Angewandte

4788

Zuschriften

Protein-RNA-Wechselwirkungen

DOI: 10.1002/ange.201300754

Durch rotes Licht kontrollierte Protein-RNA -Vernetzung mit einem

genetisch kodierten Furan**

Moritz J. Schmidt und Daniel Summerer*

Protein-RNA-Wechselwirkungen spielen eine wichtige Rolle
bei Transkription, Reifung, Transport, Translation und Zerfall
von RNA und sind deswegen ein Schliissel zur Regulation der
Genexpression. Die Fihigkeit, selektiv die Bildung einer
kovalenten Bindung zwischen einem Peptid oder einem
Protein von Interesse und seinem RNA-Bindungspartner zu
induzieren, hat demzufolge Auswirkungen auf Therapie-
moglichkeiten und erméglicht die Entdeckung und Kartie-
rung von schwachen und/oder transienten Protein-RNA-
Wechselwirkungen. Ein ideales Vernetzungsreagens fiir diese
Zwecke wire rotes Licht. Dieses bietet hohe Eindringtiefen
in biologischen Proben (z.B. benétigt fiir die photodynami-
sche Therapie, PDT)Y und eine riumlich sowie zeitliche
Reaktionskontrolle. Entsprechende Verfahren setzen jedoch
eine ortsspezifische Installation der passenden funktionellen
Gruppe mit einzigartigen, durch Licht kontrollierbaren Re-
aktivitdten in das gewiinschte Peptid oder Protein voraus.
Eine besonders niitzliche Strategie hierfiir ist die von
Schultz®?! entwickelte genetische Kodierung nichtkanonischer
Aminosduren (nkASs) mithilfe orthogonaler tRNA/Amino-
acyl-tRNA-Synthetase-Paare (aaRS). Dies erméglicht den
Einbau neuer funktioneller Gruppen in ein gewiinschtes
Protein in Abhéngigkeit eines einzigartigen Kodons in vivo.
Unlédngst konnten photochemisch vernetzbare nkASs basie-
rend auf Arylaziden,”! Diazirinen™ und Benzophenon! ge-
netisch kodiert und in Studien mit Schwerpunkt auf Protein-
Protein-Wechselwirkungen eingesetzt werden."*® Diese
nkASs setzen allerdings die Bestrahlung mit ultraviolettem
Licht voraus, was ihre Anwendung in zelluldren Proben und
Geweben aufgrund der geringen Eindringtiefel'! und uner-
wiinschten ~ Nukleinsdure-schddigenden Photoreaktionen
einschrinkt.”)

Unser Ziel war die genetische Kodierung einer chemi-
schen RNA-Vernetzungsreaktion, die durch Bestrahlung mit
rotem Licht kontrolliert werden kann. Wir konzipierten die
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Furan-basierte nkAS Ne-[2-(Furan-2-yl)ethoxy]carbonyl-
Lysin (1, Schema 1A) als Vorstufe der photovernetzbaren
Gruppe. Der lange und flexible Linker von 1 sollte groB3ere
Reaktivititsreichweite garantieren® als bei kurzen und

starren Phenylalanin-basierten photovernetzbaren
nkASs.[*3]
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Schema 1. A) Struktur von Ne-[2-(Furan-2-yl)ethoxy]carbonyl-Lysin (1).
B) Vorgeschlagener Mechanismus der Bildung einer 1,4-En-dion-
Gruppe (4) aus einer Furangruppe in wissriger Umgebung durch Oxi-
dation mit Singulett-Sauerstoff. MB = Methylenblau. C) Protein-RNA-
Vernetzung durch die Reaktion von 1,4-En-dion 4 mit einem Cytidin.

Furane koénnen durch Singulett-Sauerstoff ('O,), welcher
in situ iiber die Anregung eines Photosensibilisators mit Licht
erzeugt wird, zu reaktiven Intermediaten oxidiert werden.®
Nach einer [4+2]-Cycloaddition zwischen 'O, und dem Furan
(Schema 1B), kann das resultierende Ozonid 2 durch Hy-
droxy-Nukleophile unter Bildung eines Hydroperoxids ge-
offnet werden.

Es wurde vorgeschlagen, dass in wéssriger Umgebung ein
Wassermolekiil als Nukleophil bei der Bildung von 3 dient.
Nach Eliminierung eines Molekiils H,O, wird das elektro-
phile 1,4-En-dion 4 gebildet.”’ 1,4-En-dione bilden spontan
Addukte mit Cytosin-, Adenin- und Guanin-Nukleobasen
unter physiologischen Bedingungen durch die Reaktion der
exocyclischen Aminogruppe mit dem terminalen Aldehyd,
gefolgt von einer 1,4-Addition des N3- oder N1-Atoms (je-
weils in Cytosin und in Purinen) und potenzieller Aromati-
sierung (Schema 1C, gezeigt fiir Cytidin).'" Vor kurzem
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wurde dieses Konzept fiir die Bildung von intermolekularen
DNA-DNA-Vernetzungen durch den Einbau monosubstitu-
ierter Furane in DNA-Oligonukleotide iiber Festphasensyn-
these genutzt. Hohe Vernetzungsausbeuten wurden beob-
achtet, wenn Furane gegeniiber den Nukleotiden dC und dA
eingebaut und mit N-Bromsuccinimid (NBS)!!! oder mit
'O, (in situ erzeugt durch Bestrahlung von Methylenblau mit
rotem Licht) oxidiert wurden.['?

Wir untersuchten das tRNAM/Pyrrolysyl-RS(PylRS)-
Paar von Methanosarcina mazei auf die Fahigkeit, 1 selektiv
in Proteine in E. coli in Abhéngigkeit des Amber-Stoppko-
dons (TAG) einzubauen.["’]

Allerdings zeigten E. coli, die das Wildtyp(wt)-tRNA/
PylRS-Paar (kodiert durch pEVOL-PyIRS_wt) und mRNA,
kodierend fiir Griin fluoreszierendes Protein (GFP) mit
einem Amber-Stoppkodon an Position Y39 und einer C-ter-
minalen Hise-Markierung (kodiert durch pBAD_GFP-
39TAG),!l exprimierten, nur in Anwesenheit der als Posi-
tivkontrolle dienenden nkAS Ne-Boc-L-Lysin (Boc-Lys) eine
signifikante Expression des Proteins GFP.'*! In Gegenwart
von 1 konnte dagegen keine Expression durch Zellfluores-
zenz- und SDS-PAGE-Analyse nachgewiesen werden.

Um PyIRS zu evolvieren, die 1 als Substrat akzeptieren,
unterwarfen wir drei fokussierte Bibliotheken mit randomi-
sierten Positionen in der a-Helix 6 in der Pyrrolysyl-Binde-
tasche!™ (Y306, Y306/.309 und Y306/A302) zusammen mit
einer festen Y384F-Mutation**'*'! einem zuvor beschrie-
benen Selektionsprozess.['”!

Um die Abhéngigkeit des Zellwachstums von der
Aminoacylierungsaktivitdt der PylRS-Mutanten zu maxi-
mieren, wurde die Selektion in dem von Wang™®! entwickelten
Freisetzungsfaktor-1(RF1)-defizienten E.-coli-Stamm JX33
durchgefiihrt.

Wir identifizierten die beiden Mutanten Y306A/L309M/
Y384F und Y306A/Y384F (PylRS_AF), die vergleichbare
Effizienzen bei der GFP-Y39 —1-Expression aufwiesen. Mit
PyIRS_AF wurden 17 mgL ™" aufgereinigtes GFP-Y39 —1 er-
halten, wohingegen keine Expression in Abwesenheit von
1 detektiert werden konnte, was eine hohe Einbaugenauigkeit
anzeigt (Abbildung 1 A). Elektrosprayionisations-Tandem-
massenspektrometrie (ESI-MS/MS) von Trypsin-verdauten
GFP-Y39—1-Proben bestitigte die Identitdt und den orts-
spezifischen Einbau von 1 (Abbildung 1B; berechnet:
803.8652 Da, gefunden: 803.8650 Da). Nachfolgend expri-
mierten wir Thioredoxin (TRX) mit einem Amber-Stopp-
kodon an Position R74 und einer C-terminalen Hiss-Mar-
kierung (kodiert durch pPBAD_TRX-Hiss-R74TAG) in E. coli
wie beschrieben. Eine SDS-PAGE-Analyse zeigte hohe Ef-
fizienz (Ausbeute: 14 mgL™" aufgereinigtes TRX-R74—1)
und Genauigkeit des Einbaus (Abbildung 1C, oben), und
eine ESI-MS-Analyse bestétigte die Identitdt und die hohe
Einbaugenauigkeit von 1 (Abbildung 1 C, unten).

Der Einbau von 1 an mehreren Positionen eines Proteins
wiirde die Vernetzungswahrscheinlichkeit erhéhen und die
Vernetzung an mehreren Stellen in Komplexen hoherer
Ordnung ermoglichen. Dies ist jedoch normalerweise durch
die begrenzende Effizienz der Amber-Suppression aufgrund
der Konkurrenz zwischen der tRNAcy, und RF1 einge-
schrankt.[1%17)
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Abbildung 1. Effizienz und Genauigkeit des Einbaus von 1 in Proteine
in E. coli. A) Expression von GFP-Y39—1 und GFP-Y39—Boc-Lys unter
Koexpression von PyIRS_wt oder PyIRS_AF. Oben: Zellulire GFP-Fluo-
reszenz. Unten: SDS-PAGE-Analyse von Ni-NTA aufgereinigten GFP-
Expressionen. B: ESI-MS/MS-Spektrum von einem trypsinverdauten
GFP-Y39—1-Peptidfragment. 1 ist gekennzeichnet durch ein ,X“.

C) Oben: SDS-PAGE-Analyse einer aufgereinigten TRX-R74 —1-Expres-
sion unter Koexpression von PylRS_AF. Unten: ESI-MS-Spektrum von
aufgereinigten TRX-wt und TRX-R74—1. D) Einbau von 1 in GFP an
mehreren Positionen wie gezeigt, unter Koexpression von PyIRS_AF in
E. coli X33 analysiert wie in Abbildung TA.

Wir exprimierten GFP mit ein bis drei Amber-Stoppko-
dons (kodiert durch pBAD_GFP-39TAG, -39/151TAG, -39/
182TAG und -39/151/182TAG) in E. coli JX33 wie beschrie-
ben. In allen Fillen konnte nur in Anwesenheit von 1 eine
signifikante GFP-Expression beobachtet werden, was den
Einbau an allen Positionen mit hoher Genauigkeit aufzeigt
(Abbildung 1 D). Obwohl die Effizienz positionsabhingig
war (ca. 80% fiir Y151 und ca. 32% fiir Y182), konnten
>4.5 mgL " aufgereinigtes Protein sogar fiir den dreifachen
Einbau erhalten werden.

Haarnadelstrukturen zéhlen zu den héufigsten RNA-Se-
kundérstrukturen. Die selektive Erkennung dieser Struktu-
ren durch regulatorische Proteine ist entscheidend fiir die
Transkription, den Transport und die Translation von RNA.
Folglich sind diese Strukturen vielversprechende Ziele fiir
therapeutische Ansitze.”

Ein zentrales Wirkstoffziel und ein Paradigma fiir virale
Protein/RNA-Haarnadelstruktur-Komplexe ist die Wechsel-
wirkung zwischen dem HIV-1-TAT-Protein (,,transactivator
of transcription®) und seiner kognaten RNA (,,transactivator
response RNA“, TAR, Abbildung 2 A), aufgrund seiner ubi-
quitdren, essentiellen Rolle in der Transkription des HIV
Genoms. HIV-1 TAR weist jedoch eine hohe konformative
Flexibilitédt auf, was das Design von Inhibitoren und struktu-
relle Einsichten erschwert. Gleichwohl haben sich kationische
Peptide wie TAT-basierte Arginin-reiche Motive (ARM) vor
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Abbildung 2. Einbau von 1 in das Arginin-reiche Motiv (ARM) von
HIV-1-TAT und Bindungsstudie mit HIV-1-TAR-RNA. A) Nukleotidse-
quenz der HIV-1-TAR-RNA. B) Design und Aminosiuresequenz der
verwendeten TAT-Peptide. TAT-Sequenz ist in orange gezeigt (ARM un-
terstrichen), Linker in grau und GFP als griines Biandermodell. C) SDS-
PAGE-Analyse von aufgereinigten TAT-wt-, TAT-ins47—1- und TAT-

R49 —1-Expressionen. D) Elektrophoretischer ,,Mobility-Shift“-Assay
der Bindung des GFP-TAT-wt an HIV-1-TAR-RNA.

kurzem als vielversprechende Klasse von TAR-Inhibitoren
erwiesen.*!!

Die Moglichkeit, 1 in ARM zu integrieren, konnte daher
neue Erkenntnisse zur TAR-Erkennung liefern, die auf an-
deren Wegen schwer zuginglich sind, und sie bietet zudem
einen chemischen ,,Gefechtskopf“ fiir das Design Peptid-ba-
sierter Therapeutika.

Wir exprimierten zwei GFP-Fusionskonstrukte, die iiber
ein N-terminales HIV-1-TAT-ARM verfiigen, mit und ohne
1 anstelle von R49. Dieser Rest ist zwar Teil des ARM, hat
aber keinen entscheidenden Einfluss auf die Bindung (Ab-
bildung 2B, kodiert durch pBAD_GFP-TAT_wt oder
_R49TAG). SDS-PAGE- (Abbildung2C) und ESI-MS-
Analysen belegten den Einbau von 1 mit hoher Effizienz und
Genauigkeit (berechnet: 29544.9 und 29654.9 Da, gefunden:
29542.0 und 29653.0 Da). Elektrophoretische Mobilitétsstu-
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Abbildung 3. TAT-TAR-Photovernetzung mit rotem Licht. A) Denaturie-
rende PAGE-Analyse der Photovernetzungsreaktion mit TAT_wt und
TAT_R49—1. TAR-RNA wurde mit MB (8 Aquivalente des TAT-Kon-
strukts) und mit oder ohne TAT Konstrukt (2 um) inkubiert und 2 min
mit rotem Licht bestrahlt. B) Ausbeuten der TAR/TAT R49—1-Vernet-
zungsprodukte (CL) in Abbildung 3 A in An- oder Abwesenheit von

4 mm Natriumazid (NaN;), mit unterschiedlichen Anteilen an D,0O
oder 6 uMm eines synthetischen konkurrierenden TAT-Peptids. Proben
wurden wie in Abbildung 3 A behandelt.
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dien zeigten, dass beide Konstrukte TAR binden konnen
(Abbildung 2D, K= (0.47£0.05) um, und (1.32+0.17) um
fiir TAT_wt und _R49—1). Als Néchstes inkubierten wir 5-
*P_markierte TAR-RNA mit und ohne diese Konstrukte in
An- oder Abwesenheit des Photosensibilisators MB und be-
strahlten die Mischung mit rotem Licht unter aeroben Be-
dingungen. Denaturierende PAGE-Analyse zeigte keine
photochemischen Vernetzungen in Abwesenheit von MB
oder Licht (siche die Hintergrundinformationen). Ebenso
ergaben Reaktionen ohne TAT-Konstrukt oder mit TAT wt
keine Verdnderung der Banden im Vergleich zur TAR-Bande
(Abbildung3A). Dagegen konnte in Reaktionen mit
TAT_R49—1 eine Bande mit geringerer Elektromobilitét
beobachtet werden, was auf die Bildung eines Photovernet-
zungsprodukts schlieBen lasst (Abbildung 3 A). Nachfolgend
analysierten wir, ob die beobachteten Vernetzungen das Er-
gebnis einer '0,-abhingigen Reaktion ist.

Der Zusatz von Natriumazid, einer bekannten Losch-
substanz von '0,, resultierte in einer Senkung der Vernet-
zungsausbeute von 20 auf 9%. Umgekehrt erhohte der
Zusatz von 'O,-stabilisiecrendem D,0® die Ausbeute in
konzentrationsabhidngiger Weise, was die Entstehung der
Vernetzungen als Resultat der Reaktion von 1, 'O, und TAR
bestitigte (Abbildung 3B).

Die Entdeckung von RNA-Bindungspartnern und das
Kartieren von Protein-RNA-Wechselwirkungsoberflachen
mithilfe unseres neuen Ansatzes erfordert eine Abhéngigkeit
der Vernetzungseffizienz von einer Komplexbildung und von
der rdumlichen Orientierung von 1. Vernetzungsreaktionen
mit TAT_R49—1 in Anwesenheit eines mit TAT konkurrie-
renden Peptids (aus den Aminosiuren 47-57 von TAT)
fithrten zu verringerten Ausbeuten (6%), was die Abhén-
gigkeit von der Komplexbildung aufzeigt. Zusétzlich expri-
mierten wir ein weiteres TAT-Konstrukt, wobei 1 in den N-
Terminus des ARM eingefiigt wurde (Abbildung 2B und C;
TAT ins47—1, ESI-MS: berechnet: 29811.0, gefunden:
29809.0 Da, K, = (1.34 £0.41) um). TAT _ins47—1 zeigte 1.5-
fach hohere Vernetzungsausbeuten als TAT_R49—1, was
darauf schlieBen ldsst, dass 1 in der Ndhe der TAR orientiert
ist und dass die Vernetzungsreaktivitit tatsdchlich durch eine
unterschiedliche rdumliche Orientierung von 1 im Vergleich
zu TAT_R49—1 (siche die Hintergrundinformationen) ver-
andert ist.

Zusammenfassend préasentieren wir die erste genetisch
kodierte Vernetzungsreaktion, die durch rotes Licht kon-
trolliert werden kann. Diese Strategie bietet eine hohe Ein-
dringtiefe in Gewebe und eine Abhéngigkeit von der Protein-
RNA-Komplexbildung und der rdumlichen Orientierung von
1 im Komplex, was sie fiir die Entdeckung und Kartierung
von transienten Protein-RNA-Wechselwirkungen mit rdum-
licher und zeitlicher Auflésung qualifiziert. Sowohl die ver-
wendete Wellenlidnge als auch der Photosensibilisator werden
in der PDT angewendet, und die Einfiihrung von 1 ist flexibel
in Bezug auf das Zielpeptid oder Protein sowie die Position
und Zahl an Einbaupositionen. All das bietet eine vielver-
sprechende Basis fiir die Entwicklung von RNA-gerichteten
biologischen Therapeutika mit photoaktivierbaren Ge-
fechtskopfen fiir die PDT.
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