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1 Einleitung

1.1 Shigellose

Shigellen sind Erreger einer Gastroenteritis und der klassischen bakteriellen Dysenterie (Ruhr),
die vor allem in Entwicklungsldndern endemisch auftritt. In Deutschland wurden 2004 1149
Falle (Epidemiologisches Bulletin, RKI, 2. September 2005) [221] und 2005 1168 Falle (RKI,
Epidemiologisches Bulletin vom 31. Marz 2006) gemeldet, wobei Infektion, Erkrankung und Tod
meldepflichtig sind. Weltweit treten geschatzte 163,2 Millionen Falle von Shigellose auf, von
denen ca. 1,1 Millionen Falle tddlich verlaufen. Hierbei tragen Kinder bis zum 5. Lebensjahr die
Hauptlast mit 69 % aller Infektionsfalle und 61 % aller Todesfalle [142].

Die Inkubationszeit betragt ein bis sieben Tage, mit einer durchschnittlichen Inkubationszeit von
drei Tagen, wobei die geringe Dosis von unter 100 Bakterien zur Infektion ausreicht [68]. Die
Infektion erfolgt in der Regel als Schmierinfektion oder Gber kontaminierte Lebensmittel und

Trinkwasser [15].

Klinische Zeichen einer Shigellendysenterie sind starke krampfartige Bauchschmerzen,
mukdse, blutige oder wassrige Diarrhoe, Fieber und Erbrechen [67, 166]. Besonders schwer
betroffen sind Kleinkinder und alte Patienten. Bei sonst gesunden und gut ernahrten Patienten

ist die Shigellose selbstlimitierend und dauert nicht langer als sieben Tage.

Im Rahmen einer Infektion mit dem Ruhrerreger kann es zu lokalen Komplikationen wie
toxischem Megakolon, intestinaler Obstruktion [16], Perforationen des Kolons oder zu
systemischen Komplikationen wie Bakteriamie, metabolischen Stérungen, zentralnervésen
Stérungen und dem Hamolytisch-Uramischen Syndrom kommen. Diese treten vor allem bei
Kindern und Kleinkindern in Entwicklungslandern auf [15]. Nach Infektion besonders mit S.

flexneri kann ein Reiter-Syndrom auftreten [76].

Erstmals beschrieben wurden Shigellen 1898 von dem japanischen Bakteriologen Kiyoshi
Shiga [241]. Von diesen fakultativ anaeroben, unbegeifelten, Gram-negativen Stabchen gibt es
vier Serotypen: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei. Fur eine Infektion beim
Menschen sind vor allem S. flexneri und S. sonnei verantwortlich. Die schwerwiegendsten
Infektionen werden von S. dysenteriae verursacht, welches auch das Shiga-Toxin produziert

und epidemisch auftreten kann [197].

Neuere Untersuchungen des Shigellengenoms haben zu einer neuen Einordnung der Shigellen
als ,Cluster” innerhalb der E. coli-Stdmme gefiihrt. Insgesamt haben sich verschiedene

Shigellencluster siebenmal aus E. coli entwickelt [210].

Die meisten Untersuchungen zur Pathogenese wurden an S. flexneri durchgefiihrt, lassen sich

aber vermutlich auch auf die anderen Serotypen Ubertragen.

Eine Infektion mit Shigellen erfolgt nach Inokulation einer geringen Menge Bakterien (10-200



Bakterien) [68]. Diese geringe Infektionsdosis ist ausreichend, da die Bakterien kurzzeitig
saureresistent sind und den Magen unbeschadet passieren kdnnen [15]. Dies bedeutet, dass
eine Vermehrung der Bakterien in Lebensmitteln oder im Trinkwasser nicht nétig ist, sondern es

zu einer direkten fakal-oralen Ubertragung von Mensch zu Mensch kommen kann.

Anschlief3end vermehren sich die Shigellen im Dinndarm, ehe eine wesentlich héhere Zahl an
Shigellen in das Kolon gelangt [101]. Die primare Infektion der Dickdarmschleimhaut erfolgt im
Rektosigmoid. Von hier aus kommt es zu einer retrograden Ausbreitung der Infektion, die in

schweren Fallen bis zur lleozokal-Klappe reichen kann [252].

Histologisch wird die Shigellose als eine entziindliche Erkrankung des Kolons beschrieben. Auf
der luminalen Seite des befallenen Kolonepithels wird ein hamorrhagisches Exsudat
beobachtet, das abgestoflene Epithelzellen, neutrophile Granulozyten, Erythrozyten, Fibrin
sowie massenhaft Shigellen enthalt. Die darunterliegende Epithelschicht zeigt ausgepragte
Nekrosen und Erosionen, oft sind groRe Epithelflachen abgeldst. Ulzera treten bereits in sehr
frihen Stadien der Erkrankung, vor allem im Bereich der schleimhautassoziierten Lymphfollikel
(Peyer-Plaques) auf. Die befallene Darmschleimhaut ist massiv mit neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten und Makrophagen infiltriert und erscheint 6dematés und hyperamisch. Die
Interzellularspalten zwischen den Epithelzellen sind verbreitert und werden durch
transmigrierende Leukozyten noch starker aufgeweitet. Die Kolonepithelzellen selbst zeigen
haufig Degenerationszeichen. Shigellen sind in den Interzellularspalten, in Makrophagen oder
neutrophilen Granulozyten zu sehen. Innerhalb der Epithelzellen sind sie sowohl in Vakuolen

eingeschlossen, als auch frei im Zytoplasma zu finden [164, 165].

1.2 Die Virulenzfaktoren von Shigella sind auf einem Plasmid und

chromosomal kodiert

Die Pathogenitatsfaktoren von Shigella werden auf einem Virulenzplasmid sowie im Genom
kodiert. Das Plasmid ist 200 kb lang, wobei ein 31 kb langer Abschnitt fur die Infektiositat und
Pathogenitat von Shigella verantwortlich ist [169, 224, 233]. Dieser Abschnitt umfasst 34 Gene
und kann in zwei Regionen eingeteilt werden, deren Gene in entgegengesetzter Richtung
abgelesen werden [36]. Die Pathogenitatsfaktoren auf dem Plasmid umfassen Faktoren, die fur
die Invasion in Epithelzellen zustandig sind (Invasion plasmid antigen IpaA-D; Invasion plasmid
Gene IpgA-C und VirA), solche, die fur die inter- und intrazelluldre Motilitdt bendtigt werden
(IcsA, lcsB) und ein Typ IlI-Sekretionssystem (membrane expression of invasion plasmid
antigen, mxi-Locus und surface presentation of Ipa antigens, spa-Locus). Auf dem Plasmid
befinden sich auflerdem Regulationsfaktoren (VirF, VirB) fir die Expression der oben
genannten plasmidkodierten Faktoren [36, 63, 103, 129, 151, 203, 276-278]. Zudem befindet
sich auf dem Plasmid noch eine Vielzahl weiterer Gene bzw. mdglicher Gene, deren Funktion
bislang noch nicht geklart ist [36, 278].



Ein Teil der genomischen Pathogenitéatsfaktoren werden auf vier Pathogenitatsinseln (SHI-0 bis
SHI-3) kodiert, die bei den jeweiligen Shigella-Spezies unterschiedlich lokalisiert und
ausgepragt sind [120, 129, 192, 288, 302]. Auf der Shigella-Pathogenitatsinsel 0 (SHI-0)
befinden sich verschiedene Faktoren, die die Lipopolysaccharid (LPS)-Synthese kontrollieren
[103, 184, 192, 203]. SHI-1 kodiert fir die Proteasen Pic und SigA sowie das Enterotoxin
ShET1 [105, 192, 302] und auf SHI-2 befindet sich Aerobactin, ein virulenzassoziiertes
Eisentransportsystem [149, 184, 189]. Weitere chromosomale Pathogenitatsfaktoren kommen
aulerhalb der Pathogenitatsinseln des Shigella-Genoms vor. Dazu gehdéren VirR (auch
Histone-like nucleoid structuring Protein (H-NS)), ein temperatursensibler Regulator fiir die
Plasmid-Regulationsfaktoren VirB und VirF [170], der im Zusammenspiel mit
temperaturinduziertem DNA-Supercoiling tber die Bindung an VirF und VirB deren Aktivitat bei
30 °C inhibiert [63, 203, 267] und der OmpR-envZ-Locus, ein osmolaritatssensibler Regulator
der plasmidkodierten Vir Gene [18, 19, 62, 63].

Ebenfalls chromosomal kodiert wird das nur bei S. dysenteriae vorkommende Shiga-Toxin, ein
Zytotoxin, das durch Gefalschadigung zu einer Intensivierung der Koloninflammation mit
Blutbeimengung im Stuhl fihrt [78, 172, 203, 302].

Die Virulenzfaktoren werden nicht konstitutiv exprimiert, sondern durch bestimmte Stimuli
aktiviert. So werden sie bei 37 °C, bei einer Erhéhung der Osmolaritat sowie bei
Zellmembrankontakt eingeschaltet [169, 170, 174, 233]. Die Expression der Ipa-Invasine und
damit die Invasivitdt der Shigellen sind zudem abhangig von dem Wachstumsstadium der
Bakterien. Besonders hohe Titer werden von Shigellen wahrend ihrer exponentiellen

Wachstumsphase sezerniert [186].

1.3 Invasion als wesentlicher Schritt der Pathogenese von Shigella

Das Eindringen der Shigellen in Kolonzellen ist der wichtigste Schritt in der Pathogenese der
Dysenterie, da es erst durch die Invasion zu den fir die Dysenterie typischen Symptomen
kommt. Shigella kann die Epithelzellen des Kolons nicht von apikal, sondern nur von basolateral

infizieren, sodass es zunachst zu der basolateralen Membran gelangen muss [185].

Hierzu benutzt Shigella M-Zellen, die oberhalb des Follikel-assoziierten Epithels der
Peyerschen Plaques vorkommen. M-Zellen sind endozytische Zellen, die Material von Proteinen
bis zu ganzen Protozoen aus dem Kolonlumen aufnehmen, um es an das darunter liegende
lymphatische Gewebe, besonders an Makrophagen, weiterzuleiten. Diese prasentieren das
Material anderen Immunzellen, wodurch eine spezifische Immunantwort ausgeldst werden kann
[190, 227, 228, 282] (Abb. 1, S. 12).

Shigellen werden, nach ihrem Transport durch die M-Zellen, ebenfalls von Makrophagen
phagozytiert, sind jedoch in der Lage, das Phagosom zu lysieren und sich im Zytoplasma zu

vermehren [225]. AnschlieBend kommt es zum Zelltod der Makrophagen, wobei es mehrere
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Signalwege zu geben scheint, die zum Zelltod fihren. Ein Signalweg flhrt zur Apoptose, ein
anderer zur Nekrose der Zellen [261, 316, 317]. Bei dem Apoptoseweg spielt das
Shigellenprotein IpaB eine wichtige Rolle, da es an Caspase1 (Casp1, auch Interleukin-1p3-
Converting-Enzyme, ICE), einen Bestandteil einer Apoptosekaskade bindet und diesen aktiviert
[107, 108, 265] . Eine IpaB Mutante, die kein IpaB produziert, ist im Gegensatz zu lpaC und
IpaD Mutanten nicht makrophagentoxisch [106]. Andere Signalwege fuhren zur Zellnekrose.
Diese Wege werden Uber generelle Faktoren Gram-negativer Bakterien wie Lipid A ausgeldst

und sind unabhéangig von Shigella-spezifischen Faktoren [261].

Die bei der Apoptose freiwerdenden proinflammatorischen Zytokine Interleukin-13 (IL-1B) und
IL-18, die von Casp1/ICE aktiviert werden, bewirken eine Aggravation der Infektion [226, 229].
Dabei wird das Gewebe aufgelockert und die Shigellen finden leichter Zugang zu der
basolateralen Membran benachbarter Enterozyten [46, 316, 317]. Zudem locken die
Interleukine neutrophile Granulozyten an, die transepithelial in das Darmlumen einwandern
[204]. Dies fuhrt initial zu einer Exazerbation der Infektion, da Shigella jetzt leichter tUber das
geschadigte Epithel an die basolaterale Membran gelangen kann [205]. Im weiteren Verlauf der
Infektion sind die neutrophilen Granulozyten allerdings fiir die Uberwindung der Infektion von
zentraler Bedeutung, da sie Shigella mit Hilfe einer extrazelluldaren Falle (sog. ,Neutrophil
Extracellular Trap®, NET), die aus DNA als Netzstoff und verschiedenen assoziierten Proteinen
besteht, abtdten kénnen [33, 162]. In diesem Zusammenhang ist die Neutrophilenelastase (NE)
als Bestandteil der NET wichtig, da sie in der Lage ist, die Shigellen-Virulenzfaktoren IpaA,

IpaB, IpaC und IcsA durch Degradation zu neutralisieren [290].

Eine interessante Rolle bei den Entziindungsprozessen, die Shigella auslost, spielt das auf der
Pathogenitatsinsel SHI-2 gelegene ShiA-Protein [184]. Es ist ein entziindungshemmendes
Protein, das von Shigella produziert wird und die Entziindungsreaktion des Wirtsorganismus
herunter regulieren kann, was sich bei ShiA-Uberexpression durch einen verminderten Einstrom
von neutrophilen Granulozyten und T-Zellen und geringere Zytokinkonzentrationen bemerkbar
macht [121, 122].

Die Invasion in Kolonepithelzellen Uber deren basolaterale Membran erfolgt durch einen
rezeptorvermittelten Macropinocytose-ahnlichen Prozess, bei dem bakteriellen und Wirtszell-
Faktoren eine grofRe Bedeutung zukommt [1, 230]. Die Invasion unterscheidet sich allerdings
von den beiden bisher bekannten physiologischen Phagozytosetypen, bei denen sich entweder
eine becherfdrmige Vorwolbung bildet oder die Membran ins Zellinnere einsinkt und so eine
Vakuole entsteht. Die bei der Shigelleninvasion auftretenden Membranveranderungen sind
dagegen durch ein kraftiges, unspezifisches Krauseln gekennzeichnet, das mit der
Wellenbildung eines ins Wasser fallenden Steines verglichen wurde [35]. Diese
Membranveranderungen werden durch eine komplexe molekulare Interaktion von Shigella-

Proteinen mit Wirtszellfaktoren hervorgerufen, die im Folgenden beschrieben wird.
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Kolon- 0&/Shigella °

Darmepithelzelle

Makrophagen Lymphozyt

Matrix der Darmschleimhaut

Abb. 1 Invasion von Shigella vom Kolonlumen (ber M-Zellen in die Darmepithelzellen. Shigella kann in die
Enterozyten nur Giber die basolaterale Seite eindringen, nicht direkt vom Kolonlumen aus.

1.4 Molekulares Zusammenspiel von humanen und bakteriellen Faktoren

bei der Invasion von Shigellain Kolonepithelzellen

Zur Vorbereitung der Invasion bringt Shigella eigene bakterielle Produkte in die Wirtszelle ein.
Das Ausschleusen dieser fur die Invasion nétigen Proteine aus Shigellen erfolgt Uber ein
bakterielles Typ Ill-Sekretionssystem (TTSS), das auch von anderen Bakterien wie Salmonellen
oder Yersinien verwendet wird. Dieses, in den mxi- und spa-Genen auf dem 31kb
Pathogenitatsfragment des Plasmids kodierte Sekretionssystem, ist bei Shigella als dreiteilige
Struktur mit einer Nadel zur Penetration durch die bakterielle Membran, einem Hals und einer
Aufblahung am Ende, die vermutlich im bakteriellen Zytoplasma liegt, beschrieben worden [23].
Die Nadel hat eine Lange von 50 nm, mit einem auReren Durchmesser von 7 nm und einem
Innendurchmesser von 2-3 nm [24, 53]. Die Aktivierung dieses TTSS erfolgt unter anderem bei
Kontakt des Bakteriums mit lipid-rafts, cholesterin- und sphingolipidreichen Mikrodomanen der

humanen Zellmembran [273].

Die in die Wirtszelle geschleusten bakteriellen Proteine induzieren in der Wirtszelle bei der
Invasion einen Membrankomplex, der in zwei Regionen eingeteilt werden kann. Einen Bereich
Lunterhalb“ des infizierenden Bakteriums mit parallel zur Membran verlaufenden Aktinfasern und
einen zweiten Bereich ,seitlich“ des Bakteriums, der durch senkrecht zur Membran verlaufende
Aktinfasern vorgewdlbt wird und sich am Ende der Invasion zu einer Vakuole schlielt. Wie
wichtig die Rolle von Aktin flr die Invasion von Shigella ist, wurde bereits 1979 beschrieben, als
durch Inhibition der Aktinpolymerisation die Invasionseffizienz stark vermindert oder sogar
aufgehoben werden konnte [102]. Die ,seitlich® und ,oben“ liegenden, sich vorwdlbenden
Bereiche werden auch als ,Ruffles bezeichnet, wahrend die ,unterhalb® liegenden Bereiche auf

Grund ihrer Becherform als ,Cup® bezeichnet werden.

Zunachst zu den bakteriellen Faktoren, die fiir die Invasion bedeutend sind. Dies sind vor allem
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die bereits erwahnten plasmidkodierten Proteine IpaA-lpaD und VirA. Shigellen mit Mutationen
in den IpaB-, IpaC- und IpaD-Genen sind invasionsinsuffizient, wahrend IpaA-Mutanten eine
herabgesetzte Invasionseffizienz haben [173, 233, 268] und bei IpgD-Mutanten der
Invasionskomplex morphologisch verandert ist [193]. Die tbrigen Proteine des Plasmids sind fir

die Invasion nicht essentiell.

IpaB und IpaC binden intrabakteriell beide an IpgC, ein molekulares Chaperon und werden so,
wahrscheinlich Uber eine Konformationsanderung, inaktiviert [175]. Nach Sekretion in das
extrabakterielle Milieu bilden IpaB und IpaC einen Komplex, der mit Hilfe des beschriebenen
Typ llI-Sekretionssystems in die Wirtszellmembran gebracht wird [175]. Dieser Komplex bildet
in Erythrozytenmembranen Poren von ca. 2,5 nm (25A), die zur Hamolyse flhren [23]. Der
Komplex kdnnte bei der Invasion an der Spitze des Typ llI-Sekretionssystems sitzen und bei
Kontakt mit der Wirtszellmembran in sie eindringen. Damit gibt es einen Weg, auf dem weitere

bakterielle Proteine gezielt in die Zelle geschleust werden kdnnten.

IpaB und IpaC haben neben der Porenbildung noch weitere Funktionen bei der
Shigelleninvasion. So wurden Latexbeads, auf denen der Komplex immobilisiert wurde, in
HelLa-Zellen aufgenommen [176]. IpaB bindet zudem an Oberflachenrezeptoren wie a5-f1-
Integrin [284] und CD44 (Cluster of Differentiation), einen Hyaluronrezeptor [247], die die
Invasionseffizienz von Shigella beeinflussen. IpaB vermittelt damit die Madglichkeit der
Interaktion mit der Wirtszelle und der Steuerung von zelluldren Prozessen. IpaC scheint fir die
Ausbildung der ,Ruffles® um Shigella bei der Invasion eine besondere Rolle zu spielen, da es
alleine ausreichend ist, um Filopodien- und sich anschlieRende Lamellopodienbildung in HelLa-
Zellen hervorzurufen. Filopodien sind fingerformige Membranvorstilpungen, Lamellopodien sind
pseudopodienartige Membranvorstilpungen, die breiter sind als Filopodien. Rekombinant
hergestellt und mikroinjiziert flihrt IpaC zu ausgepragter Filopodienbildung, die bei gleichzeitiger
Gabe von monoklonalen Antikdrpern gegen den C-Terminus von IpaC blockiert wird. Ein
zelluldrer Interaktionspartner fur diese Veranderungen kénnte die kleine Rho-GTPase Cdc42
sein, die in konstitutiv aktiver Form ahnliche Veranderungen hervorruft. Auerdem konnte die
Filopodienbildung durch Blockierung der Cdc42-Interaktionsdomane mit einem Peptid
verhindert werden [269].

Zwei weitere Shigellenproteine, die bei der Invasion eine Rolle spielen, sind IpaA und IpgD, die
ebenfalls von aktivierten Shigellen sezerniert werden und tber die von IpaB und IpaC gebildete
Pore in das Zellinnere gelangen kénnen. Sie bilden nach der Sekretion ebenfalls einen Komplex

miteinander.

IpgD hat ahnlich wie IpaB ein intrabakterielles Chaperon, IpgE, das fiir eine vollstandige und
erfolgreiche Sekretion noétig ist. Bei Infektion von Zellen mit IpgD-Mutanten ist die
Invasionseffizienz nicht erniedrigt, allerdings ist der Invasionskomplex verandert [5, 193]. IpgD
fungiert als eine Phosphoinositidphosphatase, die Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat
[PtdIns(4,5)P2] zu Phosphatidylinositol 5-monophosphat [PtdIns(5)P] dephosphoryliert. Dies ist
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fur die Invasion von Shigella signifikant, da eine Abnahme von PtdIns(4,5)P2 auch bei der
Bildung von Phagozytosevakuolen beobachtet werden kann, die nach Internalisation zu
Ptdins(4,5)P2-freien Vakuolen fiihrt. Zudem sind PtdIns(4,5)P2 wichtige Regulatoren des
Aktinzytoskeletts. Die Abnahme ihrer Konzentration in der Vakuole geht mit einem Riickbau des
die Vakuole umgebenden Aktinzytoskletts einher [26, 35, 48, 195]. Die Expression von lpgD
fuhrt so durch eine Abnahme der Haltekrafte zu Blaschenbildung an der Membran (,membrane

blebbing“) [194], ein friih in der Shigella-Invasion zu beobachtendes Phanomen.

Auch die Funktion von IpaA bei der Invasion konnte mit IpaA-Mutanten gezeigt werden, deren
Invasivitdt ein Zehntel im Vergleich zu Wildtyp-Shigellen betrug. Die Bildung des
Invasionskomplexes ist zudem morphologisch verandert und bleibt in einem unorganisierten
-Wellenbildungsstadium® stehen [268]. IpaA bindet direkt an Vinkulin und bildet einen Komplex,
der Aktinfasern depolymerisiert und damit fiir die Reifung des Invasionskomplexes durch eine
Aktindepolymerisation unterhalb des eindringenden Bakteriums eine Rolle spielen kdnnte [28].
Darlber hinaus ist IpaA fir die Rekrutierung von einigen Proteinen wie Vinkulin und alpha-
Aktinin an die Wirtszellmembran verantwortlich, auf deren Funktion noch spater eingegangen
wird [268].

Das Shigella-Protein  VirA  kann an Tubulin Hetero-Oligomere binden und zu
Mikrotubulidestabilisation fihren [307], die wiederum Uber eine Rac1-Aktivierung zu
Aktinpolymerisation fiihren koénnte. Da die VirA-Spiegel erst bei Invasionsbeginn durch
Transkriptionssteigerung erhéht werden, spielt es vermutlich erst zu einem spateren Zeitpunkt
der Invasion eine Rolle. Dies ist auch mit der Beobachtung vereinbar, dass das zu VirA
homologe Protein EspG aus enteropathogenen E.coli (EPEC) mit der GTPase RhoA interagiert,

die ebenfalls erst im Verlauf der Invasion rekrutiert wird [168].

Die beschriebenen Shigellenproteine interagieren mit verschiedenen Wirtszellproteinen und
beeinflussen damit das Zytoskelett so, dass Shigella in die Zelle aufgenommen wird. Diese
Vorgange werden im Folgenden dargestellt. Wie oben bereits beschrieben, spielen bei der
Invasion Alterationen des Aktinzytoskeletts eine zentrale Rolle. Ein GroBteil der in den
Invasionskomplex rekrutierten humanen Proteine sind deshalb als Zytoskelett-Regulatoren
bekannt. Eine prominente Rolle als Zytoskelett-Regulatoren haben die kleinen Rho-GTPasen
RhoA und RhoC. Werden sie durch Inhibition mit dem Toxin C3 gehemmt, ist die
Invasionseffizienz von Shigella stark vermindert und der Invasionskomplex morphologisch
verandert. Es kommt nicht mehr zur Ausbildung der langen Aktinfaserbiindel, die sich in den
Membranprotrusionen befinden [2, 285]. Eine mdgliche Erklarung hierfir ware die bei Rho-
Inhibition verminderte Ezrinakkumulation an der Membran [66]. Ezrin gehort zur Gruppe der
Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) -Proteine, die fiir die Verankerung von F-Aktin-Biindeln in der
Membran verantwortlich sind [155]. Zellen mit einem dominant-negativen Ezrin-Allel zeigen bei
der Shigelleninvasion einen ahnlichen Phanotyp wie bei Rho-Inhibition [246]. Dieser
Proteinkomplex kénnte also in den Protrusionen fiir eine Verankerung der Aktinbiindel an der
Membran verantwortlich sein und so die Bildung dieser Vorstllpungen ermdglichen. Zwei
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andere Proteine die in den Invasionskomplex rekrutiert werden, sind T-Plastin und Myr5. T-
Plastin ist ein aktinbindendes Protein, das Aktinfilamente in Biindeln zusammenhalt und damit
fur die Stabilitat der Protrusionen notwendig ist [1]. Myr5 ist ein Klasse IX-Myosin, das Uber eine
GTPase-aktivierende Doméane eine inhibitorische Funktion auf Rho hat und dem deshalb eine

regulatorische Funktion zukommen koénnte [97].

Weitere fir die Invasion wichtige Proteine sind Vinkulin [28, 284], Talin [284], a-Actinin,
Cortactin, die GTPasen Cdc42 und Rac1, der Aktinnukleationskomplex Arp2/3 und die Kinasen
Src, Crk und Arg/Abl.

Vinkulin ist ein aktinbindendes Protein, das bei Aktivierung Bindungsstellen fir Talin und a-
Actinin freigibt [255]. Fir Vinkulin ist zudem eine direkte Interaktion mit IpaA beschrieben, die
Vinkulin zu einem aktindepolymerisierenden Protein aktiviert [28, 268]. Dies ist interessant, da
Vinkulin es damit ermdglicht, die Aktinpolymerisation unterhalb der ,Cup® zu verhindern. Talin,
das ebenfalls Aktin bindet, kdnnte mit seinen vielen Proteinbindungsstellen (u.a. fur Vinkulin, -
1-Integrin, Fokale-Adhasions-Kinase FAK) eine zentrale Schaltrolle bei der Komplexbildung in
der Cup, unterhalb des Bakteriums Gbernehmen. Vinkulin und Talin akkumulieren zusammen

mit B-1-Integrin an der Invasionsstelle von Shigella [284].

Cortactin ist ein F-Aktin-bindendes Protein, das von der Kinase Src aktiviert wird und an die
Membran rekrutiert werden kann. Dort kommt es zur Interaktion mit Crk, einer weiteren Kinase,
die fur die Membranlokalisation von Cortactin notwendig zu sein scheint. Der Komplex aus
Cortactin und Crk kann dann vermutlich Uber eine Cortactin-Bindungsstelle fir den
Aktinnukleationskomplex Arp2/3 eine Aktinnukleation bewirken [27, 270, 286, 287]. Dieser

Komplex bildet die Basis fur die Aktinpolymerisation neben Shigella.

Die beiden GTPasen Cdc42 und Rac1 werden vermutlich von der Arg/Abl-Kinase aktiviert, die
unter anderem von Wachstumsfaktorrezeptoren aktiviert wird und deshalb mdglicherweise in
einer von Shigella ausgeldosten Signalkaskade eine Position einnehmen koénnte [207]. Bei
Arg/Abl-Kinase defekten Zellen kommt es zu keiner effizienten Invasion von Shigellen in die
Zellen, allerdings kann die Invasivitat durch konstitutiv aktives Cdc42 bzw. Raci
wiederhergestellt werden [37]. Cdc42 ist bei der Invasion fir die Ausbildung der
filopodienartigen Vorstilpungen notwendig, wahrend Rac1 fir die anschliefende Verbindung

zwischen den Vorstilpungen zur Vakuolenbildung zustandig ist [187, 269].

So sind eine Vielzahl von bakteriellen und humanen Faktoren, die bei der Invasion eine Rolle
spielen, bekannt, das genaue Zusammenspiel ist allerdings bisher noch nicht geklart. Shigella
kann sich aus der entstandenen Vakuole, die die Zelle als Autophagosom bildet, um den
Fremdkorper zu verdauen, befreien und sich dann im Zytoplasma vermehren. Hierzu ist der
Virulenzfaktor lcsB notwendig, wie zunachst in Experimenten mit IcsB-Mutanten gezeigt wurde
[106, 199]. IcsB bindet an das eigene Shigellenprotein VirG und verhindert damit, dass VirG an
das zellulare Autophagieprotein Atg5 bindet und damit eine Autophagiekaskade aktiviert, die

zur Lyse des Bakteriums fihren wirde [200].
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15 Intra- und interzellulare Motilitat von Shigellen

Sobald Shigella in die Kolonepithelzellen eingedrungen ist, kann sich das Bakterium innerhalb
des Zellverbandes von Zelle zu Zelle bewegen, ohne in den Extrazellularraum zu gelangen.
Dies bedeutet, dass Shigella nicht in Kontakt mit der Immunabwehr kommt. Zur Fortbewegung
in der Zelle benutzen Shigellen, die eigentlich amotile Bakterien sind, das Aktinzytoskelett der
Wirtszelle. Das &ulere Membranprotein IcsA von Shigella, das vor allem am hinteren
Bakterienpol lokalisiert ist, ist dabei mit seiner a-Domane fiir die Aktinnukleation und -
polymerisation verantwortlich [17, 259]. IcsA bindet das New-Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
(N-WASP) und aktiviert es, was wiederum zu einer Aktivierung des Aktinnukleationsproteins
Arp-2/3 fuhrt [71]. Dieser Aktivierungsweg ist also unabhangig von den kleinen GTPasen, die
ihn aber eventuell beschleunigen kénnen [42, 187, 260]. Durch die Nukleation entsteht ein sog.

Aktinkomet am hinteren Pol des Bakteriums, der Shigella vorwéarts schiebt [209].

Um von einer Kolonzelle in die nachste zu gelangen, benutzt Shigella eine Gruppe von
zelluldren Proteinen, die Cadherine, die normalerweise ,Intermediate Junctions“ bilden. Die
Cadherine wiederum binden an Catenine, die die Verbindung zum Zytoskelett herstellen [272].
Bei der Ausbreitung von Zelle zu Zelle bildet sich eine Membranprotrusion, die aus den
Membranen beider Zellen besteht. Aufierdem scheint Myosin bei der Ausbreitung von Zelle zu
Zelle eine wichtige Rolle zu spielen, da durch Inhibition der Myosin-Phosphorylierung diese

Ausbreitung stark abnimmt [212].

1.6 Die Zellinvasion ist abhangig von den kleinen Rho-GTPase

Die beschriebene Invasion von Shigellen in Wirtszellen ist abhangig von der GTPase Rho,
einem kleinen G-Protein der Wirtszelle. Durch die Inaktivierung dieses Proteins mit dem Rho-
spezifischen aber isoformunspezifischen Inhibitor C3, einem Toxin aus Clostridium botulinum,

I&sst sich die Invasion von Shigellen in HeLa-Zellen verhindern [2, 134, 285].

Im Folgenden soll diese GTPasen-Gruppe genauer beschrieben werden. Da ein Grofteil der
Untersuchungen mit C3-Toxin, das alle Rho-lIsoformen unspezifisch durch ADP-Ribosylierung
an Asparagin 41 inhibiert, durchgefiihrt wurde, wird im Folgenden von ,Rho* gesprochen, wenn
keine Unterscheidung zwischen den Isoformen getroffen wurde. Eine genaue Zuordnung zu
RhoA, RhoB oder RhoC steht also bei vielen Ergebnissen noch aus [236, 237, 294].

1.6.1 Rho-GTPasen

Die Rho-GTPasen gehoren zu der Superfamilie der Ras-GTPasen, einer Gruppe von mehr als

100 monomeren 20-30 kDa groRRen Proteinen, die in Zellen als molekulare Schalter fungieren.
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Diese Ras-Gene wurden zuerst als die v-Ha-Ras und v-Ki-Ras Onkogene von Sarkomaviren
beschrieben. Die Superfamilie lasst sich strukturell in mindestens fiinf Familien einteilen: Ras,
Rho, Rab, Sar1/Arf und Ran. Sie kontrollieren verschiedene Funktionen in der Zelle wie die

Genexpression, die Zytoskelettorganisation oder den Vesikeltransport [167, 263].

1.6.2 Familie der Rho-GTPasen

Die Subfamilie der Rho-GTPasen besteht aus 22 Mitgliedern und lasst sich in acht Gruppen
einteilen, die Uberwiegend in mehreren Isoformen vorliegen: Rho (A, B und C); Rac (1, 2, 3 und
RhoG); Cdc42 (Cdc42, TC10, TCL, Chp und Wrch1); Rnd (1, 2, 3 und RhoE); RhoD (RhoD und
Rif); RhoH/TTF; RhoBTB (1 und 2) und Miro (1 und 2), wobei Rho, Rac und Cdc42 am besten
charakterisiert sind [251]. Gemeinsam ist diesen GTPasen, dass sie meistens eine C-terminale
Sequenz haben, die posttranslational mit einem Lipidrest modifiziert werden kann. Bei RhoA
und RhoC handelt es sich um einen Geranylrest, eine andere Mdglichkeit ist das Anhangen
eines Farnesylrestes. Zudem besitzen die Rho-GTPasen oft am N-Terminus mindestens eine
GTPase-Domane [263].

1.6.3 RhoA- und RhoC-Beteiligung im Rahmen von Erkrankungen

Die beiden GTPasen RhoA und RhoC sind mit der Pathogenese einiger Erkrankungen

assoziiert, die im Folgenden dargestellt werden sollen.

Besonders gut untersucht ist die Assoziation von RhoC mit Tumoren, vor allem mit dem
Mammakarzinom. Aber auch eine Vielzahl anderer Tumore exprimiert erhdhte Level von RhoC:
das duktale Adenokarzinom des Pankreas, das Ovarialkarzinom, das Harnblasenkarzinom, das
Magenkarzinom, das nicht kleinzellige Lungenkarzinom, das hepatozelluldre Karzinom, das
kutane Melanom und das Plattenepithelkarzinom von Mundhéhle und Pharynx [43, 113, 118,
133, 138-140, 242, 258, 281]. In einem Teil der Falle ist RhoC ein Marker fiir gesteigerte
Aggressivitat, Invasion und Metastasierung der Tumoren. Zudem konnte gezeigt werden, dass
Farnesyltransferaseinhibitoren und HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren, die die Lipidmodifizierung
von RhoC behindern, die Invasivitdt und Metastasierungsneigung von RhoC-assoziierten
Tumoren vermindern [52, 138, 274].

RhoA, bzw. eine Signalkaskade tber RhoA und Rho-Kinase wird mit arterieller Hypertonie in
Verbindung gesehen. In Hypertonie-Mausmodellen konnte zunadchst eine gesteigerte RhoA-
Aktivitat in der Arterienwand nachgewiesen werden. Nach Gabe eines Rho-Kinase Inhibitors

normalisierte sich die Hypertonie der Mause [154, 238].
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1.6.4 Rolle der Rho-GTPasen auf zellbiologischer Ebene

Die drei Rho-GTPasen A, B und C spielen bei verschiedenen Zellfunktionen eine wichtige Rolle.
Ihr Einfluss auf das Zytoskelett ist besonders prominent und am besten untersucht. Aber auch
bei der Transkription, im Rahmen der Zytokinese und bei der Embryogenese werden fir diese

kleinen G-Proteine Funktionen beschrieben.

Die Veranderungen am Zytoskelett beruhen auf einer Vielzahl von Interaktionen von Rho mit
unterschiedlichen Effektorproteinen. Uber diese kontrollieren sie die Zellform, Polaritat und
Lokomotion, wie spater noch genauer ausgefiihrt wird. Die bisher bekannten Interaktionen von
Rho mit seinen Effektorproteinen erfolgen Gber die sogenannten ,Switch“ Regionen, zwei 13
bzw. 20 Aminosauren lange Oberflichendomanen (Abb. 2, S.21). Bei Bindung von GTP-
gebundenem Rho kommt es zu einer Konformationsianderung des Interaktionspartners,
wodurch meistens eine Autoinhibition aufgehoben wird und das entsprechende Protein

entweder seine Signal- oder Kinase-Aktivitat austiben kann [22].

Der wichtigste Zytoskelettbestandteil, an dessen Regulation Rho mitbeteiligt ist, ist Aktin. Aus
dieser Regulation erklaren sich die meisten der bisher bekannten Funktionen von RhoA und
RhoC. Aktin ist in eukaryoten Zellen weit verbreitet und bildet die dinnen Filamente des
Zytoskeletts. Diese Filamentform, die auch als F-Aktin bezeichnet wird, ist ein Polymer aus
einzelnen G-Aktin Monomeren. G-Aktin hat eine ATPase Funktion, die an der Assoziation bzw.
Dissoziation der Filamente mitwirkt. Die einzelnen Monomere lagern sich versetzt und
gegeneinander verdrent zusammen, woraus das Bild von umeinander gewundenen
Perlenketten entsteht. F-Aktin hat zwei unterschiedliche Enden, ein so genanntes ,barbed end*,
an dem das Filament vorzugsweise wachst und ein ,pointed end“ an dem es eher zu einem
Abspalten von Monomeren kommt [257]. Einer der wichtigsten Interaktionspartner von F-Aktin
ist Myosin, ein Motorprotein, das eine aktive Beweglichkeit des Filamentnetzwerkes ermdglicht.
Die Verteilung und Anpassungsfahigkeit dieses Myosin-Aktin Filamentnetzwerkes wird von
verschiedenen Proteinen, unter anderem von Rho reguliert, das die Polymerisation von Aktin
Uber die Aktivierung von Proteinen aus der Familie der Formine ermdglicht und durch
Aktivierung der Myosin-Leichtkettenkinase Zellkontraktilitat und Motilitat erlaubt [8, 279, 283]. In
den folgenden Abschnitten werden wichtige Beispiele fiir die zellbiologische Rolle von Rho

beschrieben.

1.6.4.1 Rho reguliert Fokaladhasionen und Stressfilamente

Stressfilamente sind in-vitro auftretende Fasern aus Aktin und Myosin, die kontraktil sind und in
Zellen durch mechanischen Stress oder bestimmte Faktoren wie Lysophosphatsdure (LPA)
hervorgerufen werden kdnnen [132, 215]. Diese Stressfilamente haben ihre Membrananker in
Fokaladhasionen, die die Stressfilamente lber Integrine an die extrazellulare Matrix anheften.
Weitere Bestandteile dieser Adhéasionen sind Vinkulin, a-Actinin, Talin, Paxillin, Tensin und die

Tyrosinkinasen pp125fak und Src [49]. Cortactin assoziiert nicht mit Stressfasern, sondern nur

18



mit Fokaladhasionen [59]. Die Bildung sowohl von Fokaladhdsionen als auch von
Stressfilamenten kann durch eine konstitutiv aktive Rho-Kinase induziert oder durch Rho-
Inhibition verhindert werden [9, 124, 132].

1.6.4.2 Rho beeinflusst Zell-Zell-Kontakte

Die Rho-GTPasen sind an der Regulierung von ,Tight Junctions® in polarisierten Epithelzellen
beteiligt [198]. In Keratinozyten steuern Rho und Rac die Einrichtung von Zell-Zell-Kontakten
Uber die lokale Anreicherung von Cadherinen in der Plasmamembran. Cadherine sind ca*-
abhangige Zell-Zell-Haftmolekiile, die tGber Catenine mit dem Aktinzytoskelett interagieren [30].
Ein anderes aktinbindendes Protein, das an Zell-Zell-Kontaktstellen in Epithelzellen konzentriert
ist, ist a-Adducin. Auch hier spielt die bereits im Zusammenhang mit der Induktion von
Stressfilamenten erwahnte Rho-Kinase mdglicherweise eine Rolle, indem sie a-Adducin
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung verstarkt die Interaktion mit Aktinfilamenten in-vitro.
Auch a-Adducin kann durch Myosinphosphatase dephosphoryliert werden. Dieser Schritt
scheint, dhnlich wie fur ,Myosin Light Chain“ (MLC) beschrieben, gleichzeitig von Rho gehemmt

zu werden, sodass auch hier eine zweigleisige Regulation vorliegen kénnte [136].

Auch bei der Regulation der ,Adherence Junctions” hat Rho Anteil. Interessanterweise scheint
es dabei einen Unterschied zwischen RhoA und RhoC zu geben. RhoC scheint ,Adherence
Junctions” in starkerem MalRe zu schwachen als RhoA, was auf die unterschiedliche
Bindungsstarke von konstitutiv aktivem RhoA bzw. RhoC an die Rho-Kinase ROCK
zuruckgefuhrt wird [222].

1.6.4.3 Zell-Matilitdt und Migration werden von Rho reguliert

Bei der Zell-Migration bzw. Motilitat ist die Funktion der Rho-GTPasen noch nicht ganz geklart,
obwohl klar ist, dass sie eine wichtige Rolle spielen. Bei der Migration sind zwei
Zellkompartimente von Bedeutung, die fuhrende Membran, der Bug der Zelle (,leading edge®)
und die abschlieRende Membran, das Heck der Zelle, die nachgezogen werden muss (,rear
retraction®). In einem moglichen Modell spielt Rho hier eine zu Rac antagonistische Rolle. Rho
Uberwiegt dabei in dem hinteren Bereich der Zelle und verhindert damit die von Rac
hervorgerufene Protrusionsbildung, wahrend Rac im vorderen Bereich der Zelle tberwiegt und
die Zelle voranschiebt [216, 294, 298, 299]. Es ist allerdings noch nicht klar, ob diese
Unterteilung nicht eine zu starke Vereinfachung darstellt, zumal Rho die GTPase Rac aktivieren
kann [271] und aktiviertes Rac bei der Losldsung von Anheftungen am Ende von migrierenden
Zellen eine Rolle zu spielen scheint [85]. Andererseits wird RhoA bei der Zellmigration im
vorderen Bereich der Zelle selektiv degradiert, womit eine Regulation gegeben ist, die das
vereinfachte Modell stitzt [280]. Eine weitere Rolle von Rho bei der Zellmigration wird Uber die
Rho-Kinase ROCK vermittelt, die Myosin Il durch Phosphorylierung aktivieren kann und damit
die Kraft zur Verfigung stellt, um das Ende der Zelle in Migrationsrichtung zu ziehen [218] und

andererseits durch die Aktivierung von mDia einen potenten Aktinpolymerisator stimuliert. Die
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Regulation von Zell-Adhasionen ist bei der Lokomotion ebenfalls sehr wichtig und wird, wie

oben bereits beschrieben, von Rho mitreguliert.
1.6.4.4 Rho bei der Zytokinese

Auch im Rahmen der Zytokinese spielt die Aktivierung der Rho-Kinase ROCK und daran
anschlieBend die Phosphorylierung von Myosin |l eine Rolle. Diese Phosphorylierung findet in
der Teilungsfurche statt, an der Rho und ROCK zu finden sind [141, 264] und bewirkt die
Kontraktion des innerhalb der Teilungsfurche liegenden, kontraktilen Ringes aus Aktin und
Myosin [77]. Diese Kontraktion wird durch Inhibition von Rho durch C3-Toxin verhindert,
wahrend die Rho-unabhangige Kernteilung weiter voranschreitet [65, 132, 137]. Auch das

Formin mDia, das mit Rho direkt interagiert, wird in die Teilungsfurche lokalisiert [279].
1.6.4.5 Rho bei der Transkriptionskontrolle

Zusatzlich zu ihrer direkten Funktion bei der Regulation des Zytoskeletts haben die Rho-
Proteine einen indirekten Einfluss tUber die Kontrolle der Transkription. RhoA aktiviert die
Transkription Uber den Transkriptionsfaktor-Komplex ,MAL/Serum response Factor®
(MAL/SRF) durch Veranderung der G-Aktin-Konzentration innerhalb der Zelle [179]. MAL bindet
direkt an G-Aktin und fungiert als G-Aktin Sensor, der die SRF-vermittelte Transkription von
Zytoskelett-Genen induziert. Ob RhoB die MAL/SRF-Aktivitat verandert ist nicht bekannt.
Interessanterweise kann RhoB im Gegensatz zu RhoA die Transkription des TGF3-Rezeptors

unterdriicken [3].

1.6.5 Aufbau, Struktur und Regulation der Rho-Isoformen

Bei Betrachtung der Aminosauresequenz der drei Isoformen Rho A, B und C kdnnen drei
Regionen unterschieden werden. Im ersten Abschnitt, der die Aminosauren 1 bis 180 umfasst,
finden sich kaum Unterschiede in der Sequenz. Die Isoformen RhoA und RhoC unterscheiden
sich hier nur in acht Aminosauren. In dieser ersten Region kann man zwei Domanen
abgrenzen, Switch 1 und Switch 2, die Oberflachen-loops bilden und je nach
Aktivationszustand, also GDP- oder GTP-gebunden, unterschiedlich zueinander stehen [117,
289]. An diese beiden Domanen binden die meisten Effektoren, wie mittels Mutationsstudien
gezeigt wurde [22]. Bei Vergleich der Aminosauresequenz der beiden Domanen mit anderen
GTPasen fallt auf, dass sich die Switch 2 Domane bei Cdc42 und Rac1 nur in einer Aminosaure

und die Core-Region von Switch 1 in zwei Aminosduren von RhoA und RhoC unterscheidet.

Die zweite Region, die abgegrenzt werden kann, umfasst die Aminosauren 181-189 (RhoA,
RhoC) bzw. 181-193 (RhoB). Diese Region wird auch als polybasische Region oder
Rekrutierungsdoméane bezeichnet. Sie ist bei allen drei Proteinen unterschiedlich und
unterscheidet sich auch bei den Ubrigen Mitgliedern der Rho-Familie. Eine gemeinsame

Sequenz konnte bei keinem der Proteine gefunden werden. In der polybasischen Region von
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RhoC kommt mdéglicherweise ein so genanntes Nukledres-Lokalisations-Signal (NLS) vor, das
sich auch bei Rac1 finden lasst [275, 295]. Michaelson et al. haben diese polybasische Region
von RhoA bereits auf seine Funktion als Lokalisationssignal untersucht und dabei festgestellt,
dass sie bei RhoA nicht fur die Lokalisation innerhalb der Zelle notwendig ist, sondern ein N-

terminal gelegener Teil des Proteins diese Funktion Ubernehmen muss [177, 275].

Die dritte Region wird CAAX-Domane genannt. Die kleinen Rho-GTPasen RhoA, RhoB und
RhoC werden, wie die Ubrigen kleinen G-Proteine, posttranslational modifiziert. Diese
Modifikation findet C-terminal in diesem dritten Abschnitt statt, der so genannten CAAX-
Domaéane: das ,C* steht flr ein konserviertes Cystein, die beiden ,A“ stehen fir je eine
aliphatische und das ,X* fUr eine beliebige Aminosadure. Bei Leucin in Position des ,X* kommt es
zur Geranylierung durch die Geranylgeranyltransferase | (GGTase 1), bei Serin, Methionin oder
Glutamin wird der Rest farnesyliert durch die Farnesyltransferase | (FTase I) [181, 311]. Bei
RhoA und RhoC wird ein Geranylgeranylrest angehangt, bei RhoB kann es sowohl ein
Geranylgeranylrest als auch ein Farnesylrest sein [22]. Fir diese Prenylierung wird zunachst
der Lipidrest an das Cystein angehangt. Dies fiihrt zu einer erhdhten Affinitat der prenylierten
Proteine flr das Endoplasmatische Retikulum [47], an dem die Protease Rce1 die drei letzten
Aminosauren A, A und X abspaltet [29, 234]. AnschlieBend wird, ebenfalls am
Endoplasmatischen Retikulum, das jetzt endstdndige Cystein von der Isoprenylcystein
Carboxyl-methyltransferase (lcmt) methyliert [57]. Diese posttranslationale Modifikation erhéht
die Affinitat zu Lipidmembranen betrachtlich [44], wobei fiir die Rho-GTPasen nur die

Prenylierung, nicht jedoch Methylierung oder Proteolyse fiir ihre Funktion notwendig ist [178].

RhoA |MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFE
RhoB | MAAIRKKLVVVGDGACGKTCLLIVFSKDEFPEVYVPTVFE

RhoC MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKD%FPEVYVPTVFE

----------- Switch2------------
RhoA|NYVADIEVDGKQVELALWDTAGQEDYDRLRPLSYPDTDVI

RhoB [INYVADIEVDGKQVELALWDTAGQEDYDRLRPLSYPDTDVI

RhoCINY | ADIEVDGKEVELALWDTAGaEDYDRLRPLSYPDTDVI

RhoA|LMCFS IDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILVGNKKD
RhoB |[LMCFSVDSPDSLENIPEKWVPEVKHFCPNVPIILVANKKD

RhoC|LMCFS IDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILVGNKKD
R

RhoA|LRNDEHTRRELAKMKQEPVKPEEGRDMANRIGAFGYMECS
RhoB |[LRSDEHVRTELARMKQEPVRTDDGRAMAVRIQAYDYLECS
RhoCILRODEHTRRELAKMKOEPVRSEEGRDMANRISAFGYLECS

Rekrutierungsdomaéne Prenylierung
RhoA|AKTKDGVREVFEMATRAALQARRGKKKSG CLVL
RhoB |AKTKDGVREVFEMATRAALQKRYGSQNGCINCCKVL
RhoC|AKTKEGVREVFEMATRAGLOVRKNKRRRG CPI/L

Abb. 2 Vergleich der Aminosauresequenzen von RhoA, RhoB und RhoC. Abweichende Aminosauren sind Rot
markiert. Die beiden Switch-Regionen sind eingezeichnet. Die Rekrutierungsdomane ist hervorgehoben und die
Prenylierungsdoméane ist abgesetzt (modifiziert nach [294]).
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Ultrastrukturell ist bisher nur der genaue Aufbau von RhoA geklart, wobei die letzten zwolf AS
bisher nicht kristallisierbar und ihre Struktur deswegen auch nicht auflésbar war. Die Ergebnisse
dieser Struktur sind vermutlich aufgrund der Sequenzhomologie auf RhoC ubertragbar. Die
Rho-Proteine bestehen, wie die meisten Ubrigen kleinen GTPasen, aus einem B-Faltblatt aus
sieben 3-Strangen in paralleler und antiparalleler Anordnung, flnf a-Helices, drei 34, Helices,
die das Grundgerust bilden, sowie einigen Loops, von denen zwei die aktiven Domanen Switch
1 und Switch 2 bilden und sich bei den verschiedene Rho-GTPasen jeweils stark unterscheiden
[60, 117, 220, 249].

1.6.5.1 Regulationsfaktoren und Interaktionspartner von RhoA und RhoC

Als GTP-bindende Proteine kdnnen die Rho-GTPasen in einer GTP-gebundenen, aktiven Form
und einer GDP-gebundenen, inaktiven Form vorliegen. Die Aktivierung flihrt zu einer
Konformationsanderung des aktiven Zentrums, wobei eine Proteinbindungsstelle freilegt wird.

Mit dieser kdnnen dann Effektorproteine aktiviert werden [167].

Der Wechsel zwischen aktiver und inaktiver Konformation wird einmal von der intrinsischen

GTPase-Funktion reguliert, zusatzlich aber noch von drei Gruppen regulatorischer Proteine.

Die erste Gruppe sind die ,guanin nucleotide exchange®-Faktoren (GEF), die auch ,guanin
nucleotide exchange®-Proteine (GEP) genannt werden. Dies sind Proteine, die G-Proteine
aktivieren, indem sie den Austausch von GDP zu GTP beschleunigen. In der Rho-Familie sind
bisher mehr als 30 verschiedene GEF bekannt, die alle eine Dbl-Homologie (DH) Domane und
eine Pleckstrin-Homologie (PH) Doméane besitzen, sowie meistens noch weitere Signalmodule
[22, 111]. Die DH-Domane ist 150 AS lang und stellt das aktive Zentrum der GEF dar, das den
Nukleotid-Austausch (GDP zu GTP) katalysiert. Sie kann entweder spezifisch sein fir ein Rho-
Protein oder als Katalysator fiir eine Gruppe von Rho-Proteinen fungieren. Wichtig dabei sind
drei hochkonservierte Regionen in der DH-Domane, die den a-Helix-Kern der Domane formen
und in denen Mutationen zum Funktionsverlust fliihren [111]. Die PH-Domane ist eine 100 — 120
AS lange Struktur, die die Bindung von Proteinen an Phospholipide ermdglicht. Die
Kerndomane besteht aus einem konservierten B-Faltblatt-Paket, aus dem drei sequenzvariable
Loops herausragen, die fur die Interaktion mit den Phospholipiden zustandig sind [150]. Als
Bestandteil der GEF konnte die PH-Doméane also verantwortlich sein fur die Lokalisation der
GEF innerhalb einer Zelle und damit zugleich den Aktivationsort der Rho-GTPasen bestimmen
[111]. Die Funktion der GEF ist zudem mit einer (proto-) onkogenen Wirkung verbunden. Der
Leukamie-assoziierte ,Rho-guanine nucleotide exchange Factor (LARG) wurde zum Beispiel
bei einem Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML) als Teil eines Fusionsproteins
gefunden [143, 217] .

Eine zweite Gruppe von G-Protein regulierenden Faktoren sind die GTPase-aktivierenden
Proteine (GAP), von denen etwa 20 bekannt sind. Diese Faktoren erhéhen die intrinsische

GTPase-Aktivitat der G-Proteine und beschleunigen so deren Inaktivierung. Kristall-Struktur-
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Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Proteine einen ,Arginin-Finger* haben, mit dem sie

einen Transitionszustand stabilisieren und so die Inaktivierung beschleunigen [188, 219].

Zusatzlich zu diesen beiden aktivierenden und inaktivierenden Faktoren existiert fir die Rho-
GTPasen noch eine dritte Gruppe von Regulationsfaktoren, die Rho-GDP-dissociation
Inhibitoren (GDI), im Falle von RhoA in Form von GDI-a. GDI inhibieren die spontane
Umwandlung von GDP zu GTP mit ihrem N-Terminus, indem sie die Dissoziation von GDP und
Rho verhindern. AuRerdem entfernen GDI zugleich die normalerweise membrangebundenen G-
Proteine von der Membran. Dabei wird der C-terminale Lipidanker von Rho im Inneren des GDI
in einer immunglobulinartigen, C-terminalen, hydrophoben Tasche gebunden und der Komplex

kann im Zytoplasma gelagert werden [95, 110].

Rho-GDI spielt bei der Regulation von Rho eine besondere Rolle, da es durch das Entfernen
aus der Membran eine langerfristige Inaktivierung des Proteins erreichen kann und es durch die
Bindung zudem mdglich ist einen zytoplasmatischen Pool von Rho-GTPasen vorzuhalten, der
im Falle einer Aktivierung schnell eine grole Anzahl an GTPasen zur Verfugung stellt. Rho-GDI
tritt also einerseits mit GEF in Kompetition um die Rho-Aktivierung und muss andererseits mit
der Membran, an die die GTPasen uber ihren C-Terminus gebunden sind, kompetitieren, um
eine Inaktivierung der GTPase zu erreichen. Die genauen Mechanismen, die eine Inaktivierung
von Rho durch Rho-GDI bewirken bzw. die eine Aktivierung von Rho-GDI gebundenem Rho
ermoglichen, sind noch nicht genau geklart. Fir die Bindung von Rho an Rho-GDI scheint die
Phosphorylierung der Rho-GTPase und von Rho-GDI eine Rolle zu spielen, die wiederum von
anderen Faktoren reguliert wird [64]. FUr die Dissoziation von Rho und Rho-GDI sind dagegen
mehrere Regulationsmaglichkeiten beschrieben. Hier scheint auch eine Phosphorylierung eine
Rolle zu spielen, aber auch eine Regulation durch Protein-Protein-Interaktionen und eine

Regulation tber Phospholipide sind beschrieben worden [64].

Andere Interaktionspartner der Rho-GTPasen sind Effektorproteine, die von aktiviertem Rho
selbst aktiviert oder inaktiviert werden und dann die in den vorhergehenden Kapiteln
beschriebenen Funktionen vermitteln. Wichtige bereits bekannte Interaktionspartner von Rho,
die experimentell in ,Yeast-Two Hybrid Assays“ oder in ,Pulldown Assays“ gefunden wurden,

sind in Tab. 64 (S. 93) zusammengefasst.

1.6.6 Rho Funktion bei Shigelleninvasion

Die Rho-Proteine spielen bei der Invasion von Shigella in Epithelzellen eine wichtige Rolle. So
wird bei der Inhibition der Rho-Isoformen durch das C3-Toxin die Shigelleninvasion gehemmt
und auch die Rekrutierung von fiir die Invasion wichtigen Proteinen wie Aktin, Vinkulin oder
Talin ist reduziert [285]. Die Ausbildung der Cdc42 und Rac1 abhangigen Nukleationskomplexe
aus Arp2/3 ist damit aber nicht gestort [2].
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In Invasionsexperimenten mit Shigellen konnte weiterhin eine differentielle Rekrutierung von
RhoA und RhoC nachgewiesen werden. RhoA akkumuliert bei der Invasion in der Basis des
Invasionskomplexes, also unter einem invadierenden Shigella-Bakterium. RhoC (zusammen mit
RhoB) rekrutiert dagegen vor allem in die Spitze des sich bildenden Invasionskomplexes [2].
Andere GTPasen zeigen ebenfalls dieses unterschiedliche Verhalten. So werden Cdc42 und
Rac genau wie RhoA in die Basis des Invasionskomplexes rekrutiert [97], wahrend RhoD,
ebenfalls eine Rho-GTPase, ebenso wie RhoB und RhoC in die Spitze rekrutiert wird. Es kann
also von einem RhoC-Muster der Rekrutierung gesprochen werden, dem die Rekrutierung
einiger weiterer Rho-GTPasen entspricht und von dem sich das Rekrutierungsmuster von RhoA

unterscheidet.

In Mutationsassays konnte diese differentielle Rekrutierung weiter charakterisiert werden. Dazu
wurden die polybasischen Regionen der Proteine ausgetauscht. Diese Proteine verhielten sich
wie es ihre polybasische Region vorgab. Das RhoA-Molekil, mit der polybasischen Region von
RhoC, rekrutierte in die Spitzen des Invasionskomplexes, verhielt sich also wie RhoC, wahrend
das RhoC-Molekil, mit der polybasischen Region von RhoA, in die Basis des
Invasionskomplexes rekrutierte, sich also verhielt wie RhoA. Diese Ergebnisse wurden
anschlieBend in Experimenten weiterentwickelt, in denen nur die polybasische Region mit den
Aminosduren 181-189, gebunden an ein fluoreszierendes Molekil, untersucht wurde. Auch

diese Fusionsproteine rekrutierten wie es ihre polybasische Region erwarten liel3.

Eine weitere Untersuchung der polybasischen Region der Rho-GTPasen ergab, dass es durch
den Tausch der Aminosauren 186 und 187 in der polybasischen Region von RhoA von Lysin zu
Arginin, das bei RhoC an diesen Stellen vorkommt, zu einer Anderung des RhoA-

Rekrutierungsmusters hin zu einem RhoC-Rekrutierungsmuster erfolgt.
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1.7 Fragestellung

Einer der wesentlichen Mechanismen der Pathogenese von Durchfallerkrankungen ist die
Invasion bakterieller Erreger in Enterozyten. Einer der wichtigsten menschlichen
Durchfallerreger, der diesem Pathogenitatsweg folgt, ist Shigella. Zur Vorbereitung der Invasion
greift Shigella durch Injektion eigener Proteine in die Wirtszelle in deren Stoffwechsel ein und
verandert die lokale Wirtszellmembran so, dass Shigella von der Wirtszellmembran
umschlossen und Uber eine Vakuole in die Zelle aufgenommen werden kann. Bei der
Ausbildung dieser lokalen Membranverédnderung spielen die Regulationsfaktoren RhoA und
RhoC der Wirtszelle eine herausragende Rolle. Diese beiden Regulationsfaktoren
unterscheiden sich besonders in der polybasischen Rekrutierungsdoméne, die fir die
unterschiedliche Wirkung von RhoA (Einstilpung der Wirtszellmembran unter Shigella) und
RhoC (Ausstilpung der Membran neben Shigella) verantwortlich zu sein scheint. Wahrend
bisherige Versuche Uberwiegend mit den vollstindigen Molekilen von RhoA und RhoC
durchgefihrt wurden, sollten in den hier durchzufihrenden Versuchen spezifisch die
Rekrutierungsdomanen untersucht werden. Um die polybasischen Regionen von RhoA und
RhoC naher untersuchen zu kénnen, sollten in der vorliegenden Arbeit molekularbiologische

Konstrukte hergestellt werden, die folgende Bedingungen erfiillen sollten:

e Die Konstrukte sollten sich an bereits in Rekrutierungsexperimenten verwendeten Proteinen

orientieren.
o Die Konstrukte sollten die jeweilige polybasische Region von RhoA und RhoC enthalten.
o Weiter sollten sie das fluoreszierende Protein GFP tragen.
e Um diese Proteine reinigen zu kénnen, sollte ein 6-His-tag angehangt werden.
e Um die Konstrukte radioaktiv markieren zu kénnen, sollte eine PKA-Site eingefligt werden.

e Die polybasische Region sollte je einmal alleine und je einmal mit der folgenden CAAX-
Domane in die Konstrukte eingefiigt werden. Damit sollte die polybasische Region alleine

und in Kombination mit der CAAX-Domane untersucht werden kénnen.

e Um in den durchzufiihrenden Assays eine Positivkontrolle zu haben, sollte ein Konstrukt mit

einer PDZ-Domane hergestellt werden, von der bereits die Bindungspartner bekannt sind.

e Schlielllich sollte als Negativkontrolle ein Konstrukt hergestellt werden, das keine

Interaktionssequenz, also kein Rho, besitzt.

Das Ziel der Arbeit war also, mit der Herstellung und Aufreinigung der oben genannten
Konstrukte eine spatere genauere Charakterisierung der Rekrutierungsdomane der Rho-

Proteine A und C zu ermdglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialliste, Geréate, Kits

Die in der Methodenbeschreibung verwendeten Materialien, Gerate und Kits sind in der
folgenden Materialliste beschrieben, sofern sie nicht bei der Methodenbeschreibung naher

erlautert werden.

Tab. 1 Geréateliste

Gerat Bezeichnung Hersteller
Abzug Kottermann
Beads fur Chemicell
Proteinreinigung

Brutschrank Haraeus

Elektrophoresekammer

Unit Mupid-2
Mini-Protean Il mit PowerPac 3000

Cosmo Bio/Eurogentec
Biorad

Elektroporator Pulse controller plus, Capacitance extender | Biorad
plus, Gene pulser
Entwicklermaschine Agfa Curix 60 Agfa
Film X-OMAT Kodak
Filter PorengréfRe 0,2 ym Schleicher und Schiill
Filter-Fritten 10 ym pore size, # M2210 MoBiTec
Filtertubes Mobicols, # M1001 MoBiTec
Gel Blotting Papier Schleicher und Schiill
Hybridisierungsofen Hybaid Mikro 4 MWG Biotech
Hybridisierungsréhre HB-OV-BM Hybaid
Klarsichtfolie Roth
Kihlschrank 4 °C;-20 °C Liebherr
-80 °C Heraeus
Kunststofffilz Biorad
Kivetten Plexiglas: 1,5 ml halbmikro Brand
Quarz: 104B-QS (Schichtdicke 10 mm) Hellma
Metallktvetten
Mikrowellengerat Daewoo

Nitrozellulosemembran

Protran BA 83 (Porengrof3e: 0,2 um)

Schleicher und Schiill

Nylonmembran Nytran N (Porengrof3e: 0,45 um) Schleicher und Schiill
Parafilm Pechiney Plastik
Packaging

PCR-Gerat / DNA Thermal Cycler 480 Perkin Elmer Cetus

Thermocycler

Petrischalen Sarstedt

pH-Meter ATC Temp pH-Meter Piccolo plus Beckman

Photometer Spectronic 20+ Ultraspec Il Milton Ray +
Spektralphotometer Pharmacia
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Pipetten Eppendorf
Reaktionsgefalie 0,5ml;1,5ml; 2 ml Eppendorf
15 ml; 50 ml Falcon
Ruhr- und Heizplatte MR 3001 Heidolph
Scanner Scanmaker Office Plus Mikrotek
Schittler Inkubator 1000 und Unimax-Schuttler 1010 Heidolph
Multitron Infors
Schwenker Polymax 2040, Polymax 1040 Heidolph
Sequenzierer Licor, DNA sequencer model 4000L MWG-Biotech
Sterile Bank Autair Heraeus
Thermogefal Isotherm KGW
Ultraschallgerat Sonoplus GM 70 Bandelin
UV-Transluminator Eagle Eye Il Stratagene
Vortexer REAX 2000 Heidolph
Waagen A 120 S und LC 6201 Sartorius
Warmeblock Thermostat Techne-Dri-Block BD2A Thermo-Dux
Wasserbad Bioblock Scientific
Western Blot-Kammer Mini Trans-Blot Transfer Cell mit PowerPac Biorad
3000
Zentrifugenbecher Beckman
Tab. 2 Liste der verwendeten Zentrifugen
Zentrifuge Rotor GefalR | Radius Hersteller
Kiihlzentrifuge Centrifuge 5402 (fest) 05ml | 6,2cm
- - : F-45-18-11 1,5ml | 7,2cm Eppendorf
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 C 2ml | 7,3cm
Labofuge 400 R (Ausschwing-) | 15 ml Heraeus
8179 20 ml
J2-HS Centrifuge (Vakuum) (fest) 250 ml | rpip: 3,5 cm Beckman
JA-14 Fmax: 13,7 cm
L8 70M Ultrazentrifuge (fest) T-35 1- | 80ml | rmin: 3,5 cm Beckman
25 Beckman- Mmax. 10,4 cm
katalog 92

Tab. 3 Auflistung der verwendeten Substanzen

Substrat Form Bezugsquelle
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1, 40 % in Wasser Fluka, Roth

Agar Agar Kobe I pulv. Roth

Agarose Difco

Agarose Roth
Amidoschwarz Schleicher & Schuill
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Ampicillin Trihydrat, 97 % Aldrich
Anti-mouse-POD-Antikorper 0,8 mg/ml Dianova
Anti-Penta-His-Antikorper 200 ug/mi Qiagen
APS (Ammoniumpersulfat) Fluka
Aqua bidest. Braun
Blocking Roche
Bromphenolblau (3'3"5'5"- Na-Salz Sigma

Tetrabromophenolsulfonephtalein)

BSA (Bovines Serum Albumin)

Fraktion V, 98 %

Fluka, ICN Biomedicals

Casein aus Kuhmilch, ~ 95 % Fluka
Chloroform (Trichloromethan) 99 % Roth
CSPD (disodium 3-(4- Roche
methoxyspiro(1,2-dioxetan-3,2'-(5'-
chloro)tricyclo[3.3.1]decan)-4-yl)phenyl
phosphate)
Desoxycholsaure 99 % Fluka
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
DNA-Marker Ladder-Mix # SM0331 MBI
DTT 99,5 % Fluka
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 299 % Roth
Essigsaure 100 % Merck
Ethanol Vergallt, 96 % Roth
Ethidiumbromid 1 % in Wasser Roth
Formamid 2 99 %, + lonenaustauscher Fluka
(M-8032 Sigma)
Glutathion 97,0 % Roth
Glycerol Wasserfrei, 99,5 % Roth
Glycin (Glykokoll) 99 % Roth
Harnstoff (Harnstoff) 299,7 % Roth
HCI (Salzsaure) 225% Merck
Hefeextrakt Sifin
H,O, (Wasserstoffperoxid) 30 % Merck
Imidazol 99 % Sigma
(1,3-Diaza-2,4-cyclopentadien)
IPTG 99,0 % Applichem
(Isopropyl-beta-thiogalactopyranosid)
4-Jodophenol 99 % Aldrich
Kanamycin Sulfat Fluka
KCI (Kaliumchlorid) 299,5 % Roth
Loading Buffer Fermentas
Long Ranger Gellésung Cambrex
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Luminol 98,0 % Fluka
Lysozym 82800 U/mg; Fluka
Magermilchpulver Uelzena
Maleinsaure 99 % Roth
2-Mercaptoethanol 14,3 M Sigma
MgCl, 99 % Applichem
Mg-sulfat 99,9 % Fluka
Mineraldl, weil’ Sigma
MOPS 2995 % Fluka
(3-Morpholin-Propasulfonsaure)

Natriumacetat Trihydrat, 2 99,5 % Roth
NaCl (Natriumchlorid) 2995 % Roth
Natriumcitrat Dihydrat, 99 % Merck
NaH,PO, Dihydrat Fluka
(Natriumdihydrogenphosphat)

NaOH (Natriumhydroxid) Platzchen, = 99 % Roth
Natriumlauroylsarcosin Merck
dNTPs 2mM

Phenol TE gel6st, pH 7,5-8,0 Roth
Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol 25:24:1, Roth
0-Phosphorsaure =85 % Roth
Proteinstandardmarker 23 ug/ul Fluka
SDS (Natriumdodecylsulfat) 299 % Roth
Serva Blue G Serva
Stickstoff Flissig

Streptavidin AP Roche
Taqg-Puffer mit 15 mM MgCl, Eppendorf
Tag-Polymerase 10 x, 5 U/l Eppendorf
TEMED 299 % Fluka
Tricine 299 % Roth
Tris Base 299,9 % Roth
Tryptone / pankreatisches Pepton Sifin
(Casein)

Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan) Monolaurat Sigma
Xylencyanol FF Farbanteil ca. 80 % Sigma

Tab. 4 Liste der gekauften Kits

Kits

Hersteller

Bestellnummer

QlAgen Miniprep

Qiagen

27104
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Peqlab Miniprep Peqlab 12-6942-02
QlAgen Maxiprep Qiagen 12162
PCR-Purification-Kit Qiagen 28104
Sequenzier-Kit; Thermo fluorescent Amersham-Pharmacia RPN2438
labeled primer cycle sequencing kit biotech
with 7-deaza
Biotin-Chem-Link Roche 1812149
Tab. 5 Liste der verwendeten Enzyme
Enzym Hersteller und Temperatur Puffer Schnitt-
Konzentration stelle
BamHI MBI Fermentas, 37 °C spezieller Hindlll- | G GATCC
10 U/ul Puffer von
Fermentas
EcoRl MBI Fermentas, 37 °C spezieller EcoRI- | G AATTC
60 U/ul, 10 U/ul Puffer von
Fermentas
Hindlll MBI Fermentas, 37 °C R von Fermentas | A AGCTT
10 U/ul
Smal MBI Fermentas, 30 °C Tango 1 von CCC GGG
10 U/ul Fermentas
Cfral (XmaCl) MBI Fermentas, 37 °C spezieller Cfrol- C CCGGG
(Smal- 10 U/ul Puffer von
Erkennungs- ) ) Fermentas
sequenz andere Boehringer Mannheim,
Schnittstelle) 10U/ul
Xbal MBI Fermentas, 37 °C Tango 1 von T CTAGA
10 U/ul Fermentas
Ligase T4-DNA- MBI Fermentas, 5 16 °C Ligationspuffer
Ligase Weiss U/ul von Fermentas
New England-Biolabs,
2.000.000 U/mli
Phosphatase New England Biolabs 37 °C NEBuffer 3 von
(CIAP) New England
Biolabs
Tag-Polymerase Eppendorf Taqg-Puffer mit 15
10 x, 5 U/pl mM MgCl,
Polynukleotid- MBI Fermentas, 37 °C 10x Puffer
kinase T4 10 U/l
DNAse Applichem, 3000 U/mg
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2.2 DNA Préaparation
2.2.1  Miniprep

Fir DNA Mengen bis 25 ug wurden kommerzielle Miniprep Kits von Qiagen oder PeqlLab
verwendet. Die in 7 ml LB Medium (Tab. 45, S.53) mit 100 ug/ml Ampicillin oder LB Medium mit
100 pg/ml Ampicillin und 30 pyg/ml Kanamycin tber Nacht gewachsenen Bakterien wurden
15 min bei 4500-4800 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in RNAse Puffer aufgenommen, die
Bakterien mit alkalischem Puffer lysiert und unerwiinschte Bakterienbestandteile ausgefalit.
Nach Abzentrifugieren wurde der Uberstand auf Silicamembranen tbertragen, an die die DNA
bindet und in mehreren Waschschritten gereinigt. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde mit

sterilem Aqua bidest. eluiert und bei —20 °C gelagert.

2.2.2 Maxiprep

Fir die Praparation groferer Plasmidmengen wurden kommerzielle Maxiprep Kits von Qiagen
verwendet. Das Verfahren entsprach dem der Miniprep. Ausgangsvolumen waren 400 ml LB
Medium (Tab. 45, S.53). Die Zentrifugationsschritte nach der Bakterienernte wurden in einer
Ultrazentrifuge bei 20 000 rpm und 4 °C durchgefihrt. Eluiert wurde mit salzhaltigem Puffer. Die
eluierte DNA wurde mit Propanol gefallt, mit 70 % Ethanol gewaschen, in Aqua bidest.

aufgenommen und bei —20 °C gelagert.

2.2.3 PCR - Polymerase Chain Reaction

Die PCR wurde zur Vervielfaltigung von DNA fir Ligationen aber auch als schnelle Kontrolle zur

Charakterisierung von Bakterienkolonien genutzt (,Klon-Kontroll“-PCR).

Als Templates dienten bereits vorhandene Plasmide sowie die selbst klonierten Plasmide und
bakterielle DNA. Die optimale Templatekonzentration wurde jeweils in Vorexperimenten

ermittelt.

Tab. 6 bei der PCR eingesetzte Konzentrationen und Volumina

Konzentration | dNTP 10x PCR | Oligo1 | Oligo 2 Enzym Aqua Template
und Volumina 2 mM Puffer 60 HM 60 HM Taq- bidest.
polymerase
5 U/l
End- 50 uM 1x 20 uM 20 uM 1U wechselnd
konzentration
im Ansatz
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Einzelansatz 2,5 10 0,3 0,3 0,2 ad 100
in ul (fr
100 ul)

Bei der so genannten ,Klon-Kontroll“-PCR wurde als Template die Plasmid-DNA einer
Einzelkolonie verwendet. Diese PCR diente dem schnellen Nachweis nicht extra aufgereinigter
Plasmide. Die zu untersuchenden Einzelkolonien wurden mit einer Ose gepickt und in 100 pl
Aqua bidest. inokuliert. Mit derselben Ose wurde anschlieRend ein fraktionierter Ausstrich auf
einer Agarplatte angefertigt, um die Klone bei Bedarf weiter verwenden zu kénnen. Der Rest
wurde flr 15 min bei 100 °C gekocht und fiir 10 min bei 14 000 rpm abzentrifugiert. 0,5 ul des

erhaltenen Uberstandes wurden anschlieRend zu dem PCR-Ansatz gegeben.

Nach dem Zusammenpipettieren wurden die Reaktionsansatze mit je 70yl Mineraldl
Uberschichtet, um einer Probenverdunstung im Thermocycler entgegenzuwirken. Die

anschlieRenden Reaktionsschritte sind Tab. 7, S.32 zu entnehmen.

Tab. 7 Thermocycler Programmwahl

Temperatur Zeit Zyklusanzahl Reaktionsschritt
94 °C 4 min 1x Denaturierung des DNA-
Stranges
40 °C 1 min erstes Annealing
\ 1x Extension
72 °C 2 min Denaturierung
94 °C 2 min )
60 °C 1 min Annealing Temp
Extension
72°C 2 min 30-35x Denaturierung
94 °C 2 min
72 °C 10 min 1X letzte Extension besonders lang,
damit alle Strange vervollstandigt
werden kdnnen
4°C Lagerung im Kuhlschrank
moglich

Nach der Amplifikation wurden die Produkte im —20 °C Eisschrank aufbewahrt.

2.2.4 Extraktion der mittels PCR gewonnenen DNA

Die DNA-Aufreinigung wurde mit Hilfe eines Qiagen-PCR-Purifikation-Kits durchgefuhrt. Das

PCR-Produkt wurde in finf Volumina Puffer aufgenommen, ohne vorher das Mineraldl zu
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entfernen. Das erhaltene Gemisch wurde auf eine Qiaquick-Silicasdule aufgetragen und
zentrifugiert, wobei die DNA an die Saule gebunden wurde. Die Saule wurde mit Puffer

gewaschen, die DNA mit 45 pl Aqua bidest. eluiert und bei —20 °C gelagert.

2.2.5 Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Die Extraktion von DNA nach Restriktionen, Ligationen oder nach Reinigung tiber ein Gel wurde
in drei Schritten mit Phenol, Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und Chloroform durchgefihrt,
um Protein- oder Gelverunreinigungen zu entfernen. Die Extraktion fand meist in 1,5 ml oder

2 ml Eppendorftubes statt, wobei Volumina die kleiner als 100 yl waren, aufgefillt wurden.

Zu dem zu extrahierenden Volumen wurde ein Volumen Phenol gegeben und die beiden
Phasen durch dreiminiitiges Vortexen gut gemischt. Diese Mischung wurde 10 min bei 16 °C
mit 14 000 rpm zentrifugiert und die obere wassrige Phase anschlielend in ein neues
Eppendorftube Uberfiihrt.

Dieselben Schritte wurden mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und
Chloroform wiederholt. Nach dem letzten Reaktionsschritt mit Chloroform wurde die wassrige

Phase in ein neues Reaktionsgefalt Gberfiihrt und die DNA prazipitiert.

2.2.6 DNA Prazipitation und anschliel’iendes Waschen

Die durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigte DNA wurde mit 1/10tel ihres Volumens an 3
M Natrium-Acetat pH 5,2 und dem 2,5-fachen Volumen an 100%igem Ethanol gemischt und bei
—20 °C uber Nacht prazipitiert. Am néchsten Tag wurde die DNA durch eine 30 miniltige
Zentrifugation mit 14 000 rpm bei 4 °C pelletiert und der Uberstand abpipettiert. Es wurde 1 ml
70%iger Ethanol zugegeben und nach vorsichtigem Mischen erneut 30 min zentrifugiert. Diese
Waschschritte wurden mindestens dreimal wiederholt, um Phenolspuren und Salze zu
entfernen. In einem letzten Schritt wurde die DNA mit 100%igem Ethanol gewaschen und nach
erneuter Zentrifugation getrocknet. Die DNA wurde daraufhin in einem geeigneten Volumen

Aqua bidest. aufgenommen und bei —20 °C gelagert.

2.2.7 DNA Restriktion
Zur Restriktion wurden die folgenden Enzyme verwendet (Tab. 8, S.33):

Tab. 8 Restriktionsenzyme

Enzym Hersteller und Restriktions- Puffer Schnittstelle
Konzentration temperatur
BamHI MBI Fermentas, 37 °C spezieller Hindlll- | G GATCC
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10 U/ul Puffer von
Fermentas
EcoRI MBI Fermentas, 37 °C spezieller EcoRI- | G AATTC
60 U/ul /10 U/pl Puffer von
Fermentas
Hindlll MBI Fermentas, 37 °C R von Fermentas | AAGCTT
10 U/l
Smal MBI Fermentas, 30 °C Tango 1 von CCC GGG
10 U/l Fermentas
Cfr9l/XmacCl MBI Fermentas, 37 °C spezieller Cfrol- C CCGGG
(Smal- 10 U/l Puffer von
Erkennungs- i Fermentas
sequenz andere | Boehringer
Schnittstelle) Mannheim,
10 U/l
Xbal MBI Fermentas, 37 °C Tango 1 von T CTAGA
10 U/ul Fermentas

In der Regel lief die Reaktion in Volumina von 100 yl — 200 pl bei 37 °C im Brutschrank tber
Nacht in den vom Hersteller mitgelieferten Puffern ab. Die Enzymmenge wurde mit 2 U/ug DNA
berechnet. Bei Mehrfachrestriktionen wurden die einzelnen Restriktionsschritte fast immer
nacheinander durchgefiihrt, getrennt durch Phenol/Chloroform-Extraktion und

Ethanolprazipitation.

2.2.8 Dephosphorylierung

Um eine Religation von geschnittenen Plasmiden zu verhindern, wurden die Plasmide, die als
Vektoren fungieren sollten, mit alkalischer Phosphatase in dem vom Hersteller mitgelieferten
Puffer fir vier Stunden oder tber Nacht dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung wurde bei
der Vektorherstellung nach jedem Restriktionsschritt ohne vorhergehende Phenol/Chloroform-
Extraktion durchgefiihrt und zum Abschluss der Restriktionen, nach einer Phenol/Chloroform-
Extraktion durchgefiihrt. Nach der letzten Dephosphorylierung wurde die DNA erneut mit

Phenol/Chloroform gereinigt und ethanolprazipitiert.

2.2.9 Agarosegele

Agarosegele wurden verwendet, um Restriktionsschritte zu kontrollieren, den Erfolg einer PCR

zu Uberprufen und um DNA nach einer Restriktion zu reinigen.

Es wurden je nach Hersteller der Agarose unterschiedlich konzentrierte Gele verwendet (1,2 %,
Firma Roth, 1,5-1,8 % Firma Difco). Das jeweilige Agarosepulver wurde in 0,5x TAE geldst und

erhitzt bis die Suspension schlierenfrei war. Daraufhin wurde die Agarose in vorgesehene
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Gelkammern gegossen (variabel je nach Gelgrofie und gewtinschter Taschengréfie).

Nach dem Erkalten wurden die Gele in den Elektrophoreseapparat Mupid2 gelegt und mit 0,5x
TAE bedeckt. Die aufzutragende DNA wurde in Loading Buffer (Tab. 16, S.47) aufgenommen
und in die jeweiligen Geltaschen pipettiert. Da der Loading Buffer farblos war, wurden auf jedem
Gel an den Seiten je eine Spur Bromophenolblau/Xylenzyanol Farbstoff (Tab. 17, S.47) sowie
als Langenmalistab ein DNA Marker mit definierten DNA-Fragmenten (Tab. 18, S.47)

aufgetragen.

Nach dem Auftragen wurden 100 V Gleichspannung angelegt, wodurch die negativ geladene
DNA und die Farbstoffe im Gel in Richtung Pluspol ,wandern®. Als Orientierung fiir die Laufzeit
diente die Bromophenolblau Bande, die ahnlich weit ,wandert* wie ein DNA Fragment mit
350 bp. Nachdem die Banden weit genug gelaufen waren, wurde das Gel in
Ethidiumbromidlésung fir 30 min gefarbt. AnschlieRend konnte die DNA unter UV-Beleuchtung

im Transluminator EagleEye sichtbar gemacht werden.

2.2.10 Reinigung von DNA (ber Agarosegele und anschlieRende Gelextraktion

Zur Reinigung von DNA Uber Agarosegele wurden grolRere Taschen benétigt, um ein grofieres
Probenvolumen auftragen zu kénnen. Dafiir wurden zwei oder drei Kammzacken mit Tesafilm
zusammengeklebt und die DNA in Loading Buffer gelést aufgetragen. Auch hier wurden
Frontmarker und ein Langenmafistab mitgefiihrt. Zusatzlich wurde in zwei Taschen neben der
grolRen Tasche die gesuchte DNA aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Trennung wurden
die beiden randstandigen Taschen abgeschnitten, mit Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-
Beleuchtung die gesuchten Banden auf den Gelstlicken markiert. Danach konnte die gesuchte
Bande im Bereich der grof3en Tasche ausgeschnitten werden, ohne dass die erhaltene DNA mit
Ethidiumbromid gefarbt werden musste. Die Gelreste wurden in Ethidiumbromid gefarbt, um zu
kontrollieren, ob die DNA vollstandig ausgeschnitten wurde. Das ausgeschnittene Gelfragment
wurde in Stlicke geschnitten und fakultativ (ber Nacht in einer einmolaren NaCl-Losung

aufbewahrt.

Extrahiert wurde die DNA mit einer zehnminiltigen Zentrifugation durch einen Filter bei
14 000 rpm und Raumtemperatur und anschlieBender Phenol/Chloroform-Extraktion. Als Filter
wurden Mini Fritten von MoBiTec verwendet, die in Filtertubes von MoBiTec gesteckt wurden
und in denen die groReren Agarosestiickchen hangen blieben. Kleinere Agarose-
Verunreinigungen wurden durch erneute Zentrifugation ohne Filter pelletiert und der Uberstand
durch sorgfaltiges Abpipettieren gewonnen. Aus diesem Uberstand wurde die DNA durch

Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolprazipitation extrahiert.
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2.2.11 Messung der DNA Konzentration

Die Messung der DNA-Konzentration wurde mittels UV-Photometer von Spectronic durch
Absorptionsmessung (einer 1:200 verdunnten Ldsung) bei einer Wellenlange von 260 nm
ermittelt. Dazu wurden 3,5 ul der DNA-Probe in 700 uyl Aqua bidest. in eine Klvette gegeben

und nach Nullpunkt-Tarierung des Photometers die Absorption gemessen.

2.2.12 Hybridisierung

Die Technik der Hybridisierung wurde verwendet um zwei zueinander komplementare
Oligonukleotide zu einem Doppelstrang zu verknuipfen, um ihn anschlieBend in einen Vektor
klonieren zu kénnen. Der Hybridisierungsansatz (Tab. 9, S.36) wurde 10 min bei 95 °C im
Wasserbad erhitzt, um intramolekulare Briicken zu l6sen. Daraufhin wurde das Wasserbad auf
die fir das jeweilige Oligonukleotidpaar ausgerechnete Temperatur abgekuhlt. Diese
Temperatur richtet sich nach der Schmelztemperatur (T,,) der Oligonukleotide und sollte etwas
unterhalb der berechneten T, liegen. Die T,, der Oligonukleotide wird in Abhangigkeit des GC-
Gehaltes berechnet und ist ein Maf} fur die Festigkeit der Bindung von komplementaren DNA-
Strangen. Nach Erreichen dieser Temperatur kam der Ansatz fir 5 min in ein Eisbad, was zur

Renaturierung fihrt. AnschlieRend wurde die hybridisierte DNA phosphoryliert.

Tab. 9 Hybridisierungsansatz

Oligo1 (200 pM) | Oligo2 (200 uM) NaCl (1 M) Aqua bidest. Gesamtansatz
kodierender nicht kodierender
Strang Strang
3,5yl 3,5l 5l 88 pl 100 pl
700 pmol 700 pmol 0,05 M

2.2.13 Phosphorylierung doppelstrangiger DNA

Die hybridisierte DNA musste phosphoryliert werden,

um eine Ligation mit

dem

dephosporylierten Vektor zu erméglichen. Hierzu wurde der Phosphorylierungsansatz (Tab. 10,

S.36) fur eine

Stunde bei

37°C

Phenol/Chloroform-Extraktion zur Enzyminaktivierung durchgefiihrt.

Tab. 10 Phosphorylierungsansatz

inkubiert. Nach der Phosphorylierung wurde eine

hybridisierte Enzym T4- 10xPuffer ATP Aqua DTT Gesamtansatz
Oligos Polynukleotidk bidest.
inase (10 U/ul) (250 mMm)
50 pl 1 ul 1l 32 ul 5ul 100 pl
350 pmol Ad1mM | Ad 100 pl Ad
50 mM
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Eine Einheit des Enzyms Ubertragt 1 nmol Phosphat von ATP auf das 5'-OH-Ende der DNA, in
30 min bei 37 °C; Berechnung der Menge an 5'-OH-Enden der eingesetzten DNA —

Bestimmung der Enzymmenge (berechnete Enzymmenge etwa mit 10-15 multiplizieren).

2.3 Klonierung
2.3.1 Ligation

Die mit Restriktionsenzymen geschnittenen Vektoren und die durch Restriktion oder
Hybridisierung hergestellten Inserts wurden mit T4-DNA-Ligase ligiert. Die Ligationen fanden in
den vom Hersteller mitgelieferten Puffern fiir 2-4 Stunden bei 16 °C im Thermocycler statt,
normalerweise in 30 ul Endvolumen. Vektor- und Plasmidkonzentrationen wurden in

Vorversuchen festgelegt.

Wenn sich an die Ligation eine Elektroporation anschlieRen sollte, wurden die Ansatze durch
eine Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolprazipitation von Salzen und Enzymen befreit,
bei Transformation in chemisch kompetente Bakterien konnte der Ligationsansatz direkt, ohne

vorherige Reinigung, verwendet werden.

Als Kontrolle wurde bei jeder Ligation ein Ansatz der nur Vektor-DNA und ein Ansatz der nur
Insert-DNA enthielt mitgeflihrt, um bei der Auswertung eine Abschatzung vornehmen zu
kénnen, wie viele der entstandenen Klone das Plasmid mit dem gewinschten Insert und wie

viele nur religierte Vektor- bzw. Insert-DNA enthielten.

2.3.2 Kompetente Bakterienzellen

2.3.2.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Zunachst wurden die Bakterien, die kompetent gemacht werden sollten, in LB Medium (Tab. 45,
S.53) uber Nacht kultiviert.

Von der Ubernachtkultur wurden 20 ml abgenommen und in 1 000 ml LB Medium inokuliert. Die
Suspension wurde, unter kontinuierlicher Messung der optischen Dichte, bei 37 °C unter
standigem Schitteln inkubiert. Bei Erreichen einer optischen Dichte von 0,7, gemessen bei
einer Wellenlange von 600 nm, wurde die Suspension auf Eis gekuhlt, in 250 ml
Zentrifugentubes (Beckmann) Uberfihrt und bei 5 000 rpm in der Beckmann JH-2S Zentrifuge
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet im gleichen
Volumen eiskaltem Aqua bidest. aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation mit 5 000 rpm
wurde das Pellet in 1/10tel des Volumens Aqua bidest. gelést und abzentrifugiert. Dies wurde

wiederholt bis das Pellet in 1 ml Aqua bidest. aufgenommen werden konnte. Die entstandene
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Menge an Bakteriensuspension wurde gemessen und 1/3tel des Volumens an Glycerol
zugegeben. Diese Mischung wurde aliquotiert in 500 pl Eppendorftubes, einige Stunden im

—20 °C Eisschrank eingefroren und anschlieRend bei —80 °C gelagert.
2.3.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Rubidium/Chlorid-Bakterien

Fir die Herstellung von chemisch kompetenten Bakterien wurden zunachst die kompetent zu
machenden Bakterien in 20 ml PSI Medium (Tab. 46, S.53) tUber Nacht kultiviert.

Von der Ubernachtkultur wurde 1 ml abgenommen und in 200 ml PSI Medium (iberfiihrt. Diese
200 ml wurden unter regelmaRiger Messung der optischen Dichte bei 37 °C unter standigem
Schiutteln inkubiert. Bei einer optischen Dichte von 0,48, bei 550 nm Wellenlange, wurde die
Suspension auf Eis gekihlt, in 250 ml Zentrifugentubes (Beckmann) gefullt und bei 5 000 rpm in
der Beckmann JH-2S Zentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
entstanden Pellet in 0,4 Volumina eiskalter Tfbl Lésung (Tab. 19, S.47) aufgenommen und
15 min auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation mit 5 000 rpm wurde das Pellet in 0,04
Volumina eiskalter Tfbll Loésung (Tab. 20, S.48) resuspendiert und 15 min auf Eis gestellt. Die
entstandene Bakteriensuspension wurde in 500 pl Eppendorftubes aliquotiert und in flissigem

Stickstoff schockgefroren, um danach im —80 °C Eisschrank gelagert werden zu kdnnen.

2.3.3 Transformation elektrokompetenter Bakterien (Elektroporation)

Zur Transformation durch Elektroporation wurden 50 yl der kompetenten Bakterien mit den
durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigten Ligationsansatzen 30 min auf Eis inkubiert. Die
Reinigung mit Phenol/Chloroform und anschliefende DNA-Prazipitation mit Ethanol war nétig,
um Salze und Proteine aus dem Ansatz zu entfernen, die sonst dazu fihrten, dass die Anséatze

sich beim Elektroporieren zu stark erhitzten und die Bakterien abstarben.

Fir die Elektroporation wurde die Suspension in eisgeklhlte Metallkiivetten gefiillt. Diese
Klvetten wurden in den Elektroporator gestellt und mit einer Spannung von 2,5 kV, bei einer
Kondensator-Kapazitat von 25 yF und einem Widerstand von 200 Ohm elektroporiert. Die Zeit,
die bis zum Entladen des Kondensators verging, lag zwischen 4,96 ms und 5,02 ms.
Anschlieflend wurden die Kivetten mit 800 ul 37 °C warmem SOC Medium (Tab. 49, S.54)

gespult und die Suspension eine Stunde bei 37 °C auf einen Warmeblock gestellt.

Nachdem sich die Bakterien von der Elektroporation erholt hatten, wurden sie abzentrifugiert, in
50 pl LB Medium resuspendiert, auf LB Agarplatten mit dem jeweils ndtigen Antibiotikum
ausplattiert und tUber Nacht im Brutschrank bei 37 °C bebrutet. Am nachsten Morgen konnten
die Kolonien gezahlt und mit einer PCR getestet werden. Bei jeder Transformation wurden eine
Positivkontrolle mit einem Plasmid, das sicher transformiert wurde und eine Negativkontrolle,
die keine DNA enthielt, mitgefiihrt.
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2.3.4 Transformation mit Rubidium/Chlorid-Bakterien

Fir die Transformation von Plasmiden in chemisch kompetente Bakterien wurden 100 ul der
kompetenten Bakterien mit dem Ligationsansatz in 1,5 ml Eppendorftubes 45 min auf Eis
inkubiert. Die Transformation erfolgte durch 2 minutiges erhitzen der Suspension in einem
42 °C Wasserbad. AnschlieBend wurden 900 ul vorgewarmtes LB Medium zu der Suspension
gegeben und fir eine Stunde bei 37 °C im Warmeblock inkubiert. Daraufhin wurden die
Bakterien abzentrifugiert, in 50 pl LB Medium resuspendiert und auf LB Agarplatten mit dem
erforderlichen Antibiotikum ausplattiert. Nach einer tGber Nacht Bebritung bei 37 °C konnten die
Kolonien gezahlt und mit einer PCR getestet werden. Bei jeder Transformation wurden eine

Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefiihrt.

2.3.5 Asservieren von Klonen

Um Klone dauerhaft aufbewahren zu kdnnen, wurden sie bei —80 °C tiefgefroren. Dazu wurden
die Klone in einigen Milliliter LB-Medium (Tab. 45, S.53) uUber Nacht fermentiert. Von der
erhaltenen Suspension wurden 900 pl mit 300 pl Glycerol gemischt, langsam bei —20 °C

eingefroren und nach drei Stunden bei —80 °C gelagert.

2.3.6 Screening mit Sonden-Hybridisierung

Diese Methode wurde benutzt, um aus einer Vielzahl von Klonen aus
Transformationsexperimenten die gewlinschten mit dem richtigen Insert herauszufinden. Die bei
dem Transformationsexperiment gewonnenen Klone wurden auf Nylonmembranen aufgetupft,
die mit einem beschrifteten Gitternetz und einem Asymmetriemarker versehen waren. Die
betupften Membranen wurden auf Agarplatten gelegt und eine Nacht bei 37 °C bebrutet. Am
nachsten Morgen wurden die Membranen von den Platten entfernt und fiir zwei Stunden bei
80 °C im Trockenschrank getrocknet. Die Agarplatten wurden in Parafilm eingewickelt und im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt, um weiteres Wachstum zu verhindern. Die getrockneten

Membranen wurden durch Zelllyse mit den in Tab. 11, S. 39 aufgeflihrten Losungen vorbereitet.

Tab. 11 Lésungen fir die Zelllyse in bendtigter Reihenfolge

Lésung pH Inkubation in min
1. 0,5M NaOH 5
2. Membran mit Aqua bidest. waschen
3. 1M Tris-Cl 7,5 5
4. 0,5M Tris-Cl 7,5 5
1,25 M NaCl
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Nach den Lyseschritten wurde die Membran erst an der Luft und anschliellend im

Trockenschrank bei 80 °C fir eine Stunde getrocknet.

Die getrockneten Membranen wurden mit einem entsprechenden Prahybridisierungspuffer (Tab.
21, S.48) prahybridisiert. Dafir wurden die Membranen zusammen mit dem Puffer in
Hybridisiertubes (s. Tab. 1, S.26, Gerateliste) gegeben und bei 50 °C Uber Nacht in dem
Hybridisierofen Hybaid Mikro 4 inkubiert.

2.3.6.1 Herstellung der Hybridisierungssonde

Um die Hybridisierungssonde herzustellen, wurden zundchst zwei PCR Produkte der
gewunschten Sondensequenz mit dem Qiagen PCR-Purification-Kit gereinigt. Die erhaltene
DNA wurde quantifiziert und mit dem Roche Biotin-Kit biotinyliert. Dazu wurde zu jedem ug
DNA 1 ul Biotin-Chem-Link gegeben und der Ansatz bis 20 uyl mit Aqua bidest. aufgefiillt. Nach
sorgfaltigem Mischen wurde der Ansatz 30 min bei 80 °C inkubiert, anschlieRend
anzentrifugiert, um das Kondensat aus dem Deckel zu entfernen und die Reaktion durch
Zugabe von 5 ul Stopp-Reagenz aus dem Kit beendet. Die erhaltene biotinylierte Sonde wurde
bei —20 °C aufbewahrt. Biotin-Chem-Link ist eine cis-Platin Verbindung, die an Position N7 von
Guanosin- und Adenosin-Basen bindet und zur nicht radioaktiven Markierung und Detektion von
DNA verwendet wird. An das Biotin der Sonde kann Streptavidin binden, welches Uber vier
Biotinbindungsstellen verfiigt. An eine dieser Bindungsstellen kann in einem letzten Schritt an
Biotin gekoppelte alkalische Phosphatase binden, die ein Substrat (hier CSPD) in ein Licht-
emittierendes Produkt umwandelt, das auf einem Film detektiert werden kann.

Fir die Hybridisierung musste die Sonde vorbereitet werden. Dazu wurden 100 yl Formamid zu
dem Ansatz gegeben, alles bei 100 °C fur 10 min gekocht, in Eiswasser abgekuhlt, zum
Prahybridisierungspuffer, der auf 70 °C erhitzt wurde, zugegeben und gut gemischt. Dieser

Puffer wurde dann als Hybridisierungspuffer weiterverwendet.

2.3.6.2 Hybridisieren

Fir die eigentliche Hybridisierung wurde der Prahybridisierungspuffer aus den
Hybridisierungskolben durch den 70 °C warmen Hybridisierungspuffer mit der biotinylierten
Sonde ausgetauscht. Die Membranen wurden bei 70 °C im Hybridisierungsofen fur 4 Stunden
hybridisiert. Anschliefend wurden die Membranen je einmal mit Puffer 1 und Puffer 2
gewaschen (Tab. 23, S.48, Tab. 24, S.48).

Fur die sich anschlieBende Detektion der gebundenen Sonden wurden die Membranen
zundchst mit Blockingpuffer (Tab. 25, S.49) fir 30 min geblockt, dann mit Streptavidin-
gekoppelter alkalischer Phosphatase (1:10 000 in Blockingpuffer) fur 30 min inkubiert und
zweimal 15 min mit Waschpuffer (Tab. 26, S.49) gewaschen. Das Streptavidin hat eine hohe
Affinitat zu dem Biotin der Sonde. Nach Aquilibrierung mit Detektionspuffer (Tab. 27, S.49)
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wurde ,CSPD ready to use”“ tropfenweise zugegeben, bis die Membranen vollstdndig bedeckt
waren. ,CSPD ready to use” (Disodium 3-(4-meth-oxyspiro ((1,2-dioxetane-3,2'-(5'-chloro)
tricyclo [3. 3.1.13,7] )) decan-4-yl)phenyl phosphate) ist ein Substrat fiir die alkalische
Phosphatase und wird von diesem in ein Licht-emittierendes Produkt umgewandelt. Die
Membranen wurden zunadchst kurz bei Raumtemperatur und anschliefiend fir 5-15 min bei
37 °C inkubiert.

Jetzt konnten die Membranen zum Belichten auf einen Film aufgelegt und positive Kolonien

zugeordnet werden.

2.4 Sequenzierung

Sequenzierungsexperimente wurden durchgefihrt, um die Sequenz der durch PCR oder
Hybridisierung hergestellten Konstrukte zu verifizieren. Es wurde die Kettenabbruchmethode

nach Sanger [223] verwendet.

Zunachst wurde die eigentliche Sequenzierreaktion durchgefihrt. Hierzu wurden Plasmide aus
Minipraparationen mit einem Kit von Amersham-Pharmacia Biotech sequenziert. Eine DNA
Menge von 0,30 pmol wurde in einem 500 pyl Eppendorftube mit Aqua bidest. auf 25 pl
aufgefillt. Nach Zugabe von 4 pmol des jeweils notwendigen mit Fluoreszenzfarbstoff
markierten Sequenzierungsprimers, wurde der entstandene Premix auf vier Tubes verteilt. Der
verwendete Sequenzierungsprimer der Firma MWG war mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD 800
markiert. Zu den vier Tubes wurde je ein Mikroliter Didesoxynucleotide (Abbruchnukleotide aus
dem Kit) gegeben, der Reaktionsansatz mit 30 yl Mineraldl Uberschichtet und nach einem

kurzen Anzentrifugieren in den Thermocycler gestellt (fir Programmzyklus siehe Tab. 12, S.41).

Tab. 12 Thermocycler Programmwahl fiir die Sequenzierung

Temperatur Zeitdauer Zyklusanzahl Sequenzierschritt
95 °C 5 min 1x Denaturierung
95 °C 30 sec 30x Annealing
55°C 30 sec 30x Extension
70 °C 1 min 30x Denaturierung
4°C Lagerung Lagerung im
Kuhlschrank mdglich

Im Anschluss an die Sequenzierung wurden je 6 pl Stoppreagenz (Tab. 28, S.49) unter das Ol

pipettiert und der Ansatz fir 5min bei 95 °C denaturiert, um die Strange zu trennen.

Anschlielend kamen die Proben in ein Eisbad. Das Stoppreagenz enthalt Farbstoff und

Formamid, das sich an die Einzelstrang DNA anlagert und das erneute Aneinanderlagern
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wahrend des Erkaltens verhindert.

2.4.1 Herstellung des Sequenziergels

Die Darstellung des Sequenzierproduktes erfolgte mit einem Licor-Sequenzierer auf einem
Long Ranger Gel, das zwischen zwei Glasplatten (225 mm x 1000 mm) mit einer Dicke von
0,25 mm gegossen wurde und 90 min polymerisieren musste (Tab. 29, S.49). Nach der
Polymerisation wurden die Glasplatten mit dem Gel in den Sequenzierer eingebaut und auf
45 °C vorgewarmt, bevor die Proben aufgetragen werden konnten. Die entstandene Sequenz
wurde von einem Laser erfasst und mit einem Computerprogramm dargestellt, mit dessen Hilfe
auch das halbautomatische Lesen der Daten vorgenommen wurde. Da die Sequenzen von zwei
Seiten gelesen wurden, erfolgte eine Kontrolle durch die 50-100%ige Uberlappung der

Sequenzen.

2.4.2 Analyse der Daten mit HUSAR

Die Analyse der Sequenzdaten fand mit dem (ber telnet zuganglichen Programm HUSAR 2.0
(Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources) statt. Dieses Programm, das vom Deutschen
Krebsforschungs-Zentrum in Heidelberg und der Universitat Heidelberg zur Verfliigung gestellt

wird, umfasst verschiedene Sequenzanalyse-Programme.

2.5 Expression und Darstellung der Proteine mit His-TAG

Die Expressionsexperimente wurden durchgefiihrt, um die erfolgreiche Klonierung der Inserts in
den Expressionsvektor pQE30, die Exprimierbarkeit der Konstrukte, deren richtige Gré3e und

das Vorhandensein des 6-His-tag nachzuweisen.

2.5.1 Fermentierung

Die in LB-Medium (Tab. 45, S.53) mit Ampicillin und Kanamycin Uber Nacht kultivierten
Bakterien wurden 1:15 verdinnt und bis zu einer optischen Dichte (OD) von 0,7 bei 550 nm
fermentiert. Nach Erreichen dieser OD wurden von der Suspension 2 ml abgenommen und die
Bakterien in einem 2 ml Eppendorftube bei 7 500 rpm und 16 °C fir 8 min abzentrifugiert. Diese
Probe bildete die nicht induzierte Kontrolle. Das Pellet wurde in 200 pyl Aqua bidest. und 40 pl
Protein Loading Buffer (Tab. 44, S.53) resuspendiert, die Mischung 15 min auf 95 °C erhitzt und
erneut bei 14 000 rpm und 16 °C fiir 30 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in Aliquots a
120 pl eingefroren.
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Zu der restlichen Suspension wurde sofort Isopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) ad 1 mM fur
eine zweistindige oder langere Induktion gegeben. Nach der gewilnschten Induktionszeit
wurden diese Proben genauso aufbereitet wie die nicht induzierten Proben und aliquotiert

eingefroren.

2.5.2 Gelelektrophorese zur Proteinauftrennung
Die Darstellung von Proteinen erfolgte mit 12,5%igen Acrylamidgelen.

Es wurde ein Elektrophoresesystem von Biorad verwendet. In der dafiir vorgesehenen Kammer
wurde ein 1,5 mm dickes Gel gegossen. Dies bestand aus einem Trenngel (Tab. 30, S.50) und
einem darlUbergegossenen Sammelgel (Tab. 31, S.50), in das ein Kamm mit 20 Zahnen
gesteckt wurde. Das Trenngel musste 40 min polymerisieren, das Sammelgel 20 min. Um eine
moglichst gerade Grenze zwischen Trenn- und Sammelgel zu erreichen, wurde etwas Aqua

bidest. auf das Trenngel pipettiert, wahrend dieses polymerisierte.

Das polymerisierte Gel wurde in einen Halteapparat eingebaut und in ein TankgefalR gehangt, in
dem die eigentliche Elektrophorese ablief. Bei diesem Zusammenbau musste auf die
Abdichtung zwischen Anoden- und der Kathodenkammer geachtet werden. Die
Kathodenkammer wurde mit Kathodenpuffer (Tab. 33, S.50) gefiillt, der Kamm gezogen und die
einzelnen Taschen gespllt. Die auf Eis aufgetauten Proben zu je 20 ul wurden in die Taschen
pipettiert und der Anodenpuffer (Tab. 32, S.50) in die Anodenkammer gefillt. Die Kammer
wurde geschlossen und die Elektrophorese mit einer konstanten Amperezahl von 70 mA
gestartet. Die Elektrophorese wurde nach 2,5 bis 3 Stunden beendet.

2.5.3 Serva Blue G Farbung

Die Blaufarbung eines Gels erfolgte, um die aufgetrennten Proteinbanden darzustellen. Dazu
wurde das Gel vorsichtig von den Glasplatten gelost und Gber Nacht in eine Serva Blue G
Farbeldsung gelegt (Tab. 42, S.52). Daraufhin wurde das Gel in Entfarbe/Fixierungslésung
(Tab. 43, S.52) gegeben, bis der optimale Farbungsgrad erreicht war und das Gel mit einem

Photo dokumentiert werden konnte.

2.5.4 Western Blot (Tank Blot)

Der Western Blot wurde durchgefiihrt, um die mittels Elektrophorese aufgetrennten Proteine auf
eine Membran zu Ubertragen und anschliel3end mit Hilfe von Antikdrpern darzustellen.

Hierzu wurden die Gele auf Nitrozellulosemembranen Protran BA 83 gelegt, zwischen zwei

Blottingpapiere und zwei Kunststofffilze geklemmt und in die Blottingkammer gestellt. Alle
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Bestandteile aulRer dem Gel wurden vor dem Zusammenbau mit Transferpuffer (Tab. 35, S.51)
durchtrankt. Nach jeder Lage wurden 2-3 ml Transferpuffer aufgetropft und mit einer Pipette

glatt gestrichen, um kleine Luftblasen zu entfernen.

Die Tankkammer wurde mit Transferpuffer gefiillt und auf Eis gestellt. Der Blottingvorgang lief
bei 100 V fir eine Stunde.

2.5.5 Immundetektion nach Western Blot

Die Immundetektion wurde im Anschluss an einen Western Blot durchgefiihrt, um die auf die
Membran geblotteten Proteine mit einem antikdrpergebundenen Fluoreszenzfarbstoff

darzustellen.

Zunachst wurde die Membran mit 10 % Magermilchpulver in TTBS-Puffer (Tab. 51, S.54) tber
Nacht geblockt, um alle unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran abzudecken. Die

geblockte Membran wurde in TTBS gespdlt und zweimal 15 min in TTBS gewaschen.

Jetzt wurde die Membran mit dem ersten Antikdrper eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
(Tab. 38, S.51). Dieser Maus-Antikérper richtete sich gegen die 6-HIS Domane, die Teil aller
hergestellten Proteine war. Nach dieser ersten Inkubation wurde die Membran erneut mit TTBS
gespult und zweimal 15 min in TTBS gewaschen. Die gewaschene Membran wurde mit einem
zweiten Anti-Maus-Antikorper, an den eine Peroxidase gekoppelt (Tab. 39, S.52) war und der
sich gegen den ersten Antikdrper richtete, fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem Waschen konnten die Peroxidase-gekoppelten Antikorper detektiert werden. Hierzu
wurde die Membran 30 sek in Detektionslésung mit Luminol (Tab. 40, S.52) getaucht, die
Uberschussige Flissigkeit entfernt und die entstehende Fluoreszenz auf einem Film

festgehalten.

2.5.6 Amidoschwarz-Farbung von Proteinblots

Nach dem Photographieren der Membran wurde diese zusatzlich noch mit Amidoschwarz

gefarbt, um die Bandenzuordnung zu erleichtern.

Dazu wurde die Membran mit Aqua bidest. dreimal je 5 min gewaschen und anschlieend mit
Amidoschwarz fur 4 min gefarbt (Tab. 41, S.52). Nach kurzem Entféarben mit Eisessig wurde die

Membran luftgetrocknet und photographiert.

2.6 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG oder Eurogentech synthetisiert

und als PCR-Primer und Sequenzierprimer sowie fir die Hybridisierung benutzt. (Tab. 13, S.45)
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Tab. 13 Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid | Verwendung Sequenz
-nummer
194 PCR: forward Oligo; Zus. | 5'_ GAT CGA ATT CGG ATC CCG CCG AGC
mit Oligos 195 (RhoA) oder | CAG CGT GTC TAG AAT GGT GAG CAA GGG
196 (RhoC) zur PCR- CGA GGA GCT GTTCA - 3'
Herstellung der Konstrukte:
PKA-site - EGFP -
rhoA/Crd
195 PCR; reverse Oligo 5'-GCT AAAGCT TTC AAC CAGATTTTT
zusammen mit 194 TCT TCC CAC GTC TAG CGC CCG GGC CAG
CTT GAG CTC GAG ATC TGA GTC CGG ACT
TGTA-3'
196 PCR; reverse Oligo 5'- GTA CAA GCT TTC AGC CCC TCC GAC
zusammen mit 194 GCT TGT TCT TGC GGA CGC CCG GGC CAG
CTT GAG CTC GAG ATC TGA GTC CGG ACT
TGTA-3
199 PCR; PDZ-ncs 5'- CCT CCA GCC CCA CAC TGT TGA CCG
bindet an die PDZ-Domane | CCA - 3'
208 PQE30-PCR-Oligo, 5'- TAC TGG ATC TAT CAA CAG GA - 3'
downstream der MCS;
bindet an bp 230-211 (ncs)
203 Hybridisierung; Oligo fur 5'- CCG GGC GCT AGA CGT GGG AAG AAA
(kodierender das Konstrukt RhoA mit AAATCT GGTTGCCTTGTCTTGTGAA-3'
Strang) CAAX-Box
204 (nicht Hybridisierung; reverse 5'- AGC TTT CAC AAG ACA AGG CAA CCA
kodierender Oligo zu 203 -ncs GATTTTTTC TTC CCACGT CTAGCGC -3
Strang)
205 Hybridisierung: Oligo fir 5'- CCG GGC GTC CGC AAG AAC AAG CGT
(kodierender das Konstrukt RhoC mit CGG AGG GGC TGT CCCATTCTCTGAA -3
Strang) CAAX-Box
206 (nicht Hybridisierung; reverse 5'- AGC TTT CAG AGA ATG GGA CAG CCC
kodierender Oligo zu 205 - ncs CTCCGACGCTTIGTTICTTGCGGACGC-3'
Strang)
97 Sequenzierung von Klonen | 5'- GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG A
in puC19 von 195/196er -3
Seite; M13 reverse Oligo
198 Sequenzierung von Klonen | 5'- AGG GTT TTC CCA GTC ACGACGTT -3
in pUC19 von 194er Seite;
M13 forward Oligo
210 Sequenzierung der 5-TGC CAC CTG ACG TCT AAG AAA CCA-3’

Promotorregion von
pQE30, bindet an bp 3379-
3402 des kodierenden
Strangs von pQE30
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2.7 Verwendete Bakterienstamme

Klonierung: Fur die Klonierungsexperimente wurde der Stamm DHb5alpha verwendet.

Expression:

verwendet.

Fir die Expressionsexperimente wurden die Stamme M15 und SG13009

Genauere Informationen zu den verwendeten Stammen sind Tab. 14, S.46 zu entnehmen.

Tab. 14 Verwendete Stamme

Bakterienstamm | Beschreibung Hersteller
Klonierung DHb5alpha Rezeptor-Stamm fir Klonierungen
(ohne Plasmid)
Expression M15 enthalt Plasmid pREP4 zur Qiagen
Expressionskontrolle
SG13009 E.coli mit Mutationen in Qiagen
lon/sulA/sulB- Genen,
Proteindegradation in diesem
Stamm ist herabgesetzt. Enthalt
Plasmid pREP4 zur
Expressionskontrolle
2.8 Eingesetzte Plasmide
Die verwendeten Plasmide sind in Tab. 15, S.46 aufgelistet.
Tab. 15 Verwendete Plasmide
Plasmid Beschreibung Hersteller Stamm mit Sequenz/
~leerem” Referenz
Plasmid
pUC19 Klonierungsvektor DH5-a [305]
pQE30 Expressionsvektor Qiagen M15 QlAexpressio
nist [211]
pEGFP mit Vektor flir EGFP- Labor AG DH5-a
RhoA/RhoC Konstrukte Adam
pREP4 konstitutive Qiagen in M15 und QlAexpressio
Expression des SG13009 nist [211]
Expressions- enthalten
suppressors lac-R
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2.9 Puffer und Medien

Tab. 16 6x DNA Loading Buffer

Komponente Menge fir 100 ml Konzentration
Glycerin 30 ml 30 %
TAE (50x) (
6 ml 3x
Tab. 47, S.53)
Aqua bidest. 64 ml ad 100 ml

ergibt bei Mischen mit Probe zu 1x: 5 % Glycerin, 0,5x
ibt bei Misch it Prob 1x: 5 % Gl in, 0,5x TAE

Tab. 17 Agarosegel Farbstoff

Komponente Menge fir 100 ml
6x Loading Buffer ohne Farbe 30 ul
6x Loading Buffer mit Farbe (Fermentas) 10 pl
Aqua bidest. 200 pl

Tab. 18 1x DNA-Marker

Komponente Menge fiir 200 ul Ansatz Konzentration
Glycerol (100 % Lsg.) 10 pl 5%
TAE (50x Lsg.) 2 ul 0,5x
Marker (Ladder-Mix) 5l
Aqua bidest. 183 ul ad 200 pl
Tab. 19 Tfbl
Komponente Menge fir 200 ml Ansatz Konzentration
Natriumacetat 0,588 g 30 mM
Rubidiumchlorid 24249 100 mM
Kalziumchlorid 0,294 g 10 mM
Manganchlorid 20g 50 mM
Glycerol 30 ml 15 % viv

pH 5.8 mit verdinnter Essigsaure
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Tab. 20 Tfbll

Komponente Menge fir 100 ml Ansatz Konzentration
MOPS 0,214 10 mM
Kalziumchlorid 1,19 75 mM
Rubidiumchlorid 0,121 g 10 mM
Glycerol 15 ml 15 % viv

Tab. 21 Prahybridisierungspuffer

Komponente Menge fir 50 ml Ansatz Konzentration
SSC (Tab. 48, S.54) 12,5 ml 5x
N-Laryolsarcosin (5 % Lsg) 1 mi 0,1 %
SDS (10 % Lsg) 0,1 ml 0,02 %
Blocking (10 % Lsg) 5ml 1%
Aqua bidest. 31 ml ad 50 ml

Tab. 22 Maleinsaure-Puffer

Komponente Menge pro Liter Konzentration
Maleinsaure 11,6 g 0,1M
NaCl 8,79 0,15M
NaOH auf pH 7,5 titrieren

Tab. 23 Puffer 1

Komponente Menge pro 600 ml Konzentration
SSC (Tab. 48, S.54) 150 ml 5x
SDS 0,6 g SDS 0,1 %
Aqua bidest. ad 600 ml

Tab. 24 Puffer 2

Komponente Menge pro Liter Konzentration
SSC (Tab. 48, S.54) 100 ml 2x
SDS (10 % SDS) 10 ml 0,1 %
Aqua bidest. ad 1 Liter
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Tab. 25 Blocking Reagenz

Komponente Menge fir 50 ml Ansatz Konzentration
Blocking (10%ige Lsg) 59 1%
Maleinsaurepuffer (pH 7,5) 50 ml auf 60 °C erhitzen

Tab. 26 Waschpuffer

Komponente Menge fir 100 ml Ansatz Konzentration
Maleinsaure 100 mi
Tween20 300 pl 0,3%

(=Polyethylenesorbitan

monolaurate)

Tab. 27 Detektionspuffer

Komponente Menge pro Liter Konzentration
Tris-HCL (pH 9,5) 12,114 g 0,1M
NaCl 5,844 g 0,1M

Tab. 28 Stoppreagenz fiir Sequenzierung

Komponente 50 ml Gesamtvolumen
Bromphenolblau 50 mg
Xylencyanol 50 mg
EDTA0,5M 1ml
Formamid ad 50 ml

Tab. 29 5,5 %-Long Ranger Gel

Komponente 70 ml Gel
Harnstoff/Urea 29449
TSB 10x 8,4 ml

Aqua bidest. ad Ca. 30 ml

50 mi

In 37 °C Wasserbad legen, bis vollstandig gelost.

Long Ranger Gel 7,7 ml
Lésung 50 %
DMSO 0,7 mi
Aqua bidest. ad 3ml
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60 ml

auf Eis stellen, wen

n erkaltet ist:

TEMED

34 pl

APS

340 pl

Tab. 30 12,5 % Trenngel

Komponente Einzelansatz fur 2 Gele 1,5 Konzentration
mm-Kamm (15 ml)
Acrylamid / Bisacrylamid 4,7 ml 12,5 %
(40 %)
Gelpuffer (Tab. 34, S.51) 5 mi
Glycerol 1,5 mi
TEMED 7,5l 0,1 %
APS 10 % 75 0,1 %
Aqua bidest. 3,7ml ad 15 ml

Tab. 31 4 % Sammelgel

Komponente Einzelansatz fiir 2 Gele 1,5 Konzentration
mm-Kamm
Acrylamid / Bisacrylamid 0,75 ml 4 %
(40 %)
Gelpuffer (Tab. 34, S.51) 1,87 ml
TEMED 5,7 pl 0,1 %
APS 10 % 75 ul 0,1 %
Aqua bidest. 4,9 ml

Tab. 32 Anodenpuffer

Komponente Einzelansatz pro Liter Konzentration
Tris 2422 g 200 mM
Aqua bidest. ad 1 Liter

Tab. 33 Kathodenpuffer

Komponente Einzelansatz pro Liter Konzentration
Tris 12,11¢g 100 mM
Tricine 17,92 g 100 mM
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SDS

19

0,1 %

Aqua bidest.

ad 1 Liter

Tab. 34 Gelpuffer

Komponente Einzelansatz pro Liter Konzentration
Tris 364 g 3M
SDS 349 0,3 %
Aqua bidest. ad 1 Liter

Tab. 35 Transfer-Puffer

Komponente Menge pro Liter Konzentration
Tris 3,033 9 25 mM
Glycin 14,4 g 192 mM
Ethanol 200 ml 20 %
Aqua bidest. ad 1 Liter

Tab. 36 Aufschlusspuffer; 2 x 20 ml

Komponente Menge fir 20 ml Ansatz Konzentration
2xTBS (Tab. 50, S.54) pH8,0 20 ml ad 20 ml
Lysozym 20 mg 1 000 pg/ml
PMSF (100 mM) 100 0,5mM

Tab. 37 TSB-Elutionspuffer

Komponente Menge fur 10 ml Ansatz Konzentration
2xTBS (Tab. 50, S.54) 9ml Ad 10 ml
Gluthation (0,1 M) 1 mi 10 mM

Tab. 38 Antikdrperverdiinnung fur erste Inkubation (Anti-His AK)

Komponente Menge fiur 10 ml Ansatz
TTBS (Tab. 51, S.54) 10 ml
BSA (Bovines Serumalbumin) 0,3g

Penta HIS AK

4 yl (=1:5 000 Verdunnung)
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Tab. 39 Antikorperverdiinnung fir Zweit-Antikdrper-Inkubation (Anti-Maus Peroxidase-gekoppelter AK)

Komponente

Menge fir 10 ml Ansatz

TTBS (Tab. 51, S.54)

10 ml

Antimouse POD

1 ul (=1:10 000 Verdlinnung)

Tab. 40 Detektionslosung

Komponente Menge fir 100 ml Ansatz Konzentration
DMSO 200 pl
Luminol (=3- 100 10x
Aminophthalhydrazide)
= 2,5 mg/ml)
4-iodophenol (Pulver bei 4 °C) 100 pl 10x
= 3,0 mg/ml in DMSO
Tris-HCI, pH 7,5 500 pl 100 mM
Wasserstoffperoxid 5l 3 % (wiv)
Aqua bidest. 95 ul ad 1 ml
Tab. 41 Amidoschwarz-Farbeldsung
Komponente Menge fir 100 ml Ansatz Konzentration
Amidoschwarz in Essigsaure 5ml 0,1 % wi/v in 10 % Essigsaure
Aqua bidest. 95 ml ad 100 ml
Tab. 42 Serva Blue G Farbung
Komponente Menge fir 100 ml Ansatz Konzentration
Serva Blue G (Serva 35050) 0,05¢
In Ethanol 16sen 30 ml 30 %
Eisessig 10 ml 10 %
Aqua bidest. 60 ml ad 100 ml
Tab. 43 Entfarbe/Fixierungslosung
Komponente Menge fir 500 ml Ansatz Konzentration
Essigsaure 50 ml 10 %
100 % Ethanol 150 ml 30 %
Aqua bidest. 300 mi Ad 500 ml
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Tab. 44 6x Protein Loading Buffer fir Tris/Tricine-Gele

Komponente Menge fir 20 ml Ansatz Konzentration
Tris pH 6,8 6 ml einer 0,5 M Lésung 150 mM
SDS 2449 12 %
Glycerol 6 ml 30 %
Serva Blue G 6 mg 0,03 %
Aqua bidest. Ad 17 ml
2-Mercaptoethanol Insgesamt 3 ml wird zu den 15 %

einzelnen Aliquots bei
Gebrauch zugegeben

aliquotieren a 850 ul und vor Gebrauch jeweils 150 ul 2-Mercaptoethanol zugeben

Tab. 45 LB Medium

Komponente Menge pro Liter
Hefe Extrakt 59
Tryptone 109
NaCl 59
Aqua bidest. 1 Liter
pH 7,2 mit NaOH
Tab. 46 Psi Medium
Komponente Menge pro Liter
Hefe Extrakt 59
Tryptone 20g
Magnesiumsulfat 59
Aqua bidest. 1 Liter

pH 7,6 mit Kaliumhydroxid

Tab. 47 TAE-Puffer

Komponente Menge pro Liter Konzentration
Tris-acetat 484 ¢ 40 mM
EDTA 0,292 g 1mM
Aqua bidest. ad 1 Liter
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Tab. 48 SSC 20x

Komponente Menge pro Liter Konzentration
NaCl 175,32 g 3M
Natriumcitrat 88,23 g 0,3M

pH 7,0 mit 1 M HCI

Tab. 49 SOC Medium

Komponente (Stocklésung)

Menge pro 100 ml

Konzentration

Hefeextrakt 0,59 0,5 %
Tryptone 2g 2%
NaCl (1 M) 1ml 10 mM

KCI (1 M) 0,25 ml 25mM
MgCl (1 M) 1ml 10 mM
MgSO,4 (1 M) 2 ml 20 mM
Glucose (1 M) 2ml 20 mM
Aqua bidest. ad 100 ml

Tab. 50 TBS-Puffer

Komponente Menge pro Liter Konzentration
Tris pH 8,0 12,19/l 100 mM
NaCl 99/l 0,9 %
Aqua bidest. ad 1 Liter

Tab. 51 TTBS-Puffer

Komponente Menge pro Liter Konzentration
TBS (Tab. 50, S.54) 999 ml 100 mM Tris- HCI , pH 7,5
Tween 20 1 mi 0,1 %(viv)

(= Polyethylenesorbitan
monolaurate)

Tab. 52 Tris-HCL

Komponente Menge pro Liter Konzentration
Tris 121,14 g 1M
HCI bis zum gewilnschten pH
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3 Ergebnisse

Um die in der Einleitung beschriebene Rekrutierungsdomane oder polybasische Region von
RhoA und RhoC naher charakterisieren zu kdnnen und mdgliche Protein-Protein-
Interaktionspartner fur die Rekrutierungssequenz zu finden, wurden sechs Konstrukte
hergestellt. Die exprimierten Proteine dieser Konstrukte sollten anschlielend in einem Overlay-

Assay auf Bindungspartner hin untersucht werden.

Die sechs hergestellten Konstrukte umfassten:

e zwei RhoA-Konstrukte, bestehend aus der RhoA-Rekrutierungsdomane mit oder ohne der

zur Geranylgeranylierung notwendigen CAAX-Domane,

e zwei RhoC-Konstrukte, bestehend aus der RhoC-Rekrutierungsdoméane ebenfalls mit und
ohne CAAX-Domane,

e eine Positivkontrolle mit einer PDZ-Domane (einer bekannten Protein-Interaktionsdomane)
und

e eine Negativkontrolle ohne eine der zu untersuchenden Rekrutierungsdomanen.

Die beiden Letzteren sollten bei den spateren Assays als Kontrollen eingesetzt werden. Die
Konstrukte wurden in einen Expressionsvektor kloniert und kodierten alle fiir eine PKA-Site, die
phosphoryliert werden konnte, um die Konstrukte radioaktiv zu markieren sowie fir das Green
Fluorescent Protein (GFP), das bereits Teil der in Vorexperimenten untersuchten Konstrukte
war. In Abb. 3, S.55 sind die hergestellten Konstrukte schematisch dargestellt.

Abb. 3 Darstellung des molekularen Aufbaus der 6 hergestellten Konstrukte:

Konstrukt Schematische Darstellung
EGFP-RhoA ohne CAAX-
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Im Folgenden wird die Herstellung dieser sechs Konstrukte néher beschrieben.
3.1 Konstrukte mit RhoA- und RhoC-Rekrutierungsdomaéane
3.1.1 Herstellen des Inserts mittels PCR I_ =& _=I
22 2ESTREES
‘mxw:mamzmm

Die Konstrukte mit der RhoA- und RhoC-

Rekrutierungsdomane ohne die zur Geranylgeranylierung W
notwendige CAAX-Domane wurden mit einer PCR, ausgehend

von vorhandenen Konstrukten, hergestellt. Diese vorhandenen
Konstrukte bestanden aus den Rekrutierungsdoméanen von
RhoA bzw. RhoC mit ihrer CAAX-Doméne, also den
Aminosauren 181-193 der beiden Rho-Proteine und befanden

sich in dem Vektor pEGFP von Clontech (siehe Abb. 4, S.56).

Diese beiden Konstrukte wurden mit einer

Abb. 4 pEGFP C1-Vektor, die Schnittstellen der

56 Klonierung sind hervorgehoben.



Plasmidpraparation aus dem E.coli-Stamm DH5-a isoliert und dienten als Template flr die
PCR. Die beiden PCR-Primer kodierten flir Bereiche, die, wie nachstehend beschrieben,

verandert werden sollten.

e Der Upstream-PCR-Primer 194 (siehe Abb. 5, S.57) kodierte fir die Anfangsabschnitte von
EGFP. Vor diesem Abschnitt besalR dieses Oligonukleotid (Oligo) noch Basen, die flr eine
EcoRI-, eine BamHI- und eine Xbal-Schnittstelle sowie fir eine PKA-Site kodierten, die
nicht in den beiden urspriinglichen Konstrukten enthalten waren. Die Uberlappung mit
EGFP betrug 28 bp, das freie Ende bestand aus 37 bp.

5’ - GATC|GAATTC CGCCGAGCCAGCGTG
EcoRI PKA-Site

Abb. 5 PCR-Primer 194 fiir das 5’-Ende des Konstruktes.

e Die beiden Downstream-PCR-Primer 195 und 196 (siehe Abb. 6, S.57) kodierten flr die
jeweiligen Abschnitte am 3’-Ende der Konstrukte. Sie umfassten Basen flur einen Teil des
C-Terminus von EGFP, eine neu eingefugte Smal-Schnittstelle, die jeweilige
Rekrutierungsdomane und eine neue Hindlll-Schnittstelle. Oligo 195 kodierte fur die
Rekrutierungsdomane von RhoA (RhoArd) ohne die angehangte CAAX-Domane und Oligo
196 fur die von RhoC (RhoCrd), ebenfalls ohne die CAAX-Domane. Diese Primer konnten
an zwei Stellen an das Template binden. Zum einen mit einer Uberlappung von 34 bp an
EGFP und zum anderen mit einer Uberlappung von 27bp an die jeweilige

Rekrutierungsdomane.

195:
CGATCTGCACCCTTCTTTTTTAGACCAAC ATCG-5’
RhoArd
196:
CAGGCGTTCTTGTTCGCAGCCTCCCCGACT CATG-5'
RhoCrd

Abb. 6 PCR-Primer 195 und 196 fiir die 3'-Enden der beiden Konstrukte.

Da die PCR-Primer beim ersten Annealing nicht vollstandig binden konnten, wurde flr das erste
Annealing eine niedrigere Temperatur (40 °C) gewahlt als bei den folgenden Schritten, bei

denen die Annealingtemperatur 60 °C betrug.

Das erwartete PCR-Produkt sollte 822 bp lang sein und bestand aus EGFP mit 750 bp, der
PKA-Site mit 15 bp und der Rekrutierungsdomane mit 31 bp. In Abb. 8, S.57 ist ein Schema des
PCR-Annealings und in Abb. 7, S.57 das Produkt einer RhoA- bzw. RhoC-PCR dargestellt.
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pPEGFP-C1
\Oligo 194 __ Oligo 195/196
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= EGFP X RhoA/ £
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Abb. 8 Schema des RhoA- und RhoC-Konstruktes mit
den PCR-Primern 194 und 195 bzw. 196. Da diese sich
icht vollstandi | ko teh i d
Abb. 7 Spuren 1 und 2 zeigen jeweils ein PCR-Produkt mit Elr?dexoas =nclg aniagem konnen, siehen sie an den
820 bp. Links: RhoA-PCR; Rechts: RhoC-PCR; M: Marker. '

Dieses PCR-Produkt wurde mit einem PCR-Reinigungs-Kit von Qiagen aufgereinigt und
anschlieend mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Hindlll geschnitten. Die geschnittene
DNA wurde uber ein Agarosegel aufgetrennt, um nicht erwinschte DNA-Fragmente zu
entfernen. Nach Filtration aus dem Gel wurde die DNA mit einer Phenol/Chloroform-Extraktion,
gefolgt von einem Ethanolwaschschritt gereinigt (s.2.2.10, S.35). Die so gewonnenen DNA-

Prazipitationen, die in Abb. 9, S.58 dargestellt sind, wurden in Ligationsexperimenten
verwendet.

l

PKA-Site RhoArd

EcoRl
BamHlI

l
HlndIII-I HlndIIIT

PKA-Site RhoCrd

EcoRl
BamHlI

Abb. 9 RhoA- bzw. RhoC-Insert nach Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und Hindlll.

3.1.2 Herstellen des Klonierungsvektors pUC19

Fur die Herstellung des Klonierungsvektors pUC19 wurde dieser mit einer Plasmidpraparation
aus einem Stamm mit einem ,leeren” pUC19-Plasmid isoliert. Der Vektor pUC19 kodiert fiir eine
Ampicillinresistenz und besitzt eine ,Multiple Cloning Site* (MCS), wie Abb. 10, S.59 rechts zu
entnehmen ist. Nach der Plasmidpraparation wurde dieser Vektor ebenfalls mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Hindlll geschnitten. Der Vektor wurde anschlielend
dephosphoryliert, um eine Religation des ausgeschnittenen Fragments mit dem Plasmid zu
verhindern. Eine Reinigung des Vektors Uber ein Gel konnte so vermieden werden.
Anschlielend wurde der Vektor mit einer Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt, mit Ethanol

prazipitiert und gewaschen und auf einem Gel dargestellt, das in Abb. 10, S.59 links zu sehen
ist.



Abb. 10 links: Der Vektor pUC19 nach Restriktion mit den Enzymen EcoRI und Hindlll und Reinigung Uber ein Gel. Bei
der oberen Bande handelt es sich um ein Artefakt.

rechts: Schema von pUC19 mit der Multiple Cloning Site (MCS); die bei der Restriktion verwendeten Enzyme sind
hervorgehoben.

3.1.3 Ligation und Transformation

Der gewonnene Vektor wurde mit je einem der beiden Inserts mit T4-DNA-Ligase fiir 2 Stunden
bei 16 °C ligiert. Das ligierte Plasmid aus pUC19 und RhoA- oder RhoC-Insert wurde mit einer
Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt, mit 100%igem Ethanol prazipitiert und mit 70%igem

Ethanol gewaschen. Die erhaltenen Konstrukte sind in Abb. 11, S.59 und in Abb. 12, S.59
schematisch dargestellt.

puUC19

_ ?I | Il —

o . — = 3

S E PKASite EGFP g RhoArd B

w m X (5} I

Abb. 11 RhoA-Konstrukt in dem Vektor pUC19.
pUC19
_—I| | || ==
m — — —
S E PKASite G EGFP g RhoCrd 2
w o X 0 T
Abb. 12 RhoC-Konstrukt nach Klonierung in den Vektor pUC19.

Die Transformation der ligierten Konstrukte erfolgte durch Elektroporation in kompetente DH5-
a-Bakterien. Die transformierten Bakterien wurden auf Ampicillin-Agar ausplattiert und Uber
Nacht bei 37° C bebritet. Bei den gewachsenen Klonen wurde mit einer ,Klon-Kontroll-PCR*
(s. 2.2.3, S.31) Uberpriift, ob sie das gewinschte Insert von 822 bp Lange enthielten. Die
verwendeten Primer entsprachen denen der Insert-PCR: Primer 194 und 195 bzw.196. Ein
Schema der PCR sowie das Ergebnis einer RhoA-PCR sind in Abb. 13, S.60 zu sehen.
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Die PCR-positiven Klone wurden anschliefiend asserviert und ihr Plasmid zur Sequenzierung
isoliert.

1 2 3 4 5 6 7 8

, pUC19 ,
Oligo 194 Oligo 195

ﬁi

3500- PKA-Site EGFP RhoArd

4
o}
o
w

BamHI
Hindll

1031- |-
800- =

500-

Abb. 13 PCR-Kontrolle der ligierten Klone aus RhoA-Insert und dem Vektor pUC19; in dem Schema rechts ist die Lage
der Primer, auf dem Gel links, in den Spuren 1-8, das Ergebnis der PCR mit den 820 bp grof3en Produkten dargestellt.

Bei der Herstellung der RhoA- und RhoC-Konstrukte ohne CAAX-Region erfolgte die Reinigung
der Insert-DNA zu Beginn der Klonierungsarbeiten nicht durch Auftrennen tber ein Agarosegel,
sondern nur mittels Phenol/Chloroform-Extraktion und darauffolgender Ethanolprazipitation. Bei
der anschlieflenden Ligation und Transformation entstand eine Vielzahl von Klonen, von denen
jedoch immer nur 5-10 % in der ,Klon-Kontroll-PCR" positiv waren. In einem anschlieRenden
Restriktionsexperiment von PCR-negativen Klonen fand sich ein etwa 130 bp langes Insert statt
des erwarteten Inserts von 820 bp Lange, wie in Abb. 14, S.60 zu sehen ist. Auf Grund seiner
Kirze wurde es moglicherweise effektiver in den Vektor ligiert als das erwiinschte Insert,
sodass eine Vielzahl von Klonen mit ,falschem“ Insert generiert wurde. Als bei den

Folgeexperimenten die Insert-DNA Uber ein Agarosegel aufgetrennt und gereinigt wurde, trat
dieses Problem nicht mehr auf.

3500-

1031- [
800 i

500-

100-

Abb. 14 Restriktionsexperiment von Plasmiden, die aus PCR-negativen RhoC-Klonen (Spuren 1-9) bzw. einem PCR-
positiven RhoC-Klon (Spuren 10-12) isoliert wurden.

Spur 1-3 Klon 142: (1) Restriktion mit EcoRl, (2) Restriktion mit EcoRI und Hindlll, (3) keine Restriktion

Spur 4-6 Klon 147 (1) Restriktion mit EcoRl, (2) Restriktion mit EcoRI und Hindlll, (3) keine Restriktion

Spur 7-9 Klon 163 (1) Restriktion mit EcoRl, (2) Restriktion mit EcoRI und Hindlll, (3) keine Restriktion

Spur 10-12 Klon 153 (1) Restriktion mit EcoRl, (2) Restriktion mit EcoRI und Hindlll, (3) keine Restriktion. Das Insert
dieses PCR-positiven Klons ist bei 820 bp gut zu sehen
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3.1.4 Suche nach Klonen mit dem gewlinschten Insert mittels Sonden-

Hybridisierung

Bei einem Teil der RhoA-Klone wurde anfangs nicht mit einer PCR, sondern mittels Sonden-
Hybridisierung nach Konstrukten mit dem richtigen Insert gesucht. Mit dieser Methode konnten
wesentlich groBere Klonzahlen untersucht werden, als mit der ,Klon-Kontroll-PCR*. Mit der
beschriebenen Methode wurden dabei in einem Experiment 260 Klone untersucht, von denen
45 positiv waren. Von diesen 45 wurden 24 in einer ,Klon-Kontroll-PCR" untersucht, von denen
wiederum sieben auch in der PCR positiv waren. Insgesamt war die Methode als Screening von
groRen Klonzahlen gut geeignet, spater war sie wegen der erhéhten Klonierungseffizienz, die

durch die Reinigung der Inserts tGber ein Gel erreicht wurde, nicht mehr notwendig.

3.1.5 Sequenzierung

Die gewonnene DNA musste sequenziert werden, um eventuelle Tag-Polymerase Fehler sowie
Fehler in den kommerziell erworbenen PCR-Primern zu finden. Hierzu wurde das
Sequenzierverfahren nach Sanger (Kettenabbruchverfahren) verwendet, bei dem mit
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Primern in die zu sequenzierende DNA hineingelesen und die
Strangverlangerung durch chemisch veranderte Nukleotide abgebrochen wird. Durch
beidseitiges Sequenzieren wurde das Insert vollstdndig durchsequenziert, mit einer
Uberlappung der Sequenzen von 50 - 100 %. Das Sequenzierungsprodukt wurde mit einem
Licor-Sequenzierer auf einem Gel dargestellt. Aus den erhaltenen Sequenzen wurden die
~Fehlerlosen” durch Vergleich mit der gewlinschten Sequenz herausgesucht. Insgesamt wurden
elf RhoA-Konstrukte und 19 RhoC-Konstrukte sequenziert, von denen jeweils drei fehlerfrei
waren. Die auftretenden Fehler lagen bei sieben von acht fehlerhaften RhoA-Konstrukten in den
Oligonukleotiden. Bei den RhoC-Konstrukten hatten zehn von 16 fehlerhaften Konstrukten den
Fehler in den Oligonukleotiden, bei sechs der 16 fehlerhaften Konstrukten lag der Fehler im
Bereich der restlichen Sequenz (interne Fehler). Die Oligonukleotidfehler waren meistens
Nukleotid-Duplikationen oder Deletionen, im Gegensatz zu den internen Fehlern, die meist auf
einem Basenaustausch beruhten. Die Fehler sind in Tab. 53, S.61 dargestellt. Die Tabelle zeigt
auch, dass fast alle internen Fehler zu einer Abwandlung der AS-Sequenz gefuhrt hatten und

die Konstrukte damit nicht weiter verwendbar gewesen waren.

Tab. 53 Auflistung der sequenzierten RhoA- und RhoC-Konstrukte mit internen Fehlern und Analyse der
Basenfehlpaarungen. Konstrukte mit Fehlern in den Oligonukleotiden sind hier nicht aufgelistet; von RhoA wurden
insgesamt elf Konstrukte sequenziert, von RhoC 19. Base 1 ist erste Base von Oligo 194. Fett sind die
weiterverwendeten Klone. In der Spalte ,interne Fehler sind auch die AS-Code-Anderungen aufgelistet.

RhoA Klonnummer Oligonukleotid 195 Oligonukleotid 194 Interne Fehler

Base 441 Tausch G

257 Richtig gegen A (AS-Code: S
statt N)
96 Richtig Insertion Base 9 A Kein Fehler
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105 Richtig Richtig Kein Fehler
116 Richtig Richtig Kein Fehler
256 Base 779 Deletion G,

795 Insertion T
263 Base 769 Insertion C
264 ab Base 771 Deletion

TTGA
265 Richtig Richtig Kein Fehler
267 Base 788 (A statt G);

AS V Statt A
268 ab Bgse 818 AGC

Deletion
269 Base 814 T Deletion

RhoC Klonnummer

Oligonukleotid 196

Oligonukleotid 194

Interne Fehler

Base 342 G statt A;

218 Oligo 196 richtig Oligo 194 richtig AS G statt D
. L Base 718 A statt G;

221 Oligo 196 richtig AS R statt G
Base 699 C statt T;

223 Oligo 196 richtig AS P statt L,
457 T statt C; ASL

224 Oligo 196 richtig Oligo 194 richtig Sequenz richtig

225 Oligo 196 richtig Oligo 194 richtig Sequenz richtig

226 Oligo 196 richtig Oligo 194 richtig Sequenz richtig

216 Base 752 Insertion C

217 Richtig Base 27 Insertion G

218 Richtig Base 341 A statt G;
AS G statt D

219 Base 806 Deletion C

220 Richtig Ab Base 231 kein
Fehler

221 Richtig Base 718 A statt G;
AS R statt G

46 Base 754 Deletion G

73 Base 806 Insertion G

214 Base 809 Insertion G,

798 Insertion C
215 Richtig Base 17 Insertion G
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222 Base 789 Insertion C

227 Base 814 Insertion T

228 Base 809 Insertion G

Die gefundenen Klone mit richtiger Sequenz wurden zur spateren Umklonierung in einen
Expressionsvektor und zur weiteren Verwendung bei der Klonierung der Ubrigen Klone, bei —
80 °C asserviert.

3.1.6  Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30
3.1.6.1 Praparation des Vektors

Um die Konstrukte exprimieren und reinigen zu kénnen, wurden sie in den Expressionsvektor
pQE30 umkloniert. Dieser wurde als ,leeres® Plasmid aus einem Stamm, der im Labor
vorhanden war, prépariert. Das Plasmid wurde mit BamHIl und Hindlll geschnitten,
dephosphoryliert und im Anschluss gereinigt. In Abb. 15, S.63 ist der ungeschnittene Vektor
pQE30 mit seiner ,Multiple Cloning Site” dargestellt, in der die verwendeten

Restriktionsschnittstellen hervorgehoben sind.

T __ =
ECSEc8T=572
SERSEED®E
‘mmmxwxwm:‘

M=
o

Abb. 15 pQE30 Vektor (nach Qiagen, www.giagen.com), die Restriktionsschnittstellen fur die Umklonierungen sind
markiert.

3.1.6.2 Praparation des Inserts
Zur Herstellung der Inserts fiir die Umklonierung in den pQE30-Vektor wurden die unter 3.1.5
sequenzierten Konstrukte in pUC19 ebenfalls mit BamHI und Hindlll geschnitten, wie in Abb.

16, S.64 zu sehen ist. Die erhaltene DNA wurde Uber ein Agarosegel aufgetrennt, isoliert und

mit einer Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolprazipitation gereinigt.
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Abb. 16 Herstellen der Inserts fir die Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30, durch Restriktion der
sequenzierten Konstrukte mit den hervorgehobenen Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll.

3.1.6.3 Ligation, Transformation und PCR-Kontrolle der hergestellten Konstrukte

Die beiden gewonnenen Inserts mit RhoA- bzw. RhoC-Rekrutierungsdomane wurden mit T4-
DNA-Ligase in den Vektor pQE3O0 ligiert. Das Ligationsprodukt wurde in chemisch kompetente
Rubidium/Chlorid-Bakterien transformiert (s. 2.3.2.2, S.8). Die hier verwendeten chemisch
kompetenten  Bakterien waren kein spezieller Expressionsstamm, sondern der
Klonierungsstamm DH5-a. Die erhaltenen Klone wurden mit einer ,Klon-Kontroll-PCR* auf das
richtige Insert und den richtigen Vektor durchsucht. Dabei war einer der verwendeten Primer
spezifisch flr das Insert (Oligo 194), der andere spezifisch fiir den Expressionsvektor pQE30
(Oligo 208). In Abb. 17, S.64 ist ein Schema dieser PCR zu sehen, in Abb. 18, S.64 das
Ergebnis der PCR auf einem Gel.

PQE30
Oligo 194 Oligo 208

EGFP RhoArd/

T
6xHis-Tag £ PKA-Site
@ RhoCrd

EcoRlI

®
Re!
X

Hindlll

©
£
w

Abb. 17 RhoA-Konstrukt nach der Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30 mit den PCR-Primern 194 und 208
fur die Kontroll-PCR.

3500

1031-
800-

500-

Abb. 18 links Spur 1-5: PCR-Kontrolle von RhoA in pQE30; Insert in allen Klonen enthalten; Lange: 861 bp.
rechts Spur 1-8: PCR-Kontrolle von RhoC in pQE30; Insert in allen Klonen enthalten; Lange: 861 bp.
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3.2 Konstrukt mit PDZ-Domane

3.2.1 Herstellen des Inserts

Die PDZ-Domane, die als Positivkontrolle fiir den Overlay-Assay dienen sollte, wurde von
einem Kooperationspartner aus der Proteinstruktur-Fabrik zur Verfigung gestellt. Sie besitzt
318 bp und war schon in anderen Experimenten bei dem Kooperationspartner Hendrik Weiner
(AG K. Bussow in der Proteinstrukturfabrik (www.proteinstrukturfabrik.de)),
und Bindungspartner untersucht worden.

auf Funktionalitat

Sie befand sich in einem pQE30 Vektor, der durch Plasmidpraparation aus einem DH5-a-
Stamm gewonnen wurde und aus dem die PDZ-Domane mit den Restriktionsenzymen Smal
und Hindlll herausgeschnitten wurde, wie in Abb. 19, S.65 zu sehen ist. Die durch Restriktion

erhaltene PDZ-Doméane wurde Uber ein Agarosegel gereinigt und durch Phenol/Chloroform-
Extraktion und anschlielende Ethanolprazipitation aufbereitet.

pQE30

EcoR

6xHis-Tag £ MCS
©
m

PDZ

Smal

Hindlll

Abb. 19 PDZ-Domane in pQE30; die Restriktionsstellen sind hervorgehoben.

3.2.2 Herstellen des Vektors

Als Vektor fur die Klonierung wurde ein bereits sequenziertes RhoC-Konstrukt verwendet.

Dieses Konstrukt wurde mit einer Plasmidpraparation isoliert und ebenfalls mit den

Restriktionsenzymen Smal und Hindlll geschnitten. Dadurch wurde die Rekrutierungsdomane
von RhoC aus dem Konstrukt entfernt, wie in Abb. 20, S.65 zu sehen ist. Der Rest des

Konstruktes mit PKA-Site, EGFP und den Restriktionsschnittstellen blieb erhalten und musste
anschlieBend auch nicht erneut sequenziert werden.

puUC19

=]
PKA-Site & EGFP
X

EcoRlI
BamHIl

Smal L,

HindIIIT

Abb. 20 Vektor fiir das PDZ-Konstrukt; die Restriktionsstellen sind hervorgehoben.

3.2.3 Ligation, Transformation und PCR-Kontrolle

Die beiden gewonnenen DNA-Fragmente wurden mit T4-DNA-Ligase verbunden und in
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chemisch kompetente Rubidium/Chlorid-Bakterien transformiert. Die erfolgreiche Klonierung
wurde mit einer ,Klon-Kontroll-PCR* Giberprift. Die verwendeten Primer waren spezifisch flr die

PDZ-Domane (Oligo 199) sowie fir den Anfang des RhoC-Inserts aus dem Vektor (Oligo 194),
wie Abb. 21, S.66 zu entnehmen ist.

puUC19
Oligo 194 R Oligo 199

EcoRl
BamHIJ

PKA-Site g EGFP PDZ

Smal

Hindlll

Abb. 21 PDZ-Konstrukt in pUC19 mit den Primern fiir die Kontroll-PCR.

3.2.4 Umklonierung in Expressionsvektor pQE30

Die Inserts der PCR-positiven Klone wurden wie bei den oben beschriebenen Konstrukten
durch Restriktion an den BamHI- und Hindlll-Schnittstellen und anschlieRender Ligation in den
Expressionsvektor pQE30 umkloniert. Die Transformation erfolgte bei diesem Klon direkt in den
Expressionsstamm M15, der chemisch kompetent gemacht worden war. Aus diesem Stamm
wurde das Plasmid anschlief3end isoliert und mit einem Restriktionsverdau mit den Enzymen

EcoRI und HindlIl kontrolliert. Das Ergebnis dieser Restriktion und ein Schema des Vektors sind
in Abb. 22, S.66 zu sehen.

pQE30

\

6xHis- PKA- EGFP PDZ
Tag Site

EcoRlI
Hindlll

Abb. 22 Spuren 5-10: Restriktionskontrolle der PDZ Konstrukte; die Restriktionsenzyme sind in dem nebenstehenden
Schema hervorgehoben; das Insert sollte eine Lange von ca.1100 bp haben und der Vektor pQE30 eine Lange von
ca.3500 bp; in den Spuren 1 und 2 sind zwei RhoA-Konstrukte dargestellt, die ein kiirzeres Insert mit 820 bp haben.

Bei der Herstellung der Konstrukte mit der PDZ-Domane traten unerwartet Schwierigkeiten bei
den Klonierungsexperimenten auf. Obwohl die DNA korrekt geschnitten und gereinigt war, wie
anhand von Agarosegelen gezeigt wurde, kam es zu keiner effizienten Ligation und
anschlieRender Transformation. Ein moglicher Grund dafir kénnte die Verwendung
unterschiedlicher Agarosepulver sein, da in den Experimenten fir die RhoA- und RhoC-
Konstrukte Agarosepulver der Firma Roth verwendet wurde, wahrend fir die Experimente mit
der PDZ-Domane zur Reinigung des Inserts Agarosepulver der Firma Difco zur Anwendung
kam. Nach einem erneuten Umstieg auf Agarose der Firma Roth gelang die Klonierung der
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PDZ-Konstrukte. Um diese Hypothese etwas zu festigen, wurde ein Religationsexperiment mit
einem Lambda-DNA-Marker von Fermentas, der mit dem Enzym Eco130I mehrfach geschnitten
worden war, durchgefihrt, um Banden unterschiedlicher Lange zu erhalten. Diese Lambda-
DNA ist in ungeschnittenem Zustand 48502 bp lang, nach Restriktion mit Eco130l entstehen
zehn Banden wie in Abb. 24 Lambda DNA/Eco130I-MarkerSeite 67 (reproduziert von Fermentas) zu
sehen ist. Zu den einzelnen Ansatzen wurden dann jeweils gereinigte DNA aus den beiden
Gelarten zugegeben. Die Religationsexperimente zeigen eine Inhibition der Ligation durch die
Uber Agarose der Firma Difco gereinigte DNA, wie in Abb. 23 | S.67 dargestellt ist. Der Ansatz
ohne Ligase in Spur 9 zeigt den DNA-Marker mit seinen zehn Banden, wobei die zweite Bande
von oben eine Doppelbande und die Bande bei 421 bp nur schwer zu erkennen ist. Nach der
Ligation des Markers entsteht eine breite Bande, die oberhalb der 19329 bp Bande des Markers
liegt und die zusammenligierte Lambda-DNA darstellt. In den Spuren, zu denen Uber Difco-Gele
gereinigte DNA zugefligt wurde und bei denen es zu einer Inhibition gekommen ist, ist diese
Bande entweder nicht vorhanden (Spuren 4, 7 und 9) oder die Ligation hat nicht vollstandig
stattgefunden, sodass noch Banden des geschnittenen Markers zu sehen sind (Spur 2). Die in
den Spuren 1 und 10 bei ca. 5000 bp liegende Bande ist der jeweils zugefugte Vektor in seiner

religierten Form.

bp  ng.5pg %

186297189.3 584
7743 798 160
G223 B4Z 128

=
4254 438 B8
72 3B T2
3500- o~ 2600 207 55
Ll 1882 1904 34
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1031- = 1488 153 a1
800- _—
oo 025 R
500— oy 3
k]
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Abb. 23 Religationsexperiment eines Lambda-DNA-Langenmarkers mit “'P
Fermentas Ligase. 0.5ugdane,
Spur 1: nicht Gber ein Gel gereinigte Vektor-DNA; Bom length gel, _
Spur 2: Vektor-DNA (ber ein Difco-Agarose Gel gereinigt; 1ATAE, TViicm, 45min

Spur 3: Insert-DNA Uber ein Roth-Agarose Gel gereinigt;
Spur 4: Insert-DNA Uber ein Difco-Agarose Gel gereinigt;
Spur 5/6: Kein Zusatz: Abb. 24 Lambda DNA/Eco130I-Marker
Spur 7: Zugabe von 1 ul Phenol/Chloroform; von Fermentas

Spur 8: Zugabe von 2 pl 100%igem Ethanol;

Spur 9: Ohne Zusatz von Ligase;

Spur 10: nicht Uber ein Gel gereinigte Vektor-DNA,;

M: Marker.
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3.3 Klonierung der Negativkontrolle

3.3.1 Herstellen des Inserts

Die Negativkontrolle sollte keine der zu untersuchenden Proteindomanen von RhoA oder RhoC
besitzen. Sie bestand demzufolge nur aus der PKA-Site und EGFP. Das Insert wurde aus
einem bereits sequenzierten RhoC-Klon durch Restriktion mit BamHI und Xmal gewonnen. Das
entstehende DNA-Fragment bestand aus PKA-Site und EGFP, wie in Abb. 25, S.68 zu sehen

ist. Es wurde Uber ein Agarosegel aufgetrennt und mit Phenol/Chloroform-Extraktion und
Ethanolprazipitation gereinigt.

puUC19
— = . —_
X T — — = =
8 € PKA-Site 3 EGFP c RhoCrd §
o < ™ £ E R=
0 n X T

Abb. 25 Herstellen des Inserts fiir die Negativkontrolle durch Restriktion mit den Enzymen BamHI und Xmal; das
entstehende Insert besteht aus PKA-Site und EGFP.

3.3.2 Herstellen des Vektors

Als Klonierungsvektor wurde anders als bei den (brigen Konstrukien der Expressionsvektor
pQE30 verwendet. Das gereinigte pQE30-Plasmid wurde mit BamHI und Xmal geschnitten und
dephosphoryliert (siehe Abb. 15, S.63).

3.3.3 Ligation, Transformation und PCR-Kontrolle

Das erhaltene Insert wurde mit T4-DNA-Ligase in den Vektor ligiert und anschlieRend in den
Expressionsstamm M15 transformiert. Zur Kontrolle wurde eine PCR mit Primern, die fir den
Vektor pQE30 (Oligo 208) und das Insert (Oligo 194) spezifisch waren, eingesetzt. In Abb. 26,
S.68 ist ein Schema der PCR dargestellt und in Abb. 27, S.69 das Ergebnis der PCR auf einem
Gel. Das erhaltene PCR-Produkt sollte 843 bp lang sein. Nach einer Plasmidpraparation aus
dem Stamm M15 wurde das Konstrukt in den zweiten Expressionsstamm SG13009

transformiert. Die erhaltenen Klone mit den richtigen Konstrukten wurden bei —80 °C asserviert.

pPQE30

— = =
® 6xHis-Tag E PKASte g EGFP g o
i o x n X

Abb. 26 PCR-Kontrolle der Negativkontrolle schematisch nach Ligation in den Expressionsvektor pQE30; die beiden
verwendeten Primer sind spezifisch fur das Insert (194) und den Vektor (208).
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Abb. 27 PCR-Kontrolle der Negativkontrolle; Konstrukte in Spur 2 und Spur 5 wurden weiter verwendet; die
verwendeten PCR-Primer kodierten fiir das Insert und den Vektor (siehe Abb. 26, S.68; das Insert sollte 840 bp lang
sein)

3.4 Klonierung der RhoA- und RhoC-Konstrukte mit CAAX-Domaéane

Die Klone mit CAAX-Doméane wurden hergestellt, um zu zeigen, dass die Modifikationen an den
Konstrukten das Rekrutierungsverhalten der Proteine nicht verdandern und um nach

Interaktionspartnern mit geranylgeranylierten Konstrukten zu suchen.

3.4.1 Herstellen des Inserts

Das Insert fir diesen Klon wurde durch Oligonukleotid-Hybridisierung hergestellt (s. 2.2.12,
S.36). Je zwei der verwendeten Oligonukleotide waren dabei komplementar zueinander und
bildeten an ihren Enden Uberlappungen, die den Restriktionsschnittstellen fir Xmal bzw. Hindlll
entsprachen. Die verwendeten Oligonukleotide 203-206 kodierten fir die jeweilige
Rekrutierungsdomane RhoA oder RhoC und die folgende CAAX-Domane, also die
Aminosauren 181-193 der Originalsequenz. In Abb. 28, S.69 ist ein Schema der hybridisierten
Oligonukleotide zu sehen.

Xmal C L V L Hindlll
203: 57 - CCGGGCGCTAGACGTGGGAAGAAAAAATCTGGTTGCCTTGTCTTGTGAA -3’
204: 37 - CGCGATCTGCACCCTTCTTTTTTAGACCAACGGAACAGAACACTTTCGA - 57

Die Hybridisierungstemperatur entsprach in diesem Fall 67 °C.

Xmal C P I L Hindlll
205:5” - CCGGGCGTCCGCAAGAACAAGCGTCGGAGGGGCTGTCCCATTCTCTGAA - 3
206:3” - CGCAGGCGTTCTTGTTCGCAGCCTCCCCGACAGGGTAAGAGACTTTCGA - 57

Die Hybridisierungstemperatur entsprach in diesem Fall 72 °C.

Abb. 28 Schema der hybridisierten Oligonukleotide; zwei jeweils komplementére Oligonukleotide wurden zusammen
inkubiert; die entstehenden Doppelstrdnge besalRen an ihren Enden Uberhdnge mit denen sie an
Restriktionsschnittstellen binden kénnen; am 3’-Ende sind die CAAX-Domanen hervorgehoben und beschriftet.

Die erhaltene Doppelstrang-DNA wurde mit T4-Polynukleotidkinase unter Zugabe von ATP
phosphoryliert, um eine Ligation zu erméglichen, da der Vektor dephosphoryliert war.
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3.4.2 Herstellen eines Vektors

Die Herstellung des Klonierungsvektors verlief ahnlich wie bei dem PDZ-Konstrukt. Ausgehend
von einem bereits sequenzierten RhoC-Konstrukt wurde ein Plasmid prapariert und die
Rekrutierungsdomane von RhoC mit den Restriktionsenzymen Xmal und Hindlll entfernt, wie in

Abb. 29, S.70 zu sehen ist. Der Vektor wurde dephosphoryliert, um eine Religation mit dem

ausgeschnittenen RhoC-Fragment zu verhindern.

pUC19

=

EcoRlI
BamHIl

PKA-Site g EGFP RhoCrd
X

Xmal L
HindIIIT

Abb. 29 Zur Herstellung der Vektors fir das PDZ-Konstrukt wurde ein sequenziertes Konstrukt mit den
Restriktionsenzymen Xmal und Hindlll geschnitten.

3.4.3 Ligation, Transformation und Kontrolle mit PCR

Insert und Vektor wurden bei 16 °C fir zwei Stunden ligiert und in chemisch kompetente DH5-a
Bakterien transformiert. Die erhaltenen Kolonien wurden mit einer ,Klon-Kontroll-PCR*
untersucht. Die verwendeten Primer kodierten fir den Vektor (Oligo 194) bzw. fir das neu

eingefugte Insert von RhoA und RhoC mit der CAAX-Domane (Oligos 204 bzw. 206). In Abb.
30, S.70 ist ein Schema dieser PCR dargestellit.

pUC19
Oligo 194 Oligo 204/206
= ‘
—— H H —
x I . = T =
S E PKASite % EGFP E RhoA/C 2
] x D mitCAAX T

Abb. 30 RhoA- und RhoC-Konstrukt mit der CAAX-Doméane nach Klonierung in den Vektor pUC19; die PCR-Primer 194
und 204 bzw. 206 wurden fir die Kontroll-PCR eingesetzt.

3.4.4 Sequenzierung

Die erhaltenen PCR-positiven Klone wurden sequenziert, um Fehler in den Oligonukleotiden zu
finden. Dabei wurde mit Oligo 97, das downstream der ,Multiple Cloning Site* (MCS) von
pUC19 bindet, in das Konstrukt hineingelesen und nur der hintere Abschnitt des Konstrukts

sequenziert, in dem sich die neuen Basen befanden. Hierbei reichte das Sequenzieren von je
zwei Konstrukten aus, von denen je eines die gewlinschte Sequenz enthielt.
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3.4.5 Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30

Die sequenzierten Klone wurden, wie die anderen Klone auch, mit BamHI| und Hindlll in pQE30
umkloniert, in die Expressionsstdmme M15 und SG13009 umtransformiert und mit einer PCR
kontrolliert. Die dabei verwendeten Primer banden an das Insert (Oligo194) und an den Vektor
(Oligo208). Auf dem Gel in Abb. 31, S.71 ist die ,Klon-Kontroll-PCR* fiir RhoA und RhoC mit
CAAX-Domane aufgetragen. Das gewtinschte Insert sollte bei beiden Konstrukten 826 bp lang
sein. Die PCR war bei allen untersuchten Klonen erfolgreich. Die erhaltenen Klone mit den

richtigen Plasmiden wurden asserviert.

PQE30
Oligo 194 Oligo 208
B 1 | —]
6xHis  PKA- EGFP  RhoArd/
-Tag Site RhoCrd

mit CAAX

Abb. 31 links: PCR-Kontrolle der RhoA- (Spur 1-5) und RhoC- (Spur 6-10) Konstrukte, mit CAAX-Doméane mit dem
insertspezifischen Primer 194 und dem vektorspezifischen Primer 208; das erwartete PCR-Produkt ist 826 bp lang;
rechts: Schema der Klon-Kontroll-PCR.

3.5 Expressionsexperimente mit allen hergestellten Konstrukten in zwei

Expressionsstammen

Die erhaltenen Konstrukte mussten fiir den Overlay-Assay gereinigt werden und sollten deshalb
vorher auf Expressivitdt untersucht werden. Dazu wurden die Konstrukte in den beiden
Expressionsstdmmen M15 und SG13009 fiir zwei und vier Stunden induziert. Die induzierten
Klone wurden lysiert, auf Gele aufgetragen und mit Western Blots und anschlieRender
Immundetektion mit Anti-His-Antikdrpern Uberpriift. Wie auf den Blaugelen in Abb. 32, S.72 und
Abb. 33, S.72 dargestellt, war die Induktion bei den meisten Klonen erfolgreich. Es gab bereits
nach zwei Stunden Induktion eine deutliche Expression, die nach vier Stunden kaum noch
zunahm. Der Vergleich mit den Grofienmarkern zeigte, dass die jeweiligen Proteine auch die
jeweils erwartete GroRe hatten. Ein Unterschied in der Expression zwischen den beiden
Expressionsstammen M15 und SG13009 konnte in diesen Experimenten nicht festgestellt

werden.
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Abb. 32 Expressionsexperiment mit der PDZ-Positivkontrolle (errechnete SollgroRe 38 kDa)
Spur 1-3 PDZ-Positivkontrolle in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion
Spur 4-6 PDZ-Positivkontrolle in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion.
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Abb. 33 Expressionsexperiment mit den Konstrukien RhoA und RhoC mit CAAX-Domane und der Negativkontrolle.
(errechnete Sollgréie 30 kDa).

Spur 1-3 RhoA mit CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 4-6 RhoA mit CAAX-Domane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 7-9 RhoC mit CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 10-12 RhoC mit CAAX-Domane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion
Spur 13-15 RhoA mit CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 16-18 RhoA mit CAAX-Domane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion.
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Abb. 34 Expressionsexperiment mit den Konstrukten RhoA und RhoC mit CAAX-Doméne und der Negativkontrolle
nach Western Blot und Immundetektion mit Anti-His-tag AK.

Spur 1-3 RhoA mit CAAX-Domane inM15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 4-6 RhoA mit CAAX-Domane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 7-9 RhoC mit CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 10-12 RhoC mit CAAX-Doméane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion
Spur 13-15 RhoA mit CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 16-18 RhoA mit CAAX-Domane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion.

Bei den Western Blots mit Immundetektion mit Anti-His-Antikdrpern sind aufler den breiten
Banden bei den gesuchten Proteinen noch viele Abbruchbanden unterhalb zu sehen. Da der
Grofkenmarker nicht geblottet oder nicht detektiert wurde, kann zu der absoluten GroRRe der

getagten Proteine keine Aussage getroffen werden.

Bei den Konstrukten mit der RhoA- und RhoC-Rekrutierungsdomane ohne CAAX-Domane ist
die Induktion im ersten Versuch nur sehr schlecht oder gar nicht gelungen. Im Blaugel ist
Uberhaupt keine Induktion zu sehen (siehe Abb. 35, S.73) und in den Western Blots nur eine
sehr schmale Bande bei einigen Klonen (siehe Abb. 35, S.73 ).
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Abb. 35 Expressionsexperiment mit den Konstrukten RhoA und RhoC ohne CAAX-Doméane (errechnete SollgroRe 30
kDa).

Spur 1-3 RhoA ohne CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 4-6 RhoA ohne CAAX-Domaéne in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 7-9 RhoC ohne CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 10-12 RhoC CAAX-Domane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion.
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Abb. 36 Expressionsexperiment mit den Konstrukten RhoA und RhoC ohne CAAX-Domane

Spur 1-3 RhoA ohne CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion
Spur 4-6 RhoA ohne CAAX-Domaéne in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion
Spur 7-9 RhoC ohne CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion
Spur 10-12 RhoC CAAX-Domaéne in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion
Spur 13-15 PDZ-Positivkontrolle in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Spur 16-18 PDZ-Positivkontrolle in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion, (3) nach 4 h Induktion

Diese Klone wurden nach der Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30 erst in den
Klonierungsstamm DHS5-a transformiert, ehe sie nach einer Plasmidpraparation in die beiden
Expressionsstamme umtransformiert wurden. Dieses Vorgehen wurde gewahlt, um die
hergestellten Konstrukte leichter aufreinigen zu kénnen, ohne das in den Expressionsstammen
vorhandene zusatzliche Plasmid als Verunreinigung in den Praparationen zu haben. Eine
erneute Induktion mit denselben Konstrukten war ebenfalls erfolglos, sodass die Konstrukte
sequenziert wurden. Bei dieser Sequenzierung zeigte sich, dass die Konstrukte im Vergleich zu
den Ausgangsplasmiden in ihrer Promotorregion verandert waren. Diesen Konstrukten fehlte
ein Teil des Promotors, der vor der Umklonierung noch in dem Vektor vorhanden war. Von der —
10-Konsensussequenz des T5-Promotors war nur noch das T vorhanden, die Ubrigen vier
Basen der TATAA-Sequenz fehlten. Die —35-Konsensussequenz des T5-Promotors TTGCTT
war unverandert [114]. Diese Veranderungen, die bei acht Klonen vollkommen gleich waren,
sind inAbb. 37, S.74 und Abb. 38, S.75 dargestellt. In Abb. 37, S.74 ist die normale Sequenz
des pQE30-Vektors abgebildet, auf der die wichtigsten Abschnitte farbig unterlegt oder
unterstrichen sind. In Abb. 38, S.75 ist die veranderte Sequenz der Konstrukte gezeigt, die nicht

exprimiert wurden.

CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCA ATT
operator 1
GTG AGC GGA TAACAATTT CAC ACA GAATTC ATT AAA GAG GAG AAATTAACT ATG

AGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGA

CCTGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGACCTC

AGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTT

Abb. 37 Nukleotidsequenz der Promotorregion von pQE30; blau unterstrichen sind die beiden Operator-Regionen, an
die der Transkriptionsinhibitor Lac bindet; pink geschrieben sind die beiden fiir die Promotorbindung notwendigen
Regionen -35 und -10; griin geschrieben ist der Transkriptionsstart; rot geschrieben ist das Translations-Startkodon;
teilweise blau geschrieben und mit einem roten Balken unterstrichen ist das 6-His-tag; mit orangenen Balken sind
Restriktionsstellen versehen.

74




CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGA

operator1
ATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGA(E GATCGCATCACCATCACCATCACGGATCC

CGCCGAGCCAGCGTGTCTAGAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGT

GCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGC

Abb. 38 Nukleotidsequenz der Promotorregion der Konstrukte, die keine oder nur sehr schwache Induktion und
Expression zeigten. Die Beschriftung entspricht der von Abb. 37, S.74; der Abbildung ist zu entnehmen, dass die zweite
Operator-Region fehlt, ebenso wie die -10-Bindungsstelle des Promotors, von der nur noch ein T ubrig ist (pink).

Diese Veranderungen sind die wahrscheinlichsten Erklarungen fiir die mangelnde Expression
dieser Klone in den Induktionsexperimenten. Nachdem die Klonierungsexperimente wiederholt
worden waren und diesmal die Transformation des Expressionsvektors direkt in einen
Expressionsstamm erfolgte, waren die Induktionsexperimente erfolgreich, wie in Abb. 39, S.75
und Abb. 40, S.75 zu sehen ist.
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Abb. 39 Expressionsexperiment mit den Konstrukten RhoA und RhoC ohne CAAX-Domane (errechnete Sollgréfie
30k Da).

Spur 1 und 2 RhoA ohne CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion
Spur 3 und 4 RhoA ohne CAAX-Doméne in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion
Spur 5 und 6 RhoC ohne CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion
Spur 7 und 8 RhoC ohne CAAX-Domane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion

1 2 3 4 5 6 7 8

B & |

Abb. 40 Expressionsexperiment mit den Konstrukten RhoA und RhoC ohne CAAX-Domane (errechnete Sollgréfie
30 kDa).

Spur 1 und 2 RhoA ohne CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion

Spur 3 und 4 RhoA ohne CAAX-Doméne in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion

Spur 5 und 6 RhoC ohne CAAX-Domane in M15: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion Spur 7 und 8 RhoC ohne
CAAX-Domane in SG13009: (1) nicht induziert, (2) nach 2 h Induktion.
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3.6 . Potentielle® Bindungspartner von RhoA und RhoC aus den Overlay-

Assays

Die klonierten Konstrukte wurden bei dem Kooperationspartner in der Protein-Struktur-Fabrik
auf potentielle Bindungspartner untersucht. Dieser Overlay-Assay basiert auf Protein-Protein-
Interaktionen. Anhand von ca. 35 000 auf Membranen immobilisierten Klonen, die humane
Proteine exprimieren, werden Bindungspartner fir das eingesetzte Protein gesucht. Zur
Vorbereitung dieses Assays wurde eine cDNA-Bibliothek in einen Expressionsvektor kloniert,
wobei den eingefligten Proteinen noch ein His-tag angehangt wurde. Die entstandenen Klone
wurden in Mikrotiterplatten angeordnet und mit Robotertechnologie auf Membranen Ubertragen.
Auf diesen Membranen kénnen die exprimierten Proteine durch Zugabe des eigenen Proteins
gescreent werden. Durch die Markierung des eigenen Proteins mit radioaktivem p kann die
Bindung auf Filmen nachgewiesen werden. Die gefundenen Bindungspartner werden durch

Sequenzanalyse der Konstrukte und anschliefienden Vergleich mit Datenbanken bestimmit.

Die in unseren Experimenten gefundenen potentiellen Bindungspartner kénnen in neun
Gruppen eingeteilt werden, die in Tab. 54, S.76 bis Tab. 62, S.82 aufgelistet sind. Einige der
potentiellen Interaktionspartner sind genauer erklart.

Tab. 54 Membranassoziierte potenzielle Interaktionspartner von RhoA/C:

Interaktions- Interaktions- Kurzbeschreibung
partner partner von
RhoA oder
RhoC
Saposin A-D RhoA Saposin A-D sind Glycoproteine, die von einem Precursor

ausgehen und in der Lysosomenmembran flir den
Sphingolipidabbau nétig sind. Der Precursor selbst wird
sezerniert und kommt in Muttermilch, Samenflissigkeit und
im Liquor vor. Er ist ein neurotroper und myelinotroper
Faktor. AulRerdem spielt er bei der Entwicklung der
mannlichen Reproduktionsorgane, der Spermatogenese und
Befruchtung eine wichtige Rolle. Bei Fehlen dieses Proteins

kommt es v.a. zerebral zu Sphingolipidakkumulation [51].

Kalium-Kanal RhoA Kalium-Kanal, der v.a. im ZNS vorkommt und bei
Hyperpolarisation 6ffnet. Er gehort zur Elk-Familie, der
sether-a-go-go-Kanale“ [315]. Eine Interaktion von RhoA mit

einem anderen Kalium-Kanal (Kv 1.2) ist bereits
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beschrieben, bei dem RhoA eine regulatorische Funktion fur

diesen Kanal zugesprochen wurde [41].

CAPDS RhoA CAPDS ist ein 145 kDa Kalzium-abhangiges Protein, das fir
) die Exozytose von ,large dense core Vesikeln® (LDCV, fur
(calcium-
Peptid/Neuromodulator-Sekretion) und die
dependent
. ) Neurotransmittersekretion (evtl. Glutamat) notwendig ist. Es
activator protein
) besitzt eine Pleckstrin-Homologie-Doméne zur Bindung an
for secretion
) saure Phospholipide und eine C-Doméane zur Bindung an die
isoform 1)
LDCV-Membran. Die genaue Funktion ist unbekannt, zur
schnellen, Ca** abhangigen Sekretion ist es aber notwendig
[253].
Annexin A6 RhoA Annexin A6 gehdrt zu einer Gruppe von Membranproteinen.

Bekannt sind Interaktionen mit Aktin und die Bindung an
.membrane rafts“ in ,membrane ruffles®. Sie beeinflussen
die Fluiditat und Permeabilitat der Membran. A6 scheint v.a.

fur den endosomalen Transport wichtig zu sein [89, 214].

Tab. 55 Zytoplasmatische Interaktionspartner von RhoA/C:

Heat-shock- RhoA Gehort zu einer Proteinfamilie, die zytoprotektive Aufgaben
cognate 71 haben und die Zelle durch Chaperonen-Tatigkeit (also ATP-
(HSP70/HSP73) abhangige Faltungshilfe, auch bei der korrigierenden
Faltung von falschgefalteten Proteinen), die Translokation
von Proteinen Uber Membranen, Verhinderung von
Proteinaggregation und den Abbau instabiler Proteine
schitzen [144]. AuBerdem spielen die Proteine dieser
Familie bei der Thermotoleranz eine Rolle und kénnen die
Immunantwort modulieren [183]. Fur ein Mitglied der HSP-
Familie (HSP72) ist bereits eine Interaktion mit RhoA
beschrieben [153].
Glycerinaldehyd- | RhoC GADPH ist ein Enzym im Glucosestoffwechsel. Es ist der
3-phosphat- erste von zwei energieliefernden Schritten in der Glykolyse
Dehydrogenase und ist fir die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat
(GADPH) in 1,3-Bisphosphoglycerat +NADH+H" verantwortlich.

GADPH hat auch eine Funktion beim Vesikeltransport vom
Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum und
bindet dazu an Tubulinfilamente [69, 250, 266].
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Fettsaure-
Synthase (FAS

Typ 1)

RhoC

Fettsauresynthese aus Malonyl-CoA, Dimer aus zwei 272
kDa Untereinheiten [12, 297].

Tab. 56 Mitochondriale Interaktionspartner von RhoA/C:

Mitofusin 2 RhoA Mfn2 spielt eine wichtige Rolle bei der Mitochondrienfusion.

(Mfn2) Es ist in der aueren Mitochondrienmembran befestigt, ist
allerdings nicht flr das primare Aneinanderheften nétig,
sondern zu einem spateren Zeitpunkt der Fusion. Eine
Mutation von Mfn2 fiihrt zur hereditaren motorisch-
sensorischen Neuropathie, CharcotMarie-Tooth- Syndrom
[123].

Mitochondriales- | RhoA Die rRNA der mitochondrialen Ribosomen stammt vom

ribosomales mitochondrialen Genom, wahrend die zugehorigen

Protein S23 ribosomalen Proteine von nuklearer DNA kodiert, an

(S23mt) zytoplasmatischen Ribosomen produziert und anschlieftend
in das Mitochondrium verlagert werden. Dort translatieren
sie die mRNA des mitochondrialen Genoms. S23mt ist
eines dieser Proteine. Eine Mutation von S23 ist assoziiert
mit der Alzheimer Erkrankung und dem Silver-Russel
Syndrom [116, 262].

Ubiquinol- RhoA Teil von Komplex lll, einem zentralen

Cytochrom C Atmungskettenkomplex im Mitochondrium. Ubiquinol-

Reduktase cytochrom C Reduktase ist fur die Elektroneniibergabe von

Core 1 Ubiquinol zu Cytochrom C notwendig und schleust dabei

ein Proton in den Intermembranraum (Oxidation von
Ubiquinol + Reduktion von Cytochrom). Es gibt zwei Core-
Proteine, deren Funktion unklar ist. Sie sind zur
mitochondrialen Matrix hingewandt und homolog zu
Mitochondrialen-Prozessierungs-Peptidasen (MPP),
erfullen also méglicherweise eine Atmungsketten-
unabhangige Funktion. MPP schneiden die
Targetingsequenz von Kern-kodierten mitochondrialen
Proteinen bei deren Eintritt in die Organelle ab. In Kartoffeln
ist die Peptidasefunktion der Core-Proteine noch vollstandig
erhalten [31, 87, 232, 248, 309].
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Tab. 57 Golgi-Apparat-assoziierte Interaktionspartner von RhoA/C:

Golgin 245

RhoA

Golgin 245 gehdrt zu einer Gruppe von Membran-
assoziierten ,tethering“-Molekiilen, die fiir das Anheften und
den Transport innerhalb des Golgi-Apparates oder von und
zum Golgi-Apparat notwendig sind. Sie haben eine GRIP-
Doméane am C-Terminus, die nétig und ausreichend ist fur
das Andocken von Vesikeln an das Trans-Golgi-Network
(TGN). Das TGN ist ein hochdynamisches und komplexes
Netzwerk, das beim Sortieren und Verteilen von Proteinen
eine wichtige Rolle spielt. Die im TGN hergestellten
Proteine werden in eine Vielzahl unterschiedlicher Vesikel
verteilt und zu ihrem jeweiligen Bestimmungsort geschickt
[13, 34, 90, 308].

Tab. 58 Nukleare Interaktionspartner von RhoA/C:

Splicing-Faktor RhoA Ein 450 kDa Komplex aus sieben Proteinen. Er ist

3B subunit 3 Bestandteil von beiden bekannten Spliceosomen und
essentiell fiir das Splicen. Zudem spielt er eine wichtige
Rolle beim Zusammenbau des Pre-Spliceosomes [58, 99].

Histon- RhoC Die Histon-Deacetylase reguliert die Genexpression durch

Deacetylase 3

Deacetylierung der Lysinreste von Histonen und Nicht-
Histonproteinen. Es unterdriickt die Transkription als Co-
Repressor in einem Proteinkomplex (N-Cor), von dem es
auch selbst reguliert wird. Es findet sich im Kern und im
Cytoplasma (dort assoziiert mit z.B. HSP70) [160].

Tab. 59 Sekretorischer Interaktionspartner von RhoA/C:

SPARC
(Secreted protein
acidic and rich in

cysteine)

RhoA

SPARC ist ein extrazellulares Matrixprotein, das aber keine
strukturelle Bedeutung, sondern eher Signalfunktion hat. Es
ist fir die Interaktion zwischen extrazellularer Membran und
Zelle verantwortlich. SPARC besitzt zwei
Kalziumbindungsstellen und ein Follistatin-ahnliches Modul.
Es moduliert Wachstumsfaktoraktivitédt und inhibiert den
Zellzyklus durch Arretierung in der G1-Phase. SPARC
spielt eine Rolle bei der Linsentransparenz und ist bei

Erwachsenen vor allem bei der Wundheilung erhoht.
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AuBerdem ist es bei Krebsmetastasen, Arthritis, Diabetes
mellitus und Nierenerkrankungen erhéht [32, 79] ). SPARC
ist aber auch intrazellular in Assoziation mit der Kernmatrix

beschrieben worden [92].

Tab. 60 Signaltransduktion-assoziierte Interaktionspartner von RhoA/C:

MAPK 3
(Mitogen-
activated protein

kinase 3)

RhoC

MAPK 3 (ERK-1) ist regulatorisch tatig bei der Mitose und
Meiose. Es wird aktiviert von G-Protein-Rezeptoren
(Signaltransduktion von aufRen nach innen) z.B. bei
Virusinfektionen; Die Aktivierung erfolgt durch die MAPK-
Kinase, die wiederum von einer Kinase (MAPKKK) aktiviert
wird. MAPK phosphoryliert anschliefsend
Serin/Threonin/Tyrosin-Reste von Proteinen [131].

Pyruvat-Kinase

RhoC (3x)

M1 Subtyp, der vor allem in Muskelgewebe vorkommt. Die
Pyruvat-Kinase katalysiert den letzten Schritt der Glykolyse,
wobei ein Molekll ATP aus ADP entsteht.

Serine/Threonine
Protein-
Phosphatase 2A
(PP2A)

RhoC

Diese Serin/Threonin-Phosphatase spielt bei Drosophila
und in Mausen bei der Zellzyklus-Regulation, Zell-
Morphologie, Entwicklung und Apoptose eine Rolle.
AuRerdem hat sie eine prominente Rolle bei der
Signaltransduktion. Das gefundene Protein ist die 65 kDa
Untereinheit A (eine von 3 Untereinheiten). Die
Untereinheiten A+C sind fur die Grundstruktur notwendig.
Die Untereinheit B, von der es verschiedene gibt, kommt
als dritte hinzu und entscheidet Uber den Wirkort. Die
Untereinheit A kann noch unterteilt werden in eine alpha-
und eine beta-lsoform. RhoC hat an die alpha-Isoform
gebunden. Die Untereinheit A besitzt ein HEAT-Motiv.
PP2A moduliert verschiedene Kinasen, z.B. ERK/MAPK,
PKA, PKB, PKC und die Calmodulin-abhangige Kinase [84,
126] .

Protein
Phosphatase 1
regulatory subunit
10 (p99, PNUTS
bei Ratten)

RhoC

PP1 ist eine Serin/Threonin-Phosphatase, die der Wirkung
von Kinasen entgegenwirkt und so eine wichtige
regulatorische Funktion bei Glykogenmetabolismus,
Kalziumtransport, Muskelkontraktion, Proteinsynthese,
intrazellularem Transport und Mitose erfullt [293]. Die PP1

Untereinheit 10 ist homolog zu der bei Ratten gefundenen
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PNUTS Untereinheit, einem von mehreren
Lokalisationsproteinen von PP1. PNUTS ist fur die
Kernlokalisation zustandig und besitzt eine putative RNA-
Bindungsstelle, mit der es eine Kernfunktion von PP1
vermitteln kdnnte. Die Bindung an PP1 erfolgt tber ein
RVXF-Motiv [6, 145, 147].

Tab. 61 Ribosomale Interaktionspartner von RhoA/C oder PDZ:

60S-Ribosomales
Protein L11

RhoA

Das ribosomale Protein L11 ist Bestandteil der 60S-
Ribosomen-Untereinheit. Es besteht aus einer C-terminalen
und einer N-terminalen Domane, die Uber eine kurze
Verbindung zusammenhangen. Die C-terminale Doméane
bindet an das rRNA-Rlckgrat des Ribosoms, die N-
terminale Domane dagegen interagiert mit
Elongationsfaktoren und ist Ansatzpunkt fur einige
Antibiotika [119, 208]. L11 ist zudem als indirekter Aktivator
von p53 beschrieben. Diese Funktion erflillt das Protein
unabhangig von der 60S Untereinheit und soll bei Stress
oder Mangelernahrung die Zellzyklusprogression

verlangsamen [21, 56].

60S-Ribosomales
Protein PO

RhoC

Das PO-Protein bildet zusammen mit den Proteinen P1 und
P2 einen Auslaufer an der grof3en Ribosomenuntereinheit,
der flr die Interaktion des Ribosoms mit I6slichen Faktoren
wahrend der Proteinsynthese notwendig ist. Zellen mit einer
Deletion dieses Proteins oder auch nur von Teilen, sind
nicht lebensfahig [231].

Elongationsfaktor
1-alpha 1 (EF-Tu)

RhoA (6x)
RhoC (4x)

PDZ (1x)

Dieses G-Protein stellt bei jeder Elongation der sich an
Ribosomen bildenden Peptidkette durch GTP-Hydrolyse
Energie zur Verfligung, die die Elongation schneller,
effizienter und genauer ablaufen lasst. Es gibt zwei wichtige
Elongationsfaktoren. EF-Tu bindet an die tRNA, ehe diese
an das Ribosom bindet und versteckt durch seine Bindung
die einzufiigende Aminosaure. Die GTP-Hydrolyse fiihrt zu
einer starken Konformationsanderung des Proteins,
wodurch die einzufligende Aminosaure demaskiert wird und
binden kann. AuRBerdem stellt EF-Tu zusammen mit EF-G

die notwendige Energie fur die Peptidbindung zur
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Verfugung [196].

Translations-
Initiationsfaktor 3
Untereinheit 6
interacting protein
(HSPCO021)

RhoA

Der Translations-Initiationsfaktor 3 (elF3) ist mit 700 kDa
der grofite Translations-Initiationsfaktor. Er bindet direkt an
die 40S Ribosomuntereinheit und das Anfangskodon
(methionyl-tRNA) und interagiert mit den Ubrigen elF (1, 1A,
2GTP), die den Pra-Initiationskomplex bilden. Dieser
erleichtert die Bindung der mRNA G-cap Uber elF4G und
scannt anschliefend die mRNA nach dem Anfangskodon
ab. Der humane elF3 hat sechs Untereinheiten mehr als
der Hefen-elF, die fir eine Regulation wichtig sein kénnten.
Die Funktion des ,interacting protein® ist bisher nicht
geklart, nur seine Bindung an die Int6-Untereinheit von elF3
[182].

Tab. 62 Zytoskelettassoziierte Interaktionspartner von RhoA/C oder PDZ:

Gamma-Actin

RhoA/C

Die monomere Form von G-Aktin reguliert den
Transkriptionsfaktor SRF (bei Absinken der G-
Aktinkonzentration kommt es zur Freigabe von sonst
gebundenem Faktor MRTF, der SRF aktiviert). In dieser
Kaskade scheint auch Rho eine Rolle zu spielen, da es
ebenfalls zur Freigabe von MRTF Uber einen sinkenden G-
Aktinspiegel fihrt [146].

Tubulin alpha 1

RhoA (2x)
RhoC  (4x)

PDZ  (1x)

Die Tubuline bilden das Grundgeriist einer Zelle und sind
fur Zellstabilitat, intrazellulare Mobilitat etc. verantwortlich.
Die unterschiedlichen Subtypen sind teilweise nicht

austauschbar, wie mit Drosophila gezeigt wurde [70].

Tab. 63 Bereits beschriebene PDZ-Interaktionen (Positiv-Kontrolle)

Lysyl-tRNA PDZ TIP-15 PDZ-Bindungsstelle [73]

Synthetase

Adenomatous PDZ PDZ2-Domane der Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP-BL)
polyposis coli [72]

protein

Diacylglycerol PDZ (5x) TIP-15 PDZ-Bindungsstelle [73]; Gamma1- Syntrophin

kinase

PDZ-Domane [112].
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Glutamate PDz Interagiert mit den PDZ-Domanen von INADL und DLG4
[NMDA] receptor (UniProtKB/Swiss-Prot Eintrag O15399)

subunit epsilon 4

precursor

G protein-coupled | PDZ Drosophila disc large tumor suppressor gene [300]

receptor 125
(Fragment) (5-
TEM)
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4 Diskussion
4.1 Diskussion der Gesamtstrategie

4.1.1 Einleitung

Die kleinen GTPasen RhoA und RhoC spielen bei der Invasion von Shigella in humane Zellen
eine wichtige Rolle. So fuhrt der Rho-spezifische Toxin-Inhibitor C3 aus Clostridium botulinum
zu einer verminderten Ausbildung des Shigella-induzierten Invasionskomplexes und zu einer

herabgesetzten Invasionseffizienz von Shigella. [2, 285].

Die kleinen Rho-GTPasen gehéren zu der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen. Sie fungieren als
molekulare Schalter, die in einer aktiven GTP-gebundenen Form oder in einer inaktiven GDP-
gebundenen Form vorliegen kénnen. Die Superfamilie umfasst mehr als 100 Proteine, von
denen 22 die Familie der Rho-GTPasen bilden. Diese Familie kann wiederum in 10 Gruppen
eingeteilt werden, mit jeweils mehreren Mitgliedern, den Isoformen. Rho besteht im
geranylgeranylierten Zustand aus 190 Aminosauren (AS) und wird in die Isoformen A, B und C
eingeteilt [167, 251, 263]. Die Isoformen von Rho kénnen in drei Regionen eingeteilt werden
(Abb. 2, Seite 21). RhoB wird im Folgenden nicht weiter betrachtet, da es sich in seiner AS-
Sequenz von RhoA und RhoC starker unterscheidet und fiir diese Arbeit keine Rolle spielt. Die
Aminosauren 1-180 umfassen die aktiven Zentren der Rho-Proteine, mit den Switch 1- und
Switch 2- Regionen. RhoA und RhoC unterscheiden sich hier in acht Positionen ihrer Sequenz
voneinander. Die Aminosauren 181-189, die die polybasische Region umfassen und in dieser
Arbeit als ,Rekrutierungsdoméne® bezeichnet werden, unterscheiden sich bei RhoA und RhoC
in sechs von neun Positionen. Die letzten vier Aminosauren, die zur Geranylgeranylierung, also
zur Fettveresterung notwendig sind, unterscheiden sich in zwei von vier Positionen ihrer

Aminosauresequenz voneinander [294].
4.1.2 Rekrutierungsdomane

Die ,Rekrutierungsdomane” der kleinen GTPasen RhoA und RhoC umfasst also eine Sequenz
von neun Aminosauren und befindet sich am C-Terminus der Molekile (Abb. 2, Seite 21). Bei
der Untersuchung des Rekrutierungsverhaltens von RhoA und RhoC im Rahmen der
Shigelleninvasion fallt auf, dass RhoA bei der Invasion in die Basis, RhoC dagegen in die
Spitzen der zelluldren Protrusionen rekrutiert wird [2]. Diese Beobachtungen, zusammen mit
dem in der Einleitung gezeigten Vergleich der Aminosauresequenz von RhoA und RhoC (Abb.
2, Seite 21) legen nahe, dass das unterschiedliche Rekrutierungsverhalten von RhoA und RhoC
mit ihrer polybasischen Region zusammenhangt. Um das Rekrutierungsverhalten von RhoA
und RhoC weiter zu untersuchen, wurden in unserem Labor Mutationsexperimente
durchgefiihrt, bei denen die polybasischen ,Rekrutierungsdomanen“ von RhoA und RhoC
ausgetauscht wurden. In Rekrutierungsexperimenten zur Invasion durch Shigella wurde gezeigt,
dass diese Proteine sich so verhalten, wie ihre ,Rekrutierungsdomane” es vorgibt. Eine RhoA-
GTPase mit einer RhoC-,Rekrutierungsdomane® verhalt sich wie RhoC (Rekrutierung in die
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Spitzen des Invasionskomplexes) und eine RhoC-GTPase mit einer RhoA-
.Rekrutierungsdomane” verhalt sich wie RhoA (Konzentrierung an der Basis des
Invasionskomplexes). In anschlieBenden Experimenten in unserem Labor wurde gezeigt, dass
die polybasische Region hinreichend ist, um die Lokalisation eines daran gekoppelten,
fluoreszierenden Proteins (EGFP) im Invasionskomplex festzulegen und das RhoA- oder RhoC-
Muster zu imitieren. Weitere Untersuchungen zu dieser ,Rekrutierungsdomane® konnten dies
noch weiter einengen. So kam es beim Austausch von zwei RhoA-Lysinen an den Positionen
186 und 187 zu zwei Argininen, wie sie bei RhoC vorkommen, zu einem Wechsel des RhoA-
Rekrutierungsmusters hin zu einem RhoC-Muster. Dies legt nahe, dass das zum RhoC-
Rekrutierungsmuster filhrende Rekrutierungsmodul variabel ist. Das RhoA-Rekrutierungsmuster

dagegen geht durch den Verlust der beiden Lysine verloren [80, 104].
4.1.3 CAAX-Domane

RhoA und RhoC weisen an ihrem C-terminalen Ende eine kurze, so genannte CAAX-Doméne
auf, die zum Anhangen eines Lipidankers an das Protein notwendig ist, was als
Geranylgeranylierung bezeichnet wird. Hier werden posttranslational drei spezifische C-
terminale Veranderungen vorgenommen. Zunachst wird das Cystein geranylgeranyliert, also mit
einem C-20 Fettsaurerest versehen, anschlielRend werden die drei C-terminalen Aminosauren
(AAX) abgespalten und als dritte Modifikation kommt es zu einer Carboxylmethylierung am
Cystein. Das Ergebnis ist ein Lipidanker am C-Terminus des Proteins, mit dem dieses an eine
Lipidmembran binden kann. Bei anderen Rho-GTPasen kann es alternativ zur Farnesylierung
kommen, wobei hier ein C-15 Fettsaurerest angehangt wird. Das notwendige Motiv fiir das
Anhangen des Lipidankers muss dabei nicht das CAAX-Motiv umfassen, sondern kann auch
gekurzt oder abgewandelt vorliegen. Das Ziel ist immer eine Lipidmembraninteraktion zu
ermdglichen, um so Zellmembran-assoziierte Funktionen erfilllen zu kénnen. Bei RhoA und
RhoC spielt dieser Lipidanker funktional eine zentrale Rolle, da er fiir die Rekrutierung der Rho-
GTPasen im Shigella-Invasionskomplex notwendig ist [25]. Aber auch Protein-Protein-
Interaktionen sind von diesem Lipidanker abhangig. So ist zum Beispiel die Interaktion von der
GTPase Cdc42 mit Rho-GDI, einem Protein, das Rho-GTPasen aus der Membran entfernt und

inaktiviert, nur mit angehangtem Geranylgeranylrest moglich [110].
4.1.4 Herstellung von Rho-Konstrukten

In der vorliegenden Arbeit wurden die Grundlagen zur weiteren Untersuchung der
polybasischen, pra-terminalen ,Rekrutierungsdomane” der Rho-GTPasen RhoA und RhoC
gelegt. Zur weiteren Charakterisierung wurden Interaktionspartner der beiden
»Rekrutierungsdomanen® gesucht. Dazu wurden sechs verschiedene Konstrukte hergestellt. Um
die gewiinschten Experimente durchzufiihren, mussten die Konstrukte dabei einige strukturelle
Vorgaben erfillen, die aus Vorexperimenten vorgegeben waren oder fur die Durchfiihrung

weiterflhrender Experimente notwendig waren. Daher mussten alle Konstrukte den
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Fluoreszenzmarker GFP, eine PKA-Site und ein His-tag umfassen (siehe Abb. 3, Seite 55 fur

schematische Darstellung).

Zwei der hergestellten Konstrukte besallen zudem die polybasischen ,Rekrutierungsdomanen®
von RhoA oder RhoC, ohne die im natirlichen Protein folgende CAAX-Domane. Diese
Konstrukte sollten fiir die Suche nach Protein-Interaktionspartnern fiir die jeweilige
.Rekrutierungsdomane” dienen. Die CAAX-Domane entfiel, um die Bindungspartnersuche auf
die eigentliche Rekrutierungsdomane zu reduzieren und Bindungspartner der Kombination aus
polybasischer Region und CAAX-Domane oder der CAAX-Domane allein auszuschlief3en.
Hierin liegt aber auch ein Nachteil, da einige Interaktionspartner flr das Erkennen der

polybasischen Region das Cystein der CAAX-Domane bendtigen kénnten.

Daher wurden zwei weitere Konstrukte kloniert, die die polybasische ,Rekrutierungsdomanen®
von RhoA oder RhoC mit der im nattrlichen Protein folgenden CAAX-Domane umfassen. Diese
Konstrukte entsprachen also in ihrem Aufbau in Teilen den in den Vorexperimenten
verwendeten einfachen Konstrukten. Mit diesen beiden Konstrukten konnte gezeigt werden,
dass die an die Proteine neu angehangten Bereiche, wie die PKA-Site und das 6-His-tag, das
Rekrutierungsverhalten im Rahmen einer Shigelleninfektion nicht verandern. Diese Konstrukte
kénnen benutzt werden, um nach Interaktionspartnern zu suchen, die nur die Einheit von

polybasischer Region und folgendem Cystein erkennen.

Die Geranylgeranylierung konnte auch die Tertiarstruktur der ,Rekrutierungsdomane®
beeinflussen. Dies ist flir den C-Terminus von Cdc42 beschrieben. Ohne Geranylgeranylierung
bindet das C-terminale Cystein 188 von Cdc42 uber eine Disulfid-Briicke an das eigene Cystein
105 [188], eine Konformation, die nach Geranylgeranylierung des Cystein 188 nicht mehr
moglich ist [110]. Ob eine analoge Stabilisierung durch intramolekulare Disulfid-Brickenbildung
auch bei den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Konstrukten eine Rolle spielt, ist von uns
nicht untersucht worden. Es kénnte auch sein, dass Interaktionspartner nur mit dem
geranylgeranylierten Protein interagieren koénnen, da Teile des Fettsaurerestes fir die
Interaktion zur Verfliigung stehen missen. Schliellich kdnnte bei der Suche nach Protein-
Interaktionspartnern mit diesem Konstrukt die vollstandig vorkommende CAAX-Region ein
Nachteil sein, die im natlrlichen geranylgeranylierten Protein auf das Cystein reduziert ist,
sodass der AAX-Rest die Interaktionen beeinflussen kénnte. In der Arbeit wurden keine
geranylgeranylierten Konstrukte hergestellt, da sie in weiterfihrenden Experimenten nicht

verwendet werden konnen.

Ein flinftes Konstrukt diente als Positivkontrolle und besal} statt einer ,Rekrutierungsdomane®
eine so genannte PDZ-Domane. Fur PDZ-Doméanen sind bereits eine Vielzahl von
Bindungspartnern bekannt und naher charakterisiert, sodass dieses Konstrukt, bei einem
funktionierenden Bindungs-Assay, eine Interaktion zeigen sollte [127]. Die verwendete PDZ-

Doméne war aullerdem bereits in ,Overlay-Assays® bei dem Kooperationspartner in der

86



Proteinstrukturfabrik Berlin, der die weiterfihrenden Interaktionsuntersuchungen durchflhrte,

verwendet worden, sodass eine Kompatibilitat mit dem Assay zu erwarten war.

Das sechste Konstrukt war eine Negativ-Kontrolle. Sie besal keine ,Rekrutierungsdoméane® und
diente dazu Bindungspartner des 6-His-tags, der PKA-Site und des Fluoreszenzmarkers GFP

herauszufinden und auszuschlief3en.
4.1.5 Mdogliche Bindungspartner von Rho

In  weiterfUhrenden Experimenten sollten die hergestellten Konstrukte auf ihre
Funktionstlichtigkeit ~ untersucht werden. Dazu wurden vom Kooperationspartner
dankenswerterweise einige ,Overlay-Assay“-Experimente mit den Konstrukten ohne CAAX-
Domane durchgefuhrt (Konstrukte 1 und 2). Dabei konnte die Funktionstichtigkeit dieser
Konstrukte gezeigt werden, die Ergebnisse dieser Experimente werden in Abschnitt 4.3, S.93

noch diskutiert.

Der ,Overlay-Assay“ wurde gegeniiber anderen Methoden zur Interaktionsuntersuchung wie
.Phage-Display“, ,Two-Hybrid-Screen“ oder ,Pulldown-Assay“ favorisiert. Ein Vorteil des
~Overlay-Assays” ist die Mdoglichkeit, eine ganze fetale cDNA-Bank schnell und leicht
reproduzierbar zu ,screenen‘. Man erhalt sofort eine DNA-Sequenz, die genau dem
exprimierten Protein oder Proteinteil entspricht, das eine Interaktion eingegangen ist. Mit der
gefundenen Sequenz kann anschlieRend anhand von Datenbanken das zugrunde liegende
Protein gefunden und die erhaltenen Interaktionspartner, die als klonierte Konstrukte vorliegen
und mit einem His-tag versehen sind, kénnen schnell aufgereinigt und genauer untersucht
werden [38-40]. Ein Nachteil des verwendeten ,Overlay-Assays® ist seine Inkompatibilitat zu
lipidhaltigen, membranbindenden Proteinen. Das ist vor allem im Zusammenhang mit einer
Region wie der polybasischen von RhoA und RhoC ungiinstig, da die Konformation dieser
Region in dem Rho-Protein auch von dem angehangten Geranylgeranylrest abhangt [110].
Zudem konnte bei einem ,Overlay-Assay” eine in-vitro Situation konstruiert werden, die in-vivo
eventuell gar nicht moglich ist, da bestimmte Proteinteile in-vivo gar nicht zu einer Interaktion

bereitstehen.

Die gefundenen Interaktionspartner missen in einem nachsten Schritt mit anderen
Interaktionsassays verifiziert werden. Hierzu kdnnten zum einen die bereits genannten
Methoden ,Two-Hybrid-Screen®, ,Phage-Display“ oder ,Pulldown-Assay“ dienen. Andererseits
bieten sich Methoden wie ,Isothermal Titration Calorimetry“, ,Surface Plasmon Resonance”,
Immunoprazipitation und Mutationsexperimente an, um die gefundenen Interaktionen genauer

zu charakterisieren.
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4.2 Diskussion von Material und Methoden

421 His-tag

Das His-tag aus dem Expressionsvektor pQE30 ist Teil einer etablierten Reinigungsmethode fiir
Proteine. Die kurze Sequenz aus sechs Aminosauren, die in den von mir hergestellten
Konstrukten N-terminal lokalisiert ist, bindet an Ni-Nitrilotriacetic acid (Ni-NTA)-Saulen oder -
Beads und kann anschliefend mit Imidazol von der Matrix eluiert werden. Das His-tag kann
auch C-terminal oder innerhalb einer Proteinsequenz platziert werden. Da das His-tag kurz und
bei pH 8,0 ungeladen ist, sollte es die Konformation und Funktionalitdt des Restproteins nur
wenig verandern. Auch die Sekretion, Faltung und Kompartiment-Zuordnung sollten sich durch
das Anhangen des His-tags nicht andern [211]. Der besondere Vorteil dieses Systems ist die
geringe Grofle im Vergleich zu anderen zur Proteinreinigung verwendeten Fusionspartnern. So
betragt das Molekulargewicht des haufig zu Reinigungszwecken eingesetzten Protein-
Fusionspartners Glutathion-S-Transferase (GST) 26 kDa.

4.2.2 Proteinkinase A (PKA, cAMP-abhangige Proteinkinase)-Site

Die gewahlte PKA-Site befindet sich in den von mir klonierten Konstrukten zwischen His-tag
und EGFP-Domane (Abb. 3, Seite 55) und umfasst die Aminosauren RRASV. Dies ist eine
Konsensussequenz aus dem Phosphorylierungsbereich der Rattenleber-Pyruvatkinase [310],
die von einer 38 kDa Untereinheit der Proteinkinase A erkannt und von dieser am Serin (S)
phosphoryliert werden kann. Sie wurde schon in mehreren Arbeiten als tag verwendet [82, 109,
128] und ist die erste beschriebene Sequenz, die von PKA experimentell phosphoryliert wurde
[310]. Die K, wurde in diesen Experimenten mit 0,08 MM angegeben. Diese
Konsensussequenz wurde aus einer Reihe anderer méglicher PKA-Sites ausgewahlt, da sie in
kommerziellen Kits verwendet wird, womit die Benutzung kommerzieller PKA mdglich und damit
eine gute Reproduzierbarkeit gegeben war. Andere beschriebene Sequenzen, die ebenfalls flr
die Phosphorylierung in Frage gekommen waren, sind beschrieben worden wie das Peptid
,GRTGRRNSI* von Mitchell RD et al. [180].

Diese Phosphorylierung wurde benutzt, um die gereinigten Proteine mit radioaktivem Phosphat

*2p zu markieren und sie im »Overlay-Assay“ mit hoher Sensitivitat nachweisen zu kénnen.

Die Phosphorylierung kénnte auch das innerhalb der RhoA-,Rekrutierungsdomane” gelegene
Serin betreffen, das in-vivo durch die PKA phosphoryliert wird [148]. Bei der Suche nach
Bindungspartnern sollte dies keine Rolle spielen, da das RhoA-typische Rekrutierungsmuster
nicht beeinflusst wird [104].

4.2.3 Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)

Das in den Klonierungsexperimenten verwendete EGFP-Motiv stammte aus dem pEGFP-C1-
Vektor der Firma Clontech und war in Vorversuchen bei Rekrutierungsexperimenten verwendet

worden. In meinen Konstrukten liegt EGFP zwischen der PKA-Site und dem jeweiligen Rho-
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Rest (Abb. 3, Seite 55). pEGFP-C1 ist ein 4,7 kbp Vektor, der fir eine Variante des Wildtyp
,Green-Fluorescent-Protein® kodiert und durch Basenaustausch eine 35-fach hohere
Fluoreszenzintensitdt bei 488 nm besitzt. Der Vektor besitzt zudem Resistenzgene fir
Kanamycin und Neomycin. Ein Nachteil dieses Vektors war der humane Kodongebrauch, der in
E.coli kontraproduktiv sein kdnnte. Die Vorexperimente fanden jedoch in menschlichen HelLa

Zellen statt, weshalb die Benutzung humaner Kodons erforderlich war [54, 100, 303].

Andere Fluoreszenzmolekiile, wie zum Beispiel die ,Cyan Emission Variant* (ECFP) oder
,Yellow Emission Variant® (EYFP), zwei Varianten von GFP, hatten ebenfalls verwendet werden
kdnnen. Da die vorhergehenden Experimente zu der Rho-Rekrutierung allerdings mit EGFP

erfolgt waren, wurde EGFP als Fusionspartner beibehalten.
4.2.4 PDZ-Doméane

Die PDZ-Domane wurde als Positivkontrolle verwendet, da fir diese Domane viele
Bindungspartner bereits bekannt sind [127]. Sie wurde anstelle der RhoA- oder RhoC-Doméane
in die von mir hergestellten Konstrukte eingefligt (Abb. 3, Seite 55). PDZ-Doméanen sind die
haufigsten bisher bekannten Proteininteraktionsdoméanen [235]. Urspriinglich wurde sie in drei
verschiedenen Proteinen gefunden, von deren Anfangsbuchstaben sich ihr Name herleitet. Ein
Groliteil der Proteine, die PDZ-Domanen enthalten, sind Membran-assoziiert und die PDZ-
Domane bindet meistens an die vier bis sechs C-terminalen AS eines anderen Proteins [20, 74].
Die Domanen bestehen aus 80 — 100 AS und kommen oft mehrfach hintereinander in Proteinen
vor, weshalb sie auch als ,Klebstoff* fir Proteinkomplexe bezeichnet werden [127]. PDZ-
Domanen kénnen anhand ihrer unterschiedlichen Proteinwechselwirkungen und anhand von
konservierten AS in drei Gruppen klassifiziert werden, wobei diese Klassifikation nicht endgliltig

ist und auch nicht alle bisher bekannten PDZ-Domanen umfasst [20, 127].

Die in dieser Arbeit verwendete PDZ-Domane, mit einer Lange von 318 bp, befand sich in
einem pQE30 Expressionsvektor und stammte von unserem Kooperationspartner Hendrik
Weiner in der Proteinstrukturfabrik. Dort wurde diese Doméane bereits in ,Overlay-Assays*
erfolgreich verwendet [38-40] (mundliche Mitteilung Hendrik Weiner, AG K. Buissow,
Proteinstrukturfabrik).

4.2.5 Plasmidpraparation

Plasmidpraparationen wurden mit Hilfe von Kits durchgefiihrt, da die Ausbeute dabei hoher ist
als bei Reinigungen nach Standardprotokollen (laborinterne Ergebnisse). Durch die
Verwendung des gleichen Materials konnten die einzelnen Reinigungsschritte au3erdem besser

verglichen und abgestimmt werden.
4.2.6 Hybridisierung

Oligonukleotid-Hybridisierungen wurden benutzt, um die beiden RhoA- und RhoC-Konstrukte

mit einer CAAX-Domane herzustellen. Diese Technik wurde angewandt, da nur eine kurze
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Sequenz in bereits vorhandenen Konstrukten ausgetauscht bzw. hinzugefugt werden musste.
Da fir diesen Austausch definierte Restriktionsschnittstellen vorhanden waren, die mit der
Hybridisierung leicht nachgebildet werden konnten, bot sich diese Technik an. Bei der
anschlieBenden Sequenzierung musste zudem jeweils nur ein kurzer Bereich im neuen
Konstrukt betrachtet werden, da der Rest der Konstrukte bereits in dem sequenzierten Vektor in
korrekter Form vorlag. Eine andere Methode diese Konstrukte herzustellen, ware mittels PCR,
wie sie bereits bei der Herstellung der anderen Konstruktteile erfolgreich zum Einsatz kam.
Hierbei hatte allerdings das ganze erhaltene Konstrukt erneut sequenziert werden missen, um

Taqg-Polymerasefehler auszuschlieRen.
4.2.7 Klonierung

Fir die Klonierungsexperimente wurde der Klonierungsvektor pUC19 verwendet, da die
hergestellten Konstrukte sequenziert werden mussten und fur puUC19
Standardsequenzierungsprimer im Labor vorhanden waren. Eine direkte Klonierung in einen
Expressionsstamm ware ungeschickt gewesen, da die Sequenzierung in einem
Expressionsvektor durch die Anwesenheit eines zweiten Vektors in diesen Bakterien behindert

und die notwendige Plasmidausbeute herabgesetzt gewesen wére.

Bei der Klonierung der RhoA- und RhoC-Konstrukte ohne CAAX-Region war die
Klonierungseffizienz zu Beginn, wie bereits unter 3.1.3 beschrieben, herabgesetzt. Die
Insertaufreinigung erfolgte zu Beginn der Klonierungen nicht durch Auftrennen Uber ein
Agarosegel, sondern nur mit Phenol/Chloroform-Extraktion und darauf folgender
Ethanolprazipitation. In einem Restriktionsexperiment von klonierten Vektoren ohne das richtige
Insert konnte daraufhin gezeigt werden, dass die Ursache fir die herabgesetzte
Klonierungseffizienz vermutlich ein etwa 130 bp langes Insert war, das effektiver in den Vektor
ligiert wurde als das gewinschte Insert von 820 bp Lange. Moglicherweise handelte es sich bei
diesem kleinen Fragment um Primerdimere aus der PCR, die bei der Phenol/Chloroform-
Extraktion mitgereinigt wurden und damit im Ligationsansatz zu finden waren. Dieses Fragment
konnte durch die Reinigung der DNA Uber ein Agarosegel abgetrennt werden, wodurch die

Klonierungseffizienz wesentlich erhdht wurde.

Bei der Klonierung der PDZ-Doméane kam es durch Ligationsprobleme ebenfalls zu einer
verminderten Klonierungseffizienz, wie unter 3.2.4 bereits beschrieben. Dies ist eventuell auf
die Verwendung einer speziellen Agarose zurlickzufiihren, da bei der Verwendung der Agarose
einer anderen Firma diese Probleme nicht mehr auftraten. Bei einem Religationsexperiment
konnte eine Inhibition der Ligation durch die lUber Agarose der Firma Difco gereinigte DNA
gezeigt werden, wie in Abb. 23 (Seite 67) zu sehen ist, auf die bereits in Abschnitt 3.2.4
eingegangen wurde. Der Ansatz ohne Ligase in Spur 9 zeigt den DNA-Marker mit seinen zehn
Banden wobei die zweite Bande von oben eine Doppelbande und die Bande bei 421 bp nur
schwer zu erkennen ist. Der vollstandige DNA-Marker ist aulRerdem in Abb. 23 (Seite 67) von

Fermentas zu sehen. Nachdem dieser Marker mit Ligase behandelt worden war, entstand eine
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breite Bande, die oberhalb der 19329 bp Bande des Markers liegt und die ligierte Lambda-DNA
darstellt, wie in Spuren 5 und 6 zu sehen ist. In den Proben, in denen es zu einer Inhibition
gekommen war, ist diese Bande entweder nicht vorhanden (Spuren 4, 7 und 9) oder die
Ligation hat nicht vollstandig stattgefunden, sodass noch Banden des urspriinglichen Markers
zu sehen sind (Spur 2). Diese Inhibition trat dann auf, wenn DNA zugefligt wurde, die Uiber Gele
der Firma Difco gereinigt worden war, wahrend sie bei DNA aus Gelen der Firma Roth nicht
auftrat. In den Spuren 1 und 10 ist auRer der Bande bei 19329 bp noch eine weitere, bei ca.
5000 bp gelegene Bande zu sehen, die den jeweils zugeflugten Uber ein Gel gereinigten DNA-
Vektoren in ihrer religierten Form entspricht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
verwendete inhibierende Agarose oder ein zusatzlicher Inhaltstoff eine Rolle bei der initial

deutlich herabgesetzten Klonierungseffizienz gespielt hat.
4.2.8 Transformation

Fir die Transformationsexperimente wurden zwei unterschiedliche Methoden angewandt. Zu
Beginn der Arbeiten wurden die meisten Transformationen mittels Elektroporation durchgefihrt,
da hier laborintern eine héhere Transformationseffizienz berichtet worden war. In den spater
durchgefiihrten Transformationsexperimenten wurde in chemisch kompetente Zellen
transformiert, da hierbei ein zeitaufwandiger Reinigungsschritt umgangen werden konnte und
die Effizienz ausreichend war. Bei der Transformation in chemisch kompetente Bakterien war
ein vorhergehendes Aufreinigen der Ansatze mit einer Phenol/Chloroform-Extraktion nicht

notwendig.
4.2.9 Expression

Als Expressionsvektor wurde pQE30 verwendet, der bei der Expression noch ein 6-His-tag an
die Konstrukte anhangt. Zur Expressionsinduktion wurde Isopropyl-3-D-Thiogalactosid (IPTG)
verwendet. IPTG bindet an das Lac Repressor Protein (Lac-R), das wiederum an den
Expressionsvektor pQE30 gebunden ist und die Transkription durch Verdecken der
Promotorregion verhindert. IPTG flhrt durch eine Konformationsanderung von Lac-R zur
Dissoziation von der Promotorregion [14, 94, 152]. Im Gegensatz zu dem physiologischen
Bindungspartner 1,6-Allolaktose wird IPTG nicht abgebaut, sodass der Suppressor Lac-R
dauerhaft von der DNA dissoziert ist. Nach der Bindung des Promotors beginnt die
Transkription der DNA.

Die Expression erfolgte in den speziellen Expressionsstdmmen M15 [pREP4] und SG13009
[PREP4] [96]. Diese beiden Stdmme stammen beide von E.coli K12 ab und haben den
Phanotyp Nal®, Str°, Rif°, Thi", Lac™, Ara®, Gal*, MtI", F~, RecA*, Uvr*, Lon* [211]. Das Plasmid
pREP4, das beide Stamme besitzen, enthalt das Gen lac 1 [75] und fihrt zu einer konstitutiven
Expression des oben beschriebenen Lac-Suppressors Lac-R [211], womit eine starke
Expressionssuppression der eingebrachten Expressionsvektoren wie pQE30 erreicht werden

kann.
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Die Expressionsexperimente mit den RhoA- und RhoC-Klonen ohne CAAX-Region in pQE30
waren zunachst nicht erfolgreich, wie bereits in 3.5 ausgefihrt. Bei dem ersten
Expressionsexperiment kam es zu keiner in den Blaugelen sichtbaren Expression. Diese
Konstrukte waren nach Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30 zunachst in den
Klonierungsstamm DH5-alpha transformiert worden, ehe sie in den Expressionsstamm M15
umtransformiert wurden. Alle anderen Konstrukte, bei denen die Expression bereits im ersten
Experiment erfolgreich war, waren sofort in den Expressionsstamm M15 transformiert worden.
Nach einer erneuten Klonierung dieser beiden Konstrukte und der anschlieRenden
Transformation in den Expressionsstamm M15 wurden auch diese Konstrukte ahnlich effizient
wie die Ubrigen Konstrukte exprimiert. Der verminderten Expression lag also kein bakterielles
Problem, wie eine Hemmung des Wachstums durch toxische oder den Zellstoffwechsel
Uberlastende Produkte zu Grunde. Da die erneute Klonierung zudem mit denselben Vektor- und
Insertpraparationen erfolgte wie bei den urspringlichen Konstrukten, konnte ein Fehler in
diesen Praparationen ausgeschlossen werden. Auch die Klonierung der PDZ-Konstrukte die

sofort exprimierten, erfolgte in den gleichen Vektor.

Eine mdgliche Erklarung fir die Fehlinduktion koénnte in der Transformation der
Expressionskonstrukte in einen Klonierungsstamm statt in einen Expressionsstamm liegen. Der
eigentlich fur Klonierungsexperimente benutzte Stamm DH5-alpha ist nicht auf die gesteigerte
Expression eines einzelnen, nicht bakteriellen Proteins, wie sie der pQE30-Expressionsvektor
ermdglicht, vorbereitet. Die Expressionsstdmme M15 und SG13009 besitzen, im Gegensatz zu
DH5-alpha, das Plasmid pREP4, das den Expressionssuppressor Lac-R konstitutiv exprimiert.
Dieser Suppressor bindet an die beiden Operatormodule des Expressionsvektors pQE30 und
verhindert so die Bindung des Promotors, wodurch die Expression verhindert wird. Der
Klonierungstamm DH5-alpha besitzt dieses Plasmid nicht und kann deshalb diesen Suppressor
nicht in dem Malie synthetisieren wie die Expressionsstamme. Der Klonierungsstamm DH5-
alpha kann die Expression also nicht so gut unterdriicken wie ein Expressionsstamm. Die Folge
ist die Uberproduktion eines fiir das Bakterium nicht notwendigen Proteins. Da es jedoch zu
einem Wachstum der Bakterien gekommen ist, allerdings ohne Expression des gewinschten
Proteins, missen diese Bakterien einen Weg gefunden haben, um die Expression zu
unterdriicken. In den sequenzierten Konstrukten die keine Expression zeigten, war die
Promotorregion des Expressionsvektors pQE30 verandert. Die eigentliche Bindungsstelle fir
den Promotor war aus dem Konstrukt deletiert und nur die -35-Bindungsstelle und die erste
Base der -10-Bindungsstelle waren noch vorhanden, was die Verringerung der Expression
durch eine fehlende oder herabgesetzte Promotorbindung erklaren kénnte [114, 211]. Fir diese
Verringerung ware also kein Suppressor notwendig. Bei der Transformation des
Expressionsvektors pQE30 in den Klonierungsstamm DH5-alpha kdnnte es also passiert sein,
dass dieser Stamm auf pQE30-Plasmide selektionierte, die expressionsdefizient waren. Da
diese Mutation zudem bei allen fraglichen klonierten Konstrukten an derselben Stelle auftrat, ist
dies eine mogliche Erklarung fir den systematischen Fehler, der durch die erneute modifizierte
Transformation erfolgreich vermeiden werden konnte.
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4.3 Diskussion der Overlay- Assay- Ergebnisse

Die hergestellten Konstrukte wurden in weiterflhrenden Experimenten auf ihre
Funktionstiichtigkeit untersucht. Deshalb wurden von unserem Kooperationspartner Hendrik
Weiner in der Proteinstrukturfabrik einige ,Overlay-Assay“-Experimente mit den Konstrukten
ohne CAAX-Domane durchgeflhrt. Dabei konnten sowohl die Funktionstichtigkeit dieser
Konstrukte  gezeigt, als auch interessante potentielle Interaktionspartner der
.Rekrutierungsdomane” von RhoA und RhoC gefunden werden, die hier diskutiert werden

sollen.

Da diese Experimente vom Kooperationspartner nur einmal durchgefiihrt wurden und bisher
nicht auf anderem Wege verifiziert worden sind, kann dieses Experiment nur als Screening
betrachtet werden, dessen Ergebnisse in weiteren Experimenten bestatigt werden missen.
Einige dieser Interaktionen sind allerdings mehrfach wahrend des Experiments gefunden
worden, was bereits eine Kontrolle darstellt, da diese Interaktionen offenbar reproduzierbar
sind. Hierzu z&hlen die Pyruvatkinase, der Elongationsfaktor 1-alpha-1 sowie Gamma-Aktin und

Tubulin alpha 1.

Eine Liste aller in dieser Arbeit gefundenen potentiellen Bindungspartner, eingeteilt nach
Zellkompartiment oder Funktionsweise, findet sich in Tab. 54 bis Tab. 62 (Seite 76 bis Seite 82).

Wenn die Liste der in den ,Overlay-Assays” gefundenen Interaktionspartner mit bereits vorher
bekannten Rho-Interaktionspartnern (Tab. 64, Seite 93) verglichen wird, fallt auf, dass es keine
Ubereinstimmung gibt. Allerdings sind die aufgelisteten, bisher untersuchten Rho-Interaktionen,
immer mit den vollstdndigen Rho-Proteinen untersucht worden, wahrend in der vorliegenden
Untersuchung nur die C-terminale polybasische ,Rekrutierungsdomane® fur die
Interaktionsuntersuchung benutzt wurde. Bei den in Tab. 64 aufgelisteten Interaktionsproteinen
handelt es sich also um Proteine, die mit den aktiven ,Switch-Domanen® der Rho-Proteine

interagieren und vermutlich nicht mit der ,Rekrutierungsdomane” [22, 294].

Tab. 64 In der Literatur beschriebene Interaktionen der Rho-Isoformen. Die hier dargestellten Interaktionspartner sind
allerdings mit den vollstandigen Rho-Proteinen gesucht worden, nicht mit der ,Rekrutierungsdoméane” (Adaptiert nach
[294] und [22]).

Proteinart Funktion RhoA | RhoC
Egoc—:lélnase Ser/Thr Kinase Aktin/Myosin Interaktion + et
mDia / Formin Zellgerustprotein ++ ++
PRK1/2 PKN Ser/Thr Kinasen ++ ++
Rhoteckin ZellgerUstprotein +++ +++
Rhophillin ZellgerUstprotein +++ ++
Kinectin ZellgerUstprotein +++ ?
Citron Kinase Ser/Thr Kinase Zytokinese ++ +++
MBS Phosphatagen- MLC Inaktivierung et 5

Untereinheit
p76 RBE + ?
PKC epsilon ++ +++
DBI transcription + ?
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factor

PLD Lipase Reguliert Uber Saure
Phosphatase Level Exozytose,
Endozytose und Zytoskelett-
Reorganisationen [201]

+ = maRige Interaktion, ++ = moderate Interaktion, +++ = starke Interaktion, ? = unbekannt.

Auffallig an der dargestellten Tab. 64 ist auch die nur graduelle Differenzierung der Funktionen
von RhoA und RhoC. Bei vielen Interaktionen gibt es keine Unterscheidung zwischen den
beiden, da sie beide gleich gut binden oder wirken. Bei einigen der aufgelisteten
Interaktionspartner ist zudem gar nicht klar, mit welcher Rho-Isoform die Interaktion stattfand.
Diese nur geringen Unterschiede im Interaktionsverhalten konnten mit den geringen
Unterschieden in den aktiven Domanen zusammenhangen, die eine Unterscheidung zwischen
den beiden Isoformen aufgrund ihres aktiven Zentrums nicht sinnvoll mdglich macht.
Stattdessen ware es moglich, dass sich diese beiden Rho-GTPasen vor allem durch ihre
Lokalisation innerhalb der Zelle unterscheiden und so distinkte Aufgaben erfillen. Die

Lokalisation innerhalb der Zelle konnte von der ,Rekrutierungsdomane” festgelegt werden.

Bei den in dieser Arbeit gefundenen Interaktionspartnern Iasst sich so eine Unterscheidung
nach Wirkort bzw. Zellkompartiment treffen. Eine Vielzahl von RhoA Interaktionspartnern ist
eher Zytoskelett- und Membran-assoziiert, wahrend die RhoC Interaktionspartner eher
zytosolisch zu finden sind oder funktionell dem Zellstoffwechsel zugeordnet werden kénnen
(siehe auch Tab. 54 auf S.76 bis Tab. 63 auf S.82).

Zunachst sollen Interaktionspartner diskutiert werden, die sowohl mit RhoA als auch mit RhoC

interagieren, danach solche die mit einem der Beiden eine Bindung eingehen.

4.3.1 Interaktionspartner von RhoA und RhoC

Elongationsfaktor 1-alpha 1 (EF-Tu, eEF1A): Eine Interaktion dieses Elongationsfaktors, der
bei der Peptidkettenverlangerung am Ribosom eine zentrale Rolle spielt, mit einem der Rho-
Proteine, ist bisher nicht beschrieben. Da eine Regulation der Transkription durch Rho-Proteine
bekannt ist, erscheint eine Regulation auf Translationsebene ebenso mdglich [179]. Fur den
bakteriellen Elongationsfaktor EF-Tu, der zugleich eine GTPase-Funktion hat, ist zudem eine
strukturelle Rolle beim Zytoskelettaufbau beschrieben [171]. Fir EF1A ist eine Interaktion mit
dem Aktin-Zytoskelett bereits beschrieben, das einer zeitlichen und o6rtlichen Aufteilung der
Translation dienen kénnte. RhoA und RhoC kdénnten hier eine Rolle bei der ortlichen Aufteilung
einnehmen und die Assoziation des Transkriptionsfaktors mit dem Zytoskelett regulieren [86,
245, 301].

Gamma-Aktin:  G-Aktin, die monomere Form von Gamma-Aktin, reguliert den
Transkriptionsfaktor SRF (bei Absinken der G-Aktinkonzentration kommt es zur Freigabe von

sonst gebundenem Faktor MRTF, der SRF aktiviert). In dieser Kaskade scheint auch Rho eine
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Rolle zu spielen, da es, Uber einen sinkenden G-Aktinspiegel, ebenfalls zur Aktivierung von
MRTF flhrt [146]. Zudem ist Gamma-Aktin auch als Polymer an der Bildung von Filamenten
beteiligt, besonders von Stressfasern [240]. Hier ist eine interessante Interaktion mit den beiden
Rho-Molekiilen gegeben, da bisher keine direkte Interaktion mit Aktin, sondern nur eine
Kontrollfunktion bei der Stressfaserbildung beschrieben wurde [216]. Dass beide Rho-Molekile
eventuell an Gamma-Aktin binden, wirde auch die Hypothese untermauern, dass sich RhoA
und RhoC in ihrer Funktion nur wenig unterscheiden, die mit der Regulation von Filamentfasern
zusammenhangt. RhoA und RhoC erfillen vor allem durch ihre unterschiedliche Lokalisation in

der Zelle unterscheidbare Aufgaben.

Tubulin alpha-1 und Tubulin beta-2 chain: Die aus Tubulinen gebildeten Mikrotubuli formen
das Grundgerust einer Zelle und sind fur Zellstabilitat, intrazellulare Mobilitdt sowie eine Vielzahl
anderer Funktionen verantwortlich. Eine direkte Interaktion mit Rho-GTPasen ist fir Tubulin
bisher noch nicht beschrieben, obwohl eine regulatorische Funktion der Rho-GTPasen bei
Mikrotubuliauf- und -abbau bekannt ist [125]. Die Rolle der Rho-Bindung kénnte hier, wie bei
den Gamma-Aktinfasern, mit Regulationsprozessen im Zytosklelett zusammenhangen. Bei
beiden Molekulen fallt bei Betrachtung der Aminosauresequenz auf, dass sie eine stark saure
Domaéane (mehrere Glutaminsduren) an ihrem C-Terminus beinhalten, die einerseits eine
plausible in-vivo Interaktionsmdglichkeit bietet, andererseits aber auch fir eine unspezifische

Reaktion mit der polybasischen Region verantwortlich sein kénnte.

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GADPH): GADPH ist ein Enzym im
Glucosestoffwechsel. Es katalysiert den ersten von zwei energieliefernden Schritten in der
Glykolyse und ist fir die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat in 1,3-
Bisphosphoglycerat +NADH+H" verantwortlich. Die Funktion von GADPH beschrankt sich aber
nicht nur auf diese enzymatische Funktion. Es spielt auch eine Rolle beim Vesikeltransport vom
Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum, bei dem seine enzymatische, glykolytische
Funktion nicht notwendig ist wozu GADPH an Tubulinfilamente bindet [69, 250, 266].
Interessanterweise wird GADPH hierbei von der Rho-GTPase Rab2 gebunden, wobei hier die
Interaktion mit der aktiven ,Switch-Domane*“ stattfindet [266]. Eine Interaktion mit Rho ist hier
also plausibel und wirde, wenn die Funktion der von Rab2 &hneln sollte, ein ganz neues
Spektrum an RhoA/C-Funktionen im Rahmen des Vesikeltransportes beschreiben, die bisher

nicht bekannt sind.

4.3.2 Interaktionspartner von RhoA, aber nicht RhoC

Fir die Shigelleninvasion am bedeutendsten erscheinen die Membran- und
membranassoziierten Proteine, die auch die groRte Gruppe der nach Zellkompartiment
aufgeteilten, in dieser Arbeit gefundenen Interaktionspartner von RhoA bilden. Der auffalligste
Vertreter diese Gruppe ist Annexin A6, ein Aktin-Interaktionspartner, der an Membran-Rafts
bindet und in Membran-Ruffles zu finden ist.
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Annexine umfassen eine Familie von bimodularen, kalziumbindenden Proteinen, die
kalziumabhangig mit Phospholipiden interagieren und an der zytosolischen Membranseite zu
finden sind [88]. Die Membraninteraktion wird von der Annexin-Core-Domane vermittelt, einer
Kalzium und Lipide bindenden Doméane, die aus vier oder acht homologen Segmenten besteht.
Das zweite wichtige Modul der Annexine ist eine N-terminale Domane, die eine in Lange und
Sequenz hochvariable Region darstellt und fiir die einzelnen Annexine spezifisch ist. Diese N-
terminale Sequenz kann ein Bindungsort fiir zellulare Proteinliganden sein und auch eine Rolle
beim interzellularen membrandsen Targeting der einzelnen Annexine spielen. Zielmembranen
fir dieses Targeting sind die Plasmamembran sowie die Membranen des endosomalen und
sekretorischen Apparates [55, 88, 98, 213].

Annexine spielen bei der Infektion von Enteropathogenen Escherichia coli (EPEC) eine Rolle.
EPEC benutzt ein spezielles Sekretionssystem, um sekretorische Proteine (E.coli- secreted
proteins / Esps) in die Wirtszelle zu transportieren. Darunter findet sich auch ein Rezeptor fir
ein Membranprotein der auReren Membran von EPEC, der Translozierte Intimin Rezeptor (Tir).
Tir ist jedoch nicht nur fir die Anheftung von EPEC an die Wirtszelle zustandig, sondern
rekrutiert auch verschiedene Zytoskelett-Regulatoren, unter anderem a-Actinin, Ezrin, Wiskott-
Aldrich Syndrome Protein (WASP) und Actin related protein 2 und 3 (ARP2/3), die auch bei der
Shigelleninvasion zu finden sind [91]. Eines der Annexine, Annexin 2, wird ebenfalls in diesen
Komplex rekrutiert und bindet an ein cholesterinreiches Raft, das ebenfalls bei der
Shigelleninvasion vorhanden ist [314]. Dieses Rekrutierungsmuster fihrt zur Bildung von

aktinreichen, blitenblatterartigen Strukturen unter den angehefteten EPEC [81, 93].

Annexin 6 konnte bei der Shigelleninvasion eine ahnliche Rolle ibernehmen wie Annexin 2 bei
EPEC, also als eine Art Lipidanker fiir den Invasions-Proteinkomplex wirken. Die Bindung von
RhoA an dieses Molekul, moglicherweise an der N-terminalen Domane, ware zudem mit der
Zytoskelett-regulierenden Funktion von Rho gut zu vereinbaren und kénnte zum Teil die
differentielle Rekrutierung erklaren, da nur RhoA Annexin 6 bindet, nicht aber RhoC. Dies wirde
bedeuten, dass der an Annexin 6 entstehende Komplex die Bildung der unter dem Bakterium
befindlichen Blitenkonformation férdert, wohin RhoA rekrutiert wird, wahrend RhoC an anderer

Stelle zu einem spéateren Zeitpunkt rekrutiert wird, eventuell von einem anderen Annexin.

Eine weitere interessante membranassoziierte Proteingruppe, mit der RhoA nach den in dieser
Arbeit gefundenen Ergebnissen interagieren koénnte, sind die Golgine. RhoA interagiert
moglicherweise mit Golgin 245.

Golgine sind membranassoziierte ,tethering“-Moleklile, die flir das Anheften und den Transport
von Vesikeln innerhalb des Golgi-Apparates oder von und zum Golgi-Apparat wichtig sind. Sie
haben eine GRIP-Domane am C-Terminus, die nétig und hinreichend ist fir das Andocken an
das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN). Das TGN ist ein hochdynamisches und komplexes Netzwerk,

das beim Sortieren und Verteilen von Proteinen eine wichtige Rolle spielt. TGN-assoziierte
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Proteine werden in eine Vielzahl unterschiedlicher Vesikel verteilt und zu ihrem jeweiligen
Bestimmungsort geschickt. Die genauen Mechanismen, die diese komplexe Funktion
ermdglichen und Faktoren, die zu dieser dynamischen Stabilitat befahigen, sind bisher nur

wenig bekannt. Eine wichtige Rolle spielen dabei die Golgine [157-159].

Golgin 245 gehort zu einer Familie von Golgi Proteinen, die eine sog. ,Coiled-Coil“ Struktur
besitzen und denen eine C-terminale Protein-Protein-Interaktionsdomane (GRIP-Domane)
gemeinsam ist. Fur Golgin 245 wurde eine Rekrutierung zu einer Subdomane des TGN gezeigt,
die hochdynamische tubulovesikulare Ausstllpungen bildet, die Charakteristika von
Transportvesikeln haben [34, 90].

RhoA kénnte in diesen Prozessen eine Rolle bei der Organisation, der Adressierung oder bei
der Stabilitatsvermittlung spielen. Die Interaktion von Rab6, einer anderen Rho-GTPase, mit
Golgin 245 wurde beschrieben, wobei dieses Zusammenspiel fir das Aneinanderheften von

Vesikelmembran und Golgimembran eine Rolle zu spielen scheint [13].

Auch mit der GTPase Arl1 ist eine Golgin 245-Interaktion beschrieben, wobei hier die Switch II-

Region von Arl1 fur die Interaktion notwendig zu sein scheint [157].

Zudem wurde indirekt eine Funktion von Golgin 245 fir die Distribution und Struktur des Golgi-
Apparates in der Zelle gefunden. Bei Depletion von Golgin 245 bildeten sich in der Peripherie
Mini-Stapel aus Golgimaterial, die Stapel ahnelten, die sich bilden, wenn der Microtubuli-
Apparat gestort ist. Der Transport erfolgt nicht mehr entlang der Microtubuli zum Tubuli-

Bildungszentrum [308].

An dieser Stelle konnte der Transport von RhoA beeinflusst werden, da RhoA eine
Interaktionsstelle zwischen den Vesikeln mit angeheftetem Golgin 245 und den Microtubuli
bilden konnte. Es kdnnte aber auch als Adressmolekil fungieren und den Zielort eines Vesikels
festlegen. Auf der anderen Seite ist auch eine Funktion von RhoA ahnlich der von Rab6

vorstellbar, also Anheften von Vesikelmembranen an Golgimembranen.

Auch bei der in dieser Arbeit gefundenen Interaktion von RhoA mit dem ,Calcium-dependent
Activator Protein for Secretion isoform 1 (CAPS 1) kénnte die oben erwahnte Funktion von
RhoA als Adressierungsprotein eine Rolle spielen. CAPS 1 ist ein 145 kDa grofRes, Kalzium-
abhangiges, fast ausschliellich zerebral vorkommendes Protein, das bei der Exozytose von
.Large Dense Core Vesikel (LDCV) eine Rolle spielt. LDCV sind fir die
Peptid/Neuromodulator-Sekretion und die Neurotransmitter-Sekretion (evtl. von Glutamat)
wichtig. CAPS 1 besitzt eine zentrale Pleckstrin-Homologie (PH)-Domane zur Bindung an saure
Phospholipide, eine Munc-Homologie (MH) -Doméane unbekannter Funktion, die auch in der
Gruppe der die Vesikelreifung férdernden Munc-Proteine zu finden ist, sowie eine C-terminale
Domane zur LDCV-Bindung. Intrazellular kommt CAPS 1 groRtenteils geldst im Zytoplasma

oder vesikular gebunden vor, ein kleiner Teil ist an synaptische Membranen gebunden. Der
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zytosolische Pool von CAPS 1 ist bei der Auftrennung mit der Zentrifuge vor allem in der

synaptischen Fraktion zu finden [253, 254].

CAPS 1 Gbernimmt bei der kalziumabhangigen Vesikelfusion eine Funktion, da diese bei Gabe
von CAPS Antikdrpern inhibiert ist [10]. In diesem Zusammenhang kdénnte CAPS als
Phosphatidylinositol  4,5-bisphosphat  [PtdIns(4,5)P2]-Bindeprotein  wirken, wie bereits
beschrieben [156].

Eine Funktion von RhoA in diesem Zusammenhang kénnte in der Regulation der Aktivitat von
CAPS 1 liegen, wie sie schon fiur Rab3 in der Regulation von VMAT 1, einem
Katecholamintransporter  beschrieben worden ist, das (ber eine Kinase die
Flussgeschwindigkeit von VMAT 1 reguliert [4]. Andererseits konnte RhoA mit CAPS 1 an die
Vesikelmembran rekrutieren und dort bei der Fusion von Vesikel und Plasmamembran eine

Rolle bei den notwendigen Zytoskelettalterationen vor und wahrend der Fusion spielen.

Ein anderes Protein von Interesse ist der ,Proactivator polypeptide Precursor®, ein
Glykoprotein-Precursor, der sich in vier Proteine (Saposin A — D) aufteilt. Diese sind in der
Lysosomenmembran fir den Sphingolipidabbau nétig. Bei Mutation eines dieser Proteine
kommt es zu Lipidabbaustérungen, die sich in  Erkrankungen wie der
Globoidzellleukodystrophie, dem Morbus Krabbe oder dem Morbus Gaucher, einer
Fettstoffwechselstorung mit Glukozerebrosidakkumulation, auRern. Der Precursor wird zudem
sezerniert und kommt in Muttermilch, Samenflissigkeit und Liquor vor. Er ist ein neurotroper
und myelinotroper Faktor. AuRerdem spielt er bei der Entwicklung der mannlichen
Reproduktionsorgane, der Spermatogenese und Befruchtung eine wichtige Rolle. Bei Fehlen
dieses Proteins kommt es zur Sphingolipidakkumulation, v.a. zerebral und zu einem friihen Tod
der Patienten [51]. Eine Interaktion mit RhoA erscheint in Zusammenhang mit diesem Enzym
aus dem Lipidmetabolismus nicht unwahrscheinlich, da hier schon Regulationsfunktionen von
Rho-Proteinen bekannt sind [125].

Ein sezerniertes und vor allem extrazellular vorkommendes Protein, das als potentieller
Interaktionspartner von RhoA gefunden wurde ist SPARC (Secreted protein acidic and rich in
cysteine), das auch Osteonectin (ON) oder ,Basement membrane protein BM-40“ genannt
wird. Dieses 43 kDa grol3e extrazelluldre Matrixprotein hat eine Signalfunktion fur die Interaktion
zwischen der Extrazelluldrmatrix (ECM) und der Zelle. Es besitzt zwei Kalziumbindungsstellen
und ein Follistatin-ahnliches Modul. Dieses Glycoprotein kann als ,Counteradhesive*
Fokaladhasionen I0sen, moduliert Wachstumsfaktoraktivitdten und inhibiert den Zellzyklus
durch Arretierung in der G1-Phase. Aullerdem ist es fiir die Linsentransparenz mitverantwortlich
und bei Erwachsenen bei Wundheilung, Krebsmetastasen, Arthritis, Diabetes und
Nierenerkrankungen erhéht [32, 79]. SPARC wird allerdings nicht nur sezerniert, sondern ist
auch mit der Kernmatrix assoziiert [92]. Eine indirekte Interaktion von RhoA und SPARC ist

bereits von Nguyen et. al. beschrieben worden, die eine Inhibition von RhoA in einem
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Zellinvasionsmodel nach Kontakt der Zelle mit SPARC zeigten. Dieser Kontakt muss allerdings
Uber die Zellmembran vermittelt werden und kann nicht durch eine direkte Interaktion erklart
werden, da SPARC sich extrazellular befindet [191].

Da SPARC jedoch wie RhoA an der Modulierung von Fokaladhasionen beteiligt ist, ware eine
Interaktion der beiden Proteine bei der Regulation der Fokaladhasion denkbar, z.B. Uber die

Steuerung der Sekretionsmenge oder des Sekretionsortes von SPARC [243].
Zudem ist eine Interaktion der beiden Proteine SPARC und RhoA im Kernskelett gut moglich.

Eine potentielle Interaktionsdomane von SPARC mit RhoA ware die saure N-terminale Domane,
die zur Kalzium-Bindung nétig ist. Diese Domane ware fiir eine Interaktion mit Bindungspartnern
mit basischen Domanen, wie sie bei den Rho-Proteinen zu finden ist, geeignet. Eine ahnliche

Interaktion ist bereits fir Phospholipide mit polybasischen Domanen beschrieben worden [195].

Andere Proteine, die als potentielle Interaktionspartner von RhoA gefunden wurden, sind nicht

oder nur indirekt membranassoziiert.

In diese Gruppe fallt ,Splicing factor 3B subunit 3“ (SAP130), eine 130 kDa Untereinheit des
Spliceosoms, die im Zellkern vorkommt und flr die bisher keine Interaktion mit Rho-GTPasen
beschrieben worden ist. Diese Interaktion ist insofern interessant, als RhoA bisher noch nicht
mit intranuklearen Funktionen in Verbindung gebracht worden ist. Splicing factor 3B ist ein ca.
450 kDa Protein, bestehend aus 7 Proteinen. Es ist Bestandteil der beiden bisher bekannten
Spliceosomen und essentiell fir den Splicevorgang. Zudem spielt SAP130 eine wichtige Rolle
beim Zusammenbau des ,Pre-Spliceosomes” [58, 99]. Hier kdnnte RhoA in die Interaktion des
Spliceosoms mit dem Kernaktin regulierend eingreifen und so mdglicherweise die Lokalisation

des Spliceosoms innerhalb des Kerns festlegen.

Die 130 kDa Untereinheit ist scheinbar die einzige Untereinheit ohne direkten mRNA-Kontakt
[99], weshalb eine Interaktion von RhoA mit diesem Teil des Spliceosoms plausibel erscheint,
zumal die Interaktion mit einem anderen Protein (STAGA fur [SPT3-TAF(11)31-GCNS5L-

Acetylase]) ebenfalls fir diese Untereinheit beschrieben ist [163].

Ein weiteres, mit RhoA in Verbindung tretendes Protein, ist die Untereinheit HSPC021 des
Translations-Initiations-Faktor elF3. Dies ist der mit 700 kDa gréfRte eukaryote Translations-
Initiations-Faktor, der direkt an die 40S Ribosomenuntereinheit und das Anfangskodon aus
Methionyl-tRNA bindet und so die wichtigsten zur Translation ndtigen Faktoren
zusammenbringt. Er interagiert mit anderen elF (1, 4A, 4G-1, 5) die den Pra-Initiationskomplex
bilden, erleichtert die Bindung der mRNA G-cap an elF4G und scannt anschlieRend die mRNA
nach dem Anfangskodon ab. Der humane elF3 hat mehr Untereinheiten als der Hefen-elF.

Diese konnten fir seine Regulation wichtig sein. Eine dieser Untereinheiten ist HSPC021, das
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bei der Translations-Initiation selbst keine Rolle spielt, da diese auch ohne das Protein ablauft
[182]. Im Translationskomplex bindet HSPC021 an Int-6 (auch Untereinheit e), ein Protein,
dessen Gen urspringlich als Insertionsstelle fir das Maus-Mammatumor-Virus bekannt war,
weshalb es fiir ein wachstumsregulierendes Gen gehalten wurde [11, 182], das im
Translationskomplex aber eine regulatorische Funktion Gbernimmt. Int6 interagiert indirekt mit
dem ,nucleotide exchange Factor” scd1, der die Rho-GTPase Cdc42 aktiviert [306]. In der
Regulation dieser Untereinheiten, die fur eine Feinregulation der Translation zustandig sind,
kénnte auch RhoA eine Funktion Ubernehmen, zumal eine Interaktion der Untereinheit Int6 bei
Yersinien mit dem Mikrotubulinetzwerk beschrieben ist. Auch in diesem Fall kdnnte RhoA durch

lokalisationsspezifische Aktivierung innerhalb der Zelle regulatorisch wirken [306].

4.3.3 Interaktionspartner von RhoC, aber nicht RhoA

Im Weiteren sollen die wichtigen in dieser Studie gefundenen RhoC Interaktionspartner
diskutiert werden. Hier fallen besonders die Kinasen und metabolisch wirkenden Proteine auf,
mit denen RhoC interagiert. Membrangebundene Bindungspartner finden sich nicht unter den

Interaktionspartnern der ,Rekrutierungsdoméane® von RhoC.

Die ,Mitogen-activated protein kinase 3“ (MAPKS3, auch ERK-1, MAPK 1, p44-ERK1, ERT2
oder p44-MAPK) ist eine bei der Mitose/Meiose regulatorisch tatige Kinase, die von G-Protein-
Rezeptoren aktiviert wird und so bei der Signaltransduktion von extrazellular nach intrazellular
eine wichtige Rolle spielt. Eine direkte Interaktion, allerdings von RhoA und eines Rho-
Aktivators mit dem Amino-Terminus dieser Kinase, ist bereits beschrieben [83]. Diese
Interaktion hangt allerdings, wie die bisher beschriebenen Interaktionen, mit der aktiven ,Switch-
Domane“ von RhoA zusammen und nicht mit der ,Rekrutierungsdomane”. Ob eine Interaktion
mit RhoC in diesem Fall moglich ist, wurde in der zitierten Arbeit nicht untersucht [83]. Da die
Interaktion jedoch mit der ,Switch-Region® stattfand, die sich bei beiden GTPasen sehr dhnelt,
ist dies gut moglich. Aber auch eine =zusatzliche Interaktion von MAPK3 mit der
-Rekrutierungsdomane” von RhoC ist vorstellbar. Um eine Aktivierung der MAPK zum richtigen
Zeitpunkt zu ermoglichen, kénnte RhoC mit seiner polybasischen ,Rekrutierungsdomane® an
MAPKS3 binden und dann bei Bedarf durch den Rho-Aktivator eingeschaltet werden.

Ein weiterer interessanter Interaktionspartner von RhoC ist die Fettsaure-Synthase (FAS Typ
I). Diese ist bei Tieren ein Dimer aus zwei 272 kDa Untereinheiten, die jeweils sieben aktive
Zentren zur Fettsduresynthese aus Malonyl-CoA umfassen. Obwohl beide Untereinheiten
dieses Proteins alle notwendigen aktiven Zentren zur Fettsduresynthese enthalten, ist nur das
Dimer katalytisch aktiv [12, 297]. An welches der aktiven Zentren RhoC bindet, ist den Overlay-
Assay-Daten nicht zu entnehmen. Die Proteinstruktur von FAS wurde vor kurzem mit einer

Auflésung von etwa 4,5 A entschliisselt [161]. Die Regulation von FAS wurde bisher vor allem
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auf pratranslationaler Ebene erforscht. So fuhren hohe Fettsdurespiegel oder Glucagon zu einer
Abnahme der Translation, wahrend Nahrungsaufnahme nach Fasten, ebenso wie Insulin, zu
einer Zunahme fiihrt [239]. RhoC konnte also eine posttranslationale, regulatorische Funktion
fur FAS Ubernehmen, zum Beispiel eine Haltefunktion, die zu einer Aktivierung der Synthase bei
Kontakt mit der Zellmembran flihrt, da eine Lipidproduktion in unmittelbarer Nahe einer
Membran sehr sinnvoll erscheint. Eine Interaktion von RhoC und FAS ist auch wegen der
erhéhten Konzentration beider Proteine in Brustkrebs-Tumorzellen mdglich, die auf eine

gegenseitige Beeinflussung zurlickgefuhrt werden kdnnte [138, 239].

Protein Phosphatase 1 regulatory subunit 10 (PP1l) ist eine Serin- und
Threoninphosphatase, die der Wirkung von Proteinkinasen wie PKA und PKC entgegenwirkt
und so eine wichtige regulatorische Funktion bei Glykogenmetabolismus, Kalziumtransport,

Muskelkontraktion, Proteinsynthese, intrazelluldarem Transport und Mitose erflillt [6, 293].

Die PP1 Untereinheit 10, an die RhoC bindet, ist homolog zu der bei Ratten gefundenen
PNUTS Untereinheit, einem von mehreren PP1-Bindeproteinen, die die intrazellulare
Lokalisation von PP1 bestimmen. PNUTS ist fur die Kernlokalisation zustdndig und besitzt eine
C-terminale RNA-Bindungsstelle aus RGG-Boxen und eine Histidin/Glycin-reiche Domane, mit
der es eine Kernfunktion von PP1 vermitteln kénnte [6, 135]. Die Bindung an PP1 erfolgt Giber
ein ,RVXF-Motiv* der Untereinheit [6, 145, 147]. Andererseits kann PP1 von dieser Untereinheit
inhibiert werden. [135].

Die PP1 Untereinheiten sind fiir Interaktionen mit anderen Proteinen notwendig und
ermoglichen der PP1 in verschiedene Kaskaden regulatorisch einzugreifen [115]. In diesem
Zusammenhang erscheint eine Interaktion von RhoC mit dieser Untereinheit plausibel, um die
Zytoskelett-Funktionen von PP1 zu regulieren, ahnlich wie es flr die Regulation von MAPKS3,
ROCK oder PRK1/2 durch Rho beschrieben worden ist. [83].

Als letztes soll auf die Funktion des potentiellen RhoC-Interaktionspartners Histon-Deacetylase
3 (HDAC3) eingegangen werden. HDAC3 gehort zur Klasse | der Histondeacetylasen. Es ist ein
49 kDa Protein, das sich sowohl im Kern als auch im Cytoplasma (dort assoziiert mit z.B.
HSP70) findet und die Genexpression durch Deacetylierung der Lysinreste von Histonen und
Nichthistonproteinen steuert. HDAC3 besitzt eine C-terminale Kernlokalisations-Sequenz und
eine zentral gelegene Kernexport-Sequenz [304]. Es bildet zudem Di- und Trimere, deren

Bindung Uber den N-Terminus erfolgt [160].

Von HDACS sind eine Vielzahl von Interaktionspartnern bekannt, bisher jedoch keine aus der
Rho-Familie. HDAC3 bindet an Nicht-Histon-Proteine, wie das in dieser Arbeit als putativer
RhoA Interaktionspartner gefundene ,Heat Shock Protein 70“ [130], an andere HDAC der
Klasse Il, an die Protein Phosphatase 4 [312] und an MAP-Kinase 11 [160]. Zudem ist HDAC3

101



an der Regulation einiger Transkriptionsfaktoren wie einer NF-kB-Untereinheit (RelA), GATA2,
und TFII-I beteiligt [202, 291].

Eine indirekte Interaktion von HDACS, einem anderen Klasse | HDAC, mit RhoA und RhoC ist
beschrieben worden, wobei dies nur in einem Screening gefunden wurde [45]. Eine weitere
Interaktion ist von HDACSG, einer Tubulin-Deacetylase, mit dem Rho-Effektor mDia beschrieben.
mDia und HDAC6 wurden in diesen Experimenten koprazipitiert, wobei gezeigt wurde, dass vor

allem die Deacetylase-Domanen von HDACS fiir die Interaktion mit mDia wichtig sind [61].

Die Interaktion von RhoC mit HDAC3 konnte bei verschiedenen Kernprozessen eine Rolle
spielen, zumal RhoC auch eine Nukleare-Lokalisations-Sequenz besitzt (AS 185-188) [295]. Es
kénnte bei der Interaktion von HDAC3 mit den Histonen eine Verbindung zum Kernaktin
herstellen und so eine genaue Lokalisation der Genexpression innerhalb des Kerns
ermdglichen. Da HDAC3 auch zytosolisch vorkommt, koénnte RhoC auch bei der

lokalisationsabhangigen Aktivierung der Deacetylase eine Funktion Gbernehmen.

4.3.4 Zusammenfassende Beurteilung

Die gefundenen potentiellen Interaktionspartner lassen sich, wie in Tab. 54 auf S.76 bis Tab. 63
auf S.82 dargestellt, in unterschiedliche Gruppen aufteilen. Dabei lassen sich einige bekannte
Funktionen von Rho bestatigen: Die Interaktion mit Annexin A6, Gamma-Aktin, den Tubulinen,
der MAP-Kinase3, dem Saposin-Precursor und der Fettsaure-Synthase im weiteren Sinn fallen
in diese Gruppe. Auch wenn fir keines dieser Proteine bisher eine Interaktion mit RhoA oder
RhoC beschrieben wurde, passen sie in das bisher bekannte Interaktionsmuster von Rho. Dies
umfasst vor allem Zytoskelett-assoziierte Interaktionen bei Morphogenese, Aktin-Regulation und
Zellmigration, also strukturelle Prozesse, die mit dem Zytoskelett zusammenhangen sowie
Funktionen im Lipidmetabolismus und der indirekten Genexpressionskontrolle [125]. Die direkte
Bindung, vor allem von RhoC, an Enzyme wie Proteinphosphatase1, Serin/Threonin Protein-
Phosphatase 2A oder die Pyruvat-Kinase ist bisher nicht beschrieben. Allerdings ist fir RhoA
die Interaktion mit MAPK3 beschrieben und auch die Regulation von anderen Kinasen durch

Rho, vor allem aus dem Lipidmetabolismus ist bekannt.

Andere potentielle Interaktionspartner dagegen erfiillen Funktionen, die bisher nicht mit Rho in
Zusammenhang gebracht wurden. CAPS1, Golgin 245, SPARC und GAPDH sind
Interaktionspartner die mit Vesikeltransport im weiteren Sinne zu tun haben und daher eher in
die Doméane der Rab-GTPasen fallen oder als Interaktionspartner von Rab bekannt sind.
Interaktionspartner wie die Splicingfaktor-Untereinheit oder die Histon-Deacetylase sind
kernassoziierte Proteine, bei denen eher eine Assoziation mit den fir den Kerntransport
zustandigen Ran-GTPasen erwartet worden wéare. Bei diesen Proteinen kénnten RhoA und
RhoC einerseits als ,Backups® fur die eigentlich zustandigen GTPasen wirken, andererseits ist

auch eine parallele Funktion denkbar, um eine genaue Abstimmung und Regulation
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gewabhrleisten zu kénnen.

Aber auch bisher nicht mit der Familie der Rho-GTPasen in Verbindung gebrachte Interaktionen
und Funktionen finden sich unter den Interaktionspartnern. So ist die Interaktion mit dem
Translations-Initiationsfaktor elF3, den ribosomalen Proteinen (60S-Ribosomales Protein L11,
60S-Ribosomales Protein P0O) oder mit mitochondrialen Proteinen (Mitofusin, Mitochondriales-
ribosomales Protein S23) keiner der bisher bekannten Rho-Funktionen zuzuordnen und bisher

auch nicht beschrieben.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass das durchgefihrte Overlay-Screening

Interaktionen von Rho gefunden hat, die
- bekannte Partner bestatigen

- neue Partner gefunden haben, die allerdings bereits von der Interaktion mit anderen GTPasen

bekannt waren

- neue Partner moglich erscheinen lassen, die bisher nicht mit GTPasen in Verbindung gebracht

wurden.

Die zu bestatigenden Befunde erweitern das Spektrum der mdglichen Rho-Wirkungen erheblich
und weisen Rho eine bedeutsame Rolle in der Regulation einer Vielzahl von Zellfunktionen zu,
eine Rolle, die weit Uber den urspringlichen Ansatz, Aufklarung der Invasion von Shigella in
menschliche Darmzellen, hinausgeht und allgemeine Bedeutung fiir die molekulare Zytologie
hat.

Aus den unterschiedlichen Interaktionspartnern, die sich RhoA und RhoC nicht teilen, sind die
RhoA-Partner eher Zytoskelett- und Membran-assoziiert, wahrend die RhoC Interaktionspartner
eher zytosolisch bzw. nuklear oder perinuklear zu finden sind oder funktionell dem
Zellstoffwechsel zugeordnet werden konnen. Dies korreliert mit mikroskopischen Befunden laut
denen RhoA vor allem an der Zellmembran und im Zytoplasma zu finden ist und RhoC eher

perinukledr vorkommt [292].

Bei den gemeinsamen Interaktionspartnern dagegen fallt auf, dass drei von vier selber eine
GTPase-Funktion besitzen, sodass eine gegenseitige Beeinflussung zur Regulation méglich ist.
Zudem erscheint eine Interaktion mit beiden Rho-GTPasen aufgrund des ubiquitéren
Vorkommens (GAPDH) oder der Zytoskelettassoziation (Gamma-Aktin, Tubulin alpha-1 und

Tubulin beta-2 chain) mdglich und sinnvoll.

Die gefundenen Interaktionspartner mussen in einem nachsten Schritt mit anderen
Interaktionsassays verifiziert werden. Hierzu bieten sich die schon gennannten Methoden ,Two-
Hybrid-Screen®, ,Phage-Display*, ,Pulldown-Assay*, ,Isothermal Titration Calorimetry®, ,Surface
Plasmon Resonance”, Immunoprazipitation oder Mutationsexperimente an. Zwei Methoden
sollen aufgrund ihrer universellen Einsetzbarkeit bei der Interaktionssuche, auch mit membran-

und lipidassoziierten Molekulen, hier kurz vorgestellt werden.
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Die ,surface plasmon resonance” (SPR) ist eine Methode, bei der die Eigenschaften von
oberflachlichen elektromagnetischen Wellen genutzt werden, um die Bindung von Biomolekilen
an einen SPR-Kristall festzustellen. Dazu werden ein bekanntes Protein oder eine
Lipidmembran auf der Oberflache des SPR-Kristalls immobilisiert. Mit Hilfe eines Mikrofluss-
Systems kann eine Losung mit dem zweiten potentiellen Bindungspartner (ein Protein oder ein
Lipid) uber den Kristall flieBen und binden. Bei Bindung verandert sich das SPR-Signal.
Anschlieftend wird eine Lésung ohne Bindungspartner appliziert, wodurch die Bindung getrennt
wird und sich das Signal erneut andert. Aus der Assoziations- und der Dissoziations-
Geschwindigkeit kann nun die Bindungskonstante der beiden Bindungspartner berechnet
werden [7, 244, 256, 296].

Bei der ,Isothermal Titration Calorimetry® (ITC) wird die bei einer Proteininteraktion
freiwerdende oder verbrauchte Energie gemessen. Dies wird Uber eine puffergefillite ITC-Zelle
erreicht, die eine bestimmte Temperatur hat und in der sich eines der zu untersuchenden
Proteine befindet. Dann wird das zweite Protein der Zelle zugefiigt. Die bei der Bindung der
beiden Proteine abgegebene oder verbrauchte Energie wird von der Zelle gemessen, indem sie
die bendtigte Warmeenergie misst, die gebraucht wird, um die Zelle auf derselben Temperatur
zu halten. Der Vorteil dieses Systems ist seine Unabhangigkeit von der Funktion des Proteins in
der Zelle bzw. dessen Kompartimentierung und es kommt ohne Markierungen der Proteine aus.
Zudem konnen Interaktionen von Proteinen mit Lipidmembranen untersucht werden, die fur

membranassoziierte Proteine wie die Rho-GTPasen wichtig sind [50, 206, 313].

Wahrend der in den Versuchen dieser Arbeit verwandte Overlay-Assay eine grof3e Fiille von
Interaktionen aufspiiren kann, sind die beiden vorgestellten Alternativen SPR und ITC
Bindungspartnerspezifisch, d.h. sie kénnen einen der vielen im Overlay-Assay gefundenen

Partner spezifisch bestatigen oder unwahrscheinlich machen.

4.4 Ausblick

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mit dem ,Overlay-Assay“ eine interessante
Vielfalt von moglichen Interaktionspartnern gefunden wurde, die bekannte Funktionen von
RhoA und RhoC bestéatigen, aber auch Uber das bisher bekannte Spektrum hinausreichende

mogliche Funktionen dieser beiden GTPasen beschreiben.

In weiterfhrenden Experimenten muissten diese gefundenen Interaktionspartner bestatigt
werden. Hierzu kann das breite Spektrum der Protein-Interaktions-Assays angewandt werden.
Andererseits kdnnen, da die Konstrukte in klonierter Form und alle Proteine in leicht
aufzureinigender Form vorliegen, Mutationsassays oder NMR-Strukturanalysen durchgefiihrt
werden, um Interaktionsbereiche oder -sequenzen der polybasischen Region zu finden und zu
charakterisieren. Diese Interaktionsbereiche kénnten dann eventuell auch auf andere, bei den

Rho-GTPasen vorkommende polybasische Regionen, Gibertragen werden.
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Bei der Shigellen-Invasion scheinen die Rho-Isoformen A und C an verschiedenen Orten des
Invasionskomplexes ihre jeweiligen Funktionen zu erfiillen. Da sie sich in ihren aktiven Zentren,
den Switch-Regionen, kaum unterscheiden, wird diese Funktion bei beiden ahnlich oder sogar
gleich sein. Aufgrund der unterschiedlichen polybasischen Regionen kdnnen sie diese ahnliche
Funktion aber an verschiedenen Orten der Zelle und mit unterschiedlichen Interaktionspartnern
erfillen. So ist eine ortlich und moglicherweise auch zeitlich getrennte Wirkung der Rho-
GTPasen gut denkbar. RhoA ist also zusammen mit Cdc42 und Rac an einem Ort der Zelle fir
Zytoskelettalterationen nétig, die RhoC mit anderen Interaktionspartnern an einem anderen Ort
und moglicherweise auch zu einem anderen Zeitpunkt ermdglicht. Um diese unterschiedlichen
Orte auseinander halten zu koénnen und gleichzeitig aber die gleichen Rho-Funktionen
vermitteln zu kénnen, sind die Unterschiede in der polybasischen ,Rekrutierungsdomane® der

Rho-GTPasen notwendig.

Auch potentielle klinische Anwendungen der gefundenen Interaktionspartner lassen sich
ausmachen. Ein Teil der RhoC-Interaktionspartner (v.a. die Kinasen) kénnte als Ansatzpunkt flr
die Tumorforschung und —therapie von Bedeutung sein. Da RhoC bereits bei mehreren
Tumoren als Aggressivitdtsmarker gefunden wurde, kdnnten Interaktionspartner von RhoC die
tumorauslésend oder —férdernd wirken als neue, eventuell genauere Marker dienen oder sogar
als spezifische Ansatzstellen fiir eine Tumortherapie dienen, wie es fir Farnesyltransferase-

Inhibitoren schon vorgeschlagen wurde [138].
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der Aufklarung der Pathogenese zellinvasiver Erreger wie Shigella fand man einen
Phagozytose-ahnlichen Prozess. Bei diesem kommt es zu einer charakteristischen
Reorganisation des Zytoskeletts der Zelle mit Ausbildung von blutenartigen Membranstrukturen
an der bakteriellen Eintrittsstelle. Zum Abschluss der Invasion konfluieren diese

Membranstrukturen Gber Shigella und internalisieren das Bakterium, ohne es dabei abzutéten.

Als wichtige Glieder einer dafiir notwendigen bakteriell induzierten zellularen Signalkaskade
erwiesen sich die kleinen G-Proteine RhoA und RhoC, die an den bakteriellen Invasionslocus
rekrutiert werden. Trotz der hohen Sequenzhomologie dieser beiden Rho-Isoformen
untereinander (85 %) gibt es unterschiedliche Isoform spezifische Rekrutierungsmuster: RhoA
akkumuliert vorwiegend an die Basis der bakteriellen Eintrittsstelle wahrend RhoC in die
bakterieninduzierten zelluldren Protrusionen rekrutiert wird, die sich Uber dem Bakterium

schlieRen, wodurch es in die Zelle aufgenommen wird.

In Vorexperimenten konnte gezeigt werden, dass die allen Rho-GTPasen gemeinsame C-
terminale CAAX-Region (C = Cystein, A = aliphatische Aminosaure, X = beliebige AS) eine
wesentliche Voraussetzung fir die Rekrutierung von RhoA und RhoC darstellt, da eine Deletion
die Rekrutierung verhinderte. Am bedeutsamsten fir die differentielle Rekrutierung der
Isoproteine ist jedoch die polybasische, pra-terminale Region der GTPasen, die in dieser Arbeit
so genannte ,Rekrutierungsdomane®, wie ebenfalls in Vorexperimenten gezeigt werden konnte.
Die jeweiligen Bindungspartner von RhoA und RhoC an der Innenseite Zellmembran sind

jedoch unbekannt.

Um Bindungsproteine von RhoA und RhoC ndher zu charakterisieren wurden in der

vorliegenden Arbeit sechs exprimierbare Konstrukte hergestellt.

Die jeweilige polybasische Region von RhoA oder RhoC kam je einmal alleine und je einmal mit
der folgenden CAAX-Domane in den Konstrukten vor, sodass die polybasische Region alleine

und in geranylgeranyliertem Zustand untersucht werden konnte.

Zur weiteren Verwendung der Konstrukte in Rekrutierungsexperimenten wurden alle Konstrukte
als Fusionsproteine mit dem fluoreszierenden Protein GFP hergestellt. Ein 6-His-tag diente zur
Reinigung der Proteine, Uber die eingefigte PKA-Site konnten die Konstrukte radioaktiv

markiert werden.

Als Positivkontrolle wurde ein flinftes Konstrukt mit einer PDZ-Doméane kloniert, von der
mehrere Bindungspartner bereits bekannt waren. SchlieRlich wurde als Negativkontrolle ein
sechstes Konstrukt hergestellt, das keine Interaktionssequenz besal, also keine polybasische
Region von Rho.

In einem weiteren Schritt, der von unserem Kooperationspartner Hendrik Weiner (AG K.

Bussow, Proteinstrukturfabrik) dankenswerterweise durchgefuhrt wurde, sollte die
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Funktionsfahigkeit der Konstrukte Uberpruft werden. Dazu suchten wir mittels ,Protein-Overlay-
Assay“ mogliche Interaktionspartner von RhoA und RhoC. In einer vorlaufigen Auswertung
fanden sich eine Fille von Proteinen: Fast alle Zellkompartimente waren vertreten,
Einschrankungen hinsichtlich der Proteinfunktion waren nicht ersichtlich. Die Ergebnisse
sprechen fir eine pleiotrope Wirkung von RhoA und RhoC auf verschiedene Funktionen und
Bereiche der Zelle. RhoA scheint dabei eher membranassoziierte Wirkungen zu haben, RhoC

eher stoffwechselassoziierte Funktionen.

Die in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte und die Kenntnis der durch die Overlay-
Experimente gefundenen Interaktionspartner der beiden Rho-GTPasen sind wichtige Hilfsmittel
fur die weitere Aufklarung der molekularen Interaktionsmechanismen von RhoA und RhoC. Die
beschriebenen Beobachtungen kdnnten weitreichende Konsequenzen fir die funktionelle Rolle
von Rho uber die Epithelzellinvasion durch Shigella hinaus haben. Die Ergebnisse dirften auch
Uber die beiden untersuchten Molekiile hinaus von Bedeutung sein fir die Steuerung von

Zytoskelettfunktionen durch andere Rho-GTPasen.
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6 Abkilrzungsverzeichnis

Abb
AML
Aqua bidest.
AP
ARM
ARP2/3
AS
ATP
BSA
CAPS
CD
Cdc42
cDNA
Da

DBI

DH
DNA
EGFP
elF3
EPEC
ERK
ERM
FAS
GADPH
GAP
GATA2
GDI
GEF
GFP
HDAC3
HEAT
ICT
Int6

Ipa

Ipg
IPTG

k

Abbildung
Akute Myeloische Leukamie
Aqua bidestillata
Alkalische Phosphatase
Armadillo-Sequenz
Actin Related Protein 2 und 3
Aminosaure
Adenosin-Tri-Phosphat
Bovines Serum Albumin
Calcium-dependent Activator Protein for Secretion isoform 1
Cluster of Differentiation
Cell-division-cycle-gene 42 von Saccharomyces cerevisiae
complementary DNA
Dalton
Diazepam binding inhibitor
Dbl-Homologie
Desoxyribonukleinsaure
Enhanced Green-Fluorescent-Protein, griin fluoreszierendes Protein
eukaryoter Translations-Initiationsfaktor 3
Enteropathogenen Escherichia coli
Extracellular-Signal-regulated Kinase
Ezrin-Radixin-Moesin-Proteine
Fettsdure-Synthase
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GTPase aktivierendes Protein
GATA binding protein 2, (GATA = DNA Konsensussequenz)
Rho-GDP-dissociation Inhibitoren
guanin nucleotide exchange-factor
Green Fluorescent Protein
Histon-Deacetylase 3
Huntington, Elongation Factor 3, PR 65/A, TOR
Isothermal Titration Calorimetry
integration site 6 (mouse mammary tumor virus insertional mutation)
Invasion plasmid antigen
Invasions plasmid Genes
Isopropyl-B-D-Thiogalactoside
kilo
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KO
LARG
LB
LDCV
LPS
MAPK3
MBS
MCS
Mfn2
min
MLC
mRNA
MRTF
mxi
NaCl
Ncs
NLS
Oligos
PCR
PDZ

PH

PKA
PKB
PKC
PKN
PLD
PNUTS
PP1
PRK 1,2
PtdIns(4,5)P2
Ptdins(5)P
Rab
Rac
Ran
Ras
RBE
RGG-Box
Rho
RhoArd

Michaeliskonstante

Knockout

Leukamie-Assoziierte Rho Guanine nucleotide exchange factor
Luria-Bertani-Medium

Large Dense Core Vesikeln

Lipopolysaccharid

Mitogen-Activated Protein Kinase 3

Myosin binding subunit

Multiple Cloning Site

Mitofusin 2

Minuten

Myosin Light Chain

messenger Ribonukleinsaure

Myocardin-related Transcription Factor

membrane expression of invasion plasmid antigen,
Natriumchlorid

Non coding sequence, Nicht kodierender Strang
Nukledres-Lokalisations-Signal

Oligonukleotide

Polymerase Chain Reaction

PSD-95/SAP90, Discs-large, ZO-1 (initial bekannte Proteine mit PDZ)
Pleckstrin-Homologie

Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Proteinkinase N

Phospholipase D

Phosphatase 1 nuclear targeting subunit

Protein Phosphatase 1

Protein kinase C-related kinase 1, 2
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol 5-monophosphat

Ras genes from rat brain

Ras-verwandtes C3-Botulinumtoxinsubstrat1
Ras-related nuclear protein

Genprodukte des Harvey-Rattensarkom-Onkogens
RhoB effector protein

Arginin- und Glyzinreiche Proteinregion mit hoher Affinitat zu RNA
Ras-Homologie

RhoA-Rekrutierungsdoméane
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RhoCrd RhoC-Rekrutierungsdoméne

RNA Ribonukleinsaure

rRNA ribosomale Ribonukleinsaure
ROCK Rho-Kinase

RVXF Sequence Protein-Interaktionssequenz von PP1
SAP130 Splicing factor 3B subunit 3

Ser Serin

spa surface presentation of antigens
SPARC Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine
SPR Surface Plasmon Resonance
SRF Serum Response Factor

Tab Tabelle

TGN Trans-Golgi-Netzwerk

Thr Threonin

Tir Translozierten Intimin Rezeptor
tRNA Transfer-RNA

TTSS Typ llI-Sekretionssystem

uv Ultraviolett

\Y Volt

VMAT Vesicular monoamine transporter
WASP Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
YopT Yersinienprotease T
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