Proteindimerisierung

Angéwandte

DOI: 10.1002/ange.201409196

4@ Lichtinduzierte Proteindimerisierung in lebenden Zellen durch Ein-

O, . o . o e .
\"" und Zweiphotonenaktivierung von Gibberellinsaurederivaten™*
Korwin M. Schelkle, Tristan Griesbaum, Dirk Ollech, Steffy Becht, Tiago Buckup,

Manuel Hamburger und Richard Wombacher*

Abstract: Wir stellen hier ein hocheffizientes Konzept zur
lichtinduzierten Proteindimerisierung unter Verwendung pho-
toaktivierbarer Derivate des Phytohormons Gibberellinsdiure
(GA;3) vor. Die entwickelten photoaktivierbaren chemischen
Dimerisierungsreagenzien (CIDs) ermoglichen eine prizise
rdumliche und zeitliche Steuerung intrazellulirer Protein-
dimerisierungen unter Verwendung von Licht als externem
Stimulus. Des Weiteren prisentieren wir eine neue Zweipho-
tonen(2P)-sensitive Photoschutzgruppe mit auflergewdohnlich
hohem Zweiphotonen-Wirkungsquerschnitt, welche eine effi-
ziente Freisetzung aktiver GA; in lebenden Zellen durch in-
frarotes Licht erlaubt.

Zelluléire Vorgénge werden durch das rdumliche und zeitli-
che Zusammenspiel von Biomolekiilen in hochkomplexen
Netzwerken reguliert. Die Fahigkeit, diese Interaktionen
schnell und spezifisch zu beeinflussen, ist von zentraler Be-
deutung fiir die Erforschung der Rolle einzelner Biomolekiile
im rdumlichen und zeitlichen Kontext einer lebenden Zelle
oder eines Organismus. Chemische Dimerisierungsreagenzi-
en (CIDs; chemical inducers of dimerization) sind kleine
Molekiile, die Proteine in unmittelbare Ndhe zueinander
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bringen, indem sie an Markierungssequenzen binden, welche
mit den Zielproteinen (POI; proteins of interest) fusioniert
sind.'! CIDs werden verwendet, um die Interaktion be-
stimmter Proteine zu erzwingen oder um ein POI seinem
subzelluldaren Wirkungsort zu entziehen, was die spezifische
Manipulation zelluldrer Prozesse ermoglicht. Kiirzlich wurde
ein neues CID-System basierend auf dem Diterpen Gibbe-
rellinsiure vorgestellt.”) Gibberelline sind Pflanzenhormone,
die verschiedene Aspekte des Wachstums und der Entwick-
lung von Pflanzen regulieren. Die biologisch aktive Gibbe-
rellinsdure GA; bindet den Rezeptor GID1 (,,gibberellin in-
sensitive dwarf“)®! und induziert dabei eine Konformations-
dnderung, die in der Bindung des GID1-GA;-Komplexes an
das Protein GAI (,gibberellin insensitive*)* resultiert
(Schema 1a). So wurde bereits gezeigt, dass ein zellpermea-

a) GID,

Schema 1. Induzierte Dimerisierung zweier Proteine A und B, die an
GAl bzw. den GA;-Rezeptor GID1 gekuppelt sind, durch a) Gibberellin-
sdure (Strukturformel oben rechts) und b) ein mit einer Photoschutz-
gruppe versehenen Derivat der Gibberellinsiure, aus welcher durch
Lichteinwirkung das aktive Phytohormon freigesetzt wird.

bler Acetoxymethylester der Gibberellinsdure (GA;-AM) bei
Anwendung auf Sdugerzellen durch Esterspaltung mittels
endogener Esterasen in seine aktive Form, die freie Gibbe-
rellinsdure GA;, iiberfithrt wird. Des Weiteren ist bekannt,
dass die ersten 92 Aminosduren von GAI (GAI,_y,) bereits
ausreichend fiir die Ausbildung des stabilen Komplexes zwi-
schen GID1 und GAI sind.? Bisher sind die Anwendungs-
moglichkeiten von CIDs jedoch aufgrund ihrer unprézisen
regiotemporalen Auflosung limitiert. Photolabile Schutz-
gruppen, auch bekannt als ,,Photocaging“-Gruppen, kénnen
die biologische Aktivitdt kleiner Effektormolekiile, mit
denen sie verbunden werden, stark beeinflussen.”! Licht er-
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laubt ein hohes Maf} an rdumlicher und
zeitlicher Kontrolle” und ist somit ein

attraktiver,  nichtinvasiver  externer
»Schalter”, der bereits erfolgreich ver-
wendet wurde, um die Lokalisierung,”
Interaktion®™ und Aktivitat"™"! von Bio-
molekiilen in lebenden Zellen zu mani-

pulieren. Die hier beschriebene Studie
kombiniert die Eigenschaften von GA;
als CID mit der Anwendung photolabiler
Schutzgruppen. Der aus dieser Kombi-
nation resultierende photoaktivierbare
CID erlaubt eine prézise raumlich-zeitli-
che Kontrolle der Proteindimerisierung
(Schema 1b).

Zwei photoaktivierbare CIDs sind
bislang in der Literatur beschrieben
worden.”1% Beide basieren auf dem be-
kannten CID Rapamycin,'*! wobei
einer auf die lichtgesteuerte extrazellu-
lare Freisetzung von Rapamycin be-
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schrinkt ist."® Aufgrund des endogenen 300 400
Zielproteins mTOR (,,mammalian target
of rapamycin“) des Rapamycins ist seine
Anwendung in Sédugerzellen allerdings
nicht unproblematisch. Fiir das Phyto-
hormon GA; hingegen ist bisher kein
Zielprotein in Sdugetieren bekannt.

Um funktionelle Gruppen der GA; zu
identifizieren, die sich fiir eine Modifi-
kation mit einer Photoschutzgruppe
eignen, analysierten wir die verfiigbare Kristallstruktur des
GID1-GA,-Komplexes.™? Aus den molekularen Interaktio-
nen des Liganden mit seinem Rezeptor schlossen wir, dass der
Carboxylfunktion an C6 eine besondere Bedeutung zu-
kommt. GA; ist im GID-GAj;-Komplex von einer engen
Bindetasche umschlossen, sodass auch Modifikationen an
anderer Stelle das Bindungsverhalten beeinflussen sollten.
Wie Inoue et al. zeigten, wird der Acetoxymethylester GA;-
AM erst durch die Einwirkung von Esterasen und die damit
verbundene Freisetzung von GA; biologisch wirksam.”” Die
Synthese eines an der Carboxylfunktion mit einer Photo-
schutzgruppe versehenen Derivats des Gibberellins GA, ist
bereits Mitte der 90er Jahre beschrieben worden, hat aber
nach unserem Kenntnisstand bisher keine Anwendung ge-
funden.™ Um zu testen, ob sich GA;-Derivate mit photola-
biler Modifikation in der C6-Position fiir die lichtinduzierte
Proteindimerisierung eignen, synthetisierten wir die drei
GA;-Ester pcGA;-1, pcGA;-2 und pcGA;-3, welche sich in
der jeweiligen Photoschutzgruppe und ihren spektralen FEi-
genschaften unterscheiden (Abbildung 1a und Tabelle S1 in
den Hintergrundinformationen). Wihrend pcGA;-1 mit der
etablierten DMNPP-") und pcGA;-2 mit der kiirzlich publi-
zierten EANBP-Photoschutzgruppe!™ versehen sind, ist
pcGA;-3 mit einer neu entwickelten 2-(o-Nitrophenyl)pro-
pyl-Schutzgruppe derivatisiert, die durch ein erweitertes -
System {iiber ein Absorptionsmaximum bei 400 nm verfiigt
(Abbildung 1b).
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Abbildung 1. a) Strukturformeln von GA;, dem Acetoxymethylester GA;-AM und den photoge-
schiitzten Derivaten pcGA;-1, pcGA;-2 und pcGA;-3, die in dieser Arbeit verwendet wurden. b)
Links: Veranderung des UV/Vis-Spektrums von pcGA;-3 wihrend der Photolyse bei 412 nm
(60 um, Phosphatpuffer pH 7.4 mit 3 Vol.-% Dimethylsulfoxid). Rechts: Anderung des UV/Vis-
Spektrums von pcGA;-3 wihrend der Zweiphotonen-Photolyse bei 800 nm (120 um, Phosphat-
puffer pH 7.4 mit 1.1 Vol.-% Acetonitril).

Die Schutzgruppen mit erweiterten m-Systemen wurden
ausgehend von 1-Brom-4-nitrobenzol und N,N-Bis(2-(2-
methoxyethoxy)ethyl)anilin durch Kreuzkupplung im letzten
Schritt synthetisiert, wodurch ein flexibles Protokoll zur De-
rivatisierung gewéhrleistet ist. Die Verkniipfung der Photo-
schutzgruppe mit der Gibberellinsdure erfolgte durch eine
Yamaguchi-Veresterung. Die vollstindigen Syntheserouten
zu den photogeschiitzten Gibberellinsdurederivaten konnen
den Hintergrundinformationen entnommen werden (Sche-
mata S1-S4).

Die photochemischen FEigenschaften der photolabilen
Verbindungen wurden mittels UV/Vis-Spektroskopie unter-
sucht (Abbildungen 1b und S1). Die UV/Vis-Spektren, die
wihrend der Photolyse von pcGA;-3 bei 412 nm aufgenom-
men wurden, zeigen eine Zunahme der Absorption bei
350 nm sowie zwischen 450 nm und 550 nm, wihrend das
anfingliche Absorptionsmaximum bei 400 nm an Intensitét
verliert. Die beiden isosbestischen Punkte bei 366 nm und
450 nm deuten auf eine selektive und saubere Photolyse-
reaktion hin (Abbildung 1b). Aufgrund ihrer ausgedehnten
nt-Systeme eignen sich die Photoschutzgruppen von pcGA;-2
und pcGA;-3 fiir eine Entschiitzung mittels Zweiphotonen-
absorption (2PA) bei 800 nm."® Die EANBP-Schutzgruppe
in pcGA;-2 wurde vor kurzem zur effizienten 2P-Aktivierung
des Neurotransmitters y-Aminobuttersdure (GABA) ver-
wendet.™™ Die in pcGA;-3 verwendete Schutzgruppe mit
Diphenylacetylen-Struktur und einer Dialkylaminogruppe in
para-Position wird hier erstmalig vorgestellt. Die Effizienzen
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der 2P-Entschiitzung von pcGA;-2 und pcGA;-3 wurden
anhand von Bestrahlungsexperimenten bei 800 nm mit an-
schlieBender Umkehrphasen-HPLC-Analyse verglichen,
wobei jeweils die Abnahme der Ausgangssubstanzen de-
tektiert wurde (siche Hintergrundinformationen). Die er-
mittelte Effizienz der durch Bestrahlung bei 800 nm erreich-
ten Abspaltung der 2P-Schutzgruppe von pcGA;-3 war
1.8(+ 0.4)-fach hoher als die der EANBP-Schutzgruppe von
pcGA;-2.

Nach der erfolgreichen Synthese von drei photolabilen
Derivaten der Gibberellinsdure untersuchten wir deren Ver-
wendung fiir die lichtinduzierte Proteindimerisierung in le-
benden Zellen. Hierfiir benutzten wir ein fluoreszenzbasier-
tes Reportersystem aus zytosolisch lokalisiertem EGFP-
GID1 (EGFP = ,enhanced“ griin fluoreszierendes Protein)
und an der dufleren Mitochondrienmembran verankertem
TOM20-mCherry-GAI In Anwesenheit von freiem GA;
sollte es zur Bildung des EGFP-GID1-GA;-Komplexes und
dessen Bindung an TOM20-mCherry-GAI,_y, kommen. Dies
konnte durch eine Kolokalisierung der Fluoreszenzsignale
von EGFP und mCherry an der Mitochondrienmembran
experimentell nachverfolgt werden (Abbildung2a). Die
Zugabe von GA;-AM, dem zellpermeablen Acetoxymethyl-
ester, fithrte, wie zuvor beschrieben, binnen weniger Sekun-
den zu Kolokalisation (selbst unter Verwendung einer Kon-
zentrationen von 100 nm in Komplettmedium). GA; hingegen
rief diesen Effekt nicht hervor, was den Schluss zulésst, dass
freies GA; nicht in der Lage ist, die Plasmamembran zu
iiberwinden.®™ Gleichzeitig wurde das als Hinweis darauf
gedeutet, dass Ester der Gibberellinsdure im Allgemeinen
eine gute Zellpermeabilitdt aufweisen und wir selbiges fiir die
photolabilen GA;-Ester erwarten konnten. Der Acetoxyme-
thylester GA;-AM wird innerhalb der Zelle binnen kiirzester
Zeit von endogenen Esterasen zu aktivem GA; umgesetzt.
Um die Stabilitit der photogeschiitzten GA;-Ester gegeniiber
Esterasen zu untersuchen, synthetisierten wir den 2-Phenyl-
propan-1-olester der Gibberellinsdure (GA;-PP, Abbil-
dung S3). Diese Verbindung ist in ihrer Struktur nahe mit
pcGA;-1 verwandt, ihr fehlt allerdings die o-Nitrogruppe,
wodurch sie unempfindlich gegeniiber Licht ist. Dreistiindige
Inkubation von COS-7-Zellen, die EGFP-GID1 sowie
TOM?20-mCherry-GAlI,_y, exprimierten, mit GA;-PP (1 um)
rief keine sichtbare Kolokalisation hervor. Dies legt nahe,
dass auch die photogeschiitzten GA;-Ester schlechte Sub-
strate fiir endogene Esterasen darstellen. Weiterhin konnten
wir ausschlieBen, dass im zeitlichen Rahmen unserer Expe-
rimente spontane Hydrolyse die Freisetzung signifikanter
Mengen an GA; verursacht (Abbildung S3).

Die biologische Aktivitdt von GA; wird in Pflanzen iiber
eine Reihe verschiedener Signalwege reguliert. Einer davon
bedient sich der Methylierung der C6-Carboxylfunktion.!'”]
So konnte gezeigt werden, dass Arabidopsis thaliana Gene fiir
Gibberellin-Methyltransferasen (GAMTs) besitzt, welche die
Methylierung der C6-Carboxylgruppe der Gibberelline ka-
talysieren,'®! um diese in ihre inaktive C6-Methylester-Form
zu tberfiithren. Somit erhalten wir durch die Veresterung der
C6-Carboxylgruppe photoaktivierbare CIDs unter Ausnut-
zung einer natiirlich entwickelte Struktur-Wirkungs-Bezie-
hung der Gibberelline.
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Abbildung 2. Lichtinduzierte Proteindimerisierung unter Verwendung
des photogeschiitzten Gibberellinsidurederivats pcGA;-3. a) Schemati-
sche Darstellung des Fluoreszenzsignals bei lichtinduzierter Proteindi-
merisierung. Die Zugabe photolabiler Gibberellinsdureester bleibt wir-
kungslos, bis Licht einer geeigneten Wellenlinge verwendet wird, um
den aktiven CID GA; freizusetzen. b—i) Epifluoreszenzaufnahmen licht-
induzierter Proteindimerisierung in COS-7-Zellen, die EGFP-GID1 und
TOM20-mCherry-GAl,_g, exprimieren und 15 min mit pcGA;-3 (1 um, in
Komplettmedium (0.001 % Dimethylsulfoxid) bei 37°C) inkubiert
wurden. Die Aufnahmen zeigen die Lokalisation von EGFP-GIDT nach
der Inkubation mit pcGA;-3 sowie vor und nach 10 s Bestrahlung mit
DAPI-gefiltertem Licht (377/50 nm). b) Aufnahme des GFP-Kanals
nach der Inkubation mit pcGA;-3 vor Bestrahlung mit DAPI-gefiltertem
Licht und c) nach Bestrahlung mit DAPI-gefiltertem Licht. d, f, h) Ver-
groRerungen des weifden Kastens in (b); d) griiner Kanal, vor Belich-
tung; f) roter Kanal, vor Belichtung; h) Uberlagerung beider Kanile (d)
und (f), vor Belichtung. e, g, i) Vergréflerungen des weiflen Kastens in
(c); e) griiner Kanal, nach Belichtung; g) roter Kanal, nach Belichtung;
i) Uberlagerung beider Kanile (e) und (g) nach Belichtung.

Da sich keine Kolokalisation von GID1 und GAI,_y, bei
Zugabe der photogeschiitzten Gibberellinsdurederivate be-
obachten lieB3, testeten wir, ob sich die biologische Aktivitét
von GA; durch Belichtung wiederherstellen ldsst. Dazu in-
kubierten wir COS-7-Zellen, welche EGFP-GID1 und
TOM20-mCherry-GAI,_y, exprimierten, mit dem DMNPP-
geschiitzten Derivat pcGA;-1 fiir 5 min und belichteten an-
schlieBend fiir 3 s mit einer Standard-Quecksilberhalogenid-
lampe und konventionellem DAPI-Anregungsfilter (377/
50 nm) (DAPI=46-Diamidin-2-phenylindol). Unmittelbar
nach der Belichtung konnte die Translokation von EGFP-
GID1 an die Mitochondrien beobachtet werden (Film S1 und
Abbildung S4), was innerhalb von Sekunden zur vollsténdi-
gen Sequestrierung fiihrte. Die Kolokalisation der EGFP-
und mCherry-Signale an den Mitochondrien lésst auf die ef-
fiziente Freisetzung ausreichender Mengen biologisch aktiver
GA; schlieBen.
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Die Verwendung von pcGA;-1 als photoaktivierbarem
CID in lebenden Zellen erlaubt somit eine hohe zeitliche
Kontrolle der Verfiigbarkeit der aktiven GAj;. Dariiber
hinaus kann Licht als externer Stimulus auch rdumlich sehr
prézise kontrolliert werden. Um diese rdumliche Auflosung
fiir die Anwendung der photoaktivierbaren Gibberellinsédure
zu demonstrieren, aktivierten wir pcGA;-1 in einer einzelnen
Zelle, indem wir mit Laserlicht der Wellenldnge 405 nm einen
klar definierten Bereich (ROI; region of interest) bestrahlten.
Zwei positiv transfizierte Zellen innerhalb des Sichtfeldes
wurden ausgewdhlt und zunéchst ein ROI innerhalb einer
dieser beiden Zellen belichtet. Dies hatte die mitochondriale
Translokation von EGFP-GID1 in dieser Zelle, nicht aber in
der ihr benachbarten zur Folge. Die anschlieBende Aktivie-
rung von pcGA;-1 in der Nachbarzelle fithrte gleichermaf3en
zu einer Rekrutierung von zytosolischem EGFP-GID1 an die
Mitochondrien und verdeutlicht die hohe rdumliche Auflo-
sung der hier vorgestellten photoaktivierbaren CIDs (Abbil-
dung S5).

Als nichstes testeten wir die photogeschiitzten Gibbe-
relline pcGA;-2 und pcGA;-3 unter den gleichen experi-
mentellen Bedingungen. Beide Verbindungen konnen inner-
halb von Sekunden effektiv durch Epifluoreszenz-DAPI-Be-
leuchtung aktiviert werden (Abbildung 2b—i). Da beide Ver-
bindungen gegeniiber pcGA;-1 rotverschobene Absorpti-
onsspektren (Abbildung S1) aufweisen, konnten wir
feststellen, dass bereits eine Belichtung von 10 s mit GFP-
gefiltertem Licht die Freisetzung signifikanter Mengen an
GA; zur Folge hatte (Abbildung S6). Dies muss bedacht
werden, wenn pcGA;-2 oder pcGA;-3 in Kombination mit
GFP Anwendung finden sollen. Gleichwohl ist die rotver-
schobene Absorption beider Photoschutzgruppen von Vor-
teil, da sie die chromatisch orthogonale Photoaktivierung von
pcGA;-2 oder pcGA;-3 in Kombination mit anderen photo-
aktivierbaren Effektoren erlaubt, welche unempfindlich ge-
geniiber Licht der Wellenléinge 470 nm sind.') Des Weiteren
wollten wir von den hervorragenden 2P-Absorptionseigen-
schaften von pcGA;-3 Gebrauch machen, um aktives GA; in
lebenden Zellen durch nahinfrarote Bestrahlung bei 800 nm
freizusetzen. Zu diesem Zweck verwendeten wir einen ex-
perimentellen Aufbau, der die Aktivierung in einem gege-
benen ROI mit einem Femtosekunden-Titan-Saphir-Laser
erlaubt, wahrend die Bildaufnahme durch reguldre konfokale
Einphotonen-Fluoreszenzmikroskopie erfolgte.

Um die Freisetzung von pcGA;-3 durch Einphotonenab-
sorption im Zuge der Fluoreszenzauslesung zu vermeiden,
ersetzten wir EGFP in EGFP-GID1 durch das Fluoreszenz-
protein mPlum und entfernten mCherry aus dem mito-
chondrial lokalisierten Konstrukt. Licht der Wellenldnge
594 nm, welches fiir die Anregung von mPlum verwendet
wird, ist nicht in der Lage, die Photoschutzgruppe von pcGA;-
3 abzuspalten. Wir inkubierten COS-7-Zellen, die mPlum-
GID1 und TOM20-GAI,_y, exprimierten, 5 min mit pcGA;-3
und belichteten anschlieBend einen ROI innerhalb einer
einzelnen Zelle mit einem Titan-Saphir-Laser bei 800 nm und
80 mW. Aufnahmen vor und nach der 2P-Aktivierung zeigten
eine mit der Zeit zunehmende Akkumulation von zuvor
gleichméBig verteiltem mPlum-GID1 an den Mitochondrien,
was auf eine effektive 2P-vermittelte Freisetzung von GA;
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Abbildung 3. Die effiziente Photoaktivierung von pcGA3-3 durch 2P-
Absorption induziert die Translokation von mPlum-GID1 an die Mito-
chondrien binnen Sekunden. Konfokalaufnahmen einer COS-7-Zelle,
welche mPlum-GID1 und TOM20-GAl,_y, exprimiert und 5 min mit
pcGA;-3 (20 uM, in Komplettmedium (0.1 % Dimethylsulfoxid)) inku-
biert wurde. Die Aktivierung erfolgte durch einen Titan-Saphir-Laser,
der auf 800 nm bei 80 mW eingestellt wurde (siehe Hintergrundinfor-
mationen fir weitere Einzelheiten). Die Aufnahmen zeigen die zelluli-
re Verteilung von mPlum-GID1 vor der Aktivierung sowie 20's, 40 s
und 160 s nach der Aktivierung (Maf3stab 10 um).

zuriickzufiihren ist (Abbildung 3 und Film S2). Da Licht der
Wellenldnge 800 nm eine tiefe Gewebepenetration erlaubt
und die 2P-Absorption eine hohe rdumliche Auflésung in z-
Richtung ermoglicht, sind diese Resultate wegweisend fiir die
Anwendung photoaktivierbarer CIDs in Zellkultur bis hin
zur Anwendung in Gewebe und lebenden Tieren.?

Zusammenfassend haben wir photogeschiitzte Gibberel-
linderivate fiir die lichtinduzierte Proteindimerisierung in
lebenden Zellen vorgestellt. Die neuartigen photoaktivier-
baren CIDs kénnen durch Licht unterschiedlicher Wellen-
langen mit hoher raumlicher und zeitlicher Prizision aktiviert
werden. Im Kolokalisationsversuch beobachteten wir keine
Basalaktivitdt der GA;s-Ester, was ein entscheidendes Krite-
rium fiir die Anwendung photogeschiitzter Effektormolekiile
darstellt. Weiterhin zeigten wir die Freisetzung von GA;
durch Ein- und Zweiphotonenabsorption, was das Spektrum
potentieller Anwendungen der hier vorgestellten lichtakti-
vierbaren CIDs erweitert.
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