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1. Einleitung

�ber die Jahre wurden mehrere Biokonjugationsmetho-
den zur kovalenten Bindung von Fluoreszenzsonden, Affini-
t�tsmarkern oder Isotopenmarkierungen an unterschiedliche
(Bio-)Molek�le entwickelt. Mit unterschiedlichen Kupp-
lungsstrategien gelang es, unter physiologischen Bedingungen
Biomolek�le wie Proteine, Glycane oder DNA damit auszu-
statten, Zelloberfl�chen zu markieren und Proteine zu im-
mobilisieren. Im Allgemeinen werden gut eingef�hrte In-
vitro-Biokonjugationsverfahren wie die Thiol-Maleimid-
oder die Amin-aktivierte Esterkupplung verwendet, um die
gew�nschten Biokonjugate zu synthetisieren. In vivo jedoch
hat eine Vielzahl verf�gbarer konkurrierender Nucleophile
und Elektrophile, die an Proteinen, Glycanen und Tausenden
kleiner organischer Metaboliten vorhanden sind, die Ver-
wendung solcher Techniken in komplexen biologischen Sys-
temen erschwert. Um diese Probleme bei der In-vivo-Mar-
kierung zu umgehen, wurden mehrere ortsspezifische, bioor-
thogonale[1] Konjugationsmethoden entwickelt.[2, 3] Die orts-
spezifische Konjugation in einer nat�rlichen Umgebung er-
fordert eindeutig reagierende funktionelle Gruppen, die in
biologischen Systemen nicht vorkommen. Diese spezifisch
reaktiven Funktionalit�ten – bioorthogonale chemische Re-
porter – sind nichtnat�rliche, nicht stçrende chemische
„Griffe“, die in biologischen Systemen nur durch hochselek-
tive Reaktionen modifiziert werden kçnnen.[4] Die am h�u-
figsten verwendete Reportergruppe, die in mehreren bio-
orthogonalen Konjugationsmethoden eingesetzt wird, ist die
Azidgruppe.[5] Azide sind chemisch inert, unter physiologi-
schen Bedingungen stabil und kommen �ußerst selten in
biologischen Systemen vor. Aus diesem Grund werden Azide
in mehreren Biokonjugationsstrategien genutzt, einschließ-
lich Staudinger-Ligationen,[6] CuI-katalysierten Azid-Alkin-
Cycloadditionen (CuAAC)[7, 8] und seit Kurzem in verschie-
denen spannungskatalysierten Cycloadditionen mit bei-
spielsweise Cyclooctinen,[9, 10] Oxanorbornadienen[11] und Di-

benzocyclooctinen.[12] W�hrend Azide
in den Cycloadditionsreaktionen eine

stabile Triazolbindung bilden (Schema 1), f�hrt die Reaktion
eines Azids mit einem Phosphanreagens in der Staudinger-
Ligation zu einer stabilen Amidbindung. Das Potenzial der
Staudinger-Reaktion als chemoselektive, bioorthogonale
Reaktion f�r die Glycobiologie wurde erstmals von Bertozzi
et al. erkannt. In einer bahnbrechenden Verçffentlichung
zeigten sie, dass azidmodifizierte, Glycan enthaltende Zell-
oberfl�chen mit einem fluorogenen Phosphanreagens effizi-
ent markiert werden kçnnen.[6]

Mit der Wiederentdeckung der Staudinger-Reaktion als
milde und hochselektive Methode f�r die Biokonjugation
haben Bertozzi et al. den Weg f�r eine Vielzahl von Anwen-
dungen in der chemischen Biologie geebnet. Folglich wird
dieser bioorthogonale Reaktionstyp h�ufig als Bertozzi-
Staudinger-Ligation bezeichnet.

Der Fortschritt durch die Staudinger-Ligation als che-
moselektive Biokonjugationsreaktion wurde zuletzt 2004 von
Kçhn und Breinbauer erçrtert.[13] Mit dem rasch expandie-
renden Gebiet der chemischen Biologie hat jedoch die Zahl
der neuen Anwendungen und Entwicklungen bei der Stau-
dinger-Ligation betr�chtlich zugenommen. Dies hat uns ver-
anlasst, die j�ngsten Weiterentwicklungen der Staudinger-
Ligation (ab 2004) in diesem Aufsatz zusammenzufassen und
unsere Befunde mitzuteilen. Zudem wird die Staudinger-Li-
gation mit anderen verf�gbaren bioorthogonalen Konjugati-
onsmethoden verglichen und ein kurzer Ausblick gegeben.
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Der deutsche Chemiker Hermann Staudinger beschrieb 1919 als
erster die Reaktion eines Azids mit einem Phosphan. Es war jedoch
erst vor Kurzem, dass Bertozzi et al. das Potenzial dieser Reaktion als
Biokonjugationsmethode erkannten und die so genannte Staudinger-
Ligation einf�hrten. Wegen des bioorthogonalen Charakters sowohl
der Azid- als auch der Phosphan-Funktion ergaben sich f�r die
Staudinger-Ligation zahlreiche Anwendungen in verschiedenen
komplexen biologischen Systemen. Die Staudinger-Ligation wird
beispielsweise zur Markierung von Glycanen, Lipiden, DNA und
Proteinen genutzt. Dar�ber hinaus wird die Staudinger-Ligation zur
Bildung von Glycopeptiden, Mikroarrays und funktionalen Biopoly-
meren eingesetzt. Im neu entstehenden Gebiet der bioorthogonalen
Ligations-Strategien hat die Staudinger-Ligation einen hohen Stan-
dard gesetzt, mit dem die meisten neuen Methoden verglichen werden.
In diesem Aufsatz werden j�ngste Entwicklungen und neue Anwen-
dungen der Staudinger-Ligation zusammengefasst.
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2. Entwicklung der Staudinger-Ligation

2.1. Staudinger-Reaktion

1919 dokumentierten Staudinger und Meyer die zwischen
einem Azid (1) und Triphenylphosphan (2) ablaufende Re-
aktion, die unter Abgabe von Stickstoff zur Bildung eines
Iminophosphoran-Intermediats f�hrt.[14] In Gegenwart von
Wasser wird diese Zwischenstufe hydrolysiert und ergibt ein
prim�res Amin (3) und Triphenylphosphanoxid (TPPO, 4)
(Schema 2).

Der Mechanismus dieser klassischen Staudinger-Reakti-
on wurde mit verschiedenen experimentellen[15] sowie com-
puterbasierte Methoden[16, 17] untersucht und verl�uft �ber
mehrere Zwischenstufen.[18, 15a] Im ersten Schritt erfolgt ein
nucleophiler Angriff des Phosphoratoms von 6 auf den
Azidrest in 5 unter Bildung der Phosphazid-Zwischenstufe I
(Schema 3). Dieses Phosphazid cyclisiert anschließend intra-
molekular zu einem viergliedrigen Ring als �bergangszu-
stand (d. h. intermedi�re Struktur II), der durch Abgabe von
Stickstoff die Iminophosphoran-Resonanzstrukturen III a
und III b ergibt.

Die Staudinger-Reaktion kann eine Reaktion erster oder
zweiter Ordnung sein, abh�ngig davon, ob die unimolekulare
Zersetzung oder die bimolekulare Bildung des Phosphazids
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist.[15a] In Gegen-
wart von Wasser wird das Iminophosphoran III zu einem
Amin 7 und dem stabilen Phosphinoxid hydrolysiert
(Schema 3, Reaktionsweg A). Diese Reaktion wird als Stau-
dinger-Reduktion bezeichnet und in der organischen Syn-
these routinem�ßig eingesetzt, um Amine einzuf�hren.[15b]

Außerdem reagiert das hochnucleophile Stickstoffatom des
Iminophosphorans schnell mit vielen elektrophilen Verbin-
dungen zu n�tzlichen Synthese-Intermediaten. So nutzt die
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Schema 1. �bersicht �ber die Reaktionen, die ein Azid und einen ent-
sprechenden Reaktanten nutzen.

Schema 2. Klassische Staudinger-Reaktion eines Phosphans mit einem
Azid.
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Aza-Wittig-Reaktion, die zuerst von Staudinger beobachtet
wurde, Iminophosphorane, um Imine herzustellen (Schema 3,
Reaktionsweg B).[19] In dieser Reaktion, die große �hnlich-
keit zur Wittig-Reaktion zeigt, wird das Iminophosphoran mit
einem Aldehyd, Keton oder Thioketon 8 zu einem Iminpro-
dukt 9 umgesetzt. Die interessantesten Anwendungen dieser
Reaktion haben sich bei der Synthese acyclischer und hete-
rocyclischer Verbindungen ergeben.[20] Iminophosphorane
kçnnen durch Umsetzung mit Iso(thio)cyanaten (10) auch zur
Synthese von Carbodiimiden (11; Schema 3, Reaktions-
weg C) verwendet werden.[21]

2.2. Nichtspurlose Staudinger-Ligation

�ber 80 Jahre nach Entdeckung der Staudinger-Reaktion
modifizierten Bertozzi et al. diese Reaktion zu einer n�tzli-
chen Biokonjugationsmethode.[6] Die Staudinger-Reaktion,
jetzt als Staudinger-Ligation bezeichnet, wurde speziell zum
Studium des metabolischen Engineerings von Zelloberfl�-
chen entwickelt. In einer fr�heren Arbeit hatten Mahal et al.
eine chemoselektive Ligationsreaktion f�r das Zelloberfl�-
chen-Engineering eingef�hrt, die auf der Reaktion eines
Ketons mit einer Aminooxy- oder Hydrazidgruppe beruh-
te.[22] Diese Methode war zwar geeignet f�r die Markierung
von Zelloberfl�chen, jedoch begrenzten Wechselwirkungen
endogener Metaboliten, die Ketofunktionen enthalten, ihre
Verwendung f�r die intrazellul�re Markierung. Daher wurde
nach einer bioorthogonalen Ligationsmethode gesucht, deren
reaktive Partner abiotisch sind und unter physiologischen
Bedingungen stabile Addukte bilden. Die Staudinger-Reak-
tion erf�llte die meisten der Kriterien, die f�r eine selektive
bioorthogonale Ligation erforderlich sind. Die Reaktion
eines Phosphans mit einem Azid erfolgt glatt in Wasser und
bei Raumtemperatur, verl�uft quantitativ, und – am wich-
tigsten – beide Reaktanten sind abiotische bioorthogonale
Reporter. Leider wird das Produkt der Staudinger-Reaktion,

das Aza-Ylid, normalerweise rasch zu einem prim�ren Amin
und dem zugehçrigen Phosphanoxid hydrolysiert. Um diese
Hydrolyse zu vermeiden, wurde ein Phosphanreagens mit
einer intramolekularen elektrophilen Gruppe entwickelt, um
das nucleophile Aza-Ylid-Intermediat durch intramolekulare
Cyclisierung abzufangen (Schema 4). Dieser Cyclisierungs-

schritt lieferte eine stabile Amidbindung (16) anstelle der
Produkte, die durch Hydrolyse des Aza-Ylids erhalten
wurden. Nach einer orientierenden, auf 31P-NMR-spektro-
skopischen Messungen basierenden mechanistischen Studie
wurde vorgeschlagen, dass die Staudinger-Ligation �ber eine
Oxaphosphetan-Zwischenstufe 17 (Schema 4) verl�uft.[23] In
einer neueren, ausf�hrlicheren Studie wurde jedoch ein an-
derer Mechanismus beschrieben: Darin wurde 14 als inter-
medi�re Struktur angenommen, die am Schl�sselschritt be-
teiligt ist (basierend auf 1H-NMR-, 2D-1H- und 13C-NMR-
Spektroskopie sowie Rçntgenkristallographie). Es wurde
auch gezeigt, dass das Sauerstoffatom des Phosphanoxids von
einem Wassermolek�l stammt.[24]

2.3. Spurlose Staudinger-Ligation

Bald nach Publikation der nichtspurlosen Staudinger-Li-
gation beschrieben Raines et al.[25] und Bertozzi et al.[26]

gleichzeitig die so genannte spurlose Staudinger-Ligation.
Der Unterschied zur nichtspurlosen Staudinger-Ligation be-
steht in der Eliminierung des Phosphanoxids vom Endpro-
dukt im Hydrolyseschritt. Raines et al. belegten, dass die
spurlose Staudinger-Ligation als Alternative zur nativen
chemischen Ligation f�r die Kupplung zweier Peptidfrag-
mente verwendet werden kann.[25] In ihren Studien verwen-
deten sie 2-(Diphenylphosphanyl)benzathiol (19) und (Di-
phenylphosphanyl)methanthiol (20) als Hilfsstoffe, um eine
Thioester- und eine Azidkomponente zu verkn�pfen.[25,27]

Der erste Schritt dieser Reaktion ist die Thio-Umesterung des
Thioesters 18 mit einem Phosphanthiol 19 oder 20. Der ak-
tivierte Thioester 21 reagiert anschließend mit einem Azid 22
unter Bildung eines Iminophosphorans 23. Intramolekulare
Umlagerung des Iminophosphorans f�hrt zum Amidophos-

Schema 3. Mechanismus der Staudinger-Reaktion. Addition von H2O
(als Nucleophil) f�hrt zur klassischen Staudinger-Reduktion (Weg A).
Die Wahl des Elektrophils bestimmt das Produkt im Fall der Reaktions-
wege B und C.

Schema 4. Mechanismus der Staudinger-Ligation.
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phonium-Salz 24, das zum Amid 25 hydrolysiert wird
(Schema 5).[28] Raines et al. zeigten �berdies, dass 20 wegen
seiner hohen Geschwindigkeitskonstante und Chemoselekti-

vit�t das wirksamste Kupplungsreagens zur Vermittlung der
Staudinger-Ligation ist.

Die von Saxon et al. beschriebene spurlose Staudinger-
Methode nutzte verschiedene acylierte Phosphanverbindun-
gen (Schema 6a), die entwickelt wurden, um �ber ein spalt-
bares Verbindungssystem eine Amidbindung zu kn�pfen.[26]

Eine Strukturvoraussetzung in diesen Verbindungen war das
Vorhandensein von zwei aromatischen Phosphansubstituen-
ten, um �berm�ßige Phosphanoxidation zu verhindern. In
einer Modellreaktion wurden die vier acylierenden Phos-
phanreagentien 26 a–d mit dem Azidonucleosid 27 umgesetzt
(Schema 6b). 26a und 26 b ergaben beide das gew�nschte
Staudinger-Ligationsprodukt 28 in guten Ausbeuten, w�h-
rend 26 c und 26 d nur die Aza-Ylid-Hydrolyseprodukte lie-
ferten.

Eingehende mechanistische Untersuchungen bez�glich
der spurlosen und nichtspurlosen Staudinger-Ligation haben
wichtige Erkenntnisse zur Reaktionskinetik der unter-
schiedlichen Kupplungsreagentien ergeben (Tabelle 1). Zum

Beispiel wurden die Einfl�sse des Lçsungsmittels, der Azid-
struktur und der Phosphansubstituenten (sterische Effekte)
auf die Reaktionskinetik intensiv untersucht.[24,28] Mithilfe
von Hammett-Korrelationen wurden auch elektronische Ef-
fekte verschiedener Phosphan-Analoga auf die Geschwin-
digkeit der Staudinger-Ligation bestimmt.[29] Die f�r die
spurlose Staudinger-Ligation erhaltenen Geschwindigkeits-
konstanten reichten von 0.12 bis 7.7 � 10�3

m
�1 s�1 (in DMF/

D2O 6:1), die f�r die nichtspurlose Staudinger-Ligation von
1.8 bis 2.2 � 10�3

m
�1 s�1 (CD3CN/D2O 95:5).

3. Die Staudinger-Ligation als Markierungsmethode

In der chemischen Biologie ist die Anbindung nieder-
molekularer Verbindungen an Biomolek�le eine der wich-
tigsten Strategien, um biologische Systeme zu erforschen. Die
Staudinger-Ligation fand als Konjugationsstrategie breite
Anwendung zur Kupplung chemischer Sonden an Biomole-
k�le. Die Realisierung der Staudinger-Ligation als Biokon-
jugationsmethode erfordert, dass einer der Reaktionspartner
(Phosphan oder Azid) im Biomolek�l vorhanden ist. Wegen
ihrer Grçße und der Stabilit�t unter physiologischen Bedin-
gungen wird die Azidgruppe bez�glich der Einf�hrung in ein
Biomolek�l bevorzugt. Zudem kann ein Azidrest �ber che-
mische Methoden (z. B. Diazotransfer) oder biosynthetische

Schema 5. Spurlose Staudinger-Ligation nach Raines et al. mit den
Thiol-Hilfsstoffen 19 oder 20. Aux = Hilfsstoff.

Schema 6. a) Bertozzis spaltbare Linker-Systeme f�r die spurlose Stau-
dinger-Ligation; b) spurlose Staudinger-Ligation des Azidonucleosids
27 mit den Phosphanderivaten 26 a/b. Bz = Benzoyl.

Tabelle 1: Reaktionskinetik der Staudinger-Ligation.

Ligationstyp Solvens Azid kobs
[b] Lit.

Reduktion

PPh3 Benzol 10.0 [18]

nichtspurlos[a]

CD3CN/
H2O(5%) 2.0�0.1

[24]

CH3CN/
KH2PO4

(1:1)

3.8�0.8
[49]

spurlos

DMF/
D2O

7.70�0.30 [28]

DMF/
D2O

1.04�0.05 [28]

DMF/
D2O

0.65�0.01 [28]

[a] R und R’ wie in Struktur 48 spezifiziert. [b] (� 10�3
m
�1 s�1).
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Reaktionswege leicht in Glycane, Proteine, Lipide und DNA
eingef�hrt werden. Mit der Vielzahl an geeigneten Aziden,
die zur Verf�gung stehen, kçnnen zahlreiche Anwendungen
der Staudinger-Ligation verfolgt werden. In den folgenden
Abschnitten wird die Staudinger-Ligation als Markierungs-
methode f�r verschiedene Biomolek�le diskutiert und ihre
Verwendung als Synthesemethode auf den Gebieten der
Peptidchemie und Materialwissenschaften kurz zusammen-
gefasst.

3.1. Glycanmarkierung

Die molekulare Bildgebung ermçglicht es, Biomolek�le
in ihrer nat�rlichen Umgebung ohne wesentliche Stçrung
sichtbar zu machen. Die In-vivo-Abbildung von Glycanen ist
besonders interessant, da diese Biopolymere an vielen bio-
logischen Prozessen, einschließlich Zell-Zell-Wechselwir-
kungen, Molek�ltransport, Signal�bertragung und Endocy-
tose, beteiligt sind.[30, 31] Die verf�gbaren molekularbiologi-
schen Techniken, die zum Profiling und zur Abbildung von
Proteinen und DNA verwendet werden, kçnnen nicht zur
Erforschung der Glycane genutzt werden, da diese nicht
direkt �ber das Genom codiert werden. Glycane kçnnen
durch Lectine und Antikçrper abgebildet werden, wobei die
Anwendung dieser Detektionsmethoden in vivo als Folge der
geringen Affinit�t begrenzt ist.[32] Eine andere Bildgebungs-
methode f�r Glycane beruht auf der Bildung von Schiff-
Basen mit Aldehyden oder Ketonen. Wegen unspezifischer
Bindung an endogene Metaboliten stçßt auch diese Methode
bei In-vivo-Anwendung auf Schwierigkeiten.[4,22]

Einen Durchbruch bei der Glycanbildgebung erreichten
Saxon und Bertozzi, indem sie ein Azid-modifiziertes Man-
nosederivat, N-Azidoacetylmannosamin (ManNAz, 30 ;
Schema 7), als bioorthogonalen chemischen Reporter ein-
setzten.[6] Inkubation von Jurkat-Zellen mit Saccharid 30
f�hrte zum Einbau dieser Verbindung in Glycane �ber den
Sialins�ure-Biosyntheseweg (Abbildung 1).[33] Die eingela-
gerten ManNAz-Einheiten wurden anschließend durch die
Staudinger-Ligation mit einer Phosphan-Biotin-Sonde (38,
Schema 8) visualisiert.

Nach Behandeln der Biotin-markierten Glycane mit
Fluorescein-markiertem Avidin konnte eine Zunahme der
Fluoreszenz des Biotin-Avidin-Komplexes beobachtet
werden. Andere, sperrigere Analoga des N-Acetylmannos-
amins wurden nicht oder weniger effizient eingebaut. Wie
sich herausstellte, war die Aufnahme im Biosyntheseprozess
infolge geringer Umsetzung der ManNAc-Derivate durch die
ManNAc-6-Kinase behindert.[34] Um diesen spezifischen en-
zymatischen Schritt zu umgehen, wurde das Sialins�urederi-
vat 32 eingef�hrt, das effizient an die Zelloberfl�che trans-
portiert wurde.[35] In einer anschließenden Untersuchung
testeten Bertozzi et al. die Staudinger-Ligation an Splenocy-
ten von M�usen. Injektion von Saccharid 30 in M�use lieferte
Azid-markierte Splenocyten, die in einem zweiten Schritt
(ex vivo) einer Staudinger-Ligation mit der FLAG-Verbin-
dung 37 (dargestellt in Schema 8) unterzogen wurden. Die
markierten Splenocyten wurden schließlich mit Durchfluss-
zytometrie detektiert.[36] Obwohl sowohl das FLAG-Phos-

phan-Konjugat (37) als auch das Biotin-Phosphan-Konjugat
(38) geeignete Sonden f�r die Nachverfolgung von Zell-
oberfl�chenmarkierungen oder die Analyse von Proteomen
sind, kann mit diesen Konjugaten keine In-vivo-Bildgebung
von Glycanen durchgef�hrt werden. Um die Glycanfunkti-

Schema 7. Nat�rliche Monosaccharide und ihre Azid-funktionalisierten
Analoga, die in den Glycanbiosynthesewegen akzeptiert werden.

Abbildung 1. Einbau von Azidosacchariden in Glycokonjugate �ber
Biosynthesewege. Adaptiert aus Lit. [4].
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onsweise in lebenden Systemen zu visualisieren, wurden
mehrere fluoreszenzmarkierte Phosphansonden entwickelt
(39–42 ; Schema 8). Das Cy5.5-Phosphan-Konjugat (39)
erwies sich sowohl dem Fluorescein-Phosphan- (40) als auch
dem Rhodamin-Phosphan-Konjugat (41) �berlegen, eine
Folge der geringen Hintergrundfluoreszenz. Dieser Effekt
wurde der hçheren Ladungsdichte und damit besseren Lçs-
lichkeit zugeschrieben, die eine effizientere Entfernung von
�bersch�ssigem Phosphankonjugat ermçglicht.[37]

Neben der Visualisierung von Glycanen mit Azidozu-
ckern als metabolischen Markern und Phosphan-modifizier-
ten Fluoreszenzsonden verwendete die Arbeitsgruppe von
Bertozzi ein Luciferin-Phosphan-Konjugat 42 zum Nachweis
von Glycanen der Zelloberfl�che durch Biolumineszenz.[38]

Nach Staudinger-Ligation des Luciferin-Phosphan-Konjugats
mit Azid-haltigen Glycanen diffundiert freigesetztes Lucife-
rin in die Zelle, wo es durch die Luciferase in biolumines-
zierendes Oxyluciferin umgewandelt wird.

3.2. Proteinmarkierung

Zur Proteinmarkierung mithilfe der Staudinger-Ligation
muss das Protein spezifisch mit einer Phosphan- oder Azid-
markierung funktionalisiert werden. Da der Phosphanrest in
w�ssrigen Lçsungen in hohem Ausmaß oxidiert wird, bevor-
zugt man daf�r das Azid. Ein Azid kann in ein Protein che-
misch �ber einen Diazotransfer[39] oder biochemisch einge-

f�hrt werden, entweder durch Verwendung der Gentechnik,
um Azid-haltige Aminos�uren in Proteine einzubauen,[40]

oder durch posttranslationale Modifizierungen. Das letztge-
nannte Konzept nutzten die Arbeitsgruppen von Tirrell und
Bertozzi in einer gemeinsamen Arbeit.[41]

3.2.1. Nichtnat�rliche Aminos�uren

Aminos�ureanaloga kçnnen in vitro (d.h. in E.-coli-,
Hefe- und S�ugetierzellen) durch den Tranlationsapparat der
Zelle entweder ortsspezifisch oder restspezifisch in Proteine
eingebaut werden. Dieser Einbau wird durch Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen (aaRS), die f�r die Kupplung von Ami-
nos�uren an tRNAs verantwortlich sind, strengstens kon-
trolliert. Zum Beispiel kçnnen Strukturanaloga von Methio-
nin, dargestellt in Schema 9, durch die Methionyl-tRNA-
Synthetase (MetRS) restspezifisch in Proteine eingef�hrt
werden.

Die Expression von Proteinen mit nichtnat�rlichen
Aminos�uren in einem Methionin-auxotrophen Stamm von
E. coli[42] wurde von Bertozzi, Tirrell und Mitarbeitern ele-
gant umgesetzt. Der In-vitro-Einbau Azid-haltiger Methio-
ninanaloga wurde f�r die beiden Azid-funktionalisierten
Aminos�uren Azidohomoalanin 44 (AHA) und Azidoalanin
45 (AAL) nachgewiesen. Diese beiden nichtproteinogenen
Aminos�uren wurden als Substrate f�r MetRS getestet. An-
schließend wurde die Biosynthese von Murindihydrofolat-
Reduktase (mDHFR) in Methionin-auxotrophen E. coli in
einem Methionin-armen Medium, das mit den nichtnat�rli-
chen Aminos�uren 44 oder 45 angereichert war, untersucht.
Die Ergebnisse der beiden Ans�tze zeigten, dass 44 ein her-
vorragender Ersatz f�r Methionin ist, da 95% der Methio-
ninreste durch AHA ausgetauscht wurden. Die Aufnahme
von AHA in mDHFR ergab mDHFR-(AHA)8. Die Reakti-
vit�t der Azide in mDHFR-(AHA)8 wurde durch Staudinger-
Ligation mit dem Triarylphosphan-FLAG-Konjugat 37 er-
forscht (Schema 10). Die Produkte der Staudinger-Ligation
wurden mit Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektro-
phorese (SDS-PAGE) und anschließendem Western-Blot mit
Anti-FLAG-Antikçrpern analysiert. Es zeigte sich, dass
durchschnittlich f�nf der acht Azide in mDHFR-(AHA)8 mit
dem FLAG-Phosphan 37 reagiert hatten. Die unvollst�ndige
Modifizierung der acht Stellen in mDHFR-(AHA)8 wurde
auf eine Reduktion der Azide zur�ckgef�hrt.[41] In einem er-
g�nzenden Experiment wurde die Staudinger-Ligation am
rohen Zell-Lysat durchgef�hrt. Auch hier verlief die Stau-
dinger-Ligation erfolgreich, was darauf schließen l�sst, dass

Schema 8. Verschiedene Triarylphosphankonjugate: FLAG- (37),
Biotin- (38), Cy5.5- (39), Fluorescein- (40), Rhodamin- (41) und Lucife-
rinkonjugat (42).

Schema 9. Methioninanaloga 43–45 f�r den Einbau durch MetRS.
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diese Ligationsmethode sogar f�r intrazellul�re Markie-
rungszwecke genutzt werden kann.

Ein ortsspezifischer Einbau Azid-haltiger Aminos�uren
kann mit der von Schultz et al. entwickelten Strategie erreicht
werden.[43] Diese Methode beruht auf der Bildung eines ein-
zigartigen Codon-tRNA-Paares und der entsprechenden
Aminoacyl-tRNA-Synthetase. Zun�chst wird eine orthogo-
nale tRNA synthetisiert, die durch keine nat�rliche Amino-
acyl-Synthetase erkannt wird. Folglich wird nur ihre ver-
wandte Aminos�ure als Antwort auf das Amber-Nonsense-
Codon inseriert. Als n�chstes wird eine Synthetase gebildet,
die diese einzigartige tRNA spezifisch erkennt. Die Sub-
stratspezifit�t dieser Synthetase wird anschließend so entwi-
ckelt, dass sie nur die gew�nschte nichtnat�rliche Amino-
s�ure und keine endogene Aminos�ure erkennt. Diese Me-
thode kann eingesetzt werden, um mithilfe von E. coli, Hefe
oder S�ugetierzellen eine Vielzahl nichtnat�rlicher Amino-
s�uren effizient in Proteine einzubauen.[44] Die Einf�hrung
Azid-haltiger Aminos�uren auf diesem Weg, mit anschlie-
ßender Staudinger-Ligation, wurde von verschiedenen
Forschergruppen erfolgreich durchgef�hrt.[45, 46] Ein elegantes
Beispiel beschrieben Yokoyama et al., die das Amber-Stopp-
Codon verwendeten, um p-Azido-l-phenylalanin einzuf�h-
ren. Nach Einbau der nichtnat�rlichen Aminos�ure gelang
die Modifizierung der Azideinheit durch Staudinger-Ligati-
on.[47]

Die Staudinger-Ligation, wie oben beschrieben, erfordert
ein zweistufiges Verfahren zur Visualisierung der Zielver-
bindung. Durch die Entwicklung einer Staudinger-Sonde mit
fluorogenem Cumarinrest (46) konnte dieser Prozess zu
einem einstufigen Verfahren vereinfacht werden.[48] Vor der
Ligation ist der Cumarin-Phosphan-Farbstoff nichtfluores-
zierend, da der angeregte Zustand des Fluorophors durch das
freie Elektronenpaar am Phosphoratom gelçscht wird
(Schema 11a). Durch Reaktion mit einem Azid wird das
Phosphoratom oxidiert und damit die Fluoreszenzmarkie-
rung aktiviert (Struktur 47). Diese Methode wurde durch
Ligation der Sonde 46 mit einem Azidmodell und anschlie-
ßend mit mDHFR-(AHA)8 evaluiert. Markierungsexperi-
mente zeigten, dass durch Oxidation des Phosphans die

Fluoreszenz auf das 60fache erhçht wird. Die unspezifische
Oxidation des Phosphans durch Luft schien jedoch ein
Nachteil dieser Methode zu sein. Um dieses Problem zu
umgehen, wurde das fluorogene Phosphanreagens 48 entwi-
ckelt, das einen Ester-gebundenen Quencher f�r den reso-
nanten Fluoreszenzenergietransfer enth�lt (Schema 11 b).
Durch Staudinger-Ligation des Phosphanreagens 48 mit
Aziden wurde die Esterbindung gespalten und damit der
Quenchvorgang unterbunden.[49] Hier wird die Effizienz der
FRET-Lçschung nicht durch die unspezifische Oxidation
gestçrt. Die Effizienz dieser Staudinger-Sonde wurde durch
Ligation an mDHFR-(AHA)8 getestet. Die Leistungsf�hig-
keit von 48 in diesem Markierungsexperiment veranlasste die
Autoren, diesen Fluoreszenzmarker zum Anf�rben einer
Azid-markierten Zelloberfl�che in lebenden HeLa-Zellen
einzusetzen. Zudem wurde durch Verwendung eines fr�hen
Apoptosemarkers gezeigt, dass 48 nicht cytotoxisch wirkt und
somit f�r In-vivo-Untersuchungen verwendet werden kann.

3.2.2. Protein modifizierende Enzyme

Ein weiterer Zugang zur ortsselektiven Markierung von
Proteinen �ber die Staudinger-Ligation beruht auf der post-
translationalen Modifizierung mit Protein-modifizierenden
Enzymen. Hier wird eine Azid-haltige Markierung �ber
Protein modifizierende Enzyme, die eine spezifische Ami-
nos�uresequenz erkennen, kovalent an ein Zielprotein ge-
bunden. Ting et al. verwendeten Biotin-Ligase aus P. hori-
koshii, um das Azid enthaltende Biotinanalogon 50 ortsse-
lektiv an ein endogenes Biotinakzeptorprotein (eBAP) zu
kuppeln. Nach enzymatischer Kupplung von 50 an das Ak-
zeptorprotein wurde eine Staudinger-Ligation mit Triaryl-

Schema 10. Einlagerung von Azidohomoalanin (44) in mDHFR unter
Bildung von mDHFR-(AHA)8 und anschließende Staudinger-Ligation
mit Triarylphosphan-FLAG-Konjugat 37 (n�5).

Schema 11. Darstellung der fluorogenen Phosphanfarbstoffe 46 und
48, die durch die Staudinger-Ligation aktiviert werden. a) Lçschen des
fluorogenen Phosphanfarbstoffs 46 durch ein freies Elektronenpaar;
b) FRET-basierte Lçschung des fluorogenen Phosphanfarbstoffs 48 ;
FRET = resonanter Fluoreszenzenergietransfer.
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phosphan-FLAG-Konjugat 37 durchgef�hrt (Schema 12).
Das Produkt wurde anschließend �ber Immunblotting mit
Anti-FLAG-Antikçrpern nachgewiesen.[50]

3.2.3. Aktivit�ts-basierte Proteinprofile

Mechanismus-basierte Sonden sind entscheidende Hilfs-
mittel f�r die Evaluierung enzymatischer Aktivit�ten von
Enzymfamilien in komplexen Proteomen und kçnnen ver-
wendet werden, um niedermolekulare Inhibitorspezies zu
charakterisieren. Diese Sonden bestehen typischerweise aus
einem besonderen chemischen Ger�st f�r die Bindungsaffi-
nit�t und einer reaktiven funktionellen Gruppe f�r die Ver-
netzung. Die reaktive funktionelle Gruppe kann ein Elek-
trophil sein, das mit einem Nucleophil im aktiven Zentrum
reagiert, oder eine photovernetzbare Gruppe, die unter UV-
Bestrahlung eine kovalente Bindung an das Zielprotein er-
mçglicht.[51] Der Markierungsgrad korreliert direkt mit der in
der Probe vorhandenen Menge an aktivem Protein. Um aber
die Effizienz der Markierung zu quantifizieren, ist es nçtig,
den Inhibitor mit einem detektierbaren Marker auszustatten.
Eine Azidgruppe als funktionale Ankn�pfungsstelle auf
einem Inhibitor ermçglicht die Einf�hrung einer Detek-
tionseinheit �ber die Staudinger-Ligation. Durch Verwen-
dung passender Affinit�tsmarker kçnnen die Protein-Inhibi-
tor-Komplexe erfasst werden. Im Allgemeinen wird ein bio-
tinyliertes Phosphan oder ein Triarylphosphan-FLAG-Kon-
jugat als Affinit�tsmarker eingesetzt.[51] Azid-modifizierte,
kovalente Inhibitoren in Kombination mit der Staudinger-
Ligation wurden verwendet, um verschiedene Enzymfamili-
en-Cluster zu identifizieren. Diese Studien haben zu mehre-
ren Inhibitoren f�r Proteasen,[52] Cystein-Proteasen[53] und
Glycosidasen gef�hrt.[54]

Ein anderer Typ des Aktivit�ts-basierten Protein-Profi-
lings (ABPP) ist die Photoaffinit�tsmarkierung (PAL). Hier
wird die kovalente Verkn�pfung einer photovernetzbaren
Gruppe genutzt, um Zielproteine zu identifizieren und ihre
Bindungsstellen aufzukl�ren. Zu diesem Zweck werden
photoreaktive funktionelle Gruppen oft mit Radioisotopen
kombiniert. Hosoya et al. entwickelten eine neue Radioiso-
top-freie Methode zur PAL. Dazu wurde die photoreaktive
Verbindung 51 synthetisiert, die ein Azidobenzylazidger�st
enth�lt, das in einer sp�teren Stufe zur Staudinger-Ligation

mit dem Fluorescein-verankerten Triarylphosphanderivat 53
verwendet werden kann (Schema 13).

Um das Konzept der PAL zu pr�fen, synthetisierten
Hosoya et al. die Cerivastatin-funktionalisierte photoreaktive
Sonde 52 und erforschten damit die Bindung von Cerivastatin
an die humane 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A-
Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) wie in Schema 14 ver-
anschaulicht.[55] Vor kurzem demonstrierten Overkleeft et al.
die Effizienz der Staudinger-Ligation in einer zweistufigen
ABPP-Methode, indem sie eine Azid-modifizierte Bodipy-
Sonde und ein Phosphan-Biotin-Konjugat (�hnlich der Sonde
38) einsetzten.[56] Aus ihren Befunden schlossen sie, dass die
Effizienz von der Reaktivit�t der Affinit�tsmarkierung ge-
gen�ber dem Zielprotein und nicht von der verwendeten
chemoselektiven Ligation (d.h. Staudinger-Ligation) ab-
h�ngt. In einer neueren Arbeit synthetisierten Overkleeft
et al. trifunktionelle Aktivit�ts-basierte Proteinsonden, die

Schema 12. Posttranslationale Modifizierung der eBAP mit dem Azid-
haltigen Biotin-Analogon 50 und nachfolgende Markierung mit FLAG-
Phosphan 37.

Schema 13. Links: Photoreaktive Sonde 51, ausgestattet mit einer Affi-
nit�tsverbindung (z. B. Cerivastatinderivat 52); rechts: Staudinger-
Sonde mit einer Fluoreszenzmarkierung (z. B. dem Fluorescein-veran-
kerten Triarylphosphan 53).

Schema 14. Konzept der Photoaffinit�tsmarkierung. Eine konsekutive
Staudinger-Ligation wird verwendet, um einen detektierbaren Marker
einzuf�hren.
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eine elektrophile Falle, eine photoreaktive Gruppe und eine
bioorthogonale Ligationsstelle (d.h. Staudinger-Sonde) ent-
halten. Diese Sonden wurden anschließend zur kovalenten
und irreversiblen Modifizierung proteasomaler katalytischer
Stellen und nachfolgend zur Photovernetzung sowie Visuali-
sierung der resultierenden Konjugate �ber die Staudinger-
Ligation verwendet.[57]

ABPP ist zwar eine robuste Methode, jedoch kçnnten
durch die Einf�hrung der photoreaktiven Gruppe die Bin-
dungseigenschaften beeinflusst werden. Zudem kçnnte die
Analyse durch SDS-PAGE unter denaturierenden Bedin-
gungen zum Verlust an Strukturinformationen eines Ziel-
proteins f�hren. Um diese Nachteile zu �berwinden, ent-
warfen Wagner et al. eine alternative Methode zur Analyse
eines komplexen Proteoms unter nativen Bedingungen.[58] Im
„nichtkovalenten Aktivit�ts-basierten Protein-Profiling“
wird ein Zielprotein-Sonden-Komplex �ber die Staudinger-
Ligation selektiv mit einem Fluorophor markiert. In einem
sp�teren Schritt wird das Rohlysat unter nichtdenaturieren-
den Bedingungen analysiert, wobei nur das Zielprotein
identifiziert wird (Abbildung 2). Als Beispiel bestimmten die
Autoren die GyrB-Untereinheit der DNA-Gyrase, indem sie
diese mit Azido-Novobiocin komplexierten. Im n�chsten
Schritt wurde der Komplex mit einem Rhodamin-Phosphan-
Marker versehen. Der Komplex aus Zielmolek�l, Sonde und
Marker (GyrB-Novo-Rhod-Komplex) konnte unter nichtde-
naturierenden Bedingungen identifiziert werden,
was die Leistungsf�higkeit dieser Methode illus-
triert.

Um den Lymphocytentransport zu beobachten,
entwickelten Tanaka et al. ein zweistufiges Ver-
fahren zur Markierung und Visualisierung von
Gliomazellen.[59] Erste Studien konzentrierten sich
auf das Markieren von Proteinen mit einem
Azidrest nach der neu entwickelten Azaelektro-
cyclisierungsmethode.[60] Unter Anwendung dieser
Methode wurde das Proteinmodell HSA mit der
Azaelektrocyclisierungsvorstufe 54 umgesetzt.
Nach der Cyclisierung wurde das HSA-Produkt
mit unterschiedlichen Phosphanreagentien (Biotin
(38) oder N-Glycankonjugate (55 und 56)) behan-
delt, um die chemische Biokonjugation durch
Staudinger-Ligation abzuschließen (Schema 15). In
Ratten-C6-Gliomazellen f�hrte diese Methode
zum Zelltod aufgrund der hohen Konzentration
der vorhandenen Reaktanten. Daher kehrten die
Autoren die Reaktionsfolge um und f�hrten zuerst
die Staudinger-Ligation und anschließend die
Azaelektrocyclisierung durch. �ber diese Vorge-
hensweise wurden die Zellen erfolgreich markiert,
und das Ausgangsmaterial wurde inaktiviert (Al-
dehydreduktion und Phosphanoxidation). Die Vi-
sualisierung der markierten Gliomazellen wurde
durch Inkubation mit Rhodamin-markiertem
Avidin (komplement�r zu Biotin) oder Rhodamin-
markiertem SNA-Lectin (komplement�r zu N-
Glycanen) erreicht. In einem anschließenden Ex-
periment wurden Lymphocyten fluoreszenzmar-
kiert und in M�use mit einem humanen DLD-1-

Dickdarmkarzinom injiziert. Die �berwachung der Lym-
phocytenbewegung zeigte keine Akkumulation an der Tu-
morposition. �berraschenderweise wurde nach Comarkie-
rung der fluoreszierenden Lymphocyten mit N-Glycanen

Abbildung 2. Zielidentifizierung �ber nichtkovalentes Aktivit�ts-basier-
tes Protein-Profiling und nichtdenaturierende Analyse. Adaptiert aus
Lit. [58].

Schema 15. Proteinmodifizierung �ber ein sequenzielles Verfahren aus Azaelektrocy-
clisierung und Staudinger-Ligation.

Staudinger-Ligation
Angewandte

Chemie

8977Angew. Chem. 2011, 123, 8968 – 8989 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


unter Verwendung der Azaelektrocyclisierung nach einer
Woche eine verst�rkte Lokalisierung der Lymphocyten in der
Tumorregion beobachtet.

F�r die Markierung oder chemische Modifizierung ganzer
Zellen wurden k�rzlich mehrere hervorragende Beispiele
beschrieben. An humanen Langerhans-Inseln wurde vor-
bildliche Arbeit geleistet, um sie in die Leber von Patienten
mit Typ-1-Diabetes zu transplantieren. Diese Inseln sind
jedoch h�ufig Ziel der blutvermittelten Proteine, wodurch
eine Entz�ndungsreaktion verursacht wird. Durch Verringe-
rung der Insel-vermittelten Thrombogenit�t und Erhçhung
der Produktion an aktiviertem Protein C kann eine Ab-
schw�chung dieser Immunantwort erreicht werden. Zu
diesem Zweck modifizierten Chaikof et al. die Oberfl�che
der Langerhans-Inseln und erhielten bioaktive Inseln mit
reduzierter Thrombogenit�t.[61] In einem zweistufigen Ver-
fahren wurde rekombinant modifiziertes Azidothrombomo-
dulin an mit Polyethylenglycol modifizierte (PEGylierte) In-
seloberfl�chen gebunden (Schema 16). Die PEGylierung der
Inseln wurde mit difunktionellem Polyethylenglycol 57, das
aus einem N-Hydroxysuccinimid(NHS)-Ester und der Tri-
phenylphosphansonde 12 besteht, durchgef�hrt. Die Stau-
dinger-Ligation mit Azidothrombomodulin und den PEGy-
lierten Langerhans-Inseln lieferte technisch ver�nderte Inseln
mit einer verringerten Immunreaktion.

3.3. Lipidmarkierung

Proteolipide sind lipidmodifizierte Proteine mit einer
breiten Vielfalt an Funktionen. Die Lipidierung erfolgt im
Allgemeinen cotranslational oder posttranslational. N-My-
ristoylierung, S-Palmitoylierung und Prenylierung sind die
drei Haupttypen der Lipidierung. Die Bindung ges�ttigter
Fetts�uren an Proteine in Eukaryoten erleichtert die Wech-
selwirkung eines Proteins mit Membranen und anderen
Proteinen. Diese Lipidierung von Proteinen beeinflusst
letztlich die Signal�bertragung, die subzellul�re Lokalisie-

rung und die enzymatische Aktivit�t. Da Lipide sekund�re
Metaboliten sind, kçnnen sie nicht �ber genetisch codierte
Reporter erforscht werden. �hnlich der Methode zur Un-
tersuchung der Glycanbiosynthese kçnnen bioorthogonal
markierte Lipide metabolisch eingelagert werden. Diese
Methode beruht auf der Substrattoleranz der Enzyme im
biosynthetischen Lipidierungsweg.

3.3.1. Profile der N-Myristoylierung und S-Palmitoylierung

Die beiden wichtigsten Typen der Proteinacylierung sind
die N-Myristoylierung N-terminaler Glycin-Reste und die S-
Palmitoylierung von Cysteinresten. Beide Modifikationen
spielen in vielen biologischen Prozessen wie Apoptose, Tu-
morgenese und Zelldifferenzierung eine wichtige Rolle.[62]

Um diese Prozesse aufzukl�ren, wurden radiomarkierte
Fetts�uren verwendet, wobei sich die langen Autoradio-
gramm-Aufnahmezeiten und die Verwendung gef�hrlicher
hochenergetischer 125I-Radioisotope als Nachteil erwiesen.[63]

In einer Machbarkeitsstudie zeigten Ploegh et al., dass die
w-Azidofetts�uren 59 und 60 (Schema 17) durch S�ugetier-
zellen effizient metabolisiert werden kçnnen und als selektive
Sonden zur Visualisierung der N-Myristoylisierung oder S-
Palmitoylierung wirken.[64] Nach der In-vitro-Lipidierung
wurde das Azid in einer Staudinger-Ligation mit dem bio-
tinylierten Phosphanmarker 38 umgesetzt. Berthiaume et al.
verwendeten diese Methode sp�ter, um die S-Palmitoylierung
mitochondrialer Proteine und die N-Myristoylierung von
Proteinen w�hrend der Apoptose zu untersuchen.[65, 66]

Tate et al. erweiterten diese Methode, indem sie eine all-
gemeine Vorschrift zur Markierung rekombinanter Proteine
entwickelten. Darin wurde ein rekombinantes Protein in
E. coli mit dem Myristoyl-CoA-Protein N-Myristoyl-Trans-
ferase (NMT) cooexprimiert, gefolgt von einer direkten, co-
translationalen Markierung. NMT katalysiert die konstitutive
cotranslationale N-Myristoylierung, die in allen eukaryoti-
schen Zellen vorkommt, indem sie Myristins�ure (58) von
Coenzym A auf das N-terminale Glycin eines Proteins �ber-
tr�gt. Erste Experimente belegten die Toleranz der NMT aus
Candida albicans gegen�ber der Tetradec-13-inoyls�ure (61)

Schema 16. PEGylierung und nachfolgende Staudinger-Ligation zwi-
schen rekombinantem Azidothrombomodulin und einem PEG-Phos-
phan-Anker.[61]

Schema 17. w-Azidofetts�uren, die durch S�ugetierzellen effizient me-
tabolisiert werden.
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und der w-Azidofetts�ure 62. Nachfolgend zeigten Tate et al.,
dass ein rekombinantes Protein mit einem N-terminalen
Myristoylierungsmotiv der Sequenz GXXXS (X = beliebige
Aminos�ure) durch Coexpression mit NMT aus Candida al-
bicans effizient mit einem der bioorthogonalen Reporter 61
oder 62 acyliert werden konnte (Abbildung 3). Weitere Syn-
these- oder Reinigungsschritte waren nicht notwendig, da
sowohl die Bildung des Acyl-CoA-Thioesters als auch die
Proteinmarkierung cotranslational stattfanden.[67]

3.3.2. Prenylierungs-Profiling

�hnlich wie w-Azidofetts�uren wurden Azid-haltige
Farnesylanaloga f�r die Prenylierung, die dritte Hauptklasse
der Lipidierung, entwickelt. 2004 verwendeten Zhao et al.
Azidofarnesyldiphosphat (64 ; Schema 18) in vitro zur Pro-
teomanalyse farnesylierter Proteine.[68] Im ersten Schritt
wurde 64 an spezifische Zielproteine der Farnesyltransferase

(FTase) gebunden. Dieses Protein modifizierende Enzym
verkn�pft eine Farnesylgruppe kovalent mit dem Cystein in
der CAAX-Sequenz (C ist Cystein, A ist eine aliphatische
Aminos�ure und X kann eine Vielzahl von Aminos�uren
sein) nahe dem C-Terminus. Nach der Lipidierung wurde die
biotinylierte Staudinger-Sonde 38 verwendet, um die far-
nesylierten Proteine f�r eine sp�tere Detektion zu markie-
ren.[68]

Waldmann et al. f�hrten im Anschluss eine gr�ndliche
Studie zur Substrattoleranz der FTase im Hinblick auf orts-
spezifische Proteinmodifizierung durch.[69] Sie zeigten, dass
mehrere Azid enthaltende Analoga von Farnesyldiphosphat
64 (Schema 18) durch FTase an den Cysteinrest in der
CAAX-Erkennungssequenz gebunden werden konnten.
Nach Konjugation eines Azid enthaltenden Farnesylderivats
an ein Protein wurde dieses mit der Phosphansonde 12 um-
gesetzt (Schema 19). Die Kupplung dieser beiden Fragmente
erfolgte innerhalb einiger Stunden und wurde massenspek-
trometrisch nachgewiesen.

Abbildung 3. �berblick �ber das E.-coli-Coexpressionssystem zur N-
Myristoylierung von Proteinen mit anschließender bioorthogonaler
Staudinger-Ligation. Adaptiert aus Lit. [67a].

Schema 18. Nat�rliches Farnesyldiphosphat (63) und Azidofarnesyl-
diphosphatderivate 64–66.

Schema 19. Prenylierung eines Proteins mit der CAAX-Erkennungsse-
quenz und anschließende Staudinger-Ligation. F�r die Ankergruppen
siehe 64–66 in Schema 18.
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3.4. DNA-Markierung

Außer f�r Anwendungen zur Glycan- und Proteinmodi-
fizierung wurde die Staudinger-Ligation auch zur Konjugati-
on kleiner Molek�le an DNA genutzt. Die DNA-Markierung
ist von großem Wert f�r die DNA-basierte molekulare Dia-
gnostik und die Nanotechnologie. H�ufige Methoden zur
DNA-Modifizierung sind der Einbau Azid-modifizierter
Nucleotide in die DNA-Str�nge sowie die Einf�hrung eines
chemischen Reporters durch enzymatische Modifizierung der
DNA.

3.4.1. Nichtnat�rliche Nucleins�uren

Die Nutzung chemischer Reporter zur selektiven DNA-
Markierung erfordert die Funktionalisierung von Nuclein-
s�uren mit einem bioorthogonalen funktionalen „Griff“. Es
wurden sowohl Acetylen- als auch Azid-haltige Analoga von
Thymidin entwickelt und eingesetzt, um gleichm�ßig mar-
kierte DNA zu erhalten. Weisbrod und Marx erkannten das
Potenzial, das die Verwendung modifizierter Nucleins�ure-
bausteine birgt, und synthetisierten Azid-haltige Nuclein-
s�uren zur DNA-Modifizierung durch die Staudinger-Ligati-
on. Daher wurde das Azido-2’-desoxyadenosin-5’-O-triphos-
phat(dATP)-Analogon 67 synthetisiert und enzymatisch
durch die DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei (Pwo)
eingebaut.[70] Zus�tzlich wurden zwei weitere Azid-modifi-
zierte 2’-Desoxythymidin-5’-O-triphosphat(dTTP)-Analoga
(68 und 69 in Schema 20) entwickelt, die von der DNA-Po-
lymerase ebenfalls akzeptiert wurden. Nach Einbau dieser
Azid-modifizierten Bausteine konnte an den DNA-Frag-
menten eine Staudinger-Ligation durchgef�hrt werden.[71]

3.4.2. DNA modifzierende Enzyme

Bei verschiedenen Gelegenheiten wurden DNA modifi-
zierende Enzyme zur selektiven Markierung von DNA ge-
nutzt. Es erwies sich, dass die Aktivit�t dieser Enzyme, z. B.
der S-Adenosyl-l-methionin-abh�ngigen Methyltransferase,
durch eine �nderung des Cofaktors beeinflusst wird.[71] In der
Natur wird die Methylgruppe des Cofaktors S-Adenosyl-l-
methionin (70) auf die exocyclische Aminogruppe von 2’-
Desoxyadenosin innerhalb der Doppelstrang-5’-TCGA-3’-
DNA-Sequenz �bertragen (Schema 21). Eine solche Trans-
ferreaktion erfolgt auch mit N-Adenosylaziridin (71 a) an-
stelle von 70, wie Comstock und Rajski demonstrierten.[72]

Nach Umwandlung von Cofaktor 71a in die Azid-haltige
Verbindung 71 b konnte die DNA elegant mit Aziden mar-
kiert werden (Schema 21). Nach der ortsspezifischen Mar-
kierung der DNA konnte diese �ber eine Staudinger-Ligation
biotinyliert und dementsprechend analysiert werden.[73] In
einer Folgestudie dehnten Comstock und Rajski diese Me-
thode auf eine Methyltransferase-gerichtete Spaltung des
DNA-Strangs nach Staudinger-Ligation mit einem Kupfer
komplexierenden Phosphanliganden aus.[74]

Eine einfache zellul�re RNA-Detektionsstrategie verfol-
gend, entwickelten Franzini und Kool eine Sonde f�r die
Templat-vermittelte Fluoreszenzaktivierung.[75] Die so ge-
nannten „quenched Staudinger-triggered a-azidoether re-
lease“(Q-STAR)-Sonden sind Fluorophor enthaltende DNA-
Sonden mit einer Quenchereinheit, die �ber einen a-Azi-
doetheranker gebunden ist (Abbildung 4). Reduktion des
Azido-Rests durch Triphenylphosphan lçst den Quencher
vom DNA-Strang, was zur Wiederherstellung der Fluores-
zenz f�hrt. Als Folge der g�nstigen Kinetik und hohen Bio-
orthogonalit�t der Templat-vermittelten Staudinger-Reduk-
tion konnte diese Methode zum sequenzselektiven Nachweis
von Nucleins�uren sowohl in vitro als auch direkt in pro-
karyotischen Zellen eingesetzt werden.

Schema 20. Struktur des Azido-dATP-Analogons 67 und der Azido-
dTTP-Analoga 68 und 69.

Schema 21. Methyltransferase (M.Taql) katalysiert die Methylierung
von DNA an der Erkennungsstelle und kann in Kombination mit Co-
faktor 71 b als Azidonucleosidyl-Transferase verwendet werden. Fettge-
druckte Buchstaben stehen f�r die M.TagI-Erkennungsstelle.
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4. Die Staudinger-Ligation als Synthesemethode

4.1. Peptid- und Cyclopeptidkonjugate

Ein hervorragendes Beispiel f�r eine hochselektive Re-
aktion zur Anordnung von Polypeptidstrukturen ist die native
chemische Ligation, die von Wieland et al.[76] entdeckt und
durch Kent et al. weiterentwickelt wurde.[77] Diese chemose-
lektive Reaktion ermçglicht die Kupplung zweier unge-
sch�tzter Peptidfragmente unter physiologischen Bedingun-
gen unter Bildung eines einzigen Produkts in hoher Ausbeute.
Die native chemische Ligation ist daher – nicht �berraschend
– eine der am h�ufigsten genutzten Methoden zur Ligation
von Peptidfragmenten, um synthetische Proteine herzustel-
len.[2, 78] Das Grundprinzip dieser Ligationsmethode ist die
Reaktion eines C-terminalen Thioesters des einen Peptid-
fragments mit einem N-terminalen Cysteinrest des anderen
Peptidfragments. Die Notwendigkeit eines Cysteinrests an
der Ligationsstelle bedeutet eine Einschr�nkung f�r diese
Reaktion. Zudem sind freie Cysteinreste in Proteinen, wo sie
haupts�chlich in Form von Disulfidbr�cken vorliegen, recht
selten. Die moderne Peptidsynthese ist auf Peptide be-
schr�nkt, die bis zu 50 Reste enthalten, was die vollst�ndige
chemische Synthese eines Proteins ausschließt.[25, 27] Raines
et al. erkannten das Potenzial der Staudinger-Ligation, aus
einem Azid und einem Thioester Peptidbindungen zu bilden,
was die Synthese langer Peptidfragmente zul�sst
(Schema 22).

Das Prinzip der Polypeptidsynthese �ber die spurlose
Staudinger-Ligation wurde durch Kupplung verschiedener
Peptidfragmente elegant demonstriert.[25,27] Weitere Synthe-
searbeiten f�hrten durch Kombination einer Ligation expri-
mierter Proteine (EPL) und einer spurlosen Staudinger-Li-
gation zum vollst�ndigen Aufbau des RNase-A-Proteins. Im
ersten Schritt wurden zwei Peptidfragmente, die �ber Fest-
phasenpeptidsynthese erhalten worden waren, �ber Staudin-
ger-Ligation verkn�pft. Das Produkt wurde anschließend
durch native chemische Ligation an ein Peptid, das in E. coli
exprimiert wurde, gebunden.[79]

Die anf�nglich vorgeschlagene spurlose Staudinger-Liga-
tion zur Peptidverkn�pfung verlief bei Verwendung von

Phosphan 20 zur Bildung eines Dipeptids nur mit einem
Glycinrest an der Verkn�pfungsstelle in hohen Ausbeuten.
Liskamp et al. entwickelten eine Route mit ortho-2-(Diphe-
nylphosphan)phenol (72 ; Schema 23) anstelle von Phosphan

20, um Ester statt Thioester zu bilden und so die Nachteile zu
beseitigen.[80] Ihnen gelang die durch spurlose Staudinger-
Ligation vermittelte Synthese von Tetra- und Pentapeptiden.
Die Verwendung von Phosphan 72 zur Peptidligation ergab
jedoch niedrige Ausbeuten. Raines et al. demonstrierten
sp�ter die Kompatibilit�t des Thioesterphosphans mit Nicht-
glycylaminos�ureresten, indem sie die Elektronendichte am
Phosphoratom genau einstellten, was zum p-Methoxy-sub-
stituierten Diphenylphosphanylmethanthiol 73 f�hrte.[81]

Eine Staudinger-Ligation mit Phosphan 73 ergab das ge-
w�nschte Produkt mit hoher Chemoselektivit�t, d.h. mini-
maler unspezifischer Aminolyse, und in hoher Ausbeute
(> 80%). Ferner entwickelten Raines et al. das wasserlçsliche
Phosphoniumsalz 74 (Schema 23), um die Ligation unter
physiologischen Bedingungen zu ermçglichen. Die Kompa-
tibilit�t von 74 wurde durch seine Verwendung zur Ligation
exprimierter Proteine elegant nachgewiesen.

Der Phosphanylthioester konnte am C-Terminus der
Ribonuclease (RNase A) aus Rinderpankreas eingebaut
werden.[82] Neuere Untersuchungen zeigten, dass durch Ein-
f�hrung kationischer Reste in Phosphan 72 oder Variation der
kationischen Gruppe von Phosphanylthiol 74 die F�higkeit
dieser Phosphansonden zur Vermittlung der spurlosen Stau-
dinger-Ligation in Wasser deutlich verbessert wurde.[83, 84]

F�r die spurlose Staudinger-Ligation wurden in den letz-
ten Jahren mehrere Anwendungsmçglichkeiten auf dem
Gebiet der Peptidforschung erschlossen.[3] So demonstrierten
Liu et al. die konvergente Kupplung von Glycopeptiden mit
rekombinant hergestellten Peptidsegmenten unter Bildung
von Glycopolypeptiden (Schema 24 a).[85] Ein weiteres ele-

Abbildung 4. Q-STAR-Prinzip. Wiedergabe aus Lit. [75].

Schema 22. Spurlose Staudinger-Ligation zur Peptidkonjugation.

Schema 23. Staudinger-Sonden f�r die spurlose Staudinger-Ligation
von Peptiden.
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gantes Beispiel f�r Peptidverkn�pfung ist die intramolekulare
Staudinger-Cyclisierung von van Maarseveen et al.[86] Sie
entwickelten eine Strategie, bei der sie ein luftstabiles Boran-
gesch�tztes Phosphanylthiolauxiliar nutzten, um Biarylma-
krolactame herzustellen (Schema 24 b). Diese Methode
wurde sp�ter von Kleineweischede et al. aufgegriffen, die
zeigten, dass die Staudinger-basierte Peptidligation in Ge-
genwart oder Abwesenheit von Schutzgruppen an den Pep-
tidseitenketten durchgef�hrt werden kann, wenn maskierte
Phosphanylthioester eingesetzt werden.[87] Mit protoniertem
oder Boran-gesch�tztem Phosphanylthiol erhielten die Au-
toren unter milden Reaktionsbedingungen cyclische Peptide
in guten Ausbeuten (Schema 24c). Die Anwendung der
Staudinger-Ligation oder der Kupfer(I)-katalysierten Azid-
Alkin-Reaktion an Azid-funktionalisierten Porphyrinen und
Peptidthioestern lieferte verschiedene Peptid-Porphyrin-
Konjugate in guten Ausbeuten (Schema 24d).[88]

Um die m�hsame Aufarbeitung zu umgehen, die nach
einer Peptidsynthese �ber Staudinger-Ligation h�ufig not-
wendig ist, haben Kim et al. eine Festphasenstrategie f�r die
Staudinger-Ligation zur Synthese kleiner Peptide entwickelt
(Schema 25).[89] Unter Verwendung eines HiCore-Harzes
konnte die Staudinger-Ligation durchgef�hrt werden, und
nach Regeneration ließ sich der feste Tr�ger ohne Verringe-
rung der Leistung bis zu f�nf Mal wiederverwenden.

4.2. Glycopeptidkonjugate

Die unbestrittene Bedeutung von Glycopeptiden und
-proteinen in biologischen Systemen forderte Chemiker dazu
heraus, leistungsf�hige Methoden zur Kupplung von Glyco-
sylresten mit Aminos�uren zu erschließen. Hier erwies sich
die Staudinger-Ligation wiederum als n�tzliche Methode zum
Aufbau von Glycoaminos�uren (siehe unten) und Konjugaten
von Kohlenhydrathaptenen an immunogenen Protein-Carri-
ern.[90] Davis et al. f�hrten die Dreikomponenten-Staudinger-
Ligation zur Synthese N-verkn�pfter Glycoaminos�uren ein
(Schema 26).[91] Diese Methode konnte auf eine Reihe von
Kohlenhydraten �bertragen werden und war kompatibel mit
verschiedenen Peptidfragmenten, was den Aufbau biologisch
relevanter N-verkn�pfter Glycopeptide ermçglichte. Die
Verwendung von Trialkylphosphan-Verbindungen (z. B.
PBu3) kann jedoch mçglicherweise eine Kontraktionsreakti-
on vermitteln, in deren Verlauf ein einzelnes Schwefelatom
eines Disulfidglycoproteins unter Bildung des entsprechen-
den S-verkn�pften Glycoproteins abgespalten wird.[92] Den-
noch nutzten die Arbeitsgruppen von Green und Davis die
Dreikomponenten-Staudinger-Reaktion gemeinsam zur
Herstellung von Kohlenhydrat-funktionalisierten einwandi-
gen Kohlenstoffnanorçhren (Glycol-SWNTs).[93] In Anbe-
tracht der Schwierigkeiten, die mit dem Nachweis dieser
funktionalisierten Nanostrukturen verbunden sind, setzten
die Autoren Iod-markierte Kohlenhydrate ein, um die
Funktionalisierung der SWNTs nachzuweisen.

Mit der Dreikomponenten-Staudinger-Ligation gelang
Lindhorst et al. vor Kurzem der Zugang zu Amid-verkn�pf-
ten Glycomimetika wie N-Mannosyloxyethyl- und N-Gly-
cosyloctanamid-Aminos�uren sowie zu dreiwertigen Glyco-
cluster-Aminos�uren.[94] Außerdem beschrieben Bur�s
et al.[95] die Synthese verschiedener Dipeptide unter Ver-
wendung der Dreikomponenten-Staudinger-Ligation. Ab-
weichend vom Davis-Verfahren wurde in dieser besonderen
Methode katalytisches PhSeSePh zur Aktivierung der Car-
bons�ure eingesetzt.

Bernardi et al. untersuchten die Kupplung von Amino-
s�uren an ungesch�tzte a- und b-Glycosylazide unter Ver-
wendung der fluorierten Phosphanester 75a–e
(Schema 27).[96] Zuerst wurde 2-(Diphenylphosphanyl)-5-flu-
orphenol an den Carbons�urerest einer a- oder b-Amino-
s�ure gebunden. Im zweiten Schritt lieferte die Staudinger-
Ligation mit den ungesch�tzten a- und b-Glycosylaziden 76–
78 Glycosylaminos�uren (d.h. 79a–e bis 81a–e) in guten
Ausbeuten. Diese Methode funktioniert besonders gut mit
ungesch�tzten b-Aziden der gluco-, galacto- und fuco-Reihe,

Schema 24. Die spurlose Staudinger-Ligation zum Aufbau verschiede-
ner Peptidkonjugate.

Schema 25. Staudinger-Ligations-basierte Festphasenpeptidsynthese
(SPPS).

Schema 26. Dreikomponenten-Staudinger-Ligation bei der Synthese
von Glycoaminos�ure. PG= Schutzgruppe.
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w�hrend a-Glucosylazide und modifiziertes GluNAc weniger
gut reagieren.

4.3. Oberfl�chenmodifikationen

Das wachsende Interesse an der ortsspezifischen Immo-
bilisierung von Peptiden und Proteinen auf Oberfl�chen zeigt
sich durch die wachsende Zahl an Publikationen in den ver-
gangenen Jahren.[97] Nicht �berraschend ist die Staudinger-
Ligation von zentraler Bedeutung f�r die kovalente Anbin-
dung von Biomolek�len an Oberfl�chen.[98] Die ersten Bei-
spiele f�r Oberfl�chenmodifizierungen mit der Staudinger-
Ligation wurden gleichzeitig von Raines et al.[99] und den
Arbeitsgruppen von Breinbauer, Niemeyer und Wald-
mann[100] beschrieben.

Beide Beispiele belegten die Leistungsf�higkeit der
spurlosen Staudinger-Ligation hinsichtlich der Immobilisie-
rung von Peptiden und Proteinen auf Glasoberfl�chen.
Raines et al. demonstrierten unl�ngst die ortsspezifische Im-
mobilisierung von RNase A auf Phosphanylthioester-haltigen
Goldoberfl�chen (Schema 28).[101] Die kovalente Anbindung
wurde durch prim�re Antikçrper der anti-RNase A aus Ka-

ninchen, Immunassay und ellipsometrische Messungen veri-
fiziert.

In einer gemeinsamen Arbeit immobilisierten die Grup-
pen um Waldmann und Goody ein Azid-markiertes Ras-
Protein ortsspezifisch auf einer Phosphan-funktionalisierten
Glasoberfl�che.[102] Das modifizierte Ras-Protein wurde
durch Ligation exprimierter Proteine (EPL) hergestellt,
w�hrend der Phosphanrest durch Peptidkupplung an mit
Poly(amidoamin)(PAMAM)-Dendrimer bedeckten Glas-
platten eingef�hrt wurde. Die Staudinger-Ligation wurde
anschließend eingesetzt, um das Ras-Protein auf der Glas-
oberfl�che ortsspezifisch zu immobilisieren (Schema 29).

Gauchet et al. kombinierten die Strategie der posttranslatio-
nalen Proteinmodifizierung und der Immobilisierung an
Phosphan-modifizierten Oberfl�chen und demonstrierten
damit die regio- und chemoselektive Immobilisierung von
Proteinen auf Glasoberfl�chen.[103] Basierend auf dem Far-
nesyltransferase-Assay von Zhao et al.[68] wurde ein Azido-
farnesylderivat posttranslational eingelagert, um Azido-GFP
und Azido-GST (GFP = gr�n fluoreszierendes Protein,
GST= Glutathion-S-Transferase) zu erhalten, w�hrend
Phosphan-derivatisierte Glasplatten f�r die Staudinger-Liga-
tionen nach der Vorschrift von Raines et al.[99] vorbereitet
wurden.

Van Hest et al. beschrieben eine Methode zur kupfer-
freien Bildung Azid-haltiger Oberfl�chen zur Immobilisie-
rung funktioneller Molek�le.[104] �ber thermische Vernetzung
eines Azid-haltigen Polymers mit passenden vernetzenden
Agentien wurden Beschichtungen erhalten, die f�r weitere
Modifizierungen geeignet waren. In einem folgenden Schritt
wurde die Reaktivit�t der Beschichtung gegen�ber verschie-
denen fluoreszenzmarkierten Sonden getestet (einschließlich
der reaktiven Verbindungen wie in Schema 1 dargestellt). Die
Reaktivit�t der Staudinger-Sonde 82 gegen�ber Oberfl�-
chenmodifizierung erwies sich als m�ßig verglichen mit jener
der Dibenzocyclooctin- und Oxanorbornadien-Gegenst�cke
(Schema 30).

Schema 27. Dreikomponenten-Staudinger-Ligation bei der Synthese
von Glycoaminos�uren. Boc= tert-Butoxycarbonyl.

Schema 28. Ortsspezifische Immobilisierung Azid-modifizierter
RNase A auf einer mit Phosphanylthioestern bedeckten Goldoberfl�-
che. Adaptiert aus Lit. [101].

Schema 29. Ortsspezifische Immobilisierung des Ras-Proteins auf
einer Phosphan-modifizierten Oberfl�che. Adaptiert aus Lit. [102].
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4.4. Biomedizinische Anwendungen

Eine interessante biomedizinische Anwendung der Stau-
dinger-Ligation beschrieben Florent et al. Sie erforschten die
Verwendung dieser Methode als Auslçser f�r die Wirkstoff-
Freisetzung.[105] Zu diesem Zweck entwickelten sie Phos-
phansonden 83 mit einer modifizierten elektrophilen Falle,
die als System zur Propharmakon-Freisetzung fungieren
kçnnte. In einer Modellreaktion wurde die Freisetzung von 4-
Nitroanilin (pNA, 86 a) untersucht und damit die Wirksam-
keit des Freisetzungsmechanismus nachgewiesen. In einer
nachfolgenden Studie wurde die Freisetzung des Antikrebs-
mittels Doxorubicin beobachtet (Schema 31). Nach Behand-
lung des Propharmakons 83b mit einem Azid wurde das Aza-

Ylid 84 gebildet. Durch intramolekulare Umlagerung wurde
die Phenolatzwischenstufe 85 erzeugt, die �ber 1,6-Chinon-
Methid-Umlagerung die aktive Substanz (Doxorubicin, 86b)
freisetzte.

In einem weiteren biomedizinischen Beispiel zeigten
Zhang et al. die leistungsf�hige und chemoselektive Funk-
tionalisierung von Liposomoberfl�chen mithilfe der Stau-
dinger-Ligation.[106] Eine Phosphan-markierte Liposomober-
fl�che wurde unter biologisch vertr�glichen Reaktionsbedin-
gungen mit Azidolactose umgesetzt, wobei ein Glycoliposom
gebildet wurde, das sich zur Bindung von Lectinen eignet. Die
Staudinger-Ligation erwies sich als gute Alternative zu allen
�blichen Verfahren f�r die Funktionalisierung von Lipo-
somoberfl�chen. Mit der Funktionalisierung nanogroßer Li-
posome verwandt ist die Modifizierung viraler H�llproteine
mithilfe der Staudinger-Ligation.[45] Die ortsspezifische Ein-
lagerung der nichtnat�rlichen Aminos�ure p-Azidophenyl-
alanin in das H�llprotein der Z-Dom�ne eines Phagensystems
konnte in der Staudinger-Ligation �ber die Reaktion mit
Fluorescein-gebundenen Phosphanen genutzt werden. Die
Ligation erfolgte mit hoher Effizienz, ohne das Phagensystem
zu beeintr�chtigen. �berdies wurde der Aufbau eines nicht-
viralen Gentransportsystems unter Verwendung der Stau-
dinger-Ligation verfolgt.[107] Dazu wurde die Bildung diskre-
ter Nanopartikel durch Komplexierung eines DNA-Nucleo-
tids mit einem kationischen Polyamidoamin untersucht. Zur
besseren Aufnahme in die Zelle wurde das Azid enthaltende
kationische Polymer sowohl vor als auch nach der Partikel-
bildung mit einem Phosphan-haltigen RGD-Peptid umge-
setzt. Die Komplexierung danach verlief besser und lieferte
stabilere Partikel.

4.5. Polymer-basierte Staudinger-Ligation

Neben den zahlreichen Anwendungen der Staudinger-
Ligation in der chemischen Biologie gibt es auch eine zu-
nehmende Zahl an Verwendungsmçglichkeiten dieser Kon-
jugationsstrategie f�r biomakromolekulare Materialien.

Schema 30. Synthese funktioneller, Azid-haltiger Schichten. Der Azid-
gehalt wurde �ber die fluoreszenzmarkierte Staudinger-Sonde 82 be-
stimmt.

Schema 31. Durch Staudinger-Ligation ausgelçste Wirkstofffreisetzung.
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K�rzlich wurde die Staudinger-Ligation elegant eingesetzt,
um Alginat zu vernetzen und zu funktionalisieren. Dieses
biokompatible, Hydrogel bildende Material wurde als zell-
stabilisierende Matrix and als Biosensor-Schutzschicht ver-
wendet.

Alginat kann nach Behandlung mit mehrwertigen Katio-
nen (Ba2+ oder Ca2+) Hydrogele bilden. Gatt�s-Asfura und
Stabler zeigten, dass die Modifizierung von Alginat mit Azid-
funktionalisiertem Ethylenglycololigomer und anschließen-
der Vernetzung mit Phosphan enthaltenden PEG-Vernetzern
89 die Bildung stabiler Hydrogele zur Folge hat (Sche-
ma 32 a).[108] Die Autoren demonstrierten zudem, dass Azid-
modifiziertes Alginat bei Behandlung mit Ba2+ noch Hydro-
gele bilden kann und durch Staudinger-Ligation mit einem
Carboxyfluorescein-markierten Phosphanmarker 90 effizient
visualisiert werden kann (Schema 32b).

Eine weitere interessante Anwendung auf dem Gebiet der
Polymerwissenschaften beschrieben Zhou et al. Sie entwi-
ckelten ein neutral-geladen-neutral-schaltbares Polymer, ba-
sierend auf der Bildung von Amidiniumkationen nach Be-
handeln einer w�ssrigen Amidin-haltigen Polymerlçsung mit
CO2-Gas (Schema 33).[109] Dazu wurde mit der Staudinger-
Ligation ein Amidinmotiv an ein PAMS-co-PS-Copolymer
(PAMS = Poly(p-azidomethylstyrol), PS = Polystyrol) gehef-
tet. Unter den verschiedenen Methoden zum Einbau der
Amidinfunktion in das Copolymer erwies sich die Staudinger-
Ligation mit Phosphan 91 am geeignetsten. Das erhaltene
funktionelle Polymer konnte in Lçsung beim Durchperlen
von CO2- oder N2-Gas reversibel zwischen einem neutralen
und einem geladenen Zustand wechseln (Einschub in
Schema 33).

5. Neue Synthesekonzepte

Hackenberger et al. f�hrten 2009 die Staudinger-Phos-
phit-Reaktion zur chemoselektiven Modifizierung von Pro-
teinen ein.[110] Die erstmals von Kabachnik und Gilyarov[111]

beschriebene Umsetzung beruht auf einer modifizierten
Staudinger-Reaktion, in der in einem zweistufigen Prozess
zwischen einem Phosphit 92 und einem Azid 1 ein Phos-
phoramidat 93 gebildet wird (Schema 34). Nachdem das
Konzept der Staudinger-Phosphit-Reaktion getestet war,
wurde die chemoselektive Modifizierung Azid-haltiger Pep-
tide und Proteine verfolgt (Schema 35 a,b).

In einem Beispiel (Schema 35b) belegten die Autoren die
Anwendbarkeit der Staudinger-Phosphit-Reaktion zur se-
lektiven Phosphorylierung des Modellproteins SecB. Mit dem
photospaltbaren Phosphit 94 konnte eine quantitative Phos-
phorylierung erreicht werden, indem das Phosphoramidat
durch Bestrahlen des Proteins in situ hydrolysiert wurde.
Dieses Konzept wurde unter Verwendung unsymmetrischer
Phosphite weiter erforscht.[46] W�hrend die Synthese unsym-
metrischer Phosphitreagentien gelang, ergab die Anwendung
solcher Verbindungen Phosphoramiditgemische. Trotzdem
wurde ein Azidoproteinmodell biotinyliert und ergab eine
ausreichende Umwandlung in das gew�nschte Produkt, was
durch Western-Blot-Analyse gezeigt wurde. K�rzlich be-
schrieben Hackenberger et al. die effiziente PEGylierung
eines Azid-haltigen Proteins.[112] Unter Verwendung symme-
trischer PEG-Phosphite gelang die Staudinger-Phosphit-Re-

Schema 32. a) Hydrogelbildung von Azidoalginat �ber Staudinger-ver-
mittelte PEG-Vernetzung. b) Hydrogelbildung mit Ba2+-Ionen und
nachfolgende Fluoreszenzmarkierung. Wiedergabe aus Lit. [108] mit
Genehmigung.

Schema 33. Synthese und Anwendung schaltbarer Polymere durch
Behandlung mit CO2 oder N2. Wiedergabe aus Lit. [109].

Schema 34. Staudinger-Phosphit-Reaktion eines Phosphits mit einem
Azid.
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aktion mit E.-coli-Lysat. Dieselbe Arbeitsgruppe verwendete
die Staudinger-Phosphit-Methode zur Festphasensynthese
Phosphoramidat-haltiger Peptide.[113] Diese Methode wurde
auf die Synthese Phosphoramidat-verkn�pfter Glycopeptide
ausgedehnt.[114] In einer zweistufigen Synthesestrategie
wurden zun�chst Serin enthaltende Peptide durch Phos-
phitylierung mit Phosphoramiditen in Phosphitpeptide �ber-
f�hrt. Im zweiten Schritt wurden diese Phosphitpeptide mit
Glycosylaziden behandelt, wobei sich Phosphoramidat-ge-
bundene Glycopeptide bildeten. Bei der Abspaltung vom
festen Tr�ger mit Trifluoressigs�ure wurden jedoch mehrere
Nebenprodukte gebildet, darunter Phosphotriester und De-
hydroalaninreste.

Als Alternative zur Staudinger-Ligation demonstrierten
Raines und Myers die Brauchbarkeit der Phosphane vom
Staudinger-Typ f�r die Umsetzung mit Aziden zu Diazover-
bindungen.[115] Die Bedeutung der Diazoverbindungen in der
organischen Synthese zeigt sich in der Vielfalt der Reaktio-
nen, bei denen dieser Verbindungstyp auftritt, z.B. bei Cy-
clopropanierungen, Ylidbildung und s�urekatalysierten Cy-
clisierungen. Raines et al. stellten fest, dass die Verwendung
des Phosphan-derivatisierten N-Hydroxysuccinimylesters 95,
eines hochreaktiven Acylierungsreagens, bei der Behandlung
verschiedener Azide 96 a–k die Bildung von Acyltriazenver-
bindungen katalysiert. In einer nachfolgenden Desimidoge-
nierung konnten die entsprechenden Diazoverbindungen
97a–k in ausgezeichneten Ausbeuten erhalten werden
(Schema 36). Es wird erwartet, dass diese Vorgehensweise
das Gebiet der pr�parativen organischen Chemie stark be-
einflussen wird, da sie, ausgehend von leicht zug�nglichen
Ausgangsmaterialien, unter milden Bedingungen Diazover-
bindungen liefert.

6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Bioorthogonale Konjugationsmethoden sind von allge-
meinem Interesse sowohl f�r Biologen als auch f�r Chemiker.

Dieses recht neue Gebiet der Chemie expandiert rasch und
hat breite Anwendung im Bereich der Systembiologie ge-
funden. Zudem ermçglichen neue Konjugationsstrategien die
Modifizierung komplexer biologischer Zielmolek�le, die mit
fr�her vorhandenen Methoden nicht untersucht werden
konnten.[116] Die Staudinger-Ligation wurde als eine der
ersten Reaktionen eingef�hrt, die die Kriterien der bioor-
thogonalen Ligationschemie erf�llten.[6] Folglich hat sich die
Staudinger-Ligation als besonders n�tzlich f�r die Markie-
rung von Biomolek�len in deren nat�rlicher Umgebung er-
wiesen. Außer als effizientes Markierungsverfahren hat sich
die Staudinger-Ligation auch zur tauglichen Methode f�r die
Oberfl�chenmodifizierung und zum Aufbau von Polypepti-
den, Glycopeptiden und Glycoproteinen entwickelt.

Obwohl die spurlose Staudinger-Reaktion �ber die letz-
ten Jahre deutliche Aufmerksamkeit auf sich gezogen hat,
wird sie nicht so h�ufig angewendet wie ihr nichtspurloses
Gegenst�ck, wegen der Schwierigkeiten, die bez�glich der
Orthogonalit�t mit verschiedenen Nucleophilen auftreten.
Mit diesen Selektivit�tsproblemen haben sich Liskamp et al.
befasst; sie zeigten, dass bei Pentapeptidbildung mit unge-
sch�tzten Peptiden eine unspezifische Aminolyse erfolgt.[80]

�berdies verringert sterische Hinderung an der Ligations-
stelle (wie in Nichtglycylkupplungen) die Ausbeute der Li-
gation betr�chtlich. Schließlich kçnnen zwei strukturelle
Nachteile der spurlosen Staudinger-Ligation unterschieden
werden: Erstens ist das elektronenreiche Phosphan anf�llig
gegen Oxidation,[117] und zweitens sind die wenig stabilen
Thioester nicht immer einfach zu synthetisieren.

Außer der Staudinger-Ligation wurden in letzter Zeit
noch andere Strategien zur selektiven und kontrollierten
Konjugation entwickelt. 2005 wurde die kupferkatalysierte
1,3-dipolare Cycloaddition eines Azids mit einem Alkin als
neue Biokonjugationsmethode vorgestellt. Entwicklung und
Anwendungen dieser kupferkatalysierten Cycloaddition
wurden mehrfach beschrieben.[8,118] Die beiden einzigartigen
chemischen Anker (Azide und Alkine) kçnnen ohne weiteres
in vivo eingef�hrt werden und nach Zell-Lyse noch f�r Kon-
jugationszwecke verwendet werden. In vielen der oben be-
schriebenen Anwendungen der Staudinger-Ligation wurde
die Konjugation an Zell-Lysaten durchgef�hrt und kçnnte
daher auch durch die kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cyclo-
addition (CuAAC) ersetzt werden. Die Hauptvorteile der
CuAAC gegen�ber der Staudinger-Ligation sind die hçhere

Schema 35. Anwendungen der Staudinger-Phosphit-Reaktion.

Schema 36. Phosphan-vermittelte Umwandlung von Aziden in Diazo-
verbindungen.
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Reaktionsgeschwindigkeit und die Mçglichkeit, sowohl Azid
als auch Alkin als chemische Reporter einzusetzen. Diese
Reaktion eignet sich vor allem f�r die Konjugation von Bio-
molek�len in vitro, da Kupfer in lebenden Systemen toxisch
wirkt.

Um die Verwendung von Kupfer zu umgehen, wurden
durch Spannung beg�nstigte Cycloadditionen als neuer Typ
bioorthogonaler Konjugationsmethoden entwickelt. Diese
Cycloadditionen erfordern ein Azid und ein gespanntes cy-
clisches Gegenst�ck (z.B. Oxanorbornadiene, Cyclooctine
und Dibenzocyclooctine).[5a] Es wurden mehrere Cyclooctin-
typen mit variierenden Eigenschaften entworfen. Am viel-
versprechendsten sind die difluorierten Cyclooctine
(DIFO),[10c,d] die Bicyclononine (BCN),[119] Di-
benzocyclooctinole[12] und die Azadibenzocyclooctine
(DIBAC).[120] Großes Potenzial bergen die durch Spannung
beg�nstigte Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC) und die
Cycloaddition von Tetrazinen und trans-Cyclooctenen, die
zur Markierung lebender Krebszellen eingesetzt wird.[121] Die
genannten Cycloadditionen kçnnen wegen ihrer hçheren
Reaktionsgeschwindigkeiten g�nstiger sein als die Staudin-
ger-Ligation. In letzter Zeit erschienen mehrere �bersichten,
die sich mit der Entwicklung und den Anwendungen dieser
und anderer bioorthogonaler Reaktionen befassten.[122]

Auch wenn einige dieser aufstrebenden Strategien her-
vorragende Eigenschaften aufweisen, bleibt die Staudinger-
Ligation eine interessante Biokonjugationsmethode und wird
noch h�ufig in der chemischen Biologie verwendet. Ihre
Etabliertheit zeigt sich anhand der kommerziellen Verf�g-
barkeit des Triarylphosphan-FLAG-Konjugats. Zudem setzt
die Staudinger-Ligation einen hohen Standard, mit dem die
meisten neuen Biokonjugationstechniken h�ufig verglichen
werden.[10b] Dies wurde durch einen j�ngsten Kopf-an-Kopf-
Vergleich der nichtspurlosen Staudinger-Sonde mit verschie-
denen Cyclooctinen hinsichtlich der In-vivo-Markierung Azid
enthaltender Splenocyten veranschaulicht. Trotz der inh�rent
niedrigeren Reaktionsgeschwindigkeit der Staudinger-Sonde
bez�glich der Azide im Vergleich zu Cyclooctinen erwies sie
sich als die robustere Markierungsstrategie.[123] Die ideale
bioorthogonale Konjugationsmethode h�ngt daher von der
Versuchsanordnung ab. Wird ein bew�hrtes In-vivo-Verfah-
ren gew�nscht, ist die Staudinger-Ligation eine �ußerst ge-
eignete Methode. Umgekehrt kann f�r schnelle Zellmarkie-
rung ex vivo die spannungsvermittelte Cycloaddition eine
zuverl�ssigere Methode sein.[10c]

Bei allen bioorthogonalen Reaktionen ist zu beachten,
dass die native Situation durch die Einf�hrung eines kleinen,
physiologisch stabilen, nichtnat�rlichen chemischen Repor-
ters ver�ndert wird. Dieser kleine Eingriff in die native Um-
gebung kann die Struktur und damit die Aktivit�t, Lokalisa-
tion und Stabilit�t eines Biomolek�ls beeinflussen. Daher
wird die Suche nach anderen bioorthogonalen und biomi-
metischen chemischen Reportern, die das Azid als chemi-
schen Griff umgehen, eine stetige Herausforderung bleiben.
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