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The GTPase dynamin is a molecular machine that assembles at the neck of clathrin-coated pits
and catalyzes the scission of the vesicle neck in a GTPase-dependent fashion [1]. Recent
structural work, in combination with biochemical and cell-based experiments, have led to a

molecular model of how dynamin functions.

Die GTPase Dynamin ist eine molekulare Maschine, die sich am Hals von Clathrin-umhdllten
Membranbl&schen anlagert und den Vesikelhals in einer GTPase-abhangigen Reaktion abschndirt
[1]. Strukturbiologische Arbeiten, kombiniert mit biochemischen und zellbasierten
Experimenten, fiihrten zu molekularen Modellen, die zeigen, wie die Dynamin-Maschine

funktioniert.

Dynamin ist das Grindungsmitglied einer mechano-chemischen Enzymfamilie

1989 wurde Dynamin in Vertebraten als mechano-chemisches Protein entdeckt, das an
Mikrotubuli bindet und diese bilindelt [2]. Bereits zuvor waren temperatursensitive Allele von
Dynamin in Fliegen beschrieben worden, die bei einer restriktiven Temperatur zu verminderter
Abschnirung synaptischer Vesikel und damit einhergehend zur L&hmung der Fliegen durch
fehlende neuronale Signaliibertragung flihrten. Heute ist besonders diese Funktion von Dynamin
als einer der Hauptakteure im Endozytose-Prozess gut untersucht.

Eine Reihe verwandter Proteine weisen Sequenz- und Strukturdhnlichkeit zum klassischen
Dynamin auf: Dynamin-1-like Protein (DNM1L) hat eine zentrale Rolle in der Teilung von
Mitochondrien, wahrend Mitofusin und Optic Atrophy 1 (OPA1) die Fusion der dusseren und

inneren Mitochondrienmembran katalysieren. Die Familie der Myxovirus-Resistenzproteine



vermittelt antivirale Aktivitat gegen eine Vielzahl unterschiedlicher Viren. Diese Proteine binden
nicht nur an Membranen, sondern interagieren auch mit viralen Bestandteilen. Die Interferon-
induzierten Guanylate Binding Proteins (GBPs) und Immunity-related GTPases (Irgs) sind gegen
intrazelluldre Pathogene aktiv. Atlastine vermitteln Membranfusion am Endoplasmatischen
Retikulum, wéahrend EHD Proteine Membrankrimmung an intrazelluldéren Kompartimenten und
an Caveolae stabilisieren. Auch in einigen Bakterien sind Dynamin-verwandte Proteine

beschrieben worden, deren genau Funktionen oft noch nicht verstanden ist.

Biochemische Eigenschaften von Dynamin

Kurz nach seiner Entdeckung wurde gezeigt, dass sich Dynamin in helikalen Strukturen um den
Hals von Clathrin-umhullten Membranbldschen anordnet und diesen Hals unter GTP-Hydrolyse
abschnirt [3]. Eine dhnliche Reaktion konnte auch in vitro gezeigt werden: Die Zugabe von
isoliertem Dynamin zu Liposomen fihrt in Anwesenheit eines nicht-hydrolysierbaren GTP
Analogons zur Tubulierung von Membranen, wobei Dynamin auch hier helikale Strukturen um
die Membranrohrchen ausbildet (Fig. 1A) [4]. In Anwesenheit von GTP werden die
Membranrohrchen fragmentiert, analog zur Abschnirungsreaktion am Vesikelhals.

Im Gegensatz zu kleinen GTPasen der Ras Superfamilie hat Dynamin eine niedrige Affinitat zu
Nukleotiden, im Bereich von 10 uM fiir GTP. Die basale GTPase Aktivitét bei 37 °C liegt bei ca.
1 min™, d.h. deutlich hoher als bei kleinen GTPasen. Sie kann durch Membranbindung 200-fach
stimuliert werden. Dies deutet darauf hin, dass Dynamin in einem auto-inhibierten Zustand in

Losung vorliegt und durch Membranbindung aktiviert wird.

Die Struktur von Dynamin

Die molekularen Details, wie sich Dynamin in helikalen Strukturen anordnet, waren lange
unklar. Grund dafur war die Eigenschaft von isoliertem Dynamin, bei hohen Konzentrationen
unregelmaBige Filamente auszubilden, die sich der Kristall-Zichtung und dadurch der
Strukturbestimmung  mittels  Rontgenkristallographie  entzogen. Mutationen, die die
Assemblierung verhinderten, hatten daher eine entscheidende Rolle fir die strukturelle
Charakterisierung von Dynamin GTPasen

Wir konnten mittels Réntgenstrukturanalyse die Struktur des Multi-Domanenproteins Dynamin

aufklaren (Fig. 1B, C). Die Struktur der konservierten N-terminalen GTPase (G) Domane zeigte



eine verwandte Struktur zur G Doméne von Ras Proteinen auf. Aufgrund zuséatzlicher Struktur-
Elemente wurde sie bereits zuvor als 'Erweiterte G Domane' beschrieben [5]. Angrenzend an die
G Doméne liegt das Bundle Signalling Element (BSE), ein Bindel aus drei Helices [6]. Ein
langgezogenes Biindel aus vier Helices, der Stalk, dient der Assemblierung [7; 8]. Die Bindung
an negativ-geladene Membranen wird durch eine Pleckstrin Homology (PH) Domaéne vermittelt.
In der Dynamin-Kristallstruktur bindet sie an eine konservierte Interaktionsflache im Stalk. Am
C-Terminus von Dynamin befindet sich eine Prolin-Arginin reiche Sequenz (PRD). Diese
vermittelt die Rekrutierung von Dynamin an den Vesikelhals [9].

Dynamin assembliert Gber den Stalk

Wir konnten zun&chst fur die Dynamin-verwandte MxA GTPase [10] und spéater flir Dynamin
zeigen, dass der Stalk die Assemblierung von Molekilen in ein helikales Filament vermittelt [7].
Die Stalks ordnen sich dabei in einem zaunartigen Muster an: Eine zentrale Interaktionsflache
vermittelt eine stabile Dimerisierung, wahrend zwei weitere, kleinere Interaktionsflachen die
Bildung von Tetrameren und hoheren Oligomeren ermdglichen (Fig. 1D). In biochemischen
Experimenten konnte gezeigt werden, dass Mutationen in diesen Interaktionsflachen die

Assemblierung von MxA und Dynamin zu helikalen Filamenten verhindern.

Dynamin bildet ein auto-inhibiertes Tetramer aus

Dynamin liegt in Losung als Tetramer vor [11]. Da die ersten Strukturen mit Hilfe von
Assemblierungs-defizienten Mutanten gewonnen wurden, konnte das Tetramer zunéchst nicht im
Kristall beobachtet werden. Eine andere Mutation ermdglichte jedoch dessen
Strukturbestimmung [12].

Das Tetramer ordnet sich Uber die drei gleichen Stalk-Kontaktflachen an, die wir bereits zuvor
fur das Oligomer identifiziert hatten (Fig. 1D). Im Tetramer liegen die Stalks aber nicht in einer
linearen, sondern in einer gekrimmten Anordnung vor. Interessanterweise entspricht diese
Krimmung genau der Membrankrimmung am Vesikelhals, was eine selektive Bindung
ermoglicht. Molekul-Dynamik Simulationen zeigten, dass die kleineren Interaktionsflachen
geringflgige Rotationen der Stalk Dimere erlauben und so die Dynamin-Helix an
Membranréhrchen unterschiedlicher Durchmesser binden kann [7].

Die Assemblierungsflache der Stalks Uberlappt mit der Bindestelle der PH Doméne, d.h.



Oligomerisierung ber den Stalk und Bindung der PH Doménen an den Stalk schlielen sich
gegenseitig aus [12]. Die Bindung der PH Doméne an den Stalk verhindert dadurch die
Assemblierung weiterer Molekile und hat daher auto-inhibitorische Funktion. Bei
Membranbindung l6st sich die PH Doméne vom Stalk und bindet stattdessen an die
Kopfgruppen der Lipide. Dadurch wird die weitere Assemblierung tber den Stalk ermdglicht.
Mutationen in der PH Domaénen-Stalk Interaktionsflache wurden in Patienten gefunden, die an
einer Zentronukledren Myopathie leiden: Bei dieser genetischen Krankheit ist die Funktion der
peripheren Muskeln beeintréchtigt. Wir und andere konnten zeigen, dass diese Mutationen zu
einer erhohten Aktivitit von Dynamin fihren [7; 13]. Die Mutationen filhren auch in
Abwesenheit von Membranen zur Ablésung der PH Doméne vom Stalk und damit zu erhéhter
Oligomerisierung. Weitere Studien zeigten, dass diese hyperaktiven Dynaminvarianten zur
Fragmentierung der Transversen Tubuli in Muskeln fuhren und damit die Muskelfunktion
beeintrachtigen [14].

Molekulare Grundlage fiir den Kraftstoss von Dynamin

Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass ein verkirztes G Doméanen-BSE Konstrukt in
Anwesenheit eines nicht-hydrolysierbaren GTP-Analogons als Dimer im Kristall vorliegt [15].
Die BSE-Doméne ist dabei in einem offenen Zustand relativ zur G Domane angeordnet (Fig. 1E,
links).

Eine zweite Struktur dieses Konstrukts in Anwesenheit eines Ubergangszustandes der GTP
Hydrolyse bildet auch ein Dimer aus [6]. In diesem Fall ist die BSE eng an die G Domaéne in
einem geschlossenen Zustand angelagert (Fig. 1E, rechts). Der Ubergang von der offenen zur
geschlossenen Konformation bedingt eine 70° Rotation der BSE relativ zur G Domane. Diese
Bewegung ist die Grundlage fir den Kraftstoss in Dynamin.

Die Kristallstruktur des GDP-AIF,-beladenen Dimers zeigte auch den Mechanismus der
stimulierten GTPase Aktivitat auf: Durch Dimerisierung werden die zwei beweglichen Schalter-
Regionen in der G Doméne stabilisiert, was zur Platzierung eines katalytischen Wassermolekiils
in unmittelbare Nihe des y-Phosphats im GTP flhrt. Ein katalytisches Kalium-lon tragt zur

Stabilisierung des Ubergangszustandes bei.



Modell fur die Vesikelabschniirung

Basierend auf den oben beschriebenen Daten schlugen wir ein molekulares Modell zur Funktion
von Dynamin vor (Fig. 2) [16]: Dynamin-Tetramere werden zundchst tber die PRD an den
Vesikelhals rekrutiert, wobei die Bindung durch die komplementére Krimmung des Tetramers
beginstigt und durch die Adaptierung der kleineren Bindestellen angepasst wird. Die PH
Domanen 16sen sich von der Stalk-Interaktionsflache und binden an die Membran, was zur
Freisetzung der Assemblierungsflachen im Stalk und dadurch zur Anlagerung weiterer
Tetramere fuhrt. Das Dynamin Filament assembliert um den Vesikelhals in einer rechtsgéngigen
Helix. Nach einer Umrundung des Vesikelhalses stehen sich GTP-beladene G Doménen von
benachbarten Filamenten gegeniber. Sie dimerisieren, was zur Stimulierung der GTPase
Aktivitat und folglich zum Kraftstoss Uber die BSE-Doméne fiihrt. Dabei werden benachbarte
Filamente aneinander vorbeigezogen, was ein Zusammenziehen der Helix bzw. eine Verengung
des darunterliegenden Membranhalses bedingt. In der GDP-gebundenen Form dissoziieren die G
Doménen und das helikale Filament 6ffnet sich. Die Membranabschnirung kénnte wéhrend des

Zusammenziehens des Vesikelhalses oder der Offnung des Filaments stattfinden.
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Figure 1: Struktur von Dynamin (modifiziert von [16])
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Figure 1: (A) Dynamin tubuliert Liposomen, indem es sich als helikales Filament um die
Membran anordnet und so Membranréhrchen stabilisiert. (B)  Strukturbasierte
Domanenorganisation von Dynamin. B — Bundle Signaling Element. (C) Kristallstruktur des
Dynamin Dimers, das iiber den zentralen Stalk-Kontakt assembliert. (D) Uber zwei weitere,
kleinere Stalk-Interaktionsflachen werden Tetramere und hohere Oligomere von Dynamin
ausgebildet. (E) Struktur von G Doméne-BSE-Dimeren in Anwesenheit eines nicht-
hydrolysierbaren GTP-Analogons (links) und eines Analogons des Ubergangzustands der GTP-
Hydrolyse (rechts). Die Hydrolyse von GTP fiihrt zu einer Umlagerung der BSE Domane, die als
Kraftsto3 fungieren kann.



Dimerisierung der G Doménen GTP Hydrolyse Dissoziation der G Domidnen

(2) 3) 4

Figure 2: Modell fur die Dynamin-vermittelte Membranabschnirung am Vesikelhals
(modifiziert von [16]).

(1) Dynamin assembliert am Vesikelhals in einer rechtsgidngigen Helix. Sobald das Filament den
Hals umschlungen hat, stehen sich GTP-beladene G Doménen (gelb/orange) gegenuber. (2) Die
Dimerisierung der G Doménen flhrt zur Zusammenlagerung der Dynamin Helix. (3) GTP-
Hydrolyse induziert einen Kraftstoss, der benachbarte Filamente aneinander vorbeizieht.
Dadurch kommt es zur Verengung des Vesikelhalses. (4) In der GDP-gebundenen Form
dissoziieren die G Domanen. Die Membranabschnirung kénnte wéhrend der Verengung des
Vesikelhalses oder der Offnung der Dynaminhelix geschehen.
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