501

Toxine und Signaling

Bakterielle Toxine aktivieren GTPasen
durch Deamidierung

JOACHIM ORTH, GUDULA SCHMIDT, KLAUS AKTORIES
INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE UND KLINISCHE PHARMAKOLOGIE UND

TOXIKOLOGIE, UNIVERSITAT FREIBURG

Pasteurella multocida-Toxin und die Zytotoxischen Nekrotisierenden
Faktoren (CNFs) von E. coli und Yersinien deamidieren heterotrimere
G-Proteine bzw. Rho-Proteine und aktivieren hierdurch die GTPasen mit
drastischen Folgen fiir die zellulare Signaltransduktion.

Pasteurella multocida Toxin and Cytotoxic Necrotizing Factors (CNFs),
produced by E. coli and Yersinia, deamidate heterotrimeric G proteins or
Rho proteins thereby activating the GTPases resulting in drastic changes

of cell signaling.

B Signalproteine der Rho-Familie sowie
heterotrimere G-Proteine werden durch unter-
schiedliche bakterielle Proteintoxine gehemmt
oder aktiviert. Eilne Hemmung der Rho-GTPa-
sen erfolgt durch Glukosylierung (z. B. Toxin
A und B aus Clostridium difficile) und ADP-
Ribosylierung (C3-Toxine aus C. botulinum).
Aktiviert werden die Rho-GTPasen durch Zyto-
toxische Nekrotisierende Faktoren (CNFs), die
von pathogenen E. coli-Stammen (CNF1, CNF2
und CNF3) und von Yersinia pseudotuberculo-

sis (CNFY) produziert werden und Deamidase-
Aktivitat besitzen [1].

Wihrend lange bekannt ist, dass Cholera-
Toxin und Pertussis-Toxin heterotrimere G-
Proteine durch ADP-Ribosylierung aktivie-
ren bzw. inhibieren, wurde erst kiirzlich
gezeigt, dass das Pasteurella multocida-Toxin
(PMT) wie die CNFs als bakterielle Deami-
dase wirkt und Go-Untereinheiten hetero-
trimerer G-Proteine durch Deamidierung
aktiviert (Abb. 1).
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A Abb. 1: Schema der konstitutiven Aktivierung von GTPasen durch Deamidierung und Signal-
transduktion der aktivierten G-Proteine. Sowohl PMT als auch CNF aktivieren G-Proteine durch
Deamidierung eines fiir die GTP-Hydrolyse essenziellen Glutamins zu Glutamat. PMT wirkt auf die

a-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine, G
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Gq und G;. Die entsprechenden Effektoren werden

aktiviert (Phospholipase(PLC)B), Janus-Kinase (JAK), Rho-guanine nucleotide exchange factor, Rho-
GEF) oder gehemmt (Adenylatcyclase, AC). Durch Wirkung auf G-Proteine werden ebenfalls By-
abhéngige Signalwege aktiviert (Aktivierung der PI3-Kinase y). CNF1 aktiviert Rho, Rac und Cdc42.
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PMT wird von Pasteurella multocida, einem
opportunistischen Keim vieler Haus- und
Nutztiere, gebildet. Auf den Menschen wird
der Keim durch Biss- und Kratzverletzungen
tibertragen. Es kommt zu Wundinfektionen
und selten zu systemischen Infektionen (z. B.
Meningitis oder Endocarditis). Okonomisch
wichtig ist die atrophische Rhinitis durch
P. multocida in der Nutztierhaltung bei
Schweinen. Hierbei treten eine Atrophie der
Nasenmuschelknochen und eine Verkrim-
mung des Riissels auf, die durch P. multocida-
Toxin ausgelost werden.

Struktur von PMT und CNF

PMT ist ein 146-kDa-Proteintoxin. Im C-Ter-
minus ist der biologisch aktive Teil lokalisiert,
wahrend die Rezeptorbindung und Translo-
kation in Zielzellen iiber N-terminale Struk-
turen erfolgt. Da die N-Termini von PMT und
CNF Sequenzhomologien aufweisen, geht man
von dhnlichen Aufnahmemechanismen aus.

Die Kristallstruktur eines C-terminalen
PMT-Fragments (Aminosduren 575 bis 1.285)
wurde kiirzlich aufgeklart [2]. Dieses aktive
Toxinfragment besteht aus den drei Doménen
C1, C2 und C3 (Abb. 2). Wahrend die Struk-
turanalyse nur wenig neue Kenntnisse zur
Funktion der C1- und C2-Doméne lieferte,
zeigte die C3-Doméne eine Ahnlichkeit zu
Thiolproteasen mit einem typischen kataly-
tischen Zentrum aus Cys-1.165, His-1.205 und
Asp-1.220. Die Lokalisation der biologischen
Aktivitdt des Holotoxins in der C3-Doméne
wurde durch die Expression dieser Doméane in
Saugerzellen bestatigt.

Alle CNFs haben eine molekulare Masse
von ca. 115 kDa und sind wie PMT einkettige
Proteintoxine mit einer N-terminal lokali-
sierten Rezeptorbindedoméne und einer kata-
lytischen Domédne am C-Terminus (Amino-
sauren 720 bis 1.014). Die Kristallstruktur
des katalytischen C-Terminus zeigt eine ein-
zigartige Proteinfaltung mit zentralen B-Falt-
blattern, die von o-Helices und Schleifen
umgeben sind [3]. Neun dieser Schleifen
umkleiden den Eingang einer katalytischen
Tasche. Das katalytische Zentrum besteht aus
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einer Triade mit Cys-866, His-881 und Val-
833 als essenzielle Aminosauren.

Zellulare Aufnahme der Toxine

PMT und alle CNFs werden durch rezeptor-
vermittelte Endozytose in Sdaugerzellen auf-
genommen [1]. Der Rezeptor fiir PMT ist nicht
bekannt. Als Rezeptor fiir CNF1 und CNF2
wird der Nicht-Integrin-p67-Lamininrezeptor
diskutiert, dessen zytosolisches Vorlaufermo-
lekiil (p37) im Hefesystem mit der Rezeptor-
bindedomane von CNF1 interagiert. CNF3 und
CNFY werden in ein geringeres Spektrum von
Saugerzellen aufgenommen, was einen ande-
ren Rezeptor fiir diese Toxine nahelegt. Nach
der Endozytose fiihrt die Ansdauerung des frii-
hen Endosoms zu einer Strukturdnderung der
Toxine, die eine Transmembrandomaine, beste-
hend aus zwei zentralen hydrophoben Heli-
ces, exponiert. Diese Helices inserieren wahr-
scheinlich in Endosomenmembranen und fiih-
ren zur Translokation in das Zytosol. CNF1
wird nicht als Holotoxin ins Zytosol aufge-
nommen, sondern zwischen Aminosaure 532
und 544 gespalten. Ein 55 kDa-Fragment, das
die katalytische Doméne umfasst, gelangt ins
Zytosol. Es ist aber nicht klar, welche Protea-
se CNF1 schneidet und wie der Durchtritt
durch die Endosomenmembran erfolgt. Des
Weiteren ist unklar, ob auch PMT wahrend
der Aufnahme prozessiert wird.

PMT-aktivierte Signalwege

PMT aktiviert verschiedene Signalwege und
wirkt als potentes Mitogen. All diese Effekte
werden mit der Aktivierung heterotrimerer
G-Proteine in Verbindung gebracht.

Bereits niedrige Konzentrationen (< 1 pM)
von PMT fiihren zu einer mitogenen Wirkung
in Maus-3T3-Zellen oder humanen Fibrob-
lasten [4]. Die fiir den mitogenen Effekt ent-
scheidenden Signalwege sind noch nicht voll-
standig geklart. Es ist nur soviel bekannt, dass
zellspezifisch (z. B. in HEK293-Zellen) der
epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)
Gq—abhﬁngig transaktiviert wird. In Cardio-
myozyten wurde dagegen eine EGFR-unab-
héangige Aktivierung des MAP-Kinase-Weges
durch PMT beschrieben [5].

PMT stimuliert tiber Gq die Phospholipase
CB (PLCP) und fiihrt zur Bildung von Inosi-
toltrisphosphat und zur Erhohung der intra-
zelluldren Ca?*-Konzentration. Dabei aktiviert
PMT die PLCP nur iiber Gocq, nicht aber tiber
Ga,, [6]. Dies ist insofern bemerkenswert, als
Gocq und Go,, zu 89 Prozent identisch sind
und generell alle heptahelikalen Membran-
rezeptoren (GPCRs), die an Gocq koppeln, auch

<« Abb. 2: Kristall-
strukturen der kataly-
tischen Doménen von
CNF1 (Aminosduren
720-1.014; 1THQO)
und PMT (Aminosédu-
ren 1.105-1.285;
2EBF), die jeweils im
C-Terminus lokalisiert
sind. Die katalytische
Triade ist hervorgeho-
ben (CNF1: Cystein,
Histidin und Valin;
PMT: Cystein, Histi-
din und Aspartat).
Eine Strukturéhnlich-
keit I&sst sich nicht
feststellen. In der
Balkendarstellung der
Holotoxine ist der
Bereich mit homolo-
ger Sequenz mar-
kiert. Er liegt im
N-Terminus, dem
Bereich der Rezeptor-
bindungs- und Trans-
lokationsdomanen.

Gouy, aktivieren. PMT unterscheidet die beiden
G-Proteine anhand der helikalen Domaéne, die
einen Einschub in die funktionelle GTPase-
Doméne darstellt. Wird eine Helix (oB) von
Gocq in Go, eingesetzt, wird diese Chimére
durch PMT aktiviert [7].

Durch Stimulation der heterotrimeren G-
Proteine Go.,, /13 aktiviert PMT RhoA und fiihrt
typischerweise zur Stressfaserbildung. Aller-
dings wird RhoA auch tiber Gq aktiviert. Neben
Gocq und Go.,, /13 aktiviert PMT auch Goy, und
inhibiert hierdurch die Adenylat-cyclase. Die
Identifizierung von Go, als Substrat von PMT
war von eminenter Bedeutung fiir die Aufkla-
rung des molekularen Mechanismus des
Toxins. Goy, kann ndmlich als rekombinantes
Protein in E. coli exprimiert werden. Die mas-
senspektrometrische Analyse von Go,, das
mit PMT in E. coli koexprimiert wurde, ergab
eine Massendifferenz von einem Dalton als
Folge einer Deamidierung von Glutamin-205
[8]. Dieses Glutamin ist essenziell fiir die inha-
rente GTPase-Aktivitdt heterotrimerer G-Pro-
teine und stabilisiert den pentavalenten Uber-
gangszustand der GTP-Hydrolyse. Die durch
PMT katalysierte Deamidierung inhibiert die
GTP-Hydrolyse und arretiert das G-Protein im
aktiven, GTP-gebundenen Zustand. Aquivalent
zu Glutamin-205 in Go,, ist das Glutamin-209
in Gocq, das ebenfalls deamidiert wird.

PMT wirkt zwar direkt auf die o-Unterein-
heiten heterotrimerer G-Proteine, stimuliert
aber durch die Aktivierung von Go die Frei-
setzung von GRy. So fithrt PMT zu einer Akti-
vierung der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)y,
die ein typischer Effektor von Gy ist.

Molekularer Wirkmechanismus von CNF

Der am besten untersuchte CNF ist CNF1.
CNF1 deamidiert Glutamin-61 in Rac und
Cdc42 bzw. das entsprechende Glutamin-63
in RhoA zu Glutamat. Diese Glutaminreste
der kleinen GTPasen sind Glutamin-205 von
Goy, dquivalent und wie bei den heterotri-
meren G-Proteinen fiir die Hydrolyse von GTP
entscheidend. Somit fiihrt die Deamidierung
zu einer Konstitutiven Aktivierung [9].

Als zentrale molekulare Schalter spielen
Rho-Proteine eine Rolle bei zellularen Pro-
zessen wie z. B. der Endo- und Exozytose, dem
Vesikeltransport, dem Integrin-Signaling und
bei der Kontrolle von Transkription und Apop-
tose. Rho-GTPasen sind aber vor allem als
Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts bekannt.
Durch Aktivierung der Rho-Proteine findet
man in Kulturzellen dementsprechend Filo-
podien (Aktivierung von Cdc42), Lamellipo-
dien (Rac-Aktivierung) und Stressfasern (Rho-
Aktivierung). Dariiber hinaus werden die Zel-
len mehrkernig und nach einigen Tagen
erfolgt Apoptose.

Ein nur 15 Aminosduren langes Peptid von
RhoA, das die Schalter-2-Region der GTPase
umfasst, ist fiir die Substraterkennung aus-
reichend und wird von dem Toxin modifiziert.
Im Gegensatz zu CNF1 aktiviert CNFY, das
von Yersinien gebildet wird, in HeLa-Zellen
ausschlieBlich RhoA. Fiir die engere Sub-
stratspezifitit werden Schleifenregionen der
katalytischen Doméane verantwortlich ge-
macht, die um die katalytische Tasche herum
angeordnet sind. Obwohl die Deamidierung
zu einer konstitutiven Aktivierung der G-Pro-
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A Abb. 3: Vergleich der katalytischen Tria-
den der deamidierenden Toxine CNF1
(1HQO), PMT (2EBF) und der Transglutamina-
se Faktor XIII (1GGT). Das katalytisch aktive
Histidin wurde lbereinandergelegt. Die kata-
lytische Triade von PMT (Cystein, Histidin
und Aspartat) gleicht der der Transglutami-
nase Faktor XIIl (Cystein, Histidin und Aspar-
tat), aber kaum der des deamidierenden
Toxins CNF 1 (Cystein, Histidin und Valin).

teine fiihrt, sind nicht alle nachgeschalteten
Signalwege permanent aktiv. So wird das
durch CNF aktivierte Rac in der Zelle ubi-
quitiniert und proteasomal abgebaut. Der
Abbau anderer Rho-GTPasen nach der Dea-
midierung scheint zellabhdangig zu sein.

Strukturvergleich

CNFs und PMT benutzen den gleichen Mecha-
nismus, um GTP-bindende Proteine zu akti-
vieren: CNFs deamidieren ein fiir die GTP-
Hydrolyse essenzielles Glutamin in kleinen
Rho-GTPasen, wahrend PMT das entspre-
chende Glutamin von o-Untereinheiten
heterotrimerer G-Proteine zu Glutamat um-
wandelt. Zusétzlich besitzen PMT und CNFs
eine auffallige Homologie im N-Terminus, der
die Rezeptorbindung und Translokation in
eukaryote Zellen vermittelt. Trotz des glei-
chen Wirkmechanismus haben die aktiven
katalytischen Doménen der Toxine keine
strukturelle Ahnlichkeit. PMT und CNFs
haben die katalytischen Aminosauren Cystein
und Histidin gemeinsam, wiahrend die dritte
katalytische Aminosdure im Fall von CNFs
Valin und im Fall von PMT Aspartat ist. Auch
ist die Topografie der katalytischen Triade
von PMT (Cystein, Histidin und Aspartat)
deutlich verschieden von jener der CNFs
(Cystein, Histidin und Valin) (Abb. 3); sie
dhnelt dagegen der von Papain. Daher wurde
zundchst vermutet, dass PMT eine Cystein-
protease ist. Vergleicht man die Struktur von
Deamidasen, Cysteinproteasen und Trans-
glutaminasen, findet man einen hohen Grad
an Ahnlichkeit. Der Typ der chemischen Reak-
tion ist in allen Fdllen vergleichbar. Trans-
glutaminasen ersetzen die NH,-Gruppe des
Amids durch eine weitere NH,-Gruppe eines
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Amins. Deamidasen verwenden dagegen H,0
als Ko-Substrat und ersetzen die NH,-Gruppe
des Amids durch OH-, was in einer Carbo-
xylgruppe resultiert. Bei Cysteinproteasen
findet man die entgegengesetzte Reaktion der
Transglutaminasen. Daher ist es kein Wider-
spruch, dass PMT durch eine Deamidierung
heterotrimere G-Proteine aktiviert, aber eine
katalytische Triade ahnlich der von Cystein-
proteasen aufweist. Einige Transglutamina-
sen besitzen die gleiche katalytische Triade
wie PMT oder Papain-dhnliche Proteasen. Bei-
spielsweise passen die katalytischen Triaden
von PMT und von humanem Faktor XIII per-
fekt aufeinander. In diesem Zusammenhang
muss das Dermonekrotische Toxin (DNT) von
Bordetella parapertussis erwahnt werden, das
Rho-Proteine durch Transglutaminierung an
Glutamin-61/63 aktiviert. Dieses Toxin ver-
kniipft Polyamine wie Spermin, Spermidin
oder Putrescin mit Glutamin [1]. Es ist von
groBem Interesse zu kldaren, welche Struktur
das katalytische Zentrum von DNT besitzt.

Deamidierung und Tumorgenese

Die Deamidierung von Rho durch CNFs und
von heterotrimeren G-Proteinen durch PMT
aktiviert die molekularen Schalter in einer
konstitutiven Weise, die einer Mutation von
Glutamin zu Glutamat entspricht. In zahlrei-
chen Tumoren kommt eine entsprechende
aktivierende Mutation (Glutamin-61) im
Onkogenprodukt K-Ras vor. Obwohl Rho-Pro-
teine, die zur Ras-Superfamilie gehoren, fiir
die Karzinogenese und Metastasierung von
essenzieller Bedeutung sind, wurden kaum
Rho-Mutationen gefunden. Bei Rho sind offen-
bar konstitutiv aktivierte Guanin-Nukleotid-
Austausch-Faktoren (GEFs), die die GTPasen

in den aktiven Zustand bringen, wichtiger.
Interessanterweise wurde kiirzlich in Mela-
nomzellen eine Gocq—Mutation gefunden, die
exakt einer Deamidierung in Glutamin-209,
dem Deamidierungs-Zielort von PMT, ent-
spricht [10]. Dieser Befund wird die Diskus-
sion tiber eine potenzielle Tumorgenese durch
die bakteriellen Toxine sicherlich fordern. M
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