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syl- oder Geranylgeranylresten gehdrt zu den bedeutendsten
Modifizierungen von Proteinen in der Natur.!') Lipoproteine
iibernehmen bei zahlreichen biologischen Prozessen wichtige
Aufgaben, insbesondere sind sie entscheidend in die Weiterlei-
tung hormoneller und mitogener Signale durch die Plasmamem-
bran und von dort zum Zellkern involviert. So sind die mem-
brandurchspannenden  G-Protein-gekoppelten  Rezeptoren
S-palmitoyliert, die heterotrimeren G-Proteine sind N-myri-
stoyliert, S-palmitoyliert und S-farnesyliert, Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen sind N-myristoyliert und S-palmitoyliert, die
Ras-Proteine schlieBlich tragen S-Palmitoyl- sowie S-Farnesyl-
gruppen. Dariiber hinaus sind zahlreiche weitere, membran-
assoziierte Proteine, z. B. die NO,-Synthetase!?! und virale Hiill-
proteine,! S-palmitoyliert.

Angesichts der wichtigen biologischen Rollen lipidmodifizier-
ter Proteine gehort die Untersuchung der Proteinlipidierung
und ihrer biologischen Bedeutung zu den aktuellen Themen der
biologischen Forschung.!'! Im Falle der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren'* und der Ras-Proteine (siche unten) konnte belegt
werden, daB die korrekte Lipidierung dieser Proteine fiir ihre
biologischen Funktionen sehr wichtig ist. Die biologische Be-
deutung der unterschiedlichen Lipidreste, besonders ihre mogli-
chen Funktionen in Signaltransduktionsprozessen, ist allerdings
weitgehend ungekldart und Gegenstand zahlreicher Hypothe-
sen.!'l Detaillierte Kenntnisse der Voraussetzungen fir eine
transiente oder stabile Insertion von Lipopeptiden in biologi-
sche Membranen konnten dariiber hinaus eine Verbesserung
von Wirkstoffen erméglichen, die in pathologische Signaltrans-
duktionsprozessen, wie die iber oncogenes Ras verlaufenden,
eingreifen.

Lipidierte Peptide, die die typischen Lipidgruppen und Ami-
nosduren der zugrundeliegenden Lipoproteine enthalten und
zusitzlich Reportergruppen tragen, durch die sie in biologi-
schen Systemen aufgespiirt werden kénnen (z. B. Fluoreszenz-
marker, die fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden
konnen), sind wertvolle Reagentien fiir das Studium solcher
Prozesse durch Kombination biophysikalischer!®! und zellbiolo-
gischer®! Methoden.!”]

Wir berichten hier tiber eine neue, effiziente Methode fir die
Synthese fluoreszenzmarkierter Lipopeptide und lber deren
Anwendung bei der Untersuchung der spezifischen Membran-
lokalisierung von Lipopeptiden und -proteinen durch Mem-
branfusion und Fluoreszenzmikroskopie sowie durch Mikroin-
jektion und confocale Laserfluoreszenzmikroskopie.

Bei der Entwicklung der neuen Synthesemethode haben wir
auf unsere Erfahrungen bei der Herstellung sidure- und basenla-
biler S-palmitoylierter und S-farnesylierter Ras-Lipopeptide zu-
riickgegriffen.® Die Ras-Proteine sind membrangebundene
lipidmodifizierte Proteine, die von Wachstumsfaktoren ausgelo-
ste Signale zum Zellkern weiterleiten und die oft an der Eta-
blierung maligner Transformationen beteiligt sind.”®! So-
wohl im normalen als auch im transformierten Zustand kénnen
sie ihre Aufgaben nur erfiillen, wenn sie lipidiert sind.'!

Als Zielverbindungen wurden die unterschiedlich markierten
N-Ras-Heptapeptide 1418 gewihit. Retrosynthetisch wurden
diese in verschiedenartig markierte N-terminale Dipeptide und
ein gleichbleibendes C-terminales Pentapeptid 13, das eine sdu-
relabile Farnesylsulfanylgruppe trigt (Schema 1), zerlegt. Die-
ses Peptid kann in hoher Ausbeute durch enzymatische Abspal-
tung der N-terminalen p-Acetoxybenzyloxycarbonyl (AcOZ)-
Gruppe!®® oder der basenvermittelten Abldsung der Fluorenyl-
methoxycarbonyl (Fmoc)-Gruppe'®! als Schliisselschritt erhal-
ten werden. Die Synthese der selektiv entschiitzten, S-palmitoy-
lierten Peptide 14—-16 wird durch die Basenlabilitit der Sul-
fanylcarbonylgruppe erschwert. So hydrolysieren diese Grup-
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Schema 1. Chemoenzymatische Synthese der markierten, farnesylierten und palmi-
toylierten N-Ras-Lipopeptide 14-16.

pen in S-palmitoylierten Peptiden selbst bei pH 7 in walriger
Lésung spontan.’®® Wir berichten nun, daB S-palmitoylierte
Peptide effizient durch Kombination der Pd°-vermittelten Allyl-
esterspaltung!*® fiir die C-terminale Deblockierung mit der en-
zymatischen Abldsung des AcOZ-Restes!®?! fiir die N-terminale
Entschiitzung der Peptidkette aufgebaut werden kénnen. Der
Cystinbisallylester 1 wurde mit AcOZ-Glycin 2 in hoher Aus-
beute zum entsprechenden Peptid verkniipft. Nach reduktiver
Spaltung des Disulfids mit Dithiothreit (DTT) wurden die Sulf-
anylgruppen palmitoyliert und der N-terminale AcOZ-Rest
durch Acetylesterase aus Orangen abgeldst. Der selektiv ent-
schiitzte, S-palmitoylierte Dipeptidallylester 3 ist auf diese Wei-
se gut zugénglich und wurde dann mit unterschiedlichen Mar-
kergruppen verkniipft. So wurden die fluoreszierenden 7-
Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazolyl(NBD)- und die Bimanylgruppe
mit den Reagentien 4 bzw. 5 eingefiihrt. Zusitzlich wurde 3 mit
dem Biotinderivat 6 gekuppelt. Die vollgeschiitzten Peptide
wurden dann durch Behandlung mit [Pd(PPh;),} und Morpho-
lin als allylacceptierendem Nucleophil in hoher Ausbeute in die
gezielt entschiitzten, fluoreszenzmarkierten Dipeptide 10-12

Angew. Chem. 1997, 109, Nr. 20

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1997

umgewandelt. Bei den N- und C-terminalen Schutzgruppenab-
spaltungen trat keine unerwiinschte Nebenreaktion auf. Die Be-
dingungen fiir die enzymatische Ablésung des AcOZ-Restes
und die Pd®-vermittelte Spaltung des Allylesters sind so mild,
daBl weder ein direkter Angriff auf den basenlabilen Thioester
noch eine baseninduzierte f-Eliminierung eintritt.”® SchlieBlich
wurden 10-12 mit dem N-terminal deblockierten Pentapep-
tid 13 zu den unterschiedlich markierten S-farnesylierten und
S-palmitoylierten Ras-Heptapeptiden 14-16 kondensiert. In
dhnlicher Weise wurden die NBD-Heptapeptide 17 und 18 auf-
gebaut. Dariiber hinaus lieferte die Umsetzung des farnesylier-
ten Pentapeptids 13 mit der NBD-Aminocapronsiure 4 das
markierte Peptid 19 (Schema 2).
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Schema 2. Die markierten, farnesylierten N-Ras-Peptide 17-19.

Die NBD- und die bimanylmarkierten Peptide kénnen in bio-
logischen und In-vitro-Modellsystemen direkt fluoreszenz-
mikroskopisch und spektroskopisch detektiert werden. Der
Biotinmarker kann mit dem Protein Streptavidin aufgespiirt
werden, das auch in fluoreszenzmarkierter Form und mit
kolloidalem Gold modifiziert erhéltlich ist und so die Untersu-
chung lipidmodifizierter Modellproteine durch Fluoreszenz-
mikroskopie und Elektronenmikroskopie ermoglicht.* !

Die Frage, ob spezielle Lipidmotive Lipoproteine zu be-
stimmten Membranen dirigieren, gehort zu den aktuellen und
ungelosten Problemen bei der Erforschung der biologischen
Funktion der Lipidierung von Proteinen.!®! Weil mehrere in die
Plasmamembran eingelagerte Proteine farnesyliert sind, wéh-
rend Proteine in intrazelluliren Membranen oft geranylgerany-
liert sind (z. B. die Rab-Proteine!!2)), wurde vorgeschlagen, daf3
lipidierte Proteine durch S-Farnesylierung spezifisch zur Plas-
mamembran dirigiert werden, z. B. durch eine Wechselwirung
mit Rezeptoren.!'* 131 Um dieser Frage nachzugehen und um zu
bestimmen, ob die in den Ras-Modellpeptiden 14, und 17-19
vorliegenden Lipidmotive und Aminosiduresequenzen eine spe-
zifische Lokalisierung dieser Sonden in einer bestimmten subzel-
luliren Membran, insbesondere der Plasmamembran, bewir-
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ken, haben wir In-vivo-Studien mit den markierten Peptiden
durchgefiihrt.

Zunéchst wurden das nur farnesylierte und nicht palmitoy-
lierbare NBD-markierte Pentapeptid 19 sowie das palmitoylier-
te und farnesylierte NBD-markierte Lipoheptapeptid 14 in
NIH-3T3-Fibroblastenzellen mikroinjiziert. Nach 30 min wur-
de die Verteilung der Peptide in den Zellen durch confocale
Laserfluoreszenzmikroskopie bestimmt. Abbildung 1 oben
zeigt den Befund fiir 19 und belegt, daB3 das Peptid nicht in der
Plasmamembran lokalisiert ist. Abbildung 1 unten zeigt den

Abb. 1. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von NIH-3T3-Fibroblastenzel-
len. Oben: Nach Mikroinjektion des Pentapeptids 19; unten: nach Mikroinjektion
des Heptapeptids 14 [20]. Die obere Aufnahme zeigt, daB 19 nicht in der Plasma-
membran lokalisiert ist, wihrend die untere Aufnahme eine Anreicherung von 14 in
der Plasmamembran erkennen 148t.

entsprechenden Befund fiir 14: Eindeutig ist das doppelt modifi-
zierte Peptid spezifisch in die Plasmamembran eingelagert. Die
Fluoreszenzintensitét ist in der Membran um die Einstichstelle
(groBer gelber Fleck) und von dort in die Dendriten der Zelle
ausgedehnt am hdochsten. Die bemerkenswerten ,hot spots
scheinen Membrankompartimente zu reprisentieren, in denen
das Lipopeptid besonders angereichert ist.

In weiteren Experimenten wurde die Palmitoylierung der Li-
popeptide 17 und 18 untersucht und der subzellulire Ort, an
dem diese Modifizierung stattfindet, bestimmt. Dafiir wurden
kultivierte CV-1-Fibroblasten mit [*H]Palmitinsiure und ultra-
schallbehandelten Vesikeln (bestehend aus Phosphatidylcholin,
das aus Eigelb extrahiert wurde, und 1-Palmitoyl-2-oleoylphos-
phatidylethanolamin im Verhéltnis 90:10), die mit Lipopepti-
den beladen waren,'! inkubiert. Die Palmitoylierung der fluo-
reszierenden Peptide nach Fusion der Vesikel mit der Zellmem-
bran wurde nach Extraktion der Fibroblastenzellen durch zwei-
dimensionale Diinnschichtchromatographie und Szintillations-
zéhlen analysiert.'! Das S-acylierte Peptid wurde anhand seiner
Fluoreszenz mit dem Peptid 14 als Referenzverbindung aufge-
spiirt. Dabei zeigte sich, dafl das N-Ras-Peptid 17, das ein farne-
syliertes und ein nicht-S-acyliertes Cystein enthilt, rasch in den
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Fibroblasten acyliert und dadurch in das palmitoylierte und
farnesylierte 14 iberfithrt wurde. Das Serinyllipopeptid 18 wur-
de unter diesen Bedingungen iiberhaupt nicht acyliert.

Der subzelluldre Ort, an dem die S-Acylierung von 17 statt-
fand, konnte fluoreszenzmikroskopisch bestimmt werden.[®
Das S-acylierte Peptid 14 akkumulierte nach Inkubieren der
CV-1-Fibroblasten mit lipidbeladenen Vesikeln und selektiver
Extraktion von nicht acyliertem Peptid bevorzugt in der Plas-
mamembran. Um zu iiberpriifen, ob das Peptid in einer intrazel-
luliren Membran, z.B. in einem Kompartiment des endoplas-
matischen Reticulums oder des Golgi-Apparats, acyliert und
dann z.B. durch vesikuliren Membrantransport!'#! rasch zur
Plasmamembran gebracht wurde, wurden die Experimente bei
verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. Im Golgi-Apparat
und in Trans-Golgi-Kompartimenten konnte jedoch weder bei
37°C (normaler vesikuldrer Transport) noch bei 15°C (unter-
driickter Transport vom Golgi-Apparat zur Plasmamem-
bran!'5}), Fluoreszenz beobachtet werden. Bei beiden Tempera-
turen war die Fluoreszenz dagegen in der Plasmamembran
hoch. Da zweifach lipidmodifizierte Peptide wie 14 nur zu einem
vernachldssigbar kleinen Teil spontan zwischen verschiedenen
Membranen ausgetauscht werden! ®1 (Lipopeptide wie 19; die
nur eine Farnesylgruppe tragen, tauschen rasch zwischen ver-
schiedenen Membranen aus), weisen diese Beobachtungen dar-
auf hin, daB die Plasmamembran selbst einer der bevorzugten
Orte der zelluldren S-Acylierung ist. Zellen, die mit dem Serinyl-
peptid 18 inkubiert wurden, fluoreszierten hingegen nur
schwach.

Diese In-vivo-Experimente mit den markierten N-Ras-Pepti-
den sprechen fiir die Giiltigkeit eines kiirzlich von Silvius et al.[!
vorgeschlagenen Modells fiir die subzelluldre Lokalisierung von
Lipoproteinen (Schema 3). Nach diesem Modell kann das far-
nesylierte, aber nicht acylierte C-terminale Heptapeptid 17 von
N-Ras (und auch das analoge Pentapeptid 19) frei zwischen ver-

Plasma-
membran

Farnesyliertes
Peptd/Prolein

Insertion IDesnrphc'm
\J

S YIS
0302083405 Reversible

Bindung

e, % 5y b
PRttatittip SEttaa] Bhide

‘ Palmitoyl

transferase

Permanente
Lokalisierung

Farnesyliertes und
palmitoyliertes
Peptid/Protein

Schema 3. Modell fiir die Adressierung von Lipoproteinen an die Plasmamembran

durch S-Palmitoylierung.
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schiedenen Membranen diffundieren. Nachdem 17 in einem be-
stimmten zelluldren Membrankompartiment S-acyliert worden
ist (dies ist fiir 19 nicht moglich), kann das nun doppelt lipidmo-
difizierte Peptid nicht mehr zwischen verschiedenen Membra-
nen transferiert werden. Es wird somit in der Membran lokali-
siert, in der die S-Acylierung stattfindet, d.h. im Falle des
N-Ras-Peptids in der Plasmamembran. Das mikroinjizierte,
zweifach modifizierte Konjugat 14 konnte rasch in der Nihe der
Injektionsstelle in die Plasmamembran eingelagert werden und
wiirde dann, durch die beiden Lipidgruppen verankert, dort
bleiben. Dariiber hinaus konnte es unter den Bedingungen des
Assays enzymatisch!'®! oder nichtenzymatisch am Schwefel ent-
acyliert und nachfolgend an der Plasmamembran wieder reacy-
liert werden.

Dieses Modell sollte auch fiir die co- und posttranslationale
Modifizierung membrangebundener lipidmodifizierter Proteine
durch S-Farnesylierung und S-Palmitoylierung gelten, insbe-
sondere fiir die Ras-Proteine selbst. Die spezifische Lokalisie-
rung von Lipoproteinen in bestimmten Membranen wiirde da-
nach nicht nur durch die zuerst eingefiihrte Lipidgruppe
bestimmt, sondern vielmehr durch das Anbringen des zweiten
Lipidrestes an der Stelle, an der das Protein verbleiben soll.
Diese Vorstellung wird auch dadurch unterstiitzt, daB kiirzlich
eine plasmamembrangebundene Protein-S-acyltransferase iden-
tifiziert wurde,!'”! die das freie Cystein im C-terminalen Hexa-
decapeptid von N-Ras und dhnlich positionierte Cysteine im
H-Ras-Protein acyliert. Das vorgeschlagene Modell eines kine-
tisch kontrollierten Adressierens (,,kinetic targeting*‘) bertick-
sichtigt nicht, daB auch spezifische Transportproteine an der
Lokalisierung von Lipoproteinen in bestimmten Membranen
beteiligt sein konnen. Es erkldrt aber, daB sehr kleine Proteinbe-
reiche wie Lck, Fyn, H- und N-Ras, die die S-Acylierungsstellen
enthalten, nach Einbringen in chimire oder mutierte Proteine
sowohl notwendig als auch hinreichend fiir eine Adressierung
dieser Proteine an die Plasmamembran sind.!*® Dariiber hinaus
wurde kiirzlich fiir das Protein Fyn!!®) und auch fiir einfache
Lipopeptide, die Substrate fiir die S-Acylierung sind und die
Termini von Proteinen wie Fyn und Lck sind,!®! belegt, daB sie
durch Acylierung an der Plasmamembran iber einen ,,kinetic-
targeting*-Mechanismus dort akkumulieren.

Eingegangen am 14. April 1997 [Z 10283]

Stichworter: Fluoreszenzspektroskopie * Lipoproteine - Mem-
branen - Ras-Proteine + Signaltransduktion
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