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Die Dynamik von Protein-Protein-Wech- a)
selwirkungen spielt eine wesentliche Rolle
bei den meisten biologischen Prozessen,
unter anderem fiir die Funktion von Mul-
tiproteinkomplexen und die Regulation
von Signaliibertragungsnetzwerken. Me-
thoden, diese Wechselwirkungen zu messen
oder zu manipulieren, sind deshalb von
groer Bedeutung fiir die Untersuchung
von Proteinfunktionen in lebenden Zellen.
Protein-Protein-Kontakte konnen z.B.
durch kleine membranpermeable Molekii-
le, die simultan zwei Proteindoménen
binden, erzwungen werden.['l Diese auBer-
ordentlich niitzliche Methode hat allerdings
die Einschréankung, dass die bisher ver-
wendeten Bindedominen verhéltnisméBig
grof} sind (iiblicherweise > 18 kDa) und
daher unter Umstidnden die Proteinaktivi-
tit und/oder -lokalisierung beeinflussen.?
Ferner sind die Wechselwirkungen meist
irreversibel und daher nicht geeignet,
transiente  Protein-Protein-Verbindungen
zu erzeugen. Um diese Nachteile zu um-
gehen, haben wir eine Methode entwickelt,
die die hochspezifische Verkniipfung
zweier Proteine in lebenden Zellen er-
moglicht und nur ein zwolf Aminosiduren
langes Peptidsegment (4cys-tag) pro Pro-
tein benotigt. Die Methode basiert auf der
Bildung eines stabilen, kovalenten Kom-
plexes zwischen einem dimeren Bisarsenitderivat von
Carboxyfluorescein (xCrAsH) und zwei Proteinen, die je das
einzigartige Tetracysteinmotiv  CCPGCC tragen (Abbil-
dung 1a).”! Im Unterschied zu anderen Methoden kann die
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Abbildung 1. Der chemische Verkniipfer xCrAsH. a) Generelles Schema fiir die kovalente Ver-
kniipfung von zwei wechselwirkenden Proteinen mit 4cys-Sequenzen in internen Schlaufen
oder an den N- oder C-Termini durch xCrAsH. Der verkniipfte Komplex ist fluoreszierend
und kann durch Zugabe von Dithiolen wieder zerlegt werden. b) Chemische Strukturen des
CrAsH-Monomers (5(6)-Carboxy-FIAsH) und des xCrAsH-Verkniipfers. Im Unterschied zu
CrAsH ist xCrAsH acetyliert, um die Léslichkeit wihrend der Synthese und bei der biologi-
schen Anwendung zu erhohen. Acetylgruppen werden effizient durch intrazelluldre Esterasen
entfernt. Aus analytischen Griinden wurde xCrAsH auch isomerenrein mit zwei 5-Carboxy-
fluoresceineinheiten synthetisiert.

Verkniipfung rasch durch Zugabe von membranpermeablen
Dithiolen gelost werden. Zudem wird das Proteinpaar bei der
Reaktion mit xCrAsH fluoreszierend, was bei der Detektion
und dem Verfolgen der Zielproteine mit Lichtmikroskopie
hilfreich ist.

Bisarsenitderivate in Kombination mit einem gespaltenen
Tetracysteinmotiv wurden bereits zuvor verwendet, um Teile
einer Proteinstruktur zusammenzufiigen oder den Aggrega-
tionsstatus von Proteinen zu untersuchen.*! Allerdings sind
die Anwendungen dieser Verkniipfungsmethode recht limi-
tiert, weil die gespaltenen Motive in direkter Nachbarschaft
angeordnet sein miissen, um eine ausreichende Verkniipfung
zu erzielen. Um eine stabile Dimerisierung und gleichzeitig
eine hohe Flexibilitdt des Verkniipfungsprozesses zu errei-
chen, haben wir zwei Bisarsenitderivate mit einem bewegli-
chen Molekiilteil verbunden (xCrAsH; Abbildung 1b). Die
Synthese gelang in einer Gesamtausbeute von 53 % ausge-
hend von Carboxyfluorescein (siche die Hintergrundinfor-
mationen fiir die Details der Synthese). Um die Loslichkeit
wihrend der Reaktion wie auch die Membrangéngigkeit zu
erhohen, wurde xCrAsH acetyliert. Das monomere Bisarse-
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nitderivat Carboxy-FIAsH (CrAsH, Abbildung 1b) wurde in
allen Experimenten als interne Kontrolle verwendet. Um eine
hohe Spezifitiat der Verkniipfung zu gewéhrleisten, wurde die
optimierte Zwolf-Aminosiduren-Sequenz (FLNCCPGCCMEP,
4cys-tag) mit den Zielproteinen fusioniert.!

Wir wihlten zunichst das Proteinpaar FKBP (FK506-
binding protein) und FRB (FKBP-rapamycin binding domain
of mTor) als Modell aus, da diese Proteine durch Bindung des
Macrolids Rapamycin dimerisiert werden konnen.!®! Basie-
rend auf der Kristallstruktur des FRB-FKBP-Komplexes!®!
wurden die C-Termini fiir die Einfithrung der 4cys-tags ver-
wendet.

Zunichst wurde die Verkniipfung von gereinigten Hisg-
FKBP-4cys- und His-SUMO-FRB-4cys-Proteinen unter den
Standardbedingungen fiir die Proteinmarkierung mit Bisar-
senitderivaten durchgefiihrt.’® Die Zugabe von xCrAsH,
aber nicht die des CrAsH-Monomers, fiihrte zur bevorzugten
Bildung des verkniipften FRB-FKBP-Komplexes in Gegen-
wart von Rapamycin (Abbildung2a). Ohne Rapamycin
wurden das FRB-FKBP-Heterodimer sowie die FRB-FRB-
und FKBP-FKBP-Homodimere in etwa gleichen Mengen
gebildet. Wie erwartet waren die verkniipften Komplexe
fluoreszierend, stabil unter den denaturierenden Bedingun-
gen der SDS-PAGE und empfindlich gegen hohe Dithiol-

konzentrationen (5 mm 2,3-Dimercapto-1-propanol, BAL)
(Abbildung 2a und Abbildung S1 der Hintergrundinforma-
tionen). Die Verkniipfungsausbeute nach Optimierung der
Bedingungen lag im Deep-Purple-Féarbeassay bei 80 %. Das
beste Verhiltnis von Bisarsenitderivat zu Protein lag zwi-
schen 1:1 und 2:1, also im theoretisch erwarteten Rahmen
(Abbildung S1 der Hintergrundinformationen). Diese Be-
funde zeigen, dass xCrAsH geeignet ist, zwei Proteine mit
Tetracysteinmotiven spezifisch, effizient und reversibel zu
verkniipfen.

Als nichstes wurde die Proteinverkniipfung in Lysaten
von HeLa-Kyoto-Zellen, die FLAG;-FKBP-4cys und ECFP-
FRB-4cys transient koexprimierten, getestet (Abbildung 2b).
Auch in Lysaten konnten spezifische Verkniipfungen in Ge-
genwart von xCrAsH erzielt werden. Quantitative Wes-
ternblots zeigten Ausbeuten von bis zu 70 % (Abbildung S1
der Hintergrundinformationen). Anders als im Fall der ge-
reinigten Proteine konnte nur die Rapamycin-abhéngige
Bildung des FKBP-FRB-Heterodimers, aber nicht die eines
Homodimers detektiert werden. Dies zeigt, dass eine stabile
Protein-Protein-Wechselwirkung die Voraussetzung fiir eine
erfolgreiche xCrAsH-Verkniipfung in Zelllysaten ist.
xCrAsH ist daher ein hochspezifisches, konditionelles Ver-
kniipfungsreagens, das nicht mit nichtwechselwirkenden

Proteinen reagiert, selbst wenn diese Tetracy-
steinsequenzen enthalten.

a) Hiss-FKBP-4cys b) FLAG,-FKBP-4cys Abschlieend wurde die Verkniipfung von
Hiss-SUMO-FRB-4cys ECFP-FRB-4cys 4cys-markierten Proteinen in lebenden Zellen
Rapamycin| + | + | + Rapamycin| + | + | + + untersucht. Wegen der fluorogenen FEigen-
xCrAsH 5 e XxCrAsH + [+] + schaften der Bisarsenitderivate konnten die
CrAsH | + CrAsH + Zellpermeabilitdt der Molekiile untersucht
70 BAL + sowie die Dosisabhidngigkeit des Verfahrens
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35— mierten, wurden nach einer Standardvorschrift
15 25+ fir die In-vivo-Markierung mit Bisarsenitde-
L S P cacl i rivaten”) mit CrAsH oder xCrAsH behandelt.
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kDa

grundinformationen). Dies zeigt, dass xCrAsH
effizient die Membranen humaner Zellen
iiberwinden kann und spezifisch an 4cys-mar-
kierte Proteine bindet.

Abbildung 2. In-vitro-Verkniipfung eines 4cys-markierten Proteinpaars. a) Gereinigte Pro-
teine (Hisg-FKBP-4cys und Hisi-SUMO-FRB-4cys, je 15 um) wurden mit oder ohne Rapa-
mycin vorbehandelt und anschlieRend 1 h mit CrAsH (30 um) oder xCrAsH (30 um) bei
37°C inkubiert. Proben wurden per SDS-PAGE und Coomassie-Firbung oder in-Gel-Fluo-
reszenz analysiert. Banden, die verkniipfte Proteine reprisentieren, wurden nur in Ge-
genwart von xCrAsH gefunden. Komplexe von Proteinmonomeren und xCrAsH oder
CrAsH sind mit einem Stern (*) markiert. Durch die Acetylierung von xCrAsH sind
dessen Komplexe weit weniger fluoreszierend als CrAsH-Komplexe. b) Westernblot eines
dhnlichen Experiments mit Lysaten von Hela-Kyoto-Zellen, die transient FLAG;-FKBP-
4cys und ECFP-FRB-4cys koexprimierten; finale Konzentrationen: Rapamycin: 40 um,
xCrAsH und CrAsH: je 5 um. Wo angezeigt, wurde BAL (5 mm) 50 min nach der Zugabe
des Bisarsenitderivates appliziert. Verkniipfte Produkte wurden ausschliefRlich zwischen
wechselwirkenden Proteinen gefunden, und die Verkniipfung konnte durch BAL gelst
werden.
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Um zu testen, ob XCrAsH auch in lebenden
Zellen effizient 4cys-markierte Proteine ver-
kniipfen kann, wurden U20S- (oder HeLa-
)Zellen, die transient FLAG;-FKBP-4cys und
ECFP-FRB-4cys koexprimierten, 2 h mit mi-
kromolaren Konzentrationen von xCrAsH
oder CrAsH mit oder ohne Rapamycin inku-
biert. Die Verkiipfungseffizienz wurde per
Westernblot bestimmt (Abbildung 3b und
nicht gezeigte Daten). Wie bei den Experi-
menten mit Zelllysaten war das einzige de-
tektierbare Verkniipfungsprodukt das FRB-
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Abbildung 3. Verkniipfung von 4cys-markierten Proteinen in lebenden
Zellen. a) Membranpermeabilitit und spezifisches Farben mit xCrAsH:
konfokale Bilder von Hela-Zellen, die transient mRFP-FKBP-4cys expri-
mieren, vor (linkes Bild) und nach 1 h Reaktion mit 1 um xCrAsH
(mittleres Bild); CrAsH, Anregung 514 nm, Emission 530-600 nm.
Zugabe von 5 mm BAL I6ste die Farbung mit xCrAsH vollstindig (rech-
tes Bild). Quantifizierung siehe Hintergrundinformationen. MaRstabs-
balken: 20 um. b) Westernblot nach Verkniipfung in Zellen: U20S-
Zellen, die transient FLAG;-FKBP-4cys und ECFP-FRB-4cys koexprimier-
ten, wurden mit oder ohne Rapamycin (10 um) vorinkubiert und dann
mit xCrAsH (2 um, 2 h) behandelt.

FKBP-Heterodimer in den Zellen, die zuvor auch mit
Rapamycin inkubiert worden waren. Unter optimalen Be-
dingungen (2-5 um xCrAsH fiir U20S- und 10-20 um fiir
HeLa-Zellen) wurden 50% Verkniipfung erreicht. Dieser
Wert war erheblich niedriger, wenn die Zellen anschlieBend
mit BAL behandelt wurden. xCrAsH kann daher als ein in-
duzierbares, konditionales und reversibles Verkniipfungsrea-
gens in lebenden Zellen verwendet werden.

Um die Moglichkeit einer weitreichenden Anwendung
der Verkniipfungstechnik mithilfe von xCrAsH sowie insbe-
sondere die Abhédngigkeit von Liganden oder Stimuli zur
Induktion von Protein-Protein-Wechselwirkungen zu be-
stimmen, wurden weiterhin zwei wichtige heterodimere Ki-
nasen, Proteinkinase A (PKA) und death-associated protein
kinase 1 (DAPK1), untersucht. In ihrem inaktiven Zustand
besteht PKA aus einer homodimeren regulatorischen Un-
terheit (PKAreg) sowie zwei katalytischen Untereinheiten
(PKAcat).[®l Nach kooperativer Bindung von vier Molekiilen
des cyclischen Adenosinmonophosphats (cAMP) werden die
katalytischen Untereinheiten freigesetzt und so aktiviert.
xCrAsH sollte daher in der Lage sein, die regulatorischen und
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katalytischen Untereinheiten in Abwesenheit, aber nicht in
Gegenwart von cAMP zu verkniipfen. Die Verkniipfungs-
versuche wurden in Lysaten von U20S-Zellen, die transient
PKAreg-4cys-ECFP und 4cys-PKAcat-mCherry koexpri-
mierten, wie oben beschrieben durchgefiihrt. Ohne Stimula-
tion wurden verkniipfte Heterodimere der regulatorischen
und katalytischen Untereinheiten sowie beide Homodimere
gefunden (Abbildung4a und Abbildung S3 der Hinter-
grundinformationen). Die Zugabe des cAMP-Analogons 8-
Br-cAMP zu den Lysaten vor, aber nicht nach der Verkniip-
fungsreaktion verringerte wie erwartet die Menge an Hete-
rodimer erheblich. Die PKA-Untereinheiten wurden nach
Zugabe von xCrAsH nicht nur in Lysaten, sondern auch in
lebenden Zellen effizient verkniipft (Abbildung 4b).

a) b)
PKAreg-4cys-ECFP und 4cys-PKAcat-mCherry
in vitro (Lysate) in vivo
CrAsH + +
xCrAsH + + | + +

8-Br-cAMP B |A
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250 - ‘-
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:
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—PKAreg-PKAre
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«.GEP 70 - ED 6D g
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Abbildung 4. Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen von Kina-
sen in vitro und in lebenden Zellen. a) Westernblots von In-vitro-Ver-
kniipfungsexperimenten in Lysaten von U20S-Zellen, die transient
4cys-tag-Fusionen der regulatorischen und katalytischen Untereinhei-
ten von PKA (PKAreg-4cys-ECFP und 4cys-PKAcat-mCherry) koexpri-
mieren und die 1 h mit DMSO, CrAsH (5 uMm) oder xCrAsH (5 um) bei
37°C inkubiert wurden. In einigen Experimenten wurde 8-Br-cAMP

(5 mm) 10 min vor (B) oder 50 min nach (A) der Zugabe von xCrAsH
verwendet. Der Holoenzymkomplex zwischen PKAcat und PKAreg
wurde nur bei niedrigen cAMP-Spiegeln detektiert. b) U20S-Zellen
wurden 2 h mit CrAsH oder xCrAsH (je 2 pum) bei 37°C inkubiert.
Zellen wurden lysiert und per Westernblot analysiert. Das ungewshnli-
che Verhalten der verkniipften PKAreg im Gel ist auf die unvollstindige
Denaturierung des ECFP zuriickzufiihren (Abbildung S3 der Hinter-
grundinformationen).

Die Bindung von DAPKI1 an seinen Aktivator Calmo-
dulin hiangt sowohl von seiner Dephosphorylierung als auch
vom intrazelluliren Calciumspiegel ab.”) Demzufolge konnte
eine signifikante Verkniipfung von DAPK1-Calmodulin-
komplexen in Lysaten von U20S-Zellen, die transient
DAPKI1-4cys-ECFP (katalytische Domine, 334 Aminoséu-
ren) und FLAG;-4cys-Calmodulin exprimierten, nur in Ge-
genwart von Calciumionen detektiert werden (Abbildung S4
der Hintergrundinformationen). Zugabe eines Calciumche-
lators (Ethylenglycoltetraessigsdure, EGTA) verhinderte die
Protein-Protein-Verkniipfung fast vollstindig. Am Beispiel
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zweier Kinasen konnte xCrAsH somit als Indikator fiir Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen in Zelllysaten -eingefiihrt
werden. Die zukiinftige Optimierung der 4cys-Markierung
kann unter Umsténden die finale Verkniipfungsrate zwischen
den bisher untersuchten Proteinen noch weiter erhohen.
Zusammenfassend wurde hier der neue membranper-
meable chemische Verkniipfer xCrAsH als ein Hilfsmittel zur
Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen in vi-
tro und in lebenden Zellen vorgestellt. Drei wichtige Eigen-
schaften unterscheiden diese Technik von den bisher beste-
henden: Reversibilitit (durch Zugabe von Dithiolen), Kon-
ditionalitdt (die Dimerisierung findet nur statt, wenn die
Proteine wechselwirken) und Verwendung einer sehr kleinen
Peptidmarkierung (4cys-tag). Anders als die groBeren Pro-
teindoménen, die in alternativen Methoden Verwendung
finden, nimmt der 4cys-tag eine ungeordnete Proteinkonfor-
mation ein. Diese neigt iiblicherweise weniger dazu, Prote-
infunktionen zu behindern, selbst wenn die Markierung in die
Mitte des Proteins eingebaut wird.?***!) Um das Anwen-
dungsspektrum in der Zukunft zu erhohen, sind difunktio-
nelle Verkniipfer, die auf einer Kombination des Bisarsenit-
derivats mit anderen autoreaktiven Gruppen (z.B. Benzyl-
guanin-'Y oder Trimethoprimderivate'™) basieren, vorstell-
bar. Solche Molekiile sind besonders fiir Untersuchungen von
Multiproteinkomplexen wie PKA wichtig, bei denen Homo-
und Heterodimerbildung getrennt werden miissen. Ein wei-
terer wichtiger Aspekt wire die gleichzeitige FEinfithrung
zweier verschiedener fluorogener Bisarsenitfarbstoffe fiir
Lokalisationsstudien in lebenden Zellen. Weiterhin konnten
photospaltbare Gruppen in die Briicke zwischen den beiden
Bisarseniten eingebaut werden, um die Trennung der Protein-
Protein-Wechselwirkung mit rdumlicher Auflosung durch-
fithren zu konnen. Daher kann die hier priasentierte Technik
als ein erster Schritt zur Entwicklung einer neuen Generation
von Proteindimerisierern (chemical inducers of dimerization)
angesehen werden, mit denen Protein-Protein-Wechselwir-
kungen in lebenden Zellen manipuliert werden konnen.

Experimentelles

Alle Proben der Verkniipfungstests wurden mit Standard-SDS-PAGE
mit 2 x SDS-Probenpuffer, der 100 mm Tris(2-carboxyethyl)phosphin
(TCEP) enthielt, durchgefiihrt. Vor der Verkniipfung wurden die
Expression und Aktivitét aller Konstrukte durch Mikroskopie an le-
benden Zellen iiberpriift. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fiir
mindestens vier unabhidngige Experimente. Detaillierte Beschrei-
bungen der Experimente sind in den Hintergrundinformationen zu
finden.
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