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Protein-Protein-Wechselwirkungen über prolinreiche Se-
quenzen spielen in zahlreichen zellulären Prozessen wie z. B.
Signaltransduktion, Motilität, Membrantransport und Zell-
teilung eine Schlüsselrolle.[1±5] Solche prolinreiche Ligan-
den bilden eine linksgängige Polyprolin-II(PPII)-Helixkon-
formation und erkennen eine hochkonservierte Ansamm-
lung aromatischer Aminosäuren. Die Anordnung dieser
Reste auf der Oberfläche, z. B. von SH3-Domänen, ist für
die Erkennung einer PPII-Helix mit ihren besonderen
geometrischen Eigenschaften ideal. Auûerdem ermöglichen
sie van-der-Waals-Kontakte und spezifische Wasserstoff-
brücken zwischen den Carbonylsauerstoffatomen des Ligand-
rückgrats und den Funktionalitäten der aromatischen Ami-
nosäuren des Proteins.[6] Konzeptionell sind SH3-Domänen in
einer Vielzahl von Krankheiten, wie AIDS, Krebs und
Entzündungen, überaus attraktive Ziele für pharmakologi-
sche Interventionen, da sie häufig in kritischen intrazellulären
Signalproteinen auftreten.[5b, 7] Ein wesentliches Merkmal der
SH3-Liganden ist das übereinstimmende Sequenzmuster Pro-
Xaa-Xaa-Pro (Xaa� verschiedene Aminosäuren).[8] Zur de-
taillierten Untersuchung der Ligandeigenschaften wurden
kombinatorische Peptidbibliotheken synthetisch[5, 9] oder
durch Phagendisplay[7, 10] hergestellt, deren Komponenten
SH3-Domänen in der Regel mit gleicher oder etwas geringe-
rer Affinität als die natürlicher Pro-Xaa-Xaa-Pro-Peptide
binden. Im Entwurf neuer SH3-Inhibitoren mit erhöhter
Affinität und Spezifität wurden in einem weiterführenden
Schritt nichtnatürliche, N-substitutierte Bausteine in die
Schlüsselpositionen eines von mSoS (¹Son of Sevenlessª,
ein Guanin-Nucleotid-Austauschfaktor; m�Maus) abgelei-
teten Dodecapeptids eingeführt. Hierbei wurde von der
Hypothese ausgegangen, dass durch N-substituierte Peptoide
mit unterschiedlichen Seitenketten die Komplementarität zur
Erkennungsdomäne und damit die Affinität aufgrund der
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erhöhten Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen optimiert wer-
den kann.[5c,d]

Allerdings ist die PPII-Konformation eines Peptids die
strukturelle Voraussetzung zur effektiven Bindung prolinrei-
cher Liganden an SH3-Domänen. Ausgehend von diesen
Überlegungen bietet das vor kurzem vorgestellte Konzept der
Pseudoproline (YPro), das sind von Ser, Thr oder Cys
abgeleitete prolinähnliche Strukturen (Abbildung 1),[11] einen

neuen Weg zum rationalen Design von Liganden.[12] Insbe-
sondere können durch die Wahl der C2-Substituenten R1 und
R2 das cis/trans-Isomerisierungsgleichgewicht und die Kinetik
von Polyprolinhelixübergängen (PPI/PPII) maûgeschneidert
werden.[11a,b]

Neben der Fähigkeit, eine PPII-Helixkonformation zu
induzieren, sind Substituenten unterschiedlicher Gröûe und
Polarität am C2-Atom von YPro auch dazu geeignet, Ligand-

Rezeptor-Wechselwirkungen zu modulieren. Wie in Abbil-
dung 1 dargestellt, zeichnen sich YPro-Bausteine durch eine
duale Funktion aus, bestehend aus 1) der Induktion der
notwendigen PPII-Konformation und 2) der Verstärkung und
Optimierung der van-der-Waals-Wechselwirkungen und Was-
serstoffbrückenbindung zum Rezeptormolekül. Insbesondere
können mit einer synthetischen Bibliothek aus Peptiden mit
verschiedenen Substituenten an C2 die Faktoren bewertet

werden, die die Affinität und Spezifität von
Protein-Protein-Wechselwirkungen bestimmen,
was zur Aufklärung der Liganderkennung durch
SH3-Domänen auf molekularer Ebene beitra-
gen könnte.

Zur Anwendung dieses Prinzips beim Design
von neuen SH3-Liganden wurden im von SoS
abgeleiteten Peptid Val-Pro-Xaa-Pro-Val-Xaa-
Pro-Lys-Lys-Lys 1 die beiden Prolinreste in den
Positionen Pÿ1 und P2 durch YPro-Bausteine
(Xaa� Ser(YproPh,H)) ersetzt.[13] Ausgehend
von bekannten Kristallstrukturen haben Mole-
cular-Modeling-Untersuchungen gezeigt, dass
C2-monosubstituierte YPro-Systeme in der
(S)-Konfiguration energetisch günstigere Wech-
selwirkungen mit dem Rezeptor eingehen als die
entsprechenden (R)-Epimere. So kann die Phe-
nylgruppe in der (S)-Konfiguration durch ge-
ringfügige strukturelle Veränderungen der SH3-
Bindungsstelle (z.B. Torsion um c1 der Tyr7-

Seitenkette in P2) problemlos in die Bindungstaschen Pÿ1 und
P2 eingepasst werden (Abbildung 2). Zusätzlich bleibt eine
Wasserstoffbrückenbindung zwischen Tyr 52 und dem Ligand-
rückgrat erhalten. Ist das C2-Zentrum (R)-konfiguriert, so
weist der Substituent in Richtung der SH3-Domänenober-
fläche, und es kann zu sterischen Überlappungen kommen.
Besonders die Packung des Tyr52-Restes in P2 und des Trp36-
Restes in Pÿ1 führt zu sterisch ungünstigen Wechselwirkun-

Abbildung 1. Die duale Rolle funktioneller Pseudoproline (YPro) bei der Liganderkennung
durch SH3-Domänen (graue und weiûe Kreise symbolisieren Aminosäuren): Die Bildung
der schematisch dargestellten PPII-Helix ist eine Voraussetzung für eine effiziente Bindung
von prolinreichen Regionen an SH3-Domänen. Günstige Beiträge für eine hochaffine
Bindung ± Formkomplementarität und damit eine dichte Packung der Seitenketten ±
bestehen aufgrund fehlender funktioneller Gruppen in der Prolinringstruktur nicht. Die
duale Funktion von YPro, d.h. die Induktion der PPII-Helixkonformation und die
Optimierung von van-der-Waals-Kontakten durch die C2-Substituenten R1 und R2, führt
zu einer optimalen Packung und damit zu höherer Affinität und Spezifität.

Abbildung 2. Detailansichten der P2- und der Pÿ1-SH3-Bindungstasche, die die Oberflächenkontaktpunkte[19] der aus MD-Simulationen resultierenden
gemittelten Struktur des Peptids 1 zeigen: a) Mögliche Orientierung des Liganden in der Tasche P2; es dominieren van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen Tyr 7 und dem Phenylsubstituenten an C2; b) dichte Packung in der Pÿ1-Bindungstasche.
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gen, die sich nur durch eine gröûere konformative Anpassung
von Ligand oder Protein vermeiden lässt.

Die aus Moleküldynamik(MD)-Simulationen[14] hervorge-
henden Strukturen (Abbildung 3) ergeben eine stabile
Grundstruktur mit einer insgesamt etwas erhöhten Mobilität
im Vergleich zu der der nativen, prolinreichen Sequenz
(durchschnittliche Standardabweichung (rmsd) gegenüber
der Kristallstruktur <0.7 �), was durch zwei mögliche Bin-
dungsorientierungen des Phenylrings in der P2-Position er-
klärt werden kann.

Abbildung 3. Überlagerung von 40 Momentaufnahmen aus den MD-
Simulationen des Peptids 1 (Stäbchendarstellung, Wasserstoffatome sind
der Übersichtlichkeit wegen nicht dargestellt) im Komplex mit der
N-terminalen Gbr2-SH3-Domäne (Connolly-Oberfläche).

Die (S)-Konfiguration an C2 des Rings eröffnet somit
Möglichkeiten zum Design von Liganden mit optimierter
Komplementarität zur Topographie der SH3-Domäne. Aus-
gehend von einer zu etwa 40 % als PPII-Helix vorliegenden
Startkonformation der Pro- oder YPro-Modellpeptide kön-
nen YPro-Liganden aufgrund einer wesentlich rascheren
Isomeriserung bezüglich der tertiären Xaa-YPro-Amidbin-
dung leichter eine PPII-Konformation einnehmen als Oligo-
l-Pro-Peptide.[11b]

Die (S)-Konformere der Oxazolidinderivate Pro-Ser-
(YproPh,H) und Val-Ser(YproPh,H) wurden stereoselektiv nach
der Postinsertionsstrategie hergestellt.[11] Dabei wurden die
entsprechenden Dipeptide Fmoc-Xaa-Ser-OH (Xaa�Pro,
Val; Fmoc� 9-Fluorenylmethoxycarbonyl) mit Benzaldehyd-
dimethylacetal zum Pseudoprolin in der kinetisch bevorzug-
ten (S)-Konfiguration umgesetzt.[15] Diese Bausteine wurden
für die stufenweise Synthese des Peptids 1 am Harz nach der
Fmoc-Strategie eingesetzt.[16] Das HPLC-Chromatogramm
des Peptids nach der Abspaltung vom Harz zeigt einen relativ
breiten Peak einheitlicher Masse, was darauf hindeutet, dass
aufgrund der YPro-Bausteine unterschiedliche, aber definier-
te Konformere vorliegen. Die Umsetzung der YPro-haltigen
Peptide mit Trifluoressigsäure (TFA) führt zu einem schärfe-
ren Peak, da durch die Öffnung des YPro-Rings der ur-
sprüngliche Serinrest freigelegt wird (Abbildung 4).

Die Circulardichroismus(CD)-Spektren des Modellpeptids
Pro-Pro-Pro-Ser(YproPh,H)-Pro-Val-Ser(YproPh,H)-Pro-Pro-
Pro-Pro 2 in Wasser zeigen die typischen Banden einer PPII-

Abbildung 4. a) Die Umsetzung von Pseudoprolin(YPro)-Peptiden mit
Säure führt zur Öffnung der Ringstruktur und damit zur Wiederherstellung
der ursprünglichen Aminosäure (Ser); b) Verfolgung der YPro-Ringöff-
nung mittels HPLC (siehe Text). TIS�Triisopropylsilan.

Konformation, z.B. einen stark negativen Cotton-Effekt bei
l� 206 nm und einen schwach positiven bei l� 228 nm
(Abbildung 5 a). Im Unterschied zu Homooligo-Pro-Peptiden

Abbildung 5. a) CD-Spektren des Pseudoprolin-Peptids 2 : Das in Wasser
gemessene Spektrum (ÐÐ) zeigt die charakteristischen Banden einer
PPII-Helix und das in Propanol gemessene die einer ungeordneten
Struktur (- - - -; r.c.� random coil, Zufallsknäuel); c� 1 mg mLÿ1. b) CD-
Spektren des lösungsmittelinduzierten PPI(Propanol)/PPII(Wasser)-Über-
gangs von Poly-l-Prolin.
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(Abbildung 5 b) bevorzugt das Peptid 2 in n-Propylalkohol/
Wasser (99.5/0.5, v/v) eine ungeordnete gegenüber einer
geordneten PPI-Konformation. In Übereinstimmung mit
früheren Arbeiten reicht der Einbau von zwei C2-monosub-
stituierten YPro-Bausteinen mit geringer Tendenz zur Bil-
dung einer cis-Amidbindung nicht aus, um eine stabile PPI-
Helix zu induzieren.[11, 15]

Erste In-vitro-Fluoreszenztests zur Bindungsaktivität des
monoarylierten Pseudoprolinmodellpeptids gegenüber Crk-,
Crkl- und Grb-2-SH3-Domänen ergaben Dissoziationskon-
stanten im mikromolaren Bereich, was typisch für SH3-
vermittelte Protein-Protein-Wechselwirkungen ist. In Kon-
kurrenzversuchen mit vollständigem Zell-Lysat[17] der chro-
nisch-myelogenen Human-Leukämiezelllinie K562 (CML)[18]

konnte gezeigt werden, dass YPro-Peptide die Grb2-SH3(N)-
SoS-Komplexbildung inhibieren (Abbildung 6); dies ist ein
deutliches Indiz dafür, dass an C2 substituierte YPro-Bau-
steine tatsächlich die postulierte duale Funktion ausüben
und die Effekte von Prolin in Erkennungsprozessen verstär-
ken.

Abbildung 6. Western-Blot der Grb2-SH3(N)-SoS-Komplexbildungsinhi-
bierung durch die native SoS-Sequenz und ein Peptid, das einen von Cys
abgeleiteten, monoarylierten Pseudoprolinrest enthält. Peptide: 1�Ac-
VPPPVPPKKK-NH2; 2�Ac-VPPPVC(YproPh,H)PKKK-NH2.

Pseudoproline sind den hier vorgelegten Ergebnissen
zufolge zur Untersuchung und Optimierung der SH3-ver-
mittelten Liganderkennung, einem wesentlichen Bestandteil
der zellulären Regulation und damit von Protein-Protein-
Wechselwirkungen im Allgemeinen, auûerordentlich nütz-
lich. Die Ergebnisse unterstützen das Konzept der dualen
Rolle funktioneller Pseudoproline wie am Beispiel des
Entwurfs eines neuen SH3-Liganden mit bemerkenswerter
Bioaktivität gezeigt werden konnte. Die herausragende
Eigenschaft der YPro-Bausteine besteht darin, dass die
Substituenten an C2 bei der Liganderkennung zum einen
eine optimal komplementäre Struktur zur SH3-Topographie
aufweisen, wodurch die Bindungsaffinität und -spezifität
moduliert werden können, und zum anderen durch eine
Erhöhung der Geschwindigkeit der cis/trans-Isomerisierung
die erforderliche PPII-Helixkonformation induzieren kön-
nen. Auf der Suche nach potenten SH3-Liganden wird derzeit
nach der Postinsertionsstrategie eine Bibliothek aus Peptiden
mit unterschiedlichen C2-substituierten YPro-Resten syn-
thetisiert, die dazu dienen soll, die Ligand-Rezeptor-Wech-
selwirkungen weiter zu optimieren.

Experimentelles

Die Peptide wurden nach Standardvorschriften für die Synthese von
Peptiden an fester Phase[16] (SPPS) nach der Fmoc-Strategie am Sieber-
Harz[20] aufgebaut. Der Pseudoprolinrest, die von Serin abgeleitete
2-Phenyl-2H-1,3-oxazolidin-4-carbonsäure Ser(YproPh,H), wurde während
der stufenweise Festphasensynthese als Dipeptidbaustein eingeführt.[11]

Dazu wurde das entsprechende Dipeptid, Fmoc-Pro-Ser-OH oder Fmoc-
Val-Ser-OH, in THF mit 10 ¾quiv. Benzaldehyddimethylacetal und
0.2 ¾quiv. Pyridinium-p-toluolsulfonat (PTTS) 1.5 h unter Rückfluss
erhitzt. Nach der Aufarbeitung wurden die beiden Epimere Flash-
chromatographisch an Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH (100/5, v/v) getrennt
und durch Elektrospray-Ionisierungs-Massenspektrometrie (ESI-MS) und
1H-NMR-Spektroskopie charakterisiert (Finnigan-APCI/ESI- bzw. Bru-
ker-DPX-400-Spektrometer).

Zur Kupplung wurden die Aminosäuren und Pseudoprolindipeptide in
zweifachem Überschuss eingesetzt. Nach der Synthese wurden die Peptide
mit TFA (1-proz. Lösung in Dichlormethan) vom Harz abgespalten, durch
Umkehrphasen-HPLC gereinigt und durch ESI-MS charakterisiert (1: m/z
1189; 2 : m/z 1287). Vor der Abspaltung des Peptids vom Harz wurde die
(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyliden)ethyl(Dde)-Schutzgruppe der Ly-
sinseitenketten in 1 mit 2% H2NNH2 in DMF entfernt.

Die CD-Spektren wurden mit einem Jobin-Yvon-Mark-VI-Circulardichro-
meter mit Quarzzellen (0.1 cm Schichtdicke) bei einer Peptidkonzentration
von 0.1 mgmLÿ1 in H2O sowie in n-Propanol/Wasser (99.5/0.5, v/v)
aufgenommen.

Die Inhibierung der Grb2-SH3(N)-SoS-Komplexbildung wurde mit der
chronisch-myelogenen Human-Leukämiezelllinie K562 (CML) in
RPMI 1640 getestet, das mit 5% fötalem Rinderserum (FBS; GibcoBRL)
und Penicillin/Streptomycin (GibcoBRL) angereichert war. Die Zelllyse
wurde wie in Lit. [17] beschrieben durchgeführt und das gesamte Zelllysat
für die In-vitro-Inhibierungstests verwendet. Dazu wurden 20 mg GST-
markiertes Grb2-SH3(N)-Fusionsprotein 2 h bei 4 8C in 250 mL IP-Puffer
(20 mm TrisHCl, pH 7.5, 1 mm Na2EDTA, 100 mm NaCl, 5 Vol.-% Glyce-
rin, 0.1% Tween 20 (Roth)) vorinkubiert. Der IP-Puffer enthielt auûerdem
Proteasehemmer (0.2 mgmLÿ1 Phenylmethylsulfonylfluorid (Sigma),
10 mgmLÿ1 Aprotinin (Roth), 0.5 mgmLÿ1 Leupeptin (Serva), 5 mg mLÿ1

Antipain ´ HCl (Sigma), 0.7 mgmLÿ1 Pepstatin (Roche)) und Glutathion-
Sepharose-Perlen. Das K562-Protein (250 mg) wurde mit den Peptiden in
250 mL IP-Puffer in der in Abbildung 6 jeweils angegebenen Konzentration
gemischt, zur SH3-Domäne hinzugegeben und über Nacht inkubiert. Die
Niederschläge wurden dreimal mit 0.5 % TX-Puffer (20 mm TrisHCl,
pH 7.5, 100 mm NaCl, 5 Vol.-% Glycerin, 1 mm Na2EDTA, 0.5% Triton X-
100 (Sigma)) gewaschen. Nach Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (SDS-Page) und ¹semi-dryblottingª wurde an GST-Grb2-
SH3(N) gebundenes SoS mit Anti-SoS-Antiserum (Upstate Biotechnolgy
Inc.) detektiert.
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Lipasen und Esterasen lassen sich als effiziente Biokataly-
satoren zur Herstellung einer Vielzahl optisch aktiver Ver-
bindungen einsetzen.[1] Während jedoch eine ganze Reihe von
Lipasen ± insbesondere mikrobiellen Ursprungs ± kommerzi-
ell erhältlich ist, gibt es nur sehr wenige Esterasen, die für den
Einsatz in einer Racematspaltung oder Desymmetrisierung
zur Verfügung stehen. In der Mehrzahl der Publikationen
wird Schweineleber-Esterase[2] (PLE, pig liver esterase) ver-
wendet. Obwohl gezeigt werden konnte, dass mit dieser
Präparation eine Vielzahl von Verbindungen mit teilweise
sehr hoher Stereoselektivität umgesetzt werden kann, ist
dessen Verwendung doch mit einer Reihe von Nachteilen
verbunden. Neben einer Variation des Esteraseanteils zwi-
schen verschiedenen Chargen ist insbesondere die Anwesen-
heit weiterer Hydrolasen als problematisch bezüglich der
Selektivität anzusehen.[3] Auûerdem liegt Schweineleber-
Esterase in Form mehrerer Isoenzyme vor,[4] die sich teilweise
erheblich in ihrer Substratspezifität unterscheiden. So gelang
es nach elektrophoretischer Trennung durch isoelektrische
Fokussierung, Fraktionen zu isolieren, die unter anderem
bevorzugt Butyrylcholin (ähnlich der Butyrylcholin-Estera-
se), Prolin-b-Naphthylamid und Methylbutyrat spalten.[5a,b]

Öhrner und Mitarbeiter[5c] fanden nicht nur einen Einfluss
der Kettenlänge von p-Nitrophenylestern auf die Aktivität
verschiedener PLE-Fraktionen, sondern auch eine deutliche
¾nderung der Enantioselektivität bei der Hydrolyse pro-
stereogener Substrate. Im Gegensatz hierzu berichteten Jones
und Mitarbeiter, dass verschiedene Isoenzyme nahezu keine
Unterschiede in der stereoselektiven Hydrolyse mehrerer
monocyclischer und acyclischer Diester zeigten. Lediglich
Unterschiede in der Aktivität wurden festgestellt.[6]

Die Herstellung von Enzymen in gleich bleibender und
definierter Zusammensetzung lässt sich durch Überexpres-
sion der kodierenden Gene in geeigneten Wirtorganismen wie
Escherichia coli, Pichia pastoris oder Aspergillus oryzae
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