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Parallele chemische Proteinsynthese auf der Oberfl�che zur schnellen
Analyse der Phosphoregulierung von SH3-Dom�nen
Robert Zitterbart und Oliver Seitz*

Abstract: Mangelnde Verfîgbarkeit erschwert die Analyse
posttranslational modifizierter Proteindom�nen, denn re-
kombinante Methoden vermitteln nur selten die gewînschte
Ortsspezifit�t. Die Totalsynthese ermçglicht zwar eine nahezu
vollkommene Kontrolle îber posttranslationale und andere
Modifikationen, jedoch bleiben chemische Methoden auf
kîrzere Peptide beschr�nkt. Zur Lçsung dieses Problems
pr�sentieren wir hier eine Methode, die a) Immobilisierung N-
terminaler Thio-Peptidhydrazide îber Hydrazonverknîpfung,
b) native chemische Ligation auf der Oberfl�che mit selbstge-
reinigten Peptidthioestern c) radikalisch induzierte Entschwe-
felung und d) einen oberfl�chenbasierten Fluoreszenzbin-
dungs-Assay zur funktionellen Charakterisierung kombiniert.
Die Methode wurde zur schnellen Untersuchung von 20 SH3-
Dom�nen verwendet. Die Analyse l�sst schließen, dass Tyro-
sinphosphorylierung der SH3-Dom�nen in Abl-Kinasen als
Schalter fungiert, der sowohl einen Verlust als auch einen
Gewinn an Affinit�t fîr prolinreiche Liganden induzieren
kann.

Die Kombination von Festphasenpeptidsynthese und nati-
ver chemischer Ligation (NCL) ermçglicht es, posttransla-
tionale Proteinmodifikationen (PTMs) mit einer Pr�zision zu
untersuchen, die g�ngigen rekombinanten Methoden mo-
mentan nicht zug�nglich ist.[1] Dies trifft auch auf mechanis-
tische Studien zur „Phosphoregulierung“ zu, bei der orts-
spezifisch phosphorylierte Proteine bençtigt werden.[2] Re-
kombinante Methoden liefern zwar gefaltete Phosphopro-
teine,[3] die eingeschr�nkte Verfîgbarkeit geeigneter Prote-
inkinasen erschwert jedoch die globale Analyse alternativer
Phosphoformen. Beispielsweise wird die SH3-Dom�ne des
Abl-Proteins – eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase, die ur-
s�chlich mit der chronischen myeloischen Leuk�mie (CML)
verknîpft ist[4, 5] – an allen drei Tyrosinresten phosphoryliert
(Y7, Y30, Y52).[6, 7] Allein, verfîgbare Kinasen wie Lyn, Fyn
oder Hck phosphorylieren nur an zwei Stellen (Y7 und Y52).[8]

Die chemische Totalsynthese bietet uneingeschr�nkten
Zugang zu Proteinphosphoformen. Allerdings ist die paral-
lele Synthese mittels NCL[9] eine mîhsame Aufgabe, beson-
ders wenn die zu verwendenden Proteinfragmente kaum
lçslich und schwierig zu reinigen sind. Um die Proteinsyn-
these zu vereinfachen, wurde die NCL auf polymeren Tr�ger

durchgefîhrt.[10] Die Notwendigkeit, relativ große Mengen
HPLC-gereinigter Fragmente einzusetzen, ist ein Flaschen-
hals bei der Analyse alternativer PTMs. Wir stellten eine
Methode vor, die eine rasche chemische Synthese von Pro-
teindom�nen mit nachfolgender Analyse auf Mikrotiterplat-
ten ermçglicht.[11] Die Methode basierte auf einem C-termi-
nalen Hexahistidin-Tag, das die Immobilisierung auf Nickel-
beschichteten Oberfl�chen ermçglicht. Dies erwies sich als
problematisch. Wegen der Empfindlichkeit des Nickel-Histi-
din-Komplexes gegen Thioladditive wurde die NCL vor der
Immobilisierung in Lçsung durchgefîhrt. Schritte in Lçsung
sind jedoch arbeitsintensiv. Die Schw�che der Ni-His-Bin-
dung war ebenso der Grund, wieso keine Methoden der er-
weiterten NCL, die auf Ligationsauxiliaren oder Entschwe-
felungsmethoden beruhen,[12, 13] verwendet wurden. Dies be-
schr�nkte die Synthese auf SH3-Dom�nen mit natîrlich
vorkommendem Cystein.

Wir suchten nach einer Methode, die eine rasche Synthese
und funktionale Analyse aller in der Phosphosite-Datenbank
gelisteten Phosphoformen ermçglichen sollte, ohne auf die
Existenz von Cystein angewiesen zu sein. Wir erdachten eine
Kombination aus Hydrazonverknîpfung (zur Immobilisie-
rung von Cysteinylpeptidhydraziden 1), Oberfl�chen-NCL
mit biotinylierten Peptidthioestern 2 mit gleichzeitiger Hy-
drazonreduktion (fîr eine stabile Oberfl�chenverankerung),
Entschwefelung sowie oberfl�chenbasierten Bindungsmes-
sungen zur funktionellen Charakterisierung (Schema 1 A).

In einer Machbarkeitsstudie testeten wir die Synthese der
SH3-Dom�ne des YSC84-Proteins aus Hefe. Zuerst prîften
wir die Immobilisierungschemie. Aldehyd-funktionalisierte
Mikrotiterplatten wurden durch die Zugabe des Polyethy-
lenglycol-Mercaptoacetal-Linkers 6 (hergestellt in drei
Stufen; Abbildung S1 der Hintergrundinformationen) zu
Maleimid-aktivierten, schwarzen 96er-Platten erhalten
(Schema 2). Saure Acetalçffnung lieferte 7. Im folgenden
Schritt werden Peptidhydrazide 1 ungereinigt verwendet
(erhalten durch automatisierte Festphasensynthese; Sche-
ma 1B).[14] Wir nahmen an, dass nur Volll�ngenpeptide in der
nachfolgenden NCL reagieren kçnnen. Um die Hydrazon-
verknîpfung zu begînstigen, wurde die Immobilisierung îber
1 h bei pH 4 in Gegenwart von Anilin durchgefîhrt (Abbil-
dung S2).[15] Die NCL der immobilisierten Peptide 3a mit
Peptidthioestern 2a (hergestellt mittels Selbstreinigung, die
Peptidthioester als Rohprodukte hoher Reinheit liefert;
Schema 1C, siehe Abschnitt 3.2 der Hintergrundinformatio-
nen, SI)[11, 16] fand an einer Leu-Cys-Verknîpfung statt, die
eine folgende Umwandlung zur natîrlichen Leu-Ala-Struktur
ermçglicht (Schema 3). Die Reaktionsmischung wurde mit
NaCNBH3 versetzt, um das Hydrazon zu dem stabileren N-
alkylierten Peptidhydrazid zu reduzieren. Somit wurde das
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Volll�ngenpeptid 4a aus 2a und 3a erhalten. Ein Biotin-
quantifizierungs-Assay ergab eine Beladung mit 144 pmol der
YSC84-SH3-Dom�nen-A21C-Mutante 4 a pro Vertiefung

(Abbildung S5).[11] Da die maximale Beladung sich laut
Hersteller auf 150 pmol bel�uft, nahmen wir an, dass sowohl
die Immobilisierung als auch die folgende NCL quantitativ
verliefen. Das so erhaltene Peptid wurde der metallfreien
Entschwefelung ausgesetzt.[17] Dieser Schritt bençtigt hohe
Konzentrationen von Phosphinen und tert-Butylmercaptan
oder Glutathion.[18] Die Biotinbeladung blieb unver�ndert,
was die Stabilit�t der Peptidhydrazidbindung unterstreicht
(Abbildung S5).

Zur Erprobung des Oberfl�chenbindungs-Assays wurde
die immobilisierte YSC84-SH3-Dom�ne mit einem bekann-
ten Binder titriert, dem Peptid FAM-bAlabAla-
GTTNRGPPPLPPRA-NH2 (8 ; KD = 1.3 mm) des Hefeprote-
ins ACF2 (Abbildung S11).[19] Die synthetische YSC84-SH3-
Dom�ne zeigte einen KD-Wert von 1.2 mm (Tabelle 1). Zum

Vergleich immobilisierten wir die rekombinante, GST-mar-
kierte SH3-Dom�ne auf einer glutathionbeschichteten Platte.
Die Oberfl�chenbindungsanalyse ergab KD = 1.2 mm. Dies
stimmt mit dem KD-Wert von 1.1 mm îberein, der bereits
frîher durch Oberfl�chenplasmonenresonanz bestimmt
worden war.[19] Fîr eine weitere �berprîfung der Messungen
an der Oberfl�che fîhrten wir Bindungsexperimente in
Lçsung durch. Der in einem Fluoreszenzpolarisations(FP)-
Assay ermittelte KD-Wert von 1.4 mm stimmte mit den Daten
der Oberfl�chenbindungsanalyse îberein (Abbildung S11).
Auch untersuchten wir den Einfluss der Cysteinmutation.
Wie sowohl der Oberfl�chen-Assay (Tabelle 1) als auch der
FP-Assay in Lçsung (Abbildung S11) zeigten, ist die Wech-
selwirkung der synthetischen A21C-Mutante mit dem Peptid
8 nur geringfîgig geschw�cht (KD = 1.9 mm). Einen grçßeren
Einfluss îbte die Cysteinsubstitution bei der Wechselwirkung
mit dem prolinreichen Fragment von YIR003 9 aus. Hier
wurde die Affinit�t um 84 % verringert (A21C-YSC84-SH3:
KD = 10 mm ; Wildtyp-YSC84-SH3: KD = 1.6 mm). Dies unter-

Schema 1. A) Oberfl�chensynthese/-analyse von Proteindom�nen
durch 1) Immobilisierung von Cystein- oder Penicillamin-Peptidhydra-
ziden 1; 2) NCL mit Peptidthioestern 2 und begleitende Reduktion des
Hydrazons 3 ; 3) radikalische Entschwefelung; 4) Oberfl�chenbindungs-
analyse mit Fluorescein(FAM)-markierten Peptiden. B) Synthese der
Peptidhydrazide 1. C) Selbstreinigende Festphasensynthese (SPPS) von
Peptidthioestern 2 : i) 5 Vol.-% NEt3, 10 ÷quiv. Mmt-NH-
(CH2)2OC4H4CH2OCO2C4H4NO2, ii) 1% TFA, iii) PyBOP,
iv) Me3SiCH2N2, v) NaSPh, BzlSH und Waschen, vi) TFA-Spaltung vom
Tr�ger. Bzl = Benzyl, Fmoc= Fluorenylmethoxycarbonyl, Mmt = Mo-
nomethoxytrityl, PyBOP= Benzotriazolyl-1-oxy-tripyrrolidinophosphoni-
umhexafluorophosphat, TFA = Trifluoressigs�ure.

Schema 2. Aldehydfunktionalisierung der Maleimid-aktivierten Mikroti-
terplatten. R =H, CH3. TCEP=Triscarboxyethylphosphin.

Schema 3. Oberfl�chensynthese der SH3-Dom�nen von YSC84 5a und AP1 5b aus Hefe. i) 100 mm 2, 0.1m Na2HPO4, 3m GdnHCl, 50 mm Natri-
umascorbat, 50 mm NaCNBH3, 20 mm TCEP, 50 mm Natriummercaptoethylsulfonat, pH 7; ii) 0.1m Na2HPO4, 3m GdnHCl, 0.2m VA044 (2,2’-
Azobis[2-(2-imidazolin-2-yl)propan]dihydrochlorid), 0.25m TCEP, 80 mm tBuSH (Cys) oder Glutathion (Pen), pH 6.5, 50 88C, 5 h. GdnHCl= Guani-
dinium-Hydrochlorid.

Tabelle 1: Bindungsaffinit�ten (bestimmt als KD in mm)[a] von immobili-
sierten Cystein- oder Penicillaminmutanten oder entschwefelten SH3-
Dom�nen von YSC84 oder AP1 fír prolinreiche Peptide ACF2 und
YIR003 (FAM-bAlabAla-RPKRRAPPPVPKKP-NH2).

SH3-Dom�ne ACF2, 8 YIR003, 9

A21C-Mutante von YSC84 1.9�0.4 10�2
entschwefelt zu nativem YSC84 1.2�0.3 (1.1)[b] 1.6�0.4
V34Pen-Mutante von Abp1 2.8�0.6 0.9�0.4
entschwefelt zu nativem Abp1 2.6�0.6 0.4�0.2 (0.1)[b]

[a] Bestimmt durch Fluoreszenzs�ttigungsanalyse auf der Oberfl�che.
[b] Bestimmt nach Landgraf et al.[19]
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streicht die Bedeutung chemischer Methoden, durch die die
Reichweite der NCL îber Cysteinligationen hinaus erweitert
werden kann.

Die Verwendung N-terminaler Thio-Aminos�uren er-
mçglicht – nach NCL und Entschwefelung – Zugang zu einer
Vielzahl neuer Verknîpfungsstellen. Wir untersuchten die
Pen-Ligation[18] in der Oberfl�chensynthese der SH3-
Dom�ne von Abp1 (5b in Schema 3). Das Pen-Peptidhydra-
zon 3b wurde mit dem 34-mer Peptidthioester 2b umgesetzt.
Die Pen-Ligation verlief mit einer Ausbeute von 74% (Ab-
bildung S6). Nachfolgend wurde die V34Pen-Mutante 4b
radikalisch entschwefelt, wodurch die Wildtyp-SH3-Dom�ne
5b von Abp1 erhalten wurde. Das entschwefelte Protein hatte
eine nur geringfîgig niedrigere Affinit�t fîr die Peptidbinder
8 und 9 als das Protein vor der Entschwefelung (Tabelle 1).
Wir folgerten, dass Penicillamin einen vergleichsweise guten
Ersatz fîr Valin darstellt.

Nachdem die Machbarkeit gezeigt worden war, lenkten
wir unsere Aufmerksamkeit auf die oberfl�chenbasierte
Synthese und Analyse von phosphorylierten SH3-Dom�nen.
Aufgrund der Bedeutung in der CML widmeten wir uns der
SH3-Dom�ne des Abl-Proteins, einer Nicht-Rezeptor-Tyro-
sinkinase, die in Leuk�miezellen h�ufig an Tyrosinresten
phosphoryliert wird.[6–8] Die SH3-Dom�ne erkennt in cis eine
prolinreiche SH2-Kinase-Interdom�ne und stabilisiert einen
geschlossenen, inaktiven Zustand der Abl-Kinase (Abbil-
dung 1A, links). Wechselwirkungen mit prolinreichen SH3-
Liganden in trans begînstigen die ©ffnung zu einem aktiven
Zustand (Abbildung 1A, rechts).[20]

Phosphorylierung von SH3 erhçht die Abl-Kinaseaktivi-
t�t, was mit einer Stçrung der Erkennung der prolinreichen
Interdom�ne in cis erkl�rt wurde.[8b,21] Wenig jedoch ist îber
den Effekt der Phosphorylierung auf Wechselwirkungen
in trans bekannt. Zus�tzlich untersuchten wir die SH3-
Dom�ne des Arg(Abl2)-Proteins, einer eng verwandten
Kinase, die eine Rolle bei der Tumorprogression spielen

soll.[5b, 22] Phosphoproteomikstudien ergaben sowohl bei der
Abl- als auch bei der Arg-SH3-Dom�ne Hinweise auf Phos-
phorylierung an allen drei Tyrosinresten (Abbildung 1B).[6]

Durch die Nutzung der Trp36-Cys37-Ligationsstelle stellten wir
mithilfe vier verschiedener (Phospho)peptidthioester und
zwei unterschiedlicher (Phospho)peptidhydrazide (Abbil-
dung S12) acht unterschiedliche Abl-SH3-Dom�nen (6a–h)
her. Einer �hnlichen Analyse folgend wurden fîr den Aufbau
der Arg-SH3-Dom�ne (7 a–h) îber die Arg26-Val27-Ligati-
onsstelle und nachfolgende Entschwefelung zwei (Phos-
pho)peptidthioester und vier (Phospho)peptidhydrazide be-
nçtigt.

Zur funktionalen Analyse der phosphorylierten Abl- und
Arg-SH3-Dom�nen wurden vier fluoreszenzmarkierte Pep-
tide verwendet: zwei Liganden als Partialsequenzen der Ad-
apterproteine 3BP1 und 3BP2,[23] ein designtes Hochaffini-
t�tspeptid p41[24] sowie die Interdom�nen(ID)-Sequenz zwi-
schen der Abl-SH2- und Kinase-Dom�ne.[25] Die Wechsel-
wirkungen der drei ersten Peptide mit der nicht-phosphory-
lierten rekombinanten Abl-SH3-Dom�ne wurden bereits
quantifiziert.[23, 24] Vergleichbare Werte wurden im Oberfl�-
chen-Assay mit der synthetischen Abl-SH3-Dom�ne erhalten
(Tabelle 2).

Eher unerwartete Ergebnisse kamen bei der Messung der
phosphorylierten SH3-Dom�nen zu Tage. Monophosphory-
lierung der Abl-SH3-Dom�ne fîhrte zu einer 2–6-fachen
Erhçhung der Affinit�t fîr den 3BP1-Liganden. Zu beachten
ist, dass Doppelphosphorylierung von Y30 und Y52 die hçchste
Affinit�tssteigerung (um eine Grçßenordnung) induzierte
(KD = 3.0 mm von pY30pY52 gegenîber KD = 40 mm fîr die
nicht-phosphorylierte Abl-SH3-Dom�ne). Im Unterschied
dazu hob die gleichzeitige Phosphorylierung von Y7 und Y52

die Wechselwirkung mit jedem der getesteten Liganden auf
(Tabelle 2). Die beiden Tyrosinreste befinden sich in unmit-
telbarer Nachbarschaft zur Bindungsregion (Abbildung 2A).
Gleichzeitige Phosphorylierung von Y7 und Y52 kçnnte somit
die Protein-Liganden-Erkennung hemmen.[24,25] Bei der

Abbildung 1. A) Aktivierung der Kinasen der Src-Familie durch Verdr�n-
gung der Interdom�ne nach Moarefi et al.[20a] B) Sequenzen der synthe-
tischen Abl- und Arg-SH3-Dom�ne in verschiedenen Phosphoformen
mit zugehçriger Nummerierung.

Abbildung 2. A) Rçntgenkristallstruktur (PDB: 1BBZ)[24] der Abl-SH3-
Dom�ne mit p41 (blau) gebunden in der RT-schleife. Phosphorylierte
Tyrosine sind in Stabdarstellung gezeigt. B) Rçntgenkristallstruktur
(PDB: 2FO0)[25] der c-Abl-Tyrosinkinase. In der inaktiven Abl-Kinase-
Form wechselwirkt die SH3-Dom�ne (rot) mit der SH2/Kinase-Interdo-
m�ne (blau). Die Seitenketten der entsprechenden Tyrosine sind ge-
zeigt (Y89 entspricht Y7 in der SH3-Nummerierung, Y112 entspricht Y30,
und Y134 entspricht Y52).

Angewandte
ChemieZuschriften

7370 www.angewandte.de Ó 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2016, 128, 7368 –7373

http://www.angewandte.de


Wechselwirkung mit dem 3BP2-Liganden fîhrte die Dop-
pelphosphorylierung zu bemerkenswerten Effekten. W�h-
rend Y7,Y30-Phosphorylierung die Bindung verbesserte, be-
wirkte die Phosphorylierung von Y30 und Y52 eine Abschw�-
chung der 3BP2-Erkennung. Diese Beobachtung ist bemer-
kenswert. Im nicht-phosphorylierten Zustand wird Abl-SH3
den 3BP2-Liganden affiner binden als den 3BP1-Liganden.
Gleichzeitige Phosphorylierung von Y30 und Y52 schaltet die
Pr�ferenz zu 3BP1, w�hrend Y7,Y52-Doppelphosphorylierung
die Dom�ne abschaltet. Der nachteilige Effekt des letztge-
nannten Phosphorylierungsmodus wurde auch fîr das de-
signte p41-Peptid beobachtet. Wie bereits bei 3BP1 ver-
zeichnet, wurde p41 durch das pY30pY52-Protein st�rker ge-
bunden – im submikromolaren Bereich – als durch das nicht-
phosphorylierte Protein.

Die Analyse wurde mit der Arg-SH3-Dom�ne wieder-
holt. Wiederum stçrte die Phosphorylierung von Y7 und Y52

die Wechselwirkung mit den getesteten Peptidliganden. Die
Arg-SH3-Dom�ne tolerierte andere Phosphorylierungsmo-
den, und Phosphorylierung von Y52 erhçhte die Affinit�t fîr
3BP1 um das 4-Fache.

Die Erhçhung der Affinit�t von 3BP1 und p41 fîr manche
phosphorylierten Abl-SH3-Dom�nen schien vorherigen Be-
richten zu widersprechen, in denen ein Verlust der SH3-
Funktion durch Phosphorylierung beschrieben wurde.[8,25]

Demnach fîhrte die Phosphorylierung an Y89 (entspricht Y7

in der SH3-Nummerierung) zu einem Ph�notyp, der an eine
verkîrzte Abl-Kinase erinnert, in der die SH3-Dom�ne fehlte
oder defekt war.[4, 5a] Es wurde vermutet, dass die phos-
phorylierte SH3-Dom�ne nicht mehr in der Lage war, die
zwischen der SH2- und Kinase-Dom�ne befindliche, prolin-
reiche Interdom�ne zu erkennen (Abbildung 1A). Um diese
Hypothese zu îberprîfen, analysierten wir die Bindung zu
dem Interdom�nenpeptid ID. In der Kristallstruktur von c-
Abl belegt dieses Peptid die SH3-Bindungsfurche (Abbil-
dung 2B).[25] Die nicht-phosphorylierte Abl-SH3-Dom�ne
erkannte das Interdom�nenpeptid ID in trans mit KD = 6 mm
(Tabelle 2).

Demgegenîber zeigten die Phospho-SH3-Dom�nen
keine Affinit�t fîr ID. Dies best�tigt auf der einen Seite die
vorherige Meinung; Phosphorylierung der SH3-Dom�ne
stçrt die intramolekulare Erkennung der Interdom�ne. Auf
der anderen Seite wird die Bindung zu prolinreichen Seg-
menten nicht generell durch Phosphorylierung der Dom�ne
behindert. Phospho-Abl-SH3 bleibt funktional und ver�ndert
darîber hinaus das Erkennungsrepertoire dahingehend, dass
andere prolinreiche Proteinsegmente (z. B. 3BP1) bevorzugt
in trans gebunden werden.

Frîher durchgefîhrte massenspektrometrische Messun-
gen des Wasserstoff-Deuterium-Austauschs legten nahe, dass
Phosphorylierung an Y7 die Wechselwirkung mit Abl-SH3-
Liganden unterbindet.[8b] Demgegenîber zeigen unsere Ex-
perimente, dass Y7-Phosphorylierung eine Erhçhung der
Affinit�t fîr 3BP1, 3BP2 und p41 zur Folge hat. Um unsere
Befunde durch einen Assay in Lçsung validieren zu kçnnen,
synthetisierten wir fînf Abl-SH3-(Phospho)formen in Lçsung
(Abbildung S15–S19). Die Synthese im pr�parativen Maßstab
erwies sich als umst�ndlich. Die geringe Lçslichkeit der
Peptidthioester erforderte eine aufwendige Optimierung, die
nçtig war, um eine ausreichende Menge des SH3-Proteins zur
funktionalen Analyse in Lçsung erhalten zu kçnnen. Diese
Probleme traten nicht auf, wenn die Synthese und Evaluie-
rung wie in Schema 1 beschrieben an der Oberfl�che mit
wesentlich geringeren Mengen und Konzentrationen durch-
gefîhrt wurde. Die gereinigten Phosphoproteine wurden in
einem FP-Assay auf ihre Bindung mit fluoreszenzmarkierten
Liganden 3BP1, 3BP2, p41 und ID untersucht (Abbil-
dung S22–S24). Die so bestimmten Dissoziationskonstanten
stimmten mit den Daten îberein, die durch die Bindungstests
an der Oberfl�che erhalten wurden (Tabelle 2).

Als zus�tzliche Kontrolle charakterisierten wir die Li-
gandenbindung durch Messung der Fluoreszenzemission von
Tryptophan in der SH3-Dom�ne. Dies ermçglichte die Ver-
wendung von unmarkierten Peptiden. Wieder fanden wir,
dass die Y7-Phosphorylierung die Wechselwirkung mit dem
unmarkierten ID’ unterbindet, w�hrend die Affinit�t fîr un-

Tabelle 2: Bindungsaffinit�ten (als KD in mm)[a] der phosphorylierten (p)
und nicht-phosphorylierten (–) humanen SH3-Dom�nen von Abl und
Arg fír prolinreiche Peptide 3BP1 (FAM-bAlabAlaAPTMPPPLPP), 3BP2
(FAM-bAlabAlaPPAYPPPPVP), p41 (FAM-bAlabAlaAPTYSPPPPP) und
das Abl-Interdom�nenpeptid ID (FAM-bAlabAla-
PAPKRNKPTVYGVSPNY).

SH3-Do-
m�ne[f ]

SH3-Liganden

Y7 Y30 Y52 3BP1 3BP2 p41 ID

Abl-Kinase

– – – 40�20
(34),[b]

(24�2)[e]

4.4�0.8
(5)[b]

1.6�0.8
(1.5)[c]

6�1.5,
(7�4),[d]

(12�2)[e]

p – – 7�3
(7�4)[d] ,
(10�1)[e]

5�2
(5.7�0.6)[d]

12�5
(16�4)[d]

nab
nab[d,e]

– p – 15�11 13�6 2.4�0.8 nab
– – p 7�2

(6�3)[d]
4�3
(3�1)[d]

0.7�0.2
(0.6�0.3)[d]

nab
nab[d]

p p – 13�6 2.4�0.5 1.5�0.8 nab
– p p 3.0�0.7

(2�1)[d]
10�3
(10�6)[d]

0.6�0.2
(0.7�0.2)[d]

nab
nab[d]

p – p nab, nab[d] nab, nab[d] nab, nab[d] nab, nab[d]

p p p nab nab nab nab

Arg-Kinase

– – – 19�5 4.1�0.4 1.4�0.5 ng
p – – 10�4 4�2 1.6�0.9 ng
– p – 6�2 7�4 5�2 ng
– – p 5�2 2.4�0.9 0.8�0.5 ng
p p – 19�10 4.4�0.7 1.8�0.9 ng
– p p 15�3 6�1 2.6�0.7 ng
p – p nab nab nab ng
p p p nab nab nab ng

[a] Bestimmt durch Fluoreszenzs�ttigungs-Bindungsmessung auf der
Oberfl�che (vgl. Abbildung S49–S55), Fehler sind die Standardabwei-
chung. [b] Bestimmt von Viguera et al.[23] [c] Bestimmt von Pisabarro
et al.[24] [d] Bestimmt durch Fluoreszenzpolarisation in Lçsung (Abbil-
dung S22–S24). [e] Bestimmt durch Trp-Emission in Lçsung (Abbil-
dung S25–S28). [f ] Nummerierung der Tyrosinreste gibt die Position in
der SH3-Dom�ne und nicht die im Protein an. nab= keine Affinit�t be-
stimmbar, ng =nicht gemessen.
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markiertes 3BP1’ zunimmt (Tabelle 2, Abbildung S25–S28).
Messungen der 1H-NMR-chemischen Verschiebung unter-
mauerten diesen Befund weiter und best�tigten, dass beide
SH3-Formen gefaltet vorlagen (Abbildung S29–S33).

Mit den Daten von vier unabh�ngigen Messmethoden
kann man spekulieren, dass die Tyrosinphosphorylierung der
Abl-SH3-Dom�ne auch die beiden Aufgaben hat, die
a) ©ffnung/Aktivierung der Abl-Kinase durch einen indu-
zierten Verlust an Bindungsaffinit�t fîr das interne ID-Pep-
tidsegment zu erleichtern sowie b) die Rekrutierung von
Adapterproteinen durch Erhçhung der Affinit�t fîr andere
prolinreiche Segmente zu unterstîtzen. Phosphorylierungen
von Abl-SH3 an Y7 (Y89 in Volll�ngen-Abl) und Y52 (Y134 in
Abl) durch Hck und andere Src-Familie-Kinasen wurden
identifiziert und charakterisiert.[8a, 26] Unsere Bindungsdaten
sprechen dafîr, dass diese und mçglicherweise auch andere
Phosphorylierungsereignisse als Schalter fungieren, durch
den nicht nur die Aktivierung von Abl unterstîtzt wird,
sondern auch eine Feinregulierung der Rekrutierung von
Adapterproteinen mçglich wird. W�hrend die Anzahl an
Eintr�gen fîr die Y30-Phosphorylierung, die durch massen-
spektrometrische Proteomik zugeordnet wurden, hoch ist
(196 Eintr�ge gegenîber 12 Eintr�gen fîr Y7 und 221 Ein-
tr�gen fîr Y52) gibt es bisher, mit der Ausnahme unserer
Arbeit, keinen Bericht, in dem dieses Phosphorylierungser-
eignis durch andere Methoden charakterisiert wird.[6]

Wir eine Methode entwickelt, die einen schnellen und
robusten Zugang zu Arrays phosphorylierter Proteindom�-
nen liefert. Die Hydrazonverknîpfung ermçglichte die Im-
mobilisierung von Cysteinylpeptiden, die anschließend in
einer NCL-Reduktions-Reaktionssequenz eingesetzt wurden.
Die oberfl�chenverknîpfte Peptidhydrazidbindung wider-
stand den Bedingungen der metallfreien Entschwefelungsre-
aktion. Sowohl die Peptidthioester als auch die Cysteinyl-
peptide wurden in Form von Rohprodukten verwendet, was
den Ansatz schnell und komfortabel macht. Wir zeigten
Verknîpfungen an Cystein, Alanin (Cys!Ala) und Valin
(Pen!Val) und erwarten eine generelle Anwendbarkeit auf
alle Thiobausteine, die bis heute in der erweiterten NCL
Verwendung gefunden haben.[12, 27] Obwohl dies bei den hier
getesteten SH3-Dom�nen unproblematisch war, merken wir
einschr�nkend an, dass es sich in kînftigen Studien als limi-
tierend erweisen mag, die korrekte Faltung der immobili-
sierten Proteine sicherzustellen.

Die Bindungsanalyse der unterschiedlichen Phosphofor-
men l�sst darauf schließen, dass Tyrosinphosphorylierung das
Erkennungsrepertoire von SH3-Dom�nen regulieren kann.
Wir haben gezeigt, dass die Phosphorylierung von Abl-SH3
(an Y30 und Y52) die Affinit�t fîr spezifische prolinreiche
SH3-Liganden um eine Grçßenordnung erhçht. Im Unter-
schied dazu schaltet gleichzeitige Phosphorylierung von Y7

und Y52 oder Perphosphorylierung die SH3-Dom�ne aus.
Bedenkt man die Bedeutung und den hohen Grad an Phos-
phorylierung der Abl-Kinase in chronisch myeloischer
Leuk�mie und anderen Krebstypen[4, 5] scheint es plausibel
anzunehmen, dass die Phosphoregulierung der SH3-Dom�-
nenfunktion zur Neuordnung des Proteininteraktionsnetz-
werks w�hrend der Krebsentwicklung beitr�gt.
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