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Obwohl die Reaktion von Aziden mit Phosphanen zu Aza-Yliden
schon vor mehr als 80 Jahren von Hermann Staudinger entdeckt
worden ist und seither in der Organischen Synthese vielfiltige
Anwendung gefunden hat, wurde ihr Potenzial als eine hoch chemo-
selektive Ligationsmethode zur Herstellung von Biokonjugaten erst
vor kurzem erkannt. Dabei sind die beiden Reaktionspartner zu fast
allen in biologischen Systemen prisenten funktionellen Gruppen
bioorthogonal und reagieren sogar in wissriger Umgebung bei
Raumtemperatur. Dies ermoglicht die Anwendung der Staudinger-
Ligation auch in der komplexen Umgebung einer lebenden Zelle.

Dieser Kurzaufsatz schildert den gegenwiirtigen Kenntnisstand zu
dieser Reaktion und ihrer Anwendung in der Herstellung von

Funktionalititen tolerieren. Damit
sollten sich Schutzgruppen eriibrigen
und im Idealfall sogar Anwendungen

Biokonjugaten und als Ligationsmethode in der Chemischen Biologie.  in der anspruchsvollen Umgebung le-

1. Einleitung

Bei ihren Untersuchungen von biologischen Systemen
stolen Molekularbiologen oder Chemiker immer wieder auf
die Aufgabe, zwei molekulare Einheiten miteinander zu
verkniipfen, etwa ein komplexes Kohlenhydrat mit einem
Peptid, oder eine kleine molekulare Sonde (Fluoreszenzfarb-
stoff, Radikalsonde, Affinititsmarker, etc.) mit einem Bio-
polymer. Biologische Systeme sind nicht nur strukturell sehr
komplex, sondern auch divers in ihrer funktionellen Reak-
tivitdit. Daher miissen chemoselektive Ligationsreaktionen
entwickelt werden, bei denen zwei ausschlieBlich miteinander
reagierende funktionelle Gruppen in einer (iiblicherweise)
wissrigen Umgebung zur Reaktion gebracht werden. Diese
ausgewdhlten funktionellen Gruppen sollen nicht nur wech-
selseitig selektiv sein, sondern auch verschiedenste andere
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bender Zellen moglich werden.
Obwohl es einige Ligationstechni-
ken fiir die In-vitro-Herstellung von
Biokonjugaten gibt, bei denen nur
wenige unterschiedliche Funktionalititen beriicksichtigt wer-
den miissen,['! gibt es nur sehr wenige wirklich chemoselek-
tive Ligationsreaktionen. Dies liegt daran, dass die meisten
Ligationen auf der Reaktion eines Nucleophils mit einem
Elektrophil beruhen. Da biologische Systeme eine Reihe
unterschiedlicher elektrophiler und nucleophiler Zentren
enthalten, sind nur wenige funktionelle Gruppen mit ortho-
gonaler Reaktivitédt zu den bereits vorhandenen funktionellen
Gruppen verfiigbar.”) Kiirzlich wurden zwei Reaktionen
vorgestellt, die sich der Azidogruppe bedienen und durch
folgende Vorteile auszeichnen: 1) Die Azidogruppe tritt in
fast keinen natiirlich vorkommenden Molekiilen auf (,,bio-
orthogonal®); 2) trotz ihrer intrinsisch hohen Reaktivitit
ermoglichen Azide eine selektive Reaktion mit einer sehr
begrenzten Zahl von Reaktionspartnern; 3) die Azidogruppe
ist klein und kann in biologische Proben eingefiihrt werden,
ohne die MolekiilgroBe signifikant zu erhohen. Die ,,Click-
Chemie“-Reaktion von Sharpless et al. ([3+2]-Cycloaddition
zwischen Aziden und terminalen Alkinen) erfordert die
Zugabe eines Kupferkatalysators.”! Hingegen nutzt die von
Bertozzi et al. eingefiihrte Staudinger-Ligation die glatte
Reaktion von Aziden mit Phosphanen zu Phospha-Aza-
Yliden. Diese kénnen durch Acylgruppen abgefangen wer-
den, wobei stabile Amidbindungen entstehen.”! Dieser Kurz-
aufsatz fasst die jiingsten Anwendungen dieser chemoselek-
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tiven Ligationsmethode zusammen, die sich zweier bioortho-
gonaler Gruppen bedient.

Schema 1. Bildung von Iminophosphoranen durch die Staudinger-
Reaktion von Phosphanen mit Aziden.

2. Staudinger-Reaktion

Im Jahre 1919 berichteten Staudinger und Meyer, dass bei
der Zugabe von Aziden zu Triarylphosphanen in glatter
Reaktion Iminophosphorane gebildet werden (Schema 1).!
Diese Iminierungsreaktion verlduft unter milden Reaktions-
bedingungen mit fast quantitativer Ausbeute, ohne dass
signifikante Mengen an Nebenprodukten entstehen wiirden.
Detaillierte mechanistische Untersuchungen haben ergeben,
dass die Reaktion iiber mehrere Zwischenstufen verlduft
(Schema 2).1°! 1 und 2 bilden in einer primzren Iminbildungs-
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Schema 2. Mechanismus der Staudinger-Reaktion.
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reaktion das Phosphazid 4, das sich normalerweise wihrend
der Reaktion unter Abspaltung von Stickstoff zersetzt. Es ist
bemerkenswert, dass die Reaktionsgeschwindigkeit der Bil-
dung von 4 nur von den induktiven Eigenschaften der Reste
am Phosphoratom und am Azido-Ende kontrolliert wird,
wihrend sterische Einfliisse keine Rolle zu spielen scheinen.
Substituenten, die die positive Ladung des Phosphoratoms
delokalisieren konnen und/oder das Phosphoratom in 4
sterisch abschirmen, fithren zu Phosphaziden, die in organi-
schen Losungsmitteln bei Raumtemperatur stabil sind. Die
anschlieBende Abspaltung von Stickstoff verlduft vermutlich
iiber den viergliedrigen Ubergangszustand 5 unter Retention
der urspriinglichen Konfiguration am Phosphoratom, ohne
dass dabei Radikale oder Nitrene beteiligt wéren.

Das Iminophosphoran 3 mit seinem stark nucleophilen
Stickstoffatom kann mit fast allen elektrophilen Reagentien
reagieren, woraus sich eine Fiille synthetisch wichtiger
Reaktionen ergibt (Schema 3).17 Wird die Staudinger-Reak-
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Schema 3. Das Aza-Ylid 3b kann mit einer Vielzahl von Elektrophilen
abgefangen werden.
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tion in einem wissrigen Losungsmittel durchgefiihrt, so
hydrolysiert das Iminophosphoran 3 sehr schnell und liefert
das primédre Amin 6 sowie Phosphan(v)-oxid. Die so genannte
Staudinger-Reduktion ist eine glatt ablaufende, héufig ange-
wendete Methode zur Reduktion von Aziden zu Aminen.
Staudinger entdeckte auch, dass 3 mit Aldehyden oder
Ketonen zu Iminen reagiert.®! Der synthetische Nutzen
dieser Aza-Wittig-Reaktion zeigt sich an ihrer Anwendung
in vielen Totalsynthesen, z. B. in der Synthese von Croomin,
Chinin oder Dendrobin.”’ Sogar weniger reaktive Carbonyl-
elektrophile wie Ester oder Amide reagieren mit 3, besonders
wenn der elektrophile Angriff intramolekular erfolgt. Bei-
spielsweise ist die Reaktion von 2-Azidobenzoylchlorid mit
einem geeigneten Amid eine hervorragende Methode zur
Herstellung von Chinazolinen (Eguchi-Protokoll).

3. Staudinger-Ligation
3.1. Nichtspurlose Staudinger-Ligation

Im Verlauf ihrer richtungsweisenden Arbeiten zur ge-
zielten metabolischen Verdnderung von Zelloberflaichen
mussten Bertozzi et al. die Einschrankungen der von ihnen
verwendeten Hydrazonligationsmethode erkennen, bei der
Konjugate aus einer hydrazinhaltigen Sonde und einer
ketonmodifizierten Probe gebildet werden.”” Die Suche nach
einer milderen Reaktion mit zwei wirklich bioorthogonalen
Funktionen fiihrte sie zur Staudinger-Reaktion. Wie bereits
beschrieben, hydrolysiert das Reaktionsprodukt der Azid-
Phosphan-Reaktion, das Aza-Ylid 3, in wéssriger Umgebung
spontan und liefert Amin und Phosphanoxid. Bertozzi et al.
konstruierten den Ligandeen 10 gemiB der Uberlegung, dass
eine innerhalb des Phosphans geeignet positionierte elektro-
phile Falle, etwa eine Estergruppe, das nucleophile Aza-Ylid
14 durch intramolekulare Cyclisierung abfangen konnte
(Schema 4).11 Dieser Vorgang wiirde letztlich eine stabile
Amidbindung liefern, noch ehe die konkurrierende Aza-Ylid-
Hydrolyse die Reaktion in eine unerwiinschte Richtung
lenken konnte. Der noch nicht kommerziell erhiltliche
Ligand 10 kann sehr einfach aus dem Aminoterephthalséu-
reester 11 durch Diazotierung, anschlieBende Iodierung und
palladiumkatalysierte Phosphanylierung hergestellt wer-
den.™® Standardveresterungs- oder Amidierungsmethoden
ermoglichen die Konjugation des Phosphans mit der Sonde.
Das dabei entstehende Produkt 12 reagiert in wéssriger
Losung mit dem Azid 13. Mechanistische Studien mithilfe der
*P_-NMR-Spektroskopie zeigten, dass das Aza-Ylid 14 und
das Oxaphosphetan 15 Intermediate der Ligationsreaktion
sind.”

3.2. Spurlose Staudinger-Ligation

Obwohl die beschriebene Reaktion auch in biologischer
Umgebung sehr gut funktioniert, erscheint eine Modifikation,
bei der die Amidbindung zwischen den Partnern ohne
storende Triarylphosphanoxidgruppe gekniipft werden kann,
als noch attraktiver. Kurz nach ihrem ersten Bericht haben
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Schema 4. Herstellung von Phosphan 10 und dessen Anwendung in
der Staudinger-Ligation.
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Schema 5. Spurlose Staudinger-Ligation.
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Bertozzi et al.!'"l und Raines et al.'? eine spurlose Staudinger-
Ligation vorgestellt, bei der die Phosphanoxideinheit im
Hydrolyseschritt abgespalten wird (Schema 5).

Bei dieser Reaktion werden die Phosphane 17-20 zu-
néchst acyliert und mit dem Azid zur Reaktion gebracht. Das
nucleophile Stickstoffatom des Aza-Ylids greift die Carbo-
nylgruppe an und spaltet so die Bindung zur Phosphonium-
gruppe. Hydrolyse des umgelagerten Produkts 23 liefert das
Amid 21, wobei das Phosphanoxid 24 freigesetzt wird. Unter
den getesteten Phosphanen zeigten 2-Diphenylphosphanyl-
phenol 17 (einfach durch palladiumkatalysierte Reaktion von
2-Todphenol und Diphenylphosphan herstellbar)!'!! und Di-
phenylphosphanylmethanthiol 20 (mittlerweile kommerziell
erhiltlich) das beste Reaktivititsprofil; beide Reagentien
haben in der Folge breite Anwendung gefunden (siche
unten). 20 wird wegen seines Alkylsubstituenten leicht an
Luft oxidiert und am besten als BH;-Addukt gehandhabt, aus
dem es mit einem starken Aminnucleophil wie DABCO
freigesetzt werden kann.

4. Anwendungen
4.1. Peptidligation

Die Totalsynthese von Proteinen erfordert chemoselekti-
ve Ligationsmethoden, mit denen kiirzere Peptidfragmente
(die durch Festphasenpeptidsynthese (SPPS) hergestellt wer-
den) zum fertigen Protein kombiniert werden koénnen." Die
héufigste verwendete Ligationsmethode, die ,,native chemi-
sche Ligation“ von Wieland und Kent, erfordert einen Cys-
Rest am N-Terminus der Verkniipfungsstelle.'¥ Raines et al.
haben die Staudinger-Ligation als eine Peptidverkniipfungs-
methode vorgeschlagen, die nicht von einer bestimmten
Aminosiureseitenkette abhingt (Schema 6).*! In einem
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Schema 6. Peptidbildung durch die spurlose Staudinger-Ligation nach
Raines et al.
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Proof-of-Principle-Experiment wandelten sie N-Acetylglycin
(22) in den Thioester 23 um, der in wéssrigem THF glatt mit
den geschiitzten Azidoaminosduren 24a—c zu den Dipeptiden
25a—c in sehr guter Ausbeute und ohne erkennbare Epime-
risierung reagiert. Die erforderlichen Azidoaminosduren
konnen einfach nach der Diazotransfer-Methode von Roberts
und Wong aus den entsprechenden Aminosduren hergestellt
werden.[>1°)

In einer Arbeit, die eindrucksvoll den Nutzen orthogo-
naler chemischer Ligationsmethoden belegt, haben Raines
etal. durch die Verkniipfung von drei Fragmenten die
Totalsynthese von Ribonuclease A (31, RNAse A, 124 Ami-
nosiuren) durchgefiihrt (Schema 7). RNAse A(110-111)
wurde als C-terminaler Phosphanylthioester FmocCys(Trt)-
Glu(OrBu)SCH,PPh, (26) mithilfe eines Safety-Catch-Lin-
kers vom Kenner-Typ hergestellt. RNAse A(112-124) wurde
als N-terminales Azid N;CH,C(O)Asn(Trt)ProTyr(fBu)Val-
ProValHis(Trt)Phe Asp(OrBu)AlaSer(sBu)Val (27) iiber eine
Standard-Fmoc-Strategie auf PEGA-Harz synthetisiert. Die
beiden Peptidfragmente wurden noch auf dem Harz durch
Staudinger-Ligation verkniipft. Nach Abspaltung vom Harz
und Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen, wurde
RNAse A(110-124)(29) in 61 % Ausbeute erhalten. Der N-
terminale Cys-Rest des Fragments ermoglicht die Ankniip-
fung an den biosynthetisch hergestellten RNAse A(1-109)-
Thioester (30) durch native chemische Ligation. Das dabei
gebildete Protein 31 erwies sich nach Faltung als vollstindig
aktive RNAse A.

Dieses eindrucksvolle Ergebnis sollte aber nicht von der
Tatsache ablenken, dass Anwendungen der Staudinger-Liga-
tion in der Peptidchemie noch limitiert sind. Zukiinftige
Arbeiten miissen darauf zielen, kompliziertere Peptidfrag-
mente zu verkniipfen und die Frage beantworten, ob der
Schutz von Seitenketten erforderlich ist.

Liskamp et al. leiteten derartige Untersuchungen ein,
indem sie die Kupplung von Peptidfragmenten untersuchten,
die ohne Glycin an der Verkniipfungsstelle auskommen.['®!
Ausgehend von N-terminalen a-Azidopeptiden und C-termi-
nalen Peptid-ortho-(diphenylphosphanyl)phenylestern
(leicht aus Phosphan 17 herstellbar) konnten sie Tetra- und
Pentapeptide in 6-36 % Ausbeute in nichtwissrigen Losungs-
mittel herstellen. Die Kupplung eines ungeschiitzten Peptids
mit einem Lys-Rest lieferte nicht nur das erwiinschte Produkt
sondern auch das Aminolyseprodukt, das durch nucleophilen
Angriff der e-Aminogruppe des Lys-Rests entsteht. Kineti-
sche Untersuchungen zeigten, dass das Aza-Ylid-Intermediat
in allen Fillen sehr schnell gebildet wurde. Die oftmals
langsame Weiterreaktion zum Ligationsprodukt kann eine
Folge der sterisch gehinderten Zwischenprodukte sein oder
durch die Gegenwart der Aminosiureseitenketten innerhalb
der Peptidfragmente zustande kommen.

Eine interessante Anwendung der Amidkniipfungseigen-
schaft der Staudinger-Ligation wurde von Maarseveen et al.
vorgestellt, die eine Losung zu dem noch wenig zufrieden-
stellend gelosten Problem des Ringschlusses zu mittleren
Lactamen vorstellten."”) Die Reaktionssequenz ist in Sche-
ma 8 dargestellt. Die offenkettige Azidocarbonsédure 32 wird
in den borangeschiitzten Phosphanylthioester 33 umgewan-
delt. Durch Entschiitzung mit DABCO erhiélt das Phosphor-
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Schema 7. Totalsynthese von RNAse A mit drei verschiedenen chemoselektiven Ligationsmethoden durch Raines et al.
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Schema 8. Eine generelle Strategie zur Herstellung von sieben- bis
neungliedrigen Lactamen.
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atom seine nucleophile Reaktivitét zurtick und kann das Azid
unter Bildung des Aza-Ylids 35 angreifen. Elektrophiles
Abfangen des Ylids durch die Thioestereinheit verkleinert
die RinggroBe um drei Atome. Bei dieser Reaktion kompen-
siert der Enthalpiegewinn bei der Amidbildung den sonst
energetisch unvorteilhaften Aufbau der hohen, intrinsischen
Spannung von mittelgroen Ringen. Nach Hydrolyse werden
die sieben- bis neungliedrigen Lactame 37 in Ausbeuten
erhalten, die meist hoher sind als bei etablierten Lactamisie-
rungmethoden.

4.2. Synthese von Biokonjugaten

Im Mittelpunkt der Chemischen Biologie steht die
Herstellung von Biokonjugaten, in denen eine Reportergrup-
pe (Farbstoff, Spinsonde, Affinitdtsmarker oder Erkennungs-
motiv) an eine biologische Probe oder ein Biopolymer
angekniipft wird.l!

Die Arbeitsgruppen von Tirrell und Bertozzi haben eine
allgemein anwendbare Strategie vorgestellt, mit der Azide in
rekombinante Proteine fiir eine nachfolgende chemoselektive
Modifikation mithilfe der Staudinger-Ligation eingebaut
werden konnen.” Azidohomoalanin (38) wird duch die
Methionyl-tRNA-Synthetase (MetRS) von Escherichia coli
aktiviert und ersetzt Methionin in Proteinen, die in methio-
ninfreien Bakterienkulturen exprimiert werden. In einem
Proof-of-Principle-Experiment haben sie murine Dihydrofo-
latreduktase (mDHFR) in einem E.-coli-Methioninauxo-
troph in einem mit Azidohomoalanin-Zusatz erginztem
Reaktionsmedium exprimiert. Aminosdureanalyse des gerei-
nigten Proteins 39 zeigte, dass 95 +2 % aller Methioninreste
ersetzt wurden. Das gereinigte Protein wurde in der Stau-
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Schema 9. Rekombinante Expression von azidmodifizierten Proteinen und deren Markierung mit Staudinger-Sonden 40 und 42.

dinger-Ligation mit zwei unterschiedlichen Sondenmole-
kiilen eingesetzt (Schema 9). Azido-mDHFR (39) rea-
gierte bei 47°C in 6h in einem Puffer mit 250 um
Phosphan 40, das das FLAG-Peptid (Asp-Tyr-Lys-Asp-
Asp-Asp-Asp-Lys) enthilt. Das markierte Protein 41
wurde durch Inkubation mit einem FITC-anti-FLAG-
Antikorper oder durch tryptischen Verdau mit anschlie-
Bender MALDI-TOF-Analyse charakterisiert. Obwohl
die Staudinger-Ligation an mehreren Reaktionszentren
stattgefunden hat, konnte eine vollstindige Modifikation
aller acht moglichen Stellen nicht beobachtet werden.
Wahrscheinlich hatte bereits eine gewisse Reduktion der
Azideinheit des Azidohomoalanins stattgefunden. Inter-
essanterweise funktioniert die Markierung auch mit
rohem Zelllysat. Um einen zweistufigen Markierungs-
prozess zu verkiirzen, haben Bertozzi et al. den fluoro-
genen Coumarin-Phosphan-Farbstoff 42 hergestellt, der
nicht selbst fluoresziert, sondern durch die Staudinger-
Ligation mit Aziden aktiviert wird.”"! Reaktion von 42
mit Azido-mDHFR 39 fiihrte zur spezifischen Markie-
rung des Azidoproteins. Anders als bei den bereits
genannten Experimenten mit dem FLAG-Konjugat
konnte das markierte Protein 43 ohne nachfolgenden
Western-Blot oder sekundire Markierungsschritte nach-
gewiesen werden.

Ju etal. haben die ortspezifische Markierung von
DNA durch Staudinger-Ligation vorgestellt.” Ein am 5'-
Ende mit einer Azidogruppe versehenes Oligonucleotid-
fragment (45) wurde unter wissrigen Bedingungen selektiv
mit fluoresceinmodifiziertem Phosphan (Fam) 44 zum Fam-
markierten Oligonucleotid 46 in ca. 90 % Ausbeute umgesetzt
(Schema 10). Das entstandene fluoreszente Oligonucleotid

Sc
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hema 10. Herstellung eines fluoreszenzmarkierten DNA-Oligonucleotids.

wurde als Primer in der Sanger-Didesoxysequenzierung ein-
gesetzt, wo es fluoreszierende DNA-Verldngerungsfragmente
lieferte, die mithilfe eines Fluoreszenz-Elektrophorese-DNA-
Sequenzierers analysiert wurden.
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Chemiebasierte Ansidtze zur funktionellen Proteomik
beruhen auf synthetischen Verbindungen, die eine ausge-
wihlte Untergruppe von Proteinen kovalent und irreversibel
modifizieren konnen. Irreversible Proteaseinhibitoren wur-
den schon bei der vergleichenden Untersuchung von Serin-
oder Cysteinproteasen verwendet.” Overkleeft et al. haben
den azidofunktionalisierten Inhibitor 47 konstruiert, der alle
katalytisch aktiven -Untereinheiten des konstitutiven und
des Interferon-y-induzierbaren Immunoproteasoms inhi-
biert.”! EL-4-Zellen wurden iiber Nacht mit 47 inkubiert.
Nach Lyse wurde der Zellextrakt mit der biotinylierten
Phosphansonde 48 versetzt (Schema 11). Nach Auftrennung
durch SDS-PAGE und Immunoblotting konnten die unter-
schiedlichen Untereinheiten des Proteasoms sichtbar ge-
macht werden. In diesem Experiment erwies sich die In-
vivo-Markierung gegeniiber dem entsprechenden In-vitro-
Experiment als iiberlegen.

4.3. Metabolisches Zell-Engineering

Die auf der Oberfliche einer Zelle auftretenden Wech-
selwirkungen sind von entscheidender Bedeutung fiir den
Zellzyklus und die Kommunikation der Zellen in komplexen
Geweben, etwa der Zell-Zell-Adhédsion oder Virus-Zell-
Wechselwirkungen. Dabei spielen Kohlenhydrate eine zen-
trale Rolle. Die gezielte Abschaltung der Glycosylierungs-
gene hat eine Reihe wichtiger Informationen tber die
Funktion und die Diversitdt von Kohlenhydraten geliefert,
dennoch ist dieser Ansatz mit vielen Einschrdnkungen
behaftet, wie der embryonalen Lethalitdt oder der Hoch-
regulierung von kompensierenden Reaktionswegen.”! Es

n O
N
Zelle o Ns H

1) Inkubation mit 47

2) Lyse
)
7 \ Phyp
Lysat
MeO
|
0
1) Inkubation mit 48
2) SD5-PAGE
3) Immunoblotting Y
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besteht daher ein groBes Interesse an der Entwicklung
chemischer Methoden, die Molekiile der Zelloberfldche so
verdndern, dass ihre Funktion in der interzelluliren Kom-
munikation tiberpriift werden kann. Die Arbeitsgruppe von
Bertozzi verwendete dazu eine Methode, bei der nichtnatiir-
liche biosynthetische Vorldufermolekiile zu nichtnatiirlichen
Oberflachenpolysacchariden mit verdnderten biologischen
Funktionen umgebaut werden.**!” Besonders interessant
fir die Anwendung der Staudinger-Reaktion ist dabei, dass
Saugetierzellen, die mit peracetyliertem Azidoacetylmanno-
samin (Ac,ManNAz, 49) inkubiert werden, dieses Substrat
aufnehmen und daraus in ihrem eigenen Sialinsdurebiosyn-
theseweg Azidoacetylsialinsdure (SiaNAz) produzieren. Die-
se wird statt Sialinsdure in die Zelloberfldchenglycokonjugate
50 eingebaut (Schema 12). Die an der Zelloberfldche expo-
nierten Azideinheiten reagieren mit der Phosphansonde 51
(z.B. biotinyliertem Phosphan 53 oder FLAG-Phosphan 40),
sodass diese nach Staudinger-Ligation kovalent an das Ober-
flachenglycoprotein angekniipft sind. Damit sind sie mithilfe
der Flow-Cytometrie fiir quantitative Messungen zugénglich.
In Vergleichsexperimenten mit der ebenfalls von ihnen
entwickelten Zelloberflachenketon-Hydrazin-Reaktion
konnte die Arbeitsgruppe von Bertozzi zeigen, dass die
Staudinger-Reaktion in mehreren Punkten vorteilhaft ist:
a) Nach Zellmetabolisierung zum Sialinsdurederivat fiihrte
die Staudinger-Ligation gegeniiber der Keton-Hydrazin-Re-
aktion zu einem zweifach hoheren Fluoreszenzanstieg; b) an-
ders als ein Keton hat ein Azid wegen seiner abiotischen
Natur im zelluliren Kontext eine einzigartige Reaktivitét;
c) die Ausbeute in der Staudinger-Ligation scheint in einem
relativ groBen Bereich (5-8.5) pH-unabhingig zu sein, woge-
gen die Keton-Hydrazin-Reaktion bei pH 7.0 langsam ist und

O}; \‘/ 8] Y

47

O
“-E"/U\NH;

>

NH

WEI/H\V\DWH

s
HN
O}_NH 0
48

I=

Schema 11. Detektion des aktiven Proteasoms mithilfe einer irreversiblen Inhibitorsonde, die durch Staudinger-Ligation derivatisiert wird.

3174 © 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de Angew. Chem. 2004, 116, 31683178


http://www.angewandte.de

Bioorganische Chemie

Angewandte

OH.oH O

Zelle

53

50

Oy -OCH3

Ej/"\“Ph
0 Ph
HN{ ¢

51

Eag

Sonde o 52

Schema 12. Metabolisches Zelloberflichen-Engineering durch biosynthetisch hergestellte azidmodifizierte Glycoproteine.

ihr Reaktivitdtsoptimum bei pH 6.5 hat, wo partiell schon
Zelltod ausgelost wird. Weitere Kontrollexperimente zeigten,
dass weder Azidreduktion durch endogene Monothiole (wie
Glutathion) noch die Reduktion von Disulfiden an der
Zelloberflache durch das Sondenphosphan stattfindet, sodass
keine verfdlschenden Nebenreaktionen auftreten.

Durch Zugabe von bekannten Glycosylierungsinhibitoren
konnte die Art des Glycoproteins identifiziert werden, in dem
SiaNAz auf der Zelloberfliche auftritt. Inkubation mit
Tunicamycin (einem Inhibitor, der komplett die N-verkniipfte
Glycosylierung von Proteinen verhindert) fithrte im Vergleich
zu Kontrollexperimenten zu einem steilen Abfall der Azid-
expression an der Zelloberfliche. Daraus kann geschlossen
werden, dass sich das Metabolisierungsprodukt von Ac,Man-
NAz in N-verkniipften Oligosacchariden befindet. Ein In-
kubationsexperiment mit Desoxymannojirimycin (einem In-
hibitor der Mannosidase I, der zu terminal verkiirzten
Glycanen fiihrt) zeigte, dass die Oberflichenazide in den
endstdndigen Zuckern von N-verkniipften Glycanen wie
Sialinsdure zu finden sind.

Die O-verkniipfte Proteinglycosylierung (an Ser- oder
Thr-Reste) ist der zweite wichtige Typ von Proteinglycolylie-
rung. Der vorherrschende Typ der O-verkniipften Glycosy-
lierung ist der Mucintyp, charakterisiert durch einen N-
Acetylgalactosamin(GalNAc)-Rest, a-verkniipft an die Hy-
droxygruppe der Thr- oder Ser-Seitenketten. Bertozzi et al.
haben eine Strategie zur Markierung solcher O-verkniipfter
Glycoproteine des Mucintyps mithilfe eines bioorthogonalen
Azid-Tags vorgestellt, das ein gemeinsames Merkmal dieser
Glycoproteine nutzt: die konservierten GalNAc-Reste.”” Die
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Strategie umfasst, dass CHO-Zellen mit dem peracetylierten
GalNac-Analogon 54 (Tetraacetyl-N-azidoacetylgalactos-
amin, Ac,GalNAz) gefiittert werden, das metabolisch in die
O-verkniipften Glycoproteine des Mucintyps 55 eingebaut
wird. Diese reagieren in einer Staudinger-Ligation mit der
Sonde 40 und liefern die markierten Glycoproteine 56. Die
Methode ist empfindlich genug, um die in endogener Menge
in Sdugetierzellen exprimierten Glycoproteine in komplexen
Zelllysaten nachzuweisen (Schema 13).

Eine Herausforderung in der Glycobiologie besteht darin,
die Substrate und die Funktion der Glycosyltransferasen
innerhalb der Kompartimente herauszufinden, die das Glycan
aufbauen. Die Polypeptid-N-a-acetylgalactosaminyl-Transfe-
rasen (ppGalNAcTs) (eine Familie mit ca. 24 Isoformen)
spielen eine entscheidende Rolle bei der Biosynthese O-
verkniipfter Glycoproteine des Mucintyps, indem sie den
ersten GalNAc-Baustein an die Ser- oder Thr-Reste des
Polypeptids ankniipfen. UDP-N-Acetylgalactosamin (UDP-
GalNACc) dient dabei als Glycosyldonor. Bertozzi et al. haben
dafiir einen Azido-ELISA-Assay vorgestellt (Schema 14).
Darin wird das biotinylierte Proteinsubstrat 57 durch ppGal-
NACcTs mithilfe von UDP-GalNAz (58) glycosyliert.”"! Die
Reaktionsmischung wird auf einer mit NeutrAvidin beschich-
teten 96er Mikrotiterplatte adsorbiert, zu der das FLAG-
Phosphan 40 und eine anti-FLAG-Antikorper-Chiméire mit
Meerrettichperoxidase (HRP) gegeben werden. Zur Quanti-
fizierung wird der Umsatz von zugesetztem HRP-Substrat 61
bei 450 nm gemessen. Diese Strategie ermoglicht es, ein Profil
der Substratspezifitit einer ganzen Enzymfamilie herzustel-
len.
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Schema 13. Metabolische Strategie zur Markierung von O-verkniipften Glycoproteinen des Mucintyps.
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Schema 14. Der Azido-ELISA erméglicht die parallele Untersuchung der Aktivitat von Glycosyl-Transferasen.

4.4. Herstellung von Arrays

Die Staudinger-Ligation bietet sich durch ihre einzig-
artige Chemoselektivitdt als Immobilisierungsmethode zur
Herstellung von Protein- oder Wirkstoffarrays an. Raines
et al. haben eine Aminopropylsilan-funktionalisierte Glas-
oberfliche mit einem bifunktionellen Polyethylenglycol-
(PEG)-Spacer modifiziert und daran Phosphan 20 ge-
kniipft.’”l Das azidfunktionalisierte N-terminale Ende des
S-Peptids (Reste 1-15 der RNAse A) 63 wird kovalent mit
dem Phosphanylthioester-derivatisierten Glastrager 62 ver-
kniipft. Inkubation mit S-Protein (Reste 21-124 der RNA-
se A) 64 bildet das Addukt 65, das wegen seiner Ribonu-
kleaseaktivitdt sowie durch Immunfirbung nachgewiesen
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werden kann (Schema 15). Damit wurde in einem Proof-of-
Concept-Experiment nachgewiesen, dass die spurlose Stau-
dinger-Ligation zur Herstellung von Proteinarrays verwendet
werden kann.

In einer Zusammenarbeit verwendeten die Arbeitsgrup-
pen von Breinbauer, Niemeyer und Waldmann das Phosphan
17 fiir die spurlose Immobilisierung von Wirkstoffmolekiilen,
die durch kombinatorische Festphasensynthese mit dem
Kenner-Safety-Catch-Linker 66 hergestellt werden kon-
nen.® Die Azidfunktionalititen werden dabei im Zuge der
Abspaltungsreaktion von der festen Phase eingefiihrt. Stau-
dinger-Ligation der azidmodifizierten Verbindungen 67 mit
den phosphanderivatisierten dendrimerbeschichteten Glas-
oberfldachen 68 fiihrte zur kovalenten Ankniipfung der Pro-
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Schema 15. Ortsspezifische Immobilisierung von Proteinen durch Staudinger-Ligation.
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Schema 16. Herstellung einer Bibliothek von azidterminierten Substanzen und deren anschlieRende Immobilisierung auf phosphanmodifizierten

Glasoberflichen zur Herstellung von Wirkstoffarrays.

benmolekiile. Die so hergestellten Wirkstoffarrays 69 wurden
auf ihre Féhigkeit zur Bindung fluoreszenzmarkierter Pro-
teine iberpriift (Schema 16). Gegeniiber vielen anderen fiir
die Herstellung von Wirkstoff-Arrays eingesetzten Ligations-
methoden hat die Staudinger-Ligation den Vorteil aufler-
ordentlicher Chemoselektivitit, sodass eine groflere Zahl
funktioneller Gruppen toleriert wird, die fiir eine effiziente
Ligand-Target-Bindung notwendig sein konnten.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl die Staudinger-Ligation erst drei Jahre alt ist,
beweisen die vielen in diesem Kurzaufsatz beschriebenen
Beispiele ihre bereits groe praktische Bedeutung in der
chemischen und biologischen Forschung. Besonders das von
Bertozzi et al. eingefiihrte Phosphanreagens 10 hat seine
Praktikabilitdt nicht nur in Modellexperimenten, sondern
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auch in echten Anwendungen biologischer Untersuchungen
bewiesen. Zwar fiihrt es nicht zu einer spurlosen Ligation,
dennoch erscheint es wegen seiner Luftstabilitdt und der
bewidhrten Toleranz gegen funktionelle Gruppen als das
gegenwirtig am besten geeignete Reagens. Zurzeit ist die
Staudinger-Ligation die vermutlich mildeste Ligation mit der
besten Chemoselektivitdt. Daher sollte sie immer dann
beriicksichtigt werden, wenn es darum geht, Biokonjugate
herzustellen, oder wenn chemische Reaktionen in der kom-
plexen Umgebung einer lebenden Zelle durchgefiihrt werden
sollen.

Unsere Arbeiten wurden von der DFG, der Max-Planck-
Gesellschaft, der Universitit Dortmund (Forschungsband
»Molekulare Grundlagen der Biowissenschaften®), dem Land
Nordrhein-Westfalen und dem Fonds der Chemischen Indus-
trie (Liebig-Stipendium fiir R.B.) unterstiitzt. R.B. mdochte
Prof. H. Waldmann und Prof. C. M. Niemeyer fiir die frucht-
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bare und andauernde Zusammenarbeit danken. C. Banks sei
fiir die kritische Durchsicht des englischsprachigen Manu-
skripts gedankt.
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