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Abstract: Sekund�rionen-Massenspektrometrie (SIMS) wird
îblicherweise fîr die Analyse der Isotopenzusammensetzung
verschiedener Materialen eingesetzt. In der Biologie findet sie
immer h�ufiger Anwendung, vor allem um den Stoffwechsel in
Zellen zu untersuchen. Einzelne Zielproteine sind mit SIMS
jedoch schwer zu identifizieren, wodurch diese Methode in
ihren Anwendungsmçglichkeiten bezîglich Studien bestimm-
ter Kompartimente oder Proteinkomplexe eingeschr�nkt wird.
Wir stellen hier eine Methode vor, mit der spezifische Proteine
durch eine Klick-Reaktion mit Isotopen- und Fluoreszenz-
markierungen versehen werden (specific protein isotopic and
fluorescence labeling, SPILL). Wir haben mit dieser Methode
verschiedene Proteine mit 19F markiert und mit NanoSIMS und
Fluoreszenzmikroskopie abgebildet. Anhand des 19F-Signals
(mit minimalem Hintergrund) konnten Zielproteine pr�zise
lokalisiert werden, wodurch korrelative Studien der Protein-
verteilung und des Zellstoffwechsels oder der Zellzusammen-
setzung ermçglicht wurden. SPILL kann in allen biologischen
Proben angewendet werden, in denen Klick-Reaktionen
durchfîhrbar sind, welche die meisten Zellkultursysteme und
kleine Modellorganismen umfassen.

Unl�ngst wurden einige Technologien entwickelt, um die
chemische Zusammensetzung biologischer Proben zu unter-
suchen, wie z.B. Matrix-unterstîtzte Laser-Desorption/Ioni-
sation (MALDI),[1, 2] Laser-Ablation und Massenspektrome-
trie mit induktiv gekoppeltem Plasma (LA-ICP-MS)[3] oder

Sekund�rionen-Massenspektrometrie (SIMS).[4, 5] Letztere
verfîgt îber die beste r�umliche Auflçsung von 30–50 nm in
der x-y-Ebene und bis zu 5–10 nm in der z-Achse in der Na-
noSIMS-Konfiguration.[5] NanoSIMS tastet mit einem Pri-
m�rionenstrahl, z. B. Cs+, die Probenoberfl�che ab, wodurch
Sekînd�rionen freigesetzt werden, die mittels Massenspek-
trometrie analysiert werden. So entsteht eine Abbildung der
Isotopenzusammensetzung der Probe.

NanoSIMS-Studien beschreiben h�ufig die Gesamtver-
teilung der natîrlich vorkommenden Isotopen in biologischen
Proben, wie in der Mikrobiologie îblich.[6,7] Andere Nano-
SIMS-Anwendungen bestimmten die Verteilung von mit
nicht-nativen Isotopen markierten Molekîle, die in die bio-
logischen Probe eingefîhrt wurden.[8,9] Mit einem verwandten
Verfahren wurde der Zellumsatz untersucht, indem Zellen
mit einem isotopenmarkierten Stoffwechselprodukt, wie z. B.
einer Aminos�ure oder einen Nukleotid, gen�hrt wurden,
dessen Inkorporation zu verschiedenen Zeitpunkten gemes-
sen wurde.[10–12]

All diese Anwendungen sind jedoch aufgrund ihrer
Schwierigkeiten, bestimmte Proteine oder Organellen zu
identifizieren, limitiert. Einige wenige Ausnahmen kçnnen
anhand ihrer Morphologie bestimmt werden.[4, 10] Korrelation
von NanoSIMS und Fluoreszenzmikroskopie wurde als eine
mçgliche Lçsung fîr die Anwendungseinschr�nkung vorge-
schlagen.[4] Dies ist jedoch kompliziert, da es zwei Instru-
mente und ein sehr genaues �berlagern der beiden Bildtypen
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erfordert. Eine andere Lçsung w�re, die Proben mit Anti-
kçrpern zu markieren, die an isotopenreine Metalle gekup-
pelt sind, wie z. B. Lanthanoide.[13] Diese Antikçrper kçnnen
ohne korrelative Mikroskopie mit NanoSIMS abgebildet
werden. Jedoch wird die hohe Auflçsung der NanoSIMS-
Technologie durch die Verwendung von Antikçrpern beein-
tr�chtigt. Besonders die Antikçrper mit einer großen Me-
tallmarkierung werden nur schlecht aufgenommen und er-
reichen lediglich einen kleinen Bruchteil der Epitope, was zu
einem weniger genauem Bild fîhrt.[14, 15]

In der Fluoreszenzmikroskopie wurde dieses Problem
durch die Einfîhrung des grîn fluoreszierenden Proteins
(GFP) gelçst, das durch genetische Kodierung an Zielpro-
teine gekuppelt werden kann. Wir suchten nach einer �hnli-
cher Strategie fîr NanoSIMS, wobei ein bestimmtes Isotop in
ein Zielprotein integriert werden sollte. Dafîr sind drei
Grundvoraussetzungen erforderlich: Erstens, die genetische
Kodierung sollte so flexibel sein, dass das Isotop in alle Pro-
teine mçglichst vieler unterschiedlicher biologischer Pr�pa-
rate eingefîhrt werden kann. Zweitens, das Isotop sollte
durch eine hçchst spezifische Reaktion an das Zielprotein
gebunden werden. Drittens, das Isotop sollte nur in geringen
Mengen in unbehandelten Pr�paraten vorhanden sein, um ein
hohes Signal-Rausch-Verh�ltnis zu erzielen.

Die ersten beiden Voraussetzungen werden am besten
durch Erweiterung des genetischen Codes gefolgt von einer

Markierung durch Klick-Chemie erfîllt (Abbil-
dung 1). Dabei werden nichtnatîrliche Amino-
s�uren (UAAs) in das Zielprotein eingebaut.[16, 17]

Die UAAs werden îber verschiedene Marker
(beispielsweise Fluorophore) sichtbar gemacht,
die durch z. B. Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition (Klick-Chemie)[18] oder andere
Kupfer-freie Methoden an die UAAs gekuppelt
werden. Um die UAAs zu inkorporieren, werden
modifizierte Versionen der Zielproteine, die ein
Amber-Stop-Codon (TAG) beinhalten, zusam-
men mit passenden tRNAs und Aminoacyl-
tRNA-Synthasen (tRNA/RS) exprimiert. Letztere
integrieren die UAAs an durch das Amber-Codon
definierte Stellen in das Zielprotein.[19,20] Das ge-
netisch kodierte Tag in der Klick-Chemie ist nur
wenige Atome groß (der Alkin- oder Azidrest an

der UAA) und damit wesentlich kleiner als andere Tags, wie
z. B. GFP, nebst anderer technischer Vorteile.[21] Die Kupp-
lung der Fluorophore oder Isotopen an die UAAs wird erst
nach Fixierung der Zelle durchgefîhrt und kann somit die
Funktionen in der Zelle nicht mehr beeintr�chtigen. Prinzi-
piell ist es sogar mçglich, das Experiment ohne Klick-Chemie
durchzufîhren, indem man isotopenhaltige Aminos�uren
oder Aminos�uren mit selten natîrlich vorkommenden Ele-
menten, wie z. B. Selenocystein,[22] nutzt. Dies wîrde jedoch
zu einem geringen Signal-Rausch-Verh�ltnis fîhren, da jedes
Protein lediglich ein Se-Isotop beinhalten wîrde.

Wir untersuchten die Spezifit�t der Klick-basierten Mar-
kierung in S�ugetierzellen anhand markierter (tagged) Ver-
sionen von Syntaxin 1, Syntaxin 13 und SNAP-25 (siehe
Hintergrundinformationen, Abbildung S1, Genboxen), drei
Transmembranproteine bzw. Membran-verankerte Proteine
der SNARE-Familie,[23] basierend auf unserer Expertise in
der Biologie und dem Verhalten dieser Proteine mit Tag.[24,25]

Die Alkin-modifizierte UAA Propargyl-l-lysin (PRK) wurde
mithilfe der Wildtyp-tRNA/RS aus Methanosarcina mazei
eingefîhrt.[19, 20] Alle drei Proteine konnten durch diese Me-
thode detektiert werden (Abbildung S2).

Wir wollten einen isotopenreichen Marker an die Alkin-
gruppe des PRK kuppeln, um die Proteine durch NanoSIMS
zu identifizieren (Abbildung 1). Da 19F nur in geringen
Mengen in normalen Zellen vorhanden ist und mittels Na-

noSIMS mit einem hohen Signal-Rausch-Ver-
h�ltnis detektiert werden kann, entwickelten wir
ein Klick-bares Dipentafluorbenzylpeptid mit 13
19F-Atomen, das wir SK155 nannten (Abbil-
dung 2). Fîr ein einfaches Testverfahren mittels
Fluoreszenzmikroskopie beinhaltet es ebenfalls
das Fluorophor Abberior Star635, das drei der
19F-Atome beisteuert.[26] Ein Nonapeptid mit vier
negativ geladenen Aminos�uren (Glutamin- und
Asparagins�ure) wurde entworfen, um die Lçs-
lichkeit unter physiologischen Bedingungen si-
cherzustellen. Orthogonal geschîtzte Lysine
wurden fîr sp�tere Seitenkettenerweiterung des
Fluorophors Abberior Star635-NHS (Abberior

Abbildung 1. Inkorporation von Propargyl-l-lysin (PRK) in Zielproteine und Klick-Re-
aktion mit SK155, einem dualen Marker, der sowohl fír Fluoreszenzmikroskopie als
auch fír SIMS verwendet werden kann.

Abbildung 2. SK155 enth�lt 19F-Atome als Isotopenmarker fír SIMS und ein Abberior
Star635-Fluorophor.
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GmbH, Deutschland) genutzt. Ein Lysin am N-Terminus
verbindet zwei 2,3,4,5,6-Pentafluorbenzoes�uren. In einem
letzten Schritt wurde Azidolysin (Fmoc-Lys(N3)-OH) fîr das
Azid zwecks der Markierung der Zielproteine mit SK155 per
Klick-Chemie hinzugefîgt. Ausgehend von dem Nonapeptid
auf einem Sieber-Amid-Harz wurde SK155 (Abbildung S3)
mithilfe von Mikrowellen durch Festphasenpeptidsynthese
(SPPS) nach dem Fmoc-Verfahren mit O-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU)
und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) hergestellt. Die 2,3,4,5,6-
Pentafluorbenzoes�ure wurde an das Tr�germaterial gekup-
pelt.[27] Die Spaltung vom Harz erfolgte durch das Nonapep-
tid (C6F5CO)2-Lys-Asp-Glu-Lys(N3)-Gly-Asp-Glu-Lys-Gly-
NH2, das an Abberior Star635-NHS in Lçsung gekuppelt
wurde. Nach HPLC-Aufreinigung wurde die Zusammenset-
zung des Markers SK155 durch hochauflçsende Massen-
spektrometrie ermittelt.

Die 19F-Verteilung îberlappt wie erwartet mit dem Fluo-
reszenzsignal (Abbildung 3A und Abbildung S4) und er-
mçglicht ebenfalls die Analyse vieler weiterer Parameter,
sowohl in der Fluoreszenz- als auch der Isotopendom�ne
(Abbildung 3A). Der Markierungsprozess war effizient
(Abbildung 3B), ebenso entsprach wie erwartet das 19F- dem

Fluoreszenzsignal, was mit dem Zielprotein korreliert (Ab-
bildung 3 C).

Diese Experimente zeigen, dass spezifische Proteine
durch Klick-Reaktion isotopen- und fluoreszenzmarkiert
werden kçnnen (specific protein isotopic and fluorescence
labeling, SPILL). SPILL bietet zwei wesentliche Vorteile fîr
NanoSIMS: Erstens, es erleichtert die Untersuchung be-
stimmter Zielproteine mit NanoSIMS, ohne von der Fluo-
reszenzmikroskopie abzuh�ngen. Zweitens, es ermçglicht es,
die hohe Auflçsung von NanoSIMS in der z-Achse auszu-
nutzen. In Korrelation mit Fluoreszenzmikroskopie ist die
Auflçsung der korrelierten Bilder in der z-Achse durch die
optische Methode bestimmt, die typischerweise 50-fach
schlechter ist als die von NanoSIMS.[4] Dies sollte mit SPILL
kein Problem mehr darstellen.

Als Machbarkeitsnachweis kombinierten wir SPILL mit
einer Analyse des zellul�ren Umsatzes basierend auf der In-
korporation von isotopenmarkierten Metaboliten. Wir be-
handelten die Zellen mit 15N-markiertem Leucin, das in neu
translatierten Proteinen eingebaut wird und demnach den
Umsatz Protein-basierter Zellstrukturen anzeigt (siehe Ab-
bildung S5 fîr den zeitlichen Ablauf der Experimente). Das
Verh�ltnis zwischen 15N und 14N bietet eine genaue Messung

Abbildung 3. Genetische Inkorporation nichtnatírlicher Aminos�uren (UAAs) als Werkzeug, um Proteine fír NanoSIMS zu markieren. A) Fluores-
zenz- und NanoSIMS-Bilder einer repr�sentativen Zelle, das PRK in Syntaxin 1 inkorporiert hat und anschließend mit SK155 markiert wurde. Es
sind dargestellt : ein Konfokalbild der Star635-Fluorenszenz (links), ein NanoSIMS-Bild des 19F-Signals und eine �berlagerung (Star635-Signal in
rot; 19F in grín). Als zus�tzliche Fluoreszenz- und NanoSIMS-Bilder sind gezeigt: ein 14N-Bild und ein Konfokalbild von Antikçrper-gef�rbtem
Calnexin, einem Marker fír das endoplasmatische Retikulum. Maßstab 2 mm. B) Das Verh�ltnis zwischen 19F und 14N in nicht-transfizierten Zellen
wurde gemessen und mit Zellen verglichen, die verschiedene Proteine exprimieren. Es war fír alle exprimierten Proteine signifikant hçher: SNAP-
25 (p<0.01), Syntaxin 1 (p<0.001) und Syntaxin 13 (p<0.001; t-Tests). Die Anzahl der analysierten Zellregionen war: 32 fír nicht-transfizierte,
371 fír SNAP-25, 281 fír Syntaxin 1 und 448 fír Syntaxin 13 exprimierende Zellen. C) Die lineare Beziehung zwischen dem 19F/14N-Verh�ltnis in
einer Zelle und der SK155 (Star635)-Intensit�t in den entsprechenden Zellregionen.
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des Umsatzes: Je hçher das Verh�ltnis, desto mehr neue
Proteine wurden in die jeweilige Struktur integriert (Abbil-
dung 4A). Auf der hohen Auflçsung von NanoSIMS in der z-
Achse stîtzend untersuchten wir die 15N-, 14N- und 19F-Zu-
sammensetzung der Probe in verschiedenen Tiefen (siehe
Aufnahmen von Syntaxin 1 in Abbildung 4A), was uns weit
mehr Informationen ermçglichte, als nur eine Korrelation mit
Fluoreszenzbildern (Abbildung 4A, Einschub). Wir be-
stimmten den Proteinumsatz der Zellen anhand des Ziel-
proteins (identifiziert durch ein hohes 19F-Signal). Interes-
santerweise fanden wir eine negative Korrelation von hoher
Proteinexpression mit dem Verh�ltnis 15N zu 14N fîr SNAP-25
und Syntaxin 13 (Abbildung 4B,D), nicht jedoch fîr Syntax-
in 1 (Abbildung 4 C). Aufgrund der Probleme bei der Korre-
lierung der Bilder mit abweichenden Auflçsungen in der z-
Achse konnten keine signifikanten Trends zwischen dem
Fluoreszenzsignal der markierten Proteine und einem Mit-
telwertbild aus Bildern vom 15N/14N-Verh�ltnis verschiedener
Tiefen beobachtet werden (Daten sind nicht gezeigt). Dies
zeigt ebenfalls einen Vorteil von NanoSIMS gegenîber an-
deren Methoden wie stimulierte Raman-Streuung,[28] die den
Umsatz mit einer weit niedrigeren Auflçsung in der z-Achse
misst, auch wenn im Gegensatz zu NanoSIMS die Methode

nichtinvasiv ist und dementsprechend lebende Zellen unter-
sucht werden kçnnen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Plasma-
membran und frîhe Endosomen, wo SNAP-25 und Syntax-
in 13 lokalisiert sind, einen langsameren Metabolismus haben
als andere Teile der Zelle. Die Umsatzrate im endoplasma-
tischen Retikulum, wo Syntaxin 1 in BHK-Zellen festsitzt,[29]

scheint der Durchschnittsumsatzrate der Zelle zu entspre-
chen. Obwohl die biologische Relevanz dieser Ergebnisse
weitere Untersuchungen in anderen zellul�ren System erfor-
dert, schließen wir, dass SPILL ein effizientes Verfahren zur
SIMS-basierten Untersuchung bestimmter Proteine ist. Die
einzige Voraussetzung fîr SPILL ist ein biologisches System,
das fîr UAA-Kodierung und Klick-Chemie geeignet ist. Dies
wurde bereits fîr Bakterien, Hefe, S�ugetierzellen, Caeno-
rhabditis elegans[30] und Drosophila melanogaster[31] demon-
striert, was von einem weiten Anwendungsbereich dieser
Methode zeugt.

Stichwçrter: Isotopenmarkierung · Klick-Chemie ·
Nichtnatírliche Aminos�uren · Protein-Engineering ·
Sekund�rionen-Massenspektrometrie (SIMS)

Abbildung 4. Genetisch markierte Proteine und SIMS bieten Informationen daríber, wie der Proteinmetabolismus mit dem Vorkommen eines
bestimmten Proteins korreliert. A) Eine Serie von NanoSIMS-Bildern verschiedener Tiefenebenen einer SK155-markierten Zelle, die Syntaxin 1 ex-
primiert. 19F ist in der oberen Zeile und das 15N/14N-Verh�ltnis in der unteren Zeile gezeigt. Zum Vergleich ist das Fluoreszenzsignal von SK155
derselben Zelle als Einschub eingefígt. Maßstab 2 mm. B) Eine Analyse des 15N/14N-Verh�ltnisses als Funktion der 19F-Menge. Die Anzahl der
analysierten Zellregionen ist: 371 fír SNAP-25, 281 fír Syntaxin 1 und 448 fír Syntaxin 13. Ein Abw�rtstrend ist fír alle drei F�rbetypen zu beob-
achten, wobei dieser bei SNAP-25 und Syntaxin 13 statistisch signifikant ist (p<0.01, T-Tests), jedoch nicht fír Syntaxin 1.
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