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Abstract: ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) nutzen NAD+ als
Substrat und spielen aufgrund der �bertragung von mehreren
ADP-Ribose-Einheiten sowie der Bildung von Poly(ADP-
Ribose)(PAR)-Ketten unterschiedlicher L�nge an Zielprotei-
nen eine wichtige Rolle in vielen biologischen Prozessen wie
der DNA-Schadensantwort und der Zellzyklusregulierung.
Bestrebungen, die Zielproteine der PARylierung sowie deren
spezifischen ADP-Ribose-Akzeptorstellen zu identifizieren,
m�ssen die Komplexit�t der PAR �berwinden. Wir berichten
hier von neuen NAD+-Analoga, die effizient durch Wildtyp-
ARTs verarbeitet werden und infolge der Abwesenheit benç-
tigter Hydroxygruppen zum Kettenabbruch f�hren, was zu
einer Verringerung der Komplexit�t dieser Proteinmodifikati-
on f�hrt. Die Anwesenheit einer Alkingruppe in den hier
vorgestellten NAD+-Analoga ermçglicht die anschließende
Markierung mit Farbstoffen oder Affinit�tsmarkern mittels
Click-Chemie. Diese Studie bietet Einsicht in das ART-Sub-
stratspektrum und kçnnte den Weg f�r weitere Entwicklungen
chemischer Werkzeuge zur Erforschung des PAR-Metabolis-
mus bereiten.

Aufgrund seiner unterschiedlichen Funktionen ist Nicotin-
amidadenindinukleotid (NAD+) bekannt daf�r, an einer
Vielzahl zellul�rer Prozesse wie Redoxmetabolismus, Si-
gnalwegen und posttranslationalen Modifikationen beteiligt
zu sein. 1963 berichteten Chambon et al. erstmals von einem
aus NAD+ hervorgehenden Nukleins�ure-�hnlichen Polymer,
und zwar Poly(ADP-Ribose)[1] (PAR) (Abbildung 1A).
ADP-Ribosylierung ist eine reversible, posttranslationale
Proteinmodifikation, katalysiert durch die Enzymfamilie der
ADP-Ribosyltransferasen (ARTs),[2] mit ARTD1 (ADP-
Ribosyltransferase Diphtherietoxin-�hnlich 1, fr�her bekannt
als PARP-1) als bestbeschriebenem Mitglied. ARTs spielen
eine wichtige Rolle in einer Vielzahl biologischer Prozesse,
darunter DNA-Reparatur, Aufrechterhaltung der genomi-
schen Stabilit�t[3–5] und transkriptionelle Regulation.[6, 7] Im
menschlichen Genom wurden 22 verschiedene Gene identi-
fiziert, die f�r eine katalytische Dom�ne der ADP-Ribosyl-

transferase kodieren.[8] ADP-Ribosylierung umfasst die
�bertragung von einem oder mehreren ADP-Riboseresten
von NAD+ auf spezifische Aminos�ureseitenketten eines
Zielproteins, was zu dessen Mono(ADP-Ribos)ylierung bzw.
Poly(ADP-Ribos)ylierung f�hrt. In diesem Zusammenhang
wurde eine kovalente �bertragung an Glutamins�ure-, As-
paragins�ure- oder Lysinreste beschrieben.[9]

Fortlaufende �bertragungsreaktionen von ADP-Ribose-
Einheiten auf Protein-Mono(ADR-Ribose)-Addukte und
anschließend auf die entstehende Kette bilden die Basis zum
Aufbau von PAR, die aus bis zu 200 ADP-Ribose-Einheiten
besteht, verkn�pft durch ein 2’-O-a-d-Ribofuranosyladeno-
sindiphosphat-R�ckgrat.[10, 11]

Bestrebungen, direkte Zielproteine der ARTs sowie
deren spezifische ADP-Ribose-Akzeptorstellen zu identifi-
zieren, m�ssen die Komplexit�t von PAR �berwinden, welche
die nachfolgenden Analysen erschweren. Die zurzeit entwi-
ckelten Herangehensweisen machen sich mutierte ARTs, die
lediglich Mono(ADP-Ribos)ylierung katalysieren, zunutze,
benutzen proteinbasierte oder chemische Strategien zur An-
reicherung oder spalten PAR-Ketten vom Substrat ab, was zu
einer Markierung f�hrt,[13] oder benutzen chemisch ver�n-
derte NAD+-Analoga.[12b,14]

Wir berichten hier von neuen NAD+-Analoga, die effizi-
ent durch Wildtyp-ARTs eingebaut werden und a) durch
Abwesenheit der bençtigten Hydroxygruppe zum PAR-Ket-
tenabbruch f�hren und b) einen Affinit�tsmarker tragen, der
Manipulationen wie Markierungen und Anreicherungen von
Proben ermçglicht (Abbildung 1B). Da bisher nur wenig[14,15]

�ber das Substratspektrum von ARTs bekannt ist, haben wir
vier NAD+-Analoga (1–4, Abbildung 1B) mit systematischer

Abbildung 1. A) Struktur von Poly(ADP-Ribose) (A) und NAD+ sowie
der hier verwendeten Analoga (B).
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Desoxygenierung der Hydroxygruppen am Adenosin sowie
einer Alkingruppe an der Nukleobase entwickelt. Diese
Modifikationen ermçglichen uns, den Einfluss der jeweiligen
OH-Gruppe auf die Aktivit�t von ARTs (d.h. ARTD1) zu
untersuchen.

Die Synthese der Analoga 1–4 wurde durchgef�hrt, indem
zuerst die Adenosingrundger�ste 5–8 synthetisiert wurden,
die ein Iodatom an Position 2 tragen (Schema 1 sowie Hin-

tergrundinformationen Schemata S1 und S2). Danach wurde
die Alkingruppe durch eine Sonogashira-Reaktion[16] einge-
f�hrt, um 9–12 zu erhalten, welche anschließend durch
Phosphorylierung[17] in die Monophosphate 13–16 �berf�hrt
wurden (Schema 1). Mittels Reaktion mit aktiviertem b-Ni-
cotinamidmonophosphat (b-NAM) konnten die Monophos-
phate in die entsprechenden NAD+-Analoga 1–4 umgewan-
delt werden (Schema 1).[18]

Die vorliegenden vier NAD+-Analoga 1–4 wurden in In-
vitro-Untersuchungen zur ADP-Ribosylierung mit ARTD1,
dem am besten untersuchten Mitglied der ART-Familie,
herangezogen. W�hrend der ADP-Ribosylierung fungiert
ARTD1 einerseits als sein eigener Akzeptor[12] in einem als
Auto(ADP-Ribos)ylierung bekannten Prozess, andererseits
modifiziert es Zielproteine durch sogenannte Trans(ADP-
Ribos)ylierung. Wir untersuchten daher das Substratspek-
trum von ARTD1 bez�glich der Akzeptanz von 1–4 in der
Auto(ADP-Ribos)ylierung (siehe Abbildung S5) und der
Trans(ADP-Ribos)ylierung (Abbildung 2). F�r die Trans-
(ADP-Ribos)ylierung wurden ARTD1 und Histon H1.2,
welches der Hauptakzeptor von ADP-Ribose[19] ist und von
ARTD1 und ARTD3 in vitro[20] modifiziert wird, mit jedem
der NAD+-Analoga in Anwesenheit eines oktameren, dop-
pelstr�ngigen Oligonukleotids, welches ARTD1 aktiviert,[21]

inkubiert. Die Verwendung von nat�rlichem NAD+ diente als
Positivkontrolle, wohingegen die Negativkontrolle in der

Abwesenheit des aktivierenden, doppelstr�ngigen Oligonu-
kleotids bestand. Nach der enzymatischen Reaktion wurde
die Click-Chemie durchgef�hrt, um den Fluoreszenzfarbstoff
Sulfo-Cy5-Azid (siehe Abbildung S1) an die alkinmodifi-
zierten ADP-Ribose-Einheiten, die vom Einbau der NAD+-
Analoga stammten, zu konjugieren. Nach Entfernung von
nichtumgesetztem Sulfo-Cy5-Azid wurde die Reaktionsmi-
schung mit SDS-PAGE analysiert, die Fluoreszenzmarkie-
rung erfasst und mit dem Coomassieblau-gef�rbten Gel ver-
glichen. Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, werden alle NAD+-
Analoga in der Trans(ADP-Ribos)ylierung von H1.2 durch
ARTD1 (Abbildung 2, Spuren 3–6) akzeptiert, wobei 1 und 2
aufgrund der Bildung von langen PAR-Ketten und vielfa-
chem Einbau von Alkinfunktionalit�ten die st�rksten Fluo-
reszenzsignale aufwiesen (Abbildung 2, Spuren 3 und 4). Im
Fall von 1 wurden sowohl ARTD1 als auch H1.2 umfangreich
poly(ADP-ribos)yliert. Unterschiede in der Zusammenset-
zung der angeh�ngten PAR verursachten verschiedene Re-
tentionseigenschaften von H1.2 und ARTD1 in der PAGE-
Analyse (Abbildung 2, Spuren 3 und 3’). Interessanterweise
beobachteten wir ein �hnliches Ergebnis bei Detektion der
PAR unter Verwendung von 1 und Click-Chemie und kon-
ventionellem Western-Blot mit Antikçrpern. F�r 2 beob-
achteten wir, dass die Abwesenheit der 3’’-OH-Gruppe in 2
die Bildung von PAR (Abbildung 2, Spur 4) beeinflusste.
Denn obwohl dieses Analogon eindeutig eingebaut wurde (zu
erkennen durch das erfolgreiche Anf�rben mittels Click-
Chemie), besteht im Muster der Automodifikation eine Ver-

Schema 1. a) 1. CuI, Trimethylsilylacetylen, [Pd(PPh3)2Cl2] , Et3N, DMF,
RT, 16 h; 2. NH3/MeOH, RT, 1.5 h, Ausbeute 45% f�r 9 in 2 Stufen,
80% f�r 10 in 2 Stufen, 81% f�r 11 in 2 Stufen, 82 % f�r 12 in 2
Stufen. b) Protonenschwamm, POCl3, Trimethylphosphat, 0 8C, 5 h,
40% f�r 13, 47% f�r 14, 44% f�r 15, 61% f�r 16. c) b-NAM, CDI,
Triethylamin, DMF, RT. 96 h, 20 % f�r 1, 23% f�r 2, 25% f�r 3 und 4.
b-NAM= b-Nicotinamidmonophosphat, CDI= N,N’-Carbonyldiimid-
azol.

Abbildung 2. Modifikation von Histon H1.2 und ARTD1 mit NAD+-
Analoga. Der obere Teil zeigt das Bild der Sulfo-Cy5-Fluoreszenz, w�h-
rend unten dasselbe Gel mit Coomassieblau gef�rbt wurde. Spuren
1 und 1’: Negativkontrolle: ADP-Ribosylierung ohne doppelstr�ngiges
Oligonukleotid (weitere Experimente siehe Abbildung S2); Spuren 2
und 2’: Positivkontrolle: ADP-Ribosylierung mit nat�rlichem NAD+;
Spuren 3 und 3’: ADP-Ribosylierung mit 1; Spuren 4 und 4’: mit 2 ;
Spuren 5 und 5’: mit 3 ; Spuren 6 und 6’: mit 4. Die Konzentration aller
NAD+-Analoga betrug 1 mm.
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�nderung im Vergleich zum Produkt, welches mit 1 erhalten
wurde. Dies deutet auf eine unerwartete Beteiligung der 3’’-
OH-Gruppe in der ARDT1-Katalyse hin. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen, die mit 1 und 2 erhalten wurden, verhin-
derte die Verwendung von 3 und 4 die Bildung von langen
PAR-Ketten, was zeigt, dass sie als Kettenterminatoren
wirken, da lediglich scharfe Banden von markiertem H1.2
und ARTD1 beobachtet wurden (Abbildung 2, Spuren 5 und
6). Interessanterweise konnte die PAR-Bildung durch die
Bereitstellung der 3’’-OH-Gruppe mit 3 nicht wiederherge-
stellt werden, und ein Modifikationsmuster vergleichbar mit
dem des Didesoxy-Analogons 4 wurde beobachtet (Abbil-
dung 2, Spuren 5 und 6). Diese Ergebnisse best�tigen, dass die
2’’-OH-Gruppe f�r den Aufbau von PAR durch ARTD1 es-
sentiell ist.

Ermutigt durch diese Resultate, untersuchten wir, ob
unsere Methode eine Biotinmarkierung der (ADP-
ribos)ylierten Produkte zul�sst. Tats�chlich gelang es uns,
Biotin kovalent an die Reaktionsprodukte, die durch die
Verwendung der modifizierten NAD+-Analoga 1–4 (siehe
Abbildung S4) erhalten wurden, zu kuppeln. Interessanter-
weise wurden �hnliche Resultate erzielt, als wir die Au-
to(ADP-Ribos)ylierung von ARTD1 untersuchten (Abbil-
dung S5).

Um herauszufinden, ob die NAD+-Analoga kompetitive
Substrate f�r die ARTD1-katalysierte ADP-Ribosylierung
sind, haben wir 4 in einer Reaktion mit nat�rlichem NAD+

getestet. F�r diese Experimente wurde die enzymatische
Reaktion wie oben beschrieben durchgef�hrt, allerdings mit
verschiedenen Verh�ltnissen von Analoga zu nat�rlichem
NAD+. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass 4 in der Ge-
genwart von nat�rlichem NAD+ durch ARTD1 eingebaut
wird (Abbildung 3). Bereits in Gegenwart von lediglich 25%
von 4 wurde nach der Click-Reaktion mit Sulfo-Cy5-Azid ein
zur eingebauten Alkinfunktionalit�t zugehçriges Fluores-
zenzsignal nachgewiesen (Abbildung 3, Spuren 3–6). Bemer-
kenswerterweise scheint die ADP-Ribosylierung von H1.2
mit 4 bei allen eingesetzten Konzentrationen von 4 stattzu-
finden. Dies steht im Gegensatz zu ARTD1, wo eine (ADP-
Ribos)ylierung nur beobachtet wurde, wenn ausnahmslos 4
eingesetzt wurde. Dies weist darauf hin, dass ARTD1 4 effi-
zienter f�r die Trans(ADP-Ribos)ylierung von H1.2 als f�r
die ADP-Ribosylierung von sich selbst nutzt (Abbildung 3,
Spuren 3–6). �hnliche Resultate wurden mit den Analoga 1–
3 erzielt (siehe Abbildung S6).

Zusammenfassend haben wir hier �ber die Gestaltung
und die Synthese von vier neuen NAD+-Analoga berichtet,
die am Purinring und in der Anzahl der Hxdroxygruppen am
Adenosin ver�ndert wurden. Alle modifizierten NAD+-
Analoga 1–4 wurden in enzymatischen Untersuchungen ein-
gesetzt, in denen sie sich als effiziente Substrate von ARTD1
zeigten, sowie zur Markierung von ADP-ribosylierten Pro-
teinen (hier ARTD1 und H1.2) verwendet. Mit der systema-
tischen Modifikation der Hydroxygruppen am Adenosin er-
forschten wir das Substratspektrum von ARTD1 bez�glich
dessen Abh�ngigkeit vom Vorhandensein der 2’’-OH- bzw.
3’’-OH-Gruppe bei der Synthese von Poly(ADP-Ribose).
W�hrend 1 zum Aufbau von langer PAR f�hrte, f�hrten 3 und
4 zum Kettenabbruch, sobald sie in Auto- oder Trans(ADP-

Ribos)ylierungsreaktionen eingesetzt wurden. Dies best�tigt
die Notwendigkeit der 2’’-OH-Gruppe bei der PAR-Synthese
und zeigt, dass die Abwesenheit dieser Gruppe nicht durch
die Anwesenheit der 3’’-OH-Gruppe kompensiert werden
kann. Dar�ber hinaus wurde eine Beteiligung der 3’’-OH-
Gruppe in der ADP-Ribosylierung durch ARTD1 festge-
stellt, indem der Einsatz von 2, verglichen mit einem Analo-
gon, welches beide OH-Gruppen 2’’ und 3’’ aufweist (1), zu
einer weniger effizienten Synthese von PAR f�hrte. Weiterhin
fanden wir heraus, dass die Modifikationen von 4 diese Ver-
bindung in einen effektiven Kettenterminator der PAR-Syn-
these in ADP-Ribosylierungsreaktionen mit nat�rlichem
NAD+ umwandeln. Die hier erzielten Ergebnisse geben
Einblick in das Substratspektrum von ARTD1 sowie dessen
katalytischen Mechanismus in der Auto- und Trans(ADP-
Ribos)ylierung. Zudem bereichern die hier vorgestellten
NAD+-Analoga 1–4 das momentan beschr�nkte Repertoire
an Werkzeugen, das zur Untersuchung von ADP-Ribosylie-
rungsprozessen zur Verf�gung steht. Die kettenterminieren-
den Analoga sollten die Identifizierung und Analyse von
Zielproteinen der ADP-Ribosylierung in der Proteomikfor-
schung erleichtern, da erste Resultate mit Markierungen von
Histon H1.2 in Zelllysat sehr vielversprechend verliefen
(siehe Abbildung S7) und daher den Weg zur Entwicklung
neuer chemischer Werkzeuge f�r die Aufkl�rung des PAR-
Metabolismus ebnen.

Abbildung 3. Markierung von ARTD1 und H1.2 mit 4. Der obere Teil
zeigt das Bild der Sulfo-Cy5-Fluoreszenz, w�hrend unten dasselbe Gel
mit Coomassieblau gef�rbt wurde. Spuren 1 und 1’: Negativkontrolle:
Trans(ADP-Ribos)ylierung ohne doppelstr�ngiges Oligonukleotid (wei-
tere Experimente siehe Abbildung S2); Spuren 2 und 2’: Positivkontrol-
le: Trans(ADP-Ribos)ylierung mit 100% nat�rlichem NAD+; Spuren 3
und 3’: Trans(ADP-Ribos)ylierung mit 75% nat�rlichem NAD+ und
25% 4 ; Spuren 4 und 4’: mit 50% nat�rlichem NAD+ und 50% 4 ;
Spuren 5 und 5’: mit 25% nat�rlichem NAD+ und 75 % 4 ; Spuren 6
und 6’: 100% 4. Die Gesamtkonzentration aller NAD+-Analoga betrug
1 mm.
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