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Die Motivation f�r die Erforschung der Proteinfaltung liegt
in der faszinierenden Frage, wie aus einer linearen Sequenz
an Aminos�uren ein Protein mit einer definierten dreidi-
mensionalen Struktur und einer spezifischen Funktion ent-
steht.[1, 2] Den Großteil unseres Wissens �ber Proteinfaltung
lieferten dabei bisher Experimente, in denen wir das wie-
derholte Falten nach der Denaturierung eines Proteins be-
trachteten. Jedoch ist die Zahl der m�glichen Konfiguratio-
nen eines denaturierten Proteins f�r eine erneute Faltung
gr�ßer als jene einer Peptidkette, die sich nach der Biosyn-
these durch das Ribosom faltet. Dies ist begr�ndet durch die
cotranslationale Faltung der Polypeptidkette, die bereits nach
der Synthese einer kurzen Aminos�uresequenz einsetzt.[3]

Die cotranslationale Proteinfaltung er�ffnet der Polypeptid-
kette zus�tzliche Reaktionswege f�r die ersten Schritte der
Faltung und beeinflusst auf diese Weise die Faltungskinetik,
w�hrend gleichzeitig die Kette durch das Ribosom bis zum
Ende synthetisiert wird. Diese nat�rliche Art der Proteinfal-
tung l�sst sich nur in ihrer angestammten Umgebung beob-
achten, idealerweise in einer lebenden Zelle. Experimentell
einfacher zu realisieren ist das Studium der Proteinbiosyn-
these in vitro, indem Ribosomen in Vesikeln oder k�nstlichen
Membranen verankert werden, um so den Bedingungen in
vivo m�glichst nahe zu kommen.[4] Dieser Ansatz vereinfacht
die Beobachtung der Proteinfaltung und erm�glicht es, das
System gezielt zu manipulieren. Die Synthese der Peptidkette
in zellfreier Umgebung wird typischerweise auf etwa 1 bis
5 Aminos�uren pro Sekunde verlangsamt, im Vergleich zu
etwa 10 bis 20 Aminos�uren pro Sekunde in einer lebenden
Zelle.[3]

Unterschiedliche Einzelmolek�ltechniken von der Ras-
terkraftmikroskopie (AFM) bis hin zur Fluoreszenzmikro-
skopie und -spektroskopie einzelner Molek�le haben in der
Vergangenheit einen wichtigen Beitrag zum Verst�ndnis der
Proteinfaltung geleistet. Diese Techniken haben den ent-
scheidenden Vorteil, dass keine Information durch Mittelung
verlorengeht und ferner die Notwendigkeit der Synchronisa-
tion entf�llt. Insbesondere mit Fluoreszenzmethoden auf
Einzelmolek�lebene gelingt es, Wechselwirkungen und

Konformations�nderungen von Biomolek�len mit hoher
zeitlicher und r�umlicher Aufl�sung zu untersuchen, ohne das
System entscheidend zu beeinflussen.[5–7]

Eine Vielzahl an Methoden wurde eingesetzt, um die
Faltung einzelner Proteine zu untersuchen. Besonders ge-
eignete Techniken aus dem Bereich der Einzelmolek�lfluo-
reszenz sind der resonante Fluoreszenzenergietransfer
(FRET) und der photoinduzierte Elektronentransfer (PET),
da sowohl Konformations�nderungen im Bereich von Nano-
metern als auch schnelle Faltungskinetiken zug�nglich sind;[7]

somit eignen sich diese Verfahren ideal zur Untersuchung der
Proteinfaltung.[8–10] Jedoch erforderten bisherige Arbeiten die
Markierung des Proteins oder der Polypeptidkette mit einem
Fluoreszenzfarbstoff, der einerseits die Faltung und Entfal-
tung st�ren kann, andererseits aber auch die Beobachtung der
Faltung direkt nach der Biosynthese nicht erm�glicht. Als
alternative Einzelmolek�ltechnik, die ohne eine zus�tzliche
Sonde auskommt, wurde die Rasterkraftmikroskopie erfolg-
reich eingesetzt.[11]

Fluoreszierende Proteine wie das gr�n fluoreszierende
Protein (GFP) und davon abgeleitete Varianten werden
vielfach als Fluoreszenzsonden eingesetzt. Das Verst�ndnis
des Faltungswegs sowie dessen Kinetik sind von großer Be-
deutung.[12, 13] Wichtige Erkenntnisse �ber die Entfaltung
einzelner GFP-Molek�le wurden mithilfe von Rasterkraft-
mikroskopie sowie von gezielten Mutationen der Peptidkette
gewonnen.[14] Um jedoch die Eigenschaft der Fluoreszenz zu
erlangen, muss nach der Biosynthese und Faltung ein auto-
katalytischer Reifungsprozess stattfinden, der die Chromo-
phoreinheit aus drei Aminos�uren bildet. Dieser Reifungs-
prozess, der je nach fluoreszierendem Protein Minuten bis
Stunden dauern kann, begrenzt den Einsatz als Fluoreszenz-
sonde f�r die Mikroskopie schneller Prozesse in lebenden
Zellen und begr�ndet die Suche nach neuen Varianten des
GFP und die Charakterisierung ihrer Faltung und Reifung.

Ein eleganter Ansatz zur Untersuchung der Faltung und
Reifung von GFP wurde k�rzlich von Katranidis et al. vor-
gestellt.[15] In ihrem Experiment wurden alle Schritte der
Translation mithilfe von Fluoreszenz auf Einzelmolek�lebene
beobachtet: von der Synthese der Polypeptidkette �ber die
cotranslationale Faltung bis zur Reifung zum fluoreszieren-
den Protein. Dazu wurden einzelne, mit einem roten Fluo-
reszenzfarbstoff markierte Ribosomen auf einer Glasober-
fl�che verankert und mit einem zellfreien Transkiptions-
Translations-Puffer umgeben. Das Entstehen eines gereiften
GFP-Molek�ls konnte durch die intrinsische Fluoreszenz
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nachgewiesen werden, ohne dass eine zus�tzliche Fluores-
zenzmarkierung erforderlich war. Dar�ber hinaus wurde mit
GFP-Emerald eine neue Variante des fluoreszierenden Pro-
teins vorgestellt, die sich durch eine schnelle Faltung und
Reifung auszeichnet. Die vom Ribosom synthetisierten Pro-
teine wurden durch das Anf�gen einer zus�tzlichen Sequenz
von 31 Aminos�uren fest verankert. Auf diese Weise konnte
sichergestellt werden, dass gen�gend Zeit zur Faltung und
Reifung zur Verf�gung steht, sodass einzelne GFP-Emerald-
Molek�le sowohl durch ihre Fluoreszenz als auch durch Co-
lokalisation mit dem Fluoreszenzsignal der Ribosomen de-
tektiert werden konnten. Insgesamt wurde bei mehr als 10%
aller Ribosomen ein intaktes GFP-Emerald-Molek�l detek-
tiert (Abbildung 1).

In weiteren Experimenten untersuchten Katranidis et al.
die Kinetik der Synthese einzelner GFP-Emerald-Proteine;
dazu wurde zun�chst die Zeit vom Beginn der Translation bis
zum Fluoreszenzsignal der Proteine gemessen. Aus diesen
Daten wurde eine monoexponentielle charakteristische
Zeitkonstante von 5.3 Minuten bestimmt, wobei eine signifi-
kante Zahl an Proteinen bereits nach etwa einer Minute
vollst�ndig gereift war. Aus den kinetischen Daten zogen die
Autoren weitere Schl�sse: 1) Die Synthese einer Peptidkette
in vitro l�uft bemerkenswert schnell ab, vergleichbar mit der
Synthese in vivo; 2) die Faltung von GFP-Emerald, die von
der cotranslationalen Faltung der entstehenden Peptidkette
unterst�tzt wird, ist ebenfalls schnell abgeschlossen, sodass

die charakteristische Zeit von 5.3 Minuten haupts�chlich der
autokatalytischen Reifung des Chromophors zugeschrieben
werden kann. Zusammenfassend kann festgestellt werden,
dass GFP-Emerald mit seinen Faltungs- und Reifungseigen-
schaften eine vielversprechende Sonde f�r die Mikroskopie in
lebenden Zellen ist.

Die Bedeutung der Arbeit ist vielf�ltig: Einerseits wurde
ein neuer Ansatz vorgestellt, der die Beobachtung der Fal-
tung einzelner fluoreszierender Proteine erheblich erleichtert
und somit die Konstruktion und Charakterisierung neuer
Proteine entscheidend vereinfacht. Fluoreszierende Proteine,
die sich schnell falten und schnell reifen, sind vor allem f�r die
mikroskopische Verfolgung schneller Prozesse in lebenden
Zellen w�nschenswert. Aber auch eine genauere Charakte-
risierung und somit ein besseres Verst�ndnis einzelner
Schritte des Faltungswegs fluoreszierender Proteine, insbe-
sondere auch zu Beginn der Biosynthese, kann nun erwartet
werden.

Der vorgestellte Ansatz k�nnte auch auf Proteine ausge-
dehnt werden, die keine intrinsische Fluoreszenz zeigen, zum
Beispiel durch den Einsatz fluoreszierender Aminos�uren
oder das Anbringen von Fluoreszenzsonden w�hrend der
ersten Schritte der Biosynthese. Der gleichzeitige Einsatz von
Fluoreszenzsonden mit unterschiedlichen spektralen Eigen-
schaften k�nnte die Beobachtungsm�glichkeiten erweitern,
sodass auch Strukturinformationen wie Abst�nde und deren
kleinste �nderungen durch FRET-Analysen zug�nglich
werden.[16] Ferner k�nnten fluoreszenzmarkierte tRNA-Mo-
lek�le eingesetzt und somit die Verl�ngerung der Peptidkette
mit den ersten Schritten cotranslationaler Faltung korreliert
werden. Eine Verbindung mit neuen Mikroskopiemethoden,
welche die Lokalisierung fluoreszierender Sonden mit einer
Genauigkeit von etwa einem Nanometer[17] oder die Beob-
achtung von Strukturen weit unterhalb der optischen Aufl�-
sungsgrenze erm�glichen, ist ebenso denkbar. Hierdurch
k�nnten die ersten Momente des Wachstums einer Polypep-
tidkette bis zum funktionellen Protein visualisiert wer-
den.[18,19]

Zusammenfassend hat die Arbeit von Katranidis et al.
viele neue experimentelle M�glichkeiten er�ffnet, und neben
einer Vielzahl neuer Anwendungen k�nnen wir f�r die Zu-
kunft auch ein besseres, grundlegendes Verst�ndnis der Pro-
teinbiosynthese und -faltung erwarten.
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Abbildung 1. a) Synthese und Reifung einzelner GFP-Emerald-Molek�-
le: Einzelne, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Ribosomen
wurden im Experiment auf einer Glasoberfl�che verankert und zusam-
men mit dem Plasmid des fluoreszierenden Proteins GFP-Emerald mit
einem zellunabh�ngigen Transkriptions-Translations-System umgeben.
Die transkribierte mRNA wurde durch Ribosomen in eine Polypeptid-
kette �bersetzt. Bereits nach der Synthese einer kurzen Aminos�ure-
kette beginnt die cotranslationale Faltung. Nach der vollst�ndigen Fal-
tung des Proteins vollendet ein autokatalytischer Reifungsprozess die
Synthese des fluoreszierenden Proteins. b) Kinetische Daten zur Rei-
fung von GFP-Emerald wurden aus zeitabh�ngigen Messungen gewon-
nen. Die Gr�ße der charakteristischen Zeitkonstanten (5.3 Minuten)
wurde haupts�chlich mit dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
der Chromophorbildung erkl�rt.
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