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Die M�glichkeit der Visualisierung von Biomolek�len in le-
benden Objekten durch Fluoreszenzmarkierung ist ein
wichtiges Hilfsmittel in der modernen Biotechnologie und
Zellbiologie. Genetisch kodierte Fusionsproteine mit ver-
gleichsweise großen fluoreszierenden Proteinen (FPs), wie
urspr�nglich von den Arbeitsgruppen Chalfie und Tsien
entwickelt,[1] sind dabei die derzeit am h�ufigsten angewen-
dete Methode. Da synthetische Chromophore oftmals bessere
photophysikalische Eigenschaften aufweisen als FPs, wurden
alternative Strategien entwickelt, die auf der Kupplung von
synthetischen Chromophoren mit genetisch kodierten Mar-
kern basieren, beispielsweise dem Halo- und dem SNAP-
Tag.[2] Diese bringen eine h�here Genauigkeit und verbes-
serte Eigenschaften mit sich, sind aber immer noch relativ
groß. Kleine Proteinmarker, wie das Multihistidin-[3] oder das
Multicysteinmotiv,[4] k�nnen ebenfalls zur Erkennung klei-
nerer Fluorophore eingesetzt werden. Allerdings f�hrt ihre
Anwendung in der Zelle oftmals zu mangelnder Spezifit�t, da
das jeweils zugrundeliegende Erkennungselement auf nat�r-
lichen Aminos�uren basiert. Diese Nachteile und Ein-
schr�nkungen k�nnen durch die Verwendung bioorthogona-
ler Chemie �berwunden werden, die auf der Kupplung von
exogenen Molek�len nichtbiologischer Herkunft unter phy-
siologischen Bedingungen beruht. Die (3+2)-Huisgen-Cy-
cloaddition von Aziden mit Alkinen (eine Form der Klick-
Chemie[5]) erf�llt diese Anforderungen besonders gut. Durch
Einbautechniken, die auf dem Einsatz von Erg�nzungsme-
dien beruhen, verkn�pften bereits Beatty et al. Azidderivate
von Fluorophoren durch Klick-Reaktionen mit Proteinen, in
die w�hrend der Expression in E. coli lineare Alkine einge-
baut wurden.[6]

Diese Azid-Alkin-Cycloaddition erfordert jedoch Kup-
fer(I) als Katalysator (CuAAC), was die Anwendbarkeit und
Biokompatibilit�t stark einschr�nkt (siehe jedoch Lit. [7]).

Dieses Problem wurde von Bertozzi und Mitarbeitern gel�st,
die zeigen konnten, dass die Klick-Reaktion bei Verwendung
stark gespannter Cycloalkine vollst�ndig und schnell ab-
l�uft.[8] Seitdem wurden diese spannungsgetriebenen Azid-
Alkin-Cycloadditionen (SPAACs) zunehmend zur Markie-
rung von beispielsweise Kohlenhydraten,[9] Nukleotiden[10]

und Lipiden[11] verwendet.
Mit der Optimierung einer Lipons�ure-Ligase, die ein

kleines, genetisch kodiertes Erkennungspeptid an ein Cyc-
looctin-funktionalisiertes Substrat bindet, erweiterten Ting
und Mitarbeiter das Potenzial dieser Technik. Das so einge-
baute Cyclooctin fungierte dann in einem zweiten Schritt als
spezifische Position zur Markierung in Zellen.[12]

Die direkte genetische Kodierung von fluoreszierenden
nichtnat�rlichen Aminos�uren (UASs) hat viele Einschr�n-
kungen und Nachteile vorheriger Ans�tze �berwunden,
indem sie ausgezeichnete Spezifit�t, freie Wahl der Position
der Modifikation innerhalb des Proteins und – wenn �ber-
haupt – nur minimale strukturelle Beeintr�chtigung mit sich
bringt. Dies wurde zuerst von Summerer et al. durch die
Weiterentwicklung eines Leucyl-tRNA/RS-Paars (RS = Syn-
thetase) von E. coli umgesetzt, das die UAS Dansylalanin
genetisch in Saccharomyces cerevisiae kodiert.[13] Anstelle des
Amber-Stop-Kodons TAG wurde Dansylalanin von der
Translationsmaschinerie des Wirtes selektiv und effizient in
Proteine eingebaut. Dieser Ansatz kann mittlerweile dazu
verwendet werden, eine ganze Reihe an kleinen Chromo-
phoren genetisch zu kodieren.[14] Gr�ßere Chromophore mit
verbesserten photophysikalischen Eigenschaften konnten
bislang noch nicht genetisch kodiert werden, da hier erst neue
tRNA/RS-Paare entwickelt werden m�ssen und zudem eine
potenzielle Gr�ßenbeschr�nkung bei der Translation besteht.

Der gezielte Einbau von UASs sollte es prinzipiell er-
m�glichen, gespannte Alkin- und Azidfunktionen genetisch
einzubauen. In der Tat wurde bereits eine Vielzahl von
Aziden mithilfe von beispielsweise optimierten Methano-
coccus-jannaschii-tRNATyr/RS-, E.-coli-tRNALeu/RS- und
Methanosarcina-bakeri/mazei-tRNApyl/pylRS-Paaren (Tyr =

Tyrosyl, Leu = Leucyl, pyl = Pyrrolysyl) genetisch ko-
diert.[15, 16] Bisher gelang es jedoch noch nicht, die komple-
ment�re chemische Funktion, also gespannte Alkine, f�r
metallfreie Klick-Chemie genetisch zu kodieren. Hauptursa-
chen daf�r d�rften die Gr�ße und der sterische Anspruch der
cyclischen Seitenkettengruppe sein. Die direkte genetische
Kodierung gespannter Alkine bietet zahlreiche Vorteile ge-
gen�ber der Kodierung der Azidfunktion. Viele kommerziell
erh�ltliche Verbindungen, wie Fluoreszenzfarbstoffe, Fett-
s�uren oder Kofaktoren, sind nur als Azidderivate erh�ltlich
und daher nicht kompatibel mit der kupferfreien Klick-Re-
aktion von bereits vorhandenen genetisch kodierten UASs.
Ein weiterer großer Vorteil der direkten Kodierung ge-
spannter Alkine ist, dass diese mit Aziden fluorogener
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Chromophore reagieren k�nnten, bei denen durch die Azid-
gruppe die Fluoreszenz zun�chst weitgehend gel�scht wird
und erst mit erfolgreicher Klick-Reaktion die Fluoreszenz
stark ansteigt (Schema 1).[17] Mit einem fluorogenen Cuma-
rinazidderivat wurden z.B. Lipide in lebenden S�ugerzellen

markiert. Mit diesem Ansatz konnte wegen der stark redu-
zierten Hintergrundfluoreszenz ein hoher Kontrast erzielt
werden.[11] Der Nutzen fluorogener Marker wurde auch in
k�rzlich publizierten Arbeiten der Gruppe um Weissleder
herausgestellt, die durch eine Diels-Alder-Cycloaddition
fluorogene Tetrazine mit ausgezeichnetem Fluoreszenzl�-
schungsverm�gen mit gespannten Dienophilen verkn�pf-
ten.[18]

Um die derzeitigen Grenzen der Weiterentwicklung und
Optimierung der kupferfreien Klick-Chemie in lebenden
Zellen zu �berwinden, planten wir die genetische Kodierung
gespannter Alkine in E. coli. Wir nahmen an, dass die Un-
terdr�ckung von Stop-Kodons durch das nat�rliche tRNApyl/
pylRS-Paar von M. mazei daf�r ein guter Ausgangspunkt sein
k�nnte, da die Aminos�urebindestelle dieser Synthetase
teilweise exponiert ist und damit gegebenenfalls Raum f�r
gr�ßere Seitenketten bietet. Zudem wurde k�rzlich gezeigt,
dass die Carbamatbindung der Lysinseitenkette ein wichtiger
Diskriminator f�r den erfolgreichen Einbau von UASs
ist.[16, 19,20] Daher synthetisierten wir, wie in Schema S1 (siehe
Hintergrundinformationen) dargestellt, das Lysinderivat 1 in
sechs Stufen aus kommerziell erh�ltlichem Cyclohepten. Der
letzte Reaktionsschritt, das Abspalten der tert-Butoxycarbo-
nyl-Schutzgruppe mit 70-proz. Ameisens�ure, erforderte be-
sonders milde Reaktionsbedingungen, da Standardmethoden
zu einer Spaltung der Carbamatbindung und damit zum
Verlust der Seitenkettenfunktionalit�t f�hrten. Die durch-
schnittliche Ausbeute pro Syntheseschritt lag bei �ber 80 %,
was die komfortable Synthese von Grammmengen erm�g-
lichte. Im Anschluss daran testeten wir die Effizienz der Stop-
Kodon-Unterdr�ckung durch das Wildtyp(WT)-System

tRNApyl/pylRSWT mithilfe eines GFP-Reporterkonstrukts
(GFP = gr�n fluoreszierendes Protein). Dieses koexprimierte
Konstrukt hat eine Amber-TAG-Mutation an der Amino-
s�ureposition 39 (GFPTAG). Folglich wird nur intaktes, und
damit fluoreszierendes GFP erhalten, wenn das Stop-Kodon
erfolgreich unterdr�ckt wurde. Anhand von Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) und
der Fluoreszenz von E.-coli-Zellsuspensionen (Abbildun-
gen 1 und S1) wurden im Vergleich zu einer Negativkontrolle
nur geringe Proteinmengen in Gegenwart von 1 mm 1 expri-
miert. Wir spekulierten deshalb, dass die N�he der sterisch
anspruchsvollen Seitenkette zur Carbamatbindung eine effi-
ziente Substraterkennung seitens der Synthetase verhindert.

Aus diesem Grund synthetisierten wir die UAS 2, die sich
von 1 durch einen l�ngeren Linker zwischen Carbamatbin-
dung und Cyclooctingruppe unterscheidet. Wie aus Abbil-
dung 1 ersichtlich wird, konnte so die Ausbeute der Protein-
expression in Gegenwart von 1 mm 2 geringf�gig verbessert
werden. Um die Akzeptanz der RS f�r die UAS weiter zu
verbessern, vergr�ßerten wir die Substratbindetasche der
pylRSWT durch Einf�hrung der beiden Mutationen Y306A
und Y384F, die sich in Arbeiten von Yanagisawa et al. als
g�nstig f�r die Erkennung sterisch anspruchsvoller Seiten-
ketten erwiesen hatten.[20] Abbildung 1 zeigt deutlich, dass
GFPTAG bei Verwendung dieses mutierten tRNApyl/pylRSAF-
Paars (AF = Y306A und Y384F) nur in Gegenwart von 1 oder
2 effizient exprimiert wird. Massenspektrometrisch konnte
der positionsspezifische Einbau der UAS in das Protein be-
st�tigt werden (Tabelle S1). Da die Synthese von 1 im gr�-
ßeren Labormaßstab einfacher war als jene von 2, konzen-
trierten wir uns bei allen weiteren Experimenten auf 1. �b-
licherweise wurden in Gegenwart von 1 mm 1 mehr als 10 mg
GFPTAG!1 aus 1l E.-coli-Kultur erhalten, was die hohe Sup-
pressionseffizienz und die Genauigkeit unseres tRNApyl/
pylRSAF-Konstrukts unterstreicht.

Um das Potenzial von 1 zu ermitteln, wurden Einzelmo-
lek�lstudien mit fluoreszenzmarkierten Proteinen durchge-
f�hrt. Die Messung von resonantem Fluoreszenzenergie-
transfer (FRET) an einem Einzelmolek�l (sm) ist eine weit
verbreitete Methode zur Analyse der Proteinstruktur und
-dynamik. smFRET erfordert �blicherweise eine kovalente,
hocheffiziente und seitenspezifische Markierung von Protei-
nen mit photostabilen Chromophoren, da in Einzelmolek�l-

Schema 1. a) Strukturen der UASs 1 und 2 und des fluorogenen Chro-
mophors 3. b) Kupferfreie Klick-Reaktion mit fluorogenem Azid.

Abbildung 1. a) Fluoreszenzbilder von Zellsuspensionen von E. coli in
Mikrozentrifugengef�ßen, die in Abwesenheit (�) oder in Gegenwart
(+) von 1 oder 2 GFPTAG exprimieren. b) Zugeh�riges, mit Coomassie
gef�rbtes SDS-PAGE-Gel nach Aufreinigung von GFPTAG mithilfe einer
C-terminalen Affinit�tsmarkierung.
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messungen sehr geringe Fluorophorkonzentrationen einge-
setzt werden, deren Signale trotzdem das Hintergrundrau-
schen �berwinden m�ssen. Aus diesem Grund reinigten wir
GFPTAG!1 auf und kuppelten es an das kommerziell erh�lt-
liche Azidderivat von Atto647N unter milden Bedingungen.
Gem�ß den spektralen Eigenschaften dieses Fluorophors
fungierte GFP als Donor (D) und Atto647N als Akzeptor (A)
f�r FRET. Mithilfe konfokaler Detektionsgeometrie beob-
achteten wir frei diffundierendes GFPTAG!1,Atto647N mit Ein-
zelmolek�laufl�sung (Abbildung S2).[21] Emissionspulse ein-
zelner GFPTAG!1,Atto647N-Molek�le wurden hinsichtlich der
St�chiometrie (S) zwischen D und A und hinsichtlich des
Auftretens von Energietransfer (EFRET) untersucht. Wie Ab-
bildung 2 a zeigt, konnten wir eindeutig eine Population
nachweisen, die beide Chromophore, D und A, (S = 0.5,
EFRET = 1) enth�lt. Die hohe FRET-Effizienz dieser Popula-
tion ist in Einklang mit der Kristallstruktur von GFP,[22] der-
zufolge Position 39 weniger als 30 � vom GFP-Chromophor
entfernt liegt.

Wie bereits erw�hnt, eignet sich die Cyclooctinfunktion
ideal zur hochselektiven Markierung von Biomolek�len in
lebenden Zellen. Um die generelle Durchf�hrbarkeit solcher
Experimente mit unserer Methode zu best�tigen, exprimier-

ten wir das rot fluoreszierende Protein mCherryTAG in E. coli
in Gegenwart von 1 mm 1 und tRNApyl/pylRSAF. Anschlie-
ßend wurden die Zellen in einer 50 mm L�sung des fluoro-
genen Cumarinazids 3 inkubiert.[17] Abbildung 2 zeigt, dass
nur Zellen mit mCherryTAG!1,3 starke Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenl�nge von 405 nm aufweisen. Des Weiteren
konnte die In-vivo-Markierung mit fluorogenem Cumarin mit
Fluoreszenzspektroskopie an intakten Zellen (Abbildung 2c)
und mit SDS-PAGE von Zelllysaten (siehe Abbildungen S3–
S5, auch f�r weitere Mikroskopieexperimente mit anderen
Proteinen) best�tigt werden.

Wir haben einen der leistungsf�higsten Vertreter von
bioorthogonaler In-vivo-Chemie in E. coli genetisch kodiert
und die grunds�tzliche Nutzbarkeit dieses neuen Ansatzes –
sowohl zur In-vivo-Markierung von Proteinen als auch f�r
hochaufl�sende Einzelmolek�lmessungen – nachgewiesen.
SPAAC-Reaktionen k�nnen damit positionsspezifisch und
nichtinvasiv zur Modifizierung von Proteinen in lebenden
Zellen genutzt werden. Da das verwendete tRNApyl/pylRSAF-
Paar keine offensichtliche starke Abh�ngigkeit von der L�nge
des Linkers zeigt (1 gegen�ber 2), ist anzunehmen, dass ge-
ringf�gig abge�nderte Derivate, wie mono- und difluorierte
Cyclooctine und eventuell Bicyclononene (REF) auch mit
diesem System genutzt werden k�nnen.[23] Andere modifi-
zierte Cyclooctine, wie Dibenzocyclooctine,[24] k�nnten hin-
gegen wegen ihrer Gr�ße die Synthetase und/oder die
Translationsmaschinerie des Wirtes vor betr�chtliche Her-
ausforderungen stellen. Da pylRS von M. mazei bekannter-
maßen auch orthogonal in einer Vielzahl an eukaryotischen
Organismen[19, 25] einsetzbar ist, erforschen wir derzeit den
genetischen Einbau dieses Systems in S�ugerzellen. Dadurch
werden nicht nur die M�glichkeiten zur Verfolgung von
Proteinen in lebenden Objekten bedeutend erweitert, son-
dern es wird auch der Einbau anderer Arten von Markie-
rungen/Sonden, z.B. zur Vernetzung von Biomolek�len oder
zur Spinmarkierung f�r NMR-Spektroskopie und Magnet-
resonanztomographie in lebenden Objekten erm�glicht.

Eingegangen am 25. Dezember 2010,
ver�nderte Fassung am 3. Februar 2011
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