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Volker Dçtsch*

Angewandte
Chemie

Stichwçrter:
G-Quadruplexe · Intrazellul�re EPR ·
Intrazellul�re NMR · Intrinsisch
ungeordnete Proteine ·
Molekulares Crowding

.Angewandte
Aufs�tze V. Dçtsch et al.

10466 www.angewandte.de � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 10466 – 10480

http://www.angewandte.de


1. Einleitung

Das Innere von Zellen ist gef�llt mit Makromolek�len,
die sich in Grçße, Lokalisation, Aktivit�t und der F�higkeit
zur Wechselwirkung mit anderen Komponenten unterschei-
den. Ein detailliertes Verst�ndnis der biologischen Funktion
von Makromolek�len wie Proteinen, DNA oder RNA und
ihrer Komplexe bedarf der Kenntnis ihrer dreidimensionalen
Struktur. NMR-Spektroskopie und Rçntgenstrukturanalyse
sind die am h�ufigsten verwendeten Methoden, um Struktu-
ren mit atomarer Auflçsung zu bestimmen. Allerdings
werden diese Techniken unter In-vitro-Bedingungen ange-
wendet, die f�r die beste spektrale Auflçsung bzw. besten
Bedingungen f�r das Wachsen von Kristallen optimiert sind.
Diese Optimierung vernachl�ssigt jedoch den Einfluss zellu-
l�rer Faktoren wie z.B. Viskosit�t, „molekulares Crowding“,
Aktivit�t des Wassers und die Wechselwirkung mit anderen
Makromolek�len oder Ionen und zellul�ren Metaboliten auf
die Konformation und Dynamik des zu untersuchenden Ma-
kromolek�ls.[1–5]

Basierend auf der Nicht-Invasivit�t der NMR-Spektro-
skopie und der Entwicklung von In-vivo-NMR-Methoden
wurde das Feld der intrazellul�ren NMR-Spektroskopie seit
2001 entwickelt. Erste Untersuchungsobjekte waren isoto-
penmarkierte kleine Proteine und periplasmatische Glucane
in lebenden Bakterienzellen.[6–8] Seit dieser Zeit ist die Me-
thode auf eine Reihe anderer zellul�rer Systeme erweitert
worden, einschließlich der Oozyten des Krallenfrosches
Xenopus laevis und S�ugerzellen.[9–13] Die Mçglichkeit, mit-
tels NMR-Spektroskopie �nderungen in der Konformation
von Makromolek�len zwischen ihrem Zustand unter In-vitro-
Bedingungen und in lebenden Zellen zu detektieren, basiert
auf der Sensitivit�t der chemischen Verschiebung gegen�ber
der Umgebung eines Kerns. �nderungen in der Konforma-
tion, aber auch die Bindung anderer Molek�le oder post-
translationale Modifikationen f�hren zu solchen Ver�nde-

rungen und kçnnen �ber die Ver-
schiebung von Resonanzpositionen in
ein- oder zweidimensionalen NMR-
Spektren detektiert werden. Eine der
Limitierungen der intrazellul�ren
NMR-Spektroskopie ist die generell
niedrige Empfindlichkeit der NMR-

Spektroskopie und die damit verbundene notwendige hohe
intrazellul�re Konzentration (50–250 mm) der zu untersu-
chenden Makromolek�le. Diese Konzentrationen sind typi-
scherweise um einige Grçßenordnungen hçher als die nat�r-
lichen Konzentrationen (0.5–1 mm). Aus diesem Grunde wird
intrazellul�re NMR-Spektroskopie meistens nicht f�r die
Untersuchung spezifischer Wechselwirkungen zwischen
einem Makromolek�l und zellul�ren Komponenten verwen-
det, sondern um enzymatische oder nicht-spezifische Inter-
aktionen zu charakterisieren. Enzymatische Wechselwirkun-
gen beinhalten alle Arten posttranslationaler Modifikationen
einschließlich proteolytischem Abbau. F�r diesen Typ der
Wechselwirkung ist eine viel geringere Konzentration der
beteiligten Enzyme relativ zur Konzentration der zu unter-
suchenden Makromolek�le erforderlich, wodurch enzymati-
sche Wechselwirkungen mittels intrazellul�rer NMR-Spek-
troskopie untersucht werden kçnnen. Nicht-spezifische
Wechselwirkungen sind z. B. Effekte des sogenannten „mo-
lekularen Crowdings“ auf die Konformation eines Makro-
molek�ls. So wird z.B. f�r intrinsisch nicht-gefaltete Proteine
angenommen, dass „molekulares Crowding“ zu einer kom-
pakteren Konformation als in verd�nnten Lçsungen
f�hrt.[14, 15] Da die zellul�re Gesamtkonzentration aller Pro-
teine 400 gl�1 erreicht, hat ein Makromolek�l in einer Zelle
viel weniger Platz als in einer verd�nnten Lçsung wie sie ty-
pischerweise f�r In-vitro-Untersuchungen verwendet wird.[1]
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Der Traum eines Zellbiologen ist es, biologischen Makromolek�len
bei ihrer Arbeit im Inneren von lebenden Zellen zusehen zu kçnnen.
Dies w�rde bedeuten, sowohl den Ort als auch die Konformation
dieser Makromolek�le mit biophysikalischen Methoden zu beobach-
ten. Die Entwicklung von Fluoreszenztechniken, vor allem von
Hochauflçsungsfluoreszenzmikroskopiemethoden, hat unsere Mçg-
lichkeiten zur Lokalisierung von Proteinen und anderen Molek�len
im Inneren von Zellen erheblich erweitert. Die Struktur von Makro-
molek�len und ihre Konformations�nderungen in lebenden Zellen zu
bestimmen, ist hingegen noch immer eine große Herausforderung. Im
Prinzip kçnnen NMR- und EPR-Spektroskopie diese Informationen
liefern. Die Entwicklung von intrazellul�ren Magnetresonanzmetho-
den hat die Anwendbarkeit dieser Methoden demonstriert. In diesem
Aufsatz geben wir einen �berblick �ber die relevanten Techniken mit
einem Fokus auf die intrazellul�re Fl�ssig-NMR-Spektroskopie, be-
schreiben ihre Anwendungen und diskutieren die Herausforderungen
f�r die Zukunft.
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Intrazellul�rer NMR-Experimente mit mehreren kleinen
Proteinen, die in zahlreichen In-vitro-NMR-Untersuchungen
verwendet wurden, haben zudem gezeigt, dass viele dieser
Proteine nicht-spezifisch durch schwache, anziehende Wech-
selwirkungen mit anderen zellul�ren Komponenten inter-
agieren.[16–20] Dies f�hrt h�ufig zum Verlust der NMR-Signale.
Diese experimentellen Schwierigkeiten kçnnen z.B. durch
das Markieren und Detektieren von Methylgruppen in Pro-
teinen �berwunden werden, da diese eine grçßere Sensitivit�t
als andere Gruppen aufweisen.[21] Außerdem wurden Proto-
kolle f�r die Untersuchung von Makromolek�len mittels in-
trazellul�rer Festkçrper-NMR-Spektroskopie und intrazellu-
l�rer EPR-Spektroskopie entwickelt.[22–24] Sowohl intrazellu-
l�re Festkçrper-NMR-Spektroskopie als auch intrazellul�re
EPR-Spektroskopie werden typischerweise bei niedrigen
Temperaturen durchgef�hrt, und die Detektion wird nicht
durch die Grçße der Makromolek�le oder ihrer Komplexe
beeinflusst. Das Besondere an intrazellul�rer EPR-Spektro-
skopie ist, dass mithilfe des PELDOR-Experiments (pulsed

electron double resonance; auch DEER, double electron–
electron resonance) Distanzen innerhalb eines Makromole-
k�ls gemessen und so globale Konformations�nderungen
untersucht werden kçnnen.[25–27]

In diesem Aufsatz beschreiben wir allgemeine technische
Aspekte der intrazellul�ren NMR- und EPR-Spektroskopie
(Abschnitt 2). Wir diskutieren alle bisher verwendeten Zell-
typen bez�glich ihrer Anwendbarkeit, notwendiger Kon-
trollexperimente und Einschr�nkungen (Abschnitt 3).
Schließlich diskutieren wir wichtige Beitr�ge und zuk�nftige
Herausforderungen der intrazellul�ren NMR- und EPR-
Spektroskopie (Abschnitt 4).

2. Technische Aspekte der intrazellul�ren NMR- und
PELDOR-EPR-Spektroskopie

2.1. Technische Grundlagen

Die Beobachtung eines bestimmten Makromolek�ls im
zellul�ren Kontext setzt voraus, dass dieses Makromolek�l
markiert ist: im Falle der intrazellul�ren NMR-Spektroskopie
mit NMR-aktiven Isotopen und im Falle der intrazellul�ren
EPR-Spektroskopie mit paramagnetischen Spinsonden. F�r
intrazellul�re NMR-Spektroskopie hat sich die Markierung
mit den Isotopen 13C (1.1% nat�rliche H�ufigkeit) und 15N
(0.36 % nat�rliche H�ufigkeit) als sinnvoll herausgestellt, um
die zellul�ren Hintergrundsignale aller Protonen herauszu-
filtern und Informationen �ber das zu untersuchende Ma-
kromolek�l im Zellinneren zu erhalten. Mithilfe von Expe-
rimenten wie 2D-[15N, 1H]-HSQC und 2D-[13C, 1H]-HSQC,
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die nur solche Protonen selektieren, die direkt an
15N- oder 13C-Kerne gekoppelt sind und alle an-
deren Protonensignale unterdr�cken, kçnnen die
NMR-Signale des markierten Makromolek�ls
selektiv detektiert werden. Vor allem 2D-[15N,
1H]-HSQC, das die chemischen Verschiebungen
der Amidprotonen und Stickstoffkerne misst,
wird verwendet, um Informationen �ber die
Konformation des Proteinr�ckgrats zu erhalten.
Das Markieren von biologischen Makromolek�-
len kann durch �berexpression erfolgen (entwe-
der in den f�r die intrazellul�ren NMR-Experi-
mente verwendeten Zellen oder in anderen
Zellen), oder durch chemische Synthese mit an-
schließender Reinigung und Mikroinjektion oder
Transfektion in ein geeignetes zellul�res System
(Abbildung 1). Im Falle, dass die markierten
Makromolek�le mikroinjiziert oder transfiziert
werden, tr�gt nur die nat�rliche 15N- bzw. 13C-
H�ufigkeit zum zellul�ren Hintergrundsignal bei.
Im Falle der zellul�ren �berexpression in den
Zellen, die auch f�r die Experimente verwendet
werden, wird nicht nur das zu untersuchende
Makromolek�l markiert, sondern auch alle an-
deren zellul�ren Komponenten. Urspr�nglich
hatten wir ein kompliziertes Verfahren zur Her-
stellung von intrazellul�ren NMR-Proben vorgeschlagen, das
beinhaltete, die Bakterien zuerst auf nicht-markiertem
Medium wachsen zu lassen und sie nur f�r die Zeit der Ex-
pressionsinduktion in markiertes Medium zu transferieren.
Zus�tzlich hatten wir Rifampicin dem Medium zugesetzt,
wodurch die bakterielle, aber nicht die T7-RNA-Polymerase
inhibiert[7] und so die selektive �berexpression des zu un-
tersuchenden Proteins ermçglicht wird. Allerdings stellte sich
heraus, dass im Falle von 15N-Markierung praktisch kein zel-
lul�rer Hintergrund zu sehen ist, auch wenn die Bakterien
von Anfang an in einem 15N-markierten Medium wuchsen
und die Protein�berexpression ohne die Zugabe von Rif-
ampicin initiiert wurde (Abbildung 2). Die einzige Bedingung
f�r die Beobachtung des zu untersuchenden Proteins ist, dass
es frei rotieren kann (siehe unten) und seine zellul�re Kon-
zentration einen bestimmten Mindestwert erreicht (ca. 5%
der gesamten lçslichen Proteinmenge einer Zelle). Die
�berraschende Abwesenheit eines nennenswerten Hinter-
grundsignals kommt durch die geringe Anzahl von Stickstoff-
gebundenen Protonen in biologischen Molek�len und den
schnellen Austausch vieler dieser Protonen mit dem Wasser
zustande, wodurch ihre Signale verschwinden.[7] Im Gegen-
satz dazu gibt es erheblich mehr Kohlenstoff-gebundene
Protonen, die zudem nicht mit dem Wasser austauschen, was
zu einem signifikanten Maß an Hintergrundsignalen f�r
Proben f�hrt, die durch �berexpression in 13C-Glucose-hal-
tigen Medien erzeugt wurden (Abbildung 3 A).[21] Dieses
Problem kann jedoch umgangen werden, z. B. mittels selek-
tiver Markierungen (Abbildung 3B). Als Alternative wurde
gezeigt, dass Experimente mit Koher�nztransferschritten von
15N-Kernen zu 13C-Kernen in Kombination mit direkter 13C-
Detektion intrazellul�re NMR-Spektren mit hervorragender
Qualit�t erzeugen kçnnen.[28]

F�r intrazellul�re Fl�ssig-NMR-Experimente muss eine
zweite Bedingung erf�llt sein: Die zu untersuchenden Mole-
k�le m�ssen sich ausreichend schnell in der zellul�ren Um-
gebung drehen kçnnen. Mehrere Untersuchungen haben er-
geben, dass die intrazellul�re Rotationskorrelationszeit in
den meisten Zelltypen nur um einen Faktor 2–3 langsamer ist
als in einer w�ssrigen Lçsung. Daraus ergibt sich ein um
denselben Faktor erhçhtes „scheinbares“ Molekularge-
wicht.[7, 29, 30] Wechselwirkungen mit anderen großen zellul�-
ren Komponenten wie z. B. anderen Makromolek�len, Kom-
plexen oder Membranen verlangsamen die Rotation aller-

Abbildung 1. Etablierte Methoden zur Herstellung von intrazellul�ren NMR- und EPR-
Proben in prokaryotischen und eukaryotischen Zellen. Intrazellul�re NMR-Experimen-
te in Bakterien-, Hefe- und Insektenzellen basieren auf der �berexpression des zu
untersuchenden Proteins. Hingegen werden zur Probenherstellung mit Xenopus laevis-
Oozyten Makromolek�le injiziert. Die Erweiterung der intrazellul�ren NMR-Methoden
auf S�ugerzellen resultierte in einer Vielzahl von Verfahren, einschließlich der Bildung
von Poren mittels Streptolysin-O (SLO), der Verwendung membrandurchl�ssiger Pep-
tide (CPP) und der �berexpresison in Kombination mit Polyethylenimin-vermittelter
Plasmidtransfektion.

Abbildung 2. Vergleich eines [15N, 1H]-HSQC-Spektrums der gereinig-
ten N-terminalen Dom�ne der bakteriellen Quecksilberionen-Redukta-
se MerA (NmerA) (A) mit einem entsprechenden intrazellul�ren NMR-
Spektrum in lebenden E. coli-Zellen (B). Das Signalmuster ist in
beiden Spektren sehr �hnlich, die Linienbreite in dem intrazellul�ren
Spektrum ist jedoch deutlich grçßer.
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dings zus�tzlich, was zu sehr breiten Resonanzlinien oder
auch dem vollst�ndigen Verlust der Signale f�hren kann.[16,17]

Intrinsisch nicht-gefaltete Proteine hingegen zeigen h�ufig
weniger Wechselwirkung mit ihrer Umgebung und kçnnen
zudem die Verlangsamung ihrer Rotation mit ihrer hohen
internen Flexibilit�t kompensieren. Daher sind intrazellul�re
NMR-Experimente mit zahlreichen nicht-gefalteten Protei-
nen durchgef�hrt worden.[14, 31–33] Demgegen�ber sind die
Resonanzen vieler gefalteter Proteine nicht detektierbar, was
zeigt, dass ihre Rotation in vivo deutlich langsamer ist,
wahrscheinlich verursacht durch schwache, nicht-spezifische
Wechselwirkungen mit anderen zellul�ren Komponen-
ten.[16–18, 20,34] In diesen F�llen kann man versuchen, die Me-
thylgruppen dieser Proteine zu detektieren, da diese durch
ihre schnelle interne Rotation besser detektierbar sind.[21] 13C-
Markierung spezifischer Methylgruppen hat den zus�tzlichen
Vorteil, dass Probleme mit der �berlappung von Signalen
sowie das Problem des hohen zellul�ren Hintergrundsignals
�berwunden werden kçnnen (Abbildung 3). Besonders
n�tzlich sind die Methylgruppen von Methioninen und die d-
Methylgruppen von Isoleucinen, die sehr langsam relaxie-
ren.[35] Zus�tzlich zu spezifischen 13C-Markierungen hat sich
die Markierung mit dem Isotop 19F, z. B. �ber Tryptophan-,
Phenylalanin- oder Tyrosin-Analoga, als n�tzlich f�r die
Charakterisierung von ungefalteten und schwierigen Protei-
nen herausgestellt. Zus�tzlich zu seiner hohen Sensitivit�t –

das gyromagnetische Verh�ltnis ist �hnlich dem des Protons,
und 1D-Experimente sind empfindlicher als mehrdimensio-
nale Experimente – ist der Vorteil des 19F Isotops gegen�ber
13C die Abwesenheit jeglichen Hintergrundsignals in
Zellen.[30,36] Falls sogar Methylgruppen mit ihrer schnellen
Rotation nicht mehr in intrazellul�ren Fl�ssig-NMR-Experi-
menten zu detektieren sind, kçnnen intrazellul�re Festkçr-
per-NMR-Methoden angewendet werden, die erst k�rzlich
sowohl f�r Experimente mit lçslichen Proteinen wie auch mit
Membranproteinen etabliert wurden.[22, 37, 38]

Neben der schwachen, nicht-spezifischen Wechselwirkung
mit anderen zellul�ren Komponenten kann der Verlust der
NMR-Signale in intrazellul�ren NMR-Experimenten auch
durch die Bildung großer spezifischer Komplexe, Abbau oder
konformationellen Austausch verursacht werden. Die Bil-
dung spezifischer Komplexe ist in den meisten F�llen un-
wahrscheinlich, da die geringe Empfindlichkeit der NMR-
Spektroskopie eine hohe zellul�re Konzentration der zu un-
tersuchenden Makromolek�le voraussetzt, die typischerweise
mehrere Grçßenordnungen hçher ist als die Konzentration
eines spezifischen Bindungspartners. Der Abbau von Ma-
kromolek�len ist bisher haupts�chlich in intrazellul�ren
NMR-Experimenten mit Nukleins�uren beobachtet
worden.[39, 40] Signalverlust kann auch durch den Austausch
zwischen verschiedenen Konformationen des Makromolek�ls
hervorgerufen werden. Dieser Fall ist an einem nicht-gefal-
teten Protein in Bakterien beobachtet worden.[15] W�hrend
das In-vitro-Spektrum des Proteins FlgM die typische geringe
Dispersion der chemischen Verschiebung und scharfe Reso-
nanzsignale eines nicht-gefalteten Proteins zeigt, ist das in-
trazellul�re Spektrum durch breite und fehlende Signale
charakterisiert. Dieser Signalverlust im [15N, 1H]-HSQC-
Spektrum wurde mit dem Austausch zwischen verschiedenen
Konformationen innerhalb eines „Molten-Globule“-Zu-
stands erkl�rt, der durch die zellul�re Umgebung induziert
wurde.

Sobald Bedingungen gefunden sind, die das Detektieren
von intrazellul�ren [15N, 1H]- oder [13C, 1H]-HSQC-NMR-
Spektren ermçglichen, kçnnen die Resonanzpositionen in
diesen Spektren mit denen verglichen werden, die in ver-
d�nnter Lçsung mit gereinigten Molek�len in vitro aufge-
nommen wurden. �nderungen in den chemischen Verschie-
bungen zwischen den In-vitro- und intrazellul�ren NMR-
Spektren deuten auf Differenzen in der Konformation, Bin-
dungen anderer Molek�le oder posttranslationale Modifika-
tionen hin. Falls die Zuordnungen der Resonanzen oder gar
die Struktur bekannt sind, kann die Bindungsstelle bzw. Stelle
der posttranslationalen Modifizierung identifiziert werden.
Sollte starke �berlappung der Signale eine eindeutige Inter-
pretation der Spektren unmçglich machen, kçnnen 15N-Mar-
kierungen einzelner Aminos�uretypen verwendet werden,
um die Komplexit�t der Spektren zu reduzieren.[7]

2.2. Dynamik

Zahlreiche Studien haben in der Vergangenheit die Be-
deutung der Dynamik von Proteinen f�r ihre spezifische
Funktion belegt (siehe Lit. [41–44]). Diese Studien machten

Abbildung 3. Der Level an Hintergrundsignalen ist in intrazellul�ren
[13C, 1H]-HSQC-Spektren signifikant hçher als in intrazellul�ren [15N,
1H]-HSQC-Spektren. Die beiden Spektren in (A) wurden mit E. coli-Bak-
terien aufgenommen, die entweder nicht induziert waren (links) oder
Calmodulin �berexprimierten (rechts). Nur die Signale hochfeldver-
schobener Methylgruppen kçnnen eindeutig dem Calmodulin zugeord-
net werden. Hintergrundsignale kçnnen durch selektive Markierung
weitgehend unterdr�ckt werden. Das Spektrum in (B) zeigt ein intra-
zellul�res [13C, 1H]-HSQC-Spektrum von Calmodulin, das selektiv mit
13C-methylmarkiertem Methionin markiert ist.
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sich die einzigartigen Mçglichkeiten der NMR-Spektroskopie
zu Nutze, Dynamiken vom Pikosekunden- bis zum Sekun-
denbereich mit atomarer Auflçsung zu untersuchen.[45] Die
Untersuchung der Proteindynamik in Zellen oder zellul�ren
Extrakten stellte sich jedoch als technisch schwierig heraus,
und nur wenige Studien sind bisher publiziert. Der Haupt-
grund ist die begrenzte Lebensdauer von Zellen in einem
NMR-Rçhrchen bzw. die begrenzte Zeit, die Zellen w�hrend
der NMR-Messung in einem definierten metabolischen Zu-
stand gehalten werden kçnnen. Diese Zeit ist oftmals zu kurz
f�r die Relaxationsexperimente, die lange Messzeiten benç-
tigen. Weiterhin wird die Beweglichkeit der Proteine durch
das zellul�re Milieu durch schwache, anziehende Wechsel-
wirkungen ver�ndert, die zu einer Verlangsamung der Be-
wegung f�hren. Das wiederum f�hrt zu einer langsameren
longitudinalen und einer schnelleren transversalen Relaxati-
on, was seinerseits Signalverbreiterungen und eine geringere
Empfindlichkeit zur Folge hat. Daher haben nur wenige
Proteine bisher die Qualit�t der intrazellul�ren NMR-Spek-
tren erreicht, die f�r eine Untersuchung ihrer Dynamik in
einer zellul�ren Umgebung notwendig w�re. Von besonde-
rem Interesse sind Untersuchungen konformationeller Aus-
tauschprozesse, die mittels Relaxations-Dispersions-Experi-
menten charakterisiert werden kçnnen. Diese Experimente
liefern nicht nur kinetische Informationen �ber die Ge-
schwindigkeit des Austauschs, sie kçnnen auch strukturelle
Informationen �ber nicht direkt detektierbare Konformatio-
nen liefern.[46–48] Latham und Kay haben k�rzlich die An-
wendbarkeit dieser Methode in E. coli-Lysaten demon-
striert.[35]

Falls die Austauschkinetik zwischen den Konformationen
noch langsamer ist, kçnnen Austauschexperimente (EXSY),
die auf dem Austausch von z-Magnetisierung beruhen, an-
gewendet werden.[49] Die Anwendbarkeit dieser Methode
wird durch die longitudinale Relaxationsgeschwindigkeit be-
stimmt, sodass l�ngere T1-Zeiten, wie sie in intrazellul�ren
NMR-Experimenten vorkommen, von Vorteil sind. Aller-
dings kann �berlappung der Resonanzsignale sowie eine
geringe Empfindlichkeit die Interpretation der Spektren er-
schweren. Spezifische Markierungen kçnnen verwendet
werden, um das Problem zu umgehen. In einer intrazellul�ren
Studie von Takaoka et al. wurden EXSY-Spektren mit 19F-
markierter menschlicher Carboanhydrase I (hCAI) in roten
Blutzellen gemessen[50] Dadurch konnte erstmals die Bin-
dungskinetik und Thermodynamik eines Enzyms und seines
Inhibitors mit intrazellul�ren NMR-Methoden gemessen
werden.

Konformationeller Austausch und Proteinstabilit�t
kçnnen schließlich auch durch Messung der Protonen/Deu-
teronen-Austauschgeschwindigkeit der Amidprotonen un-
tersucht werden. Um die Stabilit�t von Ubiquitin im zellul�-
ren Milieu zu untersuchen, haben Inomata et al. die Aus-
tauschgeschwindigkeit der Amidprotonen in menschlichen
Zellen bestimmt.[11] Dazu haben sie 15N-markiertes Ubiquitin
mittels Guanidiniumhydrochlorid in D2O bei pH 7.3 entfaltet,
anschließend rasch gefaltet und in eine Lçsung mit H2O
dialysiert. Nur sehr gut gesch�tzte Amidgruppen bleiben
dabei deuteriert.[51] Diese gesch�tzten Amidgruppen tau-
schen ihre Deuteronen gegen Protonen im Falle einer Pro-

teinentfaltung aus und kçnnen so zur Untersuchung der
Proteinstabilit�t herangezogen werden. Partiell deuteriertes
Ubiquitin wurde in HeLa-Zellen transferiert. Um den Deu-
terierungsgrad zu analysieren, wurden Zellen nach verschie-
denen Zeitintervallen bei pH 5 lysiert, und [15N, 1H]-HSQC-
Spektren der verschiedenen Lysate wurden gemessen. Die
Austauschkinetik wurde durch Integration der Resonanz-
signale �ber die Zeit erhalten, und die intrazellul�ren Daten
wurden mit Referenzdaten verglichen, die aus In-vitro-Ex-
perimenten erhalten wurden.[11]

2.3. Nukleins�uren

Anders als intrazellul�re NMR-Experimente mit Protei-
nen basieren entsprechende Experimente mit Nukleins�uren
bisher ausschließlich auf der Injektion der Makromolek�le in
Xenopus laevis-Oozyten (Abbildung 4).[39] W�hrend die De-
tektion von Resonanzsignalen von Proteinen deren Isoto-
penmarkierung erfordert, kçnnen die Iminoprotonen von
Nukleins�uren mittels einfacher 1D-1H-Detektion ohne
kostspielige Isotopenmarkierung beobachtet werden. Dies
liegt daran, dass im Bereich zwischen 11 und 15 ppm keinerlei
Hintergrundsignale zu sehen sind. Iminoprotonen von zellu-

Abbildung 4. d(AG3(TTAGGG)3) liegt in Zellen in G-Quadruplex-Kon-
formationen vor, die nur in verd�nnten, K+-haltigen Lçsungen beob-
achtet werden. Links: �berlagerung von 15N-selektierten 1D-Iminopro-
tonenspektren des 15N/13C-markierten d(AG3(TTAGGG)3)-Quadruplex,
gemessen in verd�nnter K+-Lçsung (oben), in verd�nnter Na+-Lçsung
und K+-Lçsung mit 40% PEG200 (Mitte) sowie in Ei-Extrakt aus Xen-
opus laevis und in Xenopus laevis-Oozyten (unten). Rechts: Vergleich
der 2D-[15N,1H]-sfHMQC-Spektren des Iminoprotonenbereichs des
15N/13C-markierten d(AG3(TTAGGG)3)-Quadruplex in Ei-Extrakt aus
Xenopus laevis mit Spektren, die in verd�nnter K+-Lçsung, in K+-
Lçsung mit 40% PEG200 und in Na+-Lçsung erhalten wurden.
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l�ren Nukleins�uren werden nicht detektiert, da die meisten
nat�rlich vorkommenden Nukleins�uren zu groß sind und
ihre Konzentration zu gering ist, w�hrend die Signale von
Iminoprotonen freier Nukkleotide durch den schnellen Aus-
tausch mit Wasser unterdr�ckt werden. Dies ermçglicht die
Untersuchung von injizierten kleinen und mittelgroßen
RNA- und DNA-Molek�len mit in Sekund�rstrukturele-
menten gesch�tzten Iminoprotonen mittels intrazellul�rer
NMR-Spektroskopie. Mithilfe der Iminoprotonen lassen sich
lokale und globale Faltungstopologien und deren �nderun-
gen �ber 1D-1H-NMR-Experimente untersuchen.[52] Trotz
der schlechten Auflçsung ermçglicht ein Vergleich der in-
trazellul�ren und der In-vitro-Spektren ein Erkennen struk-
tureller �nderungen.[39,40, 52] Solche intrazellul�ren NMR-
Experimente haben jedoch auch gezeigt, dass DNA- und
RNA-Schleifenstrukturen empfindlich gegen�ber Abbau
durch endogene Nukleasen sind, wodurch die Experimenti-
erzeit eingeschr�nkt wird.[39] Dieser Abbau kann jedoch er-
folgreich durch chemische Modifikationen wie den Ersatz
einer Phosphatgruppe im R�ckgrat durch eine Thiophos-
phatgruppe oder Methylierung der O2’-Hydroxygruppe un-
terdr�ckt werden.[39] Zus�tzlich zu der Stabilisierung von
RNA- und DNA-Molek�len hat die Thiophosphat-Modifi-
zierung den Vorteil, dass Nukleins�uren mittels 31P-NMR-
Spektroskopie in Zellen detektiert werden kçnnen, da die
Thiophosphatgruppe eine sehr charakteristische chemische
Verschiebung (ca. 54 ppm) aufweist und sich so von allen
anderen Phosphatgruppen unterscheidet.[39] Detailliertere
Studien von Nukleins�uren mit intrazellul�ren 2D-NMR-
Experimenten mit Iminoprotonen, aromatischen Protonen
oder den Zuckersignalen bençtigen 15N-oder 13C-Markie-
rungen. Durch den Abbau kann die Interpretation der
Spektren im aromatischen Bereich und im Zuckerbereich
schwieriger sein, da Signale sowohl von den intakten Mole-
k�len als auch von den Abbauprodukten stammen kçnnten.
Da Nukleins�uren auch chemisch synthetisiert werden
kçnnen, kçnnen Isotopenmarkierungen auch sehr selektiv in
bestimmten Positionen angebracht werden. Dies kann 1D-
und auch 2D-Spektren erheblich vereinfachen. Zum Beispiel
kann eine spezifische Markierung einer einzelnen Base in
einer Nukleins�uresequenz sehr einfach zeigen, ob ein be-
stimmtes Molek�l in einer oder in mehreren Konformationen
vorliegt.[53] Zus�tzlich zu den Iminoprotonen kçnnen auch
aromatische und Zuckerprotonen als Markierungssonden in
[1H-13C]-ct-TROSY-HSQC-Experimenten verwendet
werden. Signale in diesen spektralen Regionen haben unter-
schiedliche Vorzeichen, abh�ngig von der Anzahl der direkt
gebundenen 13C-Kerne.[54]

2.4. Intrazellul�re EPR-Spektroskopie

W�hrend NMR-Spektroskopie die magnetischen Eigen-
schaften der Kernspins heranzieht, basiert EPR-Spektrosko-
pie auf dem magnetischen Moment ungepaarter Elektronen.
Einer der Vorteile der EPR-Spektroskopie ist ihre im Ver-
gleich zur NMR-Spektroskopie hçhere Empfindlichkeit. Von
besonderem Interesse ist dabei eine als PELDOR (oder
DEER) bezeichnete Technik, die die dipolare Kopplung

zwischen ungepaarten Elektronen misst, die 1.5 bis 10 nm
voneinander entfernt sind.[25, 27, 55] Die Bausteine der Proteine
und der Nukleins�uren enthalten keinerlei paramagnetische
Zentren, was dazu f�hrt, dass EPR-Messungen das Markieren
von Makromolek�len mit stabilen Spinsonden voraussetzt.
Typischerweise werden dabei Nitroxid enthaltende Spinson-
den wie 3-Maleimidoproxyl (5-MSL) oder 2,2,5,5-Tetrame-
thyl-1-oxyl-3-methylmethanthiosulfonat (MTSL) kovalent an
Cysteine in Proteinen gebunden.[56,57] Nukleins�uren hinge-
gen werden entweder an der Base, am Zucker oder am
Phosphatr�ckgrat w�hrend oder nach der chemischen Syn-
these markiert.[58] K�rzlich wurde zudem gezeigt, dass Spin-
sonden-markierte Proteine, die nicht-nat�rliche Aminos�u-
ren mit einem paramagnetischen Zentrum enthalten, sich
�ber die Methode der Amber-Codon-Umwandlung durch
intrazellul�re Expression herstellen lassen.[59, 60]

Im Unterschied zu intrazellul�ren Fl�ssig-NMR-Experi-
menten, die bei physiologischen Temperaturen durchgef�hrt
werden, werden PELDOR-EPR-Spektren meist bei sehr
tiefen Temperaturen (50 K) gemessen, da die schnelle Rela-
xation der Nitroxid-Spinsonden die Messung bei hçheren
Temperaturen verhindert. Die Verwendung neuer Spinson-
den mit besseren Relaxationseigenschaften kçnnte in der
Zukunft PELDOR-Messungen bei physiologischen Tempe-
raturen mçglich machen.[61] Obwohl EPR-Spektroskopie
empfindlicher ist als NMR-Spektroskopie bençtigen beide
Methoden sehr hohe Konzentrationen der Makromolek�le
(50–250 mm), um die notwendige Empfindlichkeit zu errei-
chen (Tabelle 1).[23, 62–64]

3. Zellul�re NMR- und EPR-Systeme und ihre An-
wendungen

3.1. Escherichia coli

Seit den ersten intrazellul�ren NMR-Experimenten im
Jahr 2001[6] ist das Bakterium E. coli das am meisten ver-
wendete System. Dies liegt an den Vorteilen, die Bakterien
bieten: schnelles Wachstum, Robustheit, einfache Manipula-
tion und hohe Expressionsraten. Dar�ber hinaus kçnnen in-
trazellul�re NMR-Experimente mit Bakterien bei recht
hohen Temperaturen (37 8C) durchgef�hrt werden, wodurch
die Effekte der hçheren intrazellul�ren Viskosit�t und an-
derer Wechselwirkungen wenigstens zum Teil wieder ausge-
glichen werden.

Das E. coli-System basiert auf der Expression des zu un-
tersuchenden Makromolek�ls in isotopenmarkierten
Medien.[65] Um Hintergrundsignale von Metaboliten und
anderen markierten Molek�len aus dem Wachstumsmedium
zu entfernen, werden die Zellen vor den intrazellul�ren
NMR-Experimenten intensiv gewaschen. Die bakterielle
Probe besteht aus einer dichten Suspension und wird als
solche in das NMR-Rçhrchen transferiert. Um die Zellen
w�hrend des Experiments am Leben zu halten, ist generell
eine kurze Messzeit (< 3 Stunden) empfohlen, da ansonsten
der Mangel an N�hrstoffen und Sauerstoff zum Zelltod und
dem Platzen von Zellen f�hren kann.
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Experimente mit mehreren kleinen Proteinen im bakte-
riellen Zytoplasma haben gezeigt, dass viele von ihnen in
intrazellul�ren NMR-Experimenten nicht detektierbar sind,
verursacht durch ihre Wechselwirkung mit anderen zellul�ren
Komponenten. Die Arbeitsgruppen um Pielak und Gierasch
haben dieses Ph�nomen im Detail untersucht und festgestellt,
dass die Rotation, nicht aber die Translation der Makromo-
lek�le erheblich eingeschr�nkt ist.[16, 18] Sie folgerten, dass
globul�re Proteine mit einer Nettoladung von nahe null nicht-
spezifische, schwache Wechselwirkungen im Zellinneren
eingehen. Interessanterweise wurde durch eine k�rzlich ver-
çffentliche Studie die allgemeine Annahme, dass der Crow-
ding-Effekt durch Volumenausschluss den kompaktesten
molekularen Zustand stabilisiert, durch bakterielle intrazel-
lul�re NMR-Experimente in Frage gestellt.[66] W�hrend eine
Mutante des Proteins ProtL haupts�chlich einen kompakten
Zustand in einer verd�nnten und mit NaCl versetzten Lçsung
(0.8m) in vitro annahm, f�hrten schwache Wechselwirkungen
im Zellinneren zu einer eher ungefalteten Konformation mit
einem grçßeren hydrodynamischen Radius. Dar�ber hinaus
wurde f�r DNA-bindende Proteine wie den MetJ-Repressor
gezeigt, dass sie nicht-spezifisch an genomische DNA binden,
was zu der Annahme f�hrt, dass die Bildung nicht-spezifi-
scher Komplexe eine Rolle beim Verhalten von Proteinen im
Zellinneren spielt.[19]

Bisher gibt es einen einzigen Fall, in dem beschrieben
wurde, dass ein intrinsisch nicht-gefaltetes Protein, FlgM, in
bakteriellen Zellen eine teilweise a-helikale Konformation
einnimmt, w�hrend es in vitro vollst�ndig entfaltet vorliegt.[15]

Diese Studie illustrierte das Potential intrazellul�rer NMR-
Experimente, den konformationellen Zustand von Proteinen
in Zellen zu beobachten. Interessanterweise wurde der ge-
gens�tzliche Fall k�rzlich in intrazellul�ren NMR-Experi-

menten in E. coli mit dem nicht-gefalteten Protein a-Synuc-
lein beschrieben. W�hrend a-Synuclein in der Zelle als ein
monomeres, ungefaltetes Protein detektiert wurde,[67] wurde
dasselbe Protein aus roten Blutkçrperchen, verschiedenen
neuronalen Zelllinien, menschlichem Gewebe sowie unter
nicht-denaturierenden Bedingungen aus E. coli extrahiert als
Tetramer mit a-helikalem Gehalt beschrieben.[68, 69] Es kann
nat�rlich angebracht werden, dass ein 56 kDa großes, gut
strukturiertes Tetramer nicht in intrazellul�ren NMR-Expe-
rimenten sichtbar sein sollte. Allerdings w�rde man anneh-
men, dass die Bildung eines derartigen Tetramers im
Gleichgewicht mit dem ungefalteten Monomer in den Zellen
zu sichtbaren Linienverbreiterungen f�hren sollte, was jedoch
nicht beobachtet wurde. Das Detektieren einer ausschließlich
nicht-gefalteten Konformation in Bakterien legt die Vermu-
tung nahe, dass es sich bei dem Tetramer um ein Artefakt der
In-vitro-Bedingungen handelt.

Zus�tzlich zu der Untersuchung der physiologisch rele-
vanten Konformation kçnnen intrazellul�re NMR-Experi-
mente in Bakterien auch verwendet werden, um Protein-
Protein-Wechselwirkungen[70–72] oder die Bindung von klei-
nen Molek�len an Makromolek�le zu untersuchen.[11,73]

STINT-NMR ist eine Technik, bei der zuerst der eine Inter-
aktionspartner exprimiert wird, gefolgt von der Expression
des zweiten.[71, 72] Diese Methode wurde verwendet, um die
F�higkeit kleiner Molek�le zu untersuchen, die Komplexbil-
dung zweier Proteine zu verhindern.[70] Dabei handelte es sich
um Ubiquitin und eine Reihe seiner bekannten Interakti-
onspartner.[74] �berraschenderweise erhielten Shekhtman
und Mitarbeiter gut aufgelçste intrazellul�re NMR-Spektren
von Ubiquitin und Ubiquitin-Komplexen,[74] w�hrend andere
Arbeitsgruppen Ubiquitin nicht in Bakterien oder andern
Zellen mittels intrazellul�rer NMR-Spektroskopie detektie-

Tabelle 1: Zusammenfassung von intrazellul�ren Techniken.

Intrazellul�re
NMR-Spektroskopie

Intrazellul�re
Festkçrper-NMR-Spektroskopie

Intrazellul�re
EPR-Spektroskopie

Markierung 15N, 13C, 19F 15N, 13C Paramagnetische Spinson-
den, hçhere Empfindlichkeit

Temperatur Physiologisch Kryogen oder physiologisch Kryogen

Hintergrundsignale Hoch f�r 1H, 13C Hoch f�r 1H, 13C, 15N Niedrig

Abh�ngigkeit von
Beweglichkeit

H�ngt sehr stark von der Rotation ab, Hinter-
grundsignale f�r langsam rotierende Molek�le
sind nicht detektierbar

Langsam rotierende Molek�le oder Messungen
im gefrorenen Zustand

Messungen im gefrorenen
Zustand

Strategie 15N Markierung: Analyse der R�ckgratsignale
alternativ: Detektion selektiv 15N-, 13C- oder 19F-
markierter Molek�le

Bençtigt die die gleichzeitige Markierung mit
15N und 13C, um 15N-13C-Paare mittels Kreuzpo-
larisation zu selektieren

Bençtigt die Markierung mit
Spinsonden

Messgrçße Chemische Verschiebung, Relaxationszeiten,
Distanzen

Chemische Verschiebung Distanzen (1.5–10 nm)

Information Konformationen,[12, 15, 66, 67, 78, 98, 99]

Dynamik,[36, 76]

Wechselwirkungen,[11, 16–18, 34, 35, 70, 73, 74, 87, 111]

posttranslationale Modifikatio-
nen[10, 31, 86, 87, 112–115]

Konformationen,[22, 37, 38]

Wechselwirkungen[22, 37, 38]
Distanzen,[23, 24, 63, 64, 101]

Konformationen,[23, 24, 63, 64, 101]

Wechselwirkungen,
Dynamik
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ren konnten, was darauf hindeutet, dass Ubiquitin in Zellen in
grçßeren Komplexen vorliegt.[11, 75]

Fl�ssig-NMR-Spektroskopie ist eine hervorragende
Technik zur Untersuchung der Dynamik von Proteinen und
kann im gesamten Dynamikbereich von Pikosekunden bis
Sekunden angewendet werden. Die notwendigen Relaxa-
tionsexperimente bençtigen jedoch hoch konzentrierte
Proben und lange Messzeiten. Daher gibt es bisher nur eine
Studie, in der die Seitenkettendynamik von Calmodulin in
bakteriellen Lysaten untersucht und mit der Dynamik in
verd�nnten Lçsungen verglichen wurde.[76] W�hrend das
Lysat keinen Einfluss auf die schnelle Piko- bis Nanosekun-
dendynamik des Calcium-freien Calmodulins (apo-CaM)
hatte, zeigten sich deutliche Unterschiede im Mikro- bis
Millisekundenbereich. Die Verringerung der Relaxations-
dispersion durch Zugabe eines Metallchelators st�tzt die
Annahme, dass dieser konformationelle Austausch die Dy-
namik zwischen dem apo-Protein und metallgebundenen
Zust�nden darstellt. Dieselbe Beobachtung wurde auch f�r
die Calcium-gebundene Form von Calmodulin gemacht.
W�hrend die Seitenketten der Calcium-gebundenen Form
keine Relaxationsdispersion in In-vitro-Experimenten mit
gereinigtem Protein in Puffer zeigten, konnte eine signifi-
kante Dispersion in bakteriellem Lysat gemessen werden.
Dieses Ergebnis l�sst sich wahrscheinlich mit der schwachen
Wechselwirkung verschiedener Komponenten des Lysats mit
der Calcium-gebundenen Form erkl�ren. Ob ein Lysat die
Dynamik eines Proteins im Zellinneren korrekt widerspie-
gelt, muss allerdings noch gezeigt werden.

Intrazellul�re NMR-Spektroskopie wurde auch genutzt,
um die erste Struktur eines Proteins in lebenden Bakterien-
zellen durch eine Kombination von 2D- und 3D-NMR-Ex-
perimenten mit nicht-linearen Detektionsmethoden zu be-
stimmen.[77] Diese nicht-linearen Detektionsmethoden sind
notwendig, um die Messzeit signifikant zu reduzieren.[78] Sehr
hohe intrazellul�re Konzentrationen waren notwendig
(4 mm), um diese Strukturbestimmung erfolgreich durchzu-
f�hren. Obwohl eine intrazellul�re Konzentration von 0.8 mm

ausreichend war, um ca. 70 % der R�ckgrat-Resonanzen zu-
zuordnen, ist es gegenw�rtig fraglich, ob diese Methode sich
auf viele andere Proteine anwenden l�sst, da diese sich nicht
zu diesen hohen Konzentrationen �berexprimieren lassen
bzw. bei diesen Konzentrationen noch ausreichend schnell
rotieren. Im Allgemeinen leidet die Qualit�t von intrazellu-
l�ren NMR-Experimenten, die eine lange Messzeit bençti-
gen, auch unter der Sedimentation der Zellen. Dieses Pro-
blem kann jedoch im Prinzip durch die Einbettung der Bak-
terien in Agarose mit einer niedrigen Schmelztemperatur
umgangen werden.[79–82]

3.2. Xenopus laevis

Xenopus laevis-Oozyten sind in der Entwicklungsbiologie
und der Elektrophysiologie ein etabliertes Zellsystem. Es
waren die ersten eukaryotischen Zellen, die f�r intrazellul�re
NMR-Experimente verwendet wurden.[9] Der grçßte Vorteil
dieser Oozyten ist ihre Grçße (ca. 1 mm), was die Mikro-
injektion von Proteinen oder Nukleins�uren ermçglicht. Eine

typische NMR-Probe besteht aus ungef�hr 200 Oozyten, die
entweder manuell oder mithilfe eines Injektionsroboters mit
je 20–50 nL injiziert werden.[65] Vorteile dieser Methode sind
die sehr viel bessere Kontrolle �ber die intrazellul�re Kon-
zentration, die Mçglichkeit, spezifische Stellen eines Mole-
k�ls �ber chemische Synthese mit Isotopen zu markieren, und
die Mçglichkeit, andere Modifikationen wie z.B. Spinsonden
anzubringen, die nur schwierig in �berexpressionssystemen
zu erhalten sind. Zus�tzlich erlauben Oozyten Langzeit-
experimente, wenn sie in einem Puffer mit Ficoll oder �hnli-
chen Substanzen suspendiert sind, die den mechanischen
Stress durch die Packung der Oozyten in dem NMR-Rçhr-
chen vermindern. Um die Toxizit�t der injizierten Makro-
molek�le zu testen, kann der Zustand der Zellen durch
Zugabe von Progesteron getestet werden. Dieses Hormon
lçst die synchronisierte Reifung der Oozyten zu Eiern aus,
d.h. von der arretierten Prophase am G2/M-�bergang der
ersten meiotischen Teilung zur Metaphase der zweiten mei-
otischen Teilung. Dar�ber hinaus kçnnen Extrakte von Oo-
zyten oder Eiern einfach und in praktisch unverd�nntem
Zustand erhalten werden. Diese Extrakte zeigen weiterhin
die meisten Funktionen der intakten Zelle.[83] Daher werden
sie h�ufig als zellfreie Alternative f�r Ex-vivo-Analysen zel-
lul�rer Prozesse verwendet, da sie eine sogar noch bessere
Kontrolle der Konzentration der Makromolek�le erlauben
und in NMR-Experimenten eine bessere Qualit�t der Spek-
tren durch eine hçhere Homogenit�t im Vergleich zu Oozy-
ten ermçglichen.[84, 85] Ein Nachteil des Xenopus laevis-Oo-
zytensystems im Vergleich zu Bakterien ist, dass die Experi-
mente bei niedrigerer Temperatur (18 8C) durchgef�hrt
werden m�ssen, um die Zellen am Leben zu halten.

Xenopus laevis-Oozyten wurden verwendet, um post-
translationale Modifikationen (PTMs) mit intrazellul�rer
NMR-Spektroskopie zu untersuchen.[31,86, 87] Um die Phos-
phorylierung einer bestimmten Proteinsequenz zu studieren,
haben Selenko und Mitarbeiter diese Sequenz in einen Loop
des kleinen Modellproteins GB1, von dem intrazellul�re
NMR-Spektren von hoher Qualit�t gemessen werden
kçnnen, eingef�hrt.[86] Die R�ckgrat-Resonanzsignale eines
GB1-Konstrukts, das die regulatorische Sequenz des SV40
large T-Antigens enthielt, wurden in Oozyten und in Ei-Ex-
trakt analysiert. Die Kinase CK2, die sowohl in Oozyten als
auch in Eiern aktiv ist, phosphoryliert zwei aufeinanderfol-
gende Serine in dieser regulatorischen Region. Mithilfe der in
Echtzeit durchgef�hrten intrazellul�ren NMR-Experimente
konnten Selenko und Mitarbeiter zeigen, dass im ersten
Schritt CK2 ein spezifisches Serin phosphoryliert, bevor das
vorangehende Serin im n�chsten Schritt ebenfalls phos-
phoryliert wird. Dieser Ansatz erlaubte es, den Phosphory-
lierungsmechanismus von CK2 zu untersuchen; ob jedoch die
artifizielle Umgebung als Teil des GB1-Proteins die nat�rli-
che Umgebung korrekt widerspiegelt, muss noch untersucht
werden.

Bodart und Mitarbeiter benutzten einen andern Ansatz.
Sie untersuchten die R�ckgratsignale des nicht gefalteten
Proteins Tau in Xenopus laevis-Oozyten unter verschiedenen
Bedingungen, die zu einer Phosphorylierung verschiedener
Aminos�uren f�hren, konnten jedoch nicht die Kinase, die
daf�r zust�ndig ist, identifizieren.[87] In einer weiteren Un-
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tersuchung wurde die sogenannte Unique-Dom�ne der
Kinase Src untersucht. Mithilfe von Echtzeit-NMR-Experi-
menten in Oozyt- und Ei-Extrakten konnten Amata und
Mitarbeiter in Kombination mit Massenspektrometrie und
Westernblot-Analyse zeigen, dass S69 und S75 durch Cyclin-
abh�ngige Kinasen (CDK) phosphoryliert werden, w�hrend
S17 von CDKs und PKA in Oozyten modifiziert wurde.[31]

Vor kurzem haben wir gezeigt, dass auch die Konforma-
tion von Nukleins�uren in Xenopus laevis-Oozyten mit in-
trazellul�rer NMR-Spektroskopie untersucht werden
kann.[39, 40, 88] Diese Untersuchungen zeigten, dass Abbau
durch endogene Nukleasen ein ernstes Problem darstellt.
Allerdings kçnnen Nukleins�uren durch chemische Modifi-
kationen stabilisiert werden, und Nicht-B-Typ-DNA wie G-
Quadruplexe zeigten sich resistent gegen�ber Abbau. Wir
haben intrazellul�re NMR-Experimente genutzt, um humane
G-reiche Sequenzen aus Telomeren zu charakterisieren, die
in In-vitro-Experimenten eine große strukturelle Diversit�t
gezeigt hatten.[89–92] Diese In-vitro-Experimente hatten er-
bracht, dass die Konformation dieser G-Quadruplexe stark
von der Umgebung wie z.B. der Art anwesender einwertiger
Kationen oder kleinen organischen Molek�len sowie den
Basen am 5’- und 3’-Ende der Quadruplexsequenz abh�ngt.[92]

Bisher wurden mit NMR-Spektroskopie und Rçntgenstruk-
turanalyse sechs verschiedene Konformationen gefunden,
was den polymorphen Charakter dieser telomeren Sequenzen
belegt.[89–92] Dabei wurde auch gezeigt, dass die Simulation
von Crowding durch die Zugabe von organischen Molek�len
wie PEG200 oder Ethanol die Bildung einer G-Quadruplex-
Konformation mit parallelen Str�ngen initiiert.[90] Da Crow-
ding eine wesentliche Eigenschaft der zellul�ren Umgebung
ist, wurde daraus geschlossen, dass die parallele Konforma-
tion die physiologisch relevante von ungebundener telomerer
DNA in vivo sein muss. Interessanterweise hatte auch eine
kristallographische Studie die parallele Struktur gefunden,
w�hrend nur antiparallele Konformationen in verd�nnten
Lçsungen mittels NMR-Spektroskopie beobachtet worden
waren.[93] Dieses Resultat wurde auch so interpretiert, dass
die Umgebung in einem Kristall besser den Zustand in einer
Zelle inklusive des Crowding simuliert als verd�nnte Lçsun-
gen.[90] Allerdings haben unsere intrazellul�ren NMR-Unter-
suchungen verschiedener telomerer Sequenzen in Oozyt- und
Ei-Extrakten aus Xenopus laevis gezeigt, dass unter diesen
Bedingungen die parallele Konformation nicht gebildet
wird.[40,88] Stattdessen nahmen die G-Quadruplexe die glei-
chen Konformationen an, die auch in verd�nnten Lçsungen
gefunden wurden.[53] Des Weiteren konnten wir zeigen, dass
l�ngere telomere Sequenzen, die mehrere G-Quadruplexe
auf einem einzelnen Strang ausbilden kçnnen, G-Quadru-
plexe bilden, die sich unabh�ngig voneinander verhalten.[53]

Mittels 15N-Markierung spezifischer Guanine konnten wir
auch nachweisen, dass jede G-Quadruplexeinheit sowohl in
verd�nnter Lçsung als auch in Ei-Extrakt aus Xenopus laevis
in zwei verschiedenen Konformationen existiert, n�mlich der
antiparallelen 2-Tetrad-Korbstruktur und der Hybrid-2-
Struktur.[53]

3.3. S�ugerzellen

Ein weiterer Meilenstein der intrazellul�ren NMR-Spek-
troskopie war die Detektion der R�ckgratsignale von 15N-
markierten gefalteten und nicht-gefalteten Proteinen in
S�ugerzellen. Da der typische Expressionslevel in S�uger-
zellen sehr viel niedriger ist als derjenige, der in Bakterien
erreicht werden kann, und da aufgrund der im Vergleich zu
Xenopus laevis-Oozyten geringeren Grçße dieser Zellen die
Injektion von Makromolek�len keine brauchbare Option ist,
mussten zuerst neue Verfahren etabliert werden, die die be-
nçtigte hohe intrazellul�re Konzentration ermçglichten.
Hierzu haben die Arbeitsgruppen um Shirakawa und Shi-
mada verschiedene Methoden entwickelt, um isotopenmar-
kierte Makromolek�le in adh�renten bzw. in in Suspension
wachsenden Zellen anzureichern.[10, 11]

In der von Shirakawa und Mitarbeitern entwickelten
Methode wird das zu untersuchende Makromolek�l C-ter-
minal an ein Konstrukt aus dem zellmembrandurchl�ssigen
Tat-Peptid (CPP) und Ubiquitin fusioniert. W�hrend CPP
daf�r sorgt, dass das Gesamtkonstrukt sich an das �ußere der
Zelle anlagert, um dann effizient durch die Membran ge-
schleust zu werden, wird Ubiquitin im Zellinneren von en-
dogenen Ubiquitin-spezifischen C-terminalen Proteasen
(DUBs) erkannt. Nach dem Abschneiden des Ubiqitins ist
das zu untersuchende Protein frei im Zytoplasma der Zelle.[75]

Alternativ kann CPP direkt �ber eine Disulfidbr�cke an ein
N-terminales Cystein im zu untersuchenden Protein fusio-
niert werden. Im reduzierenden Milieu des Zellinneren wird
diese Bindung gespalten. In intrazellul�ren NMR-Experi-
menten kçnnen nur Proteine detektiert werden, deren CPP
entfernt wurde, da sie sonst mit der Membran assoziiert
bleiben und nicht schnell genug rotieren.

Diese intrazellul�re CPP-Methode wurde verwendet, um
Spektren zweier Modellproteine zu messen, eine Ubiqiuitin-
Mutante, die die F�higkeit verloren hat, schwache, nicht-
spezifische Wechselwirkungen einzugehen, und die cis-trans-
Prolyl-Isomerase FKBP12.[11] Die Autoren konnten auch
Ver�nderungen der chemischen Verschiebungen von
FKBP12 nach der Zugabe des Inhibitors FK506 beobachten,
was zeigt, dass auch in S�ugerzellen die Wechselwirkung von
Proteinen mit kleinen Liganden mit intrazellul�rer NMR-
Spektroskopie studiert werden kann. Dar�ber hinaus wurden
sowohl Wildtyp-Ubiquitin als auch die Mutante in einer
deuterierten Form in HeLa-Zellen transduziert und die
Austauschgeschwindigkeiten der Amidprotonen sowohl in-
trazellul�r als auch im Zelllysat gemessen. Diese Experi-
mente zeigten einen schnelleren Austausch im zellul�ren
Kontext als in In-vitro-Experimenten. Dabei tauschte Wild-
typ-Ubiquitin signifikant schneller aus als die Mutante, die
nicht zu schwachen nicht-spezifischen Wechselwirkungen mit
anderen zellul�ren Komponenten f�hig ist. Dieses Ergebnis
suggeriert, dass die F�higkeit von Ubiquitin, mit anderen
Proteinen schwache Wechselwirkungen einzugehen, das
Protein weniger stabil macht. Dies stimmt mit Ergebnissen
von Pielak und Mitarbeitern �berein, die gezeigt hat, dass
Proteine, die schwache Wechselwirkungen zeigen, weniger
stabil und Proteine, die nicht stark wechselwirken, eher stabil
und kompakt sind.[4]
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Ein Nachteil dieser Methode ist, dass verschiedene CPP-
Sequenzen, inklusive der Tat-Sequenz, moderat toxische Ef-
fekte auf S�ugerzellen haben kçnnen. Derartiger zellul�rer
Stress kann zu �nderungen im Metabolismus einer Zelle
f�hren, was wiederum die Ergebnisse von intrazellul�ren
NMR-Experimenten beeinflussen kann. Um den Zustand der
Zellen zu �berwachen, haben die Autoren nach jedem intra-
zellul�ren NMR-Experiment die Integrit�t der Zellen mittels
Trypanblau-F�rbung untersucht, was zeigte, dass mehr als
90% der Zellen jeweils lebten. Dieser Test kann jedoch keine
Auskunft �ber �nderungen im Zellinneren, z.B. im Meta-
bolismus geben. K�rzlich wurde gezeigt, dass der zytoplas-
matische pH-Wert von mit CPP behandelten S�ugerzellen
signifikant niedriger ist als der von nicht behandelten Zellen
(6.2� 0.2).[94] Die Autoren spekulieren, dass diese Azidifi-
zierung eine Folge des Mangels an Sauerstoff in den intra-
zellul�ren Proben in den NMR-Rçhrchen ist. Im Prinzip kann
der intrazellul�re pH-Wert ebenfalls mit intrazellul�ren
NMR-Experimenten gemessen werden. Eine Mçglichkeit ist
es, Kopplungskonstanten innerhalb des Histidinrings zu
messen, die sensitiv gegen�ber dem Protonierungs- und
Tautomerisierungszustand sind. Mithilfe derartiger Messun-
gen in Histinringen des Proteins NmerA wurde der pH-Wert
im Zytoplasma von lebenden Bakterien gemessen (7.1).[95]

Die Messung des pH-Wertes wird in Zukunft wichtig sein, um
Fehlinterpretationen von Resultaten aus intrazellul�ren
NMR-Experimenten zu vermeiden.

Eine Alternative zum CPP-basierten System wurde von
Shimada und Mitarbeitern entwickelt, um markierte Proteine
in HEK293F-Suspensionszellen anzureichern.[10] Vor der ei-
gentlichen Transduktion wurden die Zellen mit dem indu-
zierbaren, porenbildenden Toxin Streptolysin O (SLO) be-
handelt, das sich bei niedrigen Temperaturen (4 8C) an der
Membran anlagert. Nach der Zugabe des markierten, zu un-
tersuchenden Proteins zur Lçsung (Konzentration ca. 1 mm)
wurde Porenbildung und somit Transduktion durch eine 30-
min�tige Inkubation bei hçheren Temperaturen (37 8C) in-
duziert. Durch SLO gebildete Poren werden Makromolek�le
mit einer Grçße von bis zu 150 kDa durchgelassen.[96] Sind
Poren erst einmal gebildet, so f�hrt die hohe Konzentration
der Makromolek�le außerhalb der Zellen zu einer intrazel-
lul�ren Anreicherung durch passive Diffusion. Um die Poren
wieder zu schließen und intrazellul�re NMR-Experimente
durchzuf�hren, werden die Zellen mit Calcium behandelt,
wodurch die Internalisierung der Poren initiiert wird. �hnlich
der Trypanblau-F�rbemethode kann die Zellviabilit�t mit
Durchflusszytometrie gemessen und die Aufnahme von Pro-
pidiumiodid ermittelt werden, was h�ufig f�r die Untersu-
chung von apoptotischen Zellen verwendet wird.[10] Der
Vorteil der Durchflusszytometrie ist, dass zus�tzlich zur Un-
tersuchung der Zellviabilit�t die Transduktionseffizienz
gleichzeitig untersucht werden kann. Dies ist besonders
w�hrend der Optimierungsphase von Vorteil, um die hçchste
Transduktionsrate und niedrigste Zellsterblichkeit zu errei-
chen.[10] Die Autoren konnten auch zeigen, dass w�hrend des
intrazellul�ren NMR-Experiments nur vernachl�ssigbare
Mengen ihres markierten Proteins aus den Zellen wieder in
das umgebende Medium gelangten. Obwohl die Transduk-
tionseffizienz pro Zelle hoch genug ist (50 mm), um 2D-NMR-

Experimente eines nicht-gefalteten Proteins durchzuf�hren,
zeigte die Analyse, dass nur 50 % der Zellen das Protein
enthielten. Unter Mitberechnung des Puffervolumens und
der Anzahl der Zellen sch�tzten die Autoren, dass die Kon-
zentration des Proteins �ber das gesamte relevante Volumen
in der Detektionsspule gerechnet nur 4 mm betrug, was die
Anwendbarkeit dieser Methode f�r Molek�le, die langsamer
rotieren als nicht-gefaltete Proteine in Frage stellt. Allerdings
publizierte dieselbe Gruppe k�rzlich ein verbessertes Proto-
koll, das es ihnen erlaubte, die Konformation und die Wech-
selwirkungsoberfl�che von langsam rotierenden Proteinen
mithilfe der Markierung von Methylgruppen und Detektion
mittels TROSY- und sf-HMQC-Experimenten zu untersu-
chen.[82]

Um zeitaufwendige und komplizierte intrazellul�re
NMR-Emperimente wie z. B. TCS-Experimente (transfer
cross saturation)[97] durchzuf�hren, haben Shimada und Mit-
arbeiter einen Bioreaktor verwendet, der die Zellen konstant
mit frischem Medium w�hrend der intrazellul�ren NMR-
Experimente versorgt.[82] Die Autoren zeigten auch, dass ihre
mit SLO behandelten Zellen in intrazellul�ren NMR-Expe-
rimenten ohne konstanten Austausch des Mediums �nde-
rungen in ihrer ATP-Konzentration und eine signifikante
Anreicherung markierter Proteine im umgebenden Medium
zeigten. Der Bioreaktor hingegen hielt die zellul�ren Bedin-
gungen f�r 5–6 Stunden konstant und entfernte markierte
Proteine aus dem Medium, die ansonsten zu einem falschen
(weil nicht intrazellul�ren) Signal beigetragen kçnnten. Mit-
hilfe dieses Bioreaktors wurde die Interaktionsoberfl�che
einer 9 kDa großen Mikrotubuli-bindenden Dom�ne mittels
TCS in Zellen bestimmt.[82]

Urspr�nglich wurde der intrazellul�re Expressionslevel
von S�ugerzellen als zu gering eingestuft, um die f�r intra-
zellul�re NMR-Experimente notwendigen Konzentrationen
zu erreichen. Allerdings wurde k�rzlich gezeigt, dass mit
Plasmidtransfektion und transienter �berexpression eine
Konzentration von 360� 30 mm nicht-gefalteter sowie gefal-
teter Proteine in adh�renten HEK293T-Zellen erreicht
werden kann.[98] Die Konzentration h�ngt direkt von der
Menge des eingesetzten Plasmids ab. Um eine hohe Trans-
fektionseffizienz zu erreichen, wurden die Plasmide mit Po-
lyethylenimin (PEI) vor der Transfektion komplexiert. Dieser
�berexpressionsansatz wurde verwendet, um den vollst�n-
digen posttranslationalen Reifungsprozess der humanen Su-
peroxid-Dismutase 1 (SOD1)[99] zu beobachten. Sowohl 1D-
1H-NMR- als auch intrazellul�re 2D-[15N, 1H]-sfHMQC-
NMR-Experimente wurden verwendet, um Zink-Bindung,
die Bildung von Homodimeren und die Aufnahme von
Kupferionen zu verfolgen. Coexpression des Kupfer-Chape-
rons f�r SOD1 (CCS) induzierte die Oxidation und Bildung
der Disulfidbr�cke, was zeigt, dass das Konzept der STINT-
NMR f�r die Charakterisierung von Protein-Protein-Inter-
aktionen auch in intrazellul�ren NMR-Experimenten mit
S�ugerzellen einsetzbar ist.
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3.4. Hefe- und Insektenzellen

Zus�tzlich zu den Xenopus laevis-Oozyten und verschie-
denen S�ugerzelllinien, wurden Hefe- und Insektenzellen
k�rzlich auf ihre Anwendbarkeit in intrazellul�ren NMR-
Experimenten mit eukaryotischen Zellen getestet.[12,13]

Shekhtman und Mitarbeiter untersuchten �berexpremiertes
Ubiquitin in der Hefe Pichia pastoris.[13] �berexpression f�r
48 Stunden und einen zus�tzlichen Zeitraum von 6 Stunden
mit reduzierten N�hrstoffen war notwendig, um ein gut auf-
gelçstes [15N, 1H]-HSQC-Spektrum von Ubiquitin zu messen.
Allerdings zeigten diese Spektren einen signifikanten Level
an Hintergrundsignalen und belegten, dass die Interpretation
von Signalen im Bereich zwischen 7–8.5 ppm durch den
�berlapp mit diesen Hintergrundsignalen erschwert wird.
Erstaunlicherweise verschwanden durch die Verwendung
verschiedener N�hrmedien alle gut aufgelçsten Resonanz-
signale, was entweder bedeutet, dass Ubiquitin abgebaut wird
oder an andere, große zellul�re Komponenten bindet. Im-
munfluoreszenzexperimente zeigten, dass unter diesen Be-
dingungen Ubiquitin in Proteinspeicherkçrper eingelagert
wurde. Diese Einlagerung ist nicht Ubiquitin-spezifisch, da in
Abh�ngigkeit von den verwendeten N�hrmedien auch b-
Galactosidase eingelagert wurde. Im Gegensatz zu Pichia
pastoris bedurften Sf9-Insektenzellen nur 24–25 Stunden
�berexpression und in den intrazellul�ren NMR-Spektren
zeigte sich im Vergleich zu den Hefespektren ein erheblich
reduziertes Hintergrundsignal im Bereich von 7–8.5 ppm.[12]

Die spektrale Qualit�t konnte weiter durch Subtraktion der
Hintergrundsignale, gemessen mit Zellen, die kein Protein
�berexprimieren, verbessert werden. Die Qualit�t der erhal-
tenen Spektren erlaubte die Aufnahme von 3D-Triple-Reso-
nanzexperimenten und die Zuordnung von ca. 80% der
R�ckgratsignale. Da jedoch die meisten bisher mit intrazel-
lul�rer NMR-Spektroskopie untersuchten Proteine schwache,
nicht-spezifische Wechselwirkungen mit der zellul�ren Um-
gebung eingehen, ist es fraglich, f�r wie viele Proteine NMR-
Experimente jenseits der 1D- und 2D-Varianten mçglich sein
werden.

3.5. Intrazellul�re EPR-Spektroskopie von Proteinen und
Nukleins�uren

EPR-Spektroskopie kann nicht den gleichen Grad an
Detailinformation �ber die Konformation und Dynamik von
Makromolek�len liefern wie NMR-Spektroskopie. Die Vor-
teile der EPR-Spektroskopie sind jedoch ihre grçßere Emp-
findlichkeit, der Mangel an Hintergrundsignalen und die
Mçglichkeit, mit der PELDOR-EPR-Methode Distanzen
unabh�ngig von der Rotationsgeschwindigkeit des Molek�ls
und damit von seiner Grçße zu messen.[23,62] Die Detektion
eines Makromolek�ls in zellul�rer Umgebung setzt die Mar-
kierung des Makromolek�ls mit einer Spinsonde (meistens
MTSL, gebunden an ein Cystein im Falle von Proteinen)
voraus. Die Messung von Distanzen bençtigt das Anbringen
von zwei Spinsonden an unterschiedlichen Stellen im Mole-
k�l. Bisher wurden in Xenopus laevis-Oozyten Distanzen
(1.5–8 nm) zwischen an Ubiquitin oder Nukleins�uren ange-

brachten Spinsonden gemessen.[23,24] L�ngere Distanzen von
bis zu 10 nm wurden bereits mit deuterierten Proteinen ge-
messen.[100] Anstatt 200 Oozyten, wie sie f�r intrazellul�re
NMR-Experimente notwendig sind, werden f�r intrazellul�re
EPR-Experimente nur 30–50 injizierte Oozyten verwendet.
Die Injektion und das Fertigstellen der Probe kann in 10–
15 Minuten geschehen. Distanzmessungen mittels PELDOR-
Experimenten funktionieren am besten, wenn die Makro-
molek�le mçglichst unbeweglich sind, da die Flexibilit�t der
Spinsonden und konformationelle Flexibilit�t der Makro-
molek�le die Distanzinformation weniger genau machen.
Daher werden die Proben typischerweise schockgefroren
bevor sie bei 50 K gemessen werden.

Igarashi und Mitarbeiter stellten fest, dass die Nitroxid-
Spinsonden an den Makromolek�len schnell reduziert
wurden, sobald sie in das zellul�re Milieu eingebracht
wurden, und dabei eine ungef�hre Halbwertszeit von einer
Stunde hatten.[24] In ihrer Pilotstudie zeigten sie weiterhin,
dass Spinsonden-markiertes Ubiquitin mittels intrazellul�rer
PELDOR-EPR beobachtet werden kann. Injektion in
Oozyten und sofortige Messung resultierte in Distanzprofi-
len, die praktisch identisch mit denen aus In-vitro-Experi-
menten waren. Messungen, die erst nach einer Stunde Inku-
bationszeit bei einer physiologischen Temperatur (18 8C)
aufgenommen wurden, zeigten ein geringes Signal-Rausch-
Verh�ltnis (Modulationstiefe). Diese Verringerung der Mo-
dulationstiefe ist erwartet, da vom Augenblick der Injektion
an die Spinsonden von kleinen Molek�len und Enzymen re-
duziert werden, wodurch sich das EPR-Signal verringert.

Mithilfe der intrazellul�ren EPR-Spektroskopie haben
wir verschiedene mit Spinsonden markierte DNA- und RNA-
Molek�le untersucht und PELDOR-Experimente durchge-
f�hrt.[23] W�hrend alle drei untersuchten Nukleins�uren sehr
�hnliche Distanzprofile intrazellul�r und in vitro zeigten, er-
gaben PELDOR-Messungen an einem DNA-Duplex eine
zus�tzliche, l�ngere Distanz, die in In-vitro-Experimenten
nicht zu sehen war. Diese Distanz zeigte auch eine recht
breite Verteilung. Die Beobachtung, dass die Modulation-
stiefe der intrazellul�ren Signale deutlich tiefer als erwartet
war, suggerierte, dass dipolare Wechselwirkungen von mehr
als zwei Spinsonden zugrunde lagen.[23] Dies f�hrte uns zu der
Mutmaßung, dass die DNA-Duplexe in den Zellen sowohl
einzeln als auch als multimere Duplexe vorliegen.

Intrazellul�re EPR-Experimente mit Nukleins�uren
wurden auch von Drescher und Mitarbeitern publi-
ziert.[62, 63, 101] 7-mere DNA-Duplexe wurden am 5’-Ende mit
einem hexacyclischen Nitroxid markiert und in Xenopus
laevis-Oozyten injiziert. Im Unterschied zu der intrazellul�-
ren Halbwertszeit in unserer Studie (50–60 min) betrug die
Halbwertszeit der von Azarkh und Mitarbeitern untersuchten
Spinsonden-markierten DNA nur 1.1 min. Der Unterschied
in den Halbwertszeiten konnte auf die verschiedenen Spin-
sonden zur�ckgef�hrt werden, die in den beiden Studien
verwendet wurden.[63] Sowohl Azarkh und Mitarbeiter als
auch wir konnten zeigen, dass pentacyclische Nitroxide in
Zellen sehr viel stabiler gegen Reduktion sind als hexacycli-
sche Nitroxide.[23,101] Die Untersuchung der 7-meren DNA-
Sequenz zeigte, dass anders als bei der In-vitro-Situation, in
der ein definierter Duplexzustand beobachtet wird, die breite
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in Zellen gemessene Distanzverteilung das Vorliegen einer
„geschmolzenen“ DNA nahelegt.[63]

4. Perspektiven der intrazellul�ren NMR-Spektro-
skopie

Keine andere spektroskopische Methode ist f�hig, die
gleiche Menge an detaillierter Information �ber den kon-
formationellen Zustand und die Dynamik von biologischen
Makromolek�len zu liefern wie die NMR-Spektroskopie.
Diese F�higkeit, kombiniert mit der geringen Energie der
Radiofrequenzpulse und ihrem nicht-invasiven Charakter
machen die NMR-Spektroskopie zur perfekten Methode, um
Makromolek�le in ihrer nat�rlichen Umgebung zu untersu-
chen. Bislang wurden detaillierte Protokolle f�r die Ver-
wendung vieler verschiedener Zelltypen entwickelt und eta-
bliert, inklusive Bakterienzellen, S�ugerzellen und anderen
eukaryotischen Zellen.[12, 13, 102–105] Der Vorteil der geringen
Energie, die f�r die Anregung bençtigt wird, ist aber gleich-
zeitig auch der grçßte Nachteil der NMR-Spektroskopie.
Eine geringe Anregungsenergie korreliert mit einem kleinen
Energieunterschied zwischen dem Grundzustand und dem
angeregten Zustand, was zu einem nur geringen Populati-
ons�berschuss im Grundzustand f�hrt und die der NMR-
Spektroskopie inh�rente geringe Empfindlichkeit begr�ndet.
Um diese geringe Empfindlichkeit zu �berwinden, m�ssen
NMR-Proben normalerweise eine Konzentration im oberen
mikromolaren oder sogar noch hçheren Bereich aufweisen.
Die grçßte Herausforderung f�r die intrazellul�re NMR-
Spektroskopie wird in Zukunft darin bestehen, Experimente
bei intrazellul�ren Konzentrationen durchzuf�hren, die nahe
an der nat�rlichen Konzentration sind. In den meisten F�llen
ist dies im oberen nanomolaren bis unteren mikromolaren
Bereich. Die n�chste Generation von Ultrahochfeld-NMR-
Spektrometern und Kryo-Probenkçpfen wird mit Sicherheit
das Problem weiter reduzieren, aber weitere technische
Entwicklungen werden notwendig sein, um den nat�rlichen
Expressionslevel tats�chlich zu erreichen. Dynamische
Kernpolarisation (DNP) kann die Empfindlichkeit von Fest-
kçrper-NMR-Experimenten drastisch erhçhen,[106] und erste
DNP-Anwendungen f�r die Untersuchung von Membran-
proteinen in Membranpr�parationen sind bereits publi-
ziert.[107] Deuterierung und die Fokussierung auf Methyl-
gruppen kann ebenfalls die Notwendigkeit hoher Konzen-
trationen in Fl�ssig-NMR-Anwendungen reduzieren. Nur
wenn das Ziel, nahe an die nat�rlichen Konzentrationen
heranzukommen, erreicht werden kann, wird intrazellul�re
NMR-Spektroskopie in der Lage sein, Informationen �ber
spezifische Wechselwirkungen der untersuchten Makromo-
lek�le zu liefern. F�r alle intrazellul�ren NMR-Experimente,
die hçhere intrazellul�re Konzentrationen verwenden, muss
die biologische Relevanz der Daten in jedem Einzelfall
�berdacht werden. Zus�tzlich zu der intrazellul�ren Kon-
zentration spielt auch die Lokalisation in einer Zelle eine sehr
wichtige Rolle. Proteine oder Nukleins�uren, die nicht in
ihrem korrekten zellul�ren Kompartiment sind, werden sich
anders verhalten. F�r kleine Nukleins�uren wurde bereits
gezeigt, dass sie sich nach Injektion in das Zytoplasma im

Zellkern anreichern.[108–110] F�r die meisten Proteine wird
angenommen, dass sie sich im Zytoplasma aufhalten.[98] In der
Zukunft werden allerdings genauere Untersuchungen zu
dieser Frage notwendig sein, um sicherzustellen, dass phy-
siologisch richtige Experimente durchgef�hrt werden.

Eine weitere Herausforderung ist, dass die Bildung spe-
zifischer Komplexe, aber auch nicht-spezifische Wechselwir-
kungen mit anderen zellul�ren Komponenten die Rotations-
korrelationszeit erhçht,[16–18] was zu Linienverbreiterung oder
gar dem vçlligen Verschwinden der Signale f�hrt. Die De-
tektion von Methylgruppen kann auch dieses Problem teil-
weise beheben, aber falls die Rotation zu langsam wird, lassen
sich auch Methylgruppen nicht mehr detektieren. In diesen
F�llen kçnnte intrazellul�re Festkçrper-NMR-Spektroskopie
die Alternative sein. Um die Empfindlichkeit der Messungen
zu erhçhen, die auf dem Magnetisierungstransfer �ber dipo-
lare Kopplungen beruhen, werden diese Experimente am
besten bei tiefen Temperaturen mit gefrorenen Proben
durchgef�hrt. Die meisten Zellen werden das Einfrieren nicht
�berleben, und das Ziel von intrazellul�rer Festkçrper-NMR-
Spektroskopie ist, eher einen bestimmten zellul�ren Zustand
zu erreichen und diesen dann durch rasches Einfrieren zu
konservieren. Die Zellen in einem gefrorenen Zustand zu
halten, verlangsamt auch oder verhindert sogar vollst�ndig
zellul�re Prozesse wie z. B. den Abbau und macht somit l�n-
gere Messzeiten mçglich. Da die meisten Festkçrper-NMR-
Experimente 13C- oder 15N-Detektion benutzen und die De-
tektion dieser Kerne deutlich weniger empfindlich ist als die
in Fl�ssig-NMR-Experimenten meist verwendete 1H-Detek-
tion, sind l�ngere Messzeiten f�r intrazellul�re Festkçrper-
NMR notwendig. Die Untersuchung von Membranproteinen
oder anderen Molek�len, die sich nur sehr langsam bewegen,
kann auch bei Temperaturen oberhalb von 0 8C geschehen,
abh�ngig von der Effizienz der Magnetisierungs�bertragung
�ber dipolare Kopplungen und der Stabilit�t des zellul�ren
Systems bei diesen Temperaturen.

Gleichfalls werden intrazellul�re PELDOR-EPR-Expe-
rimente mit eingefrorenen zellul�ren Proben durchgef�hrt
(mit wenigen Ausnahmen). Das grçßte Problem f�r intra-
zellul�re EPR ist die schnelle chemische Reduktion der ge-
genw�rtig verf�gbaren Spinsonden in der zellul�ren Umge-
bung, was die Messzeit begrenzt. Sterisch besser gesch�tzte
Spinsonden werden gerade entwickelt und werden in der
Zukunft einen erheblichen Einfluss auf mçgliche Anwen-
dungen der intrazellul�ren EPR-Spektroskopie haben.

Schließlich wird die bessere �berwachung des zellul�ren
Zustands w�hrend der NMR-Messungen wichtig sein, um
physiologisch relevante Ergebnisse zu erzielen. Um Zellen in
einem definierten metabolischen Zustand zu halten, wird die
Weiterentwicklung von Bioreaktoren, die Sauerstoff-, CO2-
und N�hrstoff-Konzentrationen konstant halten, essentiell
sein. Mit derartigen Bioreaktoren und somit stabilen Bedin-
gungen werden auch l�ngere Experimente wie z. B. Relaxa-
tionsexperimente oder Messungen mit geringen intrazellul�-
ren Konzentrationen in Zukunft mçglich sein.

Diese Arbeit wurde durch das Center for Biomolecular Ma-
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