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Aktivitatsbasierte Sondenmolekiile zur Untersuchung der Aktivit:it
Flavin-abhangiger Oxidasen und zum Zielprotein-Profiling von
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und Rolf Breinbauer*

Professor Herbert Waldmann zum 55. Geburtstag gewidmet

Aktivititsbasiertes Protein-Profiling (ABPP) hat sich als
nitzliche chemische Proteommethode etabliert, mit der es
moglich ist, komplexe Ligand-Protein-Wechselwirkungen in
ihrer nativen Umgebung zu untersuchen.!"! Die Verwendung
von kleinen aktivitdtsbasierten Sondenmolekiilen zur Unter-
suchung der Enzymaktivitédt innerhalb zelluldrer Systeme hat
zur Identifizierung und funktionellen Charakterisierung von
Proteinen gefiihrt, die bei Krebs,? Signaltransduktion,” mi-
krobieller Pathogenese und Virulenz,*! Virus-Gast-Inter-
aktionen® und anderen biologischen Prozessen eine Rolle
spielen. Bisherige ABPP-Studien haben aber fast aus-
schlieBlich auf Enzymklassen mit wohletablierten katalyti-
schen Mechanismen abgezielt, deren nukleophile Reste im
aktiven Zentrum mit der aktivitédtsbasierten Sonde kovalente
Bindungen eingehen konnen (z.B. Serinhydrolasen,’® Cys-
tein-"! oder Threoninproteasen® usw.). Daraus ergibt sich fiir
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das ABPP die wichtige Herausforderung, neuartige Sonden-
molekiile zur Verfiigung zu stellen, mit denen Enzymklassen
mit komplexeren katalytischen Aktivitdten, wie z.B. Kina-
sen,®? Transferasen!'” und Oxidoreduktasen,'! zugiinglich
gemacht werden und damit ein breiterer Proteombereich
abgedeckt werden kann. Wir présentieren erstmals eine
neuartige Klasse von aktivitidtsbasierten Sondenmolekiilen
fiir eine wichtige Gruppe von Oxidoreduktasen, ndmlich
Flavin-abhéngige Oxidasen.

Flavin-abhéngige Enzyme katalysieren eine ganze Reihe
von Reaktionen, wie Oxidationen, Monooxygenierungen,
Dehydrierungen, Reduktionen und Halogenierungen, was sie
unentbehrlich fiir viele zellulire Prozesse macht.'? Flavin-
abhéngige Oxidasen reprisentieren eine komplexe Unter-
gruppe, die mit molekularem Sauerstoff als Elektronen-
akzeptor ein breites Spektrum an Molekiilen oxidiert."
Aufgrund ihrer intrinsischen strukturellen Diversitit, der
Vielfalt an akzeptierten Substraten und dem Fehlen von
konservierten Resten im aktiven Zentrum entziehen sie sich
der funktionellen Annotierung durch etablierte genomische,
strukturelle oder Proteomanalysen."¥ ABPP hingegen
konnte eine einfache und niitzliche Alternative fiir das glo-
bale Profiling dieser Enzyme darstellen. Wir hielten es fiir
moglich, selektive aktivitidtsbasierte Sondenmmolekiile her-
zustellen, die auf dem Prinzip der Bindung von oxidativ ak-
tivierten Sonden zum Flavin-Cofaktor beruhen, dem einzigen
intrinsischen Element das allen Flavin-abhingigen Oxidasen
gemein ist.["”)

Wir prisentieren die Entwicklung und biologische Vali-
dierung dieser neuartigen chemischen Proteomik-Strategie
fiir Flavin-abhingige Oxidasen, bei dem wir einen markie-
rungsfreien Ansatz fiir die In-situ-Enzymmarkierung in le-
benden Zellen verfolgen. Durch anschlieBende Zelllyse ge-
folgt von Klick-Chemiel'! werden Fluoreszenzmarker einge-
fiihrt, mit denen die Enzymaktivititen mittels Gelelektro-
phorese und Fluoreszenz-Scanning bestimmt werden konnen.
Die Identitit der markierten Enzyme wird mithilfe einer LC-
MS-basierten Analyseplattform bestimmt (Abbildung 1 A).

Wir iiberpriiften unser ABPP-Design an Monoamino-
oxidase als reprdsentatives Beispiel von Flavin-abhédngigen
Oxidasen, um den neuen Markierungsmechanismus an einem
wohlbekannten Target zu validieren. Monoaminooxidasen!'”
(MAO, EC 1.4.3.4) sind FAD-haltige Enzyme, lokalisiert in
der duBeren mitochondrialen Membran, die die oxidative
Deaminierung einiger wichtiger Neurotransmitter im zen-
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Abbildung 1. A) Identifizierung der Zielproteine mithilfe von ABPP. B) Markierung der aktivi-
tatsbasierten Sonden zur Bestimmung von Monoaminooxidasen (FAD-abhingige Oxidasen).
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versible Enzyminhibierung durch die
Bildung eines kovalenten Addukts ver-
antwortlich ist, wie durch Kristallstruk-
turen von MAO mit acetylenischen Inhi-
bitoren wie Deprenyl, Clorgylin oder
Rasagilin eindeutig  nachgewiesen
werden konnte.?*%! Im ersten Schritt des
Inhibierungsmechanismus wird durch
den FAD-Cofaktor das Amin katalytisch
zu einem Iminium-Ion oxidiert, wodurch
sich ein reaktiver Michael-Akzeptor
bildet, der vom N(5)-Atom des Isoall-
oxazin-Rings nukleophil angegriffen wird
und dabei das kovalente Addukt bildet.
Wir rechneten damit, dass unsere von
diesen Inhibitoren abgeleiteten aktivi-
tatsbasierten Sonden nach dem gleichen
Markierungsmechanismus wirken sollten
(Abbildung 1B).

Die Synthese der ABPP-Sonden
begann mit der Einfithrung der Prop-

tralen Nervensystem (CNS) wie Serotonin, Norepinephrin,
Dopamin und xenobiotischer Amine katalysiert. In Men-
schen kommen zwei Isoformen der Monoaminooxidasen vor,
niamlich MAO A und MAO B, die auf zwei verschiedenen
Genen"”! des X-Chromosoms codiert sind und unterschied-
liche Substratselektivititen und Inhibitorsensitivititen auf-
weisen,'®l obwohl sie ein hohes Ausmaf an Sequenzidentitit
(70%) zeigen.') Die Aufklirung der Kristallstrukturen fiir
beide Isoenzyme MAO A" und MAO B2 ermoglichte ein
detailliertes Bild der strukturellen Besonderheiten in den
aktiven Zentren, die die unterschiedliche Substrat- und
Inhibitorspezifititen erkliren.”*?? Dariiber hinaus bestitig-
ten sie die kovalente Verkniipfung®! des Isoalloxazin-Rings
des FAD-Cofaktor iiber eine 8a-(S-Cysteinyl)-Verkniipfung
zu einem Cys-Rest.”! Aufgrund ihrer Beteiligung im Kata-
bolismus und der Regulation von Neurotransmittern spielen
Monaminooxidasen eine essentielle Rolle in der Entwicklung
und normalen Funktion des Gehirns. Mutationen des MAO-
A-Gens werden mit aggressivem Verhalten in Verbindung
gebracht,”! wihrend altersbedingte Erhohung der Expres-
sion von MAO A im Herz® und MAO B in neuronalem
Gewebe™ mit der Entwicklung von kardiovaskuliren! und
neurodegenerativen Erkrankungen™ assoziiert werden.
Folglich werden MAO-Inhibitoren in der klinischen Praxis
zur Behandlung von Depression, Parkinson’s Krankheit,
Angstzustinden und anderen mentalen Krankheiten einge-
setzt.*!

Wir planten und synthetisierten einen kleinen Satz an
neuartigen Aktivitdtssonden (Abbildung 2 A) auf der Basis
der bekannten irreversiblen MAO-Inhibitoren Pargylin und
Deprenyl (Abbildung 2B). Diese Inhibitoren wurden fiir die
funktionelle und biochemische Charakterisierung von Mo-
noaminooxidasen verwendet und sind niitzliche Medika-
mente in klinischer Anwendung.®*? Beide Inhibitoren
weisen eine N-Propargylamin-Einheit auf, die fiir die irre-
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Abbildung 2. Design und Synthese von ABP-Sonden fiir Monoamino-
oxidasen (MAO). A) Strukturen des durch irreversible MAO-Inhibitoren
inspirierten Satzes an Sonden. B) Strukturen der irreversiblen MAO-
Inhibitoren: Pargylin (unspezifisch), Deprenyl (spezifisch fiir MAO B).
C) Syntheseroute fiir Sonde P1.
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nierung. Mitsunobu-Reaktion mit 4-Pentin-1-ol ermoglichte
die Ankniipfung eines Alkin-terminierten Alkyl-Linkers
under milden Bedingungen, womit die gewiinschten Son-
denmolekiile erhalten wurden (Abbildung 2 C). Strukturelle
Diversitdt wurde durch Variation des Substitutionsmusters
der Aminogruppe und die unterschiedlichen Léingen und
Strukturen des Kohlenstoffgeriistes zwischen reaktiver
Gruppe und Arylring erzielt.
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Durch Bestimmung der ICs-Werte der synthetisierten
Verbindungen in einem gekoppelten Amplex-Red-Peroxi-
dase-Assay und Vergleich mit den zugrundeliegenden Inhi-
bitoren (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen)
konnten wir feststellen, inwieweit die Modifikation von
Pargylin und Deprenyl durch den Alkin-Linker ihre MAO-
Inhibierungseigenschaften verdndern wiirde. Erfreulicher-
weise fithrten die in den Sonden vollzogenen Stukturénde-
rungen zu keinen wesentlichen Verdnderungen der Inhibi-
tionseigenschaften. Sonde P3, eine racemische Version von
Deprenyl mit einem Alkin, zeigte eine verringerte Inhibie-
rung von MAO B, wihrend die auf Pargylin basierende Sonde
P1 sogar eine Verbesserung des I1Cs,-Wertes im Vergleich zur
Stammstruktur zeigte.

Nachdem wir gezeigt hatten, dass unser Sondendesign die
Voraussetzung zur Inhibition erfiillt, untersuchten wir ihre
Verwendung in vitro unter Verwendung von humaner Mo-
noaminoxidase, die in Pichia pastoris exprimiert worden war.
Rekombinante humane MAO-Préiparationen wurden mit den
entsprechenden Sonden fiir 1 h bei Raumtemperatur inku-
biert, und nachfolgend unter Cu'-katalysierter Alkin-Azid-
Cycloaddition (Klick-Chemie, CC)"! mit einem TAMRA-
Azid markiert (Abbildung S2A). In-Gel-Fluoreszenzscan-
ning wurde zum Nachweis der Markierungsergebnisse ein-
gesetzt (Abbildung 3).

A) h MAO A h MAOB
kDa kDa z
155 155+
98 - 98 -
634 - - 63— -— - — -
40 40+
32+ 324 j
204 204
.'.- -
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 8 7
DMSOP1 P2 P3 P4 P5 P6 DMSOP1 P2 P3 P4 P5 PE
10 pM 10 uM

In diesen orientierenden Versuchen konnten wir zeigen,
dass beide MAO-Isoformen als das Hauptziel von den drei
Sonden P1, P3 und P5 (Abbildung 3 A und B) mit leicht un-
terschiedlicher Isoformpriferenz (Abbildung 3F) bei niedri-
gen Konzentrationen bis zu 100 nm (Abbildung 3D) markiert
werden. Interessanterweise besitzen alle im Screening als
aktiv identifizierten Sonden (P1, P3, P5) eine tertidre Amin-
Einheit mit Methylsubstituenten, was auf die Wichtigkeit
dieses Fragments zur effizienten Markierung hindeutet. Die
strukturellen Analoga ohne Methylsubstituent an der Ami-
nogruppe (P2, P4, P6) zeigten nur schwache Signale, die
suggerieren, dass eine sekunddre Aminogruppe die Wech-
selwirkung zwischen Sonde und Protein mindert oder ein
ungiinstiges Redoxverhalten bedingt. Das Markierungs-
ereignis bleibt vollstindig aus, wenn das Protein vor dem
Inkubieren mit der Sonde durch Hitze denaturiert worden ist
(Abbildung 3C), womit belegt wird, dass eine spezifische
Markierung nur mit aktivem Enzym vollzogen wird. In
Konkurrenzexperimenten konnten wir zeigen, dass unsere
ABPP-Sonden mit MAO-spezifischen Inhibitoren um die-
selbe Bindungsstelle (Flavin-Cofaktor) im aktiven Zentrum
konkurrieren, da Pargylin die Enzymmarkierung durch
Sonde P1 vollstindig unterdriickt (Abbildung 3E). Zusam-
menfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das entwickelte
ABPP-System ein effektives Werkzeug fiir das Profilieren der
Enzymaktivitidt von beiden MAO-Isoformen
in vitro darstellt. Dies motivierte uns, die
Aktivitdt und Selektivitét der besten Sonden
P1 und P3 fiir die Untersuchung von Akti-
vitdtsprofilen der Monoaminooxidasen in
komplexeren biologischen Proben zu iiber-
priifen. Dariiber hinaus waren wir neugierig,
ob diese Sonden in der Lage wiren, auch
andere Flavin-abhingige Enzyme zu adres-
sieren.

Zunichst untersuchten wir die allgemei-
nen Markierungseigenschaften der Sonden
P1 und P3 mit verschiedenen Organhomo-
genaten von Miusen (Herz, Lunge, Gehirn).
Interessanterweise waren die einzigen spe-
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Abbildung 3. SDS-PAGE-Fluoreszenzanalyse der Markierung von Monoaminooxidase A und
B in vitro. A) Screening der Alkinsonden P1-6 mit MAO A und MAO B. B) Vergleich von
Fluoreszenzscanning (FS) und Coomassie-Brillantblau(CBB)-Farbung der Markierung von
MAO B durch Sonde P3. C) Markierung von MAO A und MAO B nach Hitzedenaturierung
(6 min bei 96°C) (rechts) und ohne Hitzedenaturierung (links) des Enzyms. D) Konzentra-
tionsabhingige Markierung von MAO A und MAO B durch Sonde P1. E) Kompetitive Mar-
kierung von MAO A und MAO B mit Pargylin und Sonde P1. F) Markierung einer Mi-

schung von beiden MAO-Isoformen mit Sonde P1, P3 und P5.
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60 kDa, wihrend Sonde P3, abgeleitet vom
MAO-B-spezifischen Inhibitor Deprenyl,
nur ein Protein markierte, das mit der unte-
ren Bande der Markierung durch P1 iden-
tisch war. Die Markierung erfolgte dosis-
abhingig und war auch noch bei Konzen-
trationen von 100nM sichtbar (Abbil-
dung S3B). Bedeutsamerweise entsprachen
einerseits die Mobilitdit der markierten
Banden denen von MAO A (obere Bande)
und MAOB (untere Bande) (Abbil-
dung S3C), andererseits unterblieb die
Markierung, wenn das Lysat zuerst mit

[uM] P1
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einem Uberschuss an MAO-Inhibitoren inkubiert worden
war (Abbildung S3D).

Vor dem Hintergrund, dass Pargylin und Deprenyl in der
Untersuchung und Behandlung von CNS-Krankheiten (z.B.
Deprenyl in der Parkinson-Therapie)® eingesetzt werden,
betrachteten wir eine humane Gehirn-Krebszelllinie (RAEW
genannt), die aus einem an einem Glioblastom-Multiform-
(GBM)-Tumor erkrankten Patienten isoliert worden war, als
ein geeignetes Testsystem fiir die Targetvalidierung.®¥ Wir
bestimmten die Cytotoxizitidt der Sonden P1 und P3 in eu-
karyotischen Zelllinien (GBM-Modell, DBTRG-05MG) und
stellten fest, dass die Zellen im fiir unsere ABPP-Experi-
mente benotigten Konzentrationsbereich weiterhin vital
waren (Abbildung S4).

In-situ-Markierung von GBM-Zellen ergab, dass beide
Sonden P1 und P3 zwei Banden im Bereich von 63 kDa als
Hauptproteintargets markierten, wobei sich Sonde P3 als viel
effektiver erwies (Abbildung 4 A). Eine Konzentration der
Sonde P3 von 50 um war ausreichend, um Sittigung in der
Bindung zu erreichen, wihrend noch hohere Konzentratio-
nen die Markierung der viel schwicheren unteren Bande
nicht weiter verstiarkten. Wichtig zu erwihnen ist, dass be-
kannte MAO-Inhibitoren die Markierung durch die Sonde P3
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Abbildung 4. A) In-situ-ABPP-Markierung von humanen Gehirn-Krebszelllinien
(unlssliche Fraktion, fir das gesamte Proteom siehe Abbildung S5) mit Sonden
P1 (Spuren 5 und 6) und P3 (Spuren 2-4). Kompetitive Markierung mit MAO-
Inhibitoren Deprenyl (Dep) und Pargylin (Par) und Sonde P3 (Spuren 7 und 8).
B) Vergleich von Fluoreszenzscanning und CBB-Firbung der Markierung durch
Sonde P3. C) Identifizierung der unteren Bande durch Western-Blotting (WB)

mit spezifischen Anti-MAO-B-Antikérpern.
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verhinderten, was darauf hinwies, dass es sich bei diesen
beiden Proteinen um MAO A (60.5 kDa)*! und MAO B
(59.4 kDa)™ handeln konnte. Um eine eindeutige Zuord-
nung der markierten Proteine treffen zu konnen, fithrten wir
eine quantitative Proteomanalyse mit einem trifunktionellen
Reporter-Linker (Biotin-TAMRA-Azid, Abbildung S2B)
durch, der an Sonde P3 unter CC-Bedingungen angekniipft
wurde, um Visualisierung, Anreicherung und nachfolgende
Identifikation mittels Massenspektrometrie zu ermogli-
chen.™! Analyse der Peptidfragmente mithilfe des SE-
QUEST-Algorithmus identifizierte MAO A mit etwa 40 %
Proteinabdeckung (obere Bande der Fluoreszenz-SDS-
PAGE). Leider erwies sich die Anreicherung der unteren
Proteinbande auf Avidin-Beads als nicht ausreichend. Dieses
Protein konnte jedoch eindeutig als MAO B durch Western-
Blotting mittels spezifischen Anti-MAO-B-Antikorpern
identifiziert werden (Abbildung 4 C).

Diese Markierungsexperimente mit lebenden Gehirnzel-
len zeigen, dass die kovalent bindenden Inhibitoren Pargylin
und Deprenyl sehr selektiv mit MAO A und B, aber nicht mit
anderen Zielproteinen reagieren. Diese auBerordentliche
Selektivitét ist durch den einzigartigen ,,Selbstmord“-Inhi-
bierungsmechanismus bedingt, der fiir diese Enzymfamilie
maBgeschneidert wurde. Dieser Befund steht im Ge-
gensatz zu anderen ABPP-Studien, die eine Reihe von
Off-Targets fiir klinisch verwendete, kovalent wir-
kende Medikamente identifiziert haben.”

Die vom MAO-B-spezifischen Inhibitor Deprenyl
abgeleitete Sonde P3 zeigte in der In-vitro- und In-
situ-Markierung unterschiedliche Isozympréferenz. In
Experimenten mit rekombinanten Proteinen mar-
kierte diese Sonde beide MAO-Isoformen, in Uber-
einstimmung mit Studien, die auf einen Verlust der
MAO-B-Sperzifitit bei hoheren Konzentrationen hin-
weisen.”” P3 zeigte jedoch eine hohere Bindungsaffi-
nitit zu MAO B (Abbildung 3F), was sich auch im
Mausgehirnextrakt zeigte, bei dem nur die untere
Bande, sehr wahrscheinlich MAO B, markiert wurde
(Abbildung S3 A). Interessanterweise band dieselbe
Sonde in menschlichen Gehrinzellen bevorzugt an
MAO A. Dieses bemerkenswerte Ergebnis kann
durch die Tatsache erklart werden, dass die Aktivitit
von MAO A in intakten Zellen viel hoher als fiir das
gereinigte Enzym ist, das bekanntermaflen bei
Raumtemperatur instabil ist und seine Aktivitét
schnell verliert.?® Weiters konnte man vermuten, dass
die Topologie der duf3eren mitochondrialen Membran
(MOM) die Zugénglichkeit der Sonde zum Enzym
beeinflussen konnte. Jiingste Studien zeigten,® dass
MAO A in intakten Rattenlebermitochondrien und
intakten humanen Plazentazellen an der cytosolischen
Seite lokalisiert ist,I*” wihrend sich MAO B im Inter-
membranraum befindet,*! was fiir die Sonde MOM-
Permeabilitit notwendig machen wiirde.!! Anderer-
seits korreliert die schwache Markierung von MAO B
sehr gut mit der in einigen kultivierten Gehirnzellen
gefundenen niedrigeren Aktivitit von MAO B,*
obwohl beide MAO-Isoformen im menschlichen
Gehirn in dhnlichem AusmaB exprimiert werden.*!
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Zusammengenommen unterstreichen diese Resultate die
Bedeutung von In-situ-Studien zur Enzymaktivitit, die of-
fensichtlich nicht einfach von der beobachteten Enzymhéu-
figkeit abhingt, sondern durch viele dynamische Prozesse
reguliert wird, die nur in intakten lebenden Zellen stattfin-
den.

Zusammenfassend haben wir die ersten aktivitidtsbasier-
ten Sonden prisentiert, die auf Flavin-abhingige Oxidasen
abzielen. Wir konnten ihre Niitzlichkeit in ABPP-Studien mit
Gewebeproben und lebenden Zellen vor allem in der Be-
schreibung der Aktivitdit von Monoaminooxidasen zeigen.
Der auBlergewohnliche Markierungsmechanismus sorgt fiir
eine exzellente Selektivitit dieser Sondenmolekiile, die es uns
erlaubte, die Off-Target- Wechselwirkungen des klinisch ge-
nutzten Medikaments Deprenyl zu untersuchen, fiir das wir
zeigen konnten, dass es ausschlieBlich mit MAO A und B
reagiert. Wir sind tiberzeugt, dass durch sorgfiltige Opti-
mierung der Kernstruktur unser Sonden die Anwendungs-
breite unseres chemoproteomischen Ansatzes erweitert
werden kann, die zum einen zu einer noch hoheren Spezifitit
bzw. andererseits zu einem breiteren Spektrum an erreich-
baren Flavinoxidasen fithren wird. In unseren Labors werden
gegenwirtig Anstrengungen in dieser Richtung unternom-
men.
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