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Photoaktivierbares Glutathion — lichtgesteuerte Protein-

wechselwirkung**

Volker Gatterdam, Tatjana Stoess, Clara Menge, Alexander Heckel* und Robert Tampé*

Das Pseudotripeptid Glutathion (GSH), das aus den Ami-
nosduren Glutamat, Cystein und Glycin gebildet wird, ist fiir
die Regulierung des Redoxpotentials wie auch fiir die Ent-
giftung in eukaryotischen Zellen essenziell.l'! Das Verhiltnis
zwischen reduziertem und oxidiertem GSH kontrolliert das
Redoxpotential in zelluliren Kompartimenten.” Weiterhin
ist GSH ein wichtiger Radikalfanger reaktiver Sauerstoff-
spezies (,,reactive oxygen species“, ROS), die fiir Alterung
und Wirt-Erreger-Beziehungen verantwortlich sind. Dieser
oxidative Stress steht im kausalen Zusammenhang mit vielen
Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson, Lebererkrankungen,
Sichelzellenanimie, Parasitenkrankheiten,’! AIDS, Krebs,
Schlaganfall und Diabetes.”! Dariiber hinaus werden Xeno-
biotika wie ROS, Pharmaka und andere organische Verbin-
dungen mithilfe der Glutathion-S-Transferase (GST) mit
Glutathion iiber dessen nukleophiles Schwefelatom kovalent
gebunden” Diese GSH-Konjugate konnen mithilfe von
Glutathion-S-Konjugat-Transportern zur Entgiftung aus der
Zelle ausgeschieden werden.”) Die Erkennung von GSH
durch GST wird in den Biowissenschaften weit verbreitet
eingesetzt, z.B. in der Proteinreinigung,® Hochdurchsatz-
studien zu Protein-Protein-Wechselwirkungen® oder Prote-
inimmobilisierung."”!

Wir beschreiben hier eine Moglichkeit, die GSH-Protein-
Wechselwirkung durch Licht zu induzieren. Eine optimale
Kompatibilitidt mit Zellen oder gar Tieren ist durch die Nut-
zung von Wellenldngen im sichtbaren Bereich gegeben, die
keinerlei Zellschadigung zur Folge hat. Licht kann sehr genau
reguliert werden, was eine rdumliche, zeitliche und dosisab-
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hingige Kontrolle ermdglicht. In den letzten Jahren wurden
viele Ansitze realisiert, die auf einer Photoaktivierung be-
ruhen."! Photolabiles Biotin,"? O°Benzylguanin™ und
photoaktivierbares trisNTA, aber auch lichtgesteuerte
Anwendungen™ wie Peptidsynthese,'? Genregulierung”!
und strukturierte Zelladhision" sind aktuelle Beispiele.

Photoaktivierbares Glutathion wurde durch Modifikation
der Amin- und Carboxygruppen erreicht, welche die Erken-
nung durch GST und einige weitere GSH-Bindungsproteine
stark beeinflussen. Die photoaktivierbare Nitrophenylpro-
pyl(NPP)-Schutzgruppe wurde verwendet.”! Basierend auf
der Rontgenstrukturanalyse von GST mit gebundenem GSH
wurden die Amin- und Carboxygruppe von y-L-Glutamat wie
auch die Carboxygruppe von Glycin als mogliche Wechsel-
wirkungsstellen fiir chemische Modifikationen identifiziert
(Abbildung 1).2

Ein doppelt sowie ein einfach photoaktivierbares GSH,
GSH™"? bzw. GSH™®®, wurden synthetisiert (siehe die Hin-
tergrundinformationen). Ersteres zeigt eine sehr geringe
Loslichkeit in wéssrigen Losungen, besonders nach Modifi-
kation mit Fluorophoren. Deshalb wurde GSH™**? nur fiir
Wechselwirkungsstudien an Oberfldchen genutzt. Schutz-
gruppen am C-Terminus von Glycin wurden ebenfalls reali-
siert, sind aber hier nicht ndher beschrieben. Die Thiolgruppe
von GSH wurde zur kovalenten Modifikation mit Fluoro-
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Abbildung 1. a) Ergebnis der Réntgenstrukturanalyse der humanen
Glutathion-S-Transferase M2-2 mit gebundenem GSH (PDB 1XW5).%"
b) Die GSH-Bindungstaschen des Homodimers befinden sich zwi-
schen beiden Monomeren. Die gepunkteten roten Linien veranschau-
lichen die Wechselwirkung zwischen GST und GSH. Die SH-Funktion
des Cysteins ist fiir Modifikationen frei zuginglich. c) Synthese und
Struktur der photoaktivierbaren GSH-Verbindung GSHN?". TMS-Cl =
Trimethylsilylchlorid; TCEP = Tris(2-carboxyethyl) phosphan-Hydrochlo-
rid.
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phoren und Funktionalisierung von Oberfldchen genutzt.
Diese Modifikationen sollten die GST-Wechselwirkung nicht
beeintrichtigen, da sie vergleichbar mit der Bindung an
Xenobiotika in zellulirer Umgebung sind. Die Expression
von GST-Fusionsproteinen ist eine gingige Methode,?
welche die Fusionierung mit fast jedem beliebigen Zielpro-
tein ermoglicht.

Zu Beginn haben wir die Spezifitidt und Geschwindigkeit
der GSH™**-Entschiitzung mit Umkehrphasen-HPLC unter-
sucht. Die Photoreaktion wurde mit einer LED (366 nm,
140 mW cm?) durchgefiihrt. Zur empfindlicheren Detektion
wurde der Fluorophor ATTO565 (als Maleimid-Derivat) an
das Cystein von GSH™? gekuppelt. Fluoreszierendes
GSH™? (10 nmol in TBS-Puffer) wurde unterschiedlich lang
belichtet. Nach 60 s wurde bei minimaler Bildung von Ne-
benprodukten keine Ausgangsverbindung mehr detektiert
(Abbildung 2). Die Entschiitzung folgt einer monoexponen-
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Abbildung 2. Die zeitabhingige Photoaktivierung von ATTO565-mar-
kiertem GSH"“? wurde mit Umkehrphasen-HPLC verfolgt. a) Aus-
gangsverbindung und Produkt wurden bei 565 nm detektiert. Ge-
schiitztes und ungeschiitztes GSHV? eluieren bei 15.0 bzw. 8.5 min
(bestitigt durch ESI-MS-Analyse). b) Die Ausgangsverbindung wird
mit einer Geschwindigkeitskonstante von (0.060+0.013) s™' umge-
setzt (0), wobei die Geschwindigkeitskonstante der Produktbildung
bei (0.0714+0.016) s liegt (®).

tiellen Abnahme der Ausgangsverbindung und ist mit einem
monoexponentiellen Wachstum des Produkts verbunden. Im
Rahmen der Fehlergrenzen sind die Geschwindigkeitskon-
stanten des Verbrauchs der Ausgangsverbindung [(0.060 +
0.013)s™"; 7,,=(11.5+3.1)s] und der Produktbildung
[(0.0714+0.016) s™"; 7y, = (9.8 + 2.8) 5] identisch, was auf eine
vom Zwischenprodukt unabhingige Reaktionsgeschwindig-
keit hindeutet. Die Langzeitstabilitdt wurde mit 30-miniitiger
Belichtung getestet, wobei keine Photoschddigung des Pro-
dukts und auch kein Bleichen des Fluorophors beobachtet
werden konnte. Zusammenfassend beschreiben wir eine
schnelle direkte Photoaktivierung von GSH™* ohne Be-
grenzung durch Zwischenprodukte.

Um die GSH-GST-Wechselwirkung in Echtzeit zu ver-
folgen, haben wir einen Forster-Energietransfer (FRET)
etabliert. GST wurde C-terminal mit Griin fluoreszierendem
Protein (eGFP) fusioniert und zusammen mit ATTOS565-
markiertem GSH™*" als Donor-Akzeptor-Paar genutzt. GST-
eGFP (10 nM in TBS-Puffer) wurde mit unbelichtetem und
belichtetem GSH™" (ATTO-markiert) inkubiert. Die Titra-
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Abbildung 3. Lichtgesteuerte GSH-GST-Wechselwirkung, detektiert mit-
hilfe eines FRET. a) Die GSH-Bindung an GST wurde mit GST-eGFP
(10 nm) als FRET-Donor, angeregt bei 450 nm, und verschiedenen
Konzentrationen von ATTO565-markiertem GSHN? als FRET-Akzeptor
vor (siehe die Hintergrundinformationen) und nach Belichtung durch-
gefithrt. Die Photoaktivierung fiihrte zu einer Abnahme der Donor-
Fluoreszenz und einer Zunahme der Akzeptor-Fluoreszenz, was eine
Komplexbildung bestitigt. b) Die Donor-Fluoreszenz wurde hinsicht-
lich der Verdiinnung und des inneren Filtereffekts korrigiert. Die inver-
tierte und normalisierte Donor-Fluoreszenz bei 511 nm wurde gegen
die Akzeptor-Konzentration aufgetragen. Auswertung mit Glei-

chung (1) (siehe die Hintergrundinformationen) ergab eine K;, von
(53+2) nm nach Photoaktivierung (®). Vor der Photoaktivierung
konnte nur eine schwache Wechselwirkung festgestellt werden (0).

c) Eine Verschiebung zwischen den Spektren vor (schwarz) und nach
der Photoaktivierung (bei 366 mn, rot) von GST-eGFP (10 nm) und
markiertem GSH"" (500 nm) konnte detektiert werden. d) Wechselwir-
kung von GST-eGFP (10 nm) und markiertem GSHN" (500 nm), ver-
folgt in Echtzeit durch FRET. Detektion der Akzeptor-Fluoreszenz bei
592 nm und Donor-Anregung bei 366 nm, die gleichzeitig zur Photo-
aktivierung genutzt wurde. CPS =, counts per second*.

tion mit markiertem GSH™®® zeigt keinen signifikanten
FRET (siche die Hintergrundinformationen), dagegen fiihrt
die Belichtung des markierten GSH™*® zu einem FRET-
Signal, das iiber die Zu- und Abnahme der Akzeptor- und
Donor-Fluoreszenz nachgewiesen wird (Abbildung 3a,b).
Die K, des belichteten ATTO565-markiertem GSH™F ent-
spricht (53+2) nMm, was einer hoheren Affinitdt als GSH
entspricht.”? Das Ergebnis wurde durch Auswertung der
Akzeptor-Fluoreszenz bestitigt.””! Die lichtinduzierte GSH-
GST-Wechselwirkung konnte ebenfalls in Echtzeit anhand
des FRET verfolgt werden. GST-eGFP (10nm) und
ATTOS565-markiertes GSH™® (500 nmM) wurden mit 366 nm
belichtet. Ein Anstieg bzw. Abfall der Akzeptor- und Donor-
Fluoreszenz konnte detektiert werden (Abbildung 3¢c). Auf-
grund des kleinen Belichtungsvolumens in der Kiivette ist die
Reaktionsgeschwindigkeit durch die Diffusion von GSHY*"
beschriankt und deshalb nicht vergleichbar mit der tatsichli-
chen Reaktionsgeschwindigkeit (Abbildung 3d).

Als nichstes wurde der In-situ-Anordnung von GST-Fu-
sionsproteinen an GSH™"- und GSH™"**-funktionalisierten
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Glasoberflachen untersucht. Die lichtgesteuerte Protein-
organisation wurde mithilfe einer strukturierten, chrombe-
schichteten Quarzglasmaske durchgefiihrt. Die Maske wurde
auf die GSH™**- oder GSH™"®*-funktionalisierten Glasober-
flichen platziert und 3 min mit 366 nm (Xe/Hg-Lampe,
200 W) belichtet. Nach der Belichtung wurden die funktio-
nalisierten Oberflichen mit GST-eGFP (500 nm) inkubiert.
Der Prozess der Photoaktivierung und Anordnung wurde
mithilfe eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops (,,confocal
laser scanning microscope”, CLSM) kontrolliert. Hierbei
wurden definierte Strukturen von GST-eGFP an den belich-
teten Stellen beobachtet (Abbildung 4 a). Ein herausragender
Kontrast spricht fiir die hohe Spezifitdt des photoaktivierba-
ren GSH™". Aufgrund der groBeren Hydrophobie des dop-
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pelt geschiitzten GSHY*** wurde eine erhohte unspezifische

Proteinbindung an entsprechenden Oberfldchen beobachtet
(siehe die Hintergrundinformationen). Trotz der schnellen
Assoziations- und Dissoziationsprozesse waren die Protein-
strukturen an photoaktivierten GSH **-Oberflichen mehre-
re Tage lang stabil und konnten fiir wiederholte Photoexpe-
rimente verwendet werden. Die Dissoziation der Proteine
konnte durch Inkubation mit Elutionspuffer (10 mm Glycin,
pH 2.0) in weniger als 10s erreicht werden. Nach Aquili-
brieren der regenerierten Glasoberflichen in TBS-Puffer
konnten identische Strukturen mit GST-eGFP reproduziert
werden. Neben Maskenlithographie konnten auch Strukturen
in situ mit dem Laserrastermikroskop erzeugt werden. Frei
strukturierte Flichen wurden durch Belichtung mit einem
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Abbildung 4. Lichtgesteuerte In-situ-Organisation von GST-Fusionsproteinen. a) Proteinabweisende PEGylierte
Oberflichen wurden mit GSHV?® funktionalisiert und durch Maskenlithographie mit 366 nm strukturiert. Nach
Waschen mit TBS-Puffer wurde die GST-eGFP(500 nm)-Bindung mithilfe eines konfokalen Laserrastermikro-
skops untersucht. Die Anregung des Fluoreszenz-Donors wurde mit einem 488-nm-Argon-Laser (10% max.
Leistung, 30 mW) durchgefiihrt, wobei scharf umgrenzte Strukturen mit hohem Kontrast erzeugt wurden. Ein
Intensititsprofil wurde iiber den markierten Bereich erstellt. b) Verschiedene laterale Dichten von GST-Fusi-
onsproteinen konnten durch In-situ-Strukturierung mit variierenden Belichtungsstirken des 405-nm-Dioden-
Lasers (100% max. Leistung, 20 mW) erzeugt werden. Diese Strukturen wurden mit einem 488-nm-Argon-
Laser gelesen. c) Zur Bestimmung der raumlichen Aufldsung wurden einzelne Linien mit unterschiedlich
vielen Wiederholungen geschrieben (41 ms fiir einmal Abtasten, 0.29 pm x 58.0 pm). Nach einer Wiederholung
(82 ms) konnten erste Proteinstrukturen beobachtet werden. Ein weiteres Abtasten mit dem Laser fiihrt zu
einer Unschirfe der Struktur. d) In-situ-Proteinanordnung in Echtzeit. Eine mit GSHN? funktionalisierte prote-
inabweisende PEGylierte Oberfliche wurde mit einem 405-nm-Laser im markierten Kreis fiir weniger als 10 s
belichtet. Detektion mit einem 488-nm-Laser ergab die Echtzeitbindungskinetik von GST-eGFP (500 nm in
TBS-Puffer). Analyse durch eine monoexponentielle Zunahme der GST-eGFP-Fluoreszenz (volle Kreise) ergibt
eine Assoziationsgeschwindigkeit von (0.2140.01) min™" [z;,=(3.3£0.1) min]. Offene Kreise stellen die
Fluoreszenz von GST-eGFP (500 nm) in Lésung dar. e) Frei gestaltete Proteinmuster kénnen durch einmaliges
Rastern mit dem Laser (405 nm; <1 min) erzeugt werden. Der weife Balken entspricht 20 um.
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405-nm-Diodenlaser er-
zeugt, wobei die GST-
eGFP-Bindung mit dem
CLSM (A¢yjem = 488/520 nm)
verfolgt wurde. Verschiede-
ne Proteindichten konnten
durch Variation der Belich-
tungsstirke erzielt werden

(Abbildung 4b).
Zur Beurteilung der
rdumlichen Auflosung

wurden die Oberflachen mit
einem Punktlaser belichtet.
Die numerische Apertur
des Objektivs und die Wel-
lenlédnge des Lasers bestim-
men hierbei das fokale Vo-
lumen. Beugungsbegrenzte
Linien (0.29 um breit und
58 um lang) wurden mit
dem 405-nm-Laser in 41 ms

abgetastet. Erkennbare
Strukturen, welche eine
Halbwertsbreite von

500 nm aufweisen, konnen
bereits nach zwei Iteratio-

nen (82 ms) detektiert
werden (Abbildung 4c).
Ein noch schnelleres

Schreiben kann durch Ver-
kleinerung der Strukturen
erreicht werden. Wieder-
holtes Abtasten fithrt zu
einer Sittigung und Un-
schérfe der Strukturen.
Nachfolgend wurde die
Bindung von GST-eGFP
(500 nm) in Echtzeit ver-
folgt. Die Aktivierung fand
durch eine Rasterung mit
dem 405-nm-Diodenlaser
statt (Lichtblitz). Parallel
wurde die Fluoreszenz von
GST-eGFP detektiert (Ab-
bildung 4d). Die monoex-
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ponentielle Bindung ergibt ein k,, von 0.2 min~'. Sequenzi-

elles Schreiben von verschiedenen Proteinmustern kann
somit realisiert werden. Letztendlich wurde der 405-nm-Laser
verwendet, um frei gewihlte Strukturen mit GST-Fusions-
proteinen zu erzeugen (Abbildung 4¢). Durch die Verwen-
dung von verschiedenen GST-Fusionsproteinen konnen
durch Licht gesteuert Multiproteinoberflichen erzeugt
werden.'”! So konnte das GSH-GST-Wechselwirkungsnetz®*
in der Zelle durch Licht moduliert werden.

Basierend auf der GSH-GST-Wechselwirkung haben wir
ein neues photoaktivierbares Schliissel-Schloss-System ent-
wickelt, das universell einsetzbar ist. Die Substanz GSH™'?
kann auf verschiedenste Weise am Cystein modifiziert
werden, ohne dabei die GST-Bindung gravierend zu storen.
Die Funktionalisierung mit Fluorophoren wurde ebenso ge-
zeigt wie die kovalente Immobilisierung an Oberfldchen. Die
Entschiitzung mit Licht ist sehr schnell und liegt je nach
Anwendung im Bereich von Millisekunden bis Sekunden.
Das System weist eine sehr gute zeitliche Auflosung auf, was
in Bezug auf Photoschidigung ein groBer Vorteil fiir In-vitro-
und In-vivo-Experimente ist. Zusétzlich wurde eine gute
rdaumliche Auflosung durch die Verwendung eines CLSM
erreicht; so wird das Schreiben und Lesen von Strukturen mit
einer optischen Auflosung unter 500 nm ermoglicht.
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