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Neue Entwicklungen bei der Photoaffinititsmarkierung

Florence Kotzyba-Hibert, Isabelle Kapfer und Maurice Goeldner*

Christian Hirth in memoriam

—

Die Untersuchung von Ligand-Rezep-
tor-Wechselwirkungen ist und bleibt ei-
ne Herausforderung fiir Chemiker und
Biologen. Auf der Grundlage der Struk-
turaufklirung von biologischen Rezep-
toren gelangt man zu einem besseren
Verstdndnis ihrer Funktionen. Die Me-
thode der Photoaffinitdtsmarkierung ist
ein biochemischer Ansatz, um Rezepto-
ren fiir weitere Strukturuntersuchungen
zu identifizieren und zu charakterisie-
ren. Die Primérstruktur eines Rezeptor-
proteins wurde typischerweise durch re-
verse Genetik erhalten; dazu wurde das
Protein ausgiebig gereinigt und das N-
terminale Peptid sequenziert. Dies er-
moglichte das Design entsprechender
Oligonucleotidsonden. Deren Synthese
fiihrte durch Hybridisierung zur 1denti-
fizierung von cDNA-Klonen. Nach die-
ser Strategie wurden mehrere membran-

und wichtige Polypeptide, die in sehr ge-
ringen Mengen im Zentralnervensystem
vorkommen, identifiziert und ihre Se-
quenz aus der cDNA-Sequenz abgelei-
tet. Da bei der Photoaffinitdtsmarkie-
rung eine kovalente Bindung zwischen
einem radioaktiv markierten Analogon
des Liganden und der Rezeptorbin-
dungsstelle gebildet wird, ist es theore-
tisch moglich, radioaktiv markierte Pep-
tide zu isolieren und zu sequenzieren
sowie dann die entsprechenden Oligonu-
cleotide zu synthetisieren. Im Vergleich
zum klassischen Ansatz kénnen durch
Photoaffinitidtsmarkierung méglicher-
weise die kritischen Solubilisierungs- und
Reinigungsschritte vermieden werden. So
weit uns bekannt ist, wurde bisher noch
kein Beispiel fiir eine Primérstrukturbe-
stimmung durch Photoaffinitidtsmarkie-
rung verdffentlicht. Die auBergewdhnli-

thoden, vor allem der Homologie- und
Expressionsklonierungen, haben den
oben geschilderten Ansatz jedoch voll-
stindig {iberholt und so die Frage nach
neuen Perspektiven fiir die Photoaffini-
tatsmarkierung aufgeworfen. In diesem
Ubersichtsartikel priisentieren wir eine
aktualisierte Zusammenstellung ausge-
wihlter Entwicklungen und neue Her-
ausforderungen fiir diese Methode. Ins-
besondere er6ffnet die Methode der
Photoaffinitdtsmarkierung nicht nur den
Zugang zu Strukturelementen, sondern
ist auch dafiir geeignet, die Funktionen
biologischer Rezeptoren, z. B. ihre Rolle
bei der Signaltransduktion, zu untersu-
chen.
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1. Einleitung

Die Photoaffinitdtsmarkierung wurde vor iiber dreilig Jah-
ren von Westheimer et al.l'} entdeckt und hat sich seitdem deut-
lich weiterentwickelt; das Grundprinzip ist allerdings unverin-
dert geblieben. Zur Photoaffinitdtsmarkierung bentigt man ein
lichtaktivierbares, aber chemisch inertes Analogon des Liganden,
das durch Bestrahlen mit Licht eine hochreaktive Molekiil-
spezies bildet, die irreversibel an die Bindungsstelle des biologi-
schen Rezeptors bindet. Abbildung 1 verdeutlicht, welche unter-
schiedlichen Informationen iiber die Struktur aus solchen
Markierungsexperimenten erhalten werden kénnen. Es gibt
zahlreiche Ubersichtsartikel iiber die Photoaffinititsmar-
kierung!?> % und eine vollstindige Untersuchung der photo-
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chemischen Reagentien sowie von Bayley!>*! eine Analyse von
Photomarkierungsexperimenten.

In mehreren hundert, in letzter Zeit erschienenen Artikeln
wird die Photoaffinitdtsmarkierung als Methode zur Markie-
rung von Polypeptiden mit lichtaktivierbaren Ligandenanaloga
beschrieben. In vielen Fillen kénnen mit diesen radioaktiv mar-
kierten Liganden funktionale Proteine auf Natriumdodecylsul-
fat(SDS)-Gelen charakterisiert werden. Nur wenige dieser Experi-
mente fithrten jedoch bis zur Identifizierung der Aminosiurere-
ste, die durch die radioaktiven Sonden markiert worden waren
(Abb. 1). Dieser letzte Schritt liefert wichtige Strukturdaten, die
Position der Bindungsstelle in der Primérstruktur des Rezeptors
und genaue Angaben zur Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung. In
anderen, mehr chemisch orientierten Untersuchungen wurden
neue photosensitive funktionelle Gruppen beschrieben, die
moglicherweise bei der Photoaffinititsmarkierung verwendet
werden konnen. Zum besseren Verstindnis der photochemi-
schen Reaktion wurde die Reaktivitit der photochemisch gebil-
deten Molekiilspezies untersucht.
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Abb. 1. Photoaffinitidtsmarkierung: Prinzip und nachfolgende Schritte bis zur
Identifizierung der Aminosduren.

Im vorliegenden Ubersichtsartikel soll besonderes Gewicht auf
einige Photoaffinitdts-Reagentien gelegt werden: auf Fluoraryl-
azide wegen ihres vielversprechenden Photomarkierungspoten-
tials sowie auf Aryldiazoniumsalze und Trifluormethylaryldia-
zirine wegen ihrer effektiven Photokopplung an Proteine. In
bezug auf die biochemischen Aspekte beleuchtet dieser Artikel
auBerdem die Rolle des Zielproteins bei Photoaffinitdtsmarkie-
rungen.

2. Die Suche nach idealen Photoaffinititssonden

Viel Zeit ist fiir die Entwicklung neuer funktioneller Gruppen
aufgewendet worden, die bei der Photoaffinitdtsmarkierung ein-
gesetzt werden kdnnen. Diese Suche war hauptséchlich auf Ana-
loga von bereits beschriebenen photosensitiven Verbindungen

gerichtet, weniger darauf, Verbindungen mit neuen chemischen
Funktionen zu finden. Dies ist nicht Giberraschend, wenn man
bedenkt, daB3 die photochemische Bildung einer hochreaktiven
Molekiilspezies normalerweise von der Entstehung einer stabilen
Verbindung, idealerweise eines Gases, begleitet wird. Dadurch
wurde dieses Forschungsfeld erheblich eingrenzt. Photochemi-
sche Fragmentierungen, die unter Freisetzung von Stickstoff
stattfinden, sind unter den beschriebenen Beispielen am hiufig-
sten vertreten, da Stickstoff ein inertes Gas ist und einige Verbin-
dungen als Vorstufen verwendet werden kdnnen, z. B. Azido-,
Diazo- und Azoverbindungen sowie Diazirine und Diazonium-
salze. Diese sind Vorstufen filir reaktive Spezies wie Nitrene,
Carbene, Radikale und Carbokationen (Schema 1). Arylazide
sind die bei weitem am hiufigsten genutzten Reagentien zur
Photoaffinititsmarkierung. Diese Beliebtheit beruht allerdings
mehr auf ihrer chemischen Stabilitdt im Dunkeln und ihrer ein-
fachen Synthese als auf ihren intrinsischen photochemischen
Eigenschaften.

+ = hv
Azide Ar~N=N=N — Ar—N: Nitrene
N (Singulett oder Triplett)
Diazover- R! + = R}
bindungen >=N=N —_— : Carbene
(APR (Ar)R (Singulett oder Triplett)
" — + - +
Dm;(::;“m Ar—N=N X -——= Ar Carbokationen
Rl N Rl
Diazirine >< | —_— >: Carbene
(AR N (APR (Singulett oder Triplett)

Schema 1. Typische Verbindungen als Vorstufen fiir reaktive Spezies bei der Pho-
toaffinitdtsmarkierung.

2.1. Die Gruppe der Arylazide

2.1.1. Auf dem Weg zu einem besseren Verstdndnis der photo-
chemischen Reaktion

Die Photochemie der Arylazide ist oft als verwirrend angese-
hen worden, vor allem wegen der widerspriichlichen Ergebnisse,
die man mit einigen Derivaten bei Photoaffinitdtsmarkierungen
erhielt. Seit ihrer Entdeckung durch Knowles et al.l®) im Jahre -
1969 wurden viele substituierte Arylazide entwickelt, z. B. nitro-
substituierte Derivate!’!, die jenseits des Absorptionsbereichs -
von Proteinen aktiviert werden kénnen. Zwischenzeitlich wurde
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gezeigt, daB der Substituent am Aren die photochemische Reak-
tion beeinflufit und so die chemische Reaktivitdt des photo-
chemisch gebildeten Intermediates priagt!®. In Untersuchun-
gen, hauptsichlich aus den Arbeitsgruppen von Schuster und
Platz, wurden diese photochemischen Reaktionen aufgeklirt'®.
Die Bestrahlung der Azide fithrt zu einem Azid im angereg-
ten Singulettzustand, das entweder unter Stickstoffverlust in
ein Singulett-Nitren tibergeht oder durch Interkombination
(intersystem crossing, ISC) ein Triplett-Azid bildet, das sich
dann scinerseits unter Stickstoffabspaltung in ein Triplett-
Nitren umwandelt. Eine vereinfachte Darstellung (Schema 2)

B
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Schema 2. Moglicher Mechanismus der Kupplung von Arylnitrenen an biologische
Rezeptoren. 1SC = Intersystem Crossing (Interkombination).

geht direkt vom Singulett-Nitren aus; dieses kann sich in eine
C-H- oder eine Heteroatom-H-Bindung einschieben, zum ent-
sprechenden Didehydroazepin umlagern oder unter Interkom-
bination in das Triplett-Nitren iibergehen. Diese Zwischenpro-
dukte reagieren in Photoaffinitatsmarkierungsversuchen unter-
schiedlich:

a) Eine weitgehend unspezifische Einschubreaktion mit einer
beliebigen Aminosdure oder mit dem Ldsungsmittel ist fiir das
Singulett-Nitren zu erwarten.

b) Eine Reaktion mit einem geeigneten Nucleophil folgt auf
die Didehydroazepinbildung; mdgliche Nucleophile sind Cy-
stein- oder Histidinseitenketten, wihrend Seitenketten mit Hy-
droxygruppen und die protonierte Seitenkette von Lysin wahr-
scheinlich nicht nucleophil genug sind. Beispielsweise reagiert
Methanol nicht mit Didehydroazepinen!!°l,

¢) Das Triplett-Nitren weist eine wenig voraussagbare Radi-
kalchemie auf (siche Abschnitt 2.3).

Mit wenigen Ausnahmen wie den Azidonucleotiden und den
fluorierten Arylaziden (Abschnitt 2.1.2 bzw. 2.1.3) lagern sich
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Arylazide entweder zu den entsprechenden Didehydroazepinen
um oder gehen in das Triplett-Nitren @iber; Einschubreaktionen
des Singulett-Nitrens wurden nicht festgestellt!®]. Schuster et al.
haben den EinfluB} des Substituenten am Aren auf die photoche-
mische Reaktion beschrieben (Tabelle 1). Die Komplexitét der

Tabelle 1. Produktausbeuten der Bestrahlung von Arylaziden XC¢H,N, in Cyclo-
hexan ohne und in Gegenwart von Diethylamin [8]. Die Azoverbindungen und die
Aniline werden durch Triplett-, die Azepine durch Singulett-Nitren-Kupplung ge-
bildet.

X Azoverbindung[%] 3H-Azepin[%)][a] Anilin[%][a]
H 15 80 -
p-Ph 55 7 10
p-SMe 71 51 18
p-OMe 80 27 30
p-NMe, 92 0 44
p-CO,H - 70 15
p-CONMe, 70 74 Spur
p-COCH, 87 70 30
p-CN 74 68 10
m-NO, 50 10 30
p-NO, 73 <3 80
p-Cl 30 100

p-Br 80 ! Spur
pl 96 34 12

[a] Photolyse in Gegenwart von Et,NH.

Reaktion 148t sich anhand der entgegengesetzten Reaktivitit
der para-Chlor- und para-Dimethylaminophenylazide verdeut-
lichen. Die Bestrahlung in Cyclohexan in Gegenwart von Di-
ethylamin als Nucleophil lieferte ausgehend von para-Chlorphe-
nylazid Azepin in 100% Ausbeute, wihrend para-Diethylamino-
phenylazid ausschlieBlich zu Verbindungen umgesetzt wurde, die
iber Radikale gebildet werden. Daher hingt bei der Photoaffini-
tidtsmarkierung mit Arylaziden der Verlauf der Markierungsre-
aktion nicht nur vom Substituenten am Aren ab, sondern auch
davon, ob ein nucleophiler Rest an der Bindungsstelle vorhan-
den ist. Daher sind Vorhersagen iiber den Verlauf von Photoaffi-
nitdtsmarkierungen mit Arylaziden nahezu unmaéglich.

Bei der photochemischen Kupplung von Arylaziden an Re-
zeptoren kann die nucleophile Addition an das Didehydroaze-
pin nur von begrenztem Nutzen sein, weil die resultierenden
Azepine unter den proteolytischen Bedingungen, wie sie zur
Identifizierung von Peptiden und Aminosauren bendtigt wer-
den, nicht immer stabil sind. Allerdings waren viele Markierun-
gen mit solchen Arylaziden erfolgreich, die als Triplett-Nitrene
reagieren. Die Radikalchemie umfaft einen vielstufigen ProzeB
bei der Kupplung des Liganden an den Rezeptor. In Schema 2
ist die Abstraktion eines Wasserstoffradikals vom Protein durch
das Triplett-Nitren und die Rekombination der so gebildeten
Radikale unter Bildung einer kovalenten Bindung gezeigt. Mit
Blick auf den Rezeptor stellt sich bei dieser Reaktion die Frage,
welche Aminosdurereste am ehesten stabile Radikale bilden
konnen (siehe Abschnitt 2.3).

Platz et al.[' ¥ stellten fest, daf} die Bestrahlung bei tiefer Tem-
peratur (77 K) die Bildung des Triplett-Nitrens begiinstigt, indem
die Umlagerung des Singulett-Nitrens zum Didehydroazepin
verhindert wird. Dies konnte auf mefa-Azidophenyl-substituier-
tes Acylchymotrypsin angewendet werden: Die Bestrahlung bei
77 K fiihrt hier zu einer erhdhten irreversiblen photolytischen
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Inaktivierung des Enzyms. Die Inaktivierung des Estrogenre-
zeptors gelang auf diese Weise allerdings nicht!!2],

2.1.2. Azidonucleotide

Azidonucleotide sind eine interessante Klasse von Arylazi-
den, denn sie sind sehr oft ausgezeichnete Nucleotidanaloga,
deren minimale chemische Modifikation sich auf die Einfiih-
rung der Azidogruppe im Heterocyclus beschriankt. Sie wurden
bereits in vielen Untersuchungen zur Photoaffinitdtsmarkierung
mit Erfolg eingesetzt. Vor allem mit radioaktiv markiertem 2-
Azido-ATPU3 141 2. Azido-ADPU 17 8. Azido-ATPL!3: 191,
8-Azido-GTP?% und 8-Azido-cAMP!?! gelang die Identifizie-
rung des markierten Aminosdurerestes an der Bindungsstelle
des Zielrezeptors. Vergleicht man die unterschiedlichen Amino-
sdurereste, die mit diesen purinanalogen Azidosonden markiert
werden (Tyr, Trp, Lys, Thr, Leu, Ile und Pro (siche Abschnitt 4,
Tabelle 7)), ist es nicht moglich, dem zugehdrigen photoche-
misch gebildeten Nitren eindeutig einen Singulett- oder Triplett-
Charakter zuzuordnen. Mit der Reaktivitdt der Singulett-Nitre-
ne konnen die experimentellen Befunde ebenso erklirt werden
wie durch die der Triplett-Nitrene. Eine nucleophile Addition an
die Didehydroazepine, die aus den Nucleotiden gebildet werden,
ist unwahrscheinlich, es sei denn, da Tyrosinat beteiligt ist.
Schema 3 zeigt den moglichen Mechanismus der Insertion in die

Ar—3N ]

H’- Abstraktion l

Q- — /—Q*O—NHAr
4 <:> e
Kupplung
ArNH*
NHAr
e e
T T

Schema 3. Mégliche Reaktionsmechanismen der Insertion von Singulett- und Tri-
plett-Nitrenen in die Tyrosinseitenkette.

Tyrosinseitenkette durch beide Nitren-Spezies; Tyrosin ist die
Aminoséure, die am haufigsten durch die beschriebenen purin-
analogen Azidosonden markiert wird (15 Beispiele fiir Tyrosin-
markierungen sind in Tabelle 7 aufgefithrt). Fiir die Azidonu-
cleotide wurde eine Strukturanalogie zu Carbonylaziden
vorgeschlagen!®®); von diesen ist bekannt, daB si¢ hochreaktive
Nitrene bilden{?2), Sicherlich wiren genaue kinetische Daten
und besonders die Bestimmung der Lebensdauer der zugehori-
gen Singulett-Nitrene ebenso wie die der Geschwindigkeiten der
Umlagerungen zum Didehydroazepin und zum Triplett-Nitren
sehr niitzlich, um die photochemischen Reaktionen dieser Azi-
donucleotide besser zu verstehen.

2.1.3. Fluorierte Arylazide

Bei fluorierten Arylaziden haben sich die fiir die Photoaffinitats-
markierung bei weitem vielversprechendsten Entwicklungen in
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der Gruppe der Arylazide ergeben. Banks et al.l>*1 beschrieben
in frithen Arbeiten die Thermolyse fluorierter Arylazide sowie
Einschubreaktionen in C-H-Bindungen von Mesitylen und Tri-
methoxybenzol. Eine detaillierte Untersuchung von Platz
et al.l'% 24~ 27 fiihrte zu der SchluBfolgerung, daB sich die Sin-
gulett-Spezies von fluoriertem Arylnitren langsamer zum ent-
sprechenden Didehydroazepin umlagert als die der unsubsti-
tuierten Verbindung, so daB das Zwischenprodukt effizient mit
den meisten chemischen Bindungen, einschlieBlich der C-H-Bin-
dung, unter formaler Insertion reagieren kann (Tabelle 2). Wei-

Tabelle 2. Ausbeuten an Singulett- und Triplett-Nitren-Addukten, die bei Photoly-
sen von Pentafluorphenylazid in unterschiedlichen Losungsmitteln RH (als Abfang-
reagens) gebildet werden[27].

Losungsmittel C,FsNHR C¢FsNH, trans-(C4F;s), N,
[%] [%][a} [%][al
Cyclohexan 22 2 0
Cyclopentan 28 0 0
Cyclopentan|[b] 4 12 5
Tetramethylethylen 49 [e] [e]
Benzol 39 5 0
Benzol [b] 0 6 32
Toluol 51 12 0
Toluol [b} 10 26 6
Tetrahydrofuran 41 3 0
Dimethylsulfid 12 [c] [c]
Dimethylsulfoxid 41 [c] [e]
Diethylamin 58 22 0

fa] Triplett-Nitren-Addukt. [b] Triplett-sensitiviert. [c] Die Ausbeute wurde nicht
bestimmt; das Produkt wurde nur in geringer Menge gebildet.

tere funktionalisierte fluorierte Arylazide als mégliche Photoaf-
finitatssonden wurden synthetisiert2® 2°1, Einige Beispiele fiir
photochemische Quervernetzungen!*®! und Photoaffinititsmar-
kierungen!!2-31 =331 mjt solchen Derivaten wurden verdffentlicht.
Vergleichende Untersuchungen mit fluorierten und nichtfluo-
rierten Arylazid-Photoaffinititssonden gaben widerspriichliche
Ergebnisse. In einem Fall waren die Markierungsergebnisse mit
den beiden Sonden &hnlich!'?! in einem anderen Fall war die
fluorierte Verbindung wirksamer!3#!. Diese Ergebnisse sollten
jedoch mit Vorsicht bewertet werden, vor allem, wenn Daten
fehlen, durch die eine analoge Positionierung der Sonden inner-
halb der Bindungsstelle nachgewiesen werden kann. Eine Unter-
suchung tiber Arylazide, die in unterschiedlichen Positionen des
aromatischen Rings fluoriert waren, ergab eine Korrelation zwi-
schen der Reaktivitit und dem Substitutionsmuster®%), Die 4-
substitutierten 2,6-Difluorphenylazide weisen bei minimaler
Fluorsubstitution ein Maximum an Reaktivitit auf. Vermutlich
konnen diese Verbindungen in einer hydrophoben Umgebung
als Singulett-Nitren reagieren, wihrend Losungsmittel mit Hy-
droxygruppen die Interkombination zum Triplett-Nitren kata-
lysieren. Im Hinblick auf eine Photoaffinitdtsmarkierung halten
die Autoren diese Reagentien nur in hydrophober Umgebung
fiir geeignet, effektive Einschubreaktionen in Einfachbindungen
liber die entsprechenden Singulett-Nitrene zu erzielen. Vermut-
lich fiihrt die Reaktivitdt eines Triplett-Nitrens in einer hydro-
philen Umgebung eher zu einer Spaltung des Polypeptids als zu
einer Kupplung an den Rezeptor, was allerdings im Hinblick auf
zahlreiche Beispiele fiir erfolgreiche Photoaffinitdtsmarkierun-
gen mit Triplett-Nitrenen hinterfragt werden kann (sieche Ab-
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schnitt 2.3 und Tabelle 7 fiir typische Beispiele fiir radikalisch
verlaufende Photoaffinitidtsmarkierungen).

Fluorierte Arylazide konnen nur mit Licht einer Wellenldnge
<300 nm aktiviert werden, das empfindlichen Proteinen scha-
den kann; dariiber hinaus erfiillen sie allerdings die meisten
Kriterien, um als wirksame Reagentien fiir die Photoaffinitats-
markierung verwendet werden zu konnen, und sollten daher
allméhlich die anderen, gebrduchlichen Arylazide verdringen.
Vor allem Phospholipidsonden, die fluorierte Arylazide enthal-
ten, sind vielversprechend fiir die Strukturuntersuchung von
Membranrezeptoren. Die vorhergesagte Singulett-Nitren-
Reaktivitdt®> sollte zur Insertion in C-H-Bindungen fiihren,
die eine Voraussetzung fiir die effiziente Markierung der
hydrophoben Aminosdurereste von Membranproteinen ist.
SchlieBlich sollte die Ausarbeitung von Synthesestrategien,
durch die radioaktive Isotope in Fluorarylazid-Reagentien ein-
gebaut werden kénnen!®®37), diesen einen enormen Erfolg ga-
rantieren.

2.2. Effiziente Photoaffinitiitssonden

Aufler den Arylaziden wurden viele andere photosensitive Ver-
bindungen als potentielle Sonden fiir Photoaffinitidtsmarkierun-
gen beschrieben!®, Zwei Klassen sehr effizienter Vebindungen
sollen im folgenden herausgegriffen werden: die Aryldiazo-
niumsalze und die Trifluormethylaryldiazirine. Deren bemer-
kenswerte Fahigkeit, an Proteine zu kuppeln, wird in Ab-
schnitt 5 diskutiert; hier werden zunéchst ihre chemischen und
photochemischen Eigenschaften kurz zusammengefafit.

2.2.1. Aryldiazoniumsalze

Aryldiazoniumsalze werden oft als schwer zu isolierende und
zu handhabende Verbindungen angesehen. Dies trifft sicher fiir
Diazoniumsalze zu, die mit elektronenziehenden Gruppen sub-
stituiert sind und die daher in nichtsaurem Milieu instabil sind.
Elektronenschiebende Gruppen in ortho- und para-Stellung ver-
leihen den Diazoniumverbindungen dagegen eine hinreichende
Stabilitdt und dariiber hinaus interessante photochemische Ei-
genschaften wie hohe Quantenausbeuten!*®! und Absorptions-
wellenldngen >300 nm (Tabelle 3), so dal} es sich bei diesen
Verbindungen um gute Kandidaten fiir Photoaffinititssonden
handelt.

Der einleitende Reaktionsschritt bei der photochemischen
Zersetzung ist die Bildung des entsprechenden Aryl-Kations,
das photochemisch zum Aryl-Radikal reduziert werden kann

Tabelle 3. Absorptionsmaxima /., molare Extinktionskoeffizienten ¢ und Quan-
tenausbeuten p einiger para- oder meta-substituierter Diazonium-Tonen XC,H, N .

X Anax [nM] &M tem ™) 0
p-NMe, 379[a] 37500[a] 0.59(aj
p-OCH, 313[4] 235001a] 0.46fa)
Pl 326[a) 12500 [a) -
p-OH 350[b] - 0.54[b]
p-N(Me)COMe 340[a] 16600[2] -
m-OCH, 273(a) 7300[a) -
m-SO,H 260[¢] 11500f¢] -
m-NO, 232[0] - 0.17[b]

[a] Lit. [45]. [b] Lit.[38]. [c] Lit.[181].
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Ar—Np Y

(Schema 4). Diese Zwischenstufen fithren zu unterschiedlichen
chemischen Reaktionen. Vereinfacht ausgedriickt, begiinstigen
elektronenziehende Gruppen am aromatischen Ring die Photo-
reduktion und elektronenschiebende stabilisieren das Kation
durch Resonanz. So liefert die photochemische Reaktion von
para-Nitrophenyldiazoniumsalzen in Alkoholen als Hauptkom-
ponente Nitrobenzol, wiahrend das para-Dimethylamino-Deri-
vat fast ausschlieBlich den entsprechenden Ether gibt*®l,

+ - h + - R
== Ar Y + Ny —» Ar Y

chemische Reaktionen

L §-x-n L
] ]
+ ArH +
E—X—Ar + H Produkte der

Radikalrekombination

Schema 4. Photochemische Reaktivitit von Aryldiazoniumsalzen ArNSY ™ sowie
Folgereaktionen. X = Heteroatom, CR,.

Aryl-Kationen sind hochreaktiv, so daB ihre Lebensdauer
noch nicht exakt bestimmt werden konnte!*®\. Fiir das Phenyl-
Kation in Wasser wurde durch Laserblitztechniken indirekt eine
Lebenszeit von weniger als 500 ps ermittelt™*®). Eine direkte Un-
tersuchung der photochemischen Zersetzung in Kohlenwasser-
stoffen, wobei die C-H-Bindung als Referenzbindung dient, ist
schwierig, weil die Aryl-Kationen in diesen Losungsmitteln
nicht 18slich sind. Dennoch wurden einige wenige Beispiele intra-
molekularer Reaktionen an C-H-Bindungen beschrieben!“!: 421,
Ein origineller Ansatz wurde von Speranza et al. gewdhlt, die ein
nichtsolvatisiertes Aryl-Kation durch Radiolyse aus tritiiertem
Benzol herstellteni**). Damit konnten interessante Aspekte der
Reaktivitdt frejer Aryl-Kationen untersucht werden, einschlie3-
lich einiger effizienter Reaktionen an C-H-Bindungen. Die photo-
chemische Reaktion des para-Dimethylaminophenyldiazonium-
Tons an der Amidbindung in N-Ethylacetamid als Modell fiir die
Peptidbindung wurde getestet*!. Uber 90% der Reaktion
fithrte zur O- oder N-Alkylierung, die wegen der Solvatation des
geladenen Restes des Diazoniumsalzes durch die Sauerstoff-
und Stickstoffatome erwartet worden war (Schema 5).

o

"
hv /J\o

— +

A~y-E
)\0—-@—»/
. \

o 1
Ao

Schema 5. Analyse der photochemischen Reaktion des p-(NV,N-Dimethylamino)-

phenyldiazonium-lons mit N-Ethylacetamid [44].
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Aryldiazoniumsalze, die mit elektronenschiebenden Gruppen
substituiert sind, erfiillen alle Kriterien fiir Photoaffinititsson-
den®™>! und wir haben sie in unserer Arbeitsgruppe hiufig ein-
gesetzt, um damit cholinerge Proteine zu markieren, deren Bin-
dungsstelle fiir die quartdre Ammoniumgruppe effizient mit der
geladenen Diazoniumverbindung untersucht werden kann. Einige
Beispiele dazu werden in den Abschnitten 4 und S beschrieben.

2.2.2. Trifluormethylaryldiazirine

Aryldiazirine wurden erstmals von Smith und Knowles!*®! als
mogliche Photoaffinitdtssonden beschrieben. Die Untersuchung
dieser Verbindungsgruppe hinsichtlich geeigneter Reagentien
fithrte zur Entdeckung der Trifluormethylaryldiazirine!*”), die
sich durch vorteilhafte photochemische Eigenschaften und dar-
iiber hinaus durch eine hervorragende chemische Stabilitit aus-
zeichnen. Durch Bestrahlung (Schema 6) fragmentiert das Dia-
zirin zum entsprechenden Carben oder isomerisiert zur linearen

CF3><H hv CF3>- CFs >=N=N
—_— H + =
Ar Ar
chemische Reaktionen
L §x-m
y
-x
H
CF3 ‘Ar

Schema 6. Photochemische Reaktivitdt von Diazirinen sowie Folgereaktionen.
X = Heteroatom, CR,.

Diazoverbindung. Diese Umlagerungsprodukte sind unter den
Bedingungen der Diazirinbestrahlung langlebige Intermediate,
die im Dunkeln zu unerwiinschten Alkylierungsprodukten fiihr-
ten!*®], Dieses Problem tritt mit Trifluormethylaryldiazirinen
ebenfalls nicht auf. Bei Photolyse in Cyclohexan wurden C-H-
Insertionsprodukte in zufriedenstellenden Ausbeuten erhal-
ten!*®) wihrend die Insertion in die O-H-Bindung die Haupt-
reaktion in Alkoholen war (Tabelle 4); beide Re-
aktionen lassen sich mit dem Singulett-Zustand
des Carbens erkldren. Reaktionen iiber Triplett-
Carbene wurden ebenfalls bei der Photolyse in Al-
koholen erhalten39,
3-Trifluormethyl-3-meta-iodphenyl-3 H-diazirin
(TID), das durch Einfithrung von '2° syntheti-
siert wurde'®!, ist eine hervorragende lichtakti-
vierbare Sonde. Dieses Reagens wurde erfolgreich ( N
bei der Markierung von hydrophoben Resten in
Membranproteinen eingesetzt™®*! und verdeut-
licht damit besonders die Fihigkeit des photoche- |
misch gebildeten Carbens, mit nichtaktivierten

Aminosiureseitenketten zu reagieren. Vor kurzem 3N
wurde TID als echte Photoaffinitdtssonde einge-
setzt, wobei das Reagens mit der Bindungsstelle 3CHR'

fiir nichtkompetitive Blocker des nicotinischen
Acetylcholinrezeptors wechselwirkt!®2, Weitere
auflergewohnliche Markierungsergebnisse sind in
Abschnitt 5 beschrieben.
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angeregte Spezies
nach dem Bestrahlen

Tabelle 4. Produktverteilung nach Photolyse von zwei 3-Trifluormethyl-3-aryl-3 /-
diazirinen in organischen Losungsmitteln{49aj.

Ar c[mm] Losungsmittel Produkt Ausb. [%)
C4H; 3 MeOH ArCH(OCH,)CF; -~ 95
3 Cyclohexan  ArCH(C4H,,)CF, 55
CsH,CH,CH(CO,CH;)- 2 EtOH ArCH(OC,H,)CF, 73
NHCO,:Bu ArCOCF, 17
ArCH,(OH)CF, 6
ArCH,CF, 5

2.3. Radikalreaktionen bei der Photoaffinititsmarkierung

Photochemisch gebildete freie Radikale kénnen mit Rezepto-
ren eniweder an das Peptid-Riuickgrat oder an die Aminoséure-
seitenketten kuppeln. Diradikale (Triplett-Zustédnde von Nitre-
nen, Carbenen, angeregten Ketonen und Doppelbindungen)
abstrahieren dabei vermutlich ein Wasserstoffradikal vom Re-
zeptor, und die beiden neu entstandenen Radikale rekombinie-
ren schnell®<) (Schema 7). Im Falle von monoradikalischen
Spezies, die z. B. durch Belichtung aus Arylhalogeniden gebildet
wurden, verliuft der Kupplungsprozell weniger eindeutig, da
das urspriinglich gebildete Radikal durch Wasserstoffradikal-
Abstraktion verschwindet. Dennoch kann eine verzégerte Re-
kombination von zwei Radikalspezies stattfinden. Dariiber hin-
aus kann ein weiterer Radikalmechanismus bei der Spaltung
von Disulfidbriicken auftreten; diese fithrt zur Bildung von sta-
bilisierten Sulfanyl-Radikalen, die mit anderen Radikalspezies
rekombinieren.

Acetophenone und Benzophenone sind ausgiebig fiir Pho-
toaffinitdtsmarkierungen eingesetzt worden; sie sind typische
Beispiele fiir Vorstufen von photochemisch gebildeten Radika-
len. Die Eigenschaften der Radikale im angeregten Zustand, die
aus diesen aromatischen Ketonen entstehen, sind gut verstan-
den'®. Die physikochemischen Voraussetzungen fiir die Ver-
wendung solcher aromatischer Ketone fiir die Photoaffinitéts-
markierung sind erfiillt: Das reaktive Triplett-Radikal lagert
sich nicht um, kann leicht bei groen Wellenldngen (4> 320 nm)
gebildet werden, so dafB} signifikante Schiden an den aromati-

0

N

H'-Abstraktion Kupplung

Iangsam schnell

AN /
cH—C~
/

\xj‘

:
I & NH
P a SN

*NH
R'CH,
. CH2R' \x j
radikalische Produkt der
Zwischenstufe Kupplung

Schema 7. Radikalische Kupplung von photochemisch gebildeten Triplett-Spezies an biologische
Rezeptoren durch H'-Abstraktion.
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schen Aminosiduren der Proteine vermieden werden®? und
kann sich in C-H-Bindungen einschieben. Abstraktions-Addi-
tions-Reaktionen des Triplett-Radikals aromatischer Ketone
wurden zunéchst fiir die selektive Einfithrung einer funktionel-
len Gruppe in Methylenpositionen von Steroiden und langketti-
gen Alkoholen®® %" ynd fiir die Photoaffinitdtsmarkierung
der Bindungsstellen von Peptidhormonen®! genutzt. Das Tri-
plett-Radikal aromatischer Ketone reagiert nicht sehr effektiv
mit Wasser'>®!, was fiir Photoaffinititsmarkierungen zunichst
von Vorteil schien!®*; allerdings kénnen reaktive Molekiile, die
nicht vom Ldsungsmittel abgefangen werden, zu unspezifischen
Markierungen fithren (Abschnitt 3).

An welchen Stellen im Protein finden Reaktionen freier Radi-
kale nun statt, und welche Aminoséurereste sind an diesen Re-
aktionen beteiligt? Die im Peptidriickgrat gebildeten a-Kohlen-
stoffradikale werden durch den Synergieeffekt der capto-dati-
ven Substitution mit Gruppen entgegengesetzter Polaritét stabi-
lisiert (697, Dieser Effekt konnte jedoch bei Messungen der ther-
modynamischen Reaktions- und Aktivierungsparameter der
Bildung von a-Cyano-a-methoxyalkyl-Radikalen nicht festge-
stellt werden %), Die bevorzugte Reaktivitit von Glycinresten
bei Reaktionen von freien Radikalen mit Peptid-Modellsub-
stanzen wurde der selektiven Wasserstoffradikal-Abstraktion
vom a-Kohlenstoffatom des Glycinrestes zugeschrieben. Diese
Préferenz war unerwartet, da Glycin durch Homolyse der C,-H-
Bindung sekundire Radikale bildet, wihrend die analoge Reak-
tion bei anderen Aminosdure-Derivaten thermodynamisch be-
vorzugte tertidre Radikale liefert. Diese ungewohnliche
Stabilitdt des Glycyl-Radikals wurde von Easton et al. anhand
der Reaktivitit von NBS gegeniiber N-Acylglycin-Derivaten
untersucht 627 641; die Stabilitit wurde auf eine giinstige Kon-
formation des Radikals zuriickgefithrt, das planar und relativ
frei von nichtbindenden Wechselwirkungen ist, so daB eine ma-
ximale Delokalisation des ungepaarten Elektrons moglich ist. In
Gegenwart von C -Substituenten treten ungiinstige nicht-
bindende Wechselwirkungen infolge sterischer Hinderungen auf
(Tabelle 5). Die bevorzugte Reaktivitdt von Glycinresten wurde

Tabelle 5. Relative Geschwindigkeit k,, der Reaktion von N-Bromsuccinimid
(NBS) mit drei Aminosdure-Derivaten PnCONHCHRCO,CH,[62, 63].

R entsprechende Aminosdure k.ala]
(CH,),CH Valin 1

CH, Alanin 7.7+11
H Glycin 23435

[a] Bestrahlt unter Stickstoff in CCl, unter RickfluB.

auch an Modellreaktionen gezeigt, wie der oxidativen Ab-
spaltung eines C-terminalen Peptids mit Nickeloxid!®*! und der
Photoalkylierung einiger synthetischer glycinhaltiger Poly-
peptide mit 1-Buten oder Toluol!®%). Allerdings ist ein Protein
ein komplexes Polypeptid, und die Selektivitdt hiingt von der
Position des Glycinrestes im Peptid, d. h. von seiner Zuginglich-
keit, ebenso ab wie von der Konformation des Peptids(6%!,

In Tabelle 6 sind fiir eine Reihe von Verbindungen Bindungs-
Dissoziationsenergien aufgelistet!®” %81 die mit den relativen
Energien fiir eine Wasserstoffradikal-Abstraktion (oder Disul-
fid-Dissoziation) von Aminosdureseitenketten korreliert wer-

Angew. Chem. 1995, 107, 13911408

é‘\ /(n))_—-»‘éLLNH

Tabelle 6. Bindungs-Dissoziationsenergien E,, von Vergleichsverbindungen filr
Aminoséureseitenketten[67, 68].

Amino-  Seitenkettenradikal Vergleichs- Eg.[kcalmol ™ 1]{67]
sdure verbindung
Ala s-cn, CH,CH,~H 98
Val g—c':(CH,), (CH,),C—-H 91
Leu ?cu,é(cn,),
Tle -g-c':(crx,)culcu,
Phe z-éHC‘H, C,H,CH,~H 85
~CH
His 2 }:\
. Na NH
S e
Trp 4 |
N
H
Tyr -g—en,—@—o- C,H,0-H 86.5[68)
Ser vg-éuou CH,CH(OH)-H 90
Thr -$-C(CH)OH
Cys .2- CH,S* CH,S-H 88
Cys—Cys " CH,S--SCH, 69
Met -E-E:HSCH,
P (1
To N—‘{
+
Lys g—«:np,crmu,
Arg -3- (CH,),CHNH—-<
Asp -$-CHCO;™ CH,;COCH,~H 92
Glu -§-CH,CHCO,‘
Asn -3~CHCONH,
Gln -3-CH,CHCONH,

den koénnen. Ganz offensichtlich ist die Disulfid-Dissoziation
der bei weitem am wenigsten energjeaufwendige ProzeB und
sollte daher zu einer effizienten radikalinduzierten Spaltung von
Disulfidbriicken im Protein fithren. Auch fiir andere Aminoséu-
ren kénnen Hypothesen iiber die Stabilisierung entsprechender
Radikale aufgestellt werden. Die aufgrund ihrer Bindungs-Dis-
soziationsenergien (Tabelle 6) zu erwartenden Angriffsstellen
fiir photochemisch gebildete Radikale sind in Schema 8 aufge-

oder PU\NHM

1 Il

H - Abstraktion

Cys, Cys-Cys rp

: &5@@@

Schema 8. Radikalische Reaktivititen von Peptiden: Radikale des Peptidriickgrats
(D) und stabilisierte Radikale der Seitenketten (II).
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fihrt. Kandidaten sind stabilisierte Radikale wie das Phenoxyl-
Radikal fiir Tyr, benzylische Radikale fiir Trp, Phe und His
sowie das Sulfanyl-Radikal fiir Cys. Auch Radikale in «-Posi-
tion zu Heteroatomen (O in Ser und Thr sowie N in Arg, Lys,
Pro) und in a-Position zu Carbonylgruppen (Asp, Asn, Glu,
GIn) sind stabilisiert und werden moglicherweise durch Wasser-
stoffradikal-Abstraktion gebildet, ebenso tertidre Alkyl-Radikale
(Val, Leu, Ile). Demnach koénnten also alle Aminosdureseiten-
ketten an Radikalreaktionen beteiligt sein, die durch Wasser-
stoffradikal-Abstraktion eingeleitet werden.

Die Existenz weiterer Radikalspezies wurde kiirzlich durch
y-Bestrahlung von Proteinen und Protein-DNA-Komplexen
nachgewiesen'®®. Das Radikal, das unter diesen Bedingungen
durch Elektronenverlust hauptsichlich gebildet wird, wurde
durch ESR als N-Radikal des Peptidriickgrats identifiziert und
nicht nicht als C-Radikal, wie in fritheren Arbeiten angefithrt
wurde; Radikalkationen der Seitenkette, wie Trp** und Tyr' ™,
wurden dagegen nur in vergleichsweise geringen Ausbeuten er-
halten!7?!, Allerdings findet ein solcher ProzeB unter klassischen
Bestrahlungsbedingungen nicht statt. Auch die photochemische
Zerstérung von Proteinen verlduft héchstwahrscheinlich iiber
die Bildung von Radikalen, an der vor allem die lichtempfindli-
chen Aminosduren, wie Cys—Cys, Trp, Phe und Tyr!"', betei-
ligt sind.

3. Ein Hauptproblem der Photoaffinititsmarkierung:
die unspezifische Markierung

Sonden, die auf das aktive Zentrum zielen, werden im allge-
meinen benutzt, um die Wechselwirkungen zwischen einem Li-
ganden und einem biologischen Makromolekiil zu untersuchen.
Diese Strategie setzt voraus, dal3 eine schwache und reversible
Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor, wie sie durch
den Ubergangscharakter des Komplexes bedingt ist, durch die
Bildung einer stabilen kovalenten Bindung ersetzt wird. Um fiir
die Untersuchung von Wert zu sein, mul} diese chemische Reak-
tion ortsspezifisch sein, d.h. sie darf ausschlieBlich an der Bin-
dungsstelle des Zielmolekiils und nicht an anderen Proteindo-
méanen oder an anderen Verbindungen im Inkubationsansatz
stattfinden. Das Problem der unspezifischen Markierung findet
sich oft bei photoinduzierten Markierungen, da hochreaktive
Spezies in unmittelbarer Néhe der Proteine gebildet werden. Je
grofer der UberschuB an Ligand wahrend der Markierungsre-
aktion ist (bei niedrig-affinen Sonden), desto gréBer ist der An-
teil an unspezifischer Markierung. Ein anderes Beispiel fiir eine
unspezifische Markierung wurde bei photochemisch gebildeten
Spezies mit einer ldngeren Lebensdauer festgestellt, die zu Pseu-
doaffinitdtsmarkierungen fithren konnte!’?!. Die Verwendung
von Radikalfdngern wurde empfohlen, und es gelang mit ihnen,
reaktive Zwischenprodukte im umgebenden Medium abzufan-
gen, so dal} die chemische Reaktion auf die Bindungsstelle be-
schriinkt blieb!34l. Offensichtlich wurden die meisten erfolgrei-
chen Photoaffinitidtsmarkierungen (siche Tabelle 7) mit gerei-
nigten Proteinen durchgefiihrt, die in groBen Mengen verfiigbar
waren. So konnte die photochemische Reaktion bei hohen Re-
zeptorkonzentrationen und verringertem Ligandeniiberschuf3
durchgefithrt werden, so daf} die unspezifische Markierung zu-
riickgedrangt werden konnte. Doch wie konnen unspezifische
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Markierungen bei Rezeptoren vermieden werden, die nur in
sehr kleinen Mengen in einer Priparation vorkommen?

3.1. Das historische Beispiel

Die Markierung von «-Chymotrypsin mit Diazoacetylchy-
motrypsin!!! ist ein Beispiel fiir eine geschickte ortsspezifische
Markierung, bei der die photoreaktive Spezies ausschlieBlich im
aktiven Zentrum gebildet wurde. Die chemische Stabilitit des
acylierten Enzyms reichte aus, um das iiberschiissige lichtsensi-
tive Substrat, p-Nitrophenyldiazoacetat, abzutrennen und so
eine effiziente Photomarkierung eines stochiometrisch modifi-
zierten Enzyms zu erreichen!”® 7. Abgesehen von Problemen,
die durch die Umlagerung der Diazoacetylsonde auftraten, ist
dieses Experiment ein bemerkenswertes Beispiel furr eine selektive
Photoaffinitidtsmarkierung am aktiven Zentrum, bei der eine
unspezifische Markierung vermieden wird.

3.2. Lichtinduzierte Quervernetzungen bei langlebigen
Komplexen

Durch die Verwendung von Ligand-Analoga mit sehr hoher
Affinitdt fiir eine Bindestelle ist es am einfachsten moglich, einen
UberschuB an Ligand bei Markierungsreaktionen zu vermeiden
und so das Ausmaf} an unspezifischer Markierung zu verrin-
gern. Eine hohe Affinitdt entspricht im allgemeinen einer sehr
niedrigen Dissoziationsgeschwindigkeit des Ligand-Rezeptor-
komplexes und ermoglicht daher sehr vorteithafte Markierungs-
bedingungen, in diesem Falle den Einsatz von sehr verdiinnten
Losungen des Liganden; so entstehen nach einer angemessenen
Inkubationszeit quasistdchiometrische Ligand-Rezeptor-Kom-
plexe. Der Erfolg der Photomarkierungsreaktion hingt dabei
ausschlieBlich von der intrinsischen Reaktivitdt der photoche-
misch gebildeten Spezies ab.

Neurotoxine sind eine auBergewohnlich vielfaltige Gruppe
hochspezifischer Liganden mit extrem hohen Affinitéten fiir vie-
le Neurorezeptoren (Affinititskonstanten bis zu 10712 m)i"3),
So werden bei diesen Liganden typische Beispiele fur langlebige
Komplexe angetroffen. Wegen der nahezu irreversiblen Bindung
an den Rezeptor im Dunkeln miissen radioktiv markierte Toxi-
ne verwendet werden, um weitere Analysen unter denaturieren-
den Bedingungen durchfithren zu kénnen. Im allgemeinen wer-
den die Toxine spezifisch (d.h. an Cys- oder Lys-Resten) mit
einem photochemisch aktivierbaren quervernetzenden Reagens
markiert!®<l, Schlangengift-Neurotoxine, die auf den nicotini-
schen Acetylcholinrezeptor wirken, wurden mit bifunktionellen
Reagentien modifiziert und so intensiv zur Untersuchung des
genannten Rezeptors eingesetzt!”® =81, Die relativ grofe Ober-
flache dieser Neuropeptidsonden (ihr Molekiillgewicht liegt zwi-
schen 70 und 80 kDa) bietet viele Méglichkeiten fiir Wechselwir-
kungen zwischen Sonde und Rezeptor; so kénnen mehrere, an
unterschiedlichen Positionen markierte Derivate entworfen wer-
den, mit denen unterschiedliche Stellen des Rezeptors untersucht
werden konnen. Diese Photoaffinititssonden schrinken die un-
spezifische Markierung ein und sind daher fiir Strukturuntersu-
chungen gut geeignet. Die Bestimmung der raumlichen Struktu-
ren von Membranrezeptoren befindet sich noch in einem frithen
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Stadium, vor allem hinsichtlich heterooligomerer Polypetidkom-
plexe, fiir die derzeit nur Daten von niedrig aufgeldsten (9 &)
Tieftemperatur-elektronenmikroskopisch bestimmten Struktu-
ren verfiigbar sind®, Daher kann die Markierung mit solchen
Toxinen zu einer eleganten Methode werden, um die Quartér-
struktur von Rezeptor-Polypeptiden zu charakterisieren!7¢ 811,

3.3. Lichtinduzierte Selbstmord-Markierung

Es st klar, daB3 modifizierte Neurotoxine sehr spezielle Werk-
zeuge sind, die dem Wissenschaftler nicht immer zur Verfiigung
stehen. Daher ist die Entwicklung einer Methode, bei der die
unspezifische Markierung minimiert ist und die auf hiufig ein-
gesetzte Verbindungen als Ligand-Analoga angewendet werden
kann, von allgemeinem Interesse. Lichtinduzierte Selbstmord-
Inhibitoren sind Ligand-Analoga, deren selektive Zersetzung
durch Licht durch die intrinsischen Eigenschaften des Zielpro-
teins ausgelost wird 31, Diese Methode, eine Weiterentwicklung
der gebréuchlicheren Selbstmord- oder k,,,-Enzymhemmung!®*,
verbindet die hohe Reaktivitdt der photochemisch gebildeten
Sonden und eine selektive Aktivierung innerhalb der Bindungs-
stelle.

Drei Methoden zur bevorzugten Photoaktivierung von rezep-
torgebundenen Liganden sind bisher beschrieben worden. Bei
der ersten werden Nitrosamine bevorzugt photoaktiviert, die
sich in einer hydrophoben Umgebung der Bindungsstelle befin-
den!®%], Die zweite Methode besteht in einer enzyminduzierten
Verschiebung der Absorbtionbande des Chromophors, wo-
durch die selektive Photoaktivierung des enzymgebundenen Re-
aktionsproduktes moglich wird 61, Der dritte Ansatz beinhaltet
die Photoaktivierung eines Liganden mit einem geeigneten
Chromophor durch einen tryptophanvermittelten Energietrans-
fer (Abb. 2)¥7, Fiir diese Aktivierung ist ein Tryptophanrest an

<>,
\\\

@)L

Energie-
hv 290nm 0 transfer

kovalente
Bindung

% =(%

Abb. 2. Photomarkierung durch tryptophanvermittelten Energietransfer.

der Bindungsstelle oder in deren Nachbarschaft und eine Sonde
mit geeigneten spektroskopischen Eigenschaften erforderlich.
Diese sollte méglichst wenig bei der Anregungs- (4., = 290 nm)
und moglichst stark bei der Emissionswellenlidnge von Trp ab-
sorbieren (— 4,,,(Sonde) & 320—340 nm). Drei Arten von Mo-
lekiilen mit brauchbaren lichtsensitiven Chromophoren sind in
Schema 9 gezeigt. Eine Verbesserung der Markierungsreaktion
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Schema 9. Spektroskopische Eigenschaften von Aryldiazonium- und Diazoverbin-
dungen A-C, die fiir eine Photoaktivierung durch tryptophanvermitielte Energie-
ibertragung geeignet sind. R, R! = Alkyl.

durch Energietransfer-Photoaktivierung (4,,. & 290 nm) i
Vergleich zur gewOhnlichen Photomarkierungsreaktion (lm ~

Amax(Sonde)) wurde zuerst bei der Inaktivierung der Acetylcho-
lin-Esterase durch ein Aryldiazonium-Derivat gezeigt (Verbin-
dung A, Schema 9)!®71. Diese Methode sollte in vielen Fillen
anwendbar sein; inzwischen wurden weitere erfolgreiche Bei-
spiele fiir Rezeptormarkierungen durch tryptophanvermittelte
Photoaktivierung beschrieben!®8 =221,

4. Identifizierung markierter Aminosiurereste

Zahlreiche Aminosdurereste, die mit Photoaffinitdtssonden
markiert wurden, sind in jiingster Zeit identifiziert worden. Die-
ser Erfolg hdngt mit der wachsenden Zahl an bekannten Pro-
teinsequenzen, die von entsprechenden klonierten Genen abge-
leitet wurden®® °4, wodurch das Sequenzieren der Peptide und
die Identifizierung der Aminosduren erheblich erleichtert wird,
sowie mit den neueren Fortschritten bei Mikrosequenzierungs-
methoden zusammen, durch die auch sehr geringe Peptidmen-
gen sequenziert werden konnen!®3l,

Diese Untersuchungen haben mehrere Konsequenzen. Er-
stens ermoglichen sie es, die Position der Ligandenbindungsstelle
in der Proteinsequenz zu bestimmen und daraus wichtige Infor-
mationen iiber die Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung abzulei-
ten. Aullerdem ist es, wenn die rdumliche Struktur des Zielre-
zeptors bekannt ist, sehr wichtig fiir Kristallographen, auch
Strukturdaten zu erhalten, die im festen Zustand nicht zugéng-
lich sind. Zweitens sind die identifizierten Aminosduren geeigne-
te Ziele fiir die ortspezifische Mutagenese. Je groer die Zahl der
identifizierten Aminosiuren ist, desto mehr Informationen er-
hilt man daraus selbstverstindlich auch iiber die Struktur des
Rezeptors in Lésung.

In Tabelle 7 sind die durch erfolgreiche Photoaffinitdtsmar-
kierungen identifizierten Aminosdurereste, die verwendeten
Sonden und die Zielrezeptoren aufgefiihrt. Dazu einige Bemer-
kungen:

a) In der Regel wurden Proteine eingesetzt, die in gereinigter
Form und in ausreichenden Mengen verfiigbar waren. Bemer-
kenswerte Ausnahmen sind der f-adrenerge!®®!, der GABA-®"!
und der Vasopressinrezeptor®%),

b) Viele unterschiedliche photosensitive Sonden wurden ver-
wendet: klassische Arylazide, Diazirine, Diazoketone, Aryldi-
azoniumsalze und aromatische Halogenverbindungen. Die Tat-
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Tabelle 7. Aminosduren, die in biologischen Rezeptoren durch Photomarkierung identifiziert wurden; sie sind nach abnehmender Markierungshiufigkeit geordnet.

Aminosdure  radioaktive Sonde Zielrezeptor Lit.

Tyr 2-Azido-[a->?P]JADP mitochondriale F,-ATPase aus Rinderherz (§-Untereinheit) [15]
[P*HISAM, [methyl->H]-AdoMet Guanidinoacetat-Methyl-Transferase [101]
2-Azido-[8,y-**P]ATP, 2-Azido-[4,y-*P]ADP Chloroplasten-F-ATPase (f-Untereinheit) [14]
2-Azido-{8,7-*P]ATP F,-ATPase aus Rinderherz(f-Untereinheit) [16}
8-Azido-[2->?P|ATP RecA-Protein aus E.coli {18]
8-Azido-[x-*?PlcAMP cAMP-abhingige Protein-Kinase [21,127]
[**C]Gly-Pro-Arg-N-(4-Azido-2-nitrophenyl)-Lys-NH, Fibrin (y-Kette) [117]
{3?P]Azidonitrophenylphosphat mitochondriale F,-ATPase {118}
[*H]DDF[a] nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [106, 107]
[*H]Nicotin nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [103]
[*H]2,4-Dinitrophenylazid Anti-Dinitrophenyl-Antikérper Myeloma-Protein 460 {130b]
[*H]Azidonevirapin virale reverse Transkriptase (Typ 1) [141]
[3?P],-Azido-NAD* Lactat-Dehydrogenase (LDH) [142)
3-0-(4-Benzoyl)benzoyl-ATP Chloroplasten-Kopplungsfakior 1 [139]

Cys [*H]DDFa] nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo {106}
[*HIGTP Tubulin (8-Untereinheit) [102]
[**P}dTTP E.coli-Ribonucleotid-Reduktase [138]
Arylazido-f-{3-3HJalanyl-NAD* D-(—)-B-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase [119]
[*H])Nicotin nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [103]
['2*1]TID[b) nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [121]
&-(4-Azido-2-nitrophenyl)-L-lysin Kaninchen-AntikSrper [134]
Arylazido-f-[3-*H)alanyl-NAD * Kaninchenmuskel-Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase [143}
[*H)Promegeston Glucocorticoidrezeptor der Ratte [144]
[*H]dTPP E.coli-Ribonucleotid-Reduktase (#/-Untereinheit) [145)
8-Azido-2"-O-['*Cldansyl-ATP Kaninchenmuskel-Adenylat-Kinase [150]

Met {**CJ]Azidoatrazin Reaktionszentrum des Photosystems2 [116]
[*H]p-Benzoy!phenylalanin-enthaltende Peptide Calmodulin [120}
[***TTID[b} nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo {111, 112]
[*H]p-Benzoyl-L-phenylalanin-enthaltendes Peptid cAMP-abhingige Proteinkinase {133)
[PH]Promegeston humaner Progestinrezeptor [144]
[*H]Promegeston Glucocorticoidrezeptor der Ratte [144]
A®-[*H]Testosteron, A®-[*H]Estradiol humanes Geschlechtshormon-bindendes Globulin [148]

Trp 2-Azido-[*H]ATP Skelettmuskel-Myosin (17
[PHINANDP[c] Skelettmuskel-Myosin {115]
8-Azido-[a-*?P]cAMP cAMP-abhingige Protein-Kinase [21]
[*H]DDF{a] Acetylcholin-Esterase von Torpedo [92, 124]
[*H]DDF [a] nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [106, 107]
[***I)lodcyanpindololdiazirin f-adrenerger Rezeptor [96]
[1251]lodazidobenzylpindolol Truthahn-Erythrocyten
[*H]d-Tubocurarin nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [105]

Lys 8-Azido-[a-32P]GTP, 8-Azido-[y-32P]GTP Glutamat-Dehydrogenase 20}
[>H]Physostigmin nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [104b]
{?H]2,4-Dinitrophenylalanyl-diazoketon Anti-Dinitrophenyl-Antikdrper Myeloma-Protein460 [130a]
4-Maleimidobenzophenon[d] Troponinl [140]
[*H]Azido-N-8-ADP Pterinbindestelle der Phenylalanin-Hydroxylase [146)
[methvi-*H)dTPP heterodimere reverse Transkriptase von HIV-1 [147]

Glu [*H]ADP Myosin aus Vogel-Kaumigen [99]
[*HJUDP Myosin aus Vogel-Kaumigen [100]
{*H]m-Diazirinophenyl-Derivat des Retinals Bacteriorhodopsin [123]
[**C]m-Diazirinophenyl-Derivat von Phospholipiden Glycophorin A [128]
Diazoacyltrypsin Trypsin [137)
[**P],Azido-NAD* Glutamat-Dehydrogenase (GDH) [142]

Ser {'#C]3(2')-O-(4-Benzoyl)benzoyl-ATP Kaninchenmuskelmyosin [122]
[*H]Chlorpromazin nicotinischer Acetylcholinrezeptor [108, 110]
[*H]m-Diazirinophenyl-Derivat des Retinals Bacteriorhodopsin [123]
[**ClUridin-2(3'),5'-diP(pUp) RNase [129]
[*H]Trimethylphenylphosphonium-Ion nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo {131]
[*2*[TID[b] nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo 52, 112]

Thr 2-Azido-[x-*?P]ATP Entkopplungsprotein aus braunem Fettgewebe [13]
8-Azido-[x-32P)ATP Entkopplungsprotein aus braunem Fettgewebe [19]
[*H]Chlorpromazin nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [108]
[**C]Uridin-2'(3),5'-diP(pUp) RNase [129]
[*2*1]TID [b} nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [111}
8-Lysyl-e- N-amidino-4-azidophenyl-Vasopressin Vasopressinrezeptor [98]

Leu 2-Azido-[x-**P]JADP mitochondriale F,-ATPase aus Rinderherz (3-Untereinheit) [15)
[*H]Chlorpromazin nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [108]
[*HIDDF|a) Acetylcholin-Esterase von Torpedo [126]
['2*[JTID [b) nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo {52, 112]
8-Azido-2'-0-[**C]dansyl-ATP Kaninchenmuskel-Adenylat-Kinase [150]

Arg [*HINANDP[c] Muschel-Myosin [125]
[*H}Quinacrinazid nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo {132]
8-Lysyl-s-N-amidino-4-azidophenyl-Vasopressin Vasopressinrezeptor 98]
4-Maleimidobenzophenon[d] Troponinl (140}

[a] DDF = p-(N,N-Dimethylamino)phenyldiazonium-tetrafluoroborat. {b] TID = 3-Trifluormethyl-3-meta-iodphenyl-3 H-diazirin. [c]| NANDP = 2-[(4-Azido-2-nitrophe-
nyh)aminolethyl-diphosphat. [d] Ein Quervernetzungsreagens.
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Tabelle 7. (Fortsetzung).

Aminosdure  radioaktive Sonde Zielrezeptor Lit.

Ile 2-Azido-[¢-3?P]JADP mitochondriale F,-ATPase aus Rinderherz (-Untereinheit) [15]
[*?P]Azidonitrophenylphosphat mitochondriale F,-ATPase [118]
['*C]Uridin-2'(3"),5'-diP(pUp) RNase [129]
[*2*TITID [b] nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [112)

Pro 2-Azido-[x-3?P]ADP mitochondriale F,-ATPase aus Rinderherz (8-Untereinheit) [15]
[**C]3'(2')-0-(4-Benzoyl)benzoyl-ATP Myosin aus Vogel-Kaumiégen [121}
4-Maleimidobenzophenon[d] Troponin [ [140]
[®*H]Quinacrinazid nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [132]

Gly [*H]p-Benzoyl-L-phenylalanin-enthaltendes Peptid cAMP-abhingige Protein-Kinase [133]
N-2,4-Dinitrophenyl-p-aminobenzoat Anti-Dinitrophenyl-Antikérper [133, 136)
[*251ITID [b] nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [112]

Phe [*H]DDF [a] Acetylcholin-Esterase von Torpedo und elektrischem Aal [44, 124]
[*HIMuscimol GABA-Rezeptor der RindergroBhirnrinde {97]
[*231]TID[b] nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [112]

Ala &-(4-Azido-2-nitrophenyl)-L-lysin Kaninchen-Antikérper {134]
Diazoacyltrypsin Trypsin [137)

Asp 3'-0-(4-Benzoyl)benzoyl-ATP Chioroplasten-Kopplungsfaktor 1 [139}
A®-Testosteron-Agarose A*-3-Oxosteroid-A®-A*-Isomerase [151]

His N-2,4-Dinitrophenyl-p-aminobenzoat Anti-Dinitrophenyl-AntikSrper {135, 136]
[¢-3*P]dTPP E. coli-DNA-Polymerase (Pol]) {149]

Asn [*251]TID b} nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [112]

Gin [32P]Azidonitrophenylphosphat mitochondriale F,-ATPase [118]

Val [*25I]TID [b} nicotinischer Acetylcholinrezeptor von Torpedo [52, 111, 112]

[a] DDF = p-(¥,N-Dimethylamino)phenyldiazonium-tetrafluoroborat. [b] TID = 3-Trifluormethyl-3-meta-iodphenyl-3H-diazirin. [c] NANDP = 2-[(4-Azido-2-nitrophe-

nyl)aminolethyl-diphosphat. [d] Ein Quervernetzungsreagens.

sache, daBl Arylazide die am hiufigsten aufgefithrten Verbin-
dungen sind, 148t eher auf eine rege Anwendung, denn auf besse-
re Markierungseigenschaften der gebildeten Spezies schlieBen.
Die Liste enthdlt auch nicht durch Licht aktivierbare Sonden
wie unmodifizierte Nucleotide!®® =192 sowie Nicotin!*?3), Phy-
sostigmin'°# und d-Tubocurarin!*®3). Der Einsatz solcher Son-
den als ortsspezifische photochemische Inaktivatoren ist eine
gebrauchliche Alternative zur Photoaffinitdtsmarkierung, doch
ist der genaue Mechanismus der Kupplung an das Protein noch
unbekannt.

¢) Unter den unterschiedlichen Sonden gibt es nur wenige, mit
denen mehrere Aminosduren innerhalb der Bindungsstelle mar-
kiert werden konnen. So ist para-Dimethylaminophenyldiazo-
nium-tetrafluoroborat (DDF; A, R = CH,, X = BF,; Sche-
ma 9)8°~ 9221 qusgesprochen reaktiv, besonders gegeniiber dem
nicotinischen Acetylcholinrezeptor°®: 1971 bei dem acht Ami-
nosiurereste der a-Untereinheit identifiziert werden konnten:
Cys 192, Cys193, Tyr93, Tyr 151, Tyr 190, Tyr198, Trp86 und
Trp149. Auch das Monochlorphenothiazin Chlorproma-
zin[198~ 1101 Jief§ sich, wenn auch nur sehr schwach, lichtindu-
ziert einbauen; es wurde an sieben Aminosduren (xSer248,
BSer254, fleu257, yThr253, ySer257, yLeu260, 6Ser262) im
Segment M2 des nicotinischen Acetylcholinrezeptors gebunden,
das vermutlich an der Kanalbildung beteiligt ist. Eine bemer-
kenswerte Vielfalt in der Markierung wurde mit [125TID%"!
festgestellt, mit dem eine umfassende Markierung des nicotini-
schen Acetylcholinrezeptors gelang: Acht Aminosdurereste
(BLeu?257, SLeu265, fVal261, 6Val269, pSer250, SSer254,
dSer 258, 8Ser 262) in den kanalbildenden M2-Segmenten der -
und S-Untereinheiten!®*? wurden so identifiziert. Betrachtet
man die an der Lipid-Protein-Grenzfliache liegende Region des
Rezeptors von Torpedo, sind die Markierungserfolge noch
beeindruckender: Fiinf Aminosdurereste (Cys412, Cys418,

Angew. Chem. 1995, 107, 1391 -1408

Met415, Thr422, Val425) des hydrophoben M4-Segments
der a-Untereinheit!!'!! und sechzehn Aminosdurereste (3 Phe,
3Met, 3Hle, 2Ser, 2 Asn, Gly, Val, Leu) der M3-Segmente der f-,
y- und é-Untereinheiten waren markiert!!!2), Mit einigen ande-
ren Sonden, die in Tabelle 7 aufgefithrt sind, wurden dhnliche
Ergebnisse erzielt, allerdings in wesentlich geringerem Umfang.

d) Jede der zwanzig Aminosduren ist mindestens einmal mar-
kiert worden. Tyr und Cys sind, was die Hiufigkeit der Markie-
rung betrifft, dominierend. Die Markierung dieser Reste kann
mit unterschiedlichen Sonden erreicht werden, die Nitrene, Car-
bene, Aryl-Kationen oder sogar bislang nicht definierte reaktive
Spezies bilden. Uberraschenderweise wurde der nucleophile Hi-
stidinrest, der oft mit spezifischen Reagentien zur Proteinmodi-
fikation' 3 und mit Affinititsreagentien!'!*! umgesetzt wird,
nur zweimal in Photoaffinitdtsmarkierungen identifiziert. An-
dere Aminosduren mit funktionellen Gruppen in den Seitenket-
ten (Met, Trp, Lys, Glu, Ser, Thr) wurden hdufig, hydrophobe
Aminosduren (Leu, Ile, Pro, Phe, Ala, Val) nur gelegentlich
markiert. Bemerkenswerterweise gelang die Markierung der hy-
drophoben Aminosdurereste hauptsichlich mit Sonden, die be-
sonders reaktive Spezies wie Carbene und Aryl-Kationen bilden
(Abschnitt 2.2).

Der Uberblick in Tabelle 7 zeigt erstens, dal3 die meisten Er-
gebnisse aus Verdffentlichungen der letzten Jahre stammen; dies
spiegelt den technischen Fortschritt auf diesem Forschungsge-
biet wider. Zweitens 1483t sich offenbar kein eindeutiger Zusam-
menhang zwischen der markierten Aminosdure und der Reakti-
vitit der photoaktivierbaren Sonde herstellen; ein solcher
Zusammenhang 148t sich umso schwerer bewerten, als in vielen
Veroffentlichungen quantitative Befunde iber irreversible Mat-
kierungen fehlen. Dariiber hinaus sind die Verbindungen,
mit denen mehrere unterschiedliche Aminosdurereste effektiv
markiert werden konnen, moglicherweise wertvolle Sonden zur
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Untersuchung der Topographie von Membranrezeptoren, an
denen ein wachsendes Interesse besteht. Dieser Aspekt wird im
folgenden Abschnitt diskutiert.

5. Topographische Markierung
5.1. Definition

Die topographische Markierung kann als Markierungsmu-
ster definiert werden, das die gesamte Umgebung eines Ligan-
den imnerhalb einer Bindungsstelle umfaft. Eine solche Markie-
rung kann entweder auf makromolekularer Ebene durchgefithrt
werden, indem man unterschiedliche Untereinheiten markiert,
die die Bindungsstelle am Rezeptor bilden, oder auf molekularer
Ebene, indem man die Aminosduren markiert und identifiziert,
die die Bindungsstelle umgeben (Abb. 3). Es ist klar, daB} eine

a-Peptid aAAy

~ S-Peptid \|/ WAy
L] i
aAAs [*]

B-Peptid ¥ l
-Peptid
i “i‘ vV Y :’ \I/
Abb. 3. Definitionen der topographischen Markierung: A) auf makromolekularer
Ebene: Markierung aller Peptid-Untereinheiten a-d, die an der Bildung der Bin-

dungsstelle beteiligt sind ; B) auf molekularer Ebene: Markierung aller Aminosédure-
reste AA,, aus denen die Bindungsstelle zusammengesetzt ist.

solche topographische Markierung notwendigerweise mit der
intrinsischen Reaktivitdt der photochemisch gebildeten Spezies
zusammenhéngt. Dafiir sind nur Sonden mit einer besonders
hohen, ,,universellen* Reaktivitit geeignet, da mit diesen
Sonden die gesamte Umgebung des Liganden markiert
werden soll, indem sie mit allen benachbarten Aminosiurere-
sten, einschlieBlich derer mit einer chemisch inerten Alkylseiten-
kette, reagieren. Die Sonden sollten also nicht nur mit
nucleophilen Resten reagieren, denn dies wiirde zu einer partiel-
len Markierung der Bindungsstelle fithren. Die Reaktivitit der
Sonde bestimmt man am besten dadurch, daB man die
Lebensdauer der photochemisch gebildeten Spezies in unter-
schiedlichen Medien, von Wasser bis hin zu Kohlenwasserstof-
fen, mift; dabei ist sicherzustellen, daB die Sonde effektiv mit
einer C-H-Bindung (z. B. des Losungsmittels) reagieren kann,
die jeweils als universelle Bindung stellvertretend fiir jede belie-
bige Bindung einer Ligandenbindungsstelle eines Rezeptors
dient.

1402

5.2. Grenzen der Methode

. Die Verwendung hochreaktiver Sonden reicht nicht aus, um
eine topographische Markierung sicherzustellen. In Abbil-
dung 4 sind unterschiedliche Situationen gezeigt, die bei Pho-
toaffinitdtsmarkierungen auftreten kdnnen. So kann die photo-
chemisch gebildete Sonde durch umgebende Wassermolekiile

Abb. 4. Unterschiede in der Markierung von Rezeptoren, die sich durch die Ver-
wendung von hochreaktiven Photoaffinititssonden mit miBiger (A) und hoher
Bindungsaffinitit (B) ergeben: A) topographische Markierung, die durch eine dyna-
mische Wechselwirkung (schnelle Trennung) der Sonde mit der Bindungsstelle ge-
wihrleistet wird wird; B) spezifische, aber partielle Markierung, die durch eine
,.statische' Wechselwirkung (langsame Trennung) der Sonde mit der Bindungsstelle
entsteht.

abgefangen werden, wenn die Umgebung der gebundenen
Sonde hydrophil ist (Abb. 4 A). Wir haben beispielsweise die
Markierung einer Rezeptorbindungsstelle, die zwei unterschied-
liche Konformationen einnehmen kann, mit einer hochreak-
tiven photoaktivierbaren Sonde untersucht: Dabei war in einer
Konformation eine sehr effektive Markierung moglich, wih-
rend es in der anderen Konformation zu keiner Markierung
kam, moglicherweise, weil der reaktive Rest zum wilrigen Me-
dium hin orientiert war®°1, Eine andere mégliche Beschriinkung
fiir eine vollstindige topographische Markierung ist die Ver-
wendung von Sonden, die eine starke Affinitdt zur Bindungs-
stelle aufweisen. Diese Sonden dissoziieren im allgemeinen
(wenn auch nicht notwendigerweise) sehr langsam von der
Bindungsstelle. Dies geht wahrscheinlich auf eine statische
Wechselwirkung zwischen dem lichtaktivierten Liganden und
einer begrenzten Region der Bindungsstelle zuriick (Abb. 4 B).
Diese Schwierigkeit tritt typischerweise bei der langsamen pho-
tochemischen Kupplung von modifizierten Neurotoxinen und
Peptidhormonen auf (Abschnitt 3.2). Demgegeniiber ist fur
die topographische Markierung eine dynamische Wechselwir-
kung erforderlich, bei der die Sonde innerhalb der Bindungs-
stelle unterschiedliche Positionen einnehmen kann. Die extreme
Reaktivitit der angeregten Spezies garantiert eine effektive
Markierung aller Regionen der Bindungsstelle. Per definitionem
weisen die besten topographischen Sonden daher eine miRige
Affinitdt zu ihrer Erkennungsregion auf, was zu einer effi-
zienten dynamischen Markierung fithrt. Theoretisch sollten
Sonden mit geringerer Affinitit zu einer Verstirkung der
unspezifischen Markierung fithren (Abschnitt 3). In diesem
Fall ist die unspezifische Markierung allerdings im allgemeinen
von untergeordneter Bedeutung, weil die photochemisch
gebildeten Spezies weitgehend vom Ldsungsmittel abgefangen
werden.

Angew. Chem. 1995, 107, 1391 -1408
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5.3. Erwartete Konsequenzen

Oligomere Proteinkomplexe treten bei biologischen Vorgin-
gen hdufig auf; dabei stellt sich die Frage nach der genauen
Lokalisation einer Bindungsstelle innerhalb des aus vielen Un-
tereinheiten bestehenden Proteinkomplexes. Die Aufklirung
der hochorganisierten Quartdrstrukturen einiger Membranre-
zeptoren, z. B. Neurotransmitter-abhingiger Rezeptoren!!32],
war nur mit angemessenen Sonden zur Identifizierung der Li-
gandenbindungsstellen moglich. Beispielsweise gelang die Mar-
kierung des Ionenkanals des nicotinischen Acetylcholinrezep-
tors mit photosensitiven kanalblockierenden Verbindungen an
fiinf Untereinheiten, die am Aufbau des Kanals beteiligt
sind!109- 110, 131. 1531 Topgoraphische Sonden sind am besten
geeignet, um Rezeptorstellen von unterschiedlichen Unterein-
heiten zu markieren. In vielen Publikationen wurde die Markie-
rung einer Untereinheit in einem Komplex aus vielen Unter-
einheiten beschrieben, doch sollte man sich vor falschen Inter-
pretationen hiiten, nach denen sich die Bindungsstelle nur auf
der markierten Untereinheit befindet. Mit reaktiveren topogra-
phischen Sonden sollten auch weitere, zu anderen Untereinhei-
ten gehdrende Aminosiurereste markiert werden konnen.

Von den Sonden, die in Tabelle 7 aufgefiihrt sind (siche auch
Abschnitt 2.2 und 4), kénnen nur zwei als topographische Son-
den eingestuft werden: das Aryldiazoniumsalz DDF 0. 106,107
und das Diazirin TID!49% 321111 Beide Verbindungen bilden
hochreaktive Zwischenstufen und fiihren zur irreversiblen Mar-
kierung am nicotinischen Acetylcholinrezeptor in hohen Aus-
beuten, wodurch die Identifizierung mehrerer Bindungsstellen
moglich wird. Die entsprechenden Bindungsaffinititen sind
recht niedrig (K, = 200uM fiir DDF an der Acetylcholinbin-
dungsstelle®®, 6.5um fiir TID an der nichtkompetitiven Bin-
dungsstelle®?)). Das bemerkenswerte Markierungsmuster, das
man mit DDF an der a-Untereinheit des nicotinischen Acetyl-
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Abb. 5. Aminosduremarkierung in der cholinergen Bindungsregion des nicotini-
schen Acetylcholinrezeptors von Torpedo[157]: chemische Affinititsmarkierung
mit 4-(N-Maleimido)benzyltrimethylammonium(-iodid; MBTA) [154] (e). Lopho-
toxin[155] (a) und Acetylcholinylisothiocyanat[156] (m); Photoaffinitdtsmarkie-
rung mit DDF[90,106,107] (o), d-Tubocurarin [105] (*) und Nicotin[103] (e).
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cholinrezeptors erhilt, kann durch die extreme Reaktivitiit des
photochemisch gebildeten Aryl-Kations (Lebensdauer in Was-
ser £0.5 ns™°1) und den idealen Ersatz der Ammoniumgruppe
des Acetylcholins durch die geladene Diazoniumgruppe der
photoreaktiven Sonde erklart werden. Abbildung 5 zeigt eine
Zusammenfassung der Markierungsergebnisse mit allen Verbin-
dungen, die an der Acetylcholinbindungsstelle des nicotinischen
Acetylcholinrezeptors getestet wurden. Diese Ergebnisse ver-
deutlichen die Effizienz von DDF als topographische Sonde.
Die erschopfende Markierung von Membranprotein-Do-
maénen mit hydrophoben Verbindungen kann man als Erweite-
rung der topographischen Markierung einer Bindungsstelle an
der Lipid-Protein-Grenzfliche auffassen. Auch hier wurde ein
herausragendes Ergebnis mit ['23I]TID erzielt!!'?); 16 Amino-
sdurereste des M;-Transmembransegmentes des nicotinischen
Acetylcholinrezeptors wurden identifiziert, was zu interessanten
topographischen Analysen der Membrankonstituenten fiihrte.

6. Ortsspezifische Markierung und ortsspezifische
Mutagenese

Sowohl die ortsspezifische Markierung als auch die ortsspezi-
fische Mutagenese wurden entwickelt, um funktionale Proteine
— allerdings auf unterschiedliche Weise - zu untersuchen. Das
wichtigste Ziel bei ortsspezifischen Markierungen ist, moglichst
viele Informationen iiber die Struktur der Ligandenbindungs-
stelle zu erhalten, indem die Aminosdurereste der Bindungsstelle
identifiziert werden. Wie in diesem Ubersichtsartikel verdeut-
licht wird, ist die topographische Markierung dafiir am besten
geeignet. Bei der ortsspezifischen Mutagenese werden die Ami-
nosdurereste identifiziert, deren Mutationen die Funktion des
biologischen Rezeptors verdndern. Durch die Auswertung die-
ser Verdnderungen der Funktion wird eine Struktur-Funktions-
Beziehung erhalten. Bei ortspezifischen Markierungen gehen die
Funktionseigenschaften dagegen vollstindig verloren. Die Ana-
lyse der durch Markierung identifizierten Aminosduren durch
Mutagenese ist eine sinnvolle Verbindung zwischen den beiden
Methoden. Fiir die Anwendung der ortsspezifischen Mutagene-
se werden allerdings Informationen iiber die Struktur benétigt.
Liegen Kristallstrukturdaten, besonders solche von Protein-
Ligand-Komplexen vor, sind ideale Voraussetzungen fiir Muta-
genese-Versuche gegeben. Eine andere Mdglichkeit, Stellen zu
identifizieren, die die Funktion des Proteins bestimmen, besteht
darin, Sequenziibereinstimmungen innerhalb von Proteinfami-
lien zu finden!!*®!, Das Ziel dieser Suche nach Sequenziiber-
einstimmungen ist es — abgesehen von evolutionsbiologischen
Gesichtspunkten — die konservierten Regionen zu lokalisieren,
die fiir die Funktion unverzichtbar sein kénnten, und die hoch-
konservierten Aminosiurereste genauer zu identifizieren. Diese
Methode ist besonders interessant geworden fiir die vor wenigen
Jahren klonierten und sequenzierten Membranrezeptoren!!>°},
von denen Strukturbestimmungen mit ausreichender Aufldsung
noch nicht verfiigbar sind. So wurden bereits viele Befunde
durch ortspezifische Mutagenese dieser Rezeptoren erhalten;
weitere werden sicher hinzukommen!®°. Allerdings ist aber
auch klar, daB} viele dieser Mutationen Funktionsinderungen
hervorrufen, die nicht von einer direkten Anderung der Wech-
selwirkungen innerhalb der Bindungsstelle herrithren. Viele Bei-
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spiele beziehen sich auf somatische Mutationen, die liber weite
Entfernungen Auswirkungen auf die Bindungseigenschaften des
Liganden haben, wie sich durch Kristallstrukturanalysen bele-
gen lieBL1%1~ 1641 SchlieBlich kann die Lipid-Protein-Grenzfli-
che, die eine wichtige Rolle bei der Regulation von allosterischen
Ubergingen von Membranrezeptoren spielen kannl!63- 1661,
nicht durch klassische Mutation untersucht werden, sondern
nur durch eigens entwickelte photochemische Markierungs-
experimente*®?. Kurz, beide Methoden haben ihre Vor- und
Nachteile; im Idealfall wird man versuchen, Daten aus Muta-
genesestudien mit biochemischen Techniken abzusichern und
umgekehrt.

7. Die Zukunft der Photoaffinititsmarkierung

7.1. Photoaffinititsmarkierung von rekombinanten
Rezeptoren

Die Photoaffinitdtsmarkierung von rekombinanten Rezepto-
ren ist die ideale Methode, um Fragen zu beantworten, die in
jungster Zeit von Molekularbiologen gestellt worden sind. Be-
sonders dic Heterogenitit vieler Rezeptoren auf molekularer
Ebene wurde vor allem im Bereich der Neurobiologie durch
Isolierung von Genen gezeigt, die viele Isoformen kodieren¢7,
Diese Heterogenitét fiihrt innerhalb eines Organs zu unter-
schiedlichen Rezeptor-Subtypen, die einen hohen Grad an Ho-
mologie aufweisen ; die Komplexitidt nimmt weiter zu, wenn het-
erooligomere Rezeptoren beriicksichtigt werden!!¢8- 1691 Mit
rekombinanten Rezeptoren die in Zellinien exprimiert werden,
die diese Rezeptoren normalerweise nicht exprimieren, kann das
Heterogenititsproblem iiberwunden werden, indem die Zelli-
nien mit cDNAs transfiziert werden, die die gewiinschten Re-
zeptor-Subtypen codieren. Die legitime Frage nach der physio-
logischen Bedeutung der so exprimierten Rezeptoren ist kein
schwerwiegender Einwand gegen die Photoaffinitdtsmarkie-
rung, sofern die Funktionseigenschaften, vor allem die Ligan-
den-Bindungseigenschaften, erhalten bleiben. Durch Photoaffi-
nitdtsmarkierungen solcher rekombinanter Rezeptoren!!70- 171
wurde zundchst die molekulare Identitit mit dem nativen
Rezeptor nachgewiesen und so die Bedeutung dieses biologi-
schen Materials unterstrichen. Auch Photoaffinititsmarkierun-
gen von einigen rekombinanten N-Methyl-D-asparaginsiure-
(NMDA)-Rezeptoren mit einem hochspezifischen [{2*I]Iodaryl-
azido-NMDA-Antagonisten wurden beschrieben!*72). Unter-
schiedliche Markierungsmuster, die durch Autoradiographie
auf Natriumdodecylsulfat-Gelen bestimmt worden waren,
ergaben sich entsprechend der Zusammensetzung aus den
Untereinheiten; gleichzeitig wurde so auch der Wert der
beschriebenen Methode fiir die Analyse von Struktur-
Heterogenititen verdeutlicht. Uber die erfolgreiche Mar-
kierung eines klonierten purinergen Rezeptors wurde ebenfalls
berichtet?”?) und dabei die Frage aufgeworfen, ob dieser
Rezeptor spezifische Bindungsstellen fiir ATP und UTP auf-
weist.

Auf die Photoaffinitidtsmarkierung rekombinanter Rezepto-
ren folgt die Identifizierung der Bindungsstellen auf den Poly-
peptidketten. Wie in Abschnitt 4 und 5 erwihnt, gelingt die
Identifizierung der Aminosiduren am besten, wenn effiziente
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Sonden (topographische Sonden) und gereinigte, in ausreichen-
den Mengen verfiigbare Peptide eingesetzt werden. Dies erfor-
dert ein effizientes Expressionssystem fiir den interessierenden
rekombinanten Rezeptor. Insektenzellen, die mit Baculoviren
infiziert wurden, sind fiir die Uberexpression einiger Rezeptoren
sehr gut geeignet!!7#] und es besteht kein Zweifel, dal dieses
und/oder andere leistungsstarke Expressionssysteme in Zukunft
hdufig verwendet werden.

7.2. Photoaffinititsmarkierung und
Signaltransduktionsmechanismen

Es gibt zwei grundsétzliche Typen von Rezeptoren bei der
Signaltransduktion: intrazellulire Rezeptoren, die nach ihrer
Aktivierung durch den Effektor direkt mit der DNA wechsel-
wirken und dadurch das genetische Programm der Zelle verén-
dern, und membrangebundene Rezeptoren, die im allgemeinen
an der Zelloberfliche durch die zugehdrigen Hormone oder
Neutrotransmitter aktiviert werden und ihr Signal ins Innere der
Zelle iibermitteln. Die membrangebundenen Rezeptoren wur-
den in drei Hauptklassen und diese in mehrere Unterklassen
eingeteilt!! >3, Typische Strukturmerkmale ausgewihiter Re-
zeptoren der drei Hauptklassen sind in Abbildung 6 gezeigt: a)
die ligandenstimulierten Tyrosin-Kinasen oder Guanylat-Cy-
clasen sind Monomere oder Dimere von Polypeptiden mit nur
einer hydrophoben Domine, b) die G-Protein-verkniipften Re-

Abb. 6. Die drei Klassen membrangebundener Rezeptoren: a) Polypeptide mit nur
einer hydrophoben Transmembran-Domaine (ligandenstimulierte Tyrosin-Kinasen
und Guanylat-Cyclasen); b) Peptide mit sieben hydrophoben Transmembran-Do-
minen (G-Protein-verkniipfte Rezeptoren); ¢) Peptide mit vier hydrophoben Trans-
membran-Domiinen (transmitterabhingige Ionenkanile).

Angew. Chem. 19958, 17, 13911408
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zeptoren bestehen aus einem Polypeptid, das typischerweise sie-
ben hydrophobe Transmembran-Doménen aufweist, und c) die
transmitterabhingigen Ionenkanile, die (hetero)oligomere
Komplexe bilden und bei denen vermutlich vier Transmembran-
Helices in jeder Polypeptidkette die Membran durchspannen.

Wie kann nun die Photoaffinititsmarkierung zur Untersu-
chung der Funktion solcher biologischer Rezeptoren eingesetzt
werden? Wie bereits erwidhnt, kann durch ortsspezifische Muta-
genese der Aminosduren, die durch die Markierung identifiziert
worden sind und die an der Erkennung der Liganden unmittel-
bar beteiligt sind, direkt eine Struktur-Funktions-Beziehung
aufgestellt werden. Solche Mutationen sollten je nach Art der
Mutation unterschiedliche Verdnderungen in den Eigenschaften
der Ligandenbindung induzieren. Eine andere Moglichkeit,
Strukturelemente und Funktionen zu korrelieren, besteht darin,
mit Photoaffinititssonden Rezeptorbindungsstellen in unter-
schiedlichen Konformationen zu untersuchen. Wie bereits er-
wihnt, sind topographische Sonden dafiir besonders geeignet.
Mit dem cholinergen Antagonisten DDF wurden die Struktur-
verdnderungen untersucht, die sich bei der Desensibilisierung
des Acetylcholinrezeptors ergeben, indem man die markierten
Aminosdurereste im ruhenden und im desensibilisierten Zu-
stand des Rezeptors bestimmte!'”%), Analog wurden mit
TID!? die kanalbildenden Regionen des nicotinischen Rezep-
tors von Torpedo im ruhenden und im desensibilisierten Zustand
untersucht.

Die Umwandlung des ruhenden in den desensibilisierten Zu-
stand verlduft iiber eine aktivierte Zwischenstufe, in der der
lonenkanal fiir eine kurze Zeit (~ 10 ms) ge6ffnet bleibt. Dieser
schnelle SignaltransduktionsprozeB17¢- 1771 der durch die Bin-
dung eines Agonisten ausgeldst wird, kdnnte analysiert werden,
wenn die Zwischenstufe abgefangen werden konnte; dies erfor-
dert allerdings darauf zugeschnittene Analysemethoden. Vor al-
lem bendtigt man schnelle Mischtechniken (Stopped-flow-Aus-
riistung) und geeignete photochemische Verfahren (zeitabhdngi-
ge Blitzphotolyse)!! 781, Fiir solche Experimente miissen licht-
aktivierbare Agonisten entworfen und synthetisiert werden, die
die photochemischen Eigenschaften einer topographischen Sonde
haben, um sicherzustellen, daB die lichtinduzierten Kupplungen
schneller sind als die Konformationsinderungen des Rezeptors.
Durch die Analyse dieser zeitabhingigen Markierungsreaktio-
nen am Rezeptor sollten die Strukturinderungen charakterisiert
werden kdnnen, die bei einem physiologischen ProzeB ablaufen.
Fiir den nicotinischen Acetylcholinrezeptor haben wir unter-
schiedliche photosensitive Agonisten entwickelt, mit denen wir
die Konformationswechsel dieses heterooligomeren Rezeptors
bei der Bindung des Agonisten verfolgen konnten!!?%: 18%, Die
Analyse kann auf makroskopischer Ebene durchgefithrt wer-
den, indem der gesamte Proteinkomplex mit einem Agonisten
inkubiert wird, der einen entfernt liegenden photoaktivierbaren
Rest trigt. Bei der lichtaktivierbaren Verbindung AC; (Abb. 7)
ist beispielsweise die Ammoniumgruppe des Cholinrestes in ei-
ner gestreckten Konformation bis zu 14.5 A von der lichtakti-
vierbaren Diazoniumgruppe entfernt. Der flexible Spacer ver-
leiht diesem Liganden eine ausreichende Beweglichkeit, so da3
alle Untereinheiten des pentameren Acetylcholinrezeptor-Kom-
plexes erreicht werden konnen. Aufeinanderfolgende Ubergén-
ge des Rezeptorkomplexes vom Ruhezustand hin zum desensi-
bilisierten Zustand wurden durch Untersuchung mit der
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Abb. 7. Der lichtaktivierbare Agonist AC; sowie die hypothetische Position von
AC; in der cholinergen Bindungsstelle des nicotinischen Acetylcholinrezeptors{82].

radioaktiv markierten Sonde [*HJAC; veranschaulicht, indem
die Radioaktivitit, die unter unterschiedlichen experimentellen
Bedingungen (mit Blitzphotolyse nach einer Vorinkubationszeit
von 30 ms und im Gleichgewicht) in die Untereinheiten des Re-
zeptors inkorporiert wurde, bestimmt wurde!*8% (Abb. 8). Bei
einer dhnlichen Analyse auf molekularer Ebene wiirde man einen
50 -1
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X 20‘
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Abb. 8. Markierungsmuster einer Photoaffinitdtsmarkierung mit [?'HJAC; an allen
vier Untereinheiten a—3 des nicotinischen Acetylcholinrezeptors in zwei Konforma-
tionszustinden, hauptsichlich im Ruhezustand (Vorinkubationszeit 30 ms) (&)
und im desensibilisierten Zustand (M)[180]. x = Anteil an spezifisch eingebauter
Radioaktivitit.

lichtaktivierbaren Agonisten entsprechender GroBe verwenden,
um die Bindungsstelle des Agonisten direkt zu untersuchen. Da-
bei miissen im Anschlu an die Photolyse, die wiederum ein
zeitlich kontrolliertes Mischen mit dem Agonisten und eine an-
schlieBende Blitzphotolyse umfaBt, die markierten Aminosiure-
reste identifiziert werden. Unseres Wissens ist eine solche Unter-
suchung bislang noch nicht durchgefithrt worden. Durch eine
solche Identifizierung der Aminosdurereste, die maBgeblich an
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den Konformationsiibergidngen von Rezeptoren beteiligt sind,
sind moglicherweise Informationen iiber die Struktur zuging-
lich, die fiir das Verstindnis der Funktion von Rezeptoren ent-
scheidend sind.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl die Photoaffinitdtsmarkierung schon mehr als dreiBig
Jahre alt ist, ist sie eine niitzliche und verldBliche Methode fir
Strukturuntersuchungen von Rezeptorbindungsstellen. Sie bleibt
auch ein klassisches Forschungsgebiet fiir Chemiker, die neue
photoaktivierbare Reagentien entwerfen und synthetisieren;
diese werden dann von Biochemikern und Biologen verwendet,
um damit Rezeptoren zu identifizieren und zu charakterisieren.
Im vorliegenden Ubersichtsartikel haben wir nicht versucht, ei-
nen Uberblick iiber diese Aspekte zu geben oder den neuesten
Stand der Forschung zu diesem Thema zu referieren; Bayleys
Monographie!®® ist hier noch immer ein Standardwerk. Statt-
dessen richteten wir unser Augenmerk auf die Bedeutung der
Identifizierung von Aminosdureresten an den Bindungsstellen
des Zielrezeptors, um so zu einem tieferen Verstdndnis der Li-
gand-Rezeptor-Wechselwirkungen zu gelangen. Wir haben eine
aktualisierte Ubersicht itber die Aminosdurereste prisentiert,
die bei unterschiedlichen biologischen Rezeptoren durch Pho-
toaffinitatsmarkierung identifiziert wurden und wandten uns
dabei hauptséchlich den photochemischen Sonden zu, durch die
eine erschopfende Markierung der Bindungsstellen méglich ist.
SchlieBlich haben wir neue Perspektiven fiir die Photoaffinitits-
markierung aufgezeigt; dabei macht besonders die Mdglichkeit,
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen dynamisch zu untersu-
chen, die beschriebene Methode noch attraktiver und erdffnet
ein neues Forschungsgebiet zur Untersuchung von schnellen
physiologischen Vorgéngen.

Die Photoaffinititsmarkierung ist allerdings eine arbeitsin-
tensive Methode, die mit der Synthese radioaktiv markierter
Sonden beginnt und sich bis zur Sequenzierung der Rezeptor-
Peptide erstreckt. Demgegeniiber kann die ortsspezifische Mu-
tagenese im allgemeinen schneller durchgefithrt werden. Aus
den durch die Mutagenese hervorgerufenen Anderungen der
Funktion konnen viele Informationen erhalten werden. Ohne
ausreichende Strukturdaten ist jedoch Vorsicht vor {ibereilten
Deutungen solcher Ergebnisse in Richtung auf eine direkte
Struktur-Funktions-Beziehung geboten. Die Photoaffinitits-
markierung bleibt daher eine zuverlissige Methode, die man als
Erginzung und nicht als Konkurrenz zur ortsspezifischen Mu-
tagenese verstehen sollte.

Wir mdchten den Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe, die viele
der hier beschriebenen Ergebnisse in den letzten zehn Jahren erar-
beitet haben, sowie Dr. M. Hibert und Dr. B. Winsor fiir die
kritische Durchsicht des Manuskripts herzlich danken.

Eingegangen am 9. Mirz,
erginzte Fassung am 1. Juli 1994 [A 54]
Ubersetzt von Dr. Burkard NeuB, Jilich
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