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Eine Phytochrom-Sensordomiine ermoglicht eine Rezeptoraktivierung

durch rotes Licht
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Abstract: Optogenetik und Photopharmakologie erméglichen
eine lichtgesteuerte raumliche und zeitliche Manipulation von
Prozessen in Zellen und in Tiermodellen. Obwohl rotes Licht
durch minimale Toxizitit und gute Gewebedurchdringung
iiberzeugt, sind nur wenige fiir rotes Licht empfindliche op-
togenetische Hilfsmittel bekannt. Wir haben eine neue, durch
rotes Licht aktivierte Homodimerisierungsdomdane in Form
der Sensordomdne des cyanobakteriellen Phytochroms 1 ent-
wickelt, die robust und ohne Zytotoxizitit in menschlichen
Zellen exprimiert werden kann. Mithilfe dieser Domdne in-
duzierten wir die Dimerisierung und Aktivierung von zwei
Rezeptor-Tyrosinkinasen, dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor
Rezeptor 1 und dem Neurotrophinrezeptor trkB. Auf diese
Weise waren wir in der Lage, den MAPK/ERK-Signalweg
durch Gewebe hindurch zu aktivieren und mehrfarbige Si-
gnaltransduktionsexperimente durchzufiihren. Die Homodi-
merisierung von Proteinen und die Aktivierung von Rezeptor-
Tyrosinkinasen auf Basis von rotem Licht sind vielseitige Er-
weiterungen des optogenetischen Repertoires.

Optogenetische Methoden sind in vielen Forschungsberei-
chen, vor allem in den Neurowissenschaften und der Zell-
biologie, unverzichtbar geworden, da sie durch einfache op-
tische Impulse die Steuerung und Dekodierung molekularer
Netzwerke ermoglichen. Oftmals wird die Manipulation
durch Anderung des intra- oder intermolekularen Bin-
dungsstatus von Proteinen erzielt,l!'! wie es z.B. bei der licht-
aktivierten GTPase Racl der Fall ist.”! Bei diesem Protein
fiihrt Licht zu einer Dissoziation der C-terminalen Helix von
der LOV-Doméne (LOV = Light-Oxygen-Voltage), wodurch
die Inhibierung des Enzyms aufgehoben wird. Ein weiteres
Beispiel sind Cryptochrome, die im Unterschied zu manchen
LOV-Domainen nicht homodimerisieren, sondern mit ande-
ren Faktoren heterodimerisieren, um so funktionale Kom-
plexe zu bilden.”! Flavinmolekiile (Flavin-Mononukleotid
oder Flavin-Adenin-Dinukleotid), die als Cofaktoren in
diesen Photorezeptoren agieren, sind verantwortlich fiir die
Absorption von blauem Licht (Abbildung 1a). Blaues Licht
aktiviert jedoch auch viele héufig verwendete Fluorophore
und kann Gewebe nur minimal durchdringen, was die An-
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Abbildung 1. a) Chromophore der wichtigsten Photorezeptorklassen

(1: p-Cumarsiure, 2: Flavine, 3: Retinal, 4: Tetrapyrrole). b) Doménen-
struktur von CPHT mit Sensordomine (CPH1S) und Transmittermodul
(PAS: PerAmtSim; GAF: cGMP-spezifische Phosphodiesterase, Adeny-
lylcyclase und FhlA; PHY: Phytochrom; HK: Histidinkinase). c) CPH1S
wechselt zwischen dem hauptsichlich monomeren Pr- und dem vor-
wiegend homodimeren Pfr-Zustand. d) Fluoreszenzintensitit von mVe-
nus(mV)-CPH1S, -CPH1S-o0 und -FKBP in HEK293-Zellen; n.t.: nicht
transfizierte Zellen. e) Viabilitat von HEK293-Zellen, transfiziert mit
mV-FKBP oder mV-CPH1S-0. d), e) Mittelwert + Standardabweichung
fiir drei unabhingige, in Triplikaten ausgefiihrte Experimente.

wendungsmoglichkeiten einschrankt. Obwohl dies auf rotes
Licht nicht zutrifft, ist die Aktivierung durch rotes Licht
bisher auf Proteine beschriankt, die heterodimerisieren oder
cyclische (Di-)Nukleotide umsetzen.! Hier beschreiben wir
eine Umfunktionierung des cyanobakteriellen Phytochroms 1
(CPH1) aus Synechocystis, das durch rotes Licht homodime-
risiert. Wir verwendeten CPH1, um Rezeptor-Tyrosinkinasen
(RTKs) in Sdugetiergewebe und unabhingig von fluoreszie-
renden Proteinen mit rotem Licht zu aktivieren.
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Phytochrome bilden eine grof3e Proteinfamilie in Mikro-
ben und Pflanzen, die durch Bindung linearer Tetrapyrrole
Licht absorbieren kann (Abbildung 1a).”! Manche dieser
Phytochrome koénnen zwischen zwei Zustidnden wechseln —
im Fall von CPH1 einem hellrot absorbierenden Pr- und
einem dunkelrot absorbierenden Pfr-Zustand. Bei In-vitro-
Experimenten wurde gezeigt, dass die Sensordoméne von
CPH1 (CPHIS; Abbildung 1b) nach Lichtabsorption ihren
Oligomerisierungszustand dndert.l! Hellrotes Licht resultiert
im homodimeren Pfr- und dunkelrotes Licht im monomeren
Pr-Zustand (Abbildung 1c¢). Daraus folgte unsere Hypothese,
dass CPH1S dazu verwendet werden kann, Protein-Protein-
Wechselwirkungen mithilfe von rotem Licht zu steuern. Da
CPHI1S bisher nie in Sdugetierzellen exprimiert wurde, tes-
teten wir zuerst in humanen embryonalen Nierenzellen
(HEK293), ob CPH1S mit der Proteinproduktion harmoniert.
Fiir die Quantifizierung kombinierten wir das 1539 Basen-
paare lange CPH1S-Fragment mit dem gelb fluoreszierenden
Protein mVenus. HEK293-Zellen, die mit diesem Konstrukt
(Abbildung 1d) transfiziert wurden, zeigten nur schwache
Fluoreszenz, was auf geringe Proteinexpression schlieBen
lieB. Als Ursache vermuteten wir den nicht iibereinstim-
menden Codongebrauch zwischen dem cyanobakteriellen
Gen und den menschlichen Zellen.”! Eine Codon-optimierte
Variante des Gens (CPH1S-0) resultierte in erhdhter Fluo-
reszenz ohne messbare zytotoxische Effekte (Abbil-
dung 1d,e).

Homodimerisierung liegt der Funktionsweise von vielen
Proteinfamilien wie Kinasen, Cadherinen, Antikorpern,
Motorproteinen oder Transkriptionsfaktoren zugrunde. So
wurde kiirzlich gezeigt, dass fiir viele RTKs Homodimerisie-
rung ausreichend ist, um eine Aktivierung der intrazelluldren
Signalwege zu erzielen. Beispiele hierfiir sind der MAPK/
ERK-Signalweg (MAPK/ERK = mitogen-activated protein
kinase/extracellular signal-regulated kinase) oder der PI3K/
Akt-Signalweg  (PI3K = Phosphatidylinositol-3-Kinase).!
Um eine durch rotes Licht aktivierte RTK zu erzeugen,
kombinierten wir CPH1S-0 mit dem C-Terminus von
mFGFR1 (muriner Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezep-
tor 1; Abbildung2a). Am C-Terminus dieses Rezeptors
wurden bereits fluoreszierende Proteine und chemische Ho-
modimerisierungsdoménen, etwa das FK506 Binding Protein
(FKBP), integriert.”! Die extrazellulire Domine des Rezep-
tors wurde durch einen Myristoilierungsrest ersetzt, um eine
Aktivierung durch natiirliche Liganden auszuschliefen !
Als néchstes untersuchten wir, ob mFGFR1-CPH1S-o0 und
der MAPK/ERK-Signalweg durch rotes Licht in HEK293-
Zellen aktiviert werden konnen. Wir stellten fest, dass Zellen,
deren Medium mit dem Tetrapyrrol Phycocyanobillin (PCB)
ergidnzt wurde, auf rotes Licht (/=62 uWcem 2, 1~ (630 +
5) nm) mit starker Signalwegaktivierung reagierten (Abbil-
dung 2b). Kontrollexperimente hingegen zeigten, dass
1) blaues (/=150 pWem 2, A~ (470+£5) nm) oder griines
Licht (I=6.2 uyWcm 2 A~ (530 £ 5) nm) den Signalweg nicht
aktivierten und 2) rotes Licht keinen Effekt nach Verlust der
Kinaseaktivitit (Y271F- und Y272F-Mutationen) sowie auf
mFGFR1-FKBP-Fusionsproteine hatte (Abbildung 2b). Zu
erwihnen ist, dass die Resultate von mFGFR-FKBP darauf
schlieBen lassen, dass mFGFR1-CPH1S-0 im Dunkeln kaum

www.angewandte.de

Zuschriften

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

dte

Chemie
mFGFR1-
a) b) |, _wrorriceiiso " rer
mFGFR1/rtrkB-CPH1S-0 1.2
Ligand 1.0
N N (2’7 N N =
N o
O x 087
2 0.6+
4
0.4+
0.2 i
0_ ii ii
Licht - R G B
Mutation - - - - Y271F R195E - -
Y272F
rtrkB- uSi R
C) ; 4_CPH1S-0 d) Signalreporter M Viabilitatsreporter
“ T
1.0+ 13 mCherry [l 4’ SRE m
© 0.8
x cmv
3 0.6
x
0.2 * DMSO +0. 1|,|M TRA
o _SRE [T E3il mCherry I
Licht - R R
Leistung - 6204 pwor2 <MV IEIETEM Ly LR
e) 10 SRE-mCherry SRE-mCer3 f) 5 +DMSO +0.1 uMTRA
8- 4
€ €
5 64 53
£ £
2 4+ 22
o o
| I . 1 [ IT
il ullall . il il
Licht - RRR»RRR Licht - R- - -R-R-R
mF-CPH1S-0 + + - - - - Exp. 111
FBS+PMA - - - + - - - +

Abbildung 2. a) CPH1S-o (rot) wurde in mFGFR1 oder rtrkB eingefuigt,
um durch rotes Licht aktivierte Rezeptoren zu erzeugen. b),c) MAPK/
ERK-Signalwegaktivierung durch mFGFR1-CPH1S-o0 (b) und rtrkB-
CPH1S-0 (c) nach Beleuchtung mit rotem (R), griinem (G) oder
blauem Licht (B). Signalwegaktivierung in HEK293-Zellen. d) Mehrfar-
bige Experimente, um die Rezeptor/Signalweg-Inhibierung und Zellvia-
bilitat zu testen. 1) CMV-mCerulean3 wird konstitutiv exprimiert, wih-
rend SRE-mCherry dem MAPK/ERK-Signalweg unterliegt (mCer3:
mCerulean3). II) Zugabe von DMSO fiihrt zum Zelltod und somit
weder zur Expression von mCherry noch zu der von mCerulean3.

I11) Zugabe von 0.1 um Trametinib (TRA) verhindert MAPK/ERK-Signal-
wegaktivierung; Zellviabilidt wird nicht beeinflusst. e) MAPK/ERK-Si-
gnalwegaktivierung durch mFGFR1-CPH1S-0 nach Beleuchtung mit
rotem Licht, gemessen mit SRE-mCherry/-mCerulean3. FBS+PMA fun-
gierte als Positivkontrolle. f) Experimentelle Umsetzung von (d).
MAPK/ERK-Signalwegaktivierung von mit DMSO oder TRA behandel-
ten Zellen nach Beleuchtung mit rotem Licht. Signalwegaktivierung
und Zellviabilitat jeweils als mCherry- oder mCerulean3-Fluoreszenzin-
tensitét. b), c) Mittelwert £ Standardfehler fir 2-17 unabhingige, in
Triplikaten ausgefiihrte Experimente. e),f) Mittelwert & Standardfehler
fur drei unabhingige, in Triplikaten ausgefiihrte Experimente.

als Dimer vorliegt. Durch Substitution eines konservierten
Argininrestes (R195) mit einem Glutamat in der katalyti-
schen Doméne von mFGFR1, was die Bildung eines essen-
tiellen, asymmetrischen Kinasedomdnen-Dimers verhin-
dert,™ konnten wir auBerdem zeigen, dass Dimerisierung fiir
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die Rezeptoraktivierung durch CPHI1S-o nétig ist (Abbil-
dung 2b).

Wir wendeten dasselbe Prinzip auf den Neurotrophin-
Rezeptor trkB der Ratte (rtrkB) an. Auch in diesem Fall re-
sultierte rotes Licht in PCB-abhéngiger Signalwegaktivierung
(Abbildungen 2¢ und S1 (Hintergrundinformationen)). Im-
munblots zeigten, dass die Aktivierung des MAPK/ERK- und
PI3K/Akt-Signalwegs ca. 30 min nach Beleuchtung wieder
den Anfangswerten entsprach (Abbildung S2). Zudem fiihrte
rotes Licht nur im Fall von CPH1S-o, jedoch nicht bei ande-
ren cyano- oder proteobakteriellen Phytochromen (Abbil-
dung S3), zu einer Aktivierung.

CPH1 und andere Phytochrome absorbieren rotes Licht,
die meisten fluoreszierenden Proteine hingegen Licht von
kiirzerer Wellenlédnge (die typischen blau, griin und rot fluo-
reszierenden Proteine werden bei 1~ 440, 490 bzw. 560 nm
angeregt). In einigen Studien wurden Phytochrome deshalb
als Fluorophore fiir mehrfarbiges Imaging genutzt."?! Aus-
gehend davon untersuchten wir, ob CPH1S-o0 und zwei fluo-
reszierende Proteine in einem Experiment kombiniert
werden konnen; bei den Proteinen handelte es sich um
mCerulean3 mit AME/E,) =433/475 nm sowie mCherry mit
MEJE,) =587/610 nm.'”!  Ziel dieser Experimente war,
Zellen sowohl optisch zu aktivieren (CPH1S-0) als auch eine
Signalwegaktivierung und Viabilitdt mit zwei fluoreszieren-
den Proteinen gleichzeitig festzustellen (Abbildung2d).
Dafiir entwickelten wir zuerst fluoreszierende Reportergene
fir den MAPK/ERK-Signalweg, bei dem mCerulean3 und
mCherry der Kontrolle des Serum-Response-Element(SRE)-
Promotors unterlagen.““] Als néchstes testeten wir, ob rotes
Licht, das fiir die Aktivierung von CPH1S-0 benétigt wird,
diese Proteine in ungewiinschter Weise beeinflusst. Wie er-
wartet konnte keine Photobleichung der fluoreszierenden
Proteine nach Bestrahlung mit rotem Licht festgestellt
werden (Abbildung S4), was die Detektion einer spezifischen
Signalwegaktivierung durch mFGFR1-CPH1S-0 ermoglicht
(Abbildung 2¢). Wir verwendeten nun diese Komponenten,
um eine lichtinduzierte Signaltransduktion unabhingig von
der Zellviabilitdt zu ermitteln. Als Viabilitdtsreporter ver-
wendeten wir mCerulean3 unter der Kontrolle des konstitutiv
aktiven Cytalomegavirus(CMV)-Promotors. Zellen wurden
sowohl mit dem Viabilitdtsreporter als auch dem mCherry-
MAPK/ERK-Reporter transfiziert, gefolgt von Inkubation in
zytotoxischem, DMSO-reichem Medium oder Medium, das
mit Trametinib (TRA) angereichert war, einem Inhibitor, der
spezifisch auf den MAPK/ERK-Signalweg wirkt (Abbil-
dung 2d). TRA reduzierte das durch rotes Licht induzierte
mCherry-Signal, nicht jedoch das konstitutive mCerulean3-
Signal, wohingegen DMSO beide Signale reduzierte (Abbil-
dung 2 f). Diese Beobachtung belegt, dass die spektralen Ei-
genschaften von CPH1S-o die Unterscheidung zwischen
spezifischen Signalweginhibitoren und unspezifischen Toxi-
nen in einem einzigen, rein optischen Experiment ermogli-
chen. In Zukunft kénnte dieses Prinzip angewendet werden,
um mehrere Prozesse mit verschiedenen Wellenldngen un-
abhingig voneinander zu aktivieren, entweder in einer ein-
zigen Zelle oder in verschiedenen Zelltypen einer heteroge-
nen Population, um die Wechselwirkungen zwischen Signal-
wegen oder Zellen zu untersuchen.
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Eines der wichtigsten Merkmale roten Lichts ist die Fa-
higkeit, Gewebe tiefer als blaues oder griines Licht zu
durchdringen. Experimente mit blauem Licht benétigen in
Mausmodellen oft implantierte oder sehr helle Lichtquel-
len.P>"! Aus diesem Grund testeten wir, ob CPH1S-0 durch
transdermale Beleuchtung aktiviert werden kann. Beleuch-
tung von HEK293-Zellen, die mit rtrkB-CPH1S-o transfiziert
waren, durch synthetisches Muskel-, Haut- oder Schidelge-
webe (Abbildung S5) resultierte in einer Signalwegaktivie-
rung (Abbildung S6). Erwihnenswert ist, dass die verwen-
deten Lichtintensitdten geringer waren als bei der photody-
namischen Therapie! und dass gewohnliche LEDs aus-
reichten, um diese zu erzeugen. Auch bei Beleuchtung von
mit mFGFR1-CPHls-o transfizierten INS-1E-Zellen mit
rotem Licht (/=3.0mWcm™? A~ (647+35)nm) durch
Mausabdomen (einschlieBlich Haut, Muskeln, Fett und
Riickgrat; Dicke 10 mm; Abbildung S7) stellten wir eine
Aktivierung des MAPK/ERK-Signalweges fest (Abbil-
dung S8). Insulinoma-INS-1E-Zellen, ein Modell fiir pan-
kreatische p-Zellen,'”! wurden fiir dieses Experiment ver-
wendet, da FGF in (-Zellen verschiedene Signalkaskaden
aktiviert und (-Zellen in Miusen ca. 10 mm unter der Haut
liegen. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass durch
rotes Licht aktiviertes CPH1S-o auch eine Signaltransduktion
in Zellen durch Gewebe hindurch anregen kann, was neue
Wege fiir weitere, nicht-invasive In-vivo-Optogenetikstudien
ebnet.

Lichtempfindliche Proteine, die reversibel ihren inter-
oder intramolekularen Bindungsstatus dndern, sind die trei-
bende Kraft vieler optogenetischer Methoden. Wir stellen
hier eine Methode fiir die stochiometrische, durch rotes Licht
induzierbare Homodimerisierung von Proteinen durch An-
wendung der cyanobakteriellen Phytochrom-Sensordoméne
CPHIS vor. Dieser Ansatz wird auch Anwendung finden, um
die Zelladhésion, die Gentranskription oder das Zytoskelett
zu regulieren, moglicherweise auch durch die Bildung gro-
Berer Komplexe nach Inkorporation mehrerer Photorezep-
tordoménen.
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