Kapitel 1

Einleitung

Spezifische und fein aufeinander abgestimmte Protein-Protein-Wechselwirkungen spielen in
beinahe allen zelluldren Prozessen eine fundamentale Rolle.'™ Sie sind die Grundlage fir
die Komplexitét lebender Zellen und Organismen. Ein nicht unwesentlicher Anteil dieser
Protein-Protein-Wechselwirkungen wird durch spezialisierte Proteinuntereinheiten, den so
genannten Protein-Interaktionsdoménen, vermittelt.?'® In dieser Arbeit werden auf der Basis

experimenteller Daten theoretische Modelle der Wechselwirkung zwischen Protein-Interakti-

onsdomanen und ihren peptidischen Liganden erstellt. Diese Modelle geben nicht nur einen

Einblick in den Wechselwirkungsmechanismus der untersuchten Doménen, es lassen sich
aus ihnen auch generelle Erkenntnisse Gber die Mechanismen der Spezifitét dieser Wech-
selwirkungen ableiten. Mit Hilfe dieser Erkenntnisse kénnen neue wechselwirkende Peptide

und Proteine ohne experimentelle Analyse vorhergesagt werden.

1.1 Protein-Protein-Wechselwirkungsnetzwerke und Protein-

Interaktionsdoménen

Die Funktion eines biologischen Prozesses, einer Zelle bzw. eines Organismus wird maf3-
geblich durch ein hoch komplexes Protein-Protein-Wechselwirkungsnetzwerk bestimmt.'?
Diesem Netzwerk liegen eine Vielzahl spezifischer Protein-Protein-Wechselwirkungen zu-
grunde, die dabei ganz unterschiedliche Funktionen erfillen. Dazu gehéren strukturelle
Aufgaben durch den Aufbau hochmolekularer Polymere,®® die Bildung von Multiprotein-

41211 sowie die Signalverarbeitung durch dynami-

komplexen mit enzymatischer Funktion,
sche Protein-Protein-Wechselwirkungen.'** Insbesondere die spezifischen und reversiblen
Wechselwirkungen in Signaltransduktionswegen'* werden zum Grof3teil durch so genannte

Protein-Interaktionsdoménen vermittelt.
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Generell sind Proteindoménen genetisch mobile, strukturell und funktionell unabhéngige
Einheiten.'*? Vor allem in héheren Organismen wird die Funktion eines Proteins wesentlich
durch eine charakteristische Kombination verschiedener Domdnen, der sogenannten Do-
manenarchitektur, bestimmt (Abbildung 1-3 und Abbildung 1-5).'%1%2 Dies ist vermutlich
darauf zurickzufihren, dass die Evolution neuer Proteine mit komplexer Funktion durch die
Kombination einmal erfolgreich entwickelter Doménen stark beschleunigt wird.'*?

Auf Grund ihrer entwicklungsgeschichtlichen Verwandtschaft kénnen Familien von Prote-
indomdnen an Hand der Homologie ihrer Aminosduresequenzen identifiziert werden. In
Datenbaken, wie PFAM (http://www.sanger.ac.uk/Pfam)'® oder SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de),'' werden dazu représentative Sequenzalignments fir die einzelnen Fami-
lien gesammelt und ihre charakteristischen Sequenzmerkmale in Form von Sequenzprofilen
und Profile-Hidden-Markov-Modellen (pHMM)*’ zusammengefasst. Mit Hilfe dieser
Sequenzmodelle kénnen dann neue Mitglieder einer Doménenfamilie in der vor allem
durch Genomprojekte stetig wachsenden Zahl an Proteinsequenzen identifiziert werden.

Auf Grund des Sequenz-definiert-Struktur-Paradigmas’ besitzen alle Mitglieder einer
Doménenfamilie dieselbe 3D-Raumstruktur.¢”-'2° Dabei wird in dieser Arbeit die Tatsache
ausgenutzt, dass Proteindomdnen gewshnlich unabhdngig von ihrer Umgebung in den
verschiedensten Proteinen und daher auch in isolierter Form die ihnen eigene Faltung
annehmen. Meist besitzen sie eine kompakte und globulére Struktur, in der N- und C-
Termini rdumlich nah zu einander positioniert sind.'**

Protein-Interaktionsdoménen erkennen meist lineare und exponierte Sequenzmotive in
ihren Zielproteinen Gber einen innerhalb einer Doméanenfamilie konservierten Wechselwir-
kungsmechanismus.'?2'3 Auf Grund des konservierten Wechselwirkungsmechanismus sind
die Liganden einer Domdnenfamilie meist durch ein gemeinsames Kernmotiv gekennzeich-
net. Verschiedene Spezifitéten innerhalb der Familie werden durch unterschiedliche Préfe-
renzen fur Reste, die das Kernmotiv flankieren, erreicht.!'*'7¢ An Hand der charakteristi-
schen Konsensusmotive der spezifisch erkannten Liganden kénnen die Vertreter einer
Familie in Subfamilien @hnlicher Spezifitat, die sogenannten Spezifitétsgruppen, eingeteilt
werden (siehe Tabelle 1-3, Seite 11, und Tabelle 1-5, Seite 16)."7%17” Trotz der vergleichs-
weise geringen Affinitdt im niedrigen mikromolaren bis hohen nanomolaren Bereich,'**
welche fur die Reversibilitat der Wechselwirkungen verantwortlich ist, zeichnen sich die
meisten Protein-Interaktionsdoménen durch eine relativ hohe Spezifitét fir ihre Zielproteine

aus.
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Einige Protein-Interaktionsdomdnen, wie beispielsweise PDZ-Doménen,'*! kommen auch Verbreitung der
Protein-Interaktions-
schon in Prokaryoten vor, der Grofiteil ist aber parallel zur Entwicklung der komplexeren doméinen
eukaryotischen Zellen, vor allem infolge des gesteigerten Bedarfs an Signalverarbeitung,
entstanden (Tabelle 1-1)."3'2 Fir gréBere Domdanenfamilien sind teilweise mehrere hun-
dert paraloge Vertreter innerhalb eines Genoms zu finden. Die Doménen einiger Familien
kénnen zum Teil auch in mehreren Kopien innerhalb eines einzigen Proteins vorkommen
(z.B. 13 PDZ-Doménen im Multi-PDZ-domain-protein mMUPP1).'88
Dies bedeutet, dass durch eine geringe Anzahl von Protein-Interaktionsdoménen-Familien Ziel der Analyse von
Protein-Interaktions-
eine grof3e Anzahl an Wechselwirkungen vermittelt wird. Auf Grund der Konservierung der  doménen
Sequenz, der Struktur und prinzipiell auch der Funktion in Form des Wechselwirkungsme-
chanismus sollten die Erkenntnisse, die fir einige wenige Vertreter einer Familie gewonnen
wurden, auf die Gbrigen, experimentell nicht untersuchten Vertreter Gbertragbar sein. Auf  Sequenz-Struktur-
Funktion-Paradigma
der Basis des Sequenz-bestimmt-Struktur® und Struktur-bestimmt-Funktion-Paradigmas

mussten damit fir eine groBe Anzahl homologer Doménen, die nur auf Grund ihrer

Sequenzhomologie identifiziert wurden, Wechselwirkungspartner vorhergesagt werden

kénnen.?
Tabelle 1-1 Anzahl paraloger Protein-Interaktionsdoménen innerhalb représentativer Spezies
WW-Domdnen PDZ-Domdnen EVH1-Domdnen
Spezies Domdnen Proteine Domdnen Proteine Domdnen Proteine
Gesamt 761 417 3212 2022 71 70
Eubacteria 0 0 750 607 0 0
Archaea 0 0 23 21 0 0
Eukaryota 761 417 2439 1394 71 70
Pilze S. cerevisiae 9 6 3 2 1 1
Pflanzen A. thaliana 16 11 15 14 0 0
Wirmer C. elegans 45 27 131 94 4 3
Insekten D. melanogaster 47 27 145 93 5 5
Séugetier M. musculus 94 51 335 185 15 15
Mensch H. sapiens 142 77 449 250 9 9

Die angegebenen Zahlen bezeichnen die Gesamtzahl der Domédnen innerhalb eines Organismus oder
Reichs bzw. die Anzahl der Proteine, welche Doménen der jeweiligen Familie enthalten. Die Zahlen sind
der SMART-Datenbank Version 4.1 im Genomic-Mode (23.3.2005) entnommen.'%®'¢" Diese Statistik
wurde damit ausschlieBBlich unter Verwendung komplett sequenzierter Genome erstellt.
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1.2 Prinzipien der Protein/Liganden-Wechselwirkung

Die spezifische Wechselwirkung zwischen einer Protein-Interaktionsdoméne (allgemein ei-
nem Protein) und seinem Liganden (Protein oder Peptid) erfolgt Uber die Ausbildung einer
Vielzahl nicht-kovalenter Interaktionen. Die Starke der einzelnen Interaktionen héangt dabei
sowohl vom Abstand, als auch von den Eigenschaften der wechselwirkenden Atomen ab.
Daher missen die Kontaktfléchen (Epitope) der beiden Wechselwirkungspartner sowohl
beziglich der Passform, als auch der Eigenschaften (z.B. negative und positive Ladungen)
zueinander komplementér sein.

Nicht-kovalenten Interaktionen sind prinzipiell reversibel. Es besteht somit ein Gleich-
gewicht zwischen dem gebildeten Komplex (DL) und den beiden freien Wechselwirkungs-
partnern (Doméne D bzw. Ligand L, Gleichung 1:1).

DL< D + L (1:1)
Die Stérke der Wechselwirkung (Bindungsaffinitét) wird auf der Grundlage des Massen-
wirkungsgesetz durch die Dissoziations- (K,) bzw. Assoziationskonstante (K,) beschrieben
(Gleichung 1:2).

Ky = [D][L)/[DL] = K, (1:2)
Uber Gleichung 1:3 steht die Dissoziationskonstante gleichzeitig im direkten Zusammen-
hang zur freien Gibbs Energie der Bindung (AG, R allgemeine Gaskonstante,
T Temperatur).

AG = —RT In(K,) = +RT In(K)) (1:3)
Eine starke bzw. affine Wechselwirkung wird damit durch eine niedrige K, bzw. durch ein
stark negatives AG angezeigt. Auf der Basis dieser biophysikalischen Grundlagen lassen
sich die Wechselwirkungseigenschaften (Spezifitét und Selektivitét) einer Protein-Inter-
aktionsdoméne quantitativ beschreiben.

Wie einfihrend erléutert wurde, hangt die selektive Bindung eines Liganden von der Form
und den Eigenschaften der Bindungsstelle des Proteins ab. Auf Grund der Forderung der
Komplementaritat ergeben sich damit aus der Sicht des Proteins eine Reihe von Kriterien,
welche ein potentieller Ligand erfillen muss, um an das Protein zu binden. Die Gesamtheit
dieser Kriterien definiert damit die Spezifitat des Proteins. Gleichzeitig kann die Spezifitét
auch quantitativ auf der Basis der Bindungsenergie/Bindungsaffinitét definiert werden. Da-
bei wird davon ausgegangen, dass jedes der geforderten Kriterien einen definierten Beitrag

zur gesamten Bindungsaffinitét liefert. In Abhdngigkeit von der Erfillung der einzelnen ge-
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forderten Kriterien édndern sich die Affinitétsbeitrdge und damit die gesamte Bindungsaffini-
tat. Die quantitative Spezifitat beschreibt also den Zusammenhang zwischen der Auspra-
gung der einzelnen Kriterien und ihrem Affinitétsbeitrag.

Demzufolge unterscheiden sich ,bindende” von ,nicht bindenden” Liganden dadurch,
wie diese die Kriterien erfillen. Ein ,nicht bindender Ligand” bildet einerseits zu wenig vor-
teilhafte Kontakte aus, welche die Bindungsaffinitét erhdhen, andererseits kommt es auf
Grund der schlechten ,Passform” vermehrt zu unvorteilhaften Kontakten, welche die Bin-
dungsaffinitdt weiter verringern.

Fir die Wechselwirkung zwischen Protein-Interaktionsdoménen und ihren verschiedenen
peptidischen Liganden héngen die Unterschiede in der Bindungsaffinitat infolge des konser-
vierten Bindungsmechanismus (siehe 1.3.2 und 1.4.1) fast ausschlieBlich von den unter-
schiedlichen Affinitétsbeitrdgen der einzelnen Aminosdureseitenketten in den Liganden ab.
Dies gilt natirlich nur unter der Voraussetzung, dass sich die Struktur der Doméne bei Bin-
dung des Liganden (so gut wie) nicht dndert. Folglich kann die Spezifitét ganz allgemein als
von der Ligandensequenz abhdngige Affinitétsfunktion definiert werden. Im Idealfall l&sst
sich daher die Spezifitét einer Protein-Interaktionsdoméne durch die additiven Affinitatsbei-
trage der Aminosdureseitenketten des Liganden, sowie deren Kooperativitét beschreiben
(siehe 3.5.2).

Mit Hilfe dieser Beschreibung der Spezifitéat lasst sich die Selektivitat ebenfalls quantitativ
definieren. Prinzipiell beschreibt die Selektivitat eines Proteins die Trennscharfe zwischen
,gewinschten” und ,ungewiinschten” Liganden aus der Menge aller méglichen Liganden.
Fur Protein-Interaktionsdoménen entspricht die Menge aller maglichen Liganden dem Se-
quenzraum, welcher durch die Anzahl der mit der Domdne in Kontakt stehenden Liganden-
reste definiert wird. In Bezug auf diese Menge entspricht die Selektivitat der Steilheit der
Affinitatsfunktion, welche wiederum durch die Spezifitét bestimmt wird. Dagegen bezeichnet
die Selektivitdt bezogen auf konkurrierende Doménen die GréBe der Uberlappung der
Spezifitéten, d.h. der Menge der Liganden, welche gleichzeitig von den konkurrierenden
Doménen mit einer gegebenen Affinitét gebunden werden kénnen. SchlieBlich lasst sich die
Selektivitat einer Wechselwirkung auch auf funktionaler Ebene definieren. Selektivitét be-
zeichnet in diesem Fall die Trennschérfe, mit der Zielproteine unterschiedlicher Funktion
gebunden werden. Hierfir ist also nicht nur die Spezifitét der Doméine, sondern auch die
Verteilung der spezifisch gebundenen Erkennungsmotive in den Zielproteinen von entschei-

dender Bedeutung (siehe 4.5). Fir die Definition der Selekfivitat ist also immer wichtig, auf
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was sie bezogen wird. Im Vergleich zum traditionellen Versténdnis von Spezifitdt und Selek-
tivitét wird allerdings keine artifizielle Unterscheidung zwischen ,Liganden” und ,Nicht-
Liganden” getroffen. Vielmehr wird das Unterscheidungskriterium in Form der Bindungsaffi-
nitét quantifiziert.

Die vorangegangen Gleichungen und Erléuterungen beschreiben den Spezialfall einer
Wechselwirkung zwischen einer Doméne und einem Liganden mit je nur einer einzelnen
Bindungsstelle (1:1 Komplexmodell). Insbesondere im Fall der hier untersuchten WW-Do-
manen kommen jedoch sowohl die Doménen als auch die prolinreichen Bindungsmotive
haufig tandemwiederholt vor. Infolge der gréBBeren Anzahl an Méglichkeiten der Komplex-
bildung ist damit die makroskopische Affinitét gréBer als die intrinsische mikroskopische
Affinitat for die Wechselwirkung zwischen einer einzelnen Bindungsstelle und einer einzelnen
Doméne. Hinzu kommen Kooperativitétseffekte zwischen benachbart gebundenen Doma-
nen und Aviditatseffekte fir die Fdélle, in denen sowohl Doménen, als auch Liganden tan-
demwiederholt vorliegen. Durch diese Ubergeordneten Mechanismen wird die Spezifitat und
Selektivitét der durch Protein-Interaktionsdomdnen vermittelten Wechselwirkungen zusatzlich

beeinflusst.
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1.3 WW-Domdnen

WW-Domadnen sind kleine kompakte Protein-Interaktionsdoméanen, die aus 35-40 Amino- Doménen werden
durch den Protein-

sduren bestehen und als dreistrangiges antiparalleles B-Faltblatt vorliegen (Abbildung 1-2). namen und einem
Doménensuffix

Zum ersten Mal wurden WW-Doménen in mYAP65 (65kD Yes-kinase associated protein ??Zﬁicg”?”
siene Z.1.1).

aus der Maus)® als Protein-Interaktionsdoménen identifiziert, die prolinreiche Sequenz-

motive in ihren Zielproteinen erkennen (siehe 1.3.2).% Die durch sie vermittelten Wechsel-

wirkungen, mit Affinitéten im mikromolaren Bereich,'™ sind fir eine ganze Reihe unter-

schiedlicher zellulérer Prozesse von Bedeutung (siehe 1.3.3).'7°
Tabelle 1-2 Sequenzalignment représentativer WW-Doméinen
Aminosdure-Sequenzd) Dom(’jnengrenzene)
.. a i H
Doméne” UP-ID” BA BB ) — BCL Beginn  Ende

Domdnenposiﬁonc]co . .. . ...2‘4b.. % ?9 2.
YAPS5-WW P46937 TSS-GQ TIWQDK 172 - 204

DYSTRO-WW  P11532 SPN-KV TECWDHPKM 3056 - 3088
RSP5-WW2 P39940
NEDD4-WW3  P46934
PINT-WW Q13526

TWVDPRR 331 - 364

TPE-GR T
APN-GR
SRSSGR

TWEDPRL 449 - 48]
QWERPSG 6 - 39

h P W
: SVeoom
y E W
h F @ T
h K A
y ESST-WW P22696 G w SKSKKR KHSQWEEPEG 30 - 63
h FBPTT-WW1 075400 G "!" SPD-GR KQSTWEKPDD 116 - 148
h FBPI1-WW2 075400 L u SDS-GK KESRWAKPKE 157 - 189
h CA150-WW2  O14776 T u TAD-GK LESTWEKPQE 430 - 462
h CA150-WW1  O14776 P ‘!“ TPD-GK RESAWTKPDG 132 - 164
h GAS7-WW 060861 I SPQ-GR ETTWERPSS 14 - 46
y PRP40-WW1 P33203 - w DAS-GR KKSTWEKPKE 1 -3
y PRP4O-WW2  P33203 L w AAKTAD-GK RETSWTIPAF 40 - 72
h FE65-WW 000213 D w RVQODTS--G GTTQWEPPGR 254 - 285
h PQBPT-WW 060828 GLPPSWYKVFDPSSGL DLVSWLSPHD 47 - 80
h HYP109-WW1  Q9NT81 I DWQEVWDENTGS ' PQY 211 - 244
h HYP109-WW2  QINT81 A SSHWDRDHRRYF G PDG 592 - 625
y YFBO-WW P43582 QVPSGWKAVFDDEYQTWY PRG 10 - 43
h FBP21-WW1 ~ O75554 P w GITSE-GYHY G PEG 123 - 155
h FBP21-WW2  O75554  AVKTVWVEGLSED-GFTY GESRWEKPDD 164 - 196
y YPRI5S2CWW Q06525 - GEEFI{TPA—GKKY KQSRWEKPNL 1-32
y YJQ8-WW P46995 RLPP H’ ITHEN--GRPL KTKLHYPPSG 476 - 507
Prototype PDB:1EOM ~ GLPPGWDEYKTHN-GKTY KTSTWTDPR 1-33
Seitenkettenrichtung’ titit titlt e
tdem Liganden zugewandt Funtionale Reste

+dem Liganden abgewandt

¢ Doménennamen gebildet aus Organismus-Préfix, Proteinnamen und Doménen-Suffix (siehe 2.1.1). Die
Prototype Doméne [PDB: 1EOM]''? ist eine kinstlich designte WW-Domaéne.

® Primdrer UniProt'® Zugriffscode des die WW-Domdne enthaltenden Proteins.

< Die konservierten strukturellen Doménenpositionen () sind analog zu hYAP65-WW durchnummeriert
(siehe 2.1.2.1).

¢ Sequenzalignment der Sequenzen der WW-Domanen. Die Einfarbung konservierter Aminosdure-
eigenschaften basiert auf der Konsensussequenz-Farbemethode von CLUSTAL-X.'®" Oberhalb des
Sequenzalignments ist der Sekundérstrukturkonsensus schematisch dargestellt.

° Position der ersten und letzten Aminosdure der Doménensequenz innerhalb des Gesamtproteins.

" Die fur die Faltung der Domdne verantwortlichen strukturellen Reste sind orange unterlegt, die konser-
vierten funktionalen Reste fir die Ligandenbindung sind violett unterlegt. Die Pfeile zeigen die Richtung
der Seitenkette an: (1) in Richtung des Liganden oder (¥) nicht in Richtung des Liganden.
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Der Name WW-Domadne ist dabei auf zwei konservierte Tryptophanreste zurickzufihren
(Wo17 und Wn39), die in einem Abstand von 20-22 Resten als charakteristisches Se-
quenzmerkmal auftreten (Tabelle 1-2).%° Zwischen diesen beiden konservierten Tryptophan-
en besitzen WW-Doménen einen Cluster aus 2—4 aromatischen Aminosduren (um ©29)
sowie meist ein Glyzin an Position ®25. Daneben sind in den meisten WW-Domdnen
Proline sowohl am N-Terminus als auch in ®42 zu finden.

Das B-Faltblatt erlangt seine Stabilitat durch einen Cluster konservierter hydrophober
Aminosduren (Wo17, Y/Fw29, Pw42, haufig auch L/Vw13 und Pw14),''® die auf der einen
Seite des B-Faltblatts die N- und C-Termini fixieren (Tabelle 1-2 und Abbildung 1-2,
orange Reste). Dadurch bleibt auf der anderen Seite des B-Faltblatts eine sattelférmige
Oberfléche zur Bindung der prolinreichen Liganden frei, an der unter anderem die hoch
konservierten Reste Y/F028, T/Sw37 und Ww39 beteiligt sind (Tabelle 1-2 und Abbildung

1-2, violette Reste).

1.3.1 Struktur und Funktion prolinreicher Sequenzmotive

Neben den WW-Doméinen interagieren auch SH3-Doménen,?'? EVH1-Doménen,'® UEV-
Domdnen'** sowie GYF-Domdnen'? mit prolinreichen Sequenzmotiven in ihren Zielprote-
inen. Dabei gehdren die prolinreichen Sequenzabschnitte auch zu den haufigsten Motiven
in eukaryotischen Genomen. '3

Prolin ist eine ungewshnliche Aminosdure, da die Seitenkette mit dem Stickstoffatom der
eigenen Hauptkette zyklisiert ist. Dadurch wird die Flexibilitat der Peptidhauptkette erheblich
eingeschrankt. Folglich liegen prolinreiche Peptide in wassriger Lésung bevorzugt in der so-
genannten Polyprolin-Typ-II(PPIl)-Helix-Konformation vor (Abbildung 1-1).#° Diese Konfor-
mation ist durch die Torsionswinkel des Peptidriickgrats von ® = —78° und ¥ = 146° cha-

rakterisiert."'” Dabei missen aber nicht zwangsléufig alle Reste Prolin sein.®'¢¢

A C—N-Orientierung C Helixachse B N—C-Orientierung

)
NT

Abbildung 1-1  Die Polyprolin-Typ-Il-Helix (PPII)

Polyprolin-Typ-ll-Helix in (A) C—N-Orientierung, (B) mit Blick in Richtung der Helixachse und (€) in
N—C-Orientierung. Exemplarisch ist je ein ®- und W-Hauptketten-Torsionswinkel fir eine ideale PPII-
Helix-Konformation angegeben. Die N- und C-Termini sind durch NT und CT bezeichnet.
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Die PPII-Helix-Konformation ist eine relativ steife und langgestreckte linksgéngige Helix mit
jeweils 3 Resten pro Windung. Sie zeigt daher eine dreifache Rotationssymmetrie um die
Helixachse® und eine Pseudosymmetrie beziiglich ihrer N—C- bzw. C—N-terminalen Ori-
entierung (Abbildung 1-1).2'? Die Prolinringe interagieren als gut zugédngliche hydrophobe
Oberfléichen bevorzugt mit aromatischen Ringen.?® Infolge der ebenfalls exponierten Car-
bonylgruppen der Hauptkette sind prolinreiche Peptidabschnitte trotz dieser exponierten
hydrophoben Oberflache gut wasserldslich. Die Carbonylgruppen sind gleichzeitig hervor-
ragende Wasserstoffbricken-Akzeptoren, da sie in Folge der Seitenkettenzyklisierung relativ

unflexibel und stark elektronegativ sind. Zusammen tragen diese Eigenschaften zur weiten

Verbreitung der Wechselwirkung mit prolinreichen Sequenzmotiven bei.'*?32'2

1.3.2 WW-Domdnen/Liganden-Bindungsmechanismus

Auf der Oberflache der WW-Doménen bilden die beiden hochkonservierten aromatischen
Aminosduren Y/F®28 und Wn39 eine hydrophobe Oberfléche (konservierte Prolin-Bin-
dungsstelle, Abbildung 1-2), die komplementér zur Oberfléche der prolinreichen PPII-Helix
ist.14113156212 Dje heiden aromatischen Ringe sind dabei so zueinander positioniert, dass
zwei konsekutive Proline einer PPIl-Helix koplanar zu den beiden aromatischen Ringen zu

liegen kommen.'*7¢#” Die konservierten virtuellen Ligandenpositionen (siehe 2.1.2.1), Auf Grund der
Konservierung des

welche diese beiden Proline im Komplex mit einer WW-Doméine belegen, werden als A0 Wechselwirkungs-
mechanismus lassen

(koplanar zu We39) und A1 (koplanar zu Y/F»28) bezeichnet. Zusétzlich werden in WW- sich virtuelle Liganden-
positionen A in WW-
Doménen/Liganden-
Komplexen definieren.
A0 und A1 kennzeich-
nen dabei die Reste,
deren Seitenketten sich
innerhalb der konser-
. . . . . . e vierten Prolin-Bin-
Zusétzlich zu diesem zentralen Wechselwirkungsmechanismus wird die Spezifitat einer dungsstelle an W39
bzw. Y/F®28 anlagern
WW-Domdane durch weitere Interaktionen bestimmt, die aber auf Untergruppen der WW- (siehe 2.1.2.1).

Domanen/Liganden-Komplexen zwei charakteristische Wasserstoffbricken zwischen den
Hauptketten-Carbonylgruppen der Ligandenreste A—2 und A1 und der Indol-NH-Gruppe
von W39 bzw. der Hydroxylgruppe von S/Tw37 ausgebildet (Abbildung 1-2).14113.193

Domanenfamilie beschréankt sind (siehe Tabelle 1-3). So bindet beispielsweise eine Gruppe
von WW-Domdanen tyrosinhaltige Liganden (z.B. hDYSTRO-WW, Abbildung 1-2). Das
Tyrosin in Ligandenposition A3 wird dabei von einer Tasche aufgenommen, die aus einem
aliphatischen Rest (V/I/L) in Position ®30, einem Histidin in ®32 und einem basischen Rest
(R/K/Q) in 35 gebildet wird.”®'"® Durch diese zusatzlichen Interaktionen mit flankierenden
Ligandenresten entstehen sogenannte Spezifitétsgruppen. Dementsprechend war die Familie
der WW-Doméinen bislang in vier bis finf mehr oder weniger gut definierte Gruppen ein-

geteilt worden (Tabelle 1-3, Seite 11).177/178
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Cammg Lligand ® o
ammmme Domane O N
(Omsomme  Wasserstoffbricke @ C

e Hydrophober Kontakt mit Aminoséure der Doméine

‘@ Hydrophober Kontakt mit Atom des Liganden

Abbildung 1-2  Struktur der hDYSTRO-WW Doméne aus Dystrophin im Komplex mit einem Peptid aus
B-Dystroglycan
(A) Bandermodell Darstellung'®' der hDYSTRO-WW Doméne [PDB: 1EG4].7¢ Die Reste der konservierten
Prolin-Bindungsstelle sind violett eingeférbt, die spezifitdtsbestimmende Reste der Tyrosin-Bindungsstelle
sind rot eingeférbt und die strukturellen Reste orange. Die Doménenreste o sind analog zu hYAP65-WW
durchnummeriert. Der Ligand (RSPPPYVP) aus B-Dystroglycan ist grau dargestellt. Er ist in C—N-Orien-
tierung gebunden. Die konservierten Ligandenpositionen sind durch A—1, 20, A1 usw. gekennzeichnet,
wobei AO derjenige Rest ist, dessen Seitenkette gegen W39 packt und A1 derjenige Rest, dessen Seiten-
kette gegen Yw28 packt. Die konservierten Wasserstoffbricken (A—2 zu Wo39 und A1 zu S/Tw37) sind
gestrichelt dargestellt. Die N- und C-Termini der Doméne und des Liganden sind durch NT und CT ge-
kennzeichnet. Die B-Stréinge werden in N-C-terminaler Abfolge BA, BB und BC, die Schleifen entspre-
chend BABB- und BBBC-Schleife genannt. (B) Schematische Darstellung der Interaktionen mittels
LigPlot.!”® (€) Die Oberfléche der Domdéne ist analog zu A eingeférbt. (D) Die Oberflache® der Domdine
ist an Hand der Hydrophobizitcit®® eingefarbt: hydrophobe Bereiche gelb und hydrophile Bereiche grin.

Die Gruppen | und IV dieser Klassifizierung sind dabei sowohl strukturell (Abbildung
1-2),38193 gls auch funktionell relativ konsistent definiert. Dagegen sind fir die anderen
Gruppen weder die Konsensussequenzen der Liganden klar definiert, noch einzelne WW-
Domadnen eindeutig einer Gruppe zugeordnet.'30157177.178 Ayt Grund der unklaren

Spezifitét einer Vielzahl von WW-Doménen sollte in dieser Arbeit ein Verstandnis der
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Tabelle 1-3 Klassifizierung der WW-Doménen in Spezifitétsgruppen

Gruppe  Reprdasentative Proteine  Konsensussequenz Représentative Liganden

| YAP65 PPxY PEBP2 Transkriptionsfaktor
DYSTROPHIN B-Dystroglycan
NEDD4 ENaC Natriumkanal

1 FBP11 PPLP Formin
FE6S Mena

1] FE6S RPP, RxPP, PPR, PPxR, PGM mRNA-Spleififaktoren:
FBP21 SmB, UTC, NpwBP
HYP109
PQBP1

vV PIN1 (posS/poT)P RNA-Polymerase |I
ESST Cdc25C Phosphatase

Diese Klassifizierung ist eine Konsolidierung verschiedener dhnlicher Klassifikationen.'?77/178

Spezifitétsmechanismen entwickelt werden, welches unter anderem in einer verbesserten
Klassifizierung der WW-Domdnen an Hand ihrer Sequenz mindet.

Trotz groBer struktureller Ubereinstimmung binden die WW-Domdanen der Gruppe | ihre
Liganden in C—N-Orientierung, wiéhrend WW-Doméanen der Gruppe IV ihre Liganden in
N—C-Orientierung binden (Orientierung des Liganden relativ zum ersten B-Strang BA der
WW-Doméne).?"® Die Fahigkeit, prolinreiche Liganden in beiden Orientierungen binden zu
kénnen, beruht auf der Pseudosymmetrie der PPIl-Helix (Abbildung 1-1).2'? Im Gegensatz

1197 wyrde fir WW-Doménen ei-

zu SH3-Domadnen, die ebenfalls diese Féhigkeit besitzen,
ner Gruppe aber bislang nur entweder die eine oder die andere Orientierung beschrieben.

Die WW-Domdnen der Gruppe IV unterscheiden sich von allen anderen dadurch, dass
sie spezifisch phosphoserin(poS)- bzw. phosphothreonin(poT)-haltige Liganden mit einem
(poS/poT) P-Motiv binden.'3%'?® Damit brechen diese WW-Doménen mit dem Paradig-
ma der Bindung zweier konsekutiver Prolinreste durch die charakteristische hydrophobe
Prolin-Bindungsstelle. Anstatt eines Prolins findet man in Komplexen der Gruppe IV WW-
Doménen ein Phosphoserin oder Phosphothreonin an A 1.

Damit unterliegt die Wechselwirkung einer Gruppe IV WW-Domdne automatisch einer
positiven Regulation: die Zielproteine werden nur dann gebunden, wenn ihre SP- oder TP-
Motive spezifisch phosphoryliert wurden.'”® Im Gegensatz dazu gibt es nur wenige Hinweise
auf eine moéglicherweise negative Regulation der Wechselwirkung tyrosinhaltiger Liganden

mit Domdnen der Gruppe | durch Phosphorylierung des Tyrosins im Liganden 317!
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1.3.3 Funktioneller Kontext der WW-Domdédnen

Die Domdnenarchitektur fir einige reprasentative WW-Domdnen enthaltende Proteine ist
schematisch in Abbildung 1-3 dargestellt. WW-Domanen kénnen dabei sowohl als einzelne
Doméne (hYAP65) als auch in mehreren Kopien vorkommen (RNEDD4).

Infolge der Verbreitung in Proteinen unterschiedlicher Funktion sind WW-Doménen an
den verschiedensten zellulgren Funktionen beteiligt: dazu gehéren unter anderem der Ubi-
quitin-vermittelte Proteinabbau durch NEDD4-é&hnliche Ubiquitinligasen (z.B. ANEDD4'72
und yRSP5'%7), die Vermittlung von Interaktionen mit dem Zytoskelett (z.B. hDYSTRO'®), die
Transkription (z.B. hPQBP17¢ und hYAP65%%), die Nachbearbeitung der mRNA durch
Spleien (z.B. yPRP40'8) sowie die Regulation der Mitose (z.B. hPIN1'64207),

Dariber hinaus besteht ein medizinisches Interesse an WW-Doménen, da sie direkt und

indirekt in Zusammenhang mit einer Reihe menschlicher Krankheitsbilder gebracht werden.

hDYSTRO P11532 I DL IR X S N 3@«
hAIPT Q86ULs CEEH-€©—€© € €©—6©—
hIQGAP1  P46940 — = Yoo —E— B |—
hNEDD4  P46934 €©—H—0¢

hITCHY — Q96J02 € 49549

yRSP5 P39940 €©—4—H—-lEL >

hCA150 014776 ) ——000-000-

hFBP11  O75400 —46——0-00-O0—O0——

yPRP40  P33203 44—0O—O—O-

L

hBAG3 095817 H——-——E—

hDGR8 Q8WYQ5 2 o) — G} —— Doménensymbole
aFCA 004425 i & & WW
hFE65 000213 @ PD7
hGAS7 060861 4 B — € FF
hWWOX  Q9NZC7 44-IEE_ |- €1 BAG
RPINT Q13526 4] | PTB
tbZFP2 Q967Y4 44 € Spectrin
hPQBP1 060828 ~&H— @ ) GuKc
hYAP65 P46937 ——_— C2
mYAP65  P46938 ' — > HECT

Abbildung 1-3 Doménenarchitektur représentativer WW-Doménen enthaltender Proteine

Domaénenarchitektur nach SMART-Datenbank.'®" Die héufigsten Doménensymbole sind in der Legende
mit ihrer SMART-Bezeichnung aufgefihrt. Fir eine detaillierte Beschreibung dieser und weiterer Doméin-
en, siehe http://smart.embl-heidelberg.de sowie im Text. Die Proteine sind durch ihre géngige Abkirzung
und ihren primaren UniProt'® Zugriffscode benannt.
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So wird das Liddle-Syndrom, eine erbliche Bluthochdruckerkrankung, durch Stérung des
Ubiquitin-vermittelten Abbaus eines Natriumkanals ausgelést. Auf molekularer Ebene ba-
siert diese Stérung auf einer Deletion oder Punktmutation des xPPxY-Zielmotivs in diesem
Natriumkanal, mit dem normalerweise die WW-Doménen von NEDD4-Ubiquitin-Ligasen
interagieren.'’? Im Falle der Muskeldystrophie fishren Deletionen in der C-terminalen Re-
gion des Dystrophins, in der sich unter anderem eine WW-Doméine befindet, zur schweren
Form der Duchenne-Muskeldystrophie. Diese WW-Doméine ist fir die Wechselwirkung mit
einem xPPxY-Motiv des B-Dystroglycan verantwortlich und damit essentiell fir die Ver-
knipfung des Zytoskeletts mit der extrazelluléren Matrix.'*%'”” Auch im Zusammenhang mit
der Alzheimer Krankheit scheinen mehrere Proteine mit WW-Domdnen eine Rolle zu spie-
len: sowohl hFE65'* als auch hPINT'® wurden mit der Krankheit in Verbindung gebracht.
Dariber hinaus wird ein Zusammenhang zwischen WW-Domanen enthaltenden Proteinen
und Chorea Huntington,'*? sowie der Entstehung maligner Tumore vermutet.?%?%” Das in
dieser Arbeit angestrebte Verstandnis der Wechselwirkungs- und Spezifitdtsmechanismen
der WW-Doménen sollte nicht nur dabei Helfen, die Rolle der WW-Doménen bei der Ent-
stehung dieser Krankheiten zu verstehen, sondern es sollten auch neue Méglichkeiten fir

die therapeutische Intervention an diesen Wechselwirkungspunkten aufgezeigt werden.

1.4 PDZ-Domdanen

PDZ-Doménen gehéren zu den haufigsten Protein-Interaktionsdomdnen (Tabelle 1-1).734 |hr
Name leitet sich von den drei Proteinen ab, in denen sie entdeckt wurden: post synaptic
density protein 95 (PSD95),”* disc large (Dlg)*® und zonula occludens T (ZO1).2%

Strukturell sind PDZ-Doménen etwa 90 Aminséuren lange globulére Proteindoménen,  Die konservierten
Domdénenpositionen

die ein 6-stréngiges B-Fass (B-Stréinge PA bis BF) flankiert von 2 a-Helices (oA und aB) bil- werden an Hand ihrer

Position relativ zum
den (Abbildung 1-4).>""® Auf der Sequenzebene wurden sie an Hand des charakteristisch-  Beginn des voraus-
gehenden konservier-
ten Sekunddrstruktur-
elements bezeichnet,
z.B. aB8 fir den 8.
Rest nach Beginn der

it -Helix a.B
spielen die von PDZ-Doménen vermittelten Wechselwirkungen mit Affinitéten im mikromo- fsw,ee;:';‘ﬁfz')”

en GLGF-Motivs identifiziert, welches mafigeblich an der Bindung der extremen C-Termini

vieler PDZ-Doménen-Liganden beteiligt ist (Tabelle 1-4 und Abbildung 1-4).7* Funktionell

laren Bereich®>”? vor allem bei der Organisation der Komplexe in Signaltransduktions-

94,98

wegen,’”? dem Aufbau von Proteinnetzwerken in submembranésen Kompartimenten und

der Vermittlung von Wechselwirkungen mit dem Zytoskelett'?* eine Rolle (1.4.2).
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Tabelle 1-4 Sequenzalignment représentativer PDZ-Doménen

Domane’  UPID® | PA >

) Doménengrenzen®

BF >Beginn Ende

. . d|
Aminoséure-Sequenz

Doménenposition? 3 5 e

hPSD95-PDZ1 P78352

hPSD95-PDZ2 P78352  EIKLIKGP--KGLGFSIAGGVGNQHIPGD
hPSD95-PDZ3 P78352  RIVI
dDLG-PDZ1  P31007  DIQLE
dDLG-PDZ2 P31007  EIDL
dDLG-PDZ3 P31007  TITI
hZO1-PDZ1 Q07157 TVTL
hZO1-PDZ2 Q07157 KVTL
hZO1-PDZ3 Q07157 KLVK:
hnNOS-PDZ P29475  SVRL GLG ; !
hUMK1-PDZ P53667  LVSIPASSH-GKRGLSVSIDPPHGPPGCGTEHSHEVRVQGVDPGCMSPDVKNSIHVI
dINAD-PDZ1 Q24008 MVTLD TGK—KSFGICIVRGEVKDSPNTKT-——T(:IFIKL’IVPDS? ‘
hPTPBL-PDZ2 Q64512  EVEL SLG

cLIN2-PDZ ~ P54936  LVQF!

hDVLI1-PDZ ~ O14640 TVTLNMERH-HFLGISIVGQSNDRGD---
hCASK-PDZ 014936  LVQF! .PMG!
hEM55-PDZ Q00013  LIQFEKVTE-EPMGITLKLNEK------- --QSCTVARILHG-GMIHRQGSLHV!
hNHERF-PDZ1 O14745 LCCLE
hX11-PDZ1 Q02410 DVFIEKQKG-EILGVVIVESGWGSIL
hX11-PDZ2 Q02410 TVLIRRPDLRYQLGFSVON--------—- ----GIICSLMRG-GIAERGG-VRVGHRIIEIL
rGRIP1-PDZ7 P97879  KVTLYRDSGMEDFGFSVADGLLE------ --KGVYVKNIRPA-GPGDLGG-LKPYBRLLQ
mSNA1-PDZ Q61234  RVTVI
hERBIN-PDZ Q9NR18 RVRVEKD---PELGFSISGGVGGRGNPFRPDD-DGIFVTRVQPE-GPASKL--LOPGDKIIQ
hAF6-PDZ  P55196  TVTL

Ugunden—Bindungssfelle')

1.3.5..

IVRLYVM 108 - 192
VVYLKVA 203 - 287
TVTIIAQ 356 - 434
VVKLHVK 216 - 300
KVTLIIG 330 - 418
VVTLLAQ 506 - 584
NAKITIR 11 - 95
KLKMVVQ 174 - 249
EVTILAQ 411 - 489
ETHVVLI 17 - 96
LLQLTLE 165 - 255
ADF---KIELEIQ 17 - 103
TGQ---VVHLLLE 1357 - 1439
ARG---QVTFKII 546 - 624
IVSQTGPISLTVA 251 - 336
MRG---SITFKIV 490 - 568
TKG---MISLKVI 71 - 149
G----EN 14 - 91
G----TSLVGLPLSTCQSIIKGLENQS-RVKLNIV 656 - 740
G----QSVVATPHEKIVHILSNAVG---EIHMKTM 747 - 820
H----VRTRDFDCCLVVPLIAESGN---KLDLVIS 988 - 1067
G----EDLSSATHDEAVQALEKTGK---EVVLEVK 81 - 161
G----YSFINIEHGQAVSLLETFQN---TVELIIV 1323 - 1407
G----RSLVGLSQERAAELMTRTSS---VVTLEVA 993 - 1073

SGLGFSIAGGTDNPHIGDD

GS--TGLGFNIIGGEDG---——-----
GN- - SGLGFSIAGGTDNPHIGTD----TSIYITKLISG-GAAAADGRLST
GG--KGLGFSIAGGIGNQHIPGD----NGIYVTKLTDG-GRAQVDGRLST
GP--QGLGFNIVGGEDG----—----~— QGIYVSFILAG-GPADLGSELKR
PG-FGFGIAISGGRDNPHFQSGE- - -TSIVISDVLKG-GPAEGQ- - LQE
SRKNEEYGLRLAS--—--=======—=~ HIFVKEISQD-SLAARDGNIQE
KG--DSVGLRLAGGND------- --VGIFVAGVLED-SPAAKEG-LEE
RKV-GGLGFLVKERVSK PPVIISDLIRG-GAAEQSGLIQA

N----VDEFTNII
G----RPLVDLS
G----TPIRNVP,
G----KDVRNSTEQAVIDLI
G----VSLEGATHKQAVETL
G----MSVANRSVESLQEML
D- - - -VNFENMSNDDAVRVL
G----ISVANQTVEQLQKML
G----TNV!

TD--GSLGISVTGGVNTSVRH---—--- GGIYVKAIIPK-GAAESDGRIHK
DTQ-EPMGITLKVNED-----—-— --GRCFVARIMHG-GMIHRQATLHV/

--GGIYIGSIMKG-GAVAADGRIEP!
TD-EPMGITLKMNEL---- -~ --NHCIVARIMHG-GMIHRQGTLHV!

GP- -NGYGFHLHGEKGK-- - -LGQYIRLVEPG-SPAEKAG-LLA

- PEVIIANMMHG-GPAEKSGKLNI

DA-GGLGISIKGGRENK-----—-—- MPILISKIFKG-LAADQTEALFVGDAILS

0- - -NGMGLSIVAAKGAGQDK---~-~ LGIYVKSVVKG-GAADVDGRLAA( LLS

Interaktionsfléche IF-3

Interaktionsfléche IF-2

® Doménennamen gebildet aus Organismus-Préfix, Proteinnamen und Doménen-Suffix (siehe 2.1.1).

b Priméarer UniProt'®

C

Zugriffscode des die PDZ-Doméne enthaltenden Proteins.

Die konservierten strukturellen Doménenpositionen sind nach der Standardnomenklatur durchnummeriert (siehe 2.1.2.2).

Die Positionsbezeichnungen bestehen aus einem Sekundéarstrukturpréfix und der Position, gezéhlt vom Anfang des jeweiligen
Sekundaérstrukturelements, z.B. BB1.

Sequenzalignment der Sequenzen der PDZ-Domdnen. Die Einférbung konservierter Aminoséureeigenschaften basiert auf

der Konsensussequenz-Féarbemethode von CLUSTAL-X."®' Oberhalb des Sequenzalignments ist der Sekundarstrukturkonsen-
sus schematisch dargestellt.

¢ Position der ersten und letzten Aminoséure der Domdénensequenz innerhalb des Gesamtproteins.

" Aminosdurereste der PDZ-Doméne, welche die Oberfléche der Bindungsstelle formen, sind mit farbigen Streifen unter- und
oberhalb des eigentlichen Alignments markiert. Diejenigen Reste, deren Seitenketten mit der konservierten Ligandenposition
A0Q inferagieren, sind mit einem violetten Balken verbunden (IFO), mit A—1 interagierende Rest mit einem blassgrinen Bal-

ken (IF=1), mit A—2 interagierende mit einem orangenen (IF—2) und mit A—3 interagierende mit einem dunkelgrinen
(IF=3) (vergleiche Abbildung 1-4).

Auf Grund der
Konservierung des
Wechselwirkungs-
mechanismus lassen

sich virtuelle Liganden-

positionen A in PDZ-
Doménen/Liganden-
Komplexen definieren.
A0 kennzeichnet dabei
den C-terminalen Rest.
Die vorausgehende
Reste werden folglich
rickwdartszdhlend als
A—1, =2, etc.
bezeichnet

(siehe 2.1.2.2).

1.4.1 PDZ-Domdénen/Liganden-Bindungsmechanismus

Charakteristisch fir PDZ-Doménen ist ihre Féhigkeit spezifisch den extremen C-Terminus
ihrer Zielproteine zu binden.”®'?2 Dabei wird die C-terminale Carboxylgruppe des Liganden
durch Wasserstoffbricken mit den Hauptketten-Amidgruppen der GLGF-Schleife in der
Bindungstasche zwischen BB und aB fixiert (Abbildung 1-4).”* Gleichzeitig formen die vor-
ausgehenden vier C-terminalen Ligandenreste einen zu BB anfiparallelen B-Strang, der
dadurch integraler Bestandteil des B-Faltblatts der PDZ-Doméne wird.””

Als Folge dieses Bindungsmechanismus sind die Positionen der letzten vier C-terminalen
Reste des Liganden relativ zur PDZ-Doméne stark konserviert.””?°® Dementsprechend kén-
nen auch fir die PDZ-Domanen/Liganden-Komplexe virtuelle Ligandenpositionen definiert
werden. Die Position des C-terminalen Rests wird dabei als A0 bezeichnet. Die dazu N-tfer-

minal liegenden Reste besetzen entsprechend die Positionen A—1, A—2, A—3 usw.
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(Abbildung 1-4, siehe 2.1.2.2). Auf Grund dieser hochkonservierten Positionen interagieren
die Seitenketten der letzten vier Ligandenreste mit vier definierten Bereichen der PDZ-Domé-
ne, den sogenannten Interaktionsfléichen IFO bis IF—3.'792% Die Form und Eigenschaften
der Oberflache dieser Interaktionsflachen definieren die Spezifitét einer PDZ-Doméne fur

die letzten vier C-terminalen Reste ihrer Liganden.

A

ﬁBBC»Schleife_\
L GLGF2

[
Cammg@ ligond @® ©°
e Domdne o N
(Deimes  Wasserstoffbricke @ C @ Hydrophober Kontakt mit Alom des Liganden

mye® Hydrophober Kontakt mit Aminostiure der Doméne

Abbildung 1-4  Struktur der rPSD95-PDZ3 Doméine im Komplex mit einem Peptid aus CRIPT

(A) Bandermodell™' der rPSD95-PDZ3 Doméine [PDB: 1BE?].*> Die B-Stréinge werden in N-C-terminaler
Abfolge BA, BB usw., die a-Helices aA und aB, sowie die Schleifen entsprechend BABB-, BBBC-Schleifen
usw. genannt. Die konservierte GLGF-Schleife ist hellblau dargestellt. Die konservierten Doménenpositio-
nen werden an Hand ihrer Position relativ zum Beginn des vorausgehenden konservierten Sekundérstruk-
turelements bezeichnet, z.B. aB8 fir den 8. Rest nach Beginn der zweiten a-Helix aB (sieche 2.1.2.2). Der
Ligand (QTSVeoon) aus B-Dystroglycan ist grau dargestellt. Die konservierten Ligandenpositionen werden
ausgehend vom C-Terminus (CT) durch 20, A—1, =2 und A—3 bezeichnet. Der Ligand wird in Form ei-
nes zusdtzlichen antiparallelen B-Strangs gebunden. Die Hauptkette der Ligandenreste A0 bis A—3 bilden
dazu typische Wasserstoffbriicken zur Hauptkette des BB-Strangs der Doméne aus (blau gestrichelte Li-
nien). Die freie Hauptketten-Carboxylgruppe des A0 Rests wird in der Bindungstasche durch Wasserstoff-
bricken mit den Hauptketten-Amidgruppen der GLGF-Schleife fixiert. Die Seitenketten der Doménenreste
der konservierten Bindungstasche bilden entsprechend fir die Ligandenpositionen A0 bis A—3 die soge-
nannten Interaktionsfléchen IFO bis IF—3 aus. IFO ist violett, IF—1 hellgrin, IF—2 orange und IF—3 dun-
kelgrin eingeférbt (siehe auch Tabelle 1-4). Die Wasserstoffbricke zwischen Threonin/ Serin in A—2 und
Histidin in aB1 ist charakteristisch fir die Erkennung von Liganden der Gruppe | (Tabelle 1-5). (B) Sche-
matische Darstellung der Interaktionen mittels LigPlot.'” (€) Die Interaktionsfléichen IFO bis IF—3 sind auf
der Domdnenoberflédche analog zu A eingefdrbt. (D) Die Oberfléche® der Doméne ist an Hand der
Hydrophobizitit®® eingefarbt: hydrophobe Bereiche gelb und hydrophile Bereiche grin.
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Tabelle 1-5 Klassifizierung der PDZ-Doménen in Spezifitdtsgruppen

Gruppe  Reprdsentative Proteine  Konsensussequenz Représentative Liganden

| PSD95 x(S/T)xDPcoon NMDA-Rezeptorenuntereinheiten
SNAI Spannungsabhéngige Na™-Kandle
PICK1

Il GRIP XOxDcooy  Neurexin
CASK AMPA-Rezeptorenuntereinheit GluR2
PICK1

1l nNOS X (D/E) x®@coox  Melatoninrezeptor
X11 KIF17

Diese Klassifizierung ist eine Konsolidierung verschiedener dhnlicher Klassifikationen.”?88:170.187

Basierend auf den Konsensussequenzen der selektiv gebundenen Liganden wurden auch
die PDZ-Doménen in Spezifitdtsgruppen eingeteilt (Tabelle 1-5). Erwartungsgemdéf spielen
for die Spezifitat generell vor allem die letzten vier C-terminalen Reste eine mafigebliche
Rolle.??7%%? Dabei ist die hohe Selektivitét fir Aminosduren in den Ligandenpositionen A0
und A—2 darauf zuriickzufihren, dass die Seitenketten beider Reste in mehr (AO) oder we-
niger (A—2) ausgeprdagte Taschen der PDZ-Domdne eintauchen (Abbildung 1-4). Dagegen
schmiegen sich die Seitenketten der Reste in A—3 und A—1 eher an der Domdnenober-
flache an.

1.,170

In dieser Klassifizierung sind die Gruppen | und Il allgemein anerkannt,'’® wéhrend weite-

re Gruppen in der Literatur uneinheitlich definiert und verwendet werden.?!¢57988.187 Allgr.
dings gibt es auch immer mehr Berichte Gber sogenannte dualspezifische PDZ-Doménen,
d.h. PDZ-Doménen, die sowohl Liganden der Gruppe | als auch Il binden.?*#2% Dariber
hinaus lassen sich eine ganze Reihe von PDZ-Domdénen/Liganden-Wechselwirkungen kei-
ner der konventionellen Gruppen zuordnen.®® Versuche, die Spezifitét mit einigen wenigen
Sequenzmerkmalen der PDZ-Doménen zu korrelieren, sind bislang gescheitert.?''8 Auf
Grund dieser unklaren Verhdltnisse sollte in dieser Arbeit ein Versténdnis der Spezifitét von
PDZ-Doménen entwickelt werden, um unter anderem die Dual-Spezifitét zu erkléren.
Gleichzeitig sollte eine Methode zur quantitativen Analyse und Beschreibung der Spezifitéit
von PDZ-Domanen entwickelt werden, welche nicht mehr den Einschrénkungen der artifizi-
ellen Einteilung in Spezifitatsgruppen unterliegt.

Zusatzlich zur Bindung C-terminaler Liganden kénnen einige PDZ-Doménen, wie z.B.
mSNAT1-PDZ, auch als B-Finger exponierte interne Motive binden (siehe [PDB: 1QAV]).*’
Die B-Finger werden dabei Gber den gleichen Mechanismus wie C-terminale Peptide ge-

bunden. Dabei verhindert die scharfe Biegung der B-Schleife in der zum C-Terminus ana-
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logen Position eine Kollision mit der GLGF-Schleife. Unter anderem dient dieser Mechanis-
mus der PDZ-Doméanen-Dimerisierung, wie der Komplex der beiden PDZ-Doménen aus
SNAT und nNOS demonstriert.¢”1?8 Dariber hinaus wurden fir einige PDZ-Doménen
Wechselwirkungen mit Lipiden?'” und eine Dimerisierung Uber andere Bereiche der Domd-

nenoberfléche beschrieben.?’

1.4.2 Funktioneller Kontext der PDZ-Domd&nen

PDZ-Doménen werden in Kombination mit einer Vielzahl anderer Doménen vorgefunden
(Abbildung 1-5, Seite 17). In der Gruppe der Membran-assoziierten-Guanylatkinasen
(MAGUK) sind PDZ-Doméanen mit einer SH3-Domdne und einer katalytisch inaktiven

Guanylatkinase-Doméne (GuKc) gepaart.”” Daneben gibt es eine Reihe von sogenannten
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Andere Domdnen Komposition

Abbildung 1-5 Domdnenarchitektur représentativer PDZ-Doménen enthaltender Proteine

Domaénenarchitektur nach SMART-Datenbank.'®" Die héufigsten Doménensymbole sind in der Legende
mit ihrer SMART-Bezeichnung aufgefihrt. Fir eine detaillierte Beschreibung dieser und weiterer Doméin-
en, siehe http://smart.embl-heidelberg.de sowie im Text. Die Proteine sind durch ihre géngige Abkirzung
und ihren primaren UniProt'® Zugriffscode benannt.
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Multi-PDZ Proteinen, die fast ausschlieBlich aus Tandem-Wiederholungen von PDZ-Do-
mé&nen bestehen. |hre Funktion ist wahrscheinlich die Vernetzung vieler Wechselwirkungs-
partner.

Prinzipiell spielen die meisten Proteine, die PDZ-Doménen enthalten, eine Rolle bei der
Organisation von Proteinkomplexen sowie deren Lokalisation in definierte subzellulére
Kompartimente.®® Dazu gehéren unter anderem die Organisation von Signaltransduktions-
wegen (dINAD),""” die Aufrechterhaltung der Zellpolaritét (dPAR6),'?® das Protein-Sorting
(MLINTO, mLIN7 und mLIN2),"®® die Ausbildung von Rezeptoren-Cluster (nPSD95)'% sowie
die Modulation der Aktivitdt des Bindepartners (R(NHERF und hCAP70).%

Auch fur einige humane Krankheitsbilder konnte in den letzten Jahren ein Zusammen-
hang mit PDZ-Domédnen-vermittelten Wechselwirkungen festgestellt werden. So wird das
Usher-Syndrom (angeborene Taubheit und Blindheit) durch Mutationen in einem Gen aus-
geldst, welches fir das PDZ-Doménen enthaltende Protein Harmonin (hHARM) kodiert.?*1%4
Daneben konnten Verbindungen zwischen Mutationen in dem PDZ-Protein Pariaxin und der
Dejerine-Sottas Neuropathie,?®'%> der Deletion des Proteins Dishevelled (hDVL1) und dem
DiGeorge-Syndrom'#? sowie der Deletion der LIM-Kinase-1 (hLIMK1) und dem Williams-

Syndrom' nachgewiesen werden.

1.4.3 Untersuchte PDZ-Domdanen

In dieser Arbeit wurden exemplarisch die PDZ-Doménen aus den Proteinen hAF6, hERBIN
und mSNAT untersucht.

hAF6 [UP: P55196] ist das Protein des Gens all-1 Fusion Partner on Chromosome 6,
welches héufig in akuten lymphoblastischen Leukédmien auf Grund einer chromosomalen
Translokation fusioniert mit dem Gen all-1 vorliegt. Neben einer PDZ-Doméine enthalt
hAFé noch zwei Ras-association Domdnen (RA), eine Forkhead-association Doméne (FHA)
und ein Dilute Domane (DIL), sowie mehrere prolinreiche Regionen (Abbildung 1-5). Damit
kann hAFé sowohl als Adapterprotein fungieren als auch Uber die RA-Doménen in den
MAP-Kinase-Signalweg eingreifen. Fir hAF6 wurde eine Beteiligung am Aufbau und der
Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten und der Zellpolaritét, insbesondere in embryo-
nalen Geweben, beschrieben.?%2' Daneben ist bekannt, dass hAFé Uber seine PDZ-Do-
mdne mit verschiedenen Ephrin-Rezeptorkinase-Subtypen,”! dem Breakpoint-Cluster-Region
(BCR) Protein,'*” dem Junctional-Adhesion-Molecule (JAM)*¢ sowie dem Zell-Zell-Adhési-

onsprotein Nectin'’? interagiert. DarGber hinaus bindet AF6 iber die RA-Doménen nicht
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nur die kleinen GTPasen der Ras-Familie'*® sondern auch ZO1,%% ein Protein der Tight-
Junction Zell-Zell-Kontakte.

Das ErbB2 interacting protein (hERBIN, [UP: Q9NR18]) wurde urspringlich als Wechsel-  hERBIN-PDZ
wirkungspartner der Epidermal-Growth-Factor-Receptor related Kinase (ERB2) identifiziert.?”
Es gehort zur Familie der Leucine-Rich-Repeat-and-PDZ-containing Proteine (LAP) und ent-
halt neben einer PDZ-Doméne noch eine Region mit 16 Leucine-Rich-Repeats (LRR, siehe
Abbildung 1-5).3 LAP-Proteine scheinen als Gerist-Proteine fur die Aufrechterhaltung der
spezifischen Zellmorphologie und der Apikal-Basal-Polaritét von Epithelzellen verantwortlich
zu sein. Uber die PDZ-Domane interagiert hERBIN unter anderem mit p120-ahnlichen
Catenin-Proteinen,® der Integrin B4-Untereinheit*” und dem ERB2-Rezeptor,?” fir dessen
basolaterale Lokalisation hERBIN verantwortlich zu sein scheint. Neben der Rolle als Adap-
terprotein, greift hERBIN auch regulierend in den MAP-Kinase-Signalweg ein, in dem es die
Aktivierung von Raf-1 durch Ras Gber eine Wechselwirkung mit dem LRR-Motiv inhibiert.”’

al-Syntrophin (hRSNAT, [UP: Q13424]) ist ein Protein des Dystrophin-assoziierten Protein- mSNA1-PDZ
komplexes und verknipft membranstdndige Rezeptoren mit dem Zytoskelett Gber die Wech-
selwirkung mit Dystrophin.* Die in dieser Arbeit untersuchte Doméne mSNAT-PDZ [UP:
Q61234] des homologen murinen Proteins unterscheidet sich nur durch ein Alanin an
Position aB7 anstelle eines Valins in hSNAT-PDZ. hSNAT1 besitzt neben einer PDZ-Doméne
auch eine PH-Doméne (Abbildung 1-5). Uber seine PDZ-Doméne lokalisiert hRSNAT eine
Reihe zytoplasmatischer Proteine in submembranése Kompartimente im Bereich des Dystro-
phin-assoziierten Proteinkomplexes: dazu gehéren die neuronale NO-Synthase (nNOS), de-
ren PDZ-Doméne durch ein internes B-Fingermotiv gebunden wird,*?¢? die Glutaminase L'%°
und die stress-aktivierte Proteinkinase 3 (SAPK3).¢® Gleichzeitig rekrutiert hNSNAT Gber seine
PDZ-Doméine auch eine Reihe von Membranproteinen, unter anderem das Aquaporin4?
und die spannungsabhéngigen Natrium-Kandle CIN4 und CIN5.%° Diese wiederum schei-
nen teilweise mit den zytoplasmatischen Effektorproteinen in funktionaler Beziehung zu

stehen.
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1.5 Analyse und Vorhersage von Protein-Protein-
Wechselwirkungen

Nach der Sequenzierung kompletter Genome, allen voran das des Menschen,'%192 ist die
Aufklarung der komplexen Protein-Protein-Wechselwirkungsnetzwerke einer der néchsten
Schritte auf dem Weg zum Verstandnis der gesamten Organismen. Hierfir wurden eine Rei-
he experimenteller und theoretischer Methoden entwickelt, deren Spektrum von der Hoch-
durchsatz-Analyse kompletter Wechselwirkungsnetzwerke zur detaillierten Analyse einzelner
Wechselwirkungen und von der rein experimentellen Analyse zur rein theoretischen Vorher-

Die Wechselwirkungs-  sage reicht. Im Folgenden werden einige wichtige Entwicklungen der letzten Jahre vorge-
modelle der vorliegen-

den Arbeit basieren  stellt, um die hier vorliegende Arbeit in einen Rahmen zu setzen. Diese befindet sich quasi
auf der Kombination

experimenteller Ana- — jm Zentrym des Spektrums, zwischen der Analyse einzelner Wechselwirkungen und ganzer
lyse und theoretischer

Vorhersage Netzwerke. Vor allem liegt aber die Starke der vorliegenden Arbeit in der effizienten Kombi-

nation der experimentellen Analysen und theoretischen Vorhersagen.

1.5.1 Experimentelle Analyse von Protein-Protein-
Wechselwirkungen

Systematische Analyse  Zur systematischen experimentellen Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungsnetzwer-
des Protein-Protein-

Wechselwirkungs- ken sind in den letzten Jahren eine ganze Reihe von Techniken entwickelt worden. Dazu
netzwerks

k,°283187 die Kombination von Tandem-

gehéren vor allem die Yeast-Two-Hybrid Techni
Affinitéts-Reinigung und massenspektrometrischer Proteinidentifizierung®’® und die An-
wendung sogenannter Proteom-Chips.?'® Der Vergleich dieser Methoden an Hand der
systematischen Analysen des Protein-Protein-Wechselwirkungsnetzwerks der Béckerhefe
Geringe Uberlappung  (Saccharomyces cerevisiae) zeigt allerdings deutliche Schwéachen auf: die identifizierten
der globalen Analysen
Netzwerke der verschiedenen Studien Uberlappen nur relativ gering.”'%'?> Scheinbar
werden jeweils nur vergleichsweise kleine Ausschnitte des gesamten Wechselwirkungsnetz-
werks identifiziert. Das liegt unter anderem daran, dass die einzelnen Methoden vorrangig
Préferenzen der
einzelnen Techniken  verschiedene Arten von Wechselwirkungen detektieren. So lassen sich reversible Wechsel-
wirkungen besser durch die Yeast-Two-Hybrid Technik identifizieren, waéhrend permanente
Dynamik der Wechsel- Wechselwirkungen hauptséchlich durch Affinitéts-Reinigung detektiert werden kénnen.” Hin-
wirkungsnetzwerke
zu kommt das viel grundlegendere Problem, dass Protein-Protein-Wechselwirkungsnetz-
Kombination werke hochdynamische Systeme sind, die sich nicht einfach durch einzelne Momentaufnah-

experimenteller und
theoretischer Analysen men erfassen lassen. Erst die Kombination der verschiedenen experimentellen Ergebnisse
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und zusétzlich die theoretische Modellierung von Wechselwirkungen wird daher letztendlich

ein Gesamtbild ergeben.'#841%0

Die reversiblen und damit hochdynamischen Wechselwirkungen der Protein-Interaktions-  Andlyse der Wechsel-
wirkungen von Protein-
domdnen werden gerade aus diesen Griinden nur in geringem Mafe von den globalen An- Interaktionsdoménen
satzen erfasst. Auf Grund der meist linearen Sequenzmotive, die von Protein-Interaktions-  Protein-Interaktions-

doménen erkennen

domdnen in ihren Zielproteinen erkannt werden, kann das Wechselwirkungsspekirum dieser meist lineare Sequenz-
motive

Doménen effizient — allerdings nur in vitro — mit Hilfe von Phage-Display®®'¢7:1¢8

und Pep-
tid- bzw. Protein-Bibliotheken? 74170 yntersucht werden. Diese Techniken wurden in letzter
Zeit auch fir genomweite Analysen aller Domdnen einer Familie verwendet, unter anderem

for WW-Doménen”>'3% ynd SH3-Domdnen. 94184

1.5.2 Theoretische Vorhersage von Protein-Protein-
Wechselwirkungen

Klassischerweise wird eine Familie von Protein-Interaktionsdoménen basierend auf der Klassifizierung von
Protein-Interaktions-

Doménen/Liganden-Spezifitdt in sogenannte Spezifitdtsgruppen eingeteilt.'?7?:170.177.178,189 i?:rdsnpeer;z?;md
Solche Klassifizierungssysteme auf Ebene der Ligandensequenzen wurden fir die WW- und

PDZ-Domanen schon vorgestellt (siehe 1.3.2 und 1.4.1 sowie Tabelle 1-3 und Tabelle

1-5). lhre Aussagekraft ist aber limitiert, da einerseits die Zuordnung einzelner Doménen  Limitierung der

auf Grund teilweise widersprichlicher experimenteller Ergebnisse unklar ist. Andererseits VKT;S;ESZ:j:gssysfeme
lassen sich Domanen nicht allein auf der Basis ihrer Sequenzen zuordnen, da fir die mei-

sten Spezifitétsgruppen die charakteristischen spezifitétsbestimmenden Reste der Doménen

nicht definiert sind. Nur sie wirden aber die Vorhersage der Spezifitdtsgruppe fir eine ge-

gebene Doméne allein an Hand der Doménensequenz erlauben.'® Fir die WW-Doméinen

konnte solch ein gruppenspezifisches Sequenzmotiv nur fir die tyrosinspezifischen Doménen

identifiziert werden.”®"'® Im Falle der PDZ-Doménen wurde bislang nur die Korrelation

zwischen einem Histidin in der Position aB1 (Abbildung 1-4) und der Bindung von Gruppe |

Liganden (Tabelle 1-5) identifiziert. Allerdings schlieft ein Histidin in dieser Position auch

nicht die Bindung von Gruppe Il Liganden aus.?>%8 Weitere Versuche dieser Art waren

ebenfalls erfolglos.?’'#

Unabhéngig von der speziellen Anwendung fir Protein-Interaktionsdoménen gibt es eine  Sequenzbasierte

Methoden:

Reihe von Methoden zur Identifizierung solcher Sequenz-Aktivitats-Beziehungen: dazu gehé- SequinZ-Akﬁvifde-
Beziehungen

ren die Correlated Mutation Analysis,®' die in silico Two-Hybrid Technik (i2H),'® die Predic-
tion Of Unknown Sub-types (PROUST),** Support-Vector-Machine-basierte Methoden® und
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201 Die Anwendung der meisten dieser Methoden

die Analysis of Complementary Residues.
auf Protein-Interaktionsdomanen ist schwierig, vor allem auf Grund der relativ grofien An-
zahl an Liganden pro Doméne. Dagegen nutzt die iSPOT Methode®' gerade diesen Aspekt
erfolgreich fur die Vorhersage aus. iSPOT analysiert unter Einbeziehung struktureller Infor-
mation die Korrelation der experimentell bestimmten Aminoséurepréferenzen an den einzel-
nen Ligandenpositionen mit der Aminosduresequenz der Bindungsstelle in den Doménen.

Prinzipiell bieten Proteinstrukturen eine Fille zusatzlicher Informationen, allen voran die
réumliche Anordnung der Aminosduren und damit die Form und Eigenschaft der Protein-
oberfléche, die eine erweiterte Bewertung der Wechselwirkung zweier Proteine erméglicht.”
Aus dem Bereich des rational drug designs'®' sind auch einige erfolgreiche Methoden zur
Vorhersage von Wechselwirkungen auf der Ebene der Proteinstruktur bekannt, insbesondere
das Molecular docking.®*'¢? Die klassischen Docking-Methoden lassen sich jedoch nicht
einfach auf Protein-Interaktionsdoménen ibertragen, da sowohl die peptidischen Liganden
zu flexibel, als auch die Bindungsstellen auf den Domdnen zu flach sind. Diesem Problem
begegnet eine Gruppe anderer Vorhersagemethoden mit der Annahme einer bekannten
raumlichen Annordnung der Wechselwirkungspartner zueinander. Die Anordnung wird da-
bei der Struktur homologer Komplexe entnommen. Damit wird das Problem der Vorhersage
vorrangig auf die Bewertung der Komplementaritét der Eigenschaften bzw. Strukturkompati-
bilitét der Sequenzen reduziert. Erfolgreich angewendet wurden unter anderem die
InterPreTS-Methode auf eine Vielzahl von Proteinkomplexen der Hefezelle,>* die Protein-
Designmethode Perla auf das Design von PDZ-Domdénen mit veréinderter Spezifitét,'*? die
COMBINE-Methode auf das Design von Neuramidase-Inhibitoren'”® sowie eine ganze Rei-
he verschiedener strukturbasierter Methoden auf die Vorhersage von Haupt-Histokompati-
bilitéits-Komplex (MHC)/Peptid- und T-Zell-Rezeptor/Peptid-Wechselwirkungen.'>*'>?

Ein weiterer Vorteil der strukturbasierten Methoden ist, dass die Erkenntnisse, welche fir
Protein-Protein-Wechselwirkungen gewonnen wurden, in das Design von kleinen organi-
schen Substanzen einflielen kénnen. Teilweise lassen sich die resultierenden Wechselwir-
kungsmodelle direkt fir die Vorhersage der Wechselwirkungen mit Peptidomimetika ver-
wenden.'?” Allerdings wird die Kenntnis der Struktur des Proteins und zum Teil des Liganden

vorausgesetzt, was haufig eine schwerwiegende Anforderung darstellt.
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1.6 Zielsetzung und Strategie

Das Versténdnis von Protein-Protein-Wechselwirkungen ist auf Grund ihrer Bedeutung fir  Relevanz
die molekulare Funktion zellulérer Prozesse eines der fundamentalen Ziele der biomedizini-
schen Forschung. Auch im Zusammenhang mit pathologischen Dysfunktionen, wie zum
Beispiel maligner Tumore, Alzheimer oder Parkinson, spielen Protein-Protein-Wechselwir-
kungen eine entscheidende Rolle. Sie stellen damit interessante, wenn auch schwer beein-
flussbare, molekulare Angriffspunkte fir potentielle Therapien dar. Hier soll das Versténdnis
der molekularen Wechselwirkungsmechanismen zu Ideen fGhren, wie an diesen Angriffs-
punkten interveniert werden kann.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, Erkenntnisse Gber die Wechselwirkungs- und Spezifi- Verstindnis der

Wechselwirkungs- und
tatsmechanismen sowie die Selektivitdt von Protein-Interaktionsdomdnen im Allgemeinen  Speifitdts-

mechanismen
sowie von WW- und PDZ-Domdnen im Speziellen zu gewinnen. Dazu sollten statistische

Wechselwirkungsmodelle auf der Basis experimenteller Wechselwirkungsdaten in Kombina- &}Oinhin% Sfolfs*i“her
echselwirkungs-

tion mit der theoretischen Analyse der Sequenzen und Strukturen fir reprasentative Vertreter ™edelle

beider Doménenfamilien trainiert werden. Mit diesen Wechselwirkungsmodellen sollten
nicht nur neue potentielle Wechselwirkungspartner fir experimentell nicht untersuchte Do-  Vorhersage von
Wechselwirkungs-
ménen bzw. Liganden, sondern auch die entsprechenden Wechselwirkungsaffinitaten vor-  partner und -affinitaten
hergesagt werden.
Die praktische Anwendung der erstellten Wechselwirkungsmodelle sollte durch das ratio-  Rationales Design
peptidischer Liganden
nale Design spezifischer Liganden mit gesteigerter Affinitat demonstriert werden. Solche
designte Liganden wdéren vielféltig einsetzbar, beispielsweise als Kompetitoren in zellbiolo-
gischen Experimenten oder als Leitstrukturen fir das Design kleiner pharmakologischer
Substanzen zur Intervention an definierten Protein-Protein-Wechselwirkungen.
Ein weiteres Ziel bestand darin, die Leistung und die Anforderungen verschiedener Me-  Wechselwirkungs-

modelle auf
thoden zur Erstellung von Wechselwirkungsmodelle auf der Sequenz-, der Terticrstruktur-  verschiedenen

Informationsebenen
und der Quartérstrukturebene zu vergleichen. Dabei wurde insbesondere die Anwendbar-
keit der Comarative-Molecular-Field-Analyse (CoMFA der Domdnenstrukturen) und der
Comparative-Binding-Energy-Analyse (COMBINE der Doménen/Liganden-Komplexstruktu-
ren) auf Protein-Interaktionsdomdnen untersucht (fir Grundlagen dieser Methoden siehe
Anhang D). Gleichzeitig wurde damit die Fragestellung bearbeitet, in wieweit sich die fir

wenige Vertreter einer Familie gewonnen Erkenntnisse durch die verschiednen Wechselwir-

kungsmodelle auf die Gbrigen Mitglieder Gbertragen lassen.
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Quantifizierung der SchlieBlich wurde mit dem Ziel, die Spezifitét einer Protein-Interaktionsdoméne zu quanti-
Spezifitét

fizieren, die Methode der Quantitativen Spezifitéts-Profile (QSP) entwickelt. Die generierten
QSP-Modelle beschreiben dabei die Spezifitét als kontinuierliche Affinitétsfunktion Gber den
gesamten potentiellen Liganden-Sequenzraum (siehe 1.2). Damit sollte die Vorhersage der
Bindungsaffinitat fir alle potentiellen Ligandensequenzen einer Protein-Interaktionsdoméne
Quantifizierung der  und somit ein quantitativer Vergleich der Selektivitaten verschiedener Doménen erméglicht

Selektivitat
werden. Letztendlich bilden QSP-Modelle eine wertvolle Grundlage fur die Simulation von

Doménen-vermittelten Wechselwirkungen auf dem Gebiet der Systembiologie.”*!7421¢
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