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Chemoselektive Reaktionen haben sich zu wichtigen Werk-
zeugen in der chemischen Forschung, insbesondere in den
modernen Lebenswissenschaften, entwickelt.[1,2, 3a] Sie er-
m�glichen beispielsweise die Synthese modifizierter Proteine
f�r biologische Studien und somit die Evaluierung post-
translationaler Modifizierungen, wie Phosphorylierung und
Glycosylierung, in Prozessen der Signaltransduktion und
-regulierung.[3] Weiterhin k�nnen biophysikalische Sonden
oder andere funktionelle Komponenten in komplexe Bio-
molek�le, sogar in zellul�rer Umgebung, eingef�hrt werden,
um biologische Vorg�nge zu visualisieren oder spezifische
Funktionen zu generieren.[1–3]

F�r eine biologische Anwendung muss eine chemoselek-
tive Reaktion mit einer singul�ren chemischen Funktionalit�t
in einem komplexen Biomolek�l unter milden w�ssrigen
Bedingungen bei Raumtemperatur gelingen. Um die Posi-
tionierung einer gew�nschten Modifikation im biologischen
Zielmolek�l perfekt zu steuern, haben sich besonders Reak-
tionen mit zwei nichtnat�rlichen Reaktionspartnern als
n�tzlich erwiesen, da so eine einzige funktionelle Gruppe in
einem komplexen Biopolymer adressierbar ist. Mehrere sol-
cher bioorthogonaler[4] Reaktionen wurden in den letzten
Jahren identifiziert und genutzt, die auf den Einbau nicht-
nat�rlicher Funktionalit�ten, �blicherweise als chemische
Reporter („chemical reporters“) bezeichnet,[2a, 4] in biologi-
sche Molek�le zur�ckgreifen.[5, 6]

Unter diesen chemoselektiven Reaktionen wurden
Azidumwandlungen besonders popul�r, da mehrere bioche-
mische Verfahren f�r die Synthese azidhaltiger Biopolymere
existieren. Dazu geh�ren die auxotrophe Exprimierung,
die nichtnat�rliche Proteintranslation sowie metabolische
und enzymatische Prozesse.[5,6] Beispiele f�r chemoselek-
tive Azidreaktionen sind die CuI-katalysierte („Klick-
Chemie“)[7, 8] und die spannungsinduzierte [3+2]-Cycloaddi-
tion,[9] wobei in beiden F�llen Alkine als Substrate mit Aziden
zu Triazolen reagieren. Trotz ihrer h�ufigen Anwendung
haben diese Reaktionen nach wie vor einige Nachteile. Ins-
besondere die Verwendung toxischer CuI-Katalysatoren li-
mitiert In-vivo-Anwendungen, oder es m�ssen große Modi-
fikationseinheiten im Linker zwischen Biopolymer und
funktionellem Modul in Kauf genommen werden.[10] Eine

andere chemoselektive Reaktion, die Staudinger-Ligation,[11]

baut auf der Reaktivit�t der Staudinger-Reaktion auf, in der
Azide 1 mit PIII-Verbindungen, hier Phosphanen 2, Imino-
phosphorane 3 bilden (Schema 1A). Um die Hydrolyse der
P=N-Bindung zu einem Amin 4 zu unterbinden,[12] hat die
Gruppe um Bertozzi eine intramolekulare elektrophile Falle
in das Phosphan 5 eingebaut, die mit dem nucleophilen
Stickstoffatom des Iminophosphorans reagiert (Schema 1B).
Diese Strategie zur chemoselektiven Modifizierung hat viel-
f�ltige Anwendungen in der Markierung[4, 13] und in der Im-
mobilisierung[14] von DNA und Proteinen, sogar in lebenden
Organismen, gefunden,[15] wobei manchmal die Phosphan-
oxidation die Anwendbarkeit dieser Reaktion reduziert.[10]

Wir haben nun eine weitere Reaktion vom Staudinger-
Typ f�r die chemoselektive Funktionalisierung von Aziden
identifiziert, die unter milden Bedingungen mit komplexen
biologischen Molek�len in hohen Ausbeuten verl�uft (Sche-
ma 1C).[16,17] Diese Reaktion beruht auf einem zweistufigen
Prozess, in dem ein Phosphorimidat 7 aus einem Phosphit 6
und einem Azid 1 gebildet und anschließend zu einem
Phosphoramidat 8 hydrolysiert wird. Obwohl diese Reaktion
literaturbekannt ist[18] und insbesondere f�r die Synthese von
DNA-Oligomeren mit Phosphoramidatlinkern in THF oder
Pyridin verwendet wurde,[18b, 19] wurde sie nach unserem
Wissen bisher nicht als chemoselektive Reaktion f�r die
Modifizierung von Peptiden und Proteinen eingesetzt. Au-
ßerdem wurden Staudinger-Phosphit-Reaktionen bisher nicht
in reinem Wasser oder in Puffern durchgef�hrt, was eine es-
senzielle Voraussetzung f�r den Einsatz in anspruchsvollen
Peptid- und Proteinmodifizierungen ist.

Unser erstes Ziel war es, die breite Anwendbarkeit dieser
Reaktion unter milden Reaktionsbedingungen f�r die Modi-
fizierung von Peptiden zu demonstrieren. Dabei beobachte-
ten wir, dass die Staudinger-Reaktion von Phenylazid (1 a)
mit symmetrischen Phosphiten 6 bei Raumtemperatur in
L�sungsmitteln wie CH2Cl2, Dimethylformamid (DMF), Di-
methylsulfoxid (DMSO) und sogar Wasser, in dem einige der
Startmaterialien nicht vollst�ndig l�slich sind, abl�uft (Ta-
belle 1).[20] W�hrend der Hydrolyse trat, anders als bei der
analogen Reaktion mit Phosphanen, keine P-N-Spaltung auf,
sondern es wurde bei Raumtemperatur ein prim�res Phos-
phoramidat 8 in Ausbeuten von 80–90% gebildet (Tabelle 1,
Nr. 1–5). Die Hydrolyse ist auch unter Zweiphasenbedin-
gungen in unpolaren L�sungsmitteln m�glich; allerdings ist
dann die Reaktionszeit l�nger.

Als n�chstes sollte die Staudinger-Phosphit-Reaktion zur
chemoselektiven Modifizierung von azidhaltigen Peptiden
mit kommerziell erh�ltlichen Phosphiten genutzt werden. Die
Modellpeptide enthielten neben einem Azido-Phe-Baustein
mehrere in Proteinen vorkommende funktionelle Gruppen
und wurden durch Peptidfestphasensynthese (SPPS) herge-
stellt. Nach der Abspaltung mit Trifluoressigs�ure (TFA) und
der Reinigung durch Hochdruckfl�ssigkeitschromatographie
(HPLC) konnten so die Phenylazidopeptide 1b und 1c er-
halten werden, die anschließend mit Tributyl- bzw. Triethyl-
phosphit versetzt wurden. Die Umsetzung verlief am besten
in DMSO und lieferte nur minimale Mengen an Anilinpep-
tiden aus einer P-N-Spaltung oder umgelagerten Produk-
ten.[16] Nach vollst�ndigem Azidumsatz wurden die Peptide
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8c und 8 d durch HPLC gereinigt und in guten Gesamtaus-
beuten isoliert (Tabelle 1, Nr. 6 und 7).[21] Bemerkenswert
war, dass beim Cys-Peptid nur die Azidfunktion modifiziert
wurde.

Nach der chemoselektiven Modifizierung von Azidopep-
tiden richteten wir unsere Aufmerksamkeit auf eine wichtige
funktionelle Gruppe mit großem biologischem Potenzial, die
sich durch eine chemoselektive Reaktion in ein Protein ein-
bauen l�sst. Geladene Phosphoramidate 11 weisen eine große
�hnlichkeit zu den biologisch h�chst relevanten phosphory-
lierten Tyrosinresten in Proteinen 12 auf und k�nnen daher
als Mimetika von Phosphatestern aufgefasst werden, in denen
der nat�rliche Sauerstoffsubstituent durch eine NH-Gruppe
ersetzt ist (Schema 2). Phosphoramidate 11 k�nnten durch
eine milde lichtinduzierte Verseifung von 2-Nitrobenzyl-

phosphoramidatestern 10 erhalten werden, wobei letztere aus
phenylazidohaltigen Proteinen 9 und symmetrischen 2-Ni-
trobenzylphosphiten zug�nglich w�ren.

Da Tris(2-nitrobenzyl)phosphit, das auf bekanntem Weg
hergestellt wurde,[22a] nur wenig in Wasser l�slich ist, erh�hten
wir seine L�slichkeit durch die Verkn�pfung mit Ethylen-
glycoleinheiten. Dazu wurde gem�ß Schema 3 das Phosphit
6d in drei Stufen aus dem einfach zug�nglichen Alkohol 13[23]

�ber 14 hergestellt. Obwohl 6d aus 14 direkt mit PCl3 oder
P(NAlk2)3 in einer Stufe hergestellt werden konnte, waren die
Ausbeuten signifikant h�her, wenn das mit zwei �quivalen-
ten 14 gebildete Phosphoramidit 15 isoliert und anschließend
mit einem dritten �quivalent 14 umgesetzt wurde. Das

Schema 1. A) Staudinger-Reaktion von Aziden mit Phosphanen und anschließende Hydrolyse des Iminophosphorans zum prim�ren Amin (Stau-
dinger-Reduktion). B) Staudinger-Ligation. C) Staudinger-Phosphit-Reaktion und anschließende Hydrolyse des Phosphorimidats zum Phosphor-
amidat.

Tabelle 1: Bildung der Phosphoramidate 8 �ber eine Staudinger-Phos-
phit-Reaktion mit nachfolgender Hydrolyse.[a]

Nr. Azid Phosphit, R2 L�sungs-
mittel

Pro-
dukt

Ausb.
[%]

1 1a 6a, Me CH2Cl2 8a 84
2 1a 6a, Me DMF 8a 88
3 1a 6a, Me H2O 8a 78
4 1a 6b, Et CH2Cl2 8b 90
5 1a 6b, Et H2O 8b 80
6 1b 6c, nBu DMSO 8c 63
7 1c 6b, Et DMSO 8d 39

8 1b
Tris-Puffer
pH 8.2

8e 50

[a] Reagentien und Reaktionsbedingungen: 1. Phosphit 6 (1–10 �quiv.),
Raumtemperatur, 6–24 h; 2. H2O, Raumtemperatur, 0–48 h. F�r weitere
Details siehe Experimentelles und die Hintergrundinformationen. Schema 2. Zweistufige Umsetzung eines in einem Protein enthaltenen

Azidophenylalanin-Rests zum entsprechenden Phosphotyrosin-Analo-
gon. F�r Details siehe Experimentelles und die Hintergrundinformatio-
nen.
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Phosphit 6d mit f�nfzehn Ethylenglycoleinheiten war in
Wasser ausgezeichnet l�slich (mehr als 60 mm).

6d wurde mit 1b bei Raumtemperatur in Puffern von
pH 7.4–8.2 umgesetzt. Die Reaktion lieferte in weniger als 8 h
fast quantitativ 8e, wobei weniger als 7% Anilinpeptid als
Hydrolyseprodukt detektiert wurden (Abbildung 1). 8e

wurde durch halbpr�parative HPLC isoliert (Tabelle 1, Nr. 8).
Untersuchungen zur Stabilit�t und zur lichtinduzierten Ver-
seifung ergaben, dass 8 e in Puffern (pH 7.4–8.2) in der
Dunkelheit 72 h stabil und nach 90 Sekunden Anregung mit
einem 355-nm-Laser vollst�ndig verseift war (Ergebnisse
nicht gezeigt).

Anschließend sollte die Staudinger-Phosphit-Reaktion
f�r eine ortsspezifische Phosphorylierung an nichtnat�rlichen
Stellen in Proteinen getestet werden.[22, 24] Daf�r wurde ein
Azido-Phe-Protein 9, das �ber nichtnat�rliche Proteintrans-
lation mit einem auf der amber-Suppression basierenden or-
thogonalen System erhalten wurde,[5] als Reaktionspartner
f�r 6d verwendet.[25]

Als Modellprotein diente das 17-kDa-Protein SecB 9’ mit
einem p-Azido-Phe-Rest an Position 156 in der Proteinse-
quenz und einem C-terminalen His-Tag, das in einem zell-

freien orthogonalen Translationssystem exprimiert wurde
(siehe Experimentelles und Hintergrundinformationen). Nach
Reinigung �ber den His-Tag wurde 9’ mit 6d bei pH 8.0
umgesetzt; dabei wurde ein vollst�ndiger Umsatz des Azids
zum Phosphoramidat 10’ beobachtet. Dies wurde anhand
eines Gel-Shifts in der Proteinelektrophorese verifiziert, der
in Einklang ist mit dem Molekulargewicht von 6d (Abbil-
dung 2A). Die entstandene Phosphoramidateinheit in 10’ war
in L�sung mehr als 72 h vollkommen stabil (keine Zersetzung
im Proteingel).

Um das biochemische Verhalten des Phosphoramidats als
Mimetikum von phosphorylierten Proteinen zu evaluieren,
wurde der Phosphoramidatester in 10’ durch Bestrahlung mit
einem 355-nm-Laser zu 11’ verseift, und anschließend wurden
die SecB-Proteine 9’, 10’ und 11’ einem Phosphotyrosin-spe-
zifischen Antik�rpertest in einem Western Blot unterworfen
(Abbildung 2B). Nach Luminol-basierter Visualisierung des
Antik�rpers wurden eine starke Antwort des Phos-
porylierungsmimetikums in 11’ sowie keine Erkennung der
Azidfunktion in 9’ beobachtet. Beim Phosphoramidatester 10’
trat eine schwache Interaktion auf, die wir auf eine uner-
w�nschte partielle Photolyse der reaktiven photolabilen
Schutzgruppe zur�ckf�hren. Weitere Studien zur Aufkl�rung
dieser Beobachtung sind derzeit in Arbeit.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass die Staudinger-
Phosphit-Reaktion eine metallfreie, chemoselektive Umset-
zung von Azideinheiten in Peptiden und Proteinen erm�g-
licht. Diese Staudinger-Reaktion ist einfach durchzuf�hren
und verwendet Phosphite, die durch organisch-chemische
Standardverfahren herstellbar und stabil gegen Luftoxidation
sind. Chemoselektive Umwandlungen mithilfe der Staudin-
ger-Phosphit-Reaktion erm�glichen quantitative Modifizie-

Schema 3. Synthese des wasserl�slichen Phosphits 6d. F�r Details
siehe Experimentelles und die Hintergrundinformationen.

Abbildung 1. LC-UV-analytisch bestimmter Umsatz von 1b (50 mm)
mit 6d (5 mm) zu 8e in Pufferl�sung bei Raumtemperatur. F�r Details
siehe Experimentelles und die Hintergrundinformationen.

Abbildung 2. A) Analyse der Reaktionsmischung nach Inkubation des
Azidoproteins 9’ (12.5 mm) mit 6d (5 mm) durch SDS-PAGE (Coomas-
sie-F�rbung). B) SDS-PAGE (Coomassie-F�rbung; Bahnen 1–3) und
Western-Blot-Assay (Bahnen 4–6) f�r die isolierten Proteine 9’ und 10’
sowie nach 90 s Bestrahlung (355 nm) von 10’ in L�sung.
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rungen in unterschiedlichen L�sungsmitteln und Puffern bei
Raumtemperatur. Werden lichtempfindliche Phosphite ver-
wendet, k�nnen die entstehenden Phosphoramidatester zu
Analoga von Phosphotyrosin in Proteinen hydrolysiert
werden, die von Phosphotyrosin-spezifischen Antik�rpern
erkannt werden. Derzeit testen wir diese chemoselektive
Phosphorylierungsstrategie f�r die Untersuchung biologisch
relevanter Signaltransduktionsprozesse.

Experimentelles
Synthese der Azidopeptide 1b,c : Die Peptide wurden mithilfe eines
ABI-433-A-Peptid-Synthesizers mit Standard-Amidkupplungsme-
thoden (HBTU/HOBt; Fmoc-Protokoll) auf einem Wang-Harz mit
Fmoc-p-azido-Phe-OH als letztem Aminos�urebaustein synthetisiert.
Die Peptide wurden von der festen Phase mit 95% TFA abgespalten
und mit halbpr�parativer HPLC gereinigt.

Generelles Verfahren f�r die Staudinger-Phosphit-Reaktion der
Azidopeptide 1b, c : Zu einer L�sung des Azidopeptids in DMSO
oder Puffer (0.2 mLmg�1 Peptid) wurde ein Phosphit 6 (5–10 �quiv.)
gegeben und die Mischung bei Raumtemperatur 6–24 h ger�hrt.
Ohne weitere Aufarbeitung wurden die Phosphoramidatpeptide 8c–e
durch halbpr�parative HPLC aus der Reaktionsl�sung isoliert und
lyophilisiert. F�r die LC-HRMS-Analysen siehe Experimentelles und
die Hintergrundinformationen.
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