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Protein AMPylation is a prevalent protein post-translational modifica-
tion in human cells involved in endoplasmic reticulum stress regula-
tion and neural development. In this article we describe the design,
synthesis and application of a pronucleotide probe suitable for in situ
fluorescence imaging and chemical protemics profiling of AMPylated
proteins. Our probe utilizes straightforward strain-promoted azide-
alkyne click reaction for fluorescence labeling in living cells.
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B Das menschliche Proteom ist um ein Viel-
faches komplexer als das menschliche
Genom. Ein Grund hierfiir ist, dass Proteine
mit bestimmten funktionellen Gruppen
modifiziert werden, um ihre Aktivitat, Loka-
lisierung und Interaktion mit anderen Prote-
inen zu regulieren [1]. Es gibt unterschied-
lichste dieser posttranslationalen Modifika-
tionen und eine Vielzahl von ihnen ist bereits
gut erforscht. In diesem Artikel fokussieren
wir uns auf eine posttranslationale Modifika-
tion, der in jiingster Zeit immer groBere Auf-
merksamkeit zuteil wird: die AMPylierung
[2, 3]. Charakteristisch fiir diese ist die Uber-
tragung eines Adenosinmonophosphats
(AMP) auf eine alkoholische Aminosduresei-
tenkette, wie Serin, Threonin oder Tyrosin.
Diese Reaktion wird von AMP-Transferasen
(AMPylatoren) katalysiert, die Adenosintri-
phosphat (ATP) als Ko-Substrat verwenden
(Abb. 1A).

Zur genaueren Untersuchung der AMPy-
lierung wurden bereits unterschiedliche
Methoden eingesetzt, wie etwa strukturell
veranderte ATP-Analoga in Zelllysaten. Dies
hat allerdings einen groBen Nachteil: Die
ATP-Analoga weisen aufgrund von Phosphat-
resten negative Ladungen auf, wodurch sie
die Zellmembran nicht passieren konnen.
Die Analyse der AMPylierung mit ATP-Ana-
loga in lebenden Zellen ist aus diesem Grund
nicht moglich. Um diese Problematik zu
umgehen, entwickelte unsere Forschungs-
gruppe eine zellpermeable Sonde (pro-
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N6pA), die anstelle eines Triphosphats eine
Phosphoramidatgruppe enthalt (Abb. 1B,
[4]). Die Zellpermeabilitdt basiert darauf,
dass die Phosphoramidatgruppe im Gegen-
satz zur Triphosphatgruppe keine negative
Ladung aufweist. Sobald die pro-N6pA-Sonde
die Zellmembran passiert, wird sie metabo-
lisch aktiviert, wodurch das aktive N6pATP
entsteht. In der medizinischen Chemie ist
diese Methode bereits weit verbreitet, etwa
um antivirale Medikamente in die Zelle zu
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transportieren, wie Sofosbuvir gegen Hepa-
titis C oder Remdesivir, dessen Wirksamkeit
gegen das neuartige Coronavirus derzeit
getestet wird [5].

Eine weitere Besonderheit der aktivierten
N6pATP-Sonde ist ihre Alkingruppe, die
sowohl eine Kopplung mit einem Affinitéts-
tag als auch einem Fluoreszenzfarbstoff
zulasst. Hierfiir wird die ,Click-Chemie“ ver-
wendet, die schnell und bioorthogonal ist.
Fiir diese Reaktion wird jedoch Kupfer(I)
benotigt, das zytotoxisch ist und damit ver-
hindert, dass AMPylierte Proteine auch in
lebenden Zellen fluoreszenzmarkiert werden
konnen. Um die Fluoreszenzmarkierung
AMPylierter Proteine dennoch zu ermogli-
chen, entwickelte unsere Forschungsgruppe
eine weitere Sonde (pro-N6azA), die anstelle
eines Alkins ein Azid enthélt (Abb.1C, [6]).
Somit kann statt der bisher verwendeten
kupferbasierten und zytotoxischen Click-
Chemie entweder die kupferfreie strain—pro-
moted azide-alkyne cycloaddition (SPAAC)
oder die Staudinger-Ligation verwendet wer-
den [7].
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A Abb. 1: Protein-AMPylierung und Sonden, die zur Markierung in lebenden Zellen geeignet sind.
A, schematische Darstellung der Protein-AMPylierung. B, zuvor veréffentlichte Sonde pro-N6pA.
C, Struktur der in dieser Studie vorgestellten Sonde pro-N6azA.
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A Abb. 2: |dentifizierung von AMPylierungs-Zielen durch chemische Proteomik-Experimente. A, Fluoreszenzscan von SDS-PAGE-getrennten Proteinen,
die mit der pro-N6azA-Sonde in lebenden Zellen behandelt wurden und mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden. B, schematische Darstellung
der chemischen Proteomik-Methode. HeLa-Zellen wurden zunéchst lber einen Zeitraum von 16 Stunden mit 100 uM der pro-NéazA-Sonde behandelt.
Im Anschluss wurden die modifizierten Proteine entweder an einen Biotin-Affinitatstag oder einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Der Fluoreszenzfarb-
stoff wurde dabei zur Visualisierung der AMPylierten Proteine verwendet, wobei der Biotin-Affinitatstag zur Anreicherung und anschlieBenden Analyse
mittels Massenspektrometrie diente. C, volcano plot mit pro-N6azA-angereicherten Proteinen. Proteine, die zuvor mit der pro-N6pA-Sonde identifiziert
wurden, sind griin hervorgehoben. Proteine, die zuséatzlich mit der pro-NéazA-Sonde identifiziert wurden, sind rot hervorgehoben.

Da die neu synthetisierte Sonde pro-
No6azA in lebenden Zellen verwendet wird,
musste zunachst Thre Zytotoxizitat mittels
MTT-Test bestimmt werden. In HeLa-Zellen
(humane Krebszelllinie) wurde hierbei ein
Icso von 239,2 Mikromol gemessen, was
bedeutet, dass bei dieser Konzentration der
Sonde 50 Prozent der Zellen sterben. Des-
wegen entschieden wir uns dafiir, die dar-
auffolgenden Experimente mit einer Konzen-
tration von 100 Mikromol durchzufiihren,
um eine moglichst hohe Sondenkonzentrati-
on bei ausbleibender Zytotoxizitat sicherzu-
stellen. Eine hohe Sondenkonzentration ist
notwendig, damit N6azATP mit dem natiir-
lich in der Zelle vorkommenden ATP kon-
kurrieren kann.

Nachdem die geeignete Konzentration der
pro-N6azA-Sonde festgelegt war, konnte im
nachsten Schritt untersucht werden, ob die
Sonde von endogenen AMPylatoren akzep-
tiert wird. Der hierzu verwendete Ansatz
basiert darauf, dass AMPylierte Zielproteine
bei erfolgreicher Aktivierung der Sonde
einen zuséatzlichen Azidrest aufweisen, der
mittels SPAAC an einen Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt werden kann. In der Folge kann
dieser mittels Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese (SDS-PAGE) und einer geeigneten Kame-
ra mit Fluoreszenzfilter detektiert werden.
Die SDS-PAGE-Analyse zeigt, dass die pro-
NéazA-Sonde erfolgreich von endogenen
AMPylatoren als Substrat verwendet wurde,
da ohne Einsatz der Sonde keine Fluores-

zenz-Proteinbanden zu beobachten waren
(Abb. 2A).

Damit war die Voraussetzung fir die
anschlieBenden chemischen Proteomik-
Experimente geschaffen [8], durch die die
Zielproteine der pro-N6azA-Sonde genauer
identifiziert werden sollten (Abb. 2B). Hier-
fiir wurden intakte HeLa-Zellen {iber einen
Zeitraum von 16 Stunden mit einer Konzen-
tration von 100 Mikromol der pro-N6azA-
Sonde behandelt, was — wie oben beschrie-
ben - bewirkt, dass die AMPylierten Zielpro-
teine einen zusatzlichen Azidrest tragen. Im
Anschluss wurden die modifizierten Proteine
mittels Staudinger-Ligation an einen Biotin-
Affinitdtstag gekoppelt, der eine darauffol-
gende Affinitdtsanreicherung an Avidin-
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Agarose beads erlaubt. Die so angerei-
cherten Proteine wurden durch das Ver-
dauungsenzym Trypsin zu kleineren
Peptidfragmenten abgebaut und konnten
schlieBlich mittels einer Kombination aus
einem Massenspektrometer und Fliissig-
keitschromatographie analysiert werden.

Zur Erfassung der AMPylierungs-Ziele
wurde die labelfree quantification (LFQ)
eingesetzt [9], die auch immer Kontrollex-
perimente fiir einen Vergleich der veran-
derten AMPylierungs-Niveaus benotigt.
Hierzu wurden HeLa-Zellen mit Dimethyl-
sulfoxid (DMSO), dem Losemittel der pro-
Noé6azA-Sonde, behandelt, um auszuschlie-
Ben, dass unspezifisch angereicherte
Proteine falschlicherweise als AMPylie-
rungs-Ziele kategorisiert werden. Die
Ergebnisse zur Identifizierung der Ziel-
proteine der pro-N6azA-Sonde sind in
einem volcano plot dargestellt, der sich
dadurch auszeichnet, dass er sowohl die
Signifikanz als auch die Starke der Anrei-
cherung visualisiert. Das heiBt, je signifi-
kanter und starker ein Protein angerei-
chert wurde, desto weiter rechts und oben
ist dieses im volcano plot zu sehen. In
unseren Experimenten wurde deutlich,
dass sowohl bereits bekannte (griin mar-
kiert) als auch bisher unidentifizierte (rot
markiert) AMPylierungs-Ziele bei Ver-
wendung der pro-N6azA-Sonde signifi-
kant angereichert wurden (Abb. 2C).
Somit konnten wir belegen, dass sich die
pro-N6éazA-Sonde zur Identifizierung von
AMPylierungs-Zielen in lebenden Zellen
eignet. Damit wurde die Grundlage zur
Visualisierung der AMPylierung mittels
Fluoreszenzmikroskopie in lebenden Zel-
len geschaffen, welche bisher noch nicht
moglich war. Die Visualisierung wiirde es
ermoglichen, die Dynamik der AMPylie-
rung in lebenden Zellen zu iiberwachen
und so dazu beitragen, die Funktion die-
ser posttranslationalen Modifikation in
zelluldren Schliisselprozessen aufzukla-
ren.

Zur Etablierung der neuen Methode
wurde die Detektion der Fluoreszenzmar-
kierung mittels Fluoreszenzmikroskopie
zunachst durch Kontrollexperimente in
fixierten Zellen tiberpriift. Hierzu wurden
im ersten Schritt HeLa-Zellen tiber einen
Zeitraum von 16 Stunden mit der pro-
Né6azA-Sonde behandelt und anschlie-
Bend fixiert. Im Anschluss wurden die
fixierten Zellen mithilfe von Click-Chemie
an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
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und unter einem Fluoreszenzmikroskop
visualisiert. Dabei zeigte sich einerseits,
dass die Fluoreszenzmarkierung mittels
Fluoreszenzmikroskopie gut sichtbar ist,
und andererseits, dass der GroBteil der
Modifikation im Zellkern lokalisiert ist
(Abb. 3A). Dieser Riickschluss ist zulés-
sig, da die Fluoreszenzmarkierung mit
dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI kolokali-
siert, der sich an DNA anlagert (Abb. 3A).
Ein kleiner Teil der AMPylierten Proteine
findet sich auch im Cytoplasma, was wie-
derum gut mit vorherigen Studien an der
pro-N6pA-Sonde iibereinstimmt.
Nachdem wir in den Kontrollexperi-
menten erfolgreich demonstrieren konn-
ten, dass die Fluoreszenzmarkierung
durch pro-N6azA in fixierten Zellen funk-
tioniert, sollte im nachsten Schritt unter-
sucht werden, ob dies auch in lebenden
Zellen moglich ist. Dazu wurden sowohl
HeLa-Zellen als auch Fibroblasten
16 Stunden lang mit der pro-N6azA-Sonde
behandelt und im Anschluss ohne Fixie-
rung direkt in lebenden Zellen mittels
SPAAC an einen Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt. Hierbei ist nochmals hervorzu-
heben, dass SPAAC im Gegensatz zur
klassischen Click-Chemie kein toxisches
Kupfer(I) zur Katalyse bendtigt und damit
in lebenden Zellen verwendet werden
kann. Nach der Kupplungsreaktion wur-
den die Zellen fiir weitere 24 Stunden
inkubiert und anschlieBend mithilfe von
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dabei
wurde erkennbar, dass beide Zelllinien
erfolgreich fluoreszenzmarkiert wurden.
Dies beweist auf der einen Seite, dass die
pro-N6azA-Sonde in der Lage ist, die
AMPylierung in lebenden Zellen zu visu-
alisieren und auf der anderen Seite, dass
die AMPylierung eine stabile posttransla-
tionale Modifikation ist (Abb. 3B). Zudem
fallt auf, dass die AMPylierten Proteine in
Fibroblasten im Gegensatz zu HeLa-Zellen
hauptsachlich im Cytoplasma vorliegen.
Damit war bewiesen, dass sich die pro-
Né6azA-Sonde zur Fluoreszenzmarkierung
AMPylierter Proteine in lebenden Zellen
eignet und wir konnten uns im Folgenden
auf das finale Ziel unsere Studie konzen-
trieren — namlich die Dynamik der AMPy-
lierung in angemessener raumlicher und
zeitlicher Auflosung zu visualisieren.
Hierzu wurden Fibroblasten mit der pro-
Né6azA-Sonde behandelt und iiber einen
Zeitraum von 25 Minuten alle 20 Sekun-
den Momentaufnahmen mit einem konfo-
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A Abb. 3: Visualisierung AMPylierter Proteine mittels Fluoreszenzmarkierung in fixierten und
lebenden Zellen. A, AMPylierungs-Ziele in Paraformaldehyd-fixierten HeLa-Zellen wurden mit der
pro-N6azA-Sonde und einem Alkin-Fluoreszenzfarbstoff (TAMRA-Alkin) markiert. AMPylierte Pro-
teine sind griin dargestellt, der Zellkern blau. B, pro-N6azA-behandelte lebende Hela- und Fibro-
blastenzellen, welche mittels SPAAC an einen Fluoreszenzfarbstoff (TAMRA-DBCO) gekoppelt wur-
den. Hierbei sind die AMPylierten Proteine rot dargestellt. C, Zeitrafferaufnahmen des gerichteten
Transports AMPylierter Proteine zu den Enden der Zellkérper von Fibroblasten. Die AMPylierten
Proteine sind rot dargestellt, zugleich weisen weiBe Pfeile auf den Transport innerhalb der Zelle

hin.

kalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenom-
men (Abb. 3C). Dabei zeigte sich, dass sich
die Lokalisierung der AMPylierten Proteine
iber die Zeit veranderte und diese gerichtet
vom Zentrum der Zelle an die Enden der Zell-
korper transportiert wurden. Diese Beobach-
tung lasst zum einen darauf schlieBen, dass
die AMPylierung moglicherweise eine Rolle
bei der Zellpolarisierung spielt und zum
anderen, dass die pro-N6azA-Sonde geeignet
ist, die Dynamik der AMPylierung in leben-
den Zellen nachzuverfolgen. Damit eréffnen
sich fiir die Zukunft viele neue Moglichkei-
ten zur besseren Charakterisierung dieser
weitgehend uncharakterisierten posttransla-
tionalen Modifikation.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass es
uns gelungen ist, mit der pro-N6azA-Sonde
ein leistungsfahiges chemisch-biologisches
Werkzeug fiir zukiinftige Studien zur Unter-

suchung der Protein-AMPylierung zu etablie-
ren. Hierbei ist insbesondere hervorzuheben,
dass die Sonde es ermoglicht, die Dynamik
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der Protein-AMPylierung in lebenden Zellen
unter einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop zu verfolgen.
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