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Entwicklung eines Peptids zur selektiven Aktivierung von Protein-

phosphatase-1 in lebenden Zellen**

Jayanta Chatterjee, Monique Beullens, Rasa Sukackaite, Junbin Qian, Bart Lesage,
Darren J. Hart, Mathieu Bollen* und Maja Kohn*

Ser/Thr-Phosphorylierungen in Proteinen sind von funda-
mentaler Bedeutung fiir die biochemische Signalweitergabe
in Zellen. Fehlfunktionen dieser Prozesse konnen zur Ent-
wicklung und dem Fortschreiten von Krankheiten fithren. Die
Phosphorylierung an Ser- und Thr-Resten in Proteinen wird
von Protein-Ser/Thr-Kinasen durchgefiihrt, und die resultie-
renden Phosphomonoester werden wiederum von Protein-
Ser/Thr-Phosphatasen (PSTPs) hydrolysiert. Wihrend es
derzeit noch immer so gut wie keine selektiven Molekiile zur
Modulation von Phosphatasen gibt, sind fiir Ser/Thr-Kinasen
zahlreiche Inhibitoren fiir funktionelle Studien und als Me-
dikamente in Gebrauch."! Die wohl groBte Schwierigkeit
beim Auffinden selektiver Inhibitoren fiir PSTPs liegt in
deren Gleichartigkeit, insbesondere der katalytischen Tasche,
was die Entwicklung von selektiven und hoch affinen Mole-
kiilen, die diese Stelle binden, bisher verhindert hat. Aus
diesem Grund sind die derzeit eingesetzten Inhibitoren von
PSTPs sehr unselektiv und nur von begrenztem Nutzen fiir
funktionelle Studien.”’ Enzymaktivatoren haben als Alter-
native zu Inhibitoren seit neuestem an Bedeutung gewon-
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nen.’! Zwar ist ein moglicher Aktivator von Proteinphos-
phatase-1 (PP1) bereits beschrieben worden, jedoch konnte
dessen Wirksamkeit und Selektivitdt in lebenden Zellen
bisher nicht demonstriert werden. Daher ist es fiir die Er-
forschung dieser Enzyme essentiell, neue potente und selek-
tive Molekiile zu entwickeln, die die Aktivitdt spezifischer
PSTPs modulieren kénnen. !

PP1 ist ein weitverbreitetes Enzym, von dem vermutet
wird, dass es fiir den GroBteil der Dephosphorylierungen an
Ser- und Thr-Resten zustindig ist.>®! PP1 hat eine breite
Substratspezifitdt, wird aber invivo von vielen PPl-inter-
agierenden Proteinen (PIPs) reguliert (rund 200 in Wirbel-
tieren), welche Holoenzyme mit der katalytischen Einheit
bilden und z.B. als Regulatoren der Aktivitdt oder Substrat-
spezifizierend wirken.®” Die Destabilisierung von Holo-
enzymen durch das Anbinden von Molekiilen an spezifischen
Kontaktflichen zwischen den PIPs und PP1 ist ein attraktiver
Ansatz zum Design von PPl-selektiven Molekiilen. Eine
dieser Stellen, die in ca. 90 % aller validierten PIPs existiert,
ist das PP1-Bindungsmotiv vom RVxF-Typ (Aminosiduren im
Einzelbuchstabencode, x =irgendeine Aminosdure). Dieses
bindet an eine Stelle in PP1, die entfernt von der konser-
vierten aktiven Tasche liegt.®] 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 invitro spalten
konnen.*”? Generell ist die Destabilisierung von Protein-
Protein-Interaktionen durch Peptide aufgrund ihrer hohen
Affinitdt und Spezifitidt eine wirksame Strategie zur Unter-
suchung von Signaltransduktionswegen.'”) Gleichwohl muss
hier beachtet werden, dass Peptide hdufig wenig zellpene-
trierend und nicht stabil sind, was ihre Anwendbarkeit in le-
benden Zellen stark limitiert.!""

Unser Ziel war es daher, ein proteolytisch stabiles, zell-
penetrierendes Peptid zu entwickeln, das spezifisch PP1-PIP-
Interaktionen destablilisiert und PP1-abhéingige Signaltrans-
duktion in lebenden Zellen beeinflusst. Als Ausgangspunkt
wurde PDPO (PP1-storendes Peptid, PDP) (Tabelle 1) ge-
wihlt, welches das RVxF-Motiv (unterstrichen) und flankie-
rende Sequenzen des Nukledren Inhibitor von PP1 (NIPP1)
enthielt.””’ In einem Kompetitionsassay wurde die Befreiung
von PP1 von seinem PIP Inhibitor-2 (I2) nach Zugabe von
PDPO gemessen. I2 bindet an PP1 iiber das RVxF-Motiv und
inhibiert PP1. Die Freilassung fiihrt zur Deinhibierung von
PP1, was mithilfe eines Phosphataseaktivitdtsassays gemessen
wurde. PDP0 deinhibierte PP1 mit einem ECy, von 87+
10nm (Tabelle1 und Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S1). Durch den folgenden Alanin-Scan von PDP0
wurde die Bedeutung der basischen N-terminalen Sequenz
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Tabelle 1: Effizienz der Peptide in der Destabilisierung des PP1:12-Kom-
plexes.®

Peptid Sequenz ECso [NM]
PDPO RPKRKRKNSRVTFSEDDEII 87+£10
PDP1 RPKRKRKNARVTFAEAAET I 2142
PDP2 RRKRPKRKRKNARVIFAEAAET I 53+38
PDP2m RRKRPKRKRKNARATAAEAAETII nicht aktiv
PDP3 RRKRPKRKRKNARVTFBpaEAAET I 176+13
PDP3m RRKRPKRKRKNARATABpaEAAEIT 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 Aktivitat von PP1 gegen das *2P-markierte
Substrat Glycogenphosphorylase a gemessen wurde.?!

und der zwei C-terminalen Isoleucine fiir die potente De-
inhibition von PP1 deutlich (Abbildung 1 und Abbildung S2).
C- und N-terminale Verkiirzungen von PDPO0 bestitigten
diese Ergebnisse. Daraufhin wurden die zwei RVxF-flankie-
renden Serine und die Aminoséduren der C-terminalen sauren
EDDE-Sequenz gleichzeitig mit Alanin ersetzt, was die Ef-
fizienz der Deinhibition weiter verstiarkte (Abbildung S3).
Diese Daten fiihrten zur Entwicklung des optimierten Peptids
PDP1 (Tabelle 1 und Abbildungen S1 und S3).

o ” 10 20
CH,CORPHRKRKN-SR-V-T-F-S-E-D-D-E-I--CONH,

Effizienz im Ala-Scan
(Austausch einzelner R *
Aminosauren):

tiidit ¢

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Ergebnisse des Ala-Scans.
Gezeigt sind relative Anderungen in der Effizienz der Peptide zur De-
stabilisierung des PP1:12-Komplexes (siehe auch Abbildung S2). Der
aufwirts gerichtete Pfeil zeigt einen Anstieg, der abwirts gerichtete
eine Abnahme der Effizienz an. Farblegende: blau basisch, griin hydro-
phil, grau hydrophob, rot saure Reste.

Das RVxF-Motiv von PIPs bindet an PP1 in einer aus-
gestreckten Konformation.® Um das Peptid in dieser Kon-
formation auszurichten, synthetisierten wir lineare Peptide
mit D-Pro-L-Pro- (Abbildung S4) und p-Pro-L-Dap-Sequenz
(L-Dap =1-2,3-Diaminopropionsdure) und auch Disulfid-
verbriickte cyclische Peptide (SchemaS1 und Abbil-
dung S5).M"! Diese Vorausrichtung resultierte allerdings in
einer Abschwichung 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.) Zusammengefasst ergaben die
Alanin-, Verkiirzungs-, Mehrfach-Alanin- und auch p-Pro-L-
Pro/Dap-Scans, dass die basische Aminosiduresequenz
(-KRKRK-) N-terminal zum RVTF-Motiv und zwei hy-
drophobe Reste (—II-) C-terminal zum RVTF-Motiv in
PDPO essenziell fiir 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 néchsten Schritt testeten wir die Zellgéngigkeit der
Peptide mittels konfokaler Mikroskopie. Lebende Zellen
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wurden mit 5-Carboxyfluorescein(FAM)-markierten Pepti-
den inkubiert. Wir verwendeten konfokale Mikroskopie, da
man dadurch deutlich zwischen intrazelluldren Peptiden und
Peptiden, die an der extrazelluldren Zelloberfldache anhaften,
unterscheiden kann. FAM-PDP1 war nicht zellgéngig (Ab-
bildung 2a), und wir beobachteten extra- und intrazelluldre

Abbildung 2. Zelldurchgingigkeit der Peptide in lebenden U20S-Zellen
(humane Osteosarcoma-Zellen), die 2 h mit 25 um Fluorescein-mar-
kiertem PDP1 (a), PDP2 (b) und PDP2m (c) inkubiert wurden. MafR-
stab 10 um.

Aggregation in verschiedenen Zelllinien bei hoheren 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 Zellgidngigkeit zu erhhen ohne
die Effizienz des Peptids signifikant zu verringern. Dies
fithrte zu Peptid PDP2, das den PP1:12-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 groe Be-
deutung von Valin und Phenylalanin fiir die hochaffine Bin-
dung von PDP2 an PP1 bestitigt.

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 vesikuldre 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 zuriickgefiihrt werden, da diese in beiden Pepti-
den vorhanden ist. Die zellulire Aufnahme von FAM-PDP2
war bei 4°C geringer als bei 37 °C (Abbildung S7), was auf das
Vorhandensein sowohl eines energieabhédngigen als auch
eines energieunabhingigen Aufnahmemechanismus hindeu-
tet.' FAM-PDP2m wurde in vergleichbarer Menge wie
FAM-PDP2 aufgenommen (Abbildung 2b,c).

Nachdem die Zellpenetration der Peptide etabliert war,
wurde die Selektivitit von PDP2 gegeniiber PP1 und der
verwandten Phosphatase PP2A untersucht. Dafiir wurden
PDP2 und PDP2m aus HEK293- (humane embryonische
Nierenzellen) (Abbildung 3a) und U20S-Zelllysaten (Ab-
bildung S8) mittels Streptavidin-ummanteltem Sepharose-
Harz prézipitiert, was zu einer konzentrationsabhéngigen
Cosedimentation von PP1 fiihrte. Die strukturell verwandte
PP2A wurde hingegen nicht durch PDP2 prizipitiert (Ab-
bildung 3b). Es wurde keine Spezifitdt von PDP2 gegeniiber
den drei PP1-Isoformen (a, , und y) beobachtet (Abbil-
dung S9), und PDP2m coprizipitierte weder PP1 noch PP2A
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Abbildung 3. Selektivitit 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 U20S-
Zelllysaten. Das Kontroll-Harz ist nicht mit Streptavidin ummantelt.
Die Tubulinkontrollen in (a) und (b) stammen aus dem Uberstand.
c) Destabilisierung von PP1-Holoenzymen durch 20 pum der Peptide
in vitro. Kontrolle: TBS-Puffer. Die Resultate sind als Mittelwert 4 Stan-
dardabweichung (n=3) dargestellt.

(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
AntikOrper immunprézipitiert wurden, analysiert. Diese
Komplexe wurden mit PDP2 und PDP2m inkubiert und an-
schlieBend auf PP1-Aktivitit mittels **P-markierter Phos-
phorylase a wie oben beschrieben {iiberpriift. Die resultie-
rende PP1-Aktivitdt korreliert mit der Menge des vom

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Komplex losgelosten aktiven PP1-Enyzms. PDP2 destabili-
sierte alle getesteten PP1-Holoenzyme in vitro, wihrend
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,
16sten wir die Kristallstruktur des PP1:PDP2-Komplexes mit
einer Auflosung von 3.1 A (Abbildung 4). Die Struktur zeigt,

PP1*

Phe16

Asp242

Phe257

Abbildung 4. Beweis der direkten Interaktion von PDP2 und PDP3 mit
PP1. a) Kristallstruktur des auf der sauren Oberfliche von PP1 gebun-
denen PDP2. Die Oberfliche ist entsprechend der elektrostatischen
Potentiale (berechnet mittels ABPS)"™ gefarbt. Potentialskala: von
—10kTe ™" (rot) bis 10 kTe ™" (blau)." Die Koordinaten sind in der Pro-
teindatenbank (PDB) unter dem Zugangscode 4G9J zu finden. b) De-
taillierte Ubersicht der Interaktionen von PDP2 (gelb) und PP1 (grau).
Wasserstoffbriicken sind griin 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 U20S-Zelllysaten mit und ohne UV-Bestrahlung (365 nm)
(Hintergrundinformationen). PP1* markiert den kovalent gebundenen
PP1:PDP3-Komplex. Die héhere Bande ist unspezifisch.

dass PDP2 in dieselbe Bindungstasche von PP1 bindet wie
auch andere strukturell charakterisierte PIPs, die das RVxF-
Motiv beinhalten (Abbildung 4a)."*! Ausgehend vom C-
Terminus sind 13 Aminosduren von PDP2 in gestreckter
Konformation sichtbar (1-RRKRPKRKRKNARVTFAEAAETTI-
23), wobei Argl3, Vall4, Thrl5, Alal7, Glu21 und Ile23
Wasserstoffbriicken zu Atomen im Riickgrat von PP1 aus-
bilden. Vall4 und Phel6 sind tief in der RVxF-Bindungs-
tasche gebunden, und Argl3 interagiert mit Asp242 von PP1
(Abbildung 4b), was fritheren Strukturen #hnelt.®¥ Das C-
terminale Isoleucin bildet Van-der-Waals-Kontakte mit
Leu296 von PP1, was eine mogliche Erkldrung fiir die nied-
rigere Potenz des von Ile zu Ala mutierten Peptids sein
konnte. Hydrophobe Interaktionen von Leu296 wurden auch
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im PP1:Spinophilin-Komplex beobachtet."! Mutation der
basischen N-terminalen Reste in PDP2 fiihrten 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 Néhe einer negativ geladenen Region auf der
Oberfldche von PP1 befinden (Abbildung 4a). Daher konn-
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 Phel7 und Alal8 von PDP2 mit L-4-
Benzoylphenylalanin (Bpa) ersetzt.'¥! Die Analoga wurden
biotinyliert, um den photovernetzten Komplex aus Zelllysa-
ten prézipitieren zu konnen. Wahrend der Austausch von
Phel7 gegen Bpa keinen kovalenten Komplex lieferte (Ab-
bildung S11), ergab das Peptid, in dem Alal8 mit Bpa aus-
getauscht worden war (PDP3) (Tabelle 1), nach Bestrahlung
mit ultraviolettem Licht (365 nm) einen kovalenten Komplex
mit PP1. Dessen Bildung war konzentrationsabhingig (Ab-
bildung 4¢), was die direkte physikalische Interaktion von
PP1 mit PDP3 bewies. Die PP1:PDP2-Kristallstruktur liefert
eine mogliche Erklarung fiir die effiziente Vernetzung von
PDP3 mit PP1. Das Met290 von PP1 befindet sich in unmit-
telbarer Nihe zu Alal8, 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 dhnlich der von FAM-PDP2 (Abbil-
dung S13). Wie PDP2 konnte auch biotinyliertes PDP3 PP2A
nicht coprizipitieren (Abbildung S14).

Im néchsten Schritt untersuchten wir den Effekt der
PDPs auf die PP1-Aktivitdt in intakten Zellen. Zunéchst
testeten wir, ob die Behandlung von Zellen mit PDPs einen
Effekt auf die mitotische Phosphorylierung von Histon H3 an
Threonin 3 (T3) haben wiirde (Abbildung 5a), da Histon
H3T3 ein etabliertes Substrat von PP1 ist.'”! PDP2 zeigte
iiberraschenderweise keinen Effekt, selbst wenn es in fiinf-
fachem Uberschuss verglichen mit PDP3 eingesetzt wurde
(Abbildung S15). Trotz der niedrigeren Potenz von PDP3
verglichen mit PDP2 invitro fiihrte die Behandlung mit
PDP3 zur Dephosphorylierung von H3T3, wobei eine klare
Konzentrationsabhingigkeit beobachtet werden konnte
(Abbildung 5b). Weiterhin testeten wir, ob die Biotinylierung
der Peptide eine Auswirkung haben wiirde. Allerdings
wurden keine Unterschiede im Verhalten der acetylierten
und biotinylierten Peptide festgestellt (Abbildung 5Sa). Da die
Zellpenetrationseigenschaften von PDP2 und PDP3 sehr
dhnlich waren, kann die hohere Effizienz von PDP3 nicht auf
diese Eigenschaften zuriickgefiihrt werden. Des Weiteren
konnte die hohere Potenz von PDP3 in einer hoheren zellu-
laren Stabilitdt dieses Peptids und auch einer potenziellen
Photovernetzung durch das Bpa begriindet sein. Letzteres
kann jedoch ausgeschlossen werden, da in den mit PDP3
behandelten Zelllysaten ohne UV-Bestrahlung keine Photo-
vernetzung stattfand (Abbildung 4c).
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Abbildung 5. Effekt der Peptide auf den PP1-abhingigen Phosphorylie-
rungsstatus von Histon H3T3 in lebenden Zellen. a) Immunblot der
Zelllysate, nachdem intakte U20S-Zellen mit 10 um acetylierten (ac-)
und biotinylierten (kein Prifix) Peptiden sowie einer Puffer-Kontrolle
fiir 3 h wihrend mitotischem Arrest inkubiert wurden (Hintergrund-
informationen). b) Immunblot des konzentrationsabhingigen Effekts
von PDP3 unter den gleichen Bedingungen wie in (a) beschrieben.

Um die Hypothese der erhohten Stabilitdt zu testen,
wurden die Stabilititen von FAM-PDP2 und FAM-PDP3 in
lebenden Zellen verglichen. Intakte U20S-Zellen (im mit-
otischen Arrest, um die gleichen Bedingungen wie zuvor zu
erhalten) wurden mit verschiedenen Konzentrationen an
FAM-PDP2 und FAM-PDP3 fiir 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 stiitzt unsere Hypothese,
dass der Austausch der natiirlichen Aminosidure Ala durch
die nichtnatiirliche Bpa die zelluldre Stabilitidt des Peptids
erhoht. 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 Adhédsion an der Zelloberfléche.
Weiterhin zeigen unsere Ergebnisse wie schwierig es ist,
peptidische Proben aus der In-vitro-Situation in die Umge-
bung in lebenden Zellen zu iibertragen, da unerwartete Ef-
fekte auftreten konnen.

Aufgrund dieser Beobachtung verwendeten wir PDP3 fiir
die folgenden Experimente. Dabei wurde das biotinylierte
Peptid gwihlt, da wir keinen Einfluss des Biotins auf den
Effekt des Peptids gesehen hatten (Abbildung 5Sa) und wir so
das Peptid in den Zellen mittels Immunfluoreszenz verfolgen
konnten, um Zellpenetration und Lokalisation zu kontrol-
lieren (Abbildung S16). Als Néchstes untersuchten wir, ob
PDP3 PP1-Holoenzyme in lebenden Zellen destabilisieren
kann. Nach 3h Inkubation von U20S mit 10 um PDP3,
Zelllyse und Analyse (Hintergrundinformationen) konnte fiir
drei der fiinf untersuchten PIPs eine reduzierte Anbindung
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Abbildung 6. Stabilitit von FAM-PDP2 und FAM-PDP3 in Zellen.

a) Gel-Fluoreszenzanalyse von Zelllysaten nach der Inkubation von
U20S-Zellen mit Peptiden fiir 3 h wihrend mitotischem Arrest, an-
schlieendem Waschen und Zelllyse (Hintergrundinformationen). Pep-
tidkonzentrationen bei Beginn: A) 10 um, B) 5 um und C) 1 um FAM-
PDP3; A') 10 uMm, B') 5 um und C') T um FAM-PDP2. b) Quantifizierung
der fluoreszierenden Banden durch Normalisierung mit der Tubulin-
kontrolle. Gezeigt ist ein repriasentatives Experiment von zweien.

von PP1 beobachtet werden (Abbildung 7a). Diese Ergeb-
nisse bestétigen die Aktivitit von PDP3, PP1-Holoenzyme in
lebenden Zellen zu destabilisieren.

Weiterhin priiften wir den Effekt von PDP3 auf weitere
Phosphorylierungsstellen in Histon H3 wéhrend der Mitose,
welche ebenfalls Substrate von PP1 sind.l'”! PDP3 reduzierte
die Phosphorylierung von Histon H3 an Thr3 und Ser28, hatte
aber keinen signifikanten Effekt auf Serl0 und Thrll (Ab-
bildung 7b). 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."”? 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 Zytotoxizitdt unter den
angewendeten experimentellen Bedingungen. Zur weiteren
Uberpriifung inkubierten wir Zellen bis zu 48 h mit PDP3
und PDP3m. Nur fiir PDP3 wurde hier Zytotoxizitdt beob-
achtet, was darauf hindeutet dass die Toxizitdt auf eine
hohere Aktivitdt von PP1 in Zellen zuriickgefiihrt werden
kann, aber nicht auf eine unspezifische Zytotoxizitédt der po-
lybasischen Sequenz (Abbildung S17).

H3T3ph wird wihrend der Mitose von einem Komplex
aus PP1 und der PP1-gerichteten Untereinheit Repo-Man des
Histons H3 dephosphoryliert.'”? 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 Uberpriifung des Effekts von PDP3 auf mitotisches

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

H3T3ph nach siRNA-vermitteltem Repo-Man-Knockdown
bestitigt (Abbildung 7c¢). In Zellen mit Repo-Man-Defizienz
wurde die Hyperphosphorylierung von H3T3 beobachtet.
Dieser Phianotyp 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 (Abbildung7c). Es wurde be-
schrieben, dass diese Stelle von PP1 selbst dephosphoryliert
wird, was zu einer partiellen Aktivierung von PP1 fiihrt, die
abhiingig vom Zellzyklus ist.'¥ Daher konnte, zusitzlich zu
der Destabilisierung von Holoenzymen, die Dephosphory-
lierung von Thr320 ein weiterer moglicher Mechanismus sein,
durch den PDP3 PP1 aktiviert.

Im néchsten Schritt wurden Effekte der erhohten De-
phosphorylierung von Histon H3T3 wihrend der Mitose un-
tersucht, die durch Behandlung mit PDP3 ausgelost wurden.
H3T3ph ist eine Andockstelle fiir Survivin, eine regulierende
Untereinheit der Aurora-B-Kinase, die die Ausrichtung
dieser essenziellen mitotischen Kinase zu den Centromeren
wihrend der Prometaphase vermittelt.'” 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 U20S-Zellen verhin-
derte (Abbildung 7d—f). Ahnliche Effekte wurden auch fiir
den Knockdown der H3T3-Kinase Haspin"! und die Ube-
rexprimierung von Repo-Man!'! 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
nichtnatiirlichen Aminosédure eine erstaunliche Stabilitdt der
Peptide in intrazellulirer Umgebung erreichen kann. Wei-
terhin belegt unsere Studie, dass sorgfiltig entwickelte zell-
penetrierende Peptide keine unspezifische Toxizitdt aufwei-
sen miissen. Die Ergebnisse demonstrieren, dass eine Balance
zwischen zellpenetrierenden FEigenschaften, der Aktivitét
in vitro (PDP3 hat einen hoheren ECy-Wert als dessen Vor-
lauferpeptide) und der Stabilitdt in Zellen entscheidend fiir
peptidische Proben ist. Wir konnten demonstrieren, dass
PDP3 durch das Blockieren von PP1-PIP-Interaktionen und
das Fordern der Auto-Dephosphorylierung aktive PP1 ge-
neriert, welche effizient einen Teil der PP1-Substrate de-
phosphoryliert. Ubereinstimmend 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.[?! Weiter-
hin belegt unsere Studie, dass es moglich ist, PP1 selektiv in
lebenden Zellen zu aktivieren, was neue Wege zur Untersu-
chung von PP1-Signalwegen und -Mechanismen erdffnet.”!
Die Tatsache, dass die Behandlung mit PDP3 zum gleichen
Ergebnis beziiglich H3T3-Phosphorylierung fithrt wie die
Zugabe eines Inhibitors der H3T3-Kinase Haspin,”" legt die
Hypothese nahe, dass PDP3 (oder Derivate davon) oder
dquivalente niedermolekulare Verbindungen therapeutisches
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Abbildung 7. Die Effizienz und resultierende Effekte von PDP3 in lebenden Zellen. a) Destabilisierung von PP1-Holoenzymen nach 3 h Inkubation
von U20S-Zellen mit einer 10 um Lésung der Peptide wihrend mitotischem Arrest und anschlieRender Zelllyse. Kontrolle: TBS-Puffer. Die Resul-
tate sind als Mittelwert & Standardabweichung (n=3) dargestellt. b) Immunblots von U20S-Zellen, die wie in (a) behandelt wurden. c) Immunb-
lot von Zellen wie in (b) nach Repo-Man-Knockdown. d) Konfokale Bilder von U20S-Zellen im mitotischen Arrest nach 1 h Inkubation mit einer
Kontrolle (Dimethylsulfoxid), 40 um PDP3 und 40 um PDP3m vor der Fixierung. Hohere Konzentrationen von PDP3 und eine kiirzere Inkubations-
zeit als in vorherigen Experimenten wurden verwendet, um einen akuten Effekt zu erzielen, der klar unter den experimentellen Bedingungen der
Immunfluoreszenz ersichtlich ist. ACA ist ein Kinetochor-Marker. Skalierung: 5 um. e) Quantifizierung der Anderungen des H3T3-Phosphor-
ylierungslevels und f) Quantifizierung der Lokalisierung von Aurora B nach der Behandlung mit den Peptiden. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
=+ Standardabweichung (n=3) dargestellt; *P <0.01, t-Test.

Potenzial als Antagonisten von pathologisch erhohter Kinase-
Aktivitdt haben konnten. Weiterhin konnten diese Molekiile
genutzt werden, um Zellen fiir klinisch verwendete Kinase-
inhibitoren zu sensibilisieren. Aulerdem kann die Kristall-
struktur des PP1:PDP2-Komplexes als Templat fiir das
Design weiterer hochwirksamer Peptide oder Peptidomime-
tika zur Destabilisierung von PP1-Holoenzymen verwendet
werden.

Eingegangen am 3. Juni 2012
Online veroffentlicht am 7. September 2012

Stichwérter: Enzymaktivierung - Proteinphosphatase-1 -
Protein-Protein-Interaktionen - Wirkstoffentwicklung -
Zellpenetrierende Peptide

Angew. Chem. 2012, 124, 10200-10206

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

[1] J. L. McConnell, B. E. Wadzinski, Mol. Pharmacol. 2009, 75,
1249 -1261.

[2] A.McCluskey, A. T. R. Sim, J. A. Sakoff, J. Med. Chem. 2002, 45,
1151-1175.

[3] J. A. Zorn, J. A. Wells, Nat. Chem. Biol. 2010, 6, 179 -188.

[4] E. Tappan, A. R. Chamberlin, Chem. Biol. 2008, 15, 167-174.

[5] H. Ceulemans, M. Bollen, Physiol. Rev. 2004, 84, 1-39.

[6] M. Bollen, W. Peti, M. J. Ragusa, M. Beullens, Trends Biochem.
Sci. 2010, 35, 450-458.

[7] A. Hendrickx, M. Beullens, H. Ceulemans, T. Den Abt, A.
Van Eynde, E. Nicolaescu, B. Lesage, M. Bollen, Chem. Biol.
2009, 16, 365-371.

[8] M. P. Egloff, D. F. Johnson, G. Moorhead, P. T. Cohen, P. Cohen,
D. Barford, EMBO J. 1997, 16, 1876 —-1887.

[9] M. Beullens, A. Van Eynde, V. Vulsteke, J. Connor, S. Shenol-
ikar, W. Stalmans, M. Bollen, J. Biol. Chem. 1999, 274, 14053 -
14061.

www.angewandte.de

10205


http://dx.doi.org/10.1124/mol.108.053140
http://dx.doi.org/10.1124/mol.108.053140
http://dx.doi.org/10.1021/jm010066k
http://dx.doi.org/10.1021/jm010066k
http://dx.doi.org/10.1038/nchembio.318
http://dx.doi.org/10.1016/j.chembiol.2008.01.005
http://dx.doi.org/10.1152/physrev.00013.2003
http://dx.doi.org/10.1016/j.tibs.2010.03.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.tibs.2010.03.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.chembiol.2009.02.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.chembiol.2009.02.012
http://dx.doi.org/10.1093/emboj/16.8.1876
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.274.20.14053
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.274.20.14053
http://www.angewandte.de

10206 www.angewandte.de

Angewandte

Zuschriften

[10] L. D. Walensky, A. L. Kung, I. Escher, T. J. Malia, S. Barbuto,
R. D. Wright, G. Wagner, G. L. Verdine, S. J. Korsmeyer, Science
2004, 305, 1466 —1470.

[11] J. A. Robinson, Acc. Chem. Res. 2008, 41, 1278 -1288; b) J.
Chatterjee, C. Gilon, A. Hoffman, H. Kessler, Acc. Chem. Res.
2008, 41, 1331-1342.

[12] G. Ter-Avetisyan, G. Tiunnemann, D. Nowak, M. Nitschke, A.
Herrmann, M. Drab, M. C. Cardoso, J. Biol. Chem. 2009, 284,
3370-3378.

[13] P. Wakula, M. Beullens, H. Ceulemans, W. Stalmans, M. Bollen,
J. Biol. Chem. 2003, 278, 18817 —18823.

[14] M. J. Ragusa, B. Dancheck, D. A. Critton, A. C. Nairn, R. Page,
W. Peti, Nat. Struct. Mol. Biol. 2010, 17, 459 —464.

[15] N. A. Baker, D. Sept, S. Joseph, M. J. Holst, J. A. McCammon,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001, 98, 10037 -10041.

[16] M. L. Stewart, E. Fire, A. E. Keating, L. D. Walensky, Nat.
Chem. Biol. 2010, 6, 595-601.

[17] J. Qian, B. Lesage, M. Beullens, A. Van Eynde, M. Bollen, Curr.
Biol. 2011, 21, 766 -773.

[18] J. Q. Wu, J. Y. Guo, W. Tang, C. S. Yang, C. D. Freel, C. Chen,
A. C. Nairn, S. Kornbluth, Nat. Cell Biol. 2009, 11, 644—651.

[19] A.E. Kelly, C. Ghenoiu, J. Z. Xue, C. Zierhut, H. Kimura, H.
Funabiki, Science 2010, 330, 235-239.

[20] M. J. Ragusa, M. Allaire, A. C. Nairn, R. Page, W. Peti, FEBS
Lett. 2011, 585, 36 -40.

[21] D. Huertas et al., Oncogene 2012, 31, 1408-1418. Siehe Hin-
tergrundinformationen.

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2012, 124, 10200-10206


http://dx.doi.org/10.1126/science.1099191
http://dx.doi.org/10.1126/science.1099191
http://dx.doi.org/10.1021/ar700259k
http://dx.doi.org/10.1021/ar8000603
http://dx.doi.org/10.1021/ar8000603
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M300175200
http://dx.doi.org/10.1038/nsmb.1786
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.181342398
http://dx.doi.org/10.1038/nchembio.391
http://dx.doi.org/10.1038/nchembio.391
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2011.03.047
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2011.03.047
http://dx.doi.org/10.1038/ncb1871
http://dx.doi.org/10.1126/science.1189505
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.11.022
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.11.022
http://dx.doi.org/10.1038/onc.2011.335
http://www.angewandte.de

