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Lipide spielen eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von zel-
luldren Prozessen wie Membranfusion und Signaltransdukti-
on, und sie sind an der Bildung und dem Transport von Mi-
krodominen beteiligt."! Thre Analyse in lebenden Zellen wird
jedoch durch ihr extrem dynamisches Verhalten erschwert.”!
Als Intermediate des Stoffwechsels werden sie mit hoher
Frequenz in andere Lipidspezies oder freie Fettsduren um-
gewandelt.””! Sie sind Bestandteile zellulirer Membranen und
diffundieren schnell von einem Membrankompartiment zum
anderen. Hinzu kommt, dass die Untersuchung von Lipid-
bewegungen wegen der Ahnlichkeit der Lipidstrukturen oft
problematisch ist. Ein betréchtlicher Teil der Forschung stiitzt
sich auf die Verwendung markierter Lipidanaloga. Ange-
sichts der Grofe eines durchschnittlichen Lipidmolekiils
konnen allerdings schon kleine Sonden, z.B. Fluorophore,
erhebliche Auswirkungen auf die Eigenschaften eines Lipids
haben, besonders wenn Lipidtransport und -sortierung un-
tersucht werden sollen.* Deshalb sollte das markierte Lipid
seinem natiirlichen Pendant so dhnlich wie moglich sein. Die
Modifikation sollte vorzugsweise eine kleine, hydrophobe
Gruppe sein.

Die Strategie, Biomolekiile mit bioorthogonalen chemi-
schen Modifikationen zu versehen und sie dadurch in ihrer
natiirlichen Umgebung kenntlich zu machen, erfreut sich
steigender Beliebtheit. Die Methode umfasst zwei Schritte.
Zunichst wird eine einzigartige funktionelle Gruppe in das
gewiinschte Biomolekiil, bevorzugt durch die biosynthetische
Maschinerie der Zelle, eingebaut. Im zweiten Schritt wird
diese funktionelle Gruppe mit einer von auf3en zugefiihrten
Sonde durch eine spezifische chemische Reaktion markiert."!
Die bisher gebréduchlichsten Reaktionen sind die Reaktion
eines Biarsenfarbstoffs mit einem Tetracysteinmotiv,[Sb] die
Staudinger-Ligation, die Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition und die kupferfreie Azid-Alkin-Cycloaddition
mit gespannten Cycloalkinen.!) Immer wieder sind so Pro-
teine,”! Polynucleotide!® und Glycokonjugate!” erfolgreich in
lebenden oder fixierten Zellen markiert worden. FEinige
wenige Untersuchungen befassten sich auch mit der Mar-
kierung von lipidierten Proteinen durch den Einbau von -
Azidofettsiuren.!'”! Die Visualisierung der azidoacylierten
Proteine durch Staudinger-Ligation war jedoch erst nach
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Zelllyse moglich. Bis zum heutigen Tag gibt es keine Studien
iber die chemische Markierung von Lipiden jedweder Art in
lebenden Zellen oder Organismen. Hier berichten wir iiber
die selektive Fluoreszenzmarkierung der alkinmodifizierten
Phospholipide 1, 2 und 5 (SATE = S-Acetylthioethyl) in
mehreren Zelltypen, und dass eine terminale Dreifachbin-
dung in einer der Fettsdureseitenketten weder die Gesamt-
struktur des Lipids noch seine Polaritédt beeinflussen sollte.
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Als Modelllipid wurde Phosphatidsdure gewéhlt. Sie ist
ein Schliisselintermediat des Phospholipidstoffwechsels und
ein wichtiger sekundédrer Botenstoff. Phosphatidsdure wird
hauptséchlich als Reaktion auf eine Vielzahl von intrazellu-
laren Reizen durch Phospholipase-D-vermittelte Hydrolyse
aus Phosphatidylcholin gebildet. Phosphatidsdure reguliert
eine Vielzahl von Enzymen, darunter mTOR und Raf-1,
Proteinphosphatase-1 sowie cAMP-spezifische Phosphodies-
terasen. Sie beeinflusst mannigfaltige zelluldre Funktionen
wie Zellproliferation, Stoffwechsel, Umgestaltung des Zyto-
skeletts und Exozytose.'' Methoden, mit denen die Dynamik
von Phosphatidsdure und ihre Interaktionen mit Zielprotei-
nen in lebenden Zellen analysiert werden konnen, konnten
weitere Funktionen der Phosphatidsdure in Signaltransduk-
tionswegen aufzeigen oder Erkenntnisse aus In-vitro-Studien
bestétigen. Zusétzlich konnte jede Markierungsmethode, die
fiir Phosphatidsédure etabliert wird, durch Variation der Li-
pidkopfgruppe auf die Untersuchung von anderen, komple-
xeren Lipiden ausgeweitet werden, um Signaltransduktions-
kaskaden mit rdumlicher Auflosung zu verfolgen.

Die Synthese des Diacylphosphatidsdurederivats 1 verlief
in sechs Schritten ausgehend von 6-Heptinsdure mit einer
Ausbeute von 50%. Auf die Veresterung von 6-Heptinsdure
mit 2,3-O-Isopropyliden-sn-glycerol folgten Ketalspaltung,
Dimethoxytrityl(DMT)-Einfithrung, Veresterung mit Myris-
tinsdure und DMT-Abspaltung. Das so erhaltene Diacyl-
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glycerolderivat wurde mit Bis(S-acetyl-2-thioethyl)-N,N-di-
isopropylphosphoramidit zur Phosphatidsdure 1 umgesetzt
(siche Schema S1 in den Hintergrundinformationen). Das
Schiitzen der ansonsten negativ geladenen Phosphatkopf-
gruppe mit SATE-Gruppen war notwendig, um Membran-
gangigkeit des Lipids zu bewirken und Lipidaggregation zu
verhindern. SATE-geschiitzte Phosphate sind unter vielen
Synthesebedingungen der organischen Chemie stabil, werden
aber in lebenden Zellen schnell von Esterasen gespalten,
wobei geladene Phosphatgruppen erzeugt werden, welche die
Zellmembran nicht mehr verlassen konnen.['”!

Um ein nichthydrolysierbares etherverkniipftes w-Alkin
zu erhalten, wurde das Phosphatidsdurederivat 2 ausgehend
von 10-Undecin-1-0l in sieben Schritten mit einer Ausbeute
von 28% synthetisiert. Auf Appel-Halogenierung von 10-
Undecin-1-ol und Veretherung mit 2,3-O-Isopropyliden-sn-
glycerol folgten weitere Schritte analog zur Synthese von 1
(Schema S2).

Um die generelle Eignung fiir Kupfer(I)-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloadditionen zu testen, wurden 1 und 2 mit
dem fluorogenen 3-Azido-7-(diethylamino)cumarin™ in
vitro umgesetzt, wobei die entsprechenden fluoreszierenden
Triazolderivate 3 und 4 nahezu quantitativ erhalten wurden
(Schema 1). Die beiden Verbindungen haben Anregungsma-
xima um 410nm und Emissionsmaxima um 500 nm. Sie
wurden auf lebende Zellen appliziert, und ihre zeitliche und
rdumliche Verteilung wurde verfolgt (Abbildung S1). RAW-
Makrophagen erwiesen sich als ein fiir die Visualisierung von
Lipiden gut geeigneter Zelltyp, da ihre kugelférmige Mor-
phologie es ermoglichte, einzelne Membrankompartimente
zu unterscheiden. Kurz nach der
Zugabe farbten beide Verbindun-
gen vor allem die Plasmamembran, @)
doch anschlieBend verteilten sie
sich schnell auf intrazellulédre
Membranen. Vor allem im Fall von
4 fluoreszierte eine kleine, intra-
zelluldre Region besonders stark.

Die membrangéngigen, alkin-
modifizierten Phosphatidsédure-
derivate 1 und 2 wurden auf dhnli-
che Weise in lebenden Zellen an-
gewendet und mit 3-Azido-7-(di-
ethylamino)cumarin,!') Kup-
fer(IT)-sulfat, Natriumascorbat und
Tris(benzyltriazolylmethyl)amin
(TBTA) fluoreszenzmarkiert. Da
Kupfer(I)-Ionen  toxisch  sind,
mussten die Zellen vor der Mar-
kierung fixiert werden. Dazu
wurde Paraformaldehyd gewdéhlt,
um durch Immobilisierung der li-
pidbindenden Proteine laterale
und vesikuldre Lipidbewegungen
zu beschrianken. Bereits nach zehn
Minuten fluoreszierten die Zell-
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Schema 1. Synthese der fluoreszierenden Phosphatidsaurederivate 3
und 4. Reagentien und Bedingungen: a) 3-Azido-7-(diethylamino)-
cumarin, CuSO,, Natriumascorbat, EtOH/H,0O (1:1).

identisch behandelt worden waren, zeigten auch nach léange-
ren Reaktionszeiten nahezu keine Fluoreszenz (Abbil-
dung 1). Mithilfe unterschiedlicher Zelltypen, wie HeLa- und
MDCK-Zellen, wurde gezeigt, dass die Markierungsreaktion
allgemein einsetzbar ist (Abbildung S2).

TO-PRO-3

Abbildung 1. Fluoreszenzmikroskopische Abbildungen von fixierten RAW-Makrophagen, die 1 h mit
den Phophatidylsiurederivaten 1 oder 2 und 30 min mit 3-Azido-7-(diethylamino)cumarin, CuSO,,

Natriumascorbat und TBTA behandelt wurden. a) Zellen, die mit 1 und dem Kernmarker TO-PRO-3

membranen stark. Negative Kon-
trollzellen, die nicht mit modifi-
zierten Lipiden versetzt, sonst aber
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behandelt wurden. b) Zellen, die mit 2 und dem Kernmarker TO-PRO-3 behandelt wurden. c) Negati-
ve Kontrollzellen, die nur mit 3-Azido-7-(diethylamino)cumarin, CuSO,, Natriumascorbat und TBTA
behandelt wurden. DIC: differenzieller Interferenzkontrast.
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Anders als die fluoreszenzmarkierten Lipide 3 und 4
farbten die Phosphatidsdurederivate 1 und 2 alle zelluldren
Membranen mehr oder weniger gleichmifig. Wiahrend De-
rivat 4 eine perinukledre Region besonders intensiv mar-
kierte, schien Derivat 2 gleichméBig verteilt zu sein, was
belegt, dass oft filschlich eine Lokalisierung von fluoro-
phormarkierten Lipidanaloga angenommen wird. Wir zeigten
durch FRAP (Fluorescence Recovery after Photobleaching),
dass die Fixierung mit Paraformaldehyd zur vollstindigen
Lipidimmobilisierung fithrte, da auch nach 30 min keine
Wanderung von fluoreszierenden Molekiilen in gebleichte
Regionen der Zellen beobachtet werden konnte (Abbil-
dung S3). Aus diesen Ergebnissen folgt, dass die intrazelluldre
Lokalisation der markierten Phosphatidsdurederivate nicht
durch das Fluorophor dirigiert wird, sondern die Verteilung
zum Zeitpunkt der Fixierung widerspiegelt. Es kann nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden, dass die Esterbindungen
von 1 vor der Markierungsreaktion gespalten werden. In-
vivo-Markierung von Heptinsdure resultierte jedoch in einem
leicht verdnderten Markierungsmuster (Abbildung S4).

Wegen der Toxizitdt von Kupferionen mussten die Zellen
vor der Markierung fixiert werden. Dieses Fixieren verhin-
dert jedoch die Untersuchung von dynamischen Prozessen.
Aus diesem Grund verwendeten wir das Cyclooctin-modifi-
zierte Phosphatidsdurederivat 5, um Lipide durch ringspan-
nungsinduzierte Azid-Alkin-Cycloaddition™ in lebenden
Zellen zu markieren. Eine Cyclooctin enthaltende Fettsdure
wurde ausgehend von Cyclohepten in drei Schritten mit einer
Ausbeute von 39% hergestellt. Alle weiteren Synthese-
schritte verliefen analog zur Synthese von 1 und lieferten §
nach sechs Schritten mit einer Ausbeute von 46% (Sche-
ma S3). 5 wurde anschlieBend auf lebende RAW-Makropha-
gen appliziert. Innerhalb von drei Stunden gelang sowohl in
fixierten (Abbildung S5) als auch in lebenden Zellen (Ab-
bildung 2) die Markierung mit 3-Azido-7-(diethylamino)-
cumarin" ohne jegliche Zusitze. Das Anfirbungsmuster war
in beiden Fillen sehr dhnlich. Auch nach mehreren Stunden

Cumarin

ohne 5

Cumarin

Abbildung 2. Fluoreszenzmikroskopische Abbildung von lebenden
RAW-Makrophagen. a) Zellen, die 1 h mit 5 und 3 h mit 3-Azido-7-(die-
thylamino)cumarin behandelt wurden. b) Negative Kontrollzellen, die
nur 3 h mit 3-Azido-7-(diethylamino)cumarin behandelt wurden.
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konnte keinerlei Zelltoxizitit festgestellt werden, und es trat
weiterhin Mitose auf.

Wir haben hier die erste erfolgreiche chemische Markie-
rung von Lipiden durch Azid-Alkin-Cycloaddition in fixier-
ten und lebenden Zellen vorgestellt. Die Lokalisations-
unterschiede beim Austausch der Ester- gegen eine Ether-
bindung und, noch wesentlicher, die unterschiedliche Ver-
teilung von in vitro und in vivo markierten Lipiden beweisen
die Bedeutung der Methode. Wir gehen davon aus, dass eine
terminale Dreifachbindung die biophysikalischen Eigen-
schaften eines Membranlipids vernachldssigbar beeintréch-
tigt, doch es bleibt zu ermitteln, inwiefern die Cyclooctinyl-
gruppe einen Einfluss auf Lipiddiffusion und -lokalisation
hat. Kiinftig werden reaktivere Dreifachbindungen Markie-
rungreaktionen im Minutenbereich moglich machen.!**<! Mit
der hier vorgestellten Markierungsmethode sollte Lipid-
dynamik in fixierten und lebenden Zellen verfolgt sowie neue
Einblicke in intrazelluldre Verteilung, Lipidinteraktionspart-
ner und Lipidverhalten als Reaktion auf endogene oder
exogene Reize gewonnen werden konnen.
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