Zellulare Prozesse
durch Licht kontrollieren

Laser aktivieren das kleinstmdgliche Schliissel-Schloss-System

Von Anja Storiko
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»Stellen Sie sich vor, wir konnten einzelne
Zellen mit einer Art Fernbedienung von
auBen steuern«, traumt Ralph Wieneke,
Juniorgruppenleiter in der Zelluldren
Biochemie. Licht als Steuerungsquelle habe
entscheidende Vorteile, schildert Instituts-
leiter Robert Tampé: »Es schadet Zellen
nicht und kann schnell und sehr genau
reguliert werden.« Von ihrem Ziel ist die
Arbeitsgruppe gar nicht so weit entfernt.

inen grofRen Erfolgsschritt hatten die Wis-

senschaftler bereits vor drei Jahren sicht-

bar mit Licht gebannt: Sie »malten« das
Goethe-Logo der Universitat Frankfurt auf eine
proteinbeschichtete Glasplatte — winzige 20
Mikrometer klein, ein Fiinftel der Dicke eines
Blatts Papier, nur sichtbar mit einem speziellen
Mikroskop.
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Die Arbeitsgruppe nutzte dazu das in fast
allen Zellen verbreitete Molekiil Glutathion,
eine Verbindung aus den Aminosduren Gluta-
mat, Cystein und Glycin. Es spielt im Korper
eine wesentliche Rolle bei der Regulierung des
Elektronengleichgewichts (Redoxpotenzial). So
fangt es beispielsweise aggressive Sauerstoffmo-
lekiile ab und verhindert damit eine friihzeitige
Zellalterung. Zusammen mit dem Enzym Gluta-
thion-S-Transferase hilft es zudem bei der Ent-
giftung der Zelle, indem es Fremdstoffe bindet
und anschlieBend ausscheidet. An das Gluta-
thion synthetisierten die Wissenschaftler eine
chemische Schutzgruppe aus Nitrophenylpropyl
(NPP), das sich mit Licht wieder abspalten lasst.
Solange diese Schutzgruppe gebunden ist,
blockiert sie die Funktion von Glutathion. Nach
Belichtung ist Glutathion wieder voll aktiv. Die-
ses Konstrukt wurde nun auf einer Glasplatte
flichig verteilt. AnschlieBend belichteten die
Wissenschaftler diese iiber eine Maske mit dem
Goethe-Logo: Wie erwiinscht, spaltete das Licht
die NPP-Schutzgruppe ab und aktivierte so die
Bindung an das Transferase-Enzym. Sichtbar
wird das mit einer »praparierten« Glutathion-

S-Transferase, an die ein Protein gebunden ist,
das bei Lichtanregung griin fluoresziert. Wird
die Glasplatte mit diesem Fluorophor-Enzym
behandelt, kann es nur dort binden, wo zuvor
die Schutzgruppe abgespalten wurde. Das Fluo-
reszenzbild entspricht dann der zuvor verwen-
deten Maske, also hier dem Goethe-Kopf.

Wie finden Proteine zueinander?
Dies sind aber letztlich spielerische Vorarbeiten
fiir das eigentliche Ziel, bestimmte Prozesse in
der Zelle zeitlich und rdumlich prazise zu steu-
ern. » Wir zeigen mit diesen Versuchen, dass wir
Protein- beziehungsweise Zellfunktionen raum-
und zeitaufgelost — also in 4-D - kontrollieren
und untersuchen kénnen«, so Wieneke.
Diesem Ziel kamen die Forscher mit einem
weiteren Projekt ndher, das es erlaubt, in der
Zelle die Zusammenlagerung von Proteinen
rdumlich und zeitlich zu verfolgen: Dazu ent-
wickelten die Chemiker eine photoaktivierbare
(PA) Verbindung namens PA-trisNTA (Nitrilo-
Essigsdure). »Tris« steht fiir drei Gruppen, die
an ein zyklisches Molekiilgertiist gekniipft sind
und ganz gezielt an ausgewahlte Proteine bin-
den konnen. An der vierten Molekiil-»Ecke«
ist eine photoaktivierbare Kette von Amino-
sduren gebunden, die das trisNTA hemmt. Die-
ser zusdtzliche Arm beinhaltet zwei lichtspalt-
bare Aminosdauren und sorgt dafiir, dass
PA-trisNTA inaktiv ist. Belichtung fiihrt nun
dazu, dass die lichtempfindlichen Aminosdu-
ren abgespalten werden. Dadurch wird das
trisNTA freigesetzt und kann sich an speziell
markierte Proteine anlagern. Verwendet wer-
den dazu Proteine, die ebenfalls mit einer kur-
zen Aminosdure-Kette (aus Histidinen, daher
»His-Tag«) versehen sind — eine hadufig ver-
wendete Markierung, mit deren Hilfe Proteine
aufgereinigt werden konnen. An diese Histi-
din-Kette bindet das »befreite« trisNTA hochst

AUF DEN PUNKT GEBRACHT

e Um die Funktion und Wechselwirkung
bestimmter Proteine in der Zelle zu ver-
stehen, werden sie zundchst mit Licht-
aktivierbaren Schutzgruppen gezielt
blockiert. Spaltet Licht die Schutz-
gruppe ab, werden die Proteine aktiv.

Eingebettet in Hydrogele lassen sich
zelluldre Vorgénge in 3-D rdumlich und
zeitlich hochaufgeldst verfolgen.

Ziel ist es, komplexere Vorgénge in
Zellen oder kleinen Organismen zu
studieren.

Lichtin der Zelle
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Lichtin der Zelle

1 Im »Off«-Zustand ist

die Verbindung PA-trisNTA

an eine photoaktivierbare
Kette gebunden und

damit chemisch inaktiv.
Durch Belichtung wird die
Kette abgespalten (»On«-
Zustand). Das freigesetzte
trisNTA kann sich dann an
Proteine, die mit einer kurzen
Aminoséure-Kette aus
Histidinen (»His-Tag«) markiert
sind, hochst selektiv, sehr
schnell und mit hoher Affinitét
binden. Unten ist die
chemische Struktur des
PA-trisNTAs gezeigt.
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Prinzipien der Photoaktivierung zur Kontrolle zellulérer Prozesse
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selektiv, sehr schnell und mit hoher Affinitat
(Abb. 1). »Mit diesem System haben wir das
kleinstmogliche Schliissel-Schloss-System, das
es derzeit gibt«, so Wieneke.

Um diesen Effekt in drei Dimensionen
untersuchen zu konnen, fixierten die Forscher
das PA-trisNTA in einem durchsichtigen Hyd-
rogel — »das ist ein dhnliches Material, das in
Einweg-Windeln Wasser bindet und fiir die
Saugkraft sorgt«, so Tampé. Mithilfe moderner
Mikroskope konnen die Wissenschaftler nun
zeitlich und raumlich genau verfolgen, wie sich
in den belichteten Bereichen die His-markier-
ten Proteine zusammenlagern. Punkt fiir Punkt
und Zeile fiir Zeile werden die geschriebenen
Proteinstrukturen mithilfe eines hochauflosen-
den konfokalen Rasterlasermikroskops »abge-
lesen«.

Komplexer wird das Ganze noch, wenn
lichtempfindliche Substanzen verwendet wer-
den, die auf unterschiedliche Wellenldngen
reagieren. So konnen verschiedene Protein-
reaktionen ausgelost und als mehrfarbiges
Muster sowohl raumlich als auch zeitlich sicht-
bar gemacht werden.
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Der »Fernbedienung« von Zellreaktionen
kommen die Wissenschaftler also schon ndher.
Mit diesem Prinzip wird es in Zukunft moglich,
einzelne in Hydrogele eingebettete Zellen, aber
auch transparente Organismen wie Faden-
wiirmer zu untersuchen. »Wir kennen heute die
einzelnen Komponenten der Zellen, aber nicht,
wie sie in Raum und Zeit miteinander reagieren
und an ihr Ziel kommen«, erganzt Tampé. » Mit
diesem lichtgesteuerten System konnen wir
einzelne Proteine in Raum und Zeit verfolgen,
manipulieren, kontrollieren, steuern ...«



Blitzschnelle Aktivierung in winzigen Volumina
Mithilfe eines weiteren Tricks gelang es den For-
schern, die dreidimensionale Auflosung weiter
zu verbessern. Hierzu verwendeten sie wieder
das oben erwdhnte Glutathion, das mit einer
Schutzgruppe versehen wurde, die das Molekiil
blockiert, aber durch Licht abgespalten werden
kann [siehe Anja Storiko: »Steuerung mit Licht
aus dem Chemiebaukasten«, Seite 35]. Dies wird
mit einem Zwei-Photonen-Laser duf3erst minu-
zios aktiviert: Statt iiblicherweise nur ein Photon
regen hier gleichzeitig zwei Photonen das Mole-
kiil an. Dadurch erhéhen sich die Prazision und
vor allem die rdumliche Auflosung betrdchtlich.
Diese Photoaktivierung ist dreimal schneller als
mit nur einem Photon. Aullerdem geschieht dies
in winzigen Volumina: In einem Femtoliter —
einem billiardstel Liter! —ist es noch moglich, den
Laserstrahl so genau auszurichten, dass er auf
einem Punkt konzentriert ist und Streulicht ver-
mieden werden kann. Zudem kann der Laser-
strahl vergleichsweise tief in Gewebe eindringen,
so dass es auch moglich sein sollte, tierische und
menschliche Organe zu untersuchen. Darauf
weisen erfolgreiche Ergebnisse in Hydrogelen hin,
die prazise dreidimensionale Abbilder lieferten.

Signalweiterleitung auf molekularer

Ebene verstehen

In aktuellen Arbeiten versuchen die Wissen-
schaftler, diese methodischen Ansdtze fiir
gezielte Forschungsanwendungen einzusetzen.
So verfolgen sie derzeit die Zusammenlagerung
von Proteinen, die immer als Paar aktiv sind
und wirken. Diese »Dimere« aus zwei gleichen
oder auch verschiedenen Untereinheiten miis-
sen sich in der Zelle finden und paaren. Diesen
Vorgang verfolgt die Arbeitsgruppe, indem sie
die Untereinheiten durch die lichtaktivierbaren
Werkzeuge in rdumliche Nahe bringt. So lasst
sich beispielsweise beobachten, wie sich ein

solches Dimer in der Zellmembran findet, in der
es anschlielSend als Rezeptor wirksam ist.

Ein weiteres Projekt beschaftigt sich mit dem
Rezeptor fiir den Epidermalen Wachstums-
faktor, der in Tumoren gehauft auftritt. Mit
Licht wollen die Forscher den Rezeptor gezielt
anregen und kontrollieren. »Wenn man solche
Protein-Protein-Wechselwirkungen auslésen und
verfolgen kann, ist das ein erster Schritt, um die
»Mechanik¢« der Signalweiterleitung zu ver-
stehen«, so Tampé. »Es wire faszinierend, die
Rezeptordynamik zu verstehen, also wie viele
Rezeptoren benotigt werden, um Signale wei-
terzugeben, damit eine zelluldre Antwort ausge-
16st wird«, erganzt Wieneke. Den wesentlichen
Fortschritt ihrer Forschung sehen beide darin,
dass nun zellulare Signale in Raum und Zeit
exakt kontrolliert und beobachtbar werden.
Verschiedene Wellenlangen des Lichts erlauben
dabei eine parallele, unabhdngige Steuerung
unterschiedlicher Ereignisse.

Der ndchste Schritt ist nun, einzelne Zellen
oder gar kleine Organismen in Hydrogele ein-
zubetten und im lebenden Organismus zu ver-
folgen, wo sich Proteine zusammenlagern und
in Wechselwirkung treten. »Passiert das an
einem bestimmten Zellende? Wie viele Signal-
proteine sind notig, um eine Antwort auszu-
16sen? Wie grof$ sind die Proteinkomplexe bei
der Signalweiterleitung?«, fallen Tampé gleich
etliche Fragestellungen ein. Dank erfolgreicher
interdisziplindrer =~ Zusammenarbeit, hoch-
aufgeloster moderner Mikroskopiemethoden,
des Einfallsreichtums der Mitarbeiter und
der faszinierenden
Eigenschaften von
Licht werden diese
spannenden Denk-
modelle sicher in
den néachsten Jah-
ren Realitit. ®
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(weitere Informationen auf Seite 36)
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