7 ZUSAMMENFASSUNG

TraG/VirD4-dhnliche Proteine sind essentielle Komponenten bakterieller Typ IV Sekre-
tionssysteme. Thre Funktion besteht wahrscheinlich im Transport definierter Substrate
durch die innere Membran. Die fiir daflir benotigte Energie wird moglicherweise durch
Nukleotid-Hydrolyse gewonnen, denn TraG/VirD4-dhnliche Proteine wurden aufgrund
von Sequenzmotiven als potentielle Nukleotid-Hydrolasen (NTPasen) identifiziert. In
der vorliegenden Arbeit wurden vier Vertreter der Familie der TraG/VirD4-adhnlichen
Proteine biochemisch charakterisiert und zum Teil genetisch analysiert: TraG (RP4),
TrwB (R388), TraD (F) und HP0524 (H. pylori). Diese Proteine besallen eine sequenz-
unspezifische DNA-Bindungsaffinitit und hatten eine ausgeprigte Tendenz zur Oligo-
merisierung. Entgegen der Vorhersage konnte keine NTPase Aktivitét in vitro nachge-
wiesen werden. Es wurde jedoch gezeigt, dal ATP durch TraG gebunden wurde, so wie
es schon fiir TrwB beschrieben worden ist. Zusidtzlich zur ATP-Bindung konnte eine
ADP-Bindung nachgewiesen werden. Andere Nukleotide (GTP, CTP, UTP, dTTP) wur-
den als Kompetitoren zu ATP ebenfalls gebunden. DNA- und Nukleotid-Bindung waren
miteinander konkurrierende Aktivititen, die beide durch Mg®" inhibiert wurden. Mittels
Oberfldchen-Plasmonresonanz (SPR) -Technologie wurde gezeigt, daB TraG mit dem
fiir die Sekretion essentiellen Protein Tral interagiert. Dies war der erste direkte Beweis
fiir solch eine Interaktion. Eine Topologieanalyse von TraG ergab, dal TraG einen
Membrananker nahe dem N-Terminus besitzt. Durch Insertions-Mutagenese wurden
funktional essentielle Domdnen von TraG identifiziert. Nach Sequenzvergleich mit
TrwB, dessen Kristallstruktur bekannt ist, konnten die so identifizierten Doméinen den
strukturellen Determinanten des Proteins zugeordnet werden. Deletions- und Punktmu-
tanten von TraG und TrwB wurden gereinigt und charakterisiert. Dadurch wurde ge-
zeigt, daB3 die cytoplasmatische Domine auch ohne Membrananker sowohl an DNA, als
auch an Nukleotide bindet. Hingegen gingen die Fihigkeit zur Oligomerisierung und
zur Interaktion mit Tral verloren. Letzteres lieB vermuten, dal die Oligomerisierung
Voraussetzung fiir die Bindung an Tral ist. Punktmutation im konservierten Walker A
Sequenzmotif (P-loop) von TraG hatte eine signifikante Abschwichung der Nukleotid-
bindung zur Folge, die Tral- und DNA-Bindungsaffinititen blieben hingegen unverin-
dert. In dieser Arbeit konnten die verschiedenen Aktivititen von TraG und TrwB struk-
turell und funktionell voneinander getrennt werden. Die vergleichende Analyse ver-
schiedener Vertreter der VirD4/TraG-dhnlichen Proteine leistete einen entscheidenden

Beitrag zur Aufklarung der Funktion dieser Schliisselkomponente der Typ IV Sekretion.
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