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1. Einleitung

Die Untersuchung der Struktur und Funktion von Pro-
teinen ist von großer Bedeutung nicht nur f�r die Grund-
lagenforschung, sondern auch f�r die Entwicklung biomedi-
zinischer und biotechnologischer Anwendungen. Eine leis-
tungsf�hige Methode zur Aufkl�rung von Proteinfunktionen
ist dabei die Modifizierung von Proteinen mit molekularen
Sonden.[1, 2] F�r die Bildgebung in lebenden Zellen mithilfe
von Fluoreszenzfarbstoffen sollten die zu untersuchenden
Proteine mit einem Fluoreszenzmarker gekuppelt sein, der
eine selektive Bestimmung ihrer Lokalisierung, Bewegung
und Aktivit�t in Echtzeit ermçglicht. Die Modifizierung von
Proteinen mit synthetischen Molek�len ist auch eine n�tzli-
che Technik, um Proteinfunktionen k�nstlich zu ver�ndern
und so neue Biokatalysatoren und bioanalytische Hilfsmittel
verf�gbar zu machen. Der aktuelle Trend der chemisch-bio-
logischen Forschung geht dahin, die Proteinmodifizierungen
unter Bedingungen durchzuf�hren, die denen in lebenden
Zellen oder in Geweben/Organen n�her kommen als die im
Reagenzglas (in vitro). Um einheitlich mit synthetischen
Molek�len modifizierte Proteine zu erhalten, m�ssen meh-
rere Bedingungen erf�llt sein, darunter 1) Proteinselektivit�t,
2) Selektivit�t f�r die Markierungsposition, 3) Kontrolle der
Zahl der Markierungsstellen und 4) weitere Modifizierung
der markierten Aminos�uren. Die neu entwickelten, hoch-
pr�zisen Proteinmodifizierungsverfahren kçnnen grob in
zwei Kategorien unterteilt werden: Die erste beruht auf einer
gentechnischen Modifizierung, die einen erweiterten geneti-
schen Code nutzt, und die zweite auf der Markierung expri-
mierter Proteine (posttranslationale Proteinmodifizierung).
Die erste Methode wurde von Peter G. Schultz eingef�hrt und

besteht aus der direkten Einf�hrung
einer nichtnat�rlichen Aminos�ure,
die einen Fluorophor oder andere
Funktionalit�ten tr�gt, in ein Zielpro-
tein an der gew�nschten Position.[3–6]

Nachteile dieser Technik sind die be-
grenzte Funktionalit�t der Sonden, die eingeschr�nkte Zahl
nutzbarer Zelllinien sowie unzureichende Ausbeuten der
gentechnisch ver�nderten Proteine. Die Methode der post-
translationalen Modifizierung ist besser geeignet, um die
Vielfalt unterschiedlicher Funktionalit�ten in synthetischen
Molek�len umfassend zu nutzen. Diese Methode, die haupt-
s�chlich chemiegetrieben ist, ermçglicht die flexible und ef-
fiziente Modifizierung von Proteinen zu jedem Zeitpunkt und
an jeder Position in der Proteinsequenz. Die Proteine kçnnen
mit einer ganzen Palette funktionaler Molek�le modifiziert
werden, darunter lumineszierende Farbstoffe, spinaktive und
NMR-aktive Sonden, photoaktivierbare Molek�le und Poly-
mere, wenn die oben genannten Bedingungen erf�llt werden
kçnnen. Dieser Aufsatz befasst sich mit der posttranslatio-
nalen Proteinmodifizierung und diskutiert aktuelle Fort-
schritte, die den Nutzen dieser Methode f�r die biologische
Grundlagenforschung und f�r Anwendungen vergrçßern
kçnnen (Schema 1).

Die Modifizierung von Proteinen mit synthetischen Sonden kann in
vielf�ltiger Weise zur Aufkl�rung und Beeinflussung von Protein-
funktionen in vitro, in lebenden Zellen oder in vivo genutzt werden.
Wir stellen hier die j�ngsten Fortschritte bei den Methoden zur che-
mischen Proteinmodifizierung und ihrer Anwendung beim Protein-
Engineering vor, wobei wir uns auf vier Strategien konzentrieren:
1) Biokonjugationsreaktionen von Aminos�uren an der Oberfl�che
nat�rlicher Proteine, haupts�chlich im Reagenzglas; 2) bioorthogo-
nale Reaktionen von Proteinen mit nichtnat�rlichen reaktiven Mar-
kergruppen; 3) Kupplung von Erkennungs- und reaktiven Regionen
unter Verwendung eines Paars aus Enzym oder kurzem Peptid mit
einem Sondenmarker zur Markierung nat�rlicher Aminos�uren
4) ligandendirigierte chemische Reaktionen zur selektiven Markierung
endogener Proteine in lebenden Systemen. Zusammengenommen
bieten diese Techniken ein n�tzliches Repertoire von Methoden zur
Anwendung in der chemischen Biologie, wobei die drei letztgenannten
auf unver�nderte (lebende) Systeme anwendbar sind. Die organische
Chemie zur Manipulation endogener Proteine ist zwar noch in einer
fr�hen Phase, doch die nachfolgend beschriebenen Anwendungen
sind ein lohnendes Ziel f�r Chemiker.
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2. Biokonjugation nat�rlicher Aminos�uren f�r
Proteinmodifizierung und -Engineering

2.1. Biokonjugation nat�rlicher Aminos�uren an einer
Proteinoberfl�che

2.1.1. Klassische Biokonjugationsverfahren f�r Proteine

Aus Sicht des Chemikers kçnnen alle Proteine als gefal-
tete Polymere mit vielen nucleophilen funktionellen Gruppen
an der Oberfl�che gelten. Von den zahlreichen nat�rlich in
Proteinen vorkommenden nucleophilen Aminos�ureresten
wird Cystein mit seiner Thiolgruppe oft f�r eine ortsspezifi-
sche Modifizierung von Proteinen genutzt, weil die Thiol-
gruppe besonders nucleophil ist und zudem in den meisten
Proteinen relativ selten an der Oberfl�che vorkommt (ge-
nomweit nur 2.3%). Wenn es keinen reaktiven Cysteinrest an
der Proteinoberfl�che gibt, kann man einen solchen durch
gentechnische Punktmutation einf�hren, eine effiziente Me-
thode f�r die ortsspezifische Proteinmodifizierung. Die
Thiolgruppe von Cystein l�sst sich leicht durch Reaktion mit
a-Halogenketonen oder Michael-Akzeptoren wie Maleimid-
derivaten alkylieren (Schema 2 a). Auch die e-Aminogruppe

von Lysin ist (obwohl Lysin deutlich h�ufiger vorkommt als
Cystein) ein beliebter Ankn�pfungspunkt f�r Proteinmodi-
fikationen, denn es gibt zahlreiche Methoden f�r die selektive
Derivatisierung prim�rer Amine.[7] Lysin kann mit aktivierten
Estern, Sulfonylchloriden, Isocyanaten und Isothiocyanaten
zu den entsprechenden Amiden, Sulfonamiden, Harnstoffen
und Thioharnstoffen reagieren (Schema 2b). Man muss dabei
aber beachten, dass diese Reagentien auch den N-Terminus
der Proteine modifizieren kçnnen.

2.1.2. Neue Methoden zur Modifizierung von Lysin- und
Cysteinresten

In der letzten Zeit wurden verschiedene neue Methoden
zur selektiven Modifizierung von Aminen und Thiolen ent-
wickelt und verbessert. So berichteten Francis und McFarland
von einer lysinspezifischen reduktiven Alkylierung �ber eine
iridiumkatalysierte Transferhydrierung (Schema 3a).[8] Im
Unterschied zur klassischen reduktiven Alkylierung mit Na-
triumcyanoborhydrid unter sauren Bedingungen erh�lt man
mit dem iridiumvermittelten Prozess hohe Ausbeuten des
gew�nschten Produkts bei neutralem pH-Wert. Von Francis
und Scheck wurde auch �ber eine biomimetische Transami-
nierung des N-Terminus eines Proteins berichtet. Die Me-
thode verl�uft �ber die Kondensation der N-terminalen
Aminogruppe des Proteins mit Pyridoxal-5-phosphat und
anschließende Hydrolyse zum entsprechenden Pyruvamid
(Schema 3b).[9] Dieses wurde weiter am neu entstandenen
Ketonrest mit Aminooxyreagentien umgesetzt. Fukase et al.
verçffentlichten eine Methode zur Markierung von Proteinen
an Lysinresten auf der Basis einer 6p-Aza-Elektrocyclisie-
rung (Schema 3c).[10] Mit diesem Verfahren kçnnen kurzle-
bige PET-Sonden (PET= Positronenemissionstomographie)
in die Zielproteine oder -hormone eingebaut werden; sie
lassen sich dann f�r die In-vivo-Bildgebung von Glycanen
und Glycokonjugaten einsetzen, weil die Reaktion �ußerst
schnell verl�uft (innerhalb von 30 min bei neutralem pH-
Wert).[10, 11] Davis et al. entwickelten ein zweistufiges Modifi-
zierungsverfahren f�r Cystein (Schema 3d), bei dem im
ersten Schritt Cystein mit O-Mesitylensulfonylhydroxylamin
in Dehydroalanin umgewandelt wird. Dieses wirkt anschlie-
ßend als Angriffspunkt f�r weitere Modifizierungen, wie eine
Michael-Addition von Thiolen[12] oder eine Olefin-Kreuz-
metathese mit Allylsulfiden in Gegenwart des Hoveyda-
Grubbs-Rutheniumkatalysators.[13]

2.1.3. Biokonjugation an Tyrosin und Tryptophan

Anders als f�r Cys und Lys gibt es f�r die �brigen 18
kanonischen Aminos�uren nur wenige Untersuchungen zu
ihrer selektiven Modifizierung. �bergangsmetallvermittelte
Methoden wurden f�r die Modifizierung von Tyrosin und
Tryptophan entwickelt. Kodadek et al. entwarfen eine weg-
weisende Methode zur oxidativen Kupplung der Phenol-
gruppen zweier Tyr-Reste f�r die Vernetzung zweier Proteine
mit einem Ruthenium(II)-Katalysator und einem Cooxida-
tionsmittel.[14, 15] Francis und Mitarbeiter untersuchten die
Modifizierung von Tyrosinresten mit einer Drei-Komponen-
ten-Mannich-Reaktion mit Aldehyden und Anilinen (Sche-
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ma 4a).[16, 17] Es gelang ihnen auch, die Tyr-Reste mithilfe von
p-Allyl-Palladium-Spezies zu derivatisieren (Schema 4b).[18]

Francis et al. publizierten eine interessante Biokonjugati-
onsreaktion f�r Tryptophan, die seltenste Aminos�ure in
Proteinen. An der Reaktion ist ein Rhodiumcarbenoid be-
teiligt, das in situ aus Rhodiumacetat und einer Diazover-
bindung generiert wird (Schema 4c).[19, 20]

2.2. Protein-Engineering mithilfe der Biokonjugationsmethode

Die Mehrzahl der Biokonjugationsmethoden beim Pro-
tein-Engineering wird in Reagenzgl�sern durchgef�hrt, was
eine Reihe von Mçglichkeiten zur Manipulation, Verbesse-
rung und Nachahmung von Proteinfunktionen erçffnet. Die
Modifizierung von Proteinen mit Polyethylenglycol(PEG)-
Gruppen („PEGylierung“) ist eines der bekanntesten Ver-
fahren zur Proteinbiokonjugation.[21, 22] PEG-Protein-Konju-

Schema 1. Chemische Reaktionen f�r die spezifische Modifizierung endogen exprimierter Proteine unter verschiedenen Bedingungen und mit
unterschiedlichen reaktiven Molek�len (wie Proteinen, Zuckern und Peptiden).
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gate werden meist mit den oben beschriebenen Reaktionen
(Cystein-Maleimid, Disulfidbindungsbildung, lysinaktivierte
Ester) hergestellt.[23, 24] Die Konjugate haben gegen�ber den
unmodifizierten Proteinen einige Vorteile, darunter eine
verbesserte Lçslichkeit, eine l�ngere Verweildauer im
Kçrper, geringerer Abbau durch metabolische Enzyme und
eine reduzierte Immunogenit�t. Diese Eigenschaften kçnnen
eine wichtige Rolle bei der Freisetzung eines Proteinwirk-
stoffes[25] und bei der Entwicklung verbesserter Therapeutika
spielen.[26]

2.2.1. Proteinbasierte Biosensoren zum Nachweis biologisch
aktiver Agentien

Proteinbasierte semisynthetische Biosensoren, die aus
einem ligandenbindenden Protein und einer k�nstlichen
Sonde f�r das Messsignal bestehen, bieten eine hervorra-
gende Mçglichkeit, nicht nur eine Reihe wichtiger Substan-
zen wie Saccharide und verschiedene Chemikalien, sondern
auch viele biologische Ereignisse in lebenden Zellen, wie
Protein-Protein-Wechselwirkungen, nachzuweisen und zu
verfolgen (Schema 5).[27,28] Der ortsspezifische Austausch
eines weniger reaktiven Aminos�urerestes gegen Cystein mit
konventionellen Mutagenesetechniken ist der h�ufigste Weg,

um eine synthetische Sonde kovalent an
ein ligandenbindendes Protein anzukup-
peln. In einer grundlegenden Arbeit be-
schrieben Hellinga et al. die Umwandlung
von bakteriellen periplasmatischen Sac-
charid-Bindeproteinen (bPBP) in fluores-
zierende Biosensoren f�r den spezifischen
Nachweis von Sacchariden (Schema 5b)[29]

Sie entwickelten eine Auswahl von bPBP-
basierten fluoreszierenden Biosensoren,
indem sie elf bPBP-Ger�ste ortsspezifisch
mit unterschiedlichen Fluorophoren kon-
jugierten, die auf die Mikroumgebung
reagieren (z. B. IANBD; Schema 5c).[30]

Morii et al. entwickelten einen Inosit-
1,4,5-triphosphat(IP3)-Sensor, indem sie
die Pleckstrin-homologe (PH-)Dom�ne
von Phospholipase C-d mit einem auf die
Mikroumgebung reagierenden Fluorophor
(z. B. Acrylodan; Schema 5c) in der N�he
der IP3-Bindetasche kuppelten.[31] Der IP3-
Biosensor wurde mithilfe Arginin-mar-
kierter Peptidsequenzen in lebende Zellen
eingef�hrt, wo er eine quantitative Ver-
folgung der physiologischen IP3-Produkti-
on in Echtzeit ermçglichte.[31, 32] Hahn und
Mitarbeiter entwickelten einen fluores-
zierenden Biosensor, der die Aktivierung
von endogenem Cdc42 in lebenden Zellen
mit einem ratiometrischen Messsignal
sichtbar macht.[33] Eine Dom�ne des Wis-
kott-Aldrich-Syndrom-Proteins (WASP),
eines Cdc42-Effektorproteins, wurde ko-
valent �ber eine In-vitro-Cysteinmodifi-
zierung mit einem lçsungsmittelempfind-

Schema 2. Klassische Biokonjugationsreaktionen zur Modifizierung
von a) Cystein und b) Lysin.

Schema 3. Moderne Biokonjugationsreaktionen zur Proteinmodifizierung an Lysin- und Cys-
teinresten. a) Iridiumkatalysierte Transferhydrierung f�r eine lysinspezifische reduktive Alky-
lierung (Cp* = C5Me5, bipy =Bipyridyl). b) Biomimetische Transaminierung in Form einer N-
Terminus-spezifischen Reaktion mit Pyridoxal-5-phosphat und nachfolgende Markierung des
neu erzeugten Ketons mit Aminooxyverbindungen. c) 6p-Azaelektrocyclisierung zur lysin-
spezifischen Modifizierung. d) Umwandlung von Cystein zu Dehydroalanin mit O-Mesi-
tylensulfonylhydroxylamin und nachfolgende Michael-Addition von Thiolreagentien zur
cysteinspezifischen Modifizierung.
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lichen Fluoreszenzfarbstoff markiert (z. B. JPW4039 oder
I-SO; Schema 5 c).[34] Die markierte WASP-Dom�ne wurde
mit einem verst�rkt gr�n fluoreszierenden Protein (enhanced
green fluorescent protein, EGFP) fusioniert. EGFP erzeugt
ein Fluoreszenzsignal, das von der Cdc42-Bindung nicht be-
einflusst wird und daher als interner Standard geeignet ist.
Nach Injektion in Zellen wurde mit dem ratiometrischen
Biosensor die Aktivierung von endogenem Cdc42 unter
physiologischen Bedingungen abgebildet.[33] Sp�ter entwi-
ckelten Rauh et al. ein neues System zum Screening von Ki-
nasehemmstoffen mithilfe fluorophormarkierter Kina-
sen.[35, 36] Mit ihren semisynthetischen Biosensoren ließ sich
eine wirkstoff�hnliche Leitstruktur finden, die an eine eigene
Stelle der Adenosin-5’-triphosphat(ATP)-Bindetasche
bindet.

Bayley und Cremer entwickelten verschiedene stochasti-
sche Sensoren zur Detektion von organischen Molek�len,
DNA/RNA und Proteinen mit einer k�nstlichen, nanoskali-
gen, transmembran�ren Protein-Nanopore in einer isolie-
renden Membran, die den spannungsgetriebenen Ionen-
transport durch die Pore in Gegenwart von Analyten be-
stimmen.[37] In fr�heren Arbeiten hatten Bayley et al. gezeigt,
dass b-Cyclodextrin(b-CD)-Adapter, die nichtkovalent im
Lumen einer durch a-H�molysin (a-HL) gebildeten Nano-
pore immobilisiert waren, eine signifikante, aber unvollst�n-
dige Blockierung des Tunnels verursachten.[38] Um die von
der Dissoziation der Adapter verursachten Hintergrund-
signale auszuschalten, platzierte die Gruppe um Bayley b-CD

in stabiler Orientierung kovalent in der a-
HL-Pore durch Bildung von Disulfidbr�-
cken mit a-HL-Cysteinresten (Sche-
ma 5d). Danach wurden Oligo-DNA-
und DNA-Aptamere an a-HL konjugiert,
um Bioanalytik auf Einzelmolek�lebene
betreiben zu kçnnen.

2.2.2. Andere Beispiele f�r Protein-Enginee-
ring durch Biokonjugation

Francis und Stephanopolous berich-
teten �ber Anwendungen verschiedener
modifizierter Proteine, die mit der Bio-
konjugationsmethode hergestellt wurden.
Ein Beispiel ist das modifizierte Virus-
capsid.[39] Die Proteinbausteine (Mono-
mere des Tabakmosaikvirus-H�llprote-
ins) wurden mit unterschiedlichen Ma-
leimid-gekuppelten funktionalen Mole-
k�len �ber Cysteinreste modifiziert, dar-
unter PEG, Wirkstoffe, Fluorophore und
Porphyrine (Schema 6a). Modifizierte
Viruscapside dieses Typs sind vielver-
sprechende Nanomaterialien f�r die ge-
zielte Abgabe therapeutischer und bild-
gebender Agentien, f�r Lichtsammelsys-
teme und f�r die Erzeugung von Singu-
lett-Sauerstoff. Außerdem entwickelte
die Gruppe von Francis Protein-Polymer-
Hybridmaterialien auf Metallothionein-

ger�stbasis f�r die Wasserbehandlung;[40, 41] Metallothioneine
sind cysteinreiche Proteine, die toxische Metallionen binden
kçnnen. Die entstehenden Biokonjugate behielten ihre Se-
lektivit�t und entfernten effizient Spuren toxischer Metall-
ionen aus Meerwasser unter Schrumpfen des Polymergels.

Biokonjugation ist auch gut geeignet, um semisyntheti-
sche Proteinmimetika unter anderem durch posttranslatio-
nale Modifikation herzustellen. Davis et al. stellten semisyn-
thetische glycosylierte und sulfonierte Proteinmimetika her,
indem sie zwei orthogonale Biokonjugationsstrategien an-
wendeten, n�mlich die Azid-Alkin-Klick-Reaktion und die
Disulfidbildung an einem Cysteinrest (Schema 6b).[42] Aus
ihren Verçffentlichungen geht klar hervor, dass die Einf�h-
rung geeigneter chemischer Modifikationen mit entspre-
chenden r�umlichen Anordnungen die Funktion eines nati-
ven Proteins pr�zise nachahmen kann.

Trauner et al. berichteten �ber einen besonderen Ansatz,
um die Aktivit�t von Kanalproteinen an der Oberfl�che le-
bender Zellen photoschaltbar zu machen; dabei wurde mit-
hilfe einer Michael-Addition ein optischer Azobenzolschalter
an einem Cysteinrest eingef�hrt (Schema 6c). Diese Methode
kann mçglicherweise auf eine Reihe von Kanalproteinen
�bertragen werden, z.B. auf den ionotropen Glutamatrezep-
tor[43] und den Kaliumkanal.[44, 45] Außerdem l�sst sich so die
neurale Aktivit�t mit Licht steuern, und zwar sowohl in le-
benden Zebrafischen als auch in Zellkulturen.

Schema 4. Moderne Biokonjugationsreaktionen zur Proteinmodifizierung an Tyrosin- und Tryp-
tophanresten. a) Tyrosinspezifische Dreikomponenten-Mannich-Reaktion mit Aldehyden und
Anilinen. b) Tyrosinspezifische Reaktion �ber ein p-Allyl-Palladium-Intermediat. c) Rhodium-
acetat und eine Diazoverbindung f�r eine tryptophanspezifische Reaktion.
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3. Spezifische Proteinmarkierung in Zellen und
in vivo

3.1. Bioorthogonale organische Reaktionen zur
Proteinmarkierung

3.1.1. Bioorthogonale Reaktionen mit Aldehyden und Ketonen

Die in Abschnitt 2 beschriebenen Methoden zur Bio-
konjugation nat�rlicher Aminos�uren sind zwar f�r eine
Proteinmodifizierung in vitro sehr n�tzlich; eine grçßere
H�rde ist aber die Modifizierung eines spezifischen Proteins
in lebenden Zellen, die auch zahlreiche andere Proteine und
reaktive Biomolek�le enthalten. Daher w�re es f�r die hoch
spezifische chemische Modifizierung eines Proteins in einem
biologischen System sehr hilfreich, wenn ein Paar biologisch
selten vorkommender reaktiver Gruppen, die ausschließlich
miteinander reagieren kçnnen, zur Verf�gung st�nde. Solche
bioorthogonalen Reaktionen zwischen nichtnat�rlichen re-
aktiven Gruppen wurden in den letzten Jahren intensiv er-
forscht.[2] Keton- und Aldehydfunktionen in einem Protein
kçnnen als selektive reaktive Angriffspunkte wirken, weil sie
normalerweise in Proteinen nicht vorkommen (Schema 7a).
Inzwischen wurden mehrere Methoden entwickelt, um Al-
dehyd- und Ketofunktionen in Zielproteine einzuf�hren.[46–48]

So berichteten Meijler et al. �ber den Einbau einer Keto-
funktion in einen bakteriellen Rezeptor in lebenden Zellen
mithilfe der ortsspezifischen Reaktion eines reaktiven Ligan-
denmimetikums.[49] Bertozzi et al. fanden eine enzymatische
Methode zur Generierung einer Aldehydfunktion an einem
genetisch codierten kurzen Peptidanker mit einem Formyl-
glycin bildenden Enzym („Aldehyd-Tag“).[50] Sie zeigten
auch, wie n�tzlich diese Methode zur spezifischen Modifi-
zierung rekombinanter, in S�ugerzellen produzierter Proteine
ist. Es ist bekannt, dass Aldehyd- und Ketofunktionen bio-
orthogonal Oxime oder Hydrazone durch Reaktion mit den
entsprechenden Hydroxylamin- bzw. Hydrazinderivaten
bilden kçnnen. So kçnnen zahlreiche funktionale Molek�le in
die derart modifizierten Proteinger�ste eingef�hrt werden.

3.1.2. Bioorthogonale Reaktionen mit Aziden und Alkinen

In lebenden Organismen kommen normalerweise keine
Azidverbindungen vor. Außerdem ist die Azidgruppe sehr
biokompatibel, weil sie nur eine geringe Reaktivit�t gegen-
�ber biologischen Substanzen hat und kaum toxisch ist.
Konjugationsreaktionen mit einem Azid sind daher ideal f�r
die Proteinmarkierung und gew�hrleisten ein hohes Maß an
Bioorthogonalit�t. Ein Beispiel ist in der Pionierarbeit von
Bertozzi et al. geschildert. Hier wird die klassische, Triaryl-
phosphin-katalysierte Reduktion eines Alkylazids (die Stau-
dinger-Reaktion) zur Proteinmodifizierung in zellul�rer
Umgebung angewendet (Schema 7 b).[51] Die Autoren fanden,
dass Proteine mit Alkylazidgruppe leicht eine Ligation mit
Triarylphosphinderivaten eingehen, die eine Esterfunktion an
ihren aromatischen Ringen tragen. Dieser Prozess – die
Staudinger-Bertozzi-Ligation – wurde oft eingesetzt, um
Biomolek�le, vor allem Glycoproteine, in unterschiedlichen
zellul�ren Umgebungen[52] und in der lebenden Maus[53] zu
untersuchen. Eine andere vielseitige Reaktion, die sich gut

Schema 5. a) Typische Strategie zur Konstruktion eines semisyntheti-
schen Protein-Biosensors mit der Biokonjugationsmethode. b) Kon-
formations�nderungen des Maltosebindeproteins (MBP, PDB-Code:
1OMP und 1ANF) bei Ligandenbindung. c) Chemische Strukturen von
auf die Mikroumgebung reagierenden Fluorophoren zur Konstruktion
eines semisynthetischen Biosensors. d) Stochastische Sensoren zum
Nachweis einzelner organischer Molek�le auf Basis von b-CD-konju-
giertem a-H�molysin nach Bayley und Cremer.[37]
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f�r eine Proteinmodifizierung eignet und ebenfalls die hohe
Bioorthogonalit�t der Azidgruppe nutzt, ist die Azid-Alkin-
[3+2]-Cycloaddition (Huisgen-Cycloaddition; Schema 7c).
Der Nutzen dieser Reaktion wurde erstmals von Sharpless,
Finn et al. im Rahmen ihrer „Klick-Chemie“-Forschung
nachgewiesen.[54, 55] Unabh�ngig davon entwickelten Meldal
et al. diese Reaktion f�r die ortsspezifische Peptidmodifizie-
rung.[56] Die Reaktion kann bei Raumtemperatur durchge-
f�hrt werden und ergibt durch die katalytische Wirkung eines
CuI-Salzes eine Triazolverbindung. Bertozzi et al. gelang
sp�ter auch eine kupferfreie Huisgen-Cycloaddition mit ge-
spannten Cyclooctinen,[57, 58] wodurch sich die Verwendung
von toxischem CuI vermeiden ließ. Auf diese Weise ließ sich

der Einsatzbereich dieser Ligationsreaktion in komplexen
biologischen Systemen, darunter Zellkulturen,[59] Zebra-
fischembryonen[60] und lebende M�use,[61] wesentlich erwei-
tern.

3.1.3. Andere reaktive Gruppen f�r bioorthogonale Reaktionen

Nach den oben beschriebenen Erfolgen wurde eine Reihe
weiterer bioorthogonaler Reaktionen mit nichtnat�rlichen
reaktiven Gruppen entwickelt.[62–64] Fox et al. berichteten
�ber eine Proteinbiokonjugation auf der Basis einer Diels-
Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf zwischen
einem gespannten trans-Cycloocten und einem Tetrazinderi-

Schema 6. Typische Anwendungsbeispiele f�r Biokonjugationsmethoden. a) Selbstorganisation eines biokonjugierten H�llproteins des Tabakmo-
saikvirus (PDB-Code: 1EI7 und 3KML) in Scheiben und St�ben (Francis et al.[39–41]). b) Konstruktion posttranslational modifizierter Proteinmimeti-
ka durch orthogonale Biokonjugationsreaktionen (Davis et al.[42] ; PDB-Code: 1GOW). c) Lichtschaltbare Affinit�tsmarkierung (PAL), um native K+-
Kan�le lichtempfindlich zu machen (Trauner et al.[43] ; PDB-Code: 2A9H).
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vat.[65] Diese Reaktion verlief ungewçhnlich schnell (typi-
scherweise innerhalb von 5 min bei Raumtemperatur) quan-
titativ zum chemisch modifizierten Protein (Schema 7d). Vor
kurzem publizierten Bertozzi et al. eine andere Cycloaddition
zur Proteinmodifizierung: die Quadricyclan-Ligation.[66,67] Sie
zeigten, dass die [2+2+2]-Cycloaddition des hochgespannten
Quadricyclans mit Ni-Bis(dithiolen) in w�ssrigem Medium
�hnlich schnell wie eine Cyclooctin-Azid-Cycloaddition ab-
l�uft. Außerdem wiesen sie nach, dass die Quadricyclanliga-
tion mit der ringspannungsgetriebenen Azid-Alkin-Cyclo-
addition und der Oximligation kompatibel und zu ihnen or-
thogonal ist.[67] Palladiumkatalysierte Kreuzkupplungen wie
die Suzuki-Miyaura-Kupplung sind eine andere n�tzliche
Gruppe von Reaktionen zur Proteinmodifizierung. Davis
et al. lieferten Beitr�ge zur Entwicklung der Palladiumche-
mie auf Proteinoberfl�chen und beschrieben 2-Amino-4,6-
dihydroxypyrimidin als einfachen Katalysator f�r die Suzuki-

Miyaura-Kupplung von 4-Iod-
phenylalanin an der Protein-
oberfl�che.[68,69] J�ngst entwi-
ckelten Geierstanger et al. eine
Methode zur ortspezifischen
Modifizierung eines Proteins
�ber die nichtnat�rliche Ami-
nos�ure Pyrrolincarboxylysin
(Pcl).[70] Pcl kann in viele Pro-
teine gentechnisch mithilfe des
amber-Codons (TAG) hoch ef-
fizient eingef�hrt werden. Die
reversiblen bioorthogonalen
Konjugationsreaktionen von
Pcl mit Aminobenzaldehyd und
2-Aminoacetophenon verlaufen
effizient bei neutralem pH-Wert
zu den entsprechenden funk-
tional modifizierten Proteinen.

Lichtinduzierte organische
Reaktionen bieten die einzigar-
tige Mçglichkeit, die Markie-
rungsprozesse von Proteinen
r�umlich und zeitlich zu steu-
ern, vor allem in zellul�ren
Systemen. Lin et al. berichteten
von lichtinduzierten 1,3-dipola-
ren Cycloadditionen von Alke-
nen mit Tetrazolderivaten, auch
als „Photoklick-Chemie“ be-
kannt (Schema 7e).[71] Durch
UV-Bestrahlung wurde die Bil-
dung eines Nitrilimins aus den
Tetrazolen induziert; das Ni-
trilimin durchlief anschließend
eine Cycloaddition zu einem
Pyrazolcycloaddukt. Diese Re-
aktion wurde auch auf ein Pro-
tein mit nichtnat�rlichen Ami-
nos�uren wie O-Allyltyrosin in
E.-coli-Zellen und in Pufferlç-
sungen angewendet. J�ngst pu-

blizierten Popik et al. auch eine lichtausgelçste Klick-Reak-
tion eines Azids mit einem gespannten Cycloalkin.[72]

3.2. Selektive Proteinmarkierung mit einer Enzym- oder
Peptidgruppe, die an eine niedermolekulare Sonde bindet

3.2.1. Enzyme als Markierungen f�r die Modifizierung von
Proteinen

F�r die meisten bisher beschriebenen bioorthogonalen
Reaktionen ist eine spezielle Vorbehandlung unumg�nglich,
um das Zielprotein mit einer biologisch einzigartigen nicht-
nat�rlichen reaktiven Gruppe wie Azid, Alkin oder Keton zu
dekorieren. Diese Modifizierungen gelingen durch metabo-
lische Markierung, gentechnischen Einbau und ortsselektive
Biokonjugation. Diese m�hevollen Vorbehandlungen ver-
ringern allerdings manchmal die Proteinselektivit�t und

Schema 7. Bioorthogonale Reaktionen zur selektiven Proteinmarkierung. a) Reaktionen von Aldehyden
und Ketonen mit Hydroxylaminen. b) Staudinger-Ligation von Aziden mit Triarylphosphinen. c) Klick-Reak-
tion von Alkinen mit Aziden. d) Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf von trans-Cycloocten-
en mit Dipyridyltetrazinen. e) Photoklickreaktion von O-Allyltyrosin mit Diaryltetrazolen.
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schr�nken die Auswahl der nutzbaren Zelllinien ein. Daher
w�re eine andere Strategie w�nschenswert, mit der man
Proteine, die aus nat�rlichen Aminos�uren bestehen, direkt
modifizieren kann. Eine Reihe enzymkatalysierter Protein-
markierungsverfahren wurde in den letzten Jahren zu diesem
Zweck entwickelt, die auf strenger Enzym-Substrat-Erken-
nung beruhen. Johnsson et al. haben auf diesem Feld Pio-
nierarbeit geleistet. F�r ihr Verfahren wird eine Mutante der
humanen O6-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (hAGT)
verwendet. Diese tr�gt ein Enzym, das spezifisch mit einem
O6-Benzylguaninderivat zu einem kovalent markierten Pro-
tein reagiert (Schema 8a).[73] Dieses Markierungsverfahren
wird als SNAP-Tag-Technik bezeichnet und f�r zahlreiche
biologische Anwendungen eingesetzt.[73–75] Ein anderes
praktisches Enzym zur Markierung wurde von Promega unter
dem Namen Halo-Tag entwickelt (Schema 8b).[76] Diese
vielseitige Technik wird h�ufig nicht nur f�r die spezifische
Markierung von Proteinen in zellul�rer Umgebung, sondern
auch f�r Proteinreinigung[77] und -immobilisierung[78] sowie
f�r den Einbau von Abbausignalen in Zielproteine[79] einge-
setzt. Die Substratkonjugationsstrategie ist eine andere Art
enzymkatalysierter Markierung als jene Methoden; sie greift
auf ein kurzes Peptid oder eine kleine Proteindom�ne zur�ck,
die an das Zielprotein als Enzymsubstrat fusioniert wurde.
Ting et al. verçffentlichten den enzymvermittelten Einbau
von Sonden (probe incorporation mediated by enzymes,
PRIME), ein Proteinmarkierungsverfahren, das durch Li-

pons�ureligase katalysiert wird (LplA; Schema 8c).[80, 81] Sie
stellten ein mutiertes LplA her, das ein Substrat vom Cu-
marintyp erkennt und seine kovalente Konjugation an ein
13 Aminos�uren langes LlpA-Akzeptorpeptid (LAP) als
Markierungsgruppe katalysiert. Dieser Fluoreszenzmarkie-
rungsprozess l�uft in lebenden Zellen innerhalb von 10 min
ab und ist f�r das mit der LAP-Gruppe fusionierte Protein
gegen�ber allen anderen endogenen S�ugerproteinen hoch-
spezifisch. Auch verschiedene andere enzymkatalysierte
Markierungsverfahren wurden entwickelt (Schema 8d), und
ihre Anwendung wurde bei der Markierung von Proteinen in
lebenden Zellen ebenso demonstriert wie in vitro.[82–84]

3.2.2. Kurze Peptide f�r die Proteinmodifizierung

Es gibt jedoch auch mçgliche Nachteile bei den enzyma-
tischen Markierungsverfahren. Sie kçnnen die Proteinfunk-
tion negativ beeinflussen, da die Enzymeinheiten ein großes
Molekulargewicht haben (hAGT: 20 kDa, Halo-Tag-Dehy-
drogenase: 33 kDa), das mit der der gr�n fluoreszierenden
Proteine (GFPs; 27 kDa) vergleichbar ist. Es gab allerdings
verschiedene Berichte �ber die Zerstçrung einer korrekten
Proteinassoziation durch Fusion mit GFP in einer Bildge-
bungsuntersuchung.[85] Zur Umgehung dieses Problems
wurde eine andere Markierungsstrategie vorgeschlagen.
Dabei wurde ein komplement�res Erkennungspaar aus einem
kurzen Peptidanh�ngsel und einer kleinen molekularen
Sonde verwendet. In einer Pionierarbeit von 1998 zeigten
Tsien et al. , dass eine zwei Arsenatome enthaltende Sonde
wie FlAsH selektiv an ein Tetracysteinmotiv (CCXXCC) mit
bemerkenswert hoher Affinit�t (100 pm>Kd) bindet.[86] Au-
ßerdem verursachte die Bindung der Sonde eine starke Zu-
nahme der Fluoreszenz (Schema 9a). Diese Markierungs-
methode wurde auch auf die Fluoreszenzabbildung von Pro-
teinen innerhalb und außerhalb lebender Zellen angewen-
det,[87] z.B. f�r die Bestimmung der Lebenszeit eines Proteins
mit Vielfarben-Fluoreszenz-Pulse-Chase[88] und f�r chromo-
phorunterst�tzte Lichtinaktivierung (CALI, chromophor-as-
sisted light inactivation) zur r�umlichen und zeitlichen Inak-
tivierung von Proteinen.[89] Sp�ter entwickelte die gleiche
Gruppe einen arsenhaltigen Calciumindikator (Calcium
Green FlAsH) zur Abbildung regionaler Calciumkonzentra-
tions�nderungen in der Nachbarschaft der mit der Markie-
rung fusionierten Proteine in Zellen.[90] Außer diesen An-
wendungen bei der Bildgebung wurde die FlAsH-Methode
auch bei anderen Untersuchungen eingesetzt, darunter dem
Studium von Protein-Protein-Wechselwirkungen, dem Ver-
folgen der Proteinfaltung und der Kontrolle der Enzymakti-
vit�t im Reagenzglas.[91–93]

Die Oligohistidin-Markierung („His-Tag“), die ur-
spr�nglich von F. Hoffmann-La Roche als Affinit�tsgruppe
f�r die Proteinreinigung entwickelt worden war,[94] wurde
auch auf die selektive Proteinmarkierung �bertragen. Vogel
et al. und Piehler et al. berichteten unabh�ngig voneinander
von einem Proteinmarkierungssystem mit einem konventio-
nellen Bindepaar aus einem His-Tag und einer NiII-Nitrilo-
triacetat(NTA-)Sonde (Schema 9b). Vogel und Mitarbeiter
wiesen die Machbarkeit ihres Ansatzes nach, indem sie NiII-
NTA-Chromophor-Konjugate an einen durch Liganden ver-

Schema 8. a,b) Enzym-Tags zur Markierung rekombinanter Proteine.
a) SNAP-Tag mit einer Benzylguaninsonde. b) Halo-Tag mit einer Alkyl-
chloridsonde. c, d) Enzymatische Proteinmarkierung durch Fusion mit
einem Peptid-Tag. c) Lipons�ureligase (LplA) mit dem Akzeptorpeptid
(LAP). d) Sortase A (SrtA) mit dem Substratpeptid. POI =untersuchtes
Protein.
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sperrten Ionenkanal und einen G-Protein-gekoppelten Re-
zeptor (GPCR) banden, von denen jeder eine His-Tag-Se-
quenz enthielt. Der ionotrope 5-Hydroxytryptamin(5HT-
)Rezeptor wurde selektiv mit NiII-NTA-Sonden f�r Fluores-
zenzmessungen markiert, um Struktur und Plasmamem-
branverteilung des Rezeptors auf der Oberfl�che lebender
Zellen zu bestimmen.[95] Die Gruppe um Piehler entwickelte
eine effiziente Methode f�r die selektive und stabile nicht-
kovalente Markierung His-Tags tragender Proteine mit mul-
tivalenten Tris-NiII-NTA-Sonden.[96] Die Fluoreszenzmarkie-
rung mit Tris-NiII-NTA-Fluorophorkonjugaten wurde einge-
setzt, um die Bildung von Multiproteinkomplexen in Lçsung
und auf Oberfl�chen in Echtzeit zu verfolgen. In einer an-
deren Arbeit entwickelten Tsien et al. HisZnFiT als neuen
fluoreszierenden ZnII-Komplex, der mit hoher Affinit�t (Kd

� 40 nm) an ein His6-Tag bindet, um damit die starke Fluo-
reszenzlçschung und die Cytotoxizit�t des Nickelions in den
NiII-NTA-Sonden zu umgehen.[97] Hamachi et al. verçffent-
lichten k�rzlich den Einsatz vielkerniger Zinkkomplexe als
selektive Fluoreszenzsonden f�r die Abbildung His-Tag tra-
gender GPCRs auf der Oberfl�che lebender Zellen.[98, 99]

Im Allgemeinen erweist sich die De-novo-Entwicklung
von komplement�ren Erkennungssystemen aus kleinen Mo-
lek�len und Peptiden mit einer starken und selektiven Bin-
dungsaffinit�t als �ußerst anspruchsvoll. Trotz der H�rden
dieser Strategie wurden in den letzten Jahren verschiedene
neue Erkennungspaare publiziert, darunter eines aus einem
Tetraserinmotiv und einer Bors�uresonde[100] sowie eines aus

einer Lanthanoid bindenden Gruppe und einem
TbIII-Ion.[101] Ein weiteres Erkennungssystem,
das aus einem Oligoaspartatpeptid (D4-Tag,
DDDD) und einem zweikernigen ZnII-Komplex
(ZnII-DpaTyr) besteht und eine Komplexbildung
nutzt, wurde von Hamachi et al. entwickelt
(Schema 9b).[102] Das Paar wurde bei der Fluo-
reszenzbildgebung eines GPCR-Proteins, das mit
einer dreifach wiederholten D4-Gruppe [(D4)3]
fusioniert war und an der Zelloberfl�che expri-
miert wurde, eingesetzt. In der Folge vervoll-
st�ndigten Hamachi et al. ihr System zur kova-
lenten Proteinmarkierung mit diesem Erken-
nungspaar weiter und entwickelten eine Mar-
kierung und eine Sonde, die speziell dazu dien-
ten, eine spezifische nucleophile Reaktion im
Bindekomplex zwischen einem Cysteinrest, der
in die D4-Gruppe eingebaut wurde, und der a-
Chloracetylgruppe der ZnII-DpaTyr-Sonde zu
durchlaufen.[103] Die schnelle Markierung (10–
30 min) von GPCRs wie dem Bradykinin-B2-
Rezeptor (B2R) und dem Acetylcholinrezeptor
(M1R) verlief selektiv mit ZnII-DpaTyr-Sonden,
die verschiedene funktionelle Gruppen
tragen,[104] und ermçglichte die Sichtbarmachung
von GPCRs auf HEK-293-Zelloberfl�chen sowie
von jeder �nderung ihrer Lokalisation mithilfe
von Fluoreszenz.

Diese nichtenzymatischen Markierungsver-
fahren haben gegen�ber enzymkatalysierten
Verfahren mehrere mçgliche Vorteile: 1) Man

muss keine große Enzym-/Proteindom�ne in das Zielprotein
einbauen; 2) es gibt vielf�ltige Markierungsreagentien ohne
die strukturelle Einschr�nkung, als Enzymsubstrat geeignet
sein zu m�ssen; 3) die Markierungsbedingungen sind nicht
von den Enzymeigenschaften abh�ngig.

4. Selektive Markierung endogener Proteine in
lebenden Zellen

Mithilfe der bioorthogonalen Reaktionen oder der oben
beschriebenen Enzym- und Peptid-Tags ist die spezifische
Markierung von Proteinen auch unter den chemisch wenig
definierten Bedingungen in Zellen und in vivo mçglich. Der
Einbau einer reaktiven Struktur (bioorthogonale nichtnat�r-
liche reaktive Struktur oder Enzym-/Peptidmarkierungs-
gruppe) in das Zielprotein durch gentechnische Manipulation
ist allerdings notwendig f�r diese Strategie. Als Folge werden
die Zielproteine nicht l�nger endogen gebildet, sondern
�berexprimiert. Die spezifische Markierung eines nat�rlichen
Proteins, das im typischen Umfeld eines lebenden Systems
endogen exprimiert wird, ist ein ideales Szenario f�r die
genaue und quantitative intrazellul�re Proteinanalyse. Die
Affinit�tsmarkierung gab uns einen wichtigen Hinweis, wie
eine solche spezifische Markierung eines endogenen Ziel-
proteins erreicht werden kann. Verschiedene chemische Me-
thoden wurden in diesem Zusammenhang in der letzten Zeit
vorgeschlagen.[105] Vielleicht werden solche Methoden auch in

Schema 9. Ein Paar aus Peptid-Tag und Sonde zur Markierung rekombinanter Proteine.
a) Tetra-Cystein-Tag mit einer FlAsH-Sonde. b) His6-Tag mit einer Ni-NTA-Sonde und Asp4-Tag
mit einer Zn-DpaTyr-Sonde.
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k�nftigen medizinischen Anwendungen eine selektive The-
rapie auf molekularer Basis ermçglichen.

4.1. Selektive Affinit�tsmarkierung endogener Proteine

Die Affinit�tsmarkierung, bei der das Zielprotein mit
einer reaktiven ligandengekuppelten Gruppe markiert wird,
wurde vielfach zur Identifizierung und Charakterisierung
endogen exprimierter Proteine eingesetzt (Schema 10).[106–109]

Verbindet man diese Technik mit der modernen Massen-
spektrometrie, lassen sich zus�tzliche Informationen �ber
Struktur und Funktion des Zielproteins gewinnen, z. B. �ber
die Aminos�urereste im aktiven Zentrum sowie �ber die
Stçchiometrie und Ortsspezifit�t biomolekularer Wechsel-
wirkungen. Seit der ersten Publikation �ber Affinit�tsmar-
kierung in den fr�hen 1960er Jahren wurde viel Arbeit in die
Optimierung der chemischen Strukturen investiert, mit deren
reaktiven Gruppen sich Proteine markieren lassen, bis man zu
exzellenten Selektivit�ten im gesamten Proteom lebender
Zellen gelangte. Am h�ufigsten beruhen Affinit�tsmarkie-
rungen auf verschiedenen photoaktivierbaren Gruppen wie
Diazirin, Phenylazid und Benzophenon. Diese lichtgetriebe-
nen Reaktionen kçnnen an allen nat�rlichen Aminos�uren an
der Oberfl�che von Proteinen ablaufen, jedoch ist die Mar-
kierungseffizienz wegen der kurzen Lebensdauer der reakti-
ven Carbene und Nitrene in w�ssriger Lçsung allgemein
niedrig. Anstelle von Photoaffinit�tsmarkierungen wurden in
neuerer Zeit thermische chemische Reaktionen weiterent-
wickelt, die nur relativ moderate Reaktivit�t erfordern und
die geeignet sind, effizient hohe Selektivit�ten bei der Pro-
teinmarkierung zu erreichen. Sames et al. berichteten von
einem neuen Markierungsreagens mit einer Epoxygruppe, die
sehr effizient und ortsselektiv gereinigte humane Carbo-
anhydrase II (hCAII) in vitro und in Zelllysaten umsetzt.[110]

Eine systematische Untersuchung ergab, dass die Epoxy-
gruppe die besondere Kombination aus Stabilit�t und Reak-

tivit�t aufweist, die erforderlich ist, um stabil in Gegenwart
von gelçsten Proteinen und zugleich reaktiv in der Nachbar-
schaft zum aktiven Zentrum zu bleiben.

4.2. Aktivit�tsbasierte Proteinmarkierung zum Proteom-Profiling

Ausgehend von den Verfahren zur Affinit�tsmarkierung
wurden aktivit�tsbasierte Sonden (activity-based probes,
ABPs) in Form von Selbstmordsubstraten f�r die entspre-

chenden Enzyme entwickelt.[111,112] Mit stark verbes-
serten ABPs gelang Cravatt et al. und Bogyo et al.
unabh�ngig voneinander ein aktivit�tsbasiertes Pro-
teom-Profiling (ABPP) als leistungsf�hige proteomi-
sche Strategie f�r die direkte Charakterisierung der
„aktiven Form“ eines Enzyms in nativer biologischer
Umgebung (Schema 11).[108, 113, 114] ABPP-Reagentien
werden allgemein als Selbstmordsubstrate f�r die
Zielenzyme konzipiert und bestehen meist aus drei
grundlegenden Elementen: 1) einer reaktiven Gruppe,
die im aktiven Zentrum des Enzyms bindet und es
kovalent modifiziert; 2) einer Linker-Region; 3) einer
Reportergruppe, z. B. einem Fluorophor oder einem
Biotinmolek�l, zum Nachweis und zur Isolierung der
sondenmarkierten Enzyme aus Proteomen. Sp�ter
berichteten Cravatt et al. �ber die Anwendung einer
bioorthogonalen chemischen Gruppe f�r ABPP, die
eine Nachweisgruppe �berfl�ssig macht, die die Effi-
zienz des Einbaus in Zellen und die intrazellul�re
Verteilung der Reagentien einschr�nken w�rde. Zu-
n�chst verwendeten sie ein azidfunktionalisiertes
Phenylsulfonat, das Serinhydrolasen angreift.[115] Die

Azidsonden wurden in lebende Zellen eingef�hrt, in denen
sie die aktiven Enzyme kovalent modifizierten. Die Zelllysate
wurden hergestellt und anschließend mit einer Alkin-Rho-
damin-Gruppe in einer kupferkatalysierten Klick-Reaktion
umgesetzt. Damit konnten verschiedene Enzymklassen, dar-
unter Glutathion-S-Transferase, Enoyl-CoA-Hydratase und
Aldehyd-Dehydrogenase, analysiert und aufgekl�rt
werden.[116–118] Bogyo et al. untersuchten auch verschiedene
ABPP-Sonden zur Darstellung von Cysteinproteasen in le-
benden Zellen.[119] In den letzten zehn Jahren haben mehrere
Forschergruppen eine Reihe von ABPP-Sonden zur kova-
lenten Bindung im aktiven Zentrum entworfen, die den
Nachweis zahlreicher Enzymklassen in komplexen Prote-
omen ermçglichen, darunter Metalloproteasen,[120] Kina-
sen,[121] Phosphatasen,[122] Glycosidasen[123] und Oxidoreduk-
tasen.[124] Wenig sp�ter verçffentlichten Cravatt et al. auch
einen Bericht �ber die Verwendung von 1,2,3-Triazolharn-
stoff als vielseitiger chemischer Verbindung f�r die selektive
Hemmung von Serinhydrolasen.[125] 1,2,3-Triazolharnstoff-
derivate zeigten ihre Hemmwirkung durch eine kovalente
Carbamoylierung der reaktiven Serinreste der Hydrolase-
enzyme. Die Forscher konnten nachweisen, dass schnelle
Leitstruktur-Optimierung und kompetitives aktivit�tsbasier-
tes Profiling durch ABPP mçglich sind, um selektive Inhibi-
toren f�r verschiedene Serinhydrolasen, darunter Peptidasen,
Lipasen und nicht charakterisierte Hydrolasen, mit hoher
Wirksamkeit in Zellen und M�usen zu identifizieren. Diese

Schema 10. a) (Photo-)Affinit�tsmarkierung zur zielspezifischen Proteinmar-
kierung. b) Chemische Strukturen der reaktiven Gruppen, die allgemein zur
(Photo-)Affinit�tsmarkierung verwendet werden.
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Arbeit ist ein eindrucksvolles Beispiel f�r den Einsatz einer
Markierungsreaktion f�r endogene Proteine, um damit einen
mechanismusbasierten, irreversiblen Inhibitor zu finden. In
einem Versuch, die Reichweite der ABPP-Strategie auszu-
loten, modifizierten Yao et al. die Methode, indem sie einen
photovernetzbaren Rest in die ABPP-Reagentien einf�hr-
ten.[126, 127]

4.3. Ligandendirigierte und spurlose chemische Markierung zum
Protein-Engineering in lebenden Zellen

Affinit�tsmarkierungen, darunter auch die ABPP-An-
s�tze, sind wichtige Hilfsmittel zur spezifischen Markierung
von Proteinen und zur Proteomanalyse unter verschiedenen
Bedingungen. Die eingesetzten Sonden inaktivieren jedoch
meist die Zielproteine und schr�nken so den Wert f�r viele
mçgliche Anwendungen wie die Echtzeitverfolgung von
Proteinaktivit�ten in der Zelle ein. F�r jegliche nachfolgen-
den funktionellen Untersuchungen an den markierten Pro-

teinen ist die Wiederherstellung der
urspr�nglichen Funktionen des
Proteins unverzichtbar. Hamachi
et al. entwickelten mehrere Ans�tze,
um solch eine spurlose Proteinmar-
kierung zu erreichen.[128] In fr�hen
Arbeiten griffen sie auf Disulfid-
oder Hydrazon-Linker als Spalt-
stellen f�r die Entfernung der Li-
ganden nach der Proteinmarkierung
zur�ck (Schema 12 a,b). Disulfid-
Linker lassen sich mit Dithiothreitol
behandeln (Postphotoaffinit�tsmar-
kierung; post-photoaffinity labeling
method, P-PALM),[129, 130] w�hrend
Hydrazon-Linker mit einem �ber-
schuss an Hydroxylamin in ein un-
sch�dliches Oxim umgewandelt
werden kçnnen (Postaffinit�tsmar-
kierung; post-affinity labeling
method, P-ALM).[131, 132] Diese Ver-
besserungen der Affinit�tsmarkie-
rung reichen jedoch wegen der ge-
ringen Bioorthogonalit�t nicht aus,
um die Methoden in lebenden Sys-
temen anzuwenden. Vor kurzem
entwickelten Hamachi et al. eine
neue Markierungsstrategie, die li-
gandendirigierte „Tosyl“-Chemie
(LDT-Chemie), in der ein Pheny-
lensulfonat-Linker zwischen Ligand
und Sonde gleichzeitig als reaktive
Gruppe fungiert (Schema 12c.[133,134]

In einer typischen SN2-Reaktion der
Sulfons�ureesterfunktion mit einem
(nat�rlichen) nucleophilen Amino-
s�urerest w�hrend der Markie-
rungsreaktion wird der Liganden-
rest freigesetzt und die Proteinakti-

vit�t wiederhergestellt. Dieses Verfahren ermçglicht die ef-
fiziente und hochspezifische Proteinmarkierung in lebenden
Zellen, in Geweben und sogar in lebenden M�usen ebenso
wie in vitro. Der Vorteil der LDT-Chemie ist, dass endogene
Proteine in proteinbasierte Biosensoren im Zellinneren um-
gewandelt werden kçnnen. Den Machbarkeitsnachweis er-
brachte ein Experiment, bei dem ein intrazellul�rer 19F-
NMR-Biosensor in humanen Erythrocyten auf der Basis der
endogen exprimierten Carboanhydrase I (CAI) konstruiert
wurde,[133, 135] der die Ligandenbindung an CAI anhand einer
Ver�nderung der chemischen Verschiebung eines 19F-Signals
nachweist. Sp�ter wurden die ligandenbeladenen und unbe-
ladenen Strukturen der 19F-markierten CAI vollst�ndig durch
Rçntgenstrukturanalyse vermessen. Erstmals konnte ein
quantitativer Vergleich der Proteindynamik in Erythrozyten
und in vitro mit 19F-EXSY-NMR-Spektroskopie (EXSY=

Austauschspektroskopie) durchgef�hrt werden.[136]

Angesichts der Vorteile der Modularit�t der LDT-Rea-
gentien l�sst sich vorhersagen, dass diese Markierungstechnik
auf die spezifische Modifizierung vielf�ltiger endogener

Schema 11. a) Aktivit�tsbasiertes Proteom-Profiling (ABPP). b) Chemische Strukturen typischer aktivit�ts-
basierter Sonden (ABP).
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Schema 12. a) Post(photo)affinit�tsmarkierung (P-(P)ALM). b) Molekularer Aufbau der P-PALM- und P-ALM-Reagentien. c) LDT-Chemie und che-
mische Strukturen von LDT-Reagentien f�r die Markierung von hCAII und das Engineering von FKBP12. d) Chemische Struktur des mit Marrino-
pyrrol beladenen Markierungsreagens vom Acylphenoltyp.[140]

Schema 13. a) Ligandendirigierte Acylimidazol(LDAI-)Chemie; Nu = Nucleophil. b) Chemische Struktur des LDAI-Reagens f�r die FR-Markierung.
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Proteine in unterschiedlichen zellul�ren Milieus anwendbar
sein wird. So wurde das FK506 bindende Protein 12
(FKBP12) in S�ugerzellen erfolgreich mit optimierten LDT-
Reagentien markiert, die eine photoreaktive Sonde enthiel-
ten; die UV-induzierte kovalente Vernetzung von FKBP12
mit seinen wechselwirkenden Proteinen (FRB oder Calci-
neurin) wurde in lebenden Zellen durchgef�hrt (Sche-
ma 12 c).[137] Auch andere Gruppen haben f�r selektive Pro-
teinmarkierung und -charakterisierung auf die LDT-Chemie
zur�ckgegriffen. Shin et al. zeigten so, dass das kleine Mole-
k�l Apoptozol (Az) in der ATP-Bindetasche des mit dem
molekularen Chaperon Hsp70 verwandten Proteins Hsc70
(heat shock cognate 70) gebunden wird.[138] Ohkanda et al.
berichteten von der Phosphopeptid-abh�ngigen ortsspezifi-
schen Fluoreszenzmarkierung des 14-3-3d-Proteins mit einem
LDT-Reagens, das als Ligand das Diterpen Fusicoccin A
(FC) tr�gt.[139] Diese beiden Arbeiten demonstrieren die
Leistungsf�higkeit der LDT-Chemie zur Charakterisierung
von Zielprotein und ligandenbindender Tasche. Der Erfolg ist
ein Resultat der strengen Ortsselektivit�t der Technik.

Auch andere Verfahren zur chemischen Markierung en-
dogener Proteine in zellul�rer Umgebung wurden mit reak-
tiven Gruppen durchgef�hrt, deren Reaktivit�t sorgf�ltig
eingestellt worden war. So verwendeten Fenical et al. bei-
spielsweise einen „Acylphenolrest“ (2-Hydroxybenzoylrest)
als reaktive Gruppe, um das Zielprotein Marrinopyrrol A,
einen in lebenden Zellen tumorhemmend wirkenden Natur-
stoff, zu identifizieren (Schema 12 d).[140] Ganz aktuell ist die
Verçffentlichung eines neuen Typs ligandendirigierter
Chemie, bekannt als ligandendirigierte Acylimidazol(LDAI)-
Chemie (Hamachi et al. ; Schema 13).[141] Ein moderat reak-
tives Alkyloxyacylimidazol (AI) ermçglichte, unterst�tzt
durch die Ligandenbindung, die selektive Modifizierung na-
t�rlicher Proteine wie des endogenen Folatrezeptors (FR) auf
der Oberfl�che lebender Zellen, die mit der LDT-Chemie
nicht effizient markiert werden konnten. Interessanterweise
wirkte der Fluorescein-markierte FR als Fluoreszenzbiosen-
sor auf der Zelloberfl�che; mit diesem konnte erstmals in situ
die Ligandenbindungskinetik des FR analysiert werden.

Schema 14. a, b) AGD-Katalysator-vermittelte selektive chemische Proteinmarkierung. a) Zugrundeliegende Strategie. b) Multivalentes DMAP-
System f�r eine effiziente Markierung. c) Chemische Struktur des AGD-Katalysators vom Lactosetyp zur Markierung von CongII und des Acyl-
donors vom Fluoresceintyp.
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4.4. Ligandengebundene Katalysatoren
zur spurlosen Proteinmarkierung
auf Zelloberfl�chen

Eine andere Strategie zur Mar-
kierung endogener Proteine wurde
ebenfalls von Hamachi und Mitar-
beitern eingef�hrt. Sie setzten einen
Katalysator ein, der eine Gruppe trug,
die ihm eine spezifische Affinit�t f�r
das Zielprotein verlieh.[142] 4-Dime-
thylaminopyridin (DMAP) wird als
organischer Katalysator f�r eine
Vielzahl von Acyltransferreaktionen
in der organischen Synthese einge-
setzt. Hamachi et al. entwickelten af-
finit�tsgeleitete DMAP-Katalysato-
ren (AGD-Katalysatoren, affinity-
guided DMAP catalysts) aus einer
DMAP-Einheit und einem Affinit�ts-
liganden (Schema 14a,b). Die selek-
tive Bindung des AGD-Katalysators
an das Zielprotein erleichtert die
Acyltransferreaktion einer Thioester-
sonde in der Nachbarschaft des akti-
ven Zentrums des Proteins. Die Aus-
sagekraft dieser Chemie wurde mit
Lectinen, zuckerbindenden Proteinen
wie Congerin II (CongII), Concana-
valin A (ConA) und Weizenkeimag-
glutinin (WGA, wheat germ aggluti-
nin) sowie ligandenbindenden Pro-
teinen wie der SH2-Dom�ne und
FKBP12 nachgewiesen.[142–144] Wenig
sp�ter erkannte man, dass die Mar-
kierungsreaktion durch Einf�hrung
mehrerer DMAP-Gruppen in den
Ligand-Katalysator-Komplex deut-
lich beschleunigt werden konnte.[144]

Mit der hohen Effizienz und Selekti-
vit�t der Proteinmarkierung auf Basis multivalenter AGD-
Katalysatoren gelang die Markierung von B2R auf der Zell-
oberfl�che mit 85% Ausbeute in 30 min. Das fluoreszenz-
markierte B2R ermçglicht einen Ligandenbindungstest mit
einem bimolekularen Fluoreszenzlçschungs- und Wieder-
herstellungssystem (bimolecular fluorescence quenching and
recovery, BFQR) auf der Oberfl�che der lebenden Zelle. Bis
heute sind etwa 50% aller modernen Pharmazeutika gegen
GPCRs gerichtet. Vor diesem Hintergrund ist die Entwick-
lung einer effizienten und robusten Screening-Plattform f�r
Wirkstoffe gegen GPCRs von großer Bedeutung f�r die
pharmazeutische Chemie und die Wirkstoffsuche.

Als weiteren Typ eines affinit�tsgeleiteten Katalysators
schlugen Kunishima et al. ein biotinbeladenes Chlortriazin
zur Avidinmarkierung vor (Schema 15 a).[145] Ball et al. pu-
blizierten eine neue Markierungsmethode mit Rhodium(II)-
Metallopeptiden und funktionalisierten Diazoverbindungen
(Schema 15b).[146, 147] Die ortsspezifische, durch r�umliche
N�he angetriebene Proteinmodifizierung gelingt mithilfe

einer Kombination aus peptidbasierter molekularer Erken-
nung und einem Rhodiumkatalysator, der viele Aminos�u-
reseitenketten in Zelllysaten und in vitro modifizieren kann.

5. Zusammenfassung und Ausblick

In aktuellen Forschungsarbeiten sind bedeutsame Fort-
schritte bei der selektiven Proteinmodifizierung mit synthe-
tischen Molek�len erzielt worden. In diesem Aufsatz wurden
vier Hauptstrategien dargestellt:
1) die Biokonjugation nat�rlicher Aminos�uren (�berwie-

gend in In-vitro-Ans�tzen);
2) die bioorthogonale chemische Reaktion nichtnat�rlicher

Aminos�uren;
3) die Kombination von selektiver Erkennung und Reakti-

vit�t unter Verwendung eines Paars aus einem Enzym
oder kurzem Peptid sowie einem Sondenmarker;

Schema 15. a) Ligandengebundenes Chlortriazin zur Proteinmarkierung.[145] b) Durch r�umliche
N�he angetriebene Proteinmodifizierung mit Rhodium(II)-Metallopeptiden und einer Diazoverbin-
dung.[146, 147]

Organische Proteinmodifikationen

4197Angew. Chem. 2013, 125, 4182 – 4200 � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


4) der Einsatz ligandendirigierter Markierungsreaktionen
f�r endogene Proteine.

Diese Methoden stellen ein n�tzliches Repertoire f�r die
chemische Biologie bereit,[148–151] wobei die drei letzten Ver-
fahren besonders gut f�r Rohextrakte oder lebende Systeme
geeignet sind. Die komplement�re oder kombinierte Ver-
wendung dieser Methoden sollte die Leistungsf�higkeit che-
mischer Verfahren f�r die biologische Forschung demon-
strieren. Um einige der ungelçsten Probleme in Zellbiologie,
pharmazeutischer Forschung und medizinischen Wissen-
schaften anzugehen, wird die Entwicklung neuer Methoden
zur Proteinmodifizierung f�r lebende Systeme erforderlich
sein. Alle k�nftigen Entwicklungen sollten die Analyse rie-
siger Proteinkomplexe erleichtern, Zielproteine f�r neue
Medikamente identifizieren sowie den rationalen Entwurf
irreversibler Hemmstoffe und das Aufsp�ren und die Dia-
gnose von Krebs in vivo ermçglichen. Der Einsatz organi-
scher Reaktionen f�r die Manipulation endogener nat�rlicher
Proteine in ihrem nat�rlichen Umfeld befindet sich gegen-
w�rtig noch in einem fr�hen Stadium (Tabelle 1), und die
Entwicklung neuer chemischer Verfahren, die in lebenden
Systemen genutzt werden kçnnen, ist ein lohnendes Ziel f�r
die organische Chemie.
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