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Abstract:Wir berichten über eine Dichtefunktionaltheo-
rie (DFT)-basierte Entdeckung von Ethinyl-Triazolyl-
Phosphinaten (ETP) als eine neue Klasse elektrophiler
Verbindungen für die selektive Biokonjugation von
Cystein. Mit Hilfe der CuI-katalysierten Azid-Alkin-
Cycloaddition (CuAAC) in wässrigem Puffer konnten
wir eine Vielzahl funktioneller elektrophiler Bausteine,
darunter auch Proteine, aus Diethynylphosphinat her-
stellen. Wir verwendeten diese ETP-Reagenzien, um
fluoreszierende Peptid-Konjugate für die Markierung
von Rezeptoren auf lebenden Zellen sowie ein stabiles
und biologisch aktives Antikörper-Wirkstoff-Konjugat
zu erhalten. Darüber hinaus konnten wir ETP-Elektro-
phile unter nativen Bedingungen in ein Azid-haltiges
Ubiquitin einbauen und ihr Potenzial für die Protein-
Protein-Konjugation demonstrieren. Schließlich zeigen
wir die exzellente Cystein-Selektivität dieser neuen
Klasse von Elektrophilen in Massenspektrometrie ba-
sierten, proteomweiten Reaktivitätsstudien und unter-
streichen damit die generelle Anwendbarkeit in homo-
genen Biokonjugationsstrategien zur Verknüpfung
zweier komplexer Biomoleküle.

Einleitung

Die chemische Funktionalisierung von Proteinen ermöglicht
es, ihre biologische Funktion zu untersuchen und zu verän-
dern und neue Biotherapeutika, insbesondere Antikörper-
Wirkstoff-Konjugate (ADCs), zu entwickeln.[1,2] Bei diesen
Anwendungen ist ein homogenes und gut definiertes Konju-
gat erwünscht.

Ein Ansatz dies zu erreichen besteht darin, unnatürliche
Aminosäuren mit unterschiedlichen bioorthogonalen Reak-
tivitäten in Proteine einzubauen.[3–5] Alternativ kann man
sich die inhärente Reaktivität der kanonischen Aminosäure-
seitenketten zunutze machen. Chemoselektive Modifikatio-
nen der meisten Aminosäuren in Proteinen werden in der
Regel durch elektrophile Reagenzien durchgeführt, die auf
nukleophile Aminosäuren abzielen, insbesondere Lysin und
Cystein.[2,6–8] Die Sulfhydrylgruppe des Cysteins ist aufgrund
ihres geringen natürlichen Vorkommens und ihrer hohen
Nukleophilie unter physiologischen Bedingungen ein beson-
ders attraktives Ziel für die Biokonjugation.[9] Maleimide
werden am häufigsten als Elektrophile in der Cystein-
Biokonjugation eingesetzt, obwohl die gebildete Thiosuc-
cinimid-Bindung für die Retro-Michael-Reaktion anfällig
ist, was für die Konjugation von zytotoxischen Molekülen
problematisch sein kann.[10,11] Um dieses Problem zu über-
winden, wurden mehrere alternative Methoden zur Cystein-
markierung entwickelt, darunter Vinylsulfonamide,[12] Car-
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bonyl-Acryl-Derivate,[13] hypervalente Iod-Reagenzien,[14,15]

und metallorganische Reagenzien.[16,17] Dennoch bleiben
mäßige Selektivität oder geringe Reaktivität unter physiolo-
gischen Bedingungen weiterhin problematisch.[18]

Neben der Selektivität und Stabilität sind auch die
synthetische Zugänglichkeit und die Modularität des Elek-
trophils wichtig. Während Peptide in organischen Lösungs-
mitteln problemlos mit einem Elektrophil funktionalisiert
werden können, stellen wässrige Umgebungen eine enorme
Herausforderung dar. Die genetische Kodierung latenter
bioreaktiver Elektrophile war teilweise erfolgreich,[19] jedoch
führt der Einbau reaktiverer Elektrophile oft zu unspezifi-
schen Reaktionen mit zytosolischen Thiolen.[20] Deshalb ist
die gebräuchlichste Strategie zur Positionierung eines hoch-
reaktiven Elektrophils auf Proteinen die Verwendung von
bis-elektrophilen Linkern, die an Cysteine oder andere
nucleophile Reste gebunden werden können. Jedoch werden
häufig unerwünschte intramolekulare Reaktionen[21] und
Dimerisierungen beobachtet.[22,23] Alternativ kann eine nu-
kleophile Aminosäure chemisch in ein Elektrophil umge-
wandelt werden, wie es beispielsweise bei der Umpolung
von Cystein, Tyrosin und Histidin demonstriert wurde.[24–27]

Eine weitere attraktive Anwendung von Elektrophilen
liegt im Bereich der Chemoproteomik[28] zur zielgerichteten
Anreicherung und Analyse eines spezifischen (Sub-)Prote-
oms. Um optimale Ergebnisse zu erzielen, sollten die Rea-
genzien eine hohe Markierungseffizienz, eine einheitliche
Modifikation, eine ausgezeichnete Aminosäureselektivität
sowie Stabilität des gebildeten Konjugats gewährleisten.[18]

Heute wird dieser Ansatz häufig zur Aufklärung der pro-
teomweiten Redox-Empfindlichkeit von Cysteinen[29] sowie
deren kovalente Bindung durch elektrophile Fragmente,[30,31]

Naturstoffe,[32] oder Wirkstoffe eingesetzt.[33]

Im Rahmen unserer jüngsten Bemühungen, Diethinyl-
phosphinate als Disulfid-verbrückende Reagenzien für stabi-
le Antikörpermodifikationen zu etablieren, haben wir diese
bisfunktionellen Cystein-selektiven Elektrophile für die
schrittweise Funktionalisierung eines Proteinsubstrats einge-
setzt (Schema 1B).[34] In diesem Protokoll wurde eine elekt-
rophile Gruppe durch Reaktion mit Diethinylphosphinat an
einer ehemaligen Cysteinseitenkette installiert und anschlie-
ßend mit einem thiol-haltigen kleinen Molekül oder Peptid
umgesetzt, um das gewünschte Konjugat zu erzeugen. Trotz
dieser Entwicklungen kann der Einbau von Thiolen in
kleine Moleküle synthetisch aufwändig sein und ist mit dem
inhärenten Problem der Disulfidbildung verbunden. Daher
wollten wir andere modulare und synthetisch unkomplizierte
Strategien nutzen, um Cystein-selektive Elektrophile in
kleine Moleküle, Peptide und Proteine einzubauen.

Unsere aktuelle Arbeit beschreibt die Entdeckung von
1,2,3-Triazolyl-substituierten Ethinylphosphinaten (ETP) als
leicht zugängliche, schnelle und hochselektive Thiol-Elekt-
rophile (Schema 1C), die auf Computermodellen der Dich-
tefunktionaltheorie basieren. Diese Moleküle können leicht
aus verschiedenen Azid-haltigen Molekülen durch kupferka-
talysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) in wässrigem
Puffer zugänglich gemacht werden. Nach der Cycloaddition
zeigen die Elektrophile im Vergleich zu Diethynylphosphi-
naten eine bemerkenswert hohe Reaktivität mit Cystein und

übertreffen unsere zuvor beschriebenen Phosphonamidat-
Elektrophile (Schema 1A)[35] in Antikörper-Markierungsex-
perimenten. Wir zeigen den Nutzen dieser Reagenzien bei
der Herstellung verschiedener biologisch relevanter Peptid-,
Protein- und Antikörper-Konjugate. Darüber hinaus zeigen
wir, dass ETP-Elektrophile in wässrigen Systemen in Azid-
haltigen Proteinen eingebracht und zur Protein-Protein-
Konjugation verwendet werden können. Schließlich demon-
strieren wir die ausgezeichnete Cystein-Selektivität von
ETP-Elektrophilen durch proteomweite Reaktivitätsprofile.

Ergebnisse und Diskussion

Wir begannen unsere Untersuchung mit der Bestimmung
der kinetischen Parameter der zweiten Thiol-Addition an

Schema 1. Allgemeines Konzept der ungesättigten PV-Elektrophile bei
der Cys-selektiven Proteinmarkierung A) Elektrophile Phosphonami-
date, die über die chemoselektive Staudinger-Phosphinonit-Reaktion
erzeugt werden, reagieren selektiv mit Cysteinresten in Proteinen.
B) Diethynyl-Phosphinate können selektiv mit zwei verschiedenen
Thiol-Nukleophilen reagieren und ermöglichen die Doppelmodifizie-
rung von Proteinen und die Disulfidüberbrückung zwischen den Ketten
in IgG-Antikörpern. C) CuAAC-Funktionalisierung von Diethynylphos-
phinaten erzeugt ETP-Reagenzien, die eine erhöhte Reaktionskinetik
bei der selektiven Cystein-Modifikation von Proteinen zeigen.
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Diethynylphosphinat (Schema 1B). So haben wir ein kleines
thiolhaltiges Fluorophor (EDANS-SH) mit einem Über-
schuss an Ethyldiethinylphosphinat (1) umgesetzt und Thio-
vinyl-ethinylphosphinat 2 in guter Ausbeute (Z-Isomer,
76%) erhalten. 2 wurde einer äquimolaren Menge von
reduziertem Glutathion in einem wässrigen Puffer bei
pH 8.5 ausgesetzt[36,37] und wir beobachteten eine reibungslo-
se Umwandlung in eine Mischung der E- und Z-Isomere des
Glutathion-Addukts. Die Geschwindigkeitskonstante zwei-
ter Ordnung (0.29 M� 1 s� 1, Abbildung S5) war etwas niedri-
ger als die Kinetik, die wir zuvor für die erste Thiol-
Addition des Diethynylphosphinats berichtet hatten
(0.47 M� 1 s� 1, Schema 1B).[34] Um die Reaktionsgeschwindig-
keit zu erhöhen, hatten wir zunächst vor, elektronenziehen-
de (EWG) Alkohol-Substituenten in 1 zu verwenden, wie
dies bereits für ungesättigte Phosphonamidate gezeigt wur-
de.[36] Alle Versuche, Diethinylphosphinate mit EWG-Alko-
hol-Substituenten zu isolieren, scheiterten jedoch an der
schnellen Hydrolyse der P-O-Bindung. Frühere Arbeiten
aus unseren Labors haben gezeigt, dass Dichtefunktional-
theorie (DFT) Berechnungen die relativen Geschwindigkei-
ten der Thiolkonjugationen mit den jeweiligen PV-Elektro-
philen vorhersagen können.[38] Die Analyse der
Molekülorbitale deutet außerdem darauf hin, dass der
Schlüsselfaktor zur Steigerung der Reaktivität in der Stabili-
sierung des negativ geladenen Zwischenprodukts liegt, das
beim nukleophilen Angriff des Thiolats entsteht, wobei die
Delokalisierung des anionischen Charakters durch Hyper-
konjugation erreicht wird. Die Bindung P-XEt (X: S, O und
NH), die sich in einer antiperiplanaren Position zum Einzel-
paar befindet, spielte eine entscheidende Rolle bei der
Aufnahme der Elektronendichte. Auf der Grundlage dieses
Konzepts haben wir untersucht, ob wir die Akzeptanzfähig-
keit neuer Substituenten mit π-Systemen, die von 1 aus
zugänglich sind (d.h. π-Acidität), zur Verbesserung der
Reaktivität nutzen können.

Wir nahmen an, dass mehrere heterozyklische Substitu-
enten, die elektronegative Sauerstoff- und/oder Stickstoff-
atome enthalten, geeignet wären, um sowohl einen elektro-
nenziehenden induktiven Effekt als auch eine π-
Konjugation mit den Einzelpaarelektronen zu erreichen.
Daher haben wir uns auf die Reagenzien A–E konzentriert,
die Isoxazol-(A)-, 1,2,3-Triazol-(B und C)-, 1H-Pyrazol-(D)-
und 3H-Pyrazol-(E)-Substituenten enthalten, und ihre Re-
aktionsprofile mithilfe von DFT berechnet. Wir modellier-
ten die Reaktivität der zuvor beschriebenen Verbindung 2,
indem wir den anhängenden Substituenten als Methylgrup-
pe in Verbindung F abschnitten (Abbildung 1).

Das allgemeine Schema des Reaktionsenergieprofils für
die Michael-Addition an die Elektrophile A–F ist in Abbil-
dung 1, dargestellt, einschließlich Ethanthiol (EtSH) als
Modell für eine nukleophile Reaktionskomponente. In
wässrigem Puffer (z.B. pH 6.5–8.5) befinden sich EtSH und
das entsprechende Thiolat-Anion EtS� im Gleichgewicht.
Da das Thiolat das bessere Nukleophil ist, nahmen wir die
schrittweise Deprotonierung von EtSH und den anschlie-
ßenden nukleophilen Angriff von EtS- an, um das Carban-
ion-Zwischenprodukt zu bilden. Die berechneten Reaktions-
barrieren (ΔG�) für die jeweiligen Elektrophile wurden

verwendet, um die Reaktionskinetik zwischen ihnen zu
vergleichen. Die berechneten ΔG� -Werte nehmen in der
Reihenfolge 23.3 (F)>20.0 (C)�19.5 (E)�19.0 (D)>18.1
(A) kcalmol� 1 (B), ab, was darauf hindeutet, dass die neu
entwickelten Elektrophile A–E viel reaktiver sein sollten als
F. Schließlich wird das Zwischenprodukt durch Wasser
irreversibel protoniert, um das endgültige Thiol-Additions-
produkt zu bilden. Die Elektrophilie der Serie von PV-
Reagenzien lässt sich durch DFT-berechnete Teilladungen
des reaktiven terminalen Kohlenstoffatoms an der Ethinyl-
gruppe erklären, da atomare Ladungen als Maß für die
elektronenziehende Fähigkeit verschiedener funktioneller
Gruppen verwendet werden können.[39–43]

Eine natürliche Populationsanalyse[44] wurde durchge-
führt, um den induktiven Effekt der unterschiedlichen
Substituenten in den Elektrophilen A, C und F zu verglei-
chen (Abbildung 2). Die atomaren Ladungen korrelieren
mit den Reaktionsbarrieren und sind am positivsten für A
(� 0.092), gefolgt von C (� 0.108), und am negativsten für F

Abbildung 1. Reaktionsenergieprofil der Thiol-Addition der Reagenzien
A–E und einer Modellverbindung F. Energien in kcalmol� 1, berechnet
auf dem Theorieniveau B3LYP-D3/cc-pVTZ(-f)//B3LYP-D3/6-31G**.

Abbildung 2. Vergleich zwischen den Elektrophilen A, C und F. qC:
Natürliche atomare Ladung am reaktiven Kohlenstoff, E (π*): Energie
des reaktiven π*-Orbitals des Elektrophils. (Für weitere Details siehe
Abbildung S3 und S4).
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(� 0.122). Zusammen mit den Teilladungen können die
Grenzmolekülorbitale verwendet werden um die Elektro-
philie oder Nukleophilie zu erklären,[42,45–48] wobei die Ener-
gieniveaus der Orbitale die Effizienz der bindungsbildenden
Wechselwirkung beeinflussen.[49] Die Energie des reaktiven
π*-Orbitals der PV-Elektrophilen ist am niedrigsten für A
(� 1.65 eV), gefolgt von C (� 0.93 eV) und am höchsten für F
(� 0.33 eV), was dem Reaktivitätstrend entspricht (Abbil-
dung 2).

Wir haben weiter untersucht, wie die Substituenten das
π-System beeinflussen, um die Reaktivität zu erhöhen. Die

Verzerrung der P� C=C-Bindung in der Geometrie des
Übergangszustands (TS) und des Carbanion-Zwischenpro-
dukts (Int) ist dadurch gekennzeichnet, dass das sp2-hybridi-
sierte Einzelpaar bevorzugt antiperiplanar zur P� R-Bindung
liegt (Abbildung 3a). Die optimierte TS- und Zwischen-
struktur von C (C-TS und C-Int) sind in Abbildung 3a
dargestellt. Dieses strukturelle Merkmal findet sich auch im
vorherigen System, in dem P� R σ-Bindungen (R: S, O und
NH) die Elektronendichte über Hyperkonjugation aufneh-
men. In ähnlicher Weise ist die Delokalisierung von Elek-
tronen in freie Orbitale in Verbindung mit den P� R-
Bindungen möglich, wie in Abbildung 3b dargestellt. Die
Vermischung zwischen den π-Systemen der Ethynylgruppe
und der P� R-Bindung ist im LUMO der Elektrophilen
deutlich zu erkennen. Die Konjugation erhöht die Reaktivi-
tät der π*y-Orbital im Vergleich zum π*z-Orbital, außer im
Fall von F, und begünstigt letztlich die Bildung von Einzel-
elektronenpaaren in dieser Richtung.

Dem Leitfaden der theoretischen Studie folgend nehmen
wir an, dass 1,2,3-Triazol-substituierte Phosphinat-Elektro-
phile leicht über eine CuI- katalysierte Azid-Alkin-Cycload-
dition zugänglich sein könnten. Daher haben wir die Synthe-
se von ETP-Elektrophilen ausgehend von EDANS-N3 und
Phosphinat 1 untersucht. Während 1–3 Äquivalente Phos-
phinat in Gegenwart von 10 Mol-% CuBr hauptsächlich zu
einem di-funktionalisierten Phosphinat führten, konnten wir
mit 5 Äquivalenten Phosphinat das gewünschte mono-funk-
tionalisierte Molekül 3 in 85% Ausbeute erhalten (Sche-
ma 2a). Um die Berechnungsergebnisse zu validieren, führ-
ten wir, wie zuvor beschrieben, eine kinetische Analyse mit
Glutathion als Modell-Thiol durch. Phosphinat 3 zeigte eine
beschleunigte Reaktionskinetik von 4.61 M� 1 s� 1 (Abbil-
dung S5) und übertraf damit Phosphinat 2 um etwa das 15-
fache, was mit den DFT-berechneten Reaktionsbarrieren
übereinstimmt (Schema 2a). Diese Ergebnisse haben uns

Abbildung 3. a) Die allgemeine Konformation von Übergangszuständen
und Intermediaten von oben gesehen (links). Geometrie von C-TS und
C-Int als Repräsentanten (rechts). b) Konzeptualisierte Orbitalmi-
schung zwischen zwei Fragmenten für das LUMO von Elektrophilen
und das HOMO von Zwischenprodukten. (Für die tatsächlichen
Molekülorbitale, siehe Abbildung S1 und S2).

Schema 2. a) Schematische Darstellung der experimentellen Thiol-Additionskinetik der Phosphinate 1–3 bei pH 8.5. b) Synthetisches Verfahren zur
Herstellung funktionalisierter ETP-Elektrophile. c) Funktionelle Elektrophile, die mit dem in b dargestellten synthetischen Verfahren erhalten
wurden (Werte stellen die isolierte Ausbeute dar).
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dazu inspiriert, verschiedene funktionalisierte ETP-Elektro-
phile zu synthetisieren (Schema 2b). Mit dem beschriebenen
Verfahren konnten wir ETP-Reagenzien mit Fluorophoren
(3, 4 und 5), Affinitäts-Tags (6 und 9) oder bioorthogonalen
Click-Handle (7 und 8) in mäßiger bis guter Ausbeute
herstellen. Darüber hinaus konnten wir zeigen, dass diese
Strategie es ermöglicht, ein ETP-Elektrophil in ein Azid-
haltiges zellpenetrierendes R10-Peptid (10) einzubauen
(Schema 2c).

Um die Anwendbarkeit von ETP-Elektrophilen für die
Cys-selektive Markierung von Proteinen und Antikörpern
zu untersuchen, haben wir den therapeutischen Antikörper
Trastuzumab, der gegen Her2 gerichtet ist, als Modellsystem
gewählt. Zunächst haben wir Thiovinylphosphinat 2 und
Triazolylphosphinat 3 verglichen. Trastuzumab (5 mgmL� 1

in Tris-Puffer pH 8.3) wurde mit 8 Äquivalenten TCEP
reduziert (37 °C, 30 min). Anschließend wurden 8 Äquiva-
lente des entsprechenden Phosphinats zugegeben, und die
Reaktion über Nacht bei Raumtemperatur durchgeführt
(Abbildung 4a). Während Verbindung 2 eine durchschnittli-
che Markierung von 4.2 Fluorophoren pro Antikörper
erzielte, erreichte Verbindung 3 eine fast stöchiometrische
Markierung aller freien Cysteinthiole im Antikörper, was
einem Fluorophor-zu-Antikörper-Verhältnis (FAR) von 7.4
entsprach (Abbildung 4b und S6). In einem Kontrollexperi-
ment, bei dem der Antikörper vor der Reaktion mit den
beiden Phosphinaten nicht reduziert wurde, konnte durch

SDS-PAGE und intakter Protein Massenspektrometrie
(MS) keine Modifikation festgestellt werden (Abbil-
dung S4b). Auch ein größerer Überschuss an 3 (100 Äquiv.)
führte in Abwesenheit eines Reduktionsmittels zu keiner
Antikörpermarkierung (Abbildung S7). Die Beobachtung
einer fast stöchiometrischen Markierung bei der Verwen-
dung von 8 Äquivalenten EDANS-ETP veranlasste uns zu
untersuchen, ob dies ein allgemeines Phänomen ist. Wir
titrierten Trastuzumab mit steigenden Mengen der Phosphi-
nate 2 und 3 (Abbildung 4a). Zu unserer Freude beobachte-
ten wir eine vollständige Antikörpermarkierung mit bis zu
5 Äquivalenten und eine nahezu stöchiometrische Markie-
rung mit 6 und 8 Äquivalenten von Phosphinat 3. Im
Gegensatz dazu erreichte Verbindung 2 nach der gleichen
Zeit für alle Äquivalente nur eine Markierung von etwa
50% (Abbildung 4b).

Schließlich verglichen wir auch Ethinyl-Triazolyl-Phos-
phinate mit unseren früher berichteten Ethinyl-Phosphona-
midaten (PA) in Bezug auf die Antikörpermarkierung.[35]

Wir führten ein Zeitverlaufsexperiment durch, bei dem
reduziertes Trastuzumab mit 10 Äquivalenten des entspre-
chenden PV-Elektrophils inkubiert wurde, und überwachten
die Reaktion über 16 Stunden mit Hilfe von Intakt-Protein-
MS. Wir beobachteten, dass sowohl die PA- als auch die
ETP-Reagenzien nach der Reaktion über Nacht eine nahezu
vollständige Umwandlung erreichten (FAR 7.5 bzw. 7.9);
nach kürzeren Reaktionszeiten führte Phosphinat 3 jedoch
zu einem höheren Grad der Funktionalisierung (Abbil-
dung 4c).

Neben der schnellen Reaktionskinetik und der Cystein-
Selektivität ist auch die Serumstabilität der Verknüpfung
eine Voraussetzung für die erfolgreiche Anwendung in
Antikörper-Wirkstoff-Konjugaten, um gefährliche Off-Tar-
get-Effekte zu verhindern. Um dies zu testen, haben wir ein
Antikörper-Fluorescein-Konjugat unter Verwendung von
Phosphinat 4 (siehe Hintergrundinformationen 3.5) herge-
stellt und es 14 Tage lang bei 37 °C in menschlichem Serum
inkubiert. Erfreulicherweise wurde kein signifikanter Trans-
fer auf andere Serumproteine beobachtet. (Abbildung S8)
Darüber hinaus haben wir die Serumstabilität von Thiol-
Thiol-Konjugaten, die mit Diethynylphosphinaten gebildet
wurden, mit einem Fluoreszenz-Quenching-Assay überprüft
(siehe Hintergrundinformationen 3.6).[34,35] Das gequenchte
FRET-Paar F1 wurde aus Phosphinat 3 und DABCYL-
Peptid P2 (38%, Abbildung S9a) synthetisiert. Die Inkuba-
tion von F1 in einem physiologischen Puffer in Gegenwart
von überschüssigen kleinen Thiolen und in menschlichem
Serum zeigte keinen Anstieg des Fluoreszenzsignals, was auf
eine ausgezeichnete Stabilität hinweist (Abbildung S9b).

Ermutigt durch die einfache Zugänglichkeit, hohe Reak-
tivität und Stabilität als Cystein-Konjugate haben wir ETP-
Elektrophile zur Herstellung von ADCs verwendet.

Als Kargo wählten wir Monomethyl-Aristatin E
(MMAE), ein starkes antimitotisches Medikament, das
üblicherweise als zytotoxisches Molekül bei der Herstellung
von ADCs verwendet wird und das wir zuvor bei der
Herstellung von Phosphonamidat-verknüpften ADCs einge-
setzt hatten.[50] Nach der HPLC-Reinigung erhielten wir das
ETP-funktionalisierte Toxin (11) in einer Ausbeute von

Abbildung 4. Herstellung von Antikörper-Fluorophor-Konjugaten (AFC)
unter Verwendung verschiedener PV -Elektrophile a) Reaktionsprinzip
der simultanen Reduktions- und Alkylierungsreaktion unter Verwen-
dung der Phosphinate 2 und 3 und des Phosphonamidats S1.
b) Äquivalenz-Screen der beiden Phosphinate zeigt eine nahezu quan-
titative Markierung mit ETP 3. c) Der Zeitverlauf der Antikörper-
Markierungsreaktion unter Verwendung von 10 Äquivalenten des ent-
sprechenden Elektrophils zeigt eine bessere Reaktionskinetik für 3 im
Vergleich zum Phosphonamidat S1.
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59%. (Abbildung 5a) Mit dem elektrophil-modifizierten
Toxin in der Hand begannen wir, seine Anwendbarkeit bei
der Antikörpermarkierung zu untersuchen. Da die Experi-
mente mit EDANS-ETP 3 zeigten, dass bereits nach 4 Stun-
den der größte Teil des Reagenzes reagiert hatte (Abbil-
dung 4c), wurden die Reaktionen nach dieser Zeit
abgebrochen und untersucht. Die Intakt-Protein-Massen-
spektrometrie ergab, dass bereits 5 Äquivalente des ETP-
Wirkstoffs ausreichten, um nach der relativ kurzen Reakti-
onszeit ein durchschnittliches Wirkstoff-Antikörper-Verhält-
nis (DAR) von 4 zu erreichen. Daher haben wir die
Reaktion auf 1 mg Trastuzumab skaliert, um weitere biolo-
gische Tests durchführen zu können. Nach der Reinigung
durch Größenausschluss-Chromatographie (SEC) wurde der
funktionalisierte Antikörper in 80%iger Ausbeute (0.8 mg)
erhalten. Die Analyse mittels hydrophober Interaktions-
Chromatographie (HIC) ergab, dass die meisten Antikör-
per-Moleküle mit 3–6 Wirkstoffmolekülen funktionalisiert
sind, was zu einem durchschnittlichen DAR von 4.3 führt.
(Abbildung 5b) Die zelluläre Zytotoxizität unseres gegen
Her2 gerichteten ADC wurde anschließend mit den Her2�

MDA MB-468 und den Her2+ SKBR3 Zelllinien unter-
sucht. Während die Proliferation der Antigen-exprimieren-
den Zelllinie durch Trastuzumab-11 bereits ab einer Kon-
zentration von 0.5 nM vollständig gehemmt werden konnte,
wurden Antigen-negative Zellen erst bei sehr hohen Kon-
zentrationen des ADCs (>100 nM, Abbildung 5c, S8) beein-
flusst. Diese vielversprechenden Ergebnisse unterstreichen
das Potenzial von ETP-Reagenzien als modulare Bausteine
für die Herstellung wirksamer Biopharmazeutika.

Als nächstes haben wir diese Moleküle zur Cystein-
selektiven Peptidmodifikation eingesetzt. Als Modellpeptid
wählten wir Exendin4(9–39) mit einer Ser!Cys Punkmuta-
tion an Position 39 (Ex4(9–39)_S39C). Dieses Peptid ist ein
potenter Antagonist des Glucagon-like Peptide-1-Rezeptors

(GLP1R),[51] einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor der
Klasse B, der an der Glukosehomöostase und der Nahrungs-
aufnahme beteiligt ist und ein Blockbuster-Medikamenten-
ziel für die Behandlung von Diabetes darstellt (Abbil-
dung 6a und b).[52,53] Da es nur wenige validierte Antikörper
für seinen Nachweis gibt,[54] haben wir vor kurzem Ex4(9
39)_S39C mit verschiedenen Fluorophoren ausgestattet, um

Abbildung 5. Synthese und biologische Evaluation des ETP-abgeleiteten ADCs: a) Synthese eines ETP-funktionalisierten Toxins für die Herstellung
eines Trastuzumab- basierten ADCs. I) 0.2 Äquiv. N3-PEG-VC-MMAE, 10 mol% CuBr, PBS/DMSO (2 :8, v/v), 0.5 h r.t.; 59% Ausbeute. II) 0.2 Äquiv.
Trastuzumab (5 mgmL� 1), 8 Äquiv. TCEP (in Bezug auf Trastuzumab), Tris-Puffer (50 mM, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.3), 4 h r.t.
b) Hydrophobe-Interaktion-Chromatographie des aufgereinigten ADC Trastuzumab-11. c) Konzentrationsabhängige zelluläre Zytotoxizität des
generierten ADCs in Her2+ (SKBR3, grün) und Her2� (MDA-MB-468, schwarz) Zelllinien.

Abbildung 6. Synthese und Anwendung eines P5-verknüpften LUXen-
din645. a) Die Primärsequenz des LUXendin-Grundgerüsts Ex4(9–39)_
S39C wird mit dem Cy5-Elektrophil 5 versehen, um P5-LUXendin645 zu
erhalten. b) Schematische Darstellung von P5-LUXendin645, das an
GLP1R gebunden ist, mit Hervorhebung der Linker-Chemie. c) Mikro-
skopie von lebenden SNAP-GLP1R:CHO-K1-Zellen unter Verwendung
von fernrotem P5-LUXendin645 in rot (Hoechst33342 in blau, SBG-OG
für die Markierung der Zelloberfläche mit SNAP-Tags in grün). Maß-
stabsbalken=40 μm.
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LUXendine zu erhalten, die GLP1R für verschiedenen
bildgebende Verfahren spezifisch markieren.[51,55] Die Modi-
fizierung dieses Peptids ist aufgrund der drei Prolinreste, die
sich N-terminal zum C-terminalen Cystein befinden, eine
besondere Herausforderung. Für seine Derivatisierung
wählten wir das ETP-funktionalisierte Cy5-Fluorophor 5.
Nach einer 8-stündigen Reaktion bei Raumtemperatur wur-
de der vollständige Verbrauch des Ausgangsmaterials beob-
achtet und das gewünschte Peptid-Fluorophor-Konjugat,
welches nun als P5-LUXendin645 bezeichnet wird, wurde in
28% Ausbeute nach RP-HPLC isoliert, wie in Abbildung 6a
dargestellt. In der Tat markierte P5-LUXendin645 spezifisch
CHO-K1-Zellen, die SNAP-GLP1R[56] stabil exprimieren,
wie die Epifluoreszenzmikroskopie zeigte, ohne Anzeichen
einer schlechteren Färbung als sein Gegenstück LUXen-
din645 (Abbildung 6c). SNAP-Tag-Markierung weist die
Spezifität von P5-LUXendin645 für SNAP-GLP1R, unter
Verwendung eines zellimpermeablen OregonGreen Sub-
strats (SBG-OG) eindeutig nach[57], während als Kontrolle
untransfiyierte Zellen nicht markiert wurden (Abbil-
dung S10).

Zusätzlich zur Erzeugung von ETP-Elektrophilen auf
der Basis von kleinen Molekülen und Peptiden waren wir
neugierig, ob man diese Strategie auf die Funktionalisierung
von Azid-haltigen Proteinen ausweiten und sie in Protein-
Protein-Konjugationen einsetzen kann. Zur Überprüfung
der Umsetzbarkeit haben wir Ubiquitin (Ub) als Modellpro-
tein gewählt. Die Bindung von Ubiquitin an ein Zielprotein,
die auch als Ubiquitinierung bezeichnet wird, ist eine rever-
sible posttranslationale Modifikation, die eine Vielzahl von
zellulären Prozessen, einschließlich des Proteinabbaus und
der DNA-Reparatur, reguliert.[58]

Frühere Studien haben gezeigt, dass chemisch syntheti-
sierte Poly-Ubiquitine mit verschiedenen Konjugationsstel-
len ein wertvolles Instrument zur Untersuchung ihrer biolo-
gischen Funktion sind.[59] Wir haben bereits über den
Einbau elektrophiler Vinylphosphonothiolate in Ubiquitin
und die anschließende Anwendung in der künstlichen Prote-
in-Ubiquitinylierung berichtet.[37] Dieser Ansatz hat den
Nachteil, dass wasserfreies DMSO mit TFA als Lösungsmit-
tel verwendet werden muss und eine anschließende HPLC-
Reinigung erforderlich ist. Im Gegensatz dazu kann, wie in
dieser Arbeit zuvor gezeigt, der Einbau des ETP-Elektro-
phils in physiologischen Puffern mit nur einer geringen
Menge an organischen Co-Lösungsmitteln erreicht werden
Durch die verbesserte Reaktivität des ETP-Elektrophils
verglichen mit Phosphonothiolaten erhofften wir uns dar-
über hinaus eine bessere Effizienz bei der Protein-Protein-
Konjugation. Um ein Azid-haltiges Protein zu erhalten,
verwendeten wir einen von Schneider et al. entwickelten
Ansatz, der es ermöglicht, Azidohomoalanin (Aha) in Ub
einzuführen.[60] Nach diesem Verfahren exprimierten wir die
beiden Ub-Mutanten UbK48Aha und UbK63Aha für die
anschließende Modifikation mit Phosphinat 1 (Abbildung 7a
und Hintergrundinformationen 3.9). Im Vergleich zu den
Experimenten mit kleinen Molekülen haben wir unser
CuAAC-Protokoll leicht angepasst (siehe Hintergrundinfor-
mationen 3.10). Nach 5 Stunden Reaktionszeit beobachteten
wir die vollständige Umwandlung der Aha-Mutanten mittels

Intakt-Protein-MS. Überschüssiges Kupfer, Ligand und
Phosphinat wurden durch Dialyse gegen PBS mit 5 mM
EDTA für 16 h, gefolgt von Größenausschlusschromatogra-
phie (SEC) entfernt, um ETP-modifiziertes UbK63-ETP
und UbK48-ETP in 74% bzw. 62% Ausbeute zu erhalten
(Abbildung 7b). Als nächstes wollten wir diese Protein-
Elektrophile in der Protein-Protein-Konjugation einsetzen.
Daher unterzogen wir sowohl UbK63-ETP als auch UbK48-
ETP der Biokonjugation mit einer UbG76C-Mutante. Die
Reaktionen wurden in Tris-Puffer bei pH 8 durchgeführt
und mittels Intakt-Protein-MS und SDS-PAGE überwacht
(Abbildung 7c und d und S12). Das Ausgangsmaterial war
nach 6 Stunden Reaktionszeit vollständig verbraucht, und
die entsprechenden Ub-Dimere (12 und 13) wurden über
SEC gereinigt und in 58% und 47% Ausbeute isoliert.

Um die Verknüpfung und die Cystein-Selektivität zu
überprüfen, wurden die gereinigten Dimere mit Trypsin
verdaut und mittels Bottom-up-Proteomik analysiert. Durch
den Einsatz sowohl konventioneller als auch spezieller
Vernetzungsproteomik-Software konnten die korrekten
Verknüpfungsstellen ohne nachweisbare Nebenreaktivität
verifiziert werden (Abbildung 7e und S13).[61,62] Darüber
hinaus wurde die Proteaseresistenz der verknüpfungsspezi-
fisch synthetisierten Ubiquitin-Dimere gegenüber deubiqu-

Abbildung 7. a) Synthetische Strategie zur Darstellung von elektrophi-
lem Ubiquitin aus ortsspezifisch installierten K!Aha-Mutanten. b),
c) Intakt Protein-MS Analyse des ETP-funktionalisierten UbK63-ETP (b)
und des künstlichen Ub-Dimers 13 (c). d) Zeitverlauf der Konjugation
von UbK63-ETP an UbG76C, beobachtet durch SDS-Page. e) MS/MS-
Spektrum, das die Verbrückunsstelle von 13 identifiziert. f) SDS-PAGE-
Analyse von Ub-Dimer 12, inkubiert mit USP2-CD.
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itinierenden Enzymen (DUBs) untersucht. Während das
DUB USP2 in der Lage war, K48-verknüpftes Wildtyp-
Diubiquitin vollständig zu spalten, wurde kein Abbau unse-
res synthetischen Analogons 12 beobachtet (Abbildung 7f).

Nachdem wir die Nützlichkeit von ETP-Reagenzien für
die selektive Cysteinmodifikation von Proteinen nachgewie-
sen hatten, wollten wir diese Verbindungsklasse bei der
proteomweiten Cysteinmarkierung in Ganzzell-Lysaten un-
tersuchen. Um dies zu testen, wurde HEK293-Zelllysat
(1 mgmL� 1 in PBS pH 7.4) für 45 Minuten bei Raumtempe-
ratur mit steigenden Mengen von Phosphinat 4 behandelt,
bevor es mittels SDS-PAGE und In-Gel-Fluoreszenz analy-
siert wurde (Abbildung 8a). Die Coomassie-Färbung wurde
zur Kontrolle der gleichen Beladung verwendet. Wir beob-
achteten eine konzentrationsabhängige Markierung des Ly-
sats und bereits bei der Verwendung von 30 μM 4 wurde ein
dezentes Fluoreszenzsignal beobachtet (Abbildung 8b).

Um die Stellen der Markierung zu identifizieren, ver-
wendeten wir Desthiobiotin-ETP 6 und adaptierten einen
kürzlich von Zanon et al. entwickeltes Protokoll,[18] das eine
unverzerrte Analyse der proteomweiten Elektrophilselekti-
vität ermöglicht (Abbildung 8c). Kurz gesagt, HEK293-
Lysat (1 mgmL� 1, PBS pH 8.3) wurde 45 Minuten lang bei
Raumtemperatur mit 200 μM Phosphinat 6 behandelt. An-
schließend wurden die Proteine mit eiskaltem Aceton ausge-
fällt und mit immobilisierten Streptavidin angereichert.
Nach dem tryptischen Verdau und der Elution der markier-
ten Peptide wurden die Proben mittels hochauflösender
Flüssigchromatographie und Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS) analysiert. Um die Masse der Modifikation zu
identifizieren, führten wir eine offene Suche in MS-Fragger
mit zuvor optimierten Einstellungen durch.[18,63] Wir konnten
erfreut feststellen, dass die auffälligste Modifikation in allen
drei Replikaten der erwarteten Masse einer Alkylierung mit

Phosphinat 6 entspricht (Δmexp, 27137 Peptid-Spektum-
Übereinstimmung (PSMs)). Darüber hinaus wurden auch
die Modifikationsmasse plus Oxidation (ΔmOx, 1747 PSMs),
Formylierung (Δmf, 2005 PSMs), und Carbamidomethylie-
rung (ΔmCAM, 4546 PSMs) entdeckt (Abbildung 8d).

Nachdem wir die Masse der Modifikation identifiziert
hatten, war unser nächster Schritt die Analyse der Amino-
säureselektivität. Dazu haben wir eine Offset-Massensuche
mit Δmexp als Modifikationsmasse durchgeführt. Bei dieser
Suche wird jede Aminosäure als potenzielle Modifikations-
stelle betrachtet, was eine unvoreingenommene Untersu-
chung ermöglicht.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden so gefiltert, dass sie
nur PSMs mit einer Falsch-Positiv-Rate (FDR) von weniger
als 1% auf Peptidebene enthielten, um eine gute Datenqua-
lität zu gewährleisten. Außerdem wurden in unserer Analy-
se nur Spektren berücksichtigt, bei denen MS-Fragger eine
einzige Modifikationsstelle zuordnen konnte. Von den
22102 Spektren, die den oben genannten Kriterien entspra-
chen, befanden sich 20429 (92%) an einem Cysteinrest
(Abbildung 8e). Die restlichen Spektren verteilten sich auf
alle anderen 19 proteinogenen Aminosäuren, wobei keine
von ihnen mehr als 150 identifizierte Spektren erreichte (<
0.7%). Wenn wir uns die Ergebnisse genauer ansehen,
stellen wir fest, dass von den 1673 Spektren, die nicht auf
ein Cystein lokalisiert wurden, 817 einem Aminosäurerest
zugeordnet sind, der an ein Cystein angrenzt. Eine eindeuti-
ge Lokalisierung ist oft schwierig, wenn MS/MS-Spektren
nicht genügend Peptidfragmente enthalten. Um dieser Unsi-
cherheit Rechnung zu tragen, haben wir einen Delta-Score
>1 (die Score-Differenz zwischen der besten und der
zweitbesten Modifikationsstelle) verwendet. Von den ver-
bleibenden Spektren (19595 PSMs) wurden 95% an einem
Cystein modifiziert (Abbildung S14). Diese Ergebnisse un-

Abbildung 8. Untersuchung der proteomweiten Cystein-Reaktivität von ETP-Elektrophilen. a) Arbeitsablauf für die Markierung von Ganzzell-Lysat
mit dem fluoreszierenden Phosphinat 4 und die anschließende Analyse. b) SDS-PAGE-Analyse von Zell-Lysat, das mit zunehmender Elektrophil-
Konzentration behandelt wurde. c) Illustration des Arbeitsablaufs für die unverzerrte Analyse der Elektrophil-Selektivität mittels MS-basierter
Proteomik. d) Histogramm der Modifikationen, die bei der offenen Suche mit MS-Fragger in drei Replikaten entdeckt wurden. Δm von Phosphinat
6 ist grün hervorgehoben. ox=Oxidation (+15.99 Da), f=Formylierung (+27.99 Da), CAM=Carbamidomethylierung (+57.02 Da). e) Häufigkeit
der identifizierten Modifikationsstellen bei Verwendung von Δmexp als Offset-Masse. # Die Anzahl der PSMs entspricht der Summe von drei
unabhängigen Replikaten.
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terstreichen die hervorragende Cystein-Selektivität der
ETP-Elektrophilen. Schließlich führten wir eine konventio-
nelle Suche mit MS Amanda[61] durch, wobei wir die erhalte-
nen Parameter für Desthiobiotin-ETP (Modifikationsmasse:
438.2136; Modifikationsstelle: Cys) als variable Modifikation
verwendeten. (Siehe Hintergrundinformationen 2.11.2 für
Details) In drei unabhängigen Replikaten konnten insge-
samt 8661 unterschiedliche markierte Cysteine aus 3978
Proteinen identifiziert werden. Interessanterweise stellten
wir fest, dass selbst bei einer geringeren Zelllysatkonzentra-
tion und einer geringeren Gesamtproteinmenge
(0.1 mgmL� 1, 50 μg Gesamtmenge) immer noch 7023 unter-
schiedliche Cysteine als markiert identifiziert werden konn-
ten (Abbildung S15).

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Ethinyl-Triazolyl-Phosphinate als
modulare, hochgradig Cystein-selektive Elektrophile für die
Protein- und Antikörper-Markierung vorgestellt. Die Entde-
ckung dieser Verbindungsklasse wurde durch DFT-Berech-
nungen ermöglicht, die im Vergleich zu Diethynyl- oder
Thiovinylphosphinaten eine bessere Thiol-Additionskinetik
vorhersagten. Wir haben gezeigt, dass verschiedene funktio-
nelle komplexe Moleküle durch ein einfaches CuAAC-
Protokoll leicht mit ETP-Elektrophilen ausgestattet werden
können, was eine einzigartige Möglichkeit für den ortsspezi-
fischen Einbau hochreaktiver Elektrophile in Proteine bie-
tet. Das Potenzial dieser Chemie für die Herstellung funk-
tioneller Biokonjugate wurde durch die Herstellung eines
ADC mit zellspezifischer Toxizität und fluoreszierenden
Peptiden, die speziell auf Zelloberflächenrezeptoren abzie-
len, weiter unterstrichen. Darüber hinaus wurde die Cystein-
Selektivität im Proteom-Maßstab demonstriert, indem zu-
gängliche Cystein-Reste im Zell-Lysat markiert und an-
schließend mittels Bottom-up-Proteomik analysiert wurden.
Angesichts der leichten Zugänglichkeit, der schnellen Reak-
tionskinetik und der ausgezeichneten Stabilität als Biokon-
jugate gehen wir davon aus, dass die ETP-Reagenzien eine
breite Anwendung als elektrophile chemische Sonden und
bei der Herstellung von hochwertigen Proteinkonjugaten
finden und die Entwicklung von Biopharmazeutika der
nächsten Generation ermöglichen werden.

Die Massenspektrometrie Rohdaten wurden beim Pro-
teomeXchange Consortium über das PRIDE Partner Repo-
sitory[64] mit dem Dataset Identifier PXD033004 hinter-
legt.[65]
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