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Bioorthogonale Chemie

Biomolekille in ihrer natiirlichen Umgebung zu erforschen, ist wegen

Angewandte

Aus dem Inhalt

der enormen Komplexitit zelluldrer Systeme eine anspruchsvolle

Aufgabe. In den letzten Jahren entwickelte Methoden zur selektiven
Modifizierung biologischer Spezies in lebenden Systemen haben neue

Einblicke in zellulidre Prozesse gegeben. Grundlage dieser neuen

Techniken sind bioorthogonale chemische Reaktionen, deren Kom-
ponenten unter physiologischen Bedingungen in Gegenwart zahlrei-
cher Funktionalititen, wie sie zur Erhaltung des Lebens notwendig
sind, schnell und selektiv miteinander reagieren miissen. Hier be-

schreiben wir die bisher entwickelten bioorthogonalen chemischen

Reaktionen und wie sie zum Studium von Biomolekiilen eingesetzt

werden konnen.

1. Einleitung

Chemiker und Biologen teilen das Interesse an der Ent-
wicklung von Methoden fiir die Erforschung von Biomole-
kiilen in deren natiirlicher Umgebung. IThre gemeinsamen
Forschungen fiihrten zu Neuerungen wie den genetisch co-
dierten fluoreszierenden Proteinen (z.B. dem griin fluores-
zierenden Protein, GFP), deren weit verbreitete Anwendung
und Bedeutung 2008 mit dem Nobelpreis in Chemie aner-
kannt wurden.l"? Viele Biomolekiile wie Nucleinsiuren,
Lipide und Glycane sowie posttranslationale Modifikationen
konnen jedoch nicht mit genetisch codierten Reportern be-
obachtet werden. Ein aufstrebender Bereich der chemischen
Biologie hat sich zum Ziel gesetzt, diese Biomolekiile in le-
benden Systemen mithilfe bioorthogonaler chemischer Re-
aktionen (Reaktionen, die nicht in biologische Prozesse ein-
greifen) zu erforschen. Solche Reaktionen miissen unter
physiologischen Bedingungen mit hoher Geschwindigkeit
ablaufen und inert gegeniiber den zahlreichen in vivo vor-
kommenden Funktionalitdten sein (Schema 1).
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Schema 1. Eine bioorthogonale chemische Reaktion. Die Reaktion der
Verbindungen A und B mit bioorthogonalen funktionellen Gruppen
verlduft ungestort in Gegenwart aller anderen in lebenden Systemen
vorkommenden Funktionalititen, von denen einige abgebildet sind.
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Hier beschreiben wir die historische Entwicklung der
bioorthogonalen Chemie, ausgehend von ihrem Ursprung in
der Biokonjugation von Proteinen. Wir besprechen, wie ein-
zigartige Sequenzen natiirlicher Aminosduren entwickelt
wurden, um eine orthogonale Funktionalitit zur selektiven
Proteinmodifizierung in Proben komplexer Zusammenset-
zung zu schaffen. Anschlieend konzentrieren wir uns auf die
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Entwicklung bioorthogonaler Umwandlungen, die mit

nichtnatiirlichen funktionellen Gruppen verbunden sind, und
auf Methoden zur Einfithrung dieser nichtnatiirlichen Grup-
pen in Biomolekiile. Zum Abschluss erdrtern wir Wege zu
neuen bioorthogonalen chemischen Reaktionen und Mog-
lichkeiten zu ihrer Anwendung fiir die Aufkldarung noch un-
erforschter biologischer Prozesse.

2. Historischer Hintergrund

Die chemische Modifizierung von Biomolekiilen entwi-
ckelte sich innerhalb des vergangenen Jahrhunderts von
einem Hilfsmittel zur Bestimmung von Zusammensetzungen
zu einer hochselektiven Methode fiir die Beobachtung zel-
luldrer Vorgénge. Proteine mit ihren zahlreichen Seitenket-
tenfunktionen, komplexen Tertidrstrukturen und verschie-
denartigen biologischen Funktionen waren bereits frith
Kandidaten fiir eine chemische Modifizierung, urspriinglich
mit dem Ziel, ihre Aminosidurebestandteile zu identifizie-
ren.P! Die mechanistische Enzymologie profitierte enorm von
den Arbeiten der frithen Proteinchemiker, da die von ihnen
entwickelten Methoden eine chemische Verdnderung der an
der Katalyse beteiligten Seitenketten ermoglichten. Auch
fir die Biotechnologie waren die Methoden zur Proteinmo-
difizierung von Bedeutung. Zu den gingigen Anwendungen
gehoren die Verkniipfung therapeutisch eingesetzter Proteine
mit Polyethylenglycol(PEG)-Gruppen (,,PEGylierung®), um
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die Serumhalbwertszeit™® zu erhchen, und die Bindung von
Cytotoxinen oder Imaging-Substanzen an gegen Krebs wir-
kende Elemente wie monoklonale Antikdrper.l”! Die meisten
Beispiele setzen auf herkommliche gruppenspezifische Me-
thoden zur Proteinmodifizierung, die weiterhin unentbehrli-
che Hilfsmittel bleiben.

2.1. Klassische Methoden zur Proteinmodifizierung

Die klassische Proteinbiokonjugation umfasst im We-
sentlichen einfache Reaktionen zweiter Ordnung, die selektiv
auf die Funktionen in den Seitenketten der kanonischen,
proteinogenen Aminosiuren wirken.”*1” Davon sind Cys-
tein und Lysin die am héufigsten modifizierten Reste. Die
Thiolgruppe von Cystein kann iiber Disulfidaustausch ge-
mischte Disulfide bilden (Schema 2, Nr. 1) sowie durch Al-
kylierung mit Alkylhalogeniden oder Michael-Addition mit
a,p-ungesittigten Carbonylverbindungen Thioether liefern
(Schema 2, Nr.2,3). Als relativ seltene Aminosdure kann
Cystein hiufig auch zur Single-Site-Modifizierung herange-
zogen werden. Obwohl sie betrdchtlich stidrker verbreitet sind
als Cysteinreste, sind Lysinreste beliebte Ziele, da eine Viel-
zahl an Methoden zur Verfiigung steht, um selektiv primére
Amine zu modifizieren. Lysin kann mit aktivierten Estern,
Sulfonylchloriden, Isocyanaten oder Isothiocyanaten zu
Amiden, Sulfonamiden, Harnstoffen bzw. Thioharnstoffen
umgesetzt werden (Schema 2, Nr.4-7). Lysine gehen auch
reduktive Aminierungen mit Aldehyden ein.**'% Zu be-
merken ist, dass diese Reagentien zusétzlich die N-Termini
von Proteinen modifizieren kénnen.

Die verbleibenden 18 proteinogenen Aminosduren
werden vergleichsweise wenig zur gruppenselektiven Modi-
fizierung genutzt. Der Phenolrest von Tyrosin wurde durch
elektrophile aromatische Substitution mit Diazoniumsalzen,
Tod oder salpetriger Sdure modifiziert.*'” Glutamat- und
Aspartatreste sind fiir die Biokonjugation durch Kupplung
mit Aminen iiber Carbodiimide®*'” vorgesehen worden,
obwohl die Moglichkeit zur Proteinvernetzung den Nutzen
dieser Methode einschrénkt. Mithilfe von Pyrocarbonaten
konnten auch Histidinreste veréndert werden.57

Mit diesen klassischen Methoden ist die Kupplung von
kleinen Molekiilsonden, z.B. von Biotin und Fluorophoren,
an Proteine routinemifBig moglich. Zur Immobilisierung von
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Schema 2. Klassische Biokonjugationsreaktionen zur Modifizierung
von Cys- und Lys-Resten. Cys-Reste kénnen durch Disulfidaustausch,
durch Alkylierung mit lodacetamidreagentien sowie durch Michael-
Addition mit Maleimiden modifiziert werden (Nr. 1-3). Lys-Reste
kénnen durch Amid-, Sulfonamid-, Harnstoff- und Thioharnstoffbil-
dung mit N-Hydroxysuccinimid-aktivierten Estern, Sulfonylchloriden,
Isocyanaten bzw. Isothiocyanaten (Nr. 4-7) verandert werden.

Proteinen auf chromatographischen Matrices, loslichen Po-
lymeren, Kunststoffoberflichen und Mikroarray-Chips
kommen &hnliche Methoden zur Anwendung.
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2.2. Moderne Methoden zur Proteinmodifizierung Proteinmodifizierung sei auf die neue Ubersicht von
Hackenberger und Schwarzer verwiesen.['?
Zur Modifizierung von Cystein, Lysin, Tyrosin und Tryp-
tophan wurden neue Methoden entwickelt (Schema 3 A), die  2.2.7. Lysin- und Cystein-Modifizierungsreaktionen der ndchsten

oft auf metallvermittelten Umwandlungen beruhen.! Generation
Zudem hat sich der N-Terminus als beliebtes Ziel fiir die
Proteinmodifizierung herausgestellt (Schema 3 A). Fiir eine Wihrend die herkommlichen Methoden der Biokonju-

tiefer gehende Diskussion chemoselektiver Methoden zur  gation von Lysin und Cystein weithin Verwendung finden,
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Schema 3. Moderne Biokonjugationsreaktionen zur Modifizierung von Proteinen. A) Selektive Modifizierung von Lys, Cys, Tyr, Trp und dem N-
Terminus. B) Moderne Methoden zur Modifizierung von Lys, Cys, Tyr und Trp. Lys wird durch reduktive Aminierung mit einem Iridiumhydrid als
Reduktionsmittel verdndert (Nr. 1; bipy = Bipyridyl, Cp*=CsMes). Cys wird durch eine zweistufige Markierungsreaktion, die die Bildung von Dehy-
droalanin und nachfolgende Michael-Addition eines Thiols umfasst (Nr. 2), oder durch photochemisch katalysierte Thiol-En-Reaktion (Nr. 3;
AIBN =2,2"-Azobisisobutyronitril) modifiziert. Modifizierungsreaktionen fiir Tyr sind die Ni"-vermittelte radikalische Kupplung mit Magnesium-
monoperoxyphthalat (MMPP) als stéchiometrischem Oxidationsmittel (Nr. 4), eine Dreikomponenten-Mannich-Reaktion mit Aldehyden und Anili-
nen (Nr. 5) oder die Pd-katalysierte st-Allylierung (Nr. 6). Trp wird unter Verwendung eines Rh-Carbenoids modifiziert (Nr. 7). C) Methoden zur
Modifizierung des N-Terminus. N-terminale Modifizierungen gelingen durch Transaminierung mit Aldehyden, Oxidation mit Periodat, Pictet-
Spengler-Reaktion eines N-terminalen Tryptophans mit einem Aldehyd, durch bicyclische Lactambildung mit Acyl-Aldehyd-Reagentien oder native
chemische Ligation mit Thioestern (Nr. 1-5).
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miissen die Methoden fiir die selektive Umwandlung von
Aminen und Thiolen noch entwickelt und optimiert werden.
Francis und McFarland beschrieben eine Lysin-spezifische
reduktive Alkylierung, die iiber eine Iridium-katalysierte
Transferhydrierung verlduft. Anders als die herkémmliche
Reaktion mit Natriumcyanoborhydrid, die einen niedrigen
pH-Wert erfordert, erfolgt die Iridium-katalysierte Reaktion
bei pH 7.4 mit hohen Ausbeuten (Schema 3B, Nr. 1).[%!

Davis et al. entwickelten kiirzlich eine zweistufige Me-
thode zur Modifizierung von Cystein (Schema 3B, Nr. 2).0'¥
Die erste Stufe ist die Umwandlung von Cystein in Dehy-
droalanin durch Umsetzen mit O-Mesitylensulfonylhydro-
xylamin unter basischen Bedingungen. Die Dehydroalanin-
reste reagieren nachfolgend mit Thiolreagentien in einer
Michael-Addition unter Bildung einer Thioetherbindung. Die
Michael-Addition verlduft nicht stereospezifisch, weshalb ein
Diastereomerengemisch der modifizierten Proteine entsteht.
Eine weitere neue Technik zur Modifizierung von Cystein, die
zu einer Thioetherbindung fiihrt, beruht auf der Thiol-En-
Chemie,™ wobei ein Thiol iiber einen Radikalmechanismus
in ein Alken inseriert (Schema 3B, Nr. 3).I'I Die radikalische
Spezies kann durch tibliche Initiatoren oder durch Bestrahlen
mit Licht™ erzeugt werden, wobei die zweite Methode ver-
traglicher mit funktionellen Gruppen ist und kiirzere Reak-
tionszeiten aufweist.'"”’ Die Thiol-En-Reaktion wurde an
Proteinen durchgefiihrt, die mit Thiolen™ oder Alkenen!"!
funktionalisiert waren. Eine Verwendung fiir die direkte
Modifizierung von Cysteinresten ist jedoch noch nicht be-
schrieben, vielleicht weil die Bildung eines Protein-gebun-
denen Thiylradikals zu unerwiinschten Nebenreaktionen
fiihren konnte.

2.2.2. Tyrosin- und Tryptophanmodifizierung

Viele neuere Arbeiten konzentrierten sich auf die Modi-
fizierung von Tyrosin- und Tryptophanresten und nutzten
hiufig Ubergangsmetall-katalysierte Prozesse, die mit wiss-
rigen Bedingungen vereinbar sind.'!! Diese Reste kommen
auf Proteinoberfldchen selten vor und bieten daher die Ge-
legenheit fiir eine kontrollierte Single-site-Modifizierung.”"!
Das erste Beispiel einer metallkatalysierten Modifizierung
von Tyrosin war die oxidative Kupplung zweier Phenolgrup-
pen. Diese Methode wurde zuerst von Kodadek et al. unter
Verwendung eines Nickel(II)-Katalysators und eines Cooxi-
dans erforscht, um zwei Proteine zu vernetzen (Schema 3B,
Nr. 4).”" Finn et al. priiften diese Methode auf ihre Eignung
als Biokonjugationsmethode, indem sie Biotin- und Alkin-
reagentien an Tyrosinreste auf den Kapsidproteinen eines
Viruspartikels kuppelten.’” Francis et al. erforschten die
Modifizierung von Tyrosinresten durch eine Dreikomponen-
ten-Mannich-Reaktion mit Aldehyden und Anilinen (Sche-
ma 3B, Nr. 5)2%21 sowie durch Palladium-n-Allyl-Chemie
(Schema 3B, Nr. 6).1%!

Francis und Antos entwickelten zudem eine Biokonjuga-
tionsreaktion fiir die seltenste Aminosdure, Tryptophan,
unter Verwendung eines Rhodiumcarbenoids, das in situ aus
Rh,(OAc), und einer Diazoverbindung gebildet wurde
(Schema 3B, Nr. 7).l Diese Reaktion benétigt jedoch saure

www.angewandte.de

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

C. R. Bertozzi und E. M. Sletten

Bedingungen (pH~2), wodurch die Struktur einiger Ziel-
proteine beeinflusst werden konnte.

2.2.3. Chemische Modifizierung des N-Terminus

Der N-Termimus eines Proteins hat eine besondere pH-
abhingige Reaktivitdt und ist daher ein vielversprechendes
Ziel fiir eine Single-site-Modifizierung.”” Sein relativ zu
Aminogruppen der Lysinseitenketten verringerter pKs-Wert
ermoglicht — wenn auch unter Schwierigkeiten — die selektive
Acylierung oder Alkylierung in Gegenwart vieler konkur-
rierender Lysinseitenketten. Transaminierungen haben sich
fir die selektive N-terminale Modifizierung besonders be-
wihrt. Die erste Transaminierung des N-Terminus reicht
zuriick bis ins Jahr 1956, zu einem Versuch von Bonetti et al.
bei 100°C, einer Temperatur, bei der Proteine hiufig dena-
turieren (Schema 3C, Nr.1a).”®! Fast ein Jahrzehnt spiter
fithrte Dixon mit Glyoxylat, katalytischer Base und Kup-
fer(I), das die Iminbildung zwischen N-Terminus und Gly-
oxylat erleichterte, eine Transaminierung bei Raumtempe-
ratur durch (Schema 3C, Nr. 1b).’)

Auch mit den Fortschritten, die Dixon erreicht hatte, fand
die Transaminierung keine groBere Beachtung, bis Francis
et al. eine biomimetische Transaminierung beschrieben, die
unter physiologischen Bedingungen ohne Zusatz von Metal-
len oder Basen ablauft (Schema 3 C, Nr. 1¢).P” Thre Methode
umfasst die Kondensation des N-terminalen Amins mit Py-
ridoxal-5-phosphat und anschlieBende Hydrolyse zum Py-
ruvamid. Das Protein kann danach durch Reaktion der Py-
ruvamid-Ketogruppe mit Hydrazid- oder Aminooxyreagen-
tien weiter modifiziert werden (Abschnitt 4.1). Eine umfas-
sende Charakterisierung zeigte, dass die Transaminierung am
besten verlief, wenn Ala, Gly, Asp, Glu oder Asn die N-ter-
minale Position besetzen. Die Reaktion fand auch mit vielen
anderen N-terminalen Resten statt, die Ausbeuten waren al-
lerdings unterschiedlich.”!

Andere chemische Methoden zur N-terminalen Modifi-
zierung beruhen auf einem spezifischen Rest am N-Terminus.
Zum Beispiel werden N-terminale Serin- oder Threoninreste
durch Periodat oxidiert und bilden Glyoxylamide (Sche-
ma3C, Nr.2).’ Die Aldehydfunktion kann dann mit
Hydrazid- oder Aminooxyreagentien weiter modifiziert
werden  (Abschnitt 4.1). N-terminale Tryptophanreste
konnen in einer Pictet-Spengler-Reaktion selektiv mit Alde-
hydsonden reagieren (Schema 3 C, Nr. 3).* Es gibt Hinweise,
dass diese Reaktion auch verwendet werden kann, um N-
terminale Histidinreste umzuwandeln.*¥ Ein Vorteil der
Pictet-Spengler-Reaktion liegt darin, dass in einem einstufi-
gen Prozess eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung zwischen
Sonde und Protein erhalten wird, wihrend Hydrazid/Ami-
nooxy-basierte Methoden keine irreversible Bindung zwi-
schen der Sonde und dem Protein bilden. Zudem konnen
Aldehydsonden selektiv mit Proteinen, die N-terminale Cys-
teingruppen (sowie Ser, Thr, Trp, His und Asn) enthalten,
unter Bildung verschiedener Heterocyclen konjugiert werden
(Schema3C, Nr.4).) Auf N-terminalen Cysteinresten
beruht auch eine duBlerst erfolgreiche Modifizierungsmetho-
de fiir Proteine, die als native chemische Ligation bekannt ist
(Schema 3 C, Nr. 5).

Angew. Chem. 2009, 121, 7108 — 7133


http://www.angewandte.de

Bioorthogonale Chemie

2.2.4. Native chemische Ligation

1994 beschrieben Kent et al. die Ligation von Thioestern
mit N-terminalen Cysteinresten zu einer ,nativen“ Amid-
bindung; diese Reaktion wird heute als native chemische
Ligation (NCL, Schema4A) bezeichnet.®®! Mechanistisch
verlduft diese Umwandlung iiber eine rasche Gleichge-
wichtseinstellung der Thioester, die durch eine irreversible
intramolekulare Reaktion mit dem N-terminalen Amin des
Proteins (S-N-Acyltransfer) gestort wird, was schlieBlich zu
einer Amidbindung fiihrt. Der S-N-Acyltransfer wurde zuerst
von Wieland et al. 1953 entdeckt, aber erst viel spiter als
Modifizierungsmethode fiir Proteine angewendet.”” NCL
kann eingesetzt werden, um unter physiologischen Bedin-
gungen selektiv zwei hoch funktionalisierte Molekiile ohne
Verwendung von Schutzgruppen zu ligieren und entwickelte
sich daher zu einer leistungsfihigen Methode fiir die Modi-
fizierung, Synthese und Semisynthese von Proteinen. Mithilfe
der NCL lieen sich Proteine mit Groflen jenseits der tradi-
tionellen Grenzen der Festphasenpeptidsynthese erhalten
und untersuchen.® Weiterhin konnen durch NCL Teile von
Proteinen fiir biologische Strukturstudien®*! oder fiir die
selektive Addition posttranslationaler Modifikationen und
chemischer Sonden isotopenmarkiert werden.!!

Viele der Anwendungen der NCL wurden durch die Li-
gation exprimierter Proteine (expressed protein ligation,
EPL; Schema4B) und das trans-Spleifen von Proteinen
(protein-trans splicing, PTS; Schema 4C) verbessert. EPL
und PTS beruhen beide auf biologischen Verwandten der
NCL: selbstspleiBenden Proteinen.?! Selbstspleifen ist bei
Proteinen ein natiirliches Phinomen, wobei eine als Intein
bezeichnete Proteindoméne in einem posttranslationalen
Vorgang, der mechanistisch einer NCL vergleichbar ist, her-
ausgeschnitten wird. EPL bedeutet Ligation einer chemisch
hergestellten Spezies (die héufig ein N-terminales Cystein
enthilt) mit einem rekombinant exprimierten, Thioester
enthaltenden Protein. PTS #hnelt der EPL insoweit, als eine
synthetische Verbindung mit einem rekombinant exprimier-
ten Protein iiber eine native Amidbindung verkniipft werden
kann; bei PTS ist das Intein jedoch zwischen dem syntheti-
schen Peptid und dem exprimierten Thioester-haltigen Pro-
tein aufgeteilt, und der Wiederzusammenbau des Inteins er-
moglicht das Spleifien.

EPL nutzt Inteine, um einen C-terminalen Thioester zu
erzeugen, der anschliefend durch native chemische Ligation
verandert werden kann (Schema 4B). Unter Verwendung
von Techniken der rekombinanten Expression wird ein ge-
wiinschtes Polypeptid mit einem Intein, das mutiert ist und
keinen S-N-Acyltransfer mehr eingehen kann, verbunden.
Oft wird am C-terminalen Ende des Inteins im Fusionspro-
tein eine Chitin bindende Doméne angehingt, um die Rei-
nigung zu erleichtern. Das exprimierte Fusionsprotein wird
auf einer Chitinaffinitdtsmatrix isoliert, und nach Entfernung
aller anderen Proteine wird das gewiinschte Protein durch
NCL mit einem synthetischen Peptid oder einem anderen
Molekiil mit N-terminalem Cysteinrest von der Chitinmatrix
abgespalten >4

Die PTS-Methode nutzt die Entdeckung, dass sich Inteine
in zwei Polypeptide (Int: und Inty) trennen lassen, die durch
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Schema 4. Native chemische Ligation und Intein-basierte Methoden.
A) Native chemische Verkniipfung zweier Peptide: Peptid 1 enthilt
einen C-terminalen Thioester, der mit dem N-terminalen Cystein des
Peptids 2 einen neuen Thioester bildet. S-N-Acyltransfer fiihrt zu einer
nativen Peptidbindung. B) Ligation exprimierter Proteine: Ein Protein
wird rekombinant exprimiert, gebunden an ein mutiertes Intein und
eine Chitin-Bindedomine, um die Reinigung zu erleichtern. Das Intein
ist so mutiert, dass es den Thioester bildet, aber keinen S-N-Acyltrans-
fer eingeht. Daher kann das rekombinante Protein durch eine Spezies,
die ein N-terminales Cystein enthilt, selektiv vom immobilisierten
Chitin abgespalten werden. C) Protein-trans-Spleifien: Ein Protein wird
rekombinant exprimiert, wobei es an einen Inteinteil (Int) gekniipft
ist. Der komplementire Inteinteil (Inty) ist an eine nichtnatiirliche che-
mische Spezies gekuppelt. Wenn die beiden Inteinteile nichtkovalent
assoziieren, findet das Spleifien statt, wodurch ein modifiziertes Prote-
in gebildet wird.

nichtkovalente Assoziation ein aktives Intein bilden konnen,
das Peptide spleiBen kann (Schema4C).*?! PTS hat die
Ausweitung der NCL auf lebende Systeme ermoglicht und
erleichtert damit die Untersuchung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen,®! die Synthese cyclischer Peptide!***

www.angewandte.de

Chemie

713


http://www.angewandte.de

Aufsitze

74

und die Semisynthese von Proteinen in vivo.™® Yao et al.
haben die herkémmliche NCL in E. coli durchgefiihrt, um mit
Thioesterfluorophor-Konjugaten iiberexprimierte N-termi-
nale Cystein-haltige Proteine nachzuweisen.! In dieser
Studie wurden nur die mit dem Thioesterfluorophor modifi-
zierten Proteine detektiert, aber es gibt viele natiirliche
Thioester-haltige Spezies, darunter Derivate von Coenzym A
(CoA) sowie Polyketid- und Fettsduresynthetasen, die mit
den interessierenden Proteinen reagieren konnten. Diese
Vielfalt an natiirlich vorkommenden Thioestern beschrénkt
die NCL in erster Linie auf In-vitro-Techniken wie die Her-
stellung semisynthetischer Proteinproben.

3. Bioorthogonalitdt mithilfe einzigartiger
Aminosduresequenzen

AuBler am N-Terminus ist eine Single-site-Modifizierung
bei Proteinen nur schwer zu erreichen, wenn nicht ein ein-
zelner Cystein-, Tyrosin- oder Tryptophanrest auf der Ober-
fliche des Proteins verdndert werden kann. Selbst in diesen
Fillen konnen sich Loslichkeitsprobleme oder eine uner-
wiinschte Dimerisierung des Proteins ergeben. Mehrere Ar-
beitsgruppen haben jedoch gezeigt, dass Kombinationen von
Seitenketten natiirlicher Aminosduren neue Funktionalitidten
schaffen konnen, die einzigartig und fiir eine selektive che-
mische oder enzymatische Modifizierung zuginglich sind.
Solche Sequenzen konnen auch genetisch codiert werden,
wodurch sie direkt in ein gewiinschtes Protein inkorporiert
werden konnen.

3.1. Fluorogene Diarsen- und Diboronsdurereagentien

Fluoreszierende Proteine, vor allem GFP, sind wichtige
Hilfsmittel, um Lokalisierung, Dynamik und Wechselwir-
kungen von Proteinen in lebenden Zellen und Organismen zu
untersuchen.”* Allerdings kann die betrichtliche GroBe
fluoreszierender Proteine (ca. 200 Reste) die Funktionen der
mit ihnen fusionierten Proteine beeintrichtigen.” Daher
entwickelten Tsien et al. eine alternative Methode zur Mar-
kierung von Proteinen mit Fluorophoren unter Verwendung
eines kleineren, genetisch codierten Markers. Sie stellten fest,
dass das Tetracysteinmotiv CCXXCC, wenn es sich in einer
Haarnadelstruktur befindet, selektiv mit Diarsen-funktiona-
lisierten fluoreszierenden Farbstoffen wie FIAsH und ReAsH
(Schema 5 A bzw. B; beide als Bis(ethandithiol)(EDT),)-Ad-
dukte dargestellt) reagiert.’>~” Zufillig wird durch die Bin-
dung an Proteine die Fluoreszenz der arsenhaltigen Farb-
stoffe drastisch verstidrkt. Da zudem die Hintergrundfluo-
reszenz gering ist, werden keine umfangreichen Wasch-
schritte benotigt, und eine Echtzeitabbildung kann durchge-
fiihrt werden.

Die Diarsenfarbstoffe bringen jedoch auch Probleme mit
sich: Sie gehen nichtspezifische hydrophobe Wechselwir-
kungen sowie Reaktionen mit anderen biologischen Thiolen
ein, was die Detektion von in geringer Menge vorhandenen
und dispersen Proteinen erschwert.””* Zur Losung dieser
Probleme entwickelten Tsien etal. einen ,Markierungs-
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Schema 5. A),B) Fluorogene Diarsenreagentien fiir die ortsspezifische
Markierung rekombinanter Proteine mit Tetracysteinmotiven. A) Arsen-
haltiger Fluorescein-Haarnadel-Binder (FIAsH). B) Arsen-haltiger Reso-
rufin-Haarnadel-Binder (ReAsH). C) Fluorogenes Diboronsiure-Rhoda-
min-Reagens (RhoBo) zur Markierung von Proteinen, die Tetraserin-
motive enthalten.

cocktail“ mit hydrophoben Molekiilen, die um die nichtspe-
zifischen Bindungsstellen konkurrieren, sowie Ethandithiol
im Uberschuss, das mit thiolhaltigen Biomolekiilen konkur-
rieren kann.® Zudem wurde die Peptidsequenz fiir eine er-
hohte Assoziationskonstante optimiert, wodurch drastischere
Waschbedingungen angewendet werden konnen.™”
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Diese Verbesserungen haben zur breiten Verwendung des
Tetracysteinmarkers und der Diarsenfarbstoffe gefiihrt, z. B.
bei Untersuchungen zur mRNA-Translation,® zur G-Prote-
in-gekuppelten Rezeptoraktivierung,® zur Amyloidbil-
dung® zu ATP-gesteuerten P2X-Rezeptoren® und zum
intrazelluliren Transport von HIV-1-Komplexen.[”! Sche-
partz et al. verwendeten ein modifiziertes, zweigeteiltes Te-
tracysteinmotiv, das sie als ,,bipartite tetracysteine display“
bezeichneten, um Protein-Protein-Wechselwirkungen und die
Proteinfaltung zu untersuchen.® Mit einem #hnlichen zwei-
geteilten Tetracysteinmotiv wurde die -Faltblattbildung er-
forscht.””) Die Methode wurde fiir die Abbildung mit Elek-
tronenmikroskopie,® Pulse-Chase-Experimente,®] Western-
Blotting!®! und Affinititschromatographie® erweitert.

Laut Schepartz et al. bindet ein Diboronsédure-Rhodamin-
Farbstoff (RhoBo; Schema 5C) mit einem K4 Wert im na-
nomolaren Bereich an ein Tetraserin-Motiv."” Wie FIAsH
und ReAsH ist RhoBo fluorogen und zellgingig, enthélt aber
weder das cytotoxische Element Arsen noch fiihrt es zur
Hintergrundfluoreszenz durch Thiolaustausch. RhoBo wurde
zunéchst fiir den Nachweis von Monosacchariden entwi-
ckelt,” bindet aber mit einem deutlich héheren K,-Wert an
Monosaccharide als an Peptide mit SSPGSS-Motiven und
kann daher in Gegenwart von Kohlenhydraten selektiv Pro-
teine markieren."” Einige endogene Proteine enthalten
jedoch SSXXSS-artige Sequenzen, die in zellbasierten Sys-
temen zu Off-Target-Markierung fithren kénnen.

3.2. Nachweis von Peptidmarkern durch Bildung von
Ubergangsmetallchelaten

Das Hexahistidinpeptid, ein giangiger Reinigungsmarker,
wurde zur Markierung von Proteinen in zelluldren Systemen
eingesetzt. Die Imidazolgruppe chelatisiert das Nickelzen-
trum von Nickelnitrilotriacetat (Ni-NTA) mit hoher Affini-
tit.”? Rhodaminderivate,””! Cyaninfarbstoffe!’ oder Fluo-
rescein™ wurden mit Ni-NTA konjugiert und zur Abbildung
von Proteinen mit Hiss- oder His,-Sequenzen verwendet
(Schema 6, Nr. 1). Die Verwendung von Nickel bringt aller-
dings zwei Nachteile mit sich: Das paramagnetische Verhal-
ten von Nickel(II) fiihrt oft zur Fluoreszenzloschung,™ und
Nickel(IT) kann toxisch sein."” Beziiglich des ersten Nachteils
haben Lippard et al. ein chloriertes Fluoresceinanalogon be-
schrieben, dessen Fluoreszenz durch Nickel(II) nicht geldscht
wird,” der zweite aber bleibt bestehen. Hauser und Tsien
konnten diese mit Polyhistidinchelatoren verbundenen Pro-
bleme hinsichtlich Toxizitdt und Fluoreszenzloschung l6sen,
indem sie von Nickel(II) zu Zink(IT) wechselten. Der Fluo-
reszenzmarker, genannt HisZiFit (Schema 6, Nr.2), wurde
entwickelt, um Zn"-abhiingig His, zu binden, wodurch seine
Fluoreszenz aktiviert wird. Dieses Reagens wurde verwendet,
um das mit dem Bindegewebe wechselwirkende Molekiil
STIMI1 zu untersuchen.”

Zur Entwicklung chelatbildender Sonden, die Tetra-
aspartatsequenzen erkennen, haben Hamachi et al. ebenfalls
auf Zink(IT) zuriickgegriffen (Schema 6, Nr. 3).”) Mehrker-
nige Zinkkomplexe wurden synthetisiert, an Fluorescein und
Cyaninfarbstoffe konjugiert und anschlieBend verwendet, um
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Schema 6. Ortsspezifische Proteinmodifizierung — Nachweis kinstli-
cher Peptidmarker tiber Chelatisierung eines Metallzentrums mit che-
mischen Reagentien. Polyhistidinpeptide koordinieren chelatférmig an
Ni" und werden mit Ni-NTA-Reagentien (Nr. 1) detektiert, oder sie
bilden ein Chelat mit Zn" und werden mit dem fluorogenen Farbstoff
HisZiFit sichtbar gemacht (Nr. 2). Tetraaspartatpeptide werden mit
mehrkernigen Zinkkomplexen aufgespiirt (Nr. 3). Peptide, die entwi-
ckelt wurden, um Tb"" zu binden, kénnen nach Chelatisierung wegen
der Lumineszenz von Tb" visualisiert werden (Nr. 4).

den muscarinischen Acetylcholinrezeptor in Ovarien des
chinesischen Hamsters (Chinese hamster ovary, CHO) ab-
zubilden. Zwei Strategien wurden erforscht, um bei diesen
Zinkkomplexen nach Bindung an das Protein Fluoreszenz
auszulosen. Die erste beruhte auf einem Asp,GlyAsp,-
Marker und einem Pyrenchromophor; wenn beide Tetra-
aspartatmotive chelatartig an einen solchen Zinkkomplex
gebunden waren, bildeten die Pyrene einen Excimerkomplex
mit veridnderten Fluoreszenzeigenschaften.®™! Die zweite
Methode basierte auf einem Fluorophor, dessen spektrosko-
pische Eigenschaften sich mit dem pH-Wert édndern. Das
Tetraaspartatmotiv erzeugt eine lokal saure Umgebung, die
sich in der Fluoreszenz des gebundenen Farbstoffs wider-
spiegelt.® Vor kurzem wurde ein Zinkreagens mit einer
Chloracetamidgruppe entwickelt, um einen Cysteinrest in der
Nihe des Tetraaspartatmotivs zu alkylieren.® Dieses Rea-
gens erweitert den Anwendungsbereich des Farbstoffs auf
Western-Blotting- und Affinitdtsreinigungs-Verfahren, die
robustere Proteinkonjugationsreaktionen erfordern.

Zur Proteinabbildung in komplexen Systemen wurden
weitere metallbasierte Peptidmarker entwickelt. Beim
Durchmustern von Bibliotheken entdeckten Imperiali et al.
Peptide, die lumineszierende Komplexe mit Terbium(III)
bilden (Schema 6, Nr. 4).5%! Diese Lanthanoid bindenden
Sequenzen wurden eingesetzt, um markiertes Ubiquitin in
Zelllysaten™! nachzuweisen und durch resonanten Lumines-
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zenzenergietransfer Peptid-Protein-Wechselwirkungen —zwi-
schen Phosphopeptiden und Src-Homologie-2-Doménen zu
erforschen.® Bisher haben sich die Anwendungen von Lan-
thanoid bindenden Markierungssequenzen auf In-vitro-Studien
konzentriert; Griinde hierfiir sind die Impermeabilitit der
Zellen fiir diese Metalle sowie deren mogliche Toxizitét, sollten
sic die Zellmembran einmal durchdringen.® Diese Hinder-
nisse konnten jedoch mit Chelatoren, die die Metalle zu ihren
In-vivo-Zielstrukturen transportieren, iiberwunden werden.

3.3. Enzymatische Modifizierung von Peptidmarkern

Die Natur stellt ein Repertoire von Enzymen bereit, die
Proteine kovalent mit niedermolekularen Cofaktoren modi-
fizieren, und viele dieser Enzyme erkennen kurze Peptidse-
quenzen, die in heterologe Proteine transportiert werden
konnen.®™#! In einigen Fillen werden die Enzyme nichtna-
tiirliche Modifikationen an ihren niedermolekularen Sub-
straten erkennen, wodurch die Einfithrung bioorthogonaler
funktioneller Gruppen oder neuer Reste (z.B. biophysikali-
scher Sonden) moglich wird. Diese Methoden finden immer
mehr Verbreitung fiir die selektive Verdnderung von Protei-
nen in lebenden Zellen.

Ting et al. setzten zu diesem Zweck Biotin-Ligase ein. Die
Biotin-Ligase aus E. coli, BirA, biotinyliert einen Lysinrest
innerhalb eines Acceptorpeptids aus 15 Resten (Schema 7,
Nr. 1), das orthogonal zu dem Peptid ist, das durch Biotin-
Ligasen von Siugetieren erkannt wird.™ Folglich lieBen sich
mit dem BirA-Erkennungsmotiv markierte Sdugetierproteine
selektiv biotinylieren und mit Streptavidin-konjugierten
Quantenpunkten sichtbar machen.”"! Ting et al. zeigten auch,
dass BirA ein Keton-haltiges Analogon von Biotin, genannt
Ketobiotin, als Substrat akzeptiert.” Nach der enzymati-
schen Ubertragung auf das gewiinschte Protein kann das
Ketobiotin kovalent mit Hydrazid- oder Aminooxyverbin-
dungen markiert werden (Abschnitt 4.1). Die Toleranz von
BirA fiir nichtnatiirliche Substrate war auf konservativ mo-
difizierte Biotinisostere beschréankt. Ligasen aus P. horikoshii
und Hefe konnten jedoch die Ubertragung von Azido- und
Alkinylbiotinanaloga auf Proteine katalysieren und ermog-
lichten damit die Detektion durch Staudinger-Ligation oder
1,3-dipolare Azid-Alkin-Cycloaddition (Abschnitte 4.2 bzw.
4.3).2

Der Erfolg der Biotin-Ligase-Methode veranlasste Ting
etal., andere enzymvermittelte Strategien zur Proteinmar-
kierung in Erwédgung zu ziehen. Sie konzentrierten sich zu-
nichst auf die Transglutaminase (TGase; Schema 7, Nr. 2),!
die frither fiir die In-vitro-Modifizierung Glutamin-markier-
ter Proteine mit Amin-konjugierten Sonden eingesetzt
worden war.”**! Ting und Lin erweiterten ihre Anwendung
auf die Markierung von Proteinen in lebenden Zellen.”” Des
Weiteren verwendeten Ting et al. Liponsdure-Ligase (LplA),
um Proteine ortsspezifisch mit kurzkettigen Azidofettsduren
zu modifizieren (Schema 7, Nr.3).’® Eine LplA-Mutante
ibertrug Arylazide auf Proteine zur Photovernetzung
(Schema 7, Nr.4).”" Liponséure-Ligase und Biotin-Ligase
wurden auch schon verwendet, um zwei unabhéngige Pro-
teine in derselben Zelle orthogonal zu markieren.”
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[a] Die Sonde wird durch einen nachfolgenden chemischen
Markierungsschritt eingefuihrt.

[b] Das Enzym wird mit dem interessierenden Protein verknipft,
ohne einen Peptidmarker zu verwenden.

Schema 7. Proteinmodifizierung durch enzymatischen Einbau von Pep-
tidmarkern. Die Biotin-Ligase (BirA) katalysiert die Anbindung von
Biotin (nicht gezeigt) oder Ketobiotin an Proteine, die das passende
Peptidsubstrat enthalten (Nr. 1). Die Transglutaminase (TGase) kataly-
siert die Bindung von Sonden, die ein primédres Amin enthalten, an
Proteine, die mit Polyglutaminsequenzen markiert sind (Nr. 2). Lipon-
sdure-Ligase (LplA) oder eine mutierte LplA katalysieren die Verkniip-
fung eines Alkyl- (Nr. 3) oder Arylazidoliponsiurederivats (Nr. 4) mit
Proteinen, die das geeignete Peptidsubstrat aufweisen. Das Formyl-
glycin generierende Enzym (FGE) vermittelt in Proteinen mit einem
CXPXR-Motiv die Umwandlung eines Cys-Restes in ein Formylglycin
(Nr. 5). Sortase A (SrtA) katalysiert die Bindung einer Polyglycin-halti-
gen Sonde an Proteine, die nahe am N-Terminus ein LPXTG-Motiv ent-
halten (Nr. 6). Phosphopantetheinyl-Transferasen (AcpS oder Sfp) ver-
kniipfen eine CoA-Sonde mit Proteinen, die das entsprechende Prote-
in/Peptid-Substrat enthalten (Nr. 7). Ein Protein wird unter Verkniip-
fung mit dem humanen Reparaturprotein O%Alkylguanin-DNA-Alkyl-
transferase (hAGT) rekombinant exprimiert. Das Enzym hAGT wird
durch Entfernen der Benzylgruppe und Sonde von O°-Benzylguanosin-
derivaten alkyliert (Nr. 8). Ein Protein wird unter Verkniipfung mit einer
mutierten Halogenalkan-Dehalogenase (DhaA) rekombinant expri-
miert. Das veridnderte DhaA-Enzym wird kovalent durch Alkylchlorid-
sonden modifiziert (Nr. 9).

Einige posttranslationale Modifizierungen haben eine
intrinsische orthogonale Reaktivitidt, die eine direkte Mar-
kierung eines Proteins an der modifizierten Stelle ermoglicht.
Dies ist der Fall fiir den Aldehyd-haltigen Formylglycin-
(FGly)-Rest, der durch das Formylglycin generierende
Enzym (FGE) gebildet wird.”**! FGE erkennt ein Motiv aus
sechs Resten, in dem ein Cysteinrest zu FGly oxidiert ist. Das
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Motiv kommt normalerweise in Typ-I-Sulfatasen vor, kann
aber in heterologe Proteine transportiert werden, wo es
dennoch durch FGE erkannt wird. Wir haben die FGE-
Konsensussequenz als genetisch codierten Aldehydmarker
zur ortsspezifischen Proteinmodifizierung genutzt (Schema 7,
Nr. 5).0901% Die Coexpression des markierten Proteins
neben FGE ergibt direkt das Aldehyd-funktionalisierte Pro-
tein. Der Aldehyd kann z.B. durch Kondensation mit Ami-
nooxy- oder Hydrazidsonden weiter umgesetzt werden (Ab-
schnitt 4.1)."l Wihrend die meisten Organismen endogene
FGE-Aktivitit aufweisen, bestétigten Carrico et al., dass die
Umwandlung von Cystein zu FGly erhoht ist, wenn FGE
iiberexprimiert wird (wodurch mehr Enzym fiir die Oxidation
von Cysteinresten zu FGly zur Verfiigung steht). Der Alde-
hydmarker wurde angewendet, um in E. coli und in Séduge-
tierzellen exprimierte Proteine zu modifizieren, einschlieB3-
lich sekretierter, cytosolischer und membrangebundener
Proteine.!'"!

Eine ortsspezifische Proteinmodifizierung gelang auch
durch die Verwendung bakterieller Sortasen (Schema 7,
Nr. 6). Sortase A (SrtA), das am hiaufigsten verwendete
Enzym, katalysiert normalerweise die Konjugation von Pro-
teinen an die bakterielle Zellwand.""™ Das Enzym erkennt
eine Peptidsequenz (LPXTG) nahe dem C-Terminus seiner
Zielstruktur, spaltet die Thr-Gly-Bindung und bildet eine
Amidbindung zwischen dem neuen C-terminalen Threonin
und dem N-terminalen Glycin einer Polyglycinspezies.'”!
SrtA benoétigt die Polyglycinsequenz, toleriert aber hetero-
loge Sequenzen (oder nichtnatiirliche Reste) iiber das
LPXTG-Motiv hinaus. SrtA wurde fiir viele In-vitro-An-
wendungen, einschlieBlich Peptid-, Protein- und Kohlenhy-
drat-Peptid-Ligationen, eingesetzt."®®"! 2007 beschrieben
Ploegh et al. die erste Modifizierung von Proteinen in le-
benden Zellen durch Sortase.'”! In ihrem Bericht wurde das
MHC-H-2K"-Protein mit verschiedenen Oligoglycinsonden,
darunter Biotin, Fluorescein, Tetramethylrhodamin, ein
Arylazid und eine ortho-Nitrophenylverbindung, modifiziert.
In einer spiteren Arbeit verwendeten Nagamune et al. SrtA
fiir lebende Zellen, um den extrazelluliren C-Terminus des
Membranproteins ODF mit Biotin und Alexa Fluor 488 zu
markieren. Die Ligation von GFP und ODF gelang ebenfalls
mit SrtA.['” Der Vorteil der Markierung mit Sortase ist, dass
es keine beobachtete Beschrinkung beziiglich der Grofle der
eingefiihrten Modifikation gibt, wodurch auf Zwei-Stufen-
Strategien verzichtet werden kann. Mit dieser Methode sind
jedoch nur C-terminale Modifizierungen moglich.

Mit Phosphopantetheinyl-Transferasen (PPtasen) aus
E. coli (AcpS) und B. subtilis (Sfp) sind Zelloberflichenpro-
teine selektiv modifiziert worden. PPtasen katalysieren die
Addition einer CoA-aktivierten Phosphopantetheingruppe
an das Serin eines Acyl- oder Peptidyl-Carrier-Proteins
(Schema 7, Nr. 7). AcpS und Sfp reagieren nicht mit Car-
rier-Proteinen aus Sdugetieren; daher konnen diese Enzyme
und ihre komplementéren bakteriellen Carrier-Proteine or-
thogonal in Sdugetiersystemen verwendet werden.''!! Diese
Enzyme sind hoch promiskuitiv und kénnen unterschiedliche
Funktionalitédten, einschlieflich Biotin und Cyaninfarbstoffe,
in Proteine einfiihren.'">"% Mit PPtasen wurden der intra-
zellulire Transport des Transferrinrezeptors 1M und des
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Hefe-Zellwandproteins Sagl untersucht." In der zweiten
Arbeit wurde eine Zwei-Farben-Markierung verwendet, die
den Vorteil der Pseudoorthogonalitit von AcpS und Sfp
nutzt. Sfp ist nicht selektiv fiir den Carrier-Protein-Typ, den es
markiert, wahrend AcpS nur Acyl-Carrier-Proteine modifi-
ziert. Wenn daher eine Zelle erschopfend mit AcpS markiert
und anschlieBend Sfp ausgesetzt wird, konnen zwei separate
Proteine selektiv markiert und gleichzeitig untersucht
werden.['”)

Das PPtase-System hat das gleiche Problem wie GFP,
insofern als die Carrier-Proteine (80-120 Reste) das zu un-
tersuchende Protein héufig betréachtlich storen konnen. Um
diese FEinschriankung zu umgehen, fithrten Walsh et al.
Phagen-Display-Selektionen durch und erhielten so ein
Peptid mit elf Resten (als ybbR bezeichnet), das selektiv
durch Sfp modifiziert wird.''! Ein Phagen-Display-Screening
offenbarte zudem zwei besonders geeignete Peptidsequen-
zen, eine fiir Sfp und eine fiir AcpS. Die beiden neuen Peptide
(S6 bzw. A1) enthalten beide zwolf Reste und werden effizi-
enter als ybbR modifiziert. Zusétzlich zeigen diese Peptide
orthogonale Reaktivitdt zueinander, da Al selektiv durch
AcpS und S6 selektiv durch Sfp modifiziert wird.'"”! Dies
vereinfacht die urspriinglich von Johnsson et al."™ beschrie-
bene Zwei-Farben-Markierung.

Johnsson et al. entwickelten eine Proteinmarkierungs-
strategie, die auf dem humanen DNA-Reparaturprotein O°-
Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (hAGT) beruht.['511
Dieses Enzym repariert Guanosinreste, die an der 6-Oxo-
Position alkyliert sind, durch Ubertragung der Alkylgruppe
auf ein vorhandenes Cystein. Die Forschergruppe stellte fest,
dass bei Einfiihrung von O°-Benzylguanosinderivaten in
Zellen die Benzylgruppe rasch auf hAGT iibertragen wird.
Wird daher hAGT an ein bestimmtes Protein gebunden,
konnen Guanosinderivate verwendet werden, um das ge-
wiinschte Protein spezifisch zu markieren (Schema 7,
Nr. 8).1"*12 Diese Methode wird als ,,SNAP-Tag“ bezeich-
net. Eine neuere Anpassung, genannt ,,CLIP-Tag"“, beruht auf
einem orthogonalen Enzym, das auf modifizierte Cytosin-
reste wirkt.'?!! Des Weiteren hat Promega ein ,,HaloTag"
entwickelt, in dem das Zielprotein mit einer bakteriellen
Halogenalkan-Dehalogenase (DhaA) fusioniert wird, deren
katalytisches Zentrum mutiert wurde, um das kovalent ge-
bundene Intermediat abzufangen. Das gewiinschte Protein
kann anschlieBend mit Alkylchloridsonden markiert werden
(Schema 7, Nr. 9).1%2

4. Bioorthogonale Reaktionen

Genetisch verschliisselte Peptidmarker haben das Re-
pertoire an Proteinen erweitert, die in zelluldren Systemen
untersucht werden konnen. Die anderen Biomolekiile aber —
Glycane, Lipide, Nucleinsduren und verschiedene Metaboli-
ten — sind mit diesen genetisch codierten Markern nicht zu-
ginglich. Stattdessen konnen sie durch metabolische Mar-
kierung mit bioorthogonalen chemischen Reportern erforscht
werden, d.h. mithilfe funktioneller Gruppen, die eine ein-
zigartige Reaktivitdt orthogonal zur Reaktivitit der natiirli-
chen Biomolekiile aufweisen.!'”! Der Prozess verlduft in zwei
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Schritten: Zuerst werden Zellen (oder Organismen) mit einer
metabolischen Vorstufe inkubiert, die eine einzigartige
funktionelle Gruppe — den chemischen Reporter — enthiilt.
Der Metabolit kann ein Monosaccharid zur Markierung von
Glycanen, ein Nucleosid zur DNA-Markierung, eine Ami-
nosdure zur Proteinmarkierung oder eine Fettsdure zur
Markierung von Lipiden sein. Sobald der chemische Reporter
in das Zielbiomolekiil aufgenommen ist, wird er im zweiten
Schritt mit einem Sondenmolekiil, das eine komplementire
bioorthogonale Funktion trigt, umgesetzt.

Entscheidend ist dabei eine hohe Selektivitit des chemi-
schen Reporters und des Sondenmolekiils, doch ebenso
wichtig ist die intrinsische Kinetik der chemischen Reaktion.
Die meisten Reaktionen, die zur selektiven Markierung von
Biomolekiilen eingesetzt werden, folgen einer Kinetik zwei-
ter Ordnung, und folglich sind ihre Geschwindigkeiten ab-
héngig von den Konzentrationen der beiden Reaktanten und
der Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung. Bei
Durchfithrung in vitro konnen die Konzentrationen der
markierten Spezies einigermafen kontrolliert werden, in vivo
sind die markierten Biomolekiile jedoch hiufig in geringen
Konzentrationen vorhanden. Biologische Markierungsmittel
wie monoklonale Antikérper binden ihre Antigene norma-
lerweise mit biomolekularen Geschwindigkeitkonstanten, die
sich der Diffusionsgrenze nihern (ca. 10°M~'s™).["** Folglich
konnen solche Reagentien bei sehr geringen Konzentrationen
verwendet werden und binden ihre Zielmolekiile noch relativ
schnell. Die meisten chemischen Reaktionen zweiter Ordnung
haben dagegen Geschwindigkeitskonstanten, die 8-15 Gro-
Benordnungen kleiner sind,'*! und die hier besprochenen
Reaktionen weisen Geschwindigkeitskonstanten im Bereich
von 10~* bis 10°M~'s7? auf."?* 2"l Diese Geschwindigkeitskon-
stanten machen eine recht hohe Konzentration (hiufig hohe
uM- bis mm-Werte) an sekunddrem Reagens notig, wenn bio-
orthogonale chemische Reaktionen in vivo genutzt werden,
weshalb es erforderlich ist, die Loslichkeit und Toxizitdt bei
der Entwicklung des Markierungsreagens zu beriicksichtigen.
Dies zeigt, wie wichtig es ist, die intrinsische Kinetik der
bioorthogonalen Reaktion zu optimieren, um die zur In-vivo-
Markierung benoétigten Konzentrationen zu verringern.

In Abschnitt 4 diskutieren wir die Reaktionen, die fiir die
Strategie der bioorthogonalen chemischen Reporter entwi-
ckelt wurden, und in Abschnitt 5 werden Anwendungen auf
spezielle Klassen von Biomolekiilen vorgestellt. Zu den Re-
aktionen gehoren die Kondensation von Aldehyden und
Ketonen mit Aminooxy- und Hydrazidsonden (Ab-
schnitt 4.1), die Staudinger-Ligation von Triarylphosphanen
und Aziden (Abschnitt 4.2) sowie verschiedene Reaktionen
von Aziden und Alkinen (Abschnitt4.3). Bioorthogonale
Reaktionen mit Alkenen sind im Kommen (Abschnitt 4.4),
wenngleich ihre Verwendung in komplexen biologischen
Systemen noch nicht abzusehen ist.

4.1. Kondensation von Ketonen/Aldehyden mit Amin-
Nucleophilen

Ketone und Aldehyde reagieren mit Aminen, deren
Nucleophilie durch den a-Effekt verstérkt ist. Prototypische
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Beispiele sind Aminooxy- und Hydrazidverbindungen, die
unter physiologischen Bedingungen Oxim- bzw. Hydrazon-
bindungen bilden (Schema 8). Wihrend biologische Nucleo-

¥
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.NH
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Schema 8. Bioorthogonale Reaktionen fiir Aldehyde/Ketone. Aldehyde
und Ketone kénnen mit Aminooxy- (oben) oder Hydrazidverbindungen
(unten) zu stabilen Oximen bzw. Hydrazonen kondensiert werden.

phile — Amine, Thiole und Alkohole — auch mit Ketonen und
Aldehyden reagieren, liegt das Gleichgewicht in Wasser im
Allgemeinen auf der Seite der Carbonylverbindung.!*! Ent-
sprechend haben Ketone und Aldehyde auf dem Gebiet der
Proteinmodifizierung eine reichhaltige Geschichte.['"*!2*13!]
Diese Carbonylverbindungen sind eher selten zur Markie-
rung von Biomolekiilen in Zellen oder lebenden Organismen
verwendet worden, zum Teil wegen der Konkurrenz mit en-
dogenen Aldehyden und Ketonen, darunter denjenigen in
Glucose und Pyruvat. (Bemerkenswert ist in diesem Zusam-
menhang, dass Schultz et al. die intrazellulire Markierung
eines ketofunktionalisierten Proteins beschrieben haben.['3?l)
Aldehyde und Ketone sind jedoch nicht auf den Zellober-
flachen préasent und konnen daher in dieser Umgebung als
einzigartige chemische Reporter fungieren. Beispielsweise
konnten wir zeigen, dass bestimmte Ketozucker von Zellen
metabolisiert und in Glycane der Zelloberfliche integriert
werden, wo sie mit Aminooxy- und Hydrazidsonden reagie-
ren konnen.'33 Paulson et al. fithrten Aldehyde durch
milde Periodatoxidation in Sialinsdurereste der Zelloberfla-
che ein und fingen die modifizierten Glycoproteine durch
Reaktion mit Aminooxybiotin und anschlieende Streptavi-
din-Chromatographie ab.'**! In diesem Fall beschleunigte
Anilin als Katalysator!®'*! die Reaktion bei neutralen Be-
dingungen, ein Vorteil gegeniiber dem Arbeiten unter den
typisch sauren Bedingungen, die fiir die Oximbildung genutzt
werden.['”! Wie in Abschnitt 3.3 beschrieben, wurden sowohl
Biotin-Ligase®” als auch Aldehydmarker!"™ zur Markierung
von Zelloberflachenproteinen mit Ketonen bzw. Aldehyden
verwendet.

4.2. Staudinger-Ligation von Aziden mit Triarylphosphanen

Das Azid hat sich als besonders leistungsfihige chemische
Reportergruppe herausgestellt. Anders als Aldehyde und
Ketone kommen Azide in biologischen Systemen nicht vor!'*”
und weisen zugleich eine orthogonale Reaktivitdt zur Mehr-
zahl der biologischen funktionellen Gruppen auf. Die Azid-
funktion ist klein"**! und wirkt daher nur minimal stérend
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in einem modifizierten Substrat. Diese glinstigen Eigen-
schaften konnten in biologischen Systemen jedoch nicht ge-
nutzt werden, bis ein geeigneter reaktiver Partner fiir das
Azid entwickelt wurde. Mit der Entwicklung der Staudinger-
Ligation wurde das Azid im Jahr 2000 als chemische Repor-
tergruppe eingefiihrt.!*!]

Die Staudinger-Ligation ist eine Abwandlung der klassi-
schen Staudinger-Reduktion von Aziden mit Triphenylphos-
phan.*”! Wie in Schema 9 gezeigt, kann durch die strategische

H3CD
Blomolek N- P

I\»CH:,OH
(0]
Biomolekiil)—N_
Phy

Schema 9. Staudinger-Ligation von Aziden und Triarylphosphanen.
Das Triarylphosphan 1 greift das Azido-Biomolekiil an, gibt tiber einen
vierfach koordinierten Ubergangszustand Stickstoff ab und liefert das
Aza-Ylid 2, das intramolekular am Ester angreift und durch Abspaltung
von Methanol zum Bicyclus 3 fiihrt. Nach Hydrolyse, Phosphanoxidati-
on und Bildung der Amidbindung entsteht das Ligationsprodukt 4.

HsCO
Ph,P

Biomolekiil

H,0

Platzierung einer Esterfunktion auf einem der Arylsubstitu-
enten des Phosphans (1) das intermedidre Aza-Ylid (2) eine
intramolekulare Amidbindung unter Bildung von 3 eingehen.
Dieser Schritt ist entscheidend fiir die Reaktion, weil sonst
die Aza-Ylid-Zwischenstufe einfach zum entsprechenden
Amin und Phosphanoxid hydrolysieren wiirde. Die Hydrolyse
der Zwischenstufe 3 ergibt jedoch ein stabiles Ligationspro-
dukt 4, welches das Phosphanoxid in seiner Struktur enthilt.

Die Bioorthogonalitét der Reagentien fiir die Staudinger-
Ligation verdient eine eingehendere Diskussion. Azide und
Phosphane haben eine potenzielle Kreuzreaktivitdt mit
Thiolen bzw. Disulfiden. Thiole konnen Alkyl- und Arylazide
reduzieren, besonders unter basischen Bedingungen, und
Dithiole wie Dithiothreitol sind in dieser Hinsicht besonders
reaktiv.'*%l Dije Reduktion von Alkylaziden verliuft bei
physiologischem pH-Wert relativ langsam, es gibt allerdings
Hinweise, dass cytosolisches Glutathion das Azid in 3'-Azi-
dothymidin reduzieren kann.!"*! Wir befassten uns mit diesem
Problem im Zusammenhang mit der Markierung von Glyca-
nen mit Azidozuckern.'"*” Jurkat-Zellen, die Azidozucker in
ihren Zelloberflichenglycanen enthalten, wurden nachein-
ander mit einem Staudinger-Ligationsreagens oder Tris(2-
carboxyethyl)phosphan (TCEP) - einem Trialkylphosphan,
das bekanntermafen schnell Disulfide reduziert!™* — und mit
einer aminreaktiven Biotinsonde behandelt. Die Aminmenge
auf der Zelloberfldche wurde anschlieBend durch Inkubation
mit einem fluoreszierenden Avidinreagens und nachfolgende
Durchflusszytometrie gemessen. Mit Azidozuckern markier-
te Zellen zeigten geringfiigig hohere Grade an Zelloberfld-
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chenaminen als unmarkierte Zellen, was darauf hindeutet,
dass einige Azide in situ reduziert worden waren. Allerdings
war die Menge an Zelloberflichenaminen bei mit TCEP be-
handelten Zellen deutlich hoher, was darauf hindeutet, dass
die Mehrzahl der Azide nicht durch zellulédre Thiole reduziert
wurde.

Prinzipiell konnen Phosphane Disulfidbindungen redu-
zieren,1**1%] jedoch sind Triarylphosphane unter physiologi-
schen Bedingungen gewoGhnlich nicht dazu in der Lage, (in
biologischen Systemen vorkommende) Alkyldisulfide zu re-
duzieren.™ Wir bestitigten diese Beobachtung in einer
biologischen Umgebung, indem wir Jurkat-Zellen mit einem
Triarylphosphan behandelten und die Menge der freien
Sulthydrylgruppen auf der Zelloberfliche mit einem Thiol-
spezifischen Biotinreagens quantifizierten.!""!! Es wurde keine
Zunahme der freien Sulfthydrylgruppen beobachtet. TCEP
dagegen bewirkte eine deutliche Zunahme dieser Gruppen.

FEine Besonderheit der Staudinger-Ligation ist, dass sich
ihr Mechanismus fiir die Entwicklung fluorogener Reagen-
tien zur Abbildung von Biomolekiilen in Echtzeit eignet. 2003
beschrieben Lemieux et al. ein fluorogenes Phosphan, in dem
einer der Arylringe durch einen Cumarinfarbstoff (5; Sche-
ma 10 A) ersetzt wurde.[”"! Die Fluoreszenz von 5 wird durch
das freie Elektronenpaar am Phosphoratom gel6scht. Phos-
phanoxidation wihrend der Staudinger-Ligation schwécht die
Loschwirkung und liefert ein stark fluoreszierendes, Biomo-
lekiil-gebundenes Produkt (6). Ein Problem bei dieser Sonde
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Schema 10. Fluorogene Phosphane fir die Staudinger-Ligation.

A) Fluorogene Cumarinphosphane, die nach Phosphanoxidation fluo-
reszieren. B) Fluorogene Phosphane auf FRET-Basis, die nach Abspal-
tung des Léschers fluoreszieren.
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war die Hintergrundfluoreszenz, die durch geringfiigige Luft-
oxidation des Phosphans verursacht wurde. Um dieses Pro-
blem zu umgehen, machten wir Gebrauch von einem anderen
Schritt der Staudinger-Ligation — der Esterspaltung.*? Wie in
Schema 10B gezeigt, lieferte der Einbau einer den resonan-
ten Fluoreszenzenergietransfer (FRET) loschenden Gruppe
an der Esterposition in 7 ein alternatives Mittel zur Fluores-
zenzaktivierung nach der Staudinger-Ligation, das unemp-
findlich gegen eine Phosphanoxidation war.

Die Staudinger-Ligation wurde auch fiir weitere Anwen-
dungen angepasst, besonders fiir die Proteinsynthese. ,,Spur-
lose® Versionen der Staudinger-Ligation wurden entwickelt,
um Amidbindungen zu kniipfen, ohne den Phosphanoxidrest
einzubeziehen.*¥ Raines et al. verbanden dieses Konzept mit
der Thioesterchemie (die an die NCL erinnert), um eine
spurlose Staudinger-Ligation fiir Peptidkupplungen zu reali-
sieren (Schema 11).%%%% Diese spurlose Staudinger-Peptid-

"
+
o]
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9 l

(o]
o] - Peptid 2
H
(
12

Ny o
e D i
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PPh,
g
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Schema 11. Peptidkupplung iiber eine spurlose Staudinger-Ligation.
Das Phosphan, das iiber einen C-terminalen Thioester (9) an Peptid 1
angebracht ist, greift — analog zur urspriinglichen Staudinger-Ligation
— das Azid an Peptid 2 an, wobei das Iminophosphoran 10 gebildet
wird, das sich zu 11 umlagert. Hydrolyse von 11 ergibt das Kupplungs-
produkt 12 und ein Phosphanoxid als Nebenprodukt.

kupplung umfasst den Angriff eines Peptids, das einen C-
terminalen Phosphanylthioester (9) enthilt, auf ein azidmar-
kiertes Peptid. Der Angriff des Phosphans in 9 auf das Azid
ergibt ein Iminophosphoran 10, das sich zu 11 umlagert.
Hydrolyse von 11 erleichtert die Verkniipfung der beiden
Peptide iiber eine native Amidbindung (12). Anders als die
Standard-NCL-Methode benotigt die Methode von Raines
keinen Cysteinrest an der Verkniipfungsstelle.'**!>! Fiir die
spurlose Staudinger-Ligation wurden weitere Reagentien
synthetisiert, einschlieBlich einer Ester-verkniipften Versi-
on.™ Auch wurden die Phosphanreagentien hinsichtlich
sterischer, elektronischer und Coulomb-Faktoren opti-
miert'[lS&lSQ]

Die ausgezeichnete Bioorthogonalitit von Aziden und
Triarylphosphanen ermoglichte es, die Staudinger-Ligation
zur Erforschung von Biomolekiilen in vielen zelluldiren Um-
gebungen sowie in lebenden Tieren einzusetzen.!'1* Doch —
wie jede Reaktion — unterliegt die Staudinger-Ligation Ein-
schrinkungen: Sie hat eine relativ langsame Reaktionskinetik
und erfordert hohe Konzentrationen an Triarylphosphan
(>250 um). Durch eine Reihe kinetischer Studien wurde
festgestellt, dass die Staudinger-Ligation in Reaktionen mit
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Alkylaziden einer Kinetik zweiter Ordnung folgt (k=
103m's™"), was darauf schlieBen lisst, dass der Angriff des
Phosphans auf das Azid der geschwindigkeitsbestimende
Schritt ist.'®) Ungiinstigerweise fiihrten alle Versuche, die
Kinetik durch Erhohung der Nucleophilie der Phosphanrea-
gentien (z.B. durch Anbringen elektronenschiebender
Gruppen an den Arylsubstituenten oder Austausch von Aryl-
gegen Alkylsubstituenten) zu verbessern, auch zu einer gro-
Beren Anfilligkeit gegen eine Phosphanoxidation an Luft,
was die gewiinschte Ligation unterbindet.'®? Die Kinetik
kann fiir den Erfolg von In-vivo-Markierungsstudien an
Biomolekiilen entscheidend sein. Folglich besteht betricht-
liches Interesse an der Entwicklung schnellerer Azidreak-
tionen.

4.3. Reaktionen von Aziden mit Alkinen

Eine andere Reaktionsmoglichkeit fiir das Azid ist seine
Beteiligung in einer [3+42]-Cycloaddition mit Alkenen und
Alkinen als 1,3-Dipol. Diese Reaktion war im spiten
19. Jahrhundert zuerst beschrieben worden,'*! und seit den
1950ern, als Rolf Huisgen das Konzept der 1,3-dipolaren
Cycloadditionen einfiihrte,"* geht man davon aus, dass sie
iiber eine konzertierte Cycloaddition ablduft. Die fiir eine
Cycloaddition von Aziden mit den meisten Dipolarophilen
erforderlichen hohen Temperaturen oder Driicke sind mit
lebenden Systemen nicht vereinbar,'%! allerdings erkannte
man das enorme Potenzial dieser Umwandlung, besonders
der Cycloaddition von Aziden und Alkinen, fiir die Synthese
aromatischer Triazole (AG® ~ —61 kcal mol!).[160:167]

Unabhéngig voneinander entdeckten Sharpless et al. und
Meldal et al., dass die formale 1,3-dipolare Cycloaddition von
Aziden mit terminalen Alkinen zu 1,4-disubstituierten 1,2,3-
Triazolen effizient durch Kupfer(I) katalysiert wird
(Schema 12, oben)."** 1! Diese heute als kupferkatalysierte
1,3-dipolare Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) bezeich-
nete Reaktion nutzt die Bildung eines Kupferacetylids zur
Aktivierung terminaler Alkine fiir die Reaktion mit Aziden.
Die Kupfer(I)-katalysierte Cycloaddition verlduft um anna-
hernd sieben Groflenordnungen schneller als die unkataly-
sierte"* und kann durch Verwendung spezieller Liganden fiir

Biomolekiil ) N.
] N
Biomolekiil )—N \_3:/1
, N
N

= &
3
e
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+ Regioisomer
Schema 12. Bioorthogonale [3+2]-Cycloadditionen von Aziden und
Alkinen zu Triazolen. Terminale Alkine gehen nach Aktivierung durch
Cu' unter physiologischen Bedingungen Cycloadditionen mit Aziden
ein (oben). Cyclooctine reagieren mit Aziden lber spannungskataly-
sierte [342]-Cycloaddition (unten).
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Kupfer(I) weiter beschleunigt werden."™!'" Die CuAAC hat
alle Eigenschaften einer Klickreaktion (einschlieBlich Effizi-
enz, Einfachheit und Selektivitit), wie von Sharpless et al.
definiert."”? Tats#chlich ist sie zum Inbegriff der Klickreak-
tion geworden und wird oft einfach als , Klickchemie“ be-
zeichnet. CuAAC findet breite Anwendung in der organi-
schen Synthese, kombinatorischen Chemie, Polymerchemie,
Materialchemie und chemischen Biologie.l”>'*J Die formale
Cycloaddition zwischen Aziden und terminalen Alkinen kann
auch durch Ruthenium(IT) katalysiert werden, um 1,5-di-
substitierte 1,2,3-Triazole zu erhalten,® allerdings wird diese
Reaktion weit weniger haufig verwendet als die CuAAC. Die
erste Verwendung der CuAAC fiir die Biokonjugation be-
schrieben Finn et al. mit der Anlagerung von Farbstoffen an
das Augenbohnen-Mosaikvirus.!'s!

Bisher wurde die Verwendung der CuAAC in lebenden
Systemen durch die Toxizitdt von Kupfer(I) verhindert.'s
Bakterien- und Séugetierzellen sowie Zebrafischembryonen
sind Klickchemie-Bedingungen ausgesetzt worden. E.-coli-
Bakterien, die proteingebundene Azide exprimieren, wurden
binnen 16 h mit 100 pm CuBr markiert; sie iiberlebten die
Markierung, konnten sich aber nicht mehr teilen.!'s*!7
Ahnlich kénnen S#ugetierzellen geringe Kupfer(I)-Konzen-
trationen (unter 500 um) 1 h iiberstehen."*” Wenn jedoch die
optimierten CuAAC-Bedingungen mit 1 mm Kupfer(I) an-
gewendet wurden,!® trat in betrichtlichem Umfang Zelltod
ein.'®?l Zebrafischembryonen zeigten eine #hnliche Emp-
findlichkeit gegen Kupfer(I). Wenn die Embryonen mit 1 mm
CuSO,, 1.5mmM Natriumascorbat und 0.1 mm Tris(benzyl-
triazolylmethyl)amin-Ligand behandelt wurden,!'”! starben
alle Embryonen innerhalb von 15 min."” CuA AC kann also
nur begrenzt zur Markierung von Biomolekiilen in lebenden
Systemen verwendet werden.

Um die Biokompatibilitdt der Azid-Alkin-Cycloaddition
zu verbessern, versuchten wir, die Alkine ohne Metallkata-
lyse zu aktivieren, und zwar durch Ringspannung (Schema 12,
unten). Die Geschichte der spannungskatalysierten Azid-
Cycloadditionen reicht zurtick bis zur Feststellung von Alder
und Stein, dass bei Reaktionen mit Aziden Dicyclopentadien
betrichtlich schneller reagiert als Cyclopentadien.® "l Stu-
dien mit gespannten Alkenen und Alkinen wurden in den
1960er Jahren fortgesetzt, und wéhrend dieser Zeit be-
schrieben Wittig und Krebs, dass Cyclooctin, das kleinste
stabile Cycloalkin, ,explosionsartig reagierte, als es mit
Phenylazid vermischt wurde.'”!! Auf dieser klassischen Lite-
ratur aufbauend, synthetisierten wir ein Biotinkonjugat von
Cyclooctin 13 und wiesen nach, dass es Azide in Zell-
oberflichenglycanen tatsidchlich ohne erkennbare cytotoxi-
sche Wirkungen markierte.'”” Diese Arbeit fiihrte zu einer
Reihe von Cyclooctinen (14-20; Schema 13), welche die
Detektion von Aziden in lebenden Systemen durch span-
nungskatalysierte [3 + 2]-Cycloaddition ermoglichen.[”>1!

Noch war die erste Generation der spannungskatalysier-
ten Cycloaddition nicht schneller als die Staudinger-Ligation
(k=10"m"'s ) und deutlich langsamer als die CuAAC.
Zur Verbesserung der Geschwindigkeit wurde eine Reihe von
Verbindungen mit elektronenziehenden Fluoratomen an der
Propargylposition hergestellt. Die Addition eines Fluoratoms
(Cyclooctin 15) erhohte die Geschwindigkeit etwas (ca. 4-
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Schema 13. Cyclooctinreagentien fiir kupferfreie Klickreaktionen.

fach),!* eine gem-Difluorgruppe hingegen brachte eine
drastische, 60-fache Erhohung (k=10""mM"'s").l*! Dieses
difluorierte Cyclooctin (16, abgekiirzt ,,DIFO*) ergab bei
Markierungsexperimenten mit Biomolekiilen vergleichbare
Reaktionsgeschwindigkeiten wie CuAAC, was uns veran-
lasste, seine Reaktion mit Aziden , kupferfreie Klickchemie®
zu nennen. DIFO-Fluorophor-Konjugate haben sich als au-
Bergewohnliche Reagentien zur Abbildung azidmarkierter
Biomolekiile in komplexen biologischen Systemen, ein-
schlieBlich lebender Zellen,'™ C. elegans!'® und Zebra-
fischembryonen,'” mit sehr niedriger Hintergrundfluores-
zenz erwiesen. In Proteinmarkierungsexperimenten wird bei
einer Western-Blot-Analyse jedoch manchmal eine Hinter-
grundmarkierung beobachtet, vielleicht wegen nichtspezifi-
scher hydrophober Wechselwirkungen oder bisher nicht
charakterisierter Reaktionen mit Proteinfunktionalititen.*”

Seit der Beschreibung von DIFO wurde eine Reihe wei-
terer Cyclooctinreagentien synthetisiert. So wurden z. B. zwei
leichter priparativ lenkbare DIFO-Analoga 17 und 18 syn-
thetisiert, die die kupferfreie Klickchemie fiir Forscher im
Bereich der chemischen Biologie hoffentlich zugénglicher
machen werden. Wir haben auch ein besser wasserlosliches
Azacyclooctin (19) synthetisiert, um andere Attribute der
Cyclooctinreagentien, wie die pharmakokinetischen Eigen-
schaften, zu verbessern.'®! Boons etal. haben das Di-
benzocyclooctinol 20 zur Verwendung fiir kupferfreie Klick-
reaktionen eingefiihrt."” Dieses Reagens ist nicht toxisch,
zeigt Reaktionskinetiken dhnlich denen von DIFO und ist
relativ leicht herstellbar. Neuere theoretische Studien von
Houk et al. haben Rahmenbedingungen geschaffen, inner-
halb derer die Reaktivitdt von Cyclooctinen vorhergesagt und
optimiert werden kann.'”! Auf dieser theoretischen Basis
sollten sich reaktivere Kongenere fiir die Synthese planen
lassen.

4.4. Bioorthogonale Reaktionen mit Alkenen

Auch Alkene wurden in durch Ringspannung oder Licht
aktivierten Cycloadditionen mit 1,3-Dipolen und Dienen
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eingesetzt (Schema 14). Als Produkt einer Azid-Alken-Cy-
cloaddition entsteht ein Triazolin, das instabiler als ein aro-
matisches Triazol ist und damit fiir Anwendungen, bei denen
ein Ligationsprodukt gewiinscht wird, nicht zweckmiBig
ist.'! Rutjes etal. umgingen dieses Problem, indem sie
Oxanorbornadiene (21), die elektronenarme Doppelbindun-
gen enthalten, als Substrate wihlten. 21 geht eine [3+42]-Cy-
cloaddition mit einem Azid 22 ein, die 23 liefert, das an-
schlieBend iiber eine Diels-Alder-Reaktion unter Abspaltung
von Furan ein Triazolprodukt 24 ergibt (Schema 14 A).[127:20]
Diese Reagentien lassen sich einfach synthetisieren, ergeben
aber relativ niedrige Reaktionsgeschwindigkeiten (k=
107 ts™).

Dagegen verlauft die von Fox et al. beschriebene Reak-
tion von Tetrazinen mit gespannten Alkenen sehr schnell.'*]
Die Autoren beschrieben eine Diels-Alder-Reaktion mit in-

C. R. Bertozzi und E. M. Sletten

versem Elektronenbedarf, bei der trans-Cycloocten 25 mit
dem Dipyridyltetrazin 26 zum Ligationsprodukt 29 reagiert
(Schema 14 B). Die Reaktion verlduft iiber das Intermediat
27, das rasch N, abspaltet und Intermediat 28 ergibt, das
schlieBlich zum endgiiltigen Ligationsprodukt 29 isomerisiert.
Diese Reaktion erfolgt in Wasser sehr schnell (k=10°m"'s™).
Unabhingig entwickelten Hilderbrand et al. die Reaktion
von Norbornen 30 mit Tetrazin 31 (Schema 14 C).”) Diese
Reaktion folgt dem gleichen Mechanismus, ist aber nicht so
schnell wie die Tetrazinligation von Fox et al. Auch normale
Diels-Alder-Reaktionen wurden in Zusammenhang mit Bio-
konjugationsreaktionen untersucht, bendtigen aber hiufig
Dienophile, die zugleich Michael-Akzeptoren (z.B. Male-
imide) sind.?>?%! Konkurrierende Michael-Additionen der
biologischen Nucleophile verringern daher die Selektivitat
dieser Reaktionen stark.

+lsomer

+ Isomere
RO
NHR'
29
NHR'
N =N
N = RHN _N
N.
2 o 33
l NHR'
=N + Isomere
RHN L _NH
o

=R
Q.
R
N /=X Rig _ /X R & N ‘
D) N:N'N \ // th @—:I‘:—N—@ i m— — N'N\ —/R + Isomer
Ny
36

X =H, NH;, COOMe usw.
35

37

RS~ + R

Mes~ N“\fN“Mes
Ru=

P

- = .

tBUOH/H,0

39 40

R- EomoED oYy R (Eomdmm) o Yy

RS/\\/\VR'

Schema 14. Bioorthogonale Reaktionen mit Alkenen. A) Reaktion von Oxanorbornadienen mit Aziden zu Triazolen. B) Diels-Alder-Reaktion mit
inversem Elektronenbedarf von Dipyridyltetrazinen und trans-Cyclooctenen. C) Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf von Monoaryl-
tetrazinen und Norbornenen. D) Photoinduzierte 1,3-dipolare Cycloaddition von Tetrazolen und Alkenen. E) Ru-katalysierte Kreuzmetathese zweier

Alkene in Wasser.
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Lin etal. haben eine photochemische 1,3-dipolare Cy-
cloaddition zwischen Diaryltetrazolen (35) und einfachen
Alkenen (Schema 14 D) unter Bildung von Pyrazolinen ent-
wickelt.”® Die urspriingliche Synthesevorschrift erforderte
Licht von 302 nm, um den Nitril-Imin-Dipol 36 zu erzeugen.
Um mogliche Schddigungen lebender Systeme durch Licht zu
verringern, modifizierten Lin et al. die Arylgruppen am Te-
trazol anschlieBend derart, dass die Reaktion durch Be-
strahlung bei 365 nm erfolgen kann.”! Diese Reaktion er-
fordert kein aktiviertes Alken, was ihre Anwendung in le-
benden Systemen leichter macht, da es fiir die metabolische
Markierung von Biomolekiilen mit einfachen Alkenen schon
Beispiele gibt (siche Abschnitt 5). Tatsdchlich wurden Alken
enthaltende Proteine in E. coli mit Diaryltetrazolen modifi-
ziert.?® Ein weiterer Vorteil dieser Reaktion besteht darin,
dass die entstehenden Pyrazolincycloaddukte 38 fluoreszie-
ren.

Die chemoselektive Modifizierung von Alkenen durch
Kreuzmetathese zeichnet sich als bioorthogonale Reaktion
ab. Die Ruthenium-katalysierte Olefinmetathese ist bemer-
kenswert gut vertréglich mit funktionellen Gruppen und wird
seit einiger Zeit mit Biomolekiilsubstraten, gewohnlich in
organischen Losungsmitteln, angewendet.”®2"? In den ver-
gangenen Jahren haben viele Arbeitsgruppen versucht, was-
serlosliche Katalysatoren fiir die Olefinmetathese zu entwi-
ckeln.?>21 Eine Kreuzmetathese mit diesen Katalysatoren
war jedoch besonders schwierig, und nur wenige Substrate
fithrten zum Erfolg. Davis et al. haben kiirzlich Allylsulfid-
haltige Proteine 39 durch Kreuzmetathese in fert-Butylalko-
hol/Wasser mit dem Hoveyda-Grubbs-Katalysator der zwei-
ten Generation modifiziert (Schema 14E).”'"! Die hohe Se-
lektivitidt der Kreuzmetathese und ihre Toleranz gegeniiber
funktionellen Gruppen, in Verbindung mit der einfachen
Einfiihrung von Alkenen in Biomolekiile, préddestinieren
diese Methode fiir den weiteren Einsatz in der Biologie.

5. Anwendungen bioorthogonaler chemischer
Reaktionen

Die Verwendung bioorthogonaler chemischer Reporter
erfordert den Einbau einer reaktiven Komponente in die
Zielmolekiile innerhalb von Zellen oder Organismen. Pro-
teine, Glycane, Lipide und Nucleinsduren sind bereits alle
umfassend oder ortsspezifisch mit bioorthogonalen funktio-
nellen Gruppen ausgestattet worden.

5.1. Proteine
5.1.1. Metabolische Markierung (gruppenspezifische
Modifizierung)

Von Tirrell etal. stammt eine einfache Methode zur
Einfithrung chemischer Reporter in zelluldre Proteine:
Zellen werden einer nichtnatiirlichen Aminosiure ausgesetzt,
die vom Translationsapparat, vor allem den Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen  (aaRSs)  toleriert wird  (Sche-
ma 15A).2%21 Das Konzept reicht in die 1950er Jahre
zuriick, als gezeigt wurde, dass nach Zugabe von Selenome-
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thionin zu methioninarmen Wachstumsmedien Methionin-
reste durch ihre Selenanaloga ersetzt wurden.”?? Wir wissen
heute, dass Surrogate fiir Methionin, Leucin, Tryptophan
oder Phenylalanin in E.-coli-exprimierte Proteine eingebaut
werden konnen. (Allerdings sind fiir den Austausch fast jeder
Aminosdure gegen nichtnatiirliche Derivate Berichte zu
finden.) Die Ausbeuten sind optimal, wenn der E.-coli-Stamm
auxotroph fiir die auszutauschende Aminosdure gemacht
wird, und auch eine Uberexprimierung der benétigten aaRS
kann hilfreich sein.

Mit dieser Methode wurden verschiedenartige bioortho-
gonale funktionelle Gruppen in Proteine von E.-coli- und
Saugetierzellen eingefithrt. Zum Beispiel wurden die Me-
thioninsurrogate Homopropargylglycin (42, Hpg), Homo-
allylglycin (43, Hag) und Azidohomoalanin (44, Aha) ver-
wendet (Schema 16), um effizient Alkine, Alkene bzw. Azide
in Proteine einzuschleusen.*??! Mit Hpg wurden neu syn-
thetisierte Proteine in Bakterien* und Siugetieren®! {iber
eine CuAAC mit einem Azidocumarinfarbstoff markiert.
Ahnlich wurde Aha eingesetzt, um neu synthetisierte Pro-
teine durch Markierung mithilfe der CuAAC und"" Stau-
dinger-Ligation® und seit kurzem auch durch Cyclooctin-
sonden zu untersuchen.”””! Diese Methode wurde auch zur
Proteomanalyse neu synthetisierter Proteine verwendet, ein
als bioorthogonale Markierung mit nichtkanonischen Ami-
nosduren (bioorthogonal noncanonical amino acid tagging,
BONCAT) bezeichnetes Verfahren.’” Ferner wurden Aha
und Hpg zusammen eingesetzt, um zwei verschiedene Pro-
teinpopulationen gleichzeitig abzubilden.”™ Durch Aus-
tausch von Methioninresten gegen Aha und Hpg wurden
Azide und Alkine auch in virusartige Kapside eingebaut.?"
Erste Daten lassen darauf schlieen, dass Allylcystein eben-
falls als Methioninsurrogat aufgenommen und danach mog-
licherweise durch Kreuzmetathese modifiziert werden
kann.*'7

FEinige nichtnatiirliche Aminosduren weichen in ihrer
Struktur zu sehr von ihren natiirlichen Analoga ab, um durch
natiirliche aaRS-Enzyme erkannt zu werden. In solchen
Fillen konnen die aaRS durch rationale strukturbasier-
te®22 oder selektionsbasierte™! Methoden so mutiert
werden, dass sie die nichtnatiirlichen Substrate akzeptieren.
Solche Strategien wurden eingesetzt, um eine Mutante der
Phenylalanin-tRNA-Synthetase (ePheRS)®! zu erzeugen
und eine Aminosdure mit Ketofunktion, para-Acetylphe-
nylalanin (45), in Proteine einzufiihren.®*'?* Mit der glei-
chen ePheRS wurden auch para-Azido-, para-Brom- und
para-Todphenylalanine in Proteine eingebaut.’*>*! Das Azid
ermoglichte eine Modifizierung mit Phosphanen oder Alki-
nen, wéahrend die Halogenderivate mithilfe von Pd-kataly-
sierten Kreuzkupplungen modifiziert wurden.?*"-2¥!

5.1.2. Genetische Codierung (ortsspezifische Modifizierung)

Die ortsspezifische Einfithrung nichtnatiirlicher Amino-
sduren in Proteine wurde zuerst Ende der 1980er Jahre als
eine In-vitro-Technik™"?*" beschrieben und seither, haupt-
sédchlich von Schultz et al., auf In-vivo-Anwendungen ausge-
weitet.?* Diese Methode nutzt das Codon UAG (das Amber-
Stopcodon), das normalerweise die Proteinsynthese termi-
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Translations-System wird
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Schema 15. Einbau nichtnatiirlicher Aminosiuren in Proteine. A) Allgemeine Aufnahme einer nichtnatiirlichen
Aminosiure unter Verwendung auxotropher Zelllinien und promiskuitiver Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (aaRSs).
B) Ortsspezifische Einfithrung einer nichtnatiirlichen Aminosiure in vitro unter Verwendung eines Transkriptions/
Translations-Systems, einer chemisch synthetisierten, mit der nichtnatiirlichen Aminosiure beladenen tRNA und
dem Gen fiir das interessierende Protein, das an der Modifizierungsstelle mutiert ist. C) Ortsspezifischer Einbau
einer nichtnatiirlichen Aminoséure in vivo unter Verwendung von mutierter tRNA und aaRS sowie dem Gen fiir

Erforschung verschiede-
ner Proteine angewen-
det. Um die Beitrdge der
Riickgrat-Amidbindun-

gen zur Proteinstruktur

das entsprechende Protein, das an der Modifizierungsstelle mutiert ist.

oN._COOH N._COOH
R : R

42. R =C=CH (Hpg)
43. R = CH=CH, (Hag)
44: R = N3 (Aha)

o)
45.R = AJJ\

46:R =N,

47.R= 3’10\

48:R = ‘3{0/\/

Schema 16. Ausgewihlte Aminoséuren, die in vivo ortsspezifisch in
Proteine eingebaut wurden.

niert, um eine nichtnatiirliche Aminosdure, die an eine
komplementédre tRNA gebunden ist, zu codieren. Die Tole-
ranz des Ribosoms gegeniiber nichtnatiirlichen Aminosiduren
lasst deren Einbau in Proteine wihrend der normalen
Translation zu (Schema 15B,C).

Zum In-vitro-Einbau nichtnatiirlicher Aminosduren in
Proteine (Schema 15B) wird zuerst das Gen mutiert, das fiir
das gewiinschte Protein codiert, sodass das Amber-Stopcodon
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zu untersuchen, wurden

Reste in a-Helices und f3-
Faltbldttern gegen Esteranaloga ausgetauscht.?*2%! Zusitz-
lich wurde der Beitrag von Kation-n-Wechselwirkungen zur
Proteinstabilitdt mithilfe nichtnatiirlicher Aminosiduren ana-
lysiert.?*! Eine bemerkenswerte Erweiterung des Systems
war die Mikroinjektion gentechnisch hergestellter mRNA
und aminoacylierter tRNA in Xenopus-Oocyten. 2]
Dougherty, Lester und Mitarbeiter verwendeten diese Me-
thode, um den Mechanismus von Neurorezeptoren durch
Elektrophysiologie aufzukldren, und bauten dafiir iiber 100
nichtnatiirliche ~Aminosduren in Xenopus-lonenkanile
ein.”* Die In-vitro-Methode, gekoppelt mit Mikroinjektion,
eignet sich wegen der sehr niedrigen Menge an Protein, die
mithilfe der Elektrophysiologie detektiert werden kann, ideal
fiir diese Anwendungen.

Um die Einschrinkungen der In-vitro-Methode zu iiber-
winden, haben Schultz et al. ein In-vivo-System fiir die orts-
spezifische Mutagenese durch nichtnatiirliche Aminosiduren
geschaffen (Schema 15C). Den Durchbruch brachte die Se-
lektion orthogonaler tRNAs und aaRS-Enyzme, die das
Amber-Stopcodon bzw. die nichtnatiirliche Aminosiure er-
kannten.”"!! Die Expression der entsprechenden Gene in
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einem heterologen Wirt zusammen mit dem Gen, das fiir das
gewiinschte Protein mit der Amber-Mutation codiert, lieferte
das modifizierte Protein. Typischerweise wird das Zellkul-
turmedium mit der nichtnatiirlichen Aminosédure erginzt,
aber ein E.-coli-Stamm, der entwickelt worden war, um para-
Aminophenylalanin zu produzieren, konnte diese ,,21. Ami-
nosiure vollstindig biosynthetisch einbauen.?*! Die In-
vivo-Mutagenese durch nichtnatiirliche Aminoséduren konnte
auch auf Hefe-"»! und Siugetierzellen®* > erweitert
werden.

Dutzende nichtnatiirlicher Aminosduren wurden unter
Verwendung der In-vivo-Amber-Stopcodon-Methode in
Proteine eingefiihrt; die meisten basieren auf einem aroma-
tischen Kern (Tyrosin oder Phenylalanin).?*!l Aminosiuren
mit Aziden (44, 46)> Alkinen (42, 47),”% Ketonen
(45)132%7 und Alkenen (43, 48)% wurden eingebaut, um die
Weiterreaktion mit bioorthogonalen chemischen Reportern
zu ermoglichen (Schema 16). Andere Funktionen, die in
Proteine eingefiihrt wurden, waren Aniline,”?*! Arylhalo-
genide,” Boronsiuren,? photoisomerisierbare und ver-
netzende Gruppen,?*? posttranslationale Modifikatio-
nen,?®2%l photoaktivierbare (caged) Versionen von Amino-
siuren zur Maskierung mutmaBlich wichtiger Reste?*"2%
und sogar ganze Fluorophore.**?"!]

5.1.3. Aktivitdtsbasierte Enzymmarkierung

Die aktivititsbasierte Proteinprofilierung (ABPP) er-
moglicht es, spezifische Enzymklassen auf Grundlage ihrer
Katalysemechanismen zu untersuchen, hdufig durch Ver-
wendung groBer Molekiile, die eine Sonde (ein Fluorophor
oder Biotin) enthalten, die mit einer funktionellen Gruppe
konjugiert ist, die so entworfen wurde, dass sie mit Resten im
aktiven Zentrum des Zielenzyms reagiert (ein mechanis-
musbasierter Inhibitor). Die Strategie der bioorthogonalen
chemischen Reporter hat die ABPP verbessert, indem sie die
Verwendung einer grofSen chemischen Sonde wihrend des
kovalenten Markierungsprozesses unnotig machte
(Schema 17).722%] In der urspriinglichen Form wurde fiir die
ABPP eine elektrophile Gruppe [bekannt als ,,Sprengkopf*
(,warhead*)] verwendet,” die die gewiinschte Enzymklasse
kovalent modifiziert und an die Affinitdtssonde wie Biotin
oder ein Fluorophor konjugiert wird. Solch groe Sonden
sind zwar durchaus brauchbar fiir die Markierung aktiver
Enzyme aus Zelllysaten, haben jedoch héufig mangelhafte
pharmakokinetische Eigenschaften, die ihre Verwendung in
vivo verhindern.”’¥! Folglich konnten Enzymaktivititen nicht
in den natiirlichen Umgebungen untersucht werden.

2003 beschrieben Cravatt et al. und Overkleeft et al. un-
abhingig die Verwendung bioorthogonaler Reaktionen fiir
die ABPP. Cravatt et al. verwendeten ein Azid-funktionali-
siertes Phenylsulfonat, das auf Serin-Hydrolasen ansprach,
wihrend Overkleeft et al. ein Azid-funktionalisiertes Vinyl-
sulfon fiir Proteasome einsetzten.®?*! Die Azidsonden
wurden in lebende Zellen eingeschleust, wo sie die Zielen-
zyme kovalent modifizierten. Zelllysate wurden hergestellt
und anschlieBend mit einer Alkin-Rhodamin-Sonde iiber
CuAAC (Cravatt) oder mit einer biotinylierten Triarylphos-
phan-Sonde iiber Staudinger-Ligation (Overkleeft) umge-
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2) Zelllyse
chemisches Markierungsreagens
(z.B. Triarylphosphan, Cyclooctin)

i W

Zielenzym

Schema 17. Aktivitdtsbasierte Proteinprofilierung unter Verwendung
bioorthogonaler chemischer Reporter. Eine elektrophile ,Sprengkopf*-
Gruppe wird mit einem chemischen Reporter funktionalisiert und in
Zellen eingefiihrt. Nach Zelllyse erleichtert ein chemisches Markie-
rungsreagens die Identifizierung oder Visualisierung des modifizierten
Enzyms.

setzt. Cravatt et al. demonstrierten weiter, dass dieser zwei-
stufige Prozess die Ubertragung der ABPP auf lebende
Miuse ermoglicht.'® Seit dem urspriinglichen Bericht haben
Cravatt et al. mithilfe dieser Strategie Brustkrebszellen®”
und Cytochrom P450%" profiliert und haben zudem festge-
stellt, dass das Cu'-katalysierte Markierungsverfahren effizi-
enter ist, wenn das Alkin an den elektrophilen Fianger ge-
bunden ist und die Detektion mit einer Azidosonde er-
folgt.”’®! Des Weiteren haben Ploegh etal. einen Azido-
Epoxid-,,Sprengkopf”, eine Triarylphosphan-Biotin-Sonde
und Streptavidin-Alexa Fluor 647 zur Visualisierung von
Cathepsin-Proteasen in lebenden Zellen verwendet.?”®!

5.2. Glycane

Proteine konnen gentechnisch (Amber-Stopcodon-Me-
thoden und die Addition von Peptidsequenzen), biosynthe-
tisch (metabolische Einfithrung nichtnatiirlicher Aminosiu-
ren bei Auxotrophen) und durch aktivitidtsbasierte Protein-
profilierung modifiziert werden. Viele dieser Methoden sind
nicht bei Glycanen anwendbar, weil diese Biopolymere kein
genetisches Templat und keine Enzymaktivitdten aufweisen.
Glycane konnen aber durch metabolische Markierung mit
Biosynthesevorstufen markiert werden (Schema 18).*™! Bis-
lang wurden nichtnatiirliche Sialinsiure(Sia)-, N-Acetylga-
lactosamin(GalNAc)-, N-Acetylglucosamin(GIcNAc)- und
Fucose(Fuc)-Reste in Glycane iiber Wiederverwertungsme-
chanismen (salvage pathways) oder, wie im Fall der Sialin-
sdure, durch De-novo-Biosynthese eingefiihrt (Schema 19).
Diese Technik, die als metabolisches Oligosaccharid-Engi-
neering bekannt ist, wurde zuerst von Reutter et al. verwen-
det, um die Acylseitenketten von Sialinsduren auf der Zell-
oberfliche lebender Zellen und Tiere mit den N-Acetyl-
mannosamin(ManNAc)-Derivaten 49 und 50 als metaboli-
schen Vorstufen zu verdndern. ! Diese nichtnatiirlichen
Sialinsduren wurden eingesetzt, um Wirt-Virus-Wechselwir-
kungen,”? neuronale Zelldifferenzierung®® und Polysialin-
saure® zu erforschen. Darauf aufbauend nutzten wir meta-
bolische Wege, um bioorthogonale funktionelle Gruppen in
sialylierte Glycane einzufiihren. Zu diesem Zweck wurde
gezeigt, dass ein ManNAc-Derivat mit Ketofunktion (51),
bekannt als N-Lévulinoylmannosamin (ManLev), in ver-
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Zelloberflachen-
glycan

-0 nichtnatirliches
{3/‘-”“5 Kohlenhydrat

Glycanbiosynthese {

O-GlcNAcyliertes Protein

Schema 18. Metabolisches Oligosaccharid-Engineering. Nichtnatirli-
che Kohlenhydratmetaboliten werden von Zellen aufgenommen und in
Oberflichenglycane und/oder cytosolische O-GlcNAcylierte Proteine
eingebaut.

A) o Q OH OH
HO HO
HO HNJ\/R 0 o)
Ho. '0 HO HO
HO OH NH 0
OH o] 0:3
49: R = CHj
50: R = CH,CHs 52 N
0 54
51: R = 35‘)]\ (ManLev) (GalNAz)
53; R = N3 (ManNAz) D)
= OH

N=N
60:R =+ X (ManNDAz)

0
HO
Ho
61:R= —§<j>—N3 N OH
64: R = CH,C=CH o:g
65: R = SH (ManNTGc) N,
B) 55
(GlcNAz)
R, OH
OH OH
H\ E)
N 7507"Cco.H
R Y HO OH
0 R?QZNOH
OH
56: R = N3, R'= OH on
, 62: R = CH,N
57.R= —§@—N3 R'=OH 63 R —Czan’

(o]
58:R=H,R'= 3S{N
N3

59:R= }fi R’= OH

Schema 19. Nichtnatiirliche Kohlenhydratmetaboliten fiir das metabo-
lische Oligosaccharid-Engineering. A) N-Acetylmannosamin(ManNAc)-,
B) Sialinsdure(Sia)-, C) N-Acetylgalactosamin(GalNAc)-, D) N-Acetyl-
glucosamin(GlcNAc)- und E) Fucose(Fuc)-Metaboliten.

schiedenen Zelllinien metabolisiert wird."**32% Dje Keto-
gruppen reagierten anschlieBend mit Biotinhydrazid und
wurden durch Western Blot oder Durchflusscytometrie
nachgewiesen. Die zweite Methode wurde auch eingesetzt,
um Gentransfer und adenovirale Aufnahme zu fordern,
indem ein Anti-Adenovirus-Antikérper auf Keton-haltige
Glycane gerichtet wurde.

Die Enzyme des GalNAc-Wiederverwertungsmechanis-
mus erwiesen sich als weniger tolerant als die Enzyme fiir die
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Sialinsdure-Biosynthese, da N-Lévulinoylgalactosamin (Gal-
Lev) in Sdugetierzellen nicht signifikant metabolisiert wurde.
Um Ketogruppen in GalNAc-haltige Glycane einzufiihren,
wurde das Ketonisoster 52 synthetisiert.*! 52 wurde erfolg-
reich in Glycane eingebaut, die in 1dID-CHO-Zellen vor-
kommen, denen die UDP-Gal/UDP-GalNAc-4-Epimerase
fehlt und die daher kein eigenes GalNAc biosynthetisieren
konnen. )

Im Jahr 2000 beschrieben wir, dass durch Behandeln von
Zellen mit dem ManNAc-Derivat 53, N-Azidoacetylman-
nosamin (ManNAz), Azide in Sialinsdure-haltige Glycane
eingebaut werden konnen.'"*!! Mit diesem Bericht wurde zu-
gleich die Staudinger-Ligation eingefiihrt, da die Azidosia-
linsdurereste iiber Triarylphosphan-Biotin-Sonden mit nach-
folgender durchflusscytometrischer Analyse detektiert
wurden. Anders als die Lé&vulinderivate lieBen sich die
Azidderivate leicht auf die GalNAc- und GlcNAc-Wieder-
verwertungswege [mit GalNAz (54) bzw. GIcNAz (55)]
tibertragen, was die Analyse mucinartiger O-verkniipfter
Glycane und O-GlcNAcylierter Proteine mithilfe der Stau-
dinger-Ligation oder der spannungskatalysierten [3+2]-Cy-
cloaddition erleichterte.”® "1 AuBerdem demonstrierten wir,
dass mit ManNAz oder GalNAz als metabolischen Vorstufen
Azide in Glycane von Maus und Zebrafisch eingebaut werden
konnen 17221 Fiir In-vivo-Studien konnen die Azidogly-
cane entweder durch Staudinger-Ligation"®! oder durch
kupferfreie Klickreaktion!'” identifiziert werden. Alternativ
konnen sie ex vivo mithilfe beliebiger Azidreaktionen ana-
lysiert werden.

Sialinsdureanaloga wurden direkt verwendet, um Azide
und andere nichtnatiirliche Gruppen in Oberflichen-Sialin-
sdurereste einzufithren. Modifikationen der 5-N-Acyl- und 9-
OH-Position von Sialinsdure werden gut toleriert, und zahl-
reiche nichtnatiirliche Gruppen wurden an diesen Positionen
eingebaut, um Sialinsdure-Bindungsereignisse aufzukli-
ren.” Alkyl- und Arylazide wurden durch Sialinsiurevor-
stufen, die an der 5- und 9-Position modifiziert waren (56-58),
in Zelloberflichenglycane eingebaut.” > Zur Untersu-
chung des Glycanliganden fiir CD22 wurde die Sialinsdure 58
photovernetzt.” Kohler und Tanaka fiihrten dhnliche Pho-
tovernetzungsstudien mit dem Diazirin-haltigen ManNAc-
Derivat 60 (ManNDAz) durch.* Luchansky et al. verwen-
deten die Sialinsduren 56, 57 und 59 zusammen mit den je-
weiligen ManNAc-Vorstufen 53, 61 bzw. 51, um zu zeigen,
dass das Umgehen des ersten Schritts des Sialinsdure-Bio-
synthesewegs hiufig die Ausbeute an Oberflichenglycanen
erhoht. Bemerkenswerterweise erwies sich fiir den Einbau
von Aziden in Sialinséurereste der Sialinsdure-Biosynthese-
weg als ebenso effizient wie der Wiederverwertungsweg,
wenn ManNAz (53) und die entsprechende Azidosialinsdure
56 als Substrate verwendet wurden.”

Fucosylierte Glycane wurden mit 6-Azidofucose 62 mar-
kiert;®”*® Fucose 62 erwies sich jedoch in vielen Siuge-
tierzelllinien als toxisch und wurde nicht an lebende Tiere
verabreicht. Wong et al. verwendeten 6-Alkinylfucose 63, die
weniger giftig ist als ihr Azidanalogon.”” Sie markierten
auch Zelloberflichen-Sialinsduren mit der Alkinyl-ManNAc-
Vorstufe 64,1 und Wu et al. verwendeten den gleichen
Metaboliten, um Zelloberflichengycane in Mdusen zu mar-
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kieren.”™! Der metabolische Markierungsgrad bei Sialinsiu-
ren ist mit Alkinyl-ManNAc hoher als mit ManNAz;P" das
Alkin muss aber mithilfe der CuA AC detektiert werden, was
wegen der Toxizitdt von Kupfer(I) fiir den Nachweis von
Glycanen in einem lebenden System nicht ideal ist. Yarema
et al. beschrieben die metabolische Markierung von Sialin-
sdure auf Stammzellen mit dem Thio-ManNAc-Analogon 65
(ManNTGc) und zeigten, dass dieses nichtnatiirliche Glycan
die Differenzierung beeinflusste."!

Das Vermogen, Glycane mit bioorthogonalen funktio-
nellen Gruppen metabolisch zu markieren, hat diese Biopo-
lymere zum ersten Mal fiir die molekulare Bildgebung zu-
ginglich gemacht. Dazu verwendeten Chang et al. Triaryl-
phosphan-Fluorophor-Konjugate, um azidmarkierte Glycane
auf kultivierten Zellen zu visualisieren."” Die gleiche Arbeit
ergab, dass durch Einfithrung von Ketonen in einen Glycan-
typ und von Aziden in einen anderen zwei Glycansubtypen
gleichzeitig abgebildet werden konnten. Azidmarkierte
Glycane wurden auch durch Staudinger-Ligation mit dem
fluorogenen Phosphan 7 sichtbar gemacht.'"? Unter Ver-
wendung von Triarylphosphanen konnten Zelloberfldchen-
glycane profiliert werden; die niedrige Geschwindigkeit der
Staudinger-Ligation verhinderte jedoch die Beobachtung von
Ereignissen mit groBerer Dynamik. Spéter untersuchten
Baskin et al. den intrazelluldren Glycantransport unter Ver-
wendung azidmarkierter Glycane mit DIFO-Fluorophor-
Konjugaten, um Einblick in die Geschwindigkeit und Tra-
jektorie der Internalisierung ausgehend von der Membran zu
gewinnen.'™ DIFO-Fluorophor-Konjugate wurden mit
groBem Erfolg zur Markierung von Glycanen im sich entwi-
ckelnden Zebrafisch eingesetzt; dies ist das erste Beispiel fiir
die molekulare Bildgebung von Glycanen in einem lebenden
Organismus.'””! Eine Raum-Zeit-Analyse GalNAz-markier-
ter Glycane offenbarte dynamische Aspekte von Mu-
cinglycoproteinen durch das gesamte Entwicklungsprogramm
dieses Organismus hindurch. Kiirzlich wurden auch Carbo-
cyaninfarbstoffe mit Dreifachbindungen (Absorption im
Nah-IR-Bereich) eingesetzt, um Azidoglycane in Sdugetier-
zellen mithilfe der CUAAC zu visualisieren."!

Das steigende Interesse an chemischen Reportern, die in
Glycane eingebettet sind, zur Proteomanalyse der Glycosy-
lierung kann letztlich zu neuen Biomarkern fiir Krankheiten
fiihren. Zum Beispiel konnten wir zeigen, dass mit GalNAz
behandelte Zellen den nichtnatiirlichen Metaboliten in Mu-
cinglycoproteine einbauen und dass diese identifiziert werden
konnen, indem sie mit einer Phosphan-basierten Affinitéts-
sonde umgesetzt werden und anschlieend abgefangen, elu-
iert, einem Trypsinverdau unterzogen und massenspektro-
metrisch detektiert werden."” Mithilfe dieses Verfahrens
entdeckten wir, dass GalNAz auch O-GlcNAcylierte Proteine
markiert, vermutlich durch Umwandlung von UDP-GalNAz
zu UDP-GIcNAz durch das Enzym UDP-Glc/GalNAc-C-4-
Epimerase. Zhao et al. analysierten O-GlcNAc-modifizierte
Proteine aus dem Cytosol und dem Nucleus iiber eine meta-
bolische Markierung mit GlcNAz und nachfolgende Reakti-
on mit einer Phosphansonde, Anreicherung und massen-
spektrometrische Identifizierung.**%! Auf shnliche Weise
untersuchten Lemoine etal. das O-GlcNAc-Proteom.P*!
Unter Verwendung der metabolischen Vorstufe Alkinyl-
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ManNAc (64) isolierten Wong et al. sialylierte Glycoproteine,
indem sie Lysate mit einer Azidobiotinsonde durch CuAAC
umsetzten, das markierte Protein auf Streptavidin-konju-
gierten Perlen abfingen und die Proteine direkt von den
Perlen mit Trypsin verdauten, wodurch eine angereicherte
Probe fiir die massenspektrometrische Analyse erhalten
wurde. Mithilfe dieser Methode wurden iiber 200 Glycopro-
teine identifiziert, von denen die Mehrzahl sialylierte N-ver-
kniipfte Glycane trug.”™ Diese Beispiele stellten eine Platt-
form fiir vergleichende glycoproteomische Studien zur Ver-
fiigung, in denen versucht wird, Anderungen der Glycoprot-
einmenge oder der Strukturen anhidngender Glycane, die mit
Krankheit korrelieren, zu identifizieren.

5.3. Lipide

Wie Glycane sind Lipide sekundire Metaboliten und
posttranslationale Modifikationen, die nicht direkt mit ge-
netisch codierten Reportern untersucht werden konnen.
Bioorthogonale chemische Reporter haben sich als besonders
niitzlich erwiesen, um Lipide in zelluldren Systemen zu er-
forschen (Schema 20 A).

Myristoylierung und Palmitoylierung sind die zwei vor-
herrschenden Arten der Fettsdureacylierung auf Protei-
nen.’® Beide wurden mit Azidolipidanaloga in Zellkultur-
systemen erforscht. Ploegh et al. zeigten, dass die azidmar-
kierte Fettsdure 66 in situ in ihr CoA-Analogon {iiberfiihrt
wird und an Myristoylierungsstellen auf endogenen Proteinen
iibertragen wird. Die ldngerkettigen Fettsduren 67-69 werden
dagegen an Proteinstellen angebracht, die normalerweise
durch Palmitoylierung modifiziert sind.**! Die N-Myristoy-
lierung wurde zudem in vitro und in E. coli untersucht, wobei
die Azido- und Alkinylfettsduren 70 und 71 Verwendung
fanden, die metabolisch eingefiihrt und spéter iiber CuAAC
detektiert wurden.P'') Berthiaume et al. haben mit der
Azidofettsdure 66 und der Staudinger-Ligation die Rolle der
Myristoylierung bei der Apoptose aufgeklirt.’'?! Dieselbe
Arbeitsgruppe hat mit dhnlichen Methoden neue palmitoy-
lierte Proteine in der Leber identifiziert.*!

Im Unterschied zu Myristoyl- und Palmitoylgruppen
leiten sich Farnesylgruppen (sowie Geranylgeranylgruppen)
von Isoprenoiddiphosphaten ab.*®! Proteine mit einer C-
terminalen CAAX-Sequenz (A = aliphatisch, X =Met, Ser,
Phe) werden am Cysteinrest durch Protein-Farnesyltransfe-
rasen (PFtases) farnesyliert.”¥! Verschiedenartige Diphos-
phatfarnesylvorstufen mit nichtnatiirlichen funktionellen
Gruppen (z.B. Alkinen, Aziden, Ketonen) wurden syntheti-
siert und zur Modifizierung von Proteinen in vitro einge-
setzt.}1531 Bej einem In-vivo-Experiment bauten Zhao et al.
durch die Einfithrung des Azidoisoprenols 72 als metaboli-
sche Vorstufe Azide in Farnesylgruppen ein. AnschlieBend
erfolgte eine Anreicherung mithilfe der Staudinger-Ligation,
wodurch schlieBlich massenspektrometrisch neue farnesy-
lierte Proteine ermittelt werden konnten. Die Autoren gaben
auch an, dass diese Methode erfolgreich bei der Markierung
geranylgeranylierter Proteine war.’”” Erwidhnenswert ist
auch, dass einige Arbeitsgruppen die Proteinfarnesylierung
als eine Methode zur enzymvermittelten ortsspezifischen
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Schema 20. Nichtnatiirliche Metaboliten mit bioorthogonalen funktio-
nellen Gruppen. A) Fettsdure- und Isoprenolmetaboliten fiir die meta-
bolische Markierung von Lipiden. B) Nucleinsduremetaboliten zur Ein-
fiilhrung von Alkinen und Aziden in RNA und DNA.

Proteinmodifizierung (Abschnitt 3.3) eingesetzt haben, wobei
die konservierte Sequenz Verwendung fand, die PFtasen er-
kennen.P*!)

Neef und Schultz erweiterten vor kurzem die Strategie der
bioorthogonalen chemischen Reporter auf die Untersuchung
der Dynamik von Phospholipiden in Doppelschichten.? Die
Alkin-modifizierten Phosphatidsduren 73-75 wurden syn-
thetisiert und in Séugetierzellen eingebracht. Die S-Acetyl-
thioethylgruppen erleichterten die Penetration der Zell-
membran und wurden im Cytosol durch Esterasen gespalten.
Das terminale, Alkin-funktionalisierte Phospholipid 73 und
die nicht hydrolysierbare Version 74 wurden auf fixierten
Zellen durch CuAAC mit einem Azidocumarinfarbstoff vi-
sualisiert. Das Cyclooctinlipid 75 ermoglichte die direkte
Abbildung von Lipiddoppelschichten an lebenden Zellen
durch kupferfreie Klickreaktionen. Diese Studie kennzeich-
net die erste Integration eines Cyclooctins in ein Biomolekiil
fiir zellbasierte Untersuchungen.

5.4. Nucleinsduren

Mit bioorthogonalen funktionellen Gruppen ausgestatte-
te Nucleinsduren wurden synthetisiert und fiir unterschiedli-
che Zwecke eingesetzt (Schema 20B),F*! vor allem als Me-
thode zur Bildgebung von Zellen, die eine DNA-Synthese
und -Replikation durchlaufen.”?* Salic und Mitchison haben
beschrieben, dass 5-Ethinyl-2’-desoxyuridin (76, EAU) wih-
rend der Replikation metabolisch in DNA eingebaut und
spater mithilfe eines Azidofluorophors durch CuAAC de-
tektiert werden kann. Die Alkine konnen in lebenden Zellen
nachgewiesen werden, wenn ein zellgidngiger Fluorophor
verwendet wird, obwohl die Lebensfdhigkeit von Zellen nach
der Einwirkung von Kupfer beeintréachtigt ist. Mit diesem
Verfahren kann neu synthetisierte DNA schnell und mit guter
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Empfindlichkeit unter milderen Bedingungen als mit der
herkommlichen Methode [mit 5-Brom-2'-desoxyuridin
(BrdU) und einem entsprechenden Antikorper] visualisiert
werden.’?*3] EQU eignet sich sogar fiir die Visualisierung
DNA synthetisierender Mausezellen.*! Unlingst wurde
durch Verwendung von 5-Ethinyluridin (77, EU) und fluo-
reszierenden Aziden nach einer analogen Methode die RNA-
Synthese sichtbar gemacht.?

Das Azidanalogon von EdU, 5-Azido-2"-desoxyuridin (78,
AdU) wurde ebenfalls beschrieben, aber die Detektion von
AdU iiber CuAAC hatte einen betriachtlich hoheren Hinter-
grund als die EdU-Markierungsmethode.” AdU war nicht
der erste Fall, bei dem ein Azid in eine Nucleinsidure einge-
baut wurde: Arylazidonucleotide waren als photovernetzen-
de Agentien eingesetzt worden, um Wechselwirkungen zwi-
schen DNA oder RNA und anderen Biomolekiilen zu erfor-
schen.®?” Rajski et al. synthetisierten S-Adenosyl-L-methio-
nin(SAM)-Derivate mit Aziden und Alkinen, um die Akti-
vitit der DNA-Methyltransferase zu messen.F23%

6. Perspektiven

Im Laufe des letzten Jahrzehnts sind die bioorthogonalen
Reaktionen unentbehrlich fiir die chemische Biologie ge-
worden. Sie haben neue Wege fiir biologische Untersuchun-
gen geebnet und zu grundlegenden Entdeckungen auf so
verschiedenen Gebieten wie der Proteinbiophysik, der Neu-
rophysiologie, der Entwicklungs- und Stammzellenbiologie
sowie der Krebserkennung gefiihrt. Es besteht weiterhin
Bedarf an zusitzlichen orthogonalen funktionellen Gruppen
sowie an der Verbesserung der Kinetik und Selektivitit be-
reits vorhandener Reaktionen. Das Durchforsten des Peri-
odensystems und der klassischen organischen Literatur sind
zwei vielversprechende Wege. Die Gruppe 15 hat sich im
Hinblick auf bioorthogonale Reaktionen als besonders ein-
traglich erwiesen, und vielleicht konnen die schwereren Ele-
mente dieser Gruppe, Bismut und Antimon, dhnlich nutz-
bringend sein. Zudem bleiben noch neue Kombinationen von
Phosphor und Schwefel zu erforschen. Pericyclische Reak-
tionen scheinen fiir biologische Anwendungen geeignet zu
sein, da ihre Geschwindigkeiten in polaren Losungsmitteln
hiufig zunehmen und ihre konzertierten Mechanismen kaum
durch biologische Nucleophile und Elektrophile gestort
werden sollten. Biologisch vertrdgliche Energieformen
konnen strategisch eingesetzt werden, um ansonsten ruhende
Reaktionen in lebenden Systemen zu begiinstigen. Licht
wurde schon genutzt,”™! und fokussierter Ultraschall ist eine
andere Energiequelle, die fiir bioorthogonale Chemie in vivo
ausgeschopft werden kann.

Der Einsatz chemischer Reporter zum Studium nieder-
molekularer Metaboliten ist eine andere vielversprechende
Forschungsrichtung. Cofaktoren und Cholesterin scheinen
erstklassige Ziele fiir die Anlagerung chemischer Reporter zu
sein. Die Arbeitsgruppen von Burkart und Marquez haben
die Strategie der bioorthogonalen chemischen Reporter
schon auf die Analyse der Pantetheincofaktoren®! bzw. des
Wirkmechanismus der Flavon-8-essigsiure™” ausgedehnt.
Das Feld bietet noch viel Raum fiir die Erforschung biologi-
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scher Zielstrukturen, die konventionellen Untersuchungs-
methoden nicht zuginglich waren, mithilfe innovativer che-
mischer Reaktionen.

Wir danken J. M. Baskin, K. E. Beatty, K. W. Dehnert, J. C.
Jewett und S. T. Laughlin fiir die kritische Durchsicht des
Manuskripts.

Eingegangen am 18. Februar 2009,
verdnderte Fassung am 21. Mai 2009

Ubersetzt von Dr. Margit Knauer, Bensheim
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