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Enzymatische, sequenzspezifische Alkinfunktionalisierung von
Proteinmethyltransferasesubstraten fiir die Markierung mittels

Klickchemie**

Wibke Peters, Sophie Willnow, Mike Duisken, Henning Kleine, Thomas Macherey,
Kelly E. Duncan, David W. Litchfield, Bernhard Liischer und Elmar Weinhold*

Posttranslationale Modifikationen von Proteinen spielen bei
fast allen regulatorischen Prozessen der Zelle eine Schliis-
selrolle. Viele verschiedene Modifikationen, unter anderem
auch die Methylierung, wurden fiir Histone, die Proteinbe-
standteile der Nucleosomen, beschrieben. Dabei werden
insbesondere die N-Termini der Histone modifiziert, wodurch
die Wechselwirkung mit Proteinen, die die Chromatinstruk-
tur und die Gentranskription regulieren, kontrolliert wird.['™
Neueste Studien zeigen, dass die Methylierung der Seiten-
ketten von Lysin- und Argininresten der Histone mit spezi-
fischen funktionellen Zustdnden der Promotoren korreliert.
Wihrend die Methylierung von Lysin 9 in Histon H3 (H3K9)
mit der Repression der Gentranskription assoziiert ist,["?
markiert die Trimethylierung von Lysin 4 in Histon H3
(H3K4) Promotoren transkribierter Gene.’! Die Methylie-
rung von H3K4 ist mit anderen Histonmodifikationen ge-
koppelt und korreliert negativ mit der Dimethylierung von
Arginin 2 in Histon H3 (H3R2), einer Modifikation, die bei
reprimierten Promotoren zu finden ist.[”)
Proteinmethyltransferasen (MTasen) iibertragen die ak-
tivierte Methylgrupppe des Cofaktors S-Adenosyl-L-methio-
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nin (AdoMet oder SAM) hauptséchlich auf Lysin- und Ar-
gininreste ihrer Substrate. Die Enzyme sind oft sequenzspe-
zifisch, wie z.B. der ,mixed-lineage leukaemia (MLL)*-
Histon-MTase-Komplex, der H3K4 trimethyliert.”) Die Me-
thylierung von Lysinresten ist eine dynamische und reversible
Modifikation, die MTasen und Demethylasen einbezieht."
Die meisten bekannten Substrate von Protein-MTasen sind
Histone und einige andere Proteine, die mit der Gentran-
skription verbunden sind.'"! Zurzeit fehlen umfassende
Analysen von MTase-Substraten, da die Methylgruppe ein
sehr schlechter Reporter ist und Antikorper methylierte
Aminoséduren typischerweise nur im Kontext der zugrunde
liegenden Peptidsequenz erkennen. Daher wurde hier eine
alternative Methode entwickelt, um MTase-Substrate zu
identifizieren.

Vor kurzem berichteten wir iiber synthetische, doppelt
aktivierte AdoMet-Analoga, bei denen die Methylgruppe
durch allylische und propargylische Gruppen ersetzt ist.':1
Derartige Analoga konnen fiir die sequenzspezifische DNA-
Modifizierung durch DNA-MTasen eingesetzt werden und
fungieren als Cofaktoren fiir MTasen, die die Methylgruppe
auf kleine Molekiile iibertragen.!” Gegeniiber Aziridinium-
basierten AdoMet-Analoga¥ haben die doppelt aktivierten
Cofaktoren den Vorteil, dass wihrend der MTase-Reaktion
keine starken Produktinhibitoren gebildet werden. Eine
Verlangerung der Propargylgruppe mit einer Aminofunktion
ermoglichte in einem zweiten Schritt das Kuppeln von N-
Hydroxysuccinimid(NHS)-aktivierten Reportergruppen an
die modifizierte DNA.I!

Da die Einfiilhrung von Aminogruppen fiir die Analyse
von Proteinen ungeeignet ist, haben wir den neuen Cofaktor
AdoEnIn (1) (Schema 1) entworfen, bei dem die Methyl-
gruppe durch einen Pent-2-en-4-inyl-Rest ersetzt ist. Die
Doppelbindung in p-Position zum Sulfoniumzentrum wirkt
ungiinstigen sterischen Effekten im Sy2-dhnlichen Uber-
gangszustand durch konjugative Stabilisierung entgegen,'"

HoN,, _COyH NH HyN,, _CO,H NH,
2
N N
J Sy o £ T
s N>\ NS NN
o a :o:
HO OH 2 HO OH 1

Schema 1. Synthese von AdoEnlin (1). Bedingungen: a) (E)-Pent-2-en-
4-inyl-methansulfonat, HCO,H, CH,;CO,H, RT, 14 h, 50%.
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und das terminale Alkin dient als bioorthogonale funktionelle
Gruppe fiir weitere chemische Proteinmodifikationen. Dieser
Entwurf war notwendig, da ein entsprechendes AdoMet-
Analogon mit einem Prop-2-inyl-Rest insbesondere unter
basischen Bedingungen instabil war. AdoEnIn (1) wurde in
einer einstufigen Synthese aus S-Adenosyl-L-homocystein
(AdoHcy, 2) und dem entsprechenden aktivierten Alkohol
hergestellt (experimentelle Einzelheiten finden sich in den
Hintergrundinformationen). Bei dieser nucleophilen Substi-
tution sind keine Schutzgruppen notwendig, da unter den
sauren Bedingungen alle nucleophilen Positionen bis auf das
Schwefelatom protoniert und somit voriibergehend geschiitzt
vorliegen.

Um zu iberpriifen, ob der neue Cofaktor AdoEnIn (1)
durch Protein-MTasen umgesetzt werden kann, wurde das
Enzym Dim-5 aus Neurospora crassa ausgewéhlt, das mit

a)

Angewandte

seiner SET-Domiine spezifisch H3K9 trimethyliert."® Als
Substrat diente Peptid 3, das den ersten 15 Aminoséduren des
Histons H3 entspricht und tiber ein N-terminal gekuppeltes
Fluorescein zum Nachweis des Peptids verfiigt (Abbil-
dung 1a). Das modifizierte Peptid 4 mit dem unpolaren Pent-
2-en-4-inyl-Rest zeigte eine erhohte Retentionszeit in der
Umkehrphasen-HPLC (Abbildung 1b). Die Produktanalyse
durch hochauflésende LC-ESI-TOF- und MALDI-TOF/
TOF-Massenspektrometrie bestitigte, dass das Peptid 4 mit
genau einem Pent-2-en-4-inyl-Rest (Abbildung S4 in den
Hintergrundinformationen) sequenzspezifisch an Lysin 9
modifiziert worden war (Abbildung 1c¢).

Durch die Ubertragung des Pent-2-en-4-inyl-Rests wird
ein terminales Alkin in das Substratpeptid eingefiihrt, das fiir
weitere Modifikationen durch bioorthogonale CuAAC-
Klickreaktionen (CuAAC = Cu'-katalysierte 1,3-dipolare
Azid-Alkin-Cycloaddi-
tion) genutzt werden
kann.'"! Die Reaktion
zwischen dem Alkin-
modifizierten Peptid 4

HN/\/\\

7

AdoEnin (1) und Azid-derivatisier-
FluoresceinAARTKQTAR‘N STGGKA-NH, D—5> FIuoresceln-ARTKQTAR‘N STGGKA-NH, ten Biotin 5 (Abbil-
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Abbildung 1. Enzymatische Ubertragung des Pent-2-en-4-inyl-Restes vom AdoMet-basierten Cofaktor AdoEnin (1)

Masse des unmodifizierten Peptids 3

Ubereinstimmung  mit
der erwarteten Struktur
(Abbildung S5).

auf ein Testpeptid. a) Modifikation des Histon-H3-Peptids (Aminosduren 1-15) mit einer N-terminal verkniipften
Fluoresceingruppe 3 mit dem Cofaktor-Analogon AdoEnin (1) und der Histon-MTase Dim-5 an Lysin 9. b) Analyse
der enzymatischen Reaktion durch Umkehrphasen-HPLC. Peptide wurden durch Fluoreszenzdetektion beobachtet,
und Fluoreszenzintensitaten () wurden bei A% =440 nm und A*"=510 nm gemessen. Der Umsatz der Reaktion
betrug 55%, und die vollstindigen Chromatogramme sind in Abbildung S3 gezeigt. c) MALDI-TOF/TOF-MS-Se-
quenzierungsergebnisse des modifizierten Peptids 4 (obere Massen) und des unmodifizierten Peptids 3 (untere
Massen). Klammern kennzeichnen beobachtete Fragmente, wobei diejenigen Fragmente, die Lysin 9 enthalten, eine
Massedifferenz von 64 in Ubereinstimmung mit der Pent-2-en-4-inyl-Modifikation zeigen.

Zur weiteren Eva-
luierung dieser zwei-
stufigen Markierungs-
methode wurde voll-
standiges Histon H3 als
Substrat eingesetzt.
Histon H3 wurde mit

a) HN/\/\\\ b) o
o Alkinyliertes
+ Na/\FO\%NJK/\/»,, s Peptid 4
3 M H‘;—Z‘H 400
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Abbildung 2. Markierung des alkinylierten Histon-H3-Peptids 4 mit Biotinazid 5 durch CuAAC-Klickchemie. a) Bildung des biotinylierten Peptids 6.
Bedingungen: a) CuSO,, Natriumascorbat, L-Prolin, 30°C, iiber Nacht. b) Analyse der chemischen Markierungsreaktion durch Umkehrphasen-
HPLC. Peptide wurden mittels Fluoreszenzdetektion beobachtet, und Fluoreszenzintensititen (/) wurden bei A% =440 nm und 2*" =510 nm ge-
messen. Der Umsatz der Reaktion betrug etwa 30%, und die vollstindigen Chromatogramme sind in Abbildung S3 gezeigt.
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Dim-5 und AdoEnIn (1) modifiziert und anschlieBend mit
Biotinazid 5§ markiert. Nach SDS-PAGE und Western Blot
erfolgte der Nachweis des biotinylierten Proteins mittels
Peroxidase-konjugiertem Avidin. Dabei konnte ein spezifi-
sches Signal fiir das markierte Histon H3 detektiert werden.
Die Kontrollen zeigten vernachléssigbare Signale, die wahr-
scheinlich auf eine langsame, nicht-enzymatische Ubertra-
gungsreaktion zuriickzufithren sind (Abbildung 3a). Dim-5

a) 70- Dim-5
45- S
25-
15 — - «H3
b) 70- HA-MLL
45— (2061-2713)
25-
15 = <+H3
c) 70- ASH2-MLL-
45— Komplex
25
15— - «H3
d) -
15-0 SEE 3
Enzym + + + -
Histon H3 + - + + +
AdoEnin (1) + + - +

Abbildung 3. Histon H3 wurde enzymatisch mit AdoEnIn (1) durch

a) Dim-5, b) immunoprizipitiertes HA-MLL (2061-2713), exprimiert in
HEK293T-Zellen, oder c) den humanen ASH2-MLL-Komplex von
HEK293T-Zellen, aufgereinigt durch Tandem-Affinititschromatogra-
phie, modifiziert. Die modifizierten Proteine wurden mit Azid-derivati-
siertem Biotin 5 gekuppelt und nach SDS-PAGE und Western Blot mit
Peroxidase-konjugiertem Avidin nachgewiesen. d) Nachweis von
Histon H3 mit einem spezifischen Antikérper als Kontrolle.

wurde unter diesen Bedingungen automodifiziert, was in
Anwesenheit von Histon H3 drastisch reduziert wurde und
somit darauf hindeutet, dass Histon H3 ein besseres Substrat
als Dim-5 selbst ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass AdoEnIn
(1) als Cofaktor fiir Dim-5 dienen kann und Lysin 9 sowohl in
einem Peptid als auch im vollstindigen Histon H3 sequenz-
spezifisch modifiziert wird. Schlielich kann das iibertragene
terminale Alkin in einer CuAAC-Klickreaktion markiert
werden, was eine spezifische Detektion von MTase-Substra-
ten ermoglicht.

Im Unterschied zu der fungalen, monomeren Protein-
MTase Dim-5 sind menschliche Protein-MTasen oft mit wei-
teren Untereinheiten komplexiert, die wichtig fiir die enzy-
matische Aktivitit sind. MLL-MTase-Komplexe sind von er-
heblichem Interesse, da die Regulation und/oder die Ex-
pression einiger Untereinheiten bei Krebs gestort ist. Insbe-
sondere sind hier der Tumorsuppressor Menin und das On-
koprotein ASH2 zu erwihnen, die mit der Tumorentstehung
in Verbindung gebracht worden sind.®!¥! Daher haben wir
MLL-MTasen mit AdoEnIn (1) getestet. Ein C-terminales
Fragment von MLL4 (Aminosduren 2061-2713, inklusive der
katalytischen SET-Doméne) mit N-terminaler HA-Markie-
rung wurde in HEK293T-Zellen unter der Annahme expri-
miert, dass es mit endogenen Untereinheiten komplexieren
wiirde." In der Tat war dieser Komplex mit [Methyl-*H]-
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AdoMet aktiv (Daten nicht gezeigt) und in der Lage, Ado-
EnIn (1) fiir die Modifikation von Histon H3 zu nutzen
(Abbildung 3b). Zusitzlich war ein aufgereinigter ASH2-
MLL-Komplex, der Lysin 4 in Histon H3 trimethyliert,’®
imstande, den Pent-2-en-4-inyl-Rest vom synthetischen Co-
faktor AdoEnIn (1) auf Histon H3 zu iibertragen (Abbil-
dung 3¢). Somit konnen unterschiedliche Protein-MTasen
AdoEnIn (1) als Cofaktor nutzen. Dies ermoglicht den spe-
zifischen Transfer einer chemisch modifizierbaren Alkin-
gruppe auf Substratproteine, die dann durch CuA AC-Klick-
chemie mit Azid-derivatisierten Reportergruppen unter
milden Bedingungen markiert werden kénnen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass alternative
Cofaktoren fiir Protein-MTasen entworfen und synthetisiert
werden konnen. Bemerkenswert ist, dass AdoEnIn (1) auch
durch den Sédugerkomplex ASH2-MLL, der aus mehreren
Untereinheiten besteht, genutzt werden kann. Da einige
Untereinheiten des Komplexes mit der Tumorgenese ver-
kniipft sind,®!® ist eine wichtige Frage, ob die onkogenen
Eigenschaften des ASH2-MLL-Komplexes ausschlieBlich
von seiner Fahigkeit zur Trimethylierung von H3K4 bestimmt
werden, oder ob es noch andere Substrate gibt, die kritisch fiir
die Tumorentwicklung sind. Das Fehlen effizienter Methoden
hat bis jetzt eine umfassende Analyse von ASH2-MLL-Sub-
straten verhindert. Gleiches gilt fiir andere Protein-MTasen.
Neuere Studien mit Peptidarrays deuten darauf hin, dass sich
Konsensussequenzen fiir MTase-Substrate ableiten lassen.””!
Mit solchen Sequenzen kénnen mogliche Substrate in Com-
puterstudien identifiziert werden, miissen aber dann experi-
mentell aufwéndig bestitigt werden. Mit den hier vorge-
stellten Methoden und Verbindungen konnen nun Screening-
Verfahren entwickelt werden, um neue MTase-Substrate
direkt zu identifizieren. Dariiber hinaus konnte der Ansatz in
Verbindung mit Proteinarrays umfassende Studien zur Defi-
nition des methylierten Proteoms ermoglichen.
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