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Protein-Protein-Wechselwirkungen

P rotein- Protein-Wechselwirkungen sind fiir alle Aspekte zelluldrer
Aktivitit wichtig. Bildung und Dissoziation der Multiproteinkom-
plexe erfolgen auf spezifische Weise, oft mit ihnlichen Mechanismen.
Bei der Signaliibertragung sind hdufig Proteindomdnen beteiligt, die
Prolin-reiche Motive binden (PRMs); Prolin begiinstigt die spezifi-
sche Erkennung derartiger Motive, ohne dass dabei hohe Affinititen
benotigt werden. In diesem Aufsatz stellen wir eine detaillierte und
quantitative Bewertung der Strukturmerkmale vor, die die Wechsel-
wirkungen zwischen den PRM-Bindungsdomdnen und den PRMs der
Liganden festlegen, und untersuchen die Spezifitit der PRM-Erken-
nung. Durch Kombination mit Ergebnissen des Screenings von Pep-
tidbibliotheken konnten wir verschiedene hoch konservierte Wech-
selwirkungen identifizieren, die in allen Komplexen von PRM-
Bindungsdominen vorkommen. Das Unterdriicken von Protein-
Protein-Wechselwirkungen mithilfe kleiner Molekiile ist eine grofie
Herausforderung — daher ist es wichtig, zundchst genau die kritischen
Wechselwirkungen zu identifizieren, die beim Design von Inhibitoren
von PRM-Bindungsdomdnen zu beriicksichtigen sind.
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1. Einleitung

Modulare Proteine, die an der Signaliibertragung beteiligt
sind, nutzen oft hoch konservierte nichtkatalytische Adap-
terdoménen, die wihrend des Aufbaus der signalgebenden
Multiproteinkomplexe die Bildung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen vermitteln. Die Ausprdgung der Protein-
Protein-Wechselwirkungen unterliegt dabei mehreren Vor-
aussetzungen: Erstens muss die fehlerfreie Erkennung des
Bindungspartners gewihrleistet sein, um eine hohe Spezifitét
der Wechselwirkung zu garantieren. Zweitens muss die
Wechselwirkung hoch reversibel sein, um eine schnelle
Dissoziation der Komplexe nach der Beendigung des Stimu-
lus zu erreichen. Entsprechend werden Affinititen im mikro-
und nanomolaren Bereich bendétigt.

Es ist bereits eine Vielzahl unterschiedlicher Familien von
Protein-Protein-Wechselwirkungsdoménen beschrieben
worden (Ubersichtsartikel sieche Lit. [1-6]). In den meisten
Fillen erkennen diese Doménen Zielmotive, die phosphory-
lierte Reste enthalten; bekannte Beispiele dafiir sind die Src-
homology-2(SH2)-Doméinen und die Phosphotyrosin-binden-
den (PTB) Dominen, die Sequenzmotive mit phosphorylier-
tem Tyrosin erkennen.” Die hiufig in Signalproteinen
vorkommende Forkhead-associated(FHA)-Doméne bindet
an Proteinsegmente, die Phosphoserin oder Phosphothreonin
enthalten. Daraus ldsst sich schlieBen, dass FHA-Doménen
die SH2-Aquivalente in den Phosphoserin- und Phospho-
threonin-abhiingigen Signalwegen sind."” Phosphoserin und
Phosphothreonin werden auch von Proteinen der 14-3-3-
Familie und den WW-Doménen der Klasse IV gebunden, was
interessante und unerwartete Ahnlichkeiten zwischen diesen
Familien offenbart. Eine ebenfalls gut untersuchte Gruppe
von Adapterdoménen ist die Familie der Postsynaptic-den-
sity/Disc-large/ZO1(PDZ)-Doménen, die die duBersten C-
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terminalen Sequenzen des Bindungspartners erkennen und
daran binden.”! Weiterhin sind verschiedene Familien von
Proteindoménen bekannt, die spezifisch Peptide mit Prolin-
reichen Sequenzen (PRM) binden. Diese PRM-bindenden
Doménen sind besonders hidufig an Signaliibertragungen
unter Mitwirkung von Multiproteinkomplexen beteiligt und
sind das Thema dieser Ubersicht.

1.1 Erkennung von Prolin-reichen Motiven durch PRM-bindende
Module

Zurzeit sind sechs Familien von PRM-bindenden Modu-
len bekannt: die Src-homology-3(SH3)-Dominen, ™' die
WW-Dominen,!"'% die EVHI-Doménen,'" ! die GYF-Do-
minen (auch als CD2-Bindungsdominen bezeichnet),*?!
die UEV-Dominen™?! und das aus einer Domine beste-
hende Profilin.?**! Alle diese Dominen interagieren mit den
PRMs im Bereich eines K -Wertes zwischen 1 und 500 um und
bendtigen weitere, flankierende Epitope, um die notwendige
Spezifitdt zu erreichen. In Abbildung 1 sind die hochaufge-
losten Strukturen von jeweils einem Reprédsentanten der
derzeit bekannten Familien von PRM-Bindungsdoménen
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Abbildung 1. Dreidimensionale Strukturen von reprisentativen Beispie-
len aus jeder der bekannten PRM-Bindungsdominenfamilien im Kom-
plex mit PRM enthaltenden Peptiden. a) SH3-Domine der menschli-
chen Fyn Tyrosinkinase (1fyn), b) WW-Domine des menschlichen Dys-
trophins (1eg4), c) EHV1-Domine des Maus-Ev1 (1qc6), d) GYF-
Domine des menschlichen CD2BP2 (112z), e) UEV-Domine des
menschlichen Tsg101 (1m4p) und (f) Profilin aus menschlichen Blut-
plattchen (1¢jf). Die Abbildung zeigt die Faltung der Dominen und die
entsprechenden Peptidbindungsstellen mit den exponierten aromati-
schen Clustern. Die Peptidliganden binden an diese Bindungsstelle,
indem sie die Prolinringe in die hydrophoben Taschen um die Trp-
(pink) und Tyr-Seitenketten (blau) einbringen. Die griin eingezeichne-
ten Aminosiurereste der Domine bilden zusitzliche Wasserstoffbrii-
cken zum Peptid.
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dargestellt. Die C- und N-Termini der Doménen sind im
Allgemeinen rdumlich sehr nahe beieinander; dies erleichtert
die Einpassung der Doméinen in das jeweilige Tragerprotein,
ohne dessen Gesamtstruktur wesentlich zu veridndern, und
ermoglicht einen guten Zugang zur Domine, was eine
Voraussetzung fiir die Rekrutierung des Zielproteins ist.
Ein Charakteristikum aller PRM-bindenden Doménen sind
hoch konservierte, rdumlich nahe beieinander liegende und
an der Oberfliche lokalisierte Anhdufungen aromatischer
Aminosduren, die auch als ,,aromatische Wiege“m bezeich-
net werden und die fiir die Erkennung spezifischer PRMs
verantwortlich sind (sieche Abbildung 1). Im Folgenden wird
beschrieben, in welcher Weise die relative Orientierung und
die Abstdnde zwischen den aromatischen Seitenketten des
Clusters die Spezifitit der PRM-Erkennung festlegen.

Die PRM-bindenden Doménen erkennen ein 3-6 Reste
umfassendes, Prolin enthaltendes ,,Kernmotiv*, das Teil eines
5-10 Aminosduren langen Sequenzabschnittes an der Ober-
fliche des Bindungspartners ist. Das Kernmotiv wird haufig
von mehreren Mitgliedern einer Doménenfamilie erkannt.
Innerhalb einer Doméinenfamilie wird die Affinitdt und
Spezifitdt einer Doméne beziiglich der bindenden Peptidse-
quenz des Partnerproteins zusétzlich bestimmt durch spezi-
fische Wechselwirkungen der Epitope des Peptides, die das
Kernmotiv flankieren, und den exponierten Aminosduren auf
der Dominenoberfliache (bekannt als Epsilon-Determinan-
ten?). Die Kern-flankierenden Epitope konnen aus einzel-
nen Aminosiuren, kleinen Gruppen von Aminoséduren, post-
translational verédnderten Resten oder auch aus Kombinatio-
nen all dieser Moglichkeiten bestehen; bezogen auf das
Kernmotiv kénnen sie sowohl C- als auch N-terminal (Fn
bzw. Fc?l) angeordnet sein. In Abhingigkeit von den Bei-
tragen der flankierenden Epitope zur Bindungsenergie zeigen
die Dominen einer Familie unterschiedliche Préferenzen
beziiglich eines bestimmten Kernmotivs — eine einzelne
Domine kann aber immer noch unterschiedliche Peptide
erkennen, sofern deren Bindungsaffinititen innerhalb eines
bestimmten Bereiches liegen. Diese Promiskuitidt ermoglicht
es vielen an Signaltransduktionsprozessen beteiligten Protei-
nen, multiple oder iiberlappende Funktionen zu erfiillen.

Dieser Aufsatz befasst sich mit den spezifischen struktu-
rellen Voraussetzungen der PRM-Erkennung durch die sechs
verschiedenen Familien von PRM-Bindungsdoménen. Die
Bevorzugung eines bestimmten Kernmotivs durch die jewei-
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lige Familie wird anhand von hochaufgelésten NMR- und
Rontgenkristallstrukturen diskutiert, die fiir eine Vielzahl
von Dominen und ihren Komplexen mit Peptidliganden
vorliegen. Die Bindungsmotive werden durch das Screening
von Peptidbibliotheken, besonders unter Verwendung der
SPOTs-Synthesetechnik, 2 auf spezifititsbestimmende
Reste untersucht. Durch eine Kombination der verfiigbaren
Struktur- und Bindungsdaten konnten wir Gemeinsamkeiten
feststellen, die bei allen bekannten PRM-Bindungsdoménen
und ihren Komplexen mit Peptidliganden auftreten. Die
Beobachtung derartiger Struktureigenschaften bei anderen
Proteinen kann ein niitzlicher Hinweis auf deren PRM-
Bindungsaktivitdt sein und bei der Suche nach moglichen
Bindungspartnern helfen. Auflerdem lassen sich aus diesen
Informationen Schlussfolgerungen zur Funktion dieser Pro-
teine ableiten.

1.2. Prolin-Konservierung in Prolin-reichen Motiven und in der
PPII-Helix

Die Prolin-reichen Zielpeptide, die in Signalketten er-
kannt werden, enthalten im Allgemeinen mehrere aufeinan-
der folgende Proline, von denen einige essenziell fiir die
Bindung sind, andere dagegen weniger wichtig zu sein
scheinen. Die Konservierungsmuster fiir essenzielle Proline
innerhalb des Kernmotivs konnen groBtenteils durch die
Sekundérstruktur von Poly-L-prolin in wissriger Losung
erklart werden. Die dabei auftretenden, charakteristischen
Torsionswinkel des Peptidriickgrates von @ =—78° und ¥'=
+ 146° bewirken eine gestreckte Konformation, die als links-
drehende Polyprolin-II(PPII)-Helix bezeichnet wird.[*¢
Eine solche Struktur (Abbildung 2a) weist eine pseudo-Cs-
Rotationssymmetrie um die Helixachse mit genau drei
Resten pro Drehung auf. Daher iiberrascht es nicht, dass
sich bei der Mehrzahl der Prolin-reichen Zielsequenzen die
Proline mit einer Periodizitdt von drei wiederholen (z.B.
PxxPxxP oder PPxPPxPP). Auf diese Weise bildet die PPII-
Helix ein einzigartiges Erkennungsmotiv, bei dem die Prolin-
Seitenketten und die Carbonylgruppen des Peptidgrundge-
riists in regelméfBigen Intervallen dem Losungsmittel ausge-
setzt sind. Bedingt durch das Fehlen von intramolekularen
Wasserstoffbriicken innerhalb der PPII-Helix (wegen fehlen-
der Riickgrat-Amidfunktionen in Prolin) kénnen die Carbo-
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Abbildung 2. a) Linksdrehende PPII-Helix von der Seite und in senk-
rechter Aufsicht zur Verdeutlichung der senkrechten C,- und Cs-Rota-
tions-Pseudosymmetrie. b) Bindungsmodus 1 (SH3- und EHV1-Doma-
nen und Profilin). Die Peptide bilden eine schirmartige Struktur um
die aus der Domine herausragende aromatische, einen Wasserstoff-
briicken-Donor tragende Seitenkette der Domine (Trp oder Tyr). Die-
selben Wasserstoffbriicken-Donoren werden unabhingig von der Ori-
entierung des Peptids verwendet. c) Bindungsmodus 2 (WW-, GYF-
und UEV-Dominen). Das Peptid bindet an der gegeniiberliegenden
Seite des PPII-Peptids. Die grauen Balken zeigen schematisch die Bin-
dungstaschen, die durch die umgebenden aromatischen Seitenketten
der PRM-Erkennungsstelle gebildet werden.

nylgruppen des Peptidriickgrates intermolekulare Wasser-
stoffbriicken mit den PRM-Doménen eingehen. Auflerdem
hat die Carbonylgruppe von Prolin eine hohere Elektronen-
dichte als die Carbonylgruppen des Riickgrates der anderen
natiirlichen Aminoséiuren™**! und ist damit ein besonders
guter Acceptor fiir Wasserstoffbriicken. Ein weiteres Kenn-
zeichen der PPII-Helix ist eine zweite, C,-pseudosymmetri-
sche Rotationsachse senkrecht zur langen Helixachse. Eine
Rotation von 180° um diese Achse belédsst das Peptidgrund-
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geriist und die Seitenketten in nahezu derselben Position
(siche Abbildung 2b). Daraus leitet sich die Moglichkeit
einer Bindung in zwei Orientierungen ab (meist vorwérts und
riickwirts genannt), wobei jeweils dieselben Erkennungsele-
mente des Peptids sowie die gleichen Wasserstoffbriicken-
Donoren der Seitenketten und hydrophoben Bindungsstellen
der Doméne verwendet werden. Fiir SH3-Doménen, WW-
Dominen und Profiline wurden beide Bindungsvarianten
gefunden; dennoch zeigen unterschiedliche Doménenklassen
innerhalb einer gegebenen PRM-Bindungsfamilie in der
Regel unterschiedliche Préferenzen fiir eine entweder N-C-
terminale oder C-N-terminale Ausrichtung von Peptiden.

Die PRM-Bindungsdoménen koénnen sich den Peptiden
aus entgegengesetzten Richtungen ndhern, wie in Abbil-
dung 2a durch die Pfeile angedeutet. Im Falle von Profilin
sind, bedingt durch die C;-Pseudosymmetrie der PPII-Helix,
das erste und vierte Prolin in der Peptidsequenz (P und P, in
Abbildung 2b) zur Doméne hin orientiert. Die C-, Cy- und
Co-Atome dieser beiden Proline stehen in engem Kontakt zur
Domiéne und ergeben das konservierte Muster PxxP in den
Profilin-Liganden. Im zweiten Bindungsmodus, der b_eispiels-
weise bei WW-Dominen beobachtet wird, interagieren zwei
direkt benachbarte Proline des Liganden mit einer hydro-
phoben Bindungsstelle der Doméne (Abbildung2c). In
diesem Fall haben das CB-Atom von P, und das Cd-Atom
von P, den engsten Kontakt zur Doméne. Das erste Prolin
kann durch andere Aminosduren ersetzt sein (man findet dort
z.B. Leucin), in der zweiten Position darf sich wegen der C6-
Substitution am Amidstickstoffatom aber ausschlieBlich ein
Prolin befinden. Daraus resultiert ein konserviertes xP-Motiv,
das mit der so genannten ,,xP*“-Bindungstasche der Doméne
wechselwirkt.”

Der jeweils bevorzugte Bindungsmodus bestimmt ein-
deutig das Muster der konservierten Proline im Liganden:
entweder PxxP (Modus 1) oder xPPx (Modus 2). Andere
Aminosduren als Prolin vervollstindigen dieses Kernmotiv
und stellen dadurch die Spezifitit fiir eine bestimmte Familie
und Klasse von Domaénen sicher. Sind, wie im Falle der SH3-
und Profilin-Komplexe, die Prolin-reichen Sequenzen des
Liganden lang genug, werden auch Kombinationen der
beiden oben erwihnten Bindungsmodi beobachtet (siehe
Abbildung 3).

Ein weiterer Vorteil der Bindung an Peptide mit Prolin-
reichen Segmenten ist die giinstige Entropiebilanz der Bin-
dung; da bei der Bindung eines PRM an die Bindungsstelle
zwei wohldefinierte, vorgeformte Oberfldchen in Kontakt
treten, ist die Entropieabnahme gering. Ein Hauptgrund ist
die geringe Zahl an Rotationsfreiheitsgraden im Prolin
entlang dem Peptidriickgrat im Vergleich zu anderen Ami-
nosduren: Im Kernmotiv xP hat man nur zwei der sonst
iiblichen vier Rotationsfreiheitsgrade, und jeder Rotations-
freiheitsgrad entspricht bei einer Temperatur von 300K etwa
3.5 kI mol~1*! woraus folgt, dass im Falle des xP-Motivs der
Beitrag zum AG-Wert der Komplexbildung um 7 kJmol ™!
hoher ist als bei anderen Dipeptid-Motiven.[*”! Dieser gerin-
gere Entropieverlust durch die Bindung ist die Ursache fiir
die hohere Gesamtbindungsenergie fiir Komplexe mit PRM-
Peptiden gegeniiber der fiir Komplexe mit flexibleren Pep-
tiden. Die Affinitdt von PRMs kann auch durch das Auftreten
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mehrerer PRM-Kopien im interagierenden Protein erhoht
werden. Dies wurde z. B. beschrieben fiir Zyxin und ActA, die
beide an Ena/VASP-EVH1-Dominen™"*? binden, und die
cytoplasmatische Region von CD2, die durch die GYF-
Domine gebunden wird.?”

Prolin bildet in der Regel den Hauptbestandteil der PPII-
Helices, man findet aber auch andere Aminosiduren, welche
die Proline flankieren oder deren Abfolge unterbrechen.
Besonders haufig tritt in PPII-Helices und in deren Néhe die
Aminosidure Glu auf, denn das Wasserstoffbriickenmuster
von Polyglutaminsiure fordert die Bildung der PPII-Struktur.
Andere oft in PPII-Helices vorkommende Aminoséuren sind
Gln, Arg, Ala, Leu, Ser, Asp und His, die in Prolin-reichen
Sequenzen mit vier und mehr Resten zu finden sind.™!

2. SH3-Domdinen

Src-Homologie-3(SH3)-Doménen sind kleine Protein-
wechselwirkungsmodule mit ca. 60 Aminosiureresten (Ab-
bildung 1a), die in einer Vielzahl von eukariotischen Protei-
nen des Cytoskeletts oder in Signalketten gefunden
werden.* Proteine mit SH3-Dominen sind unter anderem
fiir die Kontrolle der Zellkompartimentierung, die Lokalisie-
rung von Proteinen an Mikrofilamente des Cytoskeletts und
Membranausstiilpungen sowie die Regulierung von Enzym-
aktivititen verantwortlich.["

2.1. Klassifikation von SH3-Domdinen und
Zielsequenzpriferenzen

SH3-Doménen binden Prolin-reiche Sequenzen mit dem
charakteristischen PxxP-Motiv (eine genauere Beschreibung
des Motivs ist Pp¢P, wobei p einen nicht an der Bindung
beteiligten Prolin-Rest und ¢ einen hydrophoben Rest,
normalerweise Leu, Pro oder Val, beschreibt?”)). Bisher
wurden die SH3-Dominen ausschlieBlich danach klassifiziert,
in welcher Orientierung (N- zu C-terminal, im Folgenden als
Orientierung 1 bezeichnet, oder C- zu N-terminal, Orientie-
rung 2) der PRM enthaltende Ligand an die Bindungsstelle
der SH3-Domine angelagert wird. SH3-Doménen der Klas-
se I erkennen Sequenzen mit einer positiven Ladung an ihrem
N-Terminus mit einem Consensusmotiv (R/K)xxPxxP, wih-
rend SH3-Doménen der Klasse II Peptide in umgekehrter
Anordnung binden und demzufolge eine positive Ladung am
C-Terminus aufweisen, was zu einem entsprechend veridnder-
ten Consensusmotiv PxxPPPx(R/K) fiihrt (siche Tabel-
le 1).14%47 Diese grobe Klassifikation reicht jedoch nicht
fiir das Verstdndnis der Bindungspréferenzen einer derart
grof3e Familie von Doménen aus. Aus diesem Grunde werden
gegenwirtig intensive Untersuchungen zur Erkennung von
Peptiden durch unterschiedliche SH3-Doménen durchge-
fiihrt, deren Zugehorigkeit zu unterschiedlichen Spezifitéts-
klassen mittels Phagen-Display nachgewiesen wurde.''! Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen tragen nicht nur zu einer
besseren Klassifizierung der Doménen beziiglich ihrer Ligan-
denspezifitit bei, sondern helfen auch bei der Identifizierung
ihrer zelluldren Bindungspartner.
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Tabelle 1: Unterschiedliche Bindungsdominen fiir PRM-haltige Peptide.”!

Dominen und Beispiele fiir ,Wirt“-Proteine

Consensus-PRM

Angewandte

Trp dagegen von einem RxP-Motiv
umgeben  (Abbildung 3b). In

Klassen beiden Ausrichtungen werden die

1 SH3-Domanen Tyr- und Trp-Wasserstoffbriicken
Klasse | Src, Yes, Abl, Grb2-A, (R/K)pdPx¢P durch eine weitere Wasserstoffbrii-

Lyn, PI3K, Fyn cke einer Asn-Seitenkette erginzt.

Klasse Il Src, Cortactin, p53BP2, WPPPHPH(R/K) Die Bevorzugung einer hydropho-

PLCy, Crk-A, Nck SH3-B, ben Aminosiure, die nicht unbe-

CAP SH3-C, Amphiphysin dingt Prolin sein muss, an der we-

2 WW-Doméinen niger konservierten, als ¢ bezeich-
Klasse | g?scti;;:l:ss’ Nedd-4, (L/P)Pp(Y/poY) neten Position im Pp$P-Motiv er-

Klasse 11 FBP-11 PPLP p klart sich aus dem Side-on-Kontakt

Klasse Ill(a) FE65 (p/#)P(p/g)PPPR dieses Restes mit der hydrophoben

Klasse 111(b) FBP21 (p/P)PP(R/K)gpPp  Oberfliche der Domine (siche

Klasse IV Ess1, PINT, Nedd-4 (poS/poT)P Abbildungen 2 und 3). Die Substi-

, g;:f]e[\; ) PRP40-2 (p/$)PPPPP tution eines der beiden hoch kon-

. -Domanen . . .

Klasse | Ena, Mena, VASP, Evl (D/E)FPx¢P servierten liro‘lme durc.h ?me

Klasse 11 Homer-1a, Vesl-2 PPxx(F/Y) andere natiirliche Aminosiure

4. GYF-Dominen Cytoplasmatischer Teil von CD2 (R)xxPPgxR fihrt hingegen zu einem Verlust
5. UEV-Domanen Viral-Gag-Proteine P(T/S)AP der Bindung. Wird allerdings einer
6. Profilin Profilin (Protein besteht Poly-L-prolin dieser essenziellen Reste durch

aus einer Domine)

eine N-substituierte Aminosidure

[a] ¥, ¢, x: aliphatische, hydrophobe bzw. andere Aminosiurereste; poS: Phosphoserin; poT: Phospho-
threonin. Kleine Buchstaben reprisentieren bevorzugte, aber nicht konservierte Aminosiurereste. Bei
mehr als zwei Kopien einer Domine innerhalb des Wirtproteins ist die dem N-Terminus am nichsten

stehende mit A gekennzeichnet.

2.2. Die SH3:PRM-Kontaktfliche und die Ableitung von
Consensusmotiven fiir SH3-Zielsequenzen

Dank der Verfiigbarkeit vieler hochaufgeloster NMR-
und Rontgenkristallstrukturen von Komplexen unterschied-
licher SH3-Dominen mit Prolin-reichen Peptiden!!4-¥
konnen wir wichtige, periodisch wiederkehrende Merkmale
erkennen und die Konservierung des Aminosduremusters in
den Peptidsequenzen verstehen. Die Abbildungen 3a und b
zeigen Ausschnitte aus der SH3:PRM-Kontaktfliche als
reprasentative Beispiele jeweils einer Ligandenbindung in
Vorwirts- und Riickwértsorientierung. Zwei exponierte aro-
matische Seitenketten (Trp und Tyr) der Domine bilden
Wasserstoffbriicken zu den Carbonyl-Sauerstoffatomen des
Peptids. Durch die PPII-Konformation des Peptids wird
gewdhrleistet, dass das erste und vierte Prolin einer PxxP-
Peptidsequenz effizient in die hydrophoben Taschen zu
beiden Seiten des exponierten Tyr aufgenommen werden.
Diese im engsten Kontakt zur Doménenoberfldche stehenden
Peptidreste sind in Abbildung 3 gelb hervorgehoben.

Im Fall der Orientierung 1 erstreckt sich die PPII-Helix
nur iiber das Peptidfragment von Position 0-6 (MPPPLPP, in
Abbildung 3a) und deckt den groBten Teil der beiden Bin-
dungsstellen ab, die in den Abbildungen2b und c gezeigt
sind. Das exponierte Trp ist von einem PxxxP-Motiv umge-
ben, das keine vollstindige PPII-Helixstruktur aufweist —
dadurch nimmt der Ligand im gebundenen Zustand eine
Konformation ein, die zwei aneinander gereihten Schirmen
dhnelt. Der ,,PPII-Helix-Schirm* (PxxP) umgibt das zentrale,
iiber eine Wasserstoffbriicke mit dem Liganden verkniipfte
Tyr (siche Abbildung2b). Der andere, untypische Schirm
PxxxP umbhiillt die Trp-Seitenkette. Bei Orientierung 2 ist das
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ersetzt, so kann die Bindungsaffi-
nitit erhoht werden dies
konnte fiir die Entwicklung selek-
tiver SH3-Inhibitoren von Bedeu-
tung sein.

2.3. Der Einfluss ,,Kern-flankierender“ Reste des Liganden

Die beiden Orientierungen der bindenden Peptide sind
durch die Symmetrie der PRMs bedingt, die wiederum die
Ursache fiir die Entstehung dhnlicher Wasserstoffbriicken-
muster in beiden Orientierungen ist (Abbildung 2b). Die
Acceptoren der Wasserstoffbriicken sind die Carbonyl-Sau-
erstoffatome der Peptidreste, die in Abbildung 3 rot, blau
oder griin markiert sind. Die zugehorigen Wasserstoffbrii-
cken-Donoren der Doméne sind in gleicher Weise gefarbt.
Die Orientierung der Liganden wird durch PRM-flankieren-
de Wechselwirkungen bestimmt, die nicht von Prolinen
ausgehen und die entweder N- oder C-terminal zum PRM
auftreten konnen. Ublicherweise bildet ein direkt neben dem
PRM befindlicher, positiv geladener Rest eine ionische
Briicke mit einem negativ geladenen Rest auf der Domédnen-
oberfliche. In Fillen einer anndhernd palindromen Peptid-
sequenz wird hiufig eine Bindung in beiden Orientierungen
beobachtet. Die SH3-Doméne von Src z. B. bindet sowohl das
Peptid RPLPPLP als auch das ,umgekehrte Peptid
PPVPPR (konservierte Proline sind unterstrichen).

2.4. Alternative Ligandenbindung in SH3-Domdnen

AuBler den bisher vorgestellten zwei Orientierungen bei
der Ligandenbindung sind noch weitere SH3:PRM-Bin-
dungsmodi beschrieben worden. In einem dieser Bindungs-
modi erkennt die Peptidbindungsstelle der SH3-Doméne ein
diskontinuierliches Epitop, bestehend aus Aminosduren, die
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in der Sequenz nicht benachbart sind, aber durch die
Tertidrstruktur in rdumliche Néahe gebracht werden.
Die SH3-Doméne des p53-Bindungsproteins,
p53BP2, interagiert auf diese Weise mit zwei Seg-
menten des L3-Loops von p53.1°") Die Positionen der
Aminosédurereste in diesem diskontinuierlichen Bin-
dungsepitop werden durch die Gesamtstruktur von
pS3 bestimmt und bilden kein lineares PRM.

Ein weiteres Beispiel einer diskontinuierlichen
Bindungsoberfliche wurde fiir die SH3-Domine
von Csk gefunden: Diese interagiert mit einem
Peptidrest aus 25 Aminoséduren aus der Pro/Glu/Ser/
Thr-reichen Region (PEST-Region) des PEP-Prote-
ins. Zur Bindung dieses Peptidrestes an die SH3-
Domaéne sind zwei rdumlich getrennte Interaktionen
mit dem Liganden erforderlich: zum einen die
konventionelle PPII-Helix-Erkennung und zum an-
deren Wechselwirkungen mit zwei hydrophoben
Resten (Ile und Val), die ndher am C-Terminus des
Peptids lokalisiert sind.’® NMR-spektroskopischen
Untersuchungen zufolge weisen die Wechselwirkun-
gen dieser beiden Epitope mit der Csk-SH3-
Domine unabhiingige Dynamiken auf.®!

Bei einer anderen ungewohnlichen SH3-Ligand-
Wechselwirkung wird die Spezifitdt fiir eine be-
stimmte Zielsequenz durch die Dimerisierung von
SH3-Doménen erreicht. So bildet die SH3-Doméne
von Eps8, dem Rezeptorsubstrat des epiderma-
len Wachstumsfaktors, ineinander verwundene
Dimere.”!! Im Dimer wird die PxxP-Bindungsstelle
teilweise verdeckt und dadurch die Ligandenspezi-
fitdt verdandert, weshalb das SH3-Dimer das regulére
PxxP-Motiv nicht erkennt und an ein neues Motiv

Abbildung 3. Intermolekulare Wechselwirkungen reprisenta-
tiver Beispiele aus jeder der bekannten PRM-Bindungsfamili-
en mit ihren Peptidliganden. Beispiele fiir beide Ausrichtun-
gen der Peptidbindung: a),b) SH3-Domine; c),d) WW-
Domine; i),j) Profiline. Fiir die EVH1-Domine ist bislang
noch keine reverse Bindungsorientierung bekannt, es gibt
aber zwei unterschiedliche Bindungsarten, in denen das
Peptid in derselben Richtung bindet (e, f). Der einfache Bin-
dungsmodus der GYF- und UEV-Dominen ist in (g) und (h)
gezeigt. Pink: aromatischer Rest (H-Briicken-Donor), Stiel
der ,Schirmstruktur® (meist Trp bzw. Tyr in der UEV-
Domine); blau: aromatischer Rest, Tyr (H-Briicken-Donor),
Stiel des ,Doppelschirms*; griin: variabler H-Briicken-
Donor, Asn, Thr, Ser, GIn oder His; gelb: Seitenketten des
Liganden, der hydrophobe Wechselwirkungen mit der
Domine eingeht. Die Sequenz des Liganden ist jeweils
oben gezeigt. H-Briicken-Acceptoren sind unterstrichen (rot:
H-Briicke zum ersten ,Stiel* Trp/Tyr; blau: zweiter ,Stiel,
H-Briicke zu Tyr; griin: H-Briicke zu variablen Aminoséure-
resten der Domine). Die Einfirbung der Liganden ent-
spricht der in den Tabellen 2-7. Gelbe Késtchen: Positionen
in engem Kontakt zur Domine. Der erste H-Briicken-Accep-
tor im Liganden erhilt die Ziffer Null. Nur jene Aminosiu-
ren des Peptids sind gezeigt, die tatsachlich detektiert
wurden. Die volle Peptidlidnge in allen analysierten Komple-
xen ist dem PDB-Code zu entnehmen (in Klammern).
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bindet (PxxDY)."” Die Multimerisierung der SH3-Dominen
kann somit als ein Mechanismus zur Verdanderung der Bin-
dungsspezifitit betrachtet werden; auf diese Weise kann Eps8
auf unterschiedliche zelluldre Erfordernisse reagieren.

SH3-Doménen sind auch in der Lage, intramolekulare
Wechselwirkungen zu modulieren. Die Src-, Hck- und Abl-
Proteine enthalten sowohl SH3-Doménen als auch SH2- und
katalytische Kinase-Doménen. Die SH3-Domine wechsel-
wirkt mit einem Sequenzabschnitt, der die SH2-Doméne mit
der katalytischen Kinase-Doméne verbindet, und hilt so
beide Dominen in einer katalytisch inaktiven Konformati-
on."** In einem anderen Beispiel bindet eine SH3-Domiine
des zelluldren onkogenen Produkts, Itk, an eine intramole-
kulare KPLPPTP-Sequenz.[*! Solche Wechselwirkungen mit
intramolekularen PRMs spielen augenscheinlich eine wichti-
ge Rolle bei der Regulation der eukariotischen Signaltrans-
duktion und bei cytoskeletalen Ereignissen.

Bemerkenswerterweise interagieren einige SH3-Domi-
nen auch mit Motiven, die nicht Prolin-reich sind. Die C-
terminale SH3-Doméne des Gads-T-Zell-Adapterproteins
bindet ein Peptid aus SLP-76, das ein RxxK-Motiv enthzlt.
Das Peptid hat in diesem Komplex eine rechtsdrehende
helicale Konformation, die sich stark von der linksdrehenden
PPII-Helix unterscheidet, wie man sie fiir die Prolin-reichen
Peptide findet. Weitere Beispiele enthalten die Erkennung
von RKxxYxxY-Sequenzen durch eine Anzahl von SH3-
Dominen der Klasse L") Anders als bei den meisten Klasse-
I-Wechselwirkungen, die nur entweder Arg oder Lys erfor-
dern, werden hier beide positiv geladenen Reste fiir die SH3-
Bindung benétigt.

3. WW-Domdinen

Die WW-Domine ist ein aus 34—40 Aminosduren beste-
hendes Modul (Abbildung 1b), das in einer Vielzahl von
signalgebenden und regulativen Proteinen gefunden
wird."! Der Name dieser Domine ist von zwei hoch
konservierten Tryptophanen abgeleitet, von denen das eine
essenziell fiir die Faltung und das andere auf der Protein-
oberfldche exponiert ist. Dieses ist Teil eines hydrophoben
Clusters, in dem die aromatischen Seitenketten eines Tyr und
eines Trp im Winkel von etwa 90° angeordnet sind und so die
Form der Prolin-Bindungstasche bestimmen.['*% In der WW-
Domiéne des menschlichen Yes-Kinase assoziierten Proteins
(YAP65) besteht der hydrophobe Cluster aus Trp 39, Tyr 28
und Leu 30.

3.1. Klassifikation der WW-Domdinen und die Bevorzugung von
Zielsequenzen

Durch umfangreiche Bindungs- und Substitutionsstudien
ist es gelungen, die konservierten Bindungsmotive einer
grolen Zahl von WW-Doménen zu ermitteln. Zurzeit sind
fiinf Klassen von WW-Doménen bekannt,” 7 die in Tabel-
le 1 zusammengestellt sind. Die WW-Domaénen der Klasse I,
z.B. YAP65, erkennen ein (L/P)Pp(Y/poY)-Motivl""™ (po:
phosphorylierter Rest?”). Vermutlich reguliert die Tyrosin-
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Phosphorylierung die Aktivitdt der Doméne; allerdings be-
obachtet man auch héufig, dass phosphorylierte Sequenzen
nur geringfiigig schwicher binden."””! Die zweite Klasse der
WW-Domiénen erkennt spezifisch PPLPp-Motive. Ein Ver-
treter dieser Klasse ist z.B. die WW-Doméne des Formin-
bindenden Proteins, FBP-11. Die dritte Klasse bindet Pro-
Arg-reiche Motive; sie kann weiter in zwei unabhingige
Unterklassen unterteilt werden, die Sequenzmotive des Typs
(p/$)P(p/g)PPpR und (P/¢)PP(R/K)gpPp erkennen,**! die
z.B. durch die WW-Domine von FE65 bzw. FBP21 gebunden
werden. Vertreter der vierten Klasse der WW-Doménen, z. B.
die PIN1-WW-Domiine, binden Motive, bei denen dem Prolin
phosphorylierte Serine oder Threonine vorangehen (poS/
poT)PIL127 Die fiinfte Klasse, zu der die in zweifacher
Wiederholung vorkommenden N-terminalen WW-Doménen
des Hefe-PRP40-Proteins gehoren, bindet reine Polyprolin-
sequenzen vom Typ (p/¢)PPPPP, bei denen die erste Amino-
siure hydrophob sein muss."l Interessanterweise erkennen
beide PRP40-WW-Dominen Bindungsmotive sowohl der
Klasse I als auch der Klasse I Wahrscheinlich sind diese
»Tandem“-WW-Doménen in der Lage, gleichzeitig PRMs
unterschiedlicher Bindungspartner zu binden und auf diese
Weise zum Aufbau von Proteinkomplexen beizutragen.®)
Auch wenn verschiedene Klassen von WW-Doménen
bestimmte PRMs bevorzugen, beobachtet man doch bis zu
einem gewissen Grad eine Variabilitit innerhalb der binden-
den Ligandsequenzen. Dies wird gut illustriert durch die
Ergebnisse des Screenings von Peptidbibliotheken mithilfe
der SPOTs-Technik und durch Peptidbindungsstudien. Ab-
bildung 4a zeigt die von der menschlichen YAP65-WW-
Doméne bevorzugten Aminosiduresequenzen, die durch Bin-
dungsuntersuchungen von sechs zweifach substituierten Va-
rianten des bekannten PPPY-Bindungsmotivs ermittelt
wurden."¥ In diesem Experiment wird jede der jeweils
variablen Positionen innerhalb des PPPY-Motivs simultan
durch die restlichen 19 Aminosduren ersetzt. Es wurde
gefunden, dass die YAP65-WW-Domine nur solche Motive
stark bindet, die Tyr in der letzten Position und entweder Pro
oder Leu in der ersten Position enthalten und damit das
Consensusmotiv (L/P)PxY aufweisen. Eine signifikant schw-
chere Bindung findet man bei Motiven mit Arg oder Tyr in
der ersten Position (z.B. YRPY, RRPY, RPRY, YPRY).
Unter Beibehaltung der ersten (Pro) und letzten (Tyr)
Position kénnen auch Lys oder Ala in Position (3) stehen,
was den PPxY-Consensus bestirkt (siche hierzu auch Abbil-
dung 3c). Abbildung 4b zeigt den Effekt der Substitution
jeder einzelnen Aminoséure eines ldngeren YAP65-Liganden
der Sequenz GTPPPPYTVG durch alle anderen natiirlichen
Aminosiuren.'®*? Das minimale Bindungsmotiv PPPY wird
durch systematische N- und C-terminale Verkiirzung des
Peptids erhalten (Abbildung 4c).® Interessanterweise ist die
Toleranz beziiglich des Aminosidureaustausches in den ein-
zelnen Positionen der Peptidsequenz bei GTPLPPYTVG
geringer als bei GTPPPPYTVG (Abbildung 4d). Dies ist
wahrscheinlich durch die schwéicheren Wechselwirkungen des
Peptids mit der Domine bedingt, verursacht durch die
Substitution von P durch L im Motiv (L/P)PxY. Aus Abbil-
dung 4 geht klar hervor, dass das zweite Prolin im (L/P)PxY-
Motiv unabdingbar und eine Voraussetzung fiir die Binaung
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Abbildung 4. a) Doppelsubstitutionsanalyse des PPPY-Bindungsmotivs der Klasse-1-WW-Dominen (am Beispiel der WW-Doméne des menschli-
chen YAP65). Alle méglichen Kombinationen der doppelt substituierten Varianten dieses Motivs wurden an sechs zweidimensionalen Gittern syn-
thetisiert. Die unterschiedlichen Paare der gleichzeitig substituierten Aminoséuren X; und X, sind auf der vertikalen und der horizontalen Achse
des Gitters gezeigt. b) Die Einzelsubstitutionsanalyse von GTPPPPYTVG zeigt die am meisten konservierten Reste; wt=Wildtyp. c) Minimierung
des Bindungsepitops; das kleinste Bindungsmotiv ist PPPY. d) Einzelsubstitutionsanalyse von GTPLPPYTVG; &hnliche Konservierung wie in (b)

mit generell schwicherer Bindung an die WW-Domine.

der PPII-Helix an die hydrophobe Bindungsstelle der WW-
Domine der Klasse I ist.

In einem ,,reversen“ Substitutionsexperiment[83] wurden
alle 47 Aminosduren der vollstindigen WW-Doméne von
YAP65 nacheinander substituiert (Abbildung 5). Dies ermog-
licht die Identifizierung derjenigen kritischen Reste der WW-
Doméne, die sowohl fiir die Stabilisierung der Faltung als
auch fiir die Ligandenbindung (in diesem Fall das 13-mer
EYPPYPPPPYPSG™) nétig sind. Ein hoher Grad an Kon-
servierung bei innerhalb der Doméne gelegenen Aminosiu-
ren ist ein Indiz fiir deren wichtigen Beitrag zur Proteinfal-
tung. Der hohe Konservierungsgrad von bekanntermaf3en an
der Oberfliche liegenden Resten ldsst dagegen klar auf ihre
bedeutende Rolle fiir die Ligandenwechselwirkung und die
Funktion des Proteins schlieBen. In einer Studie neueren
Datums, in der die SPOTs-Synthesetechnik und die Ligation
mit nativen Peptiden miteinander kombiniert wurden, konn-
ten mehrere tausend Varianten der menschlichen YAP65-
WW-Domiéne auf Zellulosemembranen hergestellt werden,
um auf diese Weise systematisch die drei Substitutionsorte
L30, H32 und Q35 simultan zu untersuchen.’) Man muss
allerdings hinzufiigen, dass ungeachtet der In-vitro-Bindung
von GTPPPPYTVG und EYPPYPPPPYPSG an die mensch-
liche YAP65-WW-Domaine die biologische Relevanz dieser
Komplexe innerhalb der Zelle noch immer unklar ist.
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3.2. Die WW:PRM-Grenzfliche und die strukturelle Bedeutung
von Consensusmotiven innerhalb von Zielsequenzen der
WW-Domdine

Die Analyse hochaufgeloster Strukturen der Komplexe
von WW-Dominen mit Prolin-reichen Peptiden!!?2:828] ge.
wihrt den Einblick in die strukturellen Ursachen der bevor-
zugten Consensusmotive. Das Peptid bindet an die WW-
Doméne mithilfe der — verglichen mit Komplexen der SH3-
Domine - entgegengesetzten Seite der PPII-Helix (siche
Abbildung 2). Dies fiihrt zu einer dichten Packung zweier
aufeinander folgender Proline (in gelb hervorgehoben) in die
hydrophobe Bindungstasche der WW-Doméne (Abbildun-
gen3c und d). Die WW-Domine (Klasse I) von Dystro-
phin® bindet z.B. ein PPPY-Motiv (Abbildung 3c), wobei
die beiden unterstrichenen Proline in die hydrophobe Tasche
zwischen Tyr 72 und Tip 83 gepackt werden. Zudem besetzt
das Peptid-Tyr (PPPY) eine weitere hydrophobe Tasche auf
der anderen Seite der Tyr-72-Seitenkette, was wiederum die
Konservierung von Y im Consensusmotiv erkliart. Die Sub-
stitution von Tyr mit Phe schwicht die Bindung zur YAP65-
WW-Domine um den Faktor 3.1 Dies wird durch den
Verlust einer Wasserstoffbriicke und/oder eine weniger effi-
ziente Packung des Arylrestes in die zweite hydrophobe
Bindungstasche verursacht.

Der Ligand im WW-Komplex weist nur eine Hilfte der
schirmartigen Struktur auf, die im Falle der SH3-PRM-
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Abbildung 5. Umgekehrter SPOTs-Scan, in dem alle 42 Aminosiuren
der WW-Domine von YAP65 unter Beibehaltung der Peptidsequenz
des Liganden (EYPPYPPPPYPSG) substituiert wurden (Nachdruck mit
Erlaubnis von Toepert et al.®’)). Rote Kisten: fir die Bindung des Pep-
tids wichtige Regionen der WW-Domine. Diese enthalten Abschnitte
der Sekundarstruktur, die fir die Faltung der WW-Domine notwendig
sind, und Reste, die auf der Oberfliche exponiert sind und fiir die Li-
gandenbindung benétigt werden. Die Aminosiuren des aromatischen
Clusters sind hoch konserviert. Die flexiblen Regionen (griin) sind fuir
die Bindung des Peptids unerheblich.

Wechselwirkung charakteristisch ist (siche Abbildung2c).
Erneut bildet die exponierte Trp-Seitenkette eine Wasser-
stoffbriicke zu einem Carbonyl-Sauerstoffatom des Liganden
(Position (0)). Eine weitere Wasserstoffbriicke zwischen einer
Thr- oder Ser-Seitenkette der Domédne und dem Carbonyl-
Sauerstoffatom in Position (3) des Liganden ist abhidngig von
der Orientierung des Liganden (Thr in Orientierung 1, Ser in
Orientierung 2, siche Abbildung 3¢, d und Tabellen 2-7). Die
Reste des Liganden, welche die an der Bindung beteiligten
Wasserstoffbriicken-Acceptoren enthalten, sind in beiden
Orientierungen #hnlich angeordnet (in den Abbildungen 3¢
und d rot, griin und blau gefirbt)
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3.3. Die Bedeutung von Nicht-Prolin-Resten im PRM

Die Orientierung der Ligandenbindung bei WW-Domi-
nen wird von Nicht-Prolin-Resten im PRM bestimmt. Ein
Beispiel ist das C-terminale Tyr im PRM, das spezifisch an
WW-Doménen der KlasseI bindet. Anders als bei den
Liganden von SH3- und EVH1-Doménen sind die Amino-
sduren im PRM der WW-Liganden alleine zustdndig fiir
Bindungsaffinitdt und Spezifitit, d.h., diese Liganden verfii-
gen iiber ein besonders kleines Erkennungsepitop. Die Folge
ist, dass sogar kleine Peptide vom Typ Ac-PPPPY-NH, mit
der vollen Affinitit an die WW-Domine binden.® Das
erklart auch die groBBe Toleranz der WW-Doméne in Bezug
auf die Substitution von Aminosiduren auflerhalb der PRM
(Abbildung 4). Eine Erkldrung fiir diese Beobachtungen
ergibt sich aus der geringen Grofle der WW-Doméne und
der daraus folgenden kleinen Oberflache, die fiir die Wech-
selwirkung mit dem Liganden zur Verfiigung steht — das
bedeutet, dass alle fiir die Affinitét, Spezifitdt und Orientie-
rung der Liganden wichtigen Eigenschaften von der kurzen
PRM-Sequenz bestimmt werden miissen.

4. EVH1-Domdinen

Die Ena/VASP-Homologie-1(EHV1)-Dominen® ) sind
aus etwa 115 Aminosduren bestehende Protein-Doménen
(Abbildung 1¢), die in einer Vielzahl von signalgebenden
Multidoméanenproteinen gefunden werden. Zu dieser Gruppe
gehoren die Ena/VASP-Proteine, die die Actindynamik im
Cytoskelett modulieren, die Wiscott-Aldrich-Syndrom-Pro-
teine (WASP), die die Actinaggregation regulieren und den
Cdc42- und Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat(PIP2)-Si-
gnalwegen nachgeordnet sind, sowie die synaptischen Prote-
infamilien Homer und Vesl, die bei der lang anhaltenden
Anregung erregender (exzitatorischer) Synapsen eine Rolle
spielen.”™ Die Strukturen der EHV1-Dominen von VASP-,
Mena-, Evl-, Homer- und N-WASP-Proteinen*>*' ¥ sind den
Pleckstrin-Homologie(PH)- und Phosphotyrosin-bindenden
(PTB) Dominen sehr #hnlich,’ auch wenn die jeweiligen
Sequenzen nur wenig iibereinstimmen.

4.1. Klassifizierung der EHV1-Domdine anhand von
PRM-Consensussequenzen

Bisher wurden drei Klassen von EHV1-Doménen auf-
grund ihrer Ligandenpriferenz identifiziert®™ (Tabelle 1).
Die erste Klasse besteht aus den Ena/VASP-Proteinen, die
spezifisch die FPPPP-Sequenz erkennen, die sich in allen
fokalen Adhisionsproteinen wie Zyxin und Vinculin findet.
Auch im ActA-Protein des intrazelluldren Pathogens Listeria
monocytogenes tauchen dicht hintereinander Wiederholun-
gen der FPPPP-Sequenz auf.** Die zweite Klasse bilden die
EHVI1-Dominen der Homer/Vesl-Familie von postsynapti-
schen Rezeptor-assoziierten Proteinen. Diese erkennen die
Consensussequenz PPxxF, die in den metabotropen Glu-
tamat-Rezeptoren (mGluRs), Inisitol-1,4,5-Triphosphat-Re-
zeptoren (IP3Rs), Ryanodin-Rezeptoren (RyRs) und in
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Tabelle 2: SH3-Dominen mit Peptiden in Orientierung 1 und 2.

Potenzielle H-Briicken Potenzielle H-Briicken
Tyr-OH zu OOy Asn—NHE, .

Protein-Domine

PDB-Code Winkel d. Ring-Fbenen Winkel d. Ring-Ebenen Potenzielle H-Brilcken
(Methode) T

Ligand (2 Orientierungen)
Trp-NHel zu CO

SH3 Fyn Tyrosin EPRPLPVAPGSET laln Wiz-Pa = schlecht def. Y Py = 31 Wiss-Rovooy = 4.1 A Y er-Vaee = 2.4 Niue-Purey = 2.7 A
Kinase (Hurnan) 2101234567--- (NMR) L bei +2 Y iar-Py = 39

SH3 Fyn Tyrosin PEAYPEPPVE 1fyn WP =37 Yiar-Py =45 Wi Yoem=2.TA YurPyey =36 A  MiePyoey =22A
Kinase (Human) 3210123456 (Rimigen) W -P;=29 Yior-Pe =40

SH3 Abl Tyrosin ABSYSPRPER Ibbe Wi-Po= 34 Ys-Py =40 Wis Yooy =20 A YoPumy=2TA  NoPuyery =43 A
Kinase (Hurman) 3210123456 (Rimigen) Wy-P; =31 YaPs=19

SH3 Abl Tyrosin AETMPEELPP labo Wor-Py=42 Yis-Py=43 Win-Macoy = 2.1 A Yusrleo =27 A Niw-Payeey =24 A
Kinase (Maus) 3210123456 (Rémigen) WPy =137 YiusPi=28

SH3 ¢-Src (Gefligel VSLARRPLPPLP Iqwf Abei -2 YarPy=2 Wa-Racoy =23 A YeaPuce =26 A Now-Pyoey = 2.1 A
Sarcomavirus) -=-3210123456 (NMR) L bei +2 YiorPy =24 WarPyeoy =32 A

SH3-Domiine von RALPPLBRY Irip kein Rest bei =2 YarPy = 48 Wa-Racoy = 2.5 A Y Pacon = 2.7 A Naw-Pyrgy = 1.9 A
c-Src (Huhn) 01234567~ (NMER) L bei +2 YaorPs =69 WarAyey =32 A

SH3-Domiine von KPLEPLP Inle kein Rest bei =2 YarPy =4 War-X'som = 2.3 A Yo Pacm = 2.8 A Naw-Pyoey = 2.5 A
c-Src (Huhn) 0123456 (NMR) L bei +2 YeoPs =24

SH3-Domine von LPLEPLE Inlp kein Rest bei -2 YurPi=9 WaXocm =23A  YaPurm=26A  NowPyoo =24A
c-Sre (Huhn) 0123456 (NMR) L bei +2 YaorPs =25

Ligand C nach N:

N-terminale SH3 RRRFPVEEPV laze WPy = 43 Yol =32 WPy ooy = 2.2 A YorPoaos=34A  Nu-Paogy=49A
Mut. Grb2 (Human) 4321012345 (NMR) YorPo=139 Wo-Prooy =24 A

N-terminale SH3 REREEVEEPV Aghsg WPy = 40 YarPa=23 WirPhyom = 3.2 A YoPoooy = 2.7 A MNyr=Pocoy = 2.6 A
Grb2 (Maus) 4321012345 (NME) YorPo=28 Was-Piooy =29 A

N-terminale SH3 REKKPELAPPP lcka WPy = 14 YisePoy = 11 WierPocy =20 A YiPosoy = 34 A kein H-Brisckendonor
c-Crk (Maus) 4321012345 (Rilnigen) Yias-Fo =27 WierPuom=28A

N-terminale SH3 RRRRFEVPEP lekh WPy = 16 YiuPa=6 WiaPocoy =20 A YiuPoom =28 A kein H-Brilckendonor
c-Cric (Maus) 4321012345 (Rinigen) YiasPo= 14 WigrPiom =24 A

SH3 c-Sre (Gefligel  LRPRNRPELEPA lgqwe WPy = 44 YurPy =48 WaPocy =23 A YuPaom=23A  NwPaony=30A
Sarcomavirus) --5432101234 (NMR) Yo Py = dd Wa-Piom=3.1A

C-terminale SH3 RRREPVEEP 1sem Wigs-Pa= 19 YarPs=8 Wisr-Poo = 2.5 A YarPoxn=27h MNawFan=20A
Src {C. elegans) 432101234 {Rantgen) Yar-Py= 18 Win-Puo = 2.5 A

SH3-Domdine von REPLPEAFA  lprl WPy =42 YurPy=175 WoPocoy =41 A YuPoaom=23A  NygPoacy=19A
¢S (Huhn) 21012345= (NMR) YorPo =65 WarRuoo = 49 A

SH3-Domdne von ——EPTREPLPEBPI-- ljeg WePe=24 YorPy =31 WePocy =17 A YourPoaom=55A  NgPoaen=37A
c-Sre (Maus) ==54321012345== (NMR) YiePo= 16 War-Eyroy = 2.8 A

[a] Quantitativer Vergleich von wichtigen konservierten Winkeln zwischen Ringebenen der Seitenketten und Abstinden innerhalb von H-Briicken der
Komplexe mit PRM-Bindungsdominen. Gelb: Seitenketten der Liganden, die tief in die Oberfliche der Domine eintauchen. H-Briicken-Donoren: rot:
Trp, blau: Tyr, griin: andere H-Briicken-Donoren. Die Nummerierung der Liganden beginnt mit (0) fur die erste H-Briicke zu Trp/Tyr (siehe
Abbildung 3). N-terminal zu (0) stehende Reste: grauer Hintergrund, negative Nummer; C-terminal stehende Reste: weifler Hintergrund, positive
Nummer. Nur die in den experimentellen Strukturen aufgeldsten Reste sind nummeriert. Bei zwei verschiedenen Orientierungen sind die Komplexe in
zwei Gruppen unterteilt. Die dazugehérigen Peptidsequenzen sind dann von links nach rechts entweder von N- nach C-terminal oder von C- nach N-
terminal notiert, um die Muster der konservierten Proline hervorzuheben. v, ¢, x: aliphatische, hydrophobe und andere Aminosiurereste.
Kleinbuchstaben: favorisierte Reste, die nicht zu 100% konserviert sind. [b] SH3-Komplexe in beiden Ligandenorientierungen. Die lbereinstimmen-
den Bindungssequenzen sind (N)-yp¢Pp¢P-(C) und (C)-(R/K)pPdpPp-(N) (x und A sind nicht nichtpeptidische Elemente, die in der PDB-Datei
beschrieben sind: 1nlo, 1nlp). - o

Tabelle 3: WW-Dominen mit Peptiden in Orientierung 1 und 2.2/

Protein-Domine Ligand (2 Orientierungen) PDB-Code Winkel d, Ring-Ebenen Winkel d. Ring-Ebenen Potenzielle H-Briicken  Potenzielle H-Briicken Potenielle H-Bricken
(Methode) Triypomios Und Pty Ty ommicn U0 Fligmn  Trp-MHE) 20 CO gy Tyr-0H 2 CO gy Thr—0H 2u OO 3 ipmy

WW Drystrophin --PYRSERPYVEP legd Wi-Py =27 Yr-Pr =4l Wer-Bagery = 1.7 A Yr-Pycay =49 A Tur-Proo = 3.3 A

{Human) ==2101234567~- {Ranigen) Yo-Puyeny = 5.3 A

WW YAP (Human) GIPPPPYTV ljmg WPz =49 Yo Py = B2 WirTocoy=2.1 A YuPucn =67 A TorPugoy = 2.5 A

L30K-Mutante 101234567 (NMR) Yar-Purm = 7.7 A

WW Il Rnedd4 --PGTPEENYDSL li5h WPy =29 Yas-Py = 34 WurTo=33 A kein H-Briickendonor Taes-Pyery = 4.9 A

(Raste) ==2101234567- (NMR)

Ligand C nach N :

WW Pin! SPpoSTEpoSY M8 Wie-Py = 40 Yo-Py = 65 Wir-Soon = 1.7 A YorPaoy=3TA  SwToyom =284

(Human) 01 234 5 6 (Rdnigen) Yir-Poy=81 YorToyeoy=4.1 A

[a] siehe Tabelle 2. [b] WW-Komplexe in beiden Ligandenorientierungen. Die lbereinstimmenden Bindungssequenzen sind jeweils (N)-pPPxY-(C) und
(C)-PpoSxPpoSY-(N); poS = Phosphoserin.

Shank-Proteinen vorkommt.”>* Die dritte Klasse umfasst
WASP/N-WASP-EVHI1-Dominen. Nach bisherigem Kennt-
nisstand ist die N-WASP-EVH1-Doméne nicht zur Bindung
kurzer Peptide in der Lage, kann aber intramolekular ein aus
25 Aminosduren bestehendes Peptid aus dem WASP-inter-
agierenden Protein (WIP) binden, wenn dieses iiber einen
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fiinf Aminosduren langen Linker mit der Doméne verkniipft
ist.[¥

Untersuchungen zur Substitution einzelner Aminosduren
innerhalb der Peptide (SPOTs-Analyse) ergaben fiir die
Klasse-I-EHV1-Dominen das Consensus-PRM FPx¢P. Ab-
bildung 6 zeigt das Ergebnis der Substitutionsanalyse fiir
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Tabelle 4: EVH1-Bindungsmodi 1 und 2 in gleicher Peptid-Orientierung. !

Protein-Domiine Ligand (2 Klassen, gleiche PDB-Code Winkel d. Ring-Ebenen Winkel d. Ring-Ebenen Polenzielle H-Bricken  Polenzielle H-Bricken Potenzielle H-Briicken

Oricatierung) (Methode) Trpimemissund Prigms  TyTinomies 400 Figesy  Trp-NHe 20 COjigesy Tyr-OH zu Ligand  Gln-NHe; : 20 CO juigmsy
EVHI Mens (Maus) FEPPET levh Wa-Py = 19 nicht anwendbar Wa-Pogey = 1.7 A keine Qu-Poaoy =22 A
21012~ (Ronigen) WP = 18
EVHI Evl (Maus) FEFFPPETDEE 1qc6 WPy = 17 nicht anwendbar WarPaer = 1.9 A keine QurPoey = 3.2 A
==210123--- (Rintgen) Wa-P2=12
EVHI VASP SFEFPPPETEDEL 1jng WPy =11 nicht anwendbar Was-Pagery = 1LEA kemne Qu-Poyooy = LB A
(Human) =432101234567 (NMR) WPy =15

nicht anwensdbar

Tddv
(NMR)

EVHI Homer (Ratte) TFESPE 18

012345

WPy = Wae-Toeos = 3.1 kein Peptid-Rest in

{-1)-Position

[a] siehe Tabelle 2. [b] EVH1-Komplexe. Bisher ist nur eine Ligandenausrichtung bekannt. Die beiden Klassen von EVH1-Dominen erkennen
unterschiedliche Sequenzen: die Klasse | (Ena/VASP-Familie) bindet (N)-FPx¢P-(C) und die Klasse Il (Homer/Vesl-Familie) bindet (N)-xPPxxF-(C).

Tabelle 5: GYF-Domine /!

Protein Ligand (our N-nach-C-Orientierung) PDB-Code Winkel d. Ring-Ebenen  Winkel d. Ring-Ebenen Potenzielle H-Bricken Patenzielle H-Bricken Potenzielle H-Bricken

(Methode) Trp 28 iomiee Und Pivigmts T¥iomsion Und Piiguty  Trp 28-NHe) 20 CO gty Tyr-OH zu NH iguesy  Trp B-NHe, 20 €0 gt
GYF CD2EP2 SHREPPPGHRV 1122 WPy = 14 YoPr=64 “Wag-Pacoy = 2.1 A YePoon =23 A WePxeoy =25 A
{Human) 32101234567 (NMR) Yi-Py =78

[a] siehe Tabelle 2. [b] GYF-Domine bildet Komplexe mit RPPPPGHR-enthaltenden Peptiden des cytoplasmatischen Endes von CD2.

Tabelle 6: UEV-Domine '?!

Angewandte

Chemie

Protein Ligand (nur N-nach-C-Orienticrung) PDB-Code Winkel d. Ring-Ebenen  Winkel d. Ring-Ebenen  Potenzielle H-Bricken  Potenzielle H-Briicken  Potenzielle H-Briicken
(Methode) TYT 63 e 10 Prusgunt) TYT 68vonten) 106 Pty TyT 63-0H 20 OO iy Thi— OH 20 €O iguasy_ Ast-NH313 70 €O pigmn

UEV-Domdne von FPEPTABPEE Imdp  YaePy=45 Ya-Py= T4 Yar-Pacry = 2.7 Tu-Poory = 2.7 NerE-sem = 1.7

Tsgl01 (Human) 654321012 (NMR)  Yg-F.q =59 Ya-P. =9

[a] siehe Tabelle 2. [b] UEV-Domine bildet einen Komplex mit dem PTAP-enthaltenden Peptid des HIV-1 viralen Gag-Proteins.

Tabelle 7: Profilin mit Poly-L-prolin in den Orientierungen 1 und 2.

Protein Ligand (2 Orienticrungen) PDB-Code Winkel d. Ring-Ebenen Winkel d. Ring-Ebencn Potenziclle H-Bricken  Potenzielle H-Brilcken Potengiclle H-Brilcken
(Methode) Trpimesns U0 Priges TV imeeten ind Prigeyy  Trp-NHz; 20 CO gy Tyr-0H 2u CO ey His-NHe: zu CO gy

Flatelet profilin PPFPEPFRFFEPFPP Igjf Wi-Pa=11 YePr=29 WyPoory = 1.TA YePycoy = 2.6 A Hin-Papay = 1.9 A

(Human) 543210123456789 (Romigen) Wy-Py=12 Yi-Ps = 18.98

Ligand C nach N :

Platelet profilin PPEFPFEPFFP lawi Wi-Py = 18 YePu=22 WPy = 1.9 A Yo-Poem=3.1 A Hip-Poaery = 1.9A

(Human) 4321012345 (Ritgen) WPy = 55 YePoy = 15

Platelet profilin EPCEPPEP T WyPy =37 YePo=11 WPy = 2.0 A YoPoycm =28 A HisrPaory = 194

{(Human) 21012345 (Rintgen) W;i-Py=77 YePo =19

[a] siehe Tabelle 2. [b] Profilin-Komplex mit Poly-L-prolin in beidseitiger Orientierung.

einen Liganden der EHV1-Domine des menschlichen VASP-
Proteins.[*! Der Peptidrest, der an der Wasserstoffbriicke zur
Seitenkette des konservierten Trp auf der Oberflidche der
Domine (Trp 23 in VASP- oder Mena-Proteinen) beteiligt ist,
erhilt die Position (0). Proline in den Positionen (-1) und (2)
(FPPPP) sind essenziell fiir die Bindung an EHV1, wogegen
die Proline in den Positionen (0) und (1) (FPPPP) nicht
konserviert sein miissen. Die Position (0) ist weitgehend
unspezifisch und kann durch nahezu jede andere Aminoséure
eingenommen werden, ohne dass die Bindung an EHV1
geschwiicht wird. Position (1) hingegen muss durch eine
hydrophobe Aminoséure besetzt sein (Pro, Leu, Ala, Ile oder
Val), um die EHV1-Bindung zu erméglichen.”® Proline findet
man oft an diesen zentralen Stellen, wahrscheinlich weil ihr
Carbonyl-Sauerstoffatom ein hervorragender Wasserstoff-

wtACDEFGH I KLMNPQRSTVWY
& iy o

.aa&.‘,\u-"-.

Abbildung 6. Einfache Substitutionsanalyse des Bindungspeptids der
EVH1-Domane von Listeria monocytogenes ActA-Protein SFEFPPPPT-
EDEL. Die Abbildung zeigt die Klasse-I-EVH1-Domine des menschli-

chen VASP-Proteins.”) Roter Kasten: konserviertes PRM, Orangefarbe-

ner Kasten: zusitzliches, die ActA-Affinitit erhdhendes Epitop.
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briicken-Acceptor ist und weil sie optimal zu Induktion der
PPII-Helix im Liganden geeignet sind.
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4.2. Die EHV1:PRM-Wechselwirkung und die strukturelle
Bedeutung der PRM-Consensussequenzen fiir die EHV1-
Bindung

Aus den Strukturen der EHV1:PRM-Komplexe!**>%! der
Klasse I geht hervor, dass die Erkennung von PRMs durch
drei hoch konservierte aromatische Reste auf der Oberfldche
der Doméne erfolgt (Abbildung 1c). Im Mena-Protein (siche
Abbildung 3e) besteht diese Triade aus den Aminosiduren
Tyr 16, Trp 23 und Phe 77. Bei den der Klasse I zugeordneten
EVHI1:PRM-Komplexen besetzen die Reste P, und P, des
FPPPP-Liganden zwei hydrophobe Bindungstaschen, die von
Tyr 16 und Trp 23 sowie Trp 23 und Phe 77 (Aminosdure-
nummerierung aus der Mena-EVH1) geformt werden. Dies
fihrt zur Bildung einer Schirm-dhnlichen Ligandstruktur
(siche Abbildung2b), die durch eine Wasserstoffbriicke
zwischen der e-NH-Gruppe von Trp 23 und dem Carbonyl-
Sauerstoffatom von P, stabilisiert wird (siche Abbil-
dung 3¢).*2%1 Der hydrophobe Kontakt von P, und P,
zur EVH1-Domaine, besonders die coplanare Anordnung
der Prolinringe zur Trp-23-Seitenkette, erklédrt die Konser-
vierung dieser Proline in der PRM-Consensussequenz. P,
interagiert dagegen iiberhaupt nicht mit der Bindungsstelle
der Doméne und P; nur iiber Side-on-Kontakte; dies resul-
tiert in einer grofen Toleranz gegen den Austausch von
Aminoséuren in der Position (0) und der Notwendigkeit eines
hydrophoben Restes in der Position (1) (siche Abbildung 6).

Homer-Proteine werden der Klasse IT der EVH1-Domé-
nen zugerechnet. Bei ihnen ist das in Klasse-I-EVH1-Domé-
nen konservierte Tyr 16 durch Ile ersetzt, was zu einer
verdnderten Oberfliche der hydrophoben Bindungstasche
fiihrt, die im Mena-Komplex P, bindet. AuSerdem ist Met 14
(Mena) durch Phe 14 (Homer) ausgetauscht. Durch diese
Substitution steht eine neue Bindungstasche fiir P, und P, im
Homer-Peptid TPPxxP zwischen den Seitenketten von
Phe 14, Trp 24 und Phe 74 zur Verfiigung. Einen weiteren
Kontakt mit der Doménenoberfliche geht der Fs-Rest des
Peptids ein (siche Abbildung 3 f). Die Priferenzen beider
Klassen von EVH1-Doménen beruhen also auf der Substitu-
tion nur weniger konservierter Aminosiduren in der PRM-
Bindungsdomine.[ !

Bisher wurde nur eine Orientierung von an EHV1-
Dominen gebundenen Liganden gefunden. Bei beiden Klas-
sen von EHV-Domiénen formt ein Paar konservierter Phe-
und Trp-Seitenketten eine hydrophobe Tasche, in die P,
aufgenommen wird (siche Abbildung 3e und f).

Das Vorhandensein einer zweiten Wasserstoffbriicke zwi-
schen der &-NH,-Gruppe von GIn79 (Mena) der EVHI-
Doméne und dem Carbonyl-Sauerstoffatom von P, des
Liganden ist charakteristisch fiir Klasse-I-EVH1-Doménen.
Anhand der bislang bekannten Strukturinformationen zu
EVHI1-Ligand-Komplexen kann man voraussagen, dass diese
zweite Wasserstoffbriicke auch bei den Klasse-II-EVHI1-
Dominen zu finden sein sollte. Das untersuchte Peptid im
Homer-1a-Komplex endete allerdings bei Position (0) (Ab-
bildung 3 f) und verfiigte somit iiber keinen korrekt platzier-
ten Wasserstoffbriicken-Acceptor — um die genannte Hypo-
these zu priifen, miisste dieses Peptid daher mindestens noch
um eine N-terminale Aminosiure verlingert werden.[*)
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4.3. Spezifitit und Orientierung des Peptids und die Rolle der
PRM-flankierenden Reste

Die Bindung von nicht kovalent mit der Doméne ver-
kniipften Peptiden erfolgt bei allen bislang untersuchten
EVHI1-Peptid-Komplexen nur in einer Peptidorientierung. In
Klasse-I(Ena/VASP)-EHV1:PRM-Komplexen besteht das
PRM aus einem Phe, dem eine kurze PPII-Helix folgt (z.B.
FPPPP). Die Phe-Seitenkette wird dabei in einer speziellen
Tasche der Domine aufgenommen!*>°? und bestimmt so die
Orientierung des Liganden. Im TPPSPF-Liganden der
EHV1-Doméne von Homer-1a liegt das Phe am C-terminalen
Ende des PRM, was zunichst darauf schlieBen ldsst, dass das
Peptid an Klasse-II-EVH1-Doménen in der umgekehrten
Orientierung bindet — die Kristallstruktur des Komplexes
belegt aber, dass TPPSPF an diese Doméne in derselben
Orientierung bindet wie das FPPPP an die Ena/VASP-EHV1-
Domine.”"! Es zeigt sich, dass die Phe-Seitenketten an zwei
unterschiedlich lokalisierte Bindungsstellen der EVH1-Do-
ménen binden. In beiden Fillen bestimmt dieses Phe die
Ausrichtung des PRM an der EVH1-Doméne. Interessanter-
weise bindet das Peptid aber in umgekehrter Orientierung,
wenn das WIP-Peptid N-terminal mit der N-WASP-EVH1-
Domiine fusioniert wird.”" Allerdings ist dies keine intermo-
lekulare Wechselwirkung mehr und soll daher an dieser Stelle
nicht weiter diskutiert werden.

Die Bindungsaffinitdten isolierter PRMs fiir EVH1-Do-
ménen sind im Allgemeinen duflerst niedrig und héufig gar
nicht mehr nachweisbar,” weshalb noch weitere Wechsel-
wirkungen benétigt werden, um die Affinitit auf ein biolo-
gisch nutzbares Niveau zu erhohen. Dies wird durch flankie-
rende Epitope erreicht, die weiter entfernt vom PRM liegen
und die Bindung durch zusétzliche hydrophobe oder elektro-
statische Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriicken ver-
starken. Das affinitédtsverstdrkende Epitop des ActA-Ober-
flichenproteins von Listeria monocytogenes besteht aus den
zwel Aminosduren EL, die sich C-terminal zum FPPPP-
Motiv befinden. Dieses Epitop interagiert mit einem hydro-
phoben Bereich auf der Oberflache der EHV1-Domaéne, der
sich in direkter Nachbarschaft zur PRM-bindenden Tasche
der Doméne befindet.

5. GYF-Domdinen

Die GYF-Domaénen sind nach dem konservierten GYF-
Motiv in der Primirsequenz benannt, werden aber oft auch
als CD2-Bindungsdoménen bezeichnet. Sie bestehen aus
einer Sequenz von 86 Aminosduren (Abbildung 1d) und
binden Prolin-reiche Sequenzen des Typs PPPPGHR (Tabel-
le1). Die GYF-Domine des CD2-Bindungsproteins?2
(CD2BP2) bindet die Tandem-Repeat-Region PPPPGHR-
SQAPSHR-PPPPGHR,” die im cytoplasmatischen Ende
des CD2-Rezeptorproteins, das fiir die T-Zellen-Aktivierung
verantwortlich ist, gefunden wird.” Die dreidimensionale
Struktur der freien GYF-Domidne von CD2BP2 in Losung
reprasentiert einen neuen Faltungstyp. Die fiir die Bindung
wichtigen Peptidreste wurden durch die Analyse der 'H,"’N-
chemischen Verschiebungen bei steigender Peptidkonzentra-
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tion ermittelt.?!! Wie bei allen anderen Familien von PRM-
Bindungsdominen findet man auch bei der GYF-Doméne
einen konservierten, an der Oberfldche exponierten aroma-
tischen Cluster, der fiir die Peptidbindung unabdingbar ist.

5.1. Die GYF:PRM-Wechselwirkung

Die Struktur des Komplexes der GYF-Doméne mit dem
Peptid SHRPPPPGHRYV in Losung gewihrt einen tieferen
Einblick in den Bindungsmodus (Abbildung 3g)."" Im Ver-
gleich zu den an der Proteinoberfldche exponierten aroma-
tischen Clustern der anderen PRM-Bindungsdoménen ist der
entsprechende Bereich der GYF-Domine gréer. Eine
Hilfte des Clusters wird durch Phe 20, Trp 28 und Tyr 33
gebildet, wobei die e-NH-Gruppe von Trp 28 dhnlich wie bei
den WW-Doménen eine Wasserstoffbriicke zu P, bildet (siche
Abb 2c¢). In die hydrophoben Taschen auf beiden Seiten von
Trp 28 passen sich die Seitenketten von R, und P, ein. Der
zweite Teil des aromatischen Clusters wird von Tyr 6, Tip 8
und Tyr 17 gebildet, und die Wasserstoffbriicken-Donoren
der Seitenketten von Trp 8 und Tyr 6 gehen jeweils Wasser-
stoffbriicken zum Carbonyl-Sauerstoffatom von P; ein. Auch
G, und Ry interagieren mit der Doménenoberfliache. Die
Komplexstruktur legt nahe, dass die Reste mit engem Kon-
takt zur Doménenoberfldche (in Abbildung 3¢ in gelb her-
vorgehoben) im PRM am hochsten konserviert sind und die
Reste, die in Kontakt mit der umgebenden Losung stehen,
auch durch andere Aminosiuren ersetzt sein konnen.'™
Daraus ergibt sich fiir die GYF-Domine ein Consensus-
PRM von (R)xxPPgxR.

6. UEV-Domdinen

Die Ubiquitin-E2-Variante(UEV)-Domine besteht aus
145 Aminosduren (Abbildung 1e) und findet sich im mensch-
lichen Tsg101-Protein (Tumor-Suszeptibilitdts-Gen 101). Die
Doméne wird von wichtigen Strukturproteinen der HIV- und
Ebola-Viren benutzt, um die virale Vermehrung zu erleich-
tern. Bei nichtloslichen Viren ist diese Wechselwirkung
essenziell fiir die Replikation. In diesen Proteinen bindet
die UEV-Domane spezifisch an Peptidmotive der Form P(T/
S)AP mit K -Werten, die typisch fiir PRM-Wechselwirkungen
sind® % (Tabelle 1).

6.1. Die UEV:PRM-Wechselwirkung

Abbildung 3 h zeigt die Struktur in Losung des Komplexes
der Tsgl01-UEV-Doméne mit dem Peptid PEPTAPEE aus
dem HIV-1y,.4; p6°g-Protein (K =3 um).”? Der exponierte
aromatische Cluster der UEV-Domine ist dem der anderen
PRM-Bindungsdoménen sehr dhnlich, allerdings fehlt der in
allen anderen Doménen vorhandene Trp-Rest. In der UEV-
Domine bildet Tyr 63 die primidre Wasserstoffbriicke zum
Peptid (in Abbildung 3h pink hervorgehoben). Die Oberfla-
che der Bindungstasche &hnelt am ehesten der von WW-
Domaénen (sieche Abbildung 2c¢), und man wiirde erwarten,
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dass die beiden aufeinander folgenden Proline P_; und P, die
von einer hydrophoben Tasche auf der einen Seite von Tyr 63
aufgenommen werden, die am stidrksten konservierten Reste
in UEV-Liganden sind; bisher stehen jedoch noch keine
Daten von entsprechenden Substitutionsanalysen zur Verfii-
gung. Das UEV-Bindungsepitop ist durch weitere Wasser-
stoffbriicken zwischen den exponierten Asn-69- und Thr-58-
Seitenketten (griin in der Abbildung) und den Carbonyl-
Sauerstoffatomen von E s und P charakterisiert. Es wurde
auBerdem vorgeschlagen, dass das Carbonyl-Sauerstoffatom
von T; des Peptids und die Seitenketten von Ser 143 sowie
Arg 144 der UEV-Doméne eine gegabelte Wasserstoffbriicke
bilden® (nicht dargestellt in Abbildung 3h). Eine Wasser-
stoffbriicke zwischen dem Liganden und der Tyr-68-Seiten-
kette (blau) ist wegen deren Orientierung nicht moglich.

7. Profiline

Die Profiline sind eine Familie von kleinen (12-15 kDa),
ubiquitdren Proteinen, die an der Regulation der Aggrega-
tion von Actinfilamenten und der Actinpolymerisation be-
teiligt sind. Von den zuvor beschriebenen Doménen unter-
scheiden sie sich dadurch, dass sie eigenstdndige Proteine sind
und nicht Teil eines modular aufgebauten, groBeren Proteins.
Profiline konnen gleichzeitig monomeres G-Actin™" und
Poly-L-prolin (pLP)®!" binden (Tabelle1). AuBerdem
binden sie Phosphatidyl-Inositol-4,5-Biphosphat (PIP,), eine
Komponente des Phosphatidyl-Inositol-Zyklus, der an signal-
gebenden Ereignissen innerhalb der Zelle beteiligt ist; diese
PIP,-Bindung ist die Ursache fiir die Dissoziation des Profi-
lin:Actin-Komplexes. Die Kristallstrukturen der Isoformen I
und II des Profilins von Acanthamoeba,”>'%*™ des pflanzli-
chen Profilins von Arabidopsis thaliana (eines bedeutsamen
menschlichen Allergens)'® sowie des Rinder-Profilins
allein® und im Komplex mit Rinder-Actin®®! wurden alle
gelost und weisen groBe Gemeinsamkeiten auf.1”]

7.1. Die Profilin:pLP-Wechselwirkung

Die pLP-Bindungsstelle von Profilin wurde mittels Ront-
gen- und NMR-Spektroskopie,'” 1% Mutagenesestudien*”!
und Fluoreszenz-Loschexperimenten'”- 1% aufgeklirt und
umfasst die Aminoséduren Trp 3, Tyr 6, Ile 21, Gly 23, Tip 31,
Ala 33, Tyr 133 (His 133 im Rinder-Profilin) und Leu 134.

Wie die SH3- und WW-Doménen binden die Profiline
Prolin-reiche Liganden in beiden méglichen Orientierungen
(Abbildung 3i und j). In allen bislang bekannten Kristall-
strukturen von Profilin sind vier aromatische Seitenketten
(Trp 3, Tyr 6, His 133, Trp 31) in einem aromatischen Cluster
an der Oberfliche exponiert. Ahnlich wie bei den SH3-
Doménen sind die Seitenketten der am Cluster beteiligten
Aminosduren in einer Weise angeordnet, die es ermoglicht,
zwei Windungen einer PPII-Helix aufzunehmen. Beim an die
Profilinoberfldche gebundenen pPL-Ligand befindet sich
jedes dritte Prolin in den hydrophoben Taschen zwischen
Trp 3 und Tyr 6 sowie Tyr 6 und His 133, was dazu fiihrt, dass
der Ligand eine Doppelschirm-Struktur einnimmt (Abbil-
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dung 3i und j). Konservierte Wasserstoffbriicken im Komplex
treten zwischen den Wasserstoffbriicken-Donoren der Sei-
tenketten von Trp 3 und Tyr 6 und den Carbonyl-Sauerstoff-
atomen von P, und P; auf. Eine weitere Wasserstoffbriicke
existiert zwischen His 133 und dem Carbonyl-Sauerstoffatom
von P,.

7.2. Die Orientierung, Spezifitdt und Affinitit des Liganden in
Abwesenheit PRM-flankierender Reste

Da die Liganden von Profilin aus langen Ketten von
Prolinen zusammengesetzt sind (meist sechs oder mehr in
Folge), stehen keine aromatischen oder hydrophoben Seiten-
ketten zur Verfiigung, um die Orientierung der Ligandenbin-
dung festzulegen. Dementsprechend kénnen unterschiedliche
Profilin:pLP-Komplexe auftreten, bei denen der pLP-Ligand
jeweils ,rasterverschoben® bindet. Dieser Effekt wurde bei
den rontgenographisch charakterisierten Komplexen aus
menschlichem Platelet-Profilin (HPP) und einem pLP-Deka-
mer beobachtet, die in zwei unterschiedlichen Varianten
(HPP-A und HPP-B) vorliegen.” Da in pLP-Liganden alle
Seitenketten aus Pyrrolidinringen bestehen, konnen keine
stabilisierenden polaren oder elektrostatischen Wechselwir-
kungen zwischen Ligand und Protein auftreten; das bedeutet,
dass der Komplex lediglich durch Wasserstoffbriicken, hy-
drophobe Wechselwirkungen und sterische Préaferenzen sta-
bilisiert und in seiner Affinitit kontrolliert wird. Das Fehlen
Kern-flankierender Reste, die in anderen PRMs Spezifitét
und Bindungseigenschaften modifizieren, erklirt die Beob-
achtung, dass alle zelluldren Profiline das pLP mit &dhnlicher
Affinitit binden®! und dass dieselben Liganden in beiden
Orientierungen an Profilin binden kénnen. !

8. Aligemeine Merkmale der Wechselwirkungen von
Proteinen mit PRMs

Aus dem Vergleich der verschiedenen Klassen von PRM-
bindenden Kontaktfldchen lisst sich eine Reihe allgemeiner
Eigenschaften ableiten, die bei der PRM-Erkennung immer
wieder von Bedeutung sind:

1) Alle Dominen binden die PRMs ihrer jeweiligen Ligan-
den iiber Cluster von aromatischen Seitenketten auf der
Proteinoberfliche. Die Abstinde und Winkel zwischen
den Seitenketten definieren die Form der Prolin-binden-
den Tasche.['®%]

2) Die Bindung der Liganden wird durch ein konserviertes
Netzwerk von Wasserstoffbriicken und die coplanaren
Anordnungen der Proline und der aromatischen Ringe
bestimmt.

3) Die Zusammensetzung und Orientierung des Liganden
wird durch Aminosduren am Rand der PRMs bestimmt,
die meist iiber grof3e Seitenketten verfiigen und als Anker
fungieren. Im Falle von SH3-, WW- und EVH1-Doménen
sind dies besonders Arg, Tyr und Phe.

4) Die Affinitdt der Ligandenbindung wird dariiber hinaus
durch die Eigenschaften zusitzlicher, das Kernstiick des
PRM flankierender Epitope beeinflusst.
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8.1. Struktureigenschaften von PRM-Bindungsdomdnen

Die PRM-Erkennung ist durch die genaue dreidimensio-
nale Anordnung der exponierten aromatischen Seitenketten
bestimmt. Das wichtigste Merkmal der Bindungsdoméne ist
das Vorhandensein von Aminosduren mit aromatischen Sei-
tenketten, die Wasserstoffbiicken-Donoren tragen (Trp und
Tyr) und die senkrecht zur Proteinoberfldche stehen, um eine
effektive Wasserstoffbriicke zum Carbonyl-Sauerstoffatom
des Peptidriickgrats des Liganden zu bilden. Diese Amino-
sduren werden von anderen aromatischen Seitenketten flan-
kiert, wobei der Winkel zur Seitenkette des Wasserstoffbrii-
cken-Donors nahezu 90° betrigt (siche Abbildung 1). Die
flankierenden aromatischen Seitenketten konnen entweder
parallel oder senkrecht zur Proteinoberfliche stehen, ergeben
aber in jedem Fall eine hydrophobe, ndherungsweise recht-
winklige Tasche, in die sich die Prolin-Seitenkette des Ligan-
den gut einfiigen kann.

8.2. Konservierte Wasserstoffbriicken-Netzwerke und Erkennung
der Prolinringe

Die PRM-enthaltenden Peptide werden von ihren jewei-
ligen Doménen als PPII-Helices erkannt, wobei die Bin-
dungsdoménen die PPII-Helix der Peptide sowohl von der
einen als auch von der anderen Seite binden kdnnen (siche
Pfeile in Abbildung 2 a). Bei dem fiir SH3, EHV1 und Profilin
(Abbildung 2b) beobachteteten Bindungsmodus wird die
entscheidende Wasserstoffbriicke zwischen der aromatischen
H-Donor-Seitenkette von Trp und einem Carbonyl-Sauer-
stoffatom des Liganden gebildet. Diese Wasserstoffbriicke ist
mit dem Stiel eines Regenschirmes vergleichbar, dessen
Schirm durch die Proline des PRM gebildet wird, die sich
an die beiden Seiten der Trp-Seitenkette anlagern (siche
Tabellen 2, 4 und 7). Im Fall eines Liganden mit einer idealen
PPII-helicalen Struktur (z. B. FPPPP) befindet sich die an der
Wasserstoffbriicke beteiligte Carbonylgruppe (unterstrichen)
im Zentrum des Motivs aus vier Prolinen. Die beiden
zentralen Proline treten nicht mit der Proteinoberfldche in
Kontakt und konnen durch andere Reste substituiert werden;
die beiden #duBeren Proline interagieren dagegen mit der
Domine und sind hoch konserviert. Diese Proline sind
nahezu coplanar zur aromatischen Seitenkette des Wasser-
stoffbriicken-Donors (siche Spalten 4 und 5 in Tabellen 2, 4
und 7) und weisen auBerdem hydrophobe Kontakte mit den
flankierenden aromatischen Seitenketten der Bindungsdo-
mine auf (siche Abbildung3); daher befindet sich die
Wasserstoffbriicke in einer hydrophoben Umgebung. Diese
Wechselwirkungen kommen in beiden Orientierungen vor,
wie in Abbildung 2b gezeigt wird. In jedem Fall sind P, und
P, fast coplanar zu dem aromatischen Ring des Wasserstoff-
briicken-Donors und haben Kontakt mit den anderen aro-
matischen Ringen der Ligandenbindungsstelle tiber die CpB-,
Cy- und Co-Atome. In diesem Bindungsmodus werden
Sequenzen vom Typ PxxP erkannt, wobei die konservierten
Proline den Schirm um den aromatischen Rest der Doméne
bilden, der die Wasserstoffbriicke zum Carbonyl-Sauerstoff-
atom von x, eingeht.
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Beim zweiten Bindungsmodus, beobachtet bei WW-,
GYF- und UEV-Dominen, erfolgt die Bindung der PPII-
Helix von der gegeniiberliegenden Seite (Abbildung2a, c),
beruht aber im Wesentlichen auf demselben Mechanismus:
Ein aromatischer Wasserstoffbriicken-Donor, meist Trp, steht
senkrecht zur Proteinoberfldche und bildet eine Wasserstoff-
briicke zu einem Carbonyl-Sauerstoffatom des Peptidriick-
grates. Ein Prolin des Liganden ist weitgehend coplanar zur
aromatischen Seitenkette dieses Restes angeordnet (Winkel
und Wasserstoffbriicken siehe Tabellen 3, 5 und 6). Dies
entspricht einer der beiden Hilften (rechts oder links) der in
Abbildung 2b gezeigten Komplexe. In diesem Bindungsmo-
dus jedoch wird das Peptid mit einem weiteren Prolin
fortgesetzt, das coplanar zu einem zweiten aromatischen
Rest der Domine angeordnet ist (Abbildung 3¢), der wie-
derum anndhernd parallel zur Proteinoberfliche und senk-
recht zum aromatischen H-Briicken-Donor steht. Dieser
zweite aromatische Rest bildet keine Wasserstoffbriicke
zum Liganden. Bei diesem Bindungsmodus treten Peptide
mit zwei sequenziellen Prolinen iiber ihre C3- und C8-Atome
in Kontakt mit einer einzelnen hydrophoben Bindungstasche
an einer Seite der zentralen Wasserstoffbriicke (,xP“-
Tasche).’) Beispiele hierfiir sind die PPxY- und PPLP-
Motive der WW-Domaine.

Die allgemeinen Prinzipien fiir ausgew#hlte Komplexe
der PRM-Bindungsdoménen sind in Abbildung 3 dargestellt.
In den SH3- und Profilin-Komplexen findet man die Dop-
pelschirm-Struktur, in der zwei Wasserstoffbriicken (von den
Trp- und Tyr-Seitenketten der Doméine) die ,,Stiele® in zwei
schirmartigen Strukturen bilden. Eine Ausnahme sind SH3-
Komplexe in Orientierung 2, bei denen die Trp-Wasserstoff-
briicke von einer viel kiirzeren RxP-Sequenz umgeben ist.
Die Komplexe werden durch eine zusétzliche Wasserstoff-
briicke zwischen Asn- oder His-Seitenketten der Doméne
und Carbonyl-Sauerstoffatomen des Peptidriickgrates stabi-
lisiert. Der entscheidende Unterschied zwischen diesen Kom-
plexen ist, dass in der SH3-Domine (Orientierung 1) anders
als bei Profilin die Liganden-Schirme separiert sind und
lediglich einer davon die typische PPII-Helix-Struktur auf-
weist. Bei Profilin hingegen bilden die pLP-Liganden zwei
Windungen in der typischen PPII-Helix-Konformation, wobei
das Prolin zwischen den beiden Stielen der Schirme geteilt
wird. Die EHV1-Doméine bindet PRM in dhnlicher Weise,
verwendet jedoch nur eine einzelne Wasserstoffbriicke als
Stiel der Schirmstruktur (Abbildung 3c). Der PRM-Bin-
dungsmodus von WW-, GYF- und UEV-Doménen unter-
scheidet sich von den zuvor beschriebenen: Hier ist die
Seitenkette des Wasserstoffbriicken-Donors (pink) nicht von
zwei coplanar angeordneten Prolinringen umgeben; vielmehr
ist nur ein Prolin des Liganden coplanar an einer Seite des
aromatischen Ringes angelagert. Beide PRM-Bindungsmodi
erkennen Liganden in beiden Orientierungen.

Die coplanare Anordnung der Prolinringe zu den umge-
benden aromatischen Seitenketten ist von gro3er Bedeutung:
Erstens zeigt sich in der Substitutionsanalyse (Abbildungen 4
und 5), dass die coplanar angeordneten Proline (gelb in
Abbildung 3) durchgehend fiir die Bindung essenziell sind
und dem Liganden ein Maximum an Spezifitit verleihen;
zweitens sind diese Proline in den PRMs der entsprechenden
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Dominen hoch konserviert. In den Tabellen 2-7 sind die
Winkel zwischen den dichtest gepackten Prolin-Seitenketten
der Liganden sowie den Trp- und Tyr-Resten der aromati-
schen Cluster der unterschiedlichen PRM-Bindungsdoménen
zusammengestellt. Innerhalb einer Familie von Bindungsdo-
ménen sind diese Winkel im Allgemeinen dhnlich.

Ein wesentliches Charakteristikum der PRM-Komplexe
ist das konservierte Netzwerk von Wasserstoffbriicken, das
die aromatischen Reste einbezieht, die an der Oberfldche der
Domine exponiert sind (siche Abbildung 3). In den meisten
Fillen werden zusitzliche Wasserstoffbriicken zwischen wei-
teren an der Dominenoberfliche lokalisierten Asn-, Thr-,
Ser-, His- oder Gln-Seitenketten (Tabellen 2-7, griine Seiten-
ketten in Abbildung 3) und den Carbonyl-Sauerstoffatomen
des Ligand-Peptidriickgrats gebildet. Diese zusitzlichen
Wechselwirkungen variieren je nach der Klasse der PRM-
Bindungsdoméne und liefern den Rahmen fiir die Liganden-
spezifitdt innerhalb der Doméinenfamilien (siche Abbil-
dung 3). In den Tabellen 2-7 sind die Donor-Acceptor-Ab-
stinde dieser Wasserstoffbriicken fiir alle in der PDB depo-
nierten PRM-Komplexstrukturen angegeben.

8.3. Lage und Orientierung der Liganden: die Rolle der Proline
und ,,Anker“-Reste im Kernmotiv

Dank ihrer hoch symmetrischen Struktur kann sich die
PPII-Helix, unabhingig von der Orientierung des Peptids, mit
einer ihrer zwei gegeniiberliegenden Seiten an die Protein-
doméne anlagern und dabei dieselben Wasserstoffbriicken-
Donoren und orthogonalen aromatischen Seitenketten der
Doméne nutzen. Zusitzlich ermoglicht die Symmetrie der
PPII-Helix ein Andocken an eine Vielzahl von Positionen
entlang der Peptidbindungsstelle. Dieses Phédnomen der
multiplen Bindungsorientierung und der Verschiebung der
Ligandenposition wurde bereits fiir SH3- und WW-Doménen
sowie fiir Profiline beschrieben.* " Die korrekte Positionie-
rung und Orientierung des jeweiligen Peptids muss folglich
durch die Wechselwirkungen mit den Nicht-Prolin-Resten
der PRMs bestimmt werden. Dies konnen beliebige Kombi-
nationen aus elektrostatischen, polaren und hydrophoben
Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriicken sein.

Im Allgemeinen besteht ein Teil des PRM-Kerns aus
geladenen oder hydrophoben Resten, die die Orientierung
des Liganden festlegen. Beispiele hierfiir sind das Phe im
FPPPP-Motiv, das charakteristisch fiir Liganden der Ena-
VASP-Familie der EHV1-Doménen ist, das Phe des PPxxF-
Motivs, das von den Homer-EHV1-Dominen erkannt wir?i,
das Tyr im Consensusmotiv PPxY der Liganden der mensch-
lichen YAP65-WW-Dominel' und die Arg-, Lys- und His-
Seitenketten der PPxPx(R/K/H)-Peptide, auf welche die
Klasse-II-SH3-Dominen ausgerichtet sind.'**>>"! Eine Sub-
stitution dieser ,,Anker“-Reste geht oft mit einem vollstin-
digen Verlust der Bindung einher, weshalb man sie als
integralen Teil des Kern-Bindungsmotivs betrachtet.
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8.4. Kontrolle von Spezifitit und Bindungsaffinitét durch weiter
entfernte Reste

Kern-flankierende Epitope und ,, Anker“-Reste aufler-
halb des PRM konnen die Bindungsaffinitit enorm erhohen
und spielen deshalb eine wesentliche Rolle bei der Festlegung
der Spezifitiat. Sie konnen die Spezifitdt des Liganden sogar
soweit erhohen, dass zwischen den Mitgliedern derselben
Familie von PRM-Bindungsdoménen unterschieden werden
kann. So ist z.B. das Lysin im Peptid PPPALPPKKR des
C3G-Proteins verantwortlich fiir eine hohe Spezi_fitéit der
Bindung des Liganden an die c-Crk-SH3-Doméne, jedoch
bindet dasselbe Peptid nicht an die SH3-Doménen von Nck,
Src, Abl, Phospholipase Cy und Spectrin.”® Ahnlich verhalt
es sich mit einem Glu-Leu-Epitop, das in der Peptidsequenz
SFEFPPPPTEDEL des Oberflédchenproteins Acta von Lis-
teria monocytogenes vorkommt. Acta bindet mit hoher Spe-
zifitit an Klasse-I-EVH1-Dominen.[*>*! Das EL-Epitop ver-
stairkt die EVHI1-Bindungsaffinitit von Acta derart, dass
andere natiirliche, zellulire, an EVHI1-Bindungsdoménen
bindende Proteine wie Zyxin und Vinculin, die dieses
Epitop nicht aufweisen, nicht mehr konkurrieren konnen.
Weil solche affinitdtsbestimmenden Epitope so spezifisch fiir
die sie enthaltenden Proteine sind, sind sie von besonderem
Interesse bei der rationellen Entwicklung hoch spezifischer
Inhibitoren.

9. Zusammenfassung und Ausblick

Die Bindung niedermolekularer Liganden an Proteine
erfordert ein ausgewogenes Zusammenspiel molekularer
Wechselwirkungen. Vor der Entwicklung nichtpeptidischer
Kompetitoren fiir natiirliche PRM-Liganden ist es erforder-
lich zu verstehen, wie diese Wechselwirkungen zur Bildung
und Stabilitidt von Komplexen zwischen Prolin-reichen Pep-
tidmotiven und ihren jeweiligen Bindungsdoménen beitra-
gen. Im Idealfall bildet ein Carbonyl-Sauerstoffatom des
Peptidriickgrates eine Wasserstoffbriicke zu einem Wasser-
stoffbriicken-Donor einer senkrecht zur Domé4nenoberfliche
stehenden, aromatischen Seitenkette (Trp oder Tyr). Die
beiden Peptid-Seitenketten, welche die an der Wasserstoff-
briicke beteiligte Carbonylgruppe direkt flankieren, sind zum
Losungsmittel hin exponiert. Die danach folgenden beiden
Seitenketten auf jeder Seite (in der Regel Prolinringe) sind
anndhernd coplanar zu der an der Wasserstoffbriicke betei-
ligten aromatischen Seitenkette angeordnet und sind in die
hydrophoben Bindungstaschen an der Proteinoberfldche ein-
gelagert. Die Analyse der meisten hochaufgelosten Struktu-
ren ergab, dass die Winkel zwischen der Ebene des aroma-
tischen Ringes der Doméne und den Ebenen der umgeben-
den Prolinringe weniger als 30° betragen (siche Tabellen 2-7).
Zur Optimierung der hydrophoben Kontakte zum Prolinring
des Peptids bildet die Doménenoberfliche starre hydrophobe
,Boxen*“ mittels weiterer aromatischer Reste, die anndhernd
rechtwinklig zur an der Wasserstoffbriicke beteiligten aro-
matischen Seitenkette angeordnet sind (d.h. parallel zur
Oberfliche der Domine). Diese aromatischen Reste treten
bevorzugt mit den y- und d-Kohlenstoffatomen der Prolin-

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

L. J. Ball, H. Oschkinat et al.

ringe des Liganden in Kontakt. Die konformative Einschrin-
kung des PRM durch die PPII-Helix ist der Grund dafiir, dass
die Bindung zwischen PRM und Doméne an zwei genau
definierten, vorgeformten Oberfldachen stattfindet und damit
die entropische Bilanz der Bindung und die konformative
Spannung im Komplex minimiert sind.

Wie konnen die Erkenntnisse aus dem vorliegenden
Aufsatz zur Planung der Synthese von PRM-Mimetika ver-
wendet werden? Erstens konnen die aus den bekannten
Komplexen der WW-, EHV1- und SH3-Domaéne abgeleiteten
Strukturdaten das Design von Inhibitoren fiir diese Doménen
erleichtern. Bereits sehr kurze Peptide von weniger als fiinf
Aminosduren konnen mit beachtlicher Affinitét binden — wir
gehen deshalb davon aus, dass Verbindungen im Bereich von
500 bis 700 Da entworfen werden konnen, die mit hoher
Affinitdt und Selektivitdt an eine PRM-Erkennungsdoméne
binden. Zweitens miissen geeignete Liganden die Bildung
einer Wasserstoffbriicke zum Wasserstoffbriicken-Donor
einer oberflichenexponierten aromatischen Seitenkette er-
moglichen; dariiber hinaus miissen sie auch hydrophobe
Wechselwirkungen mit den spezifischen hydrophoben Bin-
dungstaschen in direkter Nachbarschaft zu dieser aromati-
schen Seitenkette aufbauen konnen. Die optimale Wechsel-
wirkung wiirde ein ,,hydrophober Chelatbildner garantieren,
der den exponierten aromatischen Ring umbhiillt.

Die detaillierte Analyse in diesem Aufsatz beriicksichtigt
und erweitert vorherige Studien zu PRM-Komplexen, die die
Bedeutung der hydrophoben Bereiche zwischen rechtwinklig
angeordneten Aromaten als Bindungstaschen fiir N-substitu-
ierte Aminosauren®*! hervorhoben. In der Natur nehmen
diese Taschen selbstverstidndlich Prolin auf — sie konnen aber,
wie Substitutionsanalysen unter Einsatz von Peptidbibliothe-
ken zeigen, auch andere hydrophobe Reste wie Leucin und
Methionin binden. Diese hydrophobe Wechselwirkung allein
ist wahrscheinlich relativ schwach, kann jedoch in Kombina-
tion mit der konservierten, hydrophob abgeschirmten Was-
serstoffbriicke zu einer beachtlichen Affinitdt des PRM in
Bezug auf die Dominenoberfldche fithren. Die hier disku-
tierten Bindungsmodelle erkldaren auch die strenge Konser-
vierung von Tryptophan und/oder Tyrosin mit exponierter,
einen Wasserstoffbriicken-Donor tragender aromatischer
Seitenkette, die in allen PRM-Bindungsdoménen vorhanden
ist. Phenylalanin wird folglich nicht in dieser Position beob-
achtet, ist aber hdufig an der Bildung der ,aromatischen
Wiegen“ beteiligt, die die hydrophobe Wechselwirkung op-
timieren.?” Es ist bemerkenswert, dass die aromatischen
Ringe bei den meisten Bindungsstellen senkrecht zur Ober-
flache stehen, wie in Abbildung 1 erkennbar.

Die hier vorgestellten Prinzipien sollten es erméglichen,
grundlegende Regeln zur Identifizierung von PRM-Bin-
dungsdoménen in Proteinen aufzustellen, und sollten dariiber
hinaus Impulse fiir das rationelle Design von PRM-Mimetika
liefern.

Die Autoren danken J. Zimmermann fiir die Durchsicht des
Manuskriptes.
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Verinderte Fassung am 10. November 2004
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