
 
 
 
 
 

Annotation und Klassifikation nuklearer Domänen 
 
 
 
 

 

 

Dissertation  

zur Erlangung des akademischen Grades des  

Doktors der Naturwissenschaften 

 

 

 

vorgelegt beim Fachbereich Biologie  

der Johann Wolfgang Goethe-Universität  

in Frankfurt am Main 

 

 

 

Tobias Doerks  

aus Heidelberg 

 

 

Heidelberg 2001 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

vom Fachbereich Biologie der Johann Wolfgang Goethe- Universität als 

Dissertation angenommen. 

 

 

 

Dekan:......................................................................................................... 

Gutachter:................................................................................................... 

Datum der Disputation:............................................................................... 



Inhaltsverzeichnis 
 
 
 

I  

Inhaltsverzeichnis 
 
 

1.   Einleitung 1 
  
      1.1.   Bioinformatik – Grundlagen der Genomanalyse 2 
  
      1.2.   Modulare Architektur von Proteinen   4 
          1.2.1.   Definiton des Domänenbegriffes 4 
          1.2.2.   Beispiel Homeobox 5 
  
      1.3.   Annotation von nuklearen Proteinen 7 
          1.3.1.   Definition nuklearer Lokalisation 7 
          1.3.2.   Historische Entwicklung nuklearer Domänen 8 
          1.3.3.   Zukunft der Domänenanalyse 9 
  
      1.4.   Zielsetzung 10 
  
2.  Methoden 11 
  

      2.1.   Datenbanken, Analysemethoden und Programme 12 
          2.1.1.   Sequenzdatenbanken 12 
          2.1.2.   Datenbank-Suchalgorithmen 13 
          2.1.3.   Domänen- und Motivdatenbanken 15 
          2.1.4.   Vorhersage intrinsicher Eigenschaften von Proteinen 16 
          2.1.5.   Programme zur Anfertigung und Bearbeitung von Alignments 17 
          2.1.6.   Vorhersage der Sekundär- und Tertiärstruktur von Proteinen 18 
          2.1.7.   Sonstiges 18 
  
      2.2.   Grundlagen der Sequenzanalyse -  
               Von der Sequenzähnlichkeit zur Homologie 

20 

  
3.   Ergebnisse und Diskussion 22 
  
      3.1.   Systematische Annotation nuklearer Domänen 23 
          3.1.1.   Zusammenstellung, Alignment- und Profilanfertigung nuklearer  
                      Domänen 

23 

           3.1.2.   Implementation der Domänenkollektion, in die  
                       Domänendatenbank Smart  

23 

      3.2.   Entdeckung und funktionelle Analyse neuer uncharakterisierter …… 
……        Domänen in nuklearen und anderen Proteinen 

24 

          3.2.1.   L27, eine neue Hetero-Dimer bildende Domäne in den  
                      Rezeptor-Targeting-Proteins Lin-2 and Lin-7  

25 

          3.2.2.   GRAM, eine neue Domäne in Glucosyltransferasen,     
                      Myotubularinen und anderen Membran-assoziierten Proteinen 

29 

          3.2.3.   DDT, eine neue DNA-bindende Domäne in unterschiedlichen   
                      Transkriptionsfaktoren, Chromosom-assoziierten und anderen  
                      nuklearen Proteinen 

34 

 
 

 



Inhaltsverzeichnis 
 
 
 

I I  

          3.2.4.   BSD, eine neue putativ DNA-bindende Domäne in 
                      Transkriptionsfaktoren, Synapsen-assozierten und anderen   
                      hypothetischen Proteinen 

38 

  
      3.3.   Automatische Analyse unbekannter Regionen in nuklearen     
               Proteinen - Detektion 28 neuer Domänen-Familien 

43 

           3.3.1.   Klassifikation 44 
           3.3.2.   Fünfzehn neue Domänen in verschiedenen Proteinfamilien in  
                       unterschiedlichen Spezies 

45 

                 3.3.2.1.   Die PUG-Domäne, befindlich  in N-Glykanasen und  
                                anderen nuklearen Proteinen 

50 

           3.3.3.   Drei neue spezies-spezifische Domänen 54 
                 3.3.3.1.   Die SPK-Domäne in nematoden-spezifischen Proteinen 56 

3.3.4.   Sieben neue Domänen mit nicht signifikanter Ähnlichkeit zu       
            bereits annotierten Domänen 

60 

                 3.3.4.1.   Die RWD-Domäne, nicht katalytische Subfamilie   
                                Ubiquitin-assoziierter Enzyme 

64 

            3.3.5.   Drei neue Domänen-spezifische Extensionen 71 
            3.3.6.   Funktionsvorhersagen 73 
            3.3.7.   Mögliche Krankheitsrelevanz neuer Domänen 74 
            3.3.8.   Zusammenfassende Diskussion 75 
  
       3.4.   Perspektiven - Weiterführende Analysen nuklearer Domänen 76 
  

4.   Zusammenfassung 77 
  
5.   Literatur 79 
  
6.   Publikationen 93 
  
7.   Anhang 97 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



Einleitung 

1 

 

 

 

 

 

 

Teil 1 

 

Einleitung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Einleitung 

2 

 

1.1.   Bioinformatik-Grundlagen der Genomanalyse 

 

Die Bioinformatik kann als relativ junge Disziplin der Naturwissenschaften verstanden 

werden, die die Informatik mit der Biologie verbindet. Sie bedient sich 

computergestützter Methoden zur Lösung biologischer Fragestellungen, 

Verarbeitung komplexer laborbiologischer Resultate und Erstellung 

wissenschaftlicher Analysen belebter Systeme. Eine präzise Definition des Begriffes 

„Bioinformatik“ existiert nicht. Sie umfaßt ein weites Feld, beginnend bei der 

automatischen Sequenzierung und Annotation pro- und eukaryontischer Genome, 

über homologiebasierende Protein- und Nukleotidsequenzanalysen, Verwaltung und 

Erstellung biologischer Datenbanken, bis hin zu Struktur- und Funktionsvorhersagen 

und "modelling". 

  

In der Molekularbiologie leistet die Bioinformatik bei der Aufnahme und Verwaltung 

der Nukleotid- und Aminosäuresequenzen in Datenbanken wertvolle unterstützende 

Arbeit. Im Rahmen der Genomprojekte ist es in den letzten Jahren zu einem 

explosionsartigen Anstieg der Datenfülle und damit zu stetig wachsenden 

bioinformatischen Anwendungsmöglichkeiten gekommen, die ihrerseits notwendig 

sind, um diese Datenfülle zu bewältigen. 

Beginnend mit Haemophilus influenzae sind bis heute mehr als 40 eubakterielle und 

9 Archeagenome vollständig sequenziert (siehe detalierte Liste unter  

http://www.TIGR.ORG/tdb/mdb/mdbcomplete.html) Desweiteren sind die eukaryontischen 

Genome von Saccharomyces cerevisia, Caenorhabditis elegans, Drosophila 

melanogaster, Arabidopsis thaliana und als "Jahrhunderprojekt" der Mensch 

(International Human Genome Sequencing Consortium 2001) bis heute entschlüsselt 

und öffentlich zugänglich. Weitere folgen in kürze.  

Konsequenz der rapide zunehmenden Datenmenge an Sequenzen ist eine relative 

Abnahme der experimentell untersuchten und charakterisierten Proteine (z.B. 7% der 

circa 20000 C.elegans Proteine sind Teil laborbiologischer Experimente). Eine noch 

gravierendere Diskrepanz kann für Spezies angenommen werden, die nicht generell 

als experimentelle Organismen Verwendung finden.  Dies veranschaulicht die 

Bedeutung homologiebasierender Sequenzanalysen, die in struktureller und speziell 
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funktioneller Hinsicht die Lücke zwischen wenigen experimentell untersuchten und 

neuen unbekannten Proteinen schließen können. 

Die Funktion eines Proteins wird auf unterschiedlichen Ebenen zu beschreiben 

versucht. Da ist sind z.B. wenige spezifsiche Aminosäuren, die für die katalytische 

Aktivität eines Enzyms verantwortlich sind. Diese funktionell spezifischen 

Aminosäuren sind Ihrerseits eingebunden in die dreidimensionale Struktur, die 

notwendig ist für die zweckmäßige Bereitstellung der katalytischen Reste im 

räumlichen Kontext. Die Funktion des Proteins in der Zelle hängt nicht allein von 

seiner Beschaffenheit ab; es interagiert mit anderen Proteinen und Zellkomponenten 

gewebsspezifisch und abhängig von der Lokalisation (z.B. nuklear, cyotoplasmatisch 

oder membrangebunden). Diese und andere Aspekte müssen bei der Übertragung 

der Funktion eines experimentell untersuchten Proteins auf unbekannte Homologe 

berücksichtigt werden.  

Standardmethoden (siehe Methoden) bestimmen die Signifikanz der 

Sequenzähnlichkeit  und damit die Homologie. Diese erlaubt nun einen Rückschluß 

auf die Struktur und bedingt auf die Funktion des Proteins. Dieser Analyse liegt die 

Idee zugrunde, daß beide Proteine aus einem gemeinsamen Vorläufer enstanden 

sind. In unterschiedlichen Spezies kann es sich bei entsprechender Homologie über 

die gesamte Sequenz um Orthologe, also dem funktionell vergleichbaren 

Gegenstück handeln, in der gleichen Spezies sind es Paraloge mit ähnlicher 

Funktion in anderem Kontext. 

Die Entscheidung über die funktionelle Übertragung, über Orthologie und Paralogie 

erfordert ein hohes Maß an Erfahrung und Berücksichtigung der Verwandtschaft aller 

Homologer.   

Ein durchschnittliches Protein besteht aus separaten strukturellen Einheiten, 

sogenannten Domänen (siehe 1.3.1.). Jede Domäne bedeutet unterschiedliche 

Funktionalität innerhalb des Proteins (z.B. DNA-Bindung, katalytische Aktivität oder 

Proteininteraktion).  Bei jeder Funktionsvorhersage ist die Analyse der Modularität 

(partielle Homologie) daher eine unbedingte Notwendigkeit, um Fehlannotationen 

auszuschließen. 

Bei Domänen handelt es sich nicht nur um funktionell sondern auch evolutiv 

bedeutsame Einheiten. Ihre phylogenetische Verteilung und Ihr korreliertes Auftreten 

kann Erkenntnisse über evolutive Prozesse in Proteinen und Organismen bedeuten. 
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1.2.   Modulare Architektur von Proteinen 

 

1.2.1.   Definiton des Domänenbegriffes 

 

Die umfassende Berücksichtigung von Informationen über Proteinsequenzen bildet 

das Rückgrat zur Aufstellung struktureller, funktioneller oder evolutiver Hypothesen 

und ist vor dem Hintergrund vorliegender bereits sequenzierter Genome eine der 

bedeutendsten Herausforderungen des 21. Jahrhunderts. Wesentlich für das 

Verständnis der Evolution von Proteinfamilien und ihrer funktionellen Aufgaben in 

Organismen ist das Wissen um das Domänenkonzept. Eine Domäne ist eine im 

Genom bewegliche, strukturell konservierte Einheit. Auf Proteinebene stellt sie eine 

dreidimensionale globuläre Struktur dar, die die Fähigkeit besitzt, sich eigenständig 

um einen hydrophoben Kern zu falten (Janin et al. 1985). Domänen bilden innerhalb 

der modularen Archtitektur eines Proteins fundamentale nicht weiter teilbare 

Einheiten. 

Experimentelle Strukturbestimmungen der letzten 30 Jahre haben gezeigt, daß 

Bereiche ähnlicher Sequenz auch strukturelle Ähnlichkeit besitzen und somit 

homologe Mitglieder derselben Familie sind (Doolittle et al. 1995, Henikoff et al. 

1997). Die strukturelle Homologie kann über die Sequenzähnlichkeit erhalten sein, 

auf deren Ebene sie bei manchen Domänen nicht mehr feststellbar ist (Murzin 1998). 

Trotz der enormen Anzahl von Proteinen wird basierend auf umfangreichen 

Sequenzanalysen nur von circa 1000 strukturell unterschiedlichen Domänen 

ausgegangen (Chothia 1992, Green et al. 1993). Dies erlaubt den Schluß, daß 

funktionelle Neuentstehungen im Rahmen evolutiver Prozesse vermehrt auf 

Genduplikationen, Mutationen in vorhandenem Sequenzenmaterial und 

Domänenassoziation als auf Schaffung neuer Gene aus nicht kodierender DNA 

beruhen. Die Analyse von Domänenarchitekturen ermöglicht damit wissenschaftliche 

Einblicke in die evolutive Entwicklung von Proteinfamilien. 
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1.2.2.   Beispiel Homeobox  

 

Die Homeobox (HOX)-Domäne ist für die sequenz-spezifische DNA-Bindung in 

Transkriptionsfaktoren verantwortlich, die eine wesentliche Rolle bei der 

Embryonalentwicklung und Furchunsprozessen spielen (Gehring et al. 1994). Die 

Bindung an die DNA erfolgt über eine "helix-turn-helix" Struktur; die zweite α-Helix 

lagert sich in die große Grube der DNA ein, während die erste α-Helix die 

Bindungsstruktur stabilisiert.  

Die Domäne wurde in den 80er Jahren in Drosophila entdeckt und beschrieben 

(Gehring 1985) und seitdem in Hefe, Pflanzen und Tieren einschließlich Vertebraten 

identifiziert. Bis heute sind mehr als 2500 Homeobox-Proteine bekannt, deren 

modulare Architektur die Evolution von Domänen veranschaulicht (siehe Abbildung 

1). 

Während in Saccharomyces cerevisiae nur zehn Homeobox-Proteine vorkommen, 

die ausschließlich allein auftreten, hat sowohl in Pflanzen als auch Tieren eine 

evolutive Radiation stattgefunden. Die Assoziation mit anderen funktionellen 

Domänen weist auf die stammesgeschichtlich frühe Trennung von Pflanzen und 

Tieren hin. In Arabidopsis thaliana findet sich die HOX-Domäne allein und 

gemeinsam mit Pflanzen-spezifischen Domänen wie der funktionell nicht 

charakterisierte POX- Domäne oder einem atypischen Leucin-Zipper (HALZ) oder mit 

anderen über die Spezies hinaus verbreiteten Domänen. Sie ist assoziiert mit 

Protein-,  RNA-, DNA- oder Lipid-bindenden Domänen (PHD, RRM, DDT oder 

START (diese Domäne ist in C. elegans und Drosophila aber nicht in menschlichen 

Proteinen vorhanden)). Keine Mehrdomänen-Architektur der fast 150 pflanzlichen 

Proteine ist in Tieren anzutreffen. 

In Drosophila, C. elegans und Mensch tritt die Homeoboxdomäne allein, intern 

dupliziert oder mit unterschiedlichen Nukleinsäure- oder Proteinbindungsdomänen 

auf (siehe Abbildung 2). Hinsichtlich der Architektur stimmen die 171 Proteine in 

Drosophila mit den 328 menschlichen überein, während in Nematoden im Laufe der 

phylogenetischen Entwicklung unter den 136 Proteinen zwei weitere C.elegans-

spezifische Architekturen entstanden sind; die Homeobox-Domäne tritt in einer 

Proteinkinase und mit einer in Proteinkinase-Inhibitoren vorhandenen Kunitz-Domäne 

assoziiert auf. 



 

S. cerevisiae 

D. melanogaster 
H. sapiens 

C.elegans 

A. thaliana 
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Beschreibung Abbildung 2  

Graphische Darstellung der modularen Architektur von Homeobox-Proteinen und ihre 

Verteilung in verschiedenen Spezies. Schwarzer Kreis: Protein-Architektur der Homeobox-

Proteine in Saccharomyces cerevisiae, grüner Kreis: Protein-Architekturen der Homeobox-

Proteine in Arabidopsis thaliana, roter Kreis: Protein-Architekturen der Homeobox-Proteine in 

Drosophila melanogaster und Homo sapiens, blauer Kreis: Protein-Architekturen der 

Homeobox-Proteine in Caenorrhabditis elegans. 

 

 

Zusammenfassend verdeutlicht die Verteilung der Homeobox-Domäne in den fünf 

Spezies drei wesentliche stammesgeschichtliche Aspekte, die architektonisch und 

somit im funktionellen Kontext einfache Präsenz in der einzelligen Hefe, die evolutive 

Radiation in mehrzelligen Organismen und die Phylum-spezifische Konservierung 

der modularen Architektur. 

 

 

1.3.   Annotation von nuklearen Proteinen 

 

1.3.1.   Definiton nuklearer Lokalisation 

 

Biochemische Stoffwechselwege, Signaltransduktionskaskaden und Zellreplikations- 

und Aufbauprozesse sind nicht kompartimentgebunden, sondern miteinander über 

die gesamte Zelle oder darüber hinaus verknüpft. Als Folge dieser intrazellulären 

Wechselwirkungen sind Proteine nicht zwanglsläufig auf ein Zellkompartiment 

beschränkt. So kann ein Transkriptionsfaktor bereits im Cytosol Liganden binden, 

bevor er in den Zellkern eindringt, zu translatierende mRNA passiert begleitet von 

Transportproteinen die Kernmembran, Enzyme werden in zellfreien Raum sezerniert 

und vieles mehr. Der aus der evolutiven Entwicklung hervorgegangene komplexe 

modulare Aufbau von Proteinen und die damit verbundene Präsenz gleicher 

Domänen in unterschiedlichen Proteinfamilien, bedeutet eine oft vielfältige Verteilung 

einer Domänenfamilie auf unterschiedliche Zellbereiche, assoziiert mit den 

verschiedensten funktionellen Komplexen. 

Dieser Sachverhalt erschwert eine eindeutige lokalisationsspezifische Zuordnung für 

Proteine und insbesondere Domänen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben 
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anderen schwerpunktmäßig nukleare Proteine und Domänen annotiert, klassifiziert 

und vertiefend untersucht. Die Definiton nukleare Domäne erhebt nicht den 

unerfüllbaren Anspruch der Ausschließlichkeit, sondern stellt die sinnvolle 

Abgrenzung zur klassischen cytosolischen signalling-Domäne dar und weißt auf Ihre 

Relevanz bei Nukleus- oder Nukleoid-lokalisierten Prozessen hin.    

  

   

1.3.2.   Historische Entwicklung nuklearer Domänen 

 

Auch wenn sich die molekulare Analyse nuklearer Proteine bereits über einige 

Jahrzehnte erstreckt, ist die systematische Identifikation nuklearer Domänen ein 

relativ junges Phänomen. 

Als vor sechzehn Jahren der C2H2-Zingfinger als erste nukleare Domäne 

beschrieben wurde (Miller et al. 1985), war die Domänenentdeckungsperiode der 

extrazellulären Domänen schon weit fortgeschritten (siehe Abbildung 2). Ihre 

Identifikation begann Ende der siebziger Jahre (Sottrup-Jensen et al. 1975). 

Während die intensive Analyse der nuklearen Domänen mehr als fünf Jahre später 

einsetzte, ist die regelmäßige Domänenidentifikation in "signalling"-Proteinen nur um 

ein bis zwei weitere Jahre verschoben. Den Höhepunkt 1995 erreichend stieg die 

Anzahl der Entdeckungen nuklearer Domänen stetig an, extrazelluläre Domänen 

wurden mit den beginnenden 90'ger Jahren jährlich weniger identifiziert. Zeitversetzt 

zur Erstbeschreibung der Domänen wurden und werden die dreidimensionalen 

Strukturen bestimmt (Abbildung 2, dünne Linien). Während zwischen 1980 und 1985 

noch durchschnittlich 8,3 Jahre und zwischen 1985 und 1990 noch 7,5 Jahre 

zwischen der Entdeckung extrazellulärer Domänen und Auflösung ihrer Struktur 

vergingen, waren es zwischen 1990 und 1995 und für nukleare Proteine über die 

gesamten 15 Jahre durchschnittlich nur 4,5 Jahren. In den letzten fünf Jahren zeigte 

sich tendenziell eine geringfügige Abnahme neu entdeckter nuklearer Domänen; 

diese Tendenz wurde für das Jahr 2001 im Rahmen dieser Arbeit mit einem 26%igen 

Zuwachs neuer nuklearer Domänen durchbrochen (siehe Kapitel 3.3.). 
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Abbildung 1. (aus Copley et al. in press).  Kurvendiagramm der Domänenentdeckung und 

Bestimmung der Tertärstruktur. Anzahl der entdeckten  Domänen oder experimentell 

bestimmten Strukturen (X-Achse) pro Jahr (Y-Achse). Dicke Linien: entdeckte Domänen, 

dünne Linien: farblich äquivalent zugehörige Strukturen (blau: extrazelluläre 

Domänen/Strukturen, grün: nukleare Domänen/Strukturen, orange: "signalling"-

Domänen/Strukturen.    

   

1.3.3.   Zukunft der Domänenanalyse 

 

Es ist naheliegend, dass die Anzahl unterschiedlicher Domänen in Proteinen 

begrenzt ist (Cothia 1992, Green et al. 1993). Abbildung 2 in Kapitel 1.3.2 zeigt 

neben der geringfügigen Abnahme der Entdeckung neuer nuklearer Domänen, eine 

deutliche Sättigung besonders bei extrazellulären und "signalling"-Domänen. Auch 

wenn intensive automatisierte Analysen gepaart mit aufwendigen 

Einzeluntersuchungen wie im Falle der nuklearen Domänen (siehe Kapitel 3.3) einen 

kurzfristigen sprunghaften Anstieg neuer Entdeckungen bedeuten können, führt die 

begrenzte Anzahl vorhandener Domänen zukünftig zu einer 

Schwerpunktverlagerung. Neben der Domänenentdeckung werden vermehrt 

Subfamilien-spezifische Funktionsanalysen im Mittelpunkt stehen. Motiv-orientierte 

Untersuchungen können dann detaillierte Aussagen über z.B. sequenzspezifische 

DNA-Bindung oder substratspezifische Katalyse ermöglichen. 

Anzahl von Domänen/Strukturen 

Jahr 

Extrazellulär 
 

Nuklear 

Signalling 
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Eine weitere Aufgabe wird es sein, sich mit dem Zusammenführen von 

Domänenfamilien sorgfältig zu  beschäftigen. Aufgrund der rasant wachsenden 

Anzahl von Proteinsequenzen treten gehäuft "linker"-Sequenzen auf, die die 

Homologie zwischen zwei Familien deutlich werden lassen. Desweiteren führen 

verbesserte sensitivere Suchalgorithmen (z.B. PSI-BLAST oder Hmms) zur 

Offenlegung neuer interdomänalen Homologien, und im Rahmen der Auflösung von 

Strukturen werden Homologien erkennbar, die auf Sequenzebene nicht mehr 

detektierbar sind. 

 

1.4.   Zielsetzung 

 

Ziel dieser Doktorarbeit war die umfassende Klassifikation und Annotation nuklearer 

Domänen, die systematische Analyse der modularen Architektur nuklearer Proteine, 

die daraus resultierende Entdeckung und funktionelle Charakterisierung unbekannter 

Domänen und darüber hinaus ihre Einordnung in einen phylogenetischen und 

evolutiven Kontext. 

In einem ersten Schritt sollten bekannte nukleare Domänen aus Proteinsequenz- und 

Domänendatenbanken, sowie aus der Literatur ermittelt werden; unter 

Berücksichtigung korrekter Domänengrenzen sollten multiple Sequenzalignments 

und Hidden Markov Models erstellt und in das Simple Modular Architecture Research 

Tool implementiert werden. Dieses wird ergänzt durch umfangreiche 

Literaturinformationen hinsichtlich Entdeckung, Struktur und experimentellen 

Hintergrund. 

Im zweiten Schritt werden ausgesuchte nukleare und kontextabhängig andere 

funktionell bedeutsame Proteine homologiebasierenden Sequenzanalyseverfahren 

unterzogen, um neue Domänen zu identifizieren und zu charaktisieren, die das 

Wissen um Funktion und Evolution mehren und den Weg für laborbiologische 

Experimente ebnen. 

Abschließend sollte die Gesamtheit nuklearer Proteine automatisch untersucht und 

einzeln ausgewertet werden. Es gilt in einer Komplettananlyse aller unbekannten 

Regionen möglichst umfassend annähernd alle unentdeckten nuklearen Domänen 

aufzuspüren und zu beschreiben. 
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2.1. Datenbanken, Analysemethoden und Programme 

 

2.1.1.   Sequenz- und Strukturdatenbanken 

 

EMBL (Baker et al. 2000) 

DNA- und RNA-Sequenzen werden in der EMBL–Nukleotidsequenz–Datenbank 

verwaltet. Sie werden der Literatur entnommen oder direkt von Wissenschaftlern und 

Sequenziergruppen zugesandt.  

 

TREMBL (Bairoch et al 2000) 

Die TREMBL–Datenbank enthält Aminosäuresequenzen, die aus der Translation der 

EMBL–Nukleotidsequenzen gewonnen werden. Übersetzungen mit internen 

Stopcodons werden nicht berücksichtigt. 

 

SWISSPROT (Bairoch et 2000) 

Die Datenbank  SWISSPROT enthält Proteinsequenzen aus Übersetzungen der 

EMBL-Datenbank, aus der PIR (Protein Identification Resource)–Datenbank, aus der 

Literatur oder aus direkt eingesandten Sequenzen. Sie bietet unter anderem 

Referenzen zur Prosite–Datenbank, zur EMBL–Datenbank, zu PDB (Protein Data 

Base) und zu Domänendatenbanken wie Pfam und Smart.  

 

GenBank (Benson et al. 1999) 

Datenbank aller bekannten Nukleotid- und Proteinsequenzen inklusive biologischer 

Information und Referenzen.  

 

nrdb 

In NRDB (Non Redundant Data Base) sind Aminosäuresequenzen 

zusammengestellt, die aus anderen Banken wie TREMBL, SWISSPROT, PIR oder 

Genbank gewonnen werden. Identische Sequenzen werden zu einem NRDB–Eintrag 

zusammengefaßt. Die Datenbank enthält 756743 Einträge (Stand: 16.10.2001) 
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PDB  

PDB (Protein Data Base) enthält Informationen über die 3D–Struktur von Proteinen; 

sie gibt die Koordinaten der einzelnen Atome eines Proteins und damit ihre 

Orientierung im Raum an. Am 19 September 2001 enhielt die Datenbank 15729 

Einträge. 

 

2.1.2.   Datenbank-Suchalgorithmen 

 

Blast (Altschul et al. 1990) 

Der Sequenzvergleich zwischen Suchsequenz und Datenbank beruht auf dem Blast 

(basic local alignment search tool) – Algorithmus. Grundlage bilden HSPs 

(Highscoring Segment Pairs), Fragmente willkürlicher aber gleicher Länge aus Such– 

und Datenbanksequenz, die aligniert ein lokales Maximum bilden und einen 

Schwellenwert überschreiten können. 

Die Signifikanz der gefundenen Homologie zwischen zwei Sequenzen wird durch 

den sogenannten p-Wert repräsentiert. Er ist ein Maß für die Wahrscheinlichkeit, daß 

die Sequenzähnlichkeit zufällig ist. Dem Benutzer stehen fünf unterschiedliche 

Suchmethoden zur Verfügung: 

-  blastn: Suche von Nukleotidsequenz gegen Nukleotidsequenzdatenbank 

-  blastp: Suche von Proteinsequenz gegen Proteinsequenzdatenbank  

-  blastx: Suche von sechs Leserastern übersetzter Nukleotidsequenz gegen                                      

Proteinsequenzdatenbank                      

- tbblastn: Suche von Proteinsequenz gegen sechs Leseraster übersetzter 

Nukleotidsequenzdatenbank 

- tblastx: Suche von sechs Leserastern übersetzter Nukleotidsequenz gegen 

 sechs Leseraster übersetzter Nukleotidsequenzdatenbank 

 

Mit der Auswahl von unterschiedlichen Matrizen kann die Homologiebeurteilung  

beeinflußt werden. Es handelt sich hierbei um Aminosäure–Austausch–Matrizen, die 

die evolutive Signifikanz einer Mutation bewerten. Sie unterscheiden sich in der Art 

ihrer Berechnung und in dem Datensatz, der ihre Grundlage darstellt. 
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Gebräuchlich sind Blosum und die Gonnet–Serie, während die ältere Dayhoff–Pam–

Matrix als weniger effektiv gilt. 

Der Einsatz von Filtern wie SEG und XNU erlaubt das selektive nicht Berücksichtigen 

von Sequenzabschnitten, die für die Funktions– oder Verwandtschaftsvorhersage als 

nicht relevant gelten (z.B. serin– oder prolinreiche Regionen). Die Suche wird so für 

die wesentlichen Bereiche sensibilisiert. 

 

Gapped Blast (Altschul et al. 1990) 

Zusätzlich zu den Funktionen von Blast erstellt Gapped Blast auch Alignments, die 

Lücken enthalten. Das heißt, Alignments homologer Bereiche, die durch nicht 

homologe Bereiche unterbrochen sind, werden als ein Gesamtalignment dargestellt. 

 

PSI-BLAST (Altschul et al 1997, Altschul et al 1998) 

Ergänzend zum herkömmlichen BLAST gestattet PSI-BLAST die Erstellung eines 

Profils aus den für signifikant homolog befundenen Sequenzen und iterativ weitere 

Suchen mit dem jeweiligen Profil. 

 

MoST  

MoST (Motif-Search-Tool) gestattet iterative Homologiesuchen mit einer 

positionsabhängigen Wichtungsmatrix. Ein Alignment-Block ohne Insertionen oder 

Deletionen wird zur Bildung einer Matrix herangezogen, die dann mit Sequenzen aus 

einer Datenbank hinsichtlich ihrer Ähnlichkeit verglichen wird. 

Sequenzen, die signfikant homolog zur Matrix sind, werden zur Bildung einer neuen 

Matrix verwand, die erneut mit Datenbanksequenzen verglichen werden können. 

 

Searchwise (Birney et al. 1996) 

Der zugrunde liegende Algorithmus erlaubt den Vergleich eines Profils gegen alle 

sechs Leseraster einer DNA-Sequenz, kann somit auch Sequenzen, die 

Verschiebungen des Rasters aufweisen, auffinden. 

 

PairWise (Birney et al. 1996) 

PairWise dient zur Berechnung eines Profils aus einem Alignment. 

Die Berechnung erfolgt vor dem Hintergrung, daß stark unterschiedliche Sequenzen 

in einem Alignment stärkeren Einfluß auf das Profil nehmen als sehr ähnliche. 



 
Methoden 

15 

 

 

HMMer (Eddy 1998)  

Profil hidden Markov models (profile HMMs) dienen zur sensitiven Datenbanksuche 

unter Verwendung statistischer Beschreibungen der Konsensus-Sequenz einer 

Domänenfamilie. Die HMM-Sequenzanalyse-software ist frei erhältlich (siehe 

http://hmmer.wustl.edu/) 

 

2.1.3.   Domänen - und Motivdatenbanken 

 

PROSITE / PROSITEDOC (Hofmann et al. 1999) 

Die Prosite–Datenbank enthält Aminosäuresequenzprofile und Muster, die für 

Proteinfamilen oder Domänen charakteristisch sind. Die vergleichende Suche einer 

Sequenz gegen die Datenbank ermöglicht das Auffinden bekannter Domänen oder 

die Zuordnung zu einer definierten Familie. 

Neben signifikanten Mustern sind in der Datenbank Referenzen zu SWISSPROT-

Sequenzen, die das entsprechende Profil aufweisen, enthalten. 

Zusätzlich finden sich Verweise auf die PROSITEDOC-Datenbank, die ihrerseits 

Einträge über Eigenschaften und Funktionen von Proteinfamilien und 

Literaturreferenzen beinhaltet. 

 

Pfam (Bateman et al. 2000) 

Pfam ist eine umfangreiche Zusammenstellung aus multiplen Sequenz-alignments 

und hidden Markov models, die 2216 Protein-Domänen abdecken (Stand Oktober 

2001) 

 

Smart (Schultz et al. 1998, Schultz et al. 2000) 

Smart, das Simple Modular Architecture Research Tool ist eine Zusammenstellung 

aus handgefertigten Alignments und den zugehörigen hidden Markov models für 

extrazelluläre, Signaltransduktions- , nukleare und anderen Proteindomänen. 

Geprüfte "thresholds" erlauben eine präzise Vorhersage der modularen Architektur 

von Proteinen. Desweiteren werden Informationen zur Struktur. Funktion, 

Lokalisation und anderes und Links zu Datenbanken wie Pfam und PBD 

bereitgestellt. 
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Interpro (Apweiler et al. 2001) 

Interpro ist eine umfangreiche Zusammenstellung aus Informationen von Domänen-

Motiv- und anderen Proteinsequenzdatenbanken über Domänen- und 

Proteinfamilien.  

 

2.1.4.   Vorhersage intrinsicher Eigenschaften von Proteinen 

 

Coils2 (Lupas et al. 1991) –Programm zur Vorhersage von Coiled Coil 

Strukturen 

Das Programm vergleicht eine Proteinsequenz mit Sequenzen, die bekanntermaßen 

in der Lage sind, parallele dopppelsträngige coiled coils zu bilden. Die Datenbank 

enthält Sequenzen von Myosinen, Tropomyosinen und Keratinen. Aus einem 

Ähnlichkeitswert wird dann eine Coiled coil-Ausbildewahrscheinlichkeit berechnet. 

 

TopPred2  (von Hejne 1992)  - Programm zur Vorhersage von 

Transmembranregionen 

Die Vorhersage von α-helicalen Transmembranbereichen beruht auf der Analyse des 

Proteins hinsichtlich seiner Hydrophobizität. Der Algorithmus beurteilt die Lage 

hydrophober Aminosäuren zueinander und bildet so die Grundlage zur Bildung von 

Wahrscheinlichkeitswerten. 

 

SignalP (Nielsen et al. 1997) - Programm zur Vorhersage von N-terminalen 

Signalsequenzen 

SignalP ermöglicht den Vergleich einer Suchsequenz mit Datensätzen aus 

Signalpeptid-tragenden Proteinen. Es stehen drei unterschiedliche Datensätze für 

gram-positive Prokaryonten, gram-negative Prokaryonten und Eukaryonten zur 

Verfügung. 

Ähnlichkeitswerte führen zur Berechnung von Wahrscheinlichkeiten für die              

N-terminalen Aminosäuren als Bestandteil einer Signalsequenz, für das 

Vorhandensein einer Abspaltstelle und der Kombination aus beiden. Daraus resultiert 

abschließend die Prognose. 
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SEG (Wootton et al. 1996) 

SEG detektiert Regionen von "low compositional complexity" in Proteinsequenzen. 

 

 

2.1.5.   Programme zur Anfertigung und Bearbeitung von Alignments 

 

ClustalW (Thompson 1994) 

Das Programm dient zur Erstellung von multiplen Sequenz-Alignments. Nach 

paarweiser Alignierung der einzelnen Sequenzen wird eine Distanzmatrix berechnet, 

die die Basis für den Entwurf eines Stammbaumes ist. Gemäß ihrer Verwandtschaft 

werden die Sequenzen zu einem Gesamtalignment zusammengefügt. 

 

ClustalX (Thompson 1997) 

Die Funktion von ClustalX entspricht der von ClustalW mit zusätzlicher graphischer 

Benutzeroberfläche. 

 

SeaView (Galtier et al. 1996)   

Neben der Möglichkeit zur Erstellung von multiplen Sequenz-Alignments gestattet 

SeaView ergänzend die Editierung von Sequenzen. 

 

MACAW (Schuler et al. 1991) 

Die "Multiple Alignment Construction and Analysis Workbench" erlaubt die Analyse 

von Segmenten eines Alignments und prüft die Signifikanz der Homologie. 

 

consensus 

Kalkuliert die Konsensus-Sequenz für Alignments (N. Brown und J. Lai, unpublished; 

see http://www.bork.embl-heidelberg.de/Alignment/consensus.html) 
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2.1.6.   Vorhersage der Sekundär- und Tertiärstruktur von Proteinen 

 

PHD (Rost et al.1994) 

Unter Verwendung eines neuronalen Netzes bietet dieses Programm die Möglichkeit 

der Vorhersage von Sekundärstrukturen (α-Helixstruktur, β-Faltblattstruktur, turns 

und loops). 

 

3D-PSSM (Kelley et al. 1999) 

Beruhend auf der Erkennung schwacher Homologien berechnet 3D-PSSM eine 

positionsspezifische Matrix zur Vorhersage der Tertiärstruktur. 

 

 

2.1.7.   Sonstiges 

 

Sequenzvergleich 

 

Dotter (Sonnhammer et al. 1995) 

Dieses Dotplot-Programm erlaubt den detailierten Vergleich zweier Sequenzen. 

Sequenzabschnitte werden eins zu eins auf 100% Aminosäure- oder 

Nukleotidübereinstimmung geprüft und in einem Koordinatensystem graphisch 

dargestellt. 

 

Graphische Darstellung von 3D-Strukturen 

 

Rasmol 

Rasmol ist geeignet, pdb-Datenbank-Einträge nutzend Proteine in ihrer 3D-Struktur 

abzubilden. 
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Darstellung phylogenetsicher Bäume 

 

Njplot  

Diese Programme erlauben die graphische Darstellung und Bearbeitung von 

phylogenetischen Bäumen, wie sie von ClustalX oder ClustalW erstellt werden. 

 

Meta_Annotator (Eisenhaber et al. 1998)  

Das Programm sagt die zelluläre Lokalisation basierend auf der Annotation in 

SWISSPROT vorher. 

 

SEALS (Walker et al. 1997) 

Das "Systems for Easy Analysis of Lots of Sequences" ist ein Programmpaket, das 

automatische und einfache Proteinsequenzanalysen großer Datenmengen 

ermöglicht. 

Grouper  

Ein Programm aus dem "SEALS - package", das in einem Blast-ähnlichen Verfahren 

homologe Sequenzen automatisch in Gruppen zusammenfaßt. 

 

SRS (Etzold et al. 1996) 

"Sequence Retrieval System" 

 

RC-Methode (Doerks et al. accepted) 

Die RC-Methode dient zum automatischen Aufspüren möglicher neuer Domänen. 

Proteinsequenzabschnitte (von 30 Aminosäuren und länger), die sich zwischen in der 

Smart-Datenbank abgelegten Domänen befinden, werden aus nrdb extrahiert und 

unter Zuhilfenahme des Programms Grouper aus dem SEALS-package in 

homologen Gruppen zusammengeführt. 
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2.2.2.   Grundlagen der Sequenzanalyse 

 

Die Definition homologer Bereiche (Domänen) in Proteinen oder die 

Charakterisierung von orthologen und paralogen Sequenzen erfolgt über das 

Aufspüren signifikanter Sequenzähnlichkeiten.  

Standard-Suchmethoden wie BLAST und FASTA entdecken nach Schätzungen ein 

Drittel aller Homologen in Datenbanken (Park et al. 1998). Die Sensitivität kann durch 

reziproke Suchen mit gefundenen Sequenzen (Park et al. 1997) und durch iterative 

Suchen verbessert werden (Salamov et al. 1999). 

PSI-BLAST (Altschul et al. 1997, 1998) nutzt die Ergebnisse einer BLAST-Suche, um 

ein internes Alignment aus der Startsequenz und den in der Datenbank gefundenen 

Sequenzen zu erstellen. Ein Profil (positions-spezifische Bewertungsmatrix) 

beruhend auf diesem Alignment kann dann verwendet werden, um erneut gegen die 

Datenbank zu suchen. Dieser Vorgang läßt sich wiederholen, bis keine weiteren 

Homologen detektierbar sind. Die einfache und schnelle iterative Methode ermöglicht 

das Auffinden von erheblich mehr Sequenzen als die herkömmliche BLAST-Variante. 

Um die Divergenz der Sequenzen und konservierte Eigenschaften hervortreten zu 

lassen, werden die homologen Bereiche zu einem multiplen Alignment mit z.B. 

Clustalx (Thompson et al. 1997) zusammengefaßt . 

Konservierte Abschnitte können farbig hervorgehoben und dadurch Domänen, also 

Strukturen die für eine funktionell bedeutsame Faltung typisch sind, oder Motive, 

kurze Sequenzabschnitte mit hochkonservierten Einzelaminosäuren erkennbar 

werden.  

Eine weitere systematische und effiziente Nutzung der Informationen, die das 

Aligment bereitstellt, beruht auf der Erstellung von Hidden Markov Models (HMMs) 

(Eddy 1998). Diese konstruieren Wahrscheinlichkeitsannahmen unter 

Berücksichtigung statistischer Gewichtungen der Typs der Aminosäure in Bezug auf 

seine Position und eines möglichen Austauschs im Alignment. 

HMMs bieten verglichen mit PSI-BLAST-Suchen den Vorteil, daß sie nicht auf 

automatisch konstruierte lokale Alignments beschränkt sind, sondern auf einem 

handgefertigten Alignment beruhend nicht automatisch detektierbare 

Sequenzähnlichkeiten berücksichtigen können. 
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Neben Homologie können auch intrinsische Eigenschaften für Sequenzähnlichkeiten 

verantwortlich sein. Strukturelle und funktionelle Ansprüche an die Proteinsequenz 

erzwingen eine Aminosäurekomposition, die ähnlich aber nicht in evolutiver Hinsicht 

homolog ist. Hierbei handelt es sich z. B. um hydrophobe Transmembranhelices,     

N-terminale Signalpeptide oder gestaucht α-helicale CoiledCoil-Strukturen, die aus 

polaren und geladene Aminosäuren und einem hydrophoben Kern bestehen. 

Um Fehler bei der Interpretation von Sequenzähnlichkeiten zu minimieren, müssen 

die mit intrinsischen Eigenschaften verbundenen Aminosäurekompositionen 

berücksichtigt werden, was durch Ihre Vorhersage ermöglicht wird (van Hejne 1992, 

Nielsen et al. 1997, Lupas et al. 1991). 
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           3.1. Systematische Annotation nuklearer Domänen 

 

Grundlage der systematischen Analyse nuklearer Domänen bildet eine 

Zusammenstellung des Großteils aller bekannten überwiegend nuklearen oder 

nukleoiden Domänen.  

 

3.1.1.  Zusammenstellung, Alignment- und Profilanfertigung nuklearer    

           Domänen 

 

Die systematische Suche in Sequenz-Datenbanken und Literaturrecherche ermöglichte 

die Zusammenstellung einer umfangreichen Liste überwiegend nuklearer und 

nukleoider Proteine und ihrer Domänen.  

Mehr als 35000 Proteine, die von 164 Domänen abgedeckt werden, sind zur Zeit aus 

nrdb (non-redundant database) extrahierbar.  

Für alle Domänen wurden wenn möglich unter Zuhilfename der Tertiärstruktur die 

exakten Grenzen bestimmt und multiple Alignments angefertigt (Thompson et al. 1994, 

1997, Galtier et al. 1996). Diese dienten zur Erstellung von Hidden Markov Models 

(Eddy 1998). 

Siehe Tabelle im Anhang.  

 

 

3.1.2.  Implementation der Domänenkollektion in die Domänendatenbank   

           Smart  

 

Die nuklearen Domänen wurden in das Domänenvorhersage-Programm Smart (Schultz 

et al. 1998, Schultz et al. 2000) (http://smart.embl-heidelberg.de/) implementiert. Mit 164 von 

635 Domänen insgesammt stellen sie einen wesentlichen Anteil von mehr als 25% des 

Vorhersagepotenzials dar (siehe Tabelle im Anhang). 

Die Aufteilung der Domänen kann in Smart aufgrund funktioneller Überschneidungen  

(Signaltransduktion / nukleare Lokalisation) von der Tabelle im Anhang abweichen. 
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3.2. Entdeckung und funktionelle Analyse neuer uncharakterisierter …… 

……Domänen in nuklearen und anderen Proteinen 

 

Die individuelle Analyse ausgesuchter nuklearer und nicht-nuklearer Proteinfamilien 

ermöglichte die Idenfikation unbekannter Domänen in unterschiedlichen biologischen 

Zusammenhängen. Strukturelle und funktionelle Untersuchungen geben tiefere 

Einblicke in die biologischen Aufgaben der neuentdeckten Domänen, nukleare, 

Membran-assoziierte oder cytosolische Prozesse. 

 

 

3.2.1.  L27, eine neue Hetero-Dimer-bildende Domäne in den  

           Rezeptor-Targeting-Proteinen Lin-2 and Lin-7 (Doerks et al. 2000) 

  

Membran-assoziierte Guanylat-Kinasen (MAGUKs) sind essentiell fuer die Organisation 

von Zelloberflächenproteinen und ihrer Interaktion mit dem Cytoskelett (Anderson et al. 

1996). Sie beeinflussen die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten und sind bei der 

Tumorsupression wesentlich. Die C.elegans-Guanylat-Kinase Lin-2 bildet einen 

Komplex mit den Rezeptor-targeting-Proteinen Lin-7 und Lin-10; dieser Komplex ist 

verantwortlich für den korrekten Transport des Let-23 Wachstumsfaktor zur 

basolateralen Membran von Epithelzellen (Hoskins et al. 1995, Kaech et al. 1998). 

Ähnliche Heterotrimerkomplexe sind auch aus Vertebraten bekannt (Butz et al. 1998, 

Borg et al. 1998). 

Lin-2 und Lin-7 sowie orthologe Proteine tragen eine PDZ-Domäne, von der bekannt ist, 

dass sie bei der Komplexbildung keine Rolle spielt (Kaech et al. 1998, Butz et al. 1998) 

(siehe Abbildung 2).  

Eine PSI-BLAST-Suche (Altschul et al. 1997, Altschul et al. 1998) mit der Region        

N-terminal zur PDZ-Domäne (aus dem Lin-2-ähnlichen dlg2-Protein) findet diese 

Domäne in allen Lin-2-Orthologen Maguks.  
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Dotplot-Analysen (Sonnhammer et al. 1995) dieser Proteine detektieren eine interne 

Duplikation, die durch Macaw (Schuler et al. 1991) - Analysen (P-value 10-50) bestätigt 

wird (siehe Abbildung 3). 

Eine zusätzliche BLASTP-Suche (Altschul et al. 1990) mit der duplizierten Region in 

dlg2 gegen die Datenbank wormpep18 zeigt Sequenzähnlichkeit (E-value 0.1) zu dem 

Protein Lin-7. 

Der entdeckte Bereich ist ebenfalls im N-terminus lokalisiert und wird von einer PDZ-

Domäne gefolgt. Nicht nur der biologische Kontext stützt die Signifikanz der 

Sequenzähnlichkeit sondern auch die weiterführenden Analysen des multiplen 

Alignments (siehe Beschreibung von Abbildung 3). 

Die einfache Präsenz in Lin-7-Proteinen und das doppelte Auftreten in Lin-2 und 

Ortholgen weist auf eine unabängige Domäne hin. Die neue Domäne erhielt den 

Namen L27 nach der besser charakterisierten MAGUK-Subfamilie (Lin-2) und ihren 

Bindungspartnern, die Lin-7-Proteinfamilie. 

Die L27-Domäne erstreckt sich über ungefähr 50 Aminosäuren; wesentliche 

Komponenten sind konservierte negativ geladene und eine aromatische Aminosäure 

(siehe Abbildung 3). Auffällig und von vermutlich funktioneller Bedeutung ist der Aspekt, 

dass die zweite Kopie der Domäne in Lin-2-Proteinen ein konserviertes Histidin enthält 

(ausgenommen Lin-2 in C. elegans ).  

Es wurde bereits experimentell bestätigt, dass die Region N-terminal zu der PDZ-

Domäne in Lin-2-Ortholgen die Lin-7-Bindung vermittelt (Kaech et al. 1998, Butz et al. 

1998). Punktmutationen konservierter Aminosäuren in der zweiten Helix der L27-

Domäne verhindern die Bindung von Lin-2 an Lin-7 in der Maus (nicht publizierte 

Daten).  

Die neu gewonnenen Erkenntnisse stützen die Hypothese einer Heterodimerbildung 

von Lin-2 und Lin-7 im Bereich der L27-Domäne. 

Obwohl weitere BLAST-Suchen gegen gebräuchliche Datenbanken keine weiteren 

homologen Proteine entdeckten, ähnelt die Anordnung konservierter geladener und 

hydrophober Aminosäuren in Verbindung mit Sekundärstrukturvorhersagen dem 

Kernbereich einer Histidin-tragendenden Phosphortransfer-HPt-Domäne (Kato et al. 

1997). Die HPt-Domäne vermittelt die Phosphortransfer-Reaktion in Zwei-Komponent-

Signaltransduktionssystemen. Macaw-Analysen erhärten diese Entdeckung. 
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Sekundärstrukturvorhersagen (Rost et al.1994) und die Ähnlichkeit zur HPt-Domäne 

ließen fuer die L27-Domäne eine "three helical bundle"-Struktur annehmen. 

Zusammenfassend bedeutet die Entdeckung der L27-Domäne eine genauere 

Charakterisierung von Rezeptor-targeting-Proteinen, sowie ein besseres Verständnis 

um Ihre modulare Architektur und damit zusammenhängende strukturelle und 

funktionelle Vorhersagen, die schlüssig deren Dimerbildung erklären. 

 

 

MAGUK                                       ____________                         _______      _         ________________       
Cask_b       mm  405   AVQRAKEVLEEI SCYPE[ 1] NDAKELKRI LTQ    PHFMALLQTHDVVAHEVYSDEALR     O70589     
P55T/ PALS2_b mm   56   NLELVNEI LEDI TPLI S[ 2] ENVAELVGI LKE    PHFQSLLEAHDI VASKCYDSPPSS   AAD45009 
Camguk_b     dm  405   AVGRCRDVLEQLSSTSG[ 7] YAKEELMRLLAA    PHMQALLHSHDVVARDVYGEEALR     Q24210 
Dl g3_b       hs   68   AVALAEDVMEELQAASV[ 1] SDERELLQLLST    PHLRAVLMVHDTVAQKNFDPVLPP     Q13368 
Dl g2_b       hs   91   NLELVQEI LRDLAQLAE[ 2] STAAELAHI LQE    PHFQSLLETHDSVASKTYETPPPS     Q14168 
LI N2_b       ce  421   TSTLRKETLNQI DGLLG[ 2] PEALELRQLLNS    PHLASCVQALDVVVCEI RDPKNEA     P54936 
PALS1_b hs       186   VQDLVQEVQTVLKPVHQ   KEGQELTALLNA    PHI QALLLAHDKVAEQEMQLEPI T   AF199008 
HSZZ27178    hs   15   AAALADDLAEELQNKPL[ 1] SEI RELLKLLSK    PNVKALLSVHDTXAQKNYDPVLPP   AA322046 
Cask_a       mm  346   AVSQVLDSLEEI HALTD[ 3] KDLDFLHSVFQD    QHLHTLLDLYDKI NTKSSPQI RNP     O70589 
P55T/ PALS2_a mm    1   . MQQVLENLTELPSSTG[ 3] I DLI FLKGI MEN    PI VKSLAKAHERLEDSKLEAVSDN   AAD45009 
Camguk_a     dm  346   AVQRI LDCLDDI YSLQD[ 2] VDADVLRDMLRD    NRLHQFLQLFDRI AATVVTSNGRA     Q24210 
Dl g3_a       hs   10   LHETLALLTSQLRPDSN[ 2] EEMGFLRDDFSE    KSLSYLMKI HEKLRYYERQSPTPV     Q13368 
Dl g2_a       hs   11   AMQQVLDNLGSLPSATG[ 3] LDLI FLRGI MES[ 24] KYMLKYFGAHERLEETKLEAVRDN     Q14168 
LI N2_a       ce  371   KVLGSLDAI NSLLDPNS[ 2] PGSTTFQKI HDD    GSVRNLLRLYDKI KALPCEPVVTE     P54936 
PALS1a       hs  123   DVEDLFSSLKHI QHTLV[ 5] EDI SLLLQLVQN    RDFQNAFKI HNAVTVHMSKASPPF   AF199008 
LIN-7 
LI N- 7        ce  120   DVQRI LELMEHVQKTGE[ 3] AKLASLQQVLQS    EFFGAVREVYETVYESI DADTTPE   CAA22459  
LI N- 7- BA     r n   15   DVARAI ELLEKLQESGE[ 3] HKLQSLKKVLQS    EFCTAI REVYQYMHETI TVNGCPE     Q9Z251 
hypLI N7      sm    1   . . . . . . . . . . . . . RCPE[ 3] SKLAALQRI LQS    DFCDMI REVYEHI YTTVDI NGSEE     O17458 
 
 
HPT 
r dea         dd   26   EKEFTFELLDSYI SSVE   EHLPELLNSFEA [ 1] DLKGAVLHSHDI KGSSSYI GCEAV     O77083 
EVGS_ECOLI    ec 1098   DLQLMQEI LMTFQHETH   KDLPAAFQALEA [ 1] DNRTFHQCI HRI HGAANI LNLQKL     P30855 
BARA_ECOLI    ec  822   KTDLARDMLQMLLDFLP   EVRNKVEEQLVG [ 1] NPEGLVDLI HKLHGSCGYSGVPRM     P26607 
TORS_ECOLI    ec  811   GTEKI HEWLVLFTQHAL   PLLDEI DI ARAS [ 1] DSEKI KRAAHQLKSSCSSLGMHI A     P39453 
CHEA_ECOLI    ec    8   FYQTFFDEADELLADME   QHLLVLQPEAPD [ 2] QLNAI FRAAHSI KGGAGTFGFSVL     P07363 
YPD1         sc   24   DSDFSKGLI I QFI DQAQ   TTFAQMQRQLDG [ 2] NLTELDNLGHFLKGSSAALGLQRI      Q07688 
ATHP3        at    38   NPDFVSQVVTLFFQDSD   RI LNDLSLSLDQ [ 3] DFKKVDPHVHQLKGSSSSI GAQRV     Q9ZNV9 
Consensus ( 80%)         . ht hh. - . hpph. t . . t . . . . ph. . L. t . hpp. . . . . . ht . hht haphht t t . . . s . . . .  
Sec. st r uc. pr ed. ( 2l i n)   . . hHHHHHHHHHH. . . . . . . HHHHHHHHHHh. . . . . HHHHHHHHHHHHHhhhh. . . . . . .  
Sec. st r uc. pr ed. ( 7l i n)   . HHHHHHHHHHHHH. . . . . . HHHHHHHHHHHH. . . . HHHHHHHHHHHh. . . . . . . . . . . .  
Sec. st r uc. ( 1a0b)        . . HHHHHHHHHHHHHHH. . . HHHHHHHHHHHH. . . . . HHHHHHHHHHHHHHHHHH. . . . .  
 

 

Abbildung 3. Multiples Alignment der L27-Domäne von MAGUK Lin-2-homologen Proteinen, 

Lin-7-homologen Proteinen und ausgesuchten Mitgliedern HPt-Domänen tragender Proteine. 

Erste Spalte: Protein-Namen (wiederholt auftretende Domänen sind mit a und b gekennzeichnet); 

zweite Spalte: Spezies-Bezeichnung (at: Arabidopsis thaliana; Ce: Caenorhabditis elegans; dd: 

Dictyostelium discoideum; dm: Drosophila melanogaster; ec: Echerichia coli; hs: Homo sapiens; 

mm: Mus musculus; rn: Rattus norvegicus; sc: Saccharomyces cerevisae; sm: Schistosoma  
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mansoni); dritte Spalte: erste Aminosäure der Domäne im jeweiligen Protein; letzte Spalte: 

Datenbank Accession Nummer. Konservierte negativ geladene Aminosäuren sind rot markiert; 

konservierte hydrophobe Aminosäuren sind blau; zusätzliche konservierte Aminosäuren sind fett 

gedruckt. Die Konsensus-Sequenz (konservierte Aminosäuren in 80% aller Sequenzen) befindet 

sich unter dem Alignment; h, p, a, t, s und - stehen für hydrophobe, polare, aromatische, turn-

artige, kleine (s =small) und negativ geladene Aminosäuren. Konservierte Aminosäuren, 

hydrophobe Bereiche und die Sekundärstruktur ähneln dem Kern Histidin-tragender 

Phosphotransfer-HPt-Domänen; ein Alignment ausgewählter Sequenzen befindet sich unter dem 

MAGUK-Alignment.  Die vorhergesagte Sekundärstruktur basierend auf dem Aligment der Lin-2- 

und Lin-7-Homologen und die bekannte Sekundärstruktur der HPt-Domäne (1a0b) stehen in den 

letzten beiden Zeilen (H, Helix bekannt oder vorhergesagt mit einer durchschnittlichen 

Genauigkeit  > 82%); h, Helix bekannt oder vorhergesagt mit einer durchschnittlichen 

Genauigkeit < 82%)) (Rost et al. 1994). Das multiple Alignment ist in drei separate Blöcke 

unterteilt (hervorgehoben durch Zahlen in Klammern). MACAW Alignment-Analysen (Schuler et 

al. 1991) zeigen signifikante Sequenzähnlichkeit für die beiden Kopien der Domäne in Lin-2 und 

für die Domäne in Lin-7 (markiert mit einer roten Linie über dem Alignment). Für den ersten Block 

mit einem  P value von 7.7*10-13 über 12 Aminosäuren, für den zweiten Block mit einem P value 

von 4,9*10-8 über 6 Aminosäuren und für den dritten Block mit einem P value von 10-50 über 13 

Aminosäuren. 
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           Abbildung 4.  Domänen-Architektur der L27-Domänen-tragenden Proteine (grün).  

Die Abbildung beinhaltet nur Proteine unterschiedlichen modularen Aufbaus. Die Domännamen 

sind dem Simple Modular Architecture Research Tool (Schulz et al. 1998, Schulz et al. 2000) 

(http://smart.embl-heidelberg.de) entlehnt. GuKc: Guanylat-Kinase-Domäne; S_TKc: 

Serin/Threonin Protein-Kinase-Domäne; SH3: src Homologie 3 Domäne; PDZ: Domäne in PSD-

95, dlg und ZO-1/2 - Proteinen. 
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3.2.2. GRAM, eine neue Domäne in Glucosyltransferasen,     

          Myotubularinen und anderen Membran-assoziierten Proteinen   

          (Doerks et al. 2000) 

 

UGT51/52 Glucosyltransferasen sind wesentlich für die Biosynthese von 

Sterolglucosiden, Membran-assoziierten Lipiden, die in vielen Eukaryoten anzutreffen 

sind (Warnecke et al. 1999). Der katalytischen Domäne geht in Hefe und 

Dictyostelium eine N-terminale Ausdehnung voraus, die homologen Proteinen in 

Pflanzen fehlt (Warnecke et al. 1999). 

Eine PSI-BLAST-Suche (Altschul et al. 1997, Altschul et al. 1998) gegen nrdb mit 

einer konservierten Region (Aminosäuren 207 bis 274) der N-terminalen 

Verlängerung (siehe Abbildung 5) von Dictyostelium discoideum findet den Bereich 

mit signifikanter Ähnlichkeit (E=10-4) in anderen Glucosyltransferasen in Hefe. Nach 

der zweiten Iteration wird die konservierte Region in TBC-Domänen-tragenden 

Proteinen (E=2*10-8), die die GTPase-Aktivität in Rab-ähnlichen GTPasen regulieren 

(Neuwald et al. 1997) und in hypothetischen Proteinen (E=3*10-9) detektiert (siehe 

Abbildung 6). Weitere iterative Suchen spüren eine Kopie der Domäne  in den Rab-

ähnlichen GTPase Aktivatoren (E=2*10-7) und als verkürztes Duplikat in den 

Glucosyltransferasen in Hefe (E=7*10-4) auf. Dieses verkürzte Duplikat geht            

C-terminal direkt in eine PH-Domäne über. 

Nach der fünften Iteration wird die neue Domäne in C2-Domänen-tragenden 

Proteinen (E=2*10-5) und in einigen kleinen Formin-bindenden ABA (abscisic acid-

responsive-element-binding) Proteinen (E=1*10-4) gefunden. Diese Proteine spielen 

bei der Streßantwort in höheren Pflanzen eine Rolle (Giraudat et al. 1994, Choi et al. 

2000). Die Ergebnisse werden durch Hidden Markov Model-Suchen (Eddy 1998) 

gestützt.  

Weitere PSI-BLAST-Suchen zeigten Ähnlichkeit unmittelbar unterhalb des 

Signifikanz-Schwellenwertes zu MTM1/MTMR1 Myotubularinen (Laporte et al. 1996, 

1998) (E=0.064), einer Familie dual-spezifischer Phosphatasen und zu Sbf (SET 

(Suvar3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax)-domain-binding factor) Proteinen (E=1.4); 

Sbf-Familien-Mitglieder sind Myotubularin-ähnliche Proteine, die die Phosphatase-

Aktivität verloren haben (Cui et al. 1998). Mutationen in der neuen Domäne und 

anderen Regionen des mtm1-Gens sind verantwortlich für eine angeborene  
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Myopathie, die durch Hypotonie und Atmungsinsuffizienz gekennzeichnet ist (de 

Guyon et al. 1997, Laporte et al.1996). 

Die schwache Homologie wurde durch MACAW-Alignment-Analysen bestätigt            

(P values zwischen 10-11 and 10-50). 

Die neue Domäne erhielt den Namen GRAM nach den besser charakterisierten 

Glucosyltransferasen, Rab-ähnlichen GTPase-Aktivatoren und Myotubularinen. 

Die Gram-Domäne ist nur in einer von sechs als biochemische GTPase-Aktivatoren 

identifizierten Familien vorhanden (Albert et al. 1999), was eine Funktion hinsichtlich 

der Aktivationsregulierung unwahrscheinlich macht. 

Alle nicht-katalytsichen Domänen (PH-Domäne (Gibson et al. 1994, Zhang et al. 

1995), TBC-Domäne (Neuwald et al. 1997), C2-Domäne (Rizo et al. 1998, Davletov 

et al. 1993) , FYVE-Domäne (Gaullier et al. 1998), C1-Domäne (Hurley et al. 1998) 

und andere), mit denen die GRAM-Domäne in Proteinen gemeinsam auftritt, sind 

erstlinig in Membran-assoziierte Prozesse involviert.  

 

Die GRAM-Domäne hat eine durchschnittliche Länge von 70 Aminosäuren (50 in der 

verkürzten Variante). Sekundärstrukturvorhersagen mit PHD (Rost et al. 1994) 

zeigen vier β-Stränge, die für den Kern der Domäne eine β-Faltblattstruktur 

annehmen lassen. Jeder Strang besitzt eine konservierte aromatische Aminosäure; 

weitere Charakteristika sind konservierte geladene Aminosäuren und ein invariantes 

Glycin (Abbildung 5). Die C-terminale α-Helix fehlt in der verkürzten PH-Domänen-

assoziierten GRAM-Domäne. Vergleichbare Verkürzungen sind kein ungewöhnliches 

Phänomen (siehe z.B. Ubiquitin-konjugiernde Enzym-Familie (Ponting et al. 1997, 

Koonin et al. 1997)). 

 

Zusammenfassend scheint die neu entdeckte Domäne intrazelluläre Protein- oder 

Lipidbindungseigenschaften im Rahmen der Signaltransduktion zu erfüllen und in 

wichtige Membran-assoziierte Prozesse involviert zu sein. 

Sie ist sowohl Spezies-übergreifend in Proteinfamilien vertreten (z.B. Rab-ähnliche 

GTPase-Aktivatoren, Myotubularine (MTM1/MTMR1)) als auch in Spezies-

spezifische Stoffwechselvorgänge eingebunden (z.B. Glucosyltransferasen). 

 

  



  
FI P1       at  138 KVFKQTFD- - - - CLPDEKLLKT- - - - - - YACYLSTS- - - - - - - - - - - - - - AGPVLGVMYLSTHKLAFSSDNPLSYKE- - GEQTLWSYYKVVLPANQLKAVNPST  Q9SE96 
T31B5_20   at  143 SLFRQI FG- - - - TEPNETLKKT- - - - - - FACYLSTT- - - - - - - - - - - - - - TGPVAGTVYLSNARVAFCSDRPLYFTAP- SGQESWSYYRVVVPLANVATVNPVV  CAB86627 
ARP        hv 229 KLYKQTFG- - - - SGPDEHVKKT- - - - - - FACYLSTA- - - - - - - - - - - - - - TGPVAGTLYLTNTNVAFCSDRPLSFAAP- SGQTAWSYYKVMI PLAKLAAVEPVT  Q9ZTW0 
 
AT4G01600  at  106 RVFQREFG- - - - VLAVEKLLDS- - - - - - FVCYI STT- - - - - - - - - - - - - - SGPVTGVI YI SNRRI AFCSDYAI RLPSSAGGNGVAAYYKVVMEWEKI SSI SSST  CAB77730 
L9470. 23b  sc 570 ERFRYHFK- - - - FNKEKSLI ST- - - - - - YYTYLNR- - - - - - - - - - - - - - - NVPVYGKI YVSNDTVCFRSLLPGSNT- - - - - - - - - - - - YMVLPLVDVETCYKEK  Q06321b 
UGT51C1b   ca 818 RNFQSHFS- - - - - - TNSKLLAS- - - - - - YYGHLLR- - - - - - - - - - - - - - - TVPVYGKI YVSETDVCFRSLLPGVST- - - - - - - - - - - - KMVLPMTDI EEVRASR  Q9Y752b 
UGT51B1b   pp 586 SRFRKHFS- - - - LPDSEELLAS- - - - - - YFCHFQK- - - - - - - - - - - - - - - NI PVYGKVYLGTTCI CYRSLFPGTNT- - - - - - - - - - - - TMI LPYSDI ENVYNLK  Q9Y751b 
UGT51B1a   pp 196 EKLKTTFD- - - - LSDDDEFVND- - - - - - YPCWLLH- - - - - - - - - - - - - - - EVFLQGHI YI TSRYLLYFAFLPKRDS- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -    Q9Y751a 
UGT51C1    ca 296 DKLQRVFD- - - - LSDEDTFCGN- - - - - - YSAWLI K- - - - - - - - - - - - - - - DVLLQGHVYLTKDALLYFAFLPKRFS- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -    Q9Y752a 
L9470. 23a  sc 187 AKLRQRFC- - - - LDEQEPFLND- - - - - - FPAWLLK- - - - - - - - - - - - - - - DVLVQGHI FI TTKHFLFFAYLPKNPR- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -    Q06321a 
UGT52      dd 207 I KI KNKLG- - - - LPADEVLI TW- - - - - - FNCTNFKG- - - - - - - - - - - - - - AQLKYGFLYI SNNNI CFRSKFGFQKR- - - - -  - - - - - - TI VI PLSQVI EI KKYS  Q9XYD4 
 
F15K9. 2    at  688 SAFQKLFG- - - - LPQEEFLI ND- - - - - - FTCHLKR- - - - - - - - - - - - - - - KMPLQGRLFLSARI VGFYASI FGNKT- - - - - - - - - - - - KFFFLWEDI EEI QVLP  Q9ZVT9  
Tl 6L24     at  229 GPLQTI FD- - - - LLPDEVVEHS- - - - - - YSCALER- - - - - - - - - - - - - - - SFLYHGRMYVSAWHI CFHSNVFSKQM- - - - - - - - - - - - KVVVPLGDI DEI RRSQ  CAB75463 
C20F10. 07  sp 197 RDFHRI FK- - - VLPPEDHLI DD- - - - - - YGCALQR- - - - - - - - - - - - - - - DI FLHGRMYLSESHI CFNSSI FGWVT- - - - - - - - - - - - NI VI PVTEI VSVEKKS  O42976 
KI AA1201   hs 119 EDFRKLFK- - - QLPDTERLI VD- - - - - - YSCALQR- - - - - - - - - - - - - - - DI LLQGRLYLSENWI CFYSNI FRWET- - - - - - - - - - - - LLTVRLKDI CSMTKEK  Q9ULL9 
YK26G5. 5   ce  74 LQFKKI FVDKGLI EENDQFLAS- - - - - - YSCAYQR- - - - - - - - - - - - - - - EI LAQGRMFI SQFNVCFYANI I GWET- - - - - - - - - - - - TLVI PMKEI SLVKKMK  O02054 
YLR072W    sc 164 KKFRQMFK- - - PLAPNTRLI TD- - - - - - YFCYFHR- - - - - - - - - - - - - - - EFPYQGRI YLSNTHLCFNSTVLNWMA- - - - - - - - - - - - KLQI PLNEI KYLDKVT  Q08001 
YFE2_YEAST sc 198 KDFHETFK- - - SVPKDDRLLDD- - - - - - FNCGLNR- - - - - - - - - - - - - - - ELLYQGKLYI TETHLCFNSNVLGWI A- - - - - - - - - - - - KVLI AFEDVTFMEKTS  P43560 
YHO0_YEAST sc 548 AEFHAI FKDS- GVSPNERLI LD- - - - - - HSCALSR- - - - - - - - - - - - - - - DI LLQGRMYI SDQHI GFYSNI LGWVS- - - - - - - - - - - - TVFI PFKTI VQI EKRA  P38800 
D9798. 13   sc 647 SEFHTLFKDC- DI NPNEKLI VD- - - - - - HSCALSR- - - - - - - - - - - - - - - DI LLQGRMYI SDAHI GFFSNI LGWVS- - - - - - - - - - - - TVFI PFKEI VQI EKKT  Q06681 
KI AA0767   hs 440 GNFHEI FN- - - - LTENERPLAVCENG- - WRCCLI NRDRKMPT- - - - - - - - DYI RNGVLYVTENYLCFESSKSGSSKR- - - - - - - - - - - NKVI KLVDI TDI QKYK  Q9Y4B9 
 
VRP        hs  42 EFFRAFFR- - - - LPRKEKLHAV- - - - - - VDCSLWTPFS- - - - - - - - - - - - RCHTAGRMFASDSYI CFASREDGCC- - - - - - - - - - - - - KI I LPLREVVSI EKME  O95759 
KI AA0676a  hs 154 LKMRKQFG- - - - MPEGEKLVNY- - - - - - YSCSYWKG- - - - - - - - - - - - - - RVPRQGWLYLTVNHLCFYSFLLGKEV- - - - - - - - - - - - SLVVQWVDI TRLEKNA  O75163   
KI AA0676b  hs 300 ECYRATFR- - - - LPRDERLDGH- - - - - - TSCTLWTPFN- - - - - - - - - - - - KLHI PGQMFI SNNYI CFASKEEDAC- - - - - - - - - - - - - HLI I PLREVTI VEKAD  O75163   
Y45F10A. 6a ce 166 EKFHKSFS- - - - I PPDEKLVNY- - - - - - YKCCLWKG- - - - - - - - - - - - - - KVPAQGDLFLSVNFLCFHAFMMGNET- - - - - - - - - - - - KI KLKWTDI VRLERVS  O62462   
Y45F10A. 6b ce 321 DAFRCQFN- - - - LPLTEKLDGD- - - - - - TQCRLFTPYD- - - - - - - - - - - - RRHVPGKLFVSANFVCFASRTERLV- - - - - - - - - - - - - SI VVPLI EVTSI EECS  O62462   
CG7324a    dm 136 SKFRQI FK- - - - MPEEERLVI S- - - - - - YSATYVKN- - - - - - - - - - - - - - KI PRQGQLYI SLNHVCFYSYMLGQEI - - - - - - - - - - - - KRI I RFAELEDI SRNA  Q9VP46   
CG7324b    dm 282 EEFRI YFR- - - - LPQSEI I DGK- - - - - - I KANI WTPYS- - - - - - - - - - - - KRFNSGFI YLSPNFFCFRSDVKDLV- - - - - - - - - - - - - SVVI PMKTI KSVEKKD  Q9VP46   
MI C1_YEAST sc  29 EKFRLKYK- - - - LPANENI LEDTNAEVSFATSI KDGKGHSDRVNNKGRKTAYVYSGRLFLTPHFLVFRDAFDHSSC- - - - - - - - - - - - VLI LNI STI KRVERSP  P53258 
C1259. 11C  sp  20 LDPASFFR- - - - I NKQEEI I AS- - - - - - TVCEI GWE- - - - - - - - - - - - - - YSKSFGNAYI CTSFLCFHSDDFKT- - - - - - - - - - - - - - RFTFPLAAVRKLEREN  O94711   
                                          *                                       * *                             *  
MTM1_HUMAN hs  29 RDLTEAVP- - - - RLPGETLI TD- - KEVI YI CPFNG- - - - - - - - - - - - - - - - - PI KGRVYI TNYRLYLRS- LETDSSL- - - - - - - - - - - I LDVPLGVI SRI EKMG  Q13496 
MTMR1      hs  90 AQM- EEAP- - - - LFPGESI KAI - VKDVMYI CPFMG- - - - - - - - - - - - - - - - - AVSGTLTVTDFKLYFKN- VERDPHF- - - - - - - - - - - I LDVPLGVI SRVEKI G  AJ224979 
MTM1_DM    dm  41 I LRDTPFG- - - - YLEGEEDQDQ- KNDVTYVCPYRG- - - - - - - - - - - - - - - - - PVFGALTI TNYRLYFRSLPLRDQEPPV- - - - - - - - - VVDVPLGVI ARVEKI G  AAF52327 
MTM1_CE    ce  19 ASSSI DLK- - - - LLAAESLI WT- EKNVTYFGPLGK- - - - - - - - - - - - - - - - - - FPGKI VI TRYRMVFLVGDGGKMYEQW- - - - - - - - - KLDI PLGQVSRI EKVG  AAF60423
 
SBF_DM     dm 922 PKI QTPC- - - - - LLPGEDLVTD- - - - - HLRCFLMPDGREDE- - - - - - TQCLI PAEGALFLTNYRVI FKGSPCDPLFCEQ- - - - - - - VI VRTFPI ASLLKEKKI S  AE003693 
SBF1       hs 656 PKLLRPRL- - - - LPGEECVLDG- - - - - - LRVYLLPDGREEGAGGSAGGPALLPAEGAVFLTTYRVI FTGMPTDPLVGEQ- - - - - - - VVVRSFPVAALTKEKRI S  AAC39675 
SBF_CE     ce 788 GNF- DPV- - - - - LAHGEFLI SD- - - - - PI DCYLLTSI EESE- MSLNRLENLLPADGSLFLTNYRVI FKGKSVDI NATNG- - - - - - - TI VQTI PLYSMESFKKLT  AAC67405 
Consensus 80%     . . hpp. a. . . . . h. . . - phh. p. . . . . . a. s. h. p. . . . . . . . . . . . . . . ph. h. G. haho. . hhsFhu. h. . . . . . . . . . . . . . . . . . h. h. h. ph. . hp. . .  
Sec. st r uct . pr ed.   . . . ee. . . . . . . . . . . . . ee. . . . . . . . eEEEEe. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . eEEEEEE. eEEEEEe. . . . . . . . . . . . . hhhhhhhhhhhhhhhhhhh. . .   
 

Abbildung 5  
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Beschreibung von Abbildung 5. Multiples Alignment der GRAM-Domäne für (ABA-

responsive-element binding) Proteins (FIP1, T31B5_20, ARP, AT4G01600), PH-

Domänen-tragende Glucosyltransferasen  (L9470.23, UGT51B1, UGT51C1), FYVE-

Domänen-tragende Glucosyltransferase (UGT52), hypothetische Proteine (F15K9.2, 

T16L24, C20F10.07, KIAA1201, YK26G5.5, YLR072W, YFE2_YEAST, 

YHO0_YEAST, D9798.13, KIAA0767), TBC-Domänen-tragende Rab-ähnliche 

GTPase–Aktivatoren (VRP, KIAA0676, Y45F10A.6, CG7324, MIC1_YEAST, 

C1259.11C), Myotubularin dual-spezifische Phosphatasen (MTM1_HUMAN, 

MTMR1, MTM_DM, MTM_CE), Sbf1-ähnliche dual-spezifische Phosphatasen 

(SBF_DM, SBF1, SBF_CE). Erste Spalte: Protein-Namen (wiederholt auftretende 

Domänen sind mit a und b gekennzeichnet); zweite Spalte: Spezies-Bezeichnung (at: 

Arabidopsis thaliana; ca: Candida albicans; ce: Caenorhabditis elegans; dd: 

Dictyostelium discoideum; dm: Drosophila melanogaster; hs: Homo sapiens; hv: 

Hordeum vulgare; pp: Pichia pastoris sc: Saccharomyces cerevisae; sp: 

Schizosaccharomyces pombe ); dritte Spalte: erste Aminosäure der Domäne im 

jeweiligen Protein; letzte Spalte: Datenbank Accession Nummer. Konservierte 

geladene Aminosäuren sind rot markiert; konservierte hydrophobe Aminosäuren sind 

blau; zusätzliche konservierte Aminosäuren sind fett gedruckt. Mutationen in der 

GRAM-Domäne im Gen MTM1 sind mit Sternen über der Sequenz MTM1_HUMAN 

gennzeichnet. 

Die Konsensus-Sequenz (konservierte Aminosäuren in 80 % aller Sequenzen) 

befindet sich unter dem Alignment; h, p, a, u, s, o und - stehen für hydrophobe, 

polare, aromatische, winzige, kleine (s =small), alkoholische und negativ geladene 

Aminosäuren. Die vorhergesagte Sekundärstruktur steht in der letzten Zeile (H, Helix 

bekannt oder vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit  > 82%; h, Helix 

bekannt oder vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit < 82%;              

B, β-Strang vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit  > 82%; b, β-

Strang vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit < 82%) (Rost et al. 

1994). 

 

 

 

 



 

0 100 200 

Glucosyltransferase,  
Dictyostelium 
discoideum 

G
R

G
R

Glucosyltransferase 

Glucosyltransferase Glucosyltransferasen, 
yeasts 

G
R

G
R

Zwei Varianten von 
 Rab-like GTPase-  
Aktivatoren, Hefe, 
C. elegans, Drosophila 
und Mensch 

G
R

G
R

G
R

C2-Domänen-tragendes Protein, 
Arabidopsis 

Hypothetische  Proteine, Hefe, 
C. elegans und Mensch 

ABA-Proteine, Pflanzen 

G
R

G
R
G
R

G
R
G
R

G
R
G
R

G
R
G
R

G
R
G
R

G
R
G

RA

G
R

G
R
G
R
G
R

G
R
G
R
G
R

Myotubularin dual-spezifische Phosphatasen 
(MTM1/MTMR1), 
C. elegans, Drosophila und Mensch 

G
R

DENN Sbf1 Proteine, 
C.elegans,Drosophila 
und Mensch 

G
R
G
R
G
R



 
Ergebnisse und Diskussion 

34 

 
 
Beschreibung von Abbildung 6. Domänen-Architektur von GRAM-Domänen-tragenden 

Proteinen.  

Die Abbildung beinhaltet nur Proteine unterschiedlichen modularen Aufbaus. Die 

Domännamen sind dem Simple Modular Architecture Research Tool (Schultz et al. 1998, 

Schultz et al. 2000) (http://smart.embl-heidelberg.de) entlehnt. 

Abkürzungen: C1, Protein-Kinase C konservierte Region 1; C2, Protein-Kinase C 

konservierte Region 2 (CalB); EF, EF-hand, Calcium-bindendes Motiv; FYVEE, Domäne in 

Fab1, YOTB, Vac1 und EEA1; PH, Pleckstrin-homologe Domäne; DSPc, katalytische 

Domäne dual-spezifischer Phosphatasen; TBC, Domäne in Tre-2, BUB2p und Cdc16p. Die 

DSPc-Domäne in Sbf1-Proteinen ist nicht katalytisch aktiv, gekennzeichnet durch ein X.  Die 

C1-Domäne ist nur im Sbf1-Protein von Drosophila melanogaster vorhanden.  

Die DENN-Domäne ist definiert von Pfam (Bateman et al. 2000), die Domänengrenzen der 

Glucosyltransferase wurden der Literatur entnommen (Warnecke et al. 1999). 

 

 

3.2.3.  DDT, eine neue DNA-bindende Domäne in unterschiedlichen   

           Transkriptionsfaktoren, Chromosom-assoziierten und anderen  

           nuklearen Proteinen (Doerks et al. 2001) 

 

Chromatin-umbildende Komplexe sind notwendig für die Zerstörung und 

Umgestaltung der Nuleosomenanordnung und beeinflussen die transkriptionelle 

Aktivität dieser Regionen (Kornberg et al. 1999). Unterschiedliche Bromodomänen-

tragende Proteine sind mit diesen Komplexen assoziiert. Sie sind verantwortlich für 

Proteinbindung und in regulative Prozesse involviert (Barlev et al. 1998, Dhalliun et 

al. 1999). 

Alle bekannten Domänen im BPTF Transkriptionsfaktor (Bromodomäne- und PHD-

Finger) (Jones et al. 2000) sind als Proteinbindungsdomänen charakterisiert (Barlev 

et al. 1998, Aaasland et al. 1995). Eine Analyse unterschiedlicher Regionen des 

Transkriptionsfaktors sollte das Auffinden einer potentiell vorhandenen DNA-

bindenden Domäne ermöglichen.   

PSI-BLAST-Suchen (Altschul et al 1997, Altschul et al 1998) gegen NRDB (non-

redundant database) mit dem N-terminalen Bereich (konservierte Aminosäuren 102 

bis 162, Abbildung 7) von BPTF entdeckten signifikante Ähnlickeit zu Proteinen mit          

N-terminalen AT-Hooks (Aravind et al. 1998) in C.elegans (E=7x10-11) und  
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Drosophila (E=2x10-15) und annähernd 100% Identität zu einem C-terminal 

verkürzten menschlichen Transkriptionfaktor (FALZ or FAC1, 810 Aminosäuren 

Länge), von dem angenommen wird, dass er bei der Alzheimer Erkrankung eine 

Rolle spielt (Bowser et al. 1995).   

Nach weiteren iterativen PSI-BLAST-Suchen wurde Homologie zu einem vier PHD-

Domänen-tragenden (Aasland et al. 1995) Protein MOI20 unbekannter Funktion 

(E=10-3), einem Homeobox-tragenden (Gehring et al. 1994), vermutlich DNA-

bindenden Protein (E=10-4), zu hypothetischen Proteinen in Arabidopsis thaliana 

(E=4x10-6) und (mit schwacher Signifikanz, E=~0.04) zu hypothetischen 

Hefeproteinen gefunden. 

Zusätzliche Hidden Markov Model-Suchen (Eddy 1998) zeigen Sequenzähnlichkeit 

kaum unterhalb des Grenzwertes zur BAZ-Familie chromatin-umbildender Faktoren 

(E=0.15); BAZ-Proteine (Jones et al. 2000) ähneln in ihrer modularen Architektur den 

BPTF-Transkriptionsfaktoren. Diese Proteine spielen eine Rolle beim Williams 

Syndrom, einer komplexen Entwicklungsstörung mit multisystemischen Defekten 

(Morris et al. 1988, Lu et al. 1998, Bochar et al. 2000). Die schwache Homologie 

wurde durch MACAW-Alignment-Analysen (Schuler et al. 1991) bestätigt (P-values 

between 10-12 and 10-50).  Die neu entdeckte Domäne wurde DDT nach den besser 

charakterisierten DNA-bindenden Homeobox-tragenden Proteinen, den 

unterschiedlichen Transkriptions- und Chromatinumbildungs-Faktoren benannt. 

Die durchschnittlich 60 Aminosäuren lange DDT-Domäne ist ausschliesslich mit 

nuklearen Domänen assoziiert (siehe Abbildung 8); die Analyse des multiplen 

Alignments zeigt charakteristische konservierte geladene Aminosäuren, N-terminale 

Phenylalanine und C-terminale Leucine (siehe Abbildung 7). Eine frühere 

Veröffentlichung (Jones et al. 2000) über das angebliche Vorhandenseins eines 

LXXLL (Heery et al. 1997) Protein-Protein-Interaktionsmotives ist nicht 

nachvollziehbar; das Motiv ist nur in der BAZ-Subfamilie konserviert und damit nicht 

von funktioneller Relevanz. 

Eine DNA-bindende Funktion der DDT-Domäne ist wahrscheinlich. Von einigen der 

identifizierten Proteinen ist bekannt, dass sie DNA binden, ohne daß eine DNA-

bindende Domäne charakterisiert ist (z.B. ACF1 (Ito et al. 1999) und BPTF (Jones et 

al. 2000). 
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Weiterhin wurde bereits experimentell nachgewiesen, dass FAC1 (die verkürzte 

Variante von BPTF) in der N-terminalen Region (Aminosäuren 1 bis 398), die die 

DDT-Domäne beinhaltet, essentiell für DNA-Bindung ist (Jordan-Sciutto et al 1999). 

PHD (Rost et al. 1994) sagt drei Helices als Sekundärstruktur für die DDT-Domäne 

voraus; vielen DNA-Bindungsdomänen liegt ein Faltungstyp aus drei Helices 

zugrunde. 

   
BPTF    hs 102 NEHI MNVI AI YEVLRNFGTVLR- LSPFR- - - - - - FEDFCAALVSQ- EQCTLMAEMHVVLLKAVLREEDT Q9UI G2 
CG17135 dm 189 NTHVLRALSI YEVLRRFRHMVR- LSPFR- - - - - - FEDLCAALACE- EQSALLTEVHI MLLKAI LREEDA Q9W0T0 
F26H11  ce 253 TASI MDAVEI YEI LRSYHRTLR- I TPFT- - - - - - FEDFCAALI SH- NNSCI MAEVHMALLRNCLKSDDE O45409 
BAZ1A   hs 573 PEI FGDALMVLEFLNAFGELFD- LQDEFPDG- VTLEVLEEALVGN- DSEGPLCELLFFFLTAI FQAI AE Q9UI G1 
BAZ1B   hs 605 NTLFGDVAMVVEFLSCYSGLL- - LPDAQYP- - I TAVSLMEALSADKGGFLYLNRVLVI LLQTLLQDEI A Q9UI G0 
ACF1    dm 347 EHLLGDAFMMREFMHTYTGLLSGI EVFRQN- - LSFYEMTRALTAR- EI AGPLSDI LLVLLGTVFDLQKE Q9Y0W1 
ZK783   ce 525 SQGFADALMVHEFVQNFGHVLG- I DLEI A- - - PKLESLCAGLDGDANHAEQTLQLTRQLLRLALEFPGM Q23590 
H20J04  ce 473 NAEFEDYLFI FQFFNSFKQLLP- LKEI RGSDEVQFSDI I I AI KCNDPQNSSFADLLRVLLSI RTDI ADE AAF39888 
F3M18   at  658 DETVGNLLMVWRFLI SFSDVLD- LWPFT- - - - - - LDEFI QAFHDY- DSR- LLGEI HVTLLRSI I RDVED Q9SGP0 
MLN1    at  515 DENVANLLMVWRFLI TFADVLG- LWPFT- - - - - - LDEFAQAFHDY- DPR- LMGEI HI VLLKTI I KDI EG BAB10985 
MOI 20   at  193 EEAVAHLLSVYGFLRSFSFQLY- I CPFE- - - - - - LNDFVGALYFS- GPNSLLDAVHVALLRALKGHLER BAA98208 
MAH20   at  298 MDCVGDLLMVWDFCTSFGRQLH- LWRFS- - - - - - LEDFENAVCHKESNLVLI MEVHASLFRFLI NERGD BAB10012 
Ypl 216  sc 376 QFPTERLLVVYQFLSFFGRFI G- LSHFN- - - - - - FDQFLTTI KCT- SPEALVDEYVKI NFLKTYNSKGS Q08964 
F1N21   at  217 TEEAGNVCQLFEFCSAFGKALA- LKEGHAET- I VRELFI CGRNTRRQQYCSI TQMMI QLLDLI SKDREM O49273 
YGN3    sc 424 FDSFGKLLQAYQFLNTFGSKI C- LSHFS- - - - - - LDQFI TSLKCT- DPYELKGEVVLVNI RTQTSKEQE P53125 
hypAT1  at  187 EEAVVYLLSVYGFLRSFSVQLY- I CPFG- - - - - - LDDFVGALNFL- GPNSLLDAVHVALMRALKGHLER BAB11682 
hypAT2  at  258 PEDAGNVFQFLEFCSAFGKALD- LRKGQAE- - CVI REMLSGRSKRRQQYSTLTQMI I QLLTVI LEDRGE BAB10159 
Consensus( 80%)  . . . h. phh. l hpFhpsFuphL. . l p. hp. . . . . . hpph. . ul . sp. p. . . . h. pl hhhLLphhhpp. . .  
sec. st r uc. pr ed . . . hhHHHHHHHHHHHHHhh. . . . . . . . . . . . . . HHHHHHHH. . . . . . . hHHHHHHHHHHHHHHh. . . .  
 

 

Abbildung 7. Multiples Alignment der DDT-Domäne für BPTF (bromodomain, PHD finger 

transcription factor) Transkriptionsfaktor - ähnliche Proteine (BPTF, CG17135, F26H11), BAZ 

(bromodomain adjacent to zinc finger) - Proteine (BAZ1A, BAZ1B, BAZ2A, BAZ2B, ACF1, 

ZK783, H20J04), HOX-Domänen-tragende Proteine (F3M18, MLN1), PHD-Domäne-

tragendes Protein (MOI20) und andere hypothetische Proteine (MAH20 Ypl216 F1N21 

YGN3 hypAT1 hypAT2). Erste Spalte: Protein-Namen; zweite Spalte: Spezies-Bezeichnung 

(at: Arabidopsis thaliana; ce: Caenorhabditis elegans; dm: Drosophila melanogaster; hs: 

Homo sapiens; sc: Saccharomyces cerevisae); dritte Spalte: erste Aminosäure der Domäne 

im jeweiligen Protein; letzte Spalte: Datenbank Accession Nummer. Konservierte geladene 

Aminosäuren sind rot markiert; konservierte hydrophobe Aminosäuren sind blau; zusätzliche 

konservierte Aminosäuren sind fett gedruckt. Die Konsensus-Sequenz (konservierte 

Aminosäuren in 80 % aller Sequenzen) befindet sich unter dem Alignment; h, p, u, s, l und - 

stehen für hydrophobe, polare, winzige, kleine (s =small), aliphatische und negativ geladene 

Aminosäuren. Die vorhergesagte Sekundärstruktur steht in der letzten Zeile (H, Helix 

vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit  > 82%); h, Helix vorhergesagt mit 

einer durchschnittlichen Genauigkeit < 82%)) (Rost et a. 1994). 
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Beschreibung von Abbildung 8. Domänen-Architektur von DDT-Domänen-tragenden 

Proteinen.  

Die Abbildung beinhaltet nur Proteine unterschiedlichen modularen Aufbaus. Die 

Domännamen sind dem Simple Modular Architecture Research Tool (Schultz et al. 1998, 

Schultz et al. 2000) (http://smart.embl-heidelberg.de) entlehnt. 

Abkürzungen: AT, AT_Hook, DNA-bindende Domäne mit Präferenz für A/T-reiche Regionen; 

BROMO, Bromodomäne; HOX, DNA-bindende Homeodomäne; MBD, Methyl-CpG-bindende 

Domäne; PHD, PHD C4HC3 Zinkfinger. 

 

 

3.2.4.   BSD, eine neue putativ DNA-bindende Domäne in 

             Transkriptionsfaktoren, synapsen-assozierten und anderen   

             hypothetischen Proteinen (Doerks et al. 2001) 

 

Die RNA-Polymerase B benötigt zur Transkriptionsinitiation verschiedene 

akzessorische Proteine. Für die Transkritionsfaktoren das Säugerprotein BTF2 und 

das Hefehomologe TFB1, essentielle Komponenten dieses Initiationskomplexes sind 

keine funktionellen Bereiche näher charakterisiert (Fischer et al. 1992, Gileadi et al. 

1992). Untersuchungen unterschiedlicher Regionen von BTF2 führten zur 

Entdeckung eines zentralen konservierten Abschnittes (Aminosäuren 180-232, siehe 

Abbildung 9). PSI-BLAST-Suchen (Altschul et al. 1997, Altschul et al. 1998) mit 

dieser Region zeigten schwache Sequenzähnlichkeit (E-value=0.14) zu DOS2-

ähnlichen Proteinen und zu einer Proteinfamilie mit Homologie zu einem Synapsen-

assoziierten Protein in Drosophila (E-value=2.4). Die Funktion der DOS2- 

Proteinfamilie ist unbekannt; Synapsen-assoziierte Proteine werden Neuron-

spezifisch exprimiert und sind wichtige molekulare Bestandteile des Nervensystems 

(Reisch et al. 1995). 

Reziproke Hidden Markov Model-Suchen (Eddy 1998) beginnend mit den Synapsen-

assoziierten Proteinen und verwandten Homologen in Pflanzen (inklusive eines 

Ubox-Domänen-tragenden Proteins) wurden durchgeführt, um die Homologie 

zwischen diesen und den anderen Familien zu belegen. 

Die erste HMMer-Suche zeigte signifikante Ähnlichkeit zu DOS2-ähnlichen Proteinen 

(E-value=7.2 x 10-7) und in weiteren HMMer-Iterationen die erwartete Homologie zu  
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den BTF2-Transkriptionsfaktoren (E-value=2.3x10-3), einem BTB/POZ-Domänen-

tragenden (Zollman et al. 1994) Protein und anderen hypothetischen Proteinen in 

Protozoen (Fig.2). Die neu entdeckte Domäne wurde BSD nach den besser 

charakterisierten BTF2-Transkriptionsfaktoren, Synapsen-assoziierten und DOS2-

ähnlichen Proteinen benannt.  

Ein multiples Sequenz-Alignment wurde angefertigt (Thompson et al. 1994), um für 

alle Proteine die Domänengrenzen korrekt zu definieren (siehe Abbildung 9). Eine 

modulare zusammenhänge Sekundärstruktur ist auf den definierten Bereich 

beschränkt, die Domäne mündet N- und C-terminal in "low compositional complexity" 

Regionen (z.B. N-Terminus von T16K5.150 (185-199) und C-Terminus von DOS2 

(240-265).  

 

Die BSD-Domäne hat eine durchschnittliche Länge von 60 Aminosäuren; 

Sekundärstrukturvorhersagen mit PHD (Rost et al. 1994) gehen von drei Helices aus, 

die sich in kleinen Domänen häufig zu einem "three helical bundle" falten. In der 

dritten vorhergesagten Helix sind ein Phenylalanin und ein Tryptophan in jeder BSD - 

Domänen-Sequenz konserviert.  

Die BSD-Domäne ist in vielen Spezies von einfachen Protozoen bis zum Menschen 

verbreitet, was eine grundlegende und wichtige Funktion annehmen lässt. 

Das Vorkommen der Domäne in BTF2-Transkriptionsfaktoren deutet auf eine Rolle in 

Chromatin-assoziierten Prozessen hin. Diese Vermutung wird durch die modulare 

Architektur hypothetischer  Homologer gestützt (siehe Abbildung 10).  Die Ubox- 

Domäne ist eine RING-Finger ähnliche Domäne, die in Ubiquitinierungsvorgänge 

involviert ist (Aravind et al. 2000); eine nennenswerte Anzahl von 

Ubiquitinierungsproteinen steht in Verbindung mit Chromatin-assoziierten Prozessen 

(Hershko et al. 1998, Ciechanover et al. 1998). In einem anderen Fall geht der BSD-

Domäne eine BTB-Domäne voraus; eine Protein-Protein-Interaktionsdomäne, die 

häufig in Transkriptionsfaktoren gemeinsam mit DNA-bindenden C2H2-Zinkfingern 

vorkommt (Zollman et al. 1994, Bardwell et al. 1994).  

Zusammenfassend rechtfertigen die Resultate die Annahme, daß die BSD-Domäne 

DNA-bindende Funktion hat.  
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TFB1_a       sc   165  LDDSLSKEKLLTNLKLQQ- - - SLLKGNKVLMKVFQE- - - TVI NAGLPPSEFWSTRI PLLRAFA   P32776 
TFB1_b       sc   243  SENKVNVNLSREKI L- - - - - - NI FENYPI VKKAYTD- - - - NVPKNFKEPEFWARFFSSKLFRK   P32776 
BTF2_a       hs   99  LLPKFKRKANKELEEKN- - - - RMLQEDPVLFQLYKD- - - LVVSQVI SAEEFWANRLNVNATDS   P32780 
BTF2_b       hs  180  GCNGLRYNLTSDI I E- - - - - - SI FRTYPAVKMKYAE- - - - NVPHNMTEKEFWTRFFQSHYFHR   P32780 
TFB1dm_a     dm  109  LLPNFKRKVDKDLEDKN- - - - RI LVENPNLLQLYKD- - - LVI TKVLTSDEFWATHAKDHALKK   Q9V713   
TFB1dm_b     dm  182  GCNGLKYNLTSDVI H- - - - - - CI FKTYPAVKRKHFE- - - - NVPAKMSEAEFWTKFFQSHYFHR   Q9V713 
R02D3. 3_a    ce  116  NELAKSVESQSKQVELQAKQKI LQEDRNLEKLYQNL- - - - VATKLI TPDDFWSDYYQKEGVSE   O44499   
R02D3. 3_b    ce  231  CKEI LKFTI QCEYLTR- - - - - KI SRSENYI QKKNLE- - - - LVPHEMSEENFWKKFFQSHYFHR   O44499    
F2A19. 20_a   at    82  LTPAEQLSMAEFELRF- - - - - KLLRENSELQKLHKQ- - - FVESKVLTEDEFWSTRKKLLGKDS   Q9M322   
F2A19. 20_b   at   161  RTNRVTFNLTSEI I F- - - - - - QI FAEKPAVRQAFI N- - - - YVPKKMTEKDFWTKYFRAEYLYS   Q9M322 
SPAC16E8_a   sp   60  RVNSTNLEKDI DLQE- - - - - - SLLTNNPDLLQTFKE- - - AVMKGHLSNEQFWSTRLHLLRAHA   O13745   
SPAC16E8_b   sp  134  VDNQMKVSLTGQQI H- - - - - - DMFEQHPLLRKVYDK- - - - HVP- PLAEGEFWSRFFLSKLCKK   O13745    
B8B20. 390_a  nc  147  WFEDDMLKADVELQQ- - - - - - SLMKKDKALAHI YND[ 6] DSLSDASFNSQFWATRI SLLRAYA   Q9P5N7   
B8B20. 390    nc  227  ENGELKLNI NHEQVQ- - - - - - LI FQQHPLVKRI YNE- - - - NVP- KLTESEFWSRFFLSRLSKK   Q9P5N7 
Hypo47. 2     hs  146  WLSQFCLEEKKGEI S- - - - - - ELLVGSPSI RALYTK- - - - MVPAAVSHSEFWHRYFYKVHQLE   Q9NW68 
Y97E10AR. 6   ce  294  WI SRFNLDEYDGEI N- - - - - - I LLANNPSLRQMFAN- - - - LVPGSVNHETFWKRYFYAI EVAE  CE27417 
F25G13. 200   at   207  WSLGLKLEEKRNEI V- - - - - - ELI NGNKGVKEI YEE- - - - I VPVEVDAETFWRRYYYKVYKLE   Q9SV58 
F15K9. 5      at   179  WESAFSLDGKAEEME- - - - - - KLLEENGDMKGVYKR- - - - VVPSMVDHETFWFRYFYRVNKLK   Q9ZVT6 
HypoBAC      os  409  WRDAFRI DERKEEI E- - - - - - GVLKESPGLESFVER- - - - LVPSVVDYDMFWCRYFFAVDKLR   Q9LI X9 
B23L21. 150   nc  463  WVNEFDVDKKTEAI A- - - - - - ADLDKYPELRATMEK- - - - LVPDQVPYADFWKRYYFLRHGI E   Q9P5L4 
SPAC22A12    sp  167  WEKEI SI DGKTEEI S- - - - - - LLLEEYPDLRKQMES- - - - LVPSEVSYDDFWKRFFWHKEVVQ   O13905 
DOS2         sc   176  QLDPFDVDEKTEEI C- - - - - - SI LQGDKDI SKLMND- - - - I VPHKI SYKDFWHI YFLQRNKI L   P54858 
HypHS        hs  182  VQFNFDFDQMYPVAL- - - - - - VMLQEDELLSKMRFA- - - - LVPKLVKEEVFWRNYFYRVSLI K AAH01468 
SAP47        dm  272  VDFEFSYDTAYPTAI - - - - - - AI MAEDKALETMRFE- - - - LVPKI I TEENFWRNYFYRVSLI I    Q24503 
C16C2. 4      ce  174  ANSEYTYEQQQAMAT- - - - - - LLLKHDPNLANVRFQ- - - - LVPKQVKENQFWQNYFYRI GLI R   O17591 
K7P8         at    86  NVKKDLSDWQEKHAV- - - - - - LVLSKSKELSQLRFK- - - - LCPRVLKEHQFWRI YFQLVRKI V   Q9LRX9 
T16K5. 150    at   195  FDDFEMTDAQYEHAL- - - - - - AVENLASSLAALRI E- - - - LCPAYMSEYCFWRI YFVLVHPI F   Q9M2X8 
F20B24. 15    at   227  I KNLEMSDAQRGHAL- - - - - - AI ERLAPRLAALRI E- - - - LCPCHMSVGYFWKVYFVLLLSRL   Q9SGX8 
HypOS        os  161  DENSI I SDI QRDHME- - - - - - AI EKLVPDLASLRAR- - - - LCPSYMDI DVFWKI YFTLLESNL   Q9LWJ8 
AT2G10950    at   137  DTEFELSEAQRAHAS- - - - - - AI EDLVPGLVAVKNQ- - - - - VSSYMDDEHFWLI YFI LLMPRL   Q9SKH9    
T6L1. 21      at   178  NVRKDLSEWQERHAT- - - - - - LVLGSVKQI SKLRYE- - - - LCPRVMKERRFWRI YFTLVSTHV   Q9CAA2 
F6H11. 10     at   769  FSDFELADAQYEHAL- - - - - - AVERLAPSLASLRI E- - - - LCPEYMTENCFWRI YFVLVHPKL   O49529 
F20N2. 15     at   424  STSSEQLSI KELELRF- - - - - KLLREN- - RYRLHKQ- - - FVESKVLTEDEFWATRKKLLGKDS   Q9LFZ6 
LMAJFV1      l m  340  WALHSLFDFDRDVQE- - - - - - GLLASA- EVRAHRYR- - - - LVPARLKEVTFWANYFWKVHCVG   O60968    
PFC1055W     pf   302  QKLSKSVEI NNELRK- - - - - - LI LCENKELKKLYDY- - - YI ENNI LSDSKFWFFLFNNKYSHL   O97305    
Consensus   ( 80%)      . . . . . . hp. p. . . h. . . . . . . . l hp. . . . l . . hh. p. . . . hss. . hp. ppFW. haa. . h. . h.  
sec. st r uc. pr ed        . . . . . . . . hhHHHHHHHHHHHHHHHh. hHHHHHHHH. . . . . . . . . . . hHHHHHHHHHHh. . .  
 

 

Abbildung 9. Multiples Alignment der BSD-Domäne für BTF2-Transkriptionsfaktoren (TFB1, 

BTF2, TFB1dm, R02D3.3, F2A19.20, SPAC16E8, B8B20.390), DOS2-ähnliche Proteine 

(Hypo47.2, Y97E10AR.6, F25G13.200, F15K9.5, HypoBAC, B23L21.150, SPAC22A12, 

DOS1), Proteine, homolog zu einem synapsen-assoziierten Protein (HypHS, SAP47, 

C16C2.4, K7P8, T16K5.150, F20B24.15, HypOS, AT2G10950, T6L1.21 und mit einer N-

terminalen UBOX (F6H11.10), einem BTB-Domäne-tragenden Protein (F20N2.15) und 

andere hypothetische Proteine (LMAJFV1, PFC1055W). Erste Spalte: Protein-Namen 

(wiederholt auftretende Domänen sind mit a und b gekennzeichnet); zweite Spalte: Spezies-

Bezeichnung (at: Arabidopsis thaliana; ce: Caenorhabditis elegans; dm: Drosophila 

melanogaster; hs: Homo sapiens; lm: Leishmania major, nc: Neurospora crassa, os: Oryza 

sativa, pf: Paramecium falciparum; sc: Saccharomyces cerevisae; sp:  Sacchar omyces 

pombe); dritte Spalte: erste Aminosäure der Domäne im jeweiligen Protein; letzte Spalte: 

Datenbank Accession Nummer. Konservierte negativ geladene Aminosäuren sind rot 

markiert; konservierte hydrophobe Aminosäuren sind blau; zusätzliche konservierte 

Aminosäuren sind fett gedruckt. Die Konsensus-Sequenz (konservierte Aminosäuren in 80 % 

aller Sequenzen) befindet sich unter dem Alignment; h, p, s, l und a stehen für hydrophobe, 

polare, kleine (s =small), aliphatische und aromatische Aminosäuren. Die vorhergesagte  



 
Ergebnisse und Diskussion 

41 

 

Sekundärstruktur steht in der letzten Zeile (H, Helix vorhergesagt mit einer durchschnittlichen 

Genauigkeit  > 82%); h, Helix vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit < 82%)) 

(Rost et al. 1994). 
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Beschreibung von Abbildung 10. Domänen-Architektur von BSD-Domänen-tragenden 

Proteinen.  

Die Abbildung beinhaltet nur Proteine unterschiedlichen modularen Aufbaus. Die 

Domänennamen sind dem Simple Modular Architecture Research Tool (Schultz et al. 1998, 

Schultz et al. 2000) (http://smart.embl-heidelberg.de) entlehnt. 

Abkürzungen: BTB, Broad-complex, Tamtrack and Bric a Brac; Ubox, eine modifizierte Ring 

Finger-Domäne assoziiert mit Ubiquitination.  

Es sei angemerkt, daß die Bezeichung synapsen-assoziiertes Protein irreführend sein kann. 

Die Lokalisation wurde nur für Drosophila (Reisch et al. 1995) experimentell nachgewiesen; 

verwandte Homologe wurden auch in Spezies ohne Synapsen gefunden. 

 

 

3.3.  Automatische Analyse unbekannter Regionen in nuklearen   

        Proteinen - Detektion 28 neuer Domänen-Familien  

        (Doerks et al. accepted) 

 

107 Domänen in Smart sind als überwiegend nuklear definiert (Stand Oktober 2000). 

Hierfür wurde das Computer-Programm Meta-A(nnotator) (Eisenhaber et al. 1998) 

verwendet, welches die Lokalisation aus der Swiss-Prot-Annotation herausliest. 

Domänenfamilien, deren Proteine in mehr als 80% der Swiss-Prot-Einträge nuklear 

annotiert sind, wurden in dieser Analyse berücksichtigt. Aus 86 Domänen wurden 11 

falsch positive eliminiert und weitere 32 überwiegend nukleare Domänen aus der 

Literatur entnommen. Mit der RC-Methode (Doerks et al. accepted) wurden alle 

unbekannten Regionen, die nicht von einer bekannten Smart-Domäne abgedeckt 

werden, aus 24000 überwiegend nuklearen Proteinen in nrdb extrahiert. 

Sequenzabschnitte von weniger als 30 Aminosäuren Länge wurden nicht 

berücksichtigt, da Faltunsgvermögen zu einer eigenständigen Domäne wenig 

wahrscheinlich ist. 

Die extrahierten Zwischen-Domänen-Bereiche wurden mit dem Programm grouper 

des SEALS Programmpaketes (Walker et al. 1997) mit einem "single linkage 

clustering"-Grenzwert  von 50 Bits in homologen Gruppen zusammengeführt. Der  

 

jeweils längste Vertreter einer Gruppe wurde auf das Vorhandensein von "coiled-coil" 

(Lupas et al. 1991) und "low complexity" (Wootton et al. 1996) überprüft und zu einer  
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PSI-BLAST-Suche (Altschul et al. 1997, Altschul et al. 1998) herangezogen; es 

wurden acht iterative Suchen für Sequenzen mit einem Grenzwert von E< 0.001 

durchgeführt. 

 Regionen, die in unterschiedlichem Domänenkontext in mehr als 5 Proteinen 

auftraten, wurden zur weiteren Analyse bereitgestellt (siehe Abbildung 11). 

Um sicherzustellen, dass es sich bei den detektierten Bereichen um bisher 

unbekannte Module handelt, wurde nachgeprüft, ob sie in der  

Pfam-Domänendatenbank (Bateman et al. 2000) oder der Literatur beschrieben sind; 

wenn möglich wurden zusätzliche Genomanalysen durchgeführt, um künstliche 

Genfusionierungen auszuschliessen (z.B. nukleare Domäne nur in einem Fall mit 

einer extrazellulären Domäne assoziiert). 

Von den neu entdeckten Domänen wurden multiple Alignments angefertigt 

(Thompson et al. 1994), die genauen Domänengrenzen bestimmt und zusätzliche 

Hidden markov Model-Suchen (Eddy 1998) durchgeführt, um mögliche weitere 

Familienmitglieder zu identifizieren 

ults without PSI-Blast 
Ergebnis ohne iterative PSI-Blast-
Suche: 
 
 
aus ~15000 Sequenzabschnitten 
 
                ↓ 
    
 ~ 4000 cluster 
 
                ↓  
   
  ~   150 in unterschiedlichem 
              Domänen-Kontext 
   
                ↓ 
  
   ~     8 neue Domänen 

Ergebnis mit iterativen  
PSI-Blast - Suchen: 
 
  
aus ~15000 Sequenzabschnitten 
 
                ↓ 
 
    ~10000 cluster 
 
                ↓  
 
   ~   400 in unterschiedlichem 
              Domänen-Kontext 
        
                ↓ 
     
 ~     20 neue Domänen 

 

Abbildung 11. Ergebnis der automatischen und semi-automatischen Analyse der 

Domänensuche mit und ohne PSI-BLAST-Iterationen. 
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3.3.1  Klassifikation 

 

Es werden neue Domänen in verschiedenen Proteinfamilien in unterschiedlichen 

Spezies, Spezies-spezifische Domänen, Domänen mit entfernter, nicht signifikanter 

Ähnlichkeit zu bereits annotierten Domänen, und Extensionen, die stets mit einer 

spezifischen Domäne assoziiert sind, unterschieden.  

Die automatische Analyse nuklearer Proteine führte zum Auffinden folgender 

Domänen: 

 

i) 15  neue Domänen in verschiedenen Proteinfamilien in  

            unterschiedlichen Spezies und molekularen Kontexten  

            (siehe 3.3.2, Tabelle 1). Drei dieser Domänen wurden während Erstellung  

            dieser Arbeit publiziert (Doerks et al. 2001, Clissold et al. 2001, Callebaut et  

             al. 2001) 

ii)  3 Domänen wurden in einer oder sehr eng verwandten Spezies gefunden       

            (siehe 3.3.3, Tabelle 2) 

iii)  7 weitere Domänen-Familien ähneln nicht signifikant bereits beschriebenen    

            Modulen (eine Domäne wurde während Erstellung dieser Arbeit publiziert  

             (Aravind 2000) )  

             (siehe 3.3.4, Tabelle 3) 

iv)  3 Domänen sind mit einer spezifischen Domäne assoziiert und somit N- oder   

            C-terminale Extensionen (siehe Tabelle 4) 

 

Damit führte die Analyse zu der Entdeckung von 28 neuen Domänen, in mehr als 

1200 Proteinen. 

 

 
3.3.2.  15  neue Domänen in verschiedenen Proteinfamilien in  
            unterschiedlichen Spezies 

 

Die abschliessende Analyse führte zur Entdeckung von 15 neuen Domänen, die 

keinerlei Ähnlichkeit zu bekannten Domänen zeigen und in unterschiedlichen 
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Spezies auftreten. Die vorhergesagten Funktionen erstrecken sich von Metall-

Protein- oder Nukleotidbindung bis zu katalytischer Aktivität. 

 
 

 

 

 

 



 
 
 

Domäne       Beschreibung Länge 
    in 
   AS  

Sek. 
Strukt 
Vorh. 

Vorherges.   
Funktion 

Anzahl 
proteine 

Assoziierte 
Domänen 

   Spezies Acc.Nr. einer 
repräsentativen 
Sequenz 
(Domänen-   
 Grenzen) 

   JmjC* Jumonji related 
family 

 100 β Metallo-
Enzym 

    140  BRIGHT, 
jmjN PHD, 
FBOX, LRR, 
C2, TPR 
PLAc, 
CXXC , 
ZnF_C2H2 

Eu, 
y, a, c, d, h 

    O14607§ 
  (1042-1205) 

   CSZ Domain in chromatin 
remodeling S1 
domain containing 
and  Zinc finger 
proteins 
 

 750 α / β 
 
 

DNA-
Bindung, 
Chromatin- 
Modulation 

     35  S1, SH2, 
C2HC, HhH 

Eu, 
y, a, c, d, h 

     P34703 
   (389-1120) 

    RPR Proteins involved in 
regulation of nuclear 
pre-mRNA 

120 α Protein-
Interaktion 

     40  RRM, 
PWWP, 
SURP ,        
G-Patch 

y, a, c, d, h     Q9SJQ7 
    (88-225) 

    DDT* Different 
transcription and 
chromosome 
remodeling factors 

  60 α DNA-Bindung      30  AT_Hook, 
PHD, HOX, 
BROMO, 
MBD 

y, a, c, d, h     Q9UIG2§ 
   (102-161) 



    TLDc TBC, LysM and 
other proteins 

220 α / β 
+ β 

enzymatisch      30  TBC, LysM, 
R3H, FBOX 

y, a, c, d, h      Q9VNA1§ 
  (1163-1325) 

    PUG Protein kinases, 
UBA or UBX domain 
containing proteins 
and glycanases 

  60 α /β RNA-Bindung      25  C2H2, UBA, 
TGc, UBX, 
S_TKc, 
STYKc 

y, a, c, d, h      Q9MAT3 
    (323-386) 

    HSA Helicases and 
SANT domains 

  70 α  DNA-Bindung        20  SANT, 
BROMO 
DEXDc, 
HELIc 

y, a, c, d, h      P25439§ 
   (501-573) 

    PSP Proline-rich, in 
spliceosome 
associated proteins 

  60 α  RNA - oder 
snRNP-
Bindung 

     15  SAP, C2HC y, a, c, d, h      O16997 
    (299-357) 

   FYRN Trithorax and                      
X-chromosome 
inactivating proteins 

  40 α / β unbekannt     25 PHD, SET, 
PWWP 

   a, c, d, h      Q24742§ 
  (1869-1914) 

   FYRC Trithorax and                      
X-chromosome 
inactivating proteins  

  90 α / β unbekannt     25  PHD, SET, 
PWWP 

   a, c, d, h      Q24742§ 
   (3495-3583) 

    RUN* TBC, PH, FYVE and 
other proteins 

  65 α  GTPase 
signalling 

    40  DENN , TBC, 
PLAT, PH, 
C1, FYVE, 
GST, SH3 

        c, d, h    BAB14033 
    (115-178) 

    BRK Transcription factors 
and CHROMO 
domain helicases 

  50 α / β unbekannt     20  CHROMO, 
PHD, SANT, 
TFSM2, 
DEXDc, 
BROMO 

        c, d, h     O15025§ 
    (882-931) 
 
 
 

    DZF DSRM or 
ZnF_C2H2 domain 
containing proteins 

250 α / β unbekannt     40  C2H2, DSRM         c, d, h     O88531 
  (762-1016) 



    NEUZ Domain in 
neuralized-like 
proteins 

120 β unbekannt      10  SOCS, 
RING, SPRY, 
SH2 

        c, d, h     Q19299 
   (199-321) 

ZnF_TTF Domain in 
transposases and 
transcription factors 
 

100 α + β Metall-
Bindung 

      20  KRAB, BTB     a,      d, h      Q9ZWT4 
   (100-199) 
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Beschreibung von Tabelle 1.  Tabelle der neuen Domänen in unterschiedlichen Spezies. 

Erste Spalte: Domänen-Name; zweite Spalte: Beschreibung der Domäne (z.B. assoziierte 

Domänen oder genauer charakterisierte Proteine); dritte Spalte: ungefähre Länge der 

Domäne (Anzahl der Aminosäuren); vierte Spalte: Sekundärstrukturvorhersage (Roste et al. 

1994) (α: Domäne besteht aus α-Helices; β: Domäne besteht aus β-Faltblättern; α/β: 

Domäne besteht aus α-Helices und β-Faltblättern; fünfte Spalte: vorhergesagte Funktion der 

neuen Domäne; sechste Spalte: Anzahl der Proteine, die die neue Domäne tragen; siebte 

Spalte: Namen der assoziierten Domänen (die Domänen-Namen leiten sich aus dem Simple 

Modular Architecture Research Tool (http://smart.embl-heidelberg.de) (Schultz et al. 1998, 

2000) ab oder sind definiert in Pfam (Bateman et al. 2000) ). Achte Spalte: Spezies, in denen 

die neue Domäne auftritt; eu: Eubakterien; virus: Viren; y: Hefe (yeast); a: Arabidopsis 

thaliana; c: Caenorhabditis elegans; d: Drosophila melanogaster; h: Homo sapiens); neunte 

Spalte: Accession Nummer eines repräsentativen Proteins und die Region, in der sich die 

neue Domäne befindet. 
 * neue Domäne wurde bereits publiziert oder ist "in press". 

§ zusätzliche HMMer-Suchen (Eddy 1998) waren notwendig, um alle Proteine, die die neue 

Domäne tragen, zu identifizieren  

 

 

3.3.2.1 Die PUG-Domäne, befindlich  in N-Glykanasen und anderen   

            nuklearen Proteinen 

 

Die PUG-Domäne repräsensiert beispielhaft die neuen Domänen, die in vielen 

Spezies in unterschiedlichen molekularen Kontexten auftreten. 

 

Ein hypothetisches Arabidopsis Protein (Acc. Nr.: Q9MAT3) trägt zwei Zink-Finger-

Motive (ZnF_C2H2), gefolgt von einer UBA-Domäne (Hofmann et al. 1996). Im        

C-terminalen Bereich nach einer vorhergesagten "coliled coil"-Region sind keine 

weiteren Domänen beschrieben.  PSI-Blast-Suchen mit diesem C-terminalen 

Sequenzabschnitt (siehe Abbildung 12) zeigen signifikante Ähnlichkeit (E-value<10-5) 

zu UBX-Domänen-tragenden Proteinen und zu N-Glykanasen (PNGasen) in 

Metazoen. Bei orthologen Glykanasen in S. cerevisiae, S. pombe und Arabidopsis 

fehlt diese Domäne, was eine bedeutsame Rolle in vielzelligen Animalia annehmen  
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läßt. Nur die S. cerevisiae PNGase ist experimentell untersucht; sie ist im Nukleus 

lokalisiert, tritt aber auch in geringer Menge im Cytosol auf (Suzuki et al. 2000).  

Die neu entdeckte Domäne wurde PUG nach den besser charakterisierten Peptid:N-

Glykanasen und anderen möglichweise nuklearen UBA- oder UBX-Domänen-

tragenden Proteinen benannt. PNGasen sind in die Antwort auf ungefaltete Proteine 

(Unfolded Protein Response (UPR) involviert (Suzuki et al. 2000); die UPR führt zu 

einer Erhöhung  der Transkription von Proteinen des Endoplasmatischen Retikulums 

und zu einer Anreicherung ungefalteter Proteine im ER. Die PUG-Domäne tritt mit 

zwei Domänen (UBA und UBX) assoziiert auf, die eine zentrale Rolle in der Ubiquitin-

vermittelten Proteolyse spielen. Die PUG-Domäne scheint somit ein Bindeglied 

zwischen der ER-assoziierten Reaktion auf ungefaltete Proteine und dem 

Proteinabbau durch Ubiquitination zu sein.   

Ergänzende HMMer-Suchen zeigten schwache Sequenzähnlichkeit zu IRE1p-

ähnlichen Kinasen (Acc. Nr.: Q9SHL6) (E-value: 0.21) in einer Region homolog zu 

dem C-terminalen Schwanz von 2'-5'-oligo(A)-abhängigen Ribonukleasen (Zhou et 

al. 1993) (Siehe Abbildung 13). Obwohl die Ähnlichkeit nicht signifikant ist, ist die 

Übereinstmmung beachtlich, berücksichtigt man den Aspekt, dass die IREp-Kinasen 

bei der UPR eine wesentliche Rolle spielen (Shamu et al. 1996). Der C-terminale 

Schwanz von IRE1p wird für die Induktion der UPR benötigt (Shamu et al. 1996) und 

zeigt Endoribonuklease-Aktivität (Sidrauski et al. 1997).  Diese Aktivität stimmt 

überein mit der C-terminalen Lokalisierung der RNase-Aktivität in homologen 2'-5'-

oligo(A)-abhängigen Ribonukleasen (Bork et al. 1993).  Dieses führt zu dem Schluss, 

dass eine divergente PUG-Domäne im C-terminalen Bereich von IREp vorhanden ist. 
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PNG1mm  mm   30 EASKLLLTYADNI LRNPSDEKYRSI RI GNTAFSTRLLPVRGAVECLFEMGFEEG- - - - - - - - ETHLI FPK Q9JI 78 
PNG1dm  dm   34 EAVRI LLVLLENI LAQPENSMFRTI RQENKAI KEKLLSLPGCERLLEAI GFVRAPS- - - - - - SNAYTLPT Q9NBD5 
F13M7   at   323 RAFQTLLTYMGNVAKNPDEEKFRKI RLTNQTFQERVGSLRGGI EFMELCGFEKI EG- - - - - - GEFLFLPR Q9MAT3 
CG5469  dm  281 ECI ATLI RYLENLI KNPEEEKFCKI RMSNKI FSEKVRYVEGALDVLQAAGFNEVQI - - - - - DGEPFLLWT Q9V8K8 
K24G6   at   204 RVFETLLTI VRNVAKKPDEERYRRI RLKNRLFHERVGRYKEGI EFMELCGFKRVEG- - - - - - SEFLSLSK BAB0942 
T8O11   at   181 SSI DVLLRLFKNI VKEPENAKFRKVRMSNAKI KEAI GDVAGGVELLELVGFELKEE- - NDEI WAVMDVPS Q9ZU93 
MXH1    at   514 TVLQMLLKI VRNI I EQPNEMKFKRLRKGNPAI KRNI LNFPAAVEI LSVVGFVDEMVSESTGAQEPYLVLK BAB0926 
F26K24  at   484 WSLRHLLRLI RNI L- - - - - SHHREI - LDDPKI KEMVGKVPEGLDI FFTARFPNLMM- - - - - - - EI YAFI S Q9SF12 
MJB20   at   321 DSI RDLLRVI RNKL- - - - - NHHREL- - - PPEI QELVGTVPEGFDEYFAVRFPKLLI - - - - - - - EVYRVI S Q9SHL6 
K16H17  at   867 DSI RDLLRVI RNKL- - - - - NHYREL- - - PKELQELLGSVPEGFERYFSSRFPKLLI - - - - - - - QVYTVLF BAB1122 
I RE1mm  mm  831 TSVRDLLRAMRNKK- - - - - HHYREL- - - PAEVRQTLGQLPAGFI QYFTQRFPRLLL- - - - - - HTHRAMRT Q9Z2E3 
ERN1    hs  895 GSVRDLLRAMRNKK- - - - - HHYREL- - - PAEVRETLGTLPDDFVCYFTSRFPHLLA- - - - HTYRAMELCS O75460 
I RE1sc  sc 1046 SKLMDLLRALRNKY- - - - - HHFMDL- - - PEDI AELMGPVPDGFYDYFTKRFPNLLI - - - - - - - GVYMI VK P32361 
YQG4    ce  857 FSVRDLLRAMRNKK- - - - - HHYREL- - - PEDVRQSLGDI PDQFLHYFTSRFPRLLL- - - - HVYKATEYCS Q09499 
SPAC167 sp 1003 SKI LDI LRVLRNKR- - - - - HHYQDL- - - PESVRRVLGDLPDGFTSYFVEKFPMLLL- - - - - - - HCYHLVK O94537 
CG4583  dm  839 ASVRDLLRALRNKK- - - - - HHYHEL- - - TPAAQKMLGCI PHEFTNYWVDRFPQLI S- - - - HAYHAFSI CS AAF5570 
Consensus ( 80%)  . sl p. LLphhcN. h. . . . . p+a+. l . . . s . . hp. hl . pl . . sh. . h. . . . F. ph. . . . . . . . . phh. h. p 
Sec. st r uc. pr ed.  . hHHHHHHHHHHHh. . . . . HhhHH. . . . . HHHHHHHhh. . . . . eeEEEeee. . . . . . . . . . . . EEEEEE.  
 

 

Abbildung 12. Multiples Alignment der PGN-Domänen in N-Glykanasen (PGN1mm, 

PGN1gm), UBX-Domänen-tragende Proteine (F13M7, CG5469), HOX-Domänen-tragende 

Proteine (F3M18, MLN1), UBA/Zink-Finger-Domänen-tragende Proteine (K24G6, T8011), 

hypothetische Zink-Metalloproteinase (MXH1) und Serin/Threonin-Protein-Kinasen (F26K24, 

MJB20, K16H17, IRE1mm, ERN1, IRE1sc, YQG4, SPAC167, CG4583). Erste Spalte: 

Protein-Namen; zweite Spalte: Spezies-Bezeichnung (at: Arabidopsis thaliana; Ce: 

Caenorhabditis elegans; dm: Drosophila melanogaster; hs: Homo sapiens; mm: Mus 

musculus; rn: Rattus norvegicus; sc: Saccharomyces cerevisae; sp: Saccharomyces 

pombe); dritte Spalte: erste Aminosäure der Domäne im jeweiligen Protein; letzte Spalte: 

Datenbank Accession Nummer. Konservierte positiv geladene Aminosäuren sind pink 

markiert; konservierte hydrophobe Aminosäuren sind blau; zusätzliche konservierte 

Aminosäuren sind fett gedruckt. Die Konsensus-Sequenz (konservierte Aminosäuren in 80% 

aller Sequenzen) befindet sich unter dem Alignment; h, p, u, s, l und + stehen für 

hydrophobe, polare, winzige, kleine (s =small), aliphatische und positiv geladene 

Aminosäuren. Die vorhergesagte Sekundärstruktur steht in der letzten Zeile (H, Helix 

bekannt oder vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit  > 82%); h, Helix 

bekannt oder vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit < 82%)) (Rost et al. 

1994). 
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Beschreibung von Abbildung 13. Domänen-Architektur von PUG-Domänen-tragenden 

Proteinen.  

Die Abbildung beinhaltet nur Proteine unterschiedlichen modularen Aufbaus. Die 

Domänennamen sind dem Simple Modular Architecture Research Tool (Schultz et al. 1998, 

2000) (http://smart.embl-heidelberg.de) entlehnt. 

Abkürzungen: C2H2, Zink-Finger C2H2 DNA-bindende Domäne; PQQ, "beta-Propeller 

repeat"; S_TKc, Serin/Threonin Protein-Kinase katalytische Domäne; TGc, 

Transglutaminase/Protease katalytische Domäne; UBA, Ubiquitin assoziierte Domäne; UBX, 

Domäne in Ubiquitination regulierenden Proteinen. 

 

 

3.3.3.  Drei neue Spezies-spezifische  Domänen 

 

Die Spezies-spezifische Radiation einer Domänen-Familie, also die auffällige häufige 

Verbreitung einer Domäne in einem Genom verglichen mit anderen Genomen ist ein 

weit verbreitetes Phänomen (International Human Genome Consortium 2001). In 

extremen Fällen ist es nicht möglich, Ähnlichkeit zu einer Domäne in einer Spezies 

über diese hinaus zu entdecken.  Dies kann auf eine Genom-spezifische 

Neuentstehung oder wahrscheinlicher auf eine gesteigerte Geschwindigkeit der 

molekularen Evolution (keine Sequenzähnlichkeit ist mehr detektierbar) 

zurückzuführen sein.  Ein alternatives Szenario des enormen Verlustes der Domäne 

in vielen Spezies scheint weniger wahrscheinlich.  

3 (~11%) Domänen sind phylogenetsich auf eine Art bzw. Gattung beschränkt 

(ausgenommen Extensionen, siehe Tabelle 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Domäne       Beschreibung Läng
e 
    in 
   AS  

Sek. 
Strukt 
Vorh. 

Vorherges.  
Funktion 

Anzahl 
proteine 

Assoziierte 
Domänen 

   
Spezies 

Acc.Nr. einer 
repräsentativen 
Sequenz 
(Domänen-   
 Grenzen) 

    FBD Domain in FBOX 
and other domain 
containing plant 
proteins 

  80 α / β unbekannt    160 FBOX,  
LRRcap, 
BRCT, AAA 

    a     Q9LXJ7 
   (304-382) 

ZnF_PMZ Plant mutator 
transposase zinc 
finger domain 

  27 α / β Metall-   
Bindung  

    125 AT_Hook, 
ZnF_C2HC, 
PHD 

    a        Q9SH73 
   (3212-3239) 

    SPK SET and PHD 
domain 
containing 
proteins and 
protein kinases 

120 α / β Protein-
interaktion 

    40 SET, 
ICE_p10 , 
ICE_p20 , 
ZnF_C2HC, 
PHD, STYKc 

        c       Q9XU06 
     (139-250) 

 
Tabelle 2  Tabelle der neuen Domänen in unterschiedlichen Spezies. Erste Spalte: Domänen-Name; zweite Spalte: Beschreibung der 

Domäne (z.B. assoziierte Domänen oder genauer charakterisierte Proteine); dritte Spalte: ungefähre Länge der Domäne (Anzahl der 

Aminosäuren); vierte Spalte: Sekundärstrukturvorhersage (Rost et al. 1994) (α: Domäne besteht aus α-Helices; β: Domäne besteht 

aus β-Faltblättern; α/β: Domäne besteht aus α-Helices und β-Faltblättern; fünfte Spalte: vorhergesagte Funktion der neuen Domäne; 

sechste Spalte: Anzahl der Proteine, die die neue Domäne tragen; siebte Spalte: Namen der assoziierten Domänen (die Domänen-

Namen leiten sich aus dem Simple Modular Architecture Research Tool (http://smart.embl-heidelberg.de) (Schultz et al. 1998, 2000) 

ab oder sind definiert in Pfam (Bateman et al. 2000) ). Achte Spalte: Spezies, in denen die neue Domäne auftritt; a: Arabidopsis 

thaliana; c: Caenorhabditis elegans; neunte Spalte: Accession Nummer eines repräsentativen Proteins und die Region, in der sich die 

neue Domäne befindet. 
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3.3.3.1 Die SPK-Domäne in Nematoden-spezifischen Proteinen 

 

PSI-BLAST-Suchen mit einer Region C-terminal zu einer SET-Domäne (Cui et al. 

1998) (siehe Abbildung 14) eines hypothetischen Proteins Y43F11A.5 (Acc. Nr.: 

Q9U2G8) führten zur Entdeckung einer neue Domäne in diversen C. elegans-

Proteinen jedoch in keiner anderen Spezies. Die Domäne ist ungefähr 120 

Aminosäuren lang und tritt assoziiert mit der katalytischen Domäne von Caspasen 

(CASc), einer unspezifischen Proteinkinase-Domäne (STYKc), als auch mit einer 

SET Methyltransferase-Domäne auf. Es finden sich häufig multiple Tandem-Kopien 

der Domäne in der gleichen Sequenz (siehe Abbildung 15). Die neu entdeckte 

Domäne erhielt den Namen SPK (asssoziiert mit SET, PHD (Aasland et al. 1995) und 

Proteinkinasen).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Y14H12D. 2     23  DMSHFLDFLAKKSKN- - - I SRPLML- KDLFSAYKEEAGYPGTVATLRLKLRWDLAVKI PLAANFEDDEKAQMLFATSTSAK- EEFLKRLREK-  
C08F11. 7      46  I PSNFLFFLKQQTKD- - - I QKPLEL- RSLFRGYI AYAKSRKQMETMMRLI I PQLSKTVEETTDFSDQEKVQMI FGARI RMN- QSFWERFKPS-  
Y57A10A. 1    511  EMEKCMDFLVEI I DN- - - FTDPVI KTDI WKLYYSRMKP- DVSEKVI NNRFQSKLAPI I HRLDNYSI ETRVRI MFVMGVPVE- AGFLKNLRKT-  
Y49E10. 7      56  EFVRFVQFLVNKTEK- - - SNEPI DQ- RRVFGKFRALEHGVLDVTTYRNRFHGVVARNMI LLDNLSI DLSI RMI FALSGKME- TNFLSEVEKH-  
ZK402. 5       78  DDVRLMTFLVEKTKE- - - ANEPLVA- TKVFMEFGKKENARCSDGAYYRKFHKKLAPNMDQLDNYSI ESRLRVMLGLVGEVS- DDFLTQVQTE-  
T28A8. 3_a      7  QLERLMSFLVEQTKD- - - SI EPLVV- LKVFTEYSNRENDGLSYRFYYDRFRTSVALNMAKLTEYTI EDRI RVMFGFAGEVS- DDFLTKI ETI -  
T28A8. 3_b    139  DLVRFMDFLVEKTKD- - - TI VPVAA- CKVLTEYSKRENDGLSYSVYYRRFRRSVAPNMAKFENYSI EERVRI MFGFAGKVA- DDFLEQI KTE-  
Y57A10A. 7_a    4  PLGRLI NFLVEWTKN- - - VVEPLVG- GRI FNRFAELDGAGLSHI YYYI RFHEHI APNI AKWDNFNVTTRI RMMFALSGEVP- DDFLALI KLT-  
Y57A10A. 7_b  133  DLPRLMNFLVEKTKD- - - ATEPMVS- I AELSEFRRRERSELTEQAYYGKFHRQLAPKMGQI VNYSI EERVRVMFGFAGEVT- DDFLKQI QTI -  
Y57A10A. 7_c  265  EI TRFMNFLVEKAKV- - - STDPMFA- SVVFTEFRKSEEDGLAYSTYCRKFYNYLAPRMDQFVNYSI EERVRLMFGLGGEVT- EDFLKLCRKE-  
B0205. 1_a      6  DLKI FMDFLVEKTKD- - - AFQPMI A- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - VQARI RLMYALGGKVE- SDFLERI ETH-  
B0205. 1_b     82  HFTRFMDFLI QKTKY- - - AVEPMNF- NQVLEEFCRLEPDCRHYGVYYVRFHHKLAPNMDALNNYNI YDRI RLMFVLNGKVS- GDFFKTI KTH-  
B0205. 1_c    197  SDTRLMDFLI QKTRH- - - SVEPMQATNLI FKEFSERPS- RI LDKMYQLRFYQKLAPNMNEWNRYSI EQRI RLMFVLKGKVA- DDFLKTI PI LS[ 13]  
B0205. 1_d    332  TNI RFMDFLI QNTKD- - - GAESI RL- - - I YNEFALLEGNVLSASTYSSRFCKKLAPKMSQWSNYRI EDRI RMMFALKGKVE- SDFLAQMI QS-  
C47E8. 8     1118  ELERMI DFLVEI TEK- - - I SVPAI K- TDI WKLYQARMKQNVKEECI RQRFMSKLAPI I HRLDNYSI EARVRI I FVLSVKVD- ADFLKELRKN-  
Y43F11A. 5    242  ADVDFLQFLAQKSSSD- - EI RPLFR- FQI CEEYI DTYENPSSENYLNNRFLRVLAMRI PLLRGFDLETKARMMFVAGI PLE- ERFLI ELRRY-  
C16A11. 4     113  NLEEFLEFLSEASEN- - - I SRPLAL- TTLFEDYKEHI NYPQSVRI LRKQLESNLLETI SMSPNYYADRKAQMLFAMGLRVK- GEFLERLERN-  
C16A11. 3     106  YI QRFLDFLSDKSEN- - - I KSPLPL- TKFFQDYKTKSNCSQSLATAKKKLLANLFEHI VMSAKYNDDRKAEMLFAI GLRVE- DEFLERLRGR-  
Y48E1B. 13    154  EMERFLKFLKDKTKQVEKRKEPFSQ- KEI YAVFQRRI KSELCI ETVKKKFQPLLPN- AI QTCEFDEETMI RMI YGAGI RI DSVDFWNRFTSK-  
H12I 13. 1     216  YLNQCI KFLHTKSEN- - - VGKPFVR- TTFYANFKNVVY- YKGTATTLGRGLQPLLHDAI I SSEYKDFRKCQMLFVMSI QI TNQSFLYRLAKNS 
Consensus ( 80%)    . . . . hhpFLhppo. p. . . . . . Ph. h. . . hh. . a. . h. . . . hp. . . h. . +hh. . l s. ph. . . spap. pp+h+hhFshs. . l p. . - FLppl ppp.  
Sec. st r uct . pr ed.   . hHHHHHHHHHHHHh. . . . . . . hhHHHHHHHHHHHHh. . . . . HHHHHHHHHHHHHHHHHHHh. . . HHHHHHHHHHh. hhhhHHHHHHHHHh. .  
 
Y14H12D. 2         ATVDVDNLQRI T- - YYKSTK- - - - - - - LEFKG   Q9TYP8 
C08F11. 7          AHLTLDKFSRLA- - FFKSDT- - - - - - - LLLI A   Q9U3Q7 
Y57A10A. 1         AVVRVDENQMI T- - KYVACA- - - DDGGLKLEG   Q9U209 
Y49E10. 7          GI VVLNDGKRI C- - EYASRD- - - - - GKLKLEA   Q23477 
ZK402. 5           GI VKLDEKKRI C- - KFTSHD- - - - - GKLKLEA   Q9XU06 
T28A8. 3_a         GVVELDDGKRI C- - KYASHD- - - - - GKLKLEG   Q9XU06 
T28A8. 3_b         GTVQLDAKRRI S- - KYASND- - - - - GNLKLEG   Q9NA85 
Y57A10A. 7_a       GTVHLDEKKRI C- - KYATHD- - - - - GKLKLEG   Q9NA85 
Y57A10A. 7_b       GVVELDKNNRI C- - EYI SYD- - - - - GTLKLGA   Q9NA85 
Y57A10A. 7_c       GTVELNKKRKI T- - KYTSND- - - - - GI LSLQD   O61746 
B0205. 1_a         GTVELDRKKKI T- - KYVSND- - - - - GKLKLGG   O61746 
B0205. 1_b         GTVELDEKRRI R- - KYTSND- - - - - GKLSLKK   O61746 
B0205. 1_c         GAVQLDENYRI V- - RYTSNN- - - - - GKVELSE   O61746 
B0205. 1_d         GI VRLDNQNRI I - - EYVAND- - - - - GKMKLKG   Q9XTT7 
C47E8. 8           AVVRVDDEQLI T- - KYVSCN- - - - DGGLKLEG   Q18690 
Y43F11A. 5         GSVELDEKHRI T- - NFKANN- - - - - GDFTLKG   Q9U2G8 
C16A11. 4          AVVEVDGYHRI T- - FYKSKN- - - - - - - LEFRG   O76580 
C16A11. 3          ATVEVDDCQRI T- - FYKSKTSTSSPETVSFVL   O76581 
Y48E1B. 13         ATI SLDCYSRLI - - SYSSDS- - - - - - - LTLSG   O18203 
H12I 13. 1          FSI TLDRFYRI EVCEYQSKK- - - FSGVHKCPG   Q9N5M9 
Consensus ( 80%)    usl pl Dp. pRI s. . pYhSps. . . . . . . l pl . u 
Sec. st r uct . pr ed.   . eEEe. . hhHhhhhhhhhh. . . . . . . . ee. . .  
 

Abbildung 14 
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Beschreibung von Abbildung 14. Multiples Alignment der SPK-Domänen in ausgesuchten 

hypothetischen Proteinen (Y14H12D.2, C08F11.7, Y57A10A.1, Y49E10.7, ZK402.5, 

T28A8.3, Y57A10A.7, B0205.1), SET-Domänen-tragende Proteine (C47E8.8, Y43F11A.5), 

PHD-Domänen-tragendes Protein (C16A11.4), PHD-Domänen-tragende Proteinkinase 

(C16A11.3), Caspase (Y48E1B.13), UCH-2-Domänen-tragende Proteinkinase (H12I13.1). 

Erste Spalte: Protein-Namen (mehrfach auftretende Domäne im gleichen Protein ist mit a,b,c 

oder d gekennzeichnet); zweite Spalte: erste Aminosäure der Domäne im jeweiligen Protein; 

letzte Spalte: Datenbank Accession Nummer. Konservierte positiv geladene Aminosäuren 

sind pink; konservierte negativ geladene Aminosäuren sind rot konservierte hydrophobe 

Aminosäuren sind blau; zusätzliche konservierte Aminosäuren sind fett gedruckt. Die 

Konsensus-Sequenz (konservierte Aminosäuren in 80% aller Sequenzen) befindet sich unter 

dem Alignment; h, p, u, s, l, a, o und + stehen für hydrophobe, polare, winzige, kleine (s 

=small), aliphatische, aromatisch, alkoholisch und positiv geladene Aminosäuren. Die 

vorhergesagte Sekundärstruktur steht in der letzten Zeile (H, Helix bekannt oder 

vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit  > 82%); h, Helix bekannt oder 

vorhergesagt mit einer durchschnittlichen Genauigkeit < 82%)) (Rost et al. 1994). 
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Beschreibung von Abbildung 15. Domänen-Architektur von SPK-Domänen-tragenden 

Proteinen. Die Abbildung beinhaltet nur Proteine unterschiedlichen modularen Aufbaus. Die 

Domänennamen sind dem Simple Modular Architecture Research Tool (Schultz et al. 1998, 

2000) (http://smart.embl-heidelberg.de) entlehnt. 

Abkürzungen: CASc, katalytische Domäne von Caspasen; PHD, PHD C4HC3-Zinkfinger; 

SET, (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax)-Domäne; STYKc, katalytische Domäne von 

Proteinkinasen. Die UCH-2 (Ubiquitin carboxy-terminale Hydrolase Familie 2)-Domäne wird 

von Pfam (Eddy 1998) vorhergesagt. 

 

 

3.3.4.  Sieben neue Domänen mit nicht signifikanter Ähnlichkeit zu 

            bereits annotierten Domänen 

 

Sieben neu identifizierte Domänen zeigten entfernte Ähnlichkeit zu bereits 

charakterisierten, traten aber in einem neuen molekularen Kontext auf. Es handelte 

sich möglicherweise um Mitglieder derselben Superfamilie; ihre Entdeckung lieferte 

funktionelle Hinweise für Proteine, die diese Domänen tragen.  (siehe Tabelle 3) 
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Beschreibung von Tabelle 3.  Tabelle der neuen Domänen in unterschiedlichen Spezies. 

Erste Spalte: Domänen-Name; zweite Spalte: Beschreibung der Domäne (z.B. assoziierte 

Domänen oder genauer charakterisierte Proteine); dritte Spalte: ungefähre Länge der 

Domäne (Anzahl der Aminosäuren); vierte Spalte: Sekundärstrukturvorhersage (Rost et al. 

1994) (α: Domäne besteht aus α-Helices; β: Domäne besteht aus β-Faltblättern; α/β: 

Domäne besteht aus α-Helices und β-Faltblättern; fünfte Spalte: vorhergesagte Funktion der 

neuen Domäne; sechste Spalte: Anzahl der Proteine, die die neue Domäne tragen; siebte 

Spalte: Namen der assoziierten Domänen (die Domänen-Namen leiten sich aus dem Simple 

Modular Architecture Research Tool (http://smart.embl-heidelberg.de) (Schultz et al. 1998, 

2000) ab oder sind definiert in Pfam (Bateman et al. 2000) ). Achte Spalte: Spezies, in denen 

die neue Domäne auftritt; eu: Eubakterien; virus: Viren; y: Hefe (yeast); a: Arabidopsis 

thaliana; c: Caenorhabditis elegans; d: Drosophila melanogaster; h: Homo sapiens); neunte 

Spalte: Accession Nummer eines repräsentativen Proteins und die Region, in der sich die 

neue Domäne befindet. 
 * neue Domäne wurde bereits publiziert oder ist "in press". 

§ zusätzliche HMMer (Eddy 1998)- Suchen waren notwendig, um alle Proteine, die die neue 

Domäne tragen, zu identifizieren  

 

 

3.3.4.1 Die RWD-Domäne, nicht katalytische Subfamilie ubiquitin-  

             assoziierter Enzyme 

 

Die RWD-Domäne repräsensiert beispielhaft die neuen Domänen, die nicht 

signifikante Ähnlichkeit zu charakterisierten Domänen haben. 

 

Die GCN2 eIF2alpha-Kinase und Histidyl-tRNA-Synthetase (SpTREMBL accession: 

Q9QZ05) ist eine wesentliche Komponente der Translationskontrolle (Jentsch et al. 

1991, Sattleger et al. 1998).  Eine PSI-Blast-Suche mit einem N-terminalen vor der 

inaktiven Proteinkinase-Domäne gelegenen Sequenzabschnitt (siehe Abbildung 4b) 

des GCN2 Proteins der Maus detektiert diverse Orthologe in unterschiedlichen 

Spezies von Hefe bis Mensch. Weitere PSI-BLAST-Iterationen und zusätzliche 

Hidden Markov Model-Suchen zeigten signifikante Ähnlichkeit zu "WD-repeat"-

tragenden Proteinen, DEAD-Helikasen in Hefe, einem Protein der UPF0029-Familie 

(Uncharakterisierte Proteinfamilie Nummer 29),  vielen hypothetischen Proteinen und  




