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Strategien zur selektiven und kovalenten chemischen Ver-
kniipfung von synthetischen Markern mit Biopolymeren wie
Proteinen, Nucleinsduren, Lipiden und Glycanen sind der
Schliissel fiir zahlreiche Anwendungen in der Biotechnologie,
der Medizin oder auch der Grundlagenforschung. Die Er-
folgsgeschichte des griin fluoreszierenden Proteins (GFP),!'!
im Jahr 2008 durch den Nobelpreis in Chemie geehrt, unter-
streicht die Vorteile einer Fluoreszenzmarkierung, die se-
lektiv an einem beliebigen Zielprotein angebracht werden
kann, um, wie in diesem Fall, die Lokalisation oder Dynamik
eines Proteins zu visualisieren. Das Verwenden solcher ge-
netisch kodierter Proteinfusionen ist jedoch limitiert, wenn
man z.B. daran interessiert ist, eine post-translationale Mo-
difikation darzustellen, oder ginzlich ausgeschlossen, wenn
Biomolekiile wie Glycane oder Lipide, die nicht genetisch
kodiert sind, adressiert werden sollen. In diesen Fillen ist eine
bio-orthogonale Ligation zwischen einer funktionellen
Gruppe in einem Biomolekiil und einer von auflen zugege-
benen Probe die Methode der Wahl.*! Zu diesem Zweck
wurden in letzter Zeit mehrere interessante neue Reaktionen
beschrieben, darunter auch eine von Lin und Mitarbeitern
entwickelte photoinduzierbare 1,3-dipolare Cycloaddition
(Schema 1a), die unter anderem fiir die selektive Funktio-
nalisierung von Proteinen in vitro und in lebenden Zellen
verwendet werden konnte.["¥]

Was sind die charakteristischen Merkmale einer bio-or-
thogonalen Ligationsreaktion? Zwei funktionelle Gruppen
miissen unter milden Bedingungen in biologischem Medium
unter Bildung einer stabilen kovalenten Bindung selektiv
miteinander reagieren. Wichtig ist, dass die beiden Gruppen
unter diesen Bedingungen inert sind, um Reaktionen mit
anderen Biomolekiilen zu vermeiden. Sie sollten idealerweise
auch biokompatibel, also nicht toxisch sein. AuSerdem sollte
eine bio-orthogonale Reaktion moglichst schnell im Ver-
gleich zum untersuchten biologischen Prozess und unter ge-
ringen Reaktantenkonzentrationen ablaufen, um eine hohe
zeitliche Auflosung und eine hohe Empfindlichkeit zu errei-
chen. Bei der Fiille an etablierten organischen Reaktionen
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erscheint es verwunderlich, dass sich bis jetzt nur eine
Handvoll an Reaktionen fiir eine bio-orthogonale Ligation
durchgesetzt hat. Dazu gehoren die nucleophile Addition von
Hydraziden oder Hydroxylaminen an Ketone oder Aldehy-
de 1% die Staudinger-Ligation zwischen einem Azid und ei-
nem modifizierten Phosphan[”] und die 1,3-dipolare Azid-
Alkin-Cycloaddition, entweder Cu'-katalysiert!'>¥ oder ge-
triecben durch die Ringspannung von Cyclooctin (Sche-
ma 1b).1*"! Der Einbau der einzigartigen funktionellen
Gruppe in das biologische Zielmolekiil ist dabei oftmals sehr
schwierig und wird ebenfalls intensiv erforscht. Zu den am
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Schema 1. Einige kiirzlich entwickelte bio-orthogonale Reaktionen.
Mes =2,4,6-Trimethylphenyl.
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héufigsten genutzten Techniken zidhlen das Einschleusen von
metabolischen Vorstufen in die Biosynthesewege,'*'® die
selektive Biokonjugation natiirlicher funktioneller Gruppen,
die Mutagenese mit nichtnatiirlichen Aminosiuren" und
andere Ligationsreaktionen wie die Ligation exprimierter
Proteine (expressed protein ligation, EPL).

Warum besteht trotz dieser gut etablierten Reaktionen
immer noch ein dringender Bedarf an neuen bio-orthogona-
len Ligationsmethoden? Ein Grund ist, dass jede dieser Re-
aktionen individuelle Vor- und Nachteile hat und nicht fiir
jeden Verwendungszweck optimal einsetzbar ist. So zeichnet
sich z.B. die Cu'-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition zwar
vorteilhafte Robustheit und hohe Reaktionsgeschwindigkei-
ten aus, die unter anderem in Proteomikansitzen zur En-
zymaktivititsbestimmung in Zelllysaten®! oder zur Visuali-
sierung von Biomolekiilen in fixierten Zellen® genutzt
wurden. Wegen der Zytotoxizitdt des benotigten Kupferka-
talysators ist sie jedoch in der Regel fiir die Verwendung in
lebenden Zellen oder Organismen nicht geeignet. Dagegen
basiert die Staudinger-Ligation zwar auf nicht-toxischen re-
aktiven Gruppen, hat aber die Nachteile einer relativ nied-
rigen Reaktionsgeschwindigkeit und einer konkurrierenden
Oxidation des Phosphanreagens.”® Eine vielversprechende
Weiterentwicklung, die diese Probleme umgeht, ist die Ver-
wendung gespannter und fluorierter Cyclooctinderivate
(Schema 1b),™! dank derer die Cycloaddition ohne Kupfer-
katalysator stattfinden kann und sich dabei noch durch Re-
aktionsgeschwindigkeiten auszeichnet, die deutlich iiber de-
nen der Staudinger-Ligation liegen. Diese Reagentien er-
moglichten eine verbesserte Visualisierung von dynamischen
Prozessen in vivo und konnten beispielsweise genutzt werden,
um Verdnderungen von Glycanmustern in der Entwicklung
eines Zebrafischembryos sichtbar zu machen.” Eine weitere
Motivation fiir die Entwicklung von neuen bio-orthogonalen
Reaktionen besteht darin, dass zwei fiir ein spezifisches
Problem geeignete Reaktionen prinzipiell parallel durchge-
fithrt werden konnten. In Analogie dazu werden heutzutage
fluoreszierende Proteine unterschiedlicher Farbel"**? bei-
spielsweise routinemifig fiir die simultane Beobachtung
mehrerer Zielproteine oder die Messung eines resonanten
Fluoreszenzenergietransfers eingesetzt.

Lin und Mitarbeiter berichteten kiirzlich iiber eine bio-
orthogonale Ligationsreaktion, die mit ihrer Photoinduzier-
barkeit tiber ein zusitzliches Steuerungselement verfiigt und
zu einer wichtigen Ergidnzung des derzeitigen Reaktionsre-
pertoires werden konnte."* Diese erstmals von Huisgen et al.
beschriebene Reaktion®! ist eine 1,3-dipolare Cycloaddition
eines Nitrilimins mit einem dipolarophilen Alken und fiihrt
zur Bildung eines Pyrazolin-Cycloadduktes (Schema 2). Da-
bei wird das Nitrilimin in situ durch Photolyse mit UV-Licht
aus einem Diaryltetrazol erzeugt, das unter Cycloreversion
Stickstoff abspaltet. Erste Untersuchungen ergaben, dass die
Erzeugung des Nitrilimins mit einer Geschwindigkeitskon-
stanten erster Ordnung von k,;=0.14s"' (f,=5.1s) sehr
schnell ablduft und nur kurze Bestrahlungszeiten von weni-
gen Minuten erfordert. Die folgende Cycloaddition verlduft
nach einer Reaktionskinetik zweiter Ordnung mit einer Ge-
schwindigkeitskonstanten k, von bis zu 11.0Mm 's™" je nach
Reagens. Sie kann somit wesentlich schneller sein als die
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Schema 2. Photoaktivierte 1,3-dipolare Cycloaddition eines Diaryltetra-
zols mit einem substituierten Alken.

Staudinger-Ligation oder die optimierte ringspannungsge-
triebene 1,3-Cycloaddition (0.2 bzw. 7.6 x 107 2m !~ [1323]),
Interessanterweise ist das gebildete Pyrazolinaddukt fluo-
reszierend, mit Emissionsmaxima von 487 bis 538 nm und
einer hohen Quantenausbeute, was direkt zur Verfolgung des
Reaktionsfortschritts genutzt werden kann. Andererseits
konnte das fluoreszierende Produkt auch problematisch sein,
wenn es ndmlich mit anderen Fluorophoren im Experiment
interferiert.

Um die Selektivitidt der Reaktion im Kontext von Pro-
teinen zu zeigen, wurde die Tetrazoleinheit sowohl in Lyso-
zym durch Acylierung von Lysinseitenketten als auch regio-
selektiv in GFP durch Protein-Semisynthese mithilfe von
EPL eingebaut.”! AnschlieBend wurden verschiedene, auf
Acrylamid basierende Reagentien zugegeben, und die spezi-
fische Reaktion wurde durch eine kurze Belichtung mit UV-
Licht ausgelost. Alternativ konnte auch alkenmodifiziertes
Lysozym durch eine Markierung mit Methacrylanhydrid er-
halten werden, das anschlieend selektiv mit Tetrazolligan-
den modifiziert werden konnte, die z.B. eine Polyethylen-
glycoleinheit trugen.”

Um das volle Potenzial dieses Ansatzes auszuschopfen,
bedarf es allerdings genereller wie auch spezifischer Metho-
den, um entweder das Diaryltetrazol oder das Alken in ein
Biopolymer einzubringen. In einem ersten wichtigen Schritt
nutzten Lin und Mitarbeiter einen schon zuvor beschriebenen
E.-coli-Stamm, durch den mithilfe der Methode der tRNA-
Suppression ortsspezifisch O-Allyltyrosin in Proteine einge-
baut werden kann.”®! Auf diese Weise konnte ein alkenhal-
tiges Z-Doménen-Protein gewonnen und durch die photoin-
duzierbare Cycloaddition selektiv modifiziert werden (Sche-
ma 1a).”¥! Dariiber hinaus konnte diese Reaktion auch in E.-
coli-Zellen angewendet werden, die das alkenhaltige Protein
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produzierten. Dagegen wurden in einem Kontrollexperiment
solche E.-coli-Zellen, die das unverdnderte Wildtyp(wt)-Z-
Dominen-Protein produzierten, nicht markiert (Abbil-
dung 1). Diese Befunde lassen darauf schlieBen, dass die

wit-Z

Abbildung 1. Selektive Funktionalisierung eines alkenhaltigen Z-Doma-
nen-Proteins mit Tetrazol (sieche Schema 1a) in E.-coli-Zellen: CFP-Ka-
nal- (oben) und DIC-Kanal-Bilder (unten) von Bakterienzellen, die nach
Zugabe von 100 pm Tetrazol entweder das Alken-Z- oder das Wildtyp-
Z-Dominen-Protein exprimierten; CFP: cyan fluoreszierendes Protein,
DIC: Phasenkontrast (differential interference contrast). Wiedergabe
aus Lit. [8].
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Reaktion auch fiir Experimente in lebenden Zellen genutzt
werden kann, wobei sicherlich eines der dringlichsten néchs-
ten Ziele die Ubertragung dieser Methode auch auf hohere
Organismen wie Hefe oder Siugetierzellen sein wird. Ein
anderer Weg fiir den Einbau einer der beiden funktionellen
Gruppen konnte eventuell beschritten werden, indem Ami-
nosiuren mit einer Doppelbindung zugegeben werden,”! die
mithilfe des Proteinbiosyntheseapparates prozessiert werden.
Ahnliches wire denkbar fiir geeignete metabolische Vorstu-
fenmolekiile von Lipid- und Glycanbiosynthesewegen.
SchlieBlich konnte auch eine der beiden funktionellen
Gruppen iiber eine fusionierte Proteinsequenz eingefiihrt
werden, die fiir selektive chemische Modifizierungen zu-
ginglich ist.”0?!

Eine weitere wichtige Beobachtung von Lin und Mitar-
beitern war, dass die Reaktion mit der Alkeneinheit des O-
Allyltyrosins deutlich langsamer ablduft als mit den entspre-
chenden Acrylamidderivaten.”! Die Autoren schlugen als
Erkldrung vor, dass die niedrigere LUMO-Energie des
Acrylamids zu einer besseren Uberlappung mit dem HOMO
des Nitrilimins fiithrt. Somit kénnte die Wahl eines geeigneten
Nitrilimin-Alken-Paars auch das Potenzial fiir weitere Opti-
mierungen bergen.

Das herausragende Merkmal der hier vorgestellten Re-
aktion ist ihre Lichtabhéngigkeit. Diese Eigenschaft konnte
fiir eine prézise rdaumliche und zeitliche Steuerung der Liga-
tionsreaktion genutzt werden und konnte somit duBlerst
niitzlich fiir Anwendungen in der Zellbiologie sein. Umge-
kehrt bedeutet dies aber auch, dass die Ligationsreaktion nur
in Medien und biologischem Material durchgefiihrt werden
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kann, die bei der entsprechenden Wellenlédnge transparent
sind. Durch eine Variation der Substituenten am Tetrazol
konnte das Absorptionsmaximum bereits von 302 zu 365 nm
verschoben werden,! was fiir Zellen weniger schidlich ist.

Jingste Forschungsarbeiten haben zu wichtigen Fort-
schritten auf dem Gebiet der selektiven Proteinmodifikatio-
nen und der bio-orthogonalen Ligationsreaktionen gefiihrt,
die das Anwendungsgebiet dieser Reaktionen erweitern
werden. Auch zwei weitere aktuelle Beispiele beruhen auf der
Reaktion einer Alkeneinheit: Die Arbeitsgruppe von Davis
hat begonnen, das Potenzial der Kreuzmetathese fiir die
Modifizierung von Proteinen zu nutzen, die zundchst mit
Allylsulfiden funktionalisiert wurden (Schema 1c¢),** wih-
rend Fox und Mitarbeiter von der duBerst schnellen Diels-
Alder-Reaktion von Tetrazin mit trans-Cycloocten zur Pro-
teinmodifizierung berichteten (Schema 1d).” Es scheint so-
mit eine spannende Zukunft fiir die selektive chemische
Proteinmodifizierung zu geben.
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