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Molekulare Erkennung zwischen

membranstandigen Proteindoméanen —

struktur- und zellbiologische Aspekte

Wechselwirkungen membranintegraler
Polypeptidsegmente spielen eine wichtige
Rolle bei Faltung, Oligomerisierung und
auch Sortierung vieler integraler Mem-
branproteine. Ein detailliertes Verstandnis
der strukturellen Grundlage dieser
Interaktionen erweist sich zunehmend als
hilfreich bei der Charakterisierung dieser
Proteine im Kontext zellbiologischer
Prozesse und pathologischer Zustande.
Hier sollen die wichtigsten Prinzipien
dieser Protein/Protein-Interaktionen und
ihre moégliche Bedeutung fir die Funktion
einiger Membranproteine dargestellt
werden.

> Membranproteine nehmen eine Vielzahl
verschiedener Aufgaben im komplexen
Netzwerk der Zelle wahr. Dies erfordert
transiente oder permanente Wechselwirkun-
gen mit anderen Membranproteinen, etwa
bei intrazelluldren Sortier- und Transportvor-
gingen, bei der Zell-Zell-Adhision oder der
Transduktion extrazellulirer Signale. Spezi-
fische Protein/Protein-Interaktionen sind
auch bei der Selbstassoziation membranstin-
diger Polypeptide zu stabilen, oligomeren
Quartirstrukturen beteiligt. Wihrend die
Mehrzahl zytoplasmatischer und sekretier-
ter Proteine monomer bleibt, existieren na-
hezu alle bisher untersuchten Membranpro-
teine in Form nicht-kovalenter, homo- be-
ziehungsweise heterooligomerer Komplexe.

Korrekte Oligomerisierung erfordert
spezifische Erkennung

Die Bildung von Oligomerstrukturen ist
ein frithes Ereignis im Lebenszyklus inte-
graler Membranproteine, welche meist an
Ribosomen des rauhen endoplasmatischen
Retikulums (ER) synthetisiert werden. Mo-
dellstudien zeigten, daB einzelne Unterein-
heiten dabei unabhingig voneinander an
verschiedenen Ribosomen synthetisiert, in
die ER-Membran eingebaut, posttranslatio-
nal modifiziert und zu ihrer endgiiltigen
Tertidrstruktur gefaltet werden — dabei hiu-
fig unterstiitzt durch ER-luminale Chape-
rone (Abb. 1). Thre Oligomerisierung ge-
schieht nach zufilligen Kollisionen der in der
ER-Membran flotierenden Polypeptide.
Nur korrekt gefaltete und assemblierte Mo-
lekiile konnen das ER verlassen und an ih-
ren endgiiltigen Bestimmungsort in nachge-
schalteten Organellen beziehungsweise der
Plasmamembran transportiert werden. Pro-
teine, welche diesen Qualititskriterien nicht
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Abb. 1: Stadien der Membranproteinbiogenese. Integrale Membranproteine werden kotranslational in
die ER-Membran eingebaut (A) und liegen zunachst als ungefaltete Monomere vor (B). Deren
strukturelle Reifung ist haufig Voraussetzung fir die Ausbildung oligomerer Komplexe (C).

geniigen, werden abgebaut. Ausgehend von
einer Gesamtzahl von rund 80.000 durch
Sdugergenome kodierte Proteine und einem
etwa 30prozentigen Anteil von Membran-
proteinen daran, ergibt sich, daB eine durch-
schnittliche Zelle zu jedem Zeitpunkt hun-
derte bis tausende unterschiedlicher Mem-
branproteine gleichzeitig synthetisiert. Die
Ausbildung korrekter Oligomerstrukturen
aus diesem gemischten Vorrat an Unterein-
heiten erfordert daher komplementire
Strukturelemente, welche auf zytosolischen,
membranstindigen und/oder luminalen be-
ziechungsweise extrazelluliren Dominen lo-
kalisiert sein kénnen. Assemblierungsdomi-
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nen im Extramembranbereich wurden zum
Beispiel auf den Untereinheiten liganden-
oder spannungsgesteuerter lonenkanalpro-
teine und viraler Oberflichenproteine nach-
gewiesen [1], wobei jiingeren Arbeiten zu-
folge jedoch auch Transmembran(TM)-Seg-
mente bei der Oligomerisierung dieser Pro-
teine beteiligt sind. In den neunziger Jah-
ren wurde deutlich, daf TM-Segmente die
Oligomerisierung gewisser Membranprotei-
ne — wie etwa Glycophorin A, Phospholam-
ban, T-Zellrezeptor, MHC II-Komplex,
M13-Hiillprotein, N-Syndecan etc. — sogar
entscheidend steuern kénnen [2]. Ich moch-
te mich im folgenden auf Interaktionen zwi-
schen TM-Segmenten konzentrieren.

Spezifische Erkennung erfordert rAumliche
Komplementaritat

Der Nachweis spezifischer Interaktionen
zwischen TM-Segmenten war zunichst iiber-
raschend, da diese, im Gegensatz zu den aus-
gedehnten, hiufig diskontinuierlichen Inter-
aktionsdominen loslicher Proteine, nur 20 bis
25 Aminosiuren in meist 0-helikaler Konfor-
mation umfassen. Dariiber hinaus kénnen
verschiedene Triebkrifte, welche fiir Interak-
tionen loslicher Dominen verantwortlich sind,
im unpolaren Milieu der Lipiddoppelschicht
nicht wirksam werden. In erster Linie ist hier
die Abwesenheit des sogenannten hydropho-

Abb. 2: TM-Helix-Helix-Erkennung am Beispiel des
Glycophorin A. A. Schematischer Aufbau des ToxR-
Systems. Die zytoplasmatische ToxR-Doméne ist
durch das Glycophorin A TM-Segment mit der pe-
riplasmatischen MalE-Doméne verbunden. Nach
Dimerisierung des TM-Segments bindet die ToxR-
Doméne an den ctx-Promoter und induziert damit
die Expression des lacZ-Reportergens. OM, &uf3ere
Membran; IM, innere Membran. B. NMR-Struktur
des Glycophorin A-TM-Helixdimers (aus Ref. 4).
Aminoséauren, die sich im ToxR-System als kritisch
fur die Dimerisierung erwiesen, sind in der Helix-
Helix-Kontaktflache lokalisiert (griin markiert).

C. Vergleich der Dimerisierungsmotive wie sie in
Detergenzldsung (s. Ref. 3) bzw. Lipidmembranen
(s. Ref. 5, 6) identifiziert wurden.
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ben Effekts zu nennen, also des Entropiege-
winns beim Abstreifen geordneter Hydrathiil-
len von interagierenden Oberflichen. Zudem
sind ionisierbare Aminosduren in 'TM-Seg-
menten sehr selten und elektrostatische
Wechselwirkungen deshalb nicht zu erwarten,
obwohl einzelne Ausnahmen davon bekannt
sind. Fiir Interaktionen zwischen TM-Seg-
menten werden vor allem schwache Dipol-
Dipolkrifte vom van der Waals-"Typ in dicht
gepackten hydrophoben Kontaktflichen ver-
antwortlich gemacht. Diese theoretischen
Uberlegungen werden durch experimentelle
Arbeiten untermauert. Das derzeit am ge-
nauesten untersuchte Modellsystem inter-
agierender 'I'M-Helices ist das Glycophorin
A, ein bitopisches Protein der Erythrozyten-
membran. Die sogar unter den denaturieren-
den Bedingungen der SDS-Gelelektrophore-
se stabile Dimerisierung des Glycophorin A-
T'M-Segments wird bereits durch minimale
Verinderungen der Seitenkettenvolumina an
bestimmten Sequenzpositionen unterdriickt
[3]. Das Muster dieser sensitiven Positionen,
kombiniert mit molekularer Modellierung,
implizierte eine dichte Seitenkettenpackung
beider TM-Helices im Dimer; deren Lings-
achsen sind dabei nicht parallel, sondern kreu-
zen sich unter einem negativen Winkel. Die
NMR-Struktur des TM-Helix-Dimers bestd-
tigte dieses Modell und die riumliche Selbst-
komplementaritit der interagierenden Helix-
oberflichen als Grundlage der spezifischen
Homodimerisierung [4].

Um die Wechselwirkungen zwischen
"I'M-Domiinen in einer natiirlichen Lipidum-
gebung mefBbar zu machen, wurde ein Werk-
zeug aus der molekularen Genetik adaptiert.
Dieser Ansatz basiert auf einem membran-
stindigen prokaryotischen "Transkriptionsak-
tivator, dem ToxR-Protein. Die Aktivitit die-
ses Proteins wird durch Dimerisierung indu-
ziert und macht damit Interaktionen hetero-
loger TM-Segmente in der bakteriellen Mem-
bran mefBbar (Abb. 2 A). Der Einbau des TM-
Segments von Glycophorin A bewirkte die
Dimerisierung des chimiren ToxR-Proteins
und systematische Mutagenesestudien zeig-
ten, daB die fiir die Dimerisierung kritischen
Aminosiuren in der Membran [5, 6] und in
Detergenzlosung [3] nahezu identisch sind
(Abb. 2 B, C). Insbesondere erwies sich ein
GxxxG-Motiv als zentral fiir die Interaktion.
Verinderungen des Abstands zwischen bei-
den Glyzinresten reduzierten die Interaktion
und dieses Motiv alleine bewirkte die Dime-
risierung heterologer Gastsequenzen [6].

Interaktionen zwischen TM-Segmenten
unterstitzen die Oligomerisierung von
SNARE-Proteinen

Auch die Dimerisierung von Synaptobre-
vin II, eines Membranproteins prisynapti-
scher Vesikel, beruht auf Selbstinteraktion des
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"I'M-Segments. Synaptobrevin nimmt zusam-
men mit anderen sogenannten SNARE-
Proteinen — Syntaxin 1A und SNAP-25 —eine
zentrale Stellung bei der Neurotransmitter-
ausschiittung ein. Ein stabiler ternirer Kom-
plex dieser Proteine ist wesentlich fiir das
Andocken der Vesikel an — beziehungsweise
ihrer Fusion mit —der priasynaptischen Plas-
mamembran (Abb. 3 A; [7]). Wiihrend die In-
teraktionen zwischen ihren zytoplasmatischen
Domiinen bereits sehr gut charakterisiert sind
[8], ist iiber die Struktur und Funktion der
"T'M-Segmente noch wenig bekannt. Auch die
Homodimerisierung des Synaptobrevins
hingt jedoch von einem definierten Amino-
siuremuster im TM-Segment ab. Dieses
Muster lifit auf negative Kreuzungswinkel
beider Helices im Dimer und damit auf eine
strukturelle Homologie zu Glycophorin A
schlieBen (Abb. 3 B,C; [9]). Uberraschender-
weise ist dieses Motiv nahezu vollstindig im
"T'M-Segment von Syntaxin 1A konserviert.
Dies weist auf eine Rolle des TM-Segments
bei der Homodimerisierung von Syntaxin 1A
beziechungsweise dessen heterotypischer
Wechselwirkung mit Synaptobrevin II hin.
Auf eine funktionelle Bedeutung dieser In-
teraktionen deuten Beobachtungen am Ne-
matoden C. elegans: Mutationen in den TM-
Segmenten dessen Synaptobrevin- bezie-
hungsweise Syntaxinproteine korrelieren mit
defekter Neurotransmission [10]. Eine attrak-
tive Spekulation ist, dal Wechselwirkungen
zwischen T'M-Segmenten zur Ausbildung
eines transienten Kanals, der sogenannten Fu-
sionspore [11], bei der Neurotransmitteraus-
schiittung beitragen.

Ein Leuzinzippermotiv in interagierenden
TM-Segmenten

T'M-Segmente sind nicht nur bei der
Erkennung zwischen Untereinheiten oligo-
merer Strukturen beteiligt, sondern auch bei
der Faltung von polytopischen Membran-
proteinen. Bakteriorhodopsin — der Prototyp
heptahelikaler Rezeptoren —kann nach Spal-
tung der Verbindungssequenzen zwischen
den TM-Helices in Teilfragmente zerlegt
und diese wieder zu einem funktionellen
Protein rekonstituiert werden [2]. Die Infor-
mation fiir die Anordnung der 'TM-Helices
ist also weitgehend in diesen selbst enthal-
ten. Damit iibereinstimmend sind TM-He-
lices im Bakteriorhodopsin, dem photosyn-
thetischen Reaktionszentrum und der Cy-
tochrom C-Oxidase sehr dicht aneinander
gepackt. Die Mehrzahl benachbarter 'TM-
Helices in diesen Strukturen kreuzt sich
unter positiven Winkeln und erinnert damit
an Helix-Helix-Interaktionsdominen vom
Leuzinzippertyp. Die Analyse der Kontakt-
flichen zwischen diesen TM-Helixpaaren
durch Messung von Atom-Atomabstinden
bestitigten diese strukturelle Homologie.

Abb. 3: Oligomerisierung von SNARE-Proteinen.
A. Synaptobrevin Il kommt als Homodimer als
auch im Komplex mit Synaptophysin beziehungs-
weise mit Syntaxin 1A/SNAP-25 vor. Interaktionen
zwischen den TM-Segmenten (Pfeile) sind wichtig
bei der Homodimerisierung des Synaptobrevins
und vermutlich auch des Syntaxins bzw. der Inter-
aktion beider Proteine in der gleichen Membran.
SU, synaptisches Vesikel; PM, Plasmamembran.
B. Charakterisierung der Synaptobrevin 1I-TM-He-
lix-Helix-Kontaktflache. Das Dimer/Monomerver-
haltnis wurde nach schonender Gelelektrophore-
se zwischen rekombinantem Wildtyp (=100%)
Synaptobrevin und einzelnen Punktmutanten im
TM-Segment verglichen. Kritische Reste sind rot
markiert. B. Modellierung der kritischen Reste auf
einem Helixnetzdiagramm ergibt eine zusammen-
hangende Kontaktflache (modifiziert aus Ref. 9).
Diese windet sich in rechtshandiger Weise um die
Helix und laRt damit auf einen negativen Kreu-
zungswinkel der Helices im Dimer schlie3en.

Nahezu alle benachbarten Aminosiuren fol-
gen nidmlich einem fiir Leuzinzipper [12]
typischen Heptadenmuster und einer ent-
sprechenden Geometrie der Seitenketten-
packung. Dabei bilden die Seitenketten an
den a, d, ¢ und g Positionen mehrerer abc-
defe-Heptaden geometrisch komplementire
und damit interaktionsfihige Helixoberfli-
chen aus (Abb. 4 A, B, C; [13]). Um die
Funktion membranstindiger Leuzinzipper
durch Proteindesign zu bestitigen, entwarf
unsere Arbeitsgruppe cine Reihe artifiziel-
ler TM-Segmente auf der Grundlage des
Heptadenmotivs. Dazu wurden Hybridse-
quenzen aus Leuzin und Alanin konstruiert,
das heifit aus einer Aminosdure mit einer
volumindsen, hydrophoben und flexiblen
Seitenkette und der Aminosdure mit der
kleinsten Seitenkette (Abb. 4 D, E). Thre
Charakterisierung bestitigte, dall ein Hep-
tadenmotiv aus Leuzin auf einer Alaningast-
sequenz als homotypisch interagierendes
TM-Segment fungiert [14].

Bei einer Recherche in Proteinsequenz-
datenbanken konnten degenerierte Versio-
nen dieses idealisierten Leuzinzippermotivs
in den TM-Segmenten verschiedener Mem-
branproteine identifiziert werden. Tat-
sdchlich belegt eine Reihe experimenteller
Befunde eine Rolle dieser TM-Segmente
bei homo- und heterotypischen Interaktio-
nen eines Teils dieser Proteine. Ein Beispiel
ist die, auch medizinisch relevante, Wech-
selwirkung zwischen dem Erythropoietinre-
zeptor (EpoR) in erythroiden Vorliuferzel-
len und dem gp55-Hiillmembranprotein von
Friend-Leukimieviren. Diese Interaktion in
der Plasmamembran virusinfizierter Zellen
bewirkt die ligandenunabhingige Aktivie-
rung des EpoR und damit eine unkontrol-
lierte Proliferation der Erythrozyten. Inter-
essanterweise ist die Struktur der 'TM-Seg-
mente beider Proteine kritisch fiir diese he-
terotypische Interaktion [15]. Da beide TM-
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Segmente bei der Datenbanksuche mit dem
Leuzinzippermodell identifiziert wurden,
diirfte auch der EpoR/gp55 Wechselwirkung
ein membranstindiger Leuzinzipper zu-
grunde liegen [14]. Inwieweit Interaktionen
zwischen TM-Segmenten eine Rolle bei der
ligandenaktivierten, konformationellen
Umlagerung des EpoR [16] und anderer
Zytokinrezeptoren spielen, ist gegenwirtig
nicht klar. Dafiir spricht jedoch, daf} be-
stimmte hereditire Sequenzvariationen li-
gandenunabhingige Rezeptoraktivierung
auslosen konnen. So wird zum Beispiel der
Neu-Rezeptor durch eine Punktmutation in
der T'M-Domiine in ein konstitutiv aktives
Oncogen konvertiert [17] und eine aktivie-
rende Mutation in der FGF3 Rezeptor TM-
Domine scheint fiir den Zwergwuchs des
Menschen (Achondroplasie) verantwortlich
zu sein [18].

Zusammenfassung und Ausblick

Diese Beispiele belegen die Funktion
membranstindiger Polypeptidsegmente bei
der Faltung und Oligomerisierung integra-
ler Membranproteine. Die Interaktion zwi-
schen TM-Helices erfordert in erster Linie
cine strikte riumliche Komplementaritit
ihrer durch die Primirstruktur definierten



28

:

- ¥
f L L A
ga..de.ga..da.ga LL
ELLLLLLELEL LT A 2
LL LL LI: LL LL LL -
7y L L A

Abb. 4: Struktur membransténdiger Leuzinzipperinteraktionsdomanen. A und B. Seitenansicht und Auf-
sicht auf die Struktur des Bakteriorhodopsins. Neben den TM-Helices (A-G) sind einige Lipidmolekile so-
wie der Retinalchromophor (orange) zu sehen. C. Rekonstruktion der Aminosauremuster der TM-Helix-
Helix-Kontaktflachen. Alle Reste, welche von mindestens einem Rest der jeweils betrachteten Partnerhe-
lix (in Klammern) weniger als 0,45 nm entfernt sind, sind blau bzw. rot unterlegt. Alle blauen Reste fol-
gen einem Heptadenmuster; dessen blau hervorgehobener Anteil umfaf3t den wesentlichen Teil der Kon-
taktflachen. Punkte markieren Liicken, die fur die geknickten Helices B, C und F eingefiihrt wurden, um

eindeutige Zuordnungen zu ermdglichen. Das Helixpaar C/D weist einen negativen Kreuzungswinkel auf,

und dessen benachbarte Reste (eingerahmt) folgen dem Heptadenschema deshalb nicht (aus Ref. 13).
D und E. schematischer Aufbau eines idealisierten Leuzinzippers. Ein Heptadenmuster aus Leuzin auf einer
Alaningastsequenz (D) fiihrt zu homotypischer Helix-Helix-Interaktion in Membranen (E) (aus Ref. 14).

Oberflichen. Die systematische Aufkliarung
des Zusammenhangs zwischen Primirstruk-
tur und Interaktionsfihigkeit erfordert die
Charakterisierung einer Vielzahl von TM-
Segmenten unter vergleichbaren experi-
mentellen Bedingungen. Ein methodischer
Ansatz hierfiir ist durch eine #e novo-Evolu-
tion von Interaktionsmotiven mit Hilfe des
ToxR-Systems gegeben und wird gegenwir-
tig in unserer Arbeitsgruppe entwickelt.
Die Oligomerisierung von Membranpro-
teinen wird unterstiitzt durch Priorientie-
rung membranintegraler Domidnen sowie
thre hohe lokale Konzentration im zweidi-
mensionalen Raum der Lipidmembran [19].
Der Konzentrationseftfekt kann durch Loka-
lisierung in cholesterinreichen Membranmi-
krodominen [20] noch verstirkt werden,
wobei die potentielle Beeinflussung der In-
teraktionen durch spezifische Lipide bisher
noch kaum erforscht ist. In der Membran
konkurrieren Protein/Protein- und Protein/
Lipidinteraktionen miteinander. Eine dyna-
mische Modulation der Erkennung zwi-
schen Membranproteinen durch die Lipid-
zusammensetzung spezifischer Membran-
mikrodominen beziechungsweise Zellorganel-
len muB daher in Betracht gezogen werden.

Glossar
bitopisches Membranprotein: Membranprotein mit

einer membrandurchspannenden Domine
polytopisches Membranprotein: Membranprotein

mit multiplen membrandurchspannenden Do-
minen

Kreuzungswinkel: positive oder negative Winkel
zwischen den Lingsachsen von Helices
Leuzinzipper: reil3verschlufBartiges Ineinander-
greifen von Aminosiureseitenketten zwischen
Helices mit positiven Kreuzungswinkeln
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