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M ethoden der bioorthogonalen Chemie haben sich als
leistungsfahige Techniken fiir die Bildgebung von Biomole-
kiilen etabliert, und zwar insbesondere fiir solche Molekiile,
die nicht unter direkter genetischer Kontrolle stehen, wie
Glykane, Lipide, Bestandteile bakterieller Zellwénde und, so
konnte man argumentieren, die DNA selbst.!]

Der Trend zu superhochauflésenden Mikroskopietechni-
ken hat kiirzlich auch die bioorthogonale Chemie erfasst.
Zum Beispiel wurde die Bildgebung von bioorthogonalen
Analoga mitochondrieller Lipide mittels STED-Mikrosko-
pie? sowie die Bildgebung von Zelloberflichenglykanen
mittels dSTORM beschrieben.’! Ein Nachteil superhoher
Auflosungen ist jedoch, dass in einem Einzelexperiment nur
eine begrenzte Zahl an Fluorophoren parallel abgebildet
werden kann. Unter diesem Aspekt bleibt der zelluldre
Kontext, in dem sich die bioorthogonalen Gruppen aufhalten,
unsichtbar.™

Elektronenmikroskopie (EM) ist die bevorzugte Technik,
um morphologische Informationen iber (sub)zellulire
Strukturen in Nanometerauflosung zu erhalten.! Allerdings
sind die durch EM zuginglichen Informationen schwierig zu
gewinnen und zu interpretieren, da die Probenpridparation
nicht trivial ist und die untersuchten Biomolekiile und
Strukturen schwer zu definieren sind. Klassischerweise nutzte
man Antikoérper, um die Natur von Biomolekiilen, die mit
elektronenreichen Markierungen wie z.B. Goldpartikeln
konjugiert wurden, aufzukliren.!! Allerdings erfordert diese
Strategie das Fixieren der Zellen mit Formaldehyd und ihre
Permeabilisierung, um den Eintritt von Antikorpern in die
Zelle oder das Gewebe zu ermoglichen. Diese Fixierung und
Verwendung von Detergentien bedingt jedoch eine erhebli-
che Storung der zelluldren Ultrastruktur. Das alternative
Markieren mit Antikorpern nach der Probenpréparation ist
ein aufwéndiger Prozess mit oftmals geringer Erfolgsrate, da
es an funktionellen Antikérpern fehlt.”!
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Die EM-kompatible Visualisierung von nicht-templatier-
ten Molekiilen ist sogar noch schwieriger. Beschrieben wurde
das Anfirben von Kohlenhydraten mit Lectinen, diese Me-
thode leidet aber unter der begrenzten Spezifitit und Ver-
fiigbarkeit von Lectinen.™! Die Entwicklung EM-kompatibler
bioorthogonaler Bildgebungstechniken wire daher von gro-
Bem Wert, um ultrastrukturelle Informationen iiber den zel-
luldren Kontext dieser nicht-templatierten Molekiile zu ge-
winnen.”’! Auf eine solche Methode musste jedoch lange ge-
wartet werden, da viele Probenpriparationstechniken fiir die
Elektronenmikroskopie auf der thermischen/radikalischen
Polymerisation von Harzen innerhalb der Proben basieren
und eine solche Operation mit bioorthogonalen chemischen
Funktionalitdten nicht kompatibel ist.

Vor kurzem fanden nun Ngo et al.'"” eine elegante Losung
fiir das Problem der Instabilitidt bioorthogonaler Gruppen
wihrend der Harz-basierten Probenpréparation. Der ent-
scheidende Kniff dieser Methode ist, die bioorthogonale
Modifizierung und Visualisierung vor der Probenpréparation
durchzufithren. Um dies zu erreichen, verwendeten Ngo et al.
eine Photoumwandlungsstrategie: Sie ligierten Fluorophore
an ihre bioorthogonalen Gruppen, die befdhigt sind, Triplett-
Sauerstoff in Singulett-Sauerstoff umzuwandeln, der wieder-
um genutzt werden kann, um Diaminobenzidin (DAB) in der
Umgebung des Fluorophors zu einem unloslichen Prézipitat
zu polymerisieren. Das resultierende Polymer hat eine sehr
hohe Affinitit fiir Osmiumtetraoxid, was dazu fiihrt, dass die
Position der urspriinglichen bioorthogonalen Gruppe in ei-
nem EM-Bild dunkel erscheint (Figure 1A).! Die Methode
wurde urspriinglich zur Visualisierung von Gen-Tags entwi-
ckelt — z.B. mini-SOG!" und das auf dem Tetracystein-Tag
basierende FLASH/ReASH.'"] Durch die Einfithrung des
Fluorophors vor der Fixierung, Dehydratation und Harzpo-
lymerisation wird die Inkompatibititdt der bioorthogonalen
Gruppen mit dem Arbeitsablauf iiberwunden. Ein weiterer
Vorteil ist, dass die Permeabilisierung der Zellen iiberfliissig
wird, da die Hilfsreagentien, die fiir die Kontrasterzeugung
benotigt werden, kleine Molekiile sind, die leicht durch fi-
xierte Zellmembranen permeieren, was den Gesamtprozess
enorm vereinfacht. Das bedeutet, dass die Ultrastruktur der
Zellen erhalten bleibt. Die Auflosung ist ebenfalls sehr gut, da
gezeigt wurde, dass die photooxidationsbasierte Polymerisa-
tion von DAB, welche die markierten Strukturen mit dem
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Abbildung 1. Detektion von bioorthogonalen Gruppen in Harz-einge-
betteten EM-Proben: A) Zuerst wird ein bioorthogonales Uridin-Analo-
gon in naszierende DNA metabolisch eingebaut. Diese Funktionalitt
(»handle“) wird mit Dibromfluorescein modifiziert, das Triplett-Sauer-
stoff in Singulett-Sauerstoff effizient umwandeln kann. Der Singulett-
Sauerstoff kann anschlieflend 3,3’-Diaminobenzidin in ein unlésliches
Polymer tiberfiihren, das eine hohe Affinitat fiir Osmium besitzt. Os-
mium besitzt eine hohe Elektronendichte und visualisiert dadurch die
Gegenwart der urspriinglichen bioorthogonalen Gruppe. B) Ein Bei-
spiel fir die dreidimensionale Rekonstruktion einer bioorthogonal mar-
kierten DNA im Zellkern einer sich teilenden Zelle (aus Lit. [10]).

osmiophilen Produkt konturiert, innerhalb von 4 nm zur ur-
spriinglichen Photokonversionsreaktion stattfindet.

Ngo et al. setzten diese Technik zur Bildgebung neu syn-
thetisierter DNA ein, indem sie den Einbau eines bioortho-
gonalen DNA-Analogons, Ethinyldeoxyuridin (EdU), visua-
lisierten.!"” Sie kombinierten die Methode mit der seriellen
Block-Face-Rasterelektronenmikroskopie (SBEM), einer
Technik, bei der sequenziell 60 nm diinne Schnitte aus dem
Probenblock fiir die EM-Bildgebung entnommen werden.
Aus der so generierten Bilderserie lésst sich ein dreidimen-
sionales Bild der Zelle rekonstruieren. Als ein anschauliches
Beispiel wurde die Methode genutzt, um die Auftrennung der
DNA in der Anaphase einer sich teilenden Zelle zu zeigen
(Abbildung 1B).

In einer weiteren Anwendung wurden Cholin-haltige Li-
pide und bioorthogonal markierte Zellwédnde von Listeria
monocytogenes markiert und visualisiert. In letzterem Expe-
riment wurde die hohe Auflosung der Technik genutzt, um
extrazelluldres Peptidoglykan von seinen intrazelluldren
Zwischenstufen zu unterscheiden (die nur 7 nm voneinander
entfernt sind).

Mit ihrer Methode bekriftigen Ngo et al. die Leistungs-
fahigkeit der bioorthogonalen Chemie fiir die Bildgebung
nicht-templatierter Molekiile. Diese neuen EM-Techniken
ermoglichen die Abbildung dieser funktionellen Gruppen im

ultrastrukturellen Kontext. Die Methode ergéinzt eine andere
kiirzlich beschriebene Technik, bei der bioorthogonale
Funktionalititen in EM-Schnitten nach Probenpriparation
mittels korrelativer Lichtelektronenmikroskopie visualisiert
werden, wobei ein Fluoreszenzbild eines 100 nm diinnen
Schnitts mit einem EM-Mikrographen des gleichen Schnitts
iiberlagert wird. In diesem Fall wurde das Problem der che-
mischen Inkompatibilitdt dadurch gelost, dass die einzige
Praparationsmethode genutzt wurde, die kein Polymerharz
fir die Probenpriparation einsetzt — die Proben werden
stattdessen tiefgefroren und bei ultratiefen Temperaturen
geschnitten.'" Zusammengenommen haben diese beiden
Veroffentlichungen die Elektronenmikroskopie ein ganzes
Stiick vorangebracht und mit der Fihigkeit ausgestattet,
bioorthogonale Gruppen in ihrem zelluldren Kontext abzu-
bilden.
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