe von 50 uM Arap3 (GAP-RA-PH)
zunidchst zu einem Anstieg des Polarisationssignals um etwa das 1,5-fache von 0,227 auf 0,344
fiihrte. Eine Quantifizierung wurde jedoch durch die schlechte Ldslichkeit von Arap3 verhindert
und, da nur ein konstanter Anstieg des Signals erhalten wurde (Abb. 43D). Die Zugabe des
16slicheren Konstrukts Arap3 (RA-PH) zu RapIB*mGNP oder H-Ras*mGNP ergab keine
Anderung der Polarisation (Abb. 43C).

Weiterhin wurde die Interaktion zwischen H-Ras*GNP bzw. Rap*GNP zu Arapl und Arap3 iiber
ITC gemessen und ebenfalls keine Interaktion festgestellt (Daten nicht gezeigt). Auch der Nachweis
iiber analytische Ultrafiltration oder analytische Gelfiltration ergab keine Interaktion mit H-Ras
oder Rap1B (Daten nicht gezeigt). Zusitzlich wurde die Interaktion von Arapl mit G Proteinen der
Ras-Familie bei Anwesenheit von RhoA und CDC42 mittels Polarisationstitration iiberpriift, um den
Einfluss der RhoGAP-Domine auf die Bindung von Ras-Proteinen zu untersuchen. Hierbei ergaben

sich ebenfalls keine Signaldnderungen (Daten nicht gezeigt).

3.3.5 Interaktion mit Proteinen der Rho-Familie

Die Quantifizierung der Bindung von G Proteinen der Rho-Familie an die GAP-Domine von Arap1
und Arap3 zeigt die Spezifitit der Arap-Proteine zu den Unterfamilien der Rho-Proteine auf, die fiir
das Verstdandnis der biologischen Funktion dieser Proteine essenziell ist.

Die Affinitdt der Proteine wurde mittels Polarisationstitration bestimmt. Von Arapl standen nur
zwei Konstrukte, Arapl (GAP-RA) und Arapl (GAP-e) zur Verfiigung, da die GAP-Domine alleine
nicht aufreinigbar war.

Zunichst wurde die Interaktion von Arapl (GAP-RA) oder Arapl (GAP-e) mit CDC42*mGDP bei
Anwesenheit von 1 mM AlF, gemessen (Abb. 44A). Hierbei ergab sich ein Kp von 7,98 uM fiir
Arapl (GAP-e) und 35,1 uM fiir Arapl (GAP-RA). Um diesen Unterschied zu verifizieren, wurde
die Messung erneut mit neuen Proteinchargen von beiden Proteinen durchgefiihrt, die dhnliche Affi-

nitdtskonstanten erbrachten (Abb. 44A, Tabelle 9). Die Interaktion von Arapl (GAP-RA) mit
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CDC42*mGDP bei Abwesenheit von AlF, zeigte erwartungsgemdll keine Polarisationsédnderung.
Anderungen in den Pufferbedingungen, MES bei pH 6,5 oder 200 mM NaCl inderten die Affinitit
der Bindung von Arapl und CDC42 nicht (Abb. 44B). Die Affinitit von Arapl (GAP-RA) zu RhoA
konnte nicht bestimmt werden, da die Zugabe von Arapl einen linear zunehmenden Anstieg der
Polarisation bewirkte, der keiner Sattigungsfunktion folgte (Abb. 44C).

mGNP beladenes CDC42 interagierte nicht mit Arapl (GAP-RA), Arapl (GAP 1) oder nur mit der
RA-Doméne in diesem Messansatz (Abb. 44D).
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Abbildung 44: Bindung von Arapl an Proteine der Rho-Familie

Polarisationstitration von Arapl (GAP-RA) bzw. Arapl (GAP-¢) mit RhoA und CDC42. Vorgelegt wurden jeweils 2
uM G Protein, beladen mit mGDP oder mGNP (Puffer: Standardpuffer. Bei Verwendung der mGDP-beladenen Proteine
wurde 1mM AlF, zugegeben). A: Interaktion von Arap1(GAP-e) (rot) oder Arapl (GAP-RA) (blau) mit CDC42*mGDP
bei Anwesenheit von AlIF,. Messung 1 und Messung 2 unterscheiden verschiedene Proteinchargen. B: Titration von
Arapl (GAP-RA) zu CDC42*mGDP bei An- und Abwesenheit (griin) von AlF,. Getestet wurden zwei verschiedene
Puffer bei unterschiedlichem pH. C: Interaktion von Arapl (GAP-RA) mit RhoA*mGDP (AlF,). D: Polarisations-
messung verschiedener Arapl Konstrukte und CDC42*mGNP.

Aufgrund der schlechten Loslichkeitseigenschaften von Arap3 (GAP) und Arap3 (GAP-RA-PH)
konnte keine Titration dieser Proteine mit RhoA oder CDC42 erfolgreich durchgefiihrt werden. Die
Bindung von Arap3 (GAP-RA-PH) an RhoA wurde mittels analytischer Gelfiltration unter
Ausschluss von MgCl, durchgefiihrt, bei der keine Komplexbildung detektiert werden konnte (Abb.
45A). Die Zugabe des vermeintlichen Interaktionspartners RapI B*GNP erbrachte ebenfalls keine
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Anderung (Abb. 45B).
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Abbildung 45: Interaktion von Arap3 (GAP-RA-PH) mit RhoA

Die Interaktion von Arap3 und RhoA wurde mittels analytischer Gelfiltration analysiert Hierfiir wurden 1 mg
RhoA*GDP mit 0,5 mg Arap3 inkubiert und auf eine S75 10/30 Séule aufgetragen (Puffer: 50 mM Tris pH 7,5, 50 mM
NaCl, 10 % Glycerin, 5 mM BME, 0.5 mM GDP, 1 mM AIF,). A: Interaktion von Arap3 mit RhoA*GDP. B: Zugabe
von 0,5 mg Rap1B*GNP und anschlieBende Gelfiltration.

Tabelle 9: Affinititskonstanten der Interaktion von Arapl mit Rho-Proteinen

Konstrukt G Protein Puffer Affinititskonstante

Arapl  (GAP-¢) CDC42*mGDP  +AIF, ;gg ﬁﬁ g:ggi: 3
Arapl  (GAP-RA) CDC42*mGDP  + AlF, gg? ﬁﬁ g:gﬁzgz g
Arapl (GAP-RA) CDC42*mGDP - AlF, keine Interaktion
Arapl (GAP-RA) CDC42*mGDP + AlF,, MES pH 6.5 23,63 uM

Arapl (GAP-RA) CDC42*mGDP + AlF,, 200 mM NaCl 34.74 uM

Arapl (GAP-RA) RhoA*mGDP + AlF, nicht bestimmbar
Arapl (GAP-RA) CDC42*mGNP keine Interaktion
Arapl (GAP_1) CDC42*mGNP keine Interaktion
Arapl GST-(RA) CDC42*mGNP keine Interaktion

3.3.6 Hydrolyse-Aktivitat der Arap Proteine

Die Hydrolyse-Aktivitdit von Arapl und Arap3 wurde mittels HPLC-Messungen und fluori-
metrischen Messungen iliber das Phosphate Binding Protein (PBP) durchgefiihrt (zur Verfiigung
gestellt von M. Miertzschke).

Spezifitit von Arapl und Arap3
Die Bestimmung der Spezifitit von Arapl und Arap3 wurde unter single turnover Bedingungen

durchgefiihrt, wobei die Reaktion durch Zugabe von 1 uM GTP gestartet wurde. Demzufolge zeigte
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Arap3 (GAP) eine deutliche Aktivierung von RhoA (0,016 s™') (Abb. 46A), wihrend Arapl (GAP-
RA) die Reaktion nur gering beschleunigen konnte (0,0005 s™), bei einer intrinsischen Rate von

RhoA von 0,0003 s™'.
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Abbildung 46: Hydrolysespezifitiit der Arap-Proteine zu Proteinen der Rho-Familie

Bestimmung der katalytischen Aktivitét von Arap Proteinen zu Rho Proteinen. Vorgelegt wurden 2 uM Rho Protein, 10
uM GAP und 20 pM PBP, wihrend die Messung durch Zugabe von 1 uM GTP gestartet wurde (Standardpuffer). A:
Spezifitit von Arapl und Arap3 zu RhoA. B: Messung von CDC42. C: Aktivitit von Arapl und Arap3 auf Racl.

Dieses Verhalten kehrte sich um, wenn CDC42 eingesetzt wurde (Abb. 46B). Hier besal3 Arapl
(GAP-RA) mit einer Rate von 0,0079 s (9,9-fach) die hdchste Aktivitit, wahrend Arap3 (GAP)
nahezu keine Aktivitit aufwies. Racl zeigte eine erhdhte Hydrolyse, wenn Arap3 (GAP) eingesetzt

wurde (8,6-fach), wihrend Arap1 inaktiv war (Abb. 46C).
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Tabelle 10: Raten der Hydrolysemessungen von Arap und Rho Proteinen

G Protein GAP Rate (*10%) / s
CDC42 intr. 8,29
10 uM Arapl  (GAP-RA) 79,1
10 uM Arapl  (GAP_1) 8,44
10 uM Arapl  (GST-GAP_2) 5,31
5 uM Arapl (GAP_4) 122
5 uM Arapl (GAP-PS-RA) + PreSc. 179
10 uM Arap3  (GAP) 11,2
RhoA intr. 3,19
10 uM Arapl  (GAP-RA) 491
10 uM Arapl (GAP_1) 3,03
10 uM Arapl  (GST-GAP_2) 1,23
5 uM Arapl (GAP_4) 6,67
5 uM Arapl (GAP-PS-RA) + PreSc. 5,60
10 uM Arap3  (GAP) 160
Racl intr. 13,9
10 uM Arapl ~ (GAP-RA) 12,4
10 uM Arapl (GAP 1) 13,0
5 uM Arapl (GAP_4) 15,0
5 uM Arapl (GAP-PS-RA) + PreSc. 17,2
10 uM Arap3  (GAP) 120
Die GAP-Domdine von Arapl

Verschiedene Konstrukte der GAP-Doméne von Arapl (GAP_1, 2, 3) zeigten keine Aktivierung

von RhoA, Racl oder CDC42 (Exp. nicht gezeigt, Tabelle 10), entweder versursacht durch fehlende

katalytisch aktive Motive liber die GAP-Doméne hinaus oder aufgrund von Stabilititsproblemen

der Proteine.

Dementsprechend wurde Arapl (GAP_4) als weiteres Konstrukt aus dem (GAP-PS-RA)-Konstrukt
hergestellt (siehe S. 73). Das (GAP-PS-RA)-Konstrukt ermoglichte zusétzlich die Untersuchung des
Einflusses der RA-Doméne auf die GAP-Aktivitdit, indem GAP und RA durch Zugabe von

PreScission direkt vor GTP-Zugabe voneinander getrennt werden konnten (Abb. 47D). Die
Messungen ergaben, dass Arapl (GAP_4) auch ohne die RA-Doméne aktiv auf CDC42 war, bei
gleicher Katalyserate wie das lingere GAP-PS-RA-Konstrukt (Abb. 47A). Eine Anderung der
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Spezifitat durch die Abspaltung der RA-Domine ergab sich nicht (Abb. 47A-C).

Im Gegensatz zu den inaktiven GAP 1/ 2/ 3 Konstrukten besitzt Arapl (GAP_4) eine zusitzliche
Helix (vgl. Abb. 36 u. 37), die fiir die Aktivitit des (GAP_4)-Konstrukts verantwortlich sein konnte.
Das (GAP)-Konstrukt von Arap3 ist im Vergleich zu Arapl (GAP_4) 14 Aminosduren kiirzer,
besitzt also nicht die C-terminale Helix und zeigt trotzdem hohe katalytische Aktivitt.
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Abbildung 47: Hydrolyserate von Arapl nach Trennung von GAP und RA

Bestimmung der Hydrolyserate von Arapl iiber PBP-Fluoreszenzénderung in Standardpuffer. Vorgelegt wurden 2 uM
Rho-Protein, 5 uM Arapl und 20 uM PBP. Einem Ansatz von Arapl (GAP-PS-RA) wurden 10pug PreScission-Protease
zugegeben. Die Messung wurde durch Zugabe von 1 pM GTP gestartet. A: Messung von RhoA und Arapl. B: CDC42.
C: Racl D: Testspaltung von Arapl (GAP-PS-RA) durch Zugabe unterschiedlicher PreScission-Konzentrationen.

keaw/Kv-Messungen mit Arapl

Da sich deutliche Spezifitdtsunterschiede zwischen den verschiedenen Arap-Proteinen zeigten,
wurden Ky und ke tliber Stopped-flow Messungen bestimmt, um die Ursache der Differenzen
aufzukléren.

Der Vergleich von Arapl mit verschiedenen Rho Proteinen zeigte, dass der Ky weitestgehend gleich

blieb, wihrend sich kg, stark unterschied (Abb. 48A,B). Die Messung von Arapl (GAP-RA) mit
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CDC42 ergab die hochste maximale Rate mit 0,042 s, bei einem Ky-Wert von 25,3 uM (Tabelle
11). Dies ergab einen Quotienten von 37,25 s uM™. RhoA wurde nur schwach von Arapl (GAP-
RA) aktiviert (ke=0,014 s) bei einem #dhnlichen Ky von 17,4 uM (Abb. 48B). Racl zeigte die
geringste Aktivierung durch Arapl (6,9 s™), allerdings war auch der Ky-Wert deutlich geringer,
wodurch sich ein hoherer Quotient ergab als bei RhoA (Tabelle 11).
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Abbildung 48: Bestimmung von Ky und k., fiir Arap1

Stopped-flow Messungen von Rho Proteinen und Arapl. Hierbei wurden 2 uM G Protein (Nt-frei) mit 10 uM PBP in
einer Spritze und 1 pM GTP, 10 uM PBP und unterschiedliche Konzentrationen an GAP in der anderen Spritze vorge-
legt und die Reaktion durch Mischung gestartet (Standardpuffer). A: Messwerte von Arapl-Konstrukten mit CDC42,
RhoA und Racl. B: VergroBerte Darstellung der Messpunkte aus A. C: Messung von Arap3 (GAP) und RhoA. D:
Messung von Arap3 (GAP) und Racl.

Neben dem (GAP-RA)-Konstrukt konnte nur von Arapl (GAP_1) ausreichend Protein erhalten
werden. Wie bereits in den vorhergehenden Messungen zeigte letzteres nur eine sehr geringe
Aktivitit auf CDC42, die zunichst anstieg, bei hoheren Konzentrationen jedoch wieder abfiel (Abb.
48B). Die Auswertung geringer Raten wurde durch starkes Rauschen des Signals erschwert, so dass
die ermittelten Raten fiir geringe Konzentrationen von Arapl (GAP_1) nicht vertrauenswiirdig
waren.

Das Konstrukt Arapl (GAP-e) konnte nicht in hoheren Konzentrationen als 20 uM eingesetzt
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werden (Abb. 48A), da die Ausgangslosung aufgrund schlechter Loslichkeit nur gering konzentriert
war. Allerdings zeigten sich hier qualitativ starke Unterschiede im Vergleich zum kiirzeren (GAP-
RA)-Konstrukt (Abb. 48A). Der k.-Wert scheint deutlich erniedrigt, eine Aussage iiber den Ky-

Wert ist anhand der wenigen Messpunkte nicht moglich.

Tabelle 11: Ky und k... Werte fiir Arapl

G Protein | Konstrukt Ky / pM Keat / 107 87 Keat / Ky %107
RhoA Arapl  (GAP-RA) 17,4 14,0 0,805
Racl Arapl (GAP-RA) 6,30 6,9 1,095
CDC42 Arapl (GAP-RA) 25,3 942 37,25
Arapl  (GAP-e) - - -
Arapl  (GAP 1) (0.6667) 4,3) (6,45)

Angaben in Klammern sind nicht verldsslich

Der Einsatz von Arap3 (GAP-RA-PH) schloss sich aufgrund der Mg**-Unvertriglichkeit aus. Arap3
(GAP) zeigte Aktivitdt auf RhoA und Racl, jedoch konnten Ky und ke, trotz wiederholter Versuche
und unterschiedlicher Proteinchargen nicht bestimmt werden, da das Protein durch die Lagerung bei
4°C prazipitierte und keine konsistenten Daten erhalten werden konnten. Qualitativ zeigte sich die
hochste Aktivitit von Arap3 (GAP) auf RhoA (Abb. 48C); Racl konnte ebenfalls durch Arap3
(GAP) aktiviert werden (Abb. 48D), wahrend CDC42 Aktivititsmessungen nicht auswertbar waren.

Einfluss der RA-Domdine auf die RhoGAP-Aktivitit

Arap3

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Konstrukten von Arapl deuten einen Einfluss der Einzel-
doménen auf die katalytische Aktivitét an.

In Multiturnover HPLC-Hydrolyse-Messungen besall die GAP-Doméne von Arap3 eine hdhere
Aktivitit auf RhoA als das Konstrukt Arap3 (GAP-RA-PH) (Abb. 49A). Hierbei ist allerdings zu
beachten, dass alle Messungen in MgCl,-freiem Puffer durchgefiihrt wurden. Durch Zugabe eines
Uberschusses von Mg?*-freiem Rap1B*GNP verringerte sich die Hydrolyserate geringfiigig, wobei
die Messung nicht bei 0 % GTP endete (Abb. 49A). Beide Effekte sind auf die Abwesenheit von
Magnesium zuriickzufiihren, da dadurch die Affinitit sowohl von Rap1B als auch von RhoA zum
Nukleotid deutlich herabgesetzt war und ein Austausch der Nukleotide stattfand. Dies fiihrte zur
Bindung von GTP an RaplB, wodurch GTP nicht mehr hydrolysiert wurde und gleichzeitig zur
Bindung von GppNHp an RhoA, weshalb letzteres eine geringere Hydrolyseaktivitit unter den
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gewahlten Multiturnover-Bedingungen aufwies.

Da Arap3 (GAP) eine deutliche Beschleunigung der Hydrolyse aufwies, wurde der Einfluss der RA-
PH-Doméne auf die GAP-Doméine von Arap3 untersucht. Hierzu wurde Arap3 (RA-PH) in trans
zur GAP-Doméne zugegeben und die Hydrolyse-Aktivitdt von RhoA mittels HPLC gemessen (Abb.
49B). Hierbei wurde eine 80-fach geringere GAP-Konzentration (10nM) eingesetzt, um die Raten
der Reaktion bestimmen zu konnen. Dabei zeigte sich, dass die Zugabe von Arap3 (RA-PH) keinen
Einfluss auf die Aktivitdt von Arap3 (GAP) besal. Die Zugabe von Rap1B*GNP fiihrte wieder zu
einer Verringerung der Hydrolyserate von RhoA (Abb. 49B).

Um eine mogliche Interaktion zwischen der GAP-Doméne und der RA-PH-Doméne nachweisen zu

konnen, wurden ITC-Messungen durchgefiihrt, die jedoch keine Signaldnderungen ergaben (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 49: Einfluss einzelner Doménen auf die katalytische Aktivitit von Arap

A: Bestimmung der Aktivitdt von Arap3 (GAP-RA-PH) und Arap3(GAP) auf RhoA unter multiturnover-Bedingungen
(Vollstdandige Messung in klein). Hierzu wurden 80 uM RhoA (Nt-frei) mit 60uM GTP und 0,8 uM Arap3 inkubiert und
Messwerte bei den angegebenen Zeitpunkten entnommen, um mittels HPLC die prozentuale GTP-Konzentration zu be-
stimmen (Puffer: Standardpuffer ohne MgCl,, mit 5% Glycerin). Zu einem Ansatz (blau) wurde SuM Rap1B*GNP (in
MgCl-freiem Puffer) zugegeben. B: Einfluss der RA-PH-Doméne auf die Aktivitdt der GAP-Doméne von Arap3.
Hierzu wurden 100 uM RhoA, 80 uM GTP und 10 nM Arap3 (GAP) vorgelegt und Messpunkte entnommen. Zu Ansatz
2 (rot) wurden 20 uM Rap1B*GNP zugegeben. (Messbedingungen wie unter A). C: Einfluss der RA-Doméne auf die
GAP-Aktivitdt von Arapl. Es wurden PBP-Messungen (s.0.) mit 2 uM CDC42 und 10 uM Arapl (GAP-RA) bei
An-/Abwesenheit von 100 pM RA-Doméne durchgefiihrt.
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Arapl

Bereits die Messungen von GAP_4 und GAP-PS-RA zeigten keinen Einfluss der RA-Doméne auf
die GAP-Aktivitdt (s. S. 88), was jedoch nochmals in einem weiteren Experiment untersucht
werden sollte.

Wiirde die RA-Domine von Arapl (GAP-RA) an CDC42 binden, miisste ein Uberschuss an freier
RA-Domiéne die Aktivitdit von Arapl (GAP-RA) verringern, unter der Vorraussetzung, dass die
Affinitit zwischen Arapl (RA) und CDC42 ausreichend hoch ist. Die Rate unter Anwesenheit der
RA-Doméne ist jedoch geringfiigig schneller (Abb. 49C) und wire eher ein Hinweis auf eine allos-
terische Aktivierung der GAP-Doméne von (GAP-RA) durch freies RA. Dafiir ist der Effekt jedoch

sehr gering.

3.3.7 Bindungspartner der PH-Domiinen

Die Bindung von Phosphoinositolen an die PH-Doméanen von Arapl und Arap3 wurde mittels P/P-
Strip Nitrocellulose untersucht. Hierzu wurden GST-Fusionsproteine von Arapl und Arap3
Konstrukten iiber Nacht mit PIP-Strips inkubiert und die Bindung an die darauf immobilisierten
Phosphoinositole mittels Antikdrpern nachgewiesen.

Arap3 (GAP-RA-PH) band demnach mit hoher Affinitit an PI(3,4)P, und Phosphatidylserin (PS),
wobei die Intensitdt zwischen verschiedenen Messungen unterschiedlich war. Mit geringer Affinitét
wurden in einer der Messungen auch andere Phosphoinositole und Phosphatidylsdure detektiert
(Abb. 50B). Das getestete Konstrukt von Arap3 enthielt die flinfte PH-Doméne, so dass die hier
detektierte Bindung an Phosphoinositole wahrscheinlich iiber diese Doméne vermittelt wird.

Arapl zeigte eine deutlich spezifischere Bindung ausschlieflich an Phosphatidylserin. Eine
genauere Festlegung der Bindestelle, iiber den Einsatz verschiedener Konstrukte zeigte, dass auch
hier sehr wahrscheinlich die fiinfte PH-Doméne (bzw. PH5-Ende) verantwortlich fiir die Interaktion
mit Phosphatidylserin zeichnet, da das Arapl (GAP-RA)-Konstrukt kein positives Signal zeigte
(Abb. 50C). Dabei ist nicht ausgeschlossen, dass PH3 und PH4 ebenfalls PS binden kénnten.
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Abbildung 50: Bindung von Phosphoinositolen an Arap Proteine

A: PIP-Strip (Echelon). Zuordnung: LPA: Lysophosphatsdure, LPC: Lysophosphocholin, PI: Phosphoinositol, PI(x)P:
Phosphoinositol-Monophosphat, SIP, Sphingosin-1-Phosphat, PI(x,x)P: Phosphoinositol-Diphosphat, PI(3,4,5):
Phosphoinositol-3,4,5-Triphosphat, PA: Phosphatidylséure, PS: Phosphatidylserin. B: Bindung von Arap3 (GAP-RA-
PH) an Phosphoinositole in 2 verschiedenen Messungen mit gleicher Proteincharge (Inkubationspuffer: 50 mM Tris 7.5,
50 mM NaCl, 5% Glycerin, 5 mM BME). C: Detektion der Interaktion von Arapl mit Phosphoinositolen, bei Verwen-
dung der angegebenen Konstrukte (Inkubationspuffer: Standardpuffer).

3.3.8 Kristallisation von Arap

Die Kristallstruktur von Arap alleine und im Komplex mit Interaktionspartnern wiirde einen
Einblick in die Regulationsmechanismen dieses Proteins geben. Unter Beriicksichtigung der
gewonnenen Ergebnisse wurden verschiedene Kristallansidtze bei Verwendung der vorhandenen
Screens durchgefiihrt (Tabelle 12). Die Ansédtze wurden sowohl bei 4°C als auch bei 25°C inkubiert.
Es wurden ausschlieBlich Kristalle von RhoA und CDC42 erhalten, die aufgrund der geringen
Affinitit zu den Arap Proteinen unabhingig kristallisierten. Die Kristallisation von Arap war nicht

erfolgreich.
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Tabelle 12: Kristallisationsanséitze mit Arap Proteinen

Arap Konstrukt G Protein 1 G Protein 2
Arapl (RA)

Arapl (RA) DiRasl1 ¢' (GNP)
Arapl (RA) DiRas2 c¢' (GNP)
Arapl (GAP-RA)

Arapl (GAP-RA) RhoA ¢' (GDP, AlF)

Arapl (GAP-RA) RhoA c' (GNP)

Arapl (GAP-RA) CDC42 c' (GDP, AlF,)

Arapl (GAP-RA) CDC42 ¢' (GDP, AlFy) DiRas2 c¢' (GNP)
Arapl (GAP-e)

Arapl (GAP-e) CDC42 c' (GDP, AlF,)

Arapl (GAP-e) CDC42 ¢' (GDP, AlFy) DiRas2 c¢' (GNP)
Arap3 (GAP-RA-PH)

Arap3 (GAP-RA-PH) RhoA c¢' (GDP, AlFy)

Arap3 (GAP-RA-PH) RhoA c' (GDP, AlFy) Rap1B c¢' (GNP)

Bei den Ansitzen zeigte sich, dass sowohl das schlecht 16sliche Arap3 als auch das sehr gut 16sliche
Arap1 in der Mehrheit der Bedingungen prizipitierte. Insbesondere Arap3 war nicht verwendbar zur

Kiristallisation.
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3.4 ARHGAP20

3.4.1 Sequenzvergleich

ARHGAP20 besitzt fiinf verschiedene Spleiflvarianten, die sich hauptsdchlich in den ersten 33
Aminosduren unterscheiden. Die in dieser Arbeit untersuchte Isoform ist ARHGAP20 le, welche
erst hinter dem variablen N-Terminus beginnt. Das gesamte Protein besitzt 1155 Aminoséduren bei
einer Molmasse von 129 kDa. Ein Konstrukt, welches der Isoform 1a entspricht wurde von Y. Takai

zur Verfiigung gestellt.

*
ARHGAP20 : KDYPKSIP NCAYS PML TGSE Q ——————— NSGKEE : 216
AF6_1 : GRPDSGGT KEPNIPY ST EFENP) VMLPPGAQHSD : 311

D aa—)-

* 100 120 * 140
ARHGAPZ0O : A--PYP IGH ------------ YGEREFMSHLEDSAL TPG DSTTPFNLOEPFLMEQLPREMQUCOFIL : 273
AFG_l H GAKEII DDDECEBLOIFREWPSDEGILEEQL FEDH FHLEG--------------=-==—---—- : 360
a2 B5
B
* 20 * ¥Y¥4i0 Y¥v¥ & &0Y *
ARHGAP20 @ ------------------- SELVCSNRETLLIT LERG--LORQERHLFEFNDLFVVAKT - - - - - EYNNNFEIKN : 51
Sosl : --ATKKMNEIQKNIDGWEGKDIGOCCNEFIMESTLTRVGA - -K--HERHIFEFDGLMICCESNHGOP-RLPGASNAE 70
Isnl Y FMSVITNCLGPRKFLHSBELYKA - - - -KSNKELYGFRFNDFLLLTQITKPLGSSGTDEVESE 57
DAPP1 e MOTGRTEDDLWPTAPSLGTHERY LTEQGGLVKIWKTEWF TRHENELKYFED - - - - - OMSPEP---- 57
80 * 100 * 120 * 140 *

ARHGAPZO KIHLTDM —————— WTASCVDEVGEGNTNAMES -GWPTVNEVATFS@FEQKD 3 EYINLEKEKDYPESIP : 121
Sosl : YRLEKEKF------ REVQINDKDDTNEYEKHARFEMTLEDENSVIFSA EEKN ISLOYRSTL--=--=---= 133
Isnl : KSNLOYKMYKTPIFLNEVLVKLPTDPSGDEP I@HMSHIDEV-¥TLEAERTINERT. OFBFALSELYIETEKEER-- @ 131
DAPPL : —IHILDL ———————— TECSAVOFDYSQERVNCECHE-VFPFRTFYLCAKRGVEADERM K IBRWKLSOIRKQLNQGEGT : 124

Abbildung 51: Sequenzvergleich von ARHGAP20

A: Sequenzvergleich der RA-Doméne von ARHGAP20 mit der ersten RA-Doméne von AF6. Die Sekundérstruktur
iiber der Sequenz entspricht der Vorhersage von ARHGAP20, die untere der von AF6. B: Sequenzvergleich der PH-
Domine von ARHGAP20 mit den PH-Doménen der Proteine, die die hochste Verwandtschaft in Bezug auf Sequenz
und Sekundérstruktur aufweisen. Die angedeutete Sekundérstruktur entspricht der vorhergesagten Sekundérstruktur von
ARHGAP20. Diese entspricht der Struktur der PH-Doméne von Sosl bis auf wenige Abweichungen (gemill Phyre).
Blaue Pfeile indizieren die fiir die Bindung von Phosphoinositolen verantwortlichen, positiv geladenen Reste von
DAPP1¢“9,

Der Sequenzvergleich der RhoGAP-Doméne zeigt mit 18% die hochste Identitdt zu pSORhoGAP
(Abb. 36A), wihrend keine besonders erhohte Homologie zu den Arap-Proteinen vorhanden ist (14-
16%). Die konservierten Bereiche enthalten die typische Sequenz der RhoGAP-Proteine einschliel3-
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lich des katalytischen Arginins.

Die RA-Domaine unterscheidet sich deutlich von bekannten RA-Doménen oder den vorhergesagten
RA-Doménen der Arap-Proteine, da eine Sekundérstruktur-Vorhersage von ARHGAP20 nicht die
typische Ubiquitin-Faltung identifizieren konnte (Abb. 51A). Auch die smart-Datenbank
identifiziert die RA-Domaéne nicht. Ein Vergleich mit dem néchsten Sequenzhomolog, AF6 (erste
RA-Doméne), zeigt eine sehr hohe Konservierung im Bereich von 1 bis B3, der die Interaktions-
flache mit Ras-dhnlichen Proteinen einschlieB3t, der Bereich hinter B3 ist in Sequenz und Sekundair-
struktur jedoch nur sehr gering konserviert (Abb. 51A). Dabei ist nicht ausgeschlossen, dass der
Bereich von AS 211 bis 228 eine Insertion bildet und die nachfolgenden Strukturelemente an der
Ubiquitin-Faltung beteiligt sind.

Die Identifikation des Proteins mit der hochsten Sequenz- und Struktur-Identitidt zur PH-Domine
von ARHGAP20 erfolgte iiber den Threading-Server Phyre. Hierbei zeigte sich, dass die PH-
Domine von Sosl und die PH-Domine von Intersectin 1 (DH-PH) die héchste Homologie zu
ARHGAP20 aufweisen (10% und 13%). Ein drittes Protein ist DAPP1, dessen PH-Doméne mit
hoher Affinitit an PI(3,4,5)P; und PI(3,4)P, bindet®*®. Die Sekundirstruktur der verschiedenen
Domaénen ist hoch konserviert (Abb. 51B) und positiv geladene Reste in f1, B2 und 3 von DAPPI
sind auch bei ARHGAP20 vorhanden, die jedoch stellenweise um wenige Positionen voneinander

abweichen (Abb. 51B).

3.4.2 Aufreinigung von ARHGAP20

Konstrukte

Aufgrund der GroBe von ARHGAP20 wurde ARHGAP20 (VL) in SF9-Zellen exprimiert und
sowohl kleinere Konstrukte des Proteins als auch ARHGAP20 (VL) in pGEX-Vektoren zur
Expression in E. coli kloniert. Die dabei verwendeten Konstrukte sind in Abb. 52 gezeigt. Hierbei

wurden nur Konstrukte verwendet, die maximal die ersten 525 Reste einschlossen.

I | RO i T | ]
(—
ARHGAP20 (VL) 1= A—a 1155
ARHGAP20 (1-GAP) 1 = a 525
ARHGAP20 (1-RA) 1 = a 244
ARHGAP20 (RA) 161 #———o———a 244
ARHGAP20 (GAP) 322 m a 525

Abbildung 52: Konstrukte von ARHGAP20
Die Nummern entsprechen der Sequenz von ARHGAP20 Isoform le (UniProt: Q9P2F6-4).
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Aufreinigung von ARHGAP20

Die Loslichkeit der Konstrukte von ARHGAP20 wurde {iber Testexpressionen mit anschliefendem
Western Blot getestet. Dabei zeigte sich, dass jedes Konstrukt, auBer ARHGAP20 (1-GAP),
vollstindig unldslich war und iiber GST-Antik&rper nicht im 16slichen Uberstand nachgewiesen

werden konnte.

Tabelle 13: Loslichkeit der Konstrukte von ARHGAP20

Protein Konstrukt Ausbeute Eigenschaften
ARHGAP20 |1-1155 (VL) - unléslich
Nur 16slich bei NaCl > 300mM, Eluiert als

ARHGAP20 |1-GAP 23mg/10L TB Monomer und Dimer
ARHGAP20 |1-RA - unloslich
ARHGAP20 (RA - unldslich
ARHGAP20 |GAP - unléslich

Eine erfolgreiche Reinigung war nur von ARHGAP20 (1-GAP) moglich (Tabelle 13), welches
sowohl die PH- und die RA-Doméne als auch die GAP-Doméne einschloss. Die Aufreinigung
erfolgte als GST-Fusionsprotein, welches auf der Sdule mittels TEV abgetrennt wurde (Abb. 53A).
Das Protein eluierte von der Gelfiltration in zwei Fraktionen, die einem Dimer und einem Monomer
entsprachen (Abb. 53B), wobei allerdings nur ein Puffer mit minimal 300 mM NaCl verwendet
werden konnte, da das Protein unterhalb von 300 mM prézipierte. Die Zugabe von 5% Glycerin, um

hydrophobe Wechselwirkungen zu minimieren fiihrte ebenfalls sofort zur Prizipitation von

ARHGAP20 (1-GAP).

[s3 5, >
L B 2
A g S o8 B &
& KL F & ——Peak 1 . Peak 2 ——
i - +— GST-ARHGAPZ20
— 66| - o —— — —
&8 : - <— ARHGAP20 o =
45| e 45| -
29| - : 20 | -
e 24
gg - 20
14|
14 | .-

Abbildung 53: Aufreinigung von ARHGAP20 (1-GAP)

A: Aufreinigung des Konstrukts iiber eine GSH-Saule. TEV-Eluat zeigt die Elution des Proteins (59,5 kDa) nach der
Abtrennung des GST-Teils auf der Saule. B: Gelfiltration des TEV-Eluats (S75-16/60). Das Protein eluierte als Dimer
(Peak 1) und als Monomer (Peak 2). Verwendeter Puffer: 50 mM Tris pH 7,5, 300 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 5 mM
BME.
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3.4.3 Interaktion mit Ras und Rap

Da RaplB als moglicher Interaktionspartner von ARHGAP20 angenommen wird, wurde die
Affinitdt zu RaplB*mGNP und H-Ras*mGNP iiber Polarisationstitration in 300 mM NacCl-
haltigem Puffer bestimmt. Hierbei ergab sich ein Kp zu Rap1B*mGNP von 196 pM und zu
Ras*mGNP von 120uM (Abb. 54), wobei der Maximalwert der Titration deutlich unterschiedlich
war. Wihrend sich die Rap1B-Titration einem Wert von 0,479 annéherte, verblieb die Titration bei
Vorlage von H-Ras bei 0,29 und damit nur 0,05 hoher als der Anfangswert. Da ein Protein von 59,5
kDa als Titrant eingesetzt wurde, war dieser Anstieg geringer als erwartet und deutete auf artifizielle

Polarisationsédnderungen hin, die durch Zugabe jeglichen Proteins verursacht werden konnte (vgl.

Abb. 35B).

LN LA L DL L L L LI L |
- —| —&— Rap*mGMNP

—&— Ras'mGNP

Polarisation

0 20 40 80 80 100 120 140 160 180
CIARHGAP20 (1-GAP ) HM

Abbildung 54: Interaktion von ARHGAP (1-GAP) mit G Proteinen der Ras-Familie
Polarisationstitration von G Proteinen der Ras-Familie mit ARHGAP20 (1-GAP) (Messpuffer: 50 mM Tris pH 7,5, 300
mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM BME). A: Vorlage von 2 pM Rap*mGNP. B: Vorlage von 2 uM H-Ras*mGNP.

3.4.4 Hydrolyse-Aktivitat von ARHGAP20

Auch die Hydrolyse-Aktivitit von ARHGAP20 konnte nur mit dem (1-GAP)-Konstrukt bei
Anwesenheit von 300 mM NaCl gemessen werden. Zunichst wurde die Spezifitit gegeniiber den
Rho-Proteinen iiber die fluorimetrische Messung mittels PBP (Spektrometer) bestimmt. Hierbei
zeigten 100 nM ARHGAP20 (1-GAP) eine 100-fache Beschleunigung der Hydrolyse von RhoA
und eine 19-fache Erh6hung der Katalyse von CDC42. Die Aktivitit von Racl wurde nur gering um
das 2-fache erhoht (Abb. 55A, Tabelle 14). ARHGAP20 (1-GAP) zeigte demzufolge eine deutliche
Spezifitit fiir RhoA und CDC42.

Die Zugabe von 100 pM Rap1B*GNP resultierte nicht in einer Beschleunigung der Hydrolyse von
RhoA oder CDC42 (Abb. 55B, Tabelle 14).
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Abbildung 55: Hydrolyseaktivitit von ARHGAP20 (1-GAP)

Fluorimetrische Hydrolysemessungen von ARHGAP20 mittels PBP (Puffer: 50 mM Tris pH 7,5, 300 mM NaCl, 5 mM
MgClL, 5 mM BME). A: Spezifititsmessung mit Proteinen der Rho-Familie. Es wurden 2 uM G Protein, 100 nM
ARHGAP20 (1-GAP) und 20 uM PBP vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 1 uM GTP gestartet. B: Hydro-
lysemessung von ARHGAP20 (1-GAP) und RhoA (Nt-frei) bzw. CDC42 (Nt-frei) bei Anwesenheit von 100 uM
Rap1B*GNP (Bedingungen wie unter A). C: Hydrolysemessung von 10 nM ARHGAP20 (1-GAP) und 2 pM RhoA
(Nt-frei) bei Anwesenheit von 45 uM PI(4,5)P,. Die Reaktion wurde durch 1 uM GTP gestartet. D: PIP-Strip von GST-
ARHGAP20 (1-GAP) in Standardpuffer (inkl. 300 mM NacCl).

Bei Bestimmung der Interaktion mit Phosphoinositolen zeigte ARHGAP20 (1-GAP) eine sehr
geringe Spezifitdt und interagierte mit nahezu allen PIPs mit Ausnahme von PI(3,5)P, (Abb. 55D).
PI(4,5)P, (Abb. 55C, Tabelle 14) und PI(3,4)P, (Daten nicht gezeigt) besalen allerdings keinen
Einfluss auf die katalytische Aktivitdit von ARHGAP20 (1-GAP).

3.4.5 Kristallisation von ARHGAP20

Zur Kristallisation von ARHGAP20 wurden zwei verschiedene Ansétze durchgefiihrt. Zunéchst
wurde ARHGAP20 in Standardpuffer mit 300 mM NaCl eingesetzt und verschiedene Screens
getestet. Da das Protein im Grofteil der Ansdtze prézipitierte, wurde in einem zweiten Versuch
NaCl in einer Endkonzentration von 600 mM eingesetzt, da das Protein 1:1 mit dem Kristallisa-

tionspuffer verdiinnt wird. Auch dies fiihrte nicht zur Kristallisation des Proteins.
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Tabelle 14: Katalytische Aktivitit von ARHGAP20 (1-GAP)

G Protein |GAP Rate / 10* s™
Racl intr. 13,9
100 nM ARHGAP20 (1-GAP) 28
CDC42 intr. 8,29
100 nM ARHGAP20 (1-GAP) 156
100 nM ARHGAP20 (1-GAP) + 100 uM Rap1B*GNP 133
RhoA intr. 3,19
100 nM ARHGAP20 (1-GAP) 316
100 nM ARHGAP20 (1-GAP) + 100 uM Rap1B*GNP 361
10 nM ARHGAP20 (1-GAP) 74
10 nM ARHGAP20 (1-GAP) +45 uM PI (4,5)P, 70
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3.5 Ras interference, Rin

3.5.1 Sequenzvergleich

Ras interference (Rin)-Proteine bezeichnen drei Proteine, die als Effektoren von Ras identifiziert
wurden. Rinl besitzt zwei bekannte Spleiflvarianten, von denen Isoform 2 um die Aminosduren
429-490 verkiirzt ist (Abb. 56), wodurch wesentliche Bereiche der katalytischen Domine fehlen.
Rin2 besitzt ebenfalls zwei Isoformen, die sich in der Lange des N-Terminus unterscheiden. Die
vier Rin3-Isoformen unterscheiden sich in der Lange des C-Terminus.

Der Vergleich von Rinl, Rin2 und Rin3 zeigt die groBten Unterschiede zwischen der SH2 und der
VPS9-Doméne (Alignment, siche Anhang), wéihrend die groBte Sequenzhomologie zwischen den
RA-Doménen, den katalytischen VPS9-Doménen sowie den sogenannten Rin-Homologie (RH)-
Domaénen (Abb. 56) besteht.

Der Vergleich mit der Vps9-RabGEF-Struktur von Rabex-5“¥ zeigt eine hohe Homologie zwischen
beiden Proteinen, die sich insbesondere in einer starken Ahnlichkeit zwischen der RH-Doméne von
Rin und der Helical bundle (HB)-Doméne von Rabex-5 dullert (Abb. 56, HB1-HBS), Die (HB)-
Doméne von Rabex-5 ist entscheidend fiir eine hohe GEF-Aktivitit und Loslichkeit des Proteins.
Das katalytisch aktive Aspartat von Rabex-5 (Abb. 56, lila Pfeil) ist auch bei den Rin-Proteinen in
einem Bereich hoher Homologie konserviert.

C-Terminal der VPS9-Doméne (nach aV6) nimmt die Konservierung mit Rabex-5 ab und es treten
zusitzliche Sekundérstruktur-Elemente auf, die in die RA-Domine iibergehen, welche in Rabex-5
nicht vorhanden ist. Delprato and Lambright®'¥ identifizierten eine C-terminal von der VPS9-
Domine gelegene Helix als autoinhibitorisches Element. Der Vergleich mit den Rin-Proteinen zeigt,
dass sich an dieser Stelle die al-Helix der RA-Doméne befindet (Abb. 56), wobei die Sequenz-
homologie der gesamten RA-Domine zu Rabex-5 jedoch gering ist. Einige der identifizierten Reste
sind auch in Rinl konserviert (Abb. 56, blaue Markierungen) und kénnten demzufolge eine

Funktion in der postulierten Autoinhibition der VPS9-Domine durch die RA-Domine ausiiben.
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* 260 * 280 * 300 * 320
Rinl : FKR-SFKVRVSTETSSPLSPPAVPPPPVPVLPGAVPR---~---=r=----m e e e e e e e o o SOTERLPPCOLLRRESSVGYR- -VP
Rinz2 : LERFSTRTPNANGTERTRSPFPRPPEPAINSLHTSPRLARTETQTSMPETVNHNKHGNVALPGTKPTPIPPPRLEKQASFLEARGGRK
Rin3 : GDOQLELPPOGTSDGPEDTPRESTEQGODTEVEKASDEHSMPELPR-----=-=------c-=----- TAKQPPVPEPRKKRISRQLASTLEFAP
Habpy B & soobcabbdonsmnminubinite mn s b Siei ot o Sl e i a sion i e o el o e ] e o e e U o e
- Ea - - - - - B - Ea - - - -

* 340 * 360 B 380 ® 400 =
Rinl : AGSGPSLPPMPSLQEWCGS;PSSSEEEGVPG——SRGSP}-\TSP ————— HLGRR-------—-----—---—-———— - - - oo ————
Rin2 : TLSGGRPGAGPEI_;ELGTAGS[PGGAPPEAAPGDCTRAPPPSSESRPPCHGGRQRLSDMS ISTSS5DSLEFDREMPLFGYEADTNSSLED
Rin3 : LENAELCTQAMALETPTPGPRREGQSPASQAG-TOHPRAQATAHSQSSPEFKG-------------- SLASLSDSLGVSVMATDODSY
Babeiiib: 1 S s R i S L S S B SR S S L R S S R L e T R R S S RS SR SRR R S
bl 460 o, 480 & 500
Rinl T T PRy RPLLESMSAAFCSLLAPERCVCEARALLMOD GOLVODLLTQVRDGQ-- - - - RP
Rin2 : YEGESDOETMAPPIKSKKKRSSSEVLPKLVESQLOKVSGVESSFMTPEERMVBRIARLSRDK FGCLVODY VSFLOENKECHVSST
Rin3 : STSSTEEELEQFSSPSVKKKESMILGKARHRLSFASFSSMEHAFLSNHMREKLYRKVVELAQDE FGSLVODYKVYSLEMMARQTSST
ATt B £ S i e i o e i i A e e A e e PEPSINRQTEIETDRVSEEF IEFLEQFHKTGOEIXKOTKLFLEGMHYKRD
~ aHB1 : . _ aHB2 '
B Beginn Struktur
RH Doméne
* 520 % 560 580 *
Rinl : QF EGIRphLSR S--AELGP- - -EFLVSPE ] PILAARLERR SLGRLAEGLELARAQGPGA
Rin2 : W TIIRQF‘I\-'[‘I'QV SOSSELDPEI-ESLIPED! HVEAMLEDFH SWEQLKENLOLVRECORENPQOE
Rin3 E EIRTMMTOLES QSTELKALVODPALHSEEE EATINSCLHQIHS SLOCOLKENQLVILATTTTD
Rabex 5 : LSEEECSECAQDFYH ERMQT----- I FCPETTDDEKKBLAIQKRIRALRWWTPOQMLCY
aHB3 aHB4 - : a1 i
VPSS9 Domane
600 3 620 %*. 640 d 660 i 680
Rinl : FGSHLSLPSPVEREQVROKLLO TYS@SAQ QR RT-QEGEGS SL CDLPEMLLEAEMMSELL
Rin2 H FAPTEDFVDREKT KV_KgFMT QEMYS RV EN-NSGRMY! T QCDMLESDTEIE ELL
Rin3 3 WVT'TSVPEVEMEEKILOKF TSEHKAYSRE SIELKT S GMPGKPY! I RENLTEMLLNVE ELM
Rabex & : PFVHNEDIPEVED ITDITEMDSKR D TS| KI-TENEBAS] THI LEGNPEPRBOSNI TRFC
1 aV2 : : aVl ' aV4 ) aVs

[—> Beginn RA-Doméne

* 700 = 720 * 740 ! 760
Rinl H S-BLT LSAS SGLGQAHTLPLSPVQELRRSLSLWEQRRE - - - - - LPATHCFEHLLEVAYORPSSGCTSE VPP
Rin2 : S - WLH SAY SLEKNFOEEQAARLLSS - ETRDTLROWHKRRTTNRTIPSVDD YLRVAFORVNSGCTGKTELVRP
Rin3 -@CoL 5 TY! EH@KSYDKITVTROLSV-EVODSTHRWERRRTLINKARASRSSVEADFICVSYLEPEQ - - QAR SRA
Rabex & S ]| EENLC EKLDAQSLNLS============== QED=-===-~- FDRYMSG@TSPREQEABSWS - - PDACEGVEQ

Ve aC
Ende Struktur
Y ¥ ¥ TE0OYY ¥ * | 800 hd 820 |* 840 *

Rinl : EAS- TATENOLCATKFRETOENTE LY KEQGYHREPPGALAHREPTTG-------- ¥LVYRRAEWHET------------------
Rin2 : ¥YIT-TEDMCQICAEKFKMGDPEEY SEFLFVDETWO! DTYPOKIKAELHSRPOPHIFHFVYKRT PYGIIFONGEEDLTTS- - -
Rin3 : DTQ-AQARCACCAEKFARERPOLH VLVDGRCF DALPHCIKGYLLRSEPKRDFHFVYRPLDH GGGGSPPCLVVREPNFL-

Rabex 5 : MYKNLDLESOLNERQE N-EAKKREKDLIDWTDH REVQDIVEKYPLEIKPENQELAATIDSENV KLPPPLOPQVYRA------
Ende RA-Doméne

Abbildung 56: Sequenzvergleich der Rin-Proteine
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375
477

343
463
550

396
551
638
172

47%
638
726
255

566
725
814
342
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811
898
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835
S84
450

Sequenzvergleich von Rin-Proteinen mit Rabex-5. Die Doméanengrenzen der Struktur von Rabex-5 sind angedeutet. Die
Sekundarstruktur von Rabex-5 ist unterhalb der Sequenzen, die vorhergesagte Sekundérstruktur (Phyre) von Rinl ober-
halb angegeben. Das katalytische Aspartat von Rabex-5 ist durch die lila Markierung gekennzeichnet. Die blauen und
cyan-farbenen Pfeile markieren die fiir die Autoinhibition von Rabex-5 verantwortlichen Reste, mit den in Rinl-
mutierten Aminosduren in cyan. Die Sekundérstrukturvorhersage der RA-Doméne zeigt nur B-Faltblatt Strukturen an

den Positionen von B1, B3 und 5 der Ubiquitin-Faltung an.
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3.5.2 Aufreinigung von Rin

Konstrukte

Rin1 (VL) 1 m a 783
Rin1 {RH-e) 343 = a 783
Rin1 (RH-VPS9+Helix) 343 = a 668

Rin1 (RH-VPS9) 343 » a 617

Rin1 (338-e) 338 = m 783
Rin1 (338-VPS9+Helix) 338 = = 668

Rin1 (338-VPS9) 338 = a 617

Rin2 (VPS9-e) 613 = a 895
Rin2 (RH-e) 527 = a 895
Rin2 (kat) 490 » a 780

weitere: sieche Masterarbeit M. Fislage

Abbildung 57: Konstrukte von Rin

Gewihlte Konstruktgrenzen von Rinl und Rin2. Alle Konstrukte wurden iiber das Gateway-System in den pGEX 4T1-
TEV-GW-Vektor kloniert. Rinl (RH-e) wurde zusétzlich iiber Restriktion und Ligation in den pGEX 4T1-TEV und in
pET28A-2xHis-E.i.F. kloniert.

Unter Einbeziehung der Homologie zwischen Rabex-5 und den Rin-Proteinen wurden mehrere
Konstrukte hergestellt, die die katalytische Doméne und die RA-Doméne umfassen (Abb. 57).

Ein Konstrukt der RA-Domine existierte bereits®*". Weiterhin wurden Rinl (VL) und Konstrukte,
die nur die RH- und die VPS9-Doméne einschlieen hergestellt. Zur Untersuchung der Inhibition
von Rinl durch die RA-Doméine wurde das Konstrukt Rinl (RH-VPS9+Helix) erstellt, welches
zusdtzlich zur katalytischen Doméne den Bereich einschlieBlich der al-Helix der RA-Domine
enthdlt. Weiterhin wurden die Konstrukte Rinl(RH-e) L655A und Rinl(RH-e) L655A/L658A
kloniert, die Mutationen in der Helix der RA-Domaéine aufweisen. Weitere Konstrukte wurden in der

Masterarbeit von M. Fislage erstellt.

Aufreinigung

Das Konstrukt Rinl (RH-e) war das einzige, losliche Konstrukt neben der RA-Domine, welches in
ausreichender Menge, nachweisbar erhalten werden konnte (Tabelle 15). Haufig trat eine starke
Bande bei 60 kDa auf, welche sich auf gleicher Hohe mit einigen der getesteten GST-Fusions-

proteine von Rinl befand. Nach Analyse mittels ESI und Western Blot, handelt es sich bei diesem
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Protein nicht um Rinl sondern wahrscheinlich um GroEL?2 (siche Masterarbeit M. Fislage).

Tabelle 15: Reinigungserfolg der Rin-Proteine

Protein Konstrukt Ausbeute Eigenschaften
32mg/10L TB Nur als GST-Fusionsprotein ausreichend loslich.
Rinl (RH-e) 134mg /30LTB  Eluiert im Ausschlussvolumen
(Fermenter) sehr unreines Protein
Rinl alle getesteten - unldslich
Rin2 alle getesteten - unloslich

Rinl (RH-e) befand sich nur dann im 16slichen Uberstand, wenn 0,1% NP40 und 0,1% Triton-X
100 zum Aufschlusspuffer zugegeben wurden. AnschlieBend konnte Standardpuffer verwendet
werden. Bei diesem Konstrukt befand sich stets ein Grofiteil des Proteins im Durchfluss der GSH-
Sdule (Abb. 58A), wihrend das restliche, auf der Sdule verbliebene Fusionsprotein nicht mit TEV
oder Thrombin gespalten werden konnte, obwohl unterschiedliche Linkerldngen zwischen der TEV-
Schnittstelle und Rinl getestet wurden. Auch die Inkubation mit TEV in Losung bendtigte bis zu 2
Tage und hohe TEV-Konzentrationen, um etwa 50% des Fusionsproteins zu spalten (Abb.
58A,“TEV®). Da das resultierende Rinl (RH-e) nur gering 16slich war, wurde auf die Verwendung
des Proteins verzichtet und stattdessen nur mit dem GST-Fusionsprotein gearbeitet. Die Bande bei
60 kDa war stets anwesend und variierte je nach Aufreinigung, trotz gleich bleibender

Bedingungen, in ihrer Intensitidt (Abb. 58B).
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Abbildung 58: Aufreinigung von Rinl (RH-e)

A: Aufreinigung des l6slichen Extrakts von Rinl (HB-e) iiber eine GSH-Saule bei Elution des Fusionsproteins mit GSH
(GSH-Elution) und anschlieender Proteolyse der Hilfte des Eluats mit TEV fiir 2 Tage bei 4°C. B: GSH-Elution einer
anderen Aufreinigung desselben Konstrukts. C: Gelfiltration des Fusionsproteins (S200 26/60). Gezeigt ist eine
Fraktion des Ausschlussvolumens und eine Fraktion eines Peaks bei etwa 50 kDa. D: Gelfiltration des TEV-hydrolysier-
ten Eluats (5200 26/60). E: Western Blot der Fraktionen aus C mit GST-Antikorpern. Die rote Markierung kennzeichnet
die Position, an der GST-Rin1 (RH-e) zu erwarten war.

Das Protein eluierte als GST-Fusionsprotein sowie als geschnittenes Protein im Ausschlussvolumen
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einer S200 10/30 Sdule. (Abb. 58C,D). Interessanterweise konnte GST-Rinl (RH-¢) im Western-
Blot nicht durch die Detektion mit GST-Antikorpern nachgewiesen werden (Abb. 58E). Die
Existenz des Proteins ist jedoch nachgewiesen, da durch TEV-Spaltung ein Abbauprodukt erhalten
werden konnte (Abb. 58A). Diese Tatsache erschwerte den Umgang mit Rinl deutlich, da keine
Moglichkeit bestand, das Vorhandensein des Proteins zu verifizieren.

Eine korrekte Faltung des Proteins kann somit nicht bestétigt werden, da es nicht mit ausreichender
Affinitit an die GSH-Sdule band, kein ausreichend zugingliches Epitop fiir den GST-Antikorper
aufwies sowie prazipitierte, sobald man den GST-Teil entfernte.

Da das Protein nur mit geringer Affinitét an die GSH-Saule band, wurde ebenfalls die Aufreinigung
iiber einen lonenaustauscher (Source Q) versucht, die sich jedoch nicht als sinnvoll erwies, da das
Protein im Ausschlussvolumen nicht von den Verunreinigungen abgetrennt werden konnte.

Eine weitergehende Beschreibung der Aufreinigung verschiedener Rinl-Konstrukte ist in der

Masterarbeit von M. Fislage zu finden.

3.5.3 Charakterisierung von Rinl
Mit dem erhaltenen GST-Rin1 (RH-e) Konstrukt konnten weitergehende Experimente durchgefiihrt
werden. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass das Protein nur sehr unrein und eventuell nicht korrekt

gefaltet erhalten werden konnte (Abb. 58C).
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Abbildung 59: Interaktion von Rinl (RH-¢) mit Ras*GNP

ITC-Messung zur Bestimmung der Affinitit zwischen H-Ras*GNP (Spritze: 1 mM) und GST-Rinl (RH-e) (Zelle, 100
pM). Zur Auswertung wurde die Kontrolle der Titration von H-Ras*GNP in Puffer subtrahiert (Puffer: Standardpuffer).
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Da die Bindung der RA-Domine an Ras bereits etabliert war, wurde mittels ITC die Interaktion
zwischen dem ldngeren Konstrukt und H-Ras*GNP iiberpriift. Dabei wurde keine eindeutige
Bindungskurve erhalten, die zudem ein falsches molares Verhéltnis aufwies, da die Protein-
konzentration von GST-Rinl (RH-e) aufgrund der Verunreinigungen nur sehr ungenau iiber die
Bradford-Methode bestimmt werden konnte. Die Auswertung der Messung ergab eine Affinitdt von
27 uM (Abb. 59), was auf eine korrekte Faltung zumindest der RA-Doméne hindeutet. Die Affinitat
ist jedoch geringer als die der freien RA-Doméne (0.88 uM)®?,
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Abbildung 60: Einfluss von Rinl auf Rab$

A: GEF-Messungen von 200 nM Rab5A*mGDP mit den angegebenen Proteinen (Standardpuffer) B: Fluoreszenztitra-
tion von 5 pM Rab5A*mGDP mit GST-Rinl (RH-e) (Standardpuffer). C: Polarisationstitration von 5 puM
Rab5A*mGDP mit GST-Rinl (RH-e) (Standardpuffer). D: Analytische Gelfiltration (S200 10/30) von 1mg Rab5*GDP
mit GST-Rinl (RH-e) (rote Markierung) in einem 2:1 Verhiltnis. Das Ausschlussvolumen (A.V.) und das Elutions-
volumen eines 20 kDa-Proteins sind angegeben.

Da die Bindung an Ras bestitigt ist, wurde der Einfluss von Ras*GNP auf die GEF-Aktivitit des

Proteins untersucht. Dabei zeigte sich, dass GST-Rinl (RH-¢) sowohl alleine als auch bei Anwesen-
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heit eines vierfachen Uberschusses (20 pM) H-Ras*GNP eine Inhibition des intrinsischen
Austauschs von Rab5 bewirkte (Abb. 60A). Der Vergleich mit dem Rab5-GEF Rabex-5 und mit der
Zugabe von 10mM EDTA zeigt deutlich den Unterschied zu einem katalysierten Austausch.
Zusitzlich ergab die Zugabe von GST-Rinl (RH-e) eine starke Erhéhung der Fluoreszenzintensitét
(Daten nicht gezeigt), was auf eine Bindung von GST-Rinl an RabSA*mGDP hinweist. Um dies zu
verifizieren, wurden Fluoreszenztitrationen und Polarisationstitrationen von Rab5SA*mGDP und
GST-Rinl (RH-e) durchgefiihrt, die eine Sittigungskurve zeigen, der eine entsprechende Funktion
angepasst werden konnte (Abb. 60B,C). Die Fluoreszenztitration ergab einen Kp von 3,6 uM
wiéhrend die Polarisationsmessungen einen 6-fach hoheren Wert von 24 uM lieferte.

Die Uberpriifung mittels analytischer Gelfiltration (Abb. 60D) und ITC-Messungen (Daten nicht
gezeigt) zeigte demgegeniiber jedoch keine Komplexbildung beider Proteine. Die ITC-Messungen
wurden bei zwei verschiedenen Temperaturen, unterschiedlichen Konzentrationen und bei Anwe-
senheit von H-Ras*GNP durchgefiihrt.

In der Masterarbeit von Marcus Fislage wurde die GEF-Aktivitit mehrerer Konstrukte von Rinl,
einschlieBlich der L655A, L658 A Mutanten auf unterschiedliche Rab-Proteine getestet (Tabelle 16).
Rin1 besal} auf keines der getesteten Proteine GEF-Aktivitit.

Tabelle 16: Auf GEF-Aktivitiit von Rin1 getestete Rab-Proteine (Masterarbeit M. Fislage)

Rab Protein
Rap1B (mGDP) Rab5A (mGDP) Rab9 (GDP) Rab16 (GDP) Rab27 (GDP)
Rab2 (GDP) Rab6 (mGNP) Rab11 (mGTP) Rab18 (mGDP) Rab38 (GDP)
Rab3A (mGDP) Rab7 (mGTP) Rab13 (mGDP) Rab21 (mGDP) Yptl (mGDP)

Rab4 (GDP) Rab8A (mGTP)

3.5.4 Kristallisation von Rinl

Die Tatsache, dass GST-Rinl (RH-e) an Rab5 in der GDP-Form bindet ist einzigartig fiir eine GEF
- G Protein Interaktion. Um diese Interaktion weitergehend untersuchen zu konnen, wurden Kris-
tallisationsansdtze durchgefiihrt.

Der Einsatz von geschnittenem Rinl (RH-e) war aufgrund der geringen Ldslichkeit nicht moglich.
GST-Rinl (RH-e), obwohl GST-Fusionsprotein, aggregiert und unrein, wurde alleine, im Komplex
mit H-Ras*GNP und im Komplex mit Rab5*GDP eingesetzt. Unter fast allen Bedingungen trat
sofort Préazipitat auf, welches jegliche Kristallisation verhinderte.

Die Kristallisation von Rinl war somit nicht erfolgreich.
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3.6 Shoc2-PPlc
3.6.1 Sequenzvergleich

Proteinphosphatase 1
* 20 * 40 * 60 v ¥
prin : MsBsE oS i T H s 67
PP1B : G-E T REC ﬂ A . 66
pPPIC : LD 0 RES i A s 67
* 80 * v ¥ 100 * 120  ¥w *
EP1L S ;134
PP1B : H A ;133
PPIC : S : 134
140 * 160 * oy 180 * 200
PP1L : : 201
PP1B : T ¢ 200
pPPiC : . 201
* 220 * 240 vy * 260
PP1A : 0 =i : 268
PP1B : 5 D) ﬁ ﬁ . 267
PPIC : L EVNARELH . 268
* 280 * 300 * 320 *

FP1A : KGKYGQFSGLNPG - -NSA --- : 330
FP1B : SERKAKY - -Q¥YGG-LNS --TANPPEEIR-- : 327
PP1C : KEK--------- PNAS GMITEQ --- : 323

Abbildung 61: Sequenzvergleich der PP1c-Isoformen

Vergleich der alpha- (PP1A), beta- (PP1B) und gamma- (PP1C) Isoform der Proteinphosphatase 1. Die fiir die Bindung
des Mn?" im aktiven Zentrum verantwortlichen Reste sind blau markiert. Das Hisitidin, welches als Proton-abstra-
hierende Base fungiert und das stabilisierende Aspartat sind in cyan markiert.

Proteinphosphatase 1 (PPlc) ist eine Phosphatase mit sehr geringer Substratspezifitit, die durch
Bindung an regulatorische Untereinheiten deutlich erhoht wird. Ein Vergleich der drei Isoformen
von PPlc (alpha: PPlca; beta: PP1cb; gamma: PPlcc) zeigt eine sehr hohe Identitit der Proteine,
die sich nur in wenigen Aminosduren am N-Terminus und deutlich am C-Terminus unterscheiden.
Die fiir die Mn**-Bindung bedeutsamen Reste und damit das aktive Zentrum der Phosphatasen sind
zu 100% konserviert (Abb 61). Ein Vergleich mit der Struktur der Phosphatasen zeigt, dass die nicht
konservierten Reste ausschliefSlich an der Proteinoberfldche liegen und somit wahrscheinlich fiir die
Interaktion mit unterschiedlichen Partnern verantwortlich sind. Insbesondere der variable C-
Terminus ist z.B. fiir die spezifische Bindung des regulatorischen Proteins MYPT1“? an PPlcb

verantwortlich.
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Shoc2: Vergleich der Leucin-Rich Repeats

Es wird angenommen, dass Shoc2 ein regulatorisches Protein der Phosphatasen ist, mit keiner
Spezifitit zu einer bestimmten Isoform*®. Die Sekundirstrukturvorhersage der N-terminalen
Nicht-LRR Domine zeigt eine a-/B-Struktur, die jedoch nicht einer bekannten Faltung zugeordnet

werden kann.

am

* 20 * 40
Shoc-2 1 : MSSSLGKEKDSKEKDPKVPSAKEREKEAKASGGFGKESKEKE : 42
* 60 | * 80
Shoc-2 43 : PKTKGKDAKDGKKDSSAAQPGVAFEVDNTIKRPNPAPGTRKK : 84
* 100 . * 120

Shoc-2 85 : SSNAEVIKELNKCREENSMRLDLSKRSIHILPSSIKELTQ : 124

—»

* 20 * 40
LRR 1 125 Y SNKLOSLPEEVGICLVN- - -~ - ———-———————- ;147
LRR 2 148 ANSENSLTSLPDSLDNLKK- - - -~ —————————- ;170
IRR 3 171 DBRHNKLREIPSVVYRLDS -~ - ——--—-—--——— - : 193
LRR 4 194 YBRFNRITTVEEKDIKNLSK- - - ----—-—--——— - : 216
LRR 5 217 SERENKIKQLPEEIGELCN - - - -~ —————————— ;239
LRR 6 240 D QLEHLPREIGNCTQ- - -~ - - ——= === -- -~ ;262
LRR 7 263 DEQHNELLDLPOTICGNLSS -~~~ ——-=-—~----= -~ : 285
IRR 8 286 GBRYNRLSAIPRSLAKCSA -~ - -—-= === ———= =~ : 308
LRR 9 309 ENNNISTLPESLUSSLVK--------—--—--——- s 332
LRR 10 333 TEEARNCFOLYPVIGGPIQFST - - —————-———————- : 356
LRR 11 357 EHNRIMKIPFGIFIRAKYV - - —— =~ === ———— —- : 380
LRR 12 381 KDNOLTSLPLDFETWTS -~ ———= ==~ —~ === -~ ;403
LRR 13 404 ATNOLTKIPEDVIELVS - - —-—= ==~ —~——= - . 426
LRR 14 427 SNNLLKKLPHGLGNLRK- - - ---= == == -—-=~~ : 449
LRR 15 450 EENKLESLPNEIAYLKD- - -----—--—--—---—- . 472
LRR 16 473 TNNOLTTLPRGIGHLTN- - -~ - ———-———-———- : 495
LRR 17 496 GENLLTHLPEEIGTLEN-----------—---—- ; 518
LRR 18 519 NDNPNLHSLPEELALCSK-------==-=—----- : 542
LRR 19 543 ENCPLSHLPPOIVAGEPSFITOFLKMQGPYRAMY : 582

Abbildung 62: Sequenzvergleich der LRRs von Shoc2

Vergleich der Leucin-rich repeats von Shoc2. Die N-terminale Doméne ist gemeinsam mit der vorhergesagten Sekun-
darstruktur (PsiPred) gezeigt. Die vermeintliche Sekundéarstruktur der LRRs ist {iber der Sequenz und als griine Box
angedeutet. Zwei potentielle konservierte Sequenzmotive, RVxF, die fiir die Interaktion mit PP1 notwendig sein
konnten, sind durch blaue Rechtecke markiert.

Die Anzahl der LRRs schwankt je nach Publikation und Datenbank (Pfam: 17). Ein Sequenz-
vergleich der LRRs untereinander zeigt, dass das typische Motiv LxxLxLxxN/C in 19 Wieder-
holungen konserviert ist. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass mindestens 19 LRRs
vorhanden sind (Abb. 62), die im Vergleich mit anderen LRR-Proteinen® auBerordentlich
regelmiBig sind. Es sind nur LRR-Lingen von 23 und 24 AS vorhanden, die gemél der Sekundér-

struktur-Vorhersage (PsiPred) alle eine Helix von 4 Aminosduren aufweisen sollen. Dieser geht bis
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auf eine Ausnahme stets ein Prolin voran (Abb. 62).

Vor dem als ,,LRR 1 benannten Repeat befindet sich ebenfalls ein LRR-Motiv, dem jedoch das
vorangehende L und das N/C fehlen. Die Sekundérstruktur ist jedoch konserviert, so dass ein 20.
LRR nicht ausgeschlossen werden kann.

Das typische Sequenzmotiv regulatorischer Proteine, (R/K)Vx(F/W) oder auch nur VxF** — in der
Identifizierung von Shoc2 als Phosphatase-regulatorisches Protein unerwihnt*> — kann zwei
Stellen von Shoc2 zugeordnet werden (Abb. 62). Das erste Motiv liegt in der N-terminalen Doméne
und entspricht nur dem kurzen Motiv, da ein vorausgehender positiv geladener Rest fehlt. Das
zweite Motiv befindet sich im elften LRR am Ubergang zur Helix und schlieBt das den Helices
vorangehende Prolin mit ein. Dieses Motiv zeigt jedoch alle postulierten Reste, einschlielich des

vorausgehenden positiv geladenen Restes.

3.6.2 Reinigung von PP1¢ und Shoc2

Strategien zur Isolierung eines Komplexes aus PPI1c und Shoc2

Um die Kristallstruktur von PPlc und Shoc2 zu 16sen, wurden unterschiedliche Reinigungs-
methoden getestet. Einerseits wurden die Proteine getrennt voneinander rekombinant exprimiert
und aufgereinigt und anschlieBend in vitro inkubiert und die Komplexbildung untersucht. Der
zweite Ansatz bestand in der rekombinanten Co-Expression beider Proteine oder durch Transfor-
mation eines bicistronischen Plasmids. Die getesteten Ansétze sind in Abb. 63 gezeigt. Es wurden
jeweils Shoc2, PP1cb und PPlcc einzeln als His (pET28-Vektor)- oder GST (pGex4T1-Vektor)-
Fusionsprotein exprimiert. Weiterhin wurden alle Kombinationen von PP1lca, PP1cb, PPlcc und
Shoc2 je als His- oder GST-Protein getestet, wobei die Plasmide entweder Cotransformiert oder
bicistronisch in E. coli eingebracht wurden.

Dabei zeigte sich, dass PP1cb sowohl als His- als auch als GST-Protein vollstdndig unloslich war,
wihrend PPlcc als Einzelprotein als GST-Fusionsprotein erhalten werden konnte. Gleiches gilt fiir
GST-Shoc2. Als His-Protein wurde es stark iiberexprimiert, war jedoch ausschlielich im Pellet
vorzufinden (Daten nicht gezeigt).

Sobald die Proteine von zwei Plasmiden oder bicistronisch exprimiert wurden, war in der Regel
kein PP1c zu detektieren. Shoc2 wurde nur dann iiberexprimiert, wenn es als GST-Fusionsprotein
vorlag. Stellvertretend fiir die durchgefiihrten Versuche ist in Abb. 64E ein Western-Blot mit Anti-
GST- und Anti-His-Antikorpern nach der Cotransformation von pGex4T1-Shoc2 (GST) und
pET28a-PP1cc (His) gezeigt. Hierzu wurden drei verschiedene Puffer getestet und iiber Nickel- und
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GSH-Sepharose aufgereinigt. Dabei konnten geringe Mengen von Shoc2 in Losung detektiert
werden, die mittels GSH-Sepharose angereichert werden konnten. In der Elution von Ni-beads war

weder GST-Shoc2 noch His-PP1cc detektierbar.

Reinigung von PPIlcc und Shoc2

Einzelexpression

[GsT ] Shoc2 | [ His ] PP1ch |
[ His | Shoc2 | [GsT ] PP1cc |
[GsT] PPich | [His_] PPicc |

Coexpression

[GsT ] Shoc2 | [His ] PPica |
[GsT ] Shoc2 | [ His ] PP1ch |
[GsT ] Shoc2 | (His | PPicc |
[_His ] Shoc2 | CGST_] PP1chb |

[CHis_] Shoc2 | CGST_] PPicc |

Bicistronische Expression

[GsT ] Shoc2 [SD] PPich |
[GST] Shoc2 [SD] PPicc |
[GsT] PPich [SD] Shoc2 |
[GsT] PPicc [sD] Shoc2 |

Abbildung 63: Getestete Ansitze der Aufreinigung von Shoc2 und PP1c im Komplex

Zur Aufreinigung von Shoc2 und PP1c wurden verschiedene Strategien durchgefiihrt (zum Teil von C. Koerner durch-
gefiihrt). Expression der Einzelproteine, Coexpression von Shoc2 und PPlc, sowie bicistronische Expression iiber ein
Konstrukt mit Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) zwischen den Genen. GST-Tags sind in Griin, Hiss-Tags in gelb gezeich-
net; Shoc2 in rot und die PP1c-Isoformen in blau.

Nach mehreren Versuchen der Reinigung von PPlcc im 10L-Mal3stab mit Ausbeuten von maximal
5 mg / 10L wurde ein Fermenter-Lauf von 30L TB-Medium unter gleichen Bedingungen durch-
geflihrt. Dabei konnten 47 mg Protein erhalten werden, die jedoch nur zu etwa 90% rein waren
(Abb. 64). Obwohl das Protein nur eine geringe Loslichkeit zeigte und 0,1% NP40 und 0,1%
Triton-X 100 zum Lysepuffer zugegeben werden mussten, konnte es iiber eine GSH-Séule

angereichert werden. Nach TEV-Spaltung (Abb. 64A) prizipitierte es stark wihrend des Autkon-
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zentrierens, so dass nur das GST-Fusionsprotein erhalten werden konnte (Abb. 64B). Das Protein
konnte (unabhingig von der An- und Abwesenheit von MnCl,) aktiv erhalten werden (Uberpriifung

durch Dephosphorylierung von p-Nitrophenylphosphat (PNPP)).

Mehrfach wurde versucht, PP1cc und Shoc2 gemeinsam aufzureinigen. Hierbei wurden Pulldown-
Experimente mit GST-PPlcc/Shoc2 und GST-Shoc2/PPlcc bei An- und Abwesenheit von M-
Ras*GNP durchgefiihrt, die keine Interaktion der Proteine zeigen konnten (Daten nicht gezeigt).
Zusitzlich wurden die Proteine als GST-Fusionsproteine gemeinsam iiber Gelfiltration aufgereinigt,
von der beide Proteine in unterschiedlichen Fraktionen eluierten (Daten nicht gezeigt). Dies wurde
sowohl iiber Western-Blot als auch iiber den Nachweis der Aktivitit der Phosphatase iiber
Hydrolyse von PNPP iiberpriift.

Die Interaktion von Shoc2 mit M-Ras*GNP wurde mittels des GDI-Versuchs (Daten nicht gezeigt)
und iiber die Anderung der Polarisation durch Zugabe von GST-Shoc2 untersucht (Abb. 64F).

Dabei konnte keine Interaktion nachgewiesen werden.
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Abbildung 64: Aufreinigung von PP1c und Shoc2

A: Aufreinigung von GST-PPlcc iiber eine GSH-S&ule (Puffer: 50 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 2 mM MnCl,, 5
mM BME). Elution erfolgte mit GSH. Ein Teil des Proteins wurde mit TEV vom Fusionsprotein getrennt. B: Gelfiltra-
tion (S200 16/60) von GST-PPlcc. Das Protein eluierte in 2 Peaks iiber das gesamte Elutionsvolumen der Saule. C:
Aufreinigung von GST-Shoc2 iiber eine GSH-Sédule (Puffer: 50 mM Tris pH 8,5, 300 mM NaCl, 5 mM BME). Die
Elution erfolgte mit GSH und die Trennung vom Fusionsprotein mit Thrombin. D: Gelfiltration (S200 26/60) von
Shoc2. Das Protein eluierte in drei verschiedenen Peaks. Rot: GST-Shoc2, griin: kleineres Fragment, verwendet fiir
Edman-Sequenzierung. E: Western-Blot der Coexpression von GST-Shoc2 und His-PP1cc. Getestet wurden drei ver-
schiedene Puffer, von denen Protein in Puffer 3 in zwei Ansétzen iiber GSH- und Ni-beads weiter angereichert wurde.
Gezeigt sind die Blots mit Anti-His und Anti-GST-Antikdrper. GST-Shoc?2 ist rot markiert, die erwartete Position von
His-PPlcc in griin. F: Polarisationsmessung von 5 uM M-Ras*GNP vor und nach Zugabe von 50 uM GST-Shoc2.
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4 Diskussion

4.1 Mechanismen der GEF-Katalyse

4.1.1 Das konservierte Glutamat ist essenziell fiir die GEF-Katalyse

G Proteine der Ras-Superfamilie besitzen, bis auf wenige Ausnahmen, ein hochkonserviertes
Glutamat C-terminal des Walker B Motivs. Basierend auf bereits gelosten Strukturen und wenigen
biochemischen Untersuchungen, wurde diesem Rest eine Funktion in der GEF-Katalyse zuge-
sprochen (s. S. 15). Wahrend switch I keine Funktion in der Katalyse der GEF-Reaktion {ibernimmt
und vom GEF aus dem aktiven Zentrum ,.entfernt wird, unterliegt switch II einer hohen Remo-
dellierung und einer starken Fixierung durch das GEF.

In der Tat zeigen alle Strukturen, bis auf wenige Ausnahmen (s.u.) die Interaktion des Glutamats mit
dem Lysin des P-loops. Mutation des Glutamats von Ras, Rap und Rho fiihrten zu einer vollstin-
digen Inhibierung der GEF-Reaktion mit der Einschriankung, dass Epacl noch geringe Aktivitit auf
Rap1 besalB (s. S. 54). Eine Reduktion der Aktivitét, ohne vollstindig inhibierend zu wirken, wurde
ebenfalls fiir Ran E70A und RCC1 beobachtet. Ras-, Rap- und Rho- (inkl. Rop-) Strukturen weisen
alle eine direkte Interaktion des Glutamats mit Lysin auf, wihrend Ran ein Sulfation im aktiven
Zentrum gebunden hatte, was die direkte Interaktion von Glu und Lys verhindert®). Andersherum
betrachtet: Das Glutamat von Ran ist weniger essenziell fiir die GEF-Aktivitdt von RCC1, so dass
die Bindung eines Sulfations im aktiven Zentrum des Nt-freien Komplexes moglich war. Neben
Ran-RCC1 wiesen die Komplexstrukturen Racl-Tiam1©@'®, CDC42-Intersectin®'® und CDC42-
SopE®” ein Sulfation im aktiven Zentrum auf. CDC42-SopE sowie Racl-Tiam1 zeigen keine Inter-
aktion von P-loop Lysin und dem konservierten Glutamat. switch I von Racl im Komplex mit
Tiam1 besitzt die typische Trinukleotid-gebundene Form, so dass das Glutamat in das umgebende
Losungsmittel weist. Bei CDC42-SopE ist der Abstand zwischen Lysin und Glutamat sehr groB,
analog zu Ran und RCC1. Bei CDC42 im Komplex mit Intersectin ist die Interaktion beider Amino-

sduren ungestort, trotz Anwesenheit eines Sulfats.

Die Funktion des Glutamats

Die Mutation des Glutamats konnte sich einerseits in einer reduzierten Affinitdt von GEF und G
Protein duflern, andererseits zu einer Verringerung der Katalyse fithren. Um die Ursache des Effekts
zu Uberpriifen wurde fiir Ras, Ran und Rho die Komplexbildung zu ihren GEFs untersucht, die
unter Verwendung unterschiedlicher Methoden durch die Glu—Ala Mutation nicht beeinflusst war

(s. S. 57). Es handelt sich folglich um einen katalytischen Effekt.
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Ein weiterer Hinweis hierauf ergibt sich in der Untersuchung der Nukleotid-Affinitdt im G Protein-
GEF-Komplex. Qualitativ wurde hierfiir die Fluoreszenzinderung von mant-GDP-gebundenen G
Proteinen durch Zugabe ihrer GEFs zwischen G Protein (wt) und G Protein (E—A) verglichen (s. S.
59). Bis auf RhoA mit p190GEF zeigten alle wt G Proteine eine Reduktion der Fluoreszenz und
damit eine Verschiebung des Gleichgewichts vom trimeren zum dimeren Komplex. Die E—A
Mutation verhinderte diese Gleichgewichtsverschiebung bei allen Proteinen mit Ausnahme der Rab-
Proteine. Nicht-Gleichgewicht Experimente mit E—K Mutationen (Filtration, s. S. 59) bestétigten

ebenfalls, dass die Dissoziation des Nukleotids von der Mutante geringer ist als von wt G Proteinen.
(wi)
mmmm. GNBP * GEF

F— GNBP+GEF
(ExxA)

GNBP+GDP + GEF ———= GNBP+GDP *GEF

Mit diesen Experimenten bestdtigte sich die katalytisch essenzielle Funktion des G Protein-
Glutamats, die in unterschiedlichen G Protein-Familien konserviert geblieben ist. Abweichungen
des Mechanismus finden sich bei den Arf-Proteinen, die keine Konservierung des Glutamats
aufweisen®”). Bei diesen Proteinen wird der negativ geladene Rest in trans vom GEF bereitgestellt
und erfiillt ebenfalls die Nukleotid-verdrangende Funktion, um anschlieBend eine Interaktion mit

dem P-Loop Lysin einzugehen®.

4.1.2 Die Funktion des Glutamats der Rab-Proteine

Die Rab-Familie weicht als einzige G Protein Familie von diesem Muster ab, obwohl gerade diese
G Proteine die hochste Konservierung des Glutamats aufweisen. Die Mutation zu Alanin fiihrte im
Fall von Sec2 und Sec4 zu keinem Effekt, bei Rab5 und Rabex-5 wird die Austauschrate durch die
Mutation sogar geringfiigig gesteigert (s. S. 54). Die Strukturen von Rab5 und Rabex-5, sowie Sec2
und Sec4 zeigen keine Bindung des Glutamats an das Lysin, da es in das umgebende Losungsmittel
weist.

Die kiirzlich erfolgte Strukturlosung von Rab21 und Rabex-5 konnte diese Beobachtung dadurch
erklaren, dass — analog zu den Arf-Proteinen — ein negativ geladenes Aspartat in das aktive Zentrum
ragt und das Nukleotid in trans verdrangt®'?. Auch die Gleichgewichtsexperimente mit Rab5 ES0A
und Rabex-5 zeigten eine stirkere Verschiebung zum Heterodimer als mit dem wt Protein analog
zur erhohten Austauschrate des ES0OA-Proteins (s. S. 59); bei Sec2 und Sec4 sind wt und E—A

Mutante gleich stark reduziert.
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Die hohe Konservierung des Glutamats erklért sich durch die Struktur von Rab mit ihren GDI-
Proteinen®”. Ahnlich wie bei der G Protein-GEF Interaktion bindet das Glutamat an das P-loop
Lysin (Abb. 65A) mit einem kontriren Effekt: Die Funktion der RabGDIs liegt in einer
Verringerung der Austauschrate. Dementsprechend zeigt der Rab-GDI-Komplex, trotz der analogen
Interaktion von Glu und Lys, eine zum GEF-Komplex verdnderte Konformation des switch II und
des P-loops (Abb. 65B). Switch II in der GEF-gebundenen Form ist in Richtung des P-loops
verschoben, wodurch die Bindung des Magnesiums verhindert wird. Der P-loop ist aufgrund des
fehlenden Nukleotids verdndert.

In der GDP-gebundenen GDI-Form besitzt der P-loop die typische Nukleotid-gebundene Form und
erinnert an die Konformation der GDP-gebundenen Form des préifinalen trimeren Rop*GDP-Prone
Komplexes. Switch II nimmt nicht die Verdrangungs-Konformation ein, sondern ermdglicht nur die

Bindung des Glutamats an Lysin.

A S B

Ras aus Ras*Sos

Abbildung 65: Die Funktion des Glutamats der Rab-Proteine

A: Rab7-Bindung an Repl (nicht gezeigt) weist die Interaktion des konservierten Glutamats mit dem P-loop Lysin auf
(1vgo). B: Uberlagerung der Nukleotid-Bindungsstellen von Rab*GDP im Komplex mit Repl (gelb) und nukleotid-
freiem Ras im Komplex mit Sos (blau). Die Interaktion zwischen Glu und Lys ist sehr dhnlich; P-loop und switch II
besitzen allerdings unterschiedliche Konformationen.

Es kann nun postuliert werden, dass andere Interaktionen zwischen GDI und Rab zu einer Erhohung
der Nukleotidaffinitét fithren und der Interaktion zwischen Glu und Lys entgegen wirken, da diese
durch das Einbringen der negativen Ladung eigentlich zu einer Verringerung der Nukleotidaffinitat

filhren miisste. Analog zum Rop*GDP-Prone Komplex wird der Rab*GDP-GDI Komplex so
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eventuell auf die GEF-Katalyse vorbereitet, die den zweiten wichtigen Schritt der Aktivierung von

Rab-Proteinen nach der GDI-Bindung darstellt (siche 1.1.2).

4.2 RapL und die Rap-abhingige Aktivierung von Integrinen

In Gelfiltrationsexperimenten homodimerisierten die RapL-Konstrukte 1-207 und 41-265. Fiir die
C-terminale Coiled-coil-Domine (in RapL (41-265) vorhanden) ist dies bekannt!'*¥ (Dissertation D.
Schwarz). Da aber auch (1-207) ein Dimer bildete, kann entweder auch der N-Terminus homo-
dimerisieren oder RapL dimerisiert direkt iiber die RA-Doméine (vgl. auch Arapl). Dies ldsst den
Schluss zu, dass RapL entweder iiber mehrere Domidnen vermittelt homodimerisiert oder eine
Multimerisierung des VL-Proteins auftritt. In der Tat zeigten etwa 50% der RapL (VL) Menge einen

Aggregations-Peak auf der Gelfiltration wéhrend das restliche Protein als Dimer eluierte (s. S. 64).

4.2.1 RapL bindet direkt an Integrine unterschiedlicher Klassen
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Abbildung 66: Einteilung von Integrinen und Struktur von Int aLL

A: Kombinationsméglichkeiten der a- und p-Untereinheiten von Integrinen (aus Takada et al.“’"). B: Struktur der aL-
Untereinheit von LFA1 (2k80). Festlegung der Bindungsstelle der p1-Untereinheit basiert auf NMR-Titrationen (“*").
Die Ca’'-Bindungsstelle ist eingezeichnet. Rot und Orange markiert ist die sog. ICR-Region von oL, welches in den
Messungen verwendet wurde. Das konservierte GFFKR-Motiv ist rot dargestellt.
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Uber in vitro Polarisationsmessungen konnte erstmals die direkte Bindung von RapL an die alpha-
Untereinheit von Integrinen bestétigt werden. Es wurde zwar bereits postuliert, dass RapL als
Effektor von Rapl eine Integrin-aktivierende Funktion ausiibt, die eine direkte Interaktion zwischen
Integrin oL und RapL erfordert*®", jedoch basierte dies auf Immunprizipitationen, die
verbriickende Interaktionspartner nicht ausschlieBen kénnen.

Zwei unterschiedlich lange Konstrukte von LFA1 (Abb. 66) (aL(ICR) und aL(cyt)) banden beide
mit einer auBerordentlich geringen Affinitit von 156 pM und 92 uM an RapL. Der 1,5-fache
Affinitats-Unterschied zwischen beiden Konstrukten ist aufgrund der hohen Messunsicherheiten
insignifikant (s. S. 69). Als Vertreter einer anderen Integrin-Klasse wurde VLA2 (a231, Abb. 66A)
auf Bindung an RapL getestet. Das kurze Konstrukt des membranproximalen Teils der a2-Unter-
einheit besal mit 132 pM eine gleichermallen niedrige Affinitdt zu RapL wie LFA1.

Da RapL mit beiden Integrin-Typen bei vergleichbarer Affinitét interagierte, verlduft die Bindung
vermutlich iliber konservierte Bereiche der Integrine (Abb. 66B, unterer Teil). Aufgrund der hohen
Homologie aller Integrin a-Untereinheiten in diesem Bereich (ICR, Integrin conserved region) ist

die Bindung von RapL an andere Subtypen sehr wahrscheinlich.

Int o L{ICR)
+ GST-RapL

Int 2 {(ICR)
+ GST-RapL
Intal (cyt)

+ GST-RapL

IntaL (ICR)
+GST

Inta2 (ICR)
+GST

Inta2 (ICR)
+ Rap2A*GNP

rel. Polarisation

L O O B

o 200 40 60 80 100 120 140
c/ KM

Abbildung 67: Normierte Polarisationsmessungen von RapL und Integrin-Isoformen
Normierung des Polarisationssignals der Messungen der Titrationen von Int oL (o) und Int 02 (O0) aus Abb. 35.

Der direkte Vergleich der Messungen von oL und o2 zeigt deutliche Unterschiede in der Anderung
der Polarisation, obwohl gleiche Fluorophore und dhnliche Molmassen verwendet wurden. Die
Titration von aL und GST-RapL (41-265) ergab einen geringe Anstieg der Polarisation auf maximal
den 1,5- bis 2-fachen Wert (Abb 67, 0,0). Titration mit GST (o) fithrte nur zu einer vernach-

lassigbaren Erhohung des Polarisationssignals.

118



Diskussion

Titration von Int a2 fithrte hingegen zu einem starken Anstieg der Polarisation und einem Maximal-
wert, der dem 10-fachen des Ausgangswertes entsprach (Abb 67, 0). Die unspezifische Titration mit
GST (Abb 67, o) zeigte ebenfalls deutlich hohere Polarisationsdnderungen, die allerdings nicht
einer Sattigungsfunktion folgten. Eine mogliche Erkldrung wére, dass der Fluorophor von aL
mobiler als der von o2 ist, weshalb a2 stirkere Polarisationsédnderungen bei Bindung an RapL
gezeigt haben konnte (siehe auch Kap. 4.7).

Der direkte Vergleich von oL und o2 ist hierdurch jedoch erschwert. Auch die Titration von
Rap2A*GNP zu Int a2 (Abb. 67 o) lieferte Polarisationswerte, die sogar hoher waren als die
Bindung von RapL an Int alL. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass Rap2A eventuell
ebenfalls direkt an Integrine bindet.

Demgegeniiber stehen Pulldown-Experimente (s. S. 67). die — in beiden Richtungen durchgefiihrt —
eine Interaktion von RapL (41-265) und Int aL (cyt) bestitigen (Die Verwendung von Int a2 war
nicht moglich, da nur geringe Mengen des synthetisierten Konstrukts zur Verfligung standen).
Hierbei zeigte GST-RapL eine schwache Bindung an Int oL und der Versuch eine
konzentrationsabhédngige Interaktion zu erhalten ergab eine méfBige Erhdhung der Int-aL-Bande (s.
S. 67); moglicherweise ein Resultat der geringen Affinitdt beider Proteine. Die umgekehrte
Anordnung, GST-Int oL und RapL (41-265), spiegelte den niedrigen Kp nicht wider und deutete
demnach auf ein Artefakt hin: Die RapL-Bande war dhnlich intensiv wie GST-Int aL und RapL
band auch in der Negativ-Probe selbststindig an GSH-Sepharose. Trotzdem konnte eine Konzentra-

tionsabhéngigkeit der Bindung beider Proteine nachgewiesen werden (s. S. 67).

4.2.2 Einfluss der Rap-Bindung

RapL besitzt eine ausreichend hohe Affinitit zu Rap1B, um als Komplex zu eluieren (s. S. 64). Ins-
besondere war diese Interaktion unabhédngig vom eingesetzten Konstrukt, da sowohl das VL-Protein
als auch RapL (41-265) mit Rapl interagierte. Damit ist ein Einfluss der N-terminalen Doméne von
RapL, die sich von der SpleiB3variante Norel A unterscheidet, auf die Rap1-Bindung ausgeschlossen.
In Pulldown-Experimenten von RapL mit Rapl und Rap2 zeigte Rap2 eine stirkere Bindung an
RapL (s. S. 67); ein Ergebnis, dass bereits in fritheren Studien bestitigt werden konnte"2#4!3),

Die Interaktion von RapL und Rap1/2 wurde durch die Anwesenheit von Integrin nicht beeinflusst.
Es konnte ein terndrer Komplex zwischen GST-RapL (41-265), Rapl/Rap2 und Int aL detektiert
werden (Pulldown-Experimente, S. 67). In der umgekehrten Anordnung (GST-Int oL mit RapL)

konnte kein Trimer beobachtet werden. Das Experiment war jedoch, wie bereits diskutiert, nicht
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vollstindig vertrauenswiirdig.

Es verbleibt die Frage, ob tatsdchlich ein trimerer Komplex aus Integrin, RapL und Rap gebildet
werden kann. Polarisationsmessungen mit mant-GppNHp-beladenem Rap bestdtigten die Inter-
aktion mit RapL und die zusédtzliche Bindung von GST-Int aL (s. S. 69). Der Komplex wurde nicht
mehr gebildet, wenn ein hoher Uberschuss von RapL in Losung war, d.h. das Integrin wurde
sozusagen von freiem RapL ,,weggefangen und die wenigen Molekiile die an Rap-RapL gebunden
hatten, reichten nicht, um eine sichtbare Polarisationsdnderung zu bewirken.

Der entgegengesetzte Ansatz, Edans-markiertes Integrin einzusetzen und die Bindung von
Rapl/Rap2 bei Anwesenheit eines Uberschusses von RapL zu beobachten, misslang aus unge-
klarten Griinden. Moglicherweise war die Massendnderung der Zugabe der 19 kDa groBen G

Proteine zu ca. 36 kDa Integrin-RapL (41-265) zu gering um einen Anstieg anzeigen zu kénnen.

4.2.3 Bedeutung der Integrin-Bindung

Die Beurteilung der gewonnenen Ergebnisse, die direkte Bindung von RapL an Integrine und die
Ausbildung eines terndren Komplexes, erfolgt unter Einschrinkungen, da die Polarisations-
messungen aufgrund der sehr geringen Aftinitit und der Beobachtung unspezifischer Bindung von
GST nicht ohne Zweifel verldsslich sind und die Pulldown-Experimente z.T. widerspriichliche
Ergebnisse lieferten. Trotzdem liefern sie entscheidende Hinweise, die zur Aufklarung der Funktion

von RapL beitragen.

Bisher wurde RapL ausschlieBlich eine Funktion in Lymphozyten zugesprochen, in denen es die
Affinitdt von LFA1 (aLB2, Abb. 66) zu seinem Ligand ICAM Rap1A-abhéngig erh6hen soll und so
die Migration von Lymphozyten reguliert™®"*.

LFA1 wird ausschlieflich in Lymphozyten exprimiert, wihrend sich VLA2 in unterschiedlichen
Gewebetypen findet, die auch Immunzellen wie T-Zellen und Mastzellen einschlieBen (Tabelle 17).
RapL wiederum zeigt eher ein dhnliches Expressionsmuster wie LFA1, schliefit die Coexpression
mit VLA2 jedoch nicht aus (Tabelle 17). Die Liganden fiir aktiviertes VLA2 sind Bestandteile der
extrazelluldren Matrix, insbesondere Collagen der Typen I-IV#24%)  Es {ibernimmt dadurch
wichtige Funktionen in der Zellmigration, die insbesondere in Bezug auf die Migration und
Invasion von Tumorzellen eingehender untersucht wurde: Eine Inhibition von VLA?2 fiihrt zu einer

starken Reduktion der Migrationsfahigkeit von Zellen“***?,

In der Tat wird RapL ein Einfluss auf die Migration von Zellen zugesprochen, die am Beispiel von
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T-Zellen und B-Zellen untersucht wurde"?*'*Y, Es wiire also mdglich, dass die beobachteten Effekte
von RapL nicht ausschlieBlich iiber LFA1 vermittelt werden sondern auch iiber andere Integrine,
insbesondere VLA2. Lymphozyten &ndern im Laufe ihrer Entwicklung und ihrer Migration in Ziel-
gewebe das Expressionsmuster von Membranrezeptoren, so auch von Integrinen. Es wére also
naheliegend, dass RapL eine Funktion in der Regulation mehrerer Integrin-Typen iibernehmen

konnte. Zudem ist die Bindung von RapL an die o-Untereinheit weiterer Integrine nicht ausge-

schlossen und sollte eingehender untersucht werden.

Tabelle 17: Gewebe- und Ligandenspezifitit von Integrinen

Synonym Liganden Gewebespezifitit Ref.
al B2 LFA1 ICAM, ICAM-4 Lymphozyten: http://biogps.gnf.org
B-Zellen (496)
T-Zellen 497)
02p1 VLA-2 Collagen Typ I-IV Endothelzellen http://biogps.gnf.org
Laminin Epithelzellen (498)
E-cadherin T-Zellen (insbes. aktivierte T- (499)
Zellen) (500)
Mastzellen (501)
Dendritische Zellen
Thrombozyten
Gewebespezifitit Ref.
RapL Lymphozyten: http://biogps.gnf.org
B-Zellen (124)
T-Zellen (431)
Monozyten
Monoblasten

Integrine werden durch Aufthebung der Interaktion des zytoplasmatischen Teils von a- und B-Unter-
einheit aktiviert®*¥. RapL kann kein direkter Integrin-Aktivator sein, da die Affinitét zur a-UE der
Integrine mit 150 uM deutlich geringer ist, als die 2,3 uM hohe Affinitit zwischen a- und B-UE®"
(Abb. 66B).

Entweder ist die Interaktion von RapL mit Integrinen unabhédngig vom Aktivierungsgrad der
Integrine oder RapL interagiert nur mit der aktivierten Form der Integrine. RapL konnte demnach
die Rekrutierung von weiteren Bindungspartnern an den Ort der Integrin-Aktivierung {ibernehmen
(Abb. 68). Ob dies im Zuge des sog. outside-in Signalwegs oder als eine, nach der Talin-
vermittelten Aktivierung von Integrinen erfolgende Modifikation des inside-out Wegs geschieht,

bleibt ungeklért.
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(a)

o-UE B-UE

Integrin-Aktivierung @

linside-out) | 4 ~
{outside-in)

(b)

()

Integrin-Cluster l Jzus‘lnterakticm?

(avidity regulation) z.B. Mikrotubuli,

weitere/ ADAP/SKAPSS
zusatzliche
Funktionen

Abbildung 68: Einordnung der Funktion von RapL.

(a) Aufgrund der geringen Affinitit zwischen RapL und Integrin, kann RapL nicht direkt an der Integrin-Aktivierung
beteiligt sein. (b) Bindung anderer Integrin-Interaktionspartner (z.B. die aufgefiihrten) fithren zur Aktivierung von Inte-
grinen. (¢) RapL-Bindung an Integrine konnte die Cluster-Bildung unterstiitzen, aufgrund der Dimerisierungs-/Multi-
merisierungseigenschaften von RapL. (d) Des Weiteren konnte die Bindung von RapL weitere Interaktionspartner an
Integrine lokalisieren, was Punkt (c) nicht ausschlieen muss. Diese Interaktionspartner kdnnten zusétzlich mit weiteren
Integrin-bindenden Proteinen interagieren. (e) Die Bindung von Rap (oder Ras) an RapL konnte zusétzliche Funktionen,
wie z.B. die Bindung von MST-Kinasen, ermdglichen.

Eine inside-out modifizierende Funktion konnte RapL aufgrund seiner multimerisierenden Eigen-
schaften zugesprochen werden. Die sog. Avidity Regulation®>>*” von Integrinen beschreibt die
Bildung von Integrin-Clustern, wodurch die Affinitdt zu extrazelluldren Liganden erhdht wird (Abb.

68). RapL konnte in einem solchen Modell als Multimer eine Ankerfliche zwischen mehreren
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Integrin-Molekiilen bilden. Interessant sind in diesem Zusammenhang Berichte {iiber die
Mikrotubuli-bindende Funktion von RapL®%%*% wodurch es als Adaptermolekiil zwischen
Mikrotubuli und Integrinen fungieren konnte.

Als essenzieller Faktor fiir die Avidity Regulation fungieren ADAP/SKAP555%3%)  welche nach T-
Zell-Rezeptor-Aktivierung die Integrin Cluster-Bildung induzieren. Interessanterweise interagieren
ADAP/SKAP55 mit RIAM®??, welches ebenfalls Rap-abhingig die Integrin-Aktivierung auslost.
Moglichweise libernimmt auch RapL eine Funktion in der Regulation von ADAP/SKAP55 und
deren Modulation der Integrin-Aktivitt.

Es verbleibt die Frage, inwiefern Rap an diesen Mechanismen beteiligt sein konnte. Denkbar wire,
dass nach erfolgter Rap-Aktivierung ein Rap-RapL-Komplex (oder auch Ras-RapL) zusitzliche
Funktionen iibernimmt, bsp. in der Regulation der MST-Kinasen.

In der Betrachtung der Integrin-Aktivierung darf der wichtige Prozess der Endo- und Exozytose, der
fiir ein ,,Recycling* der Integrin (-Cluster) sorgt, nicht unbeachtet bleiben®****®_ Auch hier wire die
Regulation durch Interaktion von RapL mit Integrinen und/oder Mikrotubuli denkbar. Ebenso wére
die Assoziation mit anderen G Proteinen oder deren Effektoren mdglich, da die Ubiquitin-Faltung
der RA-Domine eine hohe Zahl an Wechselwirkungen — insbes. mit G Proteinen — ermdglichen
konnte (siehe Einleitung). Interaktionen von RapL mit Rab5/21,6,7,11, die z.T. Aufgaben in der
Integrin-Aktivierung {ibernehmen®”>'” wurden in dieser Arbeit getestet und konnen ausge-

schlossen werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.4 Ausblick

Die Beobachtung der direkten Interaktion bestimmter Integrine mit RapL sollte eingehender
untersucht werden. Hierfiir miissten weitere Integrin-Isoformen getestet und iiber Mutationsstudien
die Signifikanz der Interaktion von RapL mit Int a2 und Int aL untersucht werden.

Zusitzlich konnte die Interaktion der o-UE mit der B-UE in vitro {iber Polarisationsmessungen
untersucht und der Einfluss von RapL hierauf bestimmt werden. Hierzu wiirde eine Fluorophor-
markierte B-UE eingesetzt und die Dissoziation der a-UE nach Bindung von RapL beobachtet.

Als moglicher Interaktionspartner von RapL sollten ADAP/SKAPS5S untersucht werden, da diese
eine wichtige Funktion in der Rap-vermittelten Integrin-Aktivierung tibernimmt.

Auch eine Co-Kiristallisation von RapL und Integrinen wire moglich; ebenso wie ein Soaking des
Integrin-Peptids in einen vorhandenen Komplexkristall aus RapL und Ras, der bereits geldst werden

konnte™?, Hier konnte allerdings die geringe Affinitdt storend wirken.
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In einem spéteren Schritt ldge die Untersuchung der Bindung von RapL an VLA2 in vivo, deren

Interaktion bisher in der Literatur noch unbekannt ist.

4.3 Arapl und Arap3: Regulation von Multidoménen-Proteinen

4.3.1 Spezifitit der RhoGAP-Aktivitit von Arapl und Arap3
Arap3

Die GAP-Domine von Arap3 zeigte eine klare Spezifitét fiir RhoA mit zusétzlich geringer Aktivitit
auf Racl (Tabelle 18). Dies entspricht Messungen mit Arap3 (VL), welches ebenfalls in vitro und in
vivo als RhoA-GAP Kklassifiziert wurde®” (siehe S. 24, und Anhang, S. 218). Ein lingeres

Konstrukt konnte aufgrund der geschilderten Loslichkeitsschwierigkeiten nicht getestet werden.

Tabelle 18: Beschleunigung der GTPase-Aktivitit

10 uM GAP /2uM GNBP RhoA CDC42 Racl
Arapl (GAP-RA) 1,5x 9,5x-21x -
Arap3 (GAP) 50x - 8,6x
Arapl

Arapl (GAP_4) und Arapl (GAP-RA) zeigten eine eindeutige Spezifitit fiir CDC42 (Tabelle 18),
im Gegensatz zu publizierten Ergebnissen, nach denen Arapl als RhoGAP identifiziert wurde®*”,
Die Autoren legten sich auf RhoA fest, da sie in vivo nach Arapl-Expression eine schwache
Erhohung der aktiven CDC42-Konzentration detektierten, was sie auf eine fehlende CDC42GAP-
Aktivitit und aktive ArfGAP-Funktion zuriickfiihrten (sieche S. 24, und Anhang, S. 218).

In einer genaueren Analyse liber Ku/ke-Messungen (s. S. 89) unterschieden sich die Ky-Werte von
RhoA und CDC42 nur gering (17,4 uM und 25,3 uM). Der k.,-Wert bei CDC42 war jedoch mit
0,942 s 67-fach hoher als mit RhoA (0,014 s™). Trotz dieser deutlichen Unterschiede ist Arapl
(GAP-RA) im Vergleich mit anderen CDC42GAPs, die ke.-Werte von 42 s erreichen kénnen®'",
verhéltnismiBig schwach.

Die Affinitdtskonstante von Arapl (GAP-RA) und CDC42*GDP in Gegenwart von AlF, lag mit 24-
35 uM im Bereich des Ky-Werts, wihrend fiir RhoA Kp und Ky nicht miteinander verglichen

werden konnten, da keine Sattigung in der Bestimmung der Affinitét erhalten wurde (s. S. 82). Auch
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hier zeigte sich wieder die Spezifitit fiir CDC42, da sehr wahrscheinlich der durch AlFy imitierte
Ubergangszustand aufgrund der geringen Aktivitit von Arapl (GAP-RA) auf RhoA im getesteten

Konzentrationsbereich nicht gebildet werden konnte.

Vergleich von Arapl und Arap3

Der Vorteil des Arap-Systems besteht in der Moglichkeit erstmals einen direkten Vergleich zweier
nah verwandter RhoGAPs (s. S. 72) durchzufiihren, die unterschiedliche Spezifitit besitzen. Die
molekularen Grundlagen der G Protein-Spezifitdt der RhoGAP-Proteine sind bisher weitestgehend
unverstanden. Die in vitro Spezifitit der meisten RhoGAP-Proteine spiegelt hdufig die Aktvitit in
vivo wieder, auch wenn hierzu Ausnahmen bestehen®? (s. S. 24). Die Komplexitit erhoht sich
zusitzlich durch Interaktion dieser Proteine mit weiteren Proteinen/Substanzen. So vermag die
Interaktion von p190RhoGAP mit PIPs oder die Phosphorylierung von MgcRacGAP die Spezifitit
vollstindig umzukehren®'*>'),

Die Oberflichen von CDC42 und RhoA sind im Bereich der Interaktion mit GAPs (oder
Effektoren) sehr homolog; die Ladungsverteilung unterscheidet sich nur geringfiigig zwischen den
beiden G Proteinen und kann nicht Grundlage der Spezifititsverteilung sein (Abb. 69B). Racl
unterscheidet sich von den anderen Rho-Proteinen durch eine stérker positiv geladene Oberfléache,
die urséchlich fiir die Inaktivitdt von Arapl auf Racl sein konnte.

Da die Strukturen der GAP-Doménen von Arapl oder Arap3 nicht geldst werden konnten, wurde
ein Modell von Arapl, basierend auf der Struktur von CDC42GAP und CDC42*GDP*AIF,*"
erstellt und die nicht zwischen den Arap-Proteinen konservierten Aminosiduren hervorgehoben
(Abb. 69A). Nur wenige Aminosduren konnten hieriiber identifiziert werden, die ausreichend nah
am G Protein liegen und die Spezifitit vermitteln konnten. Der Bereich, der katalytisch mit dem
Nukleotid und dem P-loop interagieren wiirde (inkl. Arg-Finger), ist hoch konserviert (Abb. 69A,
rot); und folglich nicht verantwortlich fiir die Spezifitit. Auch die switch II-bindende Oberflache ist
identisch. Die switch I-kontaktierenden Reste Q340, H344 und N345 sind nicht zwischen Arapl
und Arap3 konserviert, allerdings nimmt switch I nicht an der Katalyse teil, so dass diese Reste nur
einen Effekt auf Ky und Kop, nicht jedoch auf k., besitzen konnten. Da der Ky zu RhoA und CDC42
gleich ist, miissen andere nicht-konservierte Reste Einfluss nehmen, indem sie beispielsweise die
katalytischen Reste des GAPs stabilisieren und fixieren. Um dies im Detail aufkldren zu konnen,

benoétigte man jedoch die Struktur von Arapl1/3.
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A B
Arap1-Modell

Bereich
hoher Homologie

konserviert
nicht konserviert

konserviert (hydrophil)
konserviert (hydrophob)
nicht konserviert (hydrophil)

nicht konserviert (hydrophob)

Abbildung 69: Modell der GAP-Doméne von Arapl

A: Modellierung der GAP-Doméne von Arapl, basierend auf der Struktur von CDC42*GDP*AlF,-CDC42GAP. Die
konservierten Reste zwischen Arapl-3 sind rot markiert. Moglicherweise interagierende Reste, die nicht konserviert
sind und so fiir die Spezifitdt verantwortlich sein konnten, sind im Detail gezeigt. B: Oberflachen-Darstellung der
Ladung von CDC42, RhoA und Racl aus der Sicht der GAP-Interaktionsfliche. GAP ist in Wurmdarstellung einge-
zeichnet (grau). C: Markierung des C-Terminus (griin) der GAP-Domine des Arapl-Modells aus A. Rot: konservierte
Reste (hydrophil), Hellrot: konservierte Reste (hydrophob), Grau: nicht konserviert (hydrophil), Hellgrau: nicht
konserviert (hydrophob). Schwarzer Pfeil: mogliche Position der C-terminalen Helix, basierend auf Hydrophobizitit.
Weifler Pfeil: mogliche Position der Helix, basierend auf Konservierung. D: Cartoon-Darstellung von C mit dem C-
Terminus als griine Kugel.
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Eigenschaften der GAP-Domdine von Arapl und Arap3

Trotz des Entwurfs mehrerer Konstrukte blieb die Aufreinigung der GAP-Domine von Arapl
erfolglos. Das einzig mogliche Fragment wurde durch die PreScission-Spaltung des (GAP-PS-RA)-
Konstrukts erhalten, wodurch es zuséitzlich zur GAP-Doméne noch eine C-terminale Helix aufwies.
Diese ist allerdings in Position und Sequenz nicht zwischen Arap3 und Arapl konserviert (s. S. 72),
was von einem Aktivitits-regulierenden Element erwartet wiirde. Bekannte Strukturen von
RhoGAP-Proteinen weisen diese Helix nicht auf, so dass ihre moglichen Bindestellen auf der GAP-
Oberflache nur basierend auf Sequenzhomologie (Abb. 69C, weiler Pfeil) und/oder Hydrophobi-
zitdt (Abb. 69C, schwarzer Pfeil) postuliert werden kann. Da der C-Terminus der RhoGAP-Domine
auf der gegeniiberliegenden Seite des G Protein-bindenden Bereichs liegt (Abb. 69C), spricht auch
dies gegen einen direkten Einfluss der Helix auf die GAP-Aktivitit; andere Bindungsstellen sind
natiirlich nicht ausgeschlossen.

Eine genauere Betrachtung der Sequenzkonservierung zwischen Arapl und Arap3 zeigt die hochste
Sequenzhomologie auf der Seite, die die G Proteine bindet. Dies beinhaltet natiirlich die G Protein-
bindenden Reste, zusitzlich jedoch einen groflen Bereich, der diesen Resten benachbart ist (Abb.
69A, oberer Bereich) und deutlich ausgeprigter ist, als Bereiche auf der Riickseite der GAP-
Domaine (Abb. 69C, D). Das lasst den Schluss zu, dass an der konservierten Oberfldche in Richtung
von CDC42 weitere Doménen von Arap oder Interaktionspartner binden konnten, die aufgrund der
rdaumlichen Nihe einen Einfluss auf die GAP-Aktivitit besitzen wiirden (s.u.).

Die Frage nach der Unloslichkeit der GAP-Doméne von Arapl kann entsprechend des Modells
nicht beantwortet werden, da keine besonders erhohte Hydrophobizitit der Oberfliche (Abb. 69C)
im Vergleich zu anderen GAP-Dominen oder Arap3 festgestellt werden konnte. Die Tatsache, dass
die GAP-Doméne erfolgreich aus der Spaltung des (GAP-RA)-Konstrukts erhalten werden konnte,
lasst zwei Erkldrungen zu. Entweder fiihrt die Prasenz der RA-Doméne zu einer vollstindigen
Faltung der GAP-Domine, die ohne RA nicht in E. coli moglich ist. Andererseits konnte der im
Vergleich zu den anderen GAP-Konstrukten ldngere C-Terminus (s. S. 73) zu einer verbesserten
Loslichkeit gefiihrt haben.

Die erfolgreiche Aufreinigung eines GAP-Konstrukts von AS 674-896 durch Miura et al.** konnte
hier nicht reproduziert werden. Dieses Konstrukt schlieft einen groBen Teil der N-terminal der
GAP-Domine liegenden PH-Doméne ein und ist C-terminal kiirzer als bekannte RhoGAP-
Strukturen. Der Versuch, selbst ein entsprechendes Konstrukt zu erhalten, schlug fehl und resultierte

in stark unldslichem Protein, welches nur als GST-Fusionsprotein in sehr geringen Mengen erhalten
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werden konnte.

4.3.2 Die RA-Domiine als regulierendes Element

Interaktionspartner der RA-Domdine von Arap3 und Arapl

In fritheren Studien wurde RaplB als Interaktionspartner der RA-Doméne von Arap3 vorge-
schlagen, basierend auf qualitativen Bindungsstudien mit Arap3 (VL) an Nitrocellulose®”. Eine
Reproduktion dieses Ergebnisses konnte weder in quantitativen noch in qualitativen in vitro
Experimenten erhalten werden, trotz der guten Loslichkeitseigenschaften eines Konstrukts, welches
die RA- und die C-terminale PH5-Domine enthielten (s. S. 81). Auch in einem grofleren Ansatz
mussten alle getesteten Proteine der Ras-Subfamilie als Interaktionspartner von Arap3 (RA-PH)
ausgeschlossen werden (Tabelle 19). Der Vorteil des verwendeten Konstrukts lag in der Anwesen-
heit der PH-Doméne, die bsp. fiir TIAM einen Einfluss auf die Bindung eines G Proteins an die
RA-Domine besitzt*!?, hier jedoch nicht zur verstirkten Interaktion mit G Proteinen fiihrte. Es ist
nicht ausgeschlossen, dass moglicherweise die Anwesenheit weiterer Interaktionspartner
erforderlich ist, die eine Bindung von Ras-Proteinen an die RA-Doméne von Arap3 induzieren

wirden.

Tabelle 19: Auf Interaktion getestete G Proteine der Ras-Subfamilie
H-Ras Rap2A TC21 Rheb RalA DiRasl1 RERG
RaplB R-Ras M-Ras RhebL RalB DiRas2

Diese Untersuchungen fithren zu der Vermutung, dass die RA-Doméne von Arap3 nicht mit
Mitgliedern der Ras-Familie interagiert. Auch die bereits publizierten Ergebnisse sind wenig ver-
trauenswiirdig, da die Bindung von Rheb an Raf (RBD) als Positivkontrolle eingesetzt wurde, deren
Interaktion jedoch von mehreren Gruppen ausgeschlossen wurde“®(K. Uhlenbrock, unver-

offentlicht).

In dem Bestreben, Bindungspartner der RA-Domine von Arapl zu identifizieren, wurden
Pulldown-Experimente, GDI-Versuche und Polarisationsmessungen eingesetzt (s. 3.3.4 ), die trotz
der Verwendung unterschiedlicher Arapl-Konstrukte stets negativ waren. Zwar konnten einige
Proteine (inkl. DiRasl und DiRas2) im Pulldown-Ansatz beobachtet werden, es muss allerdings
beachtet werden, dass dies nur unter nicht sehr stringenten Bedingungen (1x waschen, keine Deter-

genzien) durchgefiihrt wurde. Falls eines dieser Proteine als Interaktionspartner von Arapl
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existierte, ware die Affinitdt auBerordentlich gering und eher im hohen puM- bis niedrigen mM-
Bereich einzuordnen.

In anderen Studien wurden DiRasl tiber Pulldown-Experimente (zeigten nur eine sehr schwache
Bande)“"” und DiRas2 in in vivo Kolokalisationsstudien (A. Chandra, unverdffentlicht) als Bin-
dungspartner von Arapl (RA) identifiziert. Insbesondere DiRas] wire interessant, da eine Uber-
expression zu vakuoldren Strukturen fiihrt"*®, ein Effekt, der auch fiir Arap3 beschrieben wurde**®

(allerdings nicht fiir Arap1).

Interaktion der RA-Domdne von Arapl mit Rho-Proteinen

Neben der Interaktion der RA-Doméne von Arapl mit G Proteinen der Ras-Familie wire auch eine
Interaktion mit Rho-Proteinen denkbar. Eine entsprechende Bindung fiir die RA-Domine wurde fiir
FHODI1 nachgewiesen“'®. Auch die Bindung von RopGAP an das Rho-Protein Rop erfolgt sowohl
iiber eine Effektor-Region (CRIB) als auch iiber die GAP-Domine®” (A. Schaefer, unver-
offentlicht), wodurch die GAP-Aktivitdt erhoht wird.

Grundsitzlich wire eine Interaktion der RA-Domine, abgesehen von wenigen Uberschneidungen,
zusitzlich zur GAP-Bindung mdglich (Abb. 70) in der Annahme, dass die Bindung analog zu Ras-
Proteinen erfolgte. Sowohl in Pulldown-Experimenten als auch {iber Polarisationsmessungen

(CDC42*GNP) wurde jedoch keine Interaktion beobachtet (s. S. 79, 84).
Arap1-Modell

konserviert

Abbildung 70: Simultane Bindung von GAP und RA an CDC42
Modell der simultanen Bindung einer RA-Domiine und der GAP-Domine an CDC42, basierend auf der Uberlagerung
von CDC42*CDC42GAP mit Raps*Raf(RBD). Farbkodierung der GAP-Doméne analog zu Abb. 69.
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Einfluss der RA-Domdine auf die RhoGAP-Aktivitit

Weder fiir Arap1 noch fiir Arap3 konnte ein Effekt der RA-Doméne auf die GAP-Aktivitdt beobach-
tet werden.

In Hydrolyse-Messungen besall Rapl B*GNP keinen Einfluss auf die Aktivitidt von Arap3 (GAP-
RA-PH). Vielmehr verringerte sich die Hydrolyserate wahrscheinlich aufgrund eines Austauschs
von GTP und GppNHp zwischen RhoA und RaplB, der durch die Abwesenheit von Magnesium
ausgelost wurde (s. S. 91). Im Gegensatz hierzu berichten Publikationen mit dem VL Protein von
einer (nicht quantifizierten) geringen Aktivierung der GAP-Aktivitét in vitro und einer Reduktion
des Rho*GTP-Levels in Zellen um 20% durch Uberexpression von Arap3 gemeinsam mit RaplA
im Vergleich zu Arap3 alleine®".

Auch die RA-Doméne von Arapl besall keinen Einfluss auf die GAP-Aktivitit. Im direkten
Vergleich wiesen (GAP_4), (GAP-RA) und (GAP-RA) nach PreScission-Spaltung gleiche
Aktivierung von CDC42 auf (s. S. 88). Die Zugabe eines Uberschusses der RA-Domine in trans zu
einem Hydrolyse-Ansatz aus Arapl (GAP-RA) und CDC42 dnderte die Hydrolyserate nicht und
weist nochmals darauthin, dass die RA-Doméne nicht an CDC42 bindet(s. S. 91).

Die fehlende Aktivierung durch die RA-Doménen ist entweder auf die Verkiirzung der VL-Proteine
zuriickzufiihren oder es findet grundsétzlich keine Regulierung statt, da auch die publizierten

Ergebnisse iiber Arap3 (VL) nur von geringen Effekten berichten.

4.3.3 Regulation der RhoGAP-Aktivitit durch andere Effekte

Einige GAP-Proteine werden in ihrer Aktivitdt durch weitere Doménen reguliert wie bsp. OPHN1/
Graf, die tber Membranbindung ihrer BAR-Dominen die Autoinhibition verlieren® oder
p190RhoGAP, dessen Aktivitit durch Interaktion mit PIPs reguliert wird®'?. Ein GroBteil der
RhoGAPs wird entweder iiber posttranslationale Modifikationen oder iliber die Rekrutierung der

Proteine an die Membran aktiviert®?,

Regulation von Arap3

Es stellt sich die Frage, wie und ob die RhoGAP-Aktivitit von Arap3 reguliert wird. Der Vergleich
der katalytischen Aktivitdt der GAP-Domine mit dem ldngeren Konstrukt (GAP-RA-PH) offenbart
bei gleicher Konzentration grofle Unterschiede: Die Arap3(GAP)-katalysierte Reaktion war in
single-turnover Reaktionen zu schnell, um noch eine Rate bestimmen zu kdnnen, wihrend das

(GAP-RA-PH)-Konstrukt eine vergleichsweise geringere Aktivitét besal3 (s. S. 91).
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Es bestanden also Aktivitdtsunterschiede, die durch die Anwesenheit des (RA-PH)-Teils von Arap3
ausgelost wurden. Bei der Bewertung dieses Effekts diirfen die Loslichkeitsprobleme (Mg**-Unver-
traglichkeit) des (GAP-RA-PH)-Konstrukts nicht unbeachtet bleiben, da der inhibierende Effekt
hierauf zuriickfiithrbar sein konnte. So iibte die Zugabe von (RA-PH) zur GAP-Doméne keine
inhibierende Wirkung aus, anders als bsp. die BAR-PH-Doméine von OPHNI, die eindeutig
inhibierend auf die GAP-Doméne wirkte®'?. Eine andere Ursache fiir die ausbleibende Inhibition
konnte allerdings auch eine zu geringe Affinitit zwischen Arap3 (GAP) und Arap3 (RA-PH) sein,
fiir die keine Interaktion in ITC-Messungen festgestellt wurde.

Erstmals konnte eine Interaktion der C-terminalen PH-Doméne mit Phosphoinositolen beobachtet
werden, da bisher nur die Interaktion der N-terminalen PH1-Doméne mit verschiedenen Phos-
phoinositolen bekannt war. PH5 (bzw. (GAP-RA-PHS5)) bindet demnach an Phosphatidylserin (PS)
und PI(3,4)P, sowie deutlich geringer an weitere Phosphoinositole. Unter den hier durchgefiihrten
Messbedingungen blieb die katalytische Aktivitdt von Arap3 (GAP-RA-PH) bei Anwesenheit von
Phosphatidylserin gleich, so dass ein allosterischer Effekt auszuschlieen ist.

Somit bleibt die Ursache der verminderten Aktivitdit von Arap3 (GAP-RA-PH) im Vergleich zu
Arap3 (GAP) ungelost, da kein Interaktionspartner identifiziert werden konnte, der die Aktivitidt von
(GAP-RA-PH) erhohte.

Regulation von Arapl

Analog zu Arap3 zeigten sich Aktivitits-Unterschiede auch fiir Arapl, sobald ein lidngeres
Konstrukt eingesetzt wurde, welches die C-terminale PH5-Doméne einschloss. Hier ist zunéchst die
Differenz in der Affinitit von Arapl zu CDC42*GDP*AIF, zu nennen, die beim lingeren (GAP-e)-
Konstrukt mit 7,8 uM bis zu 4,5-fach hoher war als mit Arapl (GAP-RA) (s. S. 84). Zusitzlich
unterschieden sich die Kw/k. Messungen beider Konstrukte, die im Falle von Arapl (GAP-e)
aufgrund der geringen maximal moglichen Proteinkonzentration nicht auswertbar waren. Qualitativ
betrachtet, ist der Ky-Wert von Arapl (GAP-e) geringer als von Arapl (GAP-RA) (entsprechend
auch die hohere Affinitit) und der k..-Wert deutlich erniedrigt (s. S. 89): Bei gleicher Konzentration
ist (GAP-e) halb so aktiv wie (GAP-RA) auf CDC42. Die Ursache hierfiir konnte sich nur durch
ndhere Einblicke in das System erschlie3en, bsp. durch die Losung der Komplexstruktur.

Auch fiir Arapl wurde Phosphatidylserin als Bindungspartner identifiziert, ebenfalls ohne Einfluss
auf die katalytische Aktivitdt des Proteins. Phosphoinositole banden nicht an die PH5-Doméne und

konnten auch nicht fiir PH3 oder PH4 beobachtet werden. Dies steht im Gegensatz zu einer

131



Diskussion

Publikation, nach der jede PH-Doméne von Arap1 (unspezifisch) an eine Vielzahl von Phosphoino-

sitolen binden sol1“%,

wModell“ der GAP-Regulation

héhere Affinitat geringere Affinitat
geringere Aktivitat héhere Aktivitat

N\

GAP-Aktivitat

Abbildung 71: Modell der GAP-Regulation im Multidomiinen-Verbund von Arap

Auf Ergebnissen der Hydrolyse- und Aktivitdtsmessungen mit verschiedenen Arap1-Konstrukten und CDC42 basieren-
des Modell. Demnach wiirde die Bindung der PH-Domine von Arapl und CDC42 zu einer Verringerung der GAP-
Aktivitdt fiihren, da das aktive Zentrum nicht vollstindig ausgebildet werden kann. Gleichzeitig wére die Affinitit
durch die PH-Interaktion erhoht. Durch nicht bekannte Regulationsmechnismen konnte sich die Bindung der PH-
Doméne an CDC42 16sen und die Affinitdt zwischen Arapl und CDC42 verringern. Dies hitte zusétzlich eine erhdhte
GAP-Aktivitdt zur Folge, da sich das aktive Zentrum ausbilden konnte.

Die Aktivitdtsunterschiede der verschiedenen Konstrukte von Arapl und Arap3, insbesondere aber
die Ergebnisse zu Arapl, ermdglichen Vermutungen iiber die Ursache dieses Effekts.
* Der (RA-PH)-Bereich von Arapl konnte seinerseits an die GAP-Domédne binden und
allosterisch die Affinitdt erhohen und die Aktivitdt erniedrigen.
* (RA-PH) konnte direkt an CDC42 binden (Abb. 71), was fiir die RA-Doméne alleine jedoch
nicht nachweisbar war (s.0.).
Es wire demnach denkbar, dass (RA-PH) (oder evtl. auch nur die PH-Doméne alleine) als
,Effektor an CDC42 bindet und so einerseits die Affinitdt erhoht, andererseits jedoch die kataly-
tische Aktivitdt vermindert (Abb. 71).
Bekannte G Protein - PH Interaktionen beinhalten die PH-Dominen der DH-PH-Tandems von
RhoGEFs®"®, die PH-Domine des Arfl-Effektors ARHGAP21%*, und die split-PH-Doméne von
PLCy®'9, von der jedoch noch keine Komplexstruktur mit einem Rho-Protein geldst wurde. Uber-

lagerungen mit dem Arapl-Modell zeigen, dass die bekannten PH-Doménen-Interaktionen iiber
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gleiche Flachen erfolgt wie die GAP-Bindung (nicht gezeigt) und demnach die mogliche Bindung

der PH-Doméne von Arapl an CDC42 iiber ein anderes Interface erfolgen miisste.

4.3.4 Ausblick
Sowohl fiir Arapl als auch Arap3 konnte eine Verringerung der GAP-Aktivitit festgestellt werden,

sobald Konstrukte eingesetzt wurden, die die C-terminalen RA- und PH-Dominen enthielten. Da
fiir diese keine potenziellen Interaktionspartner gefunden wurden, bzw. keinen Einfluss auf die
Katalyse zeigten, bleibt nur die strukturelle Aufkldrung der Konstrukte um eine Aussage iiber die
Grundlage der Inhibition machen zu kénnen. Die Beriihrungsflichen zwischen den Doménen sind
ohne Struktur ebenfalls nicht bekannt, so dass auch keine Mutationsanalysen durchgefiihrt werden
konnten.

Ein weiterer Ansatz ist die umfassende Analyse von interagierenden Proteinen durch in vivo-
Methoden, die zur Zeit von A. Chandra durchgefiihrt werden. Einschrdnkend ist hierbei festzu-

stellen, dass bereits identifizierte Proteine (Di-Ras2) in vitro keine Bindung aufwiesen.

4.4 ARHGAP20

Reinigungserfolg

Von ARHGAP20 konnte nur ein Konstrukt 16slich erhalten werden, welches alle Doménen bis
einschlieBlich der RhoGAP-Domine einschloss. Die Aufreinigung des Proteins erforderte hohe
NaCl-Konzentrationen, ohne die es sofort prézipitierte. Beide Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass ARHGAP20 eine sehr kompakte Struktur haben muss, da einzelne Domédnen ohne den

Verbund im Gesamtprotein nicht 16slich sind.

4.4.1 ARHGAP20 ist ein RhoA- und CDC42-GAP

In den hier durchgefiihrten Messungen mit in E. coli exprimiertem ARHGAP20 (1-GAP) und der
notwendig hohen Salzkonzentration konnte ARHGAP20 die Hydrolyse von RhoA etwa 100-fach
und die Hydrolyse von CDC42 19-fach beschleunigen, wihrend Racl nur 2-fach stimuliert wurde
(s. S. 100).

In vitro-Messungen von Yamada et al*® mit rekombinant in SF9-Zellen aufgereinigtem
ARHGAP20 zeigten eine Spezifitit flir RhoA, wihrend es auf CDC42 oder Racl inaktiv war.

Damit bestdtigt sich auch fiir das kiirzere Konstrukt die Bevorzugung von RhoA, allerdings mit
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einer zusétzlichen Aktivierung von CDC42. Dies konnte auf die kiirzere Konstruktldnge, fehlende
posttranslationale Modifikationen (z.B. Phosphorylierung) oder eine schlechtere Faltung im

Gegensatz zum SF9-exprimierten Protein zuriickzufiihren sein.

4.4.2 Interaktion mit G Proteinen und der Einfluss auf die Hydrolyse

Die fiir ARHGAP20 postulierte Bindung an Rap1B*GNP“*® konnte iiber Polarisationsmessungen
in vitro quantifiziert werden; demnach ergab sich ein Kp von 196 uM (s. S. 98). Zusitzlich wurde
die Affinitit an Ras*mGNP zu 120 uM bestimmt. Ahnlich wie in den Polarisationsmessungen der
Interaktion von RapL mit unterschiedlichen Integrinen wurden zwar Séttigungsfunktionen
beobachtet, die maximale Anderung der Polarisation war jedoch deutlich unterschiedlich.
Demzufolge wiirde man die Interaktion mit Ras als unspezifisch ansehen, da fiir die Bindung eines
ca. 58 kDa grofen Proteins an ein G Protein eine stirkere Polarisationsdnderung erwartet worden
ware.

Die hohe Salzkonzentration ist wahrscheinlich fiir die geringe Affinitit zu Rap1B verantwortlich, da
die Interaktionsflichen zwischen RA-Doméne und G Protein in der Regel sehr hydrophil sind (s. S.
37).

In Hydrolysemessungen von ARHGAP20 und RhoA bzw. CDC42 erbrachte die Zugabe eines 100-
fachen Uberschusses von Rap1B*GNP keine Anderung der Aktivitit, im Gegensatz zu publizierten
Ergebnissen von Yamada et al.**® mit dem VL Protein.

Die verdffentlichten Hydrolysemessungen wurden nicht quantifiziert, so dass ein Vergleich der
Aktivitit von ARHGAP20 (1-GAP) mit ARHGAP20 VL schwierig ist. Trotz unterschiedlicher
Methoden und eingesetzter Konzentrationen, zeigt das verkiirzte Konstrukt von ARHGAP20 alleine
eine vergleichbare Aktivitit wie ARHGAP20 (VL) nach RaplB-Aktivierung (Tabelle 20).
ARHGAP20 (VL) ohne RaplB ist deutlich schwicher®®. Das verkiirzte ARHGAP20 wire

demnach konstitutiv aktiv.

Tabelle 20: Halbwertszeiten der Reaktion von ARHGAP20 und RhoA

Y ¢ (ARHGAP20)
ARHGAP20 (VL) - Rap1B ~ 5-6 min 2 nM
ARHGAP20 (VL) + RaplB =~ 50 sec 2 nM
ARHGAP20 (1-525) +/- RaplB 23 sec 10 nM

ARHGAP20 (VL) aus Yamada et al.**”

Dieses Ergebnis erinnert an typische Rho-Effektoren (z.B. mDia?), die in groBen Multidoménen-
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Proteinen eine Autoinhibition z.T. iiber N- und C-Terminus besitzen. Es konnte postuliert werden,
dass die C-terminalen, a-helicalen Annexin-like repeats von ARHGAP20 durch Bindung an den N-
Terminus eine Inhibition auslosen (Abb. 72), dhnlich zu den ebenfalls a-helicalen Armadillo-
repeats®® von mDia. Beide Strukturmotive sind bekannt fiir Protein-Protein-Wechselwirkungen.

Ein Vergleich der Sequenzen von ARHGAP20 und Arapl (s. S. 72) zeigte, trotz der moglicherweise
dhnlichen Regulationsmechanismen, keine Bereiche hoher Homologie, die nicht auch in anderen
RhoGAP-Proteinen konserviert wiren. Dementsprechend konnten keine Sequenzmerkmale identi-

fiziert werden, die eine Autoinhibition der Proteine verursachen kénnten.

ANXL ANXT

[ ANXC [ ANXL | |

GTPase activity

Abbildung 72: spekulatives Modell der Aktivierung von ARHGAP20

Modell, basierend auf dem Vergleich der hier durchgefiihrten Hydrolysemessungen mit den Ergebnissen aus“*®. Dem-
nach kann eine Interaktion zwischen N-Terminus und C-Terminus von ARHGAP20 angenommen werden, die die
RhoGAP-Aktivitit verringert. Da diese Interaktion nicht direkt nachgewiesen wurde, bleibt das Modell spekulativ.
Durch Bindung von Rap1B*GTP an die RA-Doméne wird die Interaktion gelost und die RhoGAP-Doméne aktiviert.

4.4.3 Die N-terminale PH-Domiane bindet mehrere PIPs

ARHGAP20 (1-GAP) band vergleichsweise unspezifisch an Phosphoinositole mit der hdchsten
Affinitdt zu PI(3,4)P, und PI(4)P; allgemein zu Phosphoinositolen, die an Position 4 modifiziert
sind (s. S. 99). Trotz dieser hohen Variabilitit konnte keine Bindung an PI(3,5)P, festgestellt
werden, obwohl geringe Affinitdt zu PI(3)P und PI(5)P bestand. Die geringe Spezifitiat der PIP-
Bindung von ARHGAP20 koénnte auf die hohe Salzkonzentration im Puffer zuriickzufiihren sein,
die aufgrund der sonst schlechteren Loslichkeit von ARHGAP20 nicht reduziert werden konnte.

Die PH-Doméne von ARHGAP20 besitzt die hochste Konservierung zu PH-Doménen von Sosl,
Isnl und DAPP1 (s. S. 95). Ein Alignment dieser Proteine zeigte, dass im Bereich der PIP-Bindung

zwischen B-Faltblatt 1 und 2 mehrere positiv geladene Reste lokalisiert sind, deren strukturelle
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Modellierung jedoch schwierig ist. PH-Doménen zeigen insbesondere in der PIP-Bindungstasche
eine hohe Variabilitdt, die eine Vorhersage von Interaktionen selbst dann erschweren, wenn die Apo-
Struktur bereits gelost ist“?.

Analog zu den Arap-Proteinen konnte keine allosterische Regulation der GAP-Aktivitdt durch
PI1(3,4)P, und PI(4,5)P, beobachtet werden (s. S. 99). Es konnte auch hier angenommen werden,
dass fiir eine Anderung der Aktivitit von ARHGAP20 durch PIPs dessen C-Terminus vorhanden
sein muss. Andererseits konnte eine Regulation durch Phosphoinositole iiber Membranrekrutierung

von ARHGAP20 erfolgen (Abb. 72).

4.4.4 Ausblick

Entsprechend der Beobachtungen bei den Arap-Proteinen kann nur die Strukturaufklirung von
ARHGAP20 zu einer detaillierten Einsicht in den Regulationsmechanismus fiihren. Die bereits
publizierten biochemischen Untersuchungen zeigten klar, dass ARHGAP20 durch Rapl aktiviert
wird, wéahrend hier Hinweise darauf vorliegen, dass sehr wahrscheinlich der C-Terminus fiir diese
Autoinhibition notwendig ist. In weitergehenden Studien sollten dementsprechend Konstrukte
erstellt werden, die groere Bereiche des C-Terminus einschlieen, um deren Einfluss auf die
Hydrolyse zu bestimmen. Entsprechend wiren auch Ansitze interessant, die die Inhibition durch

den C-Terminus in trans untersuchen wiirden; dhnlich den OPHN1-Ergebnissen®'”,

4.5 RabGEF-Aktivitit von Rin

4.5.1 Rekombinante Aufreinigung von Rin

Die rekombinant in E. coli durchgefiihrte Aufreinigung der Rin-Proteine gestaltete sich als sehr
schwierig und widerspriichlich. Neben der sehr geringen Loslichkeit, die teilweise durch Puffer-
bedingungen etwas verbessert werden konnte, wies das GST-Fusionsprotein eine Resistenz gegen
TEV und Thrombin auf, trotz vorhandener Schnittstellen. Der GST-Teil des Fusionsproteins
reagierte nicht mit Antikorpern, das Protein prézipitierte nach Trennung der Fusion und in Gelfiltra-
tions-Experimenten zeigte es stets hohe Aggregate (s. S. 104). Auch der Reinigungserfolg anderer
Gruppen war selbst unter Verwendung von SF9-Zellen auBlerordentlich gering (miindliche
Mitteilung J. Colicelli), so dass in vitro Versuche stets kritisch betrachtet werden sollten.

Da auch das VL-Protein in eukaryotischen Zellen schwer zu erhalten ist, konnte spekuliert werden,

dass hydrophobe Bereiche auf der Proteinoberfldche fiir die geringe Loslichkeit verantwortlich sind
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und die Interaktion mit weiteren Proteinen fiir eine ausreichende Stabilitdt benotigen. Dies wire
typisch fiir Rab-GEFs und Rab-Effektoren, die wie Rabex-5 und Rabaptin-5 in Multiprotein-
Verbiinden auftreten®”. Fiir Rinl sind derartige GEF-Effektor-Komplexe bislang jedoch nicht
bekannt.

Trotz dieser Beobachtungen zeigte GST-Rinl (RH-e) in ITC-Messungen eine Affinitdt von 27 uM
zu Ras*GNP (s. S. 106); ein Indiz, dass zumindest die C-terminal gelegene RA-Doméne eine
korrekte Faltung aufwies. Die Affinitdt des Rinl (RH-e)-Konstrukts war demnach geringer als die
der RA-Domine allein (0.88 uM)®’", was entweder an der Anwesenheit der (RH-Vps9)-Domine

des Proteins oder an der Prisenz des GST-Teils liegen konnte.

4.5.2 GEF-Aktivitit von Rinl

Trotz des Einsatzes verschiedener Konstrukte, mehrerer Messbedingungen und der Verwendung
einer Vielzahl von Rab-Proteinen konnte keine GEF-Aktivitit von Rinl detektiert werden.
Publizierte Ergebnisse mit in SF9-Zellen gereinigtem VL-Protein zeigten GEF-Aktivitit von Rin
auf Rab5“?”; was mit den hier und in der Masterarbeit von M. Fislage getesteten, verkiirzten

Konstrukten jedoch nicht beobachtet werden konnte.

4.5.3 Homologie zu Rabex-5 und der Einfluss der RA-Doméne von Rinl

Die sog. Rin-homology (RH)-Domine der Rin-Proteine, ein Bereich hoher Konservierung N-
terminal von der Vps9-Domiine, besitzt starke Ahnlichkeit in der Sekundérstruktur mit dem helical
bundle von Rabex-5, so dass die Vermutung nahe lag, dass dieser Bereich von Rin einen Einfluss
auf die Stabilitét der Vps9-Doméne besitzen konnte. In der Tat konnten nur Konstrukte aufgereinigt
werden, die die RH-Doméne einschlossen (s. S. 105).

Die GEF-Aktivitdt der rekombinant aufgereinigten Vps9-Domédne von Rabex-5, wurde lange als
ungewohnlich schwach eingestuft®'®. Die Vps9-Domiéne besal} in vitro, analog zu Rinl, nur eine
geringe Loslichkeit. Durch die Identifikation eines ,helical bundles*, das der Vps9-Domédne N-
terminal vorausgeht, filhrte im Verbund mit der Vps9-Domine zu einem ausgesprochen l9slichen
Protein und hoher GEF-Aktivitdt“® (vgl. GEF-Messungen, S. 54).

Die GEF-Aktivitidt von Rabex-5 wird in vitro durch die Anwesenheit und Lénge einer autoinhibi-
torischen Helix C-terminal der Vps9-Doméne reguliert®'®. Der Sequenzvergleich mit Rinl zeigt an
dieser Stelle die Helix der RA-Doméne von Rin, fiir die ebenfalls eine inhibitorische Funktion

postuliert wurde*?”. Allerdings fiihrte der Ausschluss der RA-Domine von Rinl-Konstrukten zu
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einer stark verringerten Loslichkeit, wodurch weitergehende Untersuchungen verhindert wurden.
Mutationen von mit Rabex-5 konservierten Resten der Helix, resultierten nicht in einer Aktivierung
des Proteins.

Die mogliche Oberfliche der Vps9-Domidne von Rinl, basierend auf einem Modell aus Rinl-
Sequenz und Struktur von Rabex-5, zeigt eine Konservierung der G Protein-Bindungsstelle inkl. des
katalytisch aktiven Aspartats. Entsprechend sollte eine Aktivitit von Rinl auf Rab5 erwartet werden
konnen. Es ist folglich nicht zu erkldren, bzw. aufgrund der schlechten Proteineigenschaften nicht

zu eruieren, warum Rinl inaktiv verblieb.

4.5.4 Rinl bindet an Rab5, ist jedoch katalytisch inaktiv

Trotz der katalytischen Inaktivitdt von Rinl wurde in den GEF-Fluoreszenz-Messungen ein Anstieg
der Fluoreszenz von mGDP-gebundenem Rab5 bei Zugabe von GST-Rinl (RH-¢) beobachtet.

In weitergehenden Untersuchungen {iiber Fluoreszenzmessungen und Polarisationsmessungen
konnte eine Sattigungskurve fiir die Titration von Rab5*mGDP mit Rinl erhalten werden, was auf
die Bildung eines terndren Komplexes aus Rinl und Rab5*mGDP hindeutet. Die Affinitit lag bei
3,6 uM, bzw. 24 uM. Diese Eigenschaft, bei gleichzeitiger Inaktivitit des GEFs, wurde bisher noch
nicht beobachtet, auBer fiir die E—~A G Protein-Mutanten, die allerdings keine Anderung des
Fluoreszenzsignals bei Bindung des GEFs hervorriefen (siehe 4.1 ). Die Struktur Rop*GDP-Prone
konnte zwar als Trimer gelost werden, jedoch zeigten auch diese Proteine keine Bindung in Fluores-
zenzmessungen (Promotion C. Thomas).

Es wire ebenfalls moglich, dass die beobachteten Fluoreszenz- und Polarisationseftfekte nicht die
Bindung von Rinl an Rab5, sondern die Bindung der Verunreinigungen der Rinl-Losung an
Rab5*mGDP zeigten. Wie M. Fislage in seiner Masterarbeit zeigte, besteht ein groBer Teil der
Rinl-Aufreinigung aus GroEL (siehe auch Abb. 58), das gleichermaBlen an Rab5 binden und die
Effekte hervorrufen konnte. Leider wurden weitere Experimente durch die schlechten Proteineigen-

schaften von Rinl verhindert.

4.5.5 Ausblick:

Der wichtigste Ansatz in der Charakterisierung der Rin-Proteine ldge darin, 16sliche und verwend-
bare Konstrukte zu erhalten, die in vitro-Messungen ohne Einschrinkungen ermoglichen wiirden.
Dies konnte durch die Erstellung von Konstrukten von Rin2 und Rin3 gelingen, da in der hier vor-

liegenden Arbeit (und M. Fislage) hauptsidchlich Rinl bearbeitet wurde. Erste Ansétze (s. S. 103)
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sahen nicht sehr vielversprechend aus.

Wire dies wider Erwarten moglich, konnten Mutationsstudien im Interface von Rin und Rab5 die
Interaktion beider Proteine bestdtigen, wodurch die Bindung von Chaperonen oder anderen
Proteinen ausgeschlossen werden konnten. Die strukturelle Aufkldrung eines Komplexes aus Rin,
Rab und GDP wiirde, zusitzlich zum Rop-Prone Paar, die Untersuchung eines weiteren trimeren
GEF-Komplexes ermdglichen. Auch der Einfluss der RA-Domine konnte durch Mutationsstudien
ndher untersucht und die Homologie zu Rabex-5 und dessen inhibitorischer Helix verifiziert

werden.

4.6 Shoc2: Effektor und PP1-regulatorisches Protein

Die Eigenschaften von Shoc2 konnten nicht eingehender untersucht werden, da das Protein bereits
in der Aufreinigung nicht mit hinreichend guten Eigenschaften erhalten werden konnte (s. S. 113).
Es war leider nicht mdglich, einen stabilen Komplex aus Shoc2, PP1c und/oder M-Ras zu erhalten;
trotz der Vielzahl der getesteten Methoden. Shoc2 zeigte weder in Pulldown-Experimenten noch in
der Coexpression eine Bindung an PPlc oder M-Ras. Auch Polarisationsmessungen mit M-Ras
verliefen ergebnislos.

Die Reinigung von Shoc2 alleine enthielt einen hohen Chaperon-Anteil (welches iliber Edman-
Abbau identifiziert werden konnte) und eluierte aggregiert im Ausschlussvolumen von Gelfil-

trations-Experimenten.

4.6.1 Modell der LRR-Doméine von Shoc2

Die hohe RegelméBigkeit der LRRs von Shoc2 (s. S. 109) ermoglichen die Bildung eines Struktur-
modells (Abb. 73). Die exakten Positionen der Seitenketten sind selbstverstdndlich nicht vertrauens-
wiirdig; die hohe Ordnung dieses Strukturmotivs erlaubt aber die korrekte Positionierung einzelner
Aminosduren. Die einzelnen Repeats von Shoc2 sind in der Regel 23 Aminoséuren lang, dessen
variabler Teil stets eine a-Helix mit einem vorangehendem Prolin aufweist. Da diese nur 4 Reste
lang ist, handelt es sich sehr wahrscheinlich um eine 3,-Helix, die hdufig in kurzen LRRs
vorhanden ist. Interessanterweise ergab sich bereits durch die Verwendung von kurzen LRRs und
deren Uberlagerung in der Modell-Bildung (siehe Beschriftung, Abb. 73) die solenoide Form der
LRRs, die den typischen Twist aufweisen und sich nur geringfiigig im Radius von Internalin A

unterscheiden (Abb. 73D).
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N-terminale
Donéne

Abbildung 73: Modell der LRRs von Shoc2

Das Modell wurde anhand von 4 aufeinander folgenden Repeats von Internalin A in der Apo-Form erstellt, die konse-
kutiv aneinander gefiigt wurden (bei Uberlagerung von jeweils 2 Repeats), bis eine Anzahl von 19 Repeats erreicht war.
Anschliefend wurde die Sequenz von Shoc2, basierend auf dem LRR-Alignment tiberlagert. A: Oberfldchendarstellung
(Poisson-Boltzmann) des Modells (rot: negativ, blau: positiv). B: Drehung des Modells aus A um 180° entlang der y-
Achse. C: Cartoon-Darstellung des Shoc2-Modells. Die Position der N-terminalen Doméne mit unbekannter Struktur ist
angedeutet. D: Uberlagerung von Internalin A (grau) und dem Shoc2-Modell (farbig).

Die Oberflachenladung, gemill der Poisson-Boltzmann-Berechnung, zeigt einen stark negativ
geladenen C-Terminus sowohl auf der konvexen als auch auf der konkaven Seite, wéhrend der N-

Terminus eher neutral bis positiv geladen wére (Abb. 73A,B).

4.6.2 Bindung von M-Ras an Shoc2
Shoc2 wird in der Literatur sowohl als H-/K-/N-Ras Effektor mit unbekanntem Einfluss auf MAP-
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Kinasen®***9 sowie als M-Ras Effektor mit PP1c-regulatorischer Funktion"*> beschrieben.

Eine RA-Doménen-dhnliche Faltung fiir die Interaktion mit Ras-Proteinen ist aufgrund des Modells
und der Sekundérstrukturvorhersage der N-terminalen Doméne ausgeschlossen, so dass Shoc2 als
Ras-Effektor ohne RA-/RB-Domine klassifiziert werden kann (s. 1.4.3 ). Entsprechend wurde auch
die Adenylatzyklase zunidchst als LRR-Effektor von Ras eingestuft, jedoch wurde spéter eine N-

terminale RA-Domine identifiziert®'?,

g N-terminale
Donéne

erﬁinale
iniine
'.*.

MN-terminale

konvexe Seite [/ RanGAP*Ran

Abbildung 74: Mégliche M-Ras Bindungsstellen an Shoc2

Basierend auf unterschiedlichen Eigenschaften mogliche M-Ras (gelb) Bindungsstellen an Shoc2 (Modell). A: Bindung
an die konkave Seite ermoglicht eine sehr grofe Interaktionsfliche; der Radius der LRRs ist ausreichend grof3. B: Inter-
aktion des negativ geladenen M-Ras (insbes. switch I und I7) mit dem stark positiven Bereich des N-Terminus der LRRs.
M-Ras wire damit in der Nahe der N-terminalen Doméne. C: Bindung an die positiv geladene Flache auf der konvexen
Seite der LRRs in der Nihe des RVxF-Motivs (s.u.). D: Interaktion von RanGAP (LRR, Oberflichendarstellung) mit
Ran (gelb) (1k5g). Die Oberfldche von Ran ist deutlich positiver geladen als die von M-Ras.

Ein GroBteil der Interaktionen von LRR-Doménen mit anderen Proteinen verlduft iiber die konkave
Seite™®, von wenigen Ausnahmen wie Ran-RanGAP abgesehen®?. Der Radius der LRRs des
Shoc2-Modells wiirde die Bindung eines G Proteins auf der konkaven Seite zulassen (Abb. 74A).

Die starke negative Oberflichenladung von Shoc2 wirft die Frage auf, wie die vornehmlich
ebenfalls negativ geladenen Interaktionspartner M-Ras, bei dem vor allem switch I und switch 11

saure Reste aufweisen® und die Phosphatasen, deren Oberfliche stark negativ geladen ist*”, mit
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Shoc2 interagieren wiirden. Nur der Bereich des N-Terminus (Abb. 74B) oder kleinere Flichen der
konvexen Seite (Abb. 74C) zeigen positive geladene Flidchen. Ein Vergleich mit der Struktur des
LRR-Proteins RanGAP mit Ran zeigt eine Bindung iiber die ,,Seite von LRRs (Abb. 74D) und
entspricht keinem der oben gewihlten Schemata. Eine solche Anordnung wire ebenfalls denkbar.

Neben der Interaktion mit der LRR-Domine bliebe eine Bindung an die N-terminale Doméne,

deren Sekundirstruktur keiner bekannten Faltung entspricht.

4.6.3 Shoc2 als PP1-regulatorisches Protein

A

Shoc2

lle Lys Modell
LRR: RVxF-Motiv
C
N-Term: VxF-Motiv
@« = -
* a0 * 80

DETKGKDAKDGEKKDSSAAQPHVAFEVDNTIKRENPADGTREK

Abbildung 75: Das RVxF-Motiv

A: Das KIPF-Motiv im 11.LRR liegt auf der konvexen Seite in der vorhergesagten Helix. B: KVxF-Motiv von MYPT1
(griin) und die Bindung an PPlc (grau). C: Dem VxF-Motiv der N-terminalen Doméine von Shoc2 wird eine B-Faltblatt
Struktur vorhergesagt.

Unklar bleibt, wie die Interaktion von PP1c mit Shoc2 erfolgen und welchen Einfluss M-Ras auf
diese Interaktion haben kann. Die Bindung von Phosphatasen an ihre regulatorischen Interaktions-
partner basiert auf wenigen Grundlagen, trotz der Heterogenitét dieser Proteine®?". Wie die Struktur
von MYPT1 mit PPlc zeigt“®”, besteht die groBte Interaktionsfliche zwischen dem variablen C-
Terminus von PPlc (s. S. 108) und dem regulatorischen Protein, worliber sehr wahrscheinlich die
Spezifitiat zwischen PP1c und dem Regulator definiert wird. Des Weiteren existiert ein essenzielles
Sequenzmerkmal in nahezu allen Phosphatase-regulatorischen Proteinen, das sog. RVxF-Motiv©®?",
dessen Konsensussequenz weitgefachert als (R/K)x(V/I)x(F/W) beschrieben werden kann, wobei

das erste ,,x* eine beliebige Anzahl oder keine Aminoséure darstellt®*). Die Bindung dieses Motivs
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an PP1c ist bei allen bekannten Strukturen gleich. Es befindet sich auf einem langgestreckten Loop
des regulatorischen Proteins (Abb. 75B), wodurch es mit einem konservierten Bereich der
Phosphatasen interagieren kann. Leider findet dieses Motiv keine Erwédhnung in bisherigen
Publikationen iiber Shoc2*.

Die Analyse von Shoc2 zeigt zwei mogliche Motive (Abb. 75A,C), die hierfiir in Frage kdmen:

* Im elften LRR befindet sich das KIPF-Motiv (Abb. 73C, 75A), welches (R/K)(V/TI)xF ent-
sprechen wiirde. Allerdings wiirde die kompakte Struktur von Shoc2 die typische Interaktion
dieses Motivs mit PP1c schlecht zulassen, auBler die vorhergesagt Helix wiirde zugunsten
eines variableren /oops restrukturiert; eventuell induziert durch die Bindung von PPlec.
Zumindest befindet sich das Motiv auf einem der ,,du3ersten” LRRs und wire erreichbar fiir
PPlc.

* Demgegeniiber bietet sich das zweite Motiv (VAF) an (Abb. 75C), welches sich in der N-
terminalen Domine in einem vorhergesagten -Strang befindet und so an der beschriebenen
Interaktion teilnehmen konnte. In der Tat gehen VAF mehrere basische Reste voraus, die
sehr gut dem erwarteten Motiv entsprichen. Die Phosphatase-bindende Region wire dem-
nach die N-terminale Doméne.

Rodriguez-Viciana et al.”?” konnten in vitro einen Komplex aus Shoc2, PP1c und (in nicht-stochio-
metrischer Menge) M-Ras nachweisen, wihrend dies hier nicht gelang. Der Unterschied besteht
darin, dass sie Shoc2 aus Sduger-Zellen isolierten, wahrend hier rekombinant in E. coli hergestelltes
Shoc2 verwendet wurde, welches offensichtlich andere Eigenschaften aufweist. Diese konnten
Aggregation von Shoc2 durch eventuell unvollstindige Faltung sein oder bendtigte

posttranslationale Modifikationen, die die Bindung an PP1c oder M-Ras induzieren wiirden.

4.6.4 Ausblick

Aufreinigung

Das rekombinante E. coli-Protein besitzt offenbar nicht die gewiinschten Eigenschaften, so dass
Shoc2 entweder rekombinant in SF9-Zellen oder direkt in Sdugerzellen exprimiert und gereinigt
werden sollte. Auch die bicistronische Coexpression mit der alpha-Isoform von PP1c wurde noch
nicht getestet.

Zusatzlich konnte Sur-8, das zu Shoc2 homologe Protein aus C. elegans rekombinant getestet
werden, da es in anderen Studien®¥*" bereits erfolgreich in vitro als H-/K-/N-Ras-Effektor

eingesetzt wurde.
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Einfluss der verschiedenen Domdinen

Die genauere Eingrenzung der Effektorregion von Shoc2 ist von zentraler Bedeutung fiir das
Verstidndnis des Proteins. Demzufolge konnte die N-terminale Doméne separat exprimiert und
insbesondere auf die Bindung an PPlc oder auch an Ras-Proteinen untersucht werden, in der
Hoffnung, dass dieses Konstrukt eine bessere Loslichkeit zeigt als die LRRs. Auch die LRR-

Domine konnte separat exprimiert und gereinigt werden.

Expression als Fusionsprotein

Humane LRR-Proteine zeigen hiufig eine schlechte Loslichkeit, wenn sie rekombinant exprimiert
werden. Mehrere Publikationen zeigten die erfolgreiche Isolierung von LRRs durch Fusion mit
16slichen LRR-Proteinen®*. Durch die sog. Hybrid-LRR-Technik konnte durch Fusion des 60-AS
langen Variable Lymphocyte Receptor (aus Schleimaal) mit dem Toll-like-Receptor (TLR) dessen
LRR-Struktur gelost werden, da die Loslichkeit ausreichend erhoht wurde.

Dies wire ein vielversprechender Ansatz fiir die Strukturldsung der LRRs von Shoc2.

4.7 Kurze methodische Diskussion

Eine héufig angewandte Methode, um Wechselwirkungen zwischen Makromolekiilen zu bestimmen
beruht auf der Fluoreszenz-Polarisation (siehe 6.4.3). Trotz zahlreicher erfolgreicher Anwendungen
ergaben sich in dieser Arbeit Schwierigkeiten in der Datenauswertung. Einerseits blieben viele
Experimente ergebnislos und zeigten keine Polarisationsdnderungen (s. S. 82, S. Ismail, A.
Kravchenko und andere) andererseits zeigte die Zugabe des gleichen Interaktionspartners (RapL) zu
unterschiedlichen Integrinfragmenten dhnliche Bindungsaftinitit jedoch sehr unterschiedliche Pola-
risationsdnderungen, obwohl Fluorophor gleich und Masse des Fluorophors dhnlich waren (s. S.
118). Es ergeben sich also Einschrinkungen in der Verwendung dieser Methode.

Die physikalische Grundlage der Polarisationsmessungen liegt in der Additivitdt von Polarisations-
dnderungen, so dass die Polarisation von in Losung befindlichem freiem Fluorophor und
(Protein-)gebundenem Fluorophor summiert werden kann. Die Einzel-Fluoreszenz ergibt sich aus

der Perrin-Formel von 1926%%;
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1
r=b, 1 RT
1+(1—=Py) 1
R: universelle Gaskonstante T: Temperatur
Py: maximale Polarisation (ohne Rotation) V: molares Volumen
1: Lebensdauer des angeregten Fluorophors n: Losungsviskositét

Anhand dieser Gleichung sind einige im System liegende Einschrinkungen zu nennen (siehe auch

Jameson et al.®*?), die Anwendung auf die Experimente der hier vorliegenden Arbeit finden:

Die Lebensdauer des angeregten Fluorophors verindert die Polarisation. Andert sich also die
Fluoreszenz (genauer: die Quantenausbeute) durch die Bindung eines Proteins an den
Fluorophor, dann ist die Polarisationséinderung nicht mehr additiv. Dies wurde fiir die in
dieser Arbeit untersuchten Systeme iiberpriift. Direkte Fluoreszenzinderungen ergaben sich
nicht.

Die Polarisationsdnderung ist nur anniherungsweise abhiangig von der Masseninderung, da
das molare Volumen und nicht die Masse die Polarisationsdnderung bestimmt. Nur unter der
Voraussetzung, dass der (Protein-gebundene) Fluorophor mdglichst einer idealen Kugel ent-
spricht kann tiber die Stokes-Einstein Formel die Masse einbezogen werden.

Dies ist ein weiterer Nachteil fiir die Messung von Protein-Interaktionen, die nur selten zu
einer kugelformigen Anderung des molaren Volumens des Fluorophors fiihren.

Die Losungsviskositidt nimmt entscheidenden Anteil an der Polarisationsdnderung, so dass
durch hohe Proteinkonzentrationen oder Anderungen des Messpuffers durch Zugabe des
Proteinpuffers eine Anderung der Polarisation und mitunter eine Abweichung von der Sitti-

gungsfunktion zu erwarten ist.

Ein Hauptaugenmerk sollte auf die Loslichkeit der Proteine gerichtet werden®*. Eine schlechte

Loslichkeit — vor allem prézipitiertes Protein — konnen die Polarisation betrachtlich verringern und

eventuell zu negativen Ergebnissen fiihren; Ursache hierfiir sind Streueffekte (Rayleigh-Streuung).

Bsp. dndert die Zugabe von 0.7% Glycogen die ,,Triibheit™ (turbidity) einer Losung von Dansyl-

markiertem BSA soweit, dass sich die Polarisation um 20% von 0.3 auf 0.25 verringert®*®. Negative

Ergebnisse mit schlecht 16slichen Proteinkonstrukten liegen somit im Rahmen des Mdglichen und

konnten auch die Ergebnisse hier, aufgrund der schlechten Loslichkeit einiger der verwendeten

Proteine, beeinflusst haben.

Auch die Art der Markierung, bzw. die Flexibilitit des Fluorophors vor und nach Interaktion mit
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Makromolekiilen bestimmt den Polarisationsanstieg. Hoch flexible Bereiche ergeben geringere
Polarisationsénderungen, da sie ,,entkoppelt” von der Volumen- bzw. Massenidnderung vorliegen®*",
Dies konnte bsp. bei den Integrin-RapL-Messungen der Fall sein, bei denen RapL an die flexible

Struktur eines Peptids band, dessen Fluorophor sich am C-Terminus befand.
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5 Zusammenfassung

Ein Glutamat (E62 in Ras), C-terminal des Walker B-Motivs, ist in nahezu allen G Proteinen der
Ras-Superfamilie hoch konserviert. Die hier erhaltenen Ergebnisse bestitigten die essenzielle kata-
lytische Funktion dieses Restes fiir die Nukleotid-Austausch Funktion von GEF-Proteinen. Durch
die negative Ladung des Restes wird die Affinitdt zum Nukleotid verringert und das Gleichgewicht
des trimeren G Protein*Nt-GEF Komplexes zum Dimer verschoben, stablisiert durch eine
Interaktion des Glutamats mit dem P-loop Lysin. Die Rab-Proteine bilden eine Ausnahme dieser
Regel, da sie das konservierte Glutamat nicht fiir die GEF-Katalyse sondern fiir die Bindung eines
GDIs einsetzen.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die funktionelle Aufkldrung der Ras-Protein-bindenden RA-
Dominen. Die RA-Domine von RapL besitzt eine rein rekrutierende Funktion, so dass RapL
ausschlieBlich als Adapterprotein fungiert. Die hier erstmals nachgewiesene, schwach-affine
Bindung von RapL an Integrine ist nicht durch die Interaktion mit Rap-Proteinen reguliert, erlaubt
aber die Bildung eines trimeren Komplexes aus Rap, RapL und Integrin. RapLL konnte demgemal
die Rekrutierung von Rap an den Ort der Integrin-Aktivierung bei anschlieBender Ubertragung an
andere Rap-Effektoren iibernehmen. Als weitere Funktion wire die Bindung zusétzlicher Proteine
wie Mikrotubuli und deren Lokalisation an Integrine und Focal Adhesions denkbar.

Bei den Arap-Proteinen iibernimmt die RA-Doméne keine regulatorische Funktion. Vielmehr
wurde eine in vitro Interaktion dieser Doméne mit Ras-Proteinen ausgeschlossen. Allerdings lassen
Konstrukt-bedingte Unterschiede in der RhoGAP-Aktivitit von Arapl und Arap3 einen Einfluss der
C-terminalen PH5-Domine auf die GAP-Aktivitdt vermuten. Fiir Arapl duferte sich dies in einer
hoheren Affinitdit und einer geringeren Aktivitit im Vergleich zu kiirzen Konstrukten. Ein
regulatorischer Interaktionspartner der PH-Doméne konnte nicht identifiziert werden. Somit kann
postuliert werden, dass die RA-Domédne von Arapl oder Arap3 entweder an andere, nicht
identifizierte Proteine bindet oder ausschlieBlich strukturell fiir die Proteinintegritét bendtigt wird.

Die hier erfolgte Analyse mehrerer RA-Doménen, gemeinsam mit publizierten Ergebnissen tliber
andere RA-/RB-Doménen-Effektoren ldsst den Schluss zu, dass diese Proteinfamilie eine
strukturelle und nahezu ausschlieBlich rekrutierende Funktion iibernimmt, mit Ausnahme von
ARHGAP20 und der PI3-Kinase. Dies ist analog zu Rab- und Arf-Effektoren und steht im
Gegensatz zu den regulatorisch aktiven Rho-Effektoren. Die auBerordentlich hdufig vorkommende
Ubiquitin-Faltung (Ubiquitin, SUMO, RADs/RBDs) hat sich demnach evolutiondr auch in
RAD/RBD-Proteinen als reines Protein-Interaktions-Modul etabliert.
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6 Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Bakterienstimme

Tabelle 21: Verwendete Bakterienstimme

E.coli-Stamm Genotyp Referenz

TG1 supE, hsdD5, thi, D(lac-proAB), F' [traD36, proAB", lacl", (527)
lacZDM15]

DH5a endAl, gInV44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96,deoR, nupG, (528)
®80dlacZAM15 A(lacZYAargF), U169, hsdR17(rK- mK+), A—

Top10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl Invitrogen
araD139 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

BL21 (DE 3) ompT, hsds (", mp’), gal(Iclts857, ind1, Sam7, nin5, lacUV5- (529)
T7genel), dem (DE3)

Rosetta (DE 3) ompT, hsdS; (15" ,mp"), gal(Iclts857, ind1, Sam7, nin5, lacUV"- Novagen
T7genel), dem (DE3), pRARE? (CamR)

BL21 (DE 3) Codont+ ompT, hsdSB (rB-,mB-), gal (Iclts857, ind1, Sam7, nin5, lacUV5-  (530)

RIL T7genel), dem (DE3), Tet', endA, HTE (argU, ileY, leuW, CamR)

CK600K supE, hsdM+, hsdR-, KanR Stratagene

BL21 (DE 3) pLys F~ompT hsdSg(rg” my) gal dem (DE3) pLysS (Cam®) Novagen

6.1.2 Niahrmedien und Antibiotika

Lysogeny broth (LB) Voll-Medium:

LB-Platten-Agar:

Terrific Broth (TB) Voll-Medium:
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10 g/l Bacto-Tryptone
10 g/l NaCl
5 g/l Hefe-Extrakt

10 g/l Bacto-Tryptone
10 g/l NaCl

5 g/l Hefe-Extrakt

16 g/l Bacto-Agar
Antibiotika-Zusatz

12 g/l Bacto-Tryptone
24 g/l Hefe-Extrakt
0,4% (v/v) Glycerin
2,31 g/l KH,PO,
12,54 g/1 K,HPO,
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Antibiotika-Zusétze: Ampicillin: 100 pg/ml
Chloramphenicol: 25 pg/ml
Kanamycin: 25 png/ml
Streptomycin: 20 pg/ml
Spectinomycin: 50 mg/ml

6.1.3 Plasmide und Oligonukleotide

Plasmide:

pGex 4T1-TEV: Amersham Pharmacia (Freiburg), modifiziert mit
TEV-Protease

pGex 4T1-TEV_GW: Amersham Pharmacia (Freiburg), modifiziert mit
TEV-Protease und AttR-sites fiir Gateway®-
Klonierung

pGex 4T3: Amersham Pharmacia (Freiburg)

pGex 2T: Amersham Pharmacia (Freiburg)

pET20 2xHis EcoRI in Frame: EMD Biosciences, modifiziert mit N- und C-
terminalem 6x His-Tag und EcoRI-Schnittstelle
im reading frame.

PfastBac HT-B: Invitrogen

pFastBac GW: Invitrogen, modifiziert mit AttB-sites fiir
Gateway®-Klonierung

pFastBac dual: Invitrogen

pCR*8/GW/TOPO: Invitrogen

Oligonukleotide zur Sequenzierung:
Alle Oligodesoxyribonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech, Sigma oder Metabion

bezogen.

Tabelle 22: Oligonukleotide zur Sequenzierung

5'-pGex kodierend sense

5'- GGG CTG GCAAGC CACGTTTGG - 3'

3'-pGex nicht kodierend antisense
5'- CGG GGA GCT GCA TGT GTC AGA GG - 3'

5'pET kodierend sense
5'- AGATCT CGA TCC CGC GAA ATT AAT ACG - 3'

3'pET nicht kodierend antisense
3'-CAAAAAACC CCT CAAGACCCGTTTAG - 5'

5' pFastBac kodierend sense
5'- AAATGA TAA CCATCT CGC - 3'

3' pFastBac nicht kodierend antisense

3'-GTG GTT TGT CCAAACTCATC-5'
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pCR*8/GW/TOPO kodierend

S€nse

5- CCACGT TGT TTAACT ACT CGT TAC G- 37

pCR"8/GW/TOPO

nicht kodierend antisense

3’- GTT GCAACA AAT TGATGA GCAATT A-5°

6.1.4 Chemikalien
Nukleotide:

GDP:

GTP:
GppCHap:
GppNHp:
mant-GDP:
mant-GppNHp:
mant-GTP:
ATP:
tamra-GTP:

Proteinstandards:

SDS-7
SDS-6H
Low Range Marker

Prestained marker

Nukleinsdurestandard:

Lambda Bst EIl

Chemikalien:

Agarose

Dimethylsulfoxid (DMSO):
B-Mercaptoethanol:

Ethidiumbromid:

Glutathion:
Isopropyl-2-D-thiogalactosid (IPTG):

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF):

Super Signal West Pico
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Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Biolog (Bremen)

Biolog (Bremen)

Biolog (Bremen)

Sigma (Deisenhofen)

Biolog (Bremen)

eigene Herstellung (Dr. Alexander Eberth)

66/45/36/29/24/20/ 14,2 kDa
Sigma (Deisenhofen)

205/ 116/ 97,4/ 66/ 45/ 29 kDa

Sigma (Deisenhofen)
266/17/14,2/6,5/3,5/1,1

Sigma (Deisenhofen)
250/130/95/72/55/36/28/17/ 11
Fermentas (St. Leon-Rot)

8453 - 113 bp
MBBL (Bielefeld)

Life Technologies (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Gerbu Biotechnik (Gaiberg)
Serva (Heidelberg)
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Stable Peroxide Solution:

Super Signal West

Pico Luminol/ Enhancer Solution:
Aprotinin (10x: 1 mg/ml):
Pefablock (10x: 1 mg/ml):
Pepstatin A (10x: 1 mg/ml):
Leupeptin (10x: 1 mg/ml):

NP-40

Triton X-100

Pierce (Rockford, USA)

Pierce (Rockford, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)

Carl Roth (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich, Fluka, Gerbu, ICN, Life
Technologies, Merck, Riedel de Haen, Roth, Serva und Sigma bezogen.

FPLC-Sdulenmaterial:

GSH-Sepharose fast flow:
Q-Sepharose
DEAE-Sepharose
Hi-Load Superdex G75:
Hi-Load Superdex G200:
Nickel-Sepharose
Glutathion-Sepharose 4B
(GSH-beads)

6.1.5 Proteine und Enzyme

Pfu-Polymerase (Pyrococcus furiosus)
Pwo-Polymerase (Pyrococcus woesei)
Q-Tag-Polymerase (Thermus auaticus)
HiFidelity-Polymerase

Amersham Pharmacia (Freiburg)
GE Healthcare (Freiburg)
GE Healthcare (Freiburg)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
GE Healthcare (Freiburg)
Amersham Pharmacia (Freiburg)

Stratagene (Heidelberg)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Qiagen (Hilden)

Roche Diagnostics (Mannheim)

(Mix aus Taq und "Neuem Proofreading Protein")

Phusion-Polymerasen (modifizierte Pfu)
BSA:

Restriktionsendonukleasen:
T4-DNA-Ligase:

Deoxyribonuklease I (Bovine Pancreas):
LR Clonase Il Enzyme Mix

Proteinase K

Lysozym (Chicken egg white):
Thrombin:

Alkalische Phosphatase:

(Calve Intestine)

Sepharose-gekoppelte Alkalische Phosphatase:

(Calve Intestine)
Phosphodiesterase I (2 U/ml):
(Crotalus adamanteus)
Rapl1GAP

TEV-Protease:
MDCC-gekoppeltes PBP

New England Biolabs (Beverly, MA)
Sigma (Deisenhofen)

New England Biolabs (Beverly, MA)
New England Biolabs (Beverly , MA)
AppliChem (Darmstadt)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen)

Serva (Heidelberg)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
MPI Dortmund (Dr. Begona Sot)

MPI Dortmund (Caro Koerner)
MPI Dortmund (Dr. Mandy Miertzschke)
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6.1.6 Verwendete Antikorper

Sheep Anti-mouse AK
Donkey Anti-rabbit AK
Mouse Anti-GST AK
Rabbit Anti-His AK

6.1.7 Kit-Systeme

QIAprep Spin Miniprep Kit:
QIAGEN Plasmid Midi Kit:
QIAprep Spin Gel Extraction Kit:

QIAprep Spin PCR Purification Kit:

pCR8/GW/TOPO® TA Cloning Kit
PipStrip®-Membran

6.1.8 Puffer und Losungen

GE Healthcare (Miinchen)
GE Healthcare (Miinchen)
GE Healthcare (Miinchen)
GE Healthcare (Miinchen)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)

Echelon Biosciences (Salt Lake City, USA)

Genauere Angaben zu den verwendeten Puffern wihrend der Aufreinigung von Proteinen finden

sich im Anhang.

Verwendete Standard-Puffer:
Standardpufter:

AlF, (16,67 mM)

PBS-Puffer, pH 7,4:

Austauschpuffer (10x):

HPLC-Laufpufter:

SDS-Glycin-Sammelgel-Puffer:
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50 mM  Tris pH 7,5
50 mM  NaCl

5 mM MgClL

5 mM BME

0.1 g AlCI;
3,15 NaF (entspricht 50-fach
45 ml  H,O molarem Uberschuss)

aQ

2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4
1,8 mM KH,PO,
140 mM NaCl

2 M  Ammoniumsulfat
0,1 mM ZnCl,
pH 7,0

100 mM Kaliumphosphat

10 mM Tetrabutylammoniumbromid (TBA-
Br)

7,5 %  Acetonitril (Standard) bzw.

25 %  Acetronitril (mant-Nukleotide)

500 mM Tris/H;PO, pH 6,8
4 %  SDS
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SDS-Glycin-Trenngel-Puffer:

SDS-Glycin-Laufpuffer:

SDS-Tricin-Gel-Puffer:

SDS-Tricin-Anoden-Puffer:

SDS-Tricin-Kathoden-Puffer:

Western-Blot Anoden-Puffer:

Western-Blot Kathoden-Puffer:

5x SDS-Probenpuffer (nach Laemmli):

Férbelosung fiir SDS-Gele:

dNTP-L6sung:

Terminator-Mix:

1,5

300
100

300
30

50
50
10
10
0,1

50
50
10
10
0,1

10
10
10
10

1,58
47,37
0,42
94,74
5,79
15,79
15,79
78,95

mM
mM
%

%

mM
mM

mM
mM

mM
%
mM
%
%

mM
%
mM
%
%

Tris/H;PO, pH 8,8

Tris/HCI
Glycin
SDS

Tris/HCI pH 8,45
SDS

Tris/HCI pH 8,9

Tris
Tricin
SDS

Tris/HCI pH 8,7-8,8
Tricine

Capronsédure
Tris pH 8,7

Tris/HCI pH 6,8
Glycerol

DTE

SDS
Bromphenolblau

Tris/HCI pH 6,8
Glycerol

DTE

SDS
Bromphenolblau

dGTP
dCTP
dATP
dTTP

A-DyeDesoxy
C-DyeDesoxy
G-DyeDesoxy
T-DyeDesoxy
dATP
dCTP
dTTP
dGTP
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6 x DNA- Probenpuffer:

TAE-Puffer:

6.1.9 Verwendete Materialien und Geriite

PD10-Sé&ulen:
Amicon Ultra 5k / 10k / 30k:

Millipore Ultrafree Biomax 5k / 10k / 30k / 50k:

DNA-Sequenzierer:

T3000 Termocycler:

Fluoromax 1 Spektralfluorimeter:
Fluoromax 2 Spektralfluorimeter:
Fluoromax 4 Spektralfluorimeter:
FPLC (Akta Prime):

HPLC C-R6A-Chromatopac Integrator:
HPLC System Gold 166:

HPLC C18 Ultrasphere-Saule:

HPLC C18 Nucleosil-100 Vorsiule:
Isothermes Titrations Kalorimeter:
Massenspektrometer:

Fotometer BioPhotometer:

Fotometer Ultrospec 1000 UV/visible:
Stopped-Flow-Gerit SX.18 MV:
Thermomixer 5436:

FastBlot B43 (semi-dry):

Zellkulturplatten/24 well-Platten Linbro:

Crystal Quick 96 well — Platten:

Cryoanlage:
Rontgenanode:

Rontgendetektor:
Kristallisationsroboter:
RockImager 1000:
4°C)
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168,42 mM Tris/HCI

421 mM Ammoniumsulfat

42,1 mM Magnesiumchlorid

0,42 U/ul AmpliTagFS-DNA-Polymerase,
pH 9,0

0,25 %  Bromphenolblau
0,25 %  Xylencyanol
30 %  Glycerol

in TAE-Puffer

40 mM Tris/Acetat pH 8,5
1 mM EDTA

Sdulen Amersham Pharmacia (Freiburg)
Millipore (Bedford, USA)

Millipore (Bedford, USA)

ABIMED (Langenfeld)

Biometra (Gottingen)

Horiba Jobin Yvon (Miinchen)

Horiba Jobin Yvon (Miinchen)

Horiba Jobin Yvon (Miinchen)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Shimadzsu (Duisburg)

Beckman (Miinchen)

Beckman (Miinchen)

Bischoff (Leonberg)

MicroCal VP-ITC

Voyager DE Pro (Applied Biosystems)
Eppendorf (Hamburg)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Applied Photophysics (Leathehead, UK)
Eppendorf (Hamburg)

Biometra (Gottingen)

Flow Laboratories (USA)

Greiner bio-one

Corning pZero (3550, 3553)

Oxford Cryosystems (Oxford, U.K.)

Rotierende CuKa-Roéntgenanode (1= 1,54179 A)

Bruker (Karlsruhe)
MAR 345 mar research (Hamburg)
Mosquito, TTP Labtech (UK)

Formulatrix RockImager, RockMaker (20°C,

(Waltham, USA)
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6.1.10 Kristallografische Screens

Hampton Research

Index

PEG/Ion

Grid

Clear Strategy Screen (CSS)

Nextal/Qiagen (Hilden)

Classics I
Classics 11
Classics Light
JCSG+

JCSG Core I
JCSG Core II
JCSG Core III
JCSG Core IV
PACT
AmmSO4

6.2 Molekularbiologische Methoden
6.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

MPD
AmmSO4
Additive Screen

PEGI

PEGII
ProteinComplex
Anions

Cations
MbClass I
MbClass II
pHClear I
Cryos

MPD

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)™" ist ein in vitro Verfahren zur

Vervielfiltigung von DNA-Sequenzen, deren Anfangs- und End-Sequenzen bekannt sind. Die

Religations-Temperatur wurde jeweils mit Hilfe der Wallace-Formel®*» empirisch abgeschitzt.

Priiparative PCR

Fiir die Amplifikation eines DNA-Fragments aus genomischer DNA wurden je nach Erfolg der PCR

verschiedene DNA-Polymerasen verwendet.

Der Reaktionsansatz besteht aus:

Q-Taq Pfu Pwo
DNA-Matrize 3ul 3ul 3ul
dNTPs 5pul S5pul 5nul
Primer sense 50 pmol 50 pmol 50 pmol
Primer asense 50 pmol 50 pmol 50 pmol
Polymerase-Puffer (10x) 5ul S5ul 5pul
Q-Losung (5x) 10 pl - -
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DMSO - S5ul -

Wasser ad 49,5 ul ad 49,5 ul ad 49,5 ul
Q-Tag-Polymerase 0,5 ul - -
Pfu-Polymerase - 0,5 ul -
Pwo-Polymerase - - 0,5 ul
Die PCR erfolgte nach folgendem Protokoll:

Denaturierung 5 min 94 °C

Denaturierung 1 min 92 °C

Hybridisierung 1 min Primer-spezifisch 25 Zyklen
Elongation 1 min / kb 72 °C

Elongation 10 min 72 °C

Analytische PCR zur Detektion positiver Klone

Zur Detektion positiver Klone wurde wenig Zellmaterial von Agaroseplatten dem oben

beschriebenen PCR-Ansatz (Verwendung nur einer Polymerase) zugegeben und das PCR-Prgramm

durchgefiihrt.

DNA-Sequenzierung

Zur DNA-Sequenzierung wurde die Methode nach Sanger et al®® verwendet.

fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide sind im verwendeten ,,ABI PRISM Dye Terminator

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit“ der Firma Perkin Elmer im Verhiltnis 1 : 200 zu
Desoxyribonukleotiden enthalten (,, Terminator-Mix“).
Fiir den Sequenzierungsansatz wurden folgende Chemikalien gemischt:
Plasmid-DNA 1 pg
Terminator-Mix 4 ul
Spezifischer Sequenzierprimer 10 pmol
H,O ad 15 ul
Folgendes Programm wurde verwendet:
Denaturierung 2 min 96 °C
Denaturierung 30s 92 °C
e 25 Zyklen
Hybridisierung 20s 50°C

156



Material und Methoden

Elongation 4 min 60 °C
Elongation 10 min 72 °C

Der Ansatz wurde durch Ethanolféllung (inkl. EDTA und Natriumacetat) prazipitiert, anschlieBend
mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und durch die Zentrale Einheit Synthese und
Sequenzierung des MPI fiir molekulare Physiologie, Dortmund mit Hilfe eines Perkin-Elmer ABI-
Sequencers 373A (Uberlingen).

Mutagenese PCR: Quikchange
Die Mutagenese einzelner Aminosduren durch den Austausch der entsprechenden Basen wurde in
der Regel iiber das Quikchange-Protokoll der Firma Qiagen durchgefiihrt. Hierzu wurde folgender

Ansatz verwendet:

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
Plasmid-DNA 50 ng 50 ng 50 ng
Polymerase-Puffer Ix 1x 1x
dNTPs 200 uM 200 uM 200 uM
Primer antisense 10 pmol - 10 pmol
Primer sense - 10 pmol 10 pmol
Polymerase 0.5 ul 0.5ul 0.5 ul
H,O ad 15 pul ad 15 pul ad 15 ul

Die Polymerase wurde je nach Erfolg gewahlt (Pfu, Phusion, HiF7).

Folgendes Programm wurde verwendet:

Denaturierung 7 min 98 °C
Denaturierung 1 min 92 °C
Hybridisierung 1 min 55°C 30 Zyklen
Elongation 1 min / kb 65 °C
Elongation 10 min 65 °C

Der Ansatz wurde anschlieBend in TG1 oder DH5a transformiert und die Klone auf Mutation hin

sequenziert (siche unten).

6.2.2 Weitere molekularbiologische Methoden
DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroBe wurde eine horizontale Agarose-
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Gelelektrophorese™* durchgefiihrt.

Die Agarose wurde in einer Konzentration von 0.9% in TAE-Puffer mit 10% (w/v) Ethidiumbromid
polymerisiert. Die Elektrophorese wurde horizontal bei ca. 10V/cm Gel in TAE-Puffer bis zur
vollstindigen Trennung der Fragmente durchgefiihrt und die DNA-Banden bei 320nm detektiert.

DNA-Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Die enzymatischen Spaltreaktionen mit kommerziell erwerblichen Restriktionsendonukleoasen
wurden entweder bei 37°C fiir 1-2 Stunden oder bei 37°C iiber Nacht in den von den Herstellern
angegebenen idealen Puffern durchgefiihrt. Die erhaltenen Spaltprodukte wurden mittels Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt und anhand ihrer GroB3e identifiziert.

Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren wurde DNA-Ligase des T4-Phagen verwendet.
Der Ligationsansatz bestand aus 20-200ng (i.d.R. 100ng) des linearisierten Vektors in einem
moglichst geringen Volumen, wozu das restringierte Fragment in 3-10-fachem Uberschuss (i.d.R. 3-
fach) zugegeben wurde. Die Ligation erfolgte tiber Nacht bei 12°C/4°C.

War die Ligation nicht erfolgreich, wurde die Religation des Vektors durch vorhergehende

Dephosphorylierung mittels Alkalischer Phosphatase (Shrimps) bei 37 °C verhindert.

Transformation von E. coli

Zur Transformation kompetenter E. coli-Zellen wurden diese auf Eis aufgetaut und anschlieBend
200 pl mit 30 pl Ligationsansatz bzw. 20 ng gereinigter Plasmid-DNA versetzt und 30 Minuten auf
Eis gelagert. Die Transformation erfolgte durch einen 2-miniitigen Hitzeschock bei 42°C. Nach
Zugabe von 1 ml LB-Medium und Inkubation bei 37°C fiir 45 Minuten wurden die Zellen
abzentrifugiert und in 200 ul LB-Medium resuspendiert. Dies wurde auf einer LB-Agar-Platte (mit
den entsprechenden Antibiotika) ausgestrichen und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.

Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde mit den Miniprdp und Midiprdp Kit-Systemen
der Firma Qiagen durchgefiihrt.

158



Material und Methoden

Isolierung von DNA-Fragmenten
Die gewiinschten DNA-Fragmente wurden entsprechend ihrer Laufhdhe identifiziert und die
Banden anschlieBend mit dem ,,QIAquick gel extraction kit der Firma Qiagen geméll den Angaben

des Herstellers. Die Elution der DNA erfolgte durch Zentrifugation nach Zugabe von 30 ul H,O.

Klonierung iiber die Gateway®-Methode

Hierzu wurde die LR Rekombination gewihlt, nachdem iiber PCR das Gen mit attR-Stellen
amplifiziert wurde. Hierbei wurde gemal} des Invitrogen-Protokolls verfahren. Das Gen wurde iiber
eine Topoisomerase-Reaktion gemiB Protokoll in den pCR®8/GW/TOPO-Vektor inseriert und
anschlieend tiber attL-Rekombination in das Zielplasmid transferiert. Hierzu wurden i.d.R. 100ng
Topo-Vektor mit 150 ng Zielvektor in einem Endvolumen von 8ul gemischt und die Reaktion durch
Zugabe von 2ul LR Clonase II gestartet (1h, 25°C). Zugabe von Proteinase K fiir 10 min bei 37°C
stoppte die Reaktion und der Ansatz wurde in DH5a oder Top10-Zellen transformiert.

6.3 Proteinchemische Methoden

6.3.1 Expression rekombinanter Proteine

Analytische Expression

Zur Bestimmung der Ldslichkeit verschiedener Konstrukte wurden Testexpressionen durchgefiihrt.
Hierzu wurden zwei verschiedene Ansédtze gewdhlt: Einerseits wurden die optimalen
Expressionsbedingungen  bestimmt,  andererseits ~ wurden unter gleich  bleibenden
Expressionsbedingungen verschiedene Puffer ausgewdhlt. Bei beiden Vorgehensweisen wurden je
Bedingung 20 ml des Expressionsmediums (inklusive der entsprechenden Antibiotika) mit 200 ul
einer Uber-Nacht-Vorkultur beimpft und bei 37°C im Schiittler inkubiert. Die anschlieBenden
Bedingungen variierten je nach Konstrukt und Loslichkeit. Allgemein wurden stets 3 verschiedene
Temperaturen und verschiedene Expressionsdauern getestet. Bei Variation des Puffers wurden in der
Regel verschiedene pH-Werte, unterschiedliche Salzkonzentration und der Einfluss von Glycerin
oder Detergenzien wie NP-40 und Triton X-100 untersucht.

Der Aufschluss erfolgte mittels Ultraschall (Microtip, 3x 1min bei 40% Intensitit). Das Gesamtlysat
wurde fiir 20 Minuten bei 34000g zentrifugiert und 16 ul des Uberstands mit 4 pl Limmli-Puffer
fiir die Analyse mittels SDS-PAGE abgenommen.
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Préparative Expression rekombinanter Proteine

Die Expression im préparativen Mal3stab erfolgte gemdfl den —aus den analytischen Expressionen
erhaltenen— optimalen Bedingungen. Die Zellen wurden anschlieBend 15 Minuten bei 6200g
pelletiert und im jeweiligen Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde bei -20 °C gelagert.

Genauere Angaben zu den Expressionsbedingungen finden sich im Anhang.

6.3.2 Priaparation der G Proteine (Ras und Rap)

Dieses bereits etablierte Protokoll wurde zur Aufreinigung von Ras- und Rap-Konstrukten
verwendet.

Das in Ras-Puffer (30mM Tris pH 7.5, SmM MgCl,, 5 mM DTE) resuspendierte Bakterienpellet
wurde aufgetaut, nach Zugabe einer Spatelspitze Lysozym und 200 pl DNase zunichst mindestens
30 Minuten auf Eis geriihrt und anschlieBend mit Hilfe eines Microfluidizers (zwei Durchlaufe)
vollstindig aufgeschlossen. Zur Abtrennung der Zelliiberreste und der unloslichen Bestandteile
wurde die Suspension 30 min bei 105000g (JA 30.50 Rotor) zentrifugiert und das Pellet verworfen.
Der Uberstand wurde mit 10 ml/min auf eine DEAE-Siule (Ras) bzw, auf Q-Sepharose-Siule (Rap)
aufgetragen (Sdulenvolumen: 600ml). AnschlieBend wurde ausreichend mit Ras-Puffer gewaschen
und letztendlich durch einen NaCl-Gradienten von OmM bis 500 mM iiber 2 L eluiert. Die
Ras-/Rap-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt. Ras wurde anschlieBend mit 2,4M
Ammoniumsulfat gefdllt und nach Abzentrifugation wieder in Ras-Puffer geldst. Rap-Proteine
wurden in einer Amicon-Kammer (Volumen: 150ml) durch Druckfiltration autkonzentriert.

Das erhaltene Protein wurde mittels GroBenausschlusschromatografie (S75, 1L SV) weiter
aufgereinigt und das erhaltene, reine Protein in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert. Fiir RaplA war eine weiterer Aufreinigungsschritt iiber eine 30ml Q-Sepharose-Siule

notwendig, um ausreichend reines Protein zu erhalten.

6.3.3 Standard-Protokolle der Protein-Priparation

Die eingefrorenen Bakterienzellen wurden aufgetaut, nach Zugabe einer Spatelspitze Lysozym und
200ul DNase fiir mindestens 30 Minuten auf Eis geriihrt. In der Regel wurde eine Mischung aus
verschiedenen Protease-Inhibitoren zugegeben um Proteinabbau zu verhindern. AnschlieBend
wurden die Zellen mit Hilfe eines Microfluidizers (zwei Durchldufe) aufgeschlossen und 30 min bei

105000g (JA 30.50 Rotor) zentrifugiert.
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His-Proteine

Proteine, die mit einem His-Tag kloniert wurden, wurden iiber eine, 30ml Saulenvolumen
enthaltende, Nickel-Sepharose-Sédule aufgereinigt. Der erste Waschschritt enthielt zusdtzlich zum
Protein-Puffer 20mM Imidazol, um niedrig-affin bindende Proteine zu eluieren. AnschlieBend
wurde das gewiinschte Protein mit einem Imidazol-Gradienten (0-500 mM) oder mit 500mM
Imidazol eluiert, autkonzentriert und der GréBenausschlusschromatografie zugefiihrt.

Genauere Angaben zu den Konstrukten und den Pufferbedingungen koénnen dem Anhang

entnommen werden.

GST-Proteine

Die Mehrheit der in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurden mit Hilfe des Glutathion-S-
Transferase-Tags aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte iiber Glutathion-Sepharose-Séaulen
unterschiedlicher GroBe. Im ersten Waschschritt wurde mit dem Proteinpuffer ausreichend
gewaschen. Der zweite Schritt beinhaltete einen Hochsalz-ATP-Puffer, entsprechend des vorher
verwendeten Protein-Puffers, um moglicherweise gebundene Chaperone abzutrennen. AnschlieBend
wurde wieder auf den Protein-Puffer dquilibriert um entweder das GST-Fusionsprotein mit 20mM
GSH in Protein-Puffer zu eluieren oder auf der Sdule mit TEV/Thrombin iiber Nacht das Protein
von GST zu schneiden, welches dann mit Protein-Puffer eluiert wurde.

Waurden die Proteine als GST-Fusionsproteine eluiert, erfolgte nach der Elution die TEV/Thrombin-
Spaltung des Fusionsproteins iiber Nacht.

Die weitere Aufreinigung erfolgte in der Regel {iber eine Gréfenausschlusschromatografie.

Zum Teil war es notwendig, die nicht auf der Sdule gespaltenen Proteine nochmals iiber eine im
Gelfiltrations-Puffer dquilibrierte GSH-Sédule zu geben, um noch vorhandenes GST vollstindig

abzutrennen.

Priparation Abbau-zeigender Proteine

Nach diesem Protokoll wurden unter anderem verschiedene Konstrukte von Arapl aufgereinigt, da
sie verstirkten Abbau zeigten.

Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll fiir GST-Proteine. Allerdings wurde nach der Elution
von der GSH-Sédule ein weiterer Aufreinigungsschritt iiber einen lonentauscher (Q-Sepharose, 50ml
Sdulenvolumen) durchgefiihrt. Dies ermoglicht den Vorteil einer schnellen Abtrennung eventuell

vorhandener Proteasen, wobei ebenfalls bereits vorhandene Abbauprodukte zum Teil vom
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erwiinschten Protein getrennt werden konnten. Da in der Regel eine hohere Salzkonzentration fiir
die Loslichkeit des Proteins essenziell war, wurde das Protein vor dem Auftragen auf den
Ionenaustauscher ~ stark  mit  Protein-Puffer  verdiinnt.  AnschlieBend  erfolgte die
GroBenausschlusschromatografie.

Genauere Angaben zur Aufreinigung einzelner Proteinkonstrukte sind im Anhang zu finden.

6.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Molmasse wurde eine denaturierende,
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)®**%9 yerwendet.
Ublicherweise wurden Gele mit 12%-18% Acrylamid-Konzentration verwendet, bei 5%-igem
Sammelgel. Zur Analyse unterschiedlicher Proteinproben wurden zwei verschiedene SDS-Gel-
Systeme verwendet. Als Standard-Gel wurden Tricin-haltige Gele herangezogen, die entsprechend
der Angaben unter 6.1.8 hergestellt wurden. Generell ermdglichen diese Gele eine sauberere
Trennung der Proteinbanden. Die Elektrophorese wurde hierbei unter konstanter Spannung von 100
mV durchgefiihrt.

Bestimmte Proteine (z.B. Rho-Proteine) zeigen ein auBlerordentlich schlechtes Laufverhalten in
Tricin-Gelen, weshalb hierfiir Glycin-SDS-Gele verwendet wurden. Diese wurden auch verwendet,
wenn anschlieBend ein Western-Blot durchgefiihrt werden sollte. Glycin-SDS-Gele wurden bei
konstanter Stromstirke von 36mA eingesetzt.

Die Proben wurden stets in Detergenz (DTE, B-Mercaptoethanol)-haltigem Lammli-Puffer
aufgetragen. Die Gele wurden anschliefend in Coomassie-Farbelosung fiir ca. 20 Minuten gefarbt

und in Wasser uiiber mehrere Stunden entfarbt.

6.3.5 Western-Blot

Fiir den Western-Blot von Gelen wurde das semi-trockene Verfahren gewdihlt. Hierzu wurden
Glycin-SDS-Gele in der semi-dry-Apparatur fiir 15min bei 300mA auf Nitrocellulose-Papier
iibertragen. Dieses wurde mit Poinceau-Rot gefirbt und anschlieBend in PBS-Puffer wieder
entfarbt. Die Zugabe der Antikorper erfolgte in PBS-Puffer inkl. 4% Milchpulver. Zwischen jedem
Antikorper-Schritt wurde mindestens 3-mal mit PBS (inkl. 0.1% Triton-X 100) gewaschen.

Fiir einen His-Blot, wurden Anti-His Antikdrper (rabbif) in einer Verdiinnung von 1:500 eingesetzt.
Der sekundire Antikdrper (donkey Anti-rabbit) wurde 1:2500 verwendet. Fiir die Detektion von
GST wurde Anti-GST (mouse) 1:2000 eingesetzt, wihrend der Anti-mouse Antikorper (sheep) in
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einer Verdiinnung von 1:1000 verwendet wurde.
AnschlieBend wurde die Chemoluminszenz-Reaktion mit der Peroxid-Losung und der Pico-
Luminol-Lésung von Super Signal West gestartet und auf Film {ibertragen. Als Marker wurden

entweder SDS-7 oder der Prestained marker verwendet.

6.3.6 Bestimmung der Phosphoinositol-Spezifitit (PIP-Strip)

Fiir die Bestimmung der Spezifitidt von Proteinen fiir spezifische Phosphoinositol-Derivate eignet
sich der kommerziell erhiltliche Pip-Strip-Kit der Firma Echelon Biosciences. Als Reaktionspuffer
wurde der fiir das Protein verwendete optimale Reinigungspuffer eingesetzt.

Hier wurden GST- und His-Fusionsproteine an die PIP-Derivate auf Nitrocellulose-Membran
gemal des Hersteller-Protokolls gebunden. Die verschiedenen Waschschritte erfolgten mit TBS-T-
Puffer inkl. 3% BSA.

Die Detektion der gebundenen Proteine erfolgte durch Antikorper-Detektion gegen GST oder His-
Tag (siche Western-Blot).

6.3.7 Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Bei dieser Methode erfolgt die Bestimmung der Gesamtproteinmenge durch eine Farbreaktion mit
dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250%*7,

Durch die Interaktion mit den Seitenketten von Arginin, Histidin, Lysin, Tyrosin, Tryptophan und
Phenylalanin kommt es zu einer bathochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465
nach 595 nm. Durch die Kalibrierung mit Rinder-Serum-Albumin (BSA)-Losungen wurde die

genaue Proteinkonzentration nach dem Lambert-Beer-Gesetz bei 595nm bestimmt.

Fotometrische Proteinkonzentrationsbestimmung bei 280 nm

Eine weitere Moglichkeit der Konzentrationsbestimmung ist die Absorptionsmessung bei 280 nm.
Hierbei wird das Protein in einer Losung, die 6 M Guanidin-HCI und 20 mM Phosphatpuffer (pH
6.5) enthilt, vollstindig entfaltet und die Extinktion bei einer Wellenlénge von 280 nm gemessen.
Der Extinktionskoeffizient wird theoretisch berechnet®”® und iiber das Lambert-Beer-Gesetz die

Proteinkonzentration bestimmt.
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Proteinkonzentrationsbestimmung nach Ehresmann

Die Bestimmung nach Ehresmann®*? ist eine empirische Methode, die sich nur zur Bestimmung
sehr reiner Proteinlosungen eignet. Die Bestimmung beruht auf der Messung der Absorption der
Carbonylbindungen des Proteinriickgrats nach folgender Formel:

Ay s— Ay 513,154 =c( Protein)|mg-mi""

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Ellmann

Die Bestimmung der Proteinkonzentration mit Ellmanns Reagenz®® legt die Modifikation
exponierter Cysteine zugrunde. Diese werden in Thiol-freiem Puffer (Ascorbinsdure-Puffer) mit
DTNB-Reagenz umgesetzt, wozu das Protein zundchst mit Hilfe von Ultrafiltration oder PD10-
Sdulen umgepuffert wurde. Hierbei entsteht 2-Nitro-5-thiobenzoat dessen Konzentration beim
Absorptionsmaximum von 412nm bestimmt wurde (Extinktionskoeffizient: 14150 M'cm™). Die
Bestimmung der Proteinkonzentration wird entsprechend der Anzahl der Cystein-Reste pro Protein

korrigiert.

6.3.8 Konzentrierung von Proteinen durch Ultrafiltration

Die Ultrafiltration verwendet das Molekularsieb-Prinzip. Die Membran der Konzentratoren besitzt
Poren einer genau festgelegten Grof3e, die Molekiile unterhalb der Ausschlussgrofle durchldsst und
groBere zuriickhilt.

Zur Konzentrierung sehr groler Volumina wurden Amicon-Kammern (Druckfiltration) bis zu 150ml
verwendet, wéhrend fiir mittlere Volumina Amicon-Konzentratoren der Firma Millipore und fiir
Volumina unterhalb 2 ml Ultrafree-0.5 Biomax-Konzentratoren(Millipore) verwendet wurden. Die
Porengrofle der Membranen konnte zwischen 5, 10 und 30 kDa variiert werden. Die Zentrifugation

erfolgte bei 2750g und 4 °C.

6.3.9 Analytische Ultrafiltration

Die Methode der Ultrafiltration kann ebenfalls analytisch eingesetzt werden, um die
Komplexbildung zweier Proteine zu detektieren. Hierzu wurden Ultrafree-Biomax Konzentratoren
(Millipore) verwendet. Die AusschlussgroBe der Molmasse wurde so gewdhlt, dass der kleinere
Interaktionspartner permeabel ist, wihrend der groBere im Uberstand verbleibt. Je nach Erfolg
wurde Glycerin im Puffer verwendet, um durch eine erhohte Puffer-Hydrophobizitit eine bessere

Permeabilitdt der Proteine zu erreichen. Hierzu wurden i.d.R. 0.5 mg des groBeren Proteins (z.B.
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Sos) und ein 5-facher molarer Uberschuss des kleineren Proteins (z.B. Ras*GNP) eingesetzt. Als
Reaktionspuffer wurde der fiir das Protein verwendete optimale Reinigungspuffer iibernommen. Als

Kontrolle diente stets ein Ansatz, der nur das kleinere Protein enthielt.

6.3.10 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen mit Iaedans

Fir die Markierung eines Proteins mit einem Fluoreszenzfarbstoff wurde 5-[2-(2-
Iodacetamido)ethylamino]-naphthalen-1-sulfonsdure (Iaedans) verwendet, welches iiber die
Thiolgruppe an Cysteine gekoppelt wird.

Hierzu wurde das Protein durch Ultrafiltration oder Verwendung von PD10-Gelfiltrationsséulen in
einen Ascorbat-haltigen Puffer (SmM) {iberfiihrt, um vorhandene Thiole abzutrennen. Die Reaktion
erfolgte {iber Nacht bei 4°C bei einem 10-fach molaren Uberschuss von Iaedans (gelost in DMSO).
Der Uberschuss des unreagierten Edukts wurde durch Gelfiltration (S75 10/30) entfernt. Der Erfolg
der Reaktion wurde durch ESI-MS-Messungen des Produkts, und durch den Vergleich der
Proteinkonzentration mit der Aedans-Konzentration bestimmt. Aedans besitzt ein

Absorptionsmaximum bei 336nm mit einem Extinktionskoeffizienten von 5700 cm™ M.

6.3.11 Nukleotidaustausch und -Befreiung von G Proteinen

G Proteine der Ras-Familie weisen in der Regel eine nahezu hundertprozentige Beladung mit
Nukleotid auf. Je nach Protein handelt es sich hierbei verstirkt um GDP oder GTP. Die verwendete
Methode des Nukleotidaustauschs wird dabei durch die Art des gewlinschten Nukleotids bestimmt.
Nicht-hydrolysierbare Nukleotid-Analoga, wie bsp. GppNHp, werden unter Zuhilfenahme der
Alkalischen Phosphatase ausgetauscht. Hydrolysierbare Nukleotide, wie GDP oder GTP, miissen
iiber die EDTA-Methode dem G Protein zugefiihrt werden.

Nunkleotidaustausch mit Hilfe Alkalischer Phosphatase

Der Austausch iiber die Verwendung von Alkalischer Phosphatase hat zum Vorteil, dass die
Austauschreaktion vollstandiger ist. Der Erfolg wird allerdings maB3geblich durch die Anwesenheit
des sog. Austauschpuffers bestimmt, der ZnCl, und (NH4),SO, enthilt. Dieser wird in einer End-
Konzentration von 0,2 M Ammoniumsulfat und 10uM ZnCl, als 10x Puffer eingesetzt. Die
Alkalische Phosphatase wurde in einer Konzentration von 0.5-10 U/mg Protein eingesetzt, je nach

Erfolg der Reaktion.
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Austausch zu mant-GppNHp:

In der Regel wurden fiir den 0.5 bis 1 mg Protein verwendet. Das Nukleotide wurden in einem 1,5
bis 5-fachen molaren Uberschuss eingesetzt. Die Reaktion erfolgte iiber Nacht bei 4°C und der
Erfolg der Reaktion wurde anschlieBend mittels HPLC {iiberpriift. War der Austausch nicht zu
mindestens 95% erfolgreich wurden weiteres Nukleotid und Alkalische Phosphatase zugegeben.
Austausch zu GppNHp:

Fiir Ras wurde ein Ansatz von 30mg Protein durchgefiihrt. Das Nukleotid wurde in einem 5-fachen
molaren Uberschuss zugegeben. Die Reaktion erfolgte bei 4°C iiber Nacht. Alle anderen Proteine
wurden in einem Ansatz von S5mg eingesetzt, bei einem Nukleotidiiberschuss von ebenfalls 5-facher
molare Konzentration.

Die Abtrennung der Alkalischen Phosphatase (100kDa), des Austauschpuffers und des
iiberschiissigen Nukleotids erfolgte mittels Gelfiltration (S75 10/30).

Nukleotidaustausch mit EDTA

Mit EDTA wurden die Nukleotide GDP, GTP, mGDP und tamra-GTP ausgetauscht. Hierbei wird
die Affinitdt des Nukleotids zum G Protein durch Komplexierung des Magnesium-lons verringert
und durch Zugabe eines hohen Uberschusses des gewiinschten Nukleotids wird dieses verstirkt an
das G Protein gebunden. Der Austausch-Puffer enthélt entsprechend kein Magnesium.

Hierzu wurden 20 mM EDTA und ein 20-50-facher molarer Uberschuss des Nukleotids eingesetzt.
Der Austausch zu den mant- und tamra-Nukleotiden erfolgte in einem Ansatz von 0.5mg Protein,
wiéhrend der Austausch zu GDP und GTP in einem groBeren Ansatz von 5mg durchgefiihrt wurde.
Die Uberfithrung in einen Mg?*-haltigen Puffer und die Abtrennung des EDTA und des
iiberschiissigen Nukleotids erfolgte liber Gelfiltration (S75 10/30).

Nukleotidaustausch von Rap zu Rap*GDP

Rap-Proteine zeigen eine sehr hohe Nukleotidaffinitdt und eine langsame Nukleotiddissoziation
auch in Anwesenheit von EDTA (siehe Ergebnisteil). Dies hat einerseits zur Folge, dass Rap nach
der Aufreinigung aus Bakterienzellen mehrheitlich GTP-gebunden auftritt und andererseits der
Austausch mit EDTA nur sehr langsam erfolgt. Um GDP-gebundenes Rap zu erhalten wurde
dementsprechend RaplGAP (Dank an B. Sot) eingesetzt, dass fiir 30 Minuten in einem 2-fachen
Uberschuss eingesetzt wurde. Dies wurde entweder in der Losung belassen oder iiber eine

Gelfiltration abgetrennt.
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Nukleotidbefreiung

Um die Hydrolyse von Rho-Proteinen messen zu kdnnen, miissen diese ,,Nukleotid-befreit werden,
da die intrinsische Hydrolyse zu schnell ablduft, als dass ein Austausch zu GTP nach dem
Standardprotokoll sinnvoll wére. Hierzu wurden 2 mg Protein (RhoA c', CDC42 c', Racl c') mit
bead-gekoppelter Alkalischer Phosphatase (5 U/mg) inkubiert, bei einem 1.5-fachen Uberschuss
von GppCp. Hierbei musste darauf geachtet werden, dass der Reaktionsansatz nicht hoher als ImM
konzentriert war, da sonst die Rho-Proteine prézipitierten. Dies war insbesondere bei RhoA F25N
der Fall. Ebenfalls wurde Austauschpuffer in oben beschriebener Konzentration zugegeben. Die
Reaktion erfolgte iiber Nacht bei 4°C und der Erfolg des GDP-Abbaus mittels HPLC iiberpriift. Die
vollstandige Abtrennung der bead-AP erfolgte durch mindestens 5-maliges Abzentrifugieren und
Entnahme des Uberstandes.

AnschlieBend wurden dem Ansatz 2U/ml Phosphodiesterase zugegeben, um das gebundene GppCp
zu hydrolysieren (4°C). Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch 2-maliges Einfrieren in fliissig
N, und Auftauen. Der Erfolg des vollstdndigen Nukleotid-Abbaus wurde mittels HPLC {iberpriift.
Ein Austausch des Puffers um die Nukleotide und die Alkalische Phosphatase abzutrennen ist nach
dieser Methode nicht mdglich, da die G Proteine prizipitieren wiirden. Die Lagerung erfolgte bei

-80°C.

6.3.12 Affinititsprizipitation (Pull-down)

Diese Methode wurde zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen eingesetzt. Hierbei lag ein
Bindungspartner stets als GST-Fusionsprotein vor und wurde an GSH-Sepharose-beads
immobilisiert. Dieser Ansatz wurde mit einem molaren Uberschuss des Interaktionspartners
gesittigt und anschlieBend mindestens 4-mal mit Puffer gewaschen (Ausnahme: G Protein-
Spezifitits-Experiment mit Arapl: Nur 1-mal gewaschen). Als Reaktionspuffer wurde der fiir das
Protein verwendete optimale Reinigungspuffer eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente die Zugabe
des Interaktionspartners zu beads, ohne Protein, bzw. zu GST-beladenen beads. Die Detektion
erfolgte mit Hilfe von SDS-Gelen (Glycin und Tricin). Die Proteine wurden von den beads durch
direkte Zugabe von Reaktions-Puffer und Lammli-Puffer zum Reaktionsansatz nach der letzten
Abnahme des Uberstands eluiert. 1. d. R. wurde der Uberstand vollstindig auf das Gel aufgetragen.
Zum Vergleich wurde der Uberstand des ersten Zentrifugationsschrittes ebenfalls aufgetragen.

Fiir genauere Angaben, siche Ergebnisteil.
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6.3.13 Analytische Protease-Spaltung

Die analytische Protease-Spaltung dient der Detektion der Proteinstabilitét, der Bestimmung stabiler
Konstrukte und der Identifizierung stabiler Komplexe. Hierzu wurden Trypsin und Chymotrypsin in
Konzentrationen von 0.01-0.2 mg/ml eingesetzt, was etwa 0.002-0.05 pg Protease pro pg Protein
entspricht. Die optimale Konzentration wurde jeweils fiir jedes Experiment einzeln festgelegt. Die
Reaktion erfolgte entweder bei 4°C oder bei Raumtemperatur im Protein-Puffer. Zu bestimmten
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und auf ein Gel aufgetragen. Das Gesamtprotein jeder

Probe entsprach dabei i.d.R. 10 pg.

6.4 Biophysikalische Methoden

6.4.1 Bestimmung der Nukleotidbeladung iiber Umkehrphasen-HPLC

Der Nachweis von Nukleotiden kann iiber die Umkehrphasen-Hochdruck-Fliissigchromatografie
(reversed-phase HPLC) erfolgen. Hierbei werden die negativ geladenen Phosphat-Gruppen der
Nukleotide mit positiv geladenen Tetrabutylammonium (TBA)-lonen maskiert, die im polaren
Losungsmittel enthalten sind. Als Sdulenmatrix dient eine Nucleosil-C18-Saule. Um die Laufzeit zu
optimieren wurde dem Puffer 7.5% Acetonitril zugefiigt. Da mant-markierte Nukleotide eine
erhohte Retentionszeit aufwiesen, wurde entsprechend der Acetonitril-Anteil auf 25% erhoht.

Die Detektion der Nukleotide erfolgte fotometrisch bei einer Wellenlinge von 254 nm. Uber eine
Kalibrierung mit Nukleotidstandards kann anschlieBend die Nukleotidkonzentration durch

Integration der Peak-Flachen bestimmt werden.

Hydrolysemessungen unter Bestimmung der Nukleotidkonzentration mittels HPLC

Die Bestimmung der Nukleotidkonzentration mittels HPLC ermoglicht Hydrolysemessungen iiber
den Vergleich von GTP zur Gesamtnukleotidmenge. In der Regel wurden 100 uM G Protein und
variierende Mengen GAP — je nach Aktivitdt — eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
GAP gestartet und Proben (25 pl) zu bestimmten Zeitpunkten entnommen und die Reaktion in
fliissigem Stickstoff gestoppt. Zur Auswertung wurden diese fiir 1 Minute bei 95°C denaturiert und
der Nukleotidgehalt des Uberstandes bestimmt. Normiert wurde auf den Anfangsgehalt von GTP im
Vergleich zu ([GTP]+[GDP]).
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6.4.2 ESI-MS

Zur Bestimmung der Molekiilmasse von Proteinen wurde die Elektrospray-lonisation-
Massenspektrometrie eingesetzt. Dies wurde in der Abteilung von Prof. Waldmann vom technischen
Personal durchgefiihrt. Dabei wurde eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml in einer Losung mit
10% Acetonitril hergestellt, die mit Hilfe der ,,Protein-Methode* vermessen wurde. Hierbei wird die
Probe tiber HPLC (5% Acetonitril) in Proteinfraktionen aufgetrennt und diese einzeln der ESI-MS

zugefiihrt (LCQ-Massenspektrometer). Die Auswertung erfolgte mit dem BioWorks-Programm.

6.4.3 Fluoreszenzspektroskopie

Molekiile werden von Photonen mit einer Energie im sichtbaren oder ultravioletten Bereich
elektronisch angeregt. Die Desaktivierung des angeregten Zustands kann dabei strahlend,
strahlungslos oder iiber thermische Dissipation erfolgen. Eine Moglichkeit der strahlenden
Desaktivierung ist die Emission eines Photons mit geringerer Energie als der des absorbierten
Photons, in Form von Fluoreszenz. Die Energie des Photons ist geringer, da das angeregte Molekiil
StoBe mit seiner Umgebung erfahrt und so Schwingungsenergie verliert.

Dadurch ist die Fluoreszenz abhingig von der Umgebung des Fluorophors, wobei insbesondere die
Polaritit des Losungsmittels den Anteil der strahlungslosen Ubergiinge (quenching) bestimmt.

Das Messprinzip der Fluoreszenzspektroskopie beruht auf diesem Effekt, dass sich
Fluoreszenzintensitdt und -Wellenldnge aufgrund einer gednderten chemischen Umgebung des
Fluorophors bei Interaktion mit einem anderen Molekiil #ndert. Insbesondere der Ubergang von
Protein-gebundenem Fluorophor zum stark quenchenden Wasser ruft eine hohe Fluoreszenz-
Anderung hervor.

In dieser Arbeit wurden folgende Fluoreszenz-Farbstoffe eingesetzt:

Tabelle 23: Anregungs- und Emissionswellenliingen der verwendeten Fluorophore

Anregung Emission Ex't.-Koeff. € Stopped-.ﬂow
[nm] bei Anr. cut-off Filter
Mant 360 450 22600 M'ecm™ 408
Tamra 546 583 78000 M'ecm™ 570
Aedans 336 490 5700 M'em™ 475
Edans 335 493 5900 M'cm’! 475
MDCC 425 465 46800 M'cm™ 455
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Fluoreszenztitration

Die Affinititsbestimmung iiber Fluoreszenztitration erfolgte in den Fluoromax-Spektrometern.
Hierzu wurden an mant-Nukleotide gebundene G Proteine, bzw. Aedans-markierte Proteine in einer
Konzentration von 100nM bis 5 uM, je nach Affinitdt, vorgelegt und Proteinlosungen des
vermeintlichen Interaktionspartners zutitriert. Das verwendete Spektrometer war mit einem 4-fach
Kiivettenwechsler ausgestattet, was die parallele Aufnahme von 4 Messreihen ermdglichte. Die
Schlitzbreiten wurden in der Regel auf 1x1 mm (Anregung) und 2x2 mm (Emission) eingestellt.
Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten (Kp) wurden die Mittelwerte jedes Titrationsschrittes
ermittelt und gegen die zugegebene Proteinkonzentration aufgetragen. Mit Hilfe des Programms
GraFit 5 (Erithacus Software Ltd.) wurde eine quadratischen Bindungskurve an die Messwerte

gemil der folgenden Gleichung®*! angepasst.

F=FO+<F€_F0)'([A]O+[B]O+KD)_\/([A]0+[B]0+KD)2_4'[A]O'[B]O

2[ 4],
F: Gesamt-Fluoreszenz Fo: Grund-Fluoreszenz
F.: Fluoreszenz nach Beendigung der Titration [A]o: Anfangskonzentration des Stoffs A

[BJo: Anfangskonzentration des Stoffs B

Die nummerische Bestimmung der Parameter ergibt den Wert der Dissoziationskonstanten Kp.

Polarisationstitration

Die Polarisationstitration verwendet die Eigenschaft eines Fluorophors, linear polarisiertes Licht
aufgrund seiner Rotation in eine andere Raumrichtung als Fluoreszenz abzugeben. Hierzu ist jedoch
die Eigenschaft notwendig, dass die Rotationsgeschwindigkeit im Vergleich zur
Fluoreszenzlebensdauer ausreichend grof} ist, um den Fluoreszenzvektor messbar d&ndern zu kdnnen.
Das ist abhingig von der Rotationsdiffusionskonstante, die ihrerseits vom molaren Volumen und
damit anndherungsweise von der Masse des Fluorophors abhingig ist.

Dies kann fiir Affinitditsmessungen eingesetzt werden, falls sich die apparente Molmasse des
Fluorophors durch Bindung an ein weiteres Molekiil ausreichend dndert.

Der experimentelle Ansatz, sowie die anschlieBende Auswertung erfolgten in Analogie zur
Fluoreszenztitration.

Die Polarisation ist gemdf3 folgender Gleichung definiert:
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P=I -G-1,
]||+G'[J_

I}: Fluoreszenz-Intensitét in Einstrahlrichtung

L1: Fluoreszenz-Intensitét in 90° zur Einstrahlrichtung

G: Geritekonstante

GEF-Versuch

Die Bestimmung der GEF-Aktivitdt eines Proteins wird ebenfalls mit Hilfe der Fluoreszenz-
Spektrometer vorgenommen. Hierzu wurde Fluoreszenz-markiertes mant-Nukleotid (i.d.R. mGDP)-
beladenes G Protein in einer Konzentration von 150nM vorgelegt und das GEF-Protein in
unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben. Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 10
uM unmarkierten GDPs. Bei der Messung der Rap-GEFs Epacl und Epac2 wurden jeweils 1 mM
cAMP zugegeben.

Die Auswertung erfolgte durch Anpassung einer monoexponentiellen Funktion an die Messwerte

mit Hilfe des Programms Grakit 5.

GDI-Versuch

Haufig  zeigen Interaktionspartner von G  Proteinen keine  Fluoreszenz-  oder
Polarisationsdnderungen, obwohl eine Bindung stattfindet. Eine indirekte Bestimmung, die nicht
von einer direkten Fluoreszenzinderung abhingig ist, ist die Bestimmung der Affinitdt iiber den
sog. GDI-Versuch. Hierbei macht man sich die Tatsache zunutze, dass G Protein-Effektoren an den
dimeren Komplex aus Nukleotidtriphosphat und G Protein binden und so eine Stabilisierung des
Dimers hervorrufen, die sich in einer verminderten Dissoziationsrate (off-rate) des Nukleotids vom
G Protein dulert. Dieser Effekt sollte eine Konzentrationsabhingigkeit des Effektors aufweisen,
wodurch die Affinitdtskonstante bestimmt werden kann.

Der Versuchsaufbau entspricht der Durchfiihrung der GEF-Versuche, nur dass mit mant-GppNHp
beladene G Proteine in unterschiedlicher Konzentration (je nach angenommener Affinitit zum
Effektor) eingesetzt wurden. Die Zugabe des Effektors erfolgte ebenfalls in unterschiedlichen
Konzentrationen. Gestartet wurde die Reaktion mit 10 uM GDP.

Schnelle Kinetik iiber Stopped-Flow-Messungen

Reaktionen, die zeitlich mittels der Fluoreszenzspektrometer nicht mehr aufgeldst werden kdnnen
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(u.a. Hydrolyse-Messungen, G-Protein-Effektor-Assoziation), wurden mit Hilfe einer Stopped-
Flow-Apparatur (Applied Photophysics SX16MV) aufgenommen. Auf diesem Weg kann die
Kinetik sehr schneller Reaktionen fluoreszenzspektroskopisch gemessen werden. Die Exzitation
erfolgt jeweils bei der Anregungswellenldnge des Fluorophors (s.o.), wihrend das Emissionssignal
hinter einem Kantenfilter bei Wellenldngen zwischen Anregung und Emission aufgenommen wurde.
Die Auswertung erfolgte auch hier mit dem Programm GraFit Version 5.0 (Erithacus Software

Lid).

Hydrolysemessungen mittels MDCC-markiertem Phosphate-Binding-Protein (PBP)

Fiir die Bestimmung der Hydrolyse eignet sich N-(2-[ 1-Maleimid]-ethyl)-7-diethylaminocoumarin-
3-carboxamid (MDCC)-markiertes PBP (grofler Dank an M. Miertzschke), welches durch die hoch-
affine Bindung freien Phosphats das Fluoreszenzsignal dndert®****, Dies kann genutzt werden, um
die Konzentration des Phosphats nach Hydrolyse von Nukleotiden zu bestimmen. Der Unterschied
zu HPLC-Messungen besteht in der Detektion der Phosphat-Freisetzung und nicht in der
Bestimmung der direkten Hydrolyse.

Stopped-flow Messungen:

Fiir die Bestimmung der Hydrolyseaktivitit von RhoA, CDC42 und Racl bei Ab- und Anwesenheit
eines GAPs wurden 0,5 uM Nukleotid-befreites G Protein und 10uM MDCC-PBP eingesetzt.
Hierzu wurden GAP-Proteine in unterschiedlicher Konzentration sowie 0,25uM GTP
(Endkonzentration) zugegeben und die Fluoreszenzédnderung im Stopped-flow-Gerdt bei 25°C
verfolgt.

Die Auswertung erfolgte durch Angleichung einer monoexponentiellen Funktion, da es sich um

single-turnover-Bedingungen handelte.

Messung mit dem Fluoreszenzspektrometer:

Fiir Hydrolysemessungen im Spektrometer wurden 2 pM G Protein, 1 uM GTP und 20 uM MDCC-
PBP eingesetzt, die Phosphatfreisetzung zeitaufgeldst verfolgt und durch eine monoexponentielle
Funktion ausgewertet. GAP wurde in der Regel im Uberschuss fiir single-turnover-Reaktionen

eingesetzt.
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6.4.4 Isotherme Titrationskalorimetrie
Bei der Isothermen Titrationskalorimetrie wird die Warmetdnung einer Reaktion als Messsignal
genutzt, so dass neben der Affinitdtskonstanten direkt die Reaktionsenthalpie erhalten wird. Eine
Bestimmung der freien Reaktionsenthalpie ist iiber folgende Gleichungen moglich:
AG’=—RTIhK,
AG’=AH"-TAS’
Das Messprinzip liegt darin, dass eine Referenzzelle bei konstanter Temperatur gehalten und diese
gemessen wird. FEine Wirmeédnderung in der Messzelle hat zur Folge, dass der
Temperaturunterschied iiber eine Verringerung oder Erhdhung des Heizstroms ausgeglichen werden
muss. Diese Stromédnderung wird zeitabhidngig detektiert. Der Ligand wird robotergesteuert in
zeitlich konstanten Intervallen zugegeben und die Anderung des Heizstroms anschliefend iiber die
Zeit integriert und mit der konstanten Heizspannung multipliziert, um so die Messgroflen geméal

folgender Gleichung zu bestimmen:

1O _ el 1=(4r)2-X/2
Vo dlAl, 2 XP-2X(1=r)+(147)
r=1/Ku[Blo
X =[A]«/[B]o
Vo: Zellvolumen
dQ: Anderung der Wirmetdnung
d[A]o: Anderung der zutitrierten Menge von A

Die Konzentrationen der Losungen wurden entsprechend der optimalen Signalhohe ausgetestet und

eingesetzt.

6.5 Kristallisation

Um ein Protein zu kristallisieren, wird dieses in einem optimalen Losungsmittel geldst. Durch
Verlust an Solvens (Verdampfung) gelangt die Losung in einen iibersittigten Bereich und die
Kristallnukleus-Bildung beginnt. Dadurch wird der Losung wieder Protein entzogen und weiteres
iiberschiissiges Losungsmittel verdampft. Durch dieses Prinzip entstehen ausreichend grof3e
Kristalle, die zur rontgenkristallografischen Untersuchung geeignet sind.

Die Wahl der Losungsmittelzusitze ist essenziell, da sie die Ldoslichkeit und die
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Wachstumsgeschwindigkeit der Proteine beeinflussen. Zusdtzlich erhéhen sie die effektive
Konzentration des Proteins, indem sie das Wasser immobilisieren (salting-out).

4 . Loslichkeitskurve

Protein-
Konzentration

Ubersattigter Bereich

Lésung * * Nukleus-Bildung

* Kristall-Wachstum

>
Parameter

Abbildung 76: Loslichkeitskurve fiir ein Protein als Funktion z.B. der Salzkonzentration

Die Kristallisation wurde nach der Methode des hidngenden und der Methode des sitzenden
Tropfens durchgefiihrt. Beim hingenden Tropfen wurden Linbro-Platten mit 24 Vertiefungen
verwendet. Das Protein wurde in der Regel in 1pl+1ul Mischungen mit der Reservoir-Losung
(Volumen: 1ml) eingesetzt.

Die Methode des sitzenden Tropfens wurde in 96er Ansitzen verwendet (Greiner und Corning), die
von einem Roboter (Mosquito) pipettiert wurden. Die Proteinlosung und die Prézipitanz-Losung

wurden im Verhéltnis 200 nl zu 200 nl gemischt. Das Reservoirvolumen betrug 70 pl.
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