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1. Einf�hrung

Im Jahr 2001 f�hrten Kolb, Finn und Sharpless das Kon-
zept der Klick-Chemie auf dem Gebiet der Wirkstoffent-
wicklung ein. Aus aktivierten Bausteinen werden durch eine
Reihe bemerkenswerter orthogonaler, thermodynamisch an-
getriebener Prozesse leicht und effizient Wirkstoffkandidaten
aufgebaut.[1] Die Grundlage der Klick-Chemie bildet eine
Gruppe zuverl�ssiger Umwandlungen, die eine große Band-
breite an Substraten unter milden Bedingungen glatt umset-
zen, wobei die Produkte nach einem einfachen oder direkt
ohne Reinigungsschritt in hohen Ausbeuten erhalten werden.
Seit der Einf�hrung des Klick-Konzepts wurden diese einfa-
chen und effizienten Kupplungsverfahren auch in vielen an-
deren Forschungsfeldern angewendet.

Die von Huisgen[2] entwickelte 1,3-dipolare Azid-Alkin-
Cycloaddition (AAC, Schema 1) ist der prominenteste Ver-
treter unter den heute als Klick-Reaktionen bezeichneten
Verfahren. Bei der klassischen thermischen Version dieser
Cycloaddition (Schema 1a) handelt es sich um einen sehr
zuverl�ssigen Prozess, der mit vielen Reaktionsbedingungen
und funktionellen Gruppen vertr�glich ist. Weil nat�rliche
Substrate praktisch keine Azid- oder Alkingruppen enthal-
ten, ist die AAC außerdem intrinsisch bioorthogonal. Doch

erst nachdem die Gruppen um Mel-
dal[3] sowie Fokin und Sharpless[4] die
CuI-katalysierte Variante dieser Cy-
cloaddition (CuAAC, Schema 1b)
entdeckt hatten, wurde ihr Potenzial
als Kupplungsverfahren voll ausge-

schçpft. CuI-katalysierte Cycloadditionen von endst�ndigen
Alkinen haben nicht nur deutlich verringerte Aktivierungs-
barrieren (was z�gige Umsetzungen bei Raumtemperatur
ermçglicht), sondern sie ergeben auch ausschließlich die 1,4-
disubstituierten 1,2,3-Triazole.[5] Diese Entdeckung hat den
Anwendungsbereich der AAC �ber die organische Synthese
hinaus auf weitere Gebiete der Chemie sowie die Polymer-
wissenschaften und die Biologie vergrçßert.[6]

Die Anwendung der CuAAC als Biokonjugationsverfah-
ren stieß aber auf Hindernisse. Der erforderliche CuI-Kata-
lysator kann die Biomolek�lstrukturen schwer sch�digen, und
CuAACs verlaufen bei Konzentrationen im niedrigen mi-
kromolaren Bereich, wie sie f�r Biokonjugationsversuche
typisch sind, oft nur schleppend. In diesem Kurzaufsatzes
analysieren wir daher die Probleme von CuAACs in diesem
Zusammenhang, und wir betrachten Lçsungsvorschl�ge f�r

Die CuI-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) ist ein
etabliertes Biokonjugationsverfahren f�r Proteine, Nucleins�uren und
Polysaccharide. Der Einsatz von Cu f�hrt aber zu einigen Problemen,
haupts�chlich in Form von oxidativen Zersetzungsprozessen durch
reaktive Sauerstoffspezies sowie einer Kontamination der Probe mit
Cu. Dieser Kurzaufsatz stellt die wichtigsten Fortschritte bei der effi-
zienten und schonenden Funktionalisierung von Biomakromolek�len
�ber CuAAC und die Cu-freie ringspannungsvermittelte Azid-Alkin-
Cycloaddition (SPAAC) vor.

Schema 1. Thermische (a), CuI-katalysierte (b) und ringspannungs-
vermittelte (c) Azid-Alkin-Cycloadditionen.
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die effiziente und schonende In-vitro-Funktionalisierung von
Biomakromolek�len durch CuAACs. Auch die ringspan-
nungsvermittelte Azid-Alkin-Cycloaddition (strain-promo-
ted azide–alkyne cycloaddition (SPAAC), Schema 1c), ein
bequemes Cu-freies AAC-Verfahren, das k�rzlich von Ber-
tozzi und Mitarbeitern entwickelt wurde,[7] wird eingehend
diskutiert.

2. Effiziente und schonende CuAAC-Protokolle f�r
die Biokonjugation von Proteinen und Bionano-
partikeln

Auf einige Einschr�nkungen der CuAAC bei der Funk-
tionalisierung von Biomakromolek�len haben Fokin, Sharp-
less, Finn und Mitarbeiter schon fr�h hingewiesen. Sie fanden,
dass Augenbohnen-Mosaikviren (cowpea mosaic virus,
CPMV) unter den urspr�nglich f�r die CuAAC genutzten
Bedingungen (CuSO4/Natriumascorbat oder CuSO4/Cu-
Draht) entweder zersetzt wurden oder aggregierten.[8] Der
Zerfall des Viruskapsids wurde mit der Koordination der neu
gebildeten Triazolverkn�pfungen an CuII-Ionen erkl�rt. Ent-
sprechend kam es auch bei der Behandlung von triazolhalti-
gen CPMVs (erzeugt durch AAC ohne Katalysator) mit CuII

(oder CuI an Luft) zur Zersetzung der Viren, w�hrend
Wildtyp-CPMV unter identischen Bedingungen intakt blieb.
CPMV wurde auch in Gegenwart von Reduktionsmitteln wie
Ascorbat oder p-Hydrochinon zersetzt, die f�r die In-situ-
Reduktion von CuII verwendet wurden. Der Einsatz von CuII/
Cu f�hrte zu einer starken Aggregation der Viren. Dieser
Prozess wurde auf das Vorliegen von CuII zur�ckgef�hrt, weil
die Aggregate nach Zugabe von Ethylendiamintetraessig-
s�ure dissoziierten.

Biomakromolek�le werden unter oxidativem Stress an-
gegriffen, und es ist bekannt, dass Cu dabei eine Rolle spielen
kann.[9] Cu-Ionen fçrdern die Bildung von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS), die biologische Strukturen sch�digen.
Hydroxylradikale (COH), die in dieser Hinsicht wirkungs-
vollsten ROS, werden in einer Fenton-Reaktion aus dem
�bergangsmetall im reduzierten Zustand (CuI im Fall der
CuAAC) und H2O2 gebildet [Gleichung (1)].[10, 11] H2O2 ent-

CuI þ H2O2 ! CuII þ COH þ OH� ð1Þ

steht in situ nach einem von zwei mçglichen Mechanismen: In
Gegenwart von Ascorbat (AscH2) kann O2 unter Katalyse
durch Spuren von CuII oder anderen �bergangsmetallionen
zu H2O2 reduziert werden [Gleichung (2)].[10, 12] Sind weder

AscH2 þ O2 ! Asc þ H2O2 ð2Þ

Ascorbat noch andere Reduktionsmittel vorhanden, so kann
CuI selbst O2 zu H2O2 reduzieren; in diesem zweistufigen
Prozess wird das Superoxid-Radikalanion (O2C

�) als Zwi-
schenstufe durchlaufen [Gleichungen (3) und (4)].[13] Die

CuI þ O2 ! O2 C
� þ CuII ð3Þ

CuI þ O2 C
� þ 2 Hþ ! CuII þ H2O2 ð4Þ

Gegenwart solcher ROS bei der Funktionalisierung von
Biomolek�len wie Proteinen, Nucleins�uren, Polysacchari-
den und Lipiden ist deshalb problematisch, weil sie die
Strukturen dieser Substrate sch�digen und ihre Funktionsf�-
higkeit einschr�nken kçnnen. ROS greifen die Aminos�uren
in Proteinen an und spalten deren Polypeptidr�ckgrat;[14]

entsprechendes wurde auch unter den Bedingungen der
CuAAC beobachtet.[15]

Die Bildung von Diacetylenen durch CuI-katalysierte
Glaser-Homokupplungen endst�ndiger Alkine tritt als eine
weitere Nebenreaktion unter den Bedingungen der CuAAC
auf.[16] Diese unerw�nschten Prozesse verringern die Effizienz
des Verfahrens, was sich bei der Funktionalisierung von Ma-
kromolek�len, deren Reinigung problematisch, wenn nicht
unmçglich ist, besonders unangenehm bemerkbar macht.

Grunds�tzlich kçnnen die Beschr�nkungen der CuAAC
durch die Verwendung eines maßgeschneiderten Katalysa-
torsystems umgangen werden. Dazu bençtigt man einen CuI-
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chelatisierenden Liganden, der den folgenden Anforderun-
gen gen�gt: 1) Stabilisierung der Oxidationsstufe CuI;
2) Beschleunigung der Cycloaddition; 3) Vermeidung uner-
w�nschter Nebenprodukte; und 4) feste Bindung der Cu-Io-
nen, um diese sicher entfernen zu kçnnen und eine Sch�di-
gung des Biomolek�ls zu verhindern.[17–20] Am h�ufigsten
wurden zu diesem Zweck bisher Tris(benzyltriazolyl-
methyl)amin (TBTA),[17] Tris(hydroxypropyltriazolylme-
thyl)amin (THPTA)[17] und das Dinatriumsalz von Batho-
phenanthrolindisulfonat (BPDS)[18] eingesetzt (Abbildung 1).
Diese Liganden erreichen unter Luftausschluss die ge-
w�nschte Stabilisierung der Oxidationsstufe CuI und die Be-
schleunigung der CuAAC.[15]

Die vierz�hnigen Tris(triazolylmethyl)amin-Liganden
bilden stabile Chelatkomplexe mit CuI, wobei das CuI/CuII-
Redoxpotential um etwa 300 mV angehoben wird.[17] TBTA
wurde als erster Vertreter dieser Gruppe identifiziert. Weil
TBTA das CuI-Ion so gut gegen Oxidation sch�tzt, kann auch
bei Reaktionen in Gegenwart sehr geringer Katalysator-
mengen �blicherweise auf den Ausschluss von O2 verzichtet
werden. Ein schwerwiegender Nachteil von TBTA ist aber die
schlechte Wasserlçslichkeit, die den Zusatz von etwa 10%
eines organischen Cosolvens erforderlich macht. Aus diesem
Grund wurden wasserlçsliche Tris(triazolylmethyl)amin-Li-
ganden wie THPTA entwickelt. Zum Teil wohl wegen seiner
mangelhaften Wasserlçslichkeit beschleunigte TBTA die
Cycloaddition in der Regel kaum, sodass diese hinsichtlich
ihrer Reaktionsgeschwindigkeit vergleichbar mit klassischen
Biokonjugationsverfahren wie Cystein-Maleimid-Kupplung,
Aminacylierung und Disulfidbildung aus 2-Thiopyridylsulfid-
Vorstufen war.[8]

BPDS stellt eine interessante Alternative zu den
Tris(triazolylmethyl)amin-Liganden dar. Es ist sehr gut was-
serlçslich und f�hrt zu Katalysatoren, die auch unter starker
Verd�nnung oder in Gegenwart eines kleinen �berschusses
des Kupplungspartners hoch aktiv sind.[21] Kombinationen aus
BPDS und einem CuI-Salz sind allerdings sehr oxidations-

empfindlich, sodass unter striktem O2-Ausschluss gearbeitet
werden muss, um die Oxidation von CuI zu verhindern, falls
man kein Reduktionsmittel zusetzen mçchte. Dass CuAACs
mit BPDS in Bezug auf die Reaktionsgeschwindigkeit den
CuAACs mit TBTA und anderen klassischen Biokonjugati-
onsverfahren �berlegen sind, konnten Finn und Mitarbeiter
bei der Modifizierung von CPMV mit Proteinen und Pepti-
den, Polymeren und niedermolekularen Kupplungspartnern
elegant demonstrieren (Abbildung 2).[21] Sie arbeiteten dabei
unter Luftausschluss und setzten [Cu(MeCN)4][OTf] als CuI-
Quelle ein. Unter �hnlichen Bedingungen gelang die Modi-
fizierung von CPMV mit Gd-Komplexen f�r die Magnet-
resonanz-Bildgebung,[22] Glycopolymeren f�r die polyvalente
Bindung an Lectine auf Zelloberfl�chen[23] und verschiedenen
Kohlenhydraten zur Aktivierung entsprechender Antikçr-
per.[24] Carricos Gruppe nutzte BPDS/CuBr f�r die chemo-
selektive Modifizierung eines humanen Adenovirus vom
Typ 5 (hAd5, metabolisch markiert mit Azidozuckern) mit
einem FLAG-Peptid, Fluorophoren und dem Krebszell-se-
lektiven Liganden Folat. Das Folat-modifizierte hAd5 resul-
tierte in einer signifikant verbesserten Gentransfektion in
murine Brustkrebszellen.[25]

Eine Analyse der Literaturbeispiele spricht daf�r, dass
CuAAC bei Verwendung eines geeigneten Katalysatorsys-
tems als ein sicheres und effizientes Biokonjugationsverfah-
ren f�r Proteine und Bionanopartikel zu betrachten ist. Wang
und Mitarbeiter berichteten etwa, dass CuSO4/Ascorbins�ure
und CuSO4/Tris(2-carboxyethyl)phosphan (TCEP) die K�-
figstruktur des Proteins Pferdemilz-Apoferritin (Apo-HSF)
sch�digen. Die Behandlung mit CuBr/BPDS unter Luftaus-
schluss ergab dagegen intakte modifizierte Apo-HSF-Parti-
kel,[26] wie durch Grçßenausschlusschromatographie und
Transmissionselektronenmikroskopie best�tigt wurde. Zu-
s�tzlich zeigte eine MALDI-MS-Analyse der Produkte nach
dem enzymatischen Verdau des mit CuAAC behandelten
Proteins Signale bei m/z-Werten, die intakten triazolhaltigen
Fragmenten entsprechen (Abbildung 3).

In einigen F�llen wurden aber auch dann Proteine mit
verminderter biologischer Aktivit�t erhalten, wenn die Bio-
konjugation durch CuAAC unter Verwendung dieser CuI-
stabilisierenden Liganden ausgef�hrt wurde. Nach der Mar-
kierung durch eine CuAAC in Gegenwart von TBTA (Cu-
SO4, TCEP) fanden Bertozzi und Mitarbeiter einen qualita-
tiven R�ckgang der Immunreaktivit�t eines Antikçrpers ge-
gen das Glycoprotein GlyCAM-Ig.[7] Und van Hest und
Mitarbeiter markierten eine Candida-antarctica-Lipase B
(CalB) mit einem f�r Lçsungsmittel zug�nglichen Azido-
homoalaninrest (AHA-CalB) durch eine CuAAC (CuSO4,
Natriumascorbat, BPDS)[27] mit einer alkinylierten Dansyl-
Sonde, wobei die Aktivit�t des Enzyms um 31 % abnahm
(Abbildung 4). Ein signifikanter Aktivit�tsverlust resultierte
bereits dann, wenn AHA-CalB und Wildtyp-CalB (Met-
CalB) einer Mischung von CuSO4, Ascorbins�ure und BPDS
ausgesetzt wurden.

Diese Aktivit�tsverluste bei Proteinen f�hrten zur Suche
nach geeigneteren CuAAC-Biokonjugationsprotokollen. Vor
kurzem haben Collman, Chidsey und Mitarbeiter unabh�ngig
voneinander ansprechbaren Elektroden selektiv durch eine
CuAAC funktionalisiert, wobei der CuI-Katalysator elektro-

Abbildung 1. Wichtige CuI-bindende Chelatliganden f�r CuAAC-Biokon-
jugationen: TBTA, THPTA und BPDS.
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chemisch aktiviert und desaktiviert wurde.[28] Finns Gruppe
passte diese Strategie f�r die Biokonjugation in Lçsung an.[29]

Bei ihrer Variante wird CuII in Gegenwart der Substrate und
des reaktionsbeschleunigenden Liganden elektrochemisch zu
CuI reduziert. Dadurch wird die CuI gebildet, ohne dass ein
Reduktionsmittel zugesetzt werden muss; dies ist besonders
in Hinblick auf die Proteinzersetzung und/oder -f�llung durch
Reduktionsmittel wie Ascorbat von Bedeutung.[8] Zudem
wird die oxidative Zersetzung der Substrate durch ROS stark
zur�ckgedr�ngt, weil O2 im Reaktionsmedium zu H2O redu-
ziert wird (O2 + 4 H+ + 4e� ! 2H2O). Finn et al. konnten mit
dieser effizienten Methode bis zu 650 Molek�le eines Al-

kinderivats von Seleniomethionin an einen azidfunktionali-
sierten Bakteriophagen Qb kuppeln (12 h, Raumtemperatur).
Dieses Resultat war vergleichbar mit dem Ergebnis einer
Reaktion unter O2-Ausschluss (Schema 2).[29]

Abbildung 2. Polymere, Oligosaccharide, Peptide, Proteine, Fluoreszenzsonden und Bildgebungsagentien wurden durch CuAAC auf der Oberfl�che
von CPMV verankert.

Abbildung 3. Fluoreszenzmarkierung von Apo-HSF und MALDI-MS-
Analyse nach enzymatischem Verdau (nach Lit. [26], Wiedergabe mit
Genehmigung).

Abbildung 4. Effekt der Reaktionsbedingungen einer CuAAC auf die
Hydrolyseaktivit�t von AHA-CalB und Met-CalB: (+) nach Inkubation
mit CuSO4, Natriumascorbat und BPDS; (+ +) nach Reaktion mit
CuSO4, Natriumascorbat, BPDS und einem alkinylierten Dansyl-Derivat
(nach Lit. [27], Wiedergabe mit Genehmigung).
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Sp�ter schlugen Finn und Mitarbeiter dann ein optimier-
tes CuAAC-Biokonjugationsprotokoll f�r Biomakromole-
k�le vor.[30] Dieser allgemeine Ansatz beruht auf dem leicht
handzuhabenden und zuverl�ssigen CuII/Ascorbat-System in
Kombination mit dem wasserlçslichen Tris(triazolylme-
thyl)amin-Ligand THPTA. Dieser Ligand beschleunigt nicht
nur die Reaktion, sondern er hemmt auch die Proteinzerset-
zung durch ROS (indem er den Abbau von H2O2, das w�h-
rend der Reaktion entsteht, stark beschleunigt und als Ra-
dikalf�nger wirkt). In �bereinstimmung mit fr�heren Beob-
achtungen der Gruppe um Brown bei der Funktionalisierung
von Nucleins�uren (siehe Abschnitt 3)[31] empfahlen Finn
et al. den Einsatz eines f�nffachen �berschusses an THPTA
(bezogen auf CuI), um die oxidative Zersetzung auf ein Mi-
nimum zu reduzieren. Unter diesen Bedingungen konnten
auch mit Ascorbat (oder dessen Oxidationsprodukten) ver-
bundene Beeintr�chtigungen der Proteine durch Zugabe ei-
ner �quimolaren Menge des Carbonylf�ngers Aminoguanidin
(bezogen auf Ascorbat) ausgeschlossen werden.[32] Nach die-
sem Verfahren gelang die effiziente Kupplung des azidfunk-
tionalisierten Bakteriophagen Qb mit einem Alkinderivat
von Fluorescein ohne Zersetzung oder Aggregation des Virus
(Schema 2).[30] Auf �hnliche Weise wurde Qb mit Transfer-
rin[33] und mit einem PEG-C60-Konjugat gekuppelt.[34]

Finn, Park und Mitarbeiter nutzten einen Qb-Phagen, den
sie unter �hnlichen Reaktionsbedingungen (aber in einer N2-
Atmosph�re) mit einem Oligodesoxynucleotid (ODN) ver-
sehen hatten, um durch DNA-gesteuerte Kristallisation mit
einem komplement�ren ODN auf Goldnanopartikeln ein
lockeres Gitter aufzubauen.[35] Die Gruppe von Douglas er-
zeugte nach diesem CuAAC-Protokoll Koordinationspoly-
mere im Hohlraum der k�figartigen Proteinmutante
Hsp G41C (Abbildung 5), wobei mehr modifiziertes Protein

erhalten wurde als beim Einsatz von [Cu(CH3CN)4][OTf]/
BPDS.[36] Vor kurzem hat Finns Gruppe das CuII/Ascorbat/
THPTA/Aminoguanidin-System auch zur Markierung von
Glycanen auf der Oberfl�che von S�ugerzellen eingesetzt.[37]

Sehr kurze Reaktionsdauer (5 min bei 4 8C) und eine geringe
Cu-Konzentration (50 mm) ermçglichten eine effektive Mar-
kierung ohne merkliche Auswirkung auf die Lebensf�higkeit
der Zellen.

3. Biokonjugation von Nucleins�uren durch CuAAC

Nucleins�uren sind ein weiteres anspruchsvolles Anwen-
dungsfeld f�r Biokonjugationen �ber CuAAC.[38] Die ther-
mische Huisgen-AAC wurde zum Anbringen von Fluores-
zenzmarkierungen an Oligodesoxynucleotide (ODNs)[39] und
f�r ihre templatvermittelte Immobilisierung auf Glasober-
fl�chen eingesetzt.[40] Weil bei diesem Ansatz aber erhitzt
werden muss oder aktivierte Kupplungspartner vonnçten
sind,[41] wurde die CuAAC schon bald auch f�r die Funktio-
nalisierung von Nucleins�uren erwogen. Anfangs stieß ihre
Anwendung aber auf Probleme: �hnlich wie bei der Zer-
setzung von Proteinen f�hrt die Cu-vermittelte Erzeugung
von ROS zur Spaltung von Nucleins�urestr�ngen �ber me-
tallunterst�tzte oder radikalische Mechanismen.[42] In der
ersten Anwendung von CuAAC auf Nucleins�uren (mit
Oligonucleotiden als Modellsystem) durch Liu und Mitar-
beiter kam es daher zu ungef�hr 50 % Zersetzung nach nur
10 min bei Raumtemperatur.[43]

Die Zersetzung der Oligonucleotide l�sst sich in gewissem
Maß vermeiden, wenn die CuAAC durch Mikrowellenbe-
strahlung in Lçsung oder unter Verwendung eines festen
Tr�gers beschleunigt wird. Dieses Vorgehen ergab die Kon-
jugate nach k�rzeren Reaktionsdauern in hçherer Reinheit
als klassische Verfahren.[44] Aber auch diese Reaktionen ge-
hen noch mit Zersetzung einher, und O2 sollte gleichfalls
ausgeschlossen werden.[45]

Schema 2. Funktionalisierung von Bakteriophage Qb nach verschiede-
nen CuAAC-Biokonjugationsprotokollen.

Abbildung 5. Aufbau von Koordinationspolymeren durch CuAAC im
Inneren des Proteins Hsp G41C (schematische Darstellung nach
Lit. [36], Wiedergabe mit Genehmigung).
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Eine Alternative bietet der Einsatz CuI-stabilisierender
Liganden, um die oxidative Zersetzung der Nucleins�ure
zur�ckzudr�ngen. Bahnbrechende Anwendungen von TBTA
in Kupplungen mit Nucleins�uren stammen von den Gruppen
um Rajski[46] und Carell,[47] die ODNs und lange DNA-Ketten
durch CuAAC modifizierten (Schema 3). Bei Zusatz von

TBTA blieben die Substrate intakt (best�tigt durch denatu-
rierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese, DPAGE), ohne
den Liganden kam es dagegen zu einer betr�chtlichen De-
polymerisation. In Gegenwart von TBTA konnten Collman,
Kool, Chidsey und Mitarbeiter �berdies ODNs durch
CuAAC an selbstorganisierte Monoschichten kuppeln.[48]

Diese erfolgreichen Anwendungen von TBTA etablierten
die CuAAC als zuverl�ssiges Modifizierungsverfahren f�r
Nucleins�uren. Carell und Mitarbeiter untersuchten daher
die hochdichte Funktionalisierung langer DNA-Ketten mit
einer Kombination aus Polymerasekettenreaktion (PCR) und
CuAAC.[49] Durch PCR erhielten sie DNA-Str�nge mit bis zu
2000 Basenpaaren und 800 Alkingruppen pro Kette, wobei
synthetische alkinfunktionalisierte Nucleotidtriphosphate in
ausgew�hlte Gene eingef�hrt wurden. Die alkinfunktionali-
sierte DNA wurde dann durch CuAAC in Gegenwart von
TBTA ohne Zersetzung in ausgezeichneten Ausbeuten mit
Sacchariden gekuppelt (Schema 4). Eine HPLC-MS-Analyse
der Produkte nach dem enzymatischen Verdau dieser tri-
azolhaltigen DNA-Ketten ergab sehr �bersichtliche Chro-
matogramme; die Molekulargewichte der erhaltenen Spezies
stimmten mit triazolhaltigen oder nicht umgesetzten alkin-
funktionalisierten Basen �berein. Die Kohlenhydrat-modifi-
zierten DNAs wurden durch eine kurze Behandlung mit

Tollens-Reagens selektiv mit Ag0 metalliert, was potenziell
leitf�hige DNA-Nanodr�hte lieferte.[50] Auf �hnliche Weise
wurden gemischte Ag-Au-DNA-Nanodr�hte[51] und Ketten
von Au-Nanopartikeln auf k�nstlicher DNA erhalten.[52]

Dieselbe Arbeitsgruppe kombinierte PCR und CuAAC in
der Folge auch mit einer Nitriloxid-Alken-Cycloaddition zur
selektiven doppelten Funktionalisierung langer DNA-Ket-
ten.[53] Carell, Bein und Mitarbeiter erhielten außerdem
DNA-basierte molekulare Ventile f�r temperaturgesteuerte
Freisetzungsprozesse, indem sie Doppelstrang-ODNs mithil-
fe von CuAAC auf mesoporçsen kolloidalen Siliciumoxid-
nanopartikeln aufbrachten.[54]

Browns Gruppe hat THPTA als Alternative f�r TBTA in
der Funktionalisierung von Nucleins�uren getestet,[31,55–57]

weil die ausreichende Wasserlçslichkeit dieses Liganden die
organischen Cosolventien �berfl�ssig macht, ohne die An-
wendungen mit TBTA nicht auskommen. Wie bei der Mo-
difizierung von Proteinen muss mindestens ein f�nffacher
�berschuss an Ligand bez�glich CuI eingesetzt werden, um
die oxidative Zersetzung durch ROS auf ein Minimum zu
reduzieren. Mit diesem Ansatz wurden effiziente CuAAC-
Verfahren f�r die templatvermittelte intermolekulare Liga-
tion von ODN-Str�ngen[31] und die Vernetzung von DNA-
Str�ngen entwickelt.[56] Außerdem konnten cyclische DNA-
Doppelstr�nge ausgehend von ODN-Haarnadeln erhalten
werden,[57] und es gelang die templatfreie intramolekulare
Cyclisierung eines ODN-Einzelstrangs, der anschließend als
Templat zur Herstellung eines Doppelstrang-DNA-Catenans
diente (Schema 5).[31] Andere Forschergruppen haben Cu-

AACs mit THPTA zur effizienten Oberfl�chenmodifizierung
superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel mit
ODNs,[58] zur Herstellung von circul�ren Nanostukturen aus
sechs DNA-Str�ngen[59] und zur Kupplung von Dendrimeren
an DNA-Templaten angewendet.[60]

Anders als die oft genutzten Tris(triazolylmethyl)amin-
Liganden wurde BPDS nur selten in CuAACs an Nuclein-
s�uren getestet, was an der großen Sauerstoffempfindlichkeit
des BPDS/CuI-Systems liegen kçnnte. Hier sind Resultate
von Gothelf und Mitarbeitern zur Vernetzung von ODN-
Str�ngen in DNA-Doppelstr�nge und –Tripelstr�nge erw�h-
nenswert.[61] Sie nutzten eine CuAAC unter Steuerung durch
niedermolekulare Verbindungen und fanden heraus, dass
BPDS die ODN-Zersetzung kaum verhindern kann (DPA-
GE- und HPLC-Analyse), w�hrend die Vernetzung in Ge-
genwart von THPTA in sehr guten Ausbeuten (80–90 %) bei
nur geringf�giger ODN-Zersetzung gelang.

Schema 3. CuAAC einer alkinylierten DNA (nach Lit. [46], Wiedergabe
mit Genehmigung).

Schema 4. Herstellung funktionalisierter DNA-Ketten nach dem PCR-
CuAAC-Protokoll. dATP: Desoxyadenosintriphosphat, dCTP: Desoxy-
cytidintriphosphat, dGTP: Desoxyguanosintriphosphat, dU*TP: alkiny-
liertes Pyrimidintriphosphat (nach Lit. [49a], Wiedergabe mit Genehmi-
gung).

Schema 5. Bildung eines Doppelstrang-DNA-Catenans durch sequen-
zielle direkte und templatvermittelte Cyclisierung von ODNs (nach
Lit. [31], Wiedergabe mit Genehmigung).
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4. Biokonjugation von Polysacchariden durch
CuAAC

CuAAC wurde auch in der selektiven Funktionalisierung
von Cyclodextrinen sowie Oligo- und Polysacchariden ein-
gesetzt. Ziele waren dabei die Herstellung von Hydrogelen,[62]

Filmen,[63] MRI-Kontrastmitteln[64] und Nanostrukturen f�r
den Transport von Wirkstoffen und Genen.[65] Funktionali-
sierte Polysaccharide wurden zudem als Tr�gerkatalysatoren
f�r die CuAAC ins Gespr�ch gebracht.[66] Bei all diesen An-
wendungen wurden mçgliche Sch�digungen des Polysaccha-
rid-R�ckgrats durch Cu jedoch kaum diskutiert. Dies ist in-
sofern erstaunlich, als �bergangsmetallionen Polysaccharide
bekanntermaßen angreifen[10] und sogar zu ihrer gezielten
Depolymerisation genutzt werden kçnnen.[67] �berdies wer-
den Polysaccharide als Radikalf�nger eingesetzt, um DNA
vor oxidativer Sch�digung zu sch�tzen.[68]

Die Gruppe um Fernandez-Megia und Riguera beschrieb
als erste die Depolymerisation von Polysacchariden unter den
Bedingungen einer CuAAC. Bei Studien zu PEG-gepfropf-
tem Chitosan (CS-g-PEG) als Wirkstoff-Transporter �ber die
Blut-Hirn-Schranke erkannten sie Einschr�nkungen der
CuAAC-Funktionalisierung von CS-g-PEG-N3 (mit Azid-
gruppen an den Enden der PEG-Blçcke).[69] Analysen mit
Grçßenausschlusschromatographie ergaben, dass quantitati-
ve Ums�tze mit betr�chtlicher Depolymerisation des CS-
R�ckgrats einhergingen. Diese Depolymerisation wurde auf
COH-Radikale zur�ckgef�hrt, die auch im Reaktionsmedium
nachgewiesen wurden. Unter ihrer Einwirkung werden gly-
cosidische Bindungen gespalten, was das Molekulargewicht
drastisch senkt. Dieses Ph�nomen wurde in H2O f�r ver-
schiedene Polysaccharide allgemein beobachtet, wobei die
Abnahme des Molekulargewichts und die F�higkeit der Po-
lysaccharide, Cu zu komplexieren, parallel verliefen [Poly-
saccharid (Mw-Abnahme in %): Mannan (3%), Dextran
(38 %), CS (95 %), Hyalurons�ure (> 99 %)]. Die Sch�digung
war demnach umso st�rker, je n�her am Polymerr�ckgrat die
kurzlebigen COH-Radikale gebildet wurden. Wegen der star-
ken Depolymerisationsneigung von CS und des hohen Cu-
Gehalts der erhaltenen Konjugate (die sich wegen der Cyto-
toxizit�t von Cu kaum f�r biomedizinische Anwendungen
eigneten) pr�ften die Autoren die SPAAC als eine mçgliche
Cu-freie Alternative f�r die Funktionalisierung ihrer CS-g-
PEG-Nanopartikel (siehe Abschnitt 5).[69]

Die Gruppen um Makuska und Li machten beim Pfropfen
von CS an PEG (CS-g-PEG)[70] und von Poly[(2-dimethyl-
amino)ethylmethacrylat] an Poly(N-isopropylacrylamid) [CS-
(g-PDMAEMA)-g-PNIPAM][71] �hnliche Erfahrungen.
�bereinstimmend mit dem erw�hnten Zusammenhang zwi-
schen Cu-Komplexierung und Zersetzung wurde f�r weniger
stark aminierte CS-Proben ein geringeres Ausmaß an Depo-
lymerisation beobachtet. Seppala und Mitarbeiter beschrie-
ben die Depolymerisation von Dextran-g-PEG beim Pfrop-
fen durch CuAAC.[72] Hier f�hrten Versuche, die Pfropfre-
aktion durch eine l�ngere Reaktionsdauer zu verbessern
(24 h), zu Copolymeren mit geringerer hydrodynamischer
Grçße, was als das Resultat einer oxidativen Zersetzung in-
terpretiert wurde. Ebenso wie f�r Proteine und Nucleins�u-
ren sollte sich auch bei der CuAAC von Polysacchariden

durch den Einsatz optimierter Protokolle die oxidative
Sch�digung in Grenzen halten lassen.

5. SPAAC – eine Cu-freie Klick-Reaktion f�r Bio-
makromolek�le

Die CuAAC bietet sich wohl f�r die effiziente Funktio-
nalisierung von Biomakromolek�len in vitro an, doch Ne-
benreaktionen des Cu-Katalysators haben ihre Anwendung
in vivo stark eingeschr�nkt. Zwar wurde die CuAAC ver-
wendet, um Bakterien[73] und S�ugerzellen zu markieren,[74]

aber die Gegenwart von Cu wirkte sich oft nachteilig auf le-
bende Zellen aus. Daher wurden spezielle CuAAC-Biokon-
jugationsprotokolle entwickelt, um solche Sch�den mçglichst
gering zu halten.[37,20]

Eine Alternative sind Cu-freie AACs, die keine cytoto-
xischen Metalle und Additive bençtigen. Die Gruppe um
Bertozzi nutzte die Ringspannung von Cyclooctinen, um die
Aktivierungsbarriere f�r eine AAC effektiv zu verringern
und dadurch die Notwendigkeit von Metallkatalysatoren zu
umgehen (Schema 1c).[7] Diese ringspannungsinduzierte
AAC, oder SPAAC, wurde von ihnen im Zusammenhang
einer bioorthogonalen Strategie zur Fluoreszenzmarkierung
von Proteinen und Zelloberfl�chen-Glycanen in lebenden
Zellen und Organismen wie Zebrafischen und M�usen an-
gewendet (Schema 6).[7, 75, 76] Das einfache und hoch orthogo-

nale[77] SPAAC-Verfahren wurde schnell von anderen Grup-
pen �bernommen, die damit nicht nur dynamische Prozesse
von Biomolek�len in lebenden Organismen studierten, son-
dern es auch als leistungsf�hige Kupplungsmethode in Na-
notechnologie, Material- und Polymerwissenschaften ein-
f�hrten.[78, 79]

Die Optimierung der Reaktivit�t der Cyclooctine und die
Entwicklung effizienterer Synthesewege waren Ziele der
Gruppen um Bertozzi [Difluorcyclooctine (DIFO) und Bi-
arylazacyclooctinone (BARAC)],[75, 80] Boons [Dibenzo-
cyclooctine (DIBO)][81] sowie van Hest und van Delft [Di-
benzoazacyclooctine (DIBAC) und Bicyclo[6.1.0]nonine
(BCN)][82,83] (Abbildung 6). Dank der verbesserten Reakti-
vit�t dieser aktivierten Reagentien gegen�ber nichtfunktio-
nalisiertem Cyclooctin, bedingt durch elektronenziehende
Gruppen und eine grçßere Ringspannung, konnten ver-
gleichbare Reaktionsgeschwindigkeiten erreicht werden wie
in der CuAAC ohne Ligandenzusatz. Boons, Popik und Mit-

Schema 6. Metabolitenmarkierung und SPAAC f�r die nichtinvasive
Bildgebung von Zelloberfl�chen-Glycanen in der Entwicklung von
Zebrafischen (nach Lit. [75c], Wiedergabe mit Genehmigung).
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arbeitern entwickelten auch eine Vorstufe des reaktiven
DIBO, in der die Cyclooctin-Dreifachbindung als Cyclopro-
penon maskiert ist (Abbildung 6); mithilfe dieses Reagenzes
konnten sie eine SPAAC durch UV-Bestrahlung bei ca.
350 nm photochemisch auslçsen.[84]

Die SPAAC hat sich als effizientes Biokonjugationsver-
fahren in vitro bew�hrt, wenn der Zusatz von Cu f�r eine
CuAAC nicht mçglich war. Die Gruppe um Fernandez-Megia
und Riguera nutzte eine SPAAC alternativ zur CuAAC, um
bei der orthogonalen Funktionalisierung von Polysacchariden
und Polysaccharid-basierten Nanostrukturen eine Depoly-
merisation und Kontaminierung mit Cu zu vermeiden (siehe
Abschnitt 4).[69] Die Kupplung vernetzter CS-g-PEG-N3-Na-
nopartikel mit einem Cyclooctinderivat von Anti-BSA-Im-
munglobulin G (IgG) verlief quantitativ unter physiologi-
schen Bedingungen (Abbildung 7).

Die Vorteile von SPAAC bei der Funktionalisierung von
Proteinen und Bionanopartikeln wurden k�rzlich anhand ei-
niger Beispiele aufgezeigt. So nutzte Yins Gruppe eine
SPAAC, um den Escherichia-coli-Bakteriophagen M13 zu
markieren, dessen Infektiçsit�t schon bei Kontakt mit mi-
kromolaren Cu-Konzentrationen drastisch abnahm.[85] Van
Hest, van Delft und Mitarbeiter setzten DIBAC in einer
PEGylierung von Proteinen ein.[82] Der f�r das Lçsungsmittel
zug�ngliche Azidohomoalanin-Rest in AHA-CalB war nach
einer dreist�ndigen Behandlung mit DIBAC-PEG unter

physiologischen Bedingungen quantitativ PEGyliert, w�h-
rend eine CuAAC nur eine unvollst�ndige Funktionalisie-
rung bewirkte.[27] Weitere interessante Beispiele illustrieren
die Vorteile von SPAAC bei der Biokonjugation von Nuc-
leins�uren[86] und Quantenpunkten (QDs).[87] Auf die Sch�-
digung von Nucleins�uren durch Cu hatten wir bereits hin-
gewiesen; k�rzlich wurde aber auch berichtet, dass sich die
Lumineszenz von QDs in Gegenwart von Cu-Ionen drastisch
�ndern kann.

Die vielseitige SPAAC hat l�ngst auch jenseits der Bio-
konjugation Anwendungen gefunden, in denen der Einsatz
von Metallkatalysatoren und Additive vermieden werden soll
oder ihre Entfernung problematisch ist.[88] Turro und Mitar-
beiter setzten die SPAAC zur In-situ-Vernetzung von photo-
chemisch abbaubaren Sternpolymeren mit Azid-Endgruppen
ein, die nach einer CuAAC einer gr�ndlichen Waschprozedur
unterzogen werden m�ssten.[89] In �hnlicher Weise erhielten
Anseth und Mitarbeiter durch eine SPAAC enzymatisch ab-
baubare Hydrogele als dreidimensionale Zellkulturger�ste.[90]

In Gegenwart von 3T3-Fibroblasten wurde durch Vernetzen
eines sternfçrmigen PEG-Tetraazids mit einem biologisch
abbaubaren RGD-Peptid, das zwei DIFO-Funktionen tr�gt,
ein PEG-basiertes Polymernetzwerk erzeugt. Zus�tzlich
wurden C-C-Doppelbindungen am Peptidr�ckgrat befestigt,
um die Bildung eines definierten Musters auf dem Hydrogel
durch eine photochemische Thiol-En-Addition zu ermçgli-
chen.

Schließlich beruhen einige interessante Anwendungen auf
den unterschiedlichen Reaktionsbedingungen von CuAAC
und SPAAC. Kele, Wolfbeis und Mitarbeiter beschrieben die
doppelte Markierung von Proteinen (BSA) und Silicium-
oxidnanopartikeln bei der Herstellung von FRET-Nanoson-
den durch eine Folge orthogonaler Schritte (Schema 7).[91]

Fluoreszenzmarkierte Siliciumoxidnanopartikel, konjugiert
mit einem Substrat, das durch das Enzym f�r den FRET ak-
tiviert wird, wurden durch eine Folge von SPAAC und
CuAAC erhalten und eingesetzt, um Konzentrationen von
Matrix-Metalloproteinase II, die als wichtiger Tumormarker
angesehen wird, im nanomolaren Bereich zu bestimmen.[92]

6. Zusammenfassung und Ausblick

In den vergangenen Jahren wurde die CuI-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) als leistungsf�hige Bio-
konjugationsmethode f�r Proteine, Nucleins�uren und Poly-

Abbildung 6. Aktivierte Cyclooctin-Derivate f�r SPAAC-Biokonjugatio-
nen.

Abbildung 7. Herstellung von CS-g-PEG-Immun-Nanopartikeln durch
SPAAC (nach Lit. [69], Wiedergabe mit Genehmigung).

Schema 7. Doppelte Markierung von Nanosonden durch eine SPAAC-
CuAAC-Sequenz.
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saccharide etabliert. Die einfach ausf�hrbare und zuverl�ssi-
ge CuAAC hat sich als universelles Verfahren in vielen For-
schungsfeldern durchgesetzt – trotz einiger Nachteile durch
den erforderlichen Cu-Zusatz. Cu spielt eine Rolle bei der
Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies, die Biomakro-
molek�le strukturell sch�digen kçnnen (Stichwort „oxidati-
ver Stress„), und Cu-Verunreinigungen in den erhaltenen
Konjugaten kçnnen f�r biologische Anwendungen proble-
matisch sein. Um diese Nachteile zu vermeiden, wurden
Katalysatorsysteme mit Chelatliganden eingesetzt, die die
Reaktion beschleunigen und die Oxidationsstufe CuI stabili-
sieren. Eine weitere Alternative ist die ringspannungsver-
mittelte SPAAC, die urspr�nglich f�r die Untersuchung dy-
namischer Prozesse von Biomolek�len in lebenden Organis-
men entwickelt wurde. Dieser Biokonjugationsprozess ist
effektiv f�r In-vitro-Anwendungen, in denen kein Cu-Kata-
lysator verwendet werden kann. Durch die unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen von CuAAC und SPAAC ließen sich
Kombinationen der beiden Prozesse entwerfen, mit deren
Hilfe die eine orthogonale doppelte Markierung gelingt.

Diese Arbeit wurde durch das Spanische Ministerium f�r
Wissenschaft und Innovation (CTQ2009-10963 und CTQ2009-
14146-C02-02) und die Xunta de Galicia (10CSA209021PR)
finanziell unterst�tzt.
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