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P rotein-Protein-Wechselwirkungen sind ein grundlegendes
Prinzip zur Weitergabe von biochemischen Signalen inner-
halb lebender Zellen und spielen damit eine Schliisselrolle bei
der fiir das Uberleben von Organismen wichtigen interzellu-
liren Kommunikation.! Bei dieser kann ein spezifisches Si-
gnal durch die Di- oder Oligomerisierung der beteiligten
Proteine direkt oder infolge biochemischer Modifikation ei-
nes Bindungspartners durch den anderen ausgelost wer-
den."? Eine fehlerhafte Regulation dieser komplexen Vor-
ginge ist oft Ursache schwerwiegender Erkrankungen wie
Krebs oder Diabetes, und daher ist es essenziell, diese Pro-
zesse im Detail zu verstehen.["!

Methoden zur Untersuchung von Signaltransduktions-
wegen auf molekularer Ebene umfassen die Anwendung von
Inhibitoren und die genaue Analyse ihrer Wirkung, Metho-
den aus der Gentechnik wie die RNA-Interferenz, die Iso-
lierung von Proteinen mit Antikérpern und auch vielfiltige
mikroskopische Methoden.”! Eine weitere etablierte Metho-
de ist die Anwendung von chemischen Induktoren der Di-
merisierung (CIDs). Dies sind zellgdngige Molekiile, die ge-
zielt die Homo- oder Heterodimerisierung spezifischer Pro-
teine einleiten konnen.”! Durch genetische Fusion zweier
Proteindominen, wie des FK506 bindenden Proteins (FKBP)
und der FKBP-Rapamycin bindenden (FRB-)Domine, die
denselben Induktor, Rapamycin, an unterschiedlichen Stellen
des Molekiils binden, konnen gewissermal3en alle beliebigen
Kombinationen von Proteinen in rdumliche Nédhe gebracht
und die Auswirkungen dieser erzwungenen Dimerisierung
studiert werden.”! Auf dem Gebiet der synthetischen Biologie
werden bereits genetisch fusionierte Geriistproteine (so ge-
nannte ,,Scaffold-Proteine*) eingesetzt, um Signaltransduk-
tionswege von Grund auf neu zu verschalten.”!

Eine ganz neue Herangehensweise, um Proteine in
rdumliche Néhe zu bringen, présentieren die Autoren Sche-
partz und Hobert in ihrer jiingsten Veroffentlichung.[®! Dabei
machen sie sich sogenannte Miniatur-Proteine zunutze.
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Durch die Verbindung zweier solcher Miniatur-Proteine in
einem Molekiil konnten die Autoren ein kiinstliches Adap-
terprotein kreieren, das zeitgleich sowohl eine spezifische
Kinase als auch selektiv ein zweites Protein in einem ternédren
Komplex bindet. Die rdumliche Nihe der beiden gebundenen
Proteine induziert dabei die Phosphorylierung des zweiten
Bindungspartners, der unter normalen Umstidnden kein be-
vorzugtes Substrat der Kinase ist (Abbildung 1 A).®!

Miniatur-Proteine bestehen meist aus weniger als
50 Aminosduren und sind kompakte Proteindoménen mit
einem hohen Anteil an typischerweise helikalen Sekundér-
strukturen.’®®! Thre fiir Proteine relativ geringe GroSe macht
sie synthetisierbar wie auch genetisch codier- und entwickel-
bar.[®! Miniatur-Proteine werden ausgehend von Dominen
groBerer Proteine, die gewiinschte biochemische FEigen-
schaften aufweisen, entwickelt und durch Modifizierung von
Sequenz und Struktur weiter verbessert.”’) Durch die Isolie-
rung der Eigenschaften einer bestimmten Domaine sind Mi-
niatur-Proteine in Bezug auf Aktivitit und Selektivitdt dem
urspriinglichen Protein hiufig {iberlegen.’®*!

Auf diese Weise konnte die Arbeitsgruppe in vorange-
gangenen Arbeiten Miniatur-Proteine entwickeln, die die zur
Familie der Src-Kinasen gehorende Kinase Heck (YY2) und
das Protein hDM2 (3.3), das ein negativer Regulator des
Tumorsuppressors p53 ist, selektiv und mit hoher Affinitit im
mikro- oder nanomolaren Bereich binden.”™ Durch die Ver-
schmelzung der Eigenschaften des kleinen, aber strukturell
sehr stabilen pankreatischen Polypeptids des Vogels (aPP =
»avian pancreatic polypeptide“) und eines Peptides, das die
SH3-Domine von Src-Kinasen bindet, entstand das Miniatur-
Protein YY2 (4.4 kDa). Dieses ist in der Lage, in vitro die
SH3-Domaéne der Kinase Hck zu binden und diese dadurch zu
aktivieren.’” Auf dhnliche Weise wurde das 4.8 kDa schwere
Miniatur-Protein 3.3 entwickelt, indem in das a-helikale
Segment von aPP Aminosduren eingefiihrt wurden, die fiir die
Bindung von p53 zu hDM2 entscheidend sind. Weitere Op-
timierung der Sequenz in Bezug auf Bindungsstdrke und
Helizitdt durch Phagen-Display identifizierte 3.3 als das Mi-
niatur-Protein, das hDM?2 am stirksten bindet.”® Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass 3.3 effektiv die Bildung des
desaktivierenden p53-hDM2-Komplexes in vitro verhindert
und dadurch ein genetisch codierbarer p53-Aktivator in vivo
sein konnte. ™1
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Abbildung 1. Prinzip und potenzielle Anwendungen von Adapterproteinen. A) Illustration des terndren Komplexes und die darauffolgende raum-
lich induzierte Phosphorylierung. B) Synthetische Adapterproteine als neuer Bestandteil des Methodenrepertoires zur Erforschung von Signal-

transduktionswegen und in der synthetischen Biologie.

Wie Fluoreszenzpolarisation und Pulldown-Assays zei-
gen, konnte durch die Verbindung dieser beiden Miniatur-
Proteine mit einem optimierten Verbindungsstiick ein Mole-
kiil erzeugt werden, das sowohl Hck als auch hDM2 in einem
terniren Komplex bindet.® Das Protein hDM2 wird unter
normalen Umstdnden von der c-Abl-Kinase phosphoryliert
und ist ein schlechtes Substrat der Hck-Kinase. Interessan-
terweise konnte durch Zugabe des Adapterproteins und die
dadurch bedingte rdumliche Anndherung beider Proteine
eine zweifach erhohte Phosphorylierung von hDM2 durch
Hck bei In-vitro-Experimenten beobachtet werden.”! Dieser
Befund kann durch das Phdnomen der rdumlich induzierten
Katalyse erkldart werden, die unter anderem bei der DNA-
Templatkatalyse oder der Target-gerichteten Synthese An-
wendung fand."" Das Tyrosin 405 in hDM2 konnte durch LC/
MS/MS und Western-Blot-Analyse als hauptsidchliche Phos-
phorylierungsstelle von Hck identifiziert werden.[®!

Sollte es der Gruppe um Schepartz in weiteren Experi-
menten gelingen, durch z.B. die Adapterprotein-induzierte
Phosphorylierung von hDM?2 und dadurch Aktivierung von
p53 in vivo zu demonstrieren, wiirde dies die Allgemeingiil-
tigkeit dieses Verfahrens bestétigen, das angesichts der brei-
ten Verwendung modularer Doménen bei Signalproteinen fiir
viele weitere Protein-Protein-Wechselwirkungen genutzt
werden konnte.!!
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Anders als die etablierte Methode der CID hat das Kon-
zept von Schepartz und Hobert den Vorteil, die genetische
Manipulation oder Uberexpression der Bindungspartner zu
vermeiden.””! Auf der anderen Seite ist das CID-System zur-
zeit breiter einsetzbar, da nicht fiir jede gewiinschte Wech-
selwirkung ein neues Adapterprotein entwickelt werden
muss, wofiir wiederum gewisse Voraussetzungen, wie das
Vorhandensein von Proteindoménen mit den entsprechenden
Eigenschaften, erfiillt sein miissen.[!

Durch die Moglichkeit, Adapterproteine direkt im ge-
wiinschten Modellorganismus genetisch zu codieren, konnen
potenzielle Probleme wie schlechte Zellpenetration oder
niedrige Stabilitit vermieden werden.”! Gerade in Experi-
menten auf dem Gebiet der Signaltransduktion werden je-
doch oft schnelle und reversible Effekte benotigt. Um dies
mit Adapterproteinen zu erreichen, konnte die Strategie des
,Peptid-Staplings*“ genutzt werden, die erfolgreich ange-
wendet wurde, um a-helikale Peptide in Zellen einzuschleu-
sen."”! Die Technik erreicht die Stabilisierung von a-helikalen
Strukturen durch das Anbringen einer Kohlenwasserstoff-
kette innerhalb der Helix.'” Es wire interessant zu sehen, ob
so zellgidngige und damit schnell wirkende ,,stapled” Adap-
terproteine entwickelt werden konnten.

Weiterhin bietet die Kombination der CID-Technik mit
der Methode der Adapterproteine neue experimentelle
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Moglichkeiten. So konnte z.B. ein kiinstliches Phosphorylie-
rungs/Dephosphorylierungs-System durch genetische Fusion
eines Adapterproteins, das eine Kinase und ein Substrat
bindet, mit einer FRB-Domine entwickelt werden. Durch
Zugabe von Rapamycin konnte eine geeignete Phosphatase,
die mit FKBP fusioniert wurde, in rdumliche Néhe gebracht
werden, um den Phosphorylierungsstatus wieder auszuglei-
chen und damit ein natiirliches Kinase/Phosphatase-Gleich-
gewicht zu imitieren.

Wenn es gelingt, die In-vivo-Anwendbarkeit der synthe-
tischen Adapterproteine als Initiatoren von Protein-Protein-
Wechselwirkungen zu bestitigen, wire dies eine Bereiche-
rung fiir das Methodenrepertoire der Zell- und synthetischen
Biologie (Abbildung 1B). Diese vielversprechende Methode
ist ein Beispiel fiir die Effizienz der rdumlich induzierten
Templatkatalyse. Die Neuschaltung von Enzymaktivitdten
konnte dazu beitragen, die Verbindungen in Signaltransduk-
tionswegen, die von grofer Wichtigkeit fiir die Regulation
aller essenzieller Prozesse in lebenden Organismen sind,
besser zu verstehen.
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