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Bioreaktive niedermolekulare Wirkstoffe kçnnen als chemi-
sche Werkzeuge in der biologischen Forschung eingesetzt
werden.[1] So wurden diese zum Beispiel zur proteomweiten
Identifizierung chemisch-reaktiver Gruppen in Proteinen
verwendet; deren Auffindung ist von besonderem Interesse,
weil diese h�ufig posttranslational modifiziert sind.[2] Im ak-
tivit�tsbasierten Protein-Profiling (activity-based protein
profiling, ABPP) hingegen werden bioreaktive niedermole-
kulare Wirkstoffe als aktivit�tsbasierte Sonden (ABPs) ein-
gesetzt, um gezielt das aktive Zentrum eines Enzyms kova-
lent zu modifizieren. Auf diese Weise ermçglicht ABPP eine
Bestimmung der Aktivit�tszust�nde von Enzymen unter
verschiedenen physiologischen Bedingungen oder in ver-
schiedenen lebenden Systemen.[3] Trotz der kontinuierlichen
Entwicklung neuartiger Sonden f�r verschiedene Enzym-
klassen ist die Anwendbarkeit dieser Methode durch eine
begrenzte Zahl an geeigneten Sonden zurzeit jedoch immer
noch eingeschr�nkt.[4]

Dieser Aspekt ist von besonderer Bedeutung f�r das
ABPP von „schwierigen“ Proteomen, wie den Proteomen

von pflanzlichen Organismen. In diesen dominiert oft eine
Proteinspezies (n�mlich RuBisCO, welches etwa 80% des
Proteingehalts in Bl�ttern ausmacht), was die Detektion an-
derer zellul�rer Proteine sehr erschwert. Des Weiteren sind
die Proteine in diesen Proteomen besonders oft posttransla-
tional modifiziert, wodurch die Komplexit�t der Proteinge-
mische noch weiter zunimmt.

Zur Entwicklung geeigneter chemischen Sonden wird
h�ufig von irreversibel wirkenden, mechanismusbasierten
Enzyminhibitoren ausgegangen.[3a, 4a,c] Alternativ werden ge-
legentlich auch Sammlungen chemisch reaktiver Substanzen
systematisch durchmustert. Ein solcher Ansatz ermçglicht
zum Beispiel die Auffindung chemischer Sonden f�r solche
Enzymklassen, f�r welche bisher noch keine kovalent bin-
denden mechanismusbasierten Inhibitoren bekannt sind.[5]

H�ufig zeigen die so gefundenen Sonden jedoch nur eine
geringe Selektivit�t, was zu unspezifischen Markierungen
f�hren kann. Auch eine systematische Weiterentwicklung
reaktiver Naturstoffe hat sich als geeignete Quelle f�r akti-
vit�tsbasierte bioreaktive Sonden erwiesen.[1, 6]

W�hrend unserer Studien zur Synthese des Naturstoffs
Syringolin beobachteten wir w�hrend einer Corey-Winter-
Eliminierung eine ungewçhnliche Nebenreaktion.[7] Diese
f�hrte zu einem bicyclischen Hydantoinderivat, das �ber ein
potenziell bioreaktives a,b-unges�ttigtes Michael-System
verf�gt (Mrl, Substanz 2 in Schema 1). Hydantoine sind oft-
mals integrale Strukturelemente in bioaktiven Substanzen
und finden sich daher h�ufig als Grundstrukturen in Sub-
stanzbibliotheken.[8] Aufgrund seiner interessanten Molek�l-
struktur und unserem Interesse f�r chemische Sonden mit
neuartigen Strukturen haben wir dieses Hydantoinderivat
daher auf seine Verwendungstauglichkeit als bioreaktive
Sonde untersucht.

Zur �berpr�fung der Bioreaktivit�t von Mrl in Pflan-
zenproteomen etablierten wir zuerst eine Syntheseroute f�r
geeignete Reporterderivate (Schema 1). So entschieden wir
uns f�r die Einf�hrung eines terminalen Alkinrests, weil
dieser durch eine Klick-Reaktion sehr leicht mit geeigneten
Reportern wie Biotin oder Rhodamin modifiziert werden
kann.[9] Vor der Synthese der eigentlichen Sonden wurde dazu
erst einmal die Ausbeute der Hydantoin-Bildung durch eine
Erhçhung der Reaktionstemperatur auf 150 8C w�hrend der
Corey-Winter-Eliminierung optimiert. Das Anbringen des
terminalen Alkins erfolgte dann durch Umsetzen von Mrl mit
Propargylbromid und Kaliumcarbonat, wodurch die Klick-
Sonde 3 in 82% Ausbeute erhalten wurde. Um eine direkte
Identifizierung der Mrl-Zielproteine zu ermçglichen, wurde 3
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durch Reaktion mit Biotinazid oder Rhodaminazid in die
Sonden Mrl-Bio und Mrl-Rh �berf�hrt (95 % bzw. 75%
Ausbeute; siehe die Hintergrundinformationen f�r die Syn-
these dieser Substanzen).

Die Bioreaktivit�t dieser beiden Sonden
wurde dann durch Markierungsexperimente in
Arabidopsis-Zellkulturextrakten bestimmt.
Zuerst wurde das Signalmuster von Mrl-Rh bei
unterschiedlichen pH-Werten ermittelt (Ab-
bildung 1 A). In diesen Experimenten zeigte
diese Sonde eine geringe Reaktivit�t bei nied-
rigen pH-Werten. Bei pH-Werten grçßer als
pH 7.5 trat jedoch eine Bande bei ca. 40 kDa
auf, die bei einem pH-Wert von 9.0 ihre maxi-
male Intensit�t erreichte.

Ein Markierungsexperiment mit einem
durch Hitzebehandlung inaktiviertem Proteom
belegte, dass eine Markierung mit der Sonde
Mrl-Rh die Gegenwart funktionsf�higer
Enzyme bençtigt (Abbildung 1B, Spur 1). Zur
weitergehenden Charakterisierung der Mar-
kierungseigenschaften von Mrl-Rh wurde an-
schließend ein Markierungsexperiment in Ab-
wesenheit von DTT durchgef�hrt. DTT ist ein
Reduktionsmittel, das oft zur Aktivierung von
Enzymen mit einem Cystein im aktiven Zen-
trum verwendet wird. Das Fehlen von DTT
f�hrte zu einer verringerten Markierungseffi-
zienz (Abbildung 1 B, Spur 6). Des Weiteren

f�hrte eine Pr�inkubation mit einem Proteaseinhibitor-
Cocktail (PIC) zu einem beinahe kompletten Verlust des 40-
kDa-Signals (Abbildung 1B, Spur 5), was darauf schließen
l�sst, dass eine Komponente des PIC mit dem Zielprotein von
Mrl-Rh wechselwirkt. Dagegen wirkte sich ein entsprechen-
des Experiment in Anwesenheit von E-64 (einem Breitband-
Inhibitor f�r Papain-�hnliche Cysteinproteasen, PLCPs) nicht
auf die Signalintensit�t aus (Abbildung 1B, Spur 2). Somit
sollte es sich bei dem gesuchten Zielprotein nicht um eine
PLCP handeln.[10]

Interessanterweise konnte eine Konkurrenz der Mrl-Rh-
Markierung mit einem 20-fachen �berschuss an Mrl-Bio
(Abbildung 1B, Spur 4) oder Mrl (Abbildung S1 A in den
Hintergrundinformationen) ein Auftreten der entsprechen-
den Bande nicht komplett verhindern. Des Weiteren beob-
achteten wir, dass die Intensit�t des 40-kDa-Signals dosisab-
h�ngig anstieg (bis zu einer Konzentration von 250 mm Mrl-
Rh, siehe Abbildung S1 B), wobei Hintergrundsignale erst ab
einer Konzentration von 200 mm auftraten. Diese Experi-
mente deuten somit an, dass das Zielprotein von Mrl mçgli-
cherweise sehr abundant ist; alternativ kçnnte aber auch die
Reaktion mit dem Zielprotein sehr langsam verlaufen. In
Experimenten mit Mrl-Bio konnten wir ein Mrl-Rh sehr
�hnliches Signalmuster feststellen. Mrl-Bio verursacht im
Western-Blot eine Bande bei 40 kDa, die bei sehr hohen
Sondenkonzentrationen von einer schw�cheren Bande be-
gleitet wird (Abbildung S2A).

Nach diesen ersten Experimenten identifizierten wir dann
die molekulare Zielstruktur von Mrl-Bio. Hierzu wurden
markierte Proteine durch eine Affinit�tsaufreinigung an einer
Avidin-Matrix vorbereitet, anschließend durch SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt und im Gel tryptisch verdaut (Abbil-

Schema 1. Synthese der von Hydantoin abgeleiteten Sonden Mrl-Bio
(4) und Mrl-Rh (5). a) P(OMe)3, 150 8C, 2 h, 47 %; b) Propargylbromid
(6 �quiv.), K2CO3 (5 �quiv.), Aceton, R�ckfluss, 10 h, 82 %; c) Biotin-N3

(1.1 �quiv.), TBTA (0.1 �quiv.), Ascorbins�ure (0.08 �quiv.), NaHCO3

(0.08 �quiv.), CuSO4 (0.02 �quiv.), tBuOH/H2O 2:1, RT, 10 h, 95%;
d) Rh-N3 (1.1 �quiv.), TBTA (0.1 �quiv.), Ascorbins�ure (0.08 �quiv.),
NaHCO3 (0.08 �quiv.), CuSO4 (0.02 �quiv.), tBuOH/H2O 2:1, RT, 10 h,
75%.

Abbildung 1. Das Mrl-Rh-Markierungsprofil in Arabidopsis-Zellkulturextrakten ist abh�n-
gig vom pH-Wert und dem Vorhandensein einer Enzymaktivit�t. A) Das Mrl-Rh-Markie-
rungsprofil variiert mit dem pH-Wert und erreicht die maximale Intensit�t bei einem
pH-Wert von 9.0. B) Die Markierung mit Mrl-Rh erfordert aktive Enzyme. Details siehe
Text.
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dung S2B).[11] Das resultierende Peptidgemisch wurde mit
LC-MS/MS analysiert und die erhaltenen Peptidspektren
mithilfe von MASCOT mit einer Arabidopsis-Proteindaten-
bank abgeglichen. Identifizierte Proteine wurden dann als
Mrl-Zielproteine akzeptiert, wenn mindestens zwei eindeu-
tige Peptide in jedem unabh�ngigem Experiment nach der
Behandlung mit der Sonde gefunden wurden und dabei die
Zahl der identifizierten Peptidspektren den Wert zwanzig
�berschritt. Mithilfe dieser Analyse konnten die zwei sehr
homologen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenasen
(GAPDHs) GAPC-1 (At3g04120) und GAPC-2 (At1g13440)
als wichtigste Zielproteine von Mrl-Bio im 40-kDa-Bereich
identifiziert werden. F�r beide Proteine wurden eindeutige
Peptidsequenzen gefunden, aber auch eine Vielzahl von
Peptiden, die von beiden Proteine stammen kçnnen (Abbil-
dung S3).

Das Arabidopsis-Genom weist neben GAPC-1/2 auch
noch zwei in Plastiden lokalisierte glykolytische GAPDHs,
n�mlich GAPCp-1 (AT1G79530) und GAPCp-2
(AT1G16300) (Abbildung S4), sowie drei nichtphosphory-
lierende GAPDHs, GAPA1, GAPA2 und GAPB, auf.[12]

Letztere sind jedoch nicht am photosynthetischen Kohlen-
stoffzyklus beteiligt. Die GAPCps sind wahrscheinlich aus
zytosolischen GAPCs durch Genduplikation entstanden; ihr
katalytischer Mechanismus ist identisch mit dem der zytoso-
lischen GAPCs.[13] Interessanterweise haben wir bei unseren
MS-Analysen keine signifikanten Peptide f�r GAPCp-1/2
oder die nichtphosphorylierenden GAPDHs gefunden. Wir
kçnnen jedoch nicht ausschließen, dass GAPCp-1/2 bei
hohen Sondenkonzentrationen auch Zielproteine von Mrl-
Derivaten darstellen. In Mrl-Bio behandelten Extrakten
finden sich schwache zus�tzliche Signale, die z. B. von einer
solchen Markierung von GAPCp-1/2 stammen kçnnen (Ab-
bildung S2 A).

Im n�chsten Schritt konnten wir dann GAPC-1/2 als die
Zielproteine von Mrl-Rh best�tigen. Zu diesem Zweck
wurden nichtaufgereinigte E.-coli-Extrakte markiert, welche
heterolog �berexprimiertes GAPC-1/2 enthielten.[14] Wie er-
wartet konnte nach der Markierung mit Mrl-Rh f�r beide
Extrakte jeweils ein Fluoreszenzsignal im 40-kDa-Bereich
detektiert werden. Interessanterweise konnten wir unter
diesen Bedingungen keine Markierung von endogenen, bak-
teriellen GAPDHs feststellen. Um die Nachweisgrenze der
GAPDH-Markierung zu bestimmen,
wurde anschließend rekombinant herge-
stelltes und aufgereinigtes AtGapC-2 zum
E.-coli-Proteom gegeben und mit Mrl-Rh
umgesetzt (Abbildung S5A,C). Unter
diesen Bedingungen konnte AtGapC-2 ab
einer Konzentration von ca. 20 ng mL�1

detektiert werden. Allerdings war die
Markierungseffizienz f�r das rekombi-
nante AtGapC-2 im E.-coli-Proteom sehr
niedrig, sodass wir davon ausgehen, dass
das Detektionsniveau von GAPDHs in
Arabidopsis-Extrakten in der Tat deutlich
niedriger ist. Markierungsexperimente
mit Arabidopsis-Col0-Wildtyp-Extrakten
und Extrakten einer gapC-1-Knock-out-

Linie best�tigten dabei die Ergebnisse aus der �berexpres-
sion (Abbildung 2B).[15] Wir beobachteten, dass die Signal-
intensit�ten im 40-kDa-Bereich im Vergleich zum Arabi-
dopsis-Wildtyp um 25 % reduziert waren. Die partiell nied-
rigere Aktivit�t ist hierbei wahrscheinlich das Resultat einer
R�ckkopplungs�berexpression von GapC-2, die den Verlust
der GapC-1-Aktivit�t ausgleicht.[15]

Anschließend testeten wir, wie sich die Markierungseffi-
zienz in Anwesenheit des nat�rlichen Substrats Ga3P (Ab-
bildung 3 A), des milden Oxidationsmittels Glutathiondisul-
fid (GSSG, Abbildung 3B) und des starken Oxidationsmittels
H2O2 (Abbildung 3C) ver�nderte. Die Anwesenheit dieser
Substanzen f�hrte zu einer konzentrationsabh�ngigen Re-
duktion der GAPDH-Markierung. Diese Beobachtung
stimmt mit fr�heren Berichten �berein, in denen eine Ab-
nahme der GAPDH-Aktivit�t bei Behandlung mit diesen
Substanzen beobachtet wurde.[14]

Schließlich untersuchten wir auch noch die Markie-
rungseffizienz von Mrl-Rh gegen�ber S�ugetier-GAPDHs
(Abbildung S5 B). Hierzu wurde kommerziell erh�ltliches

Abbildung 2. Die Zielproteine von Mrl in Arabidopsis-Zellkulturextrak-
ten sind die beiden homologen Enzyme GapC-1 und GapC-2. A) �ber-
expression von GapC-1 und GapC-2 in E. coli und daran anschließende
Markierung der nichtgereinigten Extrakte mit Mrl-Rh. B) Nach Markie-
rung mit Mrl-Rh ist die Intensit�t des 40 kDa- Signals in der gapc-1-
Mutante um 25 % reduziert. Die Fehlerbalken entsprechen dem Stan-
dardfehler des Mittelwerts von 6 unabh�ngigen Quantifizierungen.

Abbildung 3. Die Markierung von GapC-1/2 mit Mrl-Rh wird durch Ga3P und die Oxidations-
mittel GSSG und H2O2 inhibiert. A) Eine zunehmende Konzentration von (dl)-Glycerinalde-
hyd-3-phosphat (Ga3P) inhibiert die Reaktion von GapC-1/2 mit Mrl-Rh. B,C) Eine zunehmen-
de Konzentration der Oxidationsmittel GSSG (B) und H2O2 (C) verhindert die Reaktion von
GapC-1/2 mit Mrl-Rh.
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humanes GAPDH zu einem E.-coli-Proteom gegeben und ein
Markierungsexperiment durchgef�hrt. Dieses zeigte, dass
humanes GAPDH zwar auch von Mrl-Rh markiert wird,
jedoch mit einer viel geringeren Effizienz als pflanzliche
GAPDHs. Nichtsdestotrotz belegen diese Experimente, dass
von Mrl abgeleitete Sonden prinzipiell auch außerhalb der
Pflanzenforschung eingesetzt werden kçnnen.

GAPDHs spielen in allen Organismen Schl�sselrollen bei
der Glykolyse und sind essenziell f�r die Energiebilanz und
die Versorgung mit Kohlenstoff. Sie katalysieren die Um-
wandlung von Glycerinaldehyd-3-phosphat (Ga3P) in (d)-
Glycerat-1,3-bisphosphat unter Reduktion von NAD+ zu
NADH/H+. Neben ihrer heutzutage gut verstandenen Rolle
im Prim�rmetabolismus zeigen neuere Untersuchungen in
S�ugern jedoch, dass GAPDHs auch weitere, nichtglykolyti-
sche Aufgaben �bernehmen. Zusehends wird klar, dass diese
altbekannte Enzymklasse ein Schl�sselfaktor in den unter-
schiedlichsten biologischen Prozessen ist.[16] Dar�ber hinaus
wurden in den letzten Jahren verschiedene biologisch hoch-
aktive Naturstoffe identifiziert, die mit GAPDHs wechsel-
wirken. Prominente Beispiele hierf�r sind neben dem anti-
karzinogenen Naturstoff Saframycin auch das Insulinmime-
tikum Demethylasterriquinone B1.[17]

Die Funktion von GAPDHs in Pflanzen ist bisher jedoch
weniger gut untersucht, und bisherige Untersuchungen be-
ruhen weitestgehend auf genetischen Studien, weil es an
biochemischen und zellbiologischen Werkzeugen mangelt.
Durch genetische Studien l�sst sich die zellul�re Funktion
eines Proteins jedoch nur eingeschr�nkt untersuchen. Die von
uns beschriebene molekulare Sonde Mrl und ihre Fluoro-
phor- (Mrl-Rh) bzw. Biotin-modifizierten (Mrl-Bio) Derivate
kçnnten somit n�tzliche Werkzeuge zur Aufkl�rung der ge-
nauen Funktion von GAPDH darstellen, da die bevorzugte
Reaktion mit den zytosolischen GAPDHs GAPC-1/2 in
Arabidopsis-thaliana-Zellkulturextrakten eine effiziente Be-
stimmung der Aktivit�t dieser Enzyme ermçglicht. Die Mrl-
Sonden sind dabei die ersten vollst�ndig charakterisierten
chemischen Werkzeuge f�r diese wichtige Enzymklasse und
kçnnen zum Beispiel zur Untersuchung der Funktion von
GAPDHs in Pflanzen-Pathogen-Wechselwirkungen einge-
setzt werden. Pflanzen reagieren auf Pathogeninfektionen mit
der transkriptionalen �berexpression von GAPDH.[18]

Demgegen�ber zieht eine Pathogeninfektion die Aktivierung
von oxidativen Abwehrmechanismen nach sich, die zu einem
Verlust der GAPDH-Aktivit�t f�hren sollten.[19] Des Weite-
ren sekretieren einige Pflanzenpathogene, z.B. der Pilz Tri-
choderma koningii, endogene GAPDH-Inhibitoren wie den
Naturstoff Koningins�ure (Synonym Heptelins�ure), die
somit ebenfalls Einfluss auf die Aktivit�t von GAPDHs
nehmen kçnnen.[20] Um die biologische Rolle von GAPDH
f�r die Pathogenese besser zu verstehen, sind daher Infor-
mationen �ber die tats�chliche Enzymaktivit�t essenziell.[21]

Um die Anwendbarkeit der Mrl-Sonden in dieser Fragestel-
lung zu zeigen, haben wir ein Markierungsexperiment an
einem bereits etablierten Botrytis-Pflanzeninfektionsmodell
durchgef�hrt (Abbildung S6).[11] Bei diesem Experiment
konnten tats�chlich Unterschiede in der Aktivit�t von
GAPDH in Abh�ngigkeit der Resistenz der Pflanze gegen
Botrytis nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis unter-

streicht, wie wertvoll Mrl als Werkzeug f�r die Untersuchung
von GAPC-1/2 w�hrend der Pathogeninfektion einer Pflanze
sein kann.

Hier haben wir die erste selektive aktivit�tsbasierte Sonde
f�r GAPDHs beschrieben. Diese Sonde kann entscheidend
zu unserem Verst�ndnis der GAPDH-Aktivit�t in einer
Vielzahl von biologischen Prozessen beitragen, insbesondere
bei Studien zu Pflanzen-Pathogen-Wechselwirkungen.

Eingegangen am 14. Oktober 2011,
ver�nderte Fassung am 1. Februar 2012
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