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Abstract: Methyltransferasen sind nîtzlich, um funktionelle
Gruppen ortsspezifisch in Biomolekîle einzubauen, wenn
Analoga des Kosubstrates S-Adenosyl-l-Methionin (AdoMet)
verfîgbar sind. Methyltransferasen wurden eingesetzt, um
RNA-Molekîle selektiv und ortsspezifisch zu adressieren, was
fîr biophysikalische und mechanistische Studien sowie die
Markierung in der komplexen zellul�ren Umgebung uner-
l�sslich ist. AdoMet-Analoga sind jedoch nicht zellg�ngig,
sodass diese Strategie nicht in Zellen anwendbar ist. Wir pr�-
sentieren eine zweistufige enzymatische Kaskade zur ortsspe-
zifischen mRNA-Modifizierung ausgehend von Methionin-
analoga. Unser Ansatz kombiniert die enzymatische Synthese
von AdoMet mit der Modifikation der 5’-Kappe durch eine
spezifische mRNA-Methyltransferase in einem Eintopfver-
fahren. Wir zeigen, dass eine Reihe von Substraten, unter an-
derem mit Alken-, Alkin- und Azidoresten, eingesetzt werden
kann und dass die weitere Derivatisierung mit Klick-Reaktio-
nen gelingt.

S-Adenosyl-l-methionin (AdoMet oder SAM) ist nach ATP
das zweith�ufigste Kosubstrat, das in der Natur genutzt wird,
und stellt die Hauptquelle fîr Methylgruppen in Biomole-
kîlen dar.[1] Die Methylierung ist an grundlegenden biologi-
schen Prozessen beteiligt, beispielsweise an bakterieller
Wirtverteidigung, epigenetischer Stummschaltung und zellu-
l�rer Signalîbertragung, und in allen Klassen von Biopoly-
meren sowie in Lipiden und vielen kleinen Molekîlen zu
finden.[1, 2] Neuere Arbeiten îber unterschiedliche Methyl-
transferasen ergaben, dass diese Enzyme bemerkenswerte
Substratpromiskuit�t zeigen und synthetische AdoMet-Ana-
loga akzeptieren kçnnen.[2d, 3] In mehreren F�llen wurde die
promiskuitive Aktivit�t signifikant durch einzelne Amino-
s�uresubstitutionen erhçht.[4] Die effiziente �bertragung
einer Reihe funktioneller Gruppen auf Methyltransferase-
Substrate ermçglicht die anschließende, hochselektive Um-
setzung in verschiedenen Klick-Reaktionen.[5]

Allerdings sind AdoMet und davon abgeleitete Analoga
nicht zellg�ngig, und spezialisierte Transportproteine wurden
in S�ugetieren nicht beschrieben. Deshalb liegt in der Be-
reitstellung von AdoMet-Analoga in der eukaryotischen
Zelle eine große Einschr�nkung des oben erw�hnten Ansat-
zes. Die begrenzte Stabilit�t von AdoMet in w�ssriger Lçsung
verschlimmert dieses Problem.[6] Darîber hinaus erfordert
die chemische Synthese von AdoMet-Analoga saure Bedin-
gungen und resultiert in einer Mischung von Epimeren am
Schwefelatom, von denen nur das S,S-Epimer als Substrat von
Methyltransferasen akzeptiert wird.[7]

Diese Beschr�nkungen von synthetischen AdoMet-Ana-
loga werden umgangen, wenn man auf den Biosyntheseweg
ausweicht. In der Natur wird AdoMet aus Methionin und
ATP produziert, und die Reaktion wird von Methionin-
Adenosyltransferasen (MATs) katalysiert.[8] MAT wurde be-
reits genutzt, um enantiomerenreines AdoMet zu produzie-
ren – sowohl durch das isolierte Enzym als auch durch mi-
krobielle Fermentation.[9] Methioninanaloga wurden in MAT-
katalysierten Reaktionen genutzt, um Quorum Sensing[10]

und Alkylrandomisierung von Sekund�rmetaboliten zu un-
tersuchen[11] sowie um Methylierungsstellen von Protein-Ar-
ginin-Methyltransferasen bei der Chromatinmodifizierung zu
identifizieren,[12] aber nicht fîr Nukleins�uren.

Hier berichten wir îber die enzymatische Produktion von
AdoMet-Analoga, die an eine RNA-Methyltransferase ge-
kuppelt sind. Unter Verwendung dieser enzymatischen Kas-
kade kçnnen wir direkt und ortsspezifisch eukaryotische
Modell-mRNAs an ihrer 5’-Kappe ausgehend von Methio-
ninanaloga anstelle von synthetischen AdoMet-Analoga
modifizieren und anschließend die Kappenstruktur mithilfe
verschiedener Arten von Klick-Chemie markieren.

Zur Verwirklichung dieses Ansatzes fîr eine ausgew�hlte
Reihe an Substraten bençtigten wir sowohl eine MAT als
auch eine RNA-Methyltransferase mit signifikanten Aktivi-
t�ten fîr die jeweiligen Substratanaloga. Wir nutzten eine
Variante der RNA-Methyltransferase GlaTgs2 (GlaTgs-Var)
aus Giardia lamblia, die bekannt dafîr ist, Allyl-, Alkin-,
Azido- oder Benzylreste auf die N2-Position der mRNA-5’-
Kappe zu îbertragen.[4a,d, 13]

Das Nebenprodukt S-Adenosylhomocystein (SAH) inhi-
biert Methyltransferasen, kann aber im selben Ansatz enzy-
matisch abgebaut werden.[14] Um das bençtigte AdoMet-
Analogon in situ zu produzieren, erforschten wir die Sub-
stratpromiskuit�t von rekombinant produzierter humaner
MATIIa I117A (MAT-Var), von der berichtet wurde, Me-
thioninderivate mit l�ngeren Alkylseitenketten zu akzeptie-
ren (Abbildung S1 der Hintergrundinformationen).[12b] Da
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MAT eine starke Produktinhibierung zeigt,[8, 9b] bauten wir
eine enzymgekuppelte Reaktion auf, um direkt AdoMet
(oder seine Analoga) zu verbrauchen und die mRNA-5’-
Kappe zu markieren (Schema 1).

Wir realisierten unser gekuppeltes MAT/GlaTgs-System
zuerst mit dem natîrlichen Substrat l-Methionin, aber auch
d-Methionin und einem racemischen Gemisch von beiden
und dem mRNA-Kappenanalogon m7GpppA als Methylak-
zeptor (Abbildung S2). Wie erwartet fîhrte l-Methionin zur
Bildung von m2,7GpppA, wohingegen d-Methionin nicht
verbraucht wurde, aber die Umsetzung nicht behinderte, was
in der Folge die Nutzung von racemischem Methionin er-
mçglichte.[15]

Als n�chstes nutzten wir die enzymatische Kaskade, um
Methioninanaloga umzusetzen und m7GpppA mit verschie-
denen funktionellen Gruppen ortsspezifisch an N2 zu modi-
fizieren. Wir synthetisierten eine Reihe von S-derivatisierten
Homocysteinen, die verschiedene Alken-, Alkin-, Azido-
gruppen (1a–f) sowie Benzylreste (1g,h) tragen (Tabelle 1
und Abbildung S3). Darîber hinaus synthetisierten wir zwei
Analoga basierend auf Selenohomocystein, da die resultie-
renden Se-AdoMet-Analoga effizienter beim Seitenketten-
transfer sind.[6b, 16]

Die racemischen Methioninanaloga wurden direkt in
einem Ansatz, der beide Enzyme sowie ATP und m7GpppA
enthielt, umgesetzt. In einem typischen Experiment wurden
300 mm m7GpppA mit einem 8-fachen �berschuss an ATP
und einem 20-fachen �berschuss an racemischem Methio-
ninanalogon bei einer Katalysatormenge von 3–7 Mol-%
MAT-Var (bezogen auf m7GpppA) eingesetzt. Die GlaTgs-
Var-Konzentration war normalerweise dreimal so hoch wie
die MAT-Var-Konzentration, um zu gew�hrleisten, dass
in situ gebildete AdoMet-Analoga direkt umgesetzt wer-
den.[4a,12a] Dies ist wichtig, da MAT îblicherweise einer star-
ken Produktinhibierung durch AdoMet unterliegt.[9b] Anders
als bei der chemischen Synthese von AdoMet-Analoga wird
nur ein Epimer gebildet (Abbildung S4).

Wir beobachteten den Transfer von Allyl-, Alkin- und
Azidoresten mit verschiedenen sterischen Ansprîchen auf

m7GpppA in moderaten bis exzellenten Aus-
beuten (Tabelle 1 sowie Abbildungen 1 und
S5). Die kleine Allylgruppe in 1b wurde bei
3 Mol-% MAT-Var fast quantitativ îbertragen.
Die chemisch interessantere Propargylgruppe
1 c lieferte jedoch selbst bei 7 Mol-% MAT-Var
nur 11 % Umsatz, hçchstwahrscheinlich wegen
der geringeren Stabilit�t des in situ gebildeten
AdoMet-Analogons 2c.[6b] Diese Einschr�n-
kung konnte durch den Wechsel zum Selen-
basierten Methioninanalogon beseitigt werden.
Se-1c erhçhte die Umsetzung drastisch, sodass
91–100% an N2-Propargyl-m7GpppA bei 3–
7 Mol-% MAT-Var erhalten werden konnten.
Diese Befunde sind in Einklang mit solchen, die
mit chemisch synthetisiertem Se-2c erhalten
wurden.[6b]

Schema 1. Enzymatische Modifizierung eukaryotischer mRNA mit 5’-Kappe ausgehend
von racemischen Methioninanaloga. Ein AdoMet-Analogon 2 wird in situ aus 1 und ATP
unter Nutzung von MAT-Var gebildet und wirkt als ein Kosubstrat fír die RNA-Methyl-
transferase GlaTgs-Var, was zur Modifikation der 5’-Kappe an Position N2 fíhrt. Die ein-
gefíhrten Gruppen (R) kçnnen weiter mit verschiedenen Arten von Klick-Chemie umge-
setzt werden, um Affinit�ts- oder Fluoreszenzmarker einzufígen.

Tabelle 1: Enzymatische Eintopf-Modifizierung von m7GpppA ausge-
hend von S- und Se-basierten Methioninanaloga.[a]

Nr. Substr. MAT
[Mol-%]

Prod. Umsatz
[%]

1 1a 3 3a 100
2 1b 3 3b 95
3 1b 5 3b 100
4 1c 3 3c 4
5 1c 7 3c 11
6 Se-1c 3 3c 91
7 Se-1c 5 3c 100
8 Se-1c 7 3c 100
9 1d 3 3d 10
10 1d 7 3d 35
11 Se-1d 3 3d 17
12 Se-1d 7 3d 47
13 1e 3 3e 38
14 1e 5 3e 77
15 1e 7 3e 100
16 1 f 3 3 f 12
17 1 f 5 3 f 72
18 1g 3 3g 2
19 1g 7 3g 5
20 1h 3 3h Spuren

[a] Ums�tze bei verschiedenen Katalysatormengen (bezogen auf
m7GpppA) sind gezeigt. Reaktionsbedingungen: 6 mm d/l-1, 2.5 mm
ATP, 300 mm m7GpppA, MAT-Var wie angegeben, GlaTgs-Var 3 Ö hçher
als MAT-Var, Inkubation 8–9 h bei 23 88C.
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Die l�ngeren Penteninyl- und Hexeninylgruppen 1d bzw.
1e wurden auch îbertragen. Ums�tze von 35 bzw. 100%
konnten bei erhçhten Katalysatormengen (7 Mol-%) erreicht
werden. Im Unterschied zu Se-1c steigerte die selenobasierte
Aminos�ure Se-1d die Ausbeute an 3 d nur moderat vergli-
chen mit dem schwefelbasierten Gegenstîck. Interessanter-
weise werden mit 1e trotz der l�ngeren Seitenkette hçhere
Ausbeuten als mit 1d erzielt, was ebenso in Kombination mit
Proteinmethyltransferasen beobachtet wurde.[12b] Aromati-
sche Gruppen erwiesen sich hingegen als schlechte Substrate.
Das Benzyl-modifizierte Methioninanalogon 1g gab nur 2–
5% Umsatz, und das para-substituierte 1h lieferte nur Spuren
von 3h.

Nachdem diese biokatalytische Kaskade zur ortsspezifi-
schen Modifizierung der 5’-Kappe erfolgreich geprîft worden
war, wollten wir testen, ob sich die eingebrachten funktio-
nellen Gruppen an der N2-Position fîr eine weitere Deriva-
tisierung eignen. Deshalb setzten wir 3c (aus der Umsetzung
von Se-1c) und 3e mit Biotin-Azid in einer Kupfer(I)-kata-
lysierten Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) um (Abbil-
dung 2A) und best�tigten die Bildung des jeweils erwarteten
Produktes, Biotin-4c bzw. Biotin-4e mittels HPLC und

MALDI-TOF-MS (Abbildungen 2B,C, S10 und S11). Zwei
Fluoreszenzfarbstoffe, Cy5-Azid und Eterneon-Azid, wurden
auch mit 3c bzw. 3 e umgesetzt. Die Gelanalyse zeigte, dass
nur dann eine Fluoreszenzbande resultiert, wenn beide
Enzyme und die bençtigte Aminos�ure (1 e oder Se-1c)
vorhanden waren (Abbildung S12A,B). Wichtig ist, dass wir
die enzymatische Kaskadenreaktion auch in eukaryotischem
Zelllysat durchfîhren konnten, was darauf schließen l�sst,
dass die enzymatische Kaskade auch selektiv in der Gegen-
wart von zellul�ren Komponenten funktioniert (Abbildun-
gen 2D und S13).

Um unseren Ansatz fîr intrazellul�re Anwendungen
nutzbar zu machen, wollten wir funktionelle Gruppen in einer
wirklich bioorthogonalen Reaktion einfîgen. Wir entwickel-
ten das Methioninanalogon 1 f, um eine Azidogruppe zu
îbertragen, die in einer spannungsgetriebenen Azid-Alkin-
Cycloaddition (SPAAC) reagieren sollte. Die Reaktion von
1 f mit m7GpppA ergab 72% 3 f bei 5 Mol-% MAT, und das
Produkt wurde mittels MALDI-TOF-MS best�tigt (Tabelle 1
sowie Abbildungen 1 und S14). Die anschließende SPAAC-
Reaktion von 3 f mit Dibenzocyclooctin-Sulforhodamin B
(DBCO-SRB) ergab eine fluoreszenzmarkierte 5’-Kappe, die
nach PAGE-Trennung nur dann eine fluoreszente Bande
zeigte, wenn alle Komponenten vorhanden waren. Der en-
zymatische Transfer war auch wieder in eukaryotischem
Zelllysat erfolgreich (Abbildung S15).

Um sicherzustellen, dass unser Ansatz fîr die Markierung
eukaryotischer mRNAs geeignet ist, produzierten wir 24 und
106 nt lange RNAs durch In-vitro-Transkription und Capping
mit dem Vaccinia Capping System[17] und setzten sie in un-
serer biokatalytischen MAT/GlaTgs-Kaskade ein (Abbil-
dungen 3 und S22). Ausgehend von 1e resultierte die nach-

folgende Markierung mit Cy5-Azid in einer spezifischen
Fluoreszenzmodifikation der Alkin-modifizierten RNA
(Abbildung 3A; Abbildung S16 fîr 106 nt RNA). Biotin-
Azid reagierte in analoger Weise (Abbildung S17).

Ausgehend von 1 f wurde die SPAAC-Reaktion auch mit
DBCO-SRB fîr die 24 nt lange RNA mit 5’-Kappe durch-
gefîhrt. Die resultierende SRB-modfizierte RNA wurde

Abbildung 1. Ausgew�hlte HPLC-Chromatogramme der Reaktionen aus
Tabelle 1. neg.: Negativkontrolle ohne 1.

Abbildung 2. Postsynthetische Markierung von Alkin-funktionalisiertem
m7GpppA. a) Enzymatische Einfíhrung von verschiedenen terminalen
Alkinen, gefolgt von CuAAC, mit verschiedenen Markierungen R’. b–
c) HPLC- und MS-Analyse best�tigen CuAAC von 3e mit Biotin-Azid.
d) Fluoreszenz von Cy5-4e im Gel nach Trennung auf einem 10-proz.
denat. PAGE (1.5 h bei 25 W).

Abbildung 3. Markierung einer 24 nt langen Modell-mRNA mit 5’-
Kappe ausgehend von Methioninanaloga 1e oder 1 f, gefolgt von
CuAAC bzw. SPAAC. a) Gelanalyse nach CuAAC durch SYBR-F�rbung
und Fluoreszenz (lex = 628 nm, lem = 716 nm). Als Kontrolle ist RNA
mit 5’-Kappe gezeigt, die nicht mit 1e behandelt wurde. b) Gelanalyse
nach SPAAC durch SYBR-F�rbung und Fluoreszenz (lex =520 nm,
lem =609 nm). Als Kontrolle ist RNA mit 5’-Kappe gezeigt, die nicht
mit 1 f behandelt wurde. Bromphenolblau wurde als Farbmarker ver-
wendet und wird bei l= 590 nm angeregt. Trennung auf einem 15-
proz. denat. PAGE (1.5 h bei 25 W).
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mittels Fluoreszenz im Gel analysiert. Vergleich mit RNA-
F�rbung mithilfe von SYBR zeigte, dass die SPAAC-Reak-
tion auch mit 5’-Kappen-tragender RNA, die in einer enzy-
matischen Kaskade ausgehend von 1 f (Abbildung 3B) mo-
difiziert wurde, funktioniert. Die Massenanalysen der un-
modifizierten 24-nt-RNA und der mit 5’-Kappe versehenen
24-nt-RNA sind in den Hintergrundinformationen gezeigt
(Abbildung S18).

Zusammenfassend ermçglicht unser Kaskadenansatz den
ortsspezifischen Transfer einer Reihe von chemischen Funk-
tionalit�ten auf die mRNA-Kappenstruktur ausgehend von
stabilen und einfach herzustellenden Methioninanaloga.
Alkin-tragende Seitenketten verschiedener L�nge und
Azidoreste wurden effizient auf die 5’-Kappe sowie RNA mit
5’-Kappe îbertragen. Die nachfolgenden Klick-Reaktionen
erçffnen den Zugang zu Biotin- und Fluorophor-modifizier-
ten mRNAs. Da Methioninanaloga zellg�ngig sind[12b, 18] und
die enzymatischen Schritte auch selektiv in eukaryotischem
Zelllysat funktionieren, gehen wir davon aus, dass unser
Ansatz auch fîr eine intrazellul�re Markierung von RNA
funktionieren wird. In Kombination mit anderen RNA- oder
DNA-Methyltransferasen sollte unser Ansatz ein generelles
Konzept fîr die ortsspezifische intrazellul�re Nukleins�ure-
modifikation darstellen. Angesichts der jîngsten Entde-
ckungen von reversibler Adenosinmethylierung in bakteriel-
ler und eukaryotischer mRNA[19] erwarten wir eine breite
Palette von Anwendungen in der nahen Zukunft.
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