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Durch reversible Phosphorylierung von Tyrosin-Resten in
Proteinen werden zahlreiche zellul�re Prozesse reguliert, z.B.
Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Zellzyklus, Signaltrans-
duktion, Zelladh�sion und Immunantwort.[1] Dabei wird die
Phosphorylierung von Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKs) und
die Dephosphorylierung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen
(PTPs) gesteuert. Anders als bei den bereits umfassend er-
forschten PTKs ist der Kenntnisstand in Bezug auf die Sub-
stratspezifit�ten der PTPs noch immer niedrig.[2] Solche
Daten k,nnten f-r zahlreiche Anwendungen von Nutzen
sein, wie die Synthese k-nstlicher Substrate f-r kinetische
Studien[3] und das Design von Inhibitoren,[4] die vielverspre-
chende Wirkstoffkandidaten sowie Hilfsmittel f-r die Erfor-
schung von PTP-Signalwegen in Zellen sein k,nnen. Das
Wissen um Substratspezifit�ten kann sogar Hinweise f-r die

Identifizierung nat-rlicher Substrate liefern.[5] 5ber peptid-
basierte Ans�tze zur Untersuchung von PTP-Substratspezi-
fit�ten wurde bereits berichtet.[6]

Zur Detektion von Substraten wurden generell Versuche
in L,sung durchgef-hrt,[7] die jedoch oftmals nicht zur par-
allelen Hochdurchsatz-Untersuchung von zahlreichen Sub-
stratkandidaten geeignet sind. Mikroarray-Techniken er-
m,glichen das schnelle und effiziente Auslesen einer großen
Zahl von Peptiden, was bereits bei der Untersuchung von
Kinase-Substratspezifit�ten demonstriert wurde.[8] Zur Zu-
ordnung von PTP-Substratspezifit�ten kamen Mikroarrays
hingegen bisher nur in sehr wenigen F�llen zum Einsatz.[9]

Hier berichten wir -ber die Entwicklung von Phospho-
tyrosin(pTyr)-Peptid-Mikroarrays und ihre Anwendung zur
Untersuchung der Substratspezifit�t von zwei prototypischen
PTPs: PTPm und PTP1B. Unsere Methode umfasst f-nf
Schritte (A–E in Abbildung 1): Zun�chst wird eine pTyr-
Peptid-Bibliothek an fester Phase synthetisiert (A). Die ein-
zelnen pTyr-Peptide werden anschließend auf Glasoberfl�-
chen immobilisiert (B, C). Als Immobilisierungsreaktion
nutzten wir[10] die von Raines, Bertozzi et al. beschriebene
chemoselektive Staudinger-Ligation eines Azids mit einem
Phosphin.[11] Die pTyr-Peptid-Mikroarrays werden anschlie-
ßend mit einer Phosphatase inkubiert (D), gewaschen, mit
einem fluoreszenzmarkierten Anti-pTyr-Antik,rper behan-
delt[12] und wiederum gewaschen (E). Gegen-ber einem
Mikroarray, der mit Puffer anstatt mit PTP inkubiert ist,
weisen bevorzugte Substrate generell einen Signalr-ckgang
oder kein Signal mehr auf, w�hrend eine unver�nderte Si-
gnalintensit�t auf ein nicht bevorzugtes Substrat hinweist.

Zun�chst wurde eine Bibliothek aus einem Tetrapeptid,
einem Hexapeptid und 46 Pentapeptiden mit m,glichst vielen
verschiedenen Aminos�uren in den einzelnen Positionen
synthetisiert (siehe Hintergrundinformationen, S. 1). Die
Synthese folgte der von uns bereits beschriebenen Strategie[10]

unter Verwendung eines Sulfamylbutyryl-Ankers an einem
polymeren Harz.[12] W�hrend des Abspaltens der Verbin-
dungen vom Harz wird das Azid an einer Hexylgruppe ein-
gef-hrt, wodurch die Immobilisierung im nachfolgenden
Schritt m,glich wird.

Die Anwendbarkeit des pTyr-Peptid-Mikroarrays wurde
unter Verwendung von PTP1B getestet, einer bez-glich ihrer
Substratspezifit�t ausf-hrlich untersuchten PTP.[3,6] Peptid
1[19] (Abbildung 2) ist ein bekanntes Substrat von PTP1B
(KM = 3.2 mm). Da PTP1B generell saure Aminos�uresei-
tenketten bevorzugt,[13] wurde Peptid 2[19] (Abbildung 2) aus
der Bibliothek gew�hlt, um zu pr-fen, ob 1 gegen-ber 2 be-
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vorzugt dephosphoryliert wird. Die Substrate 1 und 2 wurden
durch Spotting auf Phosphin-modifizierte Glastr�ger aufge-
tragen (1 mm, 250pL/Spot).[12] Die Phosphine waren auf einer
Glasfl�che immobilisiert, die mit Dendrimeren funktionali-
siert war, um die Oberfl�chenbedeckung zu erh,hen.[14] Um
Wechselwirkungen von Peptiden und Phosphatase mit der
Oberfl�che zu minimieren, wurden zwei Aminohexyl-Linker
eingef-hrt, einer zwischen den Dendrimeren und den Phos-
phinen und der andere zwischen den Peptiden und den
Aziden.[12] Inkubation der Arrays mit verschiedenen Kon-
zentrationen von PTP1B und anschließende Behandlung mit
einem Konjugat aus biotinyliertem Anti-pTyr-Antik,rper und
Cy5-markiertem Streptavidin (50 nm) ergab, dass beide Pep-
tide von PTP1B dephosphoryliert werden (Abbildung 2). F-r
beide wurde ein Signalr-ckgang bei jeder Konzentrationser-
h,hung beobachtet; allerdings ist der Signalr-ckgang im Fall
von 1 st�rker als im Fall von 2. Daraus l�sst sich schließen,
dass in 5bereinstimmung mit der Literatur[13] 1 schneller
dephosphoryliert wird als 2, was die Eignung unserer Me-
thode demonstriert.

Wir verwendeten das Mikroarray f-r die Untersuchung
der Substratspezifit�t von PTPm. PTPm ist eine prototypische
rezeptor�hnliche Phosphotyrosin-Transmembranphosphata-
se, die homophil Zell-Zell-Adh�sion vermittelt.[15a] Sie bin-
det und dephosphoryliert Catenin-p120ctn, und die Peptide
DGDFEEIPEEpYLQ und EGPWLEEEEEApYGWMDF
sind ebenfalls Substrate von PTPm.[15b,c] Dar-ber hinaus ist
jedoch wenig -ber ihre intrazellul�ren Wechselwirkungen
und Signalwege bekannt.[15b] Die Identifizierung bevorzugter
Peptid-Substrate von PTPm sollte Hilfsmittel zur Aufkl�rung
ihrer biologischen Rolle liefern. Alle 48 pTyr-Peptide wurden
durch Spotting auf zwei Bereiche eines Glastr�gers aufge-
tragen und parallel mit PTPm-D1 (der in vitro katalytisch
aktiven Dom�ne D1 von PTPm) sowie mit Pufferl,sung zur
Kontrolle inkubiert (Abbildung 3). In beiden Bereichen
wurde jedes Peptid zweifach durch Spotting aufgetragen;
zus�tzlich wurde Cy5-Azid als Standardisierungsfaktor auf-
getragen. Zur Analyse wurde jedes Signal mit einem Cy5-
Signal im entsprechenden Bereich verglichen. Anschließend
wurden die Intensit�ten f-r die PTP-inkubierte Region mit
denen der Puffer-inkubierten verglichen, und die relative Si-

gnalverringerung wurde zur weiteren Analyse verwendet.[12]

Diese Analyse wurde mit zwei Glastr�gern durchgef-hrt,
sodass jedes pTyr-Peptid viermal getestet wurde. Mittelwerte
dieses Dephosphorylierungsexperiments sind in der Tabelle 1
der Hintergrundinformationen aufgelistet.

Um einen Trend in den Eigenschaften der von PTPm be-
vorzugten Aminos�uren zu ermitteln, wurde die relative
H�ufigkeit jeder an einer bestimmten Position eines Peptids
befindlichen Aminos�ure, das einen Signalr-ckgang von -ber
65% aufwies, mit den Strukturen aller 48 Peptide in Bezie-
hung gesetzt.[12] Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 graphisch
dargestellt.[16] Generell bevorzugt PTPm hydrophobe Reste an
den Positionen �2, �1 und + 1 bez-glich des pTyr-Restes. An
Position + 1 werden aromatische Reste etwas mehr bevor-
zugt, und an Position + 2 treten polare Reste h�ufiger auf.
Bemerkenswerterweise waren Phosphopeptide, die den pTyr-
Rest an dritter Position enthielten, meistens bessere Substrate
als solche mit pTyr an zweiter Position. Bei anderen PTPs
wurden bereits �hnliche Beobachtungen bez-glich der Rolle
von N-terminal flankierenden Aminos�uren bei der Erh,-
hung der Dephosphorylierungsgeschwindigkeit gemacht.[3]

Diese Beobachtung k,nnte darauf hinweisen, dass eine po-
sitive N-terminale Ladung an Position �1 die Erkennung des
Substrats durch PTPm-D1 st�rker reduziert als eine positive
Ladung an Position �2. Um sicherzustellen, dass unsere Be-
funde nicht durch diesen Effekt verf�lscht wurden, wurde die
H�ufigkeit jeder Aminos�ure an jeder Position basierend auf
den 26 Peptiden, in denen das pTyr an dritter Position ist,
erneut berechnet[12] – der resultierende Trend blieb allerdings
gleich.

Um zu demonstrieren, dass die Ergebnisse des Mikroar-
rays die enzymatische Aktivit�t in L,sung wiedergeben,
wurden alle 48 Peptide mit Phosphomolybdat-Kolorimetrie
getestet.[12,17] Obwohl beide Assays verschiedene Detek-
tionsmethoden nutzen, stimmten die Ergebnisse mit nur we-
nigen Ausnahmen gut -berein. Unter den besten Substraten
in L,sung fanden wir 10 Peptide von denjenigen 15 Peptiden,
die im Fall von PTPm einen Signalr-ckgang von -ber 65% auf
dem Mikroarray zeigten.[12] Sehr wahrscheinlich wurde mit
dem Mikroarray aufgrund l�ngerer PTP-Inkubationszeit eine
gr,ßere Zahl bevorzugter Substrate detektiert. Wichtig ist

Abbildung 1. Konzept zur Herstellung und Anwendung von pTyr-Peptid-Mikroarrays (siehe Text f2r Details).
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jedoch, dass keine falsch-negativen Ergebnisse mit der Mi-
kroarray-Methode gefunden wurden.

Eine analoge Untersuchung wurde mit PTP1B durchge-
f-hrt, und wieder wurde eine gute 5bereinstimmung zwi-
schen den Daten des Mikroarrays und denen des L,sungs-
assays festgestellt. Unter den besten Substraten in L,sung
fanden wir 10 Peptide von denjenigen 13 Peptiden, die einen
Signalr-ckgang von -ber 65% auf dem Mikroarray aufwie-
sen.[12] Peptid 2 wurde wiederum als schlechteres Substrat als
Peptid 1 detektiert, was die Befunde des oben geschilderten
Experiments best�tigt. Zwar fanden wir Unterschiede in der
absoluten Rangfolge der Substrate, diese Ergebnisse de-

monstrieren jedoch, dass die pTyr-Peptid-Mikroarrays ver-
l�sslich zur qualitativen Bestimmung von PTP-Substratspe-
zifit�ten angewendet werden k,nnen und dass sie die paral-
lele Untersuchung einer großen Zahl potenzieller Substrate
erm,glichen.

An Peptid 3[19] wurden kinetische Studien mit PTPm in
L,sung mit Phosphomolybdat-Kolorimetrie durchgef-hrt. 3
wurde mit einem Umsatz von 379 nmol Phosphat pro min und
mg Enzym dephosphoryliert, mit einem KM-Wert von (53�
8) mm und einem kcat-Wert von 1.67 s�1 bei pH 7.5 und 25 8C.
Die sich ergebende Spezifit�tskonstante ist kspez= 31.5 N
103

m
�1 s�1.[18] Diese Daten zeigen, dass Substrate, die mit der

Abbildung 2. Beleg des Konzepts. A) Mikroarray; die Farbver=nderung
von Rot nach Blau (1) oder Gr2n (2) zeigt den Signalr2ckgang bei Er-
h�hung der PTP-Konzentration an (Doppelbestimmung). B) Histo-
gramm der Signalintensit=ten.

Abbildung 3. Fluoreszenznachweis des an immobilisierte pTyr-Peptide
gebundenen, Cy5-markierten Anti-pTyr-Antik�rper-Biotin-Streptavidin-
Konjugats (1 mm, 250 pL/Spot). Die Glastr=ger wurden mit PTPm-D1
(50 mgmL�1) und auch mit Pufferl�sung als Kontrolle inkubiert (1 h,
37 8C). Cy5 als Normierungsfaktor ist durch einen Kreis markiert. Alle
Verbindungen wurden zweimal pro Array durch Spotting aufgetragen.

Abbildung 4. Auftragung der bevorzugten Aminos=uren (AS) in allen
Positionen (+2 bis �2) der Phosphopeptide auf der Grundlage der
Mikroarray-Daten (S=ulen: gef2llt +2, offen +1, horizontale Streifen
�1, diagonale Streifen �2). Die relative H=ufigkeit des Auftretens von
Aminos=uren in bestimmten Positionen ist f2r PTPm-Substrate gezeigt,
die einen Signalr2ckgang von 2ber 65% aufweisen.
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Mikroarray-Technik identifiziert wurden, f-r kinetische Stu-
dien mit PTPm verwendet werden k,nnen.

Das Entschl-sseln der Substratspezifit�ten von PTPs
kann, trotz deren Breite, auch die Entwicklung von Inhibi-
toren vereinfachen. Dementsprechend wurde Peptid 4[19]

synthetisiert, das anstelle des pTyr-Restes das nichthydroly-
sierbare Phosphonomethyl-Phenylalanin (Pmp) tr�gt, und auf
seine F�higkeit zur Inhibierung von PTPm untersucht. Peptid
5[19] wurde in dieser Studie als Substrat verwendet.[18] Wir
fanden einen IC50-Wert von (50� 3) mm. Ein Pmp-Analogon
des PTP1B-Substrats 1 inhibiert die Aktivit�t von PTP1B mit
einem IC50-Wert von 200 mm.[4]

Um zu untersuchen, wie die Peptide 4 und 5 an PTPm
binden, wurden molekulare Dockingstudien durchgef-hrt.[12]

Die Resultate dieser Studien belegen, dass das Phosphat gut
in die Bindungstasche passt, die durch das Schwefelatom des
Cystein-Restes des katalytischen Zentrums abgegrenzt ist.
Durch detaillierte Analyse der 100 bevorzugten Orientie-
rungen wurden zwei bevorzugte Konformationen identifiziert
(Abbildung 5A,B), die f-r beide Peptide vergleichbar waren.
Diese Konformationen unterscheiden sich in der Orientie-
rung der Phosphatgruppe in der Bindungstasche (Abbil-
dung 5E und F), wobei die Peptidkette um 1808 gedreht ist. In
Abbildung 5C,D ist jeweils eine repr�sentative Orientierung
in der Bindungstasche von PTPm abgebildet.

Wir haben eine effiziente Methode f-r die Herstellung
von Phosphopeptid-Mikroarrays mithilfe der Staudinger-Li-
gation entwickelt und demonstriert, dass diese Mikroarrays
zur Untersuchung der In-vitro-Substratspezifit�ten von PTPs
verwendet werden k,nnen. Der Vergleich der Ergebnisse des
Mikroarrays mit denen des L,sungsassays zeigt deutlich, dass
die mit dem Mikroarray erhaltenen Substratspezifit�ten
qualitativ verl�sslich sind. Die erhaltenen Informationen

wurden f-r molekulare Dockingstudien und zum Design
eines Inhibitors f-r PTPm genutzt.
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