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Das Verstidndnis der Funktion und Wechselwirkung von zel-
luldiren Komponenten erfordert effiziente Methoden zum
Markieren, Verfolgen und Immobilisieren von Proteinen.!!
Der ortsspezifische Einbau von chemischen Reportern wie
etwa kleinen organischen Farbstoffen, genetisch kodierten
fluoreszierenden Aminosiuren® oder autofluoreszierenden
Proteinen spiegelt diese Ziele wider. Eine rdumliche und
zeitliche Kontrolle dieser Modifikationen ist von besonderer
Bedeutung, um zelluldre Prozesse moglichst umfassend zu
beschreiben. Die geringe GroBe, hohe Quantenausbeute und
Photostabilitédt kleiner Fluoreszenzsonden ist dabei von be-
triachtlichem Vorteil um zelluldre Prozesse zu visualisieren.
Im Vergleich zu den Dimensionen von autofluoreszierenden
oder photoschaltbaren Proteinen (> 25 kDa) werden organi-
sche Fluorophore zudem bevorzugt, da sie die Proteineigen-
schaften weniger beeinflussen. Lichtaktivierbare Werkzeuge
zur Markierung, Verfolgung und Manipulierung der Biomo-
lekiile in den vier Dimensionen von Raum und Zeit sind
hierbei vielversprechend.”! Licht ist mit biologischen Proben
kompatibel, kann prézise in Raum, Zeit und Intensitdt kon-
trolliert werden und ist orthogonal zu anderen chemischen
Reaktionen. Photoaktivierbare Molekiile profitieren von
diesen Eigenschaften und sind ein leistungsstarkes Instru-
ment zur Steuerung von molekularen Wechselwirkungen.
Eine Vielzahl von photoaktivierbaren Verbindungen wurde
in der Literatur beschrieben,™ iiber das kiirzlich beschriebene
ebensolche Glutathion® bis hin zu genetisch kodierten pho-
toaktivierbaren Aminosiuren.”! Das Repertoire der lichtak-
tivierbaren Verbindungen erweitert sich; und dies ist in
empfehlenswerten Ubersichtsartikeln festgehalten.”

In der postgenomischen Ara liegt ein besonderes Au-
genmerk darauf, zelluldre Proteinnetzwerke moglichst global
zu analysieren. Hierzu werden neue Strategien benotigt, um
das interessierende Protein (protein of interest, POI) mit
hoherer rdumlicher und zeitlicher Auflosung zu verfolgen.
Methoden, wie PRIME (probe incorporation mediated by
enzymes) oder das Markieren mit Fusionsproteinen, etwa
SNAP-, CLIP- und Halo-Tag, haben vielfiltige Anwendung
gefunden in dem sich rasch entwickelnden Gebiet der che-
mischen Biologie.’! Deren GroBe (>20 kDa) unterscheidet
sich allerdings kaum von autofluoreszierenden Proteinen, was
deren Verwendung einschrinken kann. Das Tetracystein-
Motiv,”) die N-Nitrilotriessigsdure!™ (NTA), oder dessen
multivalente Analoga, z.B. trisNTA,'"V fiihrten zu einem
verbesserten Verstdndnis der molekularen Dynamik, Struktur
und zelluliren Funktion von Proteinen.” Das trisNTA er-
moglicht die ortspezifische und reversible Markierung von
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His-markierten Proteinen mit (sub-)nanomolarer Affinitét
(K;=0.1 nm)."! Es gibt genomische Bibliotheken von His-
markierten Proteinen aus nahezu allen Modellorganismen.
Die geringe Grofe der trisNTA-His-Markierung ist sehr
kompatibel mit der Struktur, Funktion, Dynamik und Loka-
lisation der untersuchten Proteine. Im Unterschied zu NTA
bietet trisNTA eine kinetisch stabile Bindung (ko;=0.18 h™"),
die in Gegenwart von Imidazol, Histidin oder EDTA rever-
sibel ist. Diese Eigenschaft ist fiir die Regeneration von
Fluorophoren in hochauflésender Mikroskopie (Nanosko-
pie), Einzelmolekiilanalyse oder Biosensor-Anwendungen
von besonderem Interesse.!"”!

Trotz der aktuellen Fortschritte in der Einzelmolekiil-
Spektroskopie und Nanoskopie auf zelluldrer Ebene besteht
eine Nachfrage an verbesserten Markierungsmethoden zur
Steigerung der zeitlichen und rdumlichen Auflosung. Hier
stellen wir eine Serie von photoaktivierbaren trisNTA-Ver-
bindungen (PA-trisNTAs) vor, die hervorragende Selbstin-
aktivierung und Photoaktivierung zeigen. Proteinwechsel-
wirkungen konnen iiber mehr als sechs GréSenordnungen
ausgelost werden und erlauben die In-situ-Assemblierung
von Proteinen in den vier Dimensionen von Raum und Zeit.

Eine Serie von fein abgestimmten PA-trisNTAs wurde
entwickelt, um (sub-)nanomolare Wechselwirkungen aus-
schlieBlich nach rdumlich-zeitlicher Photoaktivierung zu er-
reichen. Der Aufbau der PA-trisNTAs basiert auf dem mul-
tivalenten Chelatorkopf trisNTA, der durch einen peptidi-
schen Linker mit einer kumulativen Histidinsequenz ver-
bunden ist (Schema 1A). In Gegenwart von Nickelionen
bildet das trisNTA einen intramolekularen Komplex und ist
somit selbstinaktiviert. Die Aktivierung dieses Miniatur-
Schliissel-Schloss-Elements wird durch die lichtspaltbare 3-
Amino-3-(2-nitrophenyl)propionsidure (Anp) garantiert. Die
strategische Positionierung von Anp gewdihrleistet die effizi-
ente Fragmentierung durch UV-Licht.'! Ein Cystein in der
Néhe des N-Terminus ermdglicht eine Oberflichenimmobi-
lisierung oder spezifische Anbringung von Reportermolekii-
len.

Das PA-trisNTA 1 mit einem relativ langen Linker (11
Aminosduren; AS) zeigte moderate Selbstinaktivierung
sowohl in Losung als auch auf Oberflichen.!*! Nach Photo-
aktivierung waren nur 15% des befreiten trisNTAs an Hisg-
markierte Proteine gebunden. Um eine robustere Selbstin-
aktivierung des trisNTAs sowie eine hohere Bindungskapa-
zitdt nach der Belichtung zu erzielen, wurden zwei Strategien
verfolgt. Zum einen sollte die Verkiirzung des Peptidlinkers
einen sehr kompakten, selbstinaktivierten Komplex ergeben.
Zum anderen sollte durch die strategische Platzierung der
photospaltbaren Aminosdure Anp innerhalb der intramole-
kularen Histidinsequenz eine erhohte Photoaktivierung er-
reicht werden, da die His-Markierung photofragmentiert
wird.

Um diese beiden Aspekte systematisch umzusetzen, ver-
wendeten wir Fmoc-Festphasenchemie zur Synthese der PA-
trisNTAs mit unterschiedlichen Linkerlédngen und Positionen
der photospaltbaren Aminosdure Anp. Ausgehend von
Histidin-beladenem Tritylharz wurde eine Kettenverlidnge-
rung (siche die Hintergrundinformationen) durch wieder-
holte Zyklen von Fmoc-Entschiitzung mittels Piperidinbe-
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A O His jeweilige Diastereomer, die entspre-
@ tisNTA chend ihrer Elutionszeit (a) oder (b)
© Cys genannt wurden (Abbildung S1).
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Wechselwirkung von PA-trisNTA mit
MBP-Hg,, (jeweils 5pum) wurde
durch Gelfiltration (SEC; Abbil-
dung 1 A) analysiert. Vor Photoakti-
vierung, wurde eine verbesserte
Selbstinaktivierung mit abnehmender
Linkerldinge  beobachtet (Abbil-
dung 1B). MBP-H; und MBP-H,,
wurden verwendet, um das Selbstin-
aktivierungspotenzial der PA-trisN-
TAs zu testen, da sie unterschiedliche
Affinitdten zu freiem trisNTA auf-
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Schema 1. A) Das PA-trisNTA-Prinzip: Ausgehend von einer effizienten Selbstinaktivierung wird
nach Photoaktivierung eine Wechselwirkung zwischen PA-trisNTA und His-markiertem Protein aus-
gelost. B) Strukturformeln der synthetisierten PA-trisNTAs. C) In-situ-Assemblierung von His-mar-
kierten Proteinen an PA-trisNTA-funktionalisierten Hydrogelen. Mithilfe von Maskenlithographie
oder Fluoreszenz-Laserrastermikroskopie kénnen durch In-situ-3D-Photoaktivierung Muster ge-

schrieben werden.

handlung und anschlieBender Kupplung der entsprechenden
AS mithilfe von HBTU und DIPEA durchgefiihrt. OrBu-
geschiitztes trisNTA wurde an den N-Terminus durch Kupp-
lung mit COMU am Harz eingefiihrt. Die komplette Ent-
schiitzung und Abspaltung vom Harz erfolgte durch Be-
handlung mit TFA/TIPS/H,O/EDT/Phenol iiber 4 h. Nach
Fillung und Reinigung durch RP-Cz-HPLC wurden alle
Molekiile massenspektrometrisch identifiziert (siche Tabelle
S1 in den Hintergrundinformationen).

Um die Selbstinaktivierung und die Stabilitdt des auto-
inhibierten Komplexes zu verbessern, wurde systematisch der
Einfluss der Linkerldnge untersucht. Ausgehend von PA-
trisNTA 1 mit 11AS im Linker wurde das Peptidriickgrat
zwischen trisNTA und der intramolekularen Hiss-Sequenz um
jeweils zwei Aminosduren verkiirzt (1-5). Bei den Synthesen
wurde das Ala-Cys-Paar am N-Terminus und das Anp in der
Mitte des Linkers konstant gehalten (Schema 1B). Aus Kos-
tengriinden wurde in den Synthesen von 2 bis § zunéchst die
racemische Mischung von Anp verwendet. RP-C,;-HPLC-
Reinigung lieferte unterschiedliche Retentionszeiten fiir das
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weisen (K3 von 2 und 0.1 nm fiir
MBP-H, bzw. MBP-H,;).!'"! 4b zeigte
eine sehr gute Selbstinaktivierung mit
weniger als 0.7 % unspezifischer Bin-
dung von MBP-H,, bei Konzentra-
tionen, die 50000-fach iiber dem K,
lagen. Der 5SAS-Linker von 4ab ent-
sprach der kritischen Linkerldnge.
S5ab mit 3AS-Linker zeigte keine
optimale Selbstinaktivierung im Ver-
gleich zu MBP-Hg;,, mit 4ab (mit
5AS-Linker). Dies deutet darauf hin,
dass das Riickgrat zu kurz ist, um
einen optimalen Kontakt zwischen dem intramolekularen
Histidin und der trisNTA-Gruppe herzustellen.

Bemerkenswert ist, dass die Selbsinaktivierung auch von
der Stereokonfiguration der photospaltbaren AS abhingt.
Um dies genauer zu untersuchen, wurden die PA-trisNTAs 4a
und 4b de novo mit enantiomerenreinen Anp synthetisiert.
Die Protein-Wechselwirkungsanalyse offenbarte, dass (S)-
Anp gegeniiber der R-konfigurierten Aminosidure bevorzugt
wird (Abbildung 1B). Vor der Photoaktivierung wurde ein
deutlicher Unterschied zwischen 4a(R) und 4b(S) beobach-
tet. Fiir 4b(S) wurden weniger als 0.7 % Wechselwirkung mit
MBP-H,, detektiert, wo hingegen iiber 15% von 4a(R) an
MBP-H,, binden. Zusammenfassend sind der 5AS-Linker
und das Stereozentrum der photospaltbaren AS fiir die Bil-
dung eines kompakten, selbstinaktivierten trisNTA-Histidin-
Komplexes kritisch.

Nach Photoaktivierung wechselwirkten nur 15% von
1 mit MBP-H, (Abbildung 1B). Eine Erkldrung konnte sein,
dass die abgespaltene Oligohisitidin-Sequenz um die tris-
NTA-Bindungsstelle mit anderen His-markierten Proteinen

Angew. Chem. 2013, 125, 880-886


http://www.angewandte.de

A vor C
% MBP-H,o PA-lFiSNTAATTOSES

=) X 80

< 20 £ea ~

£ MY 2 o

w 01 >

# : S

< : & 40

L= i nach Photoaktivierung X

s : = 20

5 %

<2 s 0

0 : 8(RR) 8(RS) 8(SR) 8(SS)
12 14 16 18 20 22 24
V/ml

B
o 80 vor [ MBP-H, nach (] MBP-H,
= Photoaktivierung Ill MBP-H,,  Photoaktivierung [l MBP-H, |
2 60

3
e}
£ 40
ar
£ 2
z
@

5 o0

1 2a 2b 3a 3b 4a(R) 4b(S) 5a 5b 6 74

Abbildung 1. SEC-Analyse der In-situ-Wechselwirkung von PA-trisNTAs
vor und nach Photoaktivierung in Gegenwart von His-markierten Pro-
teinen. A) GréRRenausschlusschromatographie (SEC) von PA-trisNTA
8(RR) und MBP-H,, vor und nach Photoaktivierung. Die In-situ-Wech-
selwirkung findet nur nach Lichtaktivierung statt. Es wurden keine
Wechselwirkungen in Gegenwart von 100 mm Imidazol beobachtet
(Abbildung S3). In allen Experimenten wurden ATTO565 markierte PA-
trisNTAs verwendet. B) Selbstinaktivierung und Photoaktivierung von
PA-trisNTAs mit unterschiedlichen Peptidlinkern und photospaltbaren
His-Markierungen. C) Verbesserte PA-trisNTAs mit dem optimalen
Linker (5 AS) und zwei lichtaktivierbaren Anp in S- oder R-Konfigurati-
on. In allen Experimenten wurden jeweils 5 um PA-trisNTA und MBP-
He10 verwendet.

konkurriert. Um die Multivalenz der freigesetzten His-Mar-
kierung nach Belichtung zu reduzieren, wurde die photo-
spaltbare AS innerhalb der selbstinaktivierenden Histidinse-
quenz eingefiigt. Aus fritheren Studien wissen wir, dass fiinf
Histidine fiir die Selbstinaktivierung erforderlich sind und
dass Anp die intramolekulare Komplexbildung der trisNTA-
His-Markierung nicht stort.>*!*! Die PA-trisNTAs 6 und 7
(beide in S-Konfiguration; Schema 1B) spalten eine Sequenz
von drei Histidinen nach Photoaktivierung ab, wihrend zwei
bzw. drei intramolekulare Histidine in 6 bzw. 7 verbleiben.
Die SEC-Analyse zeigte sowohl eine deutlich erhohte
Selbstinaktivierung als auch eine verbesserte Proteininter-
aktion fiir 6 und 7 (Abbildung 1B). Vor der Photoaktivierung
interagiert MBP-H,, mit beiden Verbindungen, was darauf
hindeutet, dass die trisNTA-Histidin-Komplexe nicht ausrei-
chend selbstinaktiviert sind. Bis zu 15 % unspezifische MBP-
H,-Bindung an Verbindung 6 (mit fiinf intramolekularen
Histidinen) wurde beobachtet, wohingegen 7 mit sechs in-
tramolekularen Histidinen nur 10% Verdridngung durch
MBP-H,, zeigte. Mit steigender Anzahl intramolekularer
Histidine erhoht sich die Kompaktheit des selbstinaktivie-
renden Komplexes. Die nach der Photospaltung verbliebenen
zwei bzw. drei intramolekularen Histidine von 6 und 7 binden
an die trisNTA-Einheit und storen dadurch die Wechselwir-
kung mit MBP-Hg,, (Abbildung S2). Oberflichenplasmo-
nenresonanz(SPR)-Analysen erhiirteten dieses Ergebnis. In 7
ist dieser Effekt noch deutlicher ausgeprigt als bei 6. Dies ist
auf die erhohte Anzahl der verbleibenden intramolekularen
Histidine zuriickzufiihren. Wir nehmen daher eine synergis-
tische Wirkung der Linkerldnge und Anp-Position an. Zudem
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behindert jedes verbleibende intramolekulare Histidin eine
stabile Komplexbildung mit His-markierten Proteinen.
Nach Auswertung aller vorherigen Ergebnisse wurde eine
Serie von optimierten PA-trisNTAs synthetisiert, die eine
ideale Linkerldnge und zwei lichtspaltbare AS enthalten. Die
erste photospaltbare Aminosdure sorgt fiir die komplette
Abspaltung der Oligohistidin-Sequenz und die zweite fiir die
Photofragmentierung derselben (Schema1A; 8). Die Ste-
reochemie des Anps wurde ebenfalls beriicksichtigt, da diese
einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Selbstinaktivie-
rung und Photoaktivierung zeigte. Insgesamt wurden vier
verschiedene PA-trisNTAs synthetisiert und ihre Wechsel-
wirkung mit Hisg,,-markierten Proteinen analysiert (Abbil-
dung 1 C). Vor der Photoaktivierung wurde eine verbesserte
Selbstinaktivierung der PA-trisNTAs 8(RR), 8(RS), und
8(SR) mit weniger als 1% unspezifischer Bindung mit MBP-
H,, (8 und MBP-H,,, je 5 um) detektiert. Im Vergleich dazu
zeigte 8(RR) die stabilste Komplexbildung und die besten
Selbstinaktivierungseigenschaften mit weniger als 0.3%
Bindung. Selbst bei einem 25-fachen molaren Uberschuss von
MBP-H,, konnte keine Wechselwirkung mit 8(RR) nachge-
wiesen werden (Abbildung S3). Nach Photoaktivierung
zeigten alle PA-trisNTAs 8 Bindungswerte im Bereich von
40% bis 50% fiir MBP-H; und bis zu 60 % fiir MBP-H,,.
Das ausgezeichnete Verhalten von 8(RR) in Bezug auf
Selbstinaktivierung und lichtgetriebener Aktivierung wurde
mit SPR-Spektroskopie durch Vergleich mit 4b(S) bestétigt
(Abbildung 2). Die oberflichenimmobilisierten PA-trisNTAs
wurden mit steigenden Konzentrationen von MBP-H,, (bis zu
5 uMm) hinsichtlich ihrer Selbstinaktivierung untersucht (Ab-
bildung 2, oben). Nach Belichtung wurde eine 50-fach nied-

A B
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Abbildung 2. SPR-Analyse der Assoziations- und Dissoziationskinetik
von MBP-H,, mit oberflichenimmobilisierten 4b(S) (A) und 8(RR) (B)
vor und nach Photoaktivierung. Es wurde eine hervorragende Selbstin-
aktivierung von 8(RR) selbst bei 5 um des MBP-H,, beobachtet. Nach
Photoaktivierung ist die Proteinbindung vergleichbar mit immobilisier-
ten freien trisNTA (Abbildung S4). In Gegenwart von EDTA oder Imid-
azol (Regeneration) wurden keine Wechselwirkungen mit His-markier-
ten Proteinen detektiert, was die Spezifitit der Wechselwirkung be-
weist. Die Dissoziationskonstanten der photoaktivierten PA-trisNTA
4b(S) und 8(RR) wurden auf 0.9 nm (¥*=18) und 1.3 nm ()*=124)
ermittelt. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit dem freien trisNTA
(K3=0.1 nm).0¥
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rigere Konzentration von MBP-H;, verwendet, um die
Wechselwirkung des trisNTAs mit dem His-markierten Pro-
tein zu analysieren (Abbildung 2, unten). Dariiber hinaus
wurde die Wechselwirkung der Verbindungen mit MBP-Hg
und als interne Kontrolle freies trisNTA untersucht (Abbil-
dung S4). Das optimierte 8( RR) zeigte sowohl eine komplette
Selbstinaktivierung als auch den kleinsten Beitrag an unspe-
zifischer Bindung. Auch bei der hochsten Konzentration His-
markierter Proteine (> 1000-fach iiber dem K,-Wert) konnte
keine Interaktion detektiert werden, wiahrend 4b(S) eine
transiente Bindung mit ansteigenden Konzentrationen von
MBP-H,, aufwies. Nach Photoaktivierung wurden fiir §(RR)
und 4b(S) vergleichbare spezifische und stabile Proteinbin-
dungen mit sehr langsamen Dissoziationskinetiken erhalten.
Dieses Verhalten ist in sehr guter Ubereinstimmung mit dem
freien trisNTA (Abbildung S4). Es ist anzumerken, dass die
photospaltbare Oligohistidin-Sequenz durch Waschschritte
entfernt wurde und somit 100 % Bindung von MBP-Hg, er-
halten wurden. PA-trisNTA 8(RR) zeigte eine ausgezeichnete
Selbstinaktivierung in Losung und an Oberfldchen, da selbst
bei extrem hohen lokalen Konzentrationen von His-mar-
kierten Proteinen keine Interaktion im inaktivierten Zustand
zu erkennen war. Eine erhohte Photoaktivierung und eine
reduzierte Multivalenz der intramolekularen His-Markierung
wurden durch den Einbau einer zweiten photospaltbaren
Aminosdure erzielt.

Aufgrund ihrer einfachen Herstellung und mechanischen
Eigenschaften finden Hydrogele eine breite Anwendung in
der Biotechnologie.!"”! Dank ihrer biokompatiblen Eigen-
schaften werden Hydrogele aus Polyethylenglycol (PEG)!"!
bevorzugt gegeniiber natiirlichen Hydrogelen, wie Agarose,
Kollagen, Hyaluronsdure usw., eingesetzt. Gemischte (hy-
bride) Hydrogele mit immobilisierten Biomolekiilen, wie
Peptiden oder Proteinen bieten zudem die Moglichkeit,
Zellverhalten und zelluldre Prozesse zu untersuchen. Trotz
dieser Vorteile ist die rdumlich und zeitlich kontrollierte
Assemblierung von Biomolekiilen in Hydrogelen noch selten,
und bis heute existieren nur wenige Ansitze.”*!! Basierend
auf dem Konzept der lichtaktivierbaren PA-trisNTAs pra-
sentieren wir nachfolgend eine neue Methode zur In-situ-
Assemblierung von Proteinen in Hydrogelen.

Das optimierte PA-trisNTA 8(RR) wurde zuerst an eine
Maleimid-Polyvinylalkohol(PVA)-Vorldufersubstanz  kova-
lent gebunden (Schema 1C). Nach anschlieBender Polyme-
risation wurde das PA-trisNTA-funktionalisierte Hydrogel
durch Masken-Lithographie (366-nm-LED-Lampe,
185 mWecem ™2, 1 min) photoaktiviert, um ein regelmiBiges
Muster mit unterschiedlichen Dimensionen zu generieren.
Die Bindung von MBP-H,*™™% (10 nm) an die photoakti-
vierten trisNTA-Molekiile wurde mittels konfokaler Raster-
lasermikroskopie (CLSM) verfolgt. Die Assemblierung der
His-markierten Proteine fand nur in den photoaktivierten
Bereichen statt (Abbildung 3 A; Film S1). Das hervorragende
Signal-Rausch-Verhiltnis bestétigt die hohe Spezifitit des
Prozesses.

Die In-situ-Photoaktivierung hat das Potential, Reaktio-
nen mit hoher rdumlicher und zeitlicher Kontrolle fiir die
Mikrofabrikation, das Gewebe-Engineering und die Rezep-
tor-Clusterbildung zu steuern. Strukturen mit verschiedenen
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Abbildung 3. In-situ-Assemblierung von Proteinen in vier Dimensio-
nen. A) Maskenstrukturierung bei 366 nm mit anschlieRender Inkubati-
on von MBP-H,¢""™*% (10 nm). Die Photostrukturierung erfolgte durch
das gesamte Volumen des Hydrogels mit hoher raumlicher Auflésung
(Film S1). B) Um das beste Signal-Rausch-Verhiltnis und die minimal
bendtigte Zeit der Photoaktivierung zu bestimmen, wurden iterativ
rechteckige Bereiche mit dem 405-nm-Laser geschrieben und Arrays
mit verschiedenen Proteindichten erzeugt. Eine gute Korrelation zwi-
schen Aktivierungszeit und Proteindichte konnte somit bestimmt
werden. Eine sehr gute Proteinstrukturierung wurde bereits nach einer
Iteration (11.7 pus um™') beobachtet. C) Frei gestaltete Bereiche (ROI:
Schlange) wurden durch In-situ-Photoaktivierung mit einem 405 nm
Laser-Scan (Film S2) erzeugt. 1.5 nm von MBP-H"*® wurde verwen-
det. Alle 5 min wurden CLSM-Bilder bei ex/em 488/520 und 543/

570 nm fir MBP-H¢""™°*8 und MBP-H,,""** aufgenommen. D) In-
situ-Photoaktivierung und Proteinassemblierung in drei Dimensionen.
Die Photoaktivierung in einem kleinen fokussierten Volumen wurde
durch Aufnahmen von z-Stapeln im Abstand von 15 um demonstriert
(Film S3). Mafistabsbalken: 50 pm.

Proteindichten kénnen erzeugt werden.'*?) Hier nutzen wir
die Aktivierungseigenschaft von PA-trisNTA 8(RR) mit dem
405-nm-Laser des CLSM, um frei definierte Bereiche (ROI)
in das transparente Hydrogel zu schreiben (Abbildung 3B).
Unter variierenden Belichtungszeiten wurde das PA-trisNTA
8(RR) mit einem 40 x Objektiv und konstanter Lichtstirke
(25 mW) aktiviert (1 bis 12 Scan-Wiederholungen; 11.7 bis
141.3 psum ™). Die sich erhdhenden Proteindichten wurden
mit einem sehr guten Signal-Rausch-Verhiltnis und einer
Konzentration von 1.5 nm MBP-H "% (1.5 nm) erreicht.
Selbst nach 12 Wiederholungen wurden keine unscharfen
Rénder beobachtet. Daher wurde dieser Modus gewéhlt, um
freigestaltete ROIs zu schreiben.

Protein-Arrays, die die simultane Analyse von unter-
schiedlichen Proteinfunktionen ermoglichen, vermeiden
mithsame Wiederholungen der Experimente und sichern
gleiche experimentelle Bedingungen fiir alle Proben. Zwei-
farbexperimente sind ein sehr guter Beweis fiir die rdumlich-
zeitliche Aktivierung und Kontrolle der Proteindichte und
simultane Analyse. Zur Realisation solcher Experimente
wurde eine Kombination von Masken- und In-situ-Laserli-
thographie zur multiplexen Assemblierung gewihlt (Abbil-
dung 1C). Als erstes wurde das 8( RR)-funktionalisierte Hy-
drogel mit einer Maske bei 366 nm photoaktiviert, um ein
dreidimensionales Gitter aus MBP-H,;*™"°% (bei 10 nm) zu
erhalten. Als nichstes wurde eine In-situ-Strukturierung mit
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dem 405-nm-Laser vorgenommen, um MBP-HATTO4%8
(1.5nm) in ausgewihlten photoaktivierten Zonen in dem
Hybrid-Hydrogel anzuordnen (Abbildung 3 C). Die Bereiche
(Schlange) wurden unter Verwendung eines 40 x Objektivs,
der optimalen Belichtungszeit von 141.3 uspm™~" und einer
konstanten Lichtintensitdt von 25 mW geschrieben. Die
Bindung von MBP-H"""°** an das Hydrogel wurde dabei in
Echtzeit verfolgt (Abbildung 3C; Film S2). Sofort nach
Photoaktivierung kann das Proteinmuster visualisiert werden.
Definierte Strukturen mit hervorragendem Signal-Rausch-
Verhiltnis wurden nach 10 bis 15 min beobachtet. Durch die
In-situ-Photoaktivierung von PA-trisNTA 8(RR) konnte eine
schnelle und effiziente Assemblierung von Proteinen reali-
siert werden. Die hohe Spezifitidt und Affinitdt des photoak-
tivierten trisNTAs wird auch durch den hervorragenden
Kontrast wiedergegeben. Der Grund, weshalb MBP-H"TT04%
auch in anderen Bereichen beobachtet wird, kann sowohl
durch die noch freien Bindungsstellen von trisNTAs als auch
das Bleichen von gebundenen MBP-H,,AT"9% mit der Zeit
erklart werden (siehe rechter Rand in Abbildung 3D). MBP-
H,;,*""% wurde in sehr niedriger Konzentration angeboten,
um die hohe Spezifitét der trisNTA-Histidin-Wechselwirkung
zu beweisen. Insgesamt ermoglicht dieser ,,Multiplexing*-
Ansatz das schnelle sequenzielle Schreiben und Auslesen von
komplexen Strukturen.

Definierte z-Stapel wurden iiber und unter dem Fokus der
photoaktivierten ROIs aufgenommen. Bemerkenswerter-
weise fand die In-situ-Photoaktivierung in der Fokusebene
mit einer Auflosung von 0.5 pm in der xy-Ebene und einer z-
Auflosung von etwa 50 um statt (Abbildung 3D; Film S3).
Die Bilder sind in der Fokusebene scharf und werden nach
oben und unten schnell unscharf. Die Einzelphoton-Anre-
gung erlaubt somit die In-situ-Assemblierung von Proteinen
in der Fokusebene und in vier Dimensionen auf eine einfache
und schnelle Art. Trotz der geringen Auflosung in z-Richtung
ahmt dieser Ansatz eine Mehrphotonenanregung unter Ver-
wendung eines Standard-Laserrastermikroskop nach.?! Fiir
eine noch hohere raiumliche Auflésung, insbesondere in der z-
Dimension untersuchen wir derzeit neue photospaltbaren
Verbindungen fiir die Zweiphotonenanregung.

Zusammengefasst haben wir eine Serie von feinabge-
stimmten PA-trisNTAs entwickelt, die durch systematische
Variationen im Peptidlinker sowie der Position und Anzahl
der photospaltbaren Aminosduren zu einem PA-trisNTA mit
hervorragenden Photoeigenschaften fiihrten. Die Linkerlédn-
ge konnte von 11 auf 5 AS verkiirzt werden, um einen kom-
pakten, selbstinaktivierten Komplex zu erzeugen. Ein weite-
res Anp verhinderte die erneute Anbindung der abgespalte-
nen Oligohistidin-Sequenz durch Photofragmentierung. Au-
Berdem konnten wir zeigen, dass die Stereochemie der pho-
toaktivierbaren Aminosdure eine wichtige Rolle bei der
Selbstinaktivierung spielt. Die Optimierung dieser Parameter
konvergierte in die Generierung von PA-trisNTA 8(RR), das
eine liberragende Selbstinaktivierung und Photoaktivierung
aufweist, die durch SEC- und SPR-Analyse bewiesen wurden.

Die hervorragenden Eigenschaften des PA-trisNTAs
8(RR) wurden genutzt, um photoaktivierbare Hybrid-Hy-
drogele fiir die In-situ-Proteinassemblierung zu erzeugen.
Verschiedene Proteinmuster konnten sequenziell mit sehr
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guter zeitlicher und rdumlicher Auflésung photostrukturiert
werden. Die Photoaktivierung ist leicht einstellbar, extrem
schnell (ca. 140 pspm™') und fiihrte zu unterschiedlichen
Dichten. Im konfokalen Volumen konnten Bereiche mithilfe
eines 405-nm-Lasers frei geschrieben werden. Die fein abge-
stimmten PA-trisNTAs ebnen somit den Weg fiir verschie-
denste Anwendungen in der chemischen Biologie, um Pro-
tein-Protein-Wechselwirkung zu verfolgen und zu steuern. Da
die His-Markierung als weitverbreitete Reinigungsstrategie
in fast jedem Labor verwendet wird, wird unser Ansatz der
photoaktivierbaren trisNTAs neue Anwendungen zur Eva-
luierung von zelluldren Signalwegen in Zeit und Raum
finden.

Eingegangen am 18. August 2012,
verdnderte Fassung am 10. Oktober 2012
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