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Kovalente Verkn�pfung cyclischer TAT-Peptide mit GFP resultiert in
der direkten Aufnahme in lebende Zellen mit sofortiger biologischer
Verf�gbarkeit**
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Abstract: Der Transport von freien Molek�len in das Zyto-
plasma und den Zellkern mittels Arginin-reicher zellpenetrie-
render Peptide (CPPs) ist auf kleine Substanzen beschr�nkt,
w�hrend große Frachten wie Proteine mittels Endozytose
aufgenommen werden und nicht aus den Endosomen ent-
kommen kçnnen. Vor kurzem entdeckten wir, dass sich die
Transduktionseffizienz Arginin-reicher CPPs durch Cyclisie-
rung maßgeblich erhçhen l�sst, und pr�fen hier ob cyclische
CPPs auch den Transport ganzer Proteine, hier GFP, in das
Zytosol von lebenden Zellen ermçglichen. GFP-Konjugate
cyclischer und linearer CPPs wurden ausgehend von ortho-
gonalen Azid-funktionalisierten CPPs und Alkin-GFP erhal-
ten. Unsere Ergebnisse zeigen, dass nur die cyclischen CPP-
GFP-Konjugate von lebenden Zellen in Zytosol und Nukleoli
mit sofortiger biologischer Verf�gbarkeit aufgenommen
werden. Die vorgestellte Methode erweitert die Anwendung
von cyclischen CPPs mit dem effizienten Transport von
ganzen, funktionalen Proteinen in lebenden Zellen.

Arginin-reiche CPPs verf�gen �ber die F�higkeit, unab-
h�ngig von Endozytose die Zellmembran zu durchqueren und
dabei molekulare Frachten zu transportieren.[1] Dieser Modus
der Zellaufnahme, fortan Transduktion genannt, ermçglicht
den direkten freien Zugang zu Zytoplasma und Zellkern und
ist somit ideal f�r den Transport von Wirkstoffen und Bio-
markern.[2] Die Effizienz des Transportes ist jedoch abh�ngig
von der Grçße der Fracht,[3] weshalb die Anwendung von
CPPs auf die Transduktion von kleinen Frachten wie Fluo-
rophoren und kleinen bis mittleren Peptiden beschr�nkt ist.
Kovalent an CPPs gebundene Proteine werden weitestgehend
�ber zytoplasmische Vesikel aufgenommen, was zu endos-
omalem Einschluss und lysosomaler Zersetzung f�hrt; somit

kçnnen Proteine intrazellul�re Ziele kaum oder gar nicht
erreichen. Um diese Barriere zu �berwinden und ganze
Proteine mittels CPPs in lebende Zellen zu transportieren,
wurden und werden verschiedene Strategien untersucht.
Fr�he Studien berichteten �ber den Transport eines Arginin-
reichen GFP-Fusionsproteins mit scheinbar freiem intrazel-
lul�ren GFP,[4] jedoch wurde sp�ter gezeigt, dass diese Er-
gebnisse auf Fixierungsartefakten beruhen.[5] In aktuelleren
Berichten wurde die Zellaufnahme von GFP durch die Ein-
f�hrung zus�tzlicher Arginine auf der Proteinoberfl�che er-
reicht, wobei GFP jedoch in endozytotischen Vesikeln ge-
fangen ist.[6] Alternative Ans�tze f�r die Proteinaufnahme
bedienen sich der physikalischen �ffnung der Plasmamem-
bran mittels Elektroporation, Mikroinjektion oder der
Zugabe von Transportadditiva.[7]

Hier verwenden wir eine chemoselektive Strategie zur
Konjugation synthetischer CPPs, um Proteine auf passivem
Weg in Zellen zu transportieren, denn ein solcher Transport
bewirkt minimalen zellul�ren Stress und hat somit großes
Potenzial f�r pharmazeutische Anwendungen. Ausschlagge-
bend f�r diese Arbeit war unsere Entdeckung, dass sich die
Transduktionseffizienz Arginin-reicher Peptide, z. B. TAT-
Peptid,[8] durch Cyclisierung maßgeblich erhçhen l�sst.[9]

Dadurch ergab sich die Frage, ob die Cyclisierung neben einer
Erhçhung der kinetischen Effizienz auch die Transduktion
grçßerer Frachten ermçglicht und somit das Grçßenlimit f�r
Frachttransport durch Transduktion �berwinden kann.[3] Des
Weiteren untersuchen wir, ob eine einfache Struktur�nde-
rung, n�mlich die Cyclisierung, von CPPs gen�gt, um die
Transduktion ganzer Proteine zu ermçglichen. F�r die Un-
tersuchung der zellul�ren Aufnahme ist GFP ein etabliertes
Modellprotein, da seine intrazellul�re Verteilung in lebenden
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Zellen direkt mittels Konfokalmikroskopie verfolgt werden
kann. Dar�ber hinaus belegt die Fluoreszenz des GFP auch
die richtige Faltung der Proteinstruktur und damit die
Funktionalit�t. Wir zeigen hier, dass GFP durch die Konju-
gation an ein cyclisches TAT-CPP in lebende Zellen trans-
duziert und sofort frei im Zytosol und im Zellkern verf�gbar
ist.

Um ortsspezifisch ein cyclisches TAT an GFP zu konju-
gieren (cTAT-GFP, Abbildung 1 b), haben wir mittels einer
chemoselektiven, optimierten Kupfer-katalysierten Azid-
Alkin-Cycloaddition (CuAAC)[10] ein cyclisches Azido-TAT-
Peptid (cTAT) mit einer GFP-Mutante aus auxotropher Ex-
pression in E. coli[11] umgesetzt, das ein Homopropargylglycin
(HPG) am N-Terminus tr�gt (GFP, siehe die Hintergrundin-
formationen). Die Chemoselektivit�t der Proteinmodifika-
tionstechnik[12] ist hier nicht nur f�r die Ortsspezifit�t ziel-
f�hrend, sie ist auch deshalb notwendig, weil cyclische Pep-
tide nicht mittels Standardverfahren der Proteinbiosynthese
eingef�hrt werden kçnnen. Als cyclisches CPP haben wir die
vielfach positiv geladene TAT-Sequenz mit abwechselnden l-
und d-Aminos�uren gew�hlt, um maximale Aufnahmeeffizi-
enz zu erhalten;[9] ein flexibler Spacer tr�gt die reaktive Azid-
Gruppe im notwendigen Abstand f�r die effektive Konjuga-
tion und flexible Pr�sentation des Peptids.

Das cyclische TAT-Peptid wurde auf einem Standard-
Wang-Harz auf der Festphase synthetisiert, wobei orthogonal
gesch�tztes Lys und Glu f�r die Cyclisierung eingebaut
wurden (Abbildung 1a). Zun�chst verwendeten wir einen
Spacer aus f�nf Aminos�uren (GKGNG) mit entweder Azido-
benzoes�ure oder Azidobutans�ure am N-Terminus. Die
entsprechenden Peptide wurden mit einer Gesamtausbeute
von 3–4 % erhalten (siehe die Hintergrundinformationen).
Diese CPPs resultierten jedoch trotz Optimierungsversuchen
ausschließlich in unvollst�ndigem Umsatz in der CuAAC
(Abbildung S6, S7); dar�ber hinaus war eine Trennung von

GFP und dem Konjugationsprodukt nicht erfolgreich. Jedoch
konnte ein cyclisches Azido-TAT mit einem Oligoethylen-
glykol-Spacer (cTAT, Abbildung 1 a) synthetisiert werden,
das ausgezeichnete Resultate in der Konjugation an Alkin-
GFP ergab. Trotz seiner extremen Hydrophilie konnte dieser
Azido-Peptidbaustein in nur einem Aufreinigungsschritt
mittels Umkehrphasen-HPLC bei reduzierter Flussrate in
einer Gesamtausbeute von 6.9% erhalten werden. F�r die
Optimierung der CuAAC zur Konjugation von GFP und
cTAT begannen wir mit einem generellen Protokoll,[10c] das
wir zuvor f�r die Glycosylierung von Alkin-funktionalisierten
Proteinen genutzt haben.[13] Wir erzielten reproduzierbar
vollst�ndigen Umsatz bei 15 8C in 20 Stunden (Abbil-
dung 1b,c) sowie optimale R�ckgewinnung des Proteins
mittels Dialyse gegen EDTA in Dulbecco-PBS und schließ-
lich HEPES-Puffer.

Um direkt den Einfluss der Cyclisierung der TAT-Se-
quenz auf die Proteinaufnahme in Zellen zu testen, synthe-
tisierten wir zus�tzlich auf �hnlichem Weg als Kontrolle ein
lineares TAT-GFP-Konjugat (TAT-GFP ; siehe Abbildung 1a
und die Hintergrundinformationen). Das lineare Peptid TAT
und cTAT gleichen sich sowohl stereochemisch als bez�glich
des Linkers; minimale Ver�nderungen beinhalten ein Alanin
anstelle des cyclisierten Lysins sowie eine Glutamins�ure mit
C-terminalem Amid anstelle einer S�ure f�r gleichbleibende
Gesamtladung und proteolytische Stabilit�t. In den Trans-
duktionsexperimenten verwendeten wir außerdem nichtkon-
jugiertes GFP als CPP-freies Kontrollprotein, das identischen
chemischen Bedingungen ausgesetzt wurde wie die Konju-
gate.

Um zu testen, ob die Konjugation von cTAT die photo-
physikalischen Eigenschaften von GFP ver�ndert, verglichen
wir die UV-Absorptions- und Fluoreszenzspektren von iso-
liertem cTAT-GFP mit verschiedenen GFP-Proben (Abbil-
dung 1d). Diese wurden entweder den Reaktionsbedingun-

Abbildung 1. Synthese von konjugierbaren cyclischen und linearen TAT-basierten CPPs sowie deren Konjugation an GFP. a) Synthese der Peptide
cTAT und TAT. b) CuAAC von Alkinyl-GFP und cTAT unter optimierten Bedingungen ergibt cTAT-GFP. c) MALDI-Spektrum des Reaktionsprodukts
nach Dialyse. d) Absorptions- und Fluoreszenzemissionsspektren (Anregung bei 495 nm) von cTAT-GFP sowie von unbehandeltem GFP und GFP,
das allen Reagentien außer Azid (GFP mock 1) bzw. keinen Reagentien (GFP mock 2) ausgesetzt wurde. Die Graphen wurden auf das Maximum
normalisiert.
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gen der Konjugation ausgesetzt, jedoch ohne Azid (GFP
mock 1) bzw. ohne Reagentien (GFP mock 2), oder nur wie
eine Reaktion aufgearbeitet (GFP). Bei gleichen Protein-
konzentrationen zeigten alle Proben gleiche Absorptions-
maxima bei 495 nm sowie Fluoreszenzemissionsmaxima bei
509 nm von gleicher Intensit�t (Abbildung S12–S14).

In den Zellaufnahmestudien zielten wir auf eine Auf-
nahme per Transduktion ab. Um dies zu veranschaulichen,
verglichen wir die Aufnahme eines linearen TAT-Fluorophor-
Konjugats und eines Fluorophor-markierten amphipathi-
schen Peptids (PTD4; siehe die Hintergrundinformatio-
nen).[1a, 2a,b] Obwohl beide Peptide Affinit�t f�r die Plasma-
membran aufweisen, wird das PTD4-Peptid in Endosomen
gefangen, w�hrend das TAT-Peptid transduzieren kann und
frei in der gesamten Zelle verteilt ist (Abbildung S15).

Nach diesen Vorarbeiten verglichen wir Zellaufnahme
und intrazellul�re Verteilung der beiden GFP-Konjugate
cTAT-GFP und TAT-GFP mit nichtkonjugiertem GFP mit-
tels Lebendzellen-Konfokalmikroskopie in menschlichen
Zervixkarzinomzellen (HeLa). Daf�r wurden die Zellen mit
den Proteinen bei jeweils angegebener Konzentration f�r
40 min in einem HEPES-Puffer inkubiert, der weder
Wachstumsfaktoren noch Glukose enthielt, um Endozytose
zu reduzieren. Anschließend wurden die Zellen abgebildet
(Abbildung S16), gewaschen und nochmals abgebildet (Ab-
bildung 2). F�r die Quantifizierung der Transduktionseffizi-
enz wurden all diejenigen Zellen als positiv eingestuft, deren
Zytoplasma und Nukleoli homogen gef�rbt waren. Die Zell-
aufnahmeexperimente zeigten, dass nichtkonjugiertes GFP
bei 150 mm nicht in lebende Zellen transduziert (Abbil-
dung 2a). Auch wenn nichtkonjugiertem GFP 5 mm Rhoda-
min-markiertes TAT-CPP zugesetzt wurde, kann zwar TAT-
CPP in die meisten Zellen transduzieren und sich in Zytosol
und Nucleoli anreichern, nichtkonjugiertes GFP aber wird
selbst bei 30 mal so großer Konzentration nicht von den
Zellen aufgenommen (Abbildung 2b). Als n�chstes unter-
suchten wir die Effizienz der Zellaufnahme des linearen TAT-
GFP bei verschiedenen Konzentrationen (50, 100 und
150 mm). Wir detektierten ein sehr schwaches intrazellul�res
GFP-Signal. Bei der hçchsten Konzentration (150 mm)
wurden nur 1% der Zellen transduziert (Abbildung 2c,e),
was mit unseren fr�heren Beobachtungen �bereinstimmt;[3]

bei 50 und 100 mm konnte keine Aufnahme festgestellt
werden. Dagegen konnte cTAT-GFP bei allen getesteten
Konzentrationen (50–150 mm) effizient den Großteil der le-
benden Zellen transduzieren (Abbildung 2d,e). Wir konnten
zuvor zeigen, dass die grçßere Entfernung der Seitenketten
des cyclischen TAT-Peptid im Vergleich zu der linearen Va-
riante zu erhçhter Aufnahmeeffizienz und Kinetik f�hrt.[9]

Unsere neuen Ergebnisse zeigen, dass diese Struktur�nde-
rung auch den Transport viel grçßerer Frachten ermçglicht,
was wir hier anhand eines ganzen, gefalteten Proteins von
27.5 kDa demonstriert haben.

Dass das Protein cTAT-GFP frei in Zytoplasma und Nu-
kleoli beweglich ist, haben wir mit der FRAP-Methode
(„fluorescence recovery after photobleaching“) nachgewie-
sen (Abbildung S17). Bez�glich des Mechanismus der Pro-
teinaufnahme deutet besonders die Lokalisierung des GFP in
den Nukleoli auf einen nichtendozytotischen Weg. Deshalb

studierten wir den Aufnahmemodus von cTAT-GFP in An-
wesenheit eines Makropinozytoseinhibitors sowie bei 4 8C
(Abbildung S18), mit dem Ergebnis, dass cTAT-GFP ener-
gieunabh�ngig aufgenommen wird.

Bei der Transduktion des TAT-Peptids ist vor dem Wa-
schen die intrazellul�re Fluoreszenz bedeutend grçßer als die
extrazellul�re. Im Vergleich dazu ist das Verh�ltnis bei cTAT-
GFP genau umgekehrt (Abbildung S16b,c). Diese Beobach-
tung erkl�ren wir mit dem signifikanten Grçßenunterschied
zwischen dem Peptid von 2 kDa und einem Protein von
27.5 kDa. Eine Absch�tzung der intrazellul�ren Konzentra-
tion von GFP ist in Abbildung S19 gezeigt. Unter Aufnahme
von cTAT-GFP bleibt die generelle Gestalt der Zellen er-

Abbildung 2. Chemoselektive Konjugation von cyclischem cTAT an GFP
bewirkt Transduktion des GFP in lebende Zellen. a) Nichtmodifiziertes
GFP konnte lebende Zellen nicht transduzieren. b) Bei Koinkubation
von GFP und TAT-Peptid kann letzteres effizient in lebende Zellen
transduzieren, GFP nicht. c) Die Konjugation von linearem TAT an GFP
(TAT-GFP) f�hrt nicht zu effizienter Transduktion. Bei 150 mm zeigte
1% der Zellen transduziertes TAT-GFP. d) cTAT-GFP transduziert le-
bende Zellen effizient. (e) Quantifizierung des Anteils transduzierter
Zellen bei 50, 100 und 150 mm von TAT-GFP und cTAT-GFP. Zellen
wurden als positiv gez�hlt, wenn sie ein diffuses Signal in Zytoplasma
und Nukleoli zeigten. Fehlerbalken: Standardabweichung. Maßstab:
15 mm.
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halten, außerdem migrieren die Zellen weiterhin und durch-
laufen Mitose (Film 1), was darauf hindeutet, dass die Auf-
nahme von cTAT-GFP gut toleriert wird und Zellintegrit�t
oder Stoffwechsel nicht gestçrt werden.

Zusammengefasst haben wir gezeigt, dass die chemose-
lektive Konjugation von einem cyclischen CPP an ganzes,
gefaltetes GFP dessen Transduktion in lebende Zellen mit
direkter zytosolischer Verf�gbarkeit ermçglicht. Da der
Einbau von Alkinen in Proteine gut etabliert ist, l�sst sich
diese Methode allgemein auf die Transduktion anderer Pro-
teine von vergleichbarer Grçße anwenden. Außerdem bietet
diese kovalente Methode mehrere Ansatzpunkte f�r die
Verbesserung der Transduktionseffizienz, z.B. durch die
mehrfache Konjugation von CPPs an ein Protein, den Einsatz
anderer Arginin-reicher CPPs, wie dem cyclischen R10,[9]

oder die Kombination mit anderen Proteintransfermethoden,
wie etwa dem Zusatz von Transportadditiva[7] oder Elektro-
poration. Die Erschließung dieser Mçglichkeiten ist not-
wendig, um auch unter Wachstumsbedingungen oder bei
therapeutischen Anwendungen eine effiziente Proteinauf-
nahme zu erreichen. Nichtsdestotrotz verf�gt die hier ge-
zeigte Konjugation cyclischer CPPs zum Transport ganzer,
funktionaler Proteine �ber eine f�r kovalente Strategien noch
nie dagewesene Effizienz. Sie erschließt neue Anwendungs-
mçglichkeiten f�r Proteine, z. B. Zellscreenings.

Experimentelles
Peptidsynthese: Alle Peptide wurden mittels Festphasen-Peptidsyn-
these hergestellt und mit HPLC-UV oder UPLC-UV und hochauf-
lçsendem ESI-MS charakterisiert. Detaillierte Synthesevorschriften
und Analytik von cTAT und TAT sind in den Hintergrundinforma-
tionen zu finden. Die entsprechenden Daten f�r die Peptide TAT-
FITC, TAT-TAMRA und PTD4-TAMRA sind in Lit. [9] gegeben.

Genexpression und Aufreinigung von HPG-GFP: Das Plasmid
pET30b GFPhs1-RM, das eine mutierte Variante von GFP codiert,
die nur das N-terminale Methionin enth�lt (GFPhs1-RM,[14]

245 Aminos�uren, 27.6 kDa), wurde freundlicherweise von Soun-
drarajan Nagasundarapandian aus der Gruppe von Prof. Sun Gu Lee
(Pusan University, South Korea) zur Verf�gung gestellt. F�r die
Entfernung des C-terminalen His-Tags wurde eine Protease-Erken-
nungsseite von „Tobacco Etch Virus“ (TEV) eingef�gt. Ein Glutamin
am N-Terminus sichert, dass das N-terminale Met oder Homo-
propargylglycin (HPG) nicht abgespalten wird. F�r die Expression
von GFPhs1-RM TEV wurde der Met-auxotrophe E.-coli-Stamm
B834 (DE3) (B!B834[15]!B834 (DE3)[16]) mit pET30b GFPhs1-
RM TEV transformiert. Die Expression wurde bei einer finalen
HPG-Konzentration von 50 mgmL�1 durchgef�hrt. Nach der Zell-
Lyse wurde HPG-GFP (GFP) mittels Ni-NTA-S�ule gereinigt,
wonach der HisTag durch TEV-Protease abgespalten und die TEV-
Protease durch eine weitere Ni-NTA-S�ule abgetrennt wurde.

CPP-GFP-Konjugation: Mutiertes GFP wurde mittels CuAAC
mit cTAT- oder TAT-Peptiden konjugiert. Optimierte Reaktionsbe-
dingungen bestanden aus Sch�tteln bei 1000 Umdrehungen pro
Minute bei 15 8C f�r 20 Stunden in Ca/Mg-freiem Dulbecco-PBS bei
einer Konzentration von 20 mm Protein, 500 mm Azidopeptid, 200 mm

CuSO4, 1,000 mm THPTA-Ligand sowie 10 mm Aminoguanidinium-
hydrochlorid und Natriumascorbat (Ansatzvolumen 500 mL). Die
Reaktion wurde mit 50 mL von 5 mm EDTA gestoppt. Kupfer wurde
mittels Dialyse gegen 2.5 mm EDTA in Ca/Mg-freien Dulbecco-PBS
entfernt, daraufhin wurde EDTA mittels Dialyse gegen HEPES-
Puffer abgetrennt. Nachweis des vollst�ndigen Umsatzes und Pro-
duktcharakterisierung erfolgte mit MALDI-TOF.

Zellaufnahmeexperimente wurden mit Ausnahme minimaler
Ver�nderungen wie vormals beschrieben durchgef�hrt.[9] Nach
zweimaligem Waschen der Zellen mit Ca2+-freiem Medium (ohne
Serum) erfolgte die Zugabe von Peptid-/Proteinlçsung, die daf�r auf
die jeweilige Konzentration mit einem Puffer verd�nnt wurde
(140 mm NaCl, 2.5 mm KCl, 5 mm HEPES, 5 mm Glycin, der pH
wurde mit NaOH eingestellt). Die Zellen wurden mit den Proteinen
f�r 60 Minuten bei 37 8C in Multiwell-Kammern mit Boden von op-
tischer Glasg�te (Probenvolumen: 30 mL) inkubiert. Im Anschluss
wurde die Protein- oder Peptidlçsung vorsichtig gegen Wachstums-
medium ausgetauscht und die Zellen mikroskopiert.

Konfokalmikroskopie und Bildanalyse: Die Zellabbildung er-
folgte auf einem UltraVIEWVoX-Drehscheibenkonfokalsystem
(PerkinElmer, Großbritannien). Daf�r wurden die Zellen in einer
geschlossenen Lebendzellmikroskopiekammer (ACU control,
Olympus, Japan) bei 37 8C, 5% CO2 und 60% Luftfeuchtigkeit auf
einem Nikon-Ti-Mikroskop (Nikon, Japan) positioniert. Die Bild-
aufnahme erfolgte mit einem Planapochromat-�limmersionsobjektiv
(ca. 60/1.45 NA) durch eine gek�hlte 14-Bit-EMCCD-Kamera (C911-
50, CamLink). Um das GFP-Signal zu erzeugen, wurden ein 488-nm-
Anregungslaser und ein 521-nm-Emissionsfilter verwendet. TAMRA
wurde mit einem 561-nm-Laser angeregt und die Emission durch
einen 587-nm-Filter geleitet. F�r die Berechnung der Transduk-
tionseffizienz wurden alle Zellen mit homogener F�rbung des Zyto-
plasmas und der Nukleoli als positiv gez�hlt.
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