Kapitel 4

Diskussion

Im Rahmen der Aufklarung von Protein-Protein-Interaktionsnetzwerken sind Protein-Inter-
aktionsdoménen hoch interessante Untersuchungsobjekte, da sich die Erkenntnisse fir ein-
zelne Vertreter einer Doménenfamilie potentiell auf die restlichen Vertreter Gbertragen las-
sen.?!% Auf diese Weise konnte mit geringem experimentellen Aufwand eine grofie Anzahl
an potentiell, d.h. in vitro, méglichen Protein-Protein-Wechselwirkungen charakterisiert wer-
den. Gleichzeitig sind Protein-Interaktionsdoménen hervorragende Modellsysteme zur Ana-
lyse der Grundlagen spezifischer Protein-Protein-Interaktionen.

Die in dieser Arbeit entwickelten und experimentell verifizierten Wechselwirkungsmodelle
zeigen, dass durch das Training statistischer Modelle auf der Basis experimenteller Daten
for wenige Vertreter einer Domdanenfamilie die Vorhersage von neuen potentiellen Wechsel-
wirkungen fur experimentell nicht untersuchte Vertreter méglich ist. Durch die quantitativen
Modelle werden dabei nicht nur die Wechselwirkungspartner, sondern vor allem auch die
Affinitéten der Wechselwirkungen vorhergesagt. Um solche quantitative Modelle auch auf
Sequenzebene erstellen zu kédnnen, wurde die Methode der Quantitativen Spezifitéts-Profile
entwickelt. Durch all diese Modelle wird damit eine Umorientierung, weg von den einfach-
en Sequenzmotiven und den mehrdeutigen, teilweise schlecht definierten traditionellen Klas-
sifizierungssystemen,’' '8 hin zu einer quantitativen und umfassenderen Betrachtung der
Spezifitat vollzogen.

Die untersuchten WW- und PDZ-Domdnen sind aber nicht nur interessante Modellsyste-
me fur die Analyse und Vorhersage von Protein-Protein-Wechselwirkungen, sondern die
Interaktionen einiger Verireter sind auch direkt in die Entstehung einer Reihe klinisch rele-
vanter Krankheiten involviert (siehe 1.3.3 und 1.4.2). Fir das Versténdnis der Rolle, welche
diese Domanen bei der Entstehung von Krankheiten im Speziellen und in zelluléren Prozes-
sen im Allgemeinen spielen, ist das Versténdnis der Bindungs- und Spezifitéts-Mechanismen

essentiell. Dies ist damit auch ein Schritt in Richtung einer gezielten Therapie dieser Erkrank-
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ungen, unter anderem durch die Intervention an den Doménen-vermittelten Wechselwir-
kungen.'’

Neben dem speziellen Versténdnis der Wechselwirkungs- und Spezifitdtsmechanismen fur
die untersuchten WW- und PDZ-Doménen wird im Rahmen dieser Arbeit aber auch allge-
mein das Potential der verschiedenen Vorhersagemodelle evaluiert. Zusammen mit der De-
finition der Anforderungen zum Training der einzelnen Modelle soll diese Arbeit als Leitfa-
den fur die Anwendung der hier vorgestellten Methoden auf andere Protein-Interaktionsdo-

mdnenfamilien dienen.

4.1 Wechselwirkungsmodelle auf unterschiedlichen
Informationsebenen

Am Beispiel der WW-Doménen wurden Wechselwirkungsmodelle auf der Sequenz-, der
Tertiarstruktur- und der Quartarstrukturebene erstellt. Die verschiedenen Methoden zur Er-
stellung dieser Modelle stellen unterschiedliche Anforderungen an die zum Training zur Ver-
fogung stehenden experimentellen Daten und setzen unterschiedlich komplexe Ausgangsda-
ten fir die Vorhersage voraus. Gleichzeitig liefern sie aber auch Vorhersagen unterschied-
licher Qualitat und Aussage. Im Folgenden werden die Wechselwirkungsmodelle unter

anderem auch unter diesem Aspekt diskutiert und verglichen.

4.1.1 Sequenzbasierte Klassifizierung

Das Ziel eines idealen sequenzbasierten Klassifizierungssystems ist es, sowohl von der Se-
quenz der Domdne als auch der des Liganden ausgehend die Klasse der interagierenden
Liganden bzw. Doménen vorherzusagen. Dabei fasst eine Klasse Wechselwirkungen glei-
cher Spezifitét zusammen. Aus diesem Grund wurden solche Klassen in dieser Arbeit Spezi-
fitdtsgruppen genannt.

Von praktischem Nutzen ist ein derartiges Klassifizierungssystem aber erst dann, wenn fur
beide Seiten — Liganden und Domdnen — jeder Spezifitétsgruppe die charakteristischen, for
die spezifische Wechselwirkung verantwortlichen Sequenzmerkmale bekannt sind. Unter
diesen Umstdnden kann die Spezifitétsgruppe des Wechselwirkungspartners vorhergesagt
werden, wenn die Sequenzmerkmale einer Spezifitatsgruppe in der Sequenz einer zu unter-

suchenden Doméne bzw. eines Liganden auftauchen.
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For die untersuchten WW- und PDZ-Doménenfamilien existierten bereits ansatzweise sol-  Kiasseneinteilung
der WW- und PDZ-
che Klassifizierungssysteme.'’%!”” Fiir beide Doménenfamilien sind die Klassen also fast Doméinen
ausschlieBlich durch die Erkennungsmotive in den Liganden definiert und die Zuordnung
der Domdéinen ist nicht immer eindeutig.®37''% Die Sequenzmerkmale der Doménen, die fir
die Spezifitét verantwortlich sind, sind in den meisten Féllen jedoch unklar. In der Vergan-
genheit wurden die Domdanen daher vorrangig an Hand der oft widersprichlichen und un-
vollstdndigen experimentellen Ergebnissen einer Klasse zugeordnet.'?487!
In dieser Arbeit wurde das Klassifizierungssystem der WW-Doméinen erweitert und vor al-  Experimentell basierte
Sperzifitétsgruppen der
lem durch charakteristische Sequenzmotive der Doménen ergénzt (siehe 3.2.3.1-3). Hierfir WW-Doménen
wurde eine reprasentative Auswahl an 42 WW-Doménen mit einer représentativen Auswahl
an 9 potentiellen Liganden auf Wechselwirkungen untersucht (WW-Screening, siehe 3.1).
Die identifizierten Spezifitétsgruppen wurden anschlieBend durch Erkennungsmotive in den
Liganden bekraftigt, die fur die einzelnen Spezifitatsgruppen charakteristisch und konserviert
sind (siehe 3.2.1).
Die Y- bzw. poS/poT-Spezifitdtsgruppen dieses Klassifizierungssystems entsprechen ein-
deutig den beiden gut definierten Gruppen | und IV der traditionellen Klassifizierung der Verhdlinis der

traditionellen WW-
WW-Doménen."”” Die WW-Doménen der weit weniger gut definierten Gruppen Il und [lI”'  Doménen-Klassen zu

den Spezifitétsgruppen
wurden auf insgesamt vier, die R,-, R.-, L- und poly-P-Spezifitdtsgruppen aufgeteilt. Da-
durch konnten WW-Domadnen, wie beispielsweise hFE65-WW, die in einer Studie in Grup-
pe 11*8 und in einer anderen in Gruppe IlI'? klassifiziert wurde, eindeutig einer Spexzifitéts-
gruppe zugeordnet werden.
AnschlieBend wurde nach den spezifitdtsbestimmenden Resten in den Domdénensequen-  Speifitéitsbestimmende
Reste in den Doménen
zen einer jeden Spezifitatsgruppe mit Hilfe von Sequenzlogos, Konsensussequenzen und
Profile-Hidden-Markov-Modellen (pHMM) gesucht. Dadurch konnten plausible Motive fir
die Y-, poS/poT- sowie fur die beiden neuen R-Spezifitétsgruppen bestimmt werden (siehe
3.2.3.1). Fur die Y- und poS/poT-Spezifitatsgruppen lieBen sich die identifizierten Domé-
nen-Epitope an Hand der Strukturen der jeweiligen WW-Domanen/Liganden-Komplexe
erklaren.''31%3 Damit konnte gezeigt werden, dass durch diese Herangehensweise die spezi-
fitatsbestimmenden Motive prinzipiell identifiziert werden kénnen. Unterstitzt wird die Her-
angehensweise auch dadurch, dass die innerhalb der Spezifitdtsgruppen konservierten Reste

vorwiegend auf der zum Liganden exponierten Seite des B-Faltblatts liegen und damit ver-

mutlich eine funktionelle Bedeutung besitzen (Tabelle 3-6).
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Erkennungsmotive in Uber die Doménen-Epitope der argininspezifischen WW-Doménen war bislang nichts be-
argininspezifischen

WW-Doménen — kannt. Fir diese WW-Domdnen konnten in dieser Arbeit ebenfalls in sich konsistente und
Indizien fur zwei

verschiedene plausible Erkennungsmotive vorgeschlagen werden: demnach zeichnen sich argininspezi-
Spezifittsgruppen

fische WW-Domanen vor allem durch konservierte negativ geladene Aminosduren in der
BABB-Schleife aus (Abbildung 3-12). Auf Grund dieser zum positiv geladenen Arginin kom-
plementéren Ladung in der Domdne erscheinen die Epitope plausibel. Gleichzeitig korre-
liert die konservierte aromatische Aminoséure an ®30, welche die hydrophobe Oberfléche
zur Wechselwirkung mit dem Liganden vergréfert, mit den im Vergleich zur Y-Spezifitéts-
gruppe léngeren Erkennungsmotiven in den argininhaltigen Liganden (7-8 Reste). Bemer-
kenswerterweise wurden auch zwei prinzipiell dhnliche aber im Detail unterschiedliche Er-
kennungsmotiven in den Domdnen identifiziert, die mit den beiden experimentell definierten
argininspezifischen Spezifitétsgruppen korrelieren. Dies untermauert erneut den Befund zwei
verschiedener R-Spezifitétsgruppen.

Bestdtigung der Y-, R,-  Unabhdngig von den experimentell bestimmten Spezifitétsgruppen wurden die WW-Do-
und Ry-Spezifitéts-

gruppen durch ménen auch ausschlieBlich an Hand ihrer Sequenzen mit Hilfe eines Sequenzverwandt-
Sequenzverwandt-
schaftsbaum schaftsbaums gruppiert (siehe 3.2.3.2). Sowohl die Y- als auch die beiden R-Spezifitéts-

gruppen spiegelten sich in klar abgegrenzten Asten des Baums wieder (Abbildung 3-13).
Diese drei Gruppen konnten auch mit anderen Berechnungsverfahren fir Sequenzverwandt-
schaftsbdume reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). Dadurch wird belegt, dass sich die
Sequenzen der Y- und der beiden R-Spezifitétsgruppen in der Tat signifikant voneinander
und von den restlichen WW-Doménen unterscheiden. Damit wird erneut die Aufteilung in
zwei argininspezifische Gruppen bestatigt und gleichzeitig die Konsensussequenzen der bei-
den R-Sperzifitétsgruppen, die nur auf wenigen Sequenzen basieren, unterstitzt.

Vorhersage des Wech-  Die Vorhersageleistung des sequenzbasierten Klassifizierungssystems der WW-Domdanen

selwirkungsmodells

der Tyrosin-Spezifitit  wurde an Hand der Tyrosin-Spezifitat untersucht. Die Sequenzmerkmale der Y-Spezifitéits-
gruppe wurden dazu in Form eines einfachen Konsensusmotiv, eines pHMMs der Y-Spezi-
fitatsgruppe sowie eines pHMMs des Y-Asts zusammengefasst (Abbildung 3-14). Die Klassi-
fizierung der 42 experimentell untersuchten WW-Doménen bestétigte, dass diejenigen Se-
quenzen, mit denen die pHMMs trainiert worden waren, auch die héchsten Homologiewer-
te zeigten, und damit als tyrosinspezifisch klassifiziert wurden (siehe Anhang A, Tabelle A-1).

Vorhersageleistung des ~ Mit Hilfe des Konsensusmotivs und den beiden pHMMs wurden anschlieBend alle 482 zu

Modells der Tyrosin-

Spezifitét diesem Zeitpunkt bekannten WW-Doménensequenzen in tyrosinspezifische und nicht

tyrosinspezifische WW-Doménen klassifiziert (Tabelle 3-7). Erstaunlicherweise wurden
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zwischen einem Drittel und Gber der Halfte aller WW-Doménen als tyrosinspezifisch klassi-
fiziert. Dabei korrelierte die vorhergesagte Tyrosin-Spezifitét stark mit den Proteinfamilien, in
denen diese WW-Doménen vorkommen. Demnach wird Tyrosin-Spezifitét fir beinahe alle
WW-Domdnen aus Proteinen der NEDD4-Ubiquitin-Ligase Familie, der Membran-Assozi-
ierten-Guanylat-Kinase Familie, der Dystrophin-Familie und der YAP-Familie vorhergesagt.
Da fur einzelne WW-Doménen aus diesen Familien schon experimentell die Tyrosin-Spezifi-
t&t gezeigt worden war (Tabelle 3-6),'”” kann dies als Indiz fir eine korrekte Klassifizierung
gewertet werden.
Folglich scheint die Wechselwirkung mit tyrosinhaltigen prolinreichen Liganden auch eine In vivo Relevanz der
vorhergesagten
konservierte Eigenschaft der WW-Doménen dieser Proteinfamilien zu sein. Diese Vorhersa-  Tyrosin-Spezifitat
ge wird fir die Familie der NEDD4-Ubiquitin-Ligasen durch eine ganze Reihe von in vitro
und in vivo Analysen der Wechselwirkungen dieser Proteine bzw. der individuellen WW-Do-
mdnen bestatigh: demnach sind fur die Interaktion mit ENaC,%” SMADs,”? RNA-Polymerase-
11,3 NF-E2,°® Atrophin-129* und Occludin'® prolin- und tyrosinhaltige PY-Motive essentiell.
Dies belegt somit die in vivo Relevanz der vorhergesagten Tyrosin-Spezifitét. Interessant ist
hierbei auch, dass in Proteinen mit tandemwiederholten multiplen WW-Doménen fir alle
gleichzeitig entweder Tyrosin-Spezifitét oder Nicht-Tyrosin-Spezifitét vorhergesagt wurde.
Damit scheint eine Aufgabe der tandemwiederholten Doménen die Erhdhung der makros-
kopischen Affinitcit®? bzw. die Selektion verschiedener Liganden innerhalb der Y-Spezifitdts-
gruppe und nicht die Interaktion mit grundsatzlich verschiedenen Liganden aus unterschied-
lichen Spezifitétsgruppen zu sein. SchlieBlich verdeutlichen diese Ergebnisse auch, dass sich
die scheinbare Uberreprasentation tyrosinspezifischer WW-Doménen unter den 42 WW-
Domdénen auf eine hohe natirliche Héufigkeit der tyrosinspezifischen WW-Doménen zu-
rickzufihren l@sst.
Im Vergleich zum pHMM des Y-Asts scheint das pHMM der Y-Spezifitatsgruppe besser  Vergleich der

verschiedenen

zwischen tyrosinspezifischen und nicht tyrosinspezifischen WW-Doménen zu unterscheiden seq;enzbosieﬁeﬂ
Modelle

(Tabelle 3-8). Darauf weisen sowohl die héhere Korrelation mit den Proteinfamilien als
auch die héhere Korrelation mit dem Auftreten des Kernkonsensusmotivs der Y-Spezifitéts-
gruppe hin. Nichts desto trotz werden auch durch das pHMM der Y-Spezifitatsgruppe WW-
Domanen erfasst, die den tyrosinspezifischen Domdnen sehr nahe stehen.
Die Bedeutung dieser Doménen, die durch das pHMM der Y-Spezifitdtsgruppe in den Ubergangsbereich

zwischen Tyrosin-

Ubergangsbereich zwischen Tyrosin- und Nicht-Tyrosin-Spezifitét klassifiziert werden Spezifitat und Nicht-
Tyrosin-Spezifitat

(Tabelle 3-7A), wird unter anderem durch die Familie der WW-Doménen enthaltenden
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Oxidoreduktasen (WWOX) verdeutlicht. Alle WW-Doméinen dieser Familie weichen in min-
destens einer Position vom Kernkonsensusmotiv der Y-Sperzifitétsgruppe ab (Tabelle 3-6),
weshalb sie auch in den Ubergangsbereich klassifiziert werden. Es gibt jedoch eine ganze
Reihe von experimentellen Hinweisen darauf, dass sie in vivo fur die Interaktion mit Ziel-
proteinen Uber xPPxY-Motive verantwortlich sind.'""'! tbZFP2-WW ist das umgekehrte
Beispiel: die Domane erfillt zwar das Kernkonsensusmotiv der Y-Spezifitatsgruppe (Tabelle
2-1), wird aber dennoch durch das pHMM der Y-Spezifitdtsgruppe — auf Grund der Se-
quenzabweichungen an anderen Positionen — in den Ubergangsbereich klassifiziert. In
Substitutionsanalysen konnte dann auch fir diese WW-Doméne die Wechselwirkung mit
dem Erkennungsmotiv xPPxY im Liganden nachgewiesen werden (Abbildung 3-15E). Diese
Substitutionsanalyse zeigt aber zugleich, dass tbZFP2-WW auch mit der Tyrosin—Arginin-
Mutante des Y-Liganden mit gleicher, wenn nicht héherer Affinitét interagieren kann. Damit
ist diese Doméine exemplarisch fir den Ubergang von einer Spezifitdtsgruppe zu einer an-
deren. Die Analyse der Domdnensequenz macht sofort klar, warum thZFP2-WW sowohl
tyrosin- als auch argininhaltige Liganden bindet: parallel zum Kernkonsensusmotiv der Y-
Spezifitéitsgruppe besitzt sie auch eine negativ geladene Aminosdure in der BABB-Schleife
und kein Arginin, sondern im Gegenteil ein Glutamat, an Position ®26. Im Vergleich zur
Konsensussequenz der WW-Doménen der R-Spezifitdtsgruppen fehlt also nur eine aroma-
tische Aminoséure an ©®30.

Limitierung der Damit wird zugleich eine mafigebliche Limitierung solcher Klassifizierungssysteme deut-

Klassifizierungssysteme
lich: eine Klassifizierung ist immer ein kinstliches System, das ,harte” Grenzen zwischen
den Klassen definiert. Wo die Grenzen gezogen werden, ist dabei relativ willkirlich. So
wurden in dieser Arbeit WW-Domdnen, die nur mit tyrosinhaltigen Liganden interagieren,
mit solchen, die sowohl mit tyrosin- als auch phosphotyrosinhaltigen Liganden interagieren
kénnen, in eine Spezifitdtsgruppe klassifiziert (siehe 3.2.2). Im Gegensatz dazu wurden
WW-Domanen die mit dem R-Liganden interagieren zwei verschiedenen R-Spezifitatsgrup-
pen zugeordnet (siehe 3.2.3.1). Letztendlich muss also immer ein Kompromiss zwischen
Generalisierung (alle WW-Domdanen interagieren mit prolinhaltigen Liganden) und Indivi-
dualisierung (z.B. ANEDD4-WW?1 zeigt Unterschiede zu hNEDD4-WW3) gewdhlt werden.
Dabei sollte das Hauptaugenmerk auf der Anwendung des Klassifizierungssystems zur Vor-
hersage der Spezifitdt im Vordergrund stehen. In diesem Zusammenhang wurde in letzter
Zeit in der Literatur Gber eine Zusammenfihrung der Gruppe Il und Il diskutiert.”2%? Die

vorgeschlagene Zusammenfihrung wird unter anderem damit begriindet, dass die Unter-
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schiede in den Ligandenpréferenzen gering und die beiden Gruppen bislang nur unzurei-
chend charakterisiert sind. Beide Grinde sind natirlich keine zuldssigen Argumente dafir,
dass auf eine Unterscheidung zwischen arginin-, leuzin- und polyprolinspezifischen WW-
Domdnen verzichtet werden sollte, auch wenn die Unterscheide nur gering sind. Tatsdchlich
konnten in dieser Arbeit auch relativ klare Ligandenpréferenzen fir die WW-Doménen der
Gruppe Il und Ill identifiziert werden. Dabei demonstriert die Wechselwirkung des poly-P-
Liganden mit WW-Doménen der R -Spezifitétsgruppe nur, dass sich eine Spezifitétsgruppe
nicht immer durch ein einziges Liganden-Erkennungsmotiv beschreiben lasst. SchlieBlich
unterscheiden sich die Doménen der poly-P-Spezifitétsgruppe von denen der R -Spezifitats-
gruppe klar durch ihre Unfahigkeit zur Wechselwirkung mit argininhaltigen Liganden. Letz-
ten Endes spricht die Méglichkeit, auch geringe — méglicherweise in vivo relevante — Préfer-
enz zu unterschieden, eindeutig gegen eine Zusammenfihrung der Gruppen Il und Ill. Die
Problematik der Klassifizierung der WW-Doménen auf Grund publizierter Bindungsdaten
macht zugleich auch deutlich, dass die Kriterien zur Klassifizierung konsistent und umfas-
send sein mussen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass sich das Klassifizierungssystem in Folge
der Entdeckung zusatzlicher Ligandentypen weiter verédndern wird.
Unabhdangig von diesen formalen Problemen der Klassifizierung, existieren fir eine Prote- Affinitat der
Wechselwirkung als
in-Interaktionsdoma@nenfamilie nicht zwangsléufig nicht-Oberlappende Spezifitdtsgruppen.  Selektivitatskriterium
Die Wechselwirkung des poly-P-Liganden sowohl mit der poly-P- als auch der R -Spezifitéits-
gruppe ist ein Beispiel dafir. Die ,Dual-Spezifitét” vieler PDZ-Doménen, d.h. die Wechsel-
wirkung mit Liganden der Spezifitdtsgruppen | und |l, ist ein weiteres Beispiel (siehe 1.5.1
und 3.4). Die ,weichen” Ubergénge zwischen den ,Spezifitétsgruppen” kénnen erst durch
die Modellierung des quantitativen Zusammenhangs zwischen Sequenz und Affinitét hin-
langlich beschrieben werden. Dies wurde mit der Entwicklung der Methode der Quantita-
tiven Spezifitats-Profile verfolgt und am Beispiel der PDZ-Doménen demonstriert (siehe 4.3
und 3.5).
Das bedeutet gleichzeitig, dass die einfachen Sequenzmotive zur Beschreibung der Spezi- Beschreibung der
spezifitétsbestimmen-

fitat auf Grund ihrer alles oder nichts Aussage nicht besonders geeignet sind. Besser sind ~ den Sequenzmerkmale

Profilmodelle, wie Sequenzlogos und pHMMs. SchlieB3lich zeigte das pHMM der Y-Spezifi- ~ Sequenzmotive

Versus

tatsgruppe sogar eine gewisse Unterscheidung der ,stark” tyrosinspezifischen und der Sequenzprofile(pHMM)

»schwach” tyrosinspezifischen WW-Doménen (siehe 3.2.3.3). Jedoch werden auch durch
Sequenzprofile und pHMMs einige Sequenzmerkmale nicht représentiert. Vor allem Amino-

sduren, die an einer Position nicht auftreten diirfen, werden nicht bzw. nur sehr schlecht er-
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fasst. Deutlich wurde diese Limitierung an der Unféhigkeit, auf Sequenzebene die Position
®26 als ausschlaggebend fir WW-Domanen der R-Spezifitdtsgruppen zu identifizieren.
Neben der Klassifizierung bzw. Vorhersage der Spezifitét kénnen die Erkennungsmotive in
den Doménen und den Liganden auch einen Einblick in die Wechselwirkungs- und Spezifi-
tats-Mechanismen geben (4.2). Erst auf Grund der Kenntnis der Erkennungsmotive konnten
in dieser Arbeit Strukturmodelle der WW-Doménen/Liganden-Komplexe modelliert werden
(siehe 3.3.1). Letztendlich bauen also auch die terticér- und quartérstrukturbasierten Metho-

den auf den sequenzbasierten Methoden auf.

4.1.2 Strukturbasierte Wechselwirkungsmodelle

Mit strukturbasierten Wechselwirkungsmodellen wird die Vorhersage der Spezifitat im Ver-
gleich zu den sequenzbasierten Modellen in zwei Richtungen erweitert: zum einen wird die
relative réumliche Anordnung der Aminoséuren im dreidimensionalen Raum bertcksichtigt.
Diese ist fur die Form und Eigenschaften der Molekiloberflache verantwortlich, welche letzt-
endlich die Spezifitat der Wechselwirkung bestimmen. Auf diese Weise wird mit Hilfe struk-
turbasierter Wechselwirkungsmodelle ein strukturelles Versténdnis der Spezifitats-Mechanis-
men entwickelt. Zum anderen wird ein quantitativer Zusammenhang zwischen der Struktur
und der Aktivitét bzw. Affinitat der Wechselwirkung modelliert. Durch die daraus resultieren-
de Affinitdtsvorhersage kann letztendlich die Problemstellung des ,weichen Ubergangs”
zwischen Spezifitétsgruppen oder der Selektivitét innerhalb einer Spezifitétsgruppe geldst
werden.

Zur Modellierung des Struktur-Aktivitétszusammenhangs mit Hilfe der Comparative-Mole-
cular-Field-Analyse (CoMFA)*? werden die Raumstrukturen der zu analysierenden Molekiile
durch sogenannte molekulare Eigenschaftsfelder beschrieben. Fir das in dieser Arbeit ent-
wickelte CoMFA-Modell waren dies sterische und elektrostatische Felder, welche die steri-
schen und elektrostatischen Eigenschaften der Strukturen an definierten Punkten eines 3D-
Raumgitters représentieren. Diese multivariate Beschreibung der Strukturen wird dann mit-
tels einer PLS-Regression mit der quantitativen Aktivitét in Beziehung gesetzt (Anhang D).

In klassischen quantitativen Struktur-Aktivitats-Modellen werden die Strukturmerkmale un-
terschiedlicher niedermolekularer Liganden in Beziehung zur Aktivitat, meist der Bindungs-
stirke gegeniiber einem Rezeptor, gesetzt.* Mit dem Struktur-Aktivitdts-Modell dieser Arbeit
wird die Sichtweise umgekehrt: mit seiner Hilfe wird der Zusammenhang zwischen den

Strukturmerkmalen unterschiedlicher ,Rezeptoren” respektive WW-Domanen und der
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Wechselwirkung mit einem definierten Liganden (Y-Modellliganden) modelliert (siehe
3.3.2).
Allerdings sind bislang nur fur die wenigsten WW-Doménen Raumstrukturen experimen-  Strukturmodelle als

Basis fur struktur-
tell bestimmt worden. Aus diesem Grund basieren die CoMFA-Modelle dieser Arbeit aus-  basierte Wechsel-

wirkungsmodelle
schlieBlich auf modellierten Strukturen der WW-Doménen (siehe 3.3.1). Damit kénnen die
CoMFA-Modelle im Prinzip als ,dreidimensionale Sequenzalignments” angesehen werden, 3D-Sequenzalignment
die zusétzlich zur Doménensequenz Informationen Uber die ungeféhre relative réumliche
Anordnung der Aminosduren enthalten. Bei der Interpretation der vorgestellten CoMFA-
Modelle missen daher die Ungenauigkeiten der Strukturmodelle mit beriicksichtig werden,
um eine ,Uberinterpretation” zu vermeiden.

Gegen die alleinige Analyse der vorhandenen experimentell bestimmten Strukturen Alternative Analyse

der experimentell

sprach zum einen die zu geringe Anzahl an verfigbaren Strukturen. Zum anderen hatten  bestimmten Strukturen
Voruntersuchungen zu quantitativen Struktur-Aktivitéts-Modellen auf der Basis der wenigen
experimentell bestimmten Strukturen erhebliche Probleme gezeigt. Inhomogenitéten, die auf
Grund der unterschiedlichen Strukturbestimmungsmethoden und der unterschiedlichen
Qualitat der verwendeten Strukturen auftraten, fihrten dazu, dass lediglich die ,Herkunft”
der Struktur und nicht ihre Aktivitét modelliert wurde (Daten nicht gezeigt). Dieselben Argu-
mente sprachen auch gegen eine Mischung von experimentell bestimmten und modellierten
Doménenstrukturen.

Die Raumstrukturen der 42 WW-Doménen wurden auf der Basis einer einzigen Struktur-  Modellierungs-
vorlage [PDB: 1PIN] modelliert (siehe 3.3.1.1). Diese Strukturvorlage wurde ausgewdahlt, da pr;eddnuerﬂiferkaureﬂ
sie die hochste durchschnittliche Sequenzidentitat zu den Sequenzen aller zu modellieren-
den WW-Doméinen besafl und gleichzeitig die am besten aufgeldste Réntgenkristallstruktur
einer WW-Domdne war. Gegen die Verwendung unterschiedlicher Strukturvorlagen spra-
chen dieselben Argumente, die auch schon gegen die Mischung experimenteller und mo-
dellierter Strukturen angefthrt wurden. Diese Herangehensweise wird durch eine Studie von
Winn et al., 2005, zur Hochdurchsatzmodellierung homologer Strukturen bestatigt. In ihrer
Studie demonstrieren Winn et al., dass die Verwendung mehrerer Strukturvorlagen nicht
zwangsldufig zu besseren Strukturmodellen fuhrt. Im Gegenteil, sie stellten dieselben, im
letzten Absatz beschriebenen Probleme beim statistischen Vergleich der Strukturmodelle fest,
die mit verschiedenen Strukturvorlagen modelliert worden waren. Die Autoren schlagen

schlieBlich dieselben Kriterien zur Auswahl einer einzelnen Strukturvorlage vor, die auch in

dieser Arbeit verwendet wurden.
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Die Qualitat der Strukturmodelle wurde an Hand der Abweichungen der modellierten von
experimentell bestimmten Strukturen evaluiert (siehe 3.3.1.2). Es stellte sich heraus, dass
diese nicht deutlich gréBer sind als die Abweichungen der experimentellen Strukturen unte-
reinander (Tabelle 3-9), die auf methodische Ungenauigkeiten zurickzufihren sind. Bemer-
kenswert ist insbesondere die gute Qualitat der Strukturmodelle der WW-Doménen der Y-
Spezifitétsgruppe, trotz der Modellierung auf der Basis einer Strukturvorlage [PDB: T1PIN]
aus einer anderen Spezifitétsgruppe (poS/poT). Dies bestérkt die Annahme, dass auf diese
Weise auch fur diejenigen Spezifitdtsgruppen verwertbare Strukturmodelle erhalten werden
konnten, fir die zur Uberprifung der Qualitét keine experimentell bestimmten Strukturen
zur Verfigung standen.

Auf der Basis dieser Strukturmodelle und des WW-Screenings der 42 WW-Doménen wur-
de ein CoMFA-Modell der Tyrosin-Spezifitat erstellt (siehe 3.3.2). Dazu wurden sowohl die
Strukturmodelle der WW-Doménen der Y-Spezifitétsgruppe als auch représentative Vertreter
der anderen Spezifitétsgruppen ausgewdhlt (Tabelle 3-6) und mit Hilfe der CoMFA-Metho-
de beschrieben. Durch diese Auswahl wurde das gesamte Spekirum der experimentell
bestimmten Aktivitdten abgedeckt. Als Aktivitat wurde die Verénderung der chemischen
Verschiebung (CSP) des Wasserstoffatoms am Indolstickstoff von W39 nach Bindung des
Y-Modellliganden, wie sie durch das NMR-Screening bestimmt worden war (Tabelle 3-3),
verwendet. Fir die Interpretation des CoMFA-Modells wurde ein Zusammenhang zwischen
dieser gemessenen Aktivitét der WW-Doménen und der zugrundeliegenden Affinitét der
Wechselwirkung mit tyrosinhaltigen Peptiden angenommen. Diese Annahme wird sowohl
durch die Korrelation zwischen den CSPs und den Signalintensitaten der Screenings des
WW-Arrays als auch durch die Korrelation der CSPs und den durch UV-Fluoreszenzspektro-
skopie bestimmten Dissoziationskonstanten unterstitzt (sieche Anhang C).

Das resultierende CoMFA-Modell zeigte ein im Vergleich zu gewshnlichen CoMFA-Mo-
dellen fur niedermolekulare Liganden stérkeres Rauschen (Abbildung 3-24). Dies ist im
wesentlichen auf zwei Faktoren zuriickzufihren: (i) Das CoMFA-Modell basiert auf Struktur-
modellen der WW-Domanen, die einer modellierungsbedingten Ungenauigkeit unterliegen.
(i) Die Strukturen der WW-Doménen sind wesentlich gréBBer als gewdhnliche niedermole-
kulare Liganden. Da die Anzahl der Deskriptoren mit der 3. Potenz der Steigerung der
Molekilgrofie ansteigt, missen eine Vielzahl mehr Deskriptoren durch die statistischen

Wechselwirkungsmodelle bewdltigt werden.
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Trotz der vielen potentiellen Fehlerquellen ergab die CoMFA-Methode ein aussagekréf-  Spezifitatsbestimmende
Strukturmerkmale der

tiges Modell der Tyrosin-Spezifitat (Abbildung 3-23). Bestétigt wird dies unter anderem da- BD:zTSZiT Sﬂ;i;ir:zkfem
durch, dass sich ein Grofiteil der Strukturmerkmale mit hohem Beitrag im CoMFA-Modell
mit den konservierten Sequenzmerkmalen der Y-Spezifitdtsgruppe deckt (Abbildung 3-24).
Uber die reine Wiedergabe der konservierten Sequenzmerkmale hinaus gestattet das
CoMFA-Modell aber auch deren strukturelle Interpretation. Demnach bilden die Seitenket-
ten von Ho32 und R/K/Q®w35 den Rand sowie V/I/Lw30 den hydrophoben Boden der
Tyrosin-Bindungsstelle (Abbildung 3-24, Region A). Ein ausgeprégter Rand und keine un-
vorteilhaften Interaktionen mit der Aminoséure in 30 sind die Voraussetzungen fir eine
hoch affine Bindung tyrosinhaltiger Liganden. Erwartungsgemaf3 wurden durch das elektro-
statische Feld in diesem Bereich sowohl eine vorteilhafte positive Ladung um R/K/Q®35 als
auch eine vorteilhafte negative Ladung um E®18 identifiziert (Abbildung 3-24, Region A
und C). Der Einfluss einer méglichen Ladung von Ho32 konnte mit diesem CoMFA-Modell
nicht analysiert werden, da der Protonierungszustand und damit die Ladung dieses Histidin
unbekannt waren. Auf Grund der Entfernung bleibt aber auch der direkte Zusammenhang
mit der Ligandenbindung fir Eo18 unklar. Und obwohl fir die positive Ladung an @35
eine vorteilhafte elektrostatische Wechselwirkung mit der negativen Partialladung der
Hydroxylgruppe des Tyrosins denkbar ist, lasst sich die Unterscheidung zwischen reiner
Korrelation und Kausalitét allein an Hand des CoMFA-Modells nicht treffen. In einer Ana-
lyse zu Varianten der YAP65-WW Domadne zeigten Toepert et al., 2001, dass an ©35
neben R/K/Q auch M/H/A/G eine Wechselwirkung mit tyrosinhaltigen Liganden ermagli-
chen, wenn auch teilweise mit geringerer Affinitét.'®® Damit scheint eine basische Gruppe
an dieser Position vorteilhaft, aber eben nicht zwingend notwendig fir eine Wechselwirkung
mit tyrosinhaltigen Liganden zu sein. Daneben ist aber auch denkbar, dass sich R/K/Q
durch die hydrophile funktionale Gruppe besser in Richtung des wassrigen Lésungsmittels
,aufrichten” kénnen als hydrophobe Aminosduren, und dadurch den fir die Bindung des
Tyrosins nétigen hydrophoben Teil ihrer Seitenkette zugénglich machen.

Dartber hinaus wird durch das CoMFA-Modell ein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt Spezifitétsbestimmende

Strukturmerkmale der
und Unterschieden in den Strukturen vorgeschlagen, die sich nicht auf einfache Unterschie- Doménen ohne

direkten Bezug zu
de in den Sequenzen zurickfihren lassen. Dazu zéhlen vor allem der Einfluss der Konfor-  Seavenz
mation der konservierten Prolin-Bindungsstelle, sowie der Konformation der BABB-Schleife
(Abbildung 3-24, Region B). Allerdings zeigen die meisten NMR-Strukturen von WW-Do-

ménen, dass die BABB-Schleife relativ flexibel ist, und somit keine Aussage Gber eine kon-
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krete Konformation getroffen werden kann. Fir hFBP11-WW1 wurde sogar gezeigt, dass
sich die Konformation der BABB-Schleife zwischen freier und gebundener Domédne unter-
scheidet.'®” Dynamische Eigenschaften werden aber in einem CoMFA-Modell nicht repré-
sentiert. Zusatzlich basiert dieses CoMFA-Modell nur auf modellierten Strukturen, und es
kénnte sich damit auch um Modellierungsartefakte handeln. Daher muss ungeachtet der
Plausibilitat der Einfluss der BABB-Schleife und der Konformation der konservierten Prolin-
Bindungsstelle durch weitere experimentelle Analysen bestétigt werden.

Die Vorhersageleistung des CoMFA-Modells der Tyrosin-Spezifitét wurde an Hand der
drei bislang experimentell nicht untersuchten WW-Doménen hBAG3-WW, hSYNIP-WW und
tbZFP2-WW beurteilt (siehe 3.3.2.2). Die vorhergesagte Wechselwirkung mit tyrosinhaltigen
Liganden konnte fir alle drei WW-Doménen experimentell durch Substitutionsanalysen be-
statigt werden (Abbildung 3-15). Die Tatsache, dass die thZFP2-WW Doméne, fir welche
das CoMFA-Modell die schwiéichste Aktivitat gegeniber tyrosinhaltigen Liganden vorher-
sagt, auch mit argininhaltigen Liganden interagiert, bestéatigt die Aussagekraft der vorherge-
sagten Wechselwirkungsaktivitét.

Allerdings erlaubt ein CoMFA-Modell nur die Vorhersage der Affinitét gegeniber dem-
ienigen Liganden, auf dessen experimentellen Daten das CoMFA-Modell trainiert wurde.
Um also fur eine experimentell nicht untersuchte WW-Doméne ein umfassendes Spekirum
der interagierenden Liganden vorherzusagen, wird — in Analogie zu den Spezifitétsgruppen
— fir jeden potentiellen Liganden(-typ) jeweils ein CoMFA-Modell benstigt.

Dariber hinaus stellt die Forderung nach der Kenntnis der Raumstrukturen ein grofies
Hindemis fur die Erstellung und Anwendung eines CoMFA-Modells dar. Das hier vorge-
stellte CoMFA-Modell demonstriert aber, dass sowohl fir das Training als auch fir die
Vorhersage Strukturmodelle ausreichen kénnen. Voraussetzung dafir sind allerdings eine
hoch konservierte Struktur und ein hoch konservierter Liganden-Bindungsmechanismus.
Somit kénnen die Vorteile dieser strukturbasierten Methode auch fir Doménenfamilien

ausgenutzt werden, fir die nur wenig strukturelle Information zur Verfigung steht.

4.1.3 Komplexstrukturbasierte Wechselwirkungsmodelle

Die komplexstrukturbasierten Comparative-Binding-Energy-Modelle (COMBINE) erweitern
die Analyse der Wechselwirkungen um die strukturelle Information Gber den Liganden im
Komplex mit der Doméne. Durch COMBINE-Modelle kénnen folglich essentielle Doma-

nen/Liganden-Interaktionen identifiziert werden, die nur an Hand der Komplexstruktur
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evident werden, im Gegensatz zu strukturbasierten CoMFA-Modellen, die nur Informationen Ziele der
strukturbasierten

Uber die Struktur der Doménen enthalten. Mit der Einbeziehung des Liganden in das Wech- Vorhersage

selwirkungsmodell geht gleichzeitig eine erweiterte Vorhersagefahigkeit einher. So kann mit

Hilfe von COMBINE-Modellen die Affinitat der Wechselwirkung auch for WW-Domdanen/Li-

ganden-Komplexe vorhergesagt werden, die weder in der Doméne noch im Liganden mit

den Komplexen Ubereinstimmen, auf denen das Modell trainiert worden war. Im Gegensatz

dazu kann mit einem einzelnen CoMFA-Modell immer nur die Affinitét einer Doméne ge-

geniber demjenigen Liganden vorhergesagt werden, auf dessen experimentellen Daten das

CoMFA-Modell trainiert wurde. Damit generalisieren COMBINE-Modelle die Trainingsda-

ten prinzipiell starker als CoMFA-Modelle.

Zur Modellierung des Zusammenhangs zwischen Komplexstruktur und Aktivitét mit Hilfe  Comparative-Binding-
der COMBINE-Methode'?” werden die Komplexe durch paarweise Interaktionsenergien zwi- (ECngf/)\/f_i/?':]CE])Iyse
schen allen Liganden- und allen Doménenresten beschrieben. Dabei wird fir jede paar-
weise Interaktion zwischen elektrostatischen und van-der-Waals Interaktionsenergietermen
unterschieden. Diese multivariate Beschreibung der Interaktionsenergien der Doménen/Li-
ganden-Komplexe wird anschlieBend mittels einer PLS-Regression (siehe Anhang D) mit der

quantitativen Aktivitét in Beziehung gesetzt. Dadurch werden diejenigen paarweisen Inter-

aktionen identifiziert, die mit einer erhdhten bzw. erniedrigten Aktivitat korrelieren.

Allerdings sind experimentell bestimmte Strukturen der WW-Doménen/Liganden-Kom-  Strukturmodelle
der WW-Doménen/
plexe noch rarer als Strukturen der Domdnen alleine. Nur fir die Y- und die poS/poT- Lilgonden%Komdexe
als Basis fur
Spezifitétsgruppen sind bislang Komplexstrukturen bestimmt worden. Daher wurden die komplexstruktur-

basierte Wechsel-

COMBINE-Modelle, wie auch schon das CoMFA-Modell, ausschlieBlich auf modellierten ~ Wirkungsmodelle
Strukturen trainiert.
Die Komplexstrukturen wurden dazu auf der Basis der Analyse aller experimentell be- Doménen- und

Ligandenstruktur-
stimmter WW-Domanen/Liganden-Komplexstrukturen sowie den experimentellen Daten des Modellierungs-

WW-Screenings und der Substitutionsanalysen modelliert (siehe VW3.1 und 3.2.1). Als P
Strukturen der WW-Doménen wurden dieselben Strukturmodelle wie fir die CoMFA-

Modelle verwendet (siehe 3.3.1.1). Fur die prolinreichen Liganden wurde eine PPII-Helix-
Konformation angenommen, da bekannt ist, dass prolinreiche Proteinabschnitte tendenziell

eine PPlI-Helix-Konformation annehmen.?® Dies konnte zumindest fir den Kernbereich der
Liganden (A—2 bis 12) im Komplex mit WW-Doménen durch die Analyse der experimentell
bestimmten Komplexstrukturen bestétigt werden (Abbildung 3-17). Fir die flankierenden

Bereiche zeigte diese Analyse allerdings keine bevorzugte Konformation. Selbst dhnliche
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Liganden unterschieden sich in der Konformation der flankierenden Bereiche teilweise
deutlich. Aus diesem Grund wurde auch fir die flankierenden Bereiche vereinfachend von
einer PPIl-Helix ausgegangen.

Die Analyse der experimentell bestimmten Komplexstrukturen hat ebenfalls eine hoch
konservierte Positionierung der Ligandenreste im Kernbereich relativ zur konservierten
Prolin-Bindungsstelle der WW-Domdénen ergeben (Tabelle 3-10). Die modellierten Ligan-
den wurden an Hand dieser durchschnittlichen relativen Positionierung an die konservierte
Prolin-Bindungsstelle der Strukturmodelle der WW-Doméinen platziert. Die verschiedenen,
entlang der Helixachse verschobenen Positionierungen der Liganden wurden anschlieBend
mit den entsprechenden Substitutionsanalysen verglichen. Dabei wurde versucht die in den
Substitutionsanalysen als Schlisselreste identifizierten Ligandenreste mit der Doméne in
Kontakt zu bringen (siehe 3.3.1.4). Eines der Kriterien zur Positionierung des Liganden
wurde allerdings, zumindest fur hFBP11-WW1, durch die experimentell bestimmte Struktur
[PDB: 1YWI]'¥ des Komplexes mit dem Peptid aus Formin widerlegt:'®” in diesem Komplex
sind némlich nicht die beiden konsekutiven, hochspezifisch erkannten Proline des Liganden
(Abbildung 3-7), sondern das LP-Motiv an der konservierten Prolin-Bindungsstelle lokali-
siert. Damit besetzt das Leuzin die Ligandenposition A1, analog zur Position des Phospho-
serins/Phosphothreonins im Komplex von hPINT-WW. Eine analoge Platzierung (A1) des
Arginins in den Komplexen der WW-Doménen der beiden R-Spezifitdtsgruppen war eben-
falls getestet worden, allerdings konnten damit nicht alle aus den Substitutionsanalysen ab-
geleiteten Kontakte erfillt werden. Letztendlich muss die Richtigkeit der vorgeschlagenen
Komplexe durch experimentelle Strukturbestimmung Gberprift werden.

Die Modellierung der Komplexstrukturen ist gleichzeitig der gréfite Schwachpunkt und die
gréBte Starke der hier vorgestellten COMBINE-Modelle. Neben den Ungenauigkeiten, wel-
che die Modellierung der Komplexe mit sich bringt, ist das gréfite Problem vor allem die
Frage, wie ein ,nicht bindender” Komplex strukturell reprasentiert werden kann. Die Struk-
turmodelle derjenigen Komplexe, fir welche die experimentellen Daten nur sehr schwache
oder keine Wechselwirkungen anzeigen, werden jedoch benétigt, um das gesamte Affini-
tétsspekirum von stark bindend bis nicht bindend im Wechselwirkungsmodell abzudecken.
In dieser Arbeit wurde davon ausgegangen, dass der Ligand in den ,nicht bindenden”
Kombinationen in der gleichen Weise wie in den fir den Liganden charakteristischen
Komplexen Gber der Doméne positioniert ist (siehe VW3.3.1.4). Damit wurde fur die ,nicht

bindenden” Kombinationen implizit eine sehr schwache, unterhalb der Sensitivitat der
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experimentellen Messung liegendende Wechselwirkung angenommen. Fir die Wechselwir-
kungen zwischen WW-Domaénen und prolinreichen Liganden ist diese Annahme sicherlich
berechtigt,”’ da die konservierte Prolin-Bindungsstelle prinzipiell immer eine Wechselwir-
kung mit zwei konsekutiven Prolinen erméglicht. Dartber hinaus deuten auch die QSP-
Modelle (4.3) auf einen mehr oder weniger kontinuierlichen Ubergang zwischen ,Bindung”
und ,Nicht-Bindung” hin. Dennoch besteht die Gefahr, dass in Folge der Modellierung
Ligand und Doméne aufeinander abgestimmt werden und somit Artefakte in der Affinitéts-
vorhersage entstehen. Aus diesem Grund missen die Komplexstrukturen durch unabhéangi-
ge experimentelle Ergebnisse fundiert sein, sowohl fir das Training des COMBINE-Modells
als auch fur die Affinitatsvorhersage. Dazu dienten in dieser Arbeit die experimentell defi-
nierten Spezifitdtsgruppen und Substitutionsanalysen. Ferner muss fir eine Vorhersage der
Affinitét einer unbekannten Wechselwirkung der erwartete Komplex den Komplexen dhnlich
sein, auf denen das COMBINE-Modell trainiert wurde. Die folgenden Ergebnisse demon-
strieren, dass die COMBINE-Methode trotz dieser Limitierungen ein grofles Potential fir die
Analyse von Komplexstrukturmodellen besitzt.
Fur die R,- und die R.-Spezifitétsgruppen, fir welche keine experimentellen Komplexstruk- PCA der Komplex-
strukturmodelle der
turen verfigbar waren, konnten in sich konsistente Komplexstrukturmodelle erstellt werden  R.- und R-Spezifitats-
(Abbildung 3-19 und Abbildung 3-20). Diese Modelle vereinen dabei die Informationen e
aus den Substitutionsanalysen (Abbildung 3-3 und Abbildung 3-4) und den fir die Spezifi-
tatsgruppen charakteristischen Konsensussequenzen (Abbildung 3-12). Es bleibt abzuwar-
ten, ob die vorgeschlagenen Komplexstrukturen durch experimentell bestimmte Strukturen
bestatigt werden kénnen. Unabhéngig davon konnte die Plausibilitét dieser Komplexstruk-
turmodelle durch die Hauptkomponenten-Analyse (PCA) der paarweisen Interaktionsener-
gien weiter bestarkt werden (Abbildung 3-25). Am interessantesten ist dabei die Bedeutung  Bedeutung der WWw-

Domdnenposition

der Position 26 fir die Bindung argininhaltiger Liganden (siehe 3.3.3.1). Fur diese bislang ?é?nfimli:gii:dung
unbeachtete Position wurden in der PCA signifikante Interaktionen mit dem Ligandenrest ~ Liganden

L—2 nachgewiesen. Eine anschlieBende Analyse der WW-Doménensequenzen offenbarte

dann, dass der GroBteil der WW-Domdnen in dieser Position ein Arginin, Lysin oder selten

auch ein Glutamin besitzt (Tabelle 3-6). Im Gegensatz dazu besitzen die WW-Doménen der

beiden R-Gruppen nie ein Arginin, Lysin oder Glutamin an dieser Position: die WW-Dom-

nen der R -Gruppe haben vorrangig kleine Aminosduren in ®26, die der R,-Gruppe aro-

matische Aminosduren (Abbildung 3-11). Die sonst unter den WW-Domdénen Ubliche Kon-

servierung von R/K/Q an @26 lasst sich dadurch erkldren, dass Arginine oder Lysine héufig
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mit dem aromatischen Tryptophan-Ring Gber eine Kationen/n-Elekironen-Wechselwirkung
interagieren.* Dadurch wird in den WW-Doménen die eine Seite des hydrophoben Trypto-
phans vom wdssrigen Lésungsmittel abgeschirmt. Diese intramolekulare Wechselwirkung
wird eindrucksvoll in der Réntgenkristallstruktur von hPINT-WW [PDB: 1F8A]'? verdeutlicht.
In den beiden vorgeschlagenen Komplexstrukturen fir die R.- und die R,-Spezifitétsgruppen
kontaktiert aber das Arginin des Liganden die konservierten negativ geladenen Reste in der
BABB-Schleife von den Ligandenpositionen A—2 bzw. A—1 aus (Abbildung 3-19 und
Abbildung 3-20). Damit wére ein Arginin oder Lysin in ©26 elektrostatisch unvorteilhaft und
wirde im Falle der R -Gruppe sogar zu einem Zusammenstof3 der Seitenketten fGhren.
Interessanterweise haben auch genau die beiden WW-Doménen der Y-Spezifitétsgruppe
(hAWWP3-WW1 und hWWP3-WW?2), die im WW-Screening eine schwache Wechselwirkung
mit dem doppelten R-Liganden zeigten (Tabelle 3-3), ein Glutamat bzw. Glyzin an ©26
(Tabelle 3-6). Dartber hinaus kénnen auch die beiden fir die R,- und die R -Spezifitats-
gruppen vorgeschlagenen unterschiedlichen Positionen des Arginins im Liganden durch die
PCA erklart werden. Die kleinen Seitenketten in ®26 der Domanen der R -Spezifitétsgruppe
erlauben einem Arginin aus A—2 die negativ geladenen Reste in der BABB-Schleife zu kon-
taktieren. Im Falle der R,-Spezifitétsgruppe wird ein Zusammensto3 mit den grofen aroma-
tischen Seitenketten in ®26 vermieden, da hier das Arginin von A—1 die BABB-Schleife
kontaktiert. Ferner kann spekuliert werden, dass der konservierte aromatische Rest in ®26
weitere Kontakte mit Ligandenresten ausbildet, die C-terminal zum Arginin liegen. Die
Substitutionsanalysen fir WW-Doménen der R,.-Spezifitétsgruppe hatten eine spezifische
Erkennung einiger Reste C-terminal zum Arginin gezeigt (Abbildung 3-4), ganz im Gegen-
satz zur R -Sperzifitdtsgruppe. Damit die Ligandenpositionen A—5 bis A—3 die aromatische
Seitenkette in 26 Uberhaupt erreichen kénnen, misste die PPII-Helix geknickt sein
(Abbildung 3-20). Dies kénnte damit eine plausible Erklarung fur die ungewshnlich hohe
Praferenz for Glyzin an A—2 sein, die sich in den Substitutionsanalysen der R,-Spezifitats-
gruppe zeigte. Damit konnte durch die COMBINE-Methode die Plausibilitéat der Struktur-
modelle fir die Komplexe der beiden R-Spezifitétsgruppen weiter gestitzt werden. Dies
demonstriert, dass die COMBINE-Methode auch erfolgreich zur Analyse und Validierung
von Komplexstrukturmodellen verwendet werden kann.

Fur die Strukturmodelle der WW-Doménen/Liganden-Komplexe der Y-Spezifitétsgruppe
konnte zusammen mit den CSPs fir die Bindung des Y-Modellliganden (Tabelle 3-6) ein
pradiktives COMBINE-Modell der Tyrosin-Spezifitat erstellt werden (siehe 3.3.3.2). In
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Analogie zum CoMFA-Modell wurden alle WW-Doménen der Y-Spezifitatsgruppe mit
quantifizierbaren CSPs und je ein Vertreter aus den Ubrigen Spezifitétsgruppen ausgewdhlt,
um das COMBINE-Modell zu trainieren. Auf Grund des Trainings auf der Basis von Kom-
plexstrukturmodellen muss auch bei der Interpretation des COMBINE-Modells der Tyrosin-
Spezifitét die Ungenauigkeit der Strukturmodelle mit einbezogen werden.

Grundsétzlich spiegelte das COMBINE-Modell der Tyrosin-Spezifitat die wesentlichen Vergleich des

COMBINE-Modells

konservierten Sequenzmerkmale der Y-Spezifitétsgruppe wieder (Abbildung 3-12). So stam- der Tyrosin-Spexifitét
mit dem CoMFA-

men die gréBten Beitréige von den Wechselwirkungen zwischen Tyrosin in A3 und den AKA:nOl?L:Unsfeieurenz
Doménenresten ®30, ®32 und ®35 (Abbildung 3-27A-B). Dabei macht das COMBINE-
Modell deutlich, dass die Praferenz fur V/I/L an ©®30 eine Folge der Vermeidung unvorteil-
hafter Kontakte zwischen YA3 und gréfieren Seitenketten in @30 ist.
Im Vergleich zum CoMFA-Modell und der Konsensussequenz liegt jedoch einer der we-  Scheinkorrelation der

WW-Doménenposition

sentlichen Vorteile des COMBINE-Modells darin, dass durch die Einbeziehung des Ligan- sgoii:ﬂilﬁggfindung
den nicht nur eine Korrelation sondern vielmehr ein kausaler Zusammenhang zwischen Liganden
Sequenz/Struktur und der Wechselwirkungsaffinitét hergestellt wird. So scheint das inner-
halb der Y-Spezifitdtsgruppe hoch konservierte Glutamat an ®18 keine direkte Rolle bei der
Ligandenbindung zu spielen (Abbildung 3-27A-B). Die Beteiligung dieses Rests an der Li-
gandenbindung wurde auch schon im Zuge der Interpretation der Konsensussequenz und
der Ergebnisse des CoMFA-Modells (siehe 4.1.2) in Frage gestellt. Jedoch erlaubte keine
der beiden Methoden allein eine Beteiligung auszuschlieBen. Angesichts der Tatsache, dass
®18 an keiner signifikant zum COMBINE-Modell beitragenden Interaktion beteiligt ist, han-
delt es sich bei Eo18 und der korrespondierenden Region C des CoMFA-Modells
(Abbildung 3-24) eher um eine Scheinkorrelation. Allerdings kann auch nicht ausgeschlos-
sen werden, dass das Glutamat einen Gbergeordneten elektrostatischen Effekt auf die ge-
samte WW-Doméne, Ho32 oder R/K/Q®w35 ausibt. Aber auch fur die intramolekularen
Interaktionen, die fir das COMBINE-Modell der Tyrosin-Spezifitat bestimmt wurden, spielt
®18 keine signifikante Rolle (Daten nicht gezeigt).
Umgekehrt werden auch einige der durch das CoMFA-Modell vorhergesagten spezifitéts- Bestétigung der

Bedeutung von

bestimmenden Strukturmerkmale durch das COMBINE-Modell bestatigt. So deutet der sig-  R/K/Qw35 und der
Konformation der

nifikant positive Beitrag der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen YA3 und 35 an  Prolin-Bindungstasche

(Abbildung 3-27B), dass die Praferenz fir eine positiv geladene Seitenkette in dieser Posi-

tion tatsdchlich im Zusammenhang mit der Wechselwirkungsaffinitat steht. Ebenso bestatigt

wird der Einfluss der Konformation und Umgebung der konservierten Tyrosin-Bindungsstelle
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auf die Affinitét gegeniber dem Y-Liganden. So haben die van-der-Waals-Kontakte zwi-
schen A0 und ®39, A1 und ®28 und Uberraschenderweise auch A1 und @37, sowie die
Wasserstoffbriicke zwischen A—2 und @39 einen signifikanten positiven Einfluss auf die
Wechselwirkungsaktivitét (Abbildung 3-27A-B).

Der weitaus grofite Vorteil des COMBINE-Modells liegt aber auf der Anwendungsseite.
Durch die Betrachtung des gesamten Komplexes kann die Wechselwirkungsaktivitat auch
for Doménen/Liganden-Kombinationen vorhergesagt werden, von denen weder die Doma-
ne noch der Ligand im Trainingsdatensatz enthalten war. Im Gegensatz dozu ist die Vorher-
sage des CoMFA-Modells auf denjenigen Liganden beschrankt, mit dem das Modell train-
iert wurde (siehe 3.3.2.2). Naturlich hat die Generalisierung des COMBINE-Modells auch
ihre Grenzen: die Struktur und der Wechselwirkungsmechanismus des Komplexes, fir den
die Affinitat vorhergesagt werden soll, missen den Komplexen éhneln, auf denen das
Modell trainiert wurde. Trotz dieser Einschrénkungen erméglicht das COMBINE-Modell
damit das de novo Design von dhnlichen Komplexen, wobei theoretisch gleichzeitig die
Doméne und der Ligand verandert werden kénnen.

Auf Grund seiner hervorragenden Vorhersageleistung (Abbildung 3-26) wurde das
COMBINE-Modell zum Design eines hdher affinen peptidischen Liganden fir die yRSP5-
WW1 Doméne aus Saccharomyces cerevisiae verwendet (siehe 3.3.3.3). Die Backerhefe ist
ein interessanter Modellorganismus fur die Aufklarung des WW-Doménen/Liganden-Inter-
aktionsnetzwerks, da fur sie nur 6 Proteine mit insgesamt 9 WW-Doménen identifiziert wur-
den (SMART-Datenbank'®'¢"). Trotz umfangreicher experimenteller Daten konnte bislang
iedoch noch kein klares Bild des WW-Domdnen-vermittelten Interaktionsnetzwerks gewon-
nen werden.*”’° Fir die Aufklarung des Interaktionsnetzwerks ist die in silico Vorhersage
von Liganden in zweierlei Hinsicht nitzlich: zum Einen bildet sie eine fundierte Arbeitshypo-
these fir die experimentelle Suche nach weiteren Wechselwirkungspartnern for WW-Domé-
nen. Zum Anderen kénnen mit dem Wechselwirkungsmodell hochaffine peptidische Ligan-
den designt werden, die als kompetitive Inhibitoren wertvolle Werkzeuge in zellbiologischen
Experimenten darstellen.

Fur das Design eines hdher affinen peptidischen Liganden fir yRSP5-WW1 (siehe
3.3.3.3) wurde vom Erkennungsmotiv xPPxY ausgegangen, da dieses fir WW-Doménen
der Y-Spezifitétsgruppe nicht weiter optimierbar ist (Abbildung 3-2). Aus diesem Grund,
wurde mit Hilfe der COMBINE-Analyse nach affinitétssteigernden Interaktionen mit den

flankierenden Bereichen des Liganden gesucht (Abbildung 3-27). Ein vielversprechender
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Kandidat war die Interaktion zwischen der WW-Doménenposition 26 und der Liganden-
position A—2 (Abbildung 3-28). Experimentell konnte bestatigt werden, dass die vorge-
schlagene Mutation von TA—2 zu DA—2 im Y-Liganden die Affinitét fast verdreifacht Experimentelle

Bestétigung der
(Tabelle 3-12). Auch die Verénderung der Affinitét war in derselben Gréflenordnung, wie  vorhergesagten

Wechselwirkungs-
die durch das COMBINE-Modell vorhergesagte Verdnderung der Wechselwirkungsaktivitét. akfivitét
Dies deutet auf einen guten quantitativen Zusammenhang zwischen vorhergesagter Wech-
selwirkungsaktivitat und Affinitét hin. Interessanterweise konnte unter den bekannten, phy-  In vivo Relevanz der
vorhergesagten
siologisch relevanten Wechselwirkungspartnern fir yRSP5%? das Hefe-Homolog zu DIAT Wechselwirkung
[UP: YM95 YEAST] identifiziert werden, das tatséchlich ein Aspartat in der Ligandenposition
A—2 besitzt. Dies bestétigt damit die in vivo Relevanz der vorhergesagten Wechselwirkung.
Mit den Erkenntnissen, die durch das Design peptidischer Liganden mit hdherer Affinitéit  Transfer der Erkennt-

nisse fUr peptische
gewonnen werden, kann das COMBINE-Modell prinzipiell iterativ optimiert werden. Das ~ Liganden auf nicht

peptidische Liganden
COMBINE-Modell mag damit auch die Richtung fir das Design therapeutisch relevanter,
nicht peptidischer Substanzen vorgeben. Gerade in dieser Anwendung liegt eine weitere

Stérke des COMBINE-Modells. So kann durch das COMBINE-Modell die Affinitat nicht nur

fur peptidische Substanzen vorhergesagt werden, sondern auch fir Peptidomimetika.'”?

4.2 WW-Domdénen Spezifitdtsmechanismen

Jedes der hier vorgestellten Wechselwirkungsmodelle hat eigene, sich ergdnzende Einblicke
in die Spezifitdtsmechanismen der WW-Doménen gegeben (siehe 4.1). Gemeinsam mit
den experimentellen Ergebnissen (siehe 3.1 und 3.2.1 und Pires et al., 2005) kann daraus
im Folgenden ein Uberblick Gber die Spezifitatsmechanismen for die Familie der WW-
Domanen entwickelt werden.

Die prinzipielle Wechselwirkung mit prolinreichen Liganden konnte fir den Grofteil der Konservierte Prolin-
42 untersuchten WW-Doménen bestétigt werden (siehe 3.1). Ausnahmen bildeten ungefal- Ellnﬁo:;gszfsclile\hms*?
tete WW-Doménen und solche, in denen die Prolin-Bindungsstelle (Y/F®28 und W®39)
nicht konserviert ist (Tabelle 3-6). Fur einige der WW-Doménen mit einem Phenylalanin
oder Tyrosin anstatt des Tryptophans in ®39 wurden durch das NMR-Screening schwache
Wechselwirkungen festgestellt, die aber durch die festphasegebundenen Bibliotheken nicht
reproduziert werden konnten (Tabelle 3-3). Der Einfluss von Y/Fo39 auf die Spezifitét bleibt

damit und im Hinblick auf Berichte Gber Wechselwirkungen dieser Doménen mit prolinrei-

chen Liganden weiterhin unklar.'¥
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Die Position @30 spielt eine essentielle Rolle bei der Unterscheidung der tyrosinspezifi-
schen WW-Domanen von den restlichen, nicht tyrosinspezifischen WW-Doménen (4.1).
Zwar ist V/I/Lo30 nicht ausreichend fir die Wechselwirkung mit tyrosinhaltigen Liganden,
iedoch verhindert eine aromatische Aminosdure in dieser Position die Wechselwirkung mit
tyrosinhaltigen Liganden wie auch Sudol'’® spekulierte. Die meisten nicht tyrosinspezifischen
WW-Domdanen besitzen daher auch eine aromatische Aminoséure in ®30 (Abbildung
3-11). Dennoch wurde auch fir die WW-Doménen von yPRP40 (Tabelle 3-6), insbesonde-
re fur yPRP40-WW?2, eine schwache, aber reproduzierbare Wechselwirkung mit xPPxY-

202 Damit Gbereinstimmend ergab die Analyse der WW-Doménen-

Motiven beschrieben.
strukturen von yPRP40 [PDB: 106W],?%? dass die Tyrosin-Seitenkette von Yo30, vor allem
in yPRP40-WW?2, auf Grund einer etwas anderen Konformation die BBBC-Schleife weniger
,abschirmt”.'¥’

Fur die nicht tyrosinspezifischen WW-Domdnen vergréfert eine aromatische Aminoséure
in ®30 zugleich die hydrophobe Oberfléche zur Wechselwirkung mit dem Liganden (siehe
3.3.1.4). Dies korreliert sowohl mit der Tendenz zu léngeren Erkennungsmotiven, als auch
mit der Tendenz zur Bindung reiner Polyprolin-Motive (siehe 3.2.1). Die einzigen Ausnah-
men hiervon sind die WW-Domdénen der poS/poT-Spezifitétsgruppe, bei denen Fw30 keine
essentielle Rolle bei der Ligandenbindung spielt.'”® Damit erfillt der aromatische Rest in
®30 fur die poS/poT-Spezifitétsgruppe wahrscheinlich vor allem die Aufgabe der Vermei-
dung der Wechselwirkung mit tyrosinhaltigen Liganden. Im Gegensatz dazu ist das konser-
vierte Tyrosin in ®30 fur die Bindung des L-Liganden durch WW-Domdnen der L-Spezifitéts-
gruppe essentiell, auch wenn es nicht direkt fir die Leuzin-Spexzifitét verantwortlich ist.'3’
Auch bei den beiden R-Spezifitdtsgruppen scheint die aromatische Aminoséure in ®30 eine
grofle Bedeutung fir die Ligandenbindung zu haben (Abbildung 3-11). Die R,-Spezifitéts-
gruppe scheint an dieser Position ein Tryptophan zu benétigen, um méglicherweise eine
weitere hydrophobe Vertiefung zusammen mit Vo20 und Y®28 auszubilden (Abbildung
3-19), analog zu der zweiten hydrophoben Vertiefung in hFBP11-WW1.'3 Dies wirde auch
die spezifische Interaktion mit den beiden Resten in —5 und —6 Position zum Arginin im R-
Liganden erkléren (Abbildung 3-3). In den WW-Doménen der R, -Spezifitatsgruppe scheint
diese Vertiefung zu fehlen (Abbildung 3-20). Dies wirde die geringere Anzahl an spezifisch

erkannten Ligandenresten N-terminal zum Arginin erklaren (Abbildung 3-4). Dennoch

scheint auch Y®30 essentielle Kontakte zum Liganden auszubilden (Abbildung 3-25).
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Eine wichtige Rolle bei der Spezifitét fir argininhaltigen Liganden spielt die Position ®26  Position 26:
(Abbildung 3-25). Sie dient, éhnlich wie die Position ®30 fir tyrosinhaltige Liganden, vor /Ef;ii?r:?ggef;fr“éf
allem der selektiven Hemmung der Wechselwirkung gegentber argininhaltigen Liganden.

So besitzen beinahe alle WW-Doménen, die nicht den beiden R-Spezifitétsgruppen ange-
héren, ein Arginin oder Lysin, selten auch ein Glutamin in dieser Position (Tabelle 3-6). In
den vorgeschlagenen Komplexen fur die Wechselwirkung mit argininhaltigen Liganden
(Abbildung 3-19 und Abbildung 3-20) wirden diese Aminosduren in 26 zu unvorteil-
haften elektrostatischen und sterischen Interaktionen mit dem Arginin des Liganden fGhren
(Abbildung 3-25). Unterstitzt wird diese Hypothese auch dadurch, dass die zwei WW-
Domanen der Y-Sperzifitatsgruppe, die kein R/K/Q in @26 besitzen, als einzige eine, wenn
auch schwache, Wechselwirkung mit dem doppelten R-Liganden zeigen (Tabelle 3-3 und
Tabelle 3-6). Dariber hinaus kénnte in den WW-Doménen der R, -Spezifitétsgruppe die
konservierte aromatische Aminoséure in ®26 zusammen mit W39 eine weitere hydropho-
be Vertiefung ausbilden (Abbildung 3-20). Diese wirde eine logische Erklarung fur die
spezifische Erkennung des gPp-Motivs liefern, welches C-terminal zum Arginin im R-Ligan-
den liegt und nur von WW-Doméanen der R, -Spezifitétsgruppe erkannt wird (Abbildung
3-4).

Zusatzlich zu @26 zeichnen sich die WW-Doménen der R-Spezifitdtsgruppen vor allem  pAgB-Schleife
durch konservierte negativ geladene Aminosduren in der BApB=-Schleife aus (Abbildung
3-11). Diese kénnen, entsprechend der vorgeschlagenen Komplexe, elektrostatisch mit dem
Arginin des Liganden interagieren. Die Unterschiede in der Position der negativ geladenen D22 und D/Ex24:
Reste (R,: D022; R,: D/E®24; siehe Abbildung 3-12) kénnen mit der vorgeschlagenen, /Iif;ii?r:?ggef;friféf
unterschiedlichen ,Positionierung” des Arginins des Liganden zusammenhéngen. Auch in
den WW-Doménen der poS/poT-Spezifitétsgruppe sind die spezifitétsbestimmenden Reste
in der BABB-Schleife lokalisiert (Abbildung 3-12). Dabei spielen vor allem S®22 und
R/K®n24 eine essentielle Rolle bei der Erkennung der Phosphatgruppe des Phosphoserins  sw22 und R/Kw24:
bzw. Phosphothreonins.'”® Im Falle der Wechselwirkung von hFBP11-WW1 und dem L- Ezg?:;%rjg;:;fﬁd*
Liganden konnte eine Reihe von Kontakten zwischen dem Leuzin des Liganden und den
Reste der BABB-Schleife identifiziert werden.'®” Allerdings zeigen die Doménensequenzen
der L-Spezifitatsgruppe for die BABB-Schleife keine Konservierung bestimmter Aminoséuren
(Tabelle 3-6). Ebenso wenig konserviert ist die BABB-Schleife in der Y-Spezifitatsgruppe.

Gleichwohl ist fir die tyrosinspezifischen WW-Doménen gesichert, dass dieser Teil der WW-

Doméne fir die Ligandenbindung keine Rolle spielt.'®
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Die Domdnen der Y-Spezifitdtsgruppe besitzen dagegen in der BBBC-Schleife ein hoch-
konserviertes Erkennungsmotiv zur Bindung des Tyrosins im Liganden: dazu gehéren neben
V/1/L®30 auch Ho32 und R/K/Q®35 (Abbildung 3-24). Die nicht tyrosinspezifischen
WW-Domaénen zeigen in der BBBC-Schleife eine weitaus geringere Konservierung der Se-
quenz (Tabelle 3-6). Dies ist einleuchtend angesichts der ,Abschirmung” dieses Bereichs
durch aromatische Aminoséuren in ®30 (siehe 3.3.1.4).

Weniger klare Beitrége zur Spezifitét kommen von den Positionen ®18, 20 und ©37.
Die starke Korrelation zwischen Em18 mit der Erkennung tyrosinhaltiger Liganden ist wohl
nur eine Scheinkorrelation (siehe 4.1.3). Dennoch kann auch ®18 zur Ausbildung einer
weiteren hydrophoben Vertiefung beitragen, wie der FBP11-WW1/L-Liganden-Komplex
zeigt. Gleichwohl kommt der Position ®20 dabei eine weitaus bedeutendere Rolle zu.'?’
Méglicherweise ist dieser Rest auch in WW-Doménen der R -Spezifitétsgruppe an der Aus-
bildung einer weiteren Vertiefung beteiligt (Abbildung 3-12 und Abbildung 3-19). Fir @37
wurde zwar unter anderem ein Einfluss auf die Bindung tyrosinhaltiger Liganden vorgeschla-
gen (Abbildung 3-24 und Abbildung 3-27A-B), allerdings spiegelt sich dies nicht klar in
den Sequenzen wieder (Tabelle 3-6).

Tabelle 4-1 fasst die spezifitatsbestimmenden Sequenzmerkmale der Doménen und der
Liganden zu einem einheitlichen Klassifizierungssystem der WW-Doménen zusammen.
Diese basieren auf den experimentell definierten Spezifitdtsgruppen aus Abschnitt 3.2.2,
wurden aber grundlegend durch die Erkenntnisse aus den sequenz- und strukturbasierten

Wechselwirkungsmodellen, sowie Ergebnissen aus der Literatur'3”:193

erganzt.

Es ist wichtig anzumerken, dass die in Tabelle 4-1 angegebenen Erkennungsmotive allein
auf den in dieser Arbeit untersuchten Liganden basieren (siehe 3.2.1). Nicht fur jede Spezifi-
tatsgruppe muss aber zwangslaufig gelten, dass sie ausschlieBlich mit diesem Erkennungs-
motiv interagiert, wie durch die Wechselwirkung der WW-Doménen der R -Spezifitatsgrup-
pe mit dem poly-P-Liganden verdeutlicht wird. Auf Grund der Beschrénkung der Substituti-
onsanalysen auf Einzelsubstitutionsanaloga lassen sich eben nicht alle méglichen Liganden
von einem einzigen Ausgangspeptid ableiten.

Die Stéirke der Wechselwirkung einer WW-Doméne mit einem Zielprotein wird neben der
Zielsequenz durch einen weiteren Faktor beeinflusst: die erkannten Epitope kommen in den
Zielproteinen haufig mehrfach vor. Durch die Wiederholung eines oder mehrerer Motive

kann auch fir nicht optimale Motive eine relevante makroskopische Affinitét erreicht wer-

den, wobei die Motive auch Gberlappen dirfen.''*'8 Besonders augenfdllig ist dieser Effekt
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Tabelle 4-1 Zusammenfassung der spezifitdtsbestimmenden Reste der WW-Doménen und ihrer
Liganden fir die einzelnen Spezifitétsgruppen

Fur alle experimentell definierten Spezifitétsgruppen, auBer fur die poly-P-Spezifitétsgruppe, konnten mit
Hilfe der experimentellen Analysen und der verschiedenen Wechselwirkungsmodelle charakteristische
spezifitétsbestimmende Reste identifiziert werden.

Spezifitéts- Minimalmotiv der Zusétzliche spezifitéts- Liganden-
gruppe?  spezifititsbestimmenden Reste® bestimmende Reste? Erkennungsmotiv?
Y V/I/Lo30, Ho32, R/K/Qw35 R/K/Qw26, Tw37, (Ew18) XxPPXY
XPPxpoY

R,  D/Ew22, ~(R/K/Q/Y/F/W)026, We30 Vo20, D/Ew23, (V/Tw37) (p/®)P (p/g) PPPR

(p/®) PPPPP
R, D/Ew24, Y/F026, Y30 (Vo18), (Gw20), T/Sw22, PPPRgpPpP
D/Ew23,
L H/Y®20, Yo30, BABB-Schleife R/K/Qw26 PPLPp
poS/poT Sw22, R/Kw23 Rw20, Sw24, R/K/Qw26, (poT/poS)P
Fo30
poly-P 2 ¢ (p/®) PPPPP

° Experimentell definierte Spezifitdtsgruppe (siehe 3.2.2).

® Minimal notwendige Sequenzmerkmale fur die Wechselwirkung mit dem charakteristischen Liganden
der Spezifitdtsgruppe. Ausgeschlossene Aminoséuren sind durch ein vorangestelltes , ~ “ gekenn-
zeichnet.

¢ Sequenzmerkmale, die nicht unbedingt notwendig sind fir die Bindung des charakteristischen Liganden
aber dennoch mit der Spezifitdtsgruppe korrelieren. Sie kénnen zur Vermeidung der Wechselwirkung mit
anderen Liganden dienen (z.B. R/K/Q®26), sie kénnen die Wechselwirkung mit dem charakteristischen
Liganden verstdrken oder ihre Funktion kann unklar sein, obwohl sie mit der Spezifitétsgruppe korrelie-
ren (in Klammern).

¢ Fur die charakteristischen Liganden sind die Erkennungsmotive angegeben. Dies muss nicht zwangs-
léufig bedeuten, dass nur diese Liganden gebunden werden (siehe Text). Fir Nomenklatur der Sequenz-
motive siehe 2.1.3.

for die Wechselwirkung mit reinen Polyprolin-Abschnitten, wie sie fir die WW-Doménen der
R,- und poly-P-Spezifitdtsgruppen (siehe 3.2.1.4), aber auch der L-Spezifitatsgruppe'’ ge-
funden wurde. Dies héngt damit zusammen, dass kein spezifitétsbestimmender Rest die
Anzahl der durch die Lénge des Polyprolin-Abschnitts bestimmten Bindungsméglichkeiten
einschrénkt. Interessanterweise sind viele WW-Doménen-Bindungsstellen in den natirlichen
Proteinen innerhalb verhaltnismdaBig langer prolinreicher Abschnitte.®?® Umgekehrt kann die  Multiple Domanen
Stérke der Wechselwirkung auch durch mehrfaches Auftreten der Doménen erhéht werden.
Dies kann zum Beispiel fir die tandemwiederholten WW-Doménen der NEDD4-Ubiquitin-
Ligasen, die alle der Y-Spezifitétsgruppe angehéren, vermutet werden. Kommen sowohl die
Doménen als auch die Zielmotive wiederholt in den interagierenden Proteinen vor, wird die
Wechselwirkung zusétzlich durch Aviditétseffekte verstérkt, da mehrere Interaktionen gleich-

zeitig getrennt werden missen.
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Daneben fallt in Tabelle 4-1 auf, dass fir die poly-P-Spezifitétsgruppe keine spezifitétsbe-
stimmenden Reste identifiziert werden konnten, auch nicht unter Einbeziehung der Erkennt-
nisse fir die anderen Sperzifitdtsgruppen. Damit stellt sich die Frage, ob die beiden in die
poly-P-Sperzifitdtsgruppe klassifizierten WW-Doménen hGAS7-WW und yPRP40-WW?2
tatséchlich den poly-P-Liganden Gber den gleichen Bindungsmechanismus erkennen. Oder
handelt es sich bei dieser Wechselwirkung eher um eine grundlegende Eigenschaft von
WW-Doménen mit méglicherweise mehreren hydrophoben Vertiefungen, wie es die Wech-
selwirkung der WW-Doménen der R -Spezifitétsgruppe mit dem poly-P-Liganden andeutet.
Diese Fragen kénnen erst durch die noch ausstehende strukturelle Aufklarung der ent-
sprechenden Komplexe geklért werden.

Mit Hilfe der spezifitétsbestimmenden Reste aus Tabelle 4-1 kénnen nun die WW-Domé-
nensequenzen, zusdtzlich zur Y-Spezifitétsgruppe (Tabelle 3-7), auch in die R,-, R.-, L- und
poS/poT-Spezifitdtsgruppen klassifiziert werden (Tabelle 4-2). Damit kénnen insgesamt
66 % aller WW-Domanen einer der 5 definierten Spezifitétsgruppen zugeordnet werden.
Werden nur diejenigen WW-Doménen betrachtet, die konservierten Reste W/F/Yw17,
Y/F®28, Y/Fn29 und W39 gleichzeitig erfillen (Tabelle 4-2, Spalte WW), kann durch
diese Klassifizierung fir 72 % der WW-Doménen die Spezifitdtsgruppe vorhergesagt
werden.

Eine ganze Reihe der hier zusammengefassten Einsichten in die Spezifitétsmechanismen
der WW-Doménen waren ohne die strukturbasierten Analysen und damit ohne die Model-
lierung der Komplexstrukturen nicht méglich gewesen (siehe beispielsweise ©26, 4.1.3).
Besonders interessante und plausible Hypothesen konnten an Hand der Komplexstruktur-
modelle der beiden R-Sperzifitétsgruppen ausgearbeitet werden. Unterstiitzung fir diese
Modelle kommt Uberraschenderweise von der Struktur [PDB: 1EG4]’¢ der hDYSTRO-WW
Doméne im Komplex mit einem Peptid aus B-Dystroglycan (NMTPYR;-,SPyoPPYVP). Der
tyrosinhaltige Ligand enthalt namlich interessanterweise auch ein Arginin das die BABB-
Schleife kontaktiert, und zwar von A—2 aus. Noch Uberzeugender wird dieser Vergleich
dadurch, dass auch hDYSTRO-WW kein R/K/Q in @26 besitzt. Dass es sich bei hDYSTRO-
WW jedoch nicht um eine argininspezifische WW-Doméne handelt liegt sowohl an den
fehlenden negativ geladenen Resten in der BABB-Schleife als auch an Isoleuzin in ®30.

Dariber hinaus verdeutlicht dies auch einen Mechanismus, mit dem die ,Feinspezifitat”
innerhalb der Spezifitétsgruppen erreicht wird. So wiirde der B-Dystroglycan-Ligand sehr
wahrscheinlich nicht mit einer hohen Affinitat von einer WW-Doméne wie yRSP5-WW!1
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Tabelle 4-2 Klassifizierung der WW-Domaénen in die Y-, R,-, R,-, L- und poS/poT-Spezifitéitsgruppen
66% aller 482 WW-Doménen aus der SMART-Datenbank'®'¢" (Stand: 15.11.2001) wurden einer der 5
definierten Spezifitétsgruppen zugeordnet (Tabelle 4-1). Werden die 113 WW-Doménen nicht miteinge-
rechnet, welche nicht gleichzeitig alle konservierten Reste von WW-Doméinen erfillen (Spalte WW), kén-
nen 72 % der WW-Doménen einer der Spezifitdtsgruppen zugeordnet werden.

Proteinfamilie Total R, Le wwe

NEDD4-Ubiquitin-Ligasen 155 32
MAGI und homologe 36 17
Dystrophin und homologe 21 1
YAP und homologe 9

Synip 1

BAG und homologe 5

tbZFP2 1

WWOX und homologe 24 12
HYP109 und homologe 8

FE65 und homologe 11

PQBP1 und homologe 9

YFBO 2 1
FBP21 und homologe 6 3 2
FCA-y und homologe 2 2 2

FBP11 und homologe 27 20

CA150 und homologe 8 2 1
WAC 1 1

Dinap1IP1 2 1

PINT und homologe 10

GAS7 und homologe 6

Small-GTPase-activating und homol. 7

YPR152C 1

WW45 und homologe 10 5
PEPP2 2 1
RNA Helikase und homologe 8 8
YJQ8 1 1
unklassifiziert 109 [ 9] 1 10 A 32

% 100% 50% 35% 5% 1% 7% 3% 23%
Die Sequenzen der WW-Doménen wurden klassifiziert durch das pHMM der Y-Spezifitétsgruppe und die
Minimalmotive aus Tabelle 4-1. Die Motive wurden durch die konservierten Reste einer WW-Doméne
(W/F/Y@17,Y/Fo28, Y/Fo29 und Wm39) erweitert. Fir Nomenklatur der Sequenzmotive siehe 2.1.3.
° Y-Spezifitdtsgruppe: pHMM der Y-Spezifitatsgruppe. Die WW-Doménen des Ubergangsbereichs wurden
ebenfalls zu den tyrosinspezifischen Doménen gezahlt (siehe 3.2.3.3).
® Motiv der Y-Sperzifitdtsgruppe: (W/F/Y)®o_11 (Y/F) (¥Y/F) (V/I/L)xHx, (R/K/Q) %W
 Motiv der R,-Spezifitdtsgruppe: (W/F/Y)x,(D/E) %54 (R/K/Q/Y/F/W)x (Y/F) (Y/F)WxsW
¢ Motiv der R,-Sperzifititsgruppe: (W/F/Y)x¢(D/E)x;_, (Y/F/W)x (Y/F) (Y/F) YXW
¢ Motiv der L-Spezifitéitsgruppe: (W/F/Y)x, (H/Y) x¢_5 (Y/F) (Y/F) ¥YxW
" Motiv der poS/poT-Spetzifitatsgruppe: (W/F/Y)x,(S/T) (R/K)Xs_5 (Y/F) (Y/F) (Y/F/W) xW
¢ WW-Domadnen, die nicht gleichzeitig alle konservierten Reste einer WW-Doméine aufweisen, d.h.
folgendes Motiv nicht erfillen: Wxo_11 (Y/F) (Y/F) xoW
Die angegebenen Proteinbezeichnungen sind der UniProt-Datenbank'® entnommen. Die wichtigsten
Proteinfamilien sind im Text und der Einleitung besprochen (siehe 1.3.3).

gebunden werden, da das COMBINE-Modell fir einen Liganden mit einem Arginin in A—2
eine deutlich erniedrigte Wechselwirkungsaktivitét vorhersagt (Tabelle 3-12). Die vorherge-
sagte niedrige Wechselwirkungsaktivitét for Liganden mit Arginin in A—2 ist vor allem eine
Folge des Auftretens eines Arginins in 26 von yRSP5-WW1 (siehe 3.3.3.3). Interessanter-
weise haben auch alle WW-Doménen der humanen Homologe von yRSP5 (hNEDD4 und

hITCHY) ein Arginin an ©26 (Tabelle 3-6). Somit kann vorausgesagt werden, dass das -
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Dystroglycan-Motiv nicht stark von NEDD4-éhnlichen Ubiquitin-Ligasen gebunden wird.
Diese Vorhersage korreliert gut mit der Funktion der beiden Wechselwirkungen, denn die
Dystrophin-Dystroglycan-Wechselwirkung erfillt eine strukturelle Aufgabe,”® wahrend Gber
die Wechselwirkung mit den NEDD4-ahnlichen Ubiquitin-Ligasen die Stabilitét der gebun-
denen Proteine Gber den Ubiquitin-vermittelte Proteinabbau reguliert wird.'”%173

Zusatzlich zur Aminosduresequenz des Erkennungsmotivs im Zielprotein spielen auch se-
kunddre Modifikationen, wie z.B. die Phosphorylierung dieser Motive, fir die Spezifitét der
WW-Doménen-vermittelten Wechselwirkungen eine Rolle (siehe 3.2.1.5, poS/poT-Spezifi-
tatsgruppe). Im Falle der Phosphorylierung des Tyrosins in xPPxY-Motiven wurde bislang
angenommen, dass dies die Wechselwirkung mit WW-Domdnen ausschlieBlich unter-
bindet.'”!17® Uberraschenderweise wurde aber in dieser Arbeit festgestellt, dass einige WW-
Domaénen der Y-Spezifitétsgruppe mit der phosphorylierten Variante ihrer tyrosinhaltigen
Liganden interagieren kénnen, zum Teil sogar mit héherer Affinitat als mit der nicht phos-
phorylierten Variante (Tabelle 3-4 und Abbildung 3-1). Damit ist die Hypothese einer aus-
schlieBBlich negativen Regulation der WW-Doménen/Y-Liganden-Wechselwirkung nicht
mehr haltbar. Dennoch konnten auch in dieser Arbeit nicht die Sequenzmerkmale identifi-
ziert werden, welche einzelne natirliche WW-Doménen zur Bindung phosphotyrosinhaltiger
Liganden beféhigen.'®? Fir eine detailliertere Diskussion der Bedeutung der Phosphorylier-
ung fur WW-Domaéanen-vermittelte Wechselwirkungen siehe Otte et al., 2003 und Otte,
2004.
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4.3 Quantitative Spezifitéits-Profile: eine quantitative

Beschreibung der Spezifitat
Klassischerweise wird die Spezifitat einer Protein-Interaktionsdoméne durch ein Konsensus- Klassische
sequenzmotiv der bekannten Liganden beschrieben (sieche 3.2.2 und 4.2)."7%""7 Meist las- 32:%1::'1%2*9
sen sich dadurch aber nicht alle experimentellen Ergebnisse erklaren (siehe 3.4).%8 Dariber
hinaus beinhalten Sequenzmotive auch keine Informationen Uber die Affinitéten der Wech-
selwirkungen (siehe 4.1.1). Zwar trifft die letzte Einschrénkung nicht auf die bisher vorge-
stellten quantitativen strukturbasierten Wechselwirkungsmodelle zu (siehe 4.1.2 und 4.1.3),
dennoch kénnen diese die Affinitét auch immer nur for éhnliche Liganden (COMBINE-Mo-
dell) bzw. denjenigen Liganden vorhersagen(CoMFA-Modell), mit welchem die Modelle
trainiert wurden.

Im Gegensatz zu dieser ligandenzentrierten Sicht (ein Ligand — viele Doménen) wird mit  Ziele der
Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Quantitativen Spezifitats-Profile (QSP) eine giuei%f;z-vf’efr;ﬁ’e
doménenzentrierte Sicht eingenommen (eine Doméne — viele Liganden). QSPs sind dabei
unabhdngig von einer artifiziell qualitativen Einteilung in ,Ligand” bzw. ,Nicht-Ligand”

(sieche 4.1.1). Vielmehr beschreiben sie die Spezifitét quantitativ in Form der Wechselwir-
kungsaffinitaten fir jedes Mitglied aus der Menge aller potentiellen peptidischen Liganden.
Dadurch ergibt sich ein umfassenderes Bild der Spezifitdt der analysierten Doméne.

Die Grundlage fir die Quantitativen Spezifitdts-Profile bildet also eine Beschreibung der Konzept der
Spezifitét in Form einer Ligandensequenz-abhdngigen Affinitatsfunktion (siehe 3.5). Hierfor gpg%;:-v;rgﬁ’e
wird eine konservierte und damit weitgehend sequenzunabhéngige Struktur der peptidi-
schen Liganden im Komplex mit der Domdne vorausgesetzt. Diese kann auf Grund des
konservierten Liganden-Bindungsmechanismus fir viele Protein-Interaktionsdoménenfami-  Konservierter

Bindungsmechanismus
lien angenommen werden. Infolgedessen reduziert sich die Spezifitét auf eine Funktion der  als Voraussetzung
Aminosduresequenz desjenigen Peptidabschnitts der Zielproteine, welcher wahrend der
Wechselwirkung im direkten Kontakt mit der Doméine steht, und damit dem klassischen
Erkennungsmotiv entspricht. Die relativen Affinitétsbeitrége Aln(K,) der einzelnen Amino-
sduren an den einzelnen Ligandenpositionen kénnen damit als sogenannte Quantitative
Spezifitits-Profile zusammengefasst werden. Uber die Gleichung AG, = —RT In(K,™")

reprdsentieren sie zugleich die relativen Bindungsenergiebeitrége der einzelnen Amino-

sduren des Liganden: AAG, = —RT In(K /K feferens) = —RT Aln(K).
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Die Methode der Quantitativen Spezifitits-Profile wurde in dieser Arbeit beispielhaft an
den PDZ-Domdénen aus den drei Proteinen hAF6, hERBIN und mSNAT getestet (siehe 3.5).
Die Annahme einer konservierten Struktur der Liganden im Komplex mit den Domdnen kon-
nte sowohl fir PDZ-Domdnen im Allgemeinen durch die Analyse der bekannten experimen-
tell bestimmten Komplexstrukturen (Daten nicht gezeigt), als auch im Speziellen fir die drei
untersuchten PDZ-Domanen an Hand der Substitutionsanalysen bestatigt werden
(Abbildung 3-31). Beide Analysen zeigten, dass die Spezifitdt vorwiegend durch die letzten
4 C-terminalen Aminosduren des Liganden bestimmt wird. Die Menge der potentiellen pep-
tidischen Liganden fir jede dieser PDZ Doménen reduziert sich damit auf den theoretischen
Liganden-Sequenzraum, gebildet durch die 20 proteinogenen Aminoséuren an den vier
konservierten Ligandenpositionen (AO bis A—3). Dieser Liganden-Sequenzraum wird als
theoretisch bezeichnet, da im Vergleich dazu der reale Liganden-Sequenzraum durch die
Verfigbarkeit der C-Termini real existierender Proteine in der Zelle stark beeinflusst werden
kann (siehe auch 4.5).

Das experimentelle Training der QSP-Modelle fir einen so grofien Sequenzraum (194 =
130321 Tetrapeptide, da von den 20 proteinogenen Aminosduren Cystein experimentell
nicht untersucht werden konnte) erforderte eine effiziente experimentelle Strategie. Hierfir
wurden die sogenannten Profilbibliotheken entwickelt (siehe 3.5.1), die auf den Ergebnissen
des experimentellen PDZ-Screenings basierten (siehe 3.4). Fir alle drei Doménen konnten
aus den Substitutionsanalysen (Abbildung 3-31), unabhdngig von der Sequenz der Aus-
gangspeptide, verhaltinisméaBig konstante Aminoséurepréferenzen fir die einzelnen Ligan-
denpositionen abgeleitet werden (Tabelle 3-16). Dies demonstrierte gleichzeitig, dass die
Affinitétsbeitrédge der einzelnen Ligandenpositionen weitgehend additiv zur Gesamtaffinitét
beitragen. Dadurch wurde der relevante Sequenzraum, der zum Training des QSP-Modells
experimentell untersucht werden musste, fir die jeweilige PDZ-Doméne auf etwa 500 bis
2000 Peptide eingegrenzt. Unter einer doménenspezifischen Profilbibliothek wird nun dieje-
nige festphasengebundene Peptidbibliothek verstanden, die alle Peptide dieses Sequenz-
raums enthdlt (siehe 3.5.1). Uber das Massenwirkungsgesetz konnten die Signalintensitéten
der Inkubationen der festphasegebundenen Profilbibliotheken mit den jeweiligen PDZ-Do-
ménen erfolgreich mit den unabhéngig davon durch SPR bestimmten Affinitaten fir einige
Kontrollpeptide kalibriert werden (siehe 2.6.3.2 und 3.5.1).

An Hand der Profilbibliotheken wurden anschlieBend QSP-Modelle fir diesen reduzierten

Liganden-Sequenzraum trainiert. Technisch gesehen handelt es sich dabei um multifakto-
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rielle Varianzanalysen (ANOVA), die eine lineare Regression zwischen den faktoriellen Vari-
ablen der Aminoséuresequenz der Liganden und den verhdlinisskalierten Affinitéiten erlau-
ben (siehe 3.5.2).

Abhéngig von der Formulierung der zugrundeliegenden ANOVA-Modelle — mit bzw. Kooperativitat
ohne statistische Interaktionsterme (Gleichung 3:1 bzw. Gleichung 3:2) — kann mit Hilfe der
QSP-Methode die Kooperativitét zwischen den einzelnen Ligandenpositionen zumindest
innerhalb des reduzierten Liganden-Sequenzraums bestimmt werden. Erwartungsgemaf3
wurde fir die hAF6-PDZ und die hERBIN-PDZ Domdnen nur ein geringer kooperativer
Beitrag (etwa 10%) zur Gesamtaffinitét festgestellt (siehe 3.5.2 und Tabelle 3-17), der im
Einklang mit den Ergebnissen der Substitutionsanalysen steht (Abbildung 3-31). Strukturell
lasst sich dies durch die relativ unabhéangigen Wechselwirkungen der Seitenketten der vier
C-terminalen Reste mit konstanten Bereichen (Interaktionsfléchen) auf der Doméne erklaren
(siehe 1.4.1 und 4.4). Nichts desto trotz kénnen unter anderem geringe Verénderungen der
Position des Liganden innerhalb der Bindungstasche oder elektrostatische Wechselwirkung-
en der Seitenketten des Liganden untereinander zu einer geringen Kooperativitét fihren.
Obwohl die Methode der QSPs zwar hauptséchlich additive Affinitatsbeitrage fur die Be-
trachtung des gesamten theoretischen Liganden-Sequenzraum voraussetzt, kann sie inner-
halb des reduzierten Liganden-Sequenzraum durchaus zur Bestimmung der Kooperativitat

eingesetzt werden. Sie ermdglicht damit die Uberprifung ihrer eigenen Voraussetzung.

Aut Grund der Feststellung der fast ausschlieBBlich additiven Affinitétsbeitrége war es Erweiterung des
abgedeckten
legitim, die QSP-Modelle der hAF6-PDZ und der hERBIN-PDZ Doménen durch die Inte- Eigondeﬂ-
equenzraums

gration der Signalintensitaten der Substitutionsanalysen zu erweitern. Durch diese finalen
QSP-Modelle wird der komplette theoretische Liganden-Sequenzraum von 130321 Tetra-
peptiden abgedeckt. Die Tatsache, dass sich die aminoséurespezifischen Affinitatsbeitrdge
der QSP-Modelle fir den gesamten theoretischen Liganden-Sequenzraum nicht von denen
der QSP-Modelle fir den reduzierten Sequenzraum unterscheiden, bestatigt die Gultigkeit
dieser Vorgehensweise (siehe Anhang B, Abbildung B-2 und Abbildung B-6). Mit dem QSP-
Modell fir die mSNAT-PDZ Doméne wurde schlieBlich Gberprift, in wieweit ein solches
Wechselwirkungsmodell auch ausschlieBlich auf den Daten von Substitutionsanalysen train-
iert werden kann. Da fir mSNAT-PDZ die experimentellen Ergebnisse (siehe 3.4) und die
experimentell bestimmte Struktur [PDB: 2PDZ]'¢° zeigen, dass auch A—4 einen Beitrag zur
Spezifitéit der Doméine liefert, wurde diese Position in das QSP-Modell mitaufgenommen.

Damit deckt das QSP-Modell der mSNAT1-PDZ Doméne den theoretischen Liganden-
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Sequenzraum von 19° = 2476099 Pentapeptiden ab. Die Qualitdt dieses Modells
(Tabelle 3-17) erméglicht zumindest eine semi-quantitative Interpretation der Spezifitat der
mSNAT-PDZ Doméne.

Zur Visualisierung der QSP-Modelle wurden — in Anlehnung an Termschemata der Ener-
gieniveaus von Molekilen — Termschemata der Energie- bzw. Affinitétsbeitréige der einzel-
nen Aminosduren an den konservierten Ligandenpositionen entwickelt (Abbildung 3-33).
Sie erméglichen eine intuitive Interpretation der Spezifitét einer Doméne. Jede Liganden-
position ist dabei durch eine vertikal angeordnete Verteilung der Aminoséuren représentiert.
Diejenigen Aminosduren, die in einer Ligandenposition fir eine hohe Bindungsaffinitét
verantwortlich sind, finden sich am unteren Ende der Verteilung wieder (niedrige/negative
Aln(K,)), Aminosduren mit einem negativen Beitrag zur Affinitét am oberen Ende (hohe/
positive Aln(K})). Die klassischen Sequenzmotive lassen sich aus den Aminosduren am un-
teren Ende der einzelnen Verteilungen rekonstruieren, z.B. (E/D) (T/S/V)x (V/L/I) coon
for hERBIN-PDZ (Abbildung 3-33C). Aus der Art der Verteilung der Aminosduren kann die
Selektivitat fir die jeweilige Ligandenposition abgelesen werden. So sind hochselektive Posi-
tionen durch zwei wohl separierte Cluster mit niedrigen bzw. hohen Aln(K,)-Werten charak-
terisiert (z.B. Position A—2 in Abbildung 3-33E). Fir unselektive Positionen wirden sich die
Aln(K,)-Werte aller Aminoséuren nicht signifikant von O unterscheiden. Eine wirklich unse-
lektive Position konnte aber durch keines der QSP-Modelle identifiziert werden. Dagegen
zeigen die Termschemata eine dritte Variante, die durch eine gleichméfige Verteilung der
Aminosduren Uber einen groferen Aln(K,)-Bereich gekennzeichnet ist (z.B. Position A—1 in
Abbildung 3-33A). Solch eine Position ist zwar nicht deutlich selektiv, dennoch tragen die
Aminosduren signifikant unterschiedlich zur Affinitét bei. A—1 wurde dagegen in den klas-
sischen Sequenzmotiven nur durch x représentiert und damit unpréazise als unselektiv ein-
gestuft (Tabelle 3-15). Fur hERBIN-PDZ wird die Selektivitat, insbesondere fir Tryptophan,
an A—1 durch die Phage-Display-Studie von Skelton et al., 2003, unabhdngig experimen-
tell bestatigt.

Zusatzlich zur Beschreibung der Spezifitét erméglichen die QSP-Modelle vor allem auch
die Affinitatsvorhersage fur alle Tetrapeptide des 130321 grofien Liganden-Sequenzraums.
Der Vergleich der vorhergesagten mit den unabhéngig durch SPR experimentell bestimmten
Affinitaten (Tabelle 3-18) bestatigt den QSP-Modellen der hAF6-PDZ und hERBIN-PDZ
Doménen eine hervorragende Vorhersageleistung (Tabelle 3-17). Die Abweichung der

Modellvorhersagen liegen in derselben Gréflenordnung wie die Unterschiede der mit ver-
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schiedenen experimentellen Methoden bestimmten Dissoziationskonstanten. Fir das

hERBIN-PDZ QSP-Modell wurde im Vergleich zum QSP-Modell fir hAF6-PDZ eine stérkere

Abweichung der Affinitétsvorhersagen festgestellt. Dies kann auf zusétzliche, durch das Doménenspezifische
QSP-Modell nicht représentierte Wechselwirkungen von Aminoséuren in Positionen N-ter- E%E;%%;Eemg
minal zu A—3 zuriickgefihrt werden. Fir hERBIN-PDZ identifizierten Skelton et al., 2003,

und Birrane et al., 2003, unabhéngig voneinander eine zusatzliche hydrophobe Bindungs-

stelle in der BBBC-Schleife. In den beiden Komplexstrukturen [PDB: TN7T]'¢® bzw. [PDB:

1MFG]? interagiert ein Tryptophan in A—4 bzw. ein Tyrosin in A—7 mit dieser

Bindungsstelle. In der Tat korrelieren die stérker abweichenden Affinitatsvorhersagen des

hERBIN-PDZ QSP-Modells auch fast ausnahmslos mit dem Vorhandensein aromatischer

Aminosduren in A—4 bis A—7 (Tabelle 3-18). Dariber hinaus wird ein Affinitatsbeitrag der
Ligandensequenz N-terminal zu A—3 auch dadurch demonstriert, dass fur unterschiedliche

Liganden mit identischer Sequenz von A—3 bis A0 experimentell unterschiedliche Affinitaten

bestimmt wurden. Am deutlichsten wird dies fir die Wechselwirkung der hERBIN-PDZ

Doméne mit ATB1, ATB2, CYG4 und CYG4k (Abbildung 3-33D und Tabelle 3-18). In die Beurteilung der

Vorhersagequalitdt im
Beurteilung der Qualitét der Affinitétsvorhersage muss auch der Fehler der experimentellen  Verhdltnis zum Fehler

SPR-Messungen miteinbezogen werden. Dieser liegt fir hAF6-PDZ und hERBIN-PDZ gigﬁe:‘fg:ztwe”e

zwischen einem Faktor 1,2 und 1,3 (Tabelle 3-18). Der grof3e Unterschied der

experimentell bestimmten Dissoziationskonstanten fir CYG4 und CYG4k, der sich nur

schwer an Hand der unterschiedlichen Lange der Peptide erklaren lésst, weist aber auf

einen moglicherweise gréBeren experimentellen Fehler hin. Fir das QSP-Modell der Qualitat des QSP-
Modells der mSNAT-

mSNAT-PDZ Doméne sind die Abweichungen der Affinitatsvorhersage zwar noch gréfler  PDZ Doméne

(Tabelle 3-18), aber angesichts der wenigen experimentellen Daten, die zum Training des

Modells verwendet wurden, ist die Vorhersageleistung beachtenswert. Die Giltigkeit des

Modells wird durch die Ubereinstimmung des Termschemas (Abbildung 3-33E) mit den

74180 ynterstitzt. Im Gegensatz zu

bisher bekannten Wechselwirkungsmotiven
Sequenzmotiven erlaubt das QSP-Modell aber eine Aussage Gber die Stérke des
Affinitatsbeitrags einzelner Aminoséuren und die Starke der Wechselwirkung insgesamt.

Mit Hilfe dieser QSP-Modelle ist das Design der optimalen peptidischen Liganden frivial.  Design der optimalen

peptidischen Liganden

Die Sequenz der sogenannten Superbinder lasst sich direkt aus den Termschemata ablesen, (Superbinder)
indem die Aminoséuren mit den héchsten Affinitétsbeitrdgen (niedrigsten Aln(K,)-Werten)
kombiniert werden (Abbildung 3-33A/C/E). Die vorhergesagten Superbinder konnten ex-

perimentell bestatigt werden, denn sie zeigten im Vergleich zu allen anderen experimentell
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untersuchten Liganden die héchste Affinitét gegentber ihrer jeweiligen PDZ-Doméine
(Tabelle 3-18). Der Superbinder SB-ERBIN zeigte dabei sogar eine vierfach héhere Affinitat
im Vergleich zum ndchstbesten Liganden AVRC. Die letzten 4 C-terminalen Reste von SB-
ERBIN stimmten auch mit dem Ergebnis einer Phage-Display-Studie fir hERBIN-PDZ Gber-
ein.'®®

Die Grofle des abgedeckten Liganden-Sequenzraums darf aber nicht dariber hinweg-
tduschen, dass auch die QSP-Modelle die Spezifitat einer Doméne nur dann sinnvoll be-
schreiben kénnen, wenn alle durch das Modell abgedeckten Liganden Gber einen einzigen
konservierten Liganden-Bindungsmechanismus erkannt werden. Das Screening der Biblio-
thek humaner C-Termini macht deutlich, wie wichtig es ist, die verschiedenen Bindungsmodi
zu unterscheiden und durch getrennte Modelle zu beschreiben: erst in Folge der Gruppie-
rung der mutmafBlich klassisch bzw. verschoben gebundenen Liganden konnten klare Se-
quenzmotive erhalten werden (Abbildung 3-29). Fir das Training der QSP-Modelle wurden
daher die Profilbibliotheken auf die letzten 4 C-terminalen Reste beschrénkt, um Liganden-
sequenzen zu vermeiden, die ein verschobenes Motiv enthalten und daher auch Uber den
alternativen Bindungsmechanismus gebunden werden kénnen (Abbildung 3-30). Prinzipiell
trifft diese Limitierung aber auch auf alle anderen in dieser Arbeit vorgestellten Wechsel-
wirkungsmodelle sowie die Substitutionsanalysen zu. Wenn versehentlich unterschiedliche
Bindungsmodi zusammengefasst werden, verlieren die Modelle ihre Aussagekraft.”® Sollten
sich in einem Experiment verschiedene Bindungsmodi verbergen, kann dies aber héufig an
den ,verrauschten” Ergebnissen erkannt werden. Letztendlich missen also fur jeden Bin-

dungsmechanismus separate Wechselwirkungsmodelle erstellt werden.



4.4 PDZ-Doménen Spezifitdtsmechanismen 151

4.4 PDZ-Doméinen Spezifitiitsmechanismen

Mit Hilfe der Strukturen der drei untersuchten PDZ-Doménen (Abbildung 4-1) konnten die  Strukiurbasierte

Erklarung der
durch die QSP-Modelle quantifizierten Aminosdurepréferenzen an den einzelnen Liganden-  Spezifitaten
positionen erklart werden. Dazu wurde die Definition der Interaktionsfléchen (IF), die von

Songyang et al., 1997, eingefthrt worden war, auf der Basis der Analyse aller experimentell

bestimmten Strukturen der PDZ-Domdénen/Liganden-Komplexe erweitert (siehe 1.4.1,

Tabelle 1-4 und Abbildung 1-4).

A hAF6-PDZ Doméne B hERBIN-PDZ Doméne C mSNA1-PDZ Domdéne
Ligand: QSVEV Ligand: WETWV Ligand: KESLV

[Modell] ! [PDB: 2PDZ]

Abbildung 4-1 Interaktionsfléchen der hAF6-PDZ, hERBIN-PDZ und mSNA1-PDZ Doménen
Oberflachendarstellung® (A) der hAF6-PDZ Domdéne im Komplex mit dem Peptid QSVEV (modelliert),
(B) der hERBIN-PDZ Doméne im Komplex mit dem Peptid WETWV [PDB: 1N7T]'®® und (C€) der mSNAT-
PDZ Doméne im Komplex mit dem Peptid KESLV [PDB: 2PDZ]."*° Hydrophobe Bereiche der Oberfléche
sind gelb, hydrophile Bereiche griin geférbt.° Die Liganden sind in Blau dargestellt. Die konservierten
Interaktionsflachen (IFO bis IF—3) sind durch gestrichelte Kasten angedeutet.

Die Praferenz fur aliphatische Aminoséuren an Ligandenposition A0 l@sst sich auf die aus- |nfer0‘;ﬂ0n
A0 und IFO

gepragte hydrophobe Tasche in der Interaktionsfléche IFQ zuriickfihren. Dariber hinaus

aber lieflen sich die Unterschiede in den Préferenzen fir V, | oder L nicht anhand der Unter-

schiede in der Ausformung der Tasche erklaren.

Dagegen korreliert die Fahigkeit, grofle aromatische Aminoséuren in A=1 spezifisch zu  Interaktion
binden, klar mit der Stérke der Ausbildung einer Tasche in IF=1. Fir hERBIN-PDZ wird die Pt endtE
Bedeutung dieser Tasche, speziell fir die Erkennung eines Tryptophans, unabhéangig von
dieser Analyse durch eine experimentell bestimmte Komplexstruktur demonstriert.'®® Im Falle
von hAF6-PDZ ist die Tasche weniger stark ausgeprégt, wahrend sie im Falle von mSNAT -

PDZ durch ein Phenylalanin in BC7 blockiert ist. Dies erklért die von hERBIN-PDZ zu
mSNAT-PDZ hin abnehmende Wichtigkeit der Ligandenposition A—1 und die abnehmen-

den Beitrage aromatischer Aminosduren in dieser Position (Abbildung 3-33A/C/E).
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Im Gegensatz zu mSNAT-PDZ und hERBIN-PDZ zeigt die hAF6-PDZ Doméine eine aus-
gepréagte Dual-Spezifitét (siehe 1.4.1), d.h. sie toleriert sowohl hydrophobe Aminosduren
als auch Threonin/Serin an Ligandenposition A—2. Die Interaktion von hAF6-PDZ mit A—2
beruht daher vermutlich vorrangig auf van-der-Waals-Kontakten mit der hydrophoben
Oberfléche in IF=2. Darauf deutet auch die Praferenz fur Threonin gegeniber Serin hin.
Klasse | PDZ-Domdnen erkennen aber klassischerweise S/T in A—2 Uber die Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke mit Position aB1 in IF—2, in der sich ein Histidin befindet. Klasse |l
PDZ-Domanen erkennen dagegen hydrophobe Aminosduren an A—2 Gber van-der-Waals-
Kontakte mit IF—2. hAF6-PDZ, mit einem Glutamin an Position aB1, stellt damit eine Uber-
gangsform dieser beiden Interaktionsmechanismen dar. Die abnehmende Praferenz fur
Serin bzw. Threonin an A—2 (MSNA1-PDZ > hERBIN-PDZ > hAF6-PDZ) deutet auf eine
abnehmende Bedeutung der Wasserstoftbricke mit aB1 hin (Abbildung 3-33A/C/E). Dieser
Verlust kann scheinbar, wie durch hAF6-PDZ verdeutlicht, Uber van-der-Waals-Kontakte mit
IF—2 kompensiert werden, so dass sowohl hydrophobe Aminosduren als auch Serin bzw.
Threonin toleriert werden.

Im Fall von hAF6-PDZ ist der Zugang zur Interaktionsflache IF=3 fir Aminosduren in Li-
gandenposition A—3 gréfitenteils durch ein Valin in Position BB4 blockiert. Dies erklart die
Praferenz fur die kleinen Aminoséuren G, A, P und S (r) in A=3, denn dadurch werden
abstoBBende Kontakte mit einem Valin in BB4 vermieden. Glutamat in A—3 wird dagegen
toleriert, weil die vorteilhafte elektrostatische Interaktion mit Lysin in BC4 die abstoflenden
Kontakte mit VBB4 kompensiert. Im Gegensatz dazu haben sowohl hERBIN-PDZ als auch
mSNAT-PDZ eine ausgeprégte Tasche in IF—3, welche die Seitenkette von A—3 aufnehmen
kann. Das Arginin (hERBIN-PDZ) bzw. das Lysin (mnSNAT-PDZ) in BC5 bedingt dabei die
Préferenz fir Glutamat und in geringerem Maf3e auch fir Aspartat an A—3.

Zusammen bestétigt diese strukturelle Analyse den Befund der QSP-Modelle, dass die
letzten 4 C-terminalen Ligandenpositionen im Prinzip als gleichberechtigt fur die Spezifitat
betrachtet werden missen. Die scheinbar unselektive Position A—1 tragt sehr wohl zur Fein-
spezifitét der Domdnen bei. Allein die Annahme eines ,Reiflverschlussmechanismus” bei der
Ligandenbindung kénnte eine absteigende Priorisierung der Ligandenpositionen vom zuerst
fixierten C-Terminus aus bedingen. Allerdings gibt es fir solch eine Hypothese keine experi-
mentelle Unterstitzung.

Zusétzlich zu den in der gesamten Familie der PDZ-Doménen konservierten Interaktions-

flachen IFO bis IF—3 kénnen mSNAT1-PDZ und hERBIN-PDZ auch spezifisch mit Resten in
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A—4 bzw. A—5 interagieren. Im Falle von mSNA1-PDZ wird ein Arginin oder Lysin in Ligan-
denposition A—4 spezifisch durch das Aspartat in aB2 gebunden. Im Falle von hERBIN-PDZ
kénnen aromatische Aminosduren N-terminal von A—3 im Liganden mit einer hydrophoben
Tasche in der BBBC-Schleife der Domdéne interagieren.?®'¢® Vor allem die Substitutions-
analysen fir hERBIN-PDZ demonstrieren, dass diese Interaktionen vorrangig optional und

haufig nur auf bestimmte Domanen/Liganden-Paare beschrankt sind (Abbildung 3-31).

Ein weiteres erstaunliches Ergebnis ist, dass alle drei PDZ-Doménen im Screening der Alternativer Bindungs-
mechanismus for
Bibliothek humaner C-Termini mit einer relativ grolen Anzahl an Liganden, die durch ein verschobene” Motive

genau um eine Ligandenposition N-terminal verschobenes Erkennungsmotiv gekennzeich-

net sind, interagierten (Tabelle 3-14). Unterstitzt durch eine Molekildynamik-Simulation

und experimentelle Untersuchungen konnte ein plausibler alternativer Liganden-Bindungs-

mechanismus abgeleitet werden (Abbildung 3-30). Die experimentelle Strukturaufkldrung

dieses Komplexes muss nun endgiltig kléren, welche Rolle die noch notwendige C-termi-

nale Carboxylgruppe in Komplexen mit ,verschobenen Liganden” spielt und welchen Platz

die Seitenkette der Aminoséure in A1 einnimmt. Dass PDZ-Doménen auch generell interne

Motive binden kénnen, die nicht eine B-Finger-Konformation einnehmen,®” konnte durch  Vergleich mit Paré-
PDZ/Pals1 -Komplex

die experimentelle Aufklarung der Komplexstruktur von Par6-PDZ und Pals1 gezeigt werden

[PDB: 1X8S]."¢ Auch in dieser Struktur befindet sich zusdtzlich eine Aminosdure in einer Li-

gandenposition A1 innerhalb der konservierten Bindungstasche. Im Gegensatz zu dem in

dieser Arbeit vorgeschlagenen Wechselwirkungsmechanismus der verschobenen Motive

wird in der Par6-PDZ Komplexstruktur scheinbar kein freier C-Terminus an A1 benétigt, da

weitere Ligandenreste in C-terminaler Richtung folgen. Die Wasserstofforicken der C-ter-

minalen Carboxylgruppe des Liganden werden allerdings von der Carboxylgruppe der Sei-

tenketten des Aspartats in A1 imitiert. Obwohl diese Struktur nicht genau den in dieser Ar-

beit identifizierten Bindungsmechanismus wiedergibt, verdeutlich sie dennoch, dass eine

zusatzliche Aminoséure in der Liganden-Bindungstasche einer PDZ-Domane Platz finden

kann. Im Gegensatz zur Bindung des ,verschobenen” Motivs, wurde keine signifikante

Wechselwirkung mit internen Motiven fir die drei in dieser Arbeit untersuchten PDZ-Do-

ménen festgestellt. Damit bleibt zu klaren, welche strukturellen Determinanten eine PDZ-

Domadne zu einer solchen Wechselwirkung beféhigen. Die Tatsache, dass alle drei PDZ-

Doménen mit verschobenen Motiven interagieren kénnen, deutet an, dass es sich hierbei

um eine prinzipielle Eigenschaft von PDZ-Doménen handeln kédnnte. Damit missen dem  Erweiterung des

Wechselwirkungs-
Wechselwirkungs-Repertoire der PDZ-Doménen (C-Termini, B-Finger, Oligomerisierung Repertoires
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und Lipide) zwei weitere Mechanismen hinzugefigt werden. Das Besondere an der Wech-
selwirkung mit verschobenen Motiven (Abbildung 3-30) bzw. internen Motiven'® ist, dass
sie mit dem Paradigma der Erkennung C-terminaler Motive brechen. Damit missen zukinf-
tig bei der sequenzbasierten Suche von PDZ-Doménen-Liganden eine gréBere Anzahl an

Méglichkeiten in Betracht gezogen werden.

4.5 Selektivitat von Protein-Interaktionsdoménen

Die Quantitativen Spezifitits-Profile eréffnen eine weitere sehr interessante Anwendung, die
Quantifizierung der Selektivitét einer Protein-Interaktionsdoméne. Die Selektivitat bezeichnet
dabei die Trennschérfe einer Doméne zwischen ,gewinschten” und ,,ungewinschten”
Wechselwirkungspartnern. Sie kann entweder durch die Steilheit der Affinitétsfunktion in
Abhéangigkeit von der Anzahl an gebundenen Liganden beschrieben werden, oder durch
die Grofle des Sequenzraums, der von denjenigen Liganden gebildet wird, die mit mindes-
tens einer als Schwellenwert gewdhlten Affinitat gebunden werden (Abbildung 3-35). Da-
durch wird die Konkurrenz zwischen den Liganden um die Bindung einer einzelnen Doméne
beschrieben. Umgekehrt kann die Konkurrenz mehrerer Doménen um einen Liganden ana-
lysiert werden, wenn QSP-Modelle die zu vergleichenden Doménen vorliegen. Letzten
Endes liefern die QSPs also einen wertvollen Beitrag zur Systembiologie, die sich mit der
Simulation und dem quantitativen Verstdndnis von komplexen Prozessen einer Zelle be-
schaftigt.”?'742'¢ Hierbei spielt natirlich die Konkurrenz um Wechselwirkungspartner eine
wesentliche Rolle.

Mit Hilfe der QSP-Modelle fir die drei PDZ-Doménen aus hAF6, hERBIN und mSNAT
wurde die Selektivitéten dieser Doménen innerhalb des theoretischen Sequenzraums fir die
4 C-terminalen Reste analysiert. Dabei zeigen die drei PDZ-Doménen wesentliche Unter-
schiede in der Gréfle der erkannten Liganden-Sequenzréume. Den gréfiten Sequenzraum
erkennt dabei mSNA1-PDZ, wahrend hERBIN-PDZ nur mit einem relativ kleinen Liganden-
Sequenzraum interagiert (Abbildung 3-35). Es ist bemerkenswert, dass sich dies nicht aus
den klassischen Erkennungsmotiven erschliet (Tabelle 3-15). Interessanterweise korreliert
dieser Befund mit der zelluldren Funktion der beiden Proteine: so bindet hSNAT an das
Dystrophin/Utrophin-Netzwerk und agiert als Vermittler zwischen diesem cytoskelett-assozi-

ierten Komplex und einer vermutlich grofen Anzahl unterschiedlicher Proteine.”* Dagegen
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besitzt hERBIN eine spezifischere Rolle als Suppressor des Ras/Raf-Signalwegs™ und inter-
agiert dementsprechend mit nur wenigen Proteinen.
Uberraschend ist auch, dass die Spezifititen der drei untersuchten PDZ-Doménen im Uberlappung der

Spezifitét der drei

Bereich physiologisch relevanter Affinitéten verhélinisméBig stark Uberlappen (Abbildung ~ PDZ-Doménen

3-35). Dieser Befund legt die Vermutung nahe, dass ein Protein iber ein einzelnes, C-ter-

minales PDZ-Domanen-Erkennugsmotiv eine Reihe unterschiedlicher PDZ-Doménen-Pro-

teine binden kann, um damit unterschiedliche Funktionen zu rekrutieren.

Mit den QSP-Modellen wird allerdings nur der Einfluss der Spezifitat auf die Selektivitét — in vivo Selekiivitat

betrachtet. In vivo wird die Selektivitét einer Protein-Interaktionsdoméne aber auch durch

die prinzipielle Verfigbarkeit der potentiellen Liganden bestimmt. Die Verfigbarkeit wie-

derum wird durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst, die im Rahmen dieser Arbeit nicht ~ Weitere
Selektivitdtsfaktoren

untersucht wurden: so missen die beiden theoretisch wechselwirkenden Proteine zur selben

Zeit in der Zelle exprimiert werden, damit die Wechselwirkung staftfinden kann (Expression).

Beide Proteine missen sich im selben Kompartiment innerhalb der Zelle befinden (Kompar-

timentalisierung). Das Bindungsmotiv muss strukturell zugénglich sein (Konformation). Die

Wechselwirkung kann ferner durch sekundére Modifikation des Erkennungsmotivs verhin-

dert bzw. erméglicht werden (sekundédre Modifikation). Und schlieBlich gibt es in der Zelle

zusétzliche Konkurrenz durch nicht verwandte Protein-Interaktionsdoménen'”® und andere

Wechselwirkungspartner, die in die theoretischen Uberlegungen nicht miteingegangen sind

(Konkurrenz). Diese zusatzlichen Ebenen der Selektivitat erklaren, wie trotz eines scheinbar

»unselektiven” Verhaltens — wie es fir einige PDZ- und WW-Doménen festgestellt wurde —

in vivo hoch selektive Wechselwirkungen zustande kommen kénnen. Nichts desto trotz

kann, wie weiter oben beschrieben, auch ein relativ unselektives Verhalten eine definierte

Funktion innerhalb eines feinabgestimmten Wechselwirkungsnetzwerks spielen. Gleichzeitig

erlaubt jede dieser Ebenen auch die gezielte Regulation der Wechselwirkung. Wie schon im

zweiten Absatz diskutiert, kann aber auch eine verhaltnisméBig unselektive Ligandenbin-

dung eine Funktion in vivo erfillen. Dabei muss beachtet werden, dass die funktionale Se-  Funktionale versus
mechanistische

lektivitat auch von der Verteilung der Erkennungsmotive in den Zielproteinen abhdngt. So  Selektivitat

ist durchaus ein Szenario vorstellbar, in dem eine Protein-Interaktionsdoméne zwar hoch-

selektiv mit einem gut definierten Erkennungsmotiv interagiert, dieses aber in einer Vielzahl

von Proteinen mit unterschiedlichsten Funktionen vorkommt (siehe beispielsweise die

NEDD4-Ubiquitin-Ligasen). In diesem Fall kann die Wechselwirkung zwar mechanistisch als
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selektiv bezeichnet werden, funktional aber eher als unselektiv. Dies macht deutlich, dass

zwischen diesen beiden Ebenen der Selektivitat ebenfalls unterschieden werden muss.

4.6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse fir die WW- und die PDZ-Doménen zeigen zusammen, dass sich die Bin-
dungseigenschaften von Protein-Interaktionsdoménen effizient durch die gezielte Kombi-
nation von Hochdurchsatz-Screeningmethoden mit theoretischen Modellen charakterisieren
lassen. Die resultierenden Wechselwirkungsmodelle vermitteln nicht nur ein Versténdnis der
Wechselwirkungs- und Spezifitétsmechanismen, sondern sie erméglichen auch die Vorher-
sage potentieller neuer Wechselwirkungspartner. Die quantitativen Modelle liefern dabei
sogar Informationen Gber die Affinitat der Wechselwirkung. Zusammen unterstitzien die
entwickelten Wechselwirkungsmodelle die theoretische und experimentelle Analyse von
Protein-Protein-Wechselwirkungsnetzwerken auf vielféltige Weise:

(i) Mit Hilfe der Vorhersage potentieller Wechselwirkungspartner kann die Zahl der
aufwendigen, zellbiologischen Experimente reduziert werden.

(i) Das umfassende Bild der Spezifitat in Form der QSP-Modelle erlaubt, alle potentiell
moglichen Wechselwirkungen in das Experimentdesign und die Netzmodelle
einzubeziehen.

(iii) Die Vorhersage der Wechselwirkungen erméglicht die kritische Beurteilung der Wech-
selwirkungsdaten, die mit Hilfe von Hochdurchsatzverfahren gewonnen wurden.

(iv) Die Affinitatsvorhersage, insbesondere die der QSP-Modelle, liefert die Grundlage fir
die Modellierung von Protein-Protein-Interaktionsnetzwerken im Rahmen der System-
biologie.

(v) Die COMBINE- und QSP-Modelle ermaglichen das Design peptidischer Liganden mit
gewinschter Affinitét; das COMBINE-Modells auch fir Peptidomimetika.

SchlieBlich wurde mit der Methode der Quantitativen Spezifitits-Profile eine allgemein an-
wendbare und effiziente Strategie zur Charakterisierung von Protein-Interaktionsdoménen
entwickelt. Die resultierenden QSP-Modelle liefern dabei ein umfassendes Bild der Spezifitat
und Selektivitét einer Protein-Interaktionsdoméne basierend auf den biophysikalischen

Eigenschaften der Wechselwirkung.
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