Einleitung

1 Einleitung

Wahrend des letzten Jahrzehnts erlebten die Biowissenschaften eine explosions-
artige Vermehrung des Wissen Uber die genetischen Baupldne verschiedenster
Organismen. Grundlage flir diesen Wissenszuwachs war der technologische
Fortschritt in der Entzifferung der Information des Erbmaterials, die Sequenzierung
von DNA. Beginnend mit der Entschliisselung der Erbinformation von einfachen
Bakterien, die nur aus einigen Millionen Basenbausteinen besteht (1-3), hatte man in
nur wenigen Jahren die Moglichkeit geschaffen, auch gréfdiere Genome, wie das der
Backerhefe  Saccharomyces  cerevisicze und der ersten multizellularen
Modellorganismen, des Wurms Caenorhabditis elegans und der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster aufzuklaren (4-6). Zum Jahrtausendwechsel gelang es dann,
die komplette DNA Sequenz des ersten humanen Chromosoms zu ermitteln ),
bevor ein Jahr spéater die etwa drei Milliarden Basen lange Sequenz des
menschlichen Erbguts entschltisselt werden konnte (©.9).

Die Entschlisselung von Genomen ging mit der Entstehung eines neuen
Wissenschaftszweigs innerhalb der Genetik einher, der Genomik, die sich mit der
genomweiten Analyse von Zellen oder Organismen befafst. Die parallele
experimentelle Untersuchung einer Vielzahl von Genprodukten mit Hilfe neuer
Techniken, wie etwa der Expressionsanalyse von mehreren tausend Genen auf
mRNA Ebene in nur einem Experiment mittels DNA Chips (10-12) oder der Aufklarung
von Interaktionen zwischen Proteinen mittels moderner massenspektrometrischer
Verfahren (13.14)) erzeugt ungeheure Datenmengen. Die Interpretation dieser Daten
erfordert den massiven Einsatz rechnergesttitzter Methoden.

Die Enthtullung der Sequenzen von Genen eilt ihrer experimentellen
Charakterisierung weit voraus. Nur fiir einen Bruchteil der Gene eines Genoms ist
auch auf Experimenten basierendes Wissen vorhanden. Die Funktionsvorhersage
von Genen und Genprodukten allein auf Grundlage ihrer Sequenzinformation ist
daher schnell zu einem der wichtigsten Teilbereiche der Genomik geworden. Sie ist

das Uibergeordnete Thema dieser Arbeit.

1.1 Klassische Funktionsvorhersage von Proteinen

Die klassische Methode, die Funktion eines neuen Gens vorherzusagen, basiert auf
der Ahnlichkeit der abgeleiteten Proteinsequenz zu den Sequenzen bekannter
Proteine (1517, Eine signifikante Ahnlichkeit zweier Proteinsequenzen deutet auf
einen gemeinsamen Sequenzvorfahren hin, also auf die Homologie zweier Proteine.

Homologe Proteine weisen fast immer eine dhnliche dreidimensionale Struktur auf.
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Oftmals ist die Struktur sogar noch konserviert, wenn die Homologie auf
Sequenzebene nicht mehr nachzuweisen ist (18). Auf Sequenzebene zeigt sich die
Konservierung der Struktur besonders in der Konservierung jener Aminosduren, die
zur Ausbildung einer Struktur essentiell sind. In extrazellularen Bereichen von
Proteinen sind daher haufig Paare von Cysteinen konserviert, die Disulfidbriicken
bilden. In Sekundéarstrukturelementen ist oftmals die regelméafdiige Abfolge
hydrophober und polarer Aminosduren charakteristisch. So sind Gruppen von
hydrophoben Aminosduren, die auf einer Seite einer a-Helix liegen, haufig zum
Kern des Proteins hin ausgerichtet (18). Dies offenbart sich auf Sequenzebene in der
periodischen Wiederkehr von hydrophoben Aminosduren im Abstand von drei bis
vier Sequenzpositionen. Es sind gerade diese strukturell wichtigen Ahnlichkeiten
zwischen homologen Proteinsequenzen, die zur Detektion von Homologie zwischen
entfernt verwandten Proteinen ausgenutzt werden.

Signifikante Sequenzdhnlichkeit deutet also in erster Linie auf eine &hnliche
Struktur hin, aber nicht zwingend auf eine gleiche Funktion. Fir ein neues Protein
lasst sich oftmals die Zugehorigkeit zu einer Proteinfamilie mit &hnlicher 3D-
Struktur durch Sequenzanalyse vorhersagen. Auch ist innerhalb einer
Proteinfamilie haufig ein allgemeiner biochemischer Wirkmechanismus konserviert,
zum Beispiel ein enzymatischer Reaktionsmechanismus, die Rolle als
Bindungspartner fiir einen Co-Faktor oder die Funktion als Protein-Protein-
Adapter (19. Dagegen lasst sich die prézise Funktion eines Proteins, wie zum
Beispiel die Substratspezifitidt eines Enzyms, aufgrund von Sequenzihnlichkeiten

bislang nicht vorhersagen.

1.2 Proteindomanen als Bausteine modularer Proteinarchitektur

Um die Probleme der Proteinsequenzanalyse zu verstehen, ist ein Verstdndnis des
Aufbaus wund der Evolutionsmechanismen von Proteinen notwendig. Die
dreidimensionale Struktur eines Proteins ist hiufig in Fragmente unterteilt, die
scheinbar autonome Faltungseinheiten darstellen (20.21). Solche Faltungseinheiten,
deren globulare Struktur mafSgeblich durch innere Krafte stabilisiert wird, widhrend
auflere Wechselwirkungen, etwa mit anderen Bereichen des Proteins, nur an der
Oberflache dieser Einheiten stattfinden, nennt man auch Domé&nen. Doméanen
stellen oftmals auch funktionelle Einheiten dar, wie etwa katalytisch aktive
Untereinheiten von Enzymen oder wie Adapterdomdnen, welche Interaktionen
zwischen Proteinen vermitteln.

Manche Proteindoméanen kénnen als evolutiondr mobile Module angesehen werden,

da sie in verschiedenen Proteinen in unterschiedlichem Domédnenkontext auf-
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treten (20.22), Die Wiederverwendung von Doménen hat vor allem in der Evolution
von Proteinen multizelluldrer Organismen eine wichtige Rolle gespielt. Das als
y,domain shuffling“ bekannte Phdnomen wird erleichtert durch die Mosaikstruktur
von Genen in Exons und Introns. So liegen vor allem extrazelluldire Domé&nen in
Vertebratenproteinen haufig in mehreren Kopien pro Protein vor, die jeweils auf
einzelnen Exons kodiert sind. Intron-vermittelte Rekombination der genomischen
DNA erleichtert die Entstehung neuer Gene durch Neukombination von Exons,
auch ,exon shuffling® genannt 23. Auf diese Weise kénnen neuartige Proteine
entstehen, die sich aus mehreren evolutiondr mobilen Domé&nen zusammensetzen.
Wahrend anerkannt ist, dass die Rekombination von Proteinmodulen in neue
Proteine durch ,exon shuffling® in der Entwicklung von Eukaryonten eine
entscheidende Rolle gespielt hat (@425, ist weiterhin umstritten, ob auch die
yurtimlichen“ Gene (,ancient genes) der ersten Organismen in Exons und Introns
organisiert waren und ob schon wihrend der Entwicklung der ersten Lebewesen die
Entstehung neuer Gene wund Proteine durch die Neukombination von
Proteinmodulen gepragt war. Diese Streitfrage ist mit dem Alter von Introns eng
verknUpft. Sie fihrte zu dem noch heute andauernden wissenschaftlichen Disput
zwischen Verfechtern der ,introns early“ und ,introns late“ Theorien (26-28),

Die Doménenstruktur von Proteinen stellt ein wesentliches Erschwernis flir die
Analyse neuer Proteinsequenzen dar. Fuhrt man sich ein aus unbekannten
evolutiondr mobilen DoméAnen zusammengesetztes Protein vor Augen, so wird
dieses in unterschiedlichen Bereichen zu den verschiedenen homologen Doméanen
anderer Proteine Ahnlichkeiten aufweisen. Oftmals kénnen Methoden des
Sequenzvergleichs nur eine partielle Ahnlichkeit zwischen den tatséchlichen
homologen Sequenzbereichen zweier Proteine feststellen. Die Ahnlichkeit von
Doméanenkopien aus Proteinfamilien unterschiedlicher Domé&nenarchitektur ist
zudem haufig nur marginal signifikant, so dass es schwierig ist, bei
Datenbanksuchen zwischen wahren und zufalligen Treffern zu unterscheiden. Aus
diesen Grinden sind die Grenzen zwischen Doménen oftmals nur schwer zu
definieren. Erleichtert wird die Entdeckung eines neuen Proteinmoduls, wenn
dieses in mehreren Kopien pro Protein vorkommt, da man durch die Untersuchung
der intramolekularen Sequenzwiederholungen besser Start, Ende und Lange einer
Domaéne ableiten kann. Solche intramolekularen repetitiven Einheiten nennt man
auch ,Repeats”.

Zahlreiche Arbeitsgruppen versuchten die Entdeckung neuer Proteindomé&nen zu
automatisieren (9-31), Entscheidend fur die Qualitat der Resultate scheint die

Sensitivitdt der Sequenzvergleiche, der Umgang mit niedrig-komplexen
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Subsequenzen und die korrekte Fragmentierung von Proteinsequenzen zur
Definition der Domé&nengrenzen. Die trotz automatischer Ansédtze noch immer
andauernde Entdeckung von neuen mobilen Proteindomanen wird u.a.
dokumentiert durch die regelméfdigen Publikationen neuer Doménen in der ,Protein
Sequence Motif“ Sektion der Fachzeitschrift ,Trends in Biochemical Sciences”. Dies
macht deutlich, dass die korrekte umfassende Beschreibung einer neuen Doméne
immer noch mit einer aufwendigen manuellen Sequenzanalyse verbunden ist, die

nicht durch vollautomatische Verfahren ersetzt werden kann.

1.3 Vorhersage der Proteinstruktur

Sequenzvergleichende Methoden werden im Bereich der 3D-Strukturvorhersage von
Proteinen extensiv angewendet. Ein Ziel der strukturellen Genomik ist es, alle in der
Natur vorkommenden Faltungsmotive zu ermitteln. Nach Schéatzungen besteht das
gesamte Proteinuniversum nur aus etwa 1.000 bis 10.000 verschiedenen
Faltungstypen (21.32-36). Um neue Faltungstypen zu entdecken, wird systematisch
nach denjenigen Proteinen gesucht, die keine Homologie zu Proteinen mit
bekannter Struktur zeigen. Die Strukturen solcher Proteine werden vorrangig
aufgeklart, um moglichst schnell einen Grofdteil der existierenden Faltungsmotive
zu erfassen 7). Die erfolgreichsten Methoden zur Vorhersage der dreidimensionalen
Struktur eines uncharakterisierten Proteins beruhen auf der Anwendung
mathematischer Modelle von Proteinfamilien oder Proteindomé&nen bekannter
Struktur 8. Es werden sogenannte ,multiple Alignments“ der Sequenzen einer
Proteinfamilie erstellt, das sind Ausrichtungen der Sequenzen, in denen sich
entsprechende homologe Aminosduren untereinander stehen. Multiple Alignments
von Proteinsequenzfamilien werden durch sogenannte ,Positionsspezifische Score
Matrizen“ (PSSMs) oder durch ,Hidden Markov Modelle“ (HMM) modelliert 39-41). Es
ist bekannt, dass Alignment-basierte Methoden eine vielfach hohere Sensitivitét
und Spezifitdit als paarweise Methoden des Sequenzvergleichs haben “2). Die
hoéchste Spezifitdit und Sensitivitdt lasst sich derzeit mit HMM-basierten
Algorithmen erreichen @3). Allein durch die Anwendung von HMMs bereits
bekannter Faltungsmotive lassen sich derzeit etwa 50% der Proteine eines neu

sequenzierten Genoms einer Strukturfamilie zuordnen “4.

1.4 Neue Methoden zur Vorhersage der Proteinfunktion

Die Verfigbarkeit von kompletten Genomsequenzen vieler Organismen hat in den
letzten Jahren die Entwicklung alternativer Verfahren der Funktionsvorhersage von

Genen und Proteinen ermoglicht. Sie sind wichtige Ergdnzungen der traditionellen



Einleitung

Methoden wund sollen deshalb kurz dargestellt werden. Genannt seien im
Besonderen drei Verfahren, die nur auf Sequenzinformation beruhen “5, sowie zwei
weitere, die sich die Verfigbarkeit von Massendaten aus modernen experimentellen
Methoden der Genomik zunutze machen.

Die Nutzung sogenannter ,phylogenetischer Profile“* zur Funktionsvorhersage
beruht auf der Annahme, dass zwei Proteine, die in einem funktionellen
Zusammenhang stehen, h&ufig beide gemeinsam in verschiedenen Genomen
vorkommen oder fehlen #4647, Das Muster der Prasenz von orthologen Proteinen
Uber die Genome mehrerer Spezies hinweg nennt man phylogenetisches Profil. Man
leitet dann fir zwei Proteine einen funktionellen Zusammenhang ab, wenn sie
dhnliche phylogenetische Profile besitzen. Hat eins der Proteine eine bekannte
Funktion, so lasst sich die Funktion des zweiten vorhersagen.

Auch die Konservierung der Nachbarschaft zweier Genen in den Genomen mehrerer
Organismen deutet hiufig auf eine funktionelle Interaktion hin “849. Schon lange
ist bekannt, dass funktionell interagierende Proteine von Bakterien vielfach auf
sogenannten Operons kodiert sind. Diese genomischen Abschnitte werden in eine
einzelne mRNA transkribiert, von der aus mehrere verschiedene Proteine
translatiert werden kénnen. In Operons organisierte Gene sind oftmals nur in ihrer
Gesamtheit fir ein Bakterium von Nutzen. Paradebeispiel ist das gemeinsame
Vorkommen von sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen wund DNA
Methyltransferasen. Die Nachbarschaft interagierender Gene im Genom ist bei
Vertebraten weit seltener zu beobachten als bei Bakterien. Dennoch kann fur ein
unbekanntes Vertebratenprotein tUber eine Homologiebeziehung 2zu einem
bakteriellen Protein mit konservierter Genomnachbarschaft indirekt eine Funktion
hergeleitet werden.

Weiterhin kann die Fusion von Genen auf ihre gemeinsame Funktion hin-
deuten 47,50, Die Fusion zweier Gene ist besonders dann von unmittelbarem Vorteil
fir einen Organismus, wenn deren Proteinprodukte in aufeinanderfolgenden
Schritten einer biochemischen Reaktion zusammenwirken oder sogar in einem
Proteinkomplex direkt miteinander interagieren. Solche Fusionen koénnen zum
Beispiel bewirken, dass der Weg eines Reaktionsprodukts zum nichsten Enzym
einer biochemischen Reaktionskette verkuirzt wird. Wenn man also die Fusion eines
unbekannten Gens mit einem Gen bekannter Funktion zu einem Hybrid-Gen -
auch ,Rosetta Stone Sequence”“ genannt - feststellt, liegt es nahe, dass diese Fusion
aufgrund funktioneller Abhéngigkeit der zwei Proteinprodukte in einem Organismus
fixiert worden ist. Durch die extensive Analyse von Genfusionen Uber mehrere

Genome hinweg haben verschiedene Arbeitsgruppen die Funktion zahlreicher
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unbekannter Gene vorhergesagt (45:47,50),

Der massive technologische Fortschritt im spezifischen Nachweis von Proteinen
mittels moderner massenspektrometrischer Verfahren (13,149 und die Parallelisierung
genetischer Screens wie der Yeast-Two-Hybrid Methode 61 ermoéglichten die
Aufklarung von Proteininteraktionen im Hochdurchsatzverfahren. Die Analyse der
Position eines unbekannten Proteins innerhalb eines Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerks kann dann Hypothesen Utber seine Funktion liefern, wenn es
mit bereits funktionell charakterisierten Proteinen interagiert. Derzeit sind
Datensétze zu Protein-Protein-Interaktionen vor allem fir die Béckerhefe
Saccharomyces cerevisiae verfligbar. Vergleiche der Daten mit bekannten
Proteinkomplexen zeigen, dass diese noch sehr fehlerbehaftet sind (52. Indirekte
Schlussfolgerungen fiir Proteininteraktionen in anderen Organismen basieren auf
den klassischen Methoden der Feststellung von Homologie, oder besser Orthologie,
durch Sequenzanalysen.

Durch die parallelisierte Analyse der mRNA-Expression mittels hochdichter DNA-
Chips stehen inzwischen fir viele Organismen umfangreiche Datensétze Uber die
Expression tausender Gene in unterschiedlichen Zelltypen oder physiologischen
Situationen zur Verfligung (53). Gene, die in einem funktionellen Zusammenhang
zueinander stehen, werden bei einer Verdnderung des Zellzustandes oftmals
koordiniert reguliert. Ein Beispiel ist die Anpassung des Stoffwechsels einer Zelle an
eine neue Nahrstoffsituation. In Bakterien oder Hefen wird diese veradnderte
Lebensbedingung von der Anpassung der Expression des geeigneten enzymatischen
Apparats begleitet, um die neue Nahrungsquelle optimal zu nutzen. Tatsachlich
scheint die Expression von Genen, deren Genprodukte Proteinkomplexe bilden,
oftmals koordiniert reguliert zu werden 4. Die Co-Regulation der Expression von
Genen wurde daher ebenfalls fir die Vorhersage von funktionellen
Zusammenhangen genutzt. Diese Art der Vorhersage umfasst auch transiente und

mittelbare Interaktionen zwischen Genprodukten (53).

1.5 Hintergriinde der Entdeckungen neuer Proteindominen in dieser

Arbeit

Die Entdeckung und funktionelle Beschreibung neuer Proteindoménen ist das
zentrale Thema dieser Arbeit. Dies wird dokumentiert durch finf Manuskripte, die
von einzelnen Entdeckungen und Charakterisierungen neuer Proteindoméanen
handeln. Die Doménen wurden durch verschiedene Anséatze identifiziert. Letztlich
handelt es sich um fanf erfolgreiche Falle, durch detaillierte Sequenzanalyse neue

Doméanen zu entdecken, die von einer wesentlich héheren Anzahl erfolgloser

6
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Versuche begleitet wurden. Drei der finf entdeckten Proteindoménen sind
evolutionar mobile Module, tauchen also in unterschiedlichem Domé&nenkontext in
unterschiedlichen Proteinen auf.

Den Anstofs zum ersten Manuskript 9 lieferte ein experimenteller Befund
innerhalb der Firma metaGen. Das Transkript des bislang uncharakterisierten
Proteins ,Apoptotic Speck-like protein containing a Caspase recruitment domain®
(ASC) war in EST-Datenbanken von Brusttumorgeweben weit hdufiger reprasentiert
als in EST-Datenbanken von normalen Brustgeweben. Die Uberexpression der ASC
mRNA in Brusttumoren wurde im Labor mittels Dot Blots, RT-PCR und in-situ
Hybridisierung bestatigt. Aufgrund dieser Befunde war es wtnschenswert, durch
eine detaillierte Untersuchung der ASC Proteinsequenz so viel wie moglich Uber die
mutmafliche Funktion des ASC Proteins zu erfahren. Dies fihrte schliefflich zur
Entdeckung der ,Domain in Apoptosis and Interferon Response“ (DAPIN) als
gemeinsames Motiv einer bislang unentdeckten Familie von Wirbeltierproteinen (55.
Diese Proteinfamilie erlangte aufgrund ihrer Verbindung zu inflammatorischen
Prozessen und Erbkrankheiten in nur kurzer Zeit eine hohe Aufmerksamkeit (56,57).
Die intensive Suche nach neuen Proteinfamilien durch kontinuierliches
Literaturstudium fihrte zum Spindlin Protein 58). Spindlin ist widhrend der Meiose
mit dem Spindelapparat assoziiert. Wahrend der Oogenese wird Spindlin im Zuge
der MAP/Mos-Kinase-Signaltransduktion phosphoryliert, was auf eine wichtige
Funktion in der Regulation der Chromosomensortierung wahrend der meiotischen
Zellteilung hindeutet 9. In der vorliegenden Arbeit wurde neben der Vorhersage der
Proteinstruktur die Entdeckung diverser neuer Spindlin-dhnlicher Genprodukte in
Vertebraten beschrieben (©0. Die kombinierte Analyse der Genstrukturen und
Proteinsequenzen gibt Aufschliisse Uiber die Evolution der Spin/Ssty-Genfamilie.
Zudem stellt diese Arbeit die bislang umfangreichste Beschreibung dieser neuen
Vertebraten-spezifischen Proteinfamilie dar und kann somit als Referenz dienen.

Im Zuge der Anwendung eines automatischen Sequenzanalyseprotokolls auf alle
humanen Proteine mit vorhergesagten Transmembranhelices fiel eine repetitive
Struktur in der Ektodoméane des humanen NG2 Proteins auf. Eine ndhere Analyse
fihrte zur Entdeckung des ,Chondroitinsulfat Proteoglycan“ (CSPG) Repeats ©61).
Diese repetitive Einheit existiert in Proteinen mit unterschiedlichen
Doméanenarrangements und kann daher als evolutiondr mobiles Modul bezeichnet
werden. Fir einige bisher uncharakterisierte oder hypothetische Proteine lieferte die
Entdeckung von CSPG-Repeats in ihren Sequenzen einen ersten Hinweis auf ihre
mogliche zelluldre Funktion. Die Entdeckung des CSPG-Repeats erlaubte zudem die

Interpretation bereits publizierter experimenteller Befunde. So konnte mit dem
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neuen Wissen Uber die Domanensubstruktur der NG2-Ektodomé&ne das bisherige
Strukturmodel von NG2 verfeinert werden.

Meine Mitarbeit im Bereich Sequenzanalyse im Rahmen des Europaischen
Konsortiums fir das Studium von autosomal dominanter lateraler temporaler
Epilepsie (ADLTE) fihrte zur Entdeckung der vierten Proteindomé&ne, dem
Epitempin (EPTP) Repeat (62). Durch das Konsortium wurden in zwei unabhangigen
Familien mit hereditarer Epilepsie Mutationen des humanen Gens LGI1 (Leucine-
rich Glioma Inactivated 1) gefunden. Die Mutationen verdndern vor allem den
bislang uncharakterisierten C-Terminus des LGI1 Proteins, indem sie zu einem
verfriihten Abbruch der Proteinsynthese fihren. Durch die Analyse der intramole-
kularen repetitiven Struktur der LGI1-Sequenz und die Entdeckung entfernt
verwandter Proteine konnte ein hypothetisches Modell der Struktur des C-Terminus
erstellt werden, welches eine Ahnlichkeit zu einer bereits bekannten repetitiven
Doméanenstruktur aufweist. Der besondere Wert dieser Entdeckung entstand durch
die systematische Analyse aller Genloci der Proteine, welche den EPTP-Repeat
enthalten. Die chromosomalen Regionen fast aller Genprodukte mit EPTP-Repeats
sind mit anderen Epilepsiesubtypen oder neurologischen Krankheiten assoziiert.
Die funfte Studie zur Entdeckung einer neuen Proteindomé&ne nahm ihren Anfang
in einem gemeinsamen Projekt mit Prof. Dr. Braun tber die Zwei-Komponenten-
Signaltransduktion durch Histidinkinaserezeptoren in Bakterien. Obwohl man
weifs, dass phosphorylierte Histidine einen erheblichen Teil aller phosphorylierten
Aminosauren in Proteinen von Eukaryonten ausmachen, sind die Mechanismen
oder Molektle, die diese Histidin-Phosphorylierungen bewirken, bisher weitgehend
unbekannt. Meine initialen Versuche, verschiedene Proteinsequenzdatenbanken
von Siugetieren nach bekannten charakteristischen Proteinmodulen aus der
bakteriellen Zwei-Komponenten-Signaltransduktion zu durchsuchen, blieben
erfolglos. Einige Zeit spater fliihrte ich eine Analyse der Proteinsequenz des
humanen Gens HIG (hypoxia-inducible gene) durch. Dabei zeigte sich, dass die
Familie der HIG-dhnlichen eukaryotischen Proteine eine schwache Ahnlichkeit zu
einer Proteinen der NtrY-Subfamilie bakterieller Histidinkinasen aufweist ©3). Diese
Studie schildert die ndhere Untersuchung einer potentiellen Homologie der beiden
Familien, die eine besondere Bedeutung fliir die Suche nach den Mechanismen der

Histidin-Phosphorylierung in Eukaryonten hétte.

1.6 Anwendungen der genomweiten Identifizierung von Protein-

domanen in dieser Arbeit

Die Suche nach kurzen Motiven in Proteinsequenzen steht im Mittelpunkt des
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sechsten Manuskripts (©4. Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von
Immunorezeptor Tyrosin-basierten inhibitorischen Motiven (ITIMs) in einer
humanen Proteindatenbank. Das Problem bei der Suche von kurzen
Sequenzmotiven in Sequenzdatenbanken ist die Signifikanz eines Treffers. Wegen
des geringen Informationsgehalts von kurzen Proteinmotiven ist die Zahl der falsch-
positiven Treffer bei Datenbanksuchen sehr hoch. Die Zuverlassigkeit der
Vorhersage eines ITIMs sollte erhéht werden, indem zuséatzlich die Vorhersage von
extrazellularen Doméanen, Signalpeptiden und Transmembranhelices, also ein zum
ITIM passender Sequenzkontext, gefordert wurde. Den resultierenden humanen
ITIM-Proteinen konnten orthologe Proteine der Maus und mRNA-Expressionswerte
in humanen Geweben zugeordnet werden, was neue Hypothesen tiber die Rolle von
ITIM-vermittelter Signaltransduktion erlaubte.

Die Aufklarung des Proteoms des humanen Nukleolus mittels moderner
massenspektrometrischer Verfahren (14 war die Anregung, eine umfassende
Beschreibung der Proteindomédnen eines definierten funktionellen Netzwerks von
Proteinen, hier des Nukleolus, zu erstellen. Dadurch konnte die wohl
umfangreichste Beschreibung des Proteindoménenrepertoires eines bestimmten
zelluldaren Kompartments durchgefihrt werden 5. Die Prasenz der einzelnen
Proteindomdnen des Nukleolus in den Proteomen von verschiedenen
Archaebakterien, Eubakterien und Eukaryonten in Zusammenhang mit ihrer
biochemischen Funktion lieferte neue Hinweise, wie sich die Evolution des

Nukleolus gestaltet haben kénnte.
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