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Abstract: Poly(ADP-ribos)ylierung (PARylierung) ist eine
wichtige posttranslationale Proteinmodifikation und ein be-
deutender Signalweg in fast allen Eukaryoten. Grundlegende
Prozesse, wie DNA-Reparatur und Transkription, werden von
diesem kurzlebigen Polymer und seiner Wechselwirkung mit
Proteinen gesteuert. ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) erzeu-
gen komplizierte ADP-Riboseketten aus NAD" an diversen
Akzeptorproteinen, weshalb die Erforschung der PARylierung
auf molekularer Ebene anspruchsvoll ist. Hier prisentieren wir
die Entwicklung bioorthogonal funktionalisierter NAD™-
Analoga fiir die In-vitro- und In-cellulo-Detektion der
PARylierung. Fiir die intrazellulire Visualisierung der
PARylierung, zeitgleich und in zwei Farben, eignen sich be-
sonders an Position 2 modifizierte NAD"-Analoga. Diese
geben Einblick in das Substratspektrum der ARTs und werden
durch schnelles optisches sowie mehrfarbiges Auslesen von
PARylierungen zur Aufklirung der biologischen Funktionen
dieser Prozesse beitragen.

I m Jahr 2013 feierte die Erforschung der Poly(ADP-Ribose)
(PAR, mit ADP = Adenosindiphosphat; Abbildung 1) ihr 50-
jihriges Bestehen.l!! Seitdem hat dieses Gebiet eine Renais-
sance erlebt, und zunehmend wird die Bedeutsamkeit von
PAR als posttranslationale Proteinmodifikation und als Si-
gnalmolekiil aufgedeckt.” Dieses Biopolymer ist in grundle-
gende Prozesse, wie die Antwort auf DNA-Schiden,” die
Genregulation,”! die Zellphysiologie® und die Apoptose,”
involviert. Daher tiberrascht es nicht, dass zahlreiche Funk-
tionsstorungen und Krankheiten, besonders in Zusammen-
hang mit Krebs, mit PARylierung assoziiert wurden.>”!
ADP-Ribosylierung wird von ADP-Ribosyltransferasen
(ARTS) katalysiert. Im Menschen wurden bisher 17 Mitglie-
der dieser Enzymfamilie entdeckt, von denen die Diphthe-
rietoxin-dhnliche ADP-Ribosyltransferase 1 (ARTD1) am
besten untersucht ist.”] In einer typischen Reaktion wird
ADP-Ribose aus Nicotinamidadenindinukleotid (NAD™)
kovalent auf bestimmte Aminosdureseitenketten des Sub-
strats libertragen, wobei mono(ADP-ribos)yliertes Protein
entsteht. Das Hinzufiigen von bis zu 200 weiteren ADP-Ri-
boseeinheiten an der 2'-OH-Gruppe fithrt zu Poly(ADP-
Ribos)ylierung. Verzweigungen an der 2”-OH-Gruppe treten
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Abbildung 1. Struktur von Poly(ADP-Ribose), NAD" und den NAD"-
Analoga 1-10.

alle 20-50 Einheiten auf (Abbildung 1).’! Neben vielen wei-
teren Substraten dient ARTD1 auch als sein eigenes Akzep-
torprotein in der so genannten Auto(ADP-Ribos)ylierung.

Wegen ihrer vielschichtigen Funktionen ist es von grof3ter
Bedeutung, die PARylierung auf molekularer Ebene zu er-
forschen. Zum heutigen Zeitpunkt sind jedoch nur sehr
wenige Methoden verfiigbar, die die direkte, zellbasierte
Detektion von PAR ermoglichen."” Zu den indirekten
Hilfsmitteln zihlen PAR-spezifische Antikorper'! sowie
ADP-Ribose bindende Makrodominen.!"? Kiirzlich wurden
klickbare, Alkin-markierte NAD"-Analogal'¥ fiir die Unter-
suchung von PARpylierungsprozessen verwendet. Bisher
wurden allerdings keine Anwendungen dieser Analoga in
zelluldren Systemen beschrieben.
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Hier berichten wir tiber die Entwicklung funktionalisier-
ter NAD"-Analoga (Abbildung 1) basierend auf bioortho-
gonaler Chemie, die fiir die intrazelluldre Detektion von PAR
geeignet sind. Um bestmégliche Substrateigenschaften zu
gewahrleisten, variieren wir systematisch sowohl die Positio-
nen als auch die Art der Modifikationen an NAD™, was
Kupfer(I)-katalysierte ebenso wie kupferfreie Klickreaktio-
nen ermoglicht. Die hier beschriebenen Verbindungen
wurden wie folgt modifiziert: mit a) Alkinen fiir die Kupfer-
(I)-katalysierte ~ Azid-Alkin-Cycloaddition ~ (CuAAC);"
b) Aziden oder Cyclooctin fiir die spannungsinduzierte Azid-
Alkin-Cycloaddition (SPAAC);™ sowie c) Alkenen® und
Cyclopropen” fiir die Diels-Alder-Reaktion mit inversem
Elektronenbedarf (DA,,). Durch Untersuchungen dieser
neuen Verbindungen in Bezug auf ihre Akzeptanz durch
ARTDL1 ist es moglich, Einblicke in das Substratspektrum
dieses Enzyms zu erhalten. Weiterhin haben wir die Verbin-
dungen in zelluldren Systemen erforscht und konnten Re-
portergruppen identifizieren, die eine selektive Visualisie-
rung der PARylierung im Zellkern erméglichen.

Zunichst erwogen wir verschiedene Modifizierungsorte
am NAD"-Molekiil. Um die Polymerisation nicht zu behin-
dern, wurde die Purinbase veriindert. Jiang et al.®! stellten
NAD"-Analoga mit Alkinresten in Position 8 (1) und 6 (2)
her und zeigten, dass nur 2 von ARTD1 zur Bildung von
Polymer verwendet wird. Zusétzlich synthetisierten wir das 2-
modifizierte NAD" 3 und demonstrierten seinen Einbau in
PAR.I*l Um Position 7 zu erkunden, wurde das entspre-
chende Analogon 4 synthetisiert. Dazu wurde 7-Ethinyl-7-
desaza-adenosin"®l hergestellt, phosphoryliert und mit -Ni-
cotinamidmononukleotid zu 4 umgesetzt (siche Hinter-
grundinformationen (SI), Schema S1).

Im Allgemeinen wurden alle hier beschriebenen Verbin-
dungen wie publiziert in In-vitro-Assays mit ARTD1 und
Histon H1.2 als Akzeptoren fiir die ADP-Ribosylierung ge-
testet.™! Grundsitzlich wurden die jeweiligen Analoga mit
ARTDI1, kurzer dsDNA und Histon inkubiert und anschlie-
Bend mit Fluoreszenzfarbstoff umgesetzt. Nach SDS-PAGE-
Analyse wurden die Fluoreszenzsignale mit dem Coomassie-
Blau-gefirbten Gel verglichen (Abbildung 2 A). Erfolgreiche
PARylierung wird sichtbar durch a) charakteristisches poly-
mermodifiziertes H1.2 sowie b) Verschwinden der ARTD1-
Bande bei 113 kDa aufgrund von Automodifizierung. Kon-
trollen erfolgten ohne Enzymzugabe und mit natiirlichem
Substrat.

Verbindungen 3 und 4 wurden im Assay untersucht (siehe
SI, Abbildung S1) und anschlieBend durch CuA AC markiert.
Wie zuvor!™® wurde 2-Alkin-NAD™" 3 gut eingebaut, wohin-
gegen 7-Alkin-NAD* 4 keine Polymerbildung zeigte. Im
Kontext mit fritheren Berichten!* schlieBen wir aus dieser
Beobachtung, dass funktionelle Gruppen in den Positionen 2
und 6 eingefithrt werden konnen, ohne die Aktivitdt von
ARTDI1 signifikant zu beeintrédchtigen.

Unser néchstes Ziel bestand in der Einfithrung anderer
bioorthogonaler Reporter und der Synthese der analogen
Azide 5 und 7 sowie der terminalen Alkene 6 und 8, um PAR
mittels SPAAC oder DA, zu markieren (Abbildung 1). Dazu
wurden die modifizierten Nukleoside!™ hergestellt, phos-
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Abbildung 2. A) Ablauf des ADP-Ribosylierungsassays mit His-

ton H1.2. B) Ablauf des Abbauexperimentes mit PARG. C) Modifizie-
rung von H1.2 und ARTD1 mittels Analogon 9 und SPAAC sowie
Abbau durch PARG. Ergebnisse wurden mit SDS-PAGE analysiert.
Oben: Coomassie-Blau-Firbung; unten: Cy3-Fluoreszenz. Die NAD"-
Konzentration betrug 1 mm. Der zeitabhingige Abbau wurde mit
einem 1:1-Gemisch mit natiirlichem NAD" untersucht. Kontrolle ohne
PARG-Zugabe.

phoryliert und in die jeweiligen NAD*-Analoga 5-8 iiber-
fithrt (Schema 1).

Uberraschenderweise war ARTDI1 nicht in der Lage, die
6-modifizierten Analoga 5 und 6 umzusetzen (siche SI, Ab-
bildung S2, Spur 4). Fluoreszierendes Polymer konnte jedoch
unter Verwendung einer 1:1-Mischung mit natiirlichem
NAD gebildet werden (Spur 5). In Anbetracht der Tatsache,
dass ARTD1 Verbindung 2 metabolisieren konnte, schluss-
folgern wir, dass der sterisch hohere Anspruch dieser Ver-
bindungen ihre Substrateignung insbesondere wihrend des
Einbaus der ersten ADP-Riboseeinheiten behindert. Dem-
gegeniiber wurden die 2-modifizierten NADs 7 und 8 auch in
Abwesenheit von natiirlichem NAD™ sehr gut zu fluoreszie-
rendem PAR umgewandelt (Spur 7). Gleichwohl kann das
langsame und unselektive Markieren von 2-Vinyl-modifi-
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Schema 1. Synthese der NAD"-Analoga 5-10. Reaktionsbedingungen: a) 6-Azidohexan-1-amin, EtOH, 80°C, 3 h, 61 %,; b) 5-Hexen-1-amin, EtOH,
80°C, 3 h, 49%,; c) POCl;, Protonenschwamm, TMP, 0°C, 1-3 h, 40-60%; d) 3-NMN, CDI, NEt;, DMF, RT, 96 h, 20-60%; €) nach Literatur herge-
stellt; ) Trifluor-N-(pent-4-in-1-yl)acetamid, Cul, Pd(PPh;), DMF, RT, 16 h, 83 %; g) Bu;SnCH=CH,, Pd(PPh;), NMP, 100°C, 2 Tage, 92 %;

h) 1. 25% NH,OH, RT, 30 min, 2. DIBAC-NHS oder CP-Nitrophenylcarbonat, 0.1 NaHCO; pH 8.7, DMF, 16 h, 32-54%. TMP = Trimethylphos-
phat, B-NMN = 3-Nicotinamidmonophosphat, CDI = N,N’-Carbonyldiimidazol, DMF = N,N-Dimethylformamid, NMP = N-Methyl-2-pyrrolidon,
DIBAC =4-(11,12-Didehydrodibenzo[b flazocin-5 (6 H)-yl)-4-oxobutansiure, CP = (2-Methylcycloprop-2-en-1-yl)methyl, AMP = Adenosinmonophos-

phat, NHS = N-Hydroxysuccinimid, TFA=Trifluoracetat.

zierter PAR mit Tetrazinen nicht zur Visualisierung verwen-
det werden.

Da 2-modifizierte NAD*-Analoga gut von ARTDI1 tole-
riert wurden, erkundeten wir andere Reporter, um eine bes-
sere Markierung von PAR zu ermoglichen. Um unspezifi-
sches Anfiarben von Farbstoffcyclooctinen zu vermeiden,
verfolgten wir nun den umgekehrten Ansatz und kniipften
das Cyclooctin DIBAC fiir Reaktionen mit Farbstoffaziden
an NAD', da es eines der am schnellsten umsetzbaren
SPAAC-Reagentien ist (k,=(0.31+0.02) m 1.2 Dazu
wurde Adenosin 19 mit einem Amin-geschiitzten Linker
hergestellt (Schema 1).!1 Nach Phosphorylierung und Ent-
schiitzung konnte das freie Amin mit DIBAC-NHS-Ester
reagieren, und das modifizierte Adenosinmonophosphat 23
wurde erhalten. Die Umsetzung mit B-Nicotinamidmono-
phosphat ergab 9. Zusétzlich wurde ein kiirzlich entwickeltes
Cyclopropen in NAD™ unter der Annahme eingefiihrt, dass
eine schnelle Reaktion (k,=(0.99 £ 0.1) m~*"1)['"! die starke
Hintergrundfarbung durch Farbstofftetrazine verhindern
kann. In gleicher Weise wurde entschiitztes Monophosphat 22
mit (2-Methylcycloprop-2-en-1-yl)methyl-(4-nitrophe-
nyl)carbonat zu 24 umgesetzt und mit -Nicotinamidmono-
phosphat in 10 iiberfiihrt (Schema 1). Die Verbindungen 9
und 10 wurden im Assay untersucht. Beide wurden unge-
achtet ihrer voluminosen Substituenten von ARTD1 akzep-
tiert (siche SI, Abbildungen 2 C und S3). Auch wurden beide
Analoga in Gegenwart von natiirlichem NAD™ (Spur 5) ein-
gebaut, was bestitigt, dass es sich um kompetitive Substrate
handelt. Weiterhin wurde untersucht, ob Poly(ADP-Ribose)-
Glycohydrolase!® (PARG), hauptsichlich verantwortlich fiir
den Abbau von PAR, in der Lage ist, die modifizierten Ketten
zu spalten. Dazu wurde H1.2 mit einer 1:1-Mischung von 9
und NAD* PARyliert und durch SPAAC markiert. Die Re-
aktion wurde mit dem ART-Inhibitor Olaparib™! gestoppt
und anschlieBend mit PARG inkubiert, das ADP-Ribose
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exoglykosidisch bis auf die ersten Einheiten abbaut (Abbil-
dung 2B). Wie in Abbildung 2 C (Spur 6-9) gezeigt, werden
unsere fluoreszierenden PAR-Ketten mit der Zeit abgebaut.

Nach der positiven Evaluation unserer Analoga in vitro
gingen wir zu zellularen Anwendungen iiber. Dazu wurden
Hela-Zellen mit H,O, behandelt, um DNA-Schdden zu in-
duzieren und die Bildung von PAR zu stimulieren. Gleich-
zeitig wurden die NAD*-Analoga mithilfe transienter Zell-
membranpermeabilisierung in die Zelle eingebracht.”* Nach
dem Fixieren erfolgte die Markierung mit dem jeweiligen
Farbstoff. Zur Kontrolle wurden Zellen nicht mit H,O, ver-
setzt, mit Olaparib priinkubiert oder mit natiirlichem NAD™*
behandelt. Die konfokalen Fluoreszenzbilder sind in den
Abbildungen 3 und S4 gezeigt. Wir beobachteten, dass die in
SPAAC- und CuAAC-Reaktionen verwendeten Farbstoff-
azide hohe Signal-zu-Rausch-Verhiltnisse aufweisen und
daher die erste Wahl fiir intrazelluldre Visualisierung von
PAR darstellen. Das Fluoreszenzsignal konnte fast bis zum
Detektionslimit verringert werden, als die ARTD1-Aktivitét
mithilfe von siRNAP™! ausgeschaltet wurde (siche SI, Abbil-
dung S5). Dieses Experiment zeigt, dass die detektierten,
cytochemischen Signale auf die Titigkeit eines einzelnen
Enzyms, ndmlich ARTD1, zuriickzufiihren sind.

In Ubereinstimmung mit aktuellen Berichten fiihrte die
Inkubation mit Cyclooctin- und Tetrazin-funktionalisierten
Farbstoffen zu unspezifischer Anfarbung innerhalb der
Zellen. Es konnte daher keine selektive Markierung mittels 2-
Azido-NAD" 7 erreicht werden, weil das Signal selbst nach
Behandlung mit Iodacetamid®” nicht vom Hintergrund zu
unterscheiden war (sieche SI, Abbildung S6). Eine zytosoli-
sche Anfiarbung wurde auch mit Farbstofftetrazinen bemerkt,
kann jedoch durch Verwendung geringer Farbstoffkonzen-
trationen und schneller Reaktionen kontrolliert werden, wie
mit Analogon 10 gezeigt (siche SI, Abbildung S4B).

Angew. Chem. 2016, 128, 77907794
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Abbildung 3. Intrazelluldre Visualisierung der Entstehung von PAR mit
Analogon 9 und SPAAC. Hela-Zellen wurden mit H,0, behandelt, tran-
sient permeabilisiert, mit 9 inkubiert und fixiert. Markierung erfolgte
mit Cy3-N; in einer SPAAC-Reaktion. DNA wurde mit Hoechst 33342
angefirbt. Kontrollen ohne H,0,-Behandlung, mit Inhibitor Olaparib
und mit natiirlichem NAD". Proben wurden im Konfokalmikroskop un-
tersucht. MaRstab: 20 pm.
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AnschlieBend untersuchten wir, ob sich unsere bioortho-
gonalen Analoga fiir die simultane Detektion der PARylie-
rung in zwei Farben eignen, wie es beispielsweise in Pulse-
Chase-Experimenten vonnéten ist. Dazu verwendeten wir
eine 1:1-Mischung aus 9 und 10 in der beschriebenen Vorge-
hensweise und markierten die modifizierte Poly(ADP-
Ribose) mit Farbstoffaziden und -tetrazinen in einem Schritt
und zwei Farben. Zur Kontrolle wurden Zellen mit nur je-
weils einem der Analoga in gleicher Weise sowie mit natiir-
lichem NAD™ behandelt. Unter Verwendung beider Sub-
stanzen konnte eine positive Zellkernfirbung in beiden
Fluoreszenzkanilen beobachtet werden. Dahingegen fiarbten
sich die einfach behandelten Zellen lediglich in ihrer zuge-
horigen Farbe (Abbildung 4). Diese Experimente zeigen das
Potenzial unserer neuen Verbindungen fiir zukiinftige Zwei-
farbenanwendungen.

Wir haben sechs neue NAD"-Analoga synthetisiert, die
an unterschiedlichen Positionen von Adenosin modifiziert
wurden. Durch ihre Untersuchung im ADP-Ribosylierung-
sassay erlangten wir neue Erkenntnisse iiber das Substrat-
spektrum von ARTD1. Wihrend Substituenten am Adenin
an Position 7 und 8 die Metabolisierung solcher Analoga
durch das Enzym behindern, werden kleine Verdnderungen
an Position 6 toleriert. Am effizientesten werden 2-modifi-
zierte NADs umgesetzt, und sogar lange und volumindse
Substituenten werden akzeptiert. Wir konnten die bioortho-
gonale Markierung von PAR durch den Einbau von funk-
tionalisierten NAD-Analoga in vitro erreichen und zeigen,
dass diese Analoga auch in Zellen angewendet werden
konnen, wo sie von ARTD1 nach DNA-Schidigung meta-
bolisiert werden. Diese Verbindungen haben sich als wert-
volle Hilfsmittel zur weiteren biochemischen und zelluldren
Untersuchung von PARylierungsprozessen bewidhrt. Wir

Angew. Chem. 2016, 128, 77907794
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Abbildung 4. Zweifarbenmarkierung der PAR mittels 9 und 10 (1:1)
mit SPAAC und DA,,. Hela-Zellen wurden mit H,O, behandelt, transi-
ent permeabilisiert, mit den jeweiligen NAD"-Analoga inkubiert und fi-
xiert. Die Markierung erfolgte durch simultane Inkubation mit Cy5-N;
und Cy3-Tetrazin (Cy3-Tz). DNA wurde mit Hoechst 33342 angefirbt.
Kontrollen mit einzelnen NAD"-Analoga und mit natiirlichem NAD".
Mafistab: 20 um.

zeigen auflerdem das Potenzial dieser bioorthogonal funk-
tionalisierten Analoga fiir ein simultanes mehrfarbiges Aus-
lesen. Die Entwicklung neuer NAD*-Analoga ebnet den Weg
fiir das Design von zeitabhidngigen Experimenten oder Pulse-
Chase-Anwendungen und trégt dadurch zum Verstindnis des
hoch dynamischen PAR-Metabolismus bei.
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