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Abb. 1:

Beide Arme des
Myosin V sind mit
Farbstoffmolekiilen
markiert. Der Pro-
teinschwerpunkt
bewegt sich um

36 nm, der eine
Farbstoff um
72nm. Der andere
Farbstoff bleibt in
der Position unver-

dndert .

Fluoreszierende Proteine

zeigen den Weg durch die Zelle

Die Fluoreszenzmikroskopie ist heute in der Lage, die Dynamik einzelner Biomolekiile

zu verfolgen. Fluoreszierende Proteine machen Transportprozesse in lebenden Zellen

sichtbar.

© Die Aussendung von Licht von
lon oder Molekul
elektro-

einem Atom,
nach  vorangegangener
nischer Anregung heifst Fluores-
zenz."” Analytische Wissenschaften
nutzen die Sensitivitét, die Spezifi-
tat und die gute ortliche und zeitli-
che Auflosung der Fluoreszenzmes-
sung. Fur die Bioanalytik ist von
besonderer Bedeutung, dass nur
wenige biologische Molekiile oder
Molekiilbauteile fluoreszieren. So
kann die Tryptophanfluoreszenz
Konzentrationen oder den Fal-
tungszustand von Proteinen anzei-
gen. Sie hilft sogar in transienten
Messungen, wie der Bindung von
ATP oder Liganden.

Neben solchen dem System eige-
Farbstoffen
steigt die Bedeutung der kovalenten
Bindung von Farbstoffen oder fluo-

nen (intrinsischen)

reszierenden Proteinen an die zu
untersuchenden Molekiile. Durch
eine solche extrinsische Markie-
rung werden gezielt einzelne Pro-
teine, DNA-Molekiile oder zellulire
Bestandteile oder Kompartimente

wangefarbt”.

Limitierungen der Messdauer

© In der Fluoreszenzmikroskopie
eingesetzte Laser erfordern Farbstof-
fe, die sowohl im Anregungs- als
auch im Emissionsspektrum gut
voneinander trennbar sind. AufSer-
dem spielt die Photostabilitat
(Bleichverhalten) der Farbstoffe eine
grofle Rolle. Moderne Experimente
sind haufig sehr sensitiv, das heifSt
sie arbeiten mit immer weniger
Farbstoffmolekiilen bis hin zum
Nachweis der Fluoreszenz eines ein-
zelnen Molekuls. So verschwinden
Details der Dynamik von Biomole-
kulen nicht durch Mittelung.

Ein Fluoreszenzexperiment ist in
jedem Fall vorbei, wenn durch einen
photochemischen Prozess die Fluo-
reszenz erlischt. Daher ist die mogli-
che Zahl von Anregungszyklen ein
ganz entscheidendes Kriterium fur
die Wahl des Farbstoffmolekiils.
Photobleichen limitiert alle bislang
Farbstoffmolekule.
Nach einer Messung von maximal

entwickelten

einer Million Photonen erlischt das
Molekiil. Die Lichtmenge, die bis
zum Bleichen von etwa einer Million
Farbstoffmolekiilen ausgeht, ent-
spricht der Lichtmenge, die eine
Gluhbirne in einer Millionstel Se-
kunde abgibt.

Einen Ausweg aus der begrenzten
Messdauer bieten wahrscheinlich
Quantenpunkte.” Ein  Quanten-
punkt ist eine nur wenige Nano-
meter grosse Struktur aus Halbleiter-

material, die aufgrund von Rekom-

Abb. 2: Ausschnitt einer Weitfeld-mikrosko-
pischen Aufnahme einer Huh7-Zelle mit GFP

markiertem Mikrotubuli-Cytoskelett und
Cy5-markierten Polyplexen. Die Trajektorie

eines Polyplexes ist blau eingezeichnet.

bination von Ladungstragern (Elek-
tronen und Locher) Fluoreszenz-
licht aussendet. Eine passivierende
Hulle verhindert das schnelle Blei-
chen der Quantenpunkte und che-
mischen Modifikationen dieser Hul-
le gelingt es, die Quantenpunkte ge-
zielt an Proteine oder DNA-Molekii-
le zu binden.

Fluoreszierende Proteine

© Fluoreszierende Proteine wie das
Grun fluoreszierende Protein GFP
(siche Infokasten auf Seite 1225)
konnen Proteine und Strukturen in
lebenden Zellen nicht-invasiv mar-
kieren. Eine Zelle kann solche Pro-
teine selbst herstellen: Die Zielstruk-
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tur ist genetisch markiert und eine
externe Manipulation nicht notwen-
dig.

Um ein bestimmtes Protein in der
Zelle fluoreszent zu markieren, wird
das zugehorige Gen an die Gense-
quenz eines fluoreszierenden Pro-
teins gekoppelt (genetische Fusion).
Bringt man das modifizierte Gen in
die Zelle (Transfektion), exprimiert
die Zelle das Fusionsprotein aus
Zielprotein und Fluorophor. Die
Fluoreszenzmikroskopie kann nun
zeigen, wo sich das Protein inner-
halb der Zelle befindet.

Es sollten fluoreszierende Protei-
ne in verschiedenen Spektralberei-
chen zur Verfugung stehen, um
mehrere Proteine gleichzeitig in ei-
ner Zelle markieren oder FRET-Mes-
sungen durchfuhren zu konnen. Die
Intensitat des Fluorescence resonan-
ce energy transfer (FRET) zeigt un-
ter anderem den Abstand zweier
Fluorophore an. In Kombination mit
GFP bieten sich vor allem Proteine
mit Anregung und Emission im
langwelligeren ~ Spektrumsbereich
an: Langwelligeres Licht ist scho-
nender fur Zellen und kann tiefer in
Gewebe eindringen als kurzwelliges.

Punktmutationen haben zu ei-
nem breiten Spektrum von GFP-arti-
gen Proteinen mit einem breiten Fi-
genschaftsspektrum gefthrt (siehe
Tabelle auf Seite 1224). Inzwischen
gibt es eine grofSe Palette von fluo-
reszierenden Proteinen, die nahezu
das gesamte Spektrum des sicht-
baren Lichts abdecken. Die Emis-
sion mancher Proteine ist durch
Lichtanregung sogar verschiebbar
oder schaltbar.
man fluoreszierende Proteine, die

Ferner entdeckte

spezifische Eigenschaften, wie pH-,
Chlorid- oder Redox-Sensitivitit be-

. 5
sitzen. )

Bewegung von Proteinmolekiilen

Misst man die Aktivitat einzelner
fluoreszenzmarkierter Proteine di-
rekt im optischen Mikroskop, kann
man beispielsweise die Bewegung
des Motorproteins Myosin V entlang
von Aktinpolymeren beobachten: Je-
der ,Arm“ des Myosins erhilt dafur
ein Farbstoffmolekul. Mit der Fiona-

Methode hat man nun gezeigt, dass
Myosin V sich fortbewegt, indem es
abwechselnd einen Arm vor den an-
deren setzt (siehe Infokasten Seite
1223).” Jeder Arm macht dabei eine
Bewegung von ungefihr 72 nm mit
einer Verlagerung des Protein-
schwerpunktes um die Halfte der
Distanz (Abbildung 1). So ist es
moglich, ein einzelnes Molekul zu
beobachten und damit direkt die Dy-
namik einzelner Proteine zu verfol-
Die
dringt somit in Langenskalen vor,

gen. optische Mikroskopie
die bislang der Elektronenmikrosko-
pie oder Rastersondenverfahren vor-

behalten waren.

Kiinstliche Viren —
neue Wege fiir die Pharmazie

Mit Farbstoffmolekiilen markier-
te Viren lassen sich auf dem Weg in
den Zellkern beobachten: Man sieht
das Andocken an die Zellmembran,
die
Transport entlang des Zytoskeletts,

Fusion, den intrazelluldren
Diffusionsbewegungen und letztlich

den Zellkerneintritt. Ein genaues
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Wissen tber den Infektionsweg er-
laubt nicht nur die gezielte Bekamp-
fung von Viren, sondern auch die
Entwicklung , kunstlicher Viren®,
von denen man sich eine grofSe Be-
deutung fur die Gentherapie ver-
spricht.

Bei der Gentherapie versucht
man, fehlende oder defekte Gene
kunstlich mit Hilfe von Transport-
partikeln wieder in Organismen ein-
zufithren. Die einfachsten solcher

Fiona verfolgt auch Nanometerschritte

Fiona steht fur Fluoreszenzabbil-
dung mit einem Nanometer Ge-
nauigkeit (Fluorescence Imaging
with One Nanometer Accu racy).g)
In der optischen Mikroskopie ist
die Auflosung aufgrund der Wel-
leneigenschaften des flr die Abbil-
dung verwendeten Lichts auf ca.
die Halfte der Wellenlange be-
grenzt. Benutzt man jedoch ein
einzelnes Farbstoffmolekil oder
einen einzelnen Quantenpunkt als
lokale Lichtquelle, so sind Verande-
rungen in der Position der Licht-
quelle sehr viel feiner aufzuldsen.
Die Genauigkeit, mit der man das
Fluoreszenzobjekt lokalisieren
kann, ist dann nur noch vom expe-
rimentellen Signal und dem Rau-
schen abhangig. Das bedeutet,
dass man sehr kleine Schritte fiir
langere Integrationszeiten und da-
mit auch bessere Signal/Rausch-
Verhaltnisse beobachten kann.
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In einer Erweiterung der Methode
ist es auch moglich, den Abstand
zwischen zwei Farbstoffmolekiilen
zu messen, so lange diese photo-
physikalisch unterscheidbar sind
(z. B. auf Grund unterschiedlicher
Emission).” Die Abbildung zeigt
das Fluoreszenzsignal eines Quan-
tenpunkts, der in Schritten von ca.
30 nm bewegt wird. Die Schritt-
groRe betragt etwa ein Zehntel
des Auflosungsvermogens des Mi-
kroskops, dennoch ist jeder einzel-
ne Schritt zu erkennen.
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markierte Zelle innerhalb einer
unmarkierten Population

Transportpartikel bestehen aus DNA
und Polyethylenimid (Polyplexe).
Um die Interaktion der Partikel mit
der Zelle zu untersuchen, wird die in
den Polyplexen enthaltene DNA ko-
valent mit Fluoreszenzfarbstoffen
gekoppelt.é) Mit Langzeitaufnah-
men, fur die eine gute Photostabili-
tat der Farbstoffe entscheidend ist,
wird dann die Aufnahme der Par-
tikel in die Zelle verfolgt (Abbildung
2). Fiona kann die Bewegung der
Polyplexe charakterisieren und den
Transport entlang des Zytoskeletts
zeigen.

Dynamische Prozesse

Fur die raumliche und zeitliche
Untersuchung komplexer dyna-
mischer Prozesse in lebenden Zellen
ist es wichtig, unterschiedliche Zell-
kompartimente gezielt mit unter-
scheidbaren fluoreszierenden Protei-
nen markieren zu konnen.

Ein Beispiel ist die Untersuchung
der Endocytose, bei der die Zelle
Stoffe aufnimmt und an bestimmte
Zellteile weiterleitet. Durch spezi-
fische Proteinfusionen koénnen Pro-
teine markiert werden, die nur in
frithen oder
—den bei der Endozytose beteiligten

spaten Endosomen

Zellteilung

Migration und
weitere Zellteilung

Kompartimenten — auftreten. Ein
dritter, kunstlicher Farbstoff dient
zur Markierung von unterschiedli-
chem Frachtgut. Dessen Aufnahme
und Sortierung innerhalb der Zelle
sowie der Transport in frihe und
spate Endosomen ist nun tiber Kolo-
kalisation der Farbstoffe in Echtzeit
zu sehen (Abbildung 3).
Entsprechende Experimente ha-
ben gezeigt, dass in der Zelle Endo-
somen mit verschiedenen Aufgaben
existieren, die sich nur durch ihre
Dynamik unterscheiden lassen.”

Beobachtung iiber
mehrere Zellzyklen

Durch die genetische Kodierung
der Fluoreszenz von mit fluoreszie-
renden Proteinen markierten Zellen
bleibt die Markierung auch nach
Zellteilung in den Tochterzellen er-
halten. Damit lassen sich Nach-
kommen einer Zelle iiber viele Ge-
nerationen hinweg verfolgen (Ab-
bildung 4).

Eine wichtige medizinische An-
wendung ist die Untersuchung spe-
zieller Hirntumore, die tiber grofle
Distanzen im Gehirn zu wandern.
Daher ist es schwierig, den Tumor
chirurgisch zu entfernen. Die spezi-

Protein Anregung Emission  Besonderheiten Literatur
[nm] [nm]
mPlum 590 649 tiefrot 5)
mDsRed 556 586 rot 5)
mOrange 548 562 orange 5)
EYFP 514 527 gelb 5)
EGFP 488 507 griin 5)
Cerulean 433 475 blau 5)
Keima 440 620 Protein mit dem groRten 11)
Stokes-Shift
Dronpa 488 503 Fluoreszenz ist schaltbar 12)
EosFP 505 516 Belichtung mit 400 nm fiihrt 12)
569 581 zur Photokonversion der
Fluoreszenz von griin nach rot
Redoxsensitives 400 ~510 Fluoreszenz ist vom 13)
GFP vs. 490 Oxidationszustand abhangig

fische Markierung dieser wandern-
den Zellen mit fluoreszierenden
Proteinen und die anschliefSende
Injektion der Zellen in Ratten hat
erstmals das Migrationsverhalten
im Detail gezeigt.s) Damit war es
auch moglich, die Metastasenbil-
dung im Zusammenhang mit der
Migration zu untersuchen.

Schaltbare Reporter
in lebenden Zellen

Genetische Veranderungen an
GFP haben zu einem Protein ge-
fuhrt, dessen Fluoreszenz sich rever-
sibel an- und ausschalten lasst. Be-
leuchtet man das grun fluoreszieren-
de Protein Dronpa mit blauem Licht
hoher Intensitat (490 nm), erlischt
die Fluoreszenz; violettes Licht (400
nm) aktiviert die Fluoreszenz.

Wenn ein tibliches fluoreszieren-
des Protein an ein in der Zelle weit
verbreitetes Protein gebunden ist,
leuchtet die gesamte Zelle. Mit dem
Protein Dronpa kann man nun glo-
bal die Fluoreszenz ausschalten
und dann lediglich Proteine in ei-
nem bestimmten Bereich wieder
zum Leuchten bringen. Diese Ei-
genschaft kann zum Beispiel zur
Beobachtung des Transports be-
stimmter Proteine vom Cytoplasma
in den Zellkern (und umgekehrt)
dienen. Durch reversibles An- und
Ausschalten der Fluoreszenz im
Cytoplasma (oder im Kern) kann so
in derselben Zelle die Kinetik des
Transports im Zusammenhang mit
der Stimulierung durch andere Fak-
toren untersucht werden.”

Jens Michaelis, Nadia Ruthardt
Department Chemie und Biochemie
Ludwig-Maximilians Universitat
Miinchen
Jjens.michaelis@cup.uni-muenchen.de
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Das Griin Fluoreszierende
Protein (GFP)

Das wohl bekannteste fluores-
zierende Protein ist das vor lber
vierzig Jahren entdeckte GFP
aus der Qualle Aequorea victo-
riaX” Aufmerksamkeit erregte
es allerdings erst 1994 nach Klo-
nierung und heterologer Expres-
sion. Chromophore in GFP-ahn-
lichen Proteinen reifen und fal-
ten sich autokatalytisch ohne
Enzyme oder Cofaktoren. Einzig
molekularer Sauerstoff ist fur
die Reifung notig, der unter
Standard-Zellkulturbedingun-
gen allerdings kein limitierender
Faktor ist. Das eigentliche Chro-
mophor besteht aus drei Amino-
sauren (Serin, Tyrosin und Gly-
cin), die nach Faltung als Hete-
rozyklus vorliegen. Es handelt
sich in der Urform um ein p-Hy-
droxybenzylidenimidazolinon.
Das Chromophor und seine lo-
kale Umgebung sind in den letz-
ten Jahren genetisch verandert
worden, wodurch eine Vielzahl
von fluoreszierenden Proteinen
mit unterschiedlichen Eigen-
schaften entstand (siehe Tabelle
auf Seite 1224).

Biochip mit Hefezelle

Am Institute for Analytical Sci-
ences in Dortmund ist es gelungen,
eine Zelle fir mehrere Stunden in
einem Chip am Leben zu halten.
Die Hefezelle hat sich in ihrer Ein-
zelzelle® so wohl gefuhlt, dass sie
sich sogar mehrmals geteilt hat. Ein
zu dem Chip passendes Aggregat,
das die
schafft kontrollierte Bedingungen

Temperatur reguliert,
far die gefangene Zelle. Im Rahmen
des Integrated-Cell-Analysis-Pro-
jekts fangt die Apparatur einzelne
Zellen als Vorbereitung fur die wei-
tere Analyse.

Biochip fiir humane Antikorper

Das Fraunhofer-Institut fur Zu-
verlassigkeit und Mikrointegration
entwickelt einen Biochip, der in ei-
nem Diagnosesystem fir humane
Antikorper bis zu 100 Immuntests
parallel durchfithren soll. Das Sys-
tem besteht aus einem Assayprozes-
sor und einem Fluoreszenz-Reader.
Die Biochip-Kartusche ist als Mikro-
fluidiksystem
Chipfeld fiir die serologisch relevan-
ten Antigen-Dots konzipiert. Der

mit  integriertem

Einwegartikel hat nur die GrofSe ei-
ner Scheckkarte.

Metrologie in der Chemie -
Interessenten gesucht

Das Institut fur Referenzmateria-
lien und -messungen der Gemein-
samen Forschungsstelle der Euro-
péaischen Kommission erstellt eine
Liste von Einrichtungen, die Berich-
te tiber Fragen zu chemischen Mes-
sungen erarbeiten wollen. Es geht
um Ruckverfolgbarkeit, Ungenau-
igkeit und Validierung von Messun-
gen, um Vergleiche zwischen Labo-
ratorien oder um Referenzmessun-
gen und -materialien. Der vollstan-
dige Wortlaut der Ausschreibung ist
im Internet abrufbar.
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Biochip als Test auf genetisch
verdanderte Lebenmittel

Die Eppendorf Biochip Systems
hat ein Nachweisverfahren fir gen-
technisch verdnderte Organismen
(GVO) entwickelt. Die Technik
kann spezifische DNA-Elemente
detektieren, die nur in GVO-Pflan-
zen vorkommen. Das Verfahren
weist gleichzeitig viele einzelne Ele-
mente einer Genbibliothek nach.
Die spezifischen Muster befinden
sich auf dem Biochip, werden sicht-
bar gemacht und mit einer dazuge-
horigen Software ausgewertet.

Schwingender Biochip

Wissenschaftler im Bonner For-
schungszentrum Caesar haben das
Biosensorsystem S-sens entwickelt,
das ohne fluoreszierende oder ra-
dioaktive Marker Schadstoffe im
Wasser oder Viren im Blut messen
kann. Die Oberfliche
Rezeptormolekilen

des Sens-
orchips mit
schwingt. Analyt ist eine Flissig-
keit, die tiber den Chip lauft. Befin-
den sich die gesuchten Stoffe in der
Probe, verbinden sich die entspre-
chenden Molekiile mit den Rezep-
toren und die Masse der Chipober-
flache nimmt zu. Dies verandert das
Schwingungsverhalten des Sensor-
chips.

KaTrIN, der Koloss,
geht auf die Reise

Im Forschungszentrum Karls-
ruhe entsteht mit Katrin (Karls-
ruher Tritium Neutrino Experi-
ment) die préiziseste Neutrino-Waa-
ge der Welt. Sie ist 70 Meter lang
und besteht aus einer Tritium-Quel-
le, zwei Spektrometern sowie einem
Detektor. Ende September 2006 be-
gann der Koloss seine 8800 Kilome-
ter lange Seereise vom bayerischen
Deggendorf ins 400 Kilometer ent-
Der
Landweg ist bei der Gerite-GrofSe
Mitte
soll der grofSte Kran Europas den

fernte badische Karlsruhe.

ausgeschlossen. Dezember

200 Tonnen schweren Behalter in

seine endgultige Position heben.
mb



