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Die Anf�nge

Das erste Mal, dass ich mit fluoreszierenden Proteinen
(FPs) in Ber�hrung kam, war gegen Ende meiner Zeit in
Berkeley. Professor Alexander Glazer, ein Freund und Kol-
lege an der dortigen Fakult�t, war der weltweit f�hrende
Fachmann f�r Phycobiliproteine, das sind brillant gef�rbte
und intensiv fluoreszierende Proteine, die im Photosynthe-
seapparat von Cyanobakterien und blaugr�nen Algen als
„lichtsammelnde“ Antennen dienen. Eines Tages, es muss um
1987 gewesen sein, erz�hlte mir Glazer, seine Arbeitsgruppe
habe das Gen eines der Phycobiliproteine geklont. Das Be-
sondere war, dass das aus diesem Gen erzeugte Apoprotein
fluoreszierte, wenn es mit seinem Chromophor vereinigt
wurde. Der Chromophor war ein niedermolekularer Cofak-
tor, der unter Bedingungen, bei denen seine Bindung zum
Phycobiliprotein gespalten wird, aus getrockneten Cyano-
bakterien extrahiert werden konnte. Ich fand die Vorstellung
aufregend, ein beliebiges Protein in situ mit einem Fluores-
zenzmarker markieren zu k�nnen, indem man es gentech-
nisch an das Phycobiliprotein fusioniert und dann den Chro-
mophor zugibt, von dem ich hoffte, dass er Membranen
durchdringen und in das Innere von Zellen gelangen k�nnte.
Leider fand Glazers Gruppe dann heraus, dass die spontane
Reaktion zwischen dem Apoprotein und dem Chromophor
das „falsche“ Produkt ergab, dessen Fluoreszenz rotverscho-
ben und f�nfmal geringer war als die des nativen Phycobili-
proteins.[1–3] Ein Enzym der Cyanobakterien war n�tig, um
den Chromophor korrekt in das Apoprotein einzubinden.
Dieses Enzym war ein Heterodimer zweier Genprodukte,
sodass also mindestens drei cyanobakterielle Gene in einen
anderen Organismus eingeschleust werden mussten – ganz zu
schweigen von etwaigen Genprodukten, die zur Synthese des
Chromophors n�tig waren.[4]

Eines meiner wichtigsten Forschungsprojekte zur dama-
ligen Zeit galt der Fluoreszenzbildgebung des Sekund�r-
botenstoffs cAMP (cyclisches Adenosin-3’,5’-monophos-
phat). Ziel war es, einen fluoreszierenden Sensor zum Nach-
weis von cAMP zu erzeugen, der die n�tige Affinit�t und
Selektivit�t f�r eine Anwendung im Innern von Zellen be-
sitzen musste. Hierf�r erschien es mir am geeignetsten, ein
nat�rliches cAMP-bindendes Protein zu „entf�hren“. Nach
reiflicher Abw�gung der zahlreichen infrage kommenden
Kandidaten, die seinerzeit bekannt waren, w�hlte ich die
cAMP-abh�ngige Proteinkinase, heute bekannt als PKA. Die

PKA enth�lt zwei Arten von Untereinheiten: regulatorische
und katalytische. In Abwesenheit von cAMP binden die re-
gulatorischen Untereinheiten fest an die katalytischen und
inhibieren diese. Sobald cAMP verf�gbar wird, bindet es an
die regulatorischen Untereinheiten, die sich daraufhin von
den katalytischen Untereinheiten l�sen, die dann wiederum
anfangen, Phosphatgruppen vom Adenosintriphosphat
(ATP) auf spezifische Proteine zu �bertragen.[5–7] Hier trat
nun die Frage auf, wie man die Aktivierung der PKA durch
cAMP im Innern einer einzelnen lebenden Zelle sichtbar
machen k�nnte. Schon seit meinem Studium faszinierte mich
ein bestimmtes biophysikalisches Ph�nomen, das als reso-
nanter Fluoreszenzenergietransfer (FRET) bezeichnet wird.
Bei diesem Vorgang �bertr�gt ein angeregtes Farbstoffmo-
lek�l seine Energie auf ein benachbartes Molek�l. �hnlich
wie bei einem Fußball- oder Basketballspieler, der den Ball
einem Mitspieler zupasst, sinkt dabei die Wahrscheinlichkeit
einer erfolgreichen �bertragung mit gr�ßer werdendem
Abstand zwischen den Spielern/Molek�len. Wenn wir nun
eine Sorte von Farbstoffmolek�len an den regulatorischen
Untereinheiten und eine zweite Sorte an den katalytischen
Untereinheiten anbringen, so w�rde in einer intakten PKA
ein FRET stattfinden k�nnen, weil sich die Untereinheiten in
unmittelbarer N�he zueinander befinden. Sobald das cAMP
dann den PKA-Komplex spaltet, wird der FRET unterbro-
chen und man k�nnte einen Wechsel der Fluoreszenzfarbe
beobachten.

Bevor wir diese Experimente aber in Angriff nehmen
konnten, ben�tigten wir reichlich Vorrat an PKA-Unterein-
heiten sowie jede Menge Ratschl�ge, wie diese zu handhaben
w�ren, denn wir hatten nur wenig Erfahrung in Proteinbio-
chemie. Ich wendete mich an Susan Taylor an der UC San
Diego, die �ber enorme Expertise verf�gte und routinem�ßig
große Mengen an rekombinanten PKA-Untereinheiten her-
stellte, da sie deren Kristallstruktur l�sen wollte (Abbil-
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dung 1).[8, 9] Sie stellte uns zahlreiche Chargen des Proteins zur
Verf�gung, das wir dann versuchten, mit Farbstoffen zu
markieren. Leider ließen sich die Farbstoffe nicht anbinden,
oder sie st�rten die Untereinheiten in der Weise, dass sie auf
cAMP nicht mehr reagierten. Der Wunsch, diese Zusam-
menarbeit zu vertiefen, war mit ein Grund, weshalb ich 1989
mit meiner Arbeitsgruppe von Berkeley an die UCSD umzog.
Nach einem Jahr gemeinsamer Forschung hatten schließlich
Dr. Stephen Adams aus meiner Gruppe zusammen mit
Ying Ji Buechler und Wolfgang Dostmann aus der Tay-
lor�schen Gruppe ein reproduzierbares Verfahren entwickelt,
um Fluorescein-markierte katalytische Untereinheiten mit
Rhodamin-markierten regulatorischen Untereinheiten so zu
kombinieren, dass ein FRET-Sensor f�r cAMP vorlag.[10, 11] In
den folgenden Jahren nutzten wir diese Proteinkomplexe, um
etliche interessante Aspekte der cAMP-Signal�bertragung zu
untersuchen.[12, 14] Zum Beispiel wiesen wir in Zusammen-
arbeit mit Eric Kandel und Mitarbeitern die Existenz r�um-
licher Gradienten in Lernprozessen unterzogenen Nerven-
zellen der Meeresschnecke Aplysia californica als Modell der
synaptischen Plastizit�t nach.[15]

Obwohl der cAMP-Sensor einigermaßen erfolgreich war,
erwies es sich aus experimentellen Gr�nden als sehr schwie-
rig, den allgemeinen Ansatz auf andere Proteine zu �bertra-

gen. Die Methode erforderte 1) ein hohes Expressionsniveau
der Proteine oder Proteinuntereinheiten sowie deren sehr
sorgf�ltige Aufreinigung, 2) die kontrollierte Anbindung
zweier unterschiedlicher Farbstoffe an spezifische Dom�nen
oder Untereinheiten in vitro, ohne dabei die Funktion des
Proteins zu st�ren, 3) die erneute Aufreinigung des so erhal-
tenen Komplexes und 4) die R�ckinjektion in lebende Zellen,
die �berdies hinreichend groß und robust sein mussten, um
eine Glaskapillare einstechen zu k�nnen. Zudem brauchte es
einen geduldigen und geschickten Experimentator – und das
war ich ganz und gar nicht. Diese Hindernisse w�ren zu um-
gehen gewesen, wenn wir Gene besessen h�tten, die f�r zwei
fluoreszierende Proteine mit passender Farbe codieren
w�rden. Diese Gene h�tten wir dann mit den Genen der in-
teressierenden Proteine fusionieren k�nnen. Methoden, um
die Fusionsgene in die zu untersuchenden Zellen zu bringen,
standen damals schon zur Verf�gung. Gene lassen sich ge-
nerell einfacher in Zellen einschleusen (Transfektion) als
Proteine, weil jede Zelle nur eine (oder einige wenige) DNA-
Kopien ben�tigt (dagegen Milliarden von Proteinmolek�len).
Außerdem hat die Zelle nach einer Transfektion gen�gend
Zeit, um etwaige Membransch�digungen zu reparieren, und
es besteht die M�glichkeit, nur diejenigen Zellen fortzu-
pflanzen, die die DNA erfolgreich assimiliert haben. Einmal
in die Zelle gelangt, sollten diese Gene in situ die ge-
w�nschten Proteinkonstrukte erzeugen, die fluoreszieren und
dabei ihre native biologische Funktion behalten.

Da ich wusste, dass Glazers Gruppe nach wie vor
Schwierigkeiten mit ihren Phycobiliproteinen hatte, begann
ich nach einfacheren fluoreszierenden Proteinen zu suchen.
Ich erinnerte mich, dass bestimmte Quallen (Abbildung 2)
ein gr�n fluoreszierendes Protein (GFP) enthielten, das nor-
malerweise als st�rende Verunreinigung von Aequorin,
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Abbildung 1. Die cAMP-induzierte Abspaltung der regulatorischen von
den katalytischen Untereinheiten der Proteinkinase A (PKA) kann
anhand der Abnahme des FRET von einem Fluorescein- auf einen Rho-
daminmarker gemessen werden. Bild: S. Adams, Y. Buechler, S. Taylor.

Abbildung 2. Die Qualle Aequorea victoria (oder Aequorea aequorea),
aus der Aequorin und das gr�n fluoreszierende Protein isoliert
wurden. Bild: Dr. Claudia E. Mills, Friday Harbor Laboratories.
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einem zur Messung von intrazellul�ren Calciumsignalen ein-
gesetzten Quallenprotein, abgetrennt werden musste.[16]

Eines Tages im April oder Mai 1992 suchte ich in der Med-
line-Datenbank, auf die man an der UCSD seit kurzem zu-
griff hatte, nach „green fluorescent protein“. Zu meinem
Erstaunen fand sich ein Treffer auf ein gerade erschienenes
Paper von Douglas Prasher und Mitarbeitern am ozeano-
graphischen Institut in Woods Hole (Abbildung 3),[17] das die

Klonierung des GFP-Gens beschrieb und postulierte, dass der
Chromophor kein externer Cofaktor, sondern ein integraler
Bestandteil des Proteins war. Ich rief Prasher im Mai 1992 an
und war �berrascht zu h�ren, dass er nicht beabsichtigte,
weiter an GFP zu arbeiten. In ersten Studien hatte er zu-
n�chst ein verk�rztes Gen kloniert (etwa 70 % des vollst�n-
digen Gens) und versucht, es in Bakterien zu exprimieren – es
erschien aber keine Fluoreszenz. Da Prasher keine F�rder-
mittel mehr f�r sein Projekt erhielt und ohnehin eine andere
Forschungsrichtung einschlagen wollte, hatte er keine Ein-
w�nde, dass wir das Projekt weiterverfolgten. Wir mussten
ihm nur versprechen, ihn im Erfolgsfall als Coautor zu an-
zugeben. Ich stimmte dieser sehr verst�ndlichen Bitte zu, und
er versprach uns, eine Probe der GFP-codierenden DNA und
einiges an gefrorenem Quallengewebe zu schicken, in dem
wir nach den Enzymen suchen sollten, von denen wir beide
bef�rchteten, dass sie f�r die Synthese des GFP-Chromo-
phors ben�tigt w�rden. Allerdings war ich zu dem Zeitpunkt
noch nicht gen�gend vorbereitet, um die Proben in Empfang
zu nehmen, denn niemand in meiner Gruppe hatte Erfahrung
in molekularer Genetik. Stephen Adams hatte aus der Kol-
laboration mit Susan Taylor viel �ber Proteinbiochemie ge-
lernt, die Erarbeitung der molekularbiologischen Grundlagen
hatte man dort aber l�ngst hinter sich liegen, als wir in die
Zusammenarbeit einstiegen.[8, 9] So blieb mir nichts anderes
�brig, als zu warten, bis sich jemand mit Erfahrung in mole-
kularer Genetik meiner Gruppe anschließen w�rde. Diese
Person war Roger Heim, der gerade in der Schweiz �ber
Ca2+-Pumpen promoviert hatte.[18, 19] Heim kam Ende Sep-
tember 1992 mit starken Empfehlungen seines Doktorvaters

Professor Ernesto Carafoli an die UCSD. In seiner Arbeits-
gruppe gab es den Spruch, dass wenn Heim ein Experiment
nicht in Gang bringen k�nnte, es auch kein anderer schaffen
w�rde. Ironischerweise wollte Heim von der Molek�lbiologie
weg und bewarb sich deshalb auf ein Postdoktorat in meiner
Gruppe, um etwas �ber die Bildgebung von Ca2+ zu lernen. Er
akzeptierte aber meinen Vorschlag, sich stattdessen mit
Prashers GFP-Gen zu besch�ftigen. Er sollte sehen, ob er
etwas N�tzliches damit anfangen k�nnte.

Erste Experimente

Ich kontaktierte Prasher Anfang Oktober 1992 erneut
und erz�hlte ihm, dass wir mit Heims Eintritt in die Ar-
beitsgruppe nun bereit waren, mit seinen Proben zu arbeiten.
Prasher sagte mir, dass in den Monaten seit meinem ersten
Anruf Martin Chalfie von der Columbia University ebenfalls
nach dem Gen gefragt und dieses von ihm bereits bekommen
hatte. Ich traf Chalfie kurze Zeit sp�ter bei einer Tagung der
Society for Neuroscience und erfuhr von ihm, dass das Gen
Bakterien (E. coli) fluoreszieren ließ, was tats�chlich bedeu-
tete, dass keine anderen Bestandteile aus der Qualle n�tig
waren. Heim konzentrierte seine Bem�hungen deshalb
darauf, GFP in Hefe (S. cerevisiae) zu exprimieren. Dieses
System w�hlten wir zum einen, um Chalfies Arbeiten nicht
unn�tig zu duplizieren, und zum anderen, weil wir uns Aus-
r�stung und Reagentien von Scott Emrs Gruppe an der
UCSD geborgt hatten, der ein �berragender Molek�l- und
Zellbiologie war und sich auf Hefe spezialisiert hatte. Dank
Chalfies Ratschlag, nur die proteincodierende Region der
cDNA zu amplifizieren und also die flankierenden strang-
aufw�rts und strangabw�rts gelegenen Abschnitte zu ver-
werfen, gelang es Heim, einige Hefezellen zum Fluoreszieren
zu bringen, wenngleich enorme Schwankungen in der Hel-
ligkeit auftraten. Wir zeigten Emr die Zellen unter dem Mi-
kroskop und wollten wissen, ob sie seiner Meinung nach dazu
taugen k�nnten, irgendein biologisches Problem zu l�sen.
Emr war tats�chlich begeistert von den Ergebnissen und
meinte, man k�nne mithilfe des GFP die Bewegung von
Frachtproteinen durch das sekretorische System der Hefe
verfolgen. Einer von Emrs Postdocs stellte Fusionate aus
GFP mit einem sekretierten Protein und einem lysosomalen
Protein in der Hefe her. Leider waren die Fluoreszenzsignale
sehr schwach und schwankten enorm von Zelle zu Zelle. Dies
best�tigte, dass Wildtyp-GFP nicht gen�gend zuverl�ssig war,
sodass Emr das GFP-Projekt vorerst zur�ckstellte.

Meine urspr�ngliche Hoffnung in Bezug auf fluoreszie-
rende Proteine war, die beiden PKA-Untereinheiten mit
unterschiedlichen Farbstoffen zu versehen. Offensichtlich
ben�tigten wir also einen zweiten Farbstoff. Der Chromophor
des GFP enthielt ein Tyrosin an der Position 66, und ich bat
Heim daher, diese Aminos�ure zu Tryptophan zu mutage-
nieren, einer ebenfalls absorptions- und fluoreszenzf�higen
Aminos�ure. Das mutagenierte GFP zeigte praktisch kei-
nerlei Fluoreszenz. Nachdem meine Idee also gescheitert war,
nahm Heim eine statistische Mutation des GFP vor. Tat-
s�chlich fand er bald eine blau fluoreszierende Mutante
(Abbildung 4, oben rechts), die laut Sequenzierung �berra-

Abbildung 3. Titel, Abstract und Danksagung des Papers von Prasher
et al., das die Klonierung des f�r das gr�n fluoreszierende Protein co-
dierenden Gens und die Struktur des GFP-Chromophors beschreibt.[17]
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schenderweise ein Histidin an der Position 66 aufwies.[20]

Sp�ter entdeckten wir, dass Tryptophan ein noch n�tzlicheres
und zudem bleichresistentes cyan fluoreszierendes Protein
(CFP) ergibt, allerdings nur, wenn durch zus�tzliche Muta-
tionen ausreichend Platz im Protein geschaffen wurde, um das
sperrige Tryptophan aufnehmen zu k�nnen (Abbildung 4,
unten rechts). Auch die Histidinmutation in Position 66 pro-
fitiert von einem spezifischen Satz kompensatorischer Mu-
tationen im Protein.[21]

Noch verstanden wir nicht, wie die spontane Bildung des
Chromophors (technisch gesprochen ein p-Hydroxybenzyli-
denimidazolidinon) aus Serin 65, Tyrosin 66 und Glycin 67

vonstatten ging.[17,22] Es schien keine biochemische Pr�zedenz
f�r eine solche posttranslationale Modifikation zu geben, die
nicht nur einen heterocyclischen Ring lieferte, sondern auch
die a,b-Einfachbindung des Tyrosins zu einer Doppelbindung
dehydrierte. Dehydrierungen setzen entweder Wasserstoffgas
(H2) frei, was ich in diesem Fall f�r �ußerst unwahrscheinlich
hielt, oder erfordern ein Oxidationsmittel, um die beiden
Wasserstoffatome aufzunehmen. Das einzige Oxidationsmit-
tel, das wir in der Zelle direkt kontrollieren konnten, war
atmosph�rischer Sauerstoff (O2). Heim z�chtete GFP-expri-
mierende Bakterien unter strikt anaeroben Bedingungen und
fand, dass das Protein gebildet wurde, aber nicht fluoreszierte.
Brachte man das Protein an die Luft, fluoreszierte es gr�n
�ber mehrere Stunden.[20] Unser Gl�ck war also, dass das
erforderliche Oxidationsmittel, O2, in allen Organismen
außer eben in anaeroben Spezies verf�gbar ist, dass es an-
dererseits aber auch leicht eliminiert werden kann, sodass sich
seine notwendige Rolle gut aufzeigen l�sst. Mit dieser Ent-
deckung waren wir in der Lage, einen plausiblen Mechanis-
mus f�r die Bildung des Chromophors vorzuschlagen (Ab-
bildung 5). Eine wichtige Folge des Mechanismus ist, dass
zwei Wasserstoffatome mit O2 ein potenziell toxisches Bei-
produkt bilden, n�mlich H2O2 (Wasserstoffperoxid). Darauf
kam ich, weil ich es noch von der High School her gewohnt
war, dass chemische Gleichungen stets ausgeglichen sein
mussten. �berraschend wenige Forscher erkannten diesen
simplen Befund – vielleicht auch deshalb, weil die Bedeutung
detaillierter Massebilanzen in universit�ren Chemiekursen
meist nicht gen�gend betont wird. Diese vorhergesagte Bil-
dung von einem Molek�l H2O2 pro Molek�l GFP wurde
sp�ter experimentell best�tigt.[23]

Bevor wir den FRET von der blauen Mutante (BFP) zum
GFP zur Messung von Konformations�nderungen im Protein
oder von Protein-Protein-Wechselwirkungen anwenden
konnten, mussten wir erst noch ein anderes großes Problem
l�sen. Idealerweise sollte sich das GFP ausschließlich durch

Abbildung 4. Fluoreszierende E.-coli-Bakterien, die (im Uhrzeigersinn
von oben rechts) blau, cyan, gr�n und gelb fluoreszierende Proteine
exprimieren. Die Mutationen, die f�r die spektralen �nderungen in
erster Linie maßgeblich sind, sind angegeben.[25]

Abbildung 5. Urspr�nglicher Vorschlag f�r den Bildungsmechanismus des GFP-Chromophors.[75] Die anf�ngliche Cyclisierung ist analog zur be-
kannten Cyclisierungstendenz von Asn-Gly-Sequenzen.[76] Man beachte, dass pro Molek�l GFP ein Molek�l H2O2 erzeugt wird. In neueren Studien
wurde vorgeschlagen, dass die Oxidation der Dehydratisierung vorangeht.[23]
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die blaue, vom BFP emittierte Wellenl�nge anregen lassen.
Die selektive Anregung des BFP durch Bestrahlung mit ul-
traviolettem Licht w�rde dann entweder zu einer blauen
Emission ohne FRET oder zu einem Energietransfer zum
GFP, das dann gr�n leuchtet, f�hren. Das urspr�ngliche GFP
wurde nun allerdings durch das UV-Licht st�rker angeregt als
durch das blaue Licht des BFP, was bedeutete, dass GFP ein
schlechter FRET-Akzeptor gegen�ber BFP war. Die Frage
war, weshalb GFP zwei Anregungsbanden zeigte, eine in-
tensive im UV-Bereich und eine schwache im blauen Bereich.
Meine Hypothese war, dass die intensive UV-Bande auf den
eigentlichen Chromophor zur�ckzuf�hren war, wie es schon
Shimomura[24] und Prasher[17, 22] postuliert hatten, w�hrend ich
die schw�chere blaue Bande einem kleinen Teil an Chromo-
phoren zuschrieb, deren Serin 65 durch Dehydratisierung in
ein Dehydroalanin umgewandelt worden war. Eine solche
Dehydratisierung w�rde eine zus�tzliche Doppelbindung er-
zeugen, die mit dem Rest des Chromophors konjugiert ist und
vielleicht eine Verschiebung zu h�heren Wellenl�ngen er-
kl�ren konnte. Um diese Hypothese zu pr�fen, mutagenierte
Heim das Serin 65 zu Alanin oder Cystein, von denen ich
annahm, dass sie die Bildung einer zus�tzlichen Doppelbin-
dung verhindern bzw. f�rdern und damit die blaue Bande
ausschalten oder verst�rken w�rden. Erneut lag ich falsch:
Beide Mutationen schalteten die UV-Bande aus und ver-
st�rkten die gew�nschte blaue Bande. Heim versuchte dann,
Serin 65 durch Threonin zu ersetzen. Obschon Threonin von
allen Aminos�uren die gr�ßte �hnlichkeit mit Serin hat –
beide unterscheiden sich nur um eine CH2-Gruppe –, ver-
schwand die unerw�nschte UV-Bande komplett, w�hrend die
blaue Bande fast sechsmal intensiver wurde und sich außer-
dem um etwa 10 nm nach h�heren Wellenl�ngen verschob
(Abbildung 6).[25] Wir schlugen deshalb diese Mutante S65T

als eine allgemeine Verbesserung des Wildtyp-GFP vor
(Abbildung 4, unten links). S65T zeigte deutlich erh�hte
Fluoreszenzeigenschaften in Hefe[26] und schien durchaus
geeignet, Emrs Problemstellung angehen zu k�nnen. Um
prinzipiell zu zeigen,[21] dass ein FRET zwischen GFP-Mu-
tanten biochemische Signale anzeigen kann, erzeugte Heim
ein Fusionat aus BFP und dem S65T-GFP, indem er diese
�ber einen z. B. durch Trypsin proteolysierbaren Peptidlinker
verband. Ohne das Enzym war im chim�ren Protein ein
FRET wirksam, der dann nach der Spaltung des Linkers er-
wartungsgem�ß verschwand (Abbildung 7A). Gl�cklicher-

Abbildung 6. Anregungs- und Emissionspektren von Wildtyp(WT)-GFP
und mehreren Mutanten von Ser 65.[25] Der Einschub zeigt die Struktur
des Wildtyp-Chromophors.

Abbildung 7. Beispiele genetisch codierter Fluoreszenzindikatoren auf Basis eines FRET vom CFP zum YFP. Registriert wird: A) Proteaseaktivit�t,
B) Ca2+-Konzentrationen, C) cAMP-Konzentrationen, D) das Gleichgewicht zwischen Proteinkinaseaktivit�t und Phosphataseaktivit�t.
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weise waren die FPs selber gegen�ber Protease verh�ltnis-
m�ßig resistent. Andere GFP-Mutanten mit �hnlichen spek-
tralen Eigenschaften wie S65T und ihre Anwendung als
FRET-Akzeptoren mit BFP wurden in unabh�ngigen Studien
durch Youvan und Mitarbeiter entwickelt.[27, 28]

In einem randomisierten Screening auf optimale Muta-
tionen der Aminos�uren 55 bis 74 best�tigten Cormack
et al.[29] die Bedeutung der S65T-Variante. Aus diesen Expe-
rimenten ging außerdem eine weitere Mutation hervor, F64L,
die eine Faltung bei h�heren Temperaturen erlaubt. Die re-
sultierende Doppelmutante, „verst�rktes GFP“ (enhanced
GFP), wurde durch die Firma Clontech offensiv vermarktet
und entwickelte sich zum Standard-GFP f�r die meisten
sp�teren Anwendungen – oft auch ohne explizite Angabe der
beiden Mutationen. Mit Verbesserungen wie diesen revan-
chierten wir uns bei Emr f�r seine Hilfe, denn sein Arbeits-
kreis konnte die nun verf�gbaren intensiveren GFPs f�r
zahlreiche Studien der Proteinsortierung in den sekretori-
schen und endozytischen Systemen der Hefe nutzen.

Die oben beschriebenen Verbesserungen wurde allesamt
ohne n�here Kenntnisse der dreidimensionalen Protein-
strukturen erzielt. Letztere w�rden die gezielte Entwicklung
weiterer Varianten nat�rlich enorm erleichtern. Mein Ar-
beitskreis hatte keine Erfahrung mit R�ntgenkristallographie
und zaghafte Anfragen bei Strukturbiologen vor Ort verliefen
im Sande. GFP war schon vor den Klonierungsstudien gut
kristallisiert worden,[30] und ich hatte geh�rt, dass auch etliche
andere Gruppen versuchten, die Struktur des Wildtyp-Pro-
teins zu l�sen. Jim Remington an der Universit�t von Oregon
sandte mir im Mai 1995 eine E-Mail, in der er um einen Ex-
pressionsvektor f�r GFP bat. Ich empfahl ihm, die S65T-
Struktur zu l�sen, weil er die Ergebnisse auch dann noch
publizieren k�nnte, wenn ihm eine andere Gruppe mit der
Wildtyp-Struktur zuvork�me. Innerhalb weniger Monate
hatte Dr. Mats Orm� aus Remingtons Gruppe die Kristall-
struktur gel�st (Abbildung 8), wobei er eine Substitution mit
Selenomethionin zur Phasierung einsetzte. Das Protein war
ein fast perfekter Zylinder von 2.4 nm Durchmesser und
4.2 nm H�he, bestehend aus elf b-Str�ngen, die eine Helix
einfassen, in die der Chromophor eingeschoben ist. Der
Chromophor war tief im Protein verborgen, was klar auf-
zeigte, wie er vom L�sungsmittel abgeschirmt und so fixiert
sein konnte, dass er fluoreszierte (sobald das Protein dena-
turiert wird, erlischt die Fluoreszenz des nun exponierten
Chromophors vollst�ndig). Wir konnten nun auch erkl�ren,
warum der Chromophor spontan gebildet werden musste, da
kein Enzym durch die Schale des Proteins gelangen konnte.
Remington bemerkte eine Kavit�t neben dem Chromophor
und vermutete, dass diese einen aromatischen Ring in Form
einer p-Stapelung aufnehmen k�nnte, was in einer Verschie-
bung der Fluoreszenzwellenl�nge resultieren w�rde. Um
diesen Ring einzuf�hren, ersetzte Andrew Cubitt, ein neuer
Postdoc in meiner Gruppe, Thr 203 durch verschiedene aro-
matische Aminos�uren. Tats�chlich verschoben sich Anre-
gungs- und Emissionsmaximum um etwa 20 nm nach h�heren
Wellenl�ngen. Das erhaltene Protein fluoreszierte merklich
gelber und erhielt die Bezeichung YFP (Abbildung 4, oben
links). Diese Verschiebungen machten YFP zu einem guten
FRET-Akzeptor mit CFP. Wir waren froh, unsere BFP/GFP-

Kombination durch das CFP/YFP-Paar ersetzen zu k�nnen,
weil BFP allzu leicht ausbleichte und eine potenziell sch�di-
gende UV-Anregung erforderte.

Wir waren der Meinung, dass diese neue Kristallstruktur
eine erstrangige Ver�ffentlichung verdiente, weil sie so viele
Eigenschaften des GFP erkl�rte und unmittelbar gezielte
Verbesserungen erm�glichen w�rde, sodass wir die Arbeit bei
Science einreichten. Die Gutachter waren jedoch nicht be-
eindruckt. Einer gestand uns zu, dass wir die Struktur kom-
petent bestimmt hatten, war aber nicht davon �berzeugt, dass
GFP von gen�gender Wichtigkeit war. Der andere Gutachter
�ußerte sich entt�uscht, dass unser Paper die wirklich wich-
tige Frage zum GFP, n�mlich was dessen native biologische
Funktion in der Qualle sei, nicht beantworten konnte. Wir
hielten es f�r unangemessen, dass eine Kristallstruktur eine
�kologische Frage kl�ren sollte, und ich legte deshalb Ein-
spruch gegen die Entscheidung des Redakteurs ein, der das
Manuskript darauf einem dritten Gutachter vorlegte. Viele
Wochen verstrichen ohne Antwort. Dann vermeldete eine der
Gruppen, die an der Struktur des Wildtyp-GFP arbeiteten, in
einer Internet-Newsgroup, dass sie die Struktur gel�st hatten
und die Ergebnisse in K�rze in Nature Biotechnology er-
scheinen w�rden. Ich leitete diese Ank�ndigung an Science
weiter, die unser Paper Tags darauf ohne das lange erwartete
dritte Gutachten annahmen. Gl�cklicherweise erschienen die
beiden Paper[31, 32] fast zeitgleich (binnen einer Woche) und
waren �ber die wichtigsten Struktureigenschaften in Einklang
– mit der Ausnahme, dass das Wildtyp-GFP in Yangs und
Phillips� Kristallen als Dimer vorlag, w�hrend das S65T-GFP
in Orm�s und Remingtons Kristallen, die unter anderen Be-

Abbildung 8. R�ntgenkristallstruktur der S65T-Mutante von GFP.[31]

a-Helices und b-Faltbl�tter sind als B�nder, Verbindungssegmente als
R�hren und der Chromophor als Kugel-Stab-Modell dargestellt. Die
C- und N-Termini sind gekennzeichnet.
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dingungen gez�chtet wurden, ein Monomer war. Aus diesen
Strukturen sowie einer detaillierteren Studie von Brejc
et al.[33] ging klar hervor, dass die ultravioletten und blauen
Anregungsbanden des Wildtyp-GFP von der neutralen bzw.
anionischen Form des Chromophors stammten und dass die
Mutation von Serin65 zum Threonin die Hydroxygruppe in
der Seitenkette so umorientierte, dass das Wasserstoffbr�-
ckennetzwerk, das die Ionisation des Chromophors bestimmt,
ver�ndert wird.

Direkte Beobachtung von biochemischen Vorg�ngen
in der Zelle

Unsere ersten Versuche, den FRET-Effekt zur direkten
Messung intrazellul�rer Signale zu nutzen, wurden durch
Atsushi Miyawaki ausgef�hrt, der aus Tokio in meine Ar-
beitsgruppe gekommen war. In Japan hatte sich Atsushi mit
der Klonierung und Charakterisierung des InsP3-Rezeptors
befasst (InsP3 = Inositol-1,4,5-trisphosphat).[34, 35] Dieser Se-
kund�rbotenstoff ist an der Freisetzung von Ca2+ aus intra-
zellul�ren Organellen wie dem endoplasmatischen Retikulum
beteiligt, und ich wollte unbedingt eine M�glichkeit finden,
ihn zu visualisieren. Wir hofften dies dadurch zu erreichen,
dass wir Donor- und Akzeptor-FPs an entgegengesetzten
Enden der cytosolischen Dom�ne des InsP3-Rezeptors an-
brachten, von dem wir annahmen, dass er bei der Bindung
von InsP3 einen Konformationswechsel eingeht. Allerdings
reagierte keines von Miyawakis Konstrukten mit einer nen-
nenswerten �nderung des FRET zum InsP3, und wir mussten
erkennen, dass wir nicht einmal richtig wussten, wo InsP3 im
Rezeptor bindet. Mit der unsch�tzbaren Hilfe von Dr. Mit-
suhiko Ikura in Toronto begann Miyawaki, an einem gen-
technisch erzeugten Rezeptor bekannter Struktur[36] – einem
Fusionat aus Calmodulin (CaM) mit dessen Zielpeptid M13
aus der smMLCK (skeletal muscle myosin light chain kinase)
– zu �ben. CaM und M13 sind in Abwesenheit von Ca2+ re-
lativ strukturlos; sobald aber die Konzentration an freiem
Ca2+ steigt, bindet Ca2+ an CaM, das sich daraufhin um M13
faltet (Abbildung 7B). Meine Begeisterung f�r das Projekt
hielt sich anfangs in Grenzen, da ich mich fr�her schon mit
organischen synthetischen Indikatoren f�r Ca2+ besch�ftigt
hatte und der Meinung war, dass es nicht noch mehr Ca2+-
Indikatoren br�uchte. Zumindest ließ sich aber einr�umen,
dass dieser Exkurs eine gute „Generalprobe“ w�re, und so
konjugierte Miyawaki BFP (sp�ter durch CFP ersetzt) an den
N-Terminus von CaM und S65T-GFP (sp�ter durch YFP er-
setzt) an den C-Terminus von M13. Das vierteilige Fusionat
(siehe Abbildung 7B) sprach auf die Erh�hung des Ca2+-
Gehalts tats�chlich mit einem FRET-Anstieg an. Miyawaki
gab diesen chim�ren Proteinen den Namen „Cam�leons“.
Das fehlende „h“ war beabsichtigt und sollte die sprachliche
Herkunft vom CaM andeuten, w�hrend der Name an sich
nat�rlich auf den Farbwechsel in Abh�ngigkeit von Ca2+ an-
spielt, sowie auch auf die M�glichkeit, das Ansprechverhalten
des Proteins durch scheinbar geringf�gige Mutationen be-
einflussen zu k�nnen.[37,38] Die Tatsache, dass die Cam�leons
genetisch codierbar waren, brachte weitere große Vorteile mit
sich: 1) Die Proteine k�nnen in jeder Zelle (oder jedem Or-

ganismus) erzeugt werden, in die sich die DNA einschleusen
l�sst; 2) die Produktion des Indikators kann �ber lange
Zeitr�ume kontinuierlich aufrechterhalten werden; 3) spezi-
fische Zelltypen innerhalb eines komplexen Gewebeverbun-
des werden pr�zise erkannt und angesteuert; 4) subzellul�re
Strukturen werden ebenfalls pr�zise angesteuert; 5) es be-
steht die M�glichkeit, Verbesserungen mithilfe gezielter oder
zuf�lliger Mutationen vorzunehmen. Aus den genannten
Gr�nden wurden Cam�leons zu den verbreitetsten Werk-
zeugen f�r die Bildgebung der Neuronenaktivit�t in intakten
Nervensystemen. Eine spektakul�re Demonstration f�r die
Bildgebung dynamischer Ca2+-Signale mithilfe eines verbes-
serten Cam�leons ist der kurzzeitige Ca2+-Anstieg in den
Zellteilungsspalten w�hrend der fr�hen Entwicklungsphase
eines Zebrafischembroys (Abbildung 9).

Wie verhielt es sich nun mit der Markierung der PKA,
dem eigentlichen Ausgangspunkt des GFP-Projekts? Die
PKA funktionierte im Endeffekt genauso gut (Abbil-
dung 7C), wobei die Arbeiten vor allem von Manuela Zac-
colo aus Tullio Pozzans Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit
mit Charles Cho aus meiner Gruppe durchgef�hrt wurden.[39]

Pikanterweise stellte sich die PKA als eines der schwieriger
zu markierenden Proteine heraus, und es waren ungew�hn-
lich viele Versuche notwendig, um geeignete Linker zu
finden, die die Ankn�pfung der FPs erm�glichten, ohne das
Ansprechverhalten der Untereinheiten auf cAMP zu st�ren.
Mit dem letztlich funktionierenden System gelang es Zaccolo
und Pozzan, die lange vermutete subzellul�re Komparti-
mentalisierung von cAMP in Herzmuskelzellen nach Stimu-
lation mit einem Adrenalinanalogon direkt abzubilden.[40]

Abbildung 9. Transgener Zebrafischembryo, der das gelbe Cam�leon
2.60 exprimiert.[77] Die Aufnahmen wurden in der konfokalen z-Ebene
erstellt (mpf = Minuten nach der Befruchtung). Der Videofilm, aus
dem die Standbilder stammen, wurde freundlicherweise von Hide
Mizuno und Atsushi Miyawaki, RIKEN, Japan, zur Verf�gung gestellt.
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Wir und andere entwickelten einen allgemeineren Ansatz f�r
die Bildgebung der Dynamik von Proteinkinasen, und zwar
sowohl der Serin und Threonin phosphorylierenden Kina-
sen[41–46] wie auch der Tyrosin phosphorylierenden Kina-
sen.[47–49] Das Prinzip (Abbildung 7D) bestand darin, M13
durch ein Peptidsubstrat (rosa) f�r die interessierende Kinase
und CaM durch eine Proteindom�ne (braun), die phos-
phoryliertes Ser, Thr oder Tyr bindet, zu ersetzen. Beispiele
f�r solche Dom�nen sind 14-3-3 (f�r pSer oder pThr), FHA1
(f�r pThr) und SH2 (f�r pTyr). Nachdem die Kinase das Serin,
Threonin oder Tyrosin phosphoryliert hat, wird diese Ami-
nos�ure durch die Phosphoaminos�ure-bindende Dom�ne
intramolekular komplexiert, wodurch sich der Abstand oder
die Orientierung zwischen den Donor- und Akzeptor-FPs
�ndert. Ein Beispiel f�r die dynamische Bildgebung der Ki-
naseaktivit�t ist in Abbildung 10 gezeigt.

Der letzte wichtige Schritt in der FP-Entwicklung kam mit
der Entdeckung, dass FPs nicht nur als Hilfsproteine in bio-
lumineszenten Nesseltieren vorkommen, sondern auch f�r
viele Farben nichtbiolumineszenter Korallen verantwortlich
sind. In einer bahnbrechenden Studie isolierten Matz et al.
ein f�r ein rot fluoreszierendes Protein (DsRed) codierendes

Gen aus einer in einem Moskauer Aquarium gehaltenen
Koralle.[50] Das Gen wurde sehr rasch kommerzialisiert,
sodass wir eingehende Studien damit ausf�hren konnten. Wir
entdeckten, dass DsRed ein obligates Tetramer ist[51] und dass
sein Chromophor (Abbildung 11) anfangs identisch mit dem
GFP-Chromophor ist, dann aber eine andere Art von Dehy-
drierung eingeht und ein ungew�hnliches Acylimin bildet, das
nur im Innern des intakten Proteins stabil ist.[52] Theoretische
Studien von Dr. Kim Baldridge an der UCSD best�tigten,
dass die Erweiterung des Chromophors um zwei Doppelbin-
dungen die beobachtete Rotverschiebung im Anregungs- und
Emissionspektrum verursachen k�nnte.[52] Die tetramere
Zusammensetzung des Proteins und die Struktur des Chro-
mophors wurden kurz sp�ter r�ntgenkristallographisch be-
st�tigt.[53, 54] Die sehr starke gegenseitige Bindung der vier
Untereinheiten war �ußerst hinderlich f�r die Verwendung
von DsRed als Fusionsmarker, da jedes Fusionat mit anderen
Proteinen mindestens eine tetramere Form annehmen
musste. War der Fusionspartner ganz von selbst an Protein-
Protein-Wechselwirkungen beteiligt, so kam es oft zu massi-
ven Aggregatbildungen mit sichtbaren Niederschl�gen.
Dennoch konnte Robert Campbell nach vielen Evolutions-
zyklen ein monomeres rot fluoreszierendes Protein (RFP)
erzeugen, das relativ zuverl�ssige Fusionen erm�glichte.[55]

Campbell, Nathan Shaner und Lei Wang entwickelten darauf
eine ganze Farbskala an monomeren FPs, deren Emissions-
maxima den Rest des sichtbaren Spektrums bis 648 nm ab-
deckten (Abbildung 12).[56, 57] Andere Gruppen entwarfen
ebenfalls eine Vielzahl an FPs mit komplement�ren Eigen-
schaften, z. B. der �ußerst n�tzlichen F�higkeit der Photo-
schaltung.[58]

Abbildung 11. Nachgebildete Struktur des rot fluoreszierenden DsRed-
Chromophors[52] mithilfe von Bakterien (E. coli), die das Protein expri-
mieren. Strukturbestimmung: Larry Gross, Nachbildung: Varda Lev-
Ram und Geoff Baird.

Abbildung 10. Ein mit einem Indikator[47] f�r die Tyrosinkinaseaktivit�t
des EGF-Rezeptors (EGF =Hautwachstumsfaktor) transfizierter Fibro-
blast. Die H�he des FRET, die die Phosphorylierung des Indikators
quantifiziert, ist in Pseudofarbdarstellung von Blau (vernachl�ssigbare
Phosphorylierung) nach Rot (maximale Phosphorylierung) dargestellt.
Die Farbdarstellung ist mit Interferenzkontrastbildern �berlagert, die
die Zellmorphologie zeigen. Die gef�rbte Zelle war die einzige, die in
diesem Bildfeld transfiziert wurde. Im Ruhezustand zeigt der Indikator
eine vernachl�ssigbare Phosphorylierung (A). Nach Stimulation mit
EGF beginnt die Phosphorylierung (zu erkennen an den w�rmeren
Farbt�nen) an der Zellperipherie (b) und breitet sich dann Richtung
Zellkern aus (C). Nach Entfernen des EGF zieht sich die Phosphorylie-
rungszone zur�ck und verbleibt lediglich noch an einem Ausl�ufer der
Zelle (D).
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Beispiele f�r Anwendungen in der Medizin und in
der Schule

Ich werde sehr h�ufig gebeten, in einer dem Laien ver-
st�ndlichen Sprache zu erkl�ren, worin nun die Bedeutung
des GFP und anderer FPs besteht. F�r gew�hnlich lautet
meine Antwort, dass die genetisch codierten Fluoreszenzfar-
ben der FPs viele biochemische Schl�sselprozesse direkt in
lebenden Zellen und Organismen sichtbar machen k�nnen.
Mithilfe molekularbiologischer Tricks lassen sich die Gene
der Wirtzelle mit den FP-Genen verkn�pfen, und wir k�nnen
dann beobachten, wann und wo diese Wirtzellgene an- und
ausgeschaltet werden, wann die Proteinprodukte auftauchen,
wohin sie wandern, mit welchen anderen Proteinen sie
wechselwirken und wie lange sie �berleben. Selbst wenn wir
die interessierenden Signale nicht direkt anzeigen k�nnen,
z. B. Ca2+, cAMP, Protease- oder Kinaseaktivit�ten, k�nnen
wir oft FP-basierte Indikatoren wie in Abbildung 7 gezeigt
entwerfen, um diese Signale indirekt abzubilden. Da diese
verallgemeinerten Erkl�rungen aber vielen zu abstrakt sein
d�rften, will ich einige konkrete Beispiele medizinischer
Verwendungen nennen:

Ein Impfstoff gegen AIDS, der bereits infizierte Patienten
heilen k�nnte, w�re eine h�chst erstrebenswerte Errungen-
schaft. Wenn man das verursachende Virus mit GFP markiert
und infizierte T-Zellen im r�umlichen Kontakt mit naiven
Zellen durch hochaufl�sende Mikroskopie zeitlich verfolgt,
so erkennt man, dass das Virus �ber spezialisierte kurzlebige
Adh�sionen („virologische Synapsen“) direkt von einer Zelle
zur n�chsten wandern kann (Abbildung 13). Falls sich das
Virus tats�chlich zwischen den Zellen ausbreitet, ohne auch
nur vor�bergehend dem extrazellul�ren Milieu (wo es durch
Antik�rper neutralisiert werden k�nnte) ausgesetzt zu sein,

so macht dies die Aufgabe, die ein postinfekti�ser Impfstoff
zu l�sen hat, sehr viel schwerer.

Bei der Alzheimer-Krankheit gibt es die Hypothese, dass
ein Teil der Symptomatik aus der chronischen Erh�hung des
cytosolischen Ca2+-Spiegels in den betroffenen Nervenzellen
resultiert,[59] allerdings stammen die experimentellen Hin-
weise aus Studien an kultivierten Nervenzellen, nicht an in-
takten Versuchstieren. Mithilfe der genetisch codierbaren
Cam�leon-Proteine gelang es nun aber, Ca2+ in den Gehirnen
von normalen M�usen und transgen ver�nderten Alzheimer-
M�usen abzubilden.[60] In normalen Versuchstieren ist die
Konzentration an freiem Ca2+ in ruhenden Nervenzellen sehr
strikt auf ca. 80 nm reguliert, w�hrend in den Alzheimer-
Modellen etwa 20% der Dendrite sehr viel h�here Ca2+-
Spiegel von ca. 400 nm aufwiesen, vor allem in unmittelbarer
Umgebung der Alzheimer-Plaques (Abbildung 14). Diese
Beobachtung ist ein direkter Beweis f�r eine Fehlregulierung
des neuronalen Ca2+ bei der Alzheimer-Krankheit.

Ein Beispiel f�r die Anwendung von FPs in der Wirk-
stoffentwicklung ist die Suche nach niedermolekularen Ver-
bindungen, die das Aggregieren des Alzheimer-Peptids Ab

zum b-Amyloid hemmen. Bei einem Fusionat von Ab mit
dem N-Terminus von GFP bleibt die Aggregation des Ab

gen�gend schnell, um die Faltung des GFP und somit dessen
Fluoreszenz zu unterdr�cken. Falls ein Wirkstoffkandidat die
Aggregation von Ab verhindert, wird hingegen eine Fluo-
reszenz gemessen. Das Messprinzip wurde auf ein einfach
durchzuf�hrendes Hochdurchsatz-Screening kombinatori-
scher Bibliotheken ausgedehnt (Abbildung 15).[61]

Ein letztes Beispiel ist die Anwendung von FPs als Indi-
katoren des mitotischen Zellzyklus. Bestimmte Protein-
dom�nen signalisieren einer Zelle, in welchen Zellzyklus-
phasen sie die betreffenden Proteine anreichern und wieder

Abbildung 12. Monomere und dimere fluoreszierende Proteine, abgeleitet vom GFP aus Aequorea oder vom RFP aus Discosoma, nach Exprimie-
rung in Bakterien und Aufreinigung. Die Photographie ist eine Langzeitaufnahme der bei verschiedenen Wellenl�ngen angeregten und durch
verschiedene Cutoff-Filter gemessenen Fluoreszenz.[56, 57] SHM= somatische Hypermutation.
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Abbildung 13. Durch Markierung des humanen Immundefizienzvirus (HIV) mit GFP l�sst sich nachweisen, dass sich das Virus �ber virologische
Synapsen von Zelle zu Zelle ausbreiten kann, ohne Antik�rpern ausgesetzt zu sein. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [78].

Abbildung 14. Zwei-Photonen-Bildgebung von gelbem Cam�leon 3.60[77] in Gehirnen normaler und durch APP1/Presenilin-Mutation transgen ver-
�nderter M�use. Die Farbskala von Blau nach Rot kennzeichnet niedrige bis hohe Ca2+-Spiegel. N = Zahl der Neuriten. Im Alzheimer-Modell
zeigen 20% der Nervenzellen eine markant h�here Konzentration an cytosolischem Ca2+, insbesondere in der Umgebung der Plaques. Wiederga-
be mit Genehmigung aus Lit. [60].
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zerst�ren soll. Pfropft man diese Dom�nen auf verschieden-
farbige FPs, so l�sst sich damit erreichen, dass die Zellen z. B.
w�hrend ihrer Teilungsphase mit einer bestimmten Farbe
fluoreszieren (z. B. gr�n) und w�hrend der Ruhephase mit
einer anderen Farbe (z. B. rot).[62] In Zellkulturen zeigen
solche Zellen spektakul�re Oszillationen, die an ein Luftbild
von asynchronen Verkehrsampeln erinnern (Abbildung 16).
Transplantiert man markierte Zellen aus einer gutartigen
Tumorzelllinie (z. B. NMuMG) in ein Versuchstier, so er-
scheint der Tumor bei niedriger optischer Aufl�sung zun�chst
gelb (Abbildung 17), da er eine Mischung aus gr�n und rot
fluoreszierenden Zellen enth�lt. Im Laufe mehrerer Tage
f�rbt sich der Tumor vollst�ndig rot, was bedeutet, dass sich
die Zellen nicht mehr teilen – deshalb ist der Tumor gutartig.
Transplantiert man hingegen Zellen einer b�sartigen Tu-
morzelllinie (z. B. HeLa), so beh�lt der Tumor seine gelbe
Farbe. Aufnahmen bei h�herer Aufl�sung zeigen das zeitlich-
r�umliche Muster der Zellzyklusphasen in der Umgebung der
Blutgef�ße (Abbildung 17 G,H)). Das Muster h�ngt von ver-
schiedenen Faktoren ab, unter anderem vom Reifegrad der
Blutgef�ße und vom Ausmaß der Nekrose im umgebenden
Gewebe, sodass das Experiment eindrucksvoll demonstrieren
kann, welche Bedeutung die Bildung neuer Blutgef�ße f�r die
Krebzellproliferation hat.

Mehrfarbige FPs k�nnen auch zu Lehrzwecken sehr gut
eingesetzt werden. In einfachen Experimenten mit FPs
k�nnen Sch�ler oder Studenten mit eigenen Augen verfolgen,
wie z. B. DNA-Molek�le Zellen transformieren, wann Mu-

Abbildung 15. Hochdurchsatz-Screening nach kombinatorischen Wirk-
stoffen zur Suche nach Inhibitoren der Ab-Aggregation. Sobald ein
Wirkstoff die Aggregation hemmt, kann das Ab42-GFP-Fusionat fluo-
reszieren. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [61].

Abbildung 16. Standbilder aus einem Videofilm von wachsenden und sich teilenden HEK293-Zellen in Gewebekultur bei Transfektion mit einem
Zweifarbindikator (YFP und mCherry) f�r die Zellzyklusprogression. Die gr�n fluoreszierenden Zellen befinden sich in der Phase der Zellkerntei-
lung, die rot fluoreszierenden sind in der Interphase.[62] Videofilm: Asako Sawano und Atsushi Miyawaki, RIKEN.
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tationen stattgefunden haben oder wie sich Proteine bioche-
misch verhalten (Abbildung 18). Jeremy Babendure aus
meiner Arbeitsgruppe startete nach seiner Promotion ein
sehr erfolgreiches Programm (biobridge.ucsd.edu), um solche
Experimente auch Sch�lern zug�nglich zu machen.

Grenzen heutiger FPs und L�sungsans�tze

Fluoreszierende Proteine unterliegen einigen offensicht-
lichen Einschr�nkungen:

1) Alle FPs, die zum Quallen-GFP und Korallen-RFP
homologe Strukturen aufweisen (Zylinder bestehend aus elf
b-Str�ngen), enthalten �ber 200 Aminos�uren. Bisweilen er-
weisen sich solche Strukturen als zu groß und st�rungsanf�l-
lig, um mit anderen Proteinen fusionierbar zu sein.[63–65] Auch
ben�tigen manche FPs zu viel Zeit f�r die Faltung und
Chromophorbildung.[66, 67] In solchen F�llen k�nnen FPs
durch k�rzere Sequenzen ersetzt werden, z. B. durch das zw�lf
Aminos�uren lange Peptid FLNCCPGCCMEP,[68] das �ber
die Sulfhydrylreste der vier Cysteine Farbstoffe mit zwei
passend platzierten Arsenatomen zu binden vermag. Die
dreidimensionale Haarnadelstruktur eines solchen Komple-
xes wurde k�rzlich NMR-spektroskopisch aufgekl�rt.[69]

2) Dass f�r die Chromophorbildung O2 ben�tigt wird,
schließt die Anwendung von FPs in Organismen aus, die
schon bei kurzzeitigem Kontakt mit O2 gesch�digt werden.
Eine m�gliche L�sung ist die Verwendung von Flavin-bin-
denden Proteinen.[70]

3) F�r die Bildgebung von transfizierten Zellen und Or-
ganen in lebenden S�ugetieren w�ren Anregungs- und
Emissionswellenl�ngen von > 600 nm sehr vorteilhaft, da
H�moglobin und andere Pigmente bei k�rzeren Wellenl�n-
gen enorm absorbieren und den Lichteinfall abschw�chen.
Leider hat sich die Entwicklung von Korallen-FPs, die bei
Anregungswellenl�ngen > 600 nm eine hohe Helligkeit bei-
behalten, als schwierig erwiesen. Wie eingangs erw�hnt,
weisen einige Phycobiliproteine aus blaugr�nen Algen solche
Eigenschaften auf. In neueren Studien wurden Pflanzenphy-
tochrome zu langwellig emittierenden FPs mutageniert
(Phytofluore).[71, 72] Allerdings konnte keines dieser FPs in
S�ugetierzellen exprimiert werden, vermutlich weil die als
Cofaktoren ben�tigten Pigmente fremdartig sind. In meiner
Arbeitsgruppe fand k�rzlich Xiaokun Shu, dass bakterielle
Phytochrome zu FPs mit Anregungsmaxima im fernen Rot-
bereich (z. B. 684 nm) und Emissionsmaxima > 700 nm mu-
tageniert werden k�nnen (Abbildung 19).[73] Der entschei-
dende Vorteil der bakteriellen Phytochrome ist der spontane
Einbau ihres Cofaktors Biliverdin, dem Prim�rprodukt des
H�m-Abbaus aller aerober Organismen einschließlich des
Menschen. Uns stehen somit nun infrarote FPs zur Verf�-
gung, die in lebenden Versuchstieren wie M�usen und Fliegen
eingesetzt werden k�nnen. Angesichts meines zun�chst er-
folglosen Interesses an den Phycobiliproteinen empfinde ich
dies als ein besonders befriedigendes Ergebnis.

4) Der entscheidende Vorteil der FPs, ihre genetische
Codierbarkeit, ist bei menschlichen Patienten von eher ge-
ringem Wert, da Gentherapien beim Menschen zuerst einmal
sicher und wirksam werden m�ssen und die Einf�hrung eines
FP-Gens dem Patienten unmittelbar einen Vorteil bringen
m�sste. F�r die molekulare Bildgebung in menschlichen Pa-
tienten ist man noch immer auf synthetische Molek�le an-
gewiesen. Dar�ber hinaus ist das menschliche Gewebe dicker
und lichtundurchl�ssiger als das von M�usen, sodass Ganz-
k�rper-Scans am Menschen nichtoptische Techniken wie
R�ntgencomputertomographie, Positronenemissionstomo-

Abbildung 18. Im Rahmen des BioBridge-Programms lernen Schulkin-
der mit fluoreszierenden Proteinen zu experimentieren (siehe bio-
bridge.ucsd.edu).

Abbildung 17. Bildgebung der Zellzyklusprogression von gutartigen
(NMuMG) und b�sartigen Tumorimplantaten (HeLa) in vivo. Wieder-
gabe mit Genehmigung aus Lit. [62].

R. Y. TsienNobelaufs�tze

5732 www.angewandte.de � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2009, 121, 5721 – 5736

http://www.angewandte.de


graphie oder Kernspintomographie erfordern. Wir haben
deshalb aktivierbare zellpenetrierende Peptide (ACPPs) be-
stehend aus einem polykationischen zellpenetrierenden
Peptid (CPP) und einer polyanionischen Dom�ne entwickelt.
Die Aufnahme der ACPPs in die Zelle wird durch die poly-
anionische inhibitorische Dom�ne unterdr�ckt und nach
Proteolyse des Peptidlinkers, der die polyanionische mit der
polykationischen Dom�ne verbindet, wieder in Gang gesetzt.
Die lokale Wirkung von Proteasen, die den Linker zu spalten
verm�gen, verursacht die verst�rkte Retention im Gewebe
und die zellul�re Aufnahme des CPP.[74] Die zellul�re Auf-
nahme von ACPPs in Tumoren ist gegen�ber einer Negativ-
kontrolle aus d-Aminos�uren um bis zu vierfach erh�ht,
wenn das Substrat einer Matrixmetalloproteinase als Linker
eingesetzt wird (PLGLAG) (Figure 20). Durch Konjugation
der ACPPs an makromolekulare Tr�ger, z.B. Dendrimere,
l�sst sich die Pharmakokinetik verl�ngern und die Marker-
beladung (Cy5 oder Gd-DOTA oder beide im selben Mole-
k�l) des Tumors f�r Anwendungen in der Ferninfrarot- oder
Kernspintomographie erh�hen. Mit Cy5 und Gd-DOTA
doppelt markierte Sonden erm�glichen die Ganzk�rper-
Kernspintomographie von Patienten mit anschließender
fluoreszenzgef�hrter Chirurgie. Durch Thrombin spaltbare
ACPPs reichern sich in atherosklerotischen Plaques und ex-

Abbildung 19. Ein infrarot fluoreszierendes Protein (IFP), das von einem Phytochrom aus Deinococcus radiodurans abgeleitet wurde. Oben links:
Kristallstruktur des Wildtyp-Phytochroms (PDB: 1ztu).[79] Das Chromophor (Biliverdin, violett) sowie die zu mutagenierenden Aminos�uren sind
gekennzeichnet. Unten links: normalisierte Anregungs- (blau) und Emissionsspektren (rot) von IFP1.4. Rechts: Leber-basierte Fluoreszenz von
intakten M�usen nach Injektion von IFP1.1-codierenden Adenoviren, mKate (einem f�r die In-vivo-Bildgebung entwickelten RFP)[80] und eines
verst�rkten GFP. 1 h vor Aufnahme des IFP-Bildes erfolgte eine intraven�se Injektion von Biliverdin (250 nmol). Um das mKate-Bild sichtbar zu
machen, wurde es per Software um den Faktor 5 aufgehellt. Den Versuchstieren wurde mit Enthaarungscreme das Bauchfell entfernt, die Haut
blieb dabei unverletzt. Die Lage der Leber ist mit Pfeilen angezeigt. Im GFP-Bild ist die Leber aufgrund starker Autofluoreszenz nicht sichtbar. Die
sehr viel bessere Sichtbarkeit der IFP-behandelten Leber demonstriert klar den großen Nutzen langer Anregungs- und Emissionswellenl�ngen f�r
die In-vivo-Fluoreszenzbildgebung.

Abbildung 20. Colokalisierung von aktivierbaren zellpenetrierenden
Peptiden (ACPPs) mit GFP-transfizierten Hep2-Xenotransplantaten in
Tumorzellen. Mit EGFP stabil transfizierte Hep2-Tumorzellen wurden
in Nacktm�use transplantiert. Drei Wochen nach der subkutanen Im-
plantierung von 5 � 106 Zellen war der Tumor auf einen Durchmesser
von ca. 5 mm angewachsen. Obere Reihe: 6 h nach systemischer Injek-
tion von 10 nmol des ACPP Succinyl-e8-XPLGLAG-r9c(Cy5) wurde die
Haut �ber dem Tumor entfernt, und GFP-Fluoreszenz, Cy5-Fluoreszenz
sowie Hellfeldbilder des an�sthesierten Versuchstieres wurden aufge-
nommen. X ist 6-Aminohexanoyl; Großbuchstaben stellen l-Aminos�u-
ren, Kleinbuchstaben d-Aminos�uren dar. Die Sequenz PLGLAG wird
durch Matrixmetalloproteinasen-2 und -9 gespalten.[74] Untere Reihe:
ein analoges Experiment mit einer Negativkontrolle, Succinyl-e8-Xplg-
lag-r9c(Cy5), die in der Sequenz d- anstelle von l-Aminos�uren enth�lt
und damit proteaseresistent wird. Das Fehlen des Cy5-Signals im
Tumor bedeutet, dass die CPP-Retention von der Spaltung durch Pro-
teasen abh�ngig ist.
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perimentellen Schlaganfallmodellen an, sodass auch die
Bildgebung vaskul�rer Krankheitsbilder m�glich ist. Die F�-
higkeit von ACPPs, verschiedenste Substanzen in protease-
exprimierenden Lebendgeweben anzureichern, birgt ein
enormes Potenzial f�r klinische Anwendungen. Vor allem
hierauf richten sich zurzeit die Forschungen meiner Arbeits-
gruppe.

Die wichtigsten Kollegen und Mitarbeiter, die an den hier be-
schriebenen Forschungen beteiligt waren, sind in Abbildung 21
erw�hnt. Preistr�ger bringen oft den Hinweis an, dass be-
stimmte Experimente von ihren Mitarbeitern ausgef�hrt
wurden. Im meinem Fall geht es aber dar�ber hinaus, denn ich
muss gestehen, dass ich die meisten Experimente gar nicht h�tte
eigenh�ndig ausf�hren k�nnen, weil mir einfach die praktische
Ausbildung fehlte, insbesondere in der Molekularbiologie.
Den hier genannten Mitarbeitern wie auch vielen anderen, die
zu zahlreich sind, um eigens erw�hnt zu werden, bin ich daher
zu tiefstem Dank verpflichtet. Ich danke außerdem dem
Howard Hughes Medical Institute, das mich von Anfang an
unterst�tzt hat, sowie den National Institutes of Health f�r
langj�hrige F�rderung. Unsere erst begonnene Krebsforschung
wird vom Breast Cancer Research Program und dem Vertei-
digungsministerium unterst�tzt.
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