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GFP: Ein Protein bringt Licht ins Dunkel

(Nobel-Vortrag)**
Martin Chalfie*

»Man kann eine Menge beobachten, wenn man einfach nur zuschaut.
(Yogi Berra)

»Mit meinen Gefiihrten wurde ich damals Zeuge eines sonderbaren
Schauspiels ... Der Nautilus schwamm inmitten eines lebendigen
Lichtes aus Heerscharen durchsichtiger Gallertkiigelchen.« (Jules
Verne in 20.000 Meilen unter Meer)

»Nun ist es aber verdammt unwahrscheinlich, dass sich etwas so
wahnsinnig Niitzliches rein zufiillig entwickelt haben sollte, und so sind
ein paar Denker zu dem Schluss gelangt, dies sei ein entscheidender
und letzter Bewelis dafiir, dass Gott nicht existiert.“ (Douglas Adams in
Per Anhalter durch die Galaxis)

I ch danke der Koniglich-Schwedischen Akademie der Wis-
senschaften und der Nobel-Stiftung fiir diese fantastische und
iiberraschende Ehre. Zuerst habe ich mich gefragt, warum die
Wahl auf mich gefallen ist — einen Biologen mit nicht gerade
beneidenswerten Zensuren in Chemie. Ich habe dann reali-
siert, dass dieser Preis in Wirklichkeit dem GFP-Molekiil gilt,
und ich bin nur einer seiner Helfershelfer. Danke, dass Sie
mich an dieser Feier eines wundervollen Werkzeugs zur Vi-
sualisierung des Lebens teilhaben lassen.

Wissenschaftliche Forschung beginnt mit Beobachtung. Je
mehr man sehen kann, desto mehr kann man untersuchen. In
der Tat geht der Fortschritt in der Wissenschaft oft mit Ver-
besserungen in der Bildgebung einher. Der erste Nobelpreis,
der Preis fiir Physik 1901, war ein solcher ,,Bildgebungspreis®,
verliechen an Wilhelm Rontgen fiir seine Entdeckung der
Rontgenstrahlen und deren erstaunlicher Fihigkeit, einen
nichtinvasiven Blick auf das menschliche Skelett zu werfen.
Einige Jahre spéter ging der Nobelpreis fiir Medizin an Ca-
millo Golgi fiir die Entwicklung der Silbernitratfarbung zur
Visualisierung von Nervenzellen sowie an Santiago Ramén y
Cajal, der mithilfe dieser Methode die zelluldre Natur des
Nervensystems bewies. Diese Forschungen legten den
Grundstein fiir die moderne Neurobiologie.

Im Laufe der Jahre wurden einige weitere Bildgebungs-
techniken und ihre Entdecker durch die Nobel-Stiftung
geehrt: die Rontgenkristallographie (William und Lawrence
Bragg, Physik, 1915), das Ultramikroskop (Richard Zsig-
mondy, Chemie, 1925), die kernmagnetische Resonanz (Felix
Bloch und E. M. Purcell, Physik, 1952), das Phasenkontrast-
mikroskop (Frits Zernike, Physik, 1953), das Radioteleskop
(Martin Ryle, Physik, 1974), das Elektronenmikroskop (Ernst
Ruska, Physik, 1986), das Rastertunnelmikroskop (Gerd
Binnig und Heinrich Rohrer, Physik, 1986), die Computer-
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tomographie (Allan M. Cormack und Godfrey N. Hounsfield,
Physiologie oder Medizin, 1979) und, vor wenigen Jahren erst,
die Kernspintomographie (Paul C. Lauterbur und Sir Peter
Mansfield, Physiologie oder Medizin, 2003).

Mein Weg zu den Bildgebungsverfahren verlief keines-
wegs in gerader Linie. Ich hatte mich seit meiner frithesten
Jugend fiir die Wissenschaften interessiert, entschied aber
nach einem desastrosen Sommerkurs, in dem jedes von mir
unternommene Experiment fehlschlug, dass ich zum Forscher
nicht geschaffen war. Stattdessen versuchte ich mich nach
dem College an einer Reihe von Jobs, unter anderem als
Chemielehrer an der High School, wo ich mich in den Som-
merferien, in Zusammenarbeit mit José Zadunaisky von der
Yale Medical School, noch ein letztes Mal an die Laborfor-
schung wagte (Abbildung 1). Die tatséichlich erfolgreichen
Experimente dieses Sommers gaben mir geniigend Selbst-
vertrauen, um mich fiir eine Fortsetzung meines Studiums zu
entschlieBen, und so begann ich 1972 meine Promotion am
Physiology Department in Harvard bei Bob Perlman. Bob
und ich hatten ein sehr gutes Verhiltnis, das bis heute anhalt.
Er ist einer der warmherzigsten, nettesten und kliigsten
Menschen, die ich kenne, und auferdem jemand, mit dem
man groBartig Ideen diskutieren kann.

Mein eigentliches Forschungsgebiet, auf dem ich bis heute
titig bin, fand ich jedoch erst wihrend meines Postdoktorats
bei Sydney Brenner am MRC Laboratory of Molecular
Biology, wo meine Studien am Fadenwurm Caenorhabditis
elegans begannen. Im Jahr 2002 erhielten Sydney, Bob Hor-
vitz und John Sulston den Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin fiir ihre Arbeiten iiber C. elegans. Alle drei hatten
entscheidenden Einfluss auf meine Forscherlaufbahn. Sydney
gab mir die Moglichkeit, in einem unglaublich begabten Team
von Wissenschaftlern zu arbeiten. Bob, der ein Freund seit der
High School war, gab mir viele wichtige Ratschlédge, arbeitete
in mehreren Projekten mit mir zusammen und diente mir als
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Abbildung 1. Menschen mit grolem Einfluss auf meine akademische
Laufbahn. Der Erfolg meiner Arbeiten mit José Zadunaisky gab mir die
Uberzeugung, dass ich fiir die Forscherlaufbahn geeignet war. Bob
Perlman war ein herausragender Doktorvater, der stets Zeit hatte, sich
meine (oft verriickten) Ideen anzuhéren. Die Arbeit mit Sydney Bren-
ner, John Sulston und Bob Horvitz wihrend meiner Postdoc-Jahre
prigten meine fortdauernden Forschungen an C. elegans. Ich bin tiber-
zeugt, dass meine Beschiftigung mit diesem durchsichtigen Tier ein
Hauptgrund daftir war, dass ich die mégliche Verwendung von GFP als
biologischen Marker so aufregend fand. Bildnachweise: Lit. [1] (José
Zadunaisky), M. Chalfie (Bob Perlman), Nobel-Stiftung (Sydney Bren-
ner, John Sulston und Bob Horvitz) und Adam Antebi (C. elegans).

ein Vorbild dafiir, was man in der Wissenschaft erreichen
kann (ich folge noch immer seinen FuBstapfen). John
schlieBlich, mit dem ich die engste Zusammenarbeit hatte,
fithrte mich zu dem Projekt, das noch immer den gréten Teil
meiner Zeit in Anspruch nimmt: das Studium der Mechano-
sensation.

Meine Kollegen und ich sprechen von diesem Nobelpreis
oft als dem ,,ersten Wurm-Preis“. Der zweite ging 2006 an
Andy Fire und Craig Mello fiir die Entdeckung der RNA-
Interferenz. Ich betrachte den diesjahrigen Preis als den
dritten Wurm-Preis, denn ich bin iiberzeugt, dass ich das GFP,
als ich das erste Mal von ihm horte, ignoriert hitte, wenn ich
nicht iiber C. elegans geforscht und den Leuten in einem fort
erzihlt hitte, dass seine Durchsichtigkeit einer der Vorteile
des Wurmes ist.

Martin Chalfie, geboren am 15. Januar
1947, promovierte 1977 an der Harvard
University im Fach Physiologie. 1982 wurde
er Professor fiir Biologie an der Columbia
 University und spdter an gleicher Stelle Willi-
 am R. Kenan Jr.-Professor. Seine Forschun-
| gen, die auf den Fadenwurm C. elegans als
Modellorganismus zuriickgreifen, gelten der

y zelluliren Entwicklung und Funktion von
Nervenzellen.
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Im Jahr bevor ich das GFP kennenlernte hatte meine
Arbeitsgruppe begonnen, die Genexpression im Nervensys-
tem von C. elegans zu erforschen. Wir untersuchten die Dif-
ferenzierung und Funktion der fiir die Mechanosensation
zustdndigen Nervenzellen. Mechanosensoren sprechen auf
physische Storungen an, und einige unserer Sinne — Tastsinn,
Gehor und Gleichgewichtssinn — beruhen auf ihrer Wirkung.
Diese Sinne sind kaum verstanden, insbesondere sind die
Transmittermolekiile, die das mechanische Signale detektie-
ren, praktisch unbekannt. Die genetischen Studien, die ich
zusammen mit John Sulston ausfiihrte, zielten teilweise
darauf ab, solche Transmittermolekiile zu entdecken. Wir
dachten, dass wir mithilfe von Mutanten mit defektem Tast-
sinn diejenigen Gene identifizieren konnten, die fiir die Bil-
dung und Differenzierung der insgesamt sechs fiir die Tast-
sensorik zustdndigen Zellen und fiir die Neurotransmission
notig sind. In den spiten 80ern klonierten wir mehrere Tast-
empfindlichkeitsgene und priiften, ob diese in den Tast-
rezeptorzellen von Versuchstieren exprimiert werden. Drei
allgemeine Methoden wurden damals genutzt, um Gen- und
Proteinexprimierungen zu untersuchen. Die erste Methode
beruhte auf der Verwendung von markierten Antikorpern,
die dank ihrer hohen Spezifitit hervorragende proteinspezi-
fische Marker darstellen. Die zweite Methode war die Ver-
wendung der B-Galactosidase aus dem lacZ-Gen von Esche-
richia coli, das in Form transkriptioneller und translatorischer
Fusionate exprimiert und dann durch Spaltung und nachfol-
gende Oxidation von X-gal unter Bildung eines blauen Pro-
dukts visualisiert werden konnten. Die dritte Methode war
die In-situ-Hybridisierung mit mRNA. Wir machten von allen
drei Methoden Gebrauch, um Genexpressionen zu verfolgen
(Abbildung 2).

Antikdrperfarbung

In-situ-Hybridisierung

‘

Abbildung 2. Gingige Methoden zur Untersuchung der Genexpression
vor (und nach) der Entdeckung des GFP. A) Lage der sechs Tast-
rezeptorneuronen in C. elegans. B) Antikérperfarbung des f-Tubulins
MEC-7.# C) Exprimierung von B-Galactosidase durch ein transkriptio-
nelles mec-9-Fusionat.’! D) In-situ-Hybridisierung an mec-7-mRNA
(Shohei Mitani).
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Alle drei Methoden unterlagen betriachlichen Einschrin-
kungen, vor allem erforderten sie eine teure und zeitraubende
Gewebepriparierung. Die Versuchstiere mussten fixiert und
in der Weise permeabilisiert werden, dass der Antikorper, das
X-gal-Substrat oder die DNA-Sonde in das Gewebe ein-
dringen konnte. Durch diese Art der Priaparierung, die mit
jeder Tiercharge separat vorgenommen werden musste, lief3
sich nur totes Gewebe betrachten, sodass wir nur ein stati-
sches Bild der Expression erhielten. Um verstehen zu konnen,
welche Verdnderungen sich wihrend der Entwicklungsphase
abspielten, mussten wir Photographien vieler Individuen
miteinander vergleichen.

Die Idee, GFP in Wiirmer einzuschleusen, kam mir erst-
mals am frithen Nachmittag des 25. April 1989, einem
Dienstag. In meinem Institut wurde Dienstags eine Semi-
narreihe in Neurobiologie angeboten, und der Vortragende
an diesem Tag war Paul Brehm, der zur damaligen Zeit an der
Tufts University forschte. Er begann seine Vorlesung mit
einer Beschreibung der Lichterzeugung durch Quallen und
dhnliche Tiere. Diese Arbeiten waren, wie ich spiter erfuhr,
von Osamu Shimomural*®! begonnen und dann von Jim
Morin und Woody Hastings®” fortgefiihrt worden. Brehm
sprach zuerst iiber das Aequorin, von dem ich gehort hatte,
dass es ein Calciumindikator war. Im weiteren Verlauf er-
wihnte er dann ein mir bis dahin unbekanntes Protein, das
fluoreszierte und der Qualle ermoglichte, griines anstatt
blaues Licht zu erzeugen. Gepriagt durch meine jahrelange
Beschéftigung mit dem durchsichtigen C. elegans und inmit-
ten meiner Arbeiten iiber Antikoérper und lacZ-Fusionate
befindlich, begann ich sogleich dariiber zu fantasieren, wie
dieses griin fluoreszierende Protein (GFP) als biologischer
Marker verwendet werden konnte. Ich muss gestehen, dass
ich dem Rest des Seminars keine Aufmerksamkeit mehr
schenkte: Zu aufgeregt war ich.

Ich fand kiirzlich meine Notizen aus dieser Zeit wieder,
und sie erlauben es mir, den weiteren Verlauf der Ereignisse
zu rekonstruieren (Abbildung 3). Ich verbrachte die nidchsten
zwei Tage am Telefon, wo ich einiges iiber das GFP erfuhr
und schlieBlich Douglas Prasher am Apparat hatte (Abbil-
dung4), der am Woods Hole Oceanographic Institute
forschte und sich dort mit der Klonierung der cDNA des gfp-
Gens beschiftigte. Wir hatten ein wunderbares Gespréch und
stellten fest, dass wir durchaus dhnliche Ideen dariiber hatten,
was man mit dem GFP anfangen konnte, und ich entschloss
mich zu einer Zusammenarbeit — sobald Douglas die Klo-
nierung des Gens beendet hitte.

Im Verlauf dieses Tages erfuhr ich, dass GFP einige Ei-
genschaften hat, die es zu einem sehr attraktiven Kandidaten
fiir einen biologischen Marker machten: 1) Es war ein relativ
kleines Protein bestehend aus nur 238 Aminosduren. 2) Es
war als Monomer aktiv. 3) Es konnte durch ultraviolettes
oder blaues Licht angeregt werden. 4) Es war ein stabiles
Protein, das eine hohe Quantenausbeute hatte und nicht
rasch ausbleichte. 5) Das aktive Protein benétigte weder
einen Cofaktor noch andere kleine Molekiile, um zu fluo-
reszieren.

Eine Eigenschaft hatte das GFP jedoch, die es fiir eine
Expression in anderen Organismen als der Qualle ungeeignet
erscheinen lie: Der Chromophor wurde durch die Cyclisie-
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Abbildung 3. Notizen vom April 1989, angefertigt beim Aufspiiren von
Kollegen, die am GFP arbeiteten.

Ghia Euskirchen

J

Yuan Tu Bill Ward

Abbildung 4. Das GFP-Team. Douglas Prasher klonierte die cDNA des
gfp, Ghia Euskirchen exprimierte die cDNA in E. coli, Yuan Tu expri-
mierte die cDNA in C. elegans und Bill Ward verglich die Anregungs-
und Emissionsspektren des nativen und rekombinanten GFP. Bild-
nachweis: Douglas Prasher und Bill Ward (eigene Photos), M. Chalfie
(Ghia und Yuan).
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Abbildung 5. Bildung des GFP-Chromophors. A) Die primare Amino-
sduresequenz des GFP. B) Die Sequenz nach der Cyclisierung. Wieder-
gabe nach Cody et al.®!

rung des Peptidriickgrats zwischen Serg und Tyrg, gebildet
(Abbildung 5). Niemand wusste genau, wie diese Cyclisierung
ablief, die allgemeine Lesart war aber, dass ein oder mehrere
Enzyme benétigt wiirden, um das apoGFP in das fluoreszie-
rende Produkt umzuwandeln.”! Falls tatsichlich andere Pro-
teine benotigt wiirden, wiare GFP kein sehr guter Marker.

Das nidchste wichtige Ereignis war meine Heirat Ende
1989 mit Tulle Hazelrigg. Tulle war Forscherin an der Uni-
versity of Utah, gut 2000 Meilen entfernt von New York City.
In Anbetracht der Entfernung hielt ich es fiir berechtigt, mir
ein Freisemester zu nehmen, das ich dann in Tulles Arbeits-
gruppe verbrachte. Ungliicklicherweise schloss Douglas nun
wihrend meiner Abwesenheit die Klonierung der gfp-cDNA
ab und versuchte mich leider erfolglos zu kontaktieren. Er
kam zu dem Schluss, dass ich aus der Wissenschaft ausge-
schieden sei. Ich meinerseits, da ich von Douglas nichts horte,
bildete mir ein, dass er die cDNA nicht gefunden hatte.

So verharrten wir in gegenseitiger Unkenntnis bis Sep-
tember 1992. Zu dieser Zeit kam Ghia Euskirchen (Abbil-
dung 4) als Doktorandin in meine Arbeitsgruppe, woriiber ich
mich besonders freute, weil sie gerade ihr Studium an der
hiesigen Engineering School mit einer Arbeit iiber Fluores-
zenz beendet hatte. Ich erzdhlte ihr von meiner Idee, ein
fluoreszierendes Protein zur Markierung von Zellen einzu-
setzen und beklagte dabei den Umstand, dass ich nichts von
Douglas gehort hatte. Als wir dann aber in der Medline-Da-
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tenbank nach ,fluorescent protein“ suchten, war das erste
Paper, auf das wir stieBen, Douglas’ Veroffentlichung vom
Februar 1992, in der er die Isolierung der gfp-cDNA be-
schrieb.”! Flugs in die Bibliothek geeilt, fanden wir die Ver-
offentlichung, entdeckten, dass das Paper Douglas’ Telefon-
nummer enthielt, und eilten zuriick in mein Biiro, um ihn
gleich anzurufen. Nachdem wir die Missverstdndnisse be-
ziiglich unserer beider Werdegidnge geklirt hatten, nahmen
Douglas und ich unsere Zusammenarbeit wieder auf.

Sechs Tage spiter schickte uns Douglas die DNA. An
diesem Punkt hatte ich die Wahl zwischen zwei Moglichkei-
ten, das Experiment auszufithren. Douglas hatte die cDNA
als ein EcoRI-Fragment in einen Lambda-Vektor kloniert.
Wir konnten das Fragment entweder gewinnen, indem wir es
mit dem gleichen Restriktionsenzym aus dem Vektor aus-
schneiden wiirden, wodurch aber zusétzliche nichtcodierende
Quallen-DNA anfallen wiirde. Oder wir konnten mithilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) nur die codierende Se-
quenz amplifizieren, was riskant war, da die damaligen PCR-
Techniken zu Basenaustauschen neigten. Ich entschied mich
fiir die letztere Strategie, was sich als gliicklich herausstellte,
denn wir erfuhren spéter, dass andere Arbeitsgruppen, die auf
das Restriktionsenzym gesetzt hatten, keine Fluoreszenz er-
hielten. Vermutlich interferierte die fremde Quallen-DNA
mit der Expression. Mit der géngigen Annahme, dass das
GFP zum Aufbau seiner Fluoreszenz ein oder mehrere
Enzyme benotigte, konnte das Ausbleiben der Fluoreszenz
bei Bakterien so interpretiert werden, dass noch weitere
Komponenten aus der Qualle benétigt wurden.

Ein Monat, nachdem uns Douglas die DNA iiberlassen
hatte, war Ghia die Herstellung von griin fluoreszierendem E.
coli gelungen (Abbildung 6). Um dieses beobachten zu
konnen, mussten wir auf ein Mikroskop aus Ghias fritherem
Arbeitskreis zuriickgreifen. Wir waren begeistert! Kein wei-
teres Quallenprotein wurde benotigt, um das Protein in seine
fluoreszierende Form umzuwandeln. Ghia nahm mehrere
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Abbildung 6. Die erstmalige Expression von GFP in heterologen Orga-
nismen. A) Seite aus Ghia Euskirchens Labortagebuch, auf der sie no-
tierte, dass in E. coli exprimiertes GFP fluoresziert. Das von ihr benutz-
te Mikroskop befand sich nicht in unserem Laboratorium. B) Eine von
Ghia aufgenommene Photographie dieser ersten fluoreszierenden Bak-
terien. C) Exprimiertes GFP in den Tastrezeptorneuronen von C. ele-
gans."" Wiedergabe mit Genehmigung der AAAS.
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Bilder der Bakterien auf, und ich begann still und leise, sie
unter Kollegen herumzuzeigen, denn ich konnte meine Auf-
regung kaum zuriickhalten. Bald nachdem Ghia meine
Gruppe verlassen hatte, bat ich Yuan Tu (Abbildung 4),
meinen damaligen technischen Mitarbeiter, GFP in C. elegans
einzubringen. Auch dieses Experiment verlief erfolgreich,
und zum ersten Mal hatten wir GFP in den Tastrezeptor-
neuronen von C. elegans exprimiert (Abbildung 6). In der
Folge schloss sich Bill Ward (Abbildung 4) dem Projekt an.
Ward war Biochemiker und beschiftigte sich schon seit eini-
gen Jahren mit dem GFP. Er konnte zeigen, dass das in E. coli
erzeugte Protein die gleichen optischen Eigenschaften wie
das native Protein hatte (Abbildung 7).

relative Intensitét

0.0 : S

300 400 500

Wellenlénge (nm)

600

Abbildung 7. Anregungs- (links) und Emissionsspektren (rechts) von
nativem (gepunktete Linie) und rekombinantem GFP (durchgezogene
Linie).'" Wiedergabe mit Genehmigung der AAAS.

Wie aus Ghias Labortagebuch hervorgeht, hatten wir ein
Problem bei unseren Experimenten, ndmlich dass sie die
Bakterien in ihrem fritheren Labor mikroskopieren musste.
Wir besaflen kein funktionierendes Fluoreszenzmikroskop.
Dies erwies sich als ein andauerndes Problem, das ich so zu
l6sen versuchte, dass ich das institutseigene Konfokalmikro-
skop benutzte, und wenn das nicht ging, AuBendienstler
darum bat, uns Vorfithrmikroskope mitzubringen, die ich vor
dem Kauf angeblich testen wollte. In Wirklichkeit benutzten
wir die Mikroskope fiir unsere Experimente.

Ab den spéten 70er bis in die 90er Jahre war es unter C.-
elegans-Forschern iiblich, dass man neue Fortschritte vor
deren eigentlicher Veroffentlichung bekannt machte, sodass
die erste schriftliche Mitteilung unserer GFP-Arbeiten im
Oktober 1993 im Newsletter der Worm Breeder’s Gazette
erschien.'!! Dieser Beitrag 16ste eine Flut von Anfragen be-
treffend der GFP-Vektoren aus, und vor der offiziellen Pu-
blikation in Science im Februar 1994 hatten mich schon un-
gefihr 50 Kollegen kontaktiert."!

Allerdings gab es mit der Veroffentlichung einige
Schwierigkeiten. Das erste Problem war der Titel. Das zur
Vorabpriifung eingereichte Manuskript verkiindete im Titel,
dass wir ,,A New Marker for Gene Expression“ gefunden
hatten. Der Redakteur trug uns auf, das Wort ,,new* aus dem
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Titel zu streichen, weil schlieBlich jede in Science veroffent-
lichte Arbeit iiber neuartige Ergebnisse berichtete. Wir
wurden auBlerdem gebeten, den Titel aussagekriftiger be-
ziiglich der beschriebenen Ergebnisse zu machen. Teilweise
aus Verdrgerung verpasste ich der fiir die Gutachter ge-
dachten Fassung einen sehr viel lingeren Titel (,, The Ae-
quorea victoria Green Fluorescent Protein Needs No Exo-
genously-Added Component to Produce a Fluorescent Pro-
duct in Prokaryotic and Eukaryotic Cells*). Nachdem das
Manuskript angenommen war, bat uns nun wiederum der
Copy Editor um Kiirzung des Titels, und wir reichten einen
neuen Titel ein, der fast identisch mit dem urspriinglichen war
(,,Green Fluorescent Protein as a Marker for Gene Expres-
sion®).

Ein zweites Problem gab es mit dem Titelbild. Ich hatte
ein Bild eingesandt, auf das ich recht stolz war und das einen
neuronalen Wachstumskegel in einem lebenden Tier zeigte.
Die Graphikerin lie3 mich jedoch wissen, dass Griin die auf
dem Titelbild am schwierigsten zu druckende Farbe sei und
fragte, ob man die Farbe dndern konne. Gliicklicherweise
konnte ich sie davon iiberzeugen, dass eine Anderung der
Farbe in diesem Fall nicht angebracht sei (Abbildung 8).

Abbildung 8. Das Titelbild der Science-Ausgabe vom 11. Februar 1994
zeigt GFP in Nervenzellen von C. elegans.'? Wiedergabe mit Genehmi-
gung der AAAS.

Das dritte Problem war, dass es Schwierigkeiten mit je-
mandem gab, der bereits mit GFP gearbeitet hatte und dessen
unveroffentlichte Daten ich zitieren wollte. Die meisten
Kollegen lieBen ihre Ergebnisse gerne diskutieren, dieser
aber kniipfte besondere Bedingungen an die Verwendung
seiner Daten (Abbildung 9). Gewiss hatten diese zusitzlichen
Anspriiche damit zu tun, dass es sich bei dem ,,Kollegen“ um
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Dear Marty, Nov. 11, 1993.

It is perfectly fine with me if you cite S.Wang’s and my
unpublished results in your Science paper on GFP, provided you
meet the following conditions:

1. You make coffee each Saturday morning for the next two
months, ready by 8:30 a.m.

2. You prepare a special french dinner at a time of your
choosing.

Your gincerely,

UL

Tulle Hazel:r .qg

Abbildung 9. Von meiner Frau aufgestellte Bedingungen, unter denen
ich ihre unveroffentlichten GFP-Daten in meiner Veréffentlichung zitie-
ren durfte. Bis heute ist es Gegenstand der Debatte, ob diese Bedin-
gungen tatsichlich erfiillt worden sind. Das Photo zeigt meine Frau
mit unserer Tochter Sarah (Bildnachweis: Roger Tsien).

meine Frau handelte! Die Photographie in Abbildung 9 zeigt
sie zusammen mit unserer Tochter Sarah; beide haben aus mir
einen besseren und sehr gliicklichen Menschen gemacht.
Die Arbeiten, die ich mit Tulles Erlaubnis zitieren durfte,
stellten tatsédchlich den nichsten wichtigen Fortschritt bei der
Verwendung des GFP dar. Tulle hatte zusammen mit ihrem
Doktoranden Shengxian Wang das erste Proteinfusionat mit
GFP hergestellt und gezeigt, dass es das urspriingliche Protein
funktionell ersetzt und somit verwendet werden kann, um die
Lokalisierung des normalen Proteins in der Zelle aufzuzei-
gen.!”! Typisch fiir ihre Bescheidenheit, verzichtete Tulle auf
die Worter ,,green fluorescent protein“ oder ,,GFP* im Titel.
Diese Veroffentlichungen demonstrierten den groflen
Nutzen des GFP als biologischen Marker fiir die Genex-
pression und die Lokalisierung von Proteinen. Das GFP hatte
einige klare Vorteile gegeniiber fritheren Markern. Erstens
war GFP, genau wie die -Galactosidase, vererbbar. Es war
moglich, Organismen mit GFP-codierender DNA zu trans-
formieren, sodass sich modifizierte Stimme heranziichten
lieBen. Dies erlaubte die direkte Untersuchung von Ver-
suchstieren, ohne aufwendige Gewebepriaparationen durch-
fiihren zu miissen. Dariiber hinaus konnten die mit beson-
deren Zellen oder Proteinen markierten Stimme fiir eine
Vielzahl von Studien genutzt werden. Zweitens war die Vi-
sualisierung von GFP im Wesentlichen nichtinvasiv; das
Protein konnte sichtbar gemacht werden, indem man das
Versuchsexemplar einfach mit blauem Licht anstrahlte.
Drittens war GFP ein relativ kleines und reaktionstriages

www.angewandte.de

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

M. Chalfie

Molekiil, das die untersuchten biologischen Prozesse nicht zu
storen schien. Das aktive Protein war dariiber hinaus ein
Monomer, weshalb es leicht durch Zellen, insbesondere
Nervenzellen, diffundieren konnte und deren gesamte Ge-
stalt abzeichnete. Die $-Galactosidase ist in ihrer monomeren
Form viermal groer und auBerdem nur als Tetramer enzy-
matisch aktiv, was die Diffusion erschwert. Viertens konnte
die vom GFP erzeugte Fluoreszenz in lebenden Organismen
beobachtet werden, was die zeitliche Verfolgung biologischer
Ereignisse erlaubte. Zudem war es moglich, biologische Ak-
tivititen von Proteinen sowohl innerhalb als auch auB3erhalb
der Zelle zu messen, wofiir sich die -Galactosidase nicht
eignet.

Das native GFP lie8 sich in verschiedenen Experimenten
einsetzen, bevor es aber als ein wirklich niitzliches Werkzeug
fiir biologische Studien dienen konnte, mussten etliche seiner
Eigenschaften verbessert werden. Die ersten Studien, die auf
die Entwicklung verbesserter GFP-Varianten abzielten,
gehen auf den hier ebenfalls ausgezeichneten Roger Tsien
zuriick, der Methoden entwickelte, um die Emissionsfarbe zu
dandern und die Fluoreszenzausbeuten des Proteins bei An-
regung mit blauem Licht zu erhohen. Die Einzelheiten sollen
seinem Vortrag iiberlassen bleiben. Ich will stattdessen zu
unserem Science-Paper zuriickkehren und schildern, wie die
Fachwelt darauf reagierte.

Nach der Veroffentlichung unseres Papers erhielten wir
unzihlige Anfragen beziiglich des GFP-Vektors, und wir
versendeten schitzungsweise 1500 selbst produzierte Proben,
bevor wir die Verteilung in andere Hénde gaben. Zwei Dinge
fand ich auBlerordentlich interessant: Erstens, dass nicht
wenige der Kollegen angaben, sie hitten erstmals von einem
ihrer Doktoranden oder Postdocs vom GFP gehort, was stark
darauf hindeutet, dass jene Mitarbeiter die eigentliche trei-
bende Kraft in den Arbeitskreisen waren. Zweitens, dass
einige Leute sogleich fragten, ob ich denn wiisste, ob GFP
schon in ihrem ,,Lieblingsorganismus® eingesetzt worden sei.
Als Grund dieser Frage erwartete ich, dass sie die ersten sein
wollten, und war {iiberrascht, dass bei Verneinung der Frage
manche lieber warten wollten, bis jemand anders die Me-
thode ausgearbeitet hatte. Ich bin noch immer etwas bestiirzt
iiber diese Reaktion, obgleich es wohl bedeutet, dass wir
weniger echte Konkurrenten hatten als ich zuerst annahm.

Auf jeden Fall wurde GFP rasch in eine gigantische An-
sammlung von Organismen aus allen drei Lebensdoménen —
Archaeen, Bakterien und Eukaryoten — eingeschleust (Ab-
bildung 10). Ein Suche in PubMed mit den Begriffen ,,GFP*
oder ,,green fluorescent protein‘ liefert tiber 30000 Publika-
tionen — eine Zahl, die seit 1994 exponentiell angestiegen ist
und ohne Frage nur eine untere Grenze darstellt. Mit Edu-
ardo Kacs Hase Alba fand das GFP sogar seinen Weg in die
Kunst, und es spielt auch eine Rolle in der Anfangssequenz
des Spielfilms ,,Hulk“ (2003) von Ang Lee, aus der wir
schlieBen miissen, dass der Hulk der erste transgene Mensch
mit dem gfp-Gen ist.

Nach der Veroffentlichung unseres GFP-Papers wendete
ich mich wieder meinen Arbeiten zur Mechanosensation zu
und wandelte mich damit von einem Entwickler zu einem
Anwender des GFP. Im Folgenden will ich beschreiben, wie
wir GFP fiir unsere Forschungen genutzt haben, und einige
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Abbildung 10. Gallerie von GFP-Bildern. Photonachweis, spaltenweise
von links nach rechts: C. elegans (John Kratz), Drosophila (Ansgar
Klebes, Freie Universitit Berlin), der GFP-Hase Alba (Eduardo Kac),
Raps [M. D. Halfhill (St. Ambrose University) sowie H. A. Richards,

R. ). Millwood und C. N. Stewart, Jr. (University of Tennessee)], Mause
(Ralph Brinster, University of Pennsylvania), Zebrafisch (Brant Wein-
stein, NIH), kultivierte HeLa-Zellen (Jerry Kaplan und Michael Vaughn,
University of Utah), Embryozellen von Drosophila (Jennifer Lippincott-
Schwartz, NIH), Hypocotylzellen von Arabidopsis thaliana (David Ehr-
hardt, Carnegie Institution of Washington), Purkinje-Zelle der Maus
(National Center for Microscopy and Imaging Research, University of
California, San Diego).

Beispiele dafiir geben, wie vielseitig und hilfreich dieses
Protein bei wissenschaftlichen Entdeckungen sein kann.

Als erstes setzten wir GFP natiirlich in transkriptionellen
Fusionaten ein, um die Expressionsmuster der Gene zu cha-
rakterisieren (Abbildung 6). Als zweites verwendeten wir
translatorische GFP-Fusionate, an denen wir sowohl die
Genexpression als auch die Lokalisierung der Proteine un-
tersuchten (Abbildung 11). Mit der Einfithrung verschieden-
farbiger Fluoreszenzproteine konnten wir auch die Coex-
pression von Genen erforschen. Studien an Mutanten mit
defektem Tastsinn ergaben, dass das Tastvermogen von C.
elegans einen Kanalkomplex bestehend aus mindestens vier
Proteinen sowie eine spezialisierte extrazelluldre Matrix und
Mikrotubuli benétigte. Mithilfe eines translatorischen MEC-
4::GFP-Fusionats konnten wir nachweisen, dass der Kanal-
komplex an diskreten Punkten entlang der Bahn des neuro-
nalen Prozesses lokalisiert ist (Abbildung 11 D).

Die mit GFP markierten Zellen konnen fiir zahlreiche
Anwendungen genutzt werden, z.B. fiithrten wir etliche Ex-
perimente an C.-elegans-Mutanten mit verschiedenartigen
Defekten durch. In Studien mit vollstindig GFP-markierten
Tastrezeptorneuronen fanden wir Mutanten mit einer gerin-
geren oder groeren Zahl an fluoreszierenden Zellen (Iden-
tifizierung der zur Steuerung der Zellentwicklung benétigten
Gene), Mutanten mit abnorm lokalisierten Zellen (Identifi-
zierung der zur Positionierung der Zellen benétigten Gene)
und Mutanten mit zusétzlichen Zellprozessen oder abnorm
verzweigten Zellen (Identifizierung der am neuronalen Aus-
wuchs beteiligten Gene) (Abbildung 12 A).

Mutanten mit spezifischeren Defekten kann man erhal-
ten, indem man GFP an Proteine fusioniert, die sich in be-
stimmten Bereichen der Zelle aufhalten. Michael Nonet an
der Washington University in St. Louis erforscht z.B. Gene,
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YFP::EGL-44 CFP::EGL-46 MERGED

MEC-4::YFP

Abbildung 11. Anwendung von translatorischen Fusionaten fluoreszen-
ter Proteine. A) Lage der sechs Tastrezeptorneuronen von C. elegans
(griin). B) Ein MEC-17::GFP-Fusionat wird in allen sechs Tastrezeptor-
neuronen exprimiert."! C) Die FP-Fusionate der Transkriptionsfaktoren
EGL-44 und EGL-46 lokalisieren beide am Zellkern eines FLP-Neu-
rons."”! D) Lokalisation von MEC-4::YFP an Adhisionskontakten ent-
lang der Bahn eines neuronalen Prozesses.

6]
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Wildtyp
<

Detektor-
/ pipette
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Abbildung 12. Verwendung von GFP zur |dentifizierung und Charakteri-
sierung von Genen. A) Mutationen in den Genen unc-57 und mec-7 be-
einflussen den Zellauswuchs von mit MEC-2::GFP markierten Tast-
rezeptorzellen."”! B) Mutationen im Gen mec-15 verkleinern Synapsen
in mit GFP::RAB-3 markierten Tastrezeptorneuronen.I' C) Tastrezep-
torneuronen kénnen aus Embryos kultiviert und durch Zellsortierung
isoliert werden und lassen sich zur Identifizierung zellspezifischer
Gene einsetzen[. D) Fluoreszenzbasierte elektrophysiologische Studi-
en der Tastneuronen in Wildtyp- und mutierten Tierexemplaren.'”

die fiir die Bildung chemischer Synapsen, die die Nervenzel-
len verbinden, zustdndig sind. Hierzu erzeugte er Fusionate
von GFP mit an den Synapsen lokalisierten Proteinen (Ab-
bildung 12 B). Die Fusionate markieren die beiden Regionen
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in Tastrezeptorneuronen, die chemische Synapsen enthalten.
Wir haben derzeit ein gemeinsames Projekt, im Rahmen
dessen wir ein fiir die chemischen Synapsen der Tastrezep-
torneuronen benotigtes Gen erforschen.

Es besteht auch die Moglichkeit, markierte Zellen zu
isolieren und dann zu untersuchen. Beispielweise haben wir
Embryos gespalten und die embryonischen Zellen kultiviert.
Die Tastrezeptorneuronen kénnen anhand ihrer Fluoreszenz
unter all den anderen Zellen detektiert werden (Abbil-
dung 12C). Bemerkenswerterweise zeigen diese Zellen die
gleiche Morphologie wie im Organismus, wihrend andere
markierte Nervenzellen vollig anders aussehen. Die Zellen
konnten unter Verwendung eines fluoreszenzaktivierten
Zellsortierers isoliert werden und wurden genutzt, um zell-
spezifische Boten-RNAs zu identifizieren. Mithilfe dieser
Methoden konnten wir ungefahr 200 zusétzliche Gene iden-
tifizieren, die in diesen Zellen iiberexprimiert werden.

Die markierten Zellen konnten auch genutzt werden, um
die elektrischen Eigenschaften der Tastrezeptorneuronen zu
untersuchen. Insbesondere gelang es uns hierbei, die ersten
Transmittermolekiile einer eukaryotischen mechanischen
Sinnesempfindung zu identifizieren. C. elegans ist ein wun-
derbarer Modellorganismus fiir ein breites Spektrum von
Studien, hat aber auch den Nachteil sehr diinner Nervenzel-
len. Gliicklicherweise entwickelte Miriam Goodman in der
Arbeitsgruppe von Shawn Locker an der University of
Oregon eine GFP-basierte Methode, mit der elektrophysio-
logische Messungen an C. elegans ausgefiihrt werden
konnen™ und die sie spiter im Rahmen ihres Postdoktorats
in meiner Gruppe auf Tastrezeptorneuronen anwendete
(Abbildung 12D). Mithilfe dieser Methode fanden Bob
O’Hagan (einer meiner Doktoranden), Miriam, die nun in
Stanford ist, und ich, dass spezifische Mutationen, die sich auf
die Kanaluntereinheiten der Tastneuronen auswirken, den
normalen einwérts gerichteten Strom, wie er durch ein Tast-
ereignis ausgelost wird, in einen nach auflen gerichteten
Strom umkehrt, was zeigt, dass diese Kanalproteine direkt an
der Neurotransmission beteiligt sind.

Keines der Ergebnisse, die ich beschrieben habe, hitte
ohne die Anwendung von GFP erzielt werden konnen. Bei
aller Schwirmerei weist GFP jedoch einige Einschrankungen
auf, sodass wir begonnen haben, modifizierte Proteine mit
verbesserten Eigenschaften zu entwerfen. Ein Problem ist,
dass die GFP-Expression auf genregulatorische Elemente
angewiesen ist. Dass wir uns mit den Tastneuronen beschif-
tigen, erweist sich als ein gliicklicher Umstand, denn wir
kennen Gene, die nur in den Tastneuronen exprimiert werden
und sind in der Lage, ihre regulatorischen Sequenzen zu
nutzen. Eine solche zellspezifische Expression ist aber weder
in C. elegans noch in anderen Organismen der Normalfall,
sodass eine spezifische Markierung mit GFP schwierig sein
kann. Eine bemerkenswerte Entdeckung von Lynne Regan
an der Yale University hat uns allerdings geholfen, dieses
Problem zu umgehen.

Lynne fand, dass in zwei Hilften gespaltenes GFP re-
konstituiert werden kann, wenn die beiden Hilften durch
wechselwirkende Peptide verbunden werden.” Lynnes und
andere Arbeitsgruppen haben diese Eigenschaft zur Unter-
suchung von Proteinwechselwirkungen genutzt. Zwei meiner
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Mitarbeiter, Shifang Zhang und Chuck Ma, erkannten, dass
dieses Zweikomponenten-GFP, dem wir die Bezeichnung
recGFP gaben, das Spezifitdtsproblem l6sen konnte, wenn
man die beiden Hélften mittels unterschiedlicher Promotoren
exprimieren wiirde. Durch Verwendung von recGFP sollte es
moglich sein, 80 % statt 20% der existierenden neuronalen
Zelltypen in C. elegans zu markieren (Abbildung 13).

NZ cz Wechselwirkung
von Leucin-Zippern
Linker Linker  m——
NGFP CGFP
NZGFP CZGFP Ef%ekonstitutlon l
aUS Py BUS Py des funktionellen GFP

Intestin

HSN
andere
Neuronen

£ mec-3

Pegir« g

recGFP

Hypodermis

Abbildung 13. Anwendung von recGFP zur Markierung der FLP-Neuro-
nen von C. elegans.””

FEine andere Eigenschaft des GFP, die je nach Situation
ein Vorteil oder Nachteil sein kann, ist seine hohe Stabilitit.
Giinstig ist diese Eigenschaft dann, wenn man durch Anrei-
cherung von GFP ein helleres Signal erzeugen mochte. Wir
hatten aber Situationen, in denen wir nicht das Ein-, sondern
das Ausschalten der Genexpression untersuchen wollten, und
in diesen Fillen ist die Stabilitdt des GFP ein Hindernis. Wir
fanden, dass die Fusion von GFP mit den RING-Dominen
bestimmter E3-Ubiquitinligasen ein instabiles GFP ergibt.
Wir haben instabiles GFP eingesetzt, um herauszufinden, wie
die Spaltung von Mikrotubuli in den Tastrezeptorneuronen zu
einer pauschalen Verringerung der Proteinspiegel in den
Zellen fiihrt. Unbehandelte Tiere fluoreszierten im adulten
Stadium. Behandelte man die Tiere dagegen mit dem mik-
rotubulihemmenden Wirkstoff Colchicin, der eine selektive
Beriihrungsunempfindlichkeit verursacht, so wurde keine
Fluoreszenz beobachtet (Abbildung 14). Wir konnten meh-
rere Gene identifizieren, die an dieser Herabregulierung be-
teiligt sind (u.a. Gene des p38-MAPK-Signalwegs und einen
mutmaBlichen Transkriptionsfaktor), indem wir die Popula-
tion mutagenierten und adulte Tiere mit sichtbarer Fluores-
zenz selektierten. Ich finde diese Experimente vor allem aus
zwei Griinden spannend: Erstens hidngen der axonale Aus-
wuchs, die Verédstelung und die Synapsenbildung vom Zu-
stand nahegelegener Mikrotubuli ab. Die Beziehung zwi-
schen dem Zustand der Mikrotubuli und der MAPK-Aktivi-
tat kann helfen, die Rolle der Mikrotubuli in diesen Prozessen
aufzukldren. Zweitens haben wir nun eine Methode zur
Hand, um die Herabregulierung von Genaktivititen zu er-
forschen. Wir haben auch andere Fille gefunden, in denen die
Genexpression in postmitotischen Zellen verringert ist, und
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Abbildung 14. Gen-ldentifizierung mithilfe eines rasch abbauenden
GFP (praja::GFP). In Gegenwart von Colchicin zeigen adulte Tastrezep-
torneuronen keine GFP-Fluoreszenz. Mutagenese der Wildtypexempla-
re liefert einige Tiere mit adulter Fluoreszenz. Ein durch diese Metho-
de identifiziertes Gen ist dlk-1, das fiir eine mitogenaktivierte Protein-
kinase codiert.”’!

wir verwenden instabiles GFP, um die hieran beteiligten Gene
zu identifizieren.

Bevor ich meinen Vortrag beende, mochte ich zwei
Griinde nennen — abgesehen von der offensichtlichen Ehre —,
weshalb ich diesen Preis besonders wertschitze. Erstens
wiirdigt diese Auszeichnung die Grundlagenforschung. Das
GFP wurde von Osamu Shimomura im Zuge von Studien
entdeckt, die die Frage klaren sollten, wie manche Organis-
men Licht erzeugen konnen. Die Werkzeuge, die Roger Tsien
und ich entwickelten, finden weitreichende Anwendungen in
der Zellbiologie, der Entwicklungsbiologie, der Neurobiolo-
gie und im Grunde in den gesamten Biowissenschaften. Ich
mochte auch hinzufiigen, dass wir von den Studien an C.
elegans au3erordentlich viel iiber das Leben gelernt haben —
was im nun schon dritten Nobelpreis seinen klaren Ausdruck
findet. Man hort diese Tage héufig, dass die Wissenschaften
mehr in Richtung translationaler Forschung gelenkt werden
sollen, Forschung also, die im Labor gewonnene Einsichten
auf Probleme der menschlichen Gesundheit anwendet.
Obwohl die Anwendung von Wissen auf die Gesundheit und
das Wohlbefinden offenkundig wichtig ist, denke ich, dass
viele Aussagen, die den Schritt von der Grundlagenforschung
zur translationalen Forschung anmahnen, von zwei falschen
Voraussetzungen ausgehen. Die eine ist, dass Wissenschaftler
gefiihllos oder ignorant gegeniiber den Folgen ihrer For-
schung seien. Ich finde diese Haltung ldcherlich und falsch,
weil praktisch jeder Wissenschaftler, den ich kenne, sehr
tiefgriindig iiber die Bedeutung und Auswirkungen seiner
Forschung nachdenkt. Zweitens denke ich, dass manche
Menschen, die die translationale Forschung anpreisen, so tun,
als ob wir bereits alles wiissten, was wir fiir die Heilung
menschlicher Krankheiten briuchten. Ein Blick auf ein be-
liebiges sequenziertes Genom — ob von Wurm, Fliege, Maus
oder Mensch stammend — straft diese Annahme Liigen, denn
die meisten der vorhergesagten Gene codieren fiir Produkte,
die als ,,Proteine mit unbekannter Funktion“ beschrieben
werden. Wir haben noch so viel mehr zu lernen. Nicht nur,
was diese Proteine tun, sondern auch, wie sie zur Aufrecht-
erhaltung des Lebens und der Fortpflanzung miteinander
wechselwirken. Oder wie haufig schon gesagt wurde: Man
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muss Material zum Translatieren haben, um translationale
Forschung zu betreiben. Und wenn wir erst bedenken, wie
wenige Organismen Wissenschaftler bislang studiert haben,
werden die Geheimnisse, die uns umgeben, noch viel grof3er.
Was wird der A. victoria und C. elegans der Zukunft sein?
Oder gar: Was wird das GFP der Zukunft sein?

Zweitens wiirdigt die Koniglich-Schwedische Akademie
der Wissenschaften mit der Vergabe dieses Preises an O.
Shimomura, R. Tsien und mich, dass wissenschaftlicher
Fortschritt nicht aus singuldren Ereignissen folgt, sondern ein
kontinuierlicher Prozess ist. Jeder von uns hat einen Schritt in
der sehr umfangreichen Entwicklung des GFP getan, und wir
waren nicht allein. Hunderte anderer Forscher haben fluo-
reszierende Proteine bearbeitet und variiert und dazu beige-
tragen, ein breites Spektrum von ziemlich spektakuldren
Forschungswerkzeugen herzustellen. Ich war immer wieder
erstaunt iiber die Raffinesse und Kreativitdt meiner Kollegen
aus allen Teilen der Welt. In gewissem Sinne ist GFP eine
herrliche Metapher fiir unsere Arbeit als Wissenschaftler.
Genauso wie GFP und andere fluoreszierende Molekiile
Licht einer bestimmten Wellenlédnge absorbieren und es in
Licht einer anderen Wellenldinge umwandeln, nehmen auch
wir das auf, was wir von anderen iiber die Welt gelernt haben,
figen unsere eigenen Beobachtungen und Einblicke hinzu
und erzeugen einen Zugewinn an menschlichem Wissen.

Ich widme diesen Vortrag drei Menschen, mit denen ich diese
Ehre sehr gerne geteilt hdtte, die aber nicht mehr am Leben
sind: meiner Grof3mutter miitterlicherseits, Madeline Friedlen,
einer netten, intelligenten und bemerkenswerten Frau, die in
der Zeit der grofien Depression ihr eigenes Geschiift griindete
und die, als ich vielleicht zehn Jahre alt war, wollte, dass ich
Chemiker, genauer gesagt Metallurg werden sollte; meiner
Mutter, Vivian Chalfie, die stets behauptete, in unserer Familie
habe die Intelligenz eine Generation iibersprungen, damit aber
nicht Recht hatte; und meinem Vater, Eli Chalfie, von dem ich
meinen Sinn fiir Humor und meine Liebe fiir das Gitarrespiel
geerbt habe. Schlieflich danke ich allen ehemaligen und ak-
tuellen Mitgliedern meiner Arbeitsgruppe, auf deren Intelli-
genz, harte Arbeit und Gefihrtschaft ich in all den Jahren stets
bauen konnte. IThr habt mich auf Zack gehalten! Vielen Dank!
Die Forschungen in meiner Arbeitsgruppe wurden durch die
National Institutes of Health gefordert.

Eingegangen am 16. April 2009
Online veroffentlicht am 30. Juni 2009
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