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Fluoreszierende Proteine

Wa’hrend der letzten Jahre wurden zahlreiche rotverschoben fluo-

Angewandte

Aus dem Inhalt

reszierende Proteine (RFPs) entwickelt. Die verbesserten RFPs er-

Offnen einmalige Moglichkeiten, biologische Vorginge auf Molekiil-
ebene ebenso zu verfolgen wie in gesamten Organismen. Hier wird die
Beziehung zwischen den Eigenschaften von RFPs unterschiedlichen

Phanotyps und ihren Anwendungen in verschiedenen Abbildungs-

techniken beschrieben. Bereits eingefiihrte und in der Entwicklung
befindliche Bildgebungsverfahren werden in Zusammenhang mit
herkommlichen RFPs, mit im langwelligen Rot fluoreszierenden
Proteinen, RFPs mit einer grofien Stokes-Verschiebung, fluoreszie-

renden Schaltuhren, irreversibel lichtaktivierbaren und reversibel mit

Licht schaltbaren RFPs besprochen. Vorteile und Grenzen spezifi-
scher RFPs werden fiir jedes Verfahren aufgezeigt. Aktuelle Fort-
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und die damit jeweils moglichen neuen Abbildungsverfahren.

1. Einleitung

Genetisch verankerte fluoreszierende Protein (FPs) er-
moglichen eine spezifische und gezielte Markierung von
Proteinen, Organellen, Zellen, Geweben und ganzen Orga-
nismen. Dadurch sind FPs den synthetischen organischen
Farbstoffen fiir In-vivo-Abbildungsverfahren {iiberlegen.
Einmal in der Zelle exprimiert, benodtigen FPs aufler mole-
kularem Sauerstoff keine zusétzlichen Enzyme oder Cofak-
toren, um den Chromophor zu bilden. In den meisten Féllen
kann das Zielprotein genetisch mit einem FP fusioniert
werden, ohne seine Funktion zu beeintrachtigen, und in le-
benden Zellen freigesetzt werden. Demgegeniiber bestehen
die Vorteile organischer Fluoreszenzfarbstoffe (zusammen-
gefasst in Lit. [1]) unter anderen in ihrer geringen GroBe, die
die Funktion des markierten Proteins nur wenig beeinflusst,
und manchmal in den giinstigeren photophysikalischen FEi-
genschaften wie groBerer Helligkeit oder Photostabilitit.
Organische Farbstoffe lassen sich im Allgemeinen jedoch nur
in fixierten Zellen einsetzen. Moderne FPs mit neuem Phi-
notyp und verbesserten photophysikalischen Eigenschaften
ermoglichen auch einen effizienten Einsatz in lebenden
Zellen.

FPs sind in vielen verschiedenen Fluoreszenzfarben tiber
das gesamte sichtbare Spektrum verfiigbar, von kurzwelligem
Violett bis zu langwelligem Rot. Rotverschobene FPs (RFPs)
ergianzen andere spektrale FP-Varianten in Mehrfarben-An-
wendungen und haben eine Reihe von Vorteilen. Insbeson-
dere zeichnet sich die rotverschobene Anregung und Fluo-
reszenz durch eine niedrigere Autofluoreszenz, weniger
Lichtstreuung und eine geringere Phototoxizitit bei langeren
Wellenldngen aus. Diese Eigenschaften priadestinieren RFPs
als Sonden fiir In-vivo-Bildgebung, insbesondere zur Dar-
stellung tiefliegender Gewebe und fiir Ansitze, die ein ge-
ringes Hintergrundrauschen erfordern, wie superauflosende
Einzelmolekiiltechniken.
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Das Entwerfen neuer FPs fiir neue Bildgebungsverfahren
ist ein sich rasch entwickelndes Feld. In jlingerer Zeit wurden
zahlreiche RFPs mit unterschiedlichen Phanotypen konstru-
iert. Aktuell lassen sich mindestens sechs verschiedene RFP-
Typen unterscheiden: herkommliche RFPs, im langwelligen
Rot fluoreszierende Proteine, RFPs mit groBer Stokes-Ver-
schiebung, fluoreszierende Schaltuhren, photoaktivierbare
RFPs und reversibel mit Licht schaltbare RFPs. Jeder dieser
Typen erméglicht andere Bildgebungsanwendungen.

Die Unterschiede der FP-Farben rithren von der Varia-
bilitdt der Chromophore und ihrer unmittelbaren Umgebung
her. Moderne RFPs wurden entwickelt, wihrend man die
zugehorigen Chromophore und ihre Bildung untersuchte.
Von daher kennen wir nun die grundlegenden Mechanismen
der autokatalytischen und lichtinduzierten chemischen Um-
wandlungen der roten Chromophore. Dies ermoglicht es,
Uberginge zwischen den Chromophorstrukturen zu mani-
pulieren, um die gewiinschten FP-Phénotypen zu erhalten.

In diesem Aufsatz beschreiben wir zunichst bestehende
und in der Entwicklung befindliche Anwendungen von RFPs,
darunter auch Techniken, um Protein-Protein-Wechselwir-
kungen zu untersuchen, intrazelluldre dynamische Vorgiange
zu verfolgen und Abbildungen am lebenden Objekt und mit
Superauflosung zu erzeugen. Die notigen Eigenschaften der
FPs werden fiir jeden Ansatz diskutiert. Dann fassen wir die
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Grundsitze der Chromophor-Umwandlungen in RFPs zu-
sammen. SchlieBlich stellen wir unsere Sicht des Entwurfs
kiinftiger RFPs und ihres Einflusses auf die Bildgebungsver-
fahren dar.

2. Herkémmliche rotverschobene FPs

Dauerhaft fluoreszierende oder so genannte herkommli-
che RFPs konnen anhand ihrer spektralen Eigenschaften in
orangefarbene FPs (Emissionswellenldnge 550-570 nm), rote
FPs (570-620 nm) und langwellig rote FPs (Emission ober-
halb 620 nm) unterschieden werden. Ins langwellige Rot
verschobene RFPs werden getrennt behandelt, um ihre Be-
deutung fiir die Bildgebung hervorzuheben.

Die wichtigsten spektralen und biochemischen Eigen-
schaften von RFPs sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Cha-
rakteristisch sind Helligkeit, Photostabilitdt, Oligomerisie-
rungszustand, Reifungsgeschwindigkeit (Proteinfaltung und
Chromophorbildung) und Cytotoxizitat. Die Helligkeit eines
FP wird als Produkt aus Extinktionskoeffizient und Quan-
tenausbeute bestimmt. In Zellen miissen auBler der intrinsi-
schen Helligkeit des FPs auch noch die Reifungseffizienz und
die Expressionsstédrke als Einflussfaktoren fiir die scheinbare
Helligkeit des Fluoreszenzsignals beriicksichtigt werden.
Andere RFP-Charakteristika sind in den FuBnoten zu Ta-
belle 1 definiert.

Die Cytotoxizitdt der FPs bestimmt ihre Eignung fiir die
Zellmarkierung. Ungiftige FPs werden dauernd und stark
exprimiert, die Zellen bleiben lebensfihig und teilen sich ef-
fizient tiber viele Generationen. Cytotoxizitdt kann durch
eine unspezifische intrazellulire FP-Oligomerisierung und
die Bildung grofer Aggregate ausgelost werden.F! Durch
Optimierung der Proteinloslichkeit gelang die Herstellung
weniger toxischer Varianten, sogar bei tetrameren RFPs wie
DsRed.”*4 Sie kann in Bakterienzellen bestimmt werden,
indem man die durchschnittliche Koloniegré8e und die Zahl
der Kolonien, die FP stark und konstitutiv exprimieren, er-
mittelt. Bei Sdugerzellen bringt man die FPs unter Kontrolle
eines starken Promotors und verfolgt Intensitdt und Vertei-
lung der zelluliren Fluoreszenz iiber mehrere Generatio-
nen.P” Tetrameres E2-Orange und DsRed-Express2 sind auf
diese Art optimiert worden.**
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Moderne RFPs haben weitere verbesserte Eigenschaften
im Vergleich zu den herkommlichen RFPs der ersten Gene-
ration. mOrange2 und TagRFP-T! sind wesentlich photo-
stabiler (Tabelle 1) als ihre Vorliufer mOrange!” und
TagRFP® Andere orangefarbene FPs wie mKO2P und
mKOK! sind heller und reifen schneller, sind aber noch
immer relativ photolabil. Ein neues FP, mRuby,[“] zeichnet
sich durch die groBere Helligkeit aus (Tabelle 1). Zum Ver-
gleich mit RFPs vergleichbarer spektraler Eigenschaften: Die
Helligkeit der orangeroten synthetischen Alexa-Farbstoffe
betrigt 88mMm 'cm™ (Alexa546) bzw. 61mMm ‘cm™
(Alexa568 und Alexa594)."™ Damit ist Alexa546 1.4mal
heller als mKOk, Alexa 568 1.6 mal weniger hell als tdTomato
und Alexa594 1.6 mal heller als mRuby.

Obwohl die neuen RFPs fiir spezielle Anwendungen
einige Vorteile haben, sind manche der fritheren RFPs noch
konkurrenzfihig. Das verbreitete mCherry-Protein” ist
wegen der hohen Photostabilitdt und den guten Ergebnissen
in Fusionen mit anderen Proteinen oft die Markierung der
Wahl. Bei einer Reihe von Anwendungen wie der Markie-
rung von Organellen oder dem Forster-Energietransfer
(FRET) liefert das helle Tandem-Dimer tdTomato!”! optimale
Ergebnisse.

2.1. RFPs in Biosensoren und bimolekularer
Fluoreszenzkomplementierung

Genetisch codierte Biosensoren ermoglichen die Sicht-
barmachung und Quantifizierung der Anderung von enzy-
matischen Aktivitdten, Proteinkonformationen und Metabo-
litkonzentrationen sowie einiger anderer physiologischer
Vorginge in Zellen, Geweben und ganzen Organismen.'?
Weil langwelligeres rotes Licht tiefer in Gewebe eindringt
und weniger Autofluoreszenz anregt, sind RFPs attraktive
Verbindungen fiir Biosensoren in Geweben und Tiermodel-
len.

Es gibt zwei Haupttypen von FP-Biosensoren: FRET-
basierte Biosensoren und Einzel-FP-Biosensoren. Ein aktu-
eller Trend auf diesem Arbeitsgebiet ist die Entwicklung
spektral kompatibler FRET-Biosensoren fiir die gleichzeitige
Abbildung mehrerer biologischer Vorgidnge in einer einzel-
nen Zelle."™ Als FRET-Akzeptoren erwiesen sich mKO2 und
mKOk mit schneller und effizienter Reifung als sehr geeignet
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fiir cyangriine FP-Donoren.!'”' Diese Proteine sind auch
gute FRET-Donoren, wenn sie mit langwellig roten FP-Ak-
zeptoren gekoppelt werden. Die entstehenden FRET-Paare
wiren dann auch kompatibel mit dem géngigen cyan-FP-
(CFP)/gelb-FP(YFP)-FRET-Paar.

Einzel-FP-Biosensoren beruhen auf einer reversiblen
Anderung der Spektren auf spezifische Stimuli hin (Abbil-
dung 1b, Tabelle 2). Solche Biosensoren wurden entwickelt,
um Anderungen von pH, Chlorid- und Metallionenkonzen-
trationen und Redoxpotential nachzuweisen. Der Hauptvor-
teil dieser Biosensoren gegeniiber FRET-basierten Sensoren
liegt in dem viel groBeren dynamischen Messbereich.['”! Die
meisten dieser Sensoren fluoreszieren griin. Vervollstandigt
wird die Auswahl von einigen wenigen roten Einzel-FP-Sen-
soren wie der Biosensor zum Nachweis des Nucleosidtrans-
ports, der auf dem pH-responsiven mNectarin beruht.'* Die
kiinftige Entwicklung orangeroter Sensoren konnte den
gleichzeitigen Nachweis verschiedener Prozesse in einer le-
benden Zelle ermdglichen.

Ein groBer Fortschritt bei der Entwicklung neuer Bio-
sensoren wurde kiirzlich erzielt, als Bakterienkolonien auf die
Expression fluoreszierender Sonden im Periplasma durch-
mustert wurden. Dabei wurde eine Reihe von blauen, griinen
und roten Calciumionen-Biosensoren mit einem Messbereich
von 1000-11000% gefunden.'” Diese Biosensoren beruhten
auf zirkuldr permutierten FPs (cpFPs), die neue N- und C-
Termini in Zentrum einer B-Fass-Struktur tragen. Der rote
Calcium-Biosensor auf Basis des zirkuldr permutierten
mApple wurde zusammen mit einer CFP-YFP-Sonde auf
Adenosin-5'-triphosphat zur gleichzeitigen Bildgebung in
einer einzelnen Zelle eingesetzt.

Zusitzlich zu den normalen Biosensoren werden auch
geteilte Varianten herkommlicher RFPs zum Nachweis von
Protein-Protein-Wechselwirkungen in Tests mit bimolekula-
rer Fluoreszenzkomplementierung (BiFC) verwendet.!"!
Geteilte FPs bestehen aus zwei nichtfluoreszierenden FP-
Teilen, aus denen sich eine fluoreszierende FP-Fass-Struktur
rekonstituiert, wenn die Teile nahe zusammengebracht
werden (Abbildung 1c, Tabelle 2). BiFC ist meist irreversibel,
und es braucht eine gewisse Zeit, bis sich in dem rekonstitu-
ierten FP-Molekiil ein reifer Chromophor gebildet hat.
Dennoch ist dieser Ansatz wegen der Einfachheit und Emp-
findlichkeit manchmal einem FRET-basierten Test vorzuzie-
hen. Unter den verfiigbaren RFP-basierten Systemen kann
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physik am Moskauer Institut fiir Physik und
Technologie ab und promovierte in chemi-
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Abbildung 1. Anwendungen permanent fluoreszierender RFPs unter-
schiedlicher Phinotypen. Die Zylinder stellen FPs dar, die entspre-
chend ihrem spektralen Emissionsbereich eingefarbt sind. Farbige
Pfeile deuten das entsprechende Anregungs- oder Emissionslicht an.
a) Mehrere spektral unterscheidbare FRET-Biosensoren kénnen fiir die
gleichzeitige Abbildung dieser Paare eingesetzt werden. Eine Kombina-
tion aus orangefarbenem FP mit langwelligem RFP-Caspase-Biosensor
(oberer Abbildungsteil) und CFP-YFP-Calcium-Biosensor (unterer Ab-
bildungsteil) sind als Beispiele abgebildet. b) Einzelmolekiil-FP-Biosen-
soren: Eine Verschiebung des Anregungs-/Emissionsmaximums
(oberer Abbildungsteil, pH-Sensor) oder eine Verinderung der Intensi-
tit (unterer Abbildungsteil, Calciumsensor) aufgrund spezifischer Sti-
muli ist das Mess-Signal dieser Biosensoren. c) Mit Mehrfarben-BiFC
lassen sich mehrere unabhingige Paare wechselwirkender Proteine
identifizieren. d) Die Darstellung tiefliegender Gewebe erfordert FPs im
langwelligen Rot mit Anregungs- und Emissionsmaxima im NIRW
(650-690 nm), um die beste Lichtdurchlissigkeit und die niedrigste
Autofluoreszenz zu erreichen. e) Die meisten kduflichen STED-Mikro-
skope haben einen 638-nm-Anregungsstrahl (roter Kreis), der von
einem Donut-férmigen STED-Strahl (750 nm) tberlagert wird. Letzterer
|6scht an der Peripherie der Anregungsfliche sofort die Fluoreszenz
der FPs und verringert damit die Fluoreszenzemission auf einen Fleck
von wenigen zehn Nanometern (roter Punkt). Mit FPs kann so aktuell
eine Aufldsung von ca. 50 nm erreicht werden.” f) Bei der Mehrfar-
ben-Einzellaser-FCCS wird mit einer einzigen Wellenlinge eine Gruppe
von LSSFPs angeregt, die bei verschiedenen Wellenldngen fluoreszie-
ren. g) Bei der Mehrfarben-Zwei-Photonen-Mikroskopie kann eine sub-
zelluldre Aufldsung in tiefliegenden Geweben durch Anregung einer
Gruppe von LSSFPs (die bei verschiedenen Wellenlingen fluoreszie-
ren) mit zwei Photonen einer Wellenlange erzielt werden. h) Eine lang-
same Veridnderung der FT-Farbe ermdglicht die Verfolgung von Parti-
keln innerhalb einer Zelle fiir eine lingere Zeitspanne.
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Tabelle 1: Spektrale und biochemische Eigenschaften moderner RFPs.

. Amax(@bs) | Amax(em) & Helligkeit!™ w1 [Photostabilitét| Oligomeri- Weitere .
Protein [nm] [nm] ' em™] L [mM‘g cm™] pKa [s]™ sierung Eigenschaften Lit
FPs mit autokatalytischer Chromophorbildung
_ —
Herkémmliche FPs Re'f“’;i?:]' 37c
mOrange2 549 58000 | 0.60 35 65 228 M 45 6]
mKOkK 551 105 000 0.61 64 4.2 n.b.™ M 1.8 [10]
TagRFP-T 81000 | 0.41 33 46 337 M 1.7 161
112 000 0.35 39 5.0 1270 M 2.8 [11]
72000 | 022 16 45 96 M 0.25 7
138000 | 0.69 95 47 98 D 1 7
62 500 0.40 25 5.4 93 M M <0.33 [48]
65 000 0.34 22 n.b. n.b.l["’]’ D 0.33 [38]
226 [31]
67 000 0.20 13 54 48[9[]ﬂ M 06 [32]
34.5 [33]
34000 | 0.10 34 50 2057 M 2.1 [32)
65000 | 0.24 16 5.7 300 D schnell [33]
eqFP670 70000 | 0.06 22 45 206['_”] D schnell 133]
) 126000 | 023 29 1050 7]
E2-Crimson 58 500 0.12 71 4.5 3l T 04 [33]
LSSFPs
LSSmOrange 52000 | 045 234 57 21™ M o5 [43]
mKeima 14400 | 024 35 6.5 19 M-D 45 [44]
LSSmKatel 31200 | 0.08 25 32 50 M 1.7 [45]
LSSmKate2 26000 | 0.7 14 27 44" M 25 [45]
Charakteristische
FTs Zeiten [h]"
33400 | 035 12 26 n.b. 9.8
BRawFT 84200 | 005 4 46 nb.® M 28 4]
. 44800 | 0.41 18 2.7 nb® 12
WediumET 73100 | 0.08 6 4.7 n.b.®! M 3.9 [49)
49700 | 0.30 15 2.8 .. 0.25
FastFT 75300 | 0.09 7 2. n.b.T M 71 [49]
500 509 35900 | n.b™ nb.™ 6.0 n.b®
mK-Go | 548 | 561 | 42000 | nb™ n.b. 48 n.b. M 6 (501
Irreversibel photoaktivierbare FPs
e — —
el ol PR B Il i el s
404 bl 6500 nb™ nb.M nb.™ n.b 2000
PAmOhamy1 564 18000 | 0.6 8.3 6.3 91 405 ;511
278 n.b." nb™ nb™ nb™ nb™ nb™ 540
PATagRFP 562 66000 | 0.38 25 53 1611 405 521
442 n.b.® nb® | nb® n.b.® nb.M nb.F
PAmKate 586 628 25000 | 0.18 45 56 2331 100 405 53]
490 507 45000 | 0.50 23 6.6 45 300
Bendra2 553 35000 | 055 19 6.9 378 405/488 4]
 Eodd 506 519 56000 | 0.84 47 56 22 nb® -
573 46000 | 0.66 30 6.4 323 405 (591
505 515 49000 | 069 34 6.6 14 200
KikGR
mel 28000 | 063 18 52 21 205 [56]
19000 | 0.77 15 8.0 17 nb®
mClavGR2 32000 | 053 17 73 175 405 (671
12000 [ nb™ [ _nb™ . " !—
. 47000 | 054 25 54 n.b.F n.b. 405
mirisFP 21000 | nb™ bl 561 571
33000 | 059 19 76 nb™ e
n.b.T n.b.IT n.b.
41100 0.64 26 7.0 n.b.M n.b. 405
NijiFP n.b.FT n.b.T n.b.T 561 [58]
42000 | 065 27 73 np v Hﬁ
113300 | 0.51 58 6.2 2891
PSmMQOrangs 32700 | 0.28 9.2 56 15801 - 480540 | Bl
Reversibel photoschaltbare FPs
[e] [e]
T— 81000 | (0.009) 07 n.b. nb" 3(20) 151]
80000 | (0.02) 1.6 (6.0) n.b.T 550 ([59])
41800 | 0.0017 0.07 b n.b.
mChenyREv 42300 | 0.0051 0.22 5.5) b 3(7)
15300 | 0.0013 0.02 n.b® n.b
rsTagRFP 20
9 36800 | 0.11 ! 66 n.b.

[a] Die Helligkeit in wird bestimmt als das Produkt aus Extinktionskoeffizient ¢ und Quantenausbeute @. [b] pK, ist der pH-Wert, bei dem die
Fluoreszenz halbmaximal ist. [c] Zeit, nach der die Intensitat des Fluoreszenzsignals auf 50 % abgefallen ist. Um die verschiedenen Effizienzen der FP-
Anregung und des Mikroskopaufbaus auszugleichen, wurden die Werte auf die spektrale Ausbeute einer Lampe, die Durchlissigkeitsprofile der Filter,
einen zweifarbigen Spiegel, der fiir das Ausbleichexperiment verwendet wurde, und das Absorptionsspektrum des FP normiert. [d] M, D, TD und T
stehen fiir Monomer, Dimer, Tandem-Dimer bzw. Tetramer. [e] n.b.: nicht bestimmt. [f] Relativ zu mCherry bestimmt.”) [g] Relativ zu mKate2 be-
stimmt.® [h] Relativ zu mKeima bestimmt.* [i] Das Auftreten maximaler blauer Fluoreszenzintensitit und halbmaximaler roter (oder orangefar-
bener) Fluoreszenzintensitit bezeichnet charakteristische Zeiten fiir FTs. [j] Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen vor und nach der Photoum-
wandlung. [k] Relativ zu mOrange2 bestimmt.1!
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Tabelle 2: RFP-Phinotypen und Eigenschaften, die fiir spezifische Anwendungen erforderlich sind.

Anwendung RFP-Phinotyp

wichtigste erforderliche Eigenschaften

FRET-Abbildung
wellig-rote FPs, LSSFPs

Abbildung von Einzel-FP-Biosensoren cpFPs, LSSFPs

herkémmliche RFPs, lang- Helligkeit, Photostabilitit, pH-Stabilitét, schnelle und vollstindige Reifung

reversible Veridnderung des Spektrums auf einen spezifischen Ausléser hin,

Helligkeit, Photostabilitat, effiziente Reifung

Mehrfarben-BiFC geteilte RFPs
rung

Abbildung tiefliegender Gewebe Langwellig rote FPs

STED Langwellig rote FPs
FCCS LSSFPs
Zwei-Photonen-Mikroskopie LSSFPs
Langzeitverfolgung mit FTs FTs

Helligkeit, Photostabilit4t, pH-Stabilitat, schnelle und effiziente Komplementie-

Anregung/Emission im oder nahe dem NIRW, Helligkeit, geringe Cytotoxizitit
Photostabilitat, Helligkeit, liegt monomer vor

Helligkeit, Photostabilitit, schnelle und vollstindige Reifung, liegt monomer vor
Zwei-Photonen-Helligkeit, Zwei-Photonen-Photostabilitit

Helligkeit, Photostabilitit, effiziente Reifung beider Formen, hoher Kontrast

zwischen den Fluoreszenzen der beiden Formen

Zeitraffer-Aufnahmen mit selektiver
Photomarkierung
Langzeit-Bildgebung mit Photomar-
kierung im lebenden Organismus

PAFPs, PSFPs

PAFPs, PSFPs

Photoaktivierungskontrast, Wellenlidnge des Lichts fiir die Photoaktivierung,
Photostabilitat der umgewandelten Form, geringe Phototoxizitat

ins langwellige Rot verschobene Fluoreszenz, geringe Cytotoxizitit, lingere
Wellenlidnge des Lichtes zum Umschalten, Photostabilitat, intrazelluldre Le-

bensdauer

PALM-basierte Techniken PAFPs, PSFPs, rsFPs

Photoaktivierungskontrast, Einzelmolekiil-Helligkeit (Photonenausbeute), Er-

mudungsresistenz (der rsFPs), monomerer Zustand

Photochromer FRET rsFPs

Verschiebung der Absorptionsspektren eines Akzeptors nach lichtinduziertem

Umschalten, hohe Extinktionskoeffizienten, Photostabilitit, vollstindige Reifung

RESOLFT rsFPs

Helligkeit, Ermiidungsresistenz, Photostabilitit, schnelle Umschaltbarkeit mit

Licht, Photoumwandlungskontrast, monomerer Zustand

nur das mKate-Derivat split-Lumin effizient unter physiolo-
gischen Bedingungen bei 37°C reifen und konnte mit geteil-
ten FPs anderer Farben kombiniert werden.!"*"

Eine weitere Methode wurde genutzt, um mit einem FP-
basierten Ansatz die Zellzyklusphase sichtbar zu machen. Die
sequenzielle Expression von zwei verschiedenen FP-Fusi-
onskonstrukten (z.B. mKO2 fusioniert an Cdtl und mAG
fusioniert an Geminin) ergab ein Fucci-Biosensorsystem.!
Aufgrund der zellzyklusabhingigen Proteolyse oszilliert die
Proteinexpression von Cdtl und Geminin gegenl4ufig. Daher
markiert mKO2-hCdtl die Zellkerne wéhrend der G1-Phase
orange, wihrend mAG-hGem die Kerne wihrend der S/G2/
M-Phasen griin markiert. Das Fucci-System ermoglicht es, die
Koordination zwischen Zellzyklus und morphologischen
Anderungen bei neuralen Vorlauferzellen™ und das Fort-
schreiten des Zellzyklus wihrend der Differenzierung, der
Metastasierung von Tumoren!” und der Entwicklung von
Zebrafisch-Embryos zu verfolgen.?!

2.2. RFPs zur Darstellung tiefliegender Gewebe

Die zerstorungsfreie Darstellung dicker (auch lebender)
Proben erfordert eine optische Aufteilung, um Licht au3er-
halb der Brennebene auszublenden. Dies lasst sich unter an-
derem mit Lichtscheiben-Fluoreszenzmikroskopie und Zwei-
Photonen(2P)-Bildgebung erzielen.

Lichtscheiben-Mikroskopietechniken umfassen SPIM
(selective plane illumination microscopy, Mikroskopie mit
selektiver Ebenenausleuchtung),?!!  OPFOS-Mikroskopie
(orthogonal-plane fluorescence optical sectioning microsco-
py),? HILO-Mikroskopie®! (highly inclined and laminated
optical sheet microscopy) und davon abgeleitete Verfahren.
Bei SPIM wird eine Probe von der Seite in einem genau de-
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finierten Volumen um die Brennebene der Mikroskopoptik
beleuchtet (eine Ubersicht findet sich in Lit. [24]). Die Be-
leuchtungsebene und der Strahlengang fiir den Nachweis
stehen senkrecht aufeinander. Hauptvorteil des SPIM-An-
satzes ist die schnelle Aufnahme von Bildern. RFPs wurden
bislang fiir SPIM und andere LSFM-Techniken kaum einge-
setzt.

Die Zwei-Photonen-Mikroskopie bringt vor allem bei der
Darstellung tiefliegender Gewebe hervorragende Ergebnisse,
weil Fluoreszenz von auflerhalb der Brennebene und Licht-
streuung stark verringert werden und dies mit der besseren
Gewebedurchdringung durch infrarotes Licht kombiniert
wird.”! AuBerdem wird beim Zwei-Photonen-Bildgebung das
Ausbleichen der Sonden in dicken Proben insgesamt redu-
ziert, weil es auf die Brennebene beschrinkt bleibt.”! Da
allerdings die Intensititen der Zwei-Photonen-Anregung mit
Femtosekundenpulsen ein etwa zehnfach schnelleres Aus-
bleichen nach sich ziehen als bei der Ein-Photonen-Anre-
gung,” sind die Ergebnisse der 2P-Aufnahmen fiir diinne
Proben weniger gut.

2P-Bildgebung mit herkommlichen orangefarbenen und
roten FPs wird durch die geringe Energieausbeute einge-
schrénkt, die die modengekoppelten durchstimmbaren Titan-
Saphir-Standardlaser in den meisten kommerziellen 2P-Mi-
kroskopen oberhalb von 1000 nm auszeichnet. Um den Hel-
ligkeitsverlust oberhalb von 1000 nm auszugleichen, greift
man auf optische parametrische Oszillatoren (OPO) zuriick.
Zwei-Photonen-Quellen fiir OPO-Femtosekundenpulse lie-
fern Licht zwischen 1000 nm und 1600 nm Wellenldnge mit
einer maximalen Energieausbeute bei ca. 1200 nm. Wihrend
OPO-Systeme als Einzellosungen kommerziell erhiltlich
sind, wurden sie als Mikroskop-Lichtquellen fiir biologische
Anwendungen erst vor kurzem verfiigbar gemacht. Aufler-
dem wurden Spezialanfertigungen fiir Zwei-Laser-zwei-Pho-

www.angewandte.de

Chemie

10887


http://www.angewandte.de

10888 www.angewandte.de

Angewandte

Aufsiitze

tonen-Mikroskope, die Fluorophore in den Bereichen 750-
1040 nm und 1100-1600 nm anregen konnen, beschrieben.?”!
Ein héaufigerer Einsatz der Zwei-Photonen-OPO-Quellen
sollte die Moglichkeiten von RFPs in der Zwei-Photonen-
Bildgebung ausweiten.

Aus der Charakterisierung der Ein-Photonen-Anregung
von FPs kann man ihr Verhalten bei Zwei-Photonen-Anre-
gung nicht uneingeschrinkt ableiten.”®! Anders als der Ein-
Photonen-Absorptionsquerschnitt (also der Extinktionsko-
effizient) reagiert der Absorptionsquerschnitt einer Zwei-
Photonen-Anregung auf ein elektrisches Feld in der Umge-
bung des Chromophors in einem FP und wird durch geladene
Aminosduren und das Netz von Wasserstoffbriicken in der
Mikroumgebung des Chromophors beeinflusst. Es ist auch
nicht moglich, die optimale Wellenldnge fiir die Zwei-Pho-
tonen-Anregung aus dem Ein-Photonen-Anregungsspektrum
abzuleiten. Au3erdem unterscheiden sich die Reaktionen des
Photobleichens fiir Ein- und Zwei-Photonen-Bestrahlung.*!
Daher bendtigt man RFPs, die speziell fiir die Zwei-Photo-
nen-Anregung optimiert sind (Tabelle 2).

3. Langwellig rot fluoreszierende Proteine

Die Entwicklung von hellen FPs fiir langwelliges Rot ist
ein rasch wachsendes Gebiet. Diese FPs sind FPs anderer
Farben bei der Darstellung von Geweben oder ganzen Or-
ganismen iiberlegen, weil Sdugergewebe wegen der starken
Absorption von Hidmoglobin unterhalb von 650 nm fiir 14n-
gerwelliges Rotlicht durchlissiger ist.”” Um den Erforder-
nissen fiir die Darstellung tiefliegender Gewebe gerecht zu
werden, wurden in letzter Zeit einige neue FPs fiir langwel-
liges Rotlicht entwickelt. Am langwelligsten fluoreszieren
monomeres mNeptuneP!! und TagRFP657,%% dimeres
eqFP650™! und eqFP670™! und tetrameres E2-Crimson™
(Tabelle 1. E2-Crimson, eqFP650 und eqFP670 wurden spe-
zifisch auf geringe Cytotoxizitédt hin optimiert.

Ausgehend von bakteriellen Phytochromen wurden au-
Berdem mehrere FPs fiir nahes Infrarot entwickelt, so
IFP1.4%Y und iRFP™! Die Fluoreszenz dieser Proteine geht
auf einen exogenen Tetrapyrrol-Chromophor, Biliverdin,
zuriick, der in Sdugerzellen verbreitet vorkommt. Bakterielle
Phytochrome sind vielversprechende Verbindungen, von
denen aus kiinftig langwellig rot und infrarot fluoreszierende
Proteine entwickelt werden konnen. Die gegenwirtig in
diesem Bereich verfiigbaren FPs stehen organischen Farb-
stoffen in ihrer Helligkeit noch nach. Das hellste FP fiir
langwelliges Rot, E2-Crimson, erreicht nur ein Drittel der
Helligkeit von Alexa647." Die Verbesserung genetisch co-
dierter langwellig rot fluoreszierender Sonden ist eine wich-
tige Aufgabe.

3.1. Langwellig rot fluoreszierende Proteine fiir die Ganzkérper-
Bildgebung

Eine optimale Sonde fiir die Ganzkorper-Bildgebung
sollte ein Anregungs- und Emissionsspektrum zwischen 650
und 950 nm im Nahinfrarotbereich (near-infrared optical
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window, NIRW) haben, in dem Sdugergewebe die geringste
Absorption durch Hidmoglobin, Melanin und Wasser auf-
weisen®” (Abbildung 1d, Tabelle 2). Die Absorption des
Gewebes im NIRW fillt so drastisch ab, dass sogar schwach
emittierende dunkelrote FPs deutlich bessere Ergebnisse
liefern als helle griine FPs.*® Keines der herkommlichen
langwellig roten FPs, die bislang entwickelt wurden, hat ein
Anregungsmaximum innerhalb des NIRW. Der praktische
Nutzen von FPs fiir die Bildgebung tiefliegender Gewebe
kann iiberpriift werden, indem man die scheinbare Helligkeit
bei Anregungswellenldngen in der Ndhe des NIRW in le-
benden Tieren bestimmt. In aktuellen Untersuchungen
wurden langwellig rot fluoreszierende Proteine in verschie-
denen Ansitzen verglichen, z. B. durch Injektion von Proben
gereinigter FPsP*%" oder von Siugerzellen, die FPs expri-
mieren,® in Tiere oder durch die direkte Expression von FPs
in Xenopus-Embryonen™ oder in transgenen Miusen.
mKate2, mNeptune, eqFP650 und Katushka iibertrafen die
tibrigen roten und langwellig roten FPs. Wichtig ist gleich-
zeitig, dass langwellig rote FPs fiir Untersuchungen an Tieren
nur gering cytotoxisch sind.

3.2. Langwellig rote FPs bei superaufliésender Bildgebung

Langwellig rot fluoreszierende Proteine haben ihre An-
wendung auch in der superauflosenden Bildgebung gefunden.
Die rotverschobene Anregung von FE2-Crimson!*! und
TagRFP657%? wurde zur superauflésenden STED-Mikro-
skopie (STED, stimulated emission depletion)*! mit einem
kommerziellen STED-Mikroskop unter Laseranregung bei
635-640 nm genutzt (Abbildung 1e). Weil E2-Crimson ein
Tetramer ist, kann es hauptsdchlich zur Markierung ganzer
Zellen und des Lumenraums von Organellen dienen.
TagRFP657 als Monomer wurde mit einzelnen Zellproteinen
fusioniert, um damit STED-Bilder zu erhalten.®?? Die
Haupterfordernis an diese FPs fiir eine effiziente STED-
Abbildung ist hohe Photostabilitit (Tabelle 2 und 3).

4. RFPs mit grofler Stokes-Verschiebung

Eine groBe Stokes-Verschiebung (large Stokes shift, LSS),
also ein Abstand zwischen Anregungs- und Emissionsmaxi-
mum von mehr als 100 nm, ist ein wichtiges Merkmal einer
Untergruppe von FPs, die als LSSFPs bezeichnet werden. Mit
LSSFPs erhilt man spektral auflosbare Farben fiir Mehrfar-
ben-Abbildungsverfahren. Neben griinen™! und gelben
LSSFPs gibt es das orangefarbene LSSmOrange™! und drei
rote LSSFPs, namlich mKeima,* LSSmKatel und LSSm-
Kate2®! (Tabelle 1). Alle rotverschobenen LSSFPs absor-
bieren bei 440-460 nm und fluoreszieren im roten Spektral-
bereich. LSSmOrange strahlt unter den rotverschobenen
LSSFPs am hellsten. LSSmKate2 iibertrifft mKeima durch
hohe pH-Stabilitét, Photostabilitdt und Helligkeit. Auerdem
fehlt ein zusitzliches Anregungsmaximum im gelben Bereich.
Die Uberpriifung von LSSmKate? in stabil exprimierenden
Sdugerzellen zeigte die niedrige Zytotoxizitit.*!
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4.1. LSSFPs in FCCS-, Zwei-Photonen- und FRET-Verfahren

Die spektralen Eigenschaften von LSSFPs sind von Vor-
teil fiir Mehrfarben-Anwendungen mit einer einzelnen An-
regungswellenlinge (Tabelle 2). Fluoreszenz-Kreuzkorrela-
tionsspektroskopie (FCCS) ist eine Unterart der Fluoreszenz-
Korrelationsspektroskopie (FCS), die darauf optimiert ist, die
Wechselwirkung von Proteinen mit vergleichbaren Moleku-
largewichten zu untersuchen. Bei der Zwei-Farben-FCCS ist
der Grad der Kreuzkorrelation zwischen den beiden Signalen
ein Ma8 fiir den prozentualen Anteil der wechselwirkenden
Paare. Im Unterschied zu FRET hingt FCCS nicht von der
engen Nachbarschaft oder einer vorteilhaften Orientierung
der FPs zueinander ab.*! Ein Zwei-Farben-FCCS-Aufbau
mit einem Laser ist dem mit zwei Lasern iiberlegen, da die
prézise Ausrichtung der beiden Laser auf das gleiche konfo-
kale Volumenelement nicht erforderlich ist. Das LSSFP
mKeima wurde effizient zusammen mit CFP mit dem glei-
chen Laser angeregt, was eine Zwei-Farben-FCCS™¥ ergab
(Abbildung 1 f). Diese Strategie wurde mit den FPs blau
fluoreszierendes Protein, griines LSSFP, LSSmOrange und
LSSmKatel bis zu einer Vier-Farben-FCCS ausgeweitet.[*’]

Das relativ langsame Schalten zwischen den Wellenldngen
in kommerziellen Zwei-Photonen-Mikroskopen schriankt die
Abbildung schneller dynamischer Ereignisse mit mehrfarbi-
gen Sonden ein. Die Verwendung von roten LSSFPs zusam-
men mit cyan fluoreszierenden Proteinen ermoglichte eine
Zwei-Farben-zwei-Photonen-Bildgebung in  Echtzeit!*>*")
(Abbildung 1g).

Rote LSSFPs sind attraktive Sonden fiir FRET-Verfah-
ren. Sie sind mogliche Donoren fiir langwellig rote FPs und
mogliche Akzeptoren fiir blaue FPs. Der groBe Abstand der
Anregung eines roten LSSFP-Donors und der Emission eines
roten LSSFP-Akzeptors von den Spektren der entsprechen-
den FRET-Partner sollte ein schwaches Hintergrundsignal
und eine hohe Empfindlichkeit der FRET-Messung sicher-
stellen. Die LSSFP-basierten FRET-Paare lassen sich auch
mit anderen FRET-Paaren kombinieren (Abbildung 1a). So
wurde kiirzlich ein FRET-Paar aus LSSmOrange-mKate2 in
Kombination mit einem CFP-YFP-FRET-Biosensor einge-
setzt, um gleichzeitig zwei Prozesse in einer einzelnen Zelle
abzubilden.*!

4.2. LSSFPs in Biosensoren mit einem FP

Ratiometrische Biosensoren mit einem FP (Abbil-
dung 1b) konnten mit LSSFP-Varianten entwickelt werden,
die durch einen spezifischen Stimulus zwischen zwei Zu-
stinden geschaltet werden konnen und die entweder eine
grofle Stokes-Verschiebung oder eine regulidre Stokes-Ver-
schiebung ihrer Fluoreszenz haben. Die entsprechende Um-
wandlung des Chromophors zwischen einem neutralen und
einem anionischen Zustand (siche Abschnitt 8) stellt die
Basis fiir einen solchen Biosensor dar. Ein pH-Biosensor,
pHRed mit einer Emission bei 610 nm, wurde aus mKeima
entwickelt.”!] Das Mess-Signal ist eine ratiometrische Ande-
rung der Anregungsmaxima bei 440 nm und 585 nm. Ratio-
metrische Sensoren sind anderen Sensortypen vorzuziehen,
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weil sie nicht von Artefakten wie veridnderlichen Protein-
konzentrationen, Zelldicke, Zellbewegung und Anregungs-
intensitit beeinflusst werden. Aulerdem ist mit dem pHRed-
Biosensor eine Zwei-Farben-Abbildung in Kombination mit
dem griinen ATP-Sensor Perceval moglich.*!

5. Fluoreszierende Schaltuhren

Ein fluoreszierendes Schaltuhrprotein (FT) verdndert
seine Fluoreszenzfarbe iiber die Zeit. Dieses Phédnomen
beruht auf einer langsamen Chromophorbildung mit einer
Ubergangs- und einer endgiiltigen Form des Chromophors,
die in unterschiedlichen Spektralbereichen fluoreszieren. Der
zeitlich vorhersehbare Ablauf der Farbwechsel ermoglicht die
quantitative Analyse zeitlicher und rdumlicher Vorginge
in vivo (Abbildung 1h). Im Unterschied zu den in Abschnitt 6
beschriebenen photoaktivierbaren FPs, die geeignet sind,
schnelle intrazellulire Dynamik zu verfolgen, werden FTs
typischerweise eingesetzt, um relativ langsame Prozesse zu
untersuchen.

Es gibt zwei Typen von FTs. Die einen leiten sich von
mCherry ab. Die monomeren schnellen, mittleren und lang-
samen FTs (Fast-, Medium- bzw. Slow-FT; Tabelle 1) dndern
ihre Fluoreszenz im Lauf der Zeit von Blau nach Rot.* Die
blauen und roten Formen der FTs sind hell und pH-stabil. Die
Umwandlung der blauen in die rote Form verléauft vollstandig.
Unter Bestrahlung mit intensivem violettem Licht kommt es
jedoch zu einer messbaren Umwandlung der blauen in die
rote Form, was den Einsatz kompliziert (Tabelle 2). Ein FT
eines anderen Typs ist monomeres Kusabira Green Orange
(Mk-GO; Tabelle 1). Es dndert im Lauf der Zeit seine Farbe
von Griin nach Orange.’” Im Unterschied zu den von
mCherry abgeleiteten FTs reifen die beiden Formen von Mk-
GO unabhingig voneinander. Die griine Variante ver-
schwindet nach der Reifung der orangefarbenen Variante
nicht. Es verschiebt sich lediglich das Verhéltnis Orange zu
Griin von anfinglich etwa 0.1 auf 0.7 nach vollstindiger
Reifung. Die Lichtempfindlichkeit von mK-GO wurde zwar
nicht untersucht, doch sollte die unabhéngige Reifung der
beiden Formen eine durch Belichtung ausgeloste Umwand-
lung von Griin nach Orange verhindern.

Monomere FTs konnen eingesetzt werden, um das Alter
mit FT markierter Proteine zu bestimmen. Mit Medium-FT™!
und mK-GOP lieB sich auch das Alter von Kompartimenten
bestimmen, die an Autophagie und Encocytose beteiligt
waren.

6. Photoaktivierbare RFPs

FPs, deren Fluoreszenzeigenschaften durch Licht regu-
liert werden, sind fiir verschiedene selektive Photomarkie-
rungstechniken vom Verfolgen von Partikeln bis zu super-
auflosenden Abbildungsverfahren geeignet. Diese Gruppe
von FPs wird als photoaktivierbare FPs (PAFPs) bezeichnet.
Wichtige Eigenschaften der PAFPs sind der Photoaktivie-
rungskontrast und die Helligkeit von Ausgangs- und photo-
aktivierter Form. Der Photoaktivierungskontrast ist das Ver-
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héltnis der Fluoreszenzintensitdt nach der Photoaktivierung
zur Fluoreszenzintensitédt vor der Photoaktivierung. Im Fall
der lichtschaltbaren FPs (FSFPs) ist er definiert als das In-
tensititsverhédltnis zwischen zwei fluoreszierenden Formen
vor und nach der Umwandlung durch Licht.”l Der stirkere
Kontrast ergibt ein besseres Signal/Rausch-Verhéltnis. Ein
anderer Parameter, der zu beriicksichtigen ist, ist die Licht-
intensitét, die notwendig ist, um die Lichtaktivierung auszu-
16sen: sie sollte nicht so hoch sein, dass sie die Zelle schédigt,
aber auch nicht so niedrig, dass es zu spontaner Lichtakti-
vierung kommen kann.

Gegenwirtig sind drei Typen irreversibler roter PAFPs in
Gebrauch: Dunkel-zu-Rot-photoaktivierbare PamCherry-
dhnliche RFPs, Griin-zu-Rot-schaltbare Kaede-dhnliche
RFPs und Orange-zu-langwelligem-Rot-lichtschaltbare FPs,
zu denen das kiirzlich entwickelte FsmOrange gehort.

Dunkel-zu-Rot-PAFPs wie PamCherry®!! und PATag-
RFPP (Tabelle 1) durchlaufen eine Aktivierung von einem
dunklen Zustand zu einer roten Fluoreszenz, wenn sie mit
violettem Licht von 405 nm bestrahlt werden. PATagRFP
tibertrifft PamCherry an Helligkeit und Lichtstabilitit. Das
aktuell neu entworfene Dunkel-zu-langwelligem-Rot-wech-
selnde PamKAte erginzt die beiden genannten PAFPs
spektral %]

Kaede-dhnliche PSFPs werden mit violettem Licht von
einer griin in eine rot fluoreszierende Form umgewandelt.
Monomeres Dendra2,* mEos2P! und mKikGRP® sind ge-
genwirtig die besten PSFPs dieser Gruppe (Tabelle 1). Uber
ein rationales Design erhielt man kiirzlich aus herkommli-
chem monomerem cyan FP ein Griin-zu-Rot-PSFP,
mClavGR2.5]

Ausgehend von EosFP'® und Dendra2-Varianten wurden
mehrere FPs mit einem komplexen Phénotyp entwickelt, der
sowohl Eigenschaften irreversibler als auch reversibler PSFPs
aufweist. Zunéchst kommt es dhnlich wie bei den Kaede-
dhnlichen PSFPs bei Bestrahlung mit violettem Licht zu
einem irreversiblen Umschalten von IrisFP® seiner mono-
meren Variante mIrisFPP” und NijiFPP® in gleichzeitig griine
und rote Formen. Die anschlieende Bestrahlung der griinen
Formen dieser FPs mit 488 nm und wenig intensiven Lasern
mit 405 nm fithrt zu einem reversiblen An- und Ausschalten
des griilnen Chromophors. Die Bestrahlung der roten Formen
mit Licht von 532 nm iiberfiihrt die roten Chromophore in
den ,,Aus“-Zustand, wihrend eine Bestrahlung mit 440 nm
sie wieder einschaltet (Tabelle 1).

Das vor kurzem beschriebene PSmOrangel” ist in seinem
Ausgangszustand orange und fluoresziert nach Bestrahlung
mit blaugriinem Licht im langwelligen Rot (Tabelle 1). Die
rotverschobene Emission beider Formen im Vergleich zu
griin-nach-rotem PSFPs und das langwelligere Licht zur
Auslosung des Umschaltvorgangs sind von Vorteil fiir An-
wendungen in lebenden Zellen (Tabelle 2).

6.1. PAFPs als Photomarkierungen fiir eine Langzeit-Bildgebung
PAFPs konnen als selektive Photomarkierungen eines

bestimmten Proteins, einer spezifischen Organelle oder einer
Zelle dienen. Die Markierung eines Proteins durch Fusion
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mit PAFPs dient der Untersuchung von Dynamik und
Durchsatz von Proteinen. An markierten Organellen lassen
sich Teilungs- und Verschmelzungsereignisse nachvollziehen.
Die Verfolgung von Zellen dient der Untersuchung von
Entwicklung, Carcinogenese und Entziindungsreaktionen.®”
Spezifische Eigenschaften, die PAFPs fiir Langzeit-Abbil-
dungen in vivo prédestinieren, sind der Photoaktivierungs-
kontrast, die Wellenlédnge des Anregungslichts, die Photo-
stabilitdt der aktivierten Form, die (geringe) Phototoxizitét
und die Durchsatzgeschwindigkeit von PAFP oder dem Fu-
sionsprotein (Tabelle 2). Die letzten drei Parameter bestim-
men den Zeitraum, wéhrend dessen das markierte Objekt
verfolgt werden kann.

Es ist hilfreich, wenn PAFPs im Anfangsstadium mit Licht
abgebildet werden konnen, das keine Photoaktivierung aus-
16st. Daher sind Kaede-idhnliche Proteine wie mKikGR, %!
mEos2,>! Dendra2® und ihre Derivate gegenwirtig die be-
vorzugten monomeren Markierungen fiir verschiedene Arten
von Langzeit-Experimenten. Dendra2 ist von besonderem
Interesse, denn es ldsst sich mit blauem Licht umwandeln, das
fiir Zellen weniger schidlich ist als violettes Licht.’" Das
Protein wurde eingesetzt, um das Metastasierungsverhalten
individueller Tumorzellen in lebenden Méusen zu verfol-
gen®! und um die Actinpolymerisation in invasiven Struk-
turen von Mausmakrophagen und Adenocarcinomzellen ab-
zubilden.®™ Neue Moglichkeiten zum Verfolgen von Parti-
keln ergaben sich mit der Entwicklung von PSmOrange.””!
Dieses PSFP ist spektral getrennt vom cyan/griinen PSCFP2-
Protein® und erméglicht daher die gleichzeitige Beobach-
tung von vier unterschiedlichen Zellpopulationen. Orange
und langwellig rote Farben von PSmOrange sind von ge-
wohnlichem mCherry unterscheidbar. Weil fiir die lichtge-
steuerte Umwandlung blaugriines Licht notwendig ist, das
von Geweben zehnfach weniger stark absorbiert wird als
violettes Licht, kann PSmOrange auch im Inneren lebender
Miuse umgewandelt werden™” (Abbildung 2a).

Neue Anwendungen koénnen sich durch den Einsatz von
PAFPs in FRET-Bildgebungsverfahren ergeben. Ein einfa-
cher Ansatz kann auf der Photoaktivierung eines spezifischen
PAFP in einem Zellkompartiment und der anschlieBenden
Beobachtung von FRET zwischen dem PAFP-Donor und
einem herkdmmlichen RFP-Akzeptor in einer anderen
Zellregion beruhen. Ein anderer moglicher Ansatz wire das
durch FRET erleichterte Photoschalten, in dem die Um-
wandlung von PAFP durch FRET von einem FP-Donor
ausgelost wird. Dieser Ansatz konnte dabei helfen, Protein-
wechselwirkungen innerhalb der Zelle zu kartieren.

6.2. PAFPs bei superauflésenden Abbildungsverfahren

Der Phinotyp von PAFP ist entscheidend fiir photoakti-
vierte Lokalisationsmikroskopie (PALM)®! und die #hnli-
chen superauflssenden Fluoreszenz-PALM-Methoden!™
(FPALM; Tabelle 3, Abbildung 2b). PALM beruht auf der
Abbildung eines einzelnen Molekiils. Die Helligkeit dieses
Molekiils, definiert als Zahl der emittierten Photonen, und
der Kontrast zwischen dem Hintergrund und der Photonen-
ausbeute infolge der Photoaktivierung sind entscheidende
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Abbildung 2. Anwendungen fiir irreversibel und reversibel schaltbare RFPs.
Die Zylinder stellen RFPs dar, die entsprechend ihrem spektralen Emissions-
bereich eingefirbt sind. Farbige Pfeile deuten das entsprechende Anregungs-,
Emissions- und Aktivierungslicht an. a) Zur Bildgebung am lebenden Orga-
nismus mit selektiver Photomarkierung kénnen PSFPs im Tier umgeschaltet
werden, und die markierten Zellen lassen sich dann verfolgen. b) PALM-ba-
sierte Verfahren beruhen auf der genauen Lokalisierung (ca. 20 nm)®! ein-
zelner PAFP-Molekiile (farbige Punkte). Der Zyklus fiir die Erzeugung der
Abbildung umfasst die stochastische Photoaktivierung der PAFP-Molekiile,
die Erfassung der Fluoreszenz und das anschlieffende Ausbleichen der licht-
aktivierten Molekiile. Der Zyklus wird viele Male wiederholt, um ein super-
aufgelostes Bild zu erzeugen. sptPALM erméglicht die Nachverfolgung loka-
lisierter einzelner Molekiile in lebenden Zellen. c) Fiir den photochromen
FRET werden rsFPs eingesetzt, die beim lichtinduzierten Umschalten ihre
Absorption dndern. Ein FRET liuft mit einem rsFP im ,Ein“-Zustand ab,
nicht aber mit dem rsFP im ,Aus“-Zustand. Mit pcFRET kann man also ein
Kontrollbild der gleichen Probe ohne FRET erhalten, indem man den FRET
zeitweise ausschaltet. d) Die RESOLFT-Mikroskopie setzt einen ,,Ein“-Strahl
(blauer Pfeil) und einen tiberlagerten Donut-férmigen ,,Aus“-Strahl (gelber
Pfeil) ein, um den beugungsbegrenzten Fleck eingeschalteter rsFPs so zu
verfeinern, dass er kleiner ist als die Beugungsgrenze (roter Punkt). Gegen-
wirtig wird eine Auflésung mit FPs von 40 nm erzielt.[*"

Eigenschaften der FPs fiir diese Methodengruppe (Tabelle 2
und 3). Da bei PALM-Verfahren ein hoherer Kontrast auch

Angewandte

25 nm Auflosung dargestellt."'! PATagRFP zusammen mit
PAGFP wurde in einer Zwei-Farben-PALM zur Einzel-
partikelverfolgung (sptPALM) in lebenden Zellen einge-
setzt® Mit dem sptPALM-Verfahren lisst sich gut die
Stochiometrie von colokalisierten oder wechselwirkenden
Proteinen auf Einzelmolekiilebene untersuchen. FPALM-
Bildgebung von drei PAFPs gleichzeitig in lebenden oder
fixierten Zellen gelang mit dem Dunkel-zu-langwellig-
roten PAmKAte zusammen mit PAmCherryl und
Dendra2.” PSmOrange wurde ebenfalls in der PALM-
Bildgebung eingesetzt, wobei zum ersten Mal zur Aktivie-
rung Licht der Wellenlinge 488 nm eingestrahlt wurde.”

Die Photoaktivierung von PAmCherry ist auch mit
einer Zwei-Photonen-Bestrahlung moglich. Diese Ei-
genschaft wurde genutzt, um intrazelluldre Strukturen
bei hoher Auflosung (<50 nm laterale und < 100 nm
axiale Auflosung) in einer Tiefe von ungefdahr 8 um mit
3D-PALM darzustellen.® AuBerdem wurde PAm-
Cherry in einer Kombination von PALM- und SPIM-
Techniken in 3D-Superauflosung fiir die Abbildung
einer lebenden Zelle verwendet.®”

Unter den Kaede-dhnlichen PSFPs sind tdEosFP,
mEos2 und Dendra2 die bevorzugten Sonden fiir PALM.
tdEosFP® zeichnet sich durch einen hohen Umschalt-
kontrast und eine hohe Photonenausbeute aus. Das
Protein erbrachte gute Ergebnisse in 2D-Y und 3D-
2PALM-Methoden. Der Einsatz von tdEosFP in 3D-
interferometrischer PALM (iPALM) mit simultaner
Multiphase-Interferometrie von Photonen aus jedem
fluoreszierenden Molekiil ermoglichte die Kartierung
der nanoskaligen Proteinorganisation in Adhésionszen-
tren.”? Da kleinere Sonden fiir Markierungen durch
Proteinfusion besser geeignet sind, weil sie eine ge-
nauere Lokalisation ermoglichen, ist monomeres mEos2
eine gute Alternative zu dem doppelt so grolen dimeren
tdEosFP.">] Monomeres Dendra2 diente in einem Po-
larisations-FPALM-Experiment zur Bestimmung der
Orientierung einzelner Molekiile in zelluldren Struktu-
ren? In Versuchsaufbauten zur superauflosenden
Bildgebung wurden die reversibel und irreversibel
schaltbaren mlrisFP und NijiFP in einer Kopplung mit
einer selektiven ,,Pulse-Chase“-Photomarkierung ver-
wendet.>%!

7. Reversibel lichtschaltbare RFPs

Reversibel lichtschaltbare FPs (rsFPs) konnen wie-

eine hohere rdumliche Ausbeute bedeutet, sind rotverscho-
bene FPs, deren Abbildungsqualitdt durch eine schwéchere
Hintergrund-Autofluoreszenz ausgezeichnet ist, bevorzugte
PALM-Sonden.

Die Dunkel-nach-Rot-PAFPs PAmCherry®!! und PATag-
RFP® sind wertvolle Sonden fiir Zwei-Farben-PALM.
Anders als Kaede-dhnliche Griin-nach-Rot-PSFPs zeigen
diese Proteine keine griine Fluoreszenz, was ihren kombi-
nierten Einsatz mit griinen PAFPs ermoglicht. Durch Zwei-
Farben-PALM mit PAmCherry und PAGFP wurden Cluster
von Transferrin-Rezeptoren und Clathrinmolekiilen mit
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derholt zwischen einem fluoreszierenden und einem nicht-
fluoreszierenden Zustand umgeschaltet werden. Diese Ei-
genschaft ermoglicht neue Anwendungen in der Bildgebung.
Wichtige in neuerer Zeit entwickelte rote rsFPs sind vor allem
rsCherry,?” rsCherryRevP! und rsTagRFP (Tabelle 1). Die
Bestrahlung von rsTagRFP mit 550-570 nm schaltet den rot
fluoreszierenden Zustand, der bei 567 nm absorbiert, in einen
dunklen Zustand mit einer Absorption von 440 nm um. Be-
strahlt man mit 430-450 nm, wandelt sich der dunkle Zustand
wieder in den fluoreszierenden Zustand um. rsCherry und
rsCherryRev sind rote rsFPs, die mit Licht der Wellenldngen
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Tabelle 3: Superauflésende Fluoreszenzmikroskopie-Techniken mit FPs.

Superauflésende Weitfeldansitze nutzen die Méglichkeit, Fluoreszenzsonden wie FPs und organische Farbstoffe mithilfe verschiedener Uberginge in
einem fluoreszierenden Molekiil an- und auszuschalten (Ubersichtsartikel siehe Lit. [67]). Diese Techniken lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Die
erste beruht auf einer Bestrahlung in einer definierten Anordnung, die zweite auf der Lokalisation von Molekiilen. Die erste Gruppe hingt von
nichtlinearen abbildenden Molekiilen insgesamt ab, wihrend die zweite sich auf den optischen Nachweis einzelner Molekiile und die anschlieRende
Rekonstruktion ihrer Koordinaten stiitzt.

Techniken auf Basis der Abbildung von Molekiilgruppen

Zu diesen Fluoreszenztechniken gehéren unter anderem die stimulierte Unterdriickung der Emission (STED, stimulated emission depletion), die
Grundzustandsabreicherung (GSD, ground-state depletion),’® SSIM (saturated structured illumination microscopy)®® und der reversible, sattigbare
optische Fluoreszenziibergang (RESOLFT, reversible saturable optical fluorescence transition).”” STED nutzt den Ubergang zwischen dem fluores-
zierenden Singulett- und dem Grundzustand einer Sonde. Dieselben Zustinde werden bei SSIM genutzt, wiahrend an GSD fluoreszierende Singulett-
und langlebige dunkle Triplettzustande beteiligt sind. RESOLFT beruht auf reversibel umschaltbaren Sonden mit metastabilen fluoreszierenden und
dunklen Zustanden.

Bei STED wird die Probe mit zwei synchronisierten ultraschnellen Lichtstrahlen beleuchtet: dem Anregungslaserpuls und dem colinearen Abreiche-
rungslaserpuls. Die entstehende Donut-férmige Abreicherungszone um den beugungsbegrenzten Anregungsfleck erzeugt einen konzentrierten
effektiven Fluoreszenzfleck mit einer gesteigerten Auflésung bis zu mehreren zehn Nanometern in lateraler Richtung. Ein superaufgeldstes Bild wird
erzeugt, indem man mit den beiden Strahlen die Probe abrastert. Fiir die Abreicherung der angeregten FP-Zustinde benétigt STED extrem intensives
Licht (10 MWcm™?), wodurch die Abbildung lebender Zellen eingeschrankt wird.’>”"! Weil die gleiche Stelle mehrfach bestrahlt wird, um ein Bild zu
erzeugen, ist die wichtigste Eigenschaft einer Fluoreszenzsonde fiir dieses Verfahren ihre Photostabilitit. Helle Sonden, die durch die Wellenlinge des
Abreicherungslasers iiberhaupt nicht angeregt werden, sind ebenfalls gut einsetzbar. Mit STED mit FPs wurde eine Auflésung von ca. 50 nm
erreicht.””

GSD erfordert eine geringere Lichtintensitat (ca. 10 kWcm ) als STED. Bei SSIM wird das Beleuchtungsmuster durch die Interferenz zweier
Uiberlagerter Strahlen erzeugt, mit denen die Probe abgerastert wird."? Die maRigen Lichtstirken fir SSIM (ca. 100 Wcm™2) erméglichen auch die
Abbildung lebender Zellen.

Da RESOLFT ein Wechseln zwischen zwei metastabilen Zustanden einer Sonde beinhaltet, werden geringe Lichtintensitaten im Bereich von 1-10
Wcem™ benétigt. RESOLFT kann daher als superauflésende Mikroskopie an lebenden Zellen angewendet werden.””! Typischerweise sind ungefahr
1000 Schaltzyklen erforderlich, um eine 10-fach bessere Auflésung zu erhalten.*”®! Die kritische Eigenschaft der Sonde ist daher die Ermiidungsre-
sistenz.” Vor kurzem wurde durch RESOLFT mit einem sehr photostabilen rsFP eine Auflésung von 40 nm in lebenden Zellen erreicht.*!

Techniken auf Basis einer Einzelmolekiil-Abbildung

[65] [76]

Zu diesen Techniken gehdren photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie (PALM),"™! stochastisch-optische Rekonstitutionsmikroskopie (STORM),
direkte STORM (dSTORM),"" Grundzustand-Abreicherungsmikroskopie (GSDIM, ground-state depletion microscopy),’® BaLM (bleaching-blinking
assisted localization microscopy)® und verschiedene verwandte Ansitze wie Einzelpartikelverfolgungs-PALM (sptPALM, single-particle tracking
PALM)F?, 3D-PALM,B% 3D-iPALM,®" PALM mit unabhingig laufender Datenerfassung (PALMIRA, PALM with independently running acquisition),”
Polarisations-FPALM,® PALM mit Stroboskop-Beleuchtung (S-PALM),®I PALM fiir lebende Zellen,®! Mehrfarben-PALME" und andere. Alle Verfahren
nutzen das Umschalten zwischen dem fluoreszierenden und dem dunklen Zustand der Fluoreszenzsonde, mit Ausnahme von GSDIM, wo der
Ubergang zwischen dem fluoreszierenden Singulett- und dem langlebigen dunklen Triplett-Zustand ausgenutzt wird.

Bei PALM wird eine kleine Zahl einzelner PAFP-Molekiile stochastisch mit geringer Lichtintensitit photoaktiviert, dann abgebildet und ausgebleicht.
Dieser Vorgang wird viele Male wiederholt, um Bilder von entfernt liegenden Untergruppen von Molekiilen aufzunehmen. Dann wird die Bildergruppe
verarbeitet, um einzelne Molekiile zu lokalisieren, indem man die Brennpunkte in den jeweiligen Spreizfunktionen ermittelt. Die endgiiltige super-
aufgeloste Abbildung erhilt man schlieRlich, indem man alle lokalisierten Einzelmolekiilpositionen verschmilzt. Einzelmolekiilnachweise sind mit
einem erheblichen Hintergrundrauschen verbunden. Um dieses zu reduzieren, wurde PALM anfangs in Kombination mit einem TIRF-Abbildungs-
modus (total internal reflection) gezeigt,* wahrend die vergleichbare FPALM-Methode in einem weiter gefassten Format implementiert wurde.”!
PALM mit PAFPs ergab eine laterale Auflosung von 20 nm [*!

STORM und verwandte Verfahren beruhen auf den gleichen Prinzipien wie PALM, doch werden historisch photochemische umwandelbare organische
Farbstoffe eingesetzt. PALM und STORM benétigen viel niedrigere Lichtintensititen fiir Photoaktivierung und Bildgebung (1-100 Wcm™?) als
STED.**®I Bej PALM- und STORM-basierten Ansitzen hingt die prazise Lokalisation eines einzelnen Molekiils von der Zahl der emittierten Photonen
durch ein photoaktiviertes Molekiil (Photonenausbeute) ab. Eine bessere Einzelmolekiil-Helligkeit ergibt eine héhere Auflésung. Neben der Photo-
nenausbeute ist auch der hohe Photoaktivierungskontrast von PAFPs vorteilhaft, um ein gréReres Signal-Rausch-Verhiltnis und damit eine héhere
Auflésung zu erhalten.

Wahrend fiir PALM typischerweise PAFPs verwendet werden, greift man fiir die verwandte Methode PALMIRA auf rsFPs zuriick. PALMIRA erhoht die
Geschwindigkeit, mit der die Daten aufgenommen werden, um etwa den Faktor 100.5% Eine Auflésung von ca. 45 nm wurde mit PALMIRA mit rsFPs
erreicht.””! PALM wurde auch fiir einen Einsatz mit herkémmlichen Fluoreszenzsonden in BaLM ausgeweitet. Die BaLM-Bildgebung beruht auf einem
intrinsischen ,,An“-/, Aus“-Blinken der fluoreszierenden Chromophore. Mit BaLM wurde eine laterale Aufldsung von ca. 50 nm erreicht.l””

550-560 nm und 440-450 nm hin- und hergeschaltet werden
konnen.””! Das rsTagRFP zeigt eine groBere Helligkeit und
einen 6-fach hoheren Umschaltkontrast als rsCherry und
rsCherryRev.

Aufgrund des Unterschieds in den Absorptionsspektren
des fluoreszierenden und des dunklen Zustands von
rsTagRFP kann dieses Molekiil als Akzeptor fiir photochro-
men FRET (pcFRET) mit gelben FPs als Donoren kombi-
niert werden®* (Abbildung 2c, Tabelle 2). pcFRET ist ein
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lichtinduziertes reversibles FRET-Umschalten, das erreicht
wird, indem man die Absorption des FRET-Akzeptors ver-
andert. pcFRET erleichtert den Nachweis von Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungen und ist als interne Kontrolle fiir
FRET geeignet.

Reversibel schaltbare Phénotypen konnen fiir superauf-
l6sende Techniken Vorteile bieten. In der Praxis wurde die
superauflosende Bildgebung mit rsFPs allerdings durch die
mangelnde Ermiidungsfestigkeit der FPs beschriankt, die nur
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etwa hundertmal reversibel umgeschaltet werden konnten
ohne auszubleichen (Tabelle 3). AuBerdem reichen Helligkeit
und Kontrast der besten roten rsFPs nicht an die von roten
PAFPs und PSFPs heran (Tabelle 1). Bis heute wurden drei
Typen superauflosender Techniken auf rsFP-Basis beschrie-
ben: die reversiblen sittigbaren optischen (Fluoreszenz)-
Uberginge (RESOLFT),™ PALM mit unabhingiger Da-
tenerfassung (PALMIRA)® und PALM mit Zweifarben-
Stroboskop-Beleuchtungsmikroskopie  (S-PALM).®¥l  Mit
dem tetrameren asFP595 als rotem rsFP wurden in RESO-
LFT Bakterien abgebildet.”™ Dabei wurde eine laterale
Auflosung von 50-100 nm erreicht. Mit

rsCherryRev fiir eine Zeitraffer-PAL-

MIRA-Abbildung des endoplasmati- 2 n
schen Reticulums lebender Zellen kam M '1‘.}‘
man bis zu einer Auflésung von etwa HO Lo
75 nm.! Ermiidungsfestere rote rsFPs RINH
sollten kiinftig die Ergebnisse mit RE-
SOLFT und PALMIRA verbessern und
zur Verbreitung dieser Techniken bei-
tragen, mit denen man intrazelluldre
Vorginge mit superauflosender Genau-
igkeit untersuchen kann (Tabelle 3).

o
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N OH
N
HO R
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+0y; \Cyclisierung;

8. Chromophorchemie

Die sich schnell entwickelnden An- -H,0
wendungsmoglichkeiten fiir die Bildge-
bung erfordern die Verbesserung der H H
RFP-Sonden. Ein rationales Design
neuer RFPs beruht auf Kenntnissen
iiber die Prinzipien von Bildung und S
Funktion der Chromophore. Studien zu
Kristallographie,”* ! Mutagenese, Iso-
topenuntersuchungen,™’”  FlieBgleich-
gewicht- und zeitauflosender Spektro-
skopie,”*®! Massenspektrometrie,*”7
elektronischen Strukturberechnun-
gen” und der Synthese von Modell-
chromophoren!"™! wurden durchgefiihrt,
um die Umwandlungen der roten
Chromophore aufzukldren. Es gibt in-
zwischen geniigend Informationen, um
neue RFPs auf der Grundlage einer ra-
tionalen Strategie zu entwerfen.

RFPs enthalten ein chromophorbil-
dendes Tripeptid aus den konservierten
Aminosduren Tyr66 und Gly67 und dem
variablen Rest 65 (die Nummerierung
entspricht dem GFP von Aequorea vic-
toria). Eine zentrale 4-(p-Hydroxyben-
zyliden)-5-imidazolon-Struktur ist allen

HO'

dunkler PATagRFP-artiger
Chromophor

LSS-orange protonierter
mOrange-artiger Chromophor
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Es gibt zwei Haupttypen roter Chromophore: DsRed-
dhnlichel™ und Kaede-dhnliche®™ Chromophore (Abbil-
dung 3). Das DsRed-dhnliche Chromophor bildet sich als
Ergebnis einer autokatalytischen oder photoinduzierten
Transformation des Tripeptids X65-Tyr66-Gly67, wihrend fiir
das Kaede-dhnliche rote Chromophor das Tripeptid His65-
Tyr66-Gly67 charakteristisch ist und die Transformation nur
photochemisch ausgelost wird.

Heute gibt es drei Hauptfamilien von RFPs mit dem
DsRed-dhnlichen Chromophor: Derivate von DsRed,!'!
eqFp578°% und eqFP611.1"" Es lie sich nachweisen, dass der

N 4
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‘ Oxidation;

+0;; -H205;
-CO,

Decarboxylierung

mit DYG-Tripeptid  /'V1

-H20 HO' R

GFP-artiger Chromophor LSS-roter protonierter

+H DsRed-artiger Chromophor
IOIHIH] /
Stapelung; OH
/"i H-Briicken ’i
—
R R
) )

DsRed-artiger Chromophor langwellig roter

DsRed-artiger Chromophor

Cyclisierung

hv; +0y; .
-H,0, Cyclisierung
Oxidation o

o
~¢ v

K=
=N H,N
e

zFP538-artiger Chromophor

(o))

+ hvy; Oy;
+H . -H;0,
-H Oxidation

"ﬁ\ ;L
e o e R +\2=0
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roten Chromophoren gemeinsam, wéh-
rend die Modifikation des Proteinrtick-
grats in Position 65 variiert. So entsteht
eine ganze Reihe bekannter rotver-
schobener ~ Chromophore  (Abbil-
dung 3).
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Abbildung 3. Mechanismen der Synthesen der Chromophore vom Typ DsRed, Kaede, mOrange, zFP538,
asFP595, langwelliges DsRed, PSmOrange, LSS-Rot und LSS-Orange. Die rote, dunkelrote, orange, blaue,
griine und gelbe Farbe der Chromophorstrukturen entspricht dem spektralen Erscheinungsbild ihrer Fluo-
reszenz; graue Farbe bezeichnet einen nichtfluoreszierenden Zustand. Ubergénge, die durch Licht der
Wellenlangen 405 oder 488 nm induziert werden kénnen, sind durch hv, und hv, gekennzeichnet. [O] und
[H] weisen auf Oxidations- bzw. Reduktionsmittel hin. Die Chromophore sind in der cis-Konfiguration ge-
zeigt, auf die Darstellung von trans-Chromophoren oder von cis-trans-Isomerisierungen wurde verzichtet.
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© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de


http://www.angewandte.de

10894 www.angewandte.de

Angewandte

Aufsiitze

chemische Mechanismus der Reifung des DsRed-dhnlichen
Chromophors zunichst die Bildung der N-Acylimin-C=N-
Bindung beinhaltet, die charakteristisch fiir den mTagBFP-
Chromophor!"™ ist, dann wird die C*CP-Doppelbindung in
der Tyr66-Seitenkette gebildet™ " (Abbildung 3). Es gibt nur
ein DsRed-dhnliches RFP, fiir das die Reifung iiber eine
Zwischenstufe wie beim GFP-Chromophor nachgewiesen
wurde.? Untersuchungen an verschiedenen FPs mit unter-
schiedlichen Phinotypen (Dunkel-nach-rotes PAmCherry,*!
mCherry-basierte FTs,?! mTagBFP!%* und mTagBFP2[1*")
stiitzen die Struktur der mTagBFP-dhnlichen blauen Zwi-
schenstufe.

Der (dunkle) ,,Aus“-Zustand des roten PAmCherry hat
die gleiche Struktur wie das mTagBFP-dhnliche Chromophor,
allerdings ohne blaue Fluoreszenz.?® Nach Bestrahlung mit
violettem Licht lagert sich der dunkle Chromophor photo-
chemisch in den rot fluoreszierenden DsRed-dhnlichen Zu-
stand um. PATagRFP hat im dunklen Zustand sehr wahr-
scheinlich die gleiche Struktur wie die Vorstufe des
mTagBFP-ihnlichen Chromophors (Abbildung 3).°? Der
Mechanismus des reversiblen Photoschaltens wurde an
rsTagRFP untersucht.’” Dabei wurde eine cis-trans-Isomeri-
sierung des DsRed-dhnlichen Chromophors mit gleichzeitiger
Protonierung/Deprotonierung als Ausloser des rsTagRFP-
Zyklus zwischen dunkel und fluoreszierend nachgewiesen.

Der zweite Typ roter Chromophore, die Kaede-dhnlichen
Verbindungen (Abbildung 3), findet sich im roten Zustand
von griin-nach-rot-FSFPs.”! Im griinen Zustand haben diese
FPs das Chromophor vom GFP-Typ. Nach Bestrahlung mit
violettem Licht kommt es zur Photoumwandlung der griinen
in die rote Form tiiber eine -Eliminierung. Im Verlauf dieser
Reaktion wird eine His65-N-C*-Bindung gespalten, und an-
schlieBend wird die C*-CP-Doppelbindung in der His65-Sei-
tenkette gebildet, wobei das konjugierte n-Elektronensystem
ausgeweitet wird und ein Kaede-&hnlicher roter Chromophor
entsteht.[*

Unterschiedliche Farbténe von FPs ergeben sich bei
weiteren Transformationen des DsRed-dhnlichen Chromo-
phors. Die Cyclisierung der ersten Aminosidure des Chro-
mophors mit der C=N-Gruppe oder der Carbonylgruppe des
N-Acylimins ergibt ein gelbes zFP538-dhnliches Chromo-
phor®? oder ein orangefarbenes Chromophor vom mOrange-
Typ! (Abbildung 3). Nach Bestrahlung des mOrange-ihn-
lichen Chromophors mit blaugriinem Licht kommt es zur
photoinduzierten Oxidation des Chromophors und zur Spal-
tung der Polypeptidkette. Dadurch wird der im langwelligen
Rot fluoreszierende Chromophor vom PSmOrange-Typ mit
einem N-Acylimin und einer coplanaren Kohlenstoff-Sauer-
stoff-Doppelbindung gebildet.”” Der autokatalytische Bruch
des DsRed-dhnlichen Chromophors in der N-Acylimin-
Region des verwandten FPs von Anemonia sulcata asFP595
fiihrt zur Bildung des asFP595-dhnlichen Chromophors.?"

In RFPs mit einer groen Stokes-Verschiebung wie
LSSmKates*! und mKeima™ ist die Hydroxygruppe der
Tyr66-Seitenkette des DsRed-dhnlichen Chromophors pro-
toniert (Abbildung 3). Das anfinglich protonierte Chromo-
phore geht unter Absorption eines Photons in den angeregten
Zustand iiber. Dann kommt es zu einer Protoneniibertragung
aus dem angeregten Zustand heraus (excited state proton
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transfer, ESPT), wobei die Hydroxygruppe von Tyr66 das
Proton abspaltet und ein anionisches Chromophor zuriick-
bleibt, das ein rotes Photon aussendet.”] Die Moglichkeit,
einen LSS-Phéanotyp rational zu entwerfen, wurde anhand
einer Reihe von FPs gezeigt, die zum ESPT fihig sind.! Ein
schaltbarer ESPT, der auf pH-Wechsel reagiert, wurde mit
dem Einzel-FP-Biosensor pHRed realisiert, der sich von
mKeima ableitet.l%

Aus verfiigbaren Daten tiber die Struktur roter Chromo-
phore, ihrer Derivate und der Ubergiinge zwischen ihnen
ziehen wir die folgenden Schliisse: Erstens konnen chemische
Ubergiinge zwischen den Chromophorstrukturen entweder
autokatalytisch oder lichtinduziert ablaufen oder blockiert
werden. Zweitens kann sich ein Chromophor in einem Fluo-
reszenzzustand oder in einem ,farbigen“ Zustand befinden
(d.h. es absorbiert Licht ohne zu emittieren). Drittens be-
stimmen die Aminosidurereste im Chromophor und seine
Mikroumgebung die Ubergiinge zwischen den Chromophor-
strukturen, die dadurch die besonderen FP-Phénotypen aus-
machen.

Weitere Untersuchungen wie elektronische Strukturbe-
rechnungen und chemische Synthese von Modellchromo-
phoren zusammen mit Kristallographie, Massenspektrome-
trie, biochemischer und photophysikalischer Charakterisie-
rung sollten das chemische und spektrale Verhalten der FP-
Chromophore zusitzlich aufkldren. So konnte die Synthese
von Modellverbindungen eine spezifische Chromophor-
struktur unter verschiedenen moglichen Varianten, die auf-
grund struktureller oder massenspektrometrischer Untersu-
chungen vorgeschlagen wurden, bestitigen. Sie konnte auch
Aufschluss iiber den Einfluss chemischer Gruppen auf die
spektralen und photochemischen FEigenschaften der Chro-
mophore geben, an deren Aufbau sie beteiligt sind.?"1"

9. Ausblick

Durch die Optimierung spezifischer RFP-Eigenschaften
fiir besondere Bildgebungsverfahren wird sich die Leis-
tungsfihigkeit der Sonden verbessern lassen (Tabelle 2).
RFPs mit groBerer Helligkeit und besserer Lichtstabilitét
insbesondere im langwelligen Rot werden dringend benotigt.

GroBer Bedarf besteht auch fiir RFPs, die fiir Zwei-Pho-
tonen-Anregung optimiert sind. Die Entwicklung von
Hochdurchsatzverfahren, um grof3e Bibliotheken von RFP-
Mutanten im Zwei-Photonen-Modus zu durchmustern, ist fiir
diesen Zweck erforderlich.

PALM-basierte superauflosende Bildgebung wird von
PAFPs mit verbesserter Einzelmolekiil-Helligkeit und
Lichtstabilitdt profitieren. Ein anderer superauflosender
Ansatz, RESOLFT, schopft noch nicht sein volles Potenzial
zur Bildgebung in lebenden Zellen mit rsFPs als Sonden aus.
Um ein Bild zu erzeugen, miissen die rsFPs eine grofle Zahl
von Schaltzyklen ohne Helligkeitsverlust durchlaufen
konnen. Das kiirzlich veroffentlichte lichtstabile griine
1sEGFP regt dabei weitere Entwicklungen der RESOLFT-
Abbildung an.*! Neue rote 1sFPs sollten eine Mehrfarben-
variante dieser Technik verfiigbar machen. PALM- und RE-
SOLFT-Verfahren konnten auch von der Entwicklung roter
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Abbildung tiefliegender Gewebe
durch Zwei-Photonen-Mikroskopie
mit selektiver optischer Markierung;
Mehrfarben-PALM-Techniken

PALM-Techniken mit Pulsverfolgung;
Untersuchung schneller
dynamischer Prozesse gekoppelt
mit Verfolgung langsamer Prozesse
iiber optische Markierung

Gleichzeitige
Langzeitverfolgung
von Dynamik und Mobilitit
in mehreren Prozessen

Mehrfarben-
RESOLFT- und
PALMIRA-Techniken

Abbildung 4. Mégliche Anwendungen fiir RFPs mit kombinierten Phianotypen. Die unterschiedlichen FP-Phinotypen sind in der unteren Reihe
notiert. Zwei Phinotypen, die in einem einzelnen FP kombiniert werden kdnnen, sind mit einem Pfeil verbunden, der auf die Abbildungsvarianten
zeigt, fuir die das neue FP geeignet ist. Mégliche Kombinationen von LSSFPs, PAFPs/PSFPs, rsFPs und FTs sind dargestellt. Die Hintergrundfar-
ben entsprechen den verschiedenen FP-Phinotypen und deuten die spektralen Eigenschaften der Chromophorfluoreszenz an.

rsFPs profitieren, bei denen die Fluoreszenzanregung von
dem lichtinduzierten Umschaltvorgang abgekoppelt ist,
sodass eine bessere Steuerung des Geschehens durch Licht-
einstrahlung moglich wird. Ein entsprechendes griines rsFP,
Dreiklang genannt, ist seit kurzem verfiigbar.'*)

Es gibt eine groe Nachfrage nach Bildgebungsverfahren
fiir die Untersuchung mehrerer zelluldrer Vorgéinge zur glei-
chen Zeit. Dazu werden spektral auflosbare orangefarbene,
rote und langwellig rote FP-Varianten benotigt. LSSFPs
wiren fiir Mehrfarben-FRET, FCCS und Zwei-Photonen-
Mikroskopie sehr wertvoll. ESPT in langwellig roten FPs
konnte entsprechende LSSFPs mit LSSmKate2 oder LSSm-
Orange kombinierbar machen. Hilfreich wire auch eine au-
tokatalytische Chromophorumwandlung von Orange nach
langwelligem Rot, die als FT-Phinotyp fiir die Abbildung
tiefliegender Gewebe geeignet wire.

Eine weitere Verschiebung der RFPs hin zum infraroten
Spektralbereich wird die Mikroskopie am lebenden Objekt
und die Abbildung des ganzen Korpers erleichtern. Dies ist in
bakteriellen Phytochromen, die Biliverdin als Fluoreszenz-
farbstoff erfordern, zwar bereits eingefiihrt, doch wéren auch
Infrarot-FPs aus der GFP-Proteinfamilie niitzlich. Kristall-
strukturanalysen von RFPs mit dem DsRed-dhnlichen
Chromophoren zeigen, dass eine C=O-Gruppe des N-Acyl-
imins aus der Chromophorebene herausragt.”®® Eine Rot-
verschiebung bei der FP-Anregung sollte moglich sein, wenn
die C=O-Gruppe coplanar zum Chromophor orientiert wird.
Diese Eigenschaft ldsst sich in dem photoinduzierten lang-
wellig roten PSmOrange-dhnlichen Chromophor beobachten
(Abbildung 3). Eine Sonde mit autokatalytischer Bildung
dieses Chromophortyps fiir langwelliges Rot wiirde die
Bildgebung bei Tieren in der NIRW-Region mit GFP-4hnli-
chen FPs erméglichen.

Eine andere Strategie zur Entwicklung neuer FPs ist die
Kombination unterschiedlicher FP-Phidnotypen in einem
einzigen Protein. Neu veroffentlichte RFP-Varianten und
ihre jeweiligen Anwendungen sind in Abbildung 4 zusam-
mengestellt. Nicht alle FP-Eigenschaften konnen kombiniert
werden; nur Phédnotypen mit unabhéngigen Chromophor-
Transformationswegen konnen zusammengebracht werden
(Abbildung 3). Beispielsweise sind unterschiedliche Amino-
sduren an der Bildung der LSS und der photoaktivierbaren
Phénotypen beteiligt; ihre Kombination wiirde ein PA-LSSFP
ergeben.
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Um eine optimale Fluoreszenzsonde auszuwéhlen, sollte
man alle RFP-Eigenschaften in Bezug zur ausgewéhlten Mi-
kroskopietechnik, zum biologischen Objekt und zum experi-
mentellen Aufbau bewerten. Verbesserte RFPs bestehender
und neuer Phénotypen werden in Zukunft die Entwicklung
neuer Abbildungstechniken fiir zahlreiche herausfordernde
Fragestellungen der Biologie anregen.

Die Arbeiten wurden durch die Zuwendungen GM073913 und
CA164468 der US National Institutes of Health gefordert.
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