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Protein mit doppeltem Lichtschalter

Karlsruher Forscher entwickeln neuen fluoreszenten Marker fiir biotechnologische Anwendungen
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sung (auBen) und in Hochstauflésung (Mitte). (Collage: Jochen Fuchs)

Ein neues fluoreszentes Markerprotein haben Forscher um
Professor Gerd Ulrich Nienhaus vom KIT entwickelt: Bei dem
photoaktivierbaren Protein ,mirisFP“ lasst sich sowohl das
Fluoreszenzlicht ein- und ausschalten als auch die Farbe des
Lichts von Grin nach Rot verandern. Das Protein erlaubt dy-
namische Untersuchungen an Zellen und Organismen und er-
offnet der zellbiologischen und molekularmedizinischen For-
schung neue Mdglichkeiten. In der Fachzeitschrift ,,Nature Me-
thods“ stellen die Wissenschaftler nun ihre Entwicklung vor.

Fluoreszente Proteine strahlen einfallendes Licht effizient wieder ab
und machen dadurch Proteine in lebenden Zellen sichtbar. Als ge-
netisch kodierte Fluoreszenzmarker lassen sie sich fir Experimente
in den Lebenswissenschaften vielfaltig einsetzen: Wird das Gen
eines bestimmten Proteins um die Erbinformation (DNS-Sequenz)
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fur das fluoreszierende Protein erweitert, produziert die Zelle ein so
genanntes Fusionsprotein, das durch ein charakteristisches Fluo-
reszenzleuchten zu erkennen ist.

Zunéchst war nur das grun fluoreszierende Protein (GFP) einer
pazifischen Qualle bekannt. In den vergangenen Jahren entdeckte
die Forschung fluoreszierende Proteine in weiteren wirbellosen
Meerestieren und identifizierte unter anderem auch photoaktivierba-
re Proteine, deren Fluoreszenz sich durch Lichteinstrahlung gezielt
steuern lasst. Die Naturformen dieser Proteine eignen sich aller-
dings nicht fur biotechnologische Anwendungen; sie missen dafur
aufwendig optimiert werden. Bisher lie3 sich bei solchen Markerpro-
teinen entweder die Fluoreszenz ein- und ausschalten oder aber die
Farbe des Lichts verandern.

Die Forschergruppe um Gerd Ulrich Nienhaus am DFG-Centrum fir
Funktionelle Nanostrukturen (CFN) des KIT hat nun gemeinsam mit
Wissenschaftlern der Universitat Ulm, der University of Southamp-
ton/UK und der University of Illinois/lUSA ein als ,mlrisFP* bezeich-
netes Markerprotein entwickelt. Es zeichnet sich durch die Kombina-
tion von zwei durch Licht steuerbaren Aktivierungsmodi aus: eine
nicht umkehrbare Photokonversion von Griun nach Rot und eine
umkehrbare Ein- und Ausschaltbarkeit der Fluoreszenz. Zudem ist
mlrisFP monomer, das heif3t es besteht aus nur einer Einheit, so
dass es nicht zur Bildung von Proteinmolekilkomplexen kommt.

,Dadurch besitzt mirisFP exzellente Eigenschaften fir lebenswis-
senschaftliche Anwendungen®, erklart Professor Nienhaus. ,Beson-
ders spannend sind sind dynamische Untersuchungen an lebenden
Zellen und Organismen.“ Durch gezielte Lichteinstrahlung kénnen
bestimmte Zellen in frihen Embryonalstadien von Modellorganis-
men markiert und Uber Tage und Wochen hinweg verfolgt werden.
Gezielte Markierungen von Zellkompartimenten werden mit Signal-
peptiden erreicht, welche tber gentechnische Modifikation auf DNS-
Ebene an das fluoreszierende Protein angehangt werden. Beson-
ders wichtig sind die erwahnten Fusionskonstrukte eines fluoreszen-
ten Markerproteins mit einem zu untersuchenden Protein, um dieses
sichtbar zu machen. Photoaktivierbare fluoreszente Proteine spielen
aullerdem eine Schlisselrolle in der hdchstauflésenden Fluores-
zenzmikroskopie.

Mit mirisFP lassen sich Abbildungen von Zellen mit raumlichen Auf-
I6sungen von 20 bis 30 Nanometern herstellen — weit unterhalb der
Abbeschen Auflésungsgrenze von rund 200 Nanometern, die lange
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als physikalische Grenze galt und genauere Einblicke in die moleku-
laren Prozesse in der lebenden Zelle verhinderte. In der Fachzeit-
schrift ,Nature Methods” stellt die Forschergruppe das neue
Markerprotein vor und untersucht mit hochstauflésender Photoakti-
vierungs-Lokalisationsmikroskopie (PALM) molekulare Prozesse bei
der Bewegung einer menschlichen Krebszelle. So lasst sich verfol-
gen, wie bestimmte mit mirisFP sichtbar gemachte Proteine in ei-
nem Bereich der Zelle entfernt werden, um anschlieRend in einem
anderen Bereich der Zelle wiederum in neue Strukturen eingebaut
zu werden.
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Das Karlsruher Institut fir Technologie (KIT) ist eine Kdérper-
schaft des offentlichen Rechts und staatliche Einrichtung des
Landes Baden-Wirttemberg. Es nimmt sowohl die Mission ei-
ner Universitat als auch die Mission eines nationalen For-
schungszentrums in der Helmholtz-Gemeinschaft wahr. Das
KIT verfolgt seine Aufgaben im Wissensdreieck Forschung —
Lehre — Innovation.
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