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Ser/Thr-Phosphorylierungen in Proteinen sind von funda-
mentaler Bedeutung f�r die biochemische Signalweitergabe
in Zellen. Fehlfunktionen dieser Prozesse kçnnen zur Ent-
wicklung und dem Fortschreiten von Krankheiten f�hren. Die
Phosphorylierung an Ser- und Thr-Resten in Proteinen wird
von Protein-Ser/Thr-Kinasen durchgef�hrt, und die resultie-
renden Phosphomonoester werden wiederum von Protein-
Ser/Thr-Phosphatasen (PSTPs) hydrolysiert. W�hrend es
derzeit noch immer so gut wie keine selektiven Molek�le zur
Modulation von Phosphatasen gibt, sind f�r Ser/Thr-Kinasen
zahlreiche Inhibitoren f�r funktionelle Studien und als Me-
dikamente in Gebrauch.[1] Die wohl grçßte Schwierigkeit
beim Auffinden selektiver Inhibitoren f�r PSTPs liegt in
deren Gleichartigkeit, insbesondere der katalytischen Tasche,
was die Entwicklung von selektiven und hoch affinen Mole-
k�len, die diese Stelle binden, bisher verhindert hat. Aus
diesem Grund sind die derzeit eingesetzten Inhibitoren von
PSTPs sehr unselektiv und nur von begrenztem Nutzen f�r
funktionelle Studien.[2] Enzymaktivatoren haben als Alter-
native zu Inhibitoren seit neuestem an Bedeutung gewon-

nen.[3] Zwar ist ein mçglicher Aktivator von Proteinphos-
phatase-1 (PP1) bereits beschrieben worden,[4] jedoch konnte
dessen Wirksamkeit und Selektivit�t in lebenden Zellen
bisher nicht demonstriert werden. Daher ist es f�r die Er-
forschung dieser Enzyme essentiell, neue potente und selek-
tive Molek�le zu entwickeln, die die Aktivit�t spezifischer
PSTPs modulieren kçnnen.[1, 2]

PP1 ist ein weitverbreitetes Enzym, von dem vermutet
wird, dass es f�r den Großteil der Dephosphorylierungen an
Ser- und Thr-Resten zust�ndig ist.[5, 6] PP1 hat eine breite
Substratspezifit�t, wird aber in vivo von vielen PP1-inter-
agierenden Proteinen (PIPs) reguliert (rund 200 in Wirbel-
tieren), welche Holoenzyme mit der katalytischen Einheit
bilden und z. B. als Regulatoren der Aktivit�t oder Substrat-
spezifizierend wirken.[6,7] Die Destabilisierung von Holo-
enzymen durch das Anbinden von Molek�len an spezifischen
Kontaktfl�chen zwischen den PIPs und PP1 ist ein attraktiver
Ansatz zum Design von PP1-selektiven Molek�len. Eine
dieser Stellen, die in ca. 90 % aller validierten PIPs existiert,
ist das PP1-Bindungsmotiv vom RVxF-Typ (Aminos�uren im
Einzelbuchstabencode, x = irgendeine Aminos�ure). Dieses
bindet an eine Stelle in PP1, die entfernt von der konser-
vierten aktiven Tasche liegt.[8] Es wurde bereits berichtet, dass
synthetische Peptide, die Variationen des RVxF-Motivs be-
inhalten, jedoch nicht die entsprechenden RAxA-Peptide,
einen Teil der PIP-PP1-Komplexe in vitro spalten
kçnnen.[4, 7, 9] Generell ist die Destabilisierung von Protein-
Protein-Interaktionen durch Peptide aufgrund ihrer hohen
Affinit�t und Spezifit�t eine wirksame Strategie zur Unter-
suchung von Signaltransduktionswegen.[10] Gleichwohl muss
hier beachtet werden, dass Peptide h�ufig wenig zellpene-
trierend und nicht stabil sind, was ihre Anwendbarkeit in le-
benden Zellen stark limitiert.[10]

Unser Ziel war es daher, ein proteolytisch stabiles, zell-
penetrierendes Peptid zu entwickeln, das spezifisch PP1-PIP-
Interaktionen destablilisiert und PP1-abh�ngige Signaltrans-
duktion in lebenden Zellen beeinflusst. Als Ausgangspunkt
wurde PDP0 (PP1-stçrendes Peptid, PDP) (Tabelle 1) ge-
w�hlt, welches das RVxF-Motiv (unterstrichen) und flankie-
rende Sequenzen des Nukle�ren Inhibitor von PP1 (NIPP1)
enthielt.[9] In einem Kompetitionsassay wurde die Befreiung
von PP1 von seinem PIP Inhibitor-2 (I2) nach Zugabe von
PDP0 gemessen. I2 bindet an PP1 �ber das RVxF-Motiv und
inhibiert PP1. Die Freilassung f�hrt zur Deinhibierung von
PP1, was mithilfe eines Phosphataseaktivit�tsassays gemessen
wurde. PDP0 deinhibierte PP1 mit einem EC50 von 87�
10 nm (Tabelle 1 und Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S1). Durch den folgenden Alanin-Scan von PDP0
wurde die Bedeutung der basischen N-terminalen Sequenz
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und der zwei C-terminalen Isoleucine f�r die potente De-
inhibition von PP1 deutlich (Abbildung 1 und Abbildung S2).
C- und N-terminale Verk�rzungen von PDP0 best�tigten
diese Ergebnisse. Daraufhin wurden die zwei RVxF-flankie-
renden Serine und die Aminos�uren der C-terminalen sauren
EDDE-Sequenz gleichzeitig mit Alanin ersetzt, was die Ef-
fizienz der Deinhibition weiter verst�rkte (Abbildung S3).
Diese Daten f�hrten zur Entwicklung des optimierten Peptids
PDP1 (Tabelle 1 und Abbildungen S1 und S3).

Das RVxF-Motiv von PIPs bindet an PP1 in einer aus-
gestreckten Konformation.[8] Um das Peptid in dieser Kon-
formation auszurichten, synthetisierten wir lineare Peptide
mit d-Pro-l-Pro- (Abbildung S4) und d-Pro-l-Dap-Sequenz
(l-Dap =l-2,3-Diaminopropions�ure) und auch Disulfid-
verbr�ckte cyclische Peptide (Schema S1 und Abbil-
dung S5).[11] Diese Vorausrichtung resultierte allerdings in
einer Abschw�chung der Effizienz der Peptide. Diese Beob-
achtung passt zu der Tatsache, dass die das RVxF-Motiv
flankierenden Sequenzen in PIPs im ungebundenen Zustand
strukturell flexibel sind.[6] Zusammengefasst ergaben die
Alanin-, Verk�rzungs-, Mehrfach-Alanin- und auch d-Pro-l-
Pro/Dap-Scans, dass die basische Aminos�uresequenz
(�KRKRK�) N-terminal zum RVTF-Motiv und zwei hy-
drophobe Reste (�II�) C-terminal zum RVTF-Motiv in
PDP0 essenziell f�r die Bindung an PP1 sind. Die C-termi-
nale saure Sequenz (�EDDE�) und die zwei RVTF-flankie-
renden Serine destabilisieren die Bindung von PDP0 an PP1.

Im n�chsten Schritt testeten wir die Zellg�ngigkeit der
Peptide mittels konfokaler Mikroskopie. Lebende Zellen

wurden mit 5-Carboxyfluorescein(FAM)-markierten Pepti-
den inkubiert. Wir verwendeten konfokale Mikroskopie, da
man dadurch deutlich zwischen intrazellul�ren Peptiden und
Peptiden, die an der extrazellul�ren Zelloberfl�che anhaften,
unterscheiden kann. FAM-PDP1 war nicht zellg�ngig (Ab-
bildung 2 a), und wir beobachteten extra- und intrazellul�re

Aggregation in verschiedenen Zelllinien bei hçheren Pep-
tidkonzentrationen (Abbildung S6). Daraufhin verwendeten
wir eine schrittweise Designstrategie, die die sequentielle
Addition von Arginin- und Lysin-Resten zum N-Terminus
beinhaltete, mit dem Ziel, die Zellg�ngigkeit zu erhçhen ohne
die Effizienz des Peptids signifikant zu verringern. Dies
f�hrte zu Peptid PDP2, das den PP1:I2-Komplex mit etwas
geringerer Effizienz als PDP1 destabilisierte (Tabelle 1). Die
entsprechende RATA-Mutante PDP2m war im Kompetiti-
onsassay wie erwartet inaktiv (Tabelle 1), was die große Be-
deutung von Valin und Phenylalanin f�r die hochaffine Bin-
dung von PDP2 an PP1 best�tigt.

FAM-PDP2 wurde effizient in verschiedenen Konzen-
trationen in diverse Zelllinien aufgenommen. Die Verteilung
war diffus im Zyto- und Nucleoplasma, und zu einem gerin-
gen Teil wurden entweder vesikul�re Lokalisation oder Ag-
gregation des Peptids beobachtet (Abbildung 2b und Abbil-
dung S6). Der Unterschied zwischen PDP1 und PDP2 im
Zellpenetrationsverhalten kann jedoch nicht auf die FAM-
Markierung zur�ckgef�hrt werden, da diese in beiden Pepti-
den vorhanden ist. Die zellul�re Aufnahme von FAM-PDP2
war bei 4 8C geringer als bei 37 8C (Abbildung S7), was auf das
Vorhandensein sowohl eines energieabh�ngigen als auch
eines energieunabh�ngigen Aufnahmemechanismus hindeu-
tet.[12] FAM-PDP2m wurde in vergleichbarer Menge wie
FAM-PDP2 aufgenommen (Abbildung 2b,c).

Nachdem die Zellpenetration der Peptide etabliert war,
wurde die Selektivit�t von PDP2 gegen�ber PP1 und der
verwandten Phosphatase PP2A untersucht. Daf�r wurden
PDP2 und PDP2m aus HEK293- (humane embryonische
Nierenzellen) (Abbildung 3 a) und U2OS-Zelllysaten (Ab-
bildung S8) mittels Streptavidin-ummanteltem Sepharose-
Harz pr�zipitiert, was zu einer konzentrationsabh�ngigen
Cosedimentation von PP1 f�hrte. Die strukturell verwandte
PP2A wurde hingegen nicht durch PDP2 pr�zipitiert (Ab-
bildung 3 b). Es wurde keine Spezifit�t von PDP2 gegen�ber
den drei PP1-Isoformen (a, b, und g) beobachtet (Abbil-
dung S9), und PDP2m copr�zipitierte weder PP1 noch PP2A

Tabelle 1: Effizienz der Peptide in der Destabilisierung des PP1:I2-Kom-
plexes.[a]

Peptid Sequenz EC50 [nm]

PDP0 RPKRKRKNSRVTFSEDDEII 87�10
PDP1 RPKRKRKNARVTFAEAAEII 21�2
PDP2 RRKRPKRKRKNARVTFAEAAEII 53�8
PDP2m RRKRPKRKRKNARATAAEAAEII nicht aktiv
PDP3 RRKRPKRKRKNARVTFBpaEAAEII 176�13
PDP3m RRKRPKRKRKNARATABpaEAAEII nicht aktiv

[a] Siehe auch Abbildung S1. Die Resultate sind als Mittelwert �S.E.M.
(n = 4) dargestellt. Die Werte wurden mit einem In-vitro-Phosphatase-
assay ermittelt, bei dem die Aktivit�t von PP1 gegen das 32P-markierte
Substrat Glycogenphosphorylase a gemessen wurde.[9]

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Ergebnisse des Ala-Scans.
Gezeigt sind relative �nderungen in der Effizienz der Peptide zur De-
stabilisierung des PP1:I2-Komplexes (siehe auch Abbildung S2). Der
aufw�rts gerichtete Pfeil zeigt einen Anstieg, der abw�rts gerichtete
eine Abnahme der Effizienz an. Farblegende: blau basisch, gr�n hydro-
phil, grau hydrophob, rot saure Reste.

Abbildung 2. Zelldurchg�ngigkeit der Peptide in lebenden U2OS-Zellen
(humane Osteosarcoma-Zellen), die 2 h mit 25 mm Fluorescein-mar-
kiertem PDP1 (a), PDP2 (b) und PDP2m (c) inkubiert wurden. Maß-
stab 10 mm.
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(Abbildung 3a,b). Weiterhin wurde die Effizienz von PDP2,
PP1-Holoenzymkomplexe in vitro zu destabilisieren, mithilfe
von PP1:PIP-Komplexen, die frisch durch PIP-gerichtete
Antikçrper immunpr�zipitiert wurden, analysiert. Diese
Komplexe wurden mit PDP2 und PDP2m inkubiert und an-
schließend auf PP1-Aktivit�t mittels 32P-markierter Phos-
phorylase a wie oben beschrieben �berpr�ft. Die resultie-
rende PP1-Aktivit�t korreliert mit der Menge des vom

Komplex losgelçsten aktiven PP1-Enyzms. PDP2 destabili-
sierte alle getesteten PP1-Holoenzyme in vitro, w�hrend
PDP2m inaktiv war. Dieses Ergebnis untermauert das Po-
tenzial von PDP2 als zellpenetrierendes, PP1-Holoenzym-
destabilisierendes Peptid.

Um im Detail zu verstehen wie PDP2 mit PP1 interagiert,
lçsten wir die Kristallstruktur des PP1:PDP2-Komplexes mit
einer Auflçsung von 3.1 � (Abbildung 4). Die Struktur zeigt,

dass PDP2 in dieselbe Bindungstasche von PP1 bindet wie
auch andere strukturell charakterisierte PIPs, die das RVxF-
Motiv beinhalten (Abbildung 4a).[8, 13] Ausgehend vom C-
Terminus sind 13 Aminos�uren von PDP2 in gestreckter
Konformation sichtbar (1-RRKRPKRKRKNARVTFAEAAEII-
23), wobei Arg13, Val14, Thr15, Ala17, Glu21 und Ile23
Wasserstoffbr�cken zu Atomen im R�ckgrat von PP1 aus-
bilden. Val14 und Phe16 sind tief in der RVxF-Bindungs-
tasche gebunden, und Arg13 interagiert mit Asp242 von PP1
(Abbildung 4b), was fr�heren Strukturen �hnelt.[8, 14] Das C-
terminale Isoleucin bildet Van-der-Waals-Kontakte mit
Leu296 von PP1, was eine mçgliche Erkl�rung f�r die nied-
rigere Potenz des von Ile zu Ala mutierten Peptids sein
kçnnte. Hydrophobe Interaktionen von Leu296 wurden auch

Abbildung 3. Selektivit�t und Effizienz von PDP2 in der Destabilisie-
rung von PIP:PP1-Komplexen. a) Western-Blot von PP1 aus einem
Streptavidin-vermittelten Pulldown von biotinyliertem PDP2 und
PDP2m aus HEK293-Zelllysaten. Der komplette Blot ist in Abbil-
dung S8 gezeigt. b) Immunblot von PP2A aus einem Streptavidin-ver-
mittelten Pulldown von biotinyliertem PDP2 und PDP2m aus U2OS-
Zelllysaten. Das Kontroll-Harz ist nicht mit Streptavidin ummantelt.
Die Tubulinkontrollen in (a) und (b) stammen aus dem �berstand.
c) Destabilisierung von PP1-Holoenzymen durch 20 mm der Peptide
in vitro. Kontrolle: TBS-Puffer. Die Resultate sind als Mittelwert �Stan-
dardabweichung (n = 3) dargestellt.

Abbildung 4. Beweis der direkten Interaktion von PDP2 und PDP3 mit
PP1. a) Kristallstruktur des auf der sauren Oberfl�che von PP1 gebun-
denen PDP2. Die Oberfl�che ist entsprechend der elektrostatischen
Potentiale (berechnet mittels ABPS)[15] gef�rbt. Potentialskala: von
�10 kTe�1 (rot) bis 10 kTe�1 (blau).[15] Die Koordinaten sind in der Pro-
teindatenbank (PDB) unter dem Zugangscode 4G9J zu finden. b) De-
taillierte �bersicht der Interaktionen von PDP2 (gelb) und PP1 (grau).
Wasserstoffbr�cken sind gr�n dargestellt. Ein Stereobild der Elektro-
nendichte um das Peptid herum ist in Abbildung S10 gezeigt. c) Im-
munblot von PP1 aus einem Streptavidin-Pulldown von biotinyliertem
PDP3 aus U2OS-Zelllysaten mit und ohne UV-Bestrahlung (365 nm)
(Hintergrundinformationen). PP1* markiert den kovalent gebundenen
PP1:PDP3-Komplex. Die hçhere Bande ist unspezifisch.
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im PP1:Spinophilin-Komplex beobachtet.[14] Mutation der
basischen N-terminalen Reste in PDP2 f�hrten zu einer ge-
ringeren Potenz. Diese Reste sind in der Kristallstruktur nicht
erkennbar, allerdings deutet die Position des sichtbaren N-
Terminus von PDP2 darauf hin, dass diese basischen Reste
sich in der N�he einer negativ geladenen Region auf der
Oberfl�che von PP1 befinden (Abbildung 4a). Daher kçnn-
ten elektrostatische Interaktionen zwischen dieser sauren
Region auf PP1 und dem basischen N-Terminus von PDP2
den Komplex stabilisieren.

Um die direkte Interaktion von PDP2 mit PP1 in Zell-
lysaten nachzuweisen, entwickelten wir photovernetzbare
Analoga. Dazu wurden Phe17 und Ala18 von PDP2 mit l-4-
Benzoylphenylalanin (Bpa) ersetzt.[16] Die Analoga wurden
biotinyliert, um den photovernetzten Komplex aus Zelllysa-
ten pr�zipitieren zu kçnnen. W�hrend der Austausch von
Phe17 gegen Bpa keinen kovalenten Komplex lieferte (Ab-
bildung S11), ergab das Peptid, in dem Ala18 mit Bpa aus-
getauscht worden war (PDP3) (Tabelle 1), nach Bestrahlung
mit ultraviolettem Licht (365 nm) einen kovalenten Komplex
mit PP1. Dessen Bildung war konzentrationsabh�ngig (Ab-
bildung 4 c), was die direkte physikalische Interaktion von
PP1 mit PDP3 bewies. Die PP1:PDP2-Kristallstruktur liefert
eine mçgliche Erkl�rung f�r die effiziente Vernetzung von
PDP3 mit PP1. Das Met290 von PP1 befindet sich in unmit-
telbarer N�he zu Ala18, sodass das eingesetzte Bpa eine ko-
valente Bindung mit der Seitenkette des Met290 eingehen
kann. Wir untersuchten daraufhin, ob PDP3 auch in intakten
Zellen angewendet werden kann. Verschiedene Zelllinien
nahmen FAM-PDP3 und FAM-PDP3m effizient auf (Ab-
bildung S12), und die Zellpenetration und Lokalisation von
FAM-PDP3 war sehr �hnlich der von FAM-PDP2 (Abbil-
dung S13). Wie PDP2 konnte auch biotinyliertes PDP3 PP2A
nicht copr�zipitieren (Abbildung S14).

Im n�chsten Schritt untersuchten wir den Effekt der
PDPs auf die PP1-Aktivit�t in intakten Zellen. Zun�chst
testeten wir, ob die Behandlung von Zellen mit PDPs einen
Effekt auf die mitotische Phosphorylierung von Histon H3 an
Threonin 3 (T3) haben w�rde (Abbildung 5a), da Histon
H3T3 ein etabliertes Substrat von PP1 ist.[17] PDP2 zeigte
�berraschenderweise keinen Effekt, selbst wenn es in f�nf-
fachem �berschuss verglichen mit PDP3 eingesetzt wurde
(Abbildung S15). Trotz der niedrigeren Potenz von PDP3
verglichen mit PDP2 in vitro f�hrte die Behandlung mit
PDP3 zur Dephosphorylierung von H3T3, wobei eine klare
Konzentrationsabh�ngigkeit beobachtet werden konnte
(Abbildung 5b). Weiterhin testeten wir, ob die Biotinylierung
der Peptide eine Auswirkung haben w�rde. Allerdings
wurden keine Unterschiede im Verhalten der acetylierten
und biotinylierten Peptide festgestellt (Abbildung 5a). Da die
Zellpenetrationseigenschaften von PDP2 und PDP3 sehr
�hnlich waren, kann die hçhere Effizienz von PDP3 nicht auf
diese Eigenschaften zur�ckgef�hrt werden. Des Weiteren
kçnnte die hçhere Potenz von PDP3 in einer hçheren zellu-
l�ren Stabilit�t dieses Peptids und auch einer potenziellen
Photovernetzung durch das Bpa begr�ndet sein. Letzteres
kann jedoch ausgeschlossen werden, da in den mit PDP3
behandelten Zelllysaten ohne UV-Bestrahlung keine Photo-
vernetzung stattfand (Abbildung 4c).

Um die Hypothese der erhçhten Stabilit�t zu testen,
wurden die Stabilit�ten von FAM-PDP2 und FAM-PDP3 in
lebenden Zellen verglichen. Intakte U2OS-Zellen (im mit-
otischen Arrest, um die gleichen Bedingungen wie zuvor zu
erhalten) wurden mit verschiedenen Konzentrationen an
FAM-PDP2 und FAM-PDP3 f�r 3 h inkubiert und nachfol-
gend lysiert. Die verbliebenen Mengen an Peptiden wurden
dann durch Gel-Fluoreszenzanalyse ermittelt (Hintergrund-
informationen). Die Ergebnisse belegen deutlich, dass unter
diesen Bedingungen FAM-PDP3 signifikant stabiler ist als
FAM-PDP2 (Abbildung 6). Dies st�tzt unsere Hypothese,
dass der Austausch der nat�rlichen Aminos�ure Ala durch
die nichtnat�rliche Bpa die zellul�re Stabilit�t des Peptids
erhçht. Da PDP3 in Zellen stabiler ist als PDP2, welches
wiederum in vitro potenter ist, und beide Peptide �hnliche
Zellpenetrationseigenschaften aufweisen, ist bewiesen, dass
PDP3 den Effekt nach dem Eintritt in die Zelle erzielt, und
nicht durch unspezifische Adh�sion an der Zelloberfl�che.
Weiterhin zeigen unsere Ergebnisse wie schwierig es ist,
peptidische Proben aus der In-vitro-Situation in die Umge-
bung in lebenden Zellen zu �bertragen, da unerwartete Ef-
fekte auftreten kçnnen.

Aufgrund dieser Beobachtung verwendeten wir PDP3 f�r
die folgenden Experimente. Dabei wurde das biotinylierte
Peptid gw�hlt, da wir keinen Einfluss des Biotins auf den
Effekt des Peptids gesehen hatten (Abbildung 5a) und wir so
das Peptid in den Zellen mittels Immunfluoreszenz verfolgen
konnten, um Zellpenetration und Lokalisation zu kontrol-
lieren (Abbildung S16). Als N�chstes untersuchten wir, ob
PDP3 PP1-Holoenzyme in lebenden Zellen destabilisieren
kann. Nach 3 h Inkubation von U2OS mit 10 mm PDP3,
Zelllyse und Analyse (Hintergrundinformationen) konnte f�r
drei der f�nf untersuchten PIPs eine reduzierte Anbindung

Abbildung 5. Effekt der Peptide auf den PP1-abh�ngigen Phosphorylie-
rungsstatus von Histon H3T3 in lebenden Zellen. a) Immunblot der
Zelllysate, nachdem intakte U2OS-Zellen mit 10 mm acetylierten (ac-)
und biotinylierten (kein Pr�fix) Peptiden sowie einer Puffer-Kontrolle
f�r 3 h w�hrend mitotischem Arrest inkubiert wurden (Hintergrund-
informationen). b) Immunblot des konzentrationsabh�ngigen Effekts
von PDP3 unter den gleichen Bedingungen wie in (a) beschrieben.
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von PP1 beobachtet werden (Abbildung 7a). Diese Ergeb-
nisse best�tigen die Aktivit�t von PDP3, PP1-Holoenzyme in
lebenden Zellen zu destabilisieren.

Weiterhin pr�ften wir den Effekt von PDP3 auf weitere
Phosphorylierungsstellen in Histon H3 w�hrend der Mitose,
welche ebenfalls Substrate von PP1 sind.[17] PDP3 reduzierte
die Phosphorylierung von Histon H3 an Thr3 und Ser28, hatte
aber keinen signifikanten Effekt auf Ser10 und Thr11 (Ab-
bildung 7 b). Dies ist im Einklang mit publizierten Daten, die
zeigen, dass H3T3 und H3S28 in vitro durch PP1 in einer
geringeren Konzentration als H3S10 und H3T11 dephos-
phoryliert werden.[17] PDP3m hatte keinen Effekt auf die
Dephosphorylierung des Histons (Abbildung 7b), was darauf
hinweist, dass PDP3 die Dephosphorylierung spezieller Reste
in Histon H3 in intakten Zellen beschleunigt, indem es an PP1
bindet.

Obwohl sie eine zellpenetrierende Sequenz beinhalten,
zeigten weder PDP3 noch PDP3m Zytotoxizit�t unter den
angewendeten experimentellen Bedingungen. Zur weiteren
�berpr�fung inkubierten wir Zellen bis zu 48 h mit PDP3
und PDP3m. Nur f�r PDP3 wurde hier Zytotoxizit�t beob-
achtet, was darauf hindeutet dass die Toxizit�t auf eine
hçhere Aktivit�t von PP1 in Zellen zur�ckgef�hrt werden
kann, aber nicht auf eine unspezifische Zytotoxizit�t der po-
lybasischen Sequenz (Abbildung S17).

H3T3ph wird w�hrend der Mitose von einem Komplex
aus PP1 und der PP1-gerichteten Untereinheit Repo-Man des
Histons H3 dephosphoryliert.[17] Die Beobachtung, dass
PDP3 den PP1:(Repo-Man)-Komplex destabilisiert (Abbil-
dung 7a), weist darauf hin, dass Histon H3 von PDP3-ge-
bundener PP1 dephosphoryliert wird, die nicht durch ein PIP
auf ein Substrat gerichtet ist. Diese Hypothese wurde durch
die �berpr�fung des Effekts von PDP3 auf mitotisches

H3T3ph nach siRNA-vermitteltem Repo-Man-Knockdown
best�tigt (Abbildung 7c). In Zellen mit Repo-Man-Defizienz
wurde die Hyperphosphorylierung von H3T3 beobachtet.
Dieser Ph�notyp wurde durch Vorbehandlung mit PDP3
aufgehoben, wobei die Menge an PP1 gleichblieb. Die Be-
handlung mit PDP3 resultierte auch in der Dephosphorylie-
rung von PP1 an Thr320 (Abbildung 7c). Es wurde be-
schrieben, dass diese Stelle von PP1 selbst dephosphoryliert
wird, was zu einer partiellen Aktivierung von PP1 f�hrt, die
abh�ngig vom Zellzyklus ist.[18] Daher kçnnte, zus�tzlich zu
der Destabilisierung von Holoenzymen, die Dephosphory-
lierung von Thr320 ein weiterer mçglicher Mechanismus sein,
durch den PDP3 PP1 aktiviert.

Im n�chsten Schritt wurden Effekte der erhçhten De-
phosphorylierung von Histon H3T3 w�hrend der Mitose un-
tersucht, die durch Behandlung mit PDP3 ausgelçst wurden.
H3T3ph ist eine Andockstelle f�r Survivin, eine regulierende
Untereinheit der Aurora-B-Kinase, die die Ausrichtung
dieser essenziellen mitotischen Kinase zu den Centromeren
w�hrend der Prometaphase vermittelt.[19] Entsprechend
dieser mitotischen Funktion der Phosphorylierung von H3T3
beobachteten wir mittels Immunfluoreszenz, dass PDP3, aber
nicht PDP3m, die centromerische Lokalisation von H3T3ph
und Aurora B in mitotisch arretierten U2OS-Zellen verhin-
derte (Abbildung 7 d–f). �hnliche Effekte wurden auch f�r
den Knockdown der H3T3-Kinase Haspin[19] und die �be-
rexprimierung von Repo-Man[17] beschrieben. Insgesamt
zeigen diese Ergebnisse, dass PDP3 PP1 in lebenden Zellen
aktiviert.

Zusammengefasst beschreiben wir hier die Entwicklung
eines zellpenetrierenden Peptids (PDP3), das mit endogenen,
das RVxF-Motiv enthaltenden PIPs um die Anbindung an
PP1 in lebenden Zellen konkurriert. Das Peptid bindet nicht
an die nahe verwandte Phosphatase PP2A. Wir zeigten, dass
man durch die einfache Modifikation eines Peptids mit einer
nichtnat�rlichen Aminos�ure eine erstaunliche Stabilit�t der
Peptide in intrazellul�rer Umgebung erreichen kann. Wei-
terhin belegt unsere Studie, dass sorgf�ltig entwickelte zell-
penetrierende Peptide keine unspezifische Toxizit�t aufwei-
sen m�ssen. Die Ergebnisse demonstrieren, dass eine Balance
zwischen zellpenetrierenden Eigenschaften, der Aktivit�t
in vitro (PDP3 hat einen hçheren EC50-Wert als dessen Vor-
l�uferpeptide) und der Stabilit�t in Zellen entscheidend f�r
peptidische Proben ist. Wir konnten demonstrieren, dass
PDP3 durch das Blockieren von PP1-PIP-Interaktionen und
das Fçrdern der Auto-Dephosphorylierung aktive PP1 ge-
neriert, welche effizient einen Teil der PP1-Substrate de-
phosphoryliert. �bereinstimmend mit biochemischen und
strukturellen Studien machen unsere Daten deutlich, dass es
eine Hauptaufgabe der PIPs ist, PP1 an der unkontrollierten
Dephosphorylierung von Substraten zu hindern.[7, 20] Weiter-
hin belegt unsere Studie, dass es mçglich ist, PP1 selektiv in
lebenden Zellen zu aktivieren, was neue Wege zur Untersu-
chung von PP1-Signalwegen und -Mechanismen erçffnet.[3]

Die Tatsache, dass die Behandlung mit PDP3 zum gleichen
Ergebnis bez�glich H3T3-Phosphorylierung f�hrt wie die
Zugabe eines Inhibitors der H3T3-Kinase Haspin,[21] legt die
Hypothese nahe, dass PDP3 (oder Derivate davon) oder
�quivalente niedermolekulare Verbindungen therapeutisches

Abbildung 6. Stabilit�t von FAM-PDP2 und FAM-PDP3 in Zellen.
a) Gel-Fluoreszenzanalyse von Zelllysaten nach der Inkubation von
U2OS-Zellen mit Peptiden f�r 3 h w�hrend mitotischem Arrest, an-
schließendem Waschen und Zelllyse (Hintergrundinformationen). Pep-
tidkonzentrationen bei Beginn: A) 10 mm, B) 5 mm und C) 1 mm FAM-
PDP3 ; A’) 10 mm, B’) 5 mm und C’) 1 mm FAM-PDP2. b) Quantifizierung
der fluoreszierenden Banden durch Normalisierung mit der Tubulin-
kontrolle. Gezeigt ist ein repr�sentatives Experiment von zweien.
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Potenzial als Antagonisten von pathologisch erhçhter Kinase-
Aktivit�t haben kçnnten. Weiterhin kçnnten diese Molek�le
genutzt werden, um Zellen f�r klinisch verwendete Kinase-
inhibitoren zu sensibilisieren. Außerdem kann die Kristall-
struktur des PP1:PDP2-Komplexes als Templat f�r das
Design weiterer hochwirksamer Peptide oder Peptidomime-
tika zur Destabilisierung von PP1-Holoenzymen verwendet
werden.
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