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Carsten Schultz und Edward A. Lemke*

Abstract: Die steigende Nachfrage nach fortschrittlicher
Fluoreszenzmikroskopie und hochauflçsenden bildgebenden
Verfahren (SRM) erfordert die Entwicklung neuer Methoden
zum Markieren von Proteinen mit kleinen, photostabilen
Fluorophoren, wenn mçglich mehrfarbig. Die Technologie zur
Erweiterung des genetischen Codes ermçglicht den positions-
spezifischen Einbau einer nichtnat�rlichen Aminos�ure (UAS)
mit chemisch biokompatibel modifizierbaren funktionellen
Gruppen in lebenden Zellen. Wir pr�sentieren das Design und
die Synthese neuer UAS mit gespanntem Alken als nichtna-
t�rlicher Funktionalit�t, die erhçhte Stabilit�t und verbesserte
Einbauraten bei ausgezeichneter Reaktivit�t gegen�ber Tetra-
zinen in Diels-Alder-Cycloadditionen (SPIEDAC) aufweisen.
Dar�ber hinaus stellen wir eine fein abgestimmte, selektiv
verbesserte SPIEDAC-Variante (seSPIEDAC) vor, die eine zu
SPIEDAC orthogonale, effiziente und empfindliche Protein-
markierung ermçglicht. Eine Kombination aus seSPIEDAC
und SPIEDAC ermçglicht es uns, Proteine in lebenden Zellen
mit zwei verschiedenen Fluorophoren zu markieren. Wir de-
monstrieren das Potenzial dieser Methode anhand der Visua-
lisierung des Insulinrezeptors (IR) sowie Virus-�hnlicher Par-
tikel (VLP) mithilfe zweifarbiger, hochauflçsender Mikro-
skopie.

Die Qualit�t und der Informationsgehalt hochauflçsender
bildgebender Verfahren (super-resolution microscopy, SRM)
h�ngen stark von den Eigenschaften der verwendeten Fluo-
rophore ab. Die meisten organisch-synthetischen Fluores-
zenzfarbstoffe sind fluoreszierenden Proteinen in ihren pho-
tophysikalischen Eigenschaften weit �berlegen und dar�ber

hinaus oft mehr als zwanzigmal kleiner.[2] Fortschritte beim
Einbau so genannter nichtnat�rlicher Aminos�uren (unna-
tural amino acids, UAS) durch Unterdr�ckung des Amber-
(TAG)-Stopcodons ermçglichen mittlerweile die positions-
spezifische Markierung von Proteinen mit einer großen
Bandbreite an kleinen und kommerziell erh�ltlichen Fluo-
rophoren. Durch Verwendung eines modifizierten orthogo-
nalen tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paares (tRNA/
RS) von Methanosarcina mazei werden dabei UAS, die als
artifizielle Seitengruppe ein stark gespanntes und damit re-
aktives cyclisches Alkin oder Alken tragen, durch Protein-
biosynthese an der Stelle des TAG-Stopcodons eingebaut.[3]

Diese Funktionalisierung der Seitenkette vergrçßert eine
Aminos�ure nur um wenige Atome und ermçglicht daher die
Installation dieser UAS an einer frei w�hlbaren Position im
Protein, in der Regel, ohne dessen Funktionalit�t zu beein-
flussen. Die auf diese Weise in ein Protein eingef�hrten re-
aktiven Gruppen kçnnen dann in lebenden Zellen ohne Zu-
hilfenahme eines Katalysators mithilfe bioorthogonaler
Klick-Chemie weiter modifiziert werden, beispielsweise
durch das Anbringen von Fluorophoren. Die prominentesten
Vertreter der Klick-Chemie sind die kupferfreie [3+2]-Huis-
gen-Cycloaddition von Alkinen mit Aziden (strain-promoted
alkyne–azide cycloaddition, SPAAC) und die [4+2]-Diels-
Alder-Cycloaddition mit inversem Elektronenbedarf von
gespannten Dienophilen mit bestimmten Tetrazinen (Tet)
(strain-promoted inverse electron-demand Diels–Alder cy-
cloaddition, SPIEDAC). Alkin- oder Alken-funktionalisierte
Proteine kçnnen auf diese Weise mit Azid- bzw. Tetrazin-
modifizierten organischen Fluoreszenzfarbstoffen reagieren
und somit das Protein der fluoreszenzmikroskopischen Vi-
sualisierung zug�nglich machen (Abbildung 1).[3c] Beide Re-
aktionen sind vollst�ndig biokompatibel und bioorthogonal.
SPAAC und SPIEDAC sind zus�tzlich bedingt orthogonal
zueinander durchf�hrbar, da Azide nur mit Alkinen reagie-
ren, nicht jedoch mit Alkenen.[3c,4]

W�hrend die genetische Codierung und Markierung einer
einzelnen UAS relativ einfach gelingt, mangelt es derzeit
noch an robusten Methoden zur Markierung verschiedener
UAS mit unterschiedlichen Fluorophoren in einer Zelle, um
beispielsweise Molek�lpopulationen zeitabh�ngig zu unter-
suchen. Mindestens zwei verschiedene Strategien f�r UAS-
basierte zweifarbige Markierungsexperimente gefolgt von
SRM-Untersuchungen mit unterschiedlichem experimentel-
lem Fokus sind denkbar: 1) Eine Mçglichkeit ist der gleich-
zeitige Einbau von zwei UAS mit zueinander orthogonalen
chemischen Funktionalit�ten (z.B. SPAAC und SPIEDAC)
unter Verwendung zwei verschiedener Codons in einem
Protein (z. B. f�r Fçrster-Resonanzenergietransfer(FRET)-
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Studien). Trotz der Fortschritte bei der gleichzeitigen Unter-
dr�ckung von zwei verschiedenen Codons vor allem in Pro-
karyoten[5] ist es bis zum heutigen Zeitpunkt nicht mçglich,
zwei effiziente und zueinander komplement�re tRNA/RS-
Systeme zur Codierung von zwei verschiedenen gespannten
UAS, z.B. cyclischen Alkinen (f�r SPAAC) und Alkenen (f�r
SPIEDAC), f�r die In-vivo-Markierung von Proteinen in
S�ugetierzellen zu verwenden. 2) Eine zweite Mçglichkeit ist
der zeitlich getrennte Einbau zweier chemisch orthogonaler
UAS unter Verwendung desselben Codons und tRNA/RS-
Systems. Dies kann mit einem Pulse-Chase-Ansatz realisiert
werden, wobei die erste UAS zum N�hrmedium gegeben wird
(Pulse) und sp�ter durch eine zweite, zur ersten UAS che-
misch orthogonale UAS ersetzt wird (Chase). Solch eine
Methode kçnnte beispielsweise angewendet werden, um die
Sortierung und den Transport von Proteinen zu visualisieren.
Das �blicherweise verwendete Screening-Verfahren von RS-
Mutanten-Bibliotheken zielt jedoch meist darauf ab, den
Wirkungsgrad eines bestimmten tRNA/RS-Paares zu opti-
mieren, anstatt ein System mit gleicher Spezifit�t f�r zwei
verschiedene UAS zu finden.[6] In der hier vorgestellten
Arbeit haben wir die Strategie verfolgt, ein promiskuitives
tRNA/RS-System zum Pulse-Chase-Einbau zweier gegen-
seitig chemisch orthogonaler UAS zu entwickeln.

Ausgehend von unseren vorherigen Studien, in denen wir
den effizienten Einbau von Bicyclononin-Lysin (BCN) und
den nur unbefriedigenden Einbau eines trans-Cyclooct-4-en-
Lysins (TCO) mithilfe einer Doppelmutante (Y306A, Y384F)
der Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase (PylRSAF) von M. mazei
beobachteten,[3a,c] begannen wir mit der Entwicklung eines

promiskuitiven Systems. Anhand der PylRSAF-Kristallstruk-
tur und der bereits per PylRSAF erfolgreich genetisch co-
dierten UAS vermuteten wir,[3, 7] dass ein Screening ver-
schiedener TCO-Isomere mit unterschiedlichem Ringsubsti-
tutionsmuster eine TCO-Variante liefern kçnnte, die ein ge-
nauso gutes Substrat f�r PylRSAF darstellt wie BCN. Daher
synthetisierten wir die beiden in Abbildung 2a gezeigten,
neuen TCO-Isomere (Note 1 in den Hintergrundinformatio-
nen (SI)): das trans-Cyclooct-2-en-Lysin TCO* und das trans-
Cyclooct-3-en-Lysin TCO#. Testexpressionen mit einem GFP-
Reporterkonstrukt mit Amber-Mutation an Position Y39
(GFPTAG), bei dem GFP-Fluoreszenz nur bei erfolgreicher
und effizienter TAG-Unterdr�ckung auftritt, ergaben, dass
TCO* und TCO# etwa dreimal besser von dem tRNAPyl/
PylRSAF-Paar akzeptiert werden als das bereits publizierte
TCO (Abbildung 2b; siehe Tabelle S1 (SI) f�r die massen-
spektrometrische Best�tigung). Pro Liter E.-coli-Expressi-
onskultur wurden etwa 10 mg GFPTAG!UAS-Protein gewon-
nen. Abbildung 2(SI) zeigt, dass alle drei TCO-Varianten
�hnliche Reaktivit�ten in SPIEDAC-Reaktionen aufweisen.
Der literaturbekannte Nachteil von trans-Cyclooctenen wie
in TCO ist ihre mangelnde chemische Stabilit�t, da sie be-
sonders in Gegenwart von Thiolen zur R�ckisomerisierung in
ihre um Grçßenordnungen unreaktivere cis-Konfiguration
tendieren.[8] Da Thiole im Cytosol von S�ugetierzellen allge-
genw�rtig sind, kçnnen diese Bedingungen die Biostabilit�t
von trans-Cyclooctenen und damit die allgemeing�ltige Ein-
setzbarkeit von SPIEDAC beeintr�chtigen, besonders w�h-
rend langer Expressions- oder Inkubationszeiten. NMR-
spektroskopische Untersuchungen (Abbildung 2c sowie Ab-
bildung 2 (SI)) zeigen, dass TCO* eine mindestens zehnmal
hçhere Stabilit�t gegen�ber Thiolen aufweist als TCO und
TCO#. Vermutlich spielt die effizientere Abschirmung der
trans-Doppelbindung von TCO* vor nukleophilen Angriffen
durch die N�he der Carbamatbindung dabei eine Rolle.
Daher wurde in allen nachfolgenden Experimenten nur
TCO* verwendet.

Das tRNAPyl/PylRSAF-System ermçglicht die genetische
Codierung von TCO* und BCN in Abh�ngigkeit vom Amber-
Stopcodon und damit die Proteinmarkierung mithilfe von
SPIEDAC bzw. SPAAC (Abbildungen 2 d und 1). Um das
Potenzial dieser UAS-Kombination f�r zweifarbige Markie-
rungsexperimente mit lebenden Zellen zu untersuchen,
nutzten wir sie f�r die Pulse-Chase-Markierung des Insulin-
rezeptors (IR). Die Funktion und das Recycling des IR sind
Themen von großer aktueller Bedeutung wegen ihrer zen-
tralen Rolle bei Diabetes und neu entdeckter Funktionen bei
der Genregulation.[9] Wir w�hlten eine Position auf der ex-
trazellul�ren Seite des Proteins (K676) f�r die TAG-Mutation
und exprimierten IRTAG in HEK293T-Zellen in Gegenwart
eines Plasmids mit dem tRNAPyl/PylRSAF-System.

Als n�chstes f�hrten wir ein Pulse-Chase-Experiment
durch (Abbildung 3a). Das N�hrmedium wurde zuerst 4 h
mit UAS (TCO*) versetzt (Pulse), bevor anschließend ein 4-
h-Chase mit der zweiten UAS (BCN) folgte. Lebende, IRTAG!

UAA-exprimierende Zellen wurden anschließend nacheinan-
der jeweils 10 min zun�chst mit Azid-Cy5 und nachfolgend
mit Me-Tet-Cy3 markiert. Wie aus Abbildung 3b (erste
Spalte) ersichtlich, wurde mit konfokalem Bildgebungsver-

Abbildung 1. Orthogonalit�t und Kreuzreaktivit�t von (se)SPIEDAC
und SPAAC zwischen verschiedenen UAS und Aziden (blau) oder Te-
trazinen (gr�n: H-Tet, rot: Me-Tet). Die St�rke der Pfeile korreliert mit
der Reaktionsgeschwindigkeit (siehe Abbildung 1(SI) und Note 2(SI)).
Gestrichelte Linien stellen Reaktanten dar, die unter physiologischen
Bedingungen nicht miteinander reagieren. Die drei verschieden ortho-
gonalen Klick-Reaktionspaare sind grau umrahmt.
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fahren nur die F�rbung der Membran mit Me-Tet-Cy3 be-
obachtet, was auf eine erfolgreich an IRTAG!TCO* verlaufende
SPIEDAC-Reaktion schließen l�sst. Die kurze Inkubations-
zeit mit Azid-Cy5 f�hrte hingegen erwartungsgem�ß zu
keiner detektierbaren Markierung von IRTAG!BCN. Grund
daf�r ist die um ca. 3–4 Grçßenordnungen geringere Reak-
tionsgeschwindigkeit von SPAAC gegen�ber der von SPI-
EDAC (siehe Abbildung 3(SI) f�r eine detailliertere Be-
trachtung). Wegen dieser Limitation setzten wir uns nun das

Ziel, eine weitere sehr schnelle, orthogonale Klick-Reaktion
zu entwickeln, um damit zweifarbige Markierungen in an-
spruchsvollen Systemen praktikabel zu machen.

Aus unseren fr�heren Studien wussten wir, dass be-
stimmte Tetrazine sowohl mit gespannten Alken-UAS als
auch mit gespannten Alkin-UAS reagieren kçnnen (Abbil-
dung 1).[3a,c] Wegen der signifikant unterschiedlichen Reakti-
onseigenschaften von gespannten Alkenen und Alkinen ver-
muteten wir,[4a] dass es mçglich sein sollte, eine Tetrazin-
UAS-Kombination zu finden, die eine weitere orthogonale
Markierung ermçglicht. Das zuvor in unseren Laboren ent-
wickelte einfache Cyclooctin-Lysin (SCO; Abbildung 2 a)
wird vom gleichen tRNAPyl/PylRSAF-Paar und in vergleich-
barer Effizienz eingebaut wie TCO*.[3b] W�hrend TCO*
in vitro mit H-Tet und Me-Tet mit Reaktionsgeschwindig-
keiten von > 1000m�1 s�1 reagierte, wies SCO keine Reakti-
vit�t gegen�ber Me-Tet auf (Abbildung 1(SI) sowie Abbil-
dungen 2d und 1). Dennoch reagierte SCO �ber SPIEDAC
um zwei Grçßenordnungen schneller mit H-Tet als wie oben
beschrieben BCN �ber SPAAC mit einem Azid.[3a, 10] Wir
wiederholten daher das Pulse-Chase-Experiment mit TCO*
als erster UAS und SCO als zweiter UAS und nachfolgender
schrittweiser Markierung mit zuerst Me-Tet-Cy5 und an-
schließend H-Tet-Atto532 f�r jeweils 10 min. Die Aufnahmen
in Abbildung 3 b zeigen eine erfolgreiche und effiziente
Markierung des IR in der Plasmamembran f�r beide Fluo-
rophore. SCO reagierte unter den vorgegebenen Bedingun-
gen selektiv mit H-Tet, nicht jedoch mit Me-Tet. Das Reak-
tionspaar SCO/H-Tet ist somit orthogonal zur SPIEDAC von
TCO*/Me-Tet, und daher nennen wir diese neue Teilreaktion
„selektiv verbesserte (selectively enhanced) SPIEDAC“ (se-
SPIEDAC; Abbildung 1). Wir weisen darauf hin, dass TCO*
hochreaktiv mit Me-Tet und H-Tet ist und es damit experi-
mentell gew�hrleistet werden muss, dass im ersten Markie-

Abbildung 2. a) Strukturformeln der UAS mit b) zugehçrigem Coomassie-gef�rbtem SDS-PAGE-Gel von gereinigtem GFPTAG!UAS in Ab- (�) oder
Anwesenheit der UAS nach Expression in E. coli (Pfeil zeigt auf einen Marker von 35 kDa Molekulargewicht (MW)). c) Der Graph zeigt relevante
chemische Verschiebungen zum Zeitpunkt t =0 h bei Raumtemperatur (rot) und nach t = 24 h bei 60 8C (blau) f�r die verschiedenen TCO-Isome-
re gemessen in Gegenwart von Cysteamin·HCl. Die schwarzen Punkte markieren die Signale der trans-Doppelbindung und zum Teil die CHO-
Protonen der trans-Form. Die schwarzen Pfeile (unten) markieren die Signale der entsprechenden cis-Isomere, die durch Thiol- und Hitzeeinwir-
kung entstanden sind (Details siehe Abbildung 2(SI)). TCO* zeigt eine stark verbesserte Stabilit�t: Ca. 80% des trans-Isomers sind nach 24 h bei
60 8C noch vorhanden. d) Aufgereinigte GFPTAG!UAS-Proteine (200 nm UAS) wurden getrennt mit zwei verschiedenen fluoreszierenden Tetrazinen
(15 mm, 20 min, 37 8C) und einem Azidfluorophor (45 mm, 10 h, 37 8C) versetzt. Dargestellt sind das Ergebnis eines UV-Scans sowie das eines
Coomassie-gef�rbten SDS-PAGE-Gels.

Abbildung 3. a) Schema der zweifarbigen Markierung von IRTAG.
b) Konfokale Bilder des mit verschiedenen Kombinationen von UAS
und Fluorophoren zweifarbig markierten IR. Die linke Spalte zeigt eine
Kombination von SPIEDAC (TCO*/Me-Tet-Cy3) und SPAAC (BCN/
Azid-Cy5). Die rechte Spalte zeigt eine Kombination von seSPIEDAC
(TCO*/Me-Tet-Cy5) und SPIEDAC (SCO/H-Tet-Atto532). c) Virus-�hnli-
che Partikel (VLP) mit zweifarbiger Markierung mithilfe von seSPI-
EDAC (TCO*/Me-Tet-Cy5; oben) und SPIEDAC (SCO/H-Tet- Atto532;
unten). Maßstab= 20 mm.
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rungsschritt alles TCO* aufgebraucht wird (siehe auch Ab-
bildung 4 (SI) f�r detaillierte Hinweise). Dar�ber hinaus
zeigen wir in Abbildung 2 d sowie in Abbildung 4 (SI), dass
keine weitere Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit von
seSPIEDAC durch Ersetzen von SCO mit dem st�rker ge-
spannten und damit reaktiveren BCN mçglich ist, da BCN
eine nicht vernachl�ssigbare Reaktivit�t gegen�ber Me-Tet
aufweist (siehe auch Abbildung 1 sowie Note 2(SI)).

Da Cy5 und Atto532 h�ufig f�r SRM mithilfe von Loka-
lisierungsverfahren eingesetzt werden, unternahmen wir
zweifarbige SRM-Messungen mit diesen beiden Fluoropho-
ren.[11] Die Konfokal- (Abbildung 3) und Weitfeldbilder
zeigen einander �berlappende Plasmamembranmarkierun-
gen des IR f�r beide Farbkan�le nach der zweifarbigen
Markierung von TCO* und SCO. Allerdings enth�llte SRM
eine heterogene Verteilung von IR-Clustern an der Membran
(Abbildung 4a) – eine Beobachtung, die auch bei der Analyse
anderer Rezeptoren und Wachstumsfaktoren mithilfe von
SRM-Verfahren gemacht wurde.[12]

Um die allgemeine Anwendbarkeit unseres Verfahrens zu
demonstrieren, markierten wir virus�hnliche Partikel (virus-
like particles, VLP) von Influenza, die mittels Koexpression
von Matrixprotein 1 (M1) und H�magglutinin (HA) herge-
stellt wurden (Literatur�bersicht siehe Lit. [13]). Virale
Genome sind kompakt und weisen oftmals einander �ber-
lappende Gene auf – eine Eigenschaft, die das Einf�gen ge-
netisch codierbarer Fluoreszenzmarkierungen anspruchsvoll
bis unmçglich macht. Wir klonierten eine HA-Mutante mit

TAG-Stopcodon und exprimierten diese zusammen mit M1
und dem tRNAPyl/PylRSAF in HEK293T-Zellen. Wir ver-
wendeten das oben beschriebene Pulse-Chase-Verfahren mit
TCO* und SCO als UAS sowie Me-Tet-Cy5 und H-Tet-
Atto532 als Fluoreszenzfarbstoffen. Abbildung 3c zeigt, dass
mit Atto532 und Cy5 faserartige Protrusionen entsprechend
den zusammengesetzten VLP visualisiert werden kçnnen.

Wir haben hier gezeigt, dass mithilfe neuer UAS genetisch
codierte SPIEDAC-Reaktionen in vivo und orthogonal zu-
einander durchgef�hrt werden kçnnen. Diese Methode er-
mçglicht die effiziente Proteinmarkierung in zwei Farben in
lebenden Zellen und erweitert in diesem Sinne das Reper-
toire an biokompatiblen Klick-Reaktionen f�r Markierungs-
experimente unter Verwendung genetisch codierter chemi-
scher Funktionalit�ten von SPAAC und SPIEDAC zu SPI-
EDAC, seSPIEDAC und SPAAC. Der Grund f�r das hohe
Ausmaß an Orthogonalit�t zwischen seSPIEDAC und SPI-
EDAC ist Gegenstand weiterer Untersuchungen, z.B. in
Form von Rechnungen.[4a] Die beiden sehr schnellen und ef-
fizienten (se)SPIEDAC-Reaktionen ermçglichten zweifarbi-
ge Markierungsexperimente mit SRM-kompatiblen Fluoro-
phoren in lebenden S�ugetierzellen, wohingegen sich die ge-
ringe Reaktivit�t von SPAAC-Reaktionen als unzureichend
f�r solche zeitkritischen Anwendungen erwies.

Bemerkenswert sind die stark verbesserte Einbaurate und
deutlich erhçhte Stabilit�t von TCO* gegen�ber dem ur-
spr�nglich beschriebenen TCO. TCO* reagiert sehr schnell
mit verschiedenen Tetrazinen (unter anderem Me-Tet,

H-Tet), wohingegen BCN
deutlich geringere Reak-
tionsgeschwindigkeiten bei
der Reaktion mit eher unre-
aktiven Tetrazinen wie Me-
Tet aufweist. Unter den ge-
gebenen experimentellen
Bedingungen reagierte SCO
hingegen ausschließlich mit
H-Tet. Die Markierung mit
zwei verschiedenen Fluoro-
phoren wurde mithilfe eines
promiskuitiven tRNA/RS-
Paares und eines Pulse-
Chase-Verfahrens erreicht.
Der Markierungsschritt wird
dabei in lebenden Zellen
ausgef�hrt und erçffnet
somit neue Mçglichkeiten
zur Analyse der Protein-
funktion mit sehr hoher
Auflçsung. Eine Kombinati-
on unseres Verfahrens mit
genetischen Schaltern, z. B.
temperaturempfindlichen
Mutanten oder durch Pro-
motorsteuerung, sollte die
Markierung unterschiedli-
cher Proteine ermçglichen.
Die hier vorgestellten Mar-
kierungsreaktionen sind all-

Abbildung 4. SRM-Bilder von IR- und VLP-exprimierenden Zellen nach Markierung mithilfe von SPIEDAC und
seSPIEDAC. a) Weitfeld- (links) und SRM-Bilder (Mitte) von zweifarbig markiertem IRTAG (siehe Abbil-
dung 3a,b; Atto532: magenta, Cy5: blau). Rechts ein vergrçßerter Ausschnitt und ein Linienplot der mit
einem Pfeil markierten Region. Die Breite der markierten Signale wird als Halbwertsbreite (FWHM) angege-
ben. b) Weitfeld- (links) und SRM-Bilder (Mitte) von VLP sowie die Intensit�tsverteilung von einer in der
mittleren Abbildung markierten Linie mittels Linienplot (Atto532: blau, Cy5: grau) analog zu (a). In den Zell-
bildern wird Atto532 in Blau und Cy5 in Gelb dargestellt ; �berlagernde Regionen erscheinen weiß. Die SRM-
Bilder sind mit einer Auflçsung von 45 nm dargestellt, wie durch Fourier-Ring-Korrelation[1] (FRC; siehe Sup-
plementary Methods in den Hintergrundinformationen) bestimmt. Maßstab= 1 mm.
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gemein anwendbar und kçnnen daher in Zukunft auch direkt
zur zweifarbigen Markierung unterschiedlicher Proteine ein-
gesetzt werden, sobald die spezifische genetische Codierung
der hier beschriebenen UAS �ber zwei verschiedene Codons
in S�ugetierzellen mçglich wird. Daf�r m�ssen allerdings
zwei zueinander orthogonale tRNA-Synthetasen entwickelt
werden, die die f�r seSPIEDAC und SPIEDAC erforderli-
chen, gespannten Seitenketten getrennt in Proteine einbauen
kçnnen.

Die geringe Grçße der UAS-Modifikation gegen�ber der
anderer genetisch codierbarer Fluoreszenzmarkierungen ist
besonders f�r Studien von komplexen Proteinanordnungen,
wie dem IR oder HA, von großem Vorteil, da fundamentale
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen oder beispiels-
weise Lipiden leicht durch grçßere Marker in unvorherseh-
barer Weise beeinflusst werden kçnnen. Besonders die meist
sehr kompakten Virusgenome tolerieren an vielen Stellen
keinen Einbau grçßerer Reporterproteine (wie GFP). Da bei
der Amber-Unterdr�ckungsmethode nur ein einziges Codon
des gesamten Proteins ge�ndert werden muss, erhçht sich die
Chance betr�chtlich, eine geeignete, funktional irrelevante
Position zur Installation einer Fluoreszenzmarkierung zu
finden.

Die hier vorgestellte Methode zur Proteinmarkierung
�ber eine Erweiterung des genetischen Codes ist ein zwei-
stufiger Prozess. Im ersten Schritt werden dabei die bioor-
thogonal modifizierbaren UAS SCO oder TCO* in vivo
durch Proteinbiosynthese eingebaut, um anschließend zu
jedem beliebigen Zeitpunkt und an jedem beliebigen Ort in
der Zelle markiert werden zu kçnnen. Erst in diesem zweiten
Schritt findet die Markierung der in Proteine eingebauten
UAS mit Fluorophoren mit den gew�nschten photophysika-
lischen Eigenschaften statt. Da die meisten aktuell verwen-
deten und membrang�ngigen Fluorophore sehr hydrophob
sind, neigen sie zur unspezifischen und nachteiligen Anhaf-
tung an verschiedene Zellstrukturen. Dieses Problem tritt
jedoch bei allen Markierungsstrategien mit kleinen organi-
schen Fluorophoren auf, unabh�ngig von der Markierungs-
methode. Diesen Nachteil umgingen wir dadurch, dass wir
uns auf Proteine beschr�nkten, die die reaktive UAS auf der
extrazellul�ren Seite der Plasmamembran eingebaut haben.
Nun konnten wir unter Verwendung hydrophiler und nicht
membrang�ngiger Fluorophore in vivo die Proteine auf
Zelloberfl�chen fluoreszenzmarkieren. Die immer rasantere
Entwicklung neuer, besserer Fluorophore[14] verspricht Farb-
stoffe, die wenig bis keine Hintergrundf�rbung in lebenden
Zellen verursachen und die idealerweise bald auch kommer-
ziell als Tetrazinkonjugate erh�ltlich sein werden. Da die hier
beschriebene Technik auf dem generischen Verkn�pfungs-
mechanismus von zwei genau aufeinander abgestimmten
SPIEDAC-Reaktionstypen beruht, werden Neuentwicklun-
gen von Fluorophoren zur intrazellul�ren Markierung in vivo
sofort kompatibel und anwendbar sein. Profitieren kçnnen
davon auch andere Disziplinen und Techniken, die eine po-
sitionsspezifische Markierung erfordern, beispielsweise MRI
oder PET.
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