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Kombinatorische Synthese und mehrdimensionale NMR-Spektroskopie : 
ein Beitrag zum Verstandnis von Protein-Ligand-Wechselwirkungen 
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Durch kombinatorische Chemie konnen 
natiirliche Rekombinations- und Selek- 
tionsprozesse im Labor nachgebildet 
werden. Die Strategie dieser sich rasch 
entwickelnden Disziplin besteht in der 
Herstellung von Verbindungsbibliothe- 
ken aus unterschiedlichen Molekulen 
durch kombinatorische Synthese und in 
der Selektion von Verbindungen mit ei- 
ner gewiinschten Eigenschaft. So kon- 
nen Liganden, die an biologische Rezep- 
toren binden, leichter identifiziert wer- 
den, wodurch unser Wissen um die che- 
mischen Mechanismen zellularer Pro- 

~ 

zesse enveitert wird. In diesem Artikel 
wollen wir zeigen, wie die Zusammen- 
fiihrung von kombinatorischer Synthe- 
se, mehrdimensionaler NMR-Spektro- 
skopie und biochemischen Methoden 
unser Verstandnis iiber einen Proteinre- 
zeptor erweitert hat, der ublicherweise 
eine Rolle bei der Signalubertragung 
spielt: die Src-Homologie-3(SH 3)-Do- 
mane. Dieser neue Ansatz zur Untersu- 
chung der rnolekularen Erkennung hat 
fur die Wechselwirkungen zwischen SH- 
Domanen und ihren Liganden zu eini- 
gen Regeln gefiihrt, nach denen Modelle 

von Rezeptor-Ligand-Komplexen ledig- 
lich aufgrund der Kenntnis der Polypep- 
tidsequenzen konstruiert werden kon- 
nen. Die Verbindung von kombina- 
torischer Synthese und Methoden zur 
Strukturdufklarung eroffnet einen neu- 
en leistungsfahigen Zugang zu einem all- 
gemeinen Verstandnis der Protein- 
Ligand-Bindung. 

Stichworte: Kombinatorische Chemie 
Molekulare Erkennung . NMR-Spek- 
troskopie . Proteine 

1. Einleitung 

Die Chemie hat die Entwicklung der inodernen Biologie tief- 
greifend beeinfluljt. Seit den bahnbrechenden Arbeiten von 
Emil Fischer haben Chemiker die molekulare Sphare des Le- 
bens erforscht und seine grundlegenden Elemente nachgebaut. 
Biologische Cofaktoren, Stoffwechselprodukte sowie Hormone 
wurden charakterisiert und mit den Mitteln der Organischen 
Chemie synthetisiert. Daruber hinaus wurden die Strukturen 
der wichtigsten Makromolekiile der Natur - Proteine, DNA 
und RNA - durch Kristallographie und NMR-Spektroskopie 
aufgeklart. Diese Fortschritte haben unser Verstandnis der Bio- 
logie gewandelt, indem sie die Analyse zellularer Prozesse auf 
molekularer Ebene ermoglichten. 

Umgekehrt sollten aber auch die Einflusse nicht ubersehen 
werden, die die Biologie auf die Chemie hatte. Viele chernische 
Strategien sind durch biologische Phanomene inspiriert und ge- 
leitet worden. Diese wechselseitige Beziehung zwischen Chemie 
und Biologie laljt sich anhand jiingerer Fortschritte bei der Ent- 
deckung von Liganden und bei der molekularen Erkennung 
beispielhaft verdeutlichen. Traditionell hat man sich hier auf die 
leistungsfahigen Werkzeuge des Computer-Modeling und der 
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organischen Synthese gestiitzt, doch wurden diese Ansatze 
durch unser unvollstandiges Verstandnis der Wechselwirkungen 
zwischen Molekiilen und durch die mangelnde Effizienz bei der 
Bewertung von einzelnen Leitstrukturen eingeschrankt. Daher 
wurden fur die Suche nach Liganden neue Strategien entwickelt, 
die biologische Vorgange nachbilden. Sie leiten sich von den 
genetischen Rekombinations- und Selektionsmechanismen ab, 
die in der Natur spezifische Rezeptor-Ligand-Wechselwirkun- 
gen hervorbringen. Ahnliche Mechanismen regulieren die hu- 
morale Immunantwort, bei der die antigenbindenden Rezep- 
toren aus einer groljen kombinatorischen Auswahl von Anti- 
korpern selektiert werden. Angeleitet von diesen biologischen 
Modellen haben Chemiker eine alternative Strategie fur die Ent- 
deckung von Liganden entwickelt : Molekiilbibliotheken, die 
durch kombinatorische Synthese hergestellt werden. 

Wie ihr biologisches Gegenstiick beruht die kombinatorische 
Chemie auf der effizienten Synthese umfangreicher Verbin- 
dungsbibliotheken und der einfachen Selektion von Molekulen 
mit einer gewiinschten Eigenschaft. Ihr erfolgreicher Einsatz als 
Strategie zur Ligandensuche erfordert daruber hinaus die ein- 
deutige Charakterisierung der selektierten Verbindungen, die 
oft nur in geringen Mengen verfiigbar sind. Gerade wahrend der 
letzten fiinf Jahre sind auf beiden Gebieten bemerkenswerte 
Fortschritte erzielt worden. Viele der friihen Anwendungen der 
kombinatorischen Synthese haben sich wie bei der Entwicklung 
der traditionellen organischen Synthese auf die Suche nach the- 
rapeutischen Wirkstoffen konzentriert. Medizinisch wichtige 
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Zielverbindungen, wie der Fibrinogenrezeptor der menschli- 
chen Blutplattchen, wurden mit synthetischen Bibliotheken un- 
tersucht, wodurch Leitstrukturen fur die Suche nach Wirkstof- 
fen erhalten wurden. Tatsachlich ist eine wichtige Aufgabe fur 
die kombinatorische Chemie, Bibliotheken bereitzustellen, die 
bioverfiigbare Verbindungen enthalten, um diese in der medizi- 
nischen Forschung einzusetzen. 

Vor allem in Verbindung mit benachbarten Disziplinen hat 
die kombinatorische Synthese ein enormes Potential, um funda- 
mentale Fragen der Grundlagenforschung zu beantworten. Be- 
sonders unser Verstandnis zellularer Prozesse kann durch die 
kombinatorische Chemie vertieft werden, urn so die Synergie 
von Chemie und Biologie zu verstlrken. In diesem Ubersichts- 
artikel stellen wir die jungste Anwendung der kombinatorischen 
Chemie bei der Untersuchung der Src-Homologie 3(SH 3)-Do- 
mane vor, einer Familie von Proteinmodulen, die an der intra- 
zellularen Signalubertragung beteiligt ist. Durch die Kombina- 
tion dieser Methode mit mehrdimensionaler NMR-Spektro- 
skopie und ortsspezifischer Mutagenese konnten Einblicke in 
die molekulare Erkennung der SH 3-Domanen vermittelt wer- 
den. Ein einzigartiger biologischer Mechanismus fur die As- 
soziation von Proteinen wurde dabei entdeckt. Diese Fortschrit- 
te fiihrten zu einem detaillierten Verstandnis der SH 3-Ligand- 
Wechselwirkung, die zwei unterscheidbare Bindungsarten bein- 
haltet, und machen ein zielgerichtetes Molecular Modeling von 
S H  3-Ligand-Komplexen lediglich auf der Basis der Polypeptid- 
sequenzen moglich. 

2. Hintergrund 

2.1. Biochemische Studien 

SH3 -Domanen sind kleine Rezeptoreinheiten, die aus etwa 
60 Aminosauren bestehen“, ’I. Nachdem diese konservierten 
Dominen erstmals bei den Tyrosin-Kinasen der Src-Familie 
entdeckt worden waren, wurden sie in vielen Proteinen gefun- 
den, die an der Signaliibertragung - dem ProzeD, durch den 

extrazellulare Molekule intrazellulare Ablaufe beeinflussen - 
beteiligt sind. SH 3-enthaltende Signalmolekule unterscheiden 
sich voneinander in ihrer Struktur und ihrer Funktion: Zu ihnen 
gehoren so unterschiedliche Proteine wie Phospholipase C-9 
(PLC-y) und die p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3- 
Kinase (PI3K). SH3-Dominen wurden auch in Proteinen des 
Cytoskeletts identifiziert und sind oft mit Rezeptoreinheiten 
vergesellschaftet, die SH 2-Domanen genannt werden; diese er- 
kennen sequenzspezifisch tyrosinphosphorylierte Proteine 
(Abb. 1). Nach diesen Befunden verniitteln die SH 3-Domanen 

A B 

Abb. 1. Schematische Darstellung von zwei Klassen SH 3-enthaltender Proteine: 
A) Proteine mit katalytischen Domanen (2. B. einer Kinase); B) makrornolekulare 
Adapter fur die Assoziation von Proteinen. 

Protein-Protein-Wechselwirkungen bei Signaliibertragungen 
und in Cytoskelett-Strukturen (Abb. 2). Weitere biochemische 
Studien haben SH 3-Domanen mit der subzellularen Lokalisa- 
tionL3l, der En~ymregulation[~], der Substraterkennung[’] und 
der Regulation von Guanosintriphosphat(GTP)-bindenden 
ProteinenC6] in Verbindung gebracht. Unsere Untersuchungen 
haben sich auf die molekulare Erkennung von SH 3-Domiinen 
konzentriert, wobei der zellulare Src(c-Src)- und der PI3K- 
SH3-Rezeptor als Modellsysteme dienten. Src ist eine Tyrosin- 
Kinase, die nicht zur Klasse der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
gehort; sie enthalt eine SH2- und eine SH3-Domane, die 
beide fur die normale zellulare Signalweitergabe unverzicht- 
bar sind[’]. Die Mutation oder Deletion einer jeden der bei- 
den Domanen aktiviert das katalytische und onkogene Po- 

Stuart L. Schreiber wurde 1956 geboren und wuchs in Virginia 
( U S A )  uuf. 1977 schloj er das Studium der Chemie an der University 
of Virginia ab undpromovierte unschliejend bei R. B. Woodward und 
X Kishi an der Harvard University. Gegenwartig ist er Wissenschaft- 
ler am Howard Hughes Medical Institute und Professorfur Chemie 
an der Harvard University. Seine Forschungsinteressen umfussen 
mehrere Fachrichtungen wie synthetisclze Organische Chemie, 
Protein- und Strukturbiochemie sowie Molekul- und Zellbiologie. In 
seiner Arbeitsgruppe werden chemische Methoden angewendet, um 
Signalubertragiingsgswege zu verstehen und kontrollieren zu konnen. 

James K. Chen wurde 1969 in Rolla, Missouri ( U S A ) ,  geboren. 1991 
erhielt er den Grad des Bachelor of Arts der Harvard University. 

s, L. Schreiber J. K. Chen 

Gegenwartig arbeitet er als Doktorand in der Gruppe von Stuart L. Schreiber an der Harvard University, wo er sich wit der 
Chemie und Biologie der Immunsuppression, der molekularerz Erkennung von SH3-Domanen sowie der Entwicklung nichtpep- 
tidischer kombinatorischer Bibliotheken beschaifigt. 

1042 Angew. Chern. 1995, 107, 1041 -1058 



AU FSATZ E Protein-Ligand- Wechselwirkungen 

1 

Pmliferstion, Differenzierung 
Abb. 2. Schematische Darstellung der durch Grb2 vermittelten tivierung von 
Ras, die fur Signalkaskaden iiber SH 3-enthaltende Proteine typisch ist. In ruhenden 
Zellen ist das Adapter-Protein Grb 2, das eine SH 2- und zwei SH 3-Domanen ent- 
halt, an den Guaninnucleotid-Austauschfaktor Sos 1 uber eine oder beide SH3- 
Domanen komplexiert. Dieser Komplex wird nach Stimulation durch einen Wachs- 
tumsfaktor (rot) an die Zellmembran gebunden und aktiviert dort Ras. Die purpur- 
farbenen Kreise am aktivierten Rezeptor stellen phosphorylierte Tyrosinreste dar, 
die potentielle Bindungsstellen fur SH 2-Domanen sind. 

tential von Src und verhindert die Anlagerung von zumindest 
einem Kinasesubstrat, dem p l  e .  . PI3K ist ein heterodi- 
merer Komplex aus einer 110 kD schweren katalytischen Unter- 
einheit mit einer Lipid-Kinase-Domane (mit Spezifitat fur Phos- 
phatidylinositol) und einer 85 kD schweren regulatorischen Un- 
tereinheit rnit einer SH 3-Domane, zwei SH 2-Domanen und einer 
Region mit Homologie zu den GTPase-aktivierenden Proteinen 
(GAPS) Rho/Rac[’]. Die SH 2-Domanen von PI3K wechselwir- 
ken mit den phosphorylierten cytoplasmatischen Enden der 
aktivierten Wachstumsfaktorrezept~ren[~“-~~ lo]. , die zellulare 
Funktion der SH 3-Domane ist dagegen nicht bekannt. Die Se- 
quenzen der SH3-Domanen von Src und PI3K unterscheiden 
sich in ihrer Struktur ebenso wie die der iibrigen Teile der jewei- 
ligen Proteine und sind nur zu 21 % identisch[2c1. Die beiden 
Proteineinheiten enthalten auch sehr unterschiedliche Regio- 
nen, unter anderem einen Einschub von 15 Aminosauren in p85 
von PDK, der in der SH 3-Domane des Src-Proteins fehlt. Durch 
die Untersuchung dieser zwei strukturell einzigartigen Domanen 
hofften wir, die generellen Prinzipien der SH 3-Ligand-Wechsel- 
wirkung und den Ursprung der Ligandenspezifitat aufzuklaren. 

Die ersten Einblicke in die molekulare Erkennung der SH 3- 
Domanen wurden von Baltimore et al. eroffnet. Die SH3-bin- 

denden Proteine 3BP1 und 3BP2 wurden beim Screening einer 
cDNA-Expressionsbibliothek mit der an die Glutathion-S- 
Transferase (GST) fusionierten Abl-SH 3-Domane als Sonde 
identifiziert I”. ’I. Die vergleichende Durchmusterung von Pro- 
teinsequenz-Datenbanken ergab, daB 3BP1 eine Homologie zu 
GAP-Rho aufweist und daB 3BP2 eine SH 2-Domane enthalt. 
Die Fahigkeit von 3BP1 und 3BP2, selektiv an die Abl-SH3- 
Domane zu binden, wurde weiterhin rnit Filterbindungstests mit 
GST-3BP1, GST-3BP2-40 (einem GST-Fusionsprotein, das ein 
Fragment von 3BP2 aus 40 Aminosauren enthalt) und einigen 
biotinylierten GST-SH 3-Fusionsproteinen bestatigt. Der colo- 
rimetrische Nachweis der 3BP1- und 3BP2-SH 3-Komplexe mit 
streptavidingebundener alkalischer Phosphatase lieferte fur die 
SH3-Domanen von Abl, Src und Grb2 ahnlich hohe Intensita- 
ten, was auf nahezu gleich groI3e Affinitaten fur die SH 3-bin- 
denden Proteine schlieBen 1aBt. Im Gegensatz dazu gaben die 
SH 3-Domanen von neuralem Src, Nck und Crk vie1 schwachere 
Signale. Durch analoge Experimente wurden die Sequenzen 
APTMPPPLPP (3BP1-10) und PPAYPPPPVP (3BP2-10) als 
SH 3-Bindungsstellen von 3BP1 bzw. 3BP2 identifiziert. Der 
Prolinreichtum dieser Sequenzen war auffallig, gab aber nur 
wenige Hinweise auf die molekularen Ursprunge der SH 3-Li- 
gand-Wechselwirkungen, wahrend das Fehlen konservierter, 
von Prolin verschiedener Aminosauren in diesen Sequenzen der 
Spezifitat von 3BP1 und 3BP2 anscheinend widersprach. Eine 
Mutationsanalyse von 3BP1-10 ergab, da13 nur Pro2, Pro 7 und 
Pro 10 unverzichtbar fur die Bindung von Abl-SH 3 sind, so daB 
PXXXXPXXP vermutlich das Konsensusmotiv fur SH 3-Ligan- 
den ist. Weiter wurde vorgeschlagen, daB auch von Prolin ver- 
schiedene Aminosaurereste fur die SH 3-Ligand-Bindung wich- 
tig sind, weil die Abl-SH3-Domane nicht an Polypeptide aus 
L-Prolin, z. B. Pro,,, binden kann[”I. 

Dieses mosaikartige Verstandnis der SH 3-Ligand-Wechsel- 
wirkungen wurde wahrend der letzten beiden Jahre allmahlich 
aufgeklart. In Zusammenarbeit rnit der Arbeitsgruppe von 
G. M. Whitesides fuhrten wir weitergehende Untersuchungen 
an 3BP1-10 rnit Affinitatskapillarelektrophorese d ~ r c h [ ’ ~ ] ,  ei- 
ner Technik, rnit der die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen in 
Losung quantifiziert werden konnen. Dabei stellte sich heraus, 
daB die Substitution von Pro2 durch Alanin (P2A) und die 
analogen Mutationen P7A und PIOA zwar die Affinitat des 
Peptides zur Abl-SH 3-Domane signifikant verringern, daB sie 
jedoch wenig EinfluB auf die Wechselwirkung des Peptides mit 
der SH3-Domlne von Src haben. Dariiber hinaus wurde er- 
kannt, daB die Sequenz VPPQ am C-Terminus von 3BP1-10 
wesentlich fur die Src-SH 3-Bindung ist. Daraus folgt, daB 3BP1 
mindestens zwei unterschiedliche SH 3-Bindungsstellen hat, so 
da13 das PXXXXPXXP-Motiv bei 3BP1 und 3BP2 moglicher- 
weise nicht fur alle SH 3-Liganden universe11 gultig ist. Die un- 
terschiedliche Bindung der Abl-SH 3- und der Src-SH 3-Doma- 
ne an 3BP1 ist auBerdem mit der Hypothese in Einklang, daB die 
von Prolin verschiedenen Reste wichtige Faktoren fur die SH 3- 
Erkennung sind. Diese Uberlegungen spielten unter anderem 
auch bei der Isolierung anderer SH 3-bindender Proteine durch 
Affinitatschromatographie eine Rolle. Das Motor-Protein Dy- 
namin wurde z. B. aus Zellextrakten rnit Affinitatssaulen iso- 
liert, die ein immobilisiertes GST-PI3K-SH 3-Fusionsprotein 
enthielten[2d. 4d1, und das Protein Paxillin aus dem Cytoskelett 
wurde in ahnlicher Weise rnit immobilisiertem GST-Src-SH 3 
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ge~onnen[ '~ l .  Beide SH 3-bindenden Proteine enthalten prolin- 
reiche Regionen, womit die allgemeine Praferenz von SH 3-Do- 
manen fur solche Motive bestatigt wird. Aus den Sequenzen 
dieser und anderer beschriebener SH 3-Liganden lieB sich je- 
doch die optimale Zahl der Prolinreste in den SH3-bindenden 
Motiven ebensowenig herausarbeiten wie ihr relativer Abstand 
zueinander. Die Analyse dieser Regionen wird durch die Viel- 
zahl der Prolinreste erschwert, von denen einige fur die SH 3-  
Bindung offensichtlich unwichtig sind. Da diese Sequenzen re- 
petitiv und prolinreich sind, sollten sie an viele SH 3-Domanen 
binden konnen oder zwei oder mehr uberlappende Bindungs- 
stellen besitzen. Somit wurde deutlich, dalj viele der beschriebe- 
nen SH 3-bindenden Proteine in vitro an unterschiedliche 
SH 3-Domanen binden konnen. Dynamin weist mehrere uber- 
lappende SH 3-bindende Motive auf, von denen mindestens ei- 
nes mit den SH 3-Domanen von PI3K, PLC-y und Grb2 wech- 
selwirken kann [4d1. 

Die physiologische Bedeutung dieser speziellen SH 3-Ligand- 
Assoziate ist demzufolge unsicher. Zwar konnen sie sich in vitro 
bilden, doch sind haufig prolinreiche Liganden beteiligt, die 
niedrige Spezifitaten und Affinitaten fur ihre mutmaljlichen 
SH 3-Rezeptoren haben. Von einer SH 3-vermittelten Wechsel- 
wirkung konnte allerdings gezeigt werden, dalj sie Teil der intra- 
zellularen Signalubertragung ist. In Untersuchungen mehrerer 
Arbeitsgruppen wurde die Struktur von Grb 2 ,  einem Cytoplas- 
maprotein mit einer SH2- und zwei SH3-Domanen, aufge- 
klartL6]. Dieses Signalprotein ist typisch fur eine Klasse von 
SH 3-enthaltenden Proteinen, die keine katalytischen Domanen 
besitzen, sondern als molekulare Adapter fungieren oder die 
Dimerisierung von Proteinen vermitteln. Die Entdeckung des 
zugehorigen physiologischen SH 3-Liganden lieferte das erste 
zellulare Modell fur SH 3-vermittelte Prozesse und verdeutlicht 
die Rolle der von Prolin verschiedenen Bausteine fur die SH 3- 
Bindung. Durch Immunprazipitation und Bindungsstudien 
konnte nachgewiesen werden, dal3 eine oder beide Grb2-SH 3- 
Domanen an Sos 1 binden, einen Guaninnucleotid-Austausch- 
faktor fur die GTPase Ras. Bei Stimulation durch Wachs- 
tumsfaktoren wird dieser cytosolische 
Komplex durch Grb 2-SH 2-Phosphoty- 
rosin-Wechselwirkungen an aktivierte, 
membrangebundene Rezeptoren fixiert, 
wodurch Sos 1 an der Plasmamembran 
lokalisiert wird. Dort kann der Guanin- 
nucleotid-Austauschfaktor Ras aktivie- 
ren und so Signalkaskaden auslosen, die 
Zellwachstum und -differenzierung ver- 
starken (Abb. 2). 

Um die SH 3-Bindungsstellen von 
Sos 1 zu identifizieren, wurden Frag- 
mente dieses Nucleotid-Austausch- 
faktors auf ihre Fahigkeit getestet, an 
das Grb2-Protein zu binden[6b,d-f1. 
Nach diesen Ergebnissen ist die SH3- 
bindende Region von Sos 1 am C-termi- 
nalen Ende lokalisiert, das mehrere 
PX(L/V)PPR-Motive enthalt. Von Sos 1 
abgeleitete Peptide, die diese Reste ent- 
halten, konnen in vitro die Grb2-Sos 1- 
Assoziation hemmen, was ihre Bedeu- 

H c-Abl 
H c-Fgr 
H c-Fyn 
H Grb2N 
H Grb2C 
H Hck 
H Lck 
H N c f l  
H Nckl  
H Nck2 
H Nck3 
H p67phoxN 
H p67phoxC 
H PI3K 
H PLC 
H PLCg 
H RasCAP 
Ce Sem5N 
Ce Sem5C 
H Spec 
C Speca 
V Src 
C c-Src 
C n-SrcNI 
H n-SrcNI I  
H Vav 
H c-Yes 

tung fur die SH 3-Bindung bekraftigt. Die Gegenwart eines kon- 
servierten C-terminalen Argininrestes in diesen Regionen legt 
zusatzlich nahe, da13 die Guanidinium-Seitenkette spezifisch mit 
den Grb 2-SH 3-Domanen wechselwirkt. Tatsachlich wird durch 
eine Arginin --$ Lysin-Mutation in einem der prolinreichen Pep- 
tide diesem die Fahigkeit zur Bindung an Grb2 genommen[6d1. 
Wie schon bei den bereits beschriebenen SH 3-bindenden Moti- 
ven konnten auch aus der C-terminalen Sequenz von Sos 1 nur 
wenige zusitzliche Riickschlusse auf die molekulare Grundlage 
von SH 3-Ligand-Wechselwirkungen gezogen werden. Mehrere 
Konsensusmotive fur SH 3-Liganden wurden vorgeschla- 
gen[4d, ''I, doch die molekulare Erkennung der prolinreichen 
Sequenzen durch SH 3-Domanen blieb ratselhaft. 

2.2. Strukturuntersuchungen 

Aus Sequenzvergleichen von SH 3-Domanen wurden erste 
Hinweise auf deren Sekundarstrukturen abgeleitet (Abb. 3). Be- 
sonders leicht war dies beim SH 3-Kerngerust, da diese Domane 
ein unabhangiges Modul ist und sich gelegentlich am auBersten 
N- oder C-Terminus der Proteine befindet. Konservierte Reste 
in SH 3-Domanen, darunter ein N-terminales ALYDY-Motiv 
und einige Gruppen aus hydrophoben Aminosaureresten, sind 
uber die gesamte Primarsequenz verteilt. Da zwischen vielen 
dieser hydrophoben Aminosauren hydrophile Reste eingestreut 
sind, schlugen Musacchio et al. anfanglich vor, dalj SH3- 
Domanen vorwiegend aus p-Faltblattstrukturen zusammenge- 
setzt seien[lbl. Dariiber hinaus wurden mutmaljliche Schleifen- 
regionen aufgrund der Verteilung von Glycin- und Prolinresten 
in SH 3-Sequenzen zugeordnet. Andere Versuche, die SH 3- 
Struktur de novo vorherzusagen, wurden unabhangig vonein- 
ander von Benner et al.[15] sowie von Rost und Sander['61 
unternommen. Zwar kamen beide Gruppen zu dem Schlulj, 
dalj die Domane aus mehreren 8-Faltblattern und einer 
%-Helix besteht, doch schlugen sie unterschiedliche Proteinfal- 
tungen vor. 
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Durch die ersten Strukturaufkllrungen von zwei SH 3-Do- 
manen wurden viele dieser SchluBfolgerungen bestatigt, andere 
entkraftet, was die gegenwartigen Grenzen der De-novo-Struk- 
turvorhersagen veranschaulicht. Die von Saraste et a1.[2a1 be- 
stimmte Struktur von a-Spektrin-SH 3 in1 Kristall und die von 
Yu et a1.LZb1 aufgeklarte Struktur von c-Src-SH 3 in Losung wei- 
sen eine konservierte Topologie aus zwei dreistrangigen antipa- 
rallelen P-Faltblattern auf, die ungefahr rechtwinklig zueinan- 
der gepackt sind (Abb. 4; eine alternative Beschreibung der 

Abb. 5 .  Die cc-Kohlenstoffspur der Src-SH 3-Domane; dariiber hinaus sind die Sei- 
tenketten der Aminosiurereste abgebildet, bei denen sich nach der Bindung eines 
von 3BP1 abgeleiteten Peptids die Lage des NMR-Signals des Amid-15N und,oder 
des 'HN verandert hat: Tyr92, Arg95, ThrY6, Thr98, V a l l l l ,  Asnl l3 ,  Thr l l4 ,  
Glu115, Trp l l8 ,  Trp l l9 ,  Leul20, Tyrl31, Asn135 und Tyr136 (A6('H) > O . 1 ,  
AS(15N) >0.5 ppm). Hydrophobe Reste sind griin, acide Reste rot, basische Reste 
blau und neutrale polare Reste purpurfarben dargestellt [511. 

Abb. 4. Uberlagerung der Strukturen der SH3-Domanen von Src (gelb) und a- 
Spectrin (rot). Dargestellt ist jeweils die a-Kohlenstoffspur. Die fi-Faltblattstruk- 
turen der konservierten Topologien der SH 3-Domanen sind mit S 1-6 bezeichnet. 

SH 3-Faltung wurde von Musacchio et al. vorgeschlagen['"], 
wobei die globalen Strukturen der beiden SH 3-Domanen im 
wesentlichen allerdings gleich sind) . Die Beruhrungsflache zwi- 
schen den beiden j-Faltblattstrukturen wird durch mehrere 
konservierte hydrophobe Reste gebildet ; im Falle von Src sind 
dies Phe86, Leu100, Phel02, Leu108, IlellO, Ile132 und 
Val 137. Die Schleifen zwischen den /3-Strangen sind konforma- 
tiv flexibel und enthalten bevorzugt geladene Reste. Andere ge- 
meinsame Motive der a-Spektrin- und der Src-SH 3-Domane 
sind eine TypII-8-Schleife zwischen den Strangen S2 und S3  
sowie eine 3,,-Helix nach dem Strang S 5, die mit einem hoch- 
konservierten Prolinrest (Pro 133 bei Src) beginnt. Die allgemei- 
ne Topologie der SH 3-Domanen besteht also in einer einzigarti- 
gen Proteinfaltung, die nicht mit den P-Faltblattstrukturen und 
den amphipatischen (bifunktionellen) a-Helices der SH 2-Do- 
manen verwandt ist" 'I. Allerdings laufen die N- und C-Termini 
der SH 3-Domanen wie die in den SH2-Einheiten auf einer Pro- 
teinseite zusammen und sind vergleichsweise ungeordnet. Auf- 
grund dieser Struktureigenschaften kann die SH 3-Domane in 
Proteinen als unabhangige Einheit mit minimaler Storung der 
umgebenden Bereiche existieren. 

Durch NMR-Experimente mit 5N-markiertem Src-SH 3 
wurden weitere Einblicke in die Ligandenbindungsstelle erhal- 
ten[2b]. Dabei verschoben sich die Lagen der "N- und 'HN-Si- 
gnale von mehreren Aminosaureresten, wenn von 3BP1 abgelei- 
tete Peptide zugegeben wurden, woraus folgt, dal3 diese 
Aminosauren entweder die Beruhrungsflache zwischen Rezep- 
tor und Liganden bilden oder daran grenzen (Abb. 5). Eine 

Untergruppe dieser Reste (Tyr92, Val 11 1, Trp 1 18, Trp 119, 
Leu 120, Tyr 131 und Tyr 136) bildet einen glatten, hydrophoben 
Bereich auf der Proteinoberflache, der von den aromatischen 
Seitenketten begrenzt wird. Da viele der genannten Aminosau- 
ren hochkonserviert sind, war naheliegend, daD diese aromati- 
sche Plattform das Herzstuck der Bindungsstelle fur SH 3-Li- 
ganden ist. Andere durch die Wechselwirkung zwischen 
Rezeptor und Liganden gestorte Seitenketten (Arg95, Thr 96, 
Thr 98, Asn 113, Thr 114 und Glu 11 5 )  sind in der SH 3-Familie 
nicht konserviert und befinden sich in variablen Schleifen- 
regionen. Eine dieser Regionen, die sich zwischen den Strangen 
S 1 und S 2 befindet, wurde RT-Src-Loop (-Schleife) genannt, 
weil die Mutation von Arg95 und die von Thr96 zur Zelltrans- 
formation fiihrenl4". b , e l .  Die andere Schleife, die mit den Ligan- 
den in Beruhrung kommt, enthalt Einschiibe aus 6 und 17 Ami- 
nosauren, die in alternativ gespleiljten Varianten der neuro- 
nalen Src-SH 3-Domane vorkommen[' *, ''I. Diese n-Src-Loop 
genannte Region liegt zwischen den Strangen S 3 und S 4. 

Spatere Untersuchungen an anderen SH 3-Domanen besta- 
tigten das generelle Vorkommen dieser Strukturelemente12c-b1. 
Alle bekannten SH 3-Strukturen weisen eine gemeinsame globa- 
le Topologie auf, obwohl zusatzliche P-Strange oder Helices von 
der SH 3-Faltung toleriert werden. Besonders die Reste, die 
Tyr 90, Tyr 92, Trp 11 8 und Tyr 136 der Src-SH 3-Domane ent- 
sprechen, haben eine konservierte rauniliche Anordnung mit 
ahnlicher Orientierung der Seitenketten. Diese vier Reste sind in 
fast allen SH 3-Domanen erhalten und bilden zusammen eine 
gewindeahnliche Oberflache an der Ligandenbindungsstelle. 
Die RT-Src- und die n-Src-Schleife sind hingegen strukturell 
unterschiedlich und konnen sich erheblichen Veranderungen der 
Proteinarchiteklur anpassen. Ein dramatisches Beispiel fur 
diese strukturelle Flexibilitat findet sich in der PI3K-SH 3-Do- 
mane. Koyama et al. stellten einen Einschub aus 15 Aminosau- 
ren in der n-Src-Schleife dieser Domane fest, der aus einer 
a-Helix und zwei 3,,-Helices besteht (Abb. 6)["]. Diese SH3- 
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Abh. 6. Vergleich der Strukturen der SH3-Domanen von Src (links) und P13K 
(rechts) in Losung. Die Seitenketten der konscrvierten aromatischen Reste an der 
Bindungsstelle sind griin dargestellt[51]. Bei diesen Resten handelt es sich um 
Tyr90, Tyr92, TrpllB und Tyr136 (Src) bzw. u m T y r l 2 ,  Tyr14, Trp55 undTyr73 
(PI3K). 

Domane wurde vor und nach der Zugabe eines prolinreichen, 
von Dynamin abgeleiteten Peptids als Ligand NMR-spektro- 
skopisch untersucht[2d1. Dabei wurden die Signalverschie- 
bungen fur die Protonen in den Seitenketten und nicht die fur 
”N und ‘HN im SH3-Ruckgrat ermittelt. Danach sind die an 
der postuljerten Bindungsstelle beteiligten Reste von PI3K-SH 3 
identisch oder analog zu denen, die durch die NMR-Untersu- 
chungen mit Src-SH 3 bestimmt worden waren. Dies unterstutzt 
friihere Spekulationen, nach denen die konservierte hydropho- 
be Oberflache der SH 3-Domanen eine weit verbreitete Platt- 
form fur prolinreiche Liganden ist, wobei die Spezifitat der 
Ligandenbindung durch die RT- und die n-Src-Schleife erreicht 
wird. 

Leider warfen diese Untersuchungen nur wenig Licht auf die 
Strukturen der SH 3-Liganden. Die Identifizierung einer poten- 
tiellen Bindungsstelle gab zwar Hinweise auf die Topographie, 
doch die Konformation der gebundenen SH 3-Liganden blieb 
im Dunkeln. Ein Haupthindernis bei weiteren Strukturuntersu- 
chungen war das Fehlen von Peptiden, die SH 3 mit hoher Affi- 
nitat binden. Die Src- und die PI3K-SH 3-Domane wurden da- 
her in Gegenwart von Liganden rnit niedriger Spezifitat und 
Affinitat fur ihre jeweiligen Rezeptoren NMR-spektroskopisch 
untersucht: So bindet das von Dynamin abgeleitete Peptid an 
die P13K-SH 3-Domane mit einer Dissoziationskonstanten K,, 
von 300 p ~ [ ’ ~ ] .  Obwohl die Ligandenbindungsstelle rnit diesen 
Peptiden leichter charakterisiert werden konnte (die Struktur- 
untersuchungen in Losung wurden bei Konzentrationen von je 
ca. 2 m ~  Rezeptor und Ligand durchgefuhrt), war wegen der 
niedrigen Affinitlt und der mangelnden Spezifitat eine aussage- 
kraftige Bewertung der SH 3-Ligand-Wechselwirkungen nicht 
moglich. Daher blieben grundlegende Fragen zur molekularen 
Erkennung der SH 3-Domlnen unbeantwortet : Wie binden 
SH 3-Domanen prolinreiche Liganden? Warum sind Prolinreste 
in bestimmten Positionen kritisch fur die SH 3-Bindung? Welche 
Strukturelemente in SH 3-Liganden vermitteln die Spezifitat? 
Im folgenden werden wir uns auf die Befunde und Erkenntnisse 
konzentrieren, durch die diese Fragen letztendlich beantwortet 

werden konnten. Dabei werden wir besonders die Entdeckung 
von SH 3-Liganden mit Hilfe der kombinatorischen Chemie und 
die Strukturaufklarung der SH 3-Ligand-Komplexe durch 
NMR-Spektroskopie und Kristallstrukturanalyse diskutieren. 
Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Untersuchungen wer- 
den wir dann ein allgemeines Modell fur SH 3-Ligand-Wechsel- 
wirkungen entwerfen. 

3. Kombinatorische Untersuchungen der PI3K- und 
der Src-SH 3-Domane 

Mehrere Strategien fur die Entdeckung von Liganden durch 
kombinatorische Synthese und molekulare Selektion sind in 
jungster Zeit entwickelt worden[”]. Bibliotheken von Pepti- 
den[”], Oligonucleotiden[221 und anderen linearen Polyme- 

wurden in loslicher Form oder auf festen Tragern synthe- 
tisiert. Daruber hinaus wurde die kombinatorische Synthese zur 
Herstellung von Benzodia~epinen[~~] und Azinomycinana- 
loga[20a, 251 angewendet, wodurch gezeigt wurde, da13 viele Syn- 
these-Transformationen mit dem Aufbau von Bibliotheken ver- 
einbar sind. In unseren Untersuchungen der PI3K- und der 
Src-SH 3-Domane haben wir kombinatorische Peptidbiblio- 
theken auf Kugelchen verwendet, wie sie von Lam et al. be- 
schrieben wurdenr2ldl. Diese Bibliotheken werden nach einem 
Split-and-pool(Trennen-und-Vereinigen)-Verfahren syntheti- 
siert[26], mit dem sehr schnell Millionen unterschiedlicher Pepti- 
de so hergestellt werden konnen, daB an jedem Kugelchen nur 
eine Sorte von Peptiden kovalent gebunden ist. Kugelchen, die 
hochaffine Liganden tragen, werden dann anhand ihrer Wech- 
selwirkung rnit einem markierten Rezeptor identifiziert. Der Er- 
folg von Strategien auf der Basis von harzgebundenen Liganden 
hiingt von der sorgfaltigen Berucksichtigung mehrerer Faktoren 
ab: 1) von der GroBe und der Grundstruktur der Molekulbi- 
bliothek, 2) von der chemischen Zusammensetzung des festen 
Tragers, 3) von der Derivatisierung (Markierung) des Ziel- 
rezeptors, 4) von den Selektionsbedingungen fur die Kugelchen 
und 5 )  von der Methode zur Charakterisierung der Kugelchen. 
Die Anwendung kombinatorischer Bibliotheken fur das Stu- 
dium der SH 3-Ligand-Wechselwirkungen verdeutlicht die Rolle 
dieser Faktoren bei der Entdeckung von Liganden. 

Bei unseren ersten Versuchen, SH 3-Liganden zu finden, ver- 
wendeten wir zwei nach dem Zufallsprinzip hergestellte Biblio- 
theken: Die eine enthielt zwei Millionen unterschiedliche lineare 
Hexapeptide, die andere dieselbe Zahl unterschiedlicher cycli- 
scher Heptapeptider2’]. Die allgemeine Struktur der Hexapepti- 
de war XXXXXX, wobei X eine beliebige Aminosaure rnit Aus- 
nahme von Cystein bedeutet, wahrend die Heptapeptide die 
Form CXXXXXC hatten und intramolekular durch Disulfid- 
bindungsbildung cyclisiert waren. Die Suche nach geeigneten 
SH 3-Liganden mit diesen Bibliotheken schlug fehl; die Amino- 
sauresequenzen auf den SH 3-bindenden Kiigelchen folgten 
zwar allgemeinen Trends, doch waren eindeutige Konsensusse- 
quenzen nicht erkennbar. Daruber hinaus waren die Bindungs- 
affinitaten von synthetischen, loslichen Versionen dieser Ligan- 
den niedrig (> 100 p~). Diese Ergebnisse waren enttiuschend 
und verwirrend. Als die Experimente durchgefuhrt wurden, wa- 
ren noch keine SH 3-Liganden bekannt, und es war unsicher, ob 
SH 3-Domanen iiberhaupt Polypeptide erkennen. Erst die spi- 
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tere Entdeckung von 3BP1, 3BP2 und anderen potentiellen 
SH 3-bindenden Proteinen offenbarte die Praferenz der SH 3- 
Domanen fur prolinreiche Sequenzen. Zwar blieb das minimale 
Konsensusmotiv der SH 3-Liganden schwer farjbar und umstrit- 
ten, doch waren diese prolinreichen Regionen der Ausgangs- 
punkt fur einen modifizierten Ansatz: eingeschrankte kombina- 
torische Bibliotheken. 

Da einige der beschriebenen SH 3-Liganden die Sequenz 
PPXP enthalten, entwarfen und synthetisierten wir eine 
eingeschrankte kombinatorische Bibliothek der Form 
XXXPPXPXX[*'* "1. Durch das einschrankende Element wer- 
den die Liganden einheitlich orientiert und die durchschnittliche 
Affinitat der Liganden zum Zielrezeptor erhoht. Cystein wurde 
auch hier nicht fur die variablen Positionen vorgesehen, um die 
Bildung intra- und intermolekularer Disulfidbrucken zu vermei- 
den, durch die die Synthese und die Charakterisierung der Bi- 
bliotheken erschwert wurden. Analog zu unseren friiheren Bi- 
bliotheken wurden etwa zehn Millionen unterschiedliche 
Peptide mit dieser Struktureinschrankung iiber einen Spacer aus 
j-Alanin, e-Aminocapronsaure und Ethylendiamin an Polydi- 
methylacrylamid-Kugelchen gekniipft. Dieser feste Trager wur- 
de ausgewahlt, weil er sowohl in organischen Losungsmitteln, 
die fur die Peptidsynthese notwendig sind, als auch in warjrigen 
Puffern, in denen biologische Rezeptoren loslich sind, gut solva- 
tisiert wird und chemisch stabil ist. Der Spacer wurde eingescho- 
ben, um sterische Wechselwirkungen zwischen den SH 3-Doma- 
nen und der Polydimethylacrylamid-Matrix zu minimieren. Die 
PI3K- und die Src-SH 3-Domane wurden dann ortsspezifisch an 
ihren N-Termini mit Fluorescein derivatisiert : Diese Gruppe 
kann in Peptide und Proteine eingefiihrt werden, indem man 
N-terminal einen Serinrest anfugt, ihn mit Natriumperiodat 
zum Glyoxalamid spaltet und dieses rnit Fluoresceinthiosemi- 
carbazid kuppelt (Abb. 7)[291. Zufallig enthalt die PI3K-SH 3- 
Domane, wenn sie in E. coli exprimiert wurde, bereits einen 
N-terminalen Serinrest, da das N-terminale Methionin post- 
translational entfernt wird. Dies gilt nicht fur die Src-SH 3-Do- 
mane, aber hier wurde ein N-terminaler Serinrest einfach durch 
PCR-Mutagenese und Faktor Xa-Proteolyse in das Protein ein- 
gebaut. Dieses selektive und milde Markierungsverfahren wur- 
de gewahlt, da N-Terminus und Ligandenbindungsstelle einer 

Abb. 7 .  Band-Darstellung der N-terminal derivatisierten semisynthetischen PI3K- 
SH 3-Domane, die fur das Screening der Peptldbibliotheken verwendet wurde. Die 
konservierten aromatischen Reste, die die Bindungsstelle bilden. sind ebenfalls 
eingezeichnet [52].  

SH 3-Domane auf entgegengesetzten Seiten des Rezeptors lie- 
gen, so darj es zu keiner Storung der Ligandenbindung durch die 
Fluoreszenzmarkierung kommen kann. Aliquote von etwa zwei 
Millionen Kugelchen aus der XXXPPXPXX-Bibliothek wur- 
den mit den fluoresceinmarkierten PI3K- und Src-SH 3-Doma- 
nen gemischt, so dalj es zur Rezeptor-Ligand-Komplexbildung 
kommen konnte; die Matrix wurde ausgiebig rnit detergenshal- 
tigem Puffer hoher Ionenstarke gewaschen, um unspezifische 
Wechselwirkungen aufzuheben. Die Kugelchen wurden an- 
schlieljend fluoreszenzmikroskopisch identifiziert. Bei jedem 
Screening der Bibliothek wurden 60- 70 intensiv fluoreszierende 
Kugelchen gefunden und die am hellsten strahlenden wurden 
isoliert (Abb. 8). Da jedes Kugelchen einen Durchmesser von 
etwa 100 pm hat und inindestens 50 pmol Peptid tragt, konnen 
die harzgebundenen Liganden durch automatischen Edman- 
Abbau sequenziert werden. 

Abb. 8. Zufallig ausgewlhlter Teil einer harzgebundenen Bibliothek, die mit einer 
fluoresceinrnarkierten SH 3-Domane durchgemustert wurde. Die 100 pm grol3en 
Kiigelchen wurden unter dern Mikroskop sowohl mit Durchlicht als auch durch 
Fluoreszenz sichtbar gemdcht. 

Zwei Klassen von SH3-Liganden lieljen sich aufgrund der 
Untersuchungen mit dieser kombinatorischen Bibliothek unter- 
scheiden (Tabelle 1). Die meisten Liganden der Klasse I haben 
die Konsensussequenz RXLPPQPXX (a bedeutet Arginin im 
Falle von PI3K-SH3 und Leucin im Falle von Src-SH3; X ist 

Tabelle 1. Aminosluresequenzen von harzgebundenen Peptiden, die an die SH 3- 
Domanen von PI3K und Src binden. 

SH3- 
Domlne 

Klasse I Klasse I1 

PI3K R K L P P R P S  K R M L P P K P R V  P W H P P L P L R  
R D L P P R P A A  R K L P P K P K  W V W K P P L P K R  
R Y L P P R P M Y  R P  L P P H P R  R L N K P P L P K R  
R R L P P R P R  R R A  L P P H P R  F N R K P P L P A R  
R L L P P R P T  F R K L P P L P K A  
R K L P P R P A  F R P  L P P A P W K  
P A L P P R P H S  

Src R A L P P L P R A  R M L P P L P A  W P Y H P P L P R R  
R E L P P L P R  F R P  L P P L P A  W M M A P P L P R L  
R A L P P L P R Y  R Q L P P L P A F  A F  A P P L P R R  
R N L P P L P R  I R R  L P P L P Q  L 
R A L P P L P R W  R D L P P L P H R  
R T L P P L P R  F R E  L P P I  P V  F 
R A L P P L P R  I R P  L P P V P M F  
R P L P P L P T  S R P  L P P T P K Y  
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ein nichtkonservierter Aminosaurerest); Liganden der Klasse I1 
haben die Konsensussequenz XXXPPLPXR. Die spektroskopi- 
sche Analyse von einigen Rezeptor-Ligand-Komplexen ergab, 
darj sich die Intensitat der Tryptophanfluoreszenz der SH %Do- 
manen bei Ligandenbindung erhoht und die Fluoreszenzbande 
zu kurzeren Wellenlangen verschoben wird (Abb. 9). Dies wird 

150 

Abb. 9. EinfluB der Liganden- 
bindung auf das Fluores- 
zenzspektrum einer SH %Do- 

I 50 mine. 1: PI3K-SH3 ( 0 . 5 ~ ~ ) ;  
2, 3 und 4: PI3K-SH3 rnit 
4.3,13 bzw. 11OAquiv. RKLP- 
PRPSK. A = Emissionswellen- 

300 320 340 360 380 4oo Iinge [nm], I =  Fluoreszenz- 
intensitit (in willkurlichen Ein- 

0 

l r n k  I / n m  - heiten). 

vermutlich durch die ligandeninduzierte Desolvatation eines 
konservierten Tryptophanrestes in der SH 3-Bindungsstelle 
verursacht, der dem Trpl l8  von Src entspricht. In der Folge 
wurden reprasentative Liganden als Carboxamidpeptide syn- 
thetisiert und ihre Affinitaten fur die SH 3-Domanen durch 
Eluoreszenz-Titrationen bestimmt (Tabelle 2). Die Dissozia- 

Tabelle 2. Aftinititen von Peptidliganden zu den SH 3-Domanen von P13K und 
Src. Angegeben sind die Dissoziationskonstdnten KD der Komplexe. 

SH3-Domlne Peptid KD [PM] 

PI3K 

Src 

R K L P P R P S  K 
R K L P P R P A  F 
R Y L P  P R P  M Y  
L N K P  P L P  K R 
R A L P P L P R  Y 

R A L P P L P R  Y 
R E L P P L P R  F 
R E L P P I  P V  F 
R P L P P T P K Y  
A F A P P L P R  R 
R K L P P R P S  K 

9.1 
11 
13 
13 
11 

1.8 
9.6 

12 
13 
59 
52 

tionskonstanten liegen fur beide Ligandklassen im mikromola- 
ren Bereich, wobei die K,s der Liganden mit den hoheren Affini- 
tlten weniger als 1 0 p ~  betragen. Die Peptide binden daruber 
hinaus selektiv an die jeweiligen Rezeptoren, was auf unter- 
schiedliche Praferenzen fur die Reste in einigen variabel besetz- 
ten Positionen hindeutet. Beispielsweise bindet der PI3K-SH 3- 
Ligand RKLPPRPSK (RLP 1 )  an die SH 3-Domanen von PI3K 
und Src rnit KD = 9.1 bzw. 5 2 ~ ~ .  Der Src-Ligand RALPP- 
LPRY (RLP2) ist etwas weniger selektiv und bindet an die 
PI3K- und die Src-SH3-Domane mit KD = 17 bzw. 7.8 p ~ .  Diese 
Affinitaten sind dhnlich groR, im allgemeinen sogar groBer als 
die von Peptiden, die von SH 3-bindenden Proteinen abgeleitet 
wurden. Eine der starksten SH 3-Peptid-Wechselwirkungen, die 
bis heute bekannt sind, ist die zwischen der N-terminalen SH 3- 
Domane von Grb2 und dem von Sosl abgeleiteten Peptid 
VPPPVPPRRR rnit KD = 5.6 p~ (die C-terminale SH 3-Doma- 
ne von Grb2 bindet dieses Peptid mit KD = 39pM)'271. Im 

Vergleich dazu bindet das von 3BP1 abgeleitete Peptid 
APTMPPPLPP an die Abl-SH3-Domane rnit KD = 
37 PM~13.301, 

Die Entdeckung von zwei Ligandenklassen war sehr interes- 
sant, da sie darauf hinwies, darj SH 3-Ligand-Wechselwirkun- 
gen zwei unterschiedliche Bindungsweisen umfassen. Da es in 
Liganden der Klasse I ein konserviertes N-terminales und in 
denen der Klasse I1 ein konserviertes C-terminales Arginin gibt, 
haben wir vorgeschlagen, daR diese Peptide in entgegengesetzter 
Orientierung an SH 3-Domanen binden, auch wenn uns kein 
Prazedenzfall fur ein solches Verhalten an einem Proteinrezep- 
tor bekannt warL2'. '*I. Das Ubergewicht der RXL-enthalten- 
den Liganden spiegelt offenbar eine inharente Bevorzugung 
von Liganden der KlasseI wider; der mit hoher Affinitat 
bindende Ligand der N-terminalen Grb 2-SH 3-Domane, 
VPPPVPPRRR, ahnelt allerdings den Peptiden der Klasse I1 
und wird auch wie diese g e b ~ n d e n [ ~ ' * ~ ~ ] .  Diese Aspekte der 
molekularen Erkennung wurden durch Mutationsanalysen von 
zwei SH 3-Liganden weiter aufgeklart (Abb. 10). Das KlasseI- 
Peptid RLP 1 L281 und das Klasse 11-Peptid AFAPPLPRR 
(PLR wurden systematisch mutiert, um die relative Bedeu- 
tung jedes Aminosaurerestes fur die SH 3-Bindung zu bestim- 
men. Wie erwartet sind die konservierten Reste generell wichtig 

A 

K D ' F M  50 

25 IlJLJ 0 R K L P P R P S K  

B 
600 

>500 >500>5w >so0 

jFM :w 200 100 

0 
A F A P P L P R R  

Abb. 10. Mutationsanalyse des KlasseI-Ligdnden RLP 1 und des KlasseII-Ligan- 
den PLR 1. A) EinfluB der Substitution von einzelnen Aminosdureresten in RLP 1 
durch Alanin auf die Dissoziationskonstante KD des P13K-SH 3-RLP 1 -Komplexes. 
Die Werte fur die Reste SerX und Lys9 beziehen sich auf das verkurzte Peptid 
RKLPPRP. B) EinfluB der Substitution von einzelnen Aminosinreresten in PLR 1 
durch Alanin oder Glycin (fur ursprunglich vorhandenes Alanin) auf die Dissozia- 
tionskonstante KD des Src-SH 3-PLR I-Komplexes. 

fur die SH 3-Erkennung; die Substitution dieser Aminosauren 
durch Alanin oder Glycin schwacht die SH 3-Bindung deutlich. 
Nichtkonservierte Reste, die fur die SH 3-Ligand-Bindung nicht 
entscheidend sind, konnen in zwei Kategorien eingeteilt werden. 
Eine Gruppe besteht aus Lys 2 und Pro 5 in RLP 1 sowie Pro 5 
und Arg 8 in PLR 1 ,  zwischen denen sich konservierte, SH 3-bin- 
dende Reste befinden. Die zweite Gruppe umfaDt terminale 
Aminosauren in den beiden Peptiden, woraus sich die Vermu- 
tung ableiten lafit, daR diese Liganden aus mindestens sieben 
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Aminosauren bestehen. Die Lokalisierung dieser fur die SH 3- 
Bindung unwesentlichen Reste am C-Terminus der KlasseI-Li- 
ganden und am N-Terminus der Klasse 11-Liganden stiitzte un- 
sere Hypothese, daD die Peptide der beiden Klassen bei der 
Bindung entgegengesetzte Orientierungen einnehmen. AuDer- 
dem fanden wir ein Palindrom-Motiv PXXP, das generell kon- 
serviert ist : Pro 4 und Pro 7 tragen in beiden Liganden zur SH 3- 
Bindung bei. Ini nachhinein 1aDt sich aufgrund dieses 
konservierten PXXP-Motivs und des relativen Abstandes der 
nicht an der Wechselwirkung beteiligten Aminosauren vermu- 
ten, daD die SH 3-Liganden hochorganisierte Strukturen rnit ei- 
ner einheitlichen raumlichen Beziehung zwischen den Amino- 
sauren in den Positionen i und i -t 3 bilden. Diese Ergebnisse 
erklaren auch, warum unsere urspriinglichen Molekulbibliothe- 
ken keine SH 3-Liganden enthielten. Nichtcodierte Bibliotheken 
auf Tragerkugelchen sind aufgrund der Grenzen der Synthese 
und des Screenings auf Peptide mit fiinf oder sechs Aminosau- 
ren beschrankt; SH 3-Domanen dagegen benotigen Liganden, 
die mindestens sieben Aminosaurereste enthalten. Das prolin- 
reiche Teilstuck PPXP enthielt also nicht nur ein SH 3-binden- 
des Element, sondern ermoglichte auch die Synthese von Ligan- 
den, die aus einer hinreichenden Zahl von Aminosauren 
bestehen und daher mit dem Rezeptorprotein starker wechsel- 
wirken. 

Durch vergleichende Recherchen in der EMBL/SwissProt- 
Datenbank rnit den Liganden der Klassen I und I1 wurden ahnli- 
che prolinreiche Regionen in vielen zellularen und viralen Pro- 
teinen identifiziert. Peptidsequenzen wie die der Liganden der 
KlasseI kommen z. B. in der Tyrosin-Kinase ~ - F g r [ ~ ~ ] ,  im Pro- 
tein HK 2 des Ka l i~mkana l s [~~]  und im menschlichen Proacro- 
sin[35] vor. Klasse 11-analoge Sequenzen gibt es im Proto- 
oncogen ~ - C b l [ ~ ~ ] ,  in Sos 1 [371 und in der N-terminalen regulato- 
rischen Domane des Progesteronrezept~rs[~~]. Interessantenvei- 
se gibt es auch eine KlasseII-ahnliche Sequenz, RPLPVAP, in 
der p85-Untereinheit von PI3K, ungefahr zehn Aminosauren 
hinter der SH 3-D0rnane[~"* 'I. Nach neueren Untersuchungen 
wird die Lipid-Kinase-Aktivitat von PI3K durch die Bindung 
der Lyn- oder der Fyn-SH3-Domane an diese Region ausge- 

AuBerdem konnten wir zeigen, daD diese Region die 
Dimerisierung eines rekombinanten p85-Fragmentes in vitro 
vermittelt, indem sie intermolekular mit der SH 3-Domane eines 
zweiten p85-Fragmentes wech~elwirkt[~~].  Die physiologische 
Bedeutung dieser mutmaDlich SH 3-bindenden Motive ist unsi- 
cher, da wegen der Lange der PI3K- und der Src-SH 3-Liganden 
die eindeutige Identifizierung endogener Ziele nicht moglich ist. 
Die Entdeckung dieser SH 3-Liganden rnit Hilfe der kombinato- 
rischen Chemie war jedoch die Voraussetzung fur unsere Struk- 
turuntersuchungen zur Aufklarung der SH 3-Ligand-Wechsel- 
wirkungen auf molekularer Ebene. 

4. Strukturuntersuchungen an SH 3-Ligand- 
Komplexen 

Da wir nun iiber die gesuchten Liganden verfiigten, gingen 
wir als nachstes die Strukturaufklarung einiger SH 3-Ligand- 
Komplexe rnit mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie an. Yu 
und Feng aus unserer Arbeitsgruppe untersuchten Komplexe 
aus der PI3K-SH 3-Domane und RLP 1 sowie aus der'c-Src- 

.AUFSATZE 

SH3-Domane, RLP2 und PLR lr3']. Sie entdeckten dabei eine 
neuartige molekulare Architektur fur Protein-Ligand-Wechsel- 
wirkungen. Diese Untersuchungen veranschaulichen, wie die 
Art der Ligandenbindung durch einen Proteinrezeptor durch 
die Anwendung der kombinatorischen Synthese und von Tech- 
niken zur Proteinstrukturbestimmung aufgeklart werden kann. 
AuBerdem publizierten Saraste et al. kurzlich die Kristallstruk- 
tur des AM-SH 3-3BPl-lO-KompIe~es[~~~, und Harrison et al. 
bestimmten die provozierende Struktur eines SH 3-SH 2-Frag- 
ments der Tyrosin-Kinase Lck, in dem die SH2-Domane mit 
einem Phosphotyrosinpeptid komplexiert warizgl. Diese Unter- 
suchungen fiihrten zu wertvollen Einsichten in die molekularen 
Ursprunge der SH 3-Ligand-Wechselwirkungen und in die 
Strukturvoraussetzungen fur die Spezifitat. AuDerdem fiihrten 
sie zu grundlegenden Regeln fur den strukturorientierten Ent- 
wurf von nichtpeptidischen SH 3-Liganden, die eine wichtige 
Rolle in der medizinischen und biologischen Forschung spielen 
konnten. 

4.1. Uberblick uber die Strukturen von SH3-Ligand- 
Komplexen 

Die Strukturen von vier SH3-Peptid-Komplexen (Abb. 11 - 
16) stimmen im allgemeinen rnit friiheren Vorschlagen iiber 
SH 3-Ligand-Wechselwirkungen iiberein und lassen bemerkens- 
werte strukturelle Eigenschaften der Protein-Protein-Wechsel- 
wirkungen erkennen. Der konservierte hydrophobe Bereich, der 
von den variablen RT- und n-Src-Schleifen flankiert wird, bildet 
die Ligandenbindungsstelle der SH 3-Domane, wie dies bereits 
NMR-spektroskopisch gezeigt wurde. Die Gesamtstruktur der 
SH 3-Domane andert sich nur unwesentlich, wenn ein Ligand 
gebunden wird; beispielsweise weichen die minimierten gemit- 
telten Strukturen der PI3K-SH3-Domane mit und der ohne 
gebundenen Liganden im Bereich des Proteinruckgrats im Mit- 
tel nur 0.85 8, voneinander ab128]. So bilden die hochkonservier- 
ten aromatischen Aminosaurereste, die Tyr 90, Tyr 92, Trp 11 8 
und Tyr 136 der Src-SH 3-Domane entsprechen, ein praorgani- 
siertes, gewindeahnliches Templat fur den SH 3-Liganden. 
Durch diese Aminosauren und andere benachbarte Reste wer- 
den in der SH 3-Domane drei Taschen einheitlicher GroRe fur 
spezifische Seitenketten der prolinreichen Liganden gebildet. 
Diese Bindungstaschen sind in erster Linie hydrophob, wenn- 
gleich auch geladene Aminosaurereste peripher liegender Schlei- 
fen die Rezeptoroberflache beeinflussen konnen. Die Komple- 
xierung der Liganden kann auch die kooperative Entfaltung der 
SH 3-Domane in Losung erheblich verlangsamen, was beispiels- 
weise durch den langsamen Austausch von elf Amidprotonen 
der SH3-Domane nach der Bindung von RLP2 gezeigt wur- 
deE3'J; im ligandfreien Zustand ist der Austausch nur bei drei 
dieser Protonen langsamtZb1. 

Die Struktur des PI3K-SH 3-RLP 1-Komplexes in Lasung 
(Abb. 11) zeigt eindeutig, dal3 das Peptid eine linksdrehende 
Helix vom Polyprolintyp I1 (PPII) bildet, die sich in die Rezep- 
torbindungsstelle einfugt ; diese Art der Bindung wurde auch bei 
den drei anderen Strukturen von SH 3-Peptidkomplexen festge- 
stellt. Zwei vollstandige Helixwindungen stehen mit der SH 3- 
Domane in Kontakt, und im Abl-SH 3-3BP1-10-Komplex wird 
die Helixstruktur durch weitere N-terminale Reste fortgesetzt. 
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Abb. 11. Stereodarstellung der Struktur des PI3K-SH 3-RLP I-Komplexes. Die 
SH3-Reste, die an der Bindung heteiligt sind. sind in rot gezeigt[51]. C-terminale 
Reste des Liganden, die nicht rnit der SH3-Domane wechselwirken, wurden wegge- 
lassen. 

Dieses einzigartige PPII-Helixmotiv ist fur die molekulare Er- 
kennung von SH 3-Domanen gut geeignet. Polypeptide bilden 
in dieser Konformation ein gestrecktes Molekulgerust, das in die 
lange schmale SH 3-Ligand-Bindungsstelle pa&. Im Vergleich 
dam sind die rechtsdrehenden a-Helices, die die gleiche Zahl an 
Aminosaureresten enthalten, nur etwa halb so lang. PPII-Heli- 
ces in globularen Proteinen sind ebenfalls ideale Mediatoren fur 
Protein-Protein-Wechselwirkungen, da diese Motive im allge- 
meinen dem Losungsmittel ausgesetzt sind; da PPII-Helices kei- 
ne inneren Wasserstoffbruckenbindungen bilden, hlngt ihre 
therniodynamische Stabilitat von der Solvatation des Riickgrats 
abL4l1. Die auffallendsten Eigenschaften der PPII-Helices sind 
der Drehsinn und die regelmZBige, sich periodisch wiederholen- 
de Architektur (Abb. 12). Eine Helixwindung besteht aus drei 
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Aminosaureresten, und die Seitenketten der Reste in den Posi- 
tionen i und i + 3 ragen auf der gleichen Seite der Helix mit 
nahezu identischer Orientierung heraus. In dieser Konforma- 
tion weist das Peptid eine gestreckte Struktur auf, in der das 
Ruckgrat und die Seitenketten voneinander gleichmal3ig ent- 
fernte Furchen bilden und die somit dem Gewinde einer Schrau- 
be gleicht. Breite und Tiefe dieser Furchen passen genau zu den 
van-der-Waals-Oberflachen der aromatischen Seitenketten ent- 
lang der SH 3-Ligand-Bindungsstelle. Der SH 3-Ligand-Kom- 
plex ahnelt daher einem mechanischen Schneckengewinde, bei 
dem das Gewinde einer langgestreckten Schraube in die Zahne 
eines Zahnrades greift. 

Da die Seitenketten einer PPII-Helix nach jeweils 120" (Blick 
entlang der Achse der Helix) aus dem Peptidriickgrat ragen, 
setzt sich jede Helixwindung aus einem dem Losungsmittel zu- 
gewandten Rest und zwei benachbarten Resten, die mit der 
SH 3-Domane wechselwirken, zusammen (Abb. 13). Die dem 
Losungsmittel ausgesetzten Aminosauren sind also der SH 3-Li- 
gand-Bindungsstelle abgewandt und tragen daher nicht zur Bin- 
dungsenthalpie der SH 3-Ligand-Wechselwirkung bei. Es han- 
delt sich dabei um die Aminosaurereste (Lys2 und Pro5 in 
RLP 1 sowie Pro 5 und Arg 8 in PLR I), die zu Alanin mutiert 
werden konnen, ohne daIj die Bindungsaffinitat merklich ab- 

I c 

n-Src- 
Loop 

RT-Src. 
LOOP 

Abb. 13. Detaillierte Ansicht eines reprasentativen SH 3-Ligand-Komplexes. 
Oben: Molekiiloberflache der Src-SH 3-Domine rnit dem gebundenen Peptid 
RLP2(51]. Aminosdurereste der Src-SH 3-Domane, die fur die Bindung kritisch 
sind. sind bezeichnet; C-terminale Reste des Liganden, die nicht mit der SH3- 
Domane wechselwirken, wurden weggelassen. Unten: Schematische Darstellung 
des Src-SH 3-RLP 2-Komplexes. Die Zahlen in Klammern stehen fur die drei hydro- 
phoben Taschen in der SH 3-Bindungsstelle. 

Abh. 12. Vergleich der Konformationen von gebundenem RLP 1 (Teilstruktur 
RKLPPRP, rechts) und van einer gebundenen regelmlRigen PPII-Helix (links), die 
die fur die SH 3-Bindung kritischen RLP 1-Reste enthalt. Prolinreste, die mit der 
SH 3-Domane in Kontakt stehen, sind rot gekennzeichnet, von Prolin verschiedene 
Reste. die an  der Bindung beteiligt sind, weil3 oder grun, und Reste, die nicht direkt 
rnit der SH 3-DomBne wechselwirken. gelb. 
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nimmt. Es werden jedoch Prolinreste in diesen Positionen be- 
vorzugt, wie sich anhand der leichten Zunahme der PI3K-SH 3- 
Bindungsaffinitat fur eine Mutante von RLP 1 zeigen lafit, die in 
Position 2 statt Lysin Prolin enthalt (K2P-Mutante von RLP 1, 
RPLPPRPSK)[’*’. Obwohl Prolinreste in diesen Positionen kei- 
nen Kontakt mit der SH 3-Domane haben, tragen sie zur SH 3- 
Bindung bei, indem sie die konformative Beweglichkeit des Pep- 
tids einschranken und so die Bildung der PPII-Helix fordern. 
Die ubrigen Aminosaurereste der PPII-Helix wechselwirken in- 
tensiv rnit dem Rezeptor, indem sie die drei hydrophoben Ta- 
schen der Ligand-Bindungsstelle besetzen. Fur die erste Tasche 
ist die argininbindende Spalte im Src-SH 3-RLP 2-Komplex ein 
Beispiel (siehe Abb. 15, Mitte). Sie wird vom Indolring des 
Trp 11 8 und benachbarten hydrophoben Elementen gebildet 
und beherbergt die aliphatische Kette des Argininrestes von 
einem Ende der PPII-Helix. (Eine Diskussion der guanidinium- 
bindenden Komponente dieser Tasche folgt in Abschnitt 4.2.) 
Die zweite und dritte Bindungstasche setzen sich ebenfalls aus 
hydrophoben Resten der SH 3-Domine zusammen; diese ent- 
sprechen den Resten Tyr 90, Tyr 92, Trp 1 18, Pro 133 und Tyr 136 
von Src. Jede dieser aus aromatischen Elementen gebildeten 
Taschen bindet ein XP-Dipeptidylelement der PPII-Helix. Eine 
auBerhalb der Bindungsstelle liegende Aminosaure X verbindet 
diese beiden XP-Bausteine zur Konsensussequenz des SH 3-bin- 
denden Motivs XPXXP. Die zuvor erhaltenen Befunde, daR das 
PXXP-Motiv fur SH 3-Liganden wesentlich ist, konnen nun rnit 
den beiden aromatischen Taschen und ihren Dipeptidylliganden 
auf struktureller Grundlage erklart werden. 

Die molekulare Grundlage fur die Erkennung von XP-Ele- 
menten ist aus den Strukturen der SH 3-Ligand-Komplexe klar 
ersichtlich. Die Alkylsubstituenten dieser beiden Reste sind di- 
rekt benachbart, da die C,-Cp-Bindung von X und die N-C,- 
Bindung des Prolins nur zwei Ruckgratbindungen voneinander 
entfernt sind (Abb. 14). Die Kompaktheit dieser XP-Elemente 
und ihre raumliche Beziehung zueinander in der PPII-Helix ma- 
chen es moglich, daB sie sich zwischen die aromatischen Reste in 
der SH 3-Bindungsstelle einlagern, wodurch die hydrophoben 
Wechselwirkungen an der Grenzflache zwischen Protein und 
Ligand maximiert werden. Im Vergleich dazu sind andere Di- 
peptidylreste wie XX und PX fur die Bindung an SH 3 weniger 
geeignet, weil ihre grooeren van-der-Waals-Oberflachen nicht 
komplementar zu den Bindungstaschen des Rezeptors sind. Die 
Alkylsubstituenten in diesen Dipeptidyleinheiten sind uber die 
beiden C,-C,-Bindungen angekniipft und somit drei statt nur 

A B 

C N 

N C 

Abb. 14. Vergleich der Dipeptidylreste XP (A) und PX (B) (X = Leucin). Die Ori- 
entierung des Peptidriickgrats ist durch C und N (rot) hervorgehoben. Kohlen- 
stoffatome: schwarz, Stickstoffatome: blau, Sauerstoffatome: rot [52].  

zwei Riickgratbindungen voneinander entfernt. XX- und PX- 
Elemente sind aul3erdem konformativ flexibler als XP-Dipepti- 
dylreste, deren konformative Beweglichkeit durch 1,3-Wechsel- 
wirkungen zwischen der N-C,-Bindung des Pyrrolidinylrings 
und der C,-C,- oder der N-C,-Bindung von X eingeschrankt 
wird. Damit in Einklang ist der Befund, daB Peptide, die von 
RLP2 und PLR 1 abgeleitet wurden, indem die XP- durch PX- 
Strukturelemente ersetzt wurden, deutlich niedrigere Affinita- 
ten fur die Src-SH 3-Domane au fwe i~en[~~] .  Es gibt allerdings 
auch Falle, in denen eine oder beide der mit der SH 3-Domiine 
wechselwirkenden Dipeptidyleinheiten aus der Sequenz PP be- 
stehen, wie im Abl-SH 3-3BP1-10-Komplex. Die C,-C,-Bindung 
des N-terminalen und die N-C,-Bindung des C-terminalen Pro- 
linrestes sind iiber zwei Ruckgratbindungen verbunden, und 
dieses steife Dipeptidylelement wird von der SH 3-Bindungsstel- 
le toleriert. Tatsachlich konnten Rickles et al. kurzlich mit Pha- 
gen-Display-Untersuchungen zeigen, daB die zweite hydropho- 
be Bindungstasche der Abl-SH 3-Domane selektiv PP-Elemente 
bindet, wahrend die dritte (I/V)P-Motive b e v o r ~ u g t ~ ~ ~ ] .  Unsere 
Untersuchungen der Src- und der PI3K-SH 3-Domane ergaben, 
dal3 deren zweite und dritte Bindungstaschen bevorzugt XP-Se- 
quenzen binden, wobei X fur einen acyclischen aliphatischen 
Aminosaurerest steht. Diese Vorliebe fur von Prolin verschiede- 
ne Reste erklart sich moglicherweise dadurch, daB eine N-termi- 
nale acyclische Aminosaure und C-terminales Prolin zusammen 
eine Bindungsoberflache bilden konnen, die zu optimalen anzie- 
henden Wechselwirkungen in den SH 3-Ligand-Komplexen 
fuhrt. 

Die SH 3-Ligand-Komplexbildung ist aus diesen Griinden ei- 
ne auhergewohnliche biologische Methode zur Assoziation von 
Proteinen. Indem die Natur aromatische und Pyrrolidinylreste 
iterativ kombinierte, hat sie ein in Funktion und Struktur ele- 
gantes Element geschaffen. Besonders fur die Liganden der 
SH 3-Domanen sind die besonderen molekularen Eigenschaften 
des Prolins, seine kompakte Struktur und seine stark einge- 
schrankte Konformation von Nutzen. Durch mehrere dieser 
einmaligen cyclischen Aminosaure wird eine fur das Losungs- 
mittel zuglngliche hydrophobe Ligandenoberflache gebildet, 
und durch die starre Konformation der PPII-Helix, die durch 
diese Aminosaurereste erzwungen wird, werden potentiell SH 3- 
bindende Elemente orientiert und gestaffelt. Diese rnit der SH 3- 
Domane wechselwirkenden Elemente weisen Oberflachen auf, 
die aufgrund der N-C,-Seitenketten der Prolinbausteine raum- 
lich kompakt sind und eine starre Konformation haben. Die 
Pyrrolidinylringe sind offenbar auch ideale Einheiten fur die 
Wechselwirkung mit aromatischen Gruppen, was anhand der 
Zahl der Prolin-Aren-Wechselwirkungen in Proteinstruktu- 
ren[‘jl und der selektiven Bindung von Prolinresten durch syn- 
thetische Rezeptoren rnit aromatischen Gruppen gezeigt wur- 
de[441. Diese bemerkenswerte Optimierung von Rezeptor- 
Ligand-Wechselwirkungen ist das Ergebnis von Evolutionspro- 
zessen auf molekularer Ebene, durch die biologische Systeme 
verandert werden. Wahrscheinlich basiert die ‘Erkennung von 
Poly-L-prolin(PLP)-Sequenzen durch den multifunktionalen 
Rezeptor Profilin auf ahnlichen Struktureigenschaften. Analog 
zu SH 3-Domanen enthalt dieses strukturell unterschiedliche 
Protein ebenfalls eine Region mit konservierten aromatischen 
Resten, die erst kurzlich rnit der Bindung von PLP in Verbin- 
dung gebracht ~ u r d e n [ ~ ~ ’ .  
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4.2. Ligandenspezifitat 

Das Haupterkennungsmotiv von SH 3-Liganden ist die Se- 
quenz XPXXP, die funktionell dem Phosphotyrosinrest bei 
SH 2-Ligand-Wechselwirkungen aquivalent ist. Durch diese we- 
sentlichen Erkennungselemente werden die Liganden an den 
Bindungsstellen des Rezeptors verankert, wobei die Spezifitdt 
der Bindung durch die benachbarten Aminosauren vermittelt 
wird. In SH 2-Phosphopeptid-Komplexen ragen die dem Phos- 
photyrosin benachbarten Aminosaurereste uber die Rezeptor- 
oberfache hinaus und wechselwirken rnit spezifischen hydro- 
phoben und polaren Regionenlzg. 17a,d-f ,461.  Auf ahnliche 
Weise wird die Spezifitat der SH 3-Ligand-Wechselwirkung 
durch die variablen Aminosaurereste im und um das XPXXP- 
Teilstuck erreicht. Die Unterschiede bei den Resten, die rnit dem 
Rezeptor wechselwirken, entsprechen dabei den durch die varia- 
blen RT- und n-Src-SchIeifen hervorgerufenen Anderungen der 
topographischen und elektrostatischen Eigenschaften der SH 3- 
Bindungsstellen. 

Die drei hydrophoben Taschen der SH 3-Domane weisen 
Strukturmodifikationen auf, durch die die Praferenz fur Ligan- 
den festgelegt werden (Abb. IS). Mit unseren kombinatorischen 
Studien haben wir gezeigt, daB die erste Bindungstasche in der 
PI3K- und der Src-SH 3-Domane selektiv Argininreste von pro- 
linreichen Liganden bindet. Die Methylengruppen der Arginiu- 
seitenkette schmiegen sich dabei in die an der Oberflache der 
SH 3-Domane exponierte Spalte zwischen den hydrophoben 
Resten (einschliefllich Trp 11 8 in Src und Trp 55 in PI3K), wah- 
rend die Guanidiniumgruppe rnit einem hochkonservierten aci- 
den Rest (Asp99 in Src, Asp21 in PI3K) in der Tasche in Kon- 
takt tritt. Die Existenz einer Salzbriicke, an der Asp99, das sich 
am Ende der RT-Src-Schleife befindet, beteiligt ist, wurde durch 
NMR-Messungen und ortsspezifische Mutagenese bestatigt: 
Die chemische Verschiebung des Amidprotons von Asp99 wird 
durch die Ligandenbindung stark beeinflufit, und die D99N- 
Mutante der Src-SH 3-Domane bindet an RLP2 und PLRl  rnit 
stark verringerter Affinitltr321. Ahnliche Ergebnisse wurden rnit 
der PI3K-SH 3-Domane und RPL 1 erhaltenrZ8]. Experimente 
rnit Phagen-Di~play-[~*l und cDNA-Expressionsbibliothe- 
ken" ergaben hingegen, daB in der analogen Bindungsta- 
sche der Abl-SH 3-Domane bevorzugt hydrophobe Reste wie 
Tyrosin und Methionin gebunden werden. Diese unterschiedli- 
che Ligandenspezifitat geht auf den relativ hydrophoben Cha- 
rakter des Thr100 zuruck, das strukturell Asp99 von Src ent- 
sprichtrzC1. Tatsachlich ist die Abl-SH 3-Domane hinsichtlich 
der elektronischen Eigenschaften der ersten Bindungstasche ein- 
malig: Da ein negativ geladener Rest an dieser Stelle fehlt und 
das elektrostatische Potential dementsprechend verandert ist, 
kann die Abl-SH 3-Domane hier aliphatische und aromatische 
Seitenketten binden. Diese Art, Liganden zu unterscheiden, er- 
innert an die Substratspezifitat der Bindungstaschen von Serin- 
Proteasen, in denen Ser189 und Asp189 die Praferenz fur 
bestinimte Seitenketten von Chymotrypsin bzw. Trypsin modu- 
Iieren[471. 

Durch Variationen in der Architektur der zweiten und dritten 
SH 3-Bindungstasche werden andere Aspekte der Ligandenspe- 
zifitat beeinflufit. So ergaben unsere Untersuchungen, daB die 
PI3K- und die Src-SH 3-Domane in ihren zweiten Bindungsta- 
schen LP-Dipeptidylreste bevorzugen, und erganzende Experi- 

Abb. IS. Sperifitat der Rezeptor-Ligand-Biiidung in den Komplexen PI3K-SH 3- 
RLPl  (oben), Src-SH3-RLP2 (Mitte) und Abl-SH3-3BP1-10 (unten). Die SH3- 
Reste, die die konservierten Kontakte herstellen, sind in rot und Reste, die fur die 
Ligdndenspedfitit wesentlich sind, in gelb gereigt [51]. C-terminale Reste des 
Liganden, die nicht init der SH 3-Doindne wechselwirken, wurden weggelassen. 

mente rnit Phagen-Display-Bibliotheken, dafi die Abl-SH %Do- 
mane an dieser Stelle PP-Sequenzen erkennt. Die Strukturvor- 
aussetzung fur diese Selektivitat ist nicht offensichtlich, da die 
SH 3-Reste in dieser Region konserviert sind. Es ist daher wahr- 
scheinlich, dafi diese Bindungsspezifitaten subtile topographi- 
sche Unterschiede in den SH 3-Domanen widerspiegeln, wobei 
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vielleicht Variationen in den Aminosauren der benachbarten 
n-Src-Schleife eine Rolle spielen. So sind die aromatischen Reste 
Trp120 und Tyr136, die die zweite Bindungstasche der Abl- 
SH 3-Domane bilden, ein wenig weiter voneinander entfernt als 
die entsprechenden Reste in PI3K und Src, und die n-Src-Schlei- 
fen der Abl- und der Src-SH 3-Domane haben unterschiedliche 
Konformationen, obwohl sie etwa gleich lang sind. Die mogli- 
che Rolle dieser variablen Schleifen bei der Unterscheidung von 
Liganden 1aBt sich anhand von SH 3-Ligand-Wechselwirkungen 
kurz darstellen, bei denen auch die dritten Bindungstaschen der 
PI3K- und der Src-SH 3-Domane einbezogen werden. Liganden 
der Klasse I, die in kombinatorischen Experimenten mit der 
PI3K-SH 3-Domane selektiert wurden, weisen in der variablen 
Position X zwischen den Prolinresten (PPXP) bevorzugt Argi- 
ninreste auf. Dagegen erkennt die Src-SH 3-Domane Liganden 
mit Leucin in dieser Position. Dies kann auf den 15 Aminosau- 
ren langen Einschub in der n-Src-Schleife in PI3K-SH 3 zuriick- 
gefuhrt werden, der in der Src-SH 3-Domane fehlt. Dieser acide 
helicale Einschub liegt am Rande der dritten Bindungstasche, so 
dal3 Glu 51 an deren Ende positioniert wird. Dadurch bindet die 
Dipeptidyl-Erkennungsstelle selektiv RP-Sequenzen in Ligan- 
den der Klasse I ;  der aliphatische Teil der Argininseitenkette 
wechselwirkt dabei mit den hydrophoben Elementen der Ligan- 
denbindungsstelle und die Guanidiniumgruppe bildet mit der 
Carbonsauregruppe eine Salzbrucke. Die Bedeutung dieser 
elektrostatischen Wechselwirkung fur die Ligandenerkennung 
wird anhand der Mutante ESlQ von PI3K-SH 3 klar, denn diese 
bindet RLPl nur noch rnit einem Drittel der Wildtyp-Affini- 
tat[’*]. Weil die Src-SH 3-Domane diesen aciden Einschub nicht 
enthalt, ist die dritte Bindungstasche in erster Linie hydrophob 
und bindet daher LP-Motive in Liganden der KlasseI. Im Ver- 
gleich dazu enthalten die SH 3-Domanen der neuralen Src-Va- 
rianten basische Einschiibe in den n-Src-Schleifen und bevorzu- 
gen daher wahrscheinlich Liganden rnit XP-Motiven, in denen 
X fur Asparaginsaure oder Glutaminsaure steht. Ein moglicher 
Ligand fur diese neuralen Src- und fur strukturverwandte SH 3- 
Domanen ist Burtons Tyrosin-Kinase (Btk), die die prolinrei- 
chen Sequenzen KPLPPTP und KPLPPEP in direkter Nach- 
barschaft enthalt. Die KPLPPTP-Region bindet selektiv, das 
KPLPPEP-Motiv dagegen nur schwach an die SH 3-Domanen 
von Fyn, Lyn und H ~ k l ~ ~ ] .  Die KPLPPEP-Region enthalt eine 
acide EP-Dipeptidyleinheit, die spezifisch rnit den basischen Re- 
sten in den n-Src-Einschiiben wechselwirken konnte. 

Diese drei Bindungstaschen und ihre Peptidylliganden sind 
die Haupterkennungselemente bei der SH 3-Ligand-Komplex- 
bildung. Einige Untersuchungen ergaben jedoch, daB es zu wei- 
teren Kontakten kommen kann, die die Affinitit uiid die Spezi- 
fitat der Wechselwirkung erhohen. Friihe Mutageneseexperi- 
mente am Peptid 3BP1-10 ergaben, daB Pro2 in der Sequenz 
APTMPPPLPP fur die Bindung an die Abl-SH 3-Domane un- 
verzichtbar ist[’’]; an der Struktur des Abl-SH 3-3BP1-10-Kom- 
plexes (Abb. 15, unten) ist dies auf molekularer Ebene deutlich 
zu erkennen. Wahrend die Reste Met4-Pro 10 eine PPII-Helix- 
konformation einnehmen, knickt das Peptid bei Thr 3 ab, so daB 
Pro 2 in eine kritische Tasche plaziert wird, die von Trp 120 und 
Trp 13 1 gebildet wird. Die Aminosaurereste in der SH 3-Familie, 
die Trp 131 oder benachbarten Aminosaureresten entsprechen, 
unterscheiden sich meist in ihrer Struktur, was vemuten la&, daB 
diese Region im allgemeinen eine Rolle bei der Ligandenspezifi- 

tat spielt. Phagen-Display-Experimente an mehreren SH 3-Do- 
manen weisen auBerdem darauf hin, daB weitere N-terminale 
Reste in KlasseI-ahnlichen Liganden zur SH 3-Bindung beitra- 
gen konnen[421. Auf der Grundlage der bekannten Strukturen 
von SH 3-Ligand-Komplexen mu8 man annehmen, daB Spezifi- 
tat hauptsachlich durch diese N-terminalen Reste bestimmt 
wird, da sie aus dem konservierten aromatischen Zentrum der 
SH 3-Domane herausragen und die variablen Schleifen flankie- 
ren. Die SH 3-Domane enthalt also moglicherweise eine vierte 
Bindungstasche, die fur die Ligandenselektivitat wichtig ist. 

4.3. Ligandenorientierung 

Die Entdeckung von zwei SH 3-Ligand-Klassen mit Hilfe der 
kombinatorischen Synthese gab die ersten Hinweise auf zwei 
Bindungsarten. Wegen der Strukturahnlichkeiten zwischen den 
beiden Ligandengruppen schlugen wir zunachst vor, dal3 SH 3- 
Domanen prolinreiche Peptide in zwei entgegengesetzten Orien- 
tierungen binden konnen. Die Strukturen der SH 3-Ligand- 
Komplexe bestatigen und verdeutlichen diese erstmalig 
gefundene Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung. Die erste Orien- 
tierung des Peptids bei SH 3-Ligand-Wechselwirkungen findet 
sich beispielsweise im Src-SH 3-RLP 2-Komplex, in dem das 
Peptid die Ligandenbindungsstelle mit seinem N-Terminus ne- 
ben Trp l l8  und rnit seinem C-Terminus neben Tyr90 iiber- 
spannt (Abb. 16, oben, siehe auch Abb. 13). Das N-terminale 
Arg 1 von RLP 2 befindet sich dabei in der ersten SH 3-Bin- 
dungstasche und bildet mit Asp99 der Src-SH 3-Domane eine 
Salzbrucke. Die verbleibenden beiden hydrophoben Taschen 
der Rezeptorbindungsstelle binden LP-Dipeptidylreste des pro- 
linreichen Liganden, so dal3 die Leucinseitenketten an die n-Src- 
Schleife und die Prolin-Pyrrolidinylringe an die RT-Src-Schleife 
der Domane grenzen. Diese Orientierung wird generell von Li- 
ganden der Klasse I angenommen, wie sich anhand der PI3K- 
SH 3-RLP 1- und Ab1-SH3-3BP1-lO-Komplexe zeigen IieD; die 
Peptidruckgrate weisen in beiden Komplexen die gleiche Aus- 
richtung auf, und im PJ3K-SH 3-RLP I-Komplex sind die XP- 
Strukturelemente ahnlich orientiert. 

Die zweite Orientierungsmoglichkeit wurde von Feng in unse- 
rer Arbeitsgruppe entdeckt, als er die Struktur der Src-SH 3-Do- 
mane im Komplex rnit dem KlasseII-Liganden PLR 1 bestimm- 
te (Abb. 16, unten). Die Peptide PLRl  und RLP2 wechsel- 
wirken mit denselben drei Bindungstaschen der Src-SH 3-Do- 
mane, allerdings mit unterschiedlicher Orientierung des Peptid- 
ruckgrats. SH 3-Domanen konnen PPII-Helices also in zwei 
Orientierungen erkennen, so wie ein Zahnrad mit einer Schrau- 
be in zwei Richtungen verzahnt werden kann. Der C-terminale 
Rest Arg9 von PLR 1 besetzt die erste Bindungsspalte und bil- 
det eine Salzbrucke mit Asp99 des Rezeptors; dies wurde durch 
Mutagenese und Bindungsstudien abge~ichert[~’]. Die zweite 
und die dritte SH 3-Bindungstasche wechselwirken rnit XP-Se- 
quenzen in PLR 1, wobei allerdings die relativen Positionen der 
Prolin- und der von Prolin verschiedenen Aminosaurereste in 
diesen Bindungsstellen wegen der umgekehrten Orientierung 
des Liganden vertauscht sind. Dementsprechend befinden sich 
im Src-SH 3-PLR 1 -Komplex die acyclischen Seitenketten der 
XP-Elemente neben der RT-Src- und die Pyrrolidinylringe ne- 
ben der n-Src-Schleife, wahrend es im Src-SH 3-RLP 2-Komplex 
gerade umgekehrt ist. Die Fahigkeit der SH 3-Domane, sich 
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beiden Orientierungen anzupassen, weist auf zwei wichtige 
Aspekte der SH 3-Ligand-Erkennung hin : Erstens erkennen die 
zweite und die dritte Bindungstasche der SH3-Domane die ge- 
meinsame van-der-WaaIs-Oberfliiche der XP-Dipeptidylmotive 
und nicht nur die des Prolinrestes. Zweitens ist wegen der Struk- 
turtoleranz der SH 3-Domanen gegenuber beiden Orientierun- 
gen der XP-Sequenz ein Mechanismus erforderlich, durch den 
die Ausrichtung des Ligandenruckgrats bestimmt wird. Die 
Spezifitat der Bindungsart wird offensichtlich durch Asymme- 
trien in der Struktur der SH 3-Bindungsstelle hervorgerufen. 
Beispielsweise werden die argininhaltigen Liganden RLP 2 und 
PLR 1 durch Asp 99 in der ersten SH 3-Bindungstasche ausge- 
richtet. Die Orientierung des Ruckgrats des von 3BP1 abgeleite- 
ten Liganden APTMPPPLPP wird in ahnlicher Weise durch 
spezifische Wechselwirkungen zwischen der Abl-SH 3-Domane 
und Aminosaureresten des Liganden festgelegt, die sich N-ter- 
mind von den PP-Erkennungselementen befinden, z. B. Pro 2 
und Met4. 

Es ist unklar, ob SH 3-Domanen aufgrund ihrer Struktur in- 
harente Praferenzen fur eine der beiden Bindungsarten haben. 
Eine Vorliebe fur Liganden der KlasseI ist wegen der unter- 
schiedlichen Affinitaten von RLP2 und PLR 1 fur die Src-SH3- 
Domane und aus der iiberwiegenden Zahl RXL-enthaltender 
Liganden in unseren kombinatorischen Untersuchungen anzu- 
nehmen. Dariiber hinaus wurden basierend auf den intermole- 
kularen Abstanden zwischen potentiellen Wasserstoffbrucken- 
bindungs-Donoren und -Acceptoren zwei Wasserstoffbrucken- 
bindungen im Abl-SH 3-3BP1-10-Komplex vorgeschlagen: eine 
zwischen dem Carbonylsauerstoffatom von Met 4 (im Ligan- 
den) und dem Indol-NH von Trp 120 sowie eine zweite zwischen 
dem Carbonylsauerstoffatom von Pro 7 und der NH,-Gruppe 
der Asn 135-Seitenkette. Wenn sich diese Bindungen tatsachlich 
bilden, sollten sie eine Rolle bei der Orientierung des Liganden 
spielen; ihr relativer Beitrag zu den SH 3-Ligand-Wechselwir- 
kungen ist allerdings noch unbekannt. Sicher ist, da13 beide 
Klassen von Liganden in der Natur vorkommen. Bei Sequenz- 
vergleichen von beschriebenen SH 3-bindenden Proteinen wur- 
den Regionen identifiziert, die den Klassen I und 11 entsprechen 
Ilnd die vermuthch in unterschied'ichen Orientierungen gebun- 

Ahb. 16. Zwei Bindungsarten hei der SH 3-Ligand-Wechselwirkung : obeii: der 
Src-SH 3-RLP2-KompIex; unten: der Src-SH 3-PLR l-Komplex[51]. Die Orien- 
tierung des Peptidruckgrdts der Liganden ist durch die Pfeile angegchen. Die 
Zahlen auf der SH3-Domlne stehen fur die drei hydrophoben Tascheii in  der 
Ligandenhindungsstelle. N- und C-terminale Reste des Liganden. die nicht mit der 
SH 3-DomHne wechselwirken, wurden weggelassen. den werden (Tabelle 3)r4d* 1 2 . 4 8 ,  491. Um unsere Voraus- 

Tabelle 3. Sequenzvergleich von SH 3-hindenden Motivenla]. 

Klasse I-Motiv Z 2 X, p X, P p X, P KlasseII-Motiv X,' P p X,' P p X , '  z z 
Konsensussequenz der P13K- 

X R  

P K K R  

Bibliothek 
Konsensussequenz der Src- 
Bihliothek 
3BPl (267-275) (Maus) P T M P P  C3G (608-616) (Mensch) 
3BP2-40 (2-10) (Maus) P A Y P P  Dynamin (812-820) (Mensch) S R P G  
Bfk (184-192) (Mensch) T K K P L  T p47ph"' (362-370) (Mensch) 
Btk (198-206) (Mensch) 
CDC42GAP(250-258) (Mensch) 
Dynamin(781-789) (Mensch) 
~ 2 2 ~ " " "  (151-159)(Mensch) 
P13K p85 (91-99) (Mensch) 
PI3K p85 (303-312)(Mensch) 
YAP65 (239-247) (Huhn) 

[a] Die GroBhuchstaben X und 2 kennzeichnen Aminosaurereste in den SH3-Bindungsmotiven: X, und X,' sind Reste, die mit SH3 in Beruhrung stehen und fur die 
Liyandenspezifitit verantwortlich sein konnen, 2 sind flankierende Reste, die an zusatzlichen SH 3-Ligand-Wechselwirkungen beteiligt sind. p steht fur einen strukturgeben- 
den Aminosaurerest, mcist Prolin. Die hochkonservierten Prolinreste slnd umrdhmt. Bei 3BP1 entsprechen die Positionsnummern der Aminosiurereste dem Beginn der 
cDNA-Partialsequenz. die von Cicchetti et al. heschriehen wurde[11]. 
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sage zu prufen, daB das von Sosl abgeleitete Peptid 
VPPPVPPRRR in einer der Klasse I1 entsprechenden Orien- 
tierung bindet, untersuchten wir die Fahigkeit von 
VPPPVPPRRR-Mutanten, an die N-terminale SH 3-Domane 
von Grb 2 zu bindenr3’I. Analog zu Arg9 von PLR 1 ist Arg 8 
dieses von Sosl abgeleiteten Peptides wesentlich fur die Bin- 
dung an die Grb2-SH 3-D0mane[~~’. Dieses C-terminale Argi- 
nin sollte eine Salzbrucke zu Glu 16 der Grb 2-SH 3-Domane 
bilden, das Asp99 von Src e n t ~ p r i c h t [ ~ ~ ] .  Unsere weiteren Bin- 
dungsexperimente ergaben, daR auch Pro 3 und Pro 6 dieses 
Peptides fur die Grb2-SH 3-Bindung kritisch sind; Pro4 und 
Pro 7 konnen dagegen zu Alanin mutiert werden, wobei die 
Affinitat um weniger als 50 YO abnimmt[321. Diese Ergebnisse 
stutzen die Annahme einer KlasseII-artigen Bindung, da Pro 3 
und Pro 6 in dieser Orientierung das kritische PXXP-Motiv auf- 
bauen und Pro4 und Pro7 den an der Wechselwirkung nicht 
direkt beteiligten, von der SH 3-Domane weg weisenden Prolin- 
resten entsprechen (Abb. 17). Der geringe EinfluB der P4A- und 

n-Src- 
LOOP 

RT-Src- 
Loop 

Abb. 17. Schematische Darstellung des von Sos 1 abgeleiteten Peptids VPPPVP- 
PRRR, eingebettet in die N-terminale SH 3-Domane von Grb2 in der Orientierung 
von Liganden der Klassell. Die Zahlen in Klammern stehen fur die drei hydro- 
phoben Taschen in der SH 3-Bindungsstelle. 

P7A-Mutationen auf die SH 3-Bindungsaffinitat ist charak- 
teristisch fur die Prolinreste des Liganden, die bei der Komplex- 
bildung die PPII-Helix-Konformation stabilisieren, ohne rnit 
dem Rezeptor direkt zu wechselwirken[283 321. Arg9 und Arg 10 
des Sos 1-stammigen Peptides wechselwirken ebenfalls rnit der 
Grb 2-SH 3-Domane, was sich in einer schrittweisen Abnahme 
der Bindungsaffinitat bei der Entfernung dieser Reste nieder- 
s~hlagt[~’]. Die C-terminalen Reste der Klasse II-Konsensusse- 
quenz konnen also ebenso zur SH 3-Bindungsaffinitat beitragen 
wie die N-terminalen Reste der KlasseI-Konsensussequenz. Auf 
Grundlage der Strukturen der SH 3-Peptid-Komplexe ist anzu- 
nehmen, da13 die zusatzlichen N- und C-terminalen Aminosau- 
ren wahrscheinlich von der PPII-Helix-Konformation abwei- 
chen, um den Kontakt mit der SH 3-Oberflache aufzunehmen. 
Analoge Reste in bekannten SH 3-Liganden sind nicht hoch- 
konserviert und konnen moglicherweise wichtig fur die Ligan- 
denspezifitat sein. 

4.4. Erkenntnisse aus dem SH 3-SH 2-Fragment von Lck 

Seit der Entdeckung von 3BP1 und 3BP2 konzentrierten sich 
die meisten Untersuchungen zur SH 3-Erkennung auf lineare, 

benachbarte Epitope in Polypeptidliganden. Die hier beschrie- 
benen Strukturen zeigen zwar, daR einzelne Peptidketten opti- 
male SH 3-Liganden sind, doch konnten auch nichtbenachbarte 
Epitope in einem SH 3-Protein die hydrophoben und polaren 
Elemente eines prolinreichen Peptids nachahmen. Hinweise auf 
solche Wechselwirkungen ergeben sich aus der Struktur der 
Lck-Regulatordomanen im Kristall: Das bivalente SH 3-SH 2- 
Fragment bildet hier Kopf-Schwanz-Dimere. Die SH 3- und 
die SH 2-Domanen in diesem aufschluBreichen Komplex treten 
dabei in intensive intermolekulare Wechselwirkungen, an denen 
die SH 3-Bindungstaschen und die SH2-Reste beteiligt sind, 
die der Phosphopeptid-Erkennungsregion benachbart sind 
(Abb. 18). So bindet die zweite Bindungsspalte der Lck-SH3- 

Abb. 18. Die intermolekulare Grenzfliche des dimerisierten SH3-SH2-Fragments 
von Lck. Die a-Kohlenstoffspuren der SH3- und der SH2-Domane sind weiB 
dargestellt, die SH 3- und die SH 2-Aminosaurereste, die zu hydrophoben oder elek- 
trostatischen Wechselwirkungen beitragen, rot bzw. gelb[51]. 

Domane den Aminosaurerest Pro 195, der aus der SH 2-Ober- 
flache herausragt. Der Pyrrolidinylring dieses Restes ahmt einen 
Teil der XP-Einheit in PPII-Helix-Liganden nach, obwohl er im 
Vergleich zu analogen Prolinresten in SH 3-Peptid-Komplexen 
um 90” verdreht ist. Leu186 und Thr198 der SH2-Domane 
imitieren ein weiteres XP-Element und wechselwirken mit der 
dritten SH 3-Bindungstasche, wahrend der SH 2-Rest Tyr 192 
zusatzliche hydrophobe Wechselwirkungen mit aromatischen 
Resten der SH3-Domane eingeht. Andere SH2- und SH3- 
Reste, wie Glu 73, Glu 96, Asp 187, Arg 184 und Arg 196 sind an 
Salzbriicken beteiligt, die die Dimergrenzflache stabilisieren. Im 
Gegensatz dazu beschranken sich intramolekulare Kontakte 
zwischen der SH 3- und der SH 2-Domane auf eine Wasserstoff- 
briickenbindung zwischen der a-Aminogruppe von Lys 11 8 in 
der SH 3-Domane und der Seitenkette von Glu204 in der SH2- 
Domane sowie auf hydrophobe Wechselwirkungen zwischen 
Leu 69, Ala 117 und Pro 200. 

Die Struktur des mit einem Phosphotyrosylpeptid komple- 
xierten SH 3-SH 2-Fragmentes (Sequenz TEGQ[pY]QPQPA; 
pY = Phosphotyrosin) im Kristall weist eine ahnliche Anord- 
nung der Domanen auf, wobei der Peptidligand an der Grenz- 
flache zwischen SH2 und SH 3 gebunden wird (Abb. 19). Dieses 
phosphorylierte Peptid entspricht einer Region im regulatori- 
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Abb. 19. Das mit einem Phosphotyrosylpeptid komplexierte Lck-SH 3-SH 2- 
Dimer. Die a-Kohlenstoffspuren der SH2-Dominen sind griin, die der SH 3- 
Domanen blau und die des Phosphopeptids gelb dargestellt [51]. Die N-terminal 
zum Phosphotyrosin liegenden Reste des Peptids wurden weggelassen. 

schen C-terminalen Ende von Lck, die vermutlich die Tyrosin- 
Kinase-Aktivitat hemmt, indem sie intramolekular an die SH 2- 
Domane bindetr4'3 Durch die Bindung des C-terminalen En- 
des wird der dimere Komplex offenbar stabilisiert, da das Peptid 
zu beiden Domanen einschlieBlich der RT-Src-Schleife der 
SH 3-Domane Kontakt hat. Auf der Grundlage dieser Befnnde 
haben Harrison et al. ein Modell fur die Regulation der Tyrosin- 
Kinasen der Src-Familie vorgeschlagen[2g1. In diesem Struktur- 
modell entspricht das mit der C-terminalen Region von Lck 
komplexierte SH 3-SH 2-Dimer dem ,,geschlossenen", kataly- 
tisch inaktiven Zustand von Tyrosin-Kinasen. Die Bindungs- 
stellen der SH 3- und der SH 2-Domane sind dabei verdeckt und 
nicht in der Lage, heterologe Zielstrukturen zu erkennen. Durch 
Ereignisse auf molekularer Ebene kann diese dimere Struktur 
aufgebrochen und so ein ,,offener" Zustand herbeigefuhrt wer- 
den. Dadurch wird die Kinasedomane aktiviert und in der Folge 
eine Signalubertragungskaskade ausgelost. Mogliche aktivie- 
rende Ereignisse sind z. B. die Dephosphorylierung des regula- 
torischen C-terminalen Endes, die Bindung der SH 3- oder der 
SH 2-Domane an andere endogene Liganden sowie Mutationen 
in einer der Domanen, die die ,,geschlossene" Konformation der 
Tyrosin-Kinasen destabilisieren. Die Aussagekraft dieses me- 
chanistischen Modells muR noch mit biochemischen Methoden 
getestet werden, denn es ist auch moglich, daR die Bildung des 
SH 3-SH 2-Dimers nur das Ergebnis von Packungskraften im 
Kristall ist. In Losung oder in Zellysaten konnte bislang noch 
keine Assoziation der beiden Domanen nachgewiesen werden. 
Die Proteindimerisierung kann aber moglicherweise in intakten 
Zellen stattfinden, denn die Tyrosin-Kinasen der Src-Familie 
sind an der Membran lokalisiert. 

5. Ein allgemeines Modell fur SH 3-Ligand-Wechsel- 
wirkungen 

Wie durch kombinatorische Synthese und Methoden der 
Strukturaufklarung gezeigt wurde, gibt es in SH 3-Domanen 
und ihren prolinreichen Liganden wiederkehrende Struktur- 

merkmale. Auf der Grundlage dieser konservierten Strukturele- 
mente und der an der Struktur orientierten Analyse potentiell 
SH 3-bindender Sequenzen gelangte man zu einem detaillierten 
Verstandnis der SH 3-Ligand-Wechselwirkungen. Die moleku- 
lare Erkennung von SH 3-Domanen 1aDt sich demnach durch 
folgendes generelle Modell beschreiben : 

1) Die SH 3-Domane enthalt drei Bindungstaschen, die 
durch konservierte hydrophobe Aminosaurereste gebildet wer- 
den; diese entsprechen Tyr90, Tyr92, Trp 11 8, Pro 133 und 
Tyr 136 von c-Src-SH 3. Aminosaurereste in den Regionen der 
RT- und der n-Src-Schleife tragen zu der zusammengesetzten 
Oberflache der Bindungsstelle bei und sind demnach fur die 
Bindungsspezifitat entscheidende Strukturelemente. 

2) SH 3-Domanen erkennen PPII-Helices auf zwei Bindungs- 
arten, die sich in der Orientierung des Peptidriickgrats unter- 
scheiden. In erster Linie sind hydrophobe Wechselwirkungen 
die treibende Kraft fur die Komplexbildung ; aber auch spezifi- 
sche ionische und Wasserstoffbruckenbindungen konnen zur 
Ligandenbindung beitragen. 

3) Das Hauptkonsensusmotiv fur Liganden der Klasse I lau- 
tet XI-p-X,-P-p-X,-P; das Konsensusmotiv der Klasse I1 ist 
X,'-P-p-Xz'-P-p-X,' (Tabelle 3; X, und Xi' stehen fur Amino- 
sauren, die mit SH 3 wechselwirken und moglicherweise zur Li- 
gandenspezifitat beitragen ; p steht fur eine strukturbestimmen- 
de Aminosaure, die SH 3 nicht beruhrt, - bei der Stabilisierung 
von PPII-Helices handelt es sich hierbei meist um Prolin). Bei 
beiden Ligandenklassen lagert sich eine fur die Bindung kriti- 
sche XPpXP-Sequenz in die SH 3-Rezeptorregion. Weitere N- 
oder C-terminale Aminosaurereste in den Liganden der Klasse I 
bzw. der KlasseII konnen ebenfalls zur SH 3-Bindung beitragen 
und eine Rolle bei der Rezeptor-Ligand-Spezifitat spielen. 

Mit diesen allgemeinen Richtlinien kann man die Molekul- 
struktur eines SH 3-Ligand-Komplexes vorhersagen und dabei 
nur auf die Primarstruktur von Rezeptor und Ligand zuriick- 
greifen. Beispielsweise sind zwei Komponenten des NADPH- 
Oxidase-Komplexes aus Phagocyten, ~ 6 7 ~ ~ " "  und ~ 4 7 ~ ~ " " ,  uber 
eine SH 3-Domane a s ~ o z i i e r t ~ ~ ~ ~ l .  Die C-terminale SH 3-Doma- 
ne von ~ 6 7 ~ ~ ' "  bindet spezifisch an eine prolinreiche Region in 
~ 4 7 ~ ~ ' ~  (QPAVPPRPS, Reste 362-370). Auf der Grundlage der 
Sequenzen dieses SH 3-bindenden Motivs und der p67Phox-SH 3- 
Domane kann man folgendes vorhersagen (Abb. 20): Die pro- 
linreiche Region in ~ 4 7 " ~ " "  bindet an die P ~ ~ ~ ~ O " - S H  3-Domane 
als PPII-Helix, deren N-Terminus dem Phe466 des Rezeptors 

------A /T----- 

n-Src- 
LOOP 

V Y 

Abb. 20. Schematische Darstellung des von ~ 4 7 ' ~ ' "  abgeleiteten Peptids QPAVP- 
PRPS, eingebettet in die C-terminale SH3-Domlne von p67Ph"'. Die Zahlen in 
Klammern stehen fur die drei hydrophoben Taschen in der SH 3-Bindungsstelle. 
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und deren C-Terminus dem Trp494 benachbart ist. Arg368 des 
Liganden befindet sich in der ersten Bindungstasche und bildet 
eine Salzbrucke zu Asp 475, wahrend die Dipeptidylreste 
Val 365-Pro 366 und Gln 362-Pro 363 mit der zweiten bzw. drit- 
ten Bindungsspalte wechselwirken. Wie in dem Sos I-stammigen 
Liganden VPPPVPPRRR bilden auch hier die beiden auDersten 
C-terminalen Reste Pro 369 und Ser 370 zusatzliche Kontakte 
mit der SH 3-Oberflache und erhohen so die Affinitat und die 
Spezifitat des Liganden. Andere Reste des Liganden wie Ala 364 
und Pro 367 weisen von der SH 3-Ligand-Kontaktflache weg 
und stehen moglicherweise mit der Oberflache von p47ph0" in 
Kontakt. Die Genauigkeit dieser Strukturvorhersage spiegelt 
unseren derzeitigen, hohen Kenntnisstand hinsichtlich der SH 3- 
Ligand-Wechselwirkungen wider. Sie unterstreicht auDerdem 
die Leistungsfahigkeit der Verknupfung von kombinatorischer 
Synthese und Methoden zur Strukturaufklarung bei der Unter- 
suchung von Rezeptoren und ihren Liganden. 

6. Zusammenfassung uHd Ausblick 

Mit der Bestimmung der dreidimensionalen Strukturen von 
Komplexen aus SH 3-Domanen und Liganden, die durch kom- 
binatorische Synthese gefunden wurden, wurde ein bemerkens- 
wert klares Bild der SH 3-Erkennung entwickelt. Innerhalb kur- 
zer Zeit hat sich unser Wissen uber diesen Rezeptoren insofern 
gewandelt, als da13 es nun spezifische molekulare Wechselwir- 
kungen zwischen einer PPII-Helix und einer raumlich exakt an- 
geordneten Gruppe aromatischer SH 3-Reste umfaDt. Dieses 
globale Verstandnis der SH 3-Ligand-Wechselwirkungen ist das 
Ergebnis einer zweistufigen Forschungsstrategie. Die kombina- 
torische Synthese lieferte zwei Familien von Peptidliganden, 
wodurch wir wesentliche Aspekte der SH 3-Erkennung verste- 
hen lernten. Durch die mehrdimensionale NMR-Spektroskopie 
gelangten wir dann zu einem tiefgreifenden Verstandnis der 
SH 3-Ligand-Komplexe auf molekularer Ebene, das breite 
Moglichkeiten der Strukturvorhersage eroffnet. Die Kombina- 
tion dieser beiden Techniken verkorpert einen neuen Ansatz 
zum Studium von Protein-Ligand-Wechselwirkungen, der auch 
auf andere Systeme anwendbar sein sollte. 

Die Erkenntnisse, die wir durch kombinatorische Synthese 
und NMR-Spektroskopie gewonnen haben, fiihrten uns aber 
auch zu einer Reihe grundlegender Fragen zur SH 3-Ligand- 
Wechselwirkung : Warum sollte beispielsweise die Natur einen 
Mechanismus fur die Protein-Protein-Assoziation erfinden, der 
zwei Orientierungen umfaDt? Nutzen einzelne SH 3-Domanen 
in zellularen Systemen beide Bindungsarten oder hat jede eine 
spezifische Praferenz fur eine Ligdndenkkdsse? Diese Fragen zur 
Biologie miissen rnit traditionelleren Strategien beantwortet 
werden, mit denen auch die molekularen Komponenten der 
zahlreichen Signaliibertragungswege schrittweise aufgeklart 
wurden. Grundsatzliche Aspekte der molekularen Erkennung 
konnten durch die Strukturaufklarung der SH 3-Ligand-Kom- 
plexe ebenfalls herausgestellt werden. In vieler Hinsicht ist die 
PPII-Helix ein ideales SH 3-Erkennungsmotiv, das durch zahl- 
lose Evolutionscyclen optimiert wurde. Dariiber sind Selek- 
tionsprozesse in Erwagung zu ziehen, bei denen man sich nicht 
auf naturliche Aminosauren beschrankt und so zu interessanten 
Ergebnissen gelangen konnte. Konnen Kombinationen anderer 

funktioneller Gruppen zu tauglichen SH 3-Liganden fuhren? 
Werden solche nichtpeptidischen Liganden die Strukturelemen- 
te der PPII-Helix nachbilden oder gibt es auch andere einzigarti- 
ge Moglichkeiten, SH 3-Domanen zu binden? Antworten auf 
diese Fragen konnen durch den strukturorientierten Entwurf 
von nichtpeptidischen Liganden oder - noch besser - von neuen 
kombinatorischen Bi bliotheken, einschlieDlich solchen, in de- 
nen das Peptidruckgrat vollstandig ersetzt wurde, gefunden 
werden. Die Strategien zur Herstellung von Verbindungen rnit 
Leitstrukturen, die Aufklarung dieser Strukturen durch NMR- 
Spektroskopie oder Kristallstrukturanalyse und der darauf auf- 
bauende Entwurf von neuen Liganden oder Verbindungsbiblio- 
theken bilden zusammen einen iterativen EntdeckungsprozeD, 
durch den wir die molekulare Erkennung und die von ihr ge- 
steuerten biologischen Prozesse immer besser verstehen werden. 

Wir mochten unseren Freunden und Kollegen danken, die zu 
unseren Untersuchungen der SH3-Domanen beigetragen haben. 
Unser Erfolg bei der kombinatorischen Synthese ware ohne die 
Geduld und die Bemuhungen von Andrew Brauer (ARIAD Phar- 
maceuticals) , Bill Lane (Havard Microchemistry Facility) und 
Akito Tanaka aus unserer Arbeitsgruppe nicht moglich gewesen. 
Die Struktur der SH3-Ligand-Komplexe wurden von Hongtao 
Yu, Sib0 Feng und Satoshi Koyama aus unserer drbeitsgruppe 
sowie David Dalgarno (ARIAD Pharmaceuticals) aufgeklart. 
Wir danken Professor George M .  Whitesides und Frank Gomez 
(Harvard University) fur  ihre Unterstutzung bei unseren ersten 
Untersuchungen zu SH3-Ligand- Wechselwirkungen durch A@- 
tatskapitlarelektrophorese. Dank gilt auch H. X ,  S. E und Tae 
Bum Shin fur  die kritische Durchsicht des Manuskripts, Professor 
Stephen Harrison (Harvard Molecular and Cellular Biology De- 
partment) fur  die Kristallstrukturkoordinaten des Lck-SH3- 
SH2-Fragmentes und Andrea Musacchio ( E M B L )  fur die Koor- 
dinaten des Abl-SH3-3BP1-lO-Komplexes. SchlieJlich sind wir 
unsereii Kollegen von ARIAD Pharmaceuticals, vor allem Ricky 
Rickles und Joan Brugge, sowie d e n  Mitgliedern der Arbeits- 
gruppe Schreiber zu Dank verpjlichtet, besonders 7: B. S. und 
Julian Simon, deren Begeisterung und hilfreiche Diskussionen das 
SH3-Projekt aufregend und erfolgreich gemacht haben. .I K. C.  
wurde von der National Science Foundation, der American Che- 
mical Society Division of Organic Chemistry und Zeneca mit 
Graduiertenstipendien unterstutzt. Die SH3-Forschung in der Ar- 
beitsgruppe von S. L. S. wird vom National Institute of General 
Medical Sciences (GM-44993) und dem Howard Hughes Medi- 
cal Institute gefordert. 

Eingegangen am 6. Oktober 1994 [A901 
Ubersetzt von Dr. Burkard NeuB, Jiillch 
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