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Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat [PI(3,4,5)P3; 1,
Schema 1][1] ist ein sekund�rer Botenstoff, der viele intrazel-
lul�re Prozesse wie Zellproliferation, Zellmigration, Zell-
�berleben usw. reguliert.[2, 3] Das Lipid befindet sich haupt-

s�chlich in der Plasmamembran, wo es aus Phosphatidylino-
sitol-4,5-bisphosphat [PI(4,5)P2] durch mehrere Isoformen
der PI-3-Kinase gebildet wird.[4] Die spezifische Lipidphos-
phatase PTEN ist f�r die R�ckreaktion zust�ndig.[5] Dar�ber
hinaus entfernt die PI(3,4,5)P3-Phosphatase SHIP die 5-O-
Phosphatgruppe und produziert den Metaboliten Phosphat-
idylinositol-3,4-bisphosphat [PI(3,4)P2].[6] Aufgrund des
komplizierten Signalnetzwerks auf Phospholipidebene ist es
von großer Bedeutung, spezifisch und schnell die Lipidzu-
sammensetzung manipulieren zu k�nnen. Die Hemmung der
Gentranslation in Proteine (Genstummschaltung) mittels
RNA-Interferenzexperimenten oder die �berexprimierung

eines relevanten Enzyms ist ein relativ langsamer Prozess.
Eine alternative und schnellere Methode ist die Translokation
eines aktiven Enzyms zur Zielmembran des Phospholipids
durch Zugabe eines Protein-dimerisierenden organischen
Molek�ls.[7] Eine weitere Option ist die direkte Zugabe des
Phospholipids, vorausgesetzt, dass das Lipid die Plasma-
membran �berwinden kann. F�r Phospholipide erfordert dies
den Einsatz von bioaktivierbaren Schutzgruppen[8] oder Po-
lyaminen.[9] Letzterer Ansatz macht die Zugabe eines po-
tentiell bioaktiven Molek�ls erforderlich. Im Falle der bio-
aktivierbaren Schutzgruppen ist dagegen die intrazellul�re
enzymatische Hydrolyse von Acetoxymethyl(AM)-Estern
und Butyraten, welche zumindest teilweise an Membran-
grenzfl�chen stattfindet, recht langsam.[8a,d] Dies f�hrt zu
unphysiologisch langsamer Lipidfreisetzung. Eine L�sung ist
der Einsatz von photoaktivierbaren Schutzgruppen
(„cages“).[8c] Da die photolabile Schutzgruppe biologische
Aktivit�t und idealerweise einen schnellen Metabolismus
verhindert, wird den Verbindungen Zeit gegeben, in Zellen zu
diffundieren und von den bioaktivierbaren Schutzgruppen
befreit zu werden. Nach Freisetzung der photosensitiven
Schutzgruppe sollte umgehend Aktivit�t verf�gbar sein
(Abbildung 1). Wenn die Entsch�tzung durch die Linse eines
Objektivs ausgef�hrt wird, sollte eine exzellente r�umliche
Begrenzung der Molek�lfreisetzung m�glich sein.

Bislang wurden nur einige wenige photoaktivierbare
Lipide synthetisiert,[8c,10] unter denen sich nur ein einziges
Phosphoinositid befand. Im Falle des membranpermeablen
„caged“-Phosphatidylinositol-3-phosphats [cgPI(3)P] wurde
gezeigt, dass es nach „uncaging“ sofort die Fusion fr�her
Endosomen herbeif�hrte.[8c] Hier pr�sentieren wir die Syn-

Schema 1. Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (1) und seine mem-
branpermeablen 3-P-„caged“- (2) und 3-P-„non-caged“-Derivate (3).
R = Lipidrest, R2 = C7H15, AM =Acetoxymethyl, Bt =Butanoyl.

Abbildung 1. Wirkungsmechanismus von 2 : a) Zelleintritt; b) enzyma-
tische Spaltung von Bt(Butanoyl)- und AM(Acetoxymethyl)-Schutzgrup-
pen liefert cgPI(3,4,5)P3; c) lichtinduzierte Abspaltung der Cumarin-
schutzgruppe; d) PI(3,4,5)P3 induziert Translokation der EGFP-Grp1-
PH-Dom�ne zur Plasmamembran.
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these eines membranpermeablen, photoaktivierbaren Deri-
vats von PI(3,4,5)P3 [cgPI(3,4,5)P3/AM (2), Schema 1] mit der
photoaktivierbaren 7-Diethylamino-4-methylenhydroxy-
cumarin-Gruppe,[11] die sich bereits im Falle des cgPI(3)P gut
eignete. Wir zeigen Anwendungen in lebenden Zellen zur
Induzierung von Zellmembrankr�useln und PH-Dom�nen-
Translokation – als typischen Merkmalen der PI(3,4,5)P3-Si-
gnaltransduktion – in Gegenwart des PI-3-Kinase-Inhibitors
Wortmannin.

Da myo-Inositol eine meso-Verbindung mit sechs che-
misch nahezu identischen Hydroxygruppen ist, stellt die
Einf�hrung von zwei Butyraten und drei unterschiedlich
substituierten Phosphaten eine Herausforderung dar. Typi-
scherweise ist es besonders schwer, einzelne selektiv ge-
sch�tzte oder ungesch�tzte Hydroxygruppen zu generieren.
Ausnahmen sind Reaktionen, bei denen elektronische oder
sterische Unterschiede in der Reaktivit�t der cis-vicinalen
Hydroxygruppen ausgenutzt werden. Unsere Reaktionsse-
quenz (Schema 2) startete vom Dibutyrat des enantiome-
renreinen Diketals 4. Selektive Spaltung des sterisch mehr
zug�nglichen 3-O-Butyrats mit der sterisch gehinderten Base
Ethyldiisopropylamin unter strikter thermischer Kontrolle
lieferte die 3-Hydroxyverbindung 5 in exzellenter Ausbeute.
Phosphorylierung mit dem Phosphoramiditreagens 6, das

sowohl das photoaktivierbare Cumarin als auch eine Flu-
orenylmethyl(Fm)-Gruppe enth�lt, ergab das vollst�ndig ge-
sch�tzte 3-O-Phosphatderivat 7 als Diastereomerengemisch.
In den folgenden Schritten wurde das labilere trans-Ketal
selektiv durch vorsichtige Hydrolyse in Dichlormethan/
Ameisens�ure entfernt und das resultierende Diol z�gig mit
dem di-Fm-Phosphoramiditreagens 8 phosphoryliert.[12] Es
stellte sich heraus, dass die Cumaringruppe selbst unter
milden Reaktionsbedingungen eine exzellente Abgangs-
gruppe war, besonders in Gegenwart einer vicinalen Hydro-
xygruppe. Deshalb mussten die folgenden Schritte z�gig mit
geringstem Reinigungsaufwand erfolgen. Nach der Spaltung
des verbleibenden Ketals wurde das Diol einer Monobu-
tyrylierung mit einem cyclischen Orthoesterintermediat un-
terzogen. Nach vorsichtiger Hydrolyse wurde das 2,6-Di-O-
butyrat gewonnen. Die freie 1-O-Hydroxygruppe wurde dann
mit dem eine Dioctanoylglyceringruppe enthaltenden PIII-
Reagens 10 umgesetzt. Im Basischen wurden die Fm-Grup-
pen des vollst�ndig gesch�tzten PI(3,4,5)P3-Derivats 11 ent-
fernt. Die Alkylierung der resultierenden Phosphatgruppen
mit AM-Bromid lieferte 25 mg des Hexakis(AM)-Esters des
„caged“-PI(3,4,5)P3 (2). Die Zielverbindung war ausreichend
stabil f�r die analytische Charakterisierung. Die Gesamtaus-
beute der Synthese betrug 2.5%, wobei die gr�ßten Verluste
von der Cumarinspaltung w�hrend der finalen Acetoxyme-
thyl-Alkylierungsreaktion herr�hrten.

Zu den wichtigsten von PI(3,4,5)P3 regulierten zellul�ren
Vorg�ngen z�hlt die PH-Dom�nen-Translokation und die
Umgestaltung der Plasmamembran, oft als Membrankr�useln
bezeichnet.[13] Beide Effekte sind durch den Gebrauch einer
GFP-fusionierten PH-Dom�ne unter dem Mikroskop zu
verfolgen. Wir haben lebende Zellen mit Verbindung 2 f�r
mindestens eine Stunde behandelt, um die enzymatische
Spaltung der Acetoxymethylester und Butyrate herbeizu-
f�hren (Abbildung 1). Blitzlichtphotolyse durch das Objektiv
des Mikroskops setzte anschließend das aktive Phospholipid
frei.

Wegen der Fluoreszenzeigenschaften der Cumaringruppe
(lmax = 380 nm, lem = 480 nm) waren wir in der Lage, die
Verteilung von 2 in U2OS- und HeLa-Kyoto-Zellen mittels
Fluoreszenzmikroskopie und Anregung bei 405 nm zu zeigen.
Wir beobachteten eine F�rbung der meisten zellul�ren
Membranen (Abbildung S1 in den Hintergrundinformatio-
nen). Als n�chstes wurde eine EGFP-Fusion der Grp-1-PH-
Dom�ne, eines bekannten Reporters von PI(3,4,5)P3-Spie-
geln in der Plasmamembran,[14] in U2OS-Zellen exprimiert.
Die photoinduzierte Freisetzung von cgPI(3,4,5)P3 (5 oder
10 mm extrazellul�r, 1 mm war ineffektiv; Abbildung S2) durch
einen kurzen 375-nm-Laserpuls durch das Objektiv des Mi-
kroskops resultierte in der Translokation der cytosolischen
PH-Dom�ne zur Plasmamembran innerhalb einer Minute
(Abbildung 2), was ungef�hr dieselbe Zeit ist, die der
Wachstumsfaktor PDGF („platelet-derived growth factor“)
ben�tigt, um Membrankr�useln und PH-Dom�nen-Translo-
kation zu induzieren (Abbildung S3). Im Vergleich mit der
nichtinaktivierten Verbindung 3 oder mit Histon-PI(3,4,5)P3-
Konjugaten war nur der Einsatz von cgPI(3,4,5)P3 (2) er-
folgreich (Abbildung S4). Interessanterweise beobachteten
wir, dass die erh�hten PI(3,4,5)P3-Spiegel in diesem und den

Schema 2. Synthese von cgPI(3,4,5)P3/AM (2): a) MeOH/EtiPr2N 4:1,
36 8C, 11 h, 91%; b) 6, 4,5-Dicyanimidazol, CH2Cl2, 0 8C bis RT, 20 min,
dann AcOOH, �18 8C bis RT, 1 h, 70%; c) CH2Cl2/HCOOH 7:3, RT,
3.5 h; d) 8, 4,5-Dicyanimidazol, CH2Cl2/MeCN 4:1, RT, 1 h, dann
AcOOH, �18 8C to RT, 1.5 h, 48% (2 Stufen); e) HCOOH/CH2Cl2
95:5, 4.5 h; f) Bt(OMe)3, CH2Cl2, JandaJel-Pyridiniumtrifluoracetat, RT,
23 h, dann DOWEX 50WX8 H+, 1 h; g) 10, 4,5-Dicyanimidazol,
CH2Cl2/MeCN, RT, 30 min, dann AcOOH, �18 8C bis RT, 30 min, 46 %
(3 Stufen); h) CH2Cl2/Piperidin, RT, 1 h; i) Brommethylacetat, EtiPr2N,
MeCN, RT, 10 h, 16% (2 Stufen). Bt= Butanoyl, Fm =9H-Fluoren-9-yl-
methyl, R = 7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-ylmethyl, R1 = C7H15.
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folgenden Experimenten von einer starken Translokation der
markierten PH-Dom�ne vom Zellkern in das Cytosol be-
gleitet wurden (Abbildung 2 sowie Abbildungen S3, S5 und
S7).

Alternativ zur gepulsten Aktivierung und mit weniger
Photostress beleuchteten wir HeLa-Zellen alle 15 s mit
405 nm Laserlicht geringer Intensit�t (2 %) durch das Ob-
jektiv. Wieder translozierte die Grp1-PH-GFP innerhalb
weniger Minuten zur Plasmamembran (Abbildung S5). Zur
Quantifizierung und zum Vergleich mit der PDGF-Stimula-
tion nutzten wir interne Totalreflexionsfluoreszenzmikro-
skopie (TIRF). TIRF erm�glicht die ausschließliche Visuali-
sierung der Plasmamembran aufgrund der starken Fokalit�t
des abklingenden Feldes (100 nm Tiefe) und erlaubt die
quantitative Darstellung der PH-Dom�nen-Translokation
und des Membrankr�uselns (Abbildung 3, Abbildung S6).
Blitzlichtphotolyse von cgPI(3,4,5)P3 und PDGF-Stimulation
leiteten einen vergleichbaren Beginn der PH-Dom�nen-
Translokation ein (Abbildung 3) und zeigten so, dass die
Freisetzung von PI(3,4,5)P3 in Teilen der Wachstumsfaktor-
signalwirkung �hnelt, wie zuvor f�r das nicht-inaktivierte PI-
(3,4,5)P3-Derivat 3 gezeigt.[8b] Pr�inkubation mit cgPI-
(3,4,5)P3 hatte keinen Effekt auf die PH-Dom�nen-Lokali-
sierung in Abwesenheit der Photolyse (Abbildung 3, gr�ne
Kurve). Zellul�re Effekte waren sogar nach mehreren Stun-
den der Pr�inkubation gefolgt von Photolyse sichtbar, was auf
einen sehr langsamen Metabolismus der photoaktivierbaren
Verbindung 2 hinweist (Abbildung S7).

Einer der Vorteile von photoaktivierbaren Verbindungen
ist eine r�umlich aufgel�ste Freisetzung. Zellen zeigten einen
signifikanten Anstieg an Membrankr�useln, wenn sie global
beleuchtet wurden. Wenn ein Teil einer einzelnen Zelle in-
nerhalb des Sichtfeldes beleuchtet wurde, zeigte die be-
leuchtete Region mehr Membrankr�useln als die anderen

Regionen der Zelle, wodurch die M�glichkeit einer lokalen
Erh�hung von Signallipiden demonstriert wird (Abbil-
dung 4). Die zur erfolgreichen Photolyse ben�tigte Laserin-
tensit�t war �berraschend gering. H�here Lichtintensit�ten
oder Beleuchtung nach h�heren Dosierungen an 2 (100 mm)
f�hrten gew�hnlich zum Zelltod.

Abbildung 2. Fluoreszenzmikroskopische Bilder von lebenden U2OS-
Zellen, die mit Wortmannin behandelt wurden. Behandlung mit 2
(10 mm, 1 h) zeigte keinen Effekt. Beleuchtung f�r 5 s mittels Laser
f�hrt zu Membrankr�useln und PH-Dom�nen-Translokation zu den
Membranfalten (Pfeile) innerhalb 1 min. Zus�tzlich translozierten PH-
Dom�nen aus dem Kern in das Cytoplasma (Dreieck). Die blaue Farbe
zeigt S�ttigung der Fluoreszenzintensit�t. Maßstabsbalken 10 mm.

Abbildung 3. Zeitverlauf der PH-Dom�nen-Translokation in HeLa-
Zellen ohne Blitzlichtphotolyse von 2 (gr�n), nach Blitzlichtphotolyse
von 2 (blau) und nach Zugabe von PDGF (rot). Intensit�tswerte sind
normalisiert auf den Zeitpunkt null vor der Blitzlichtphotolyse. Fehler-
balken repr�sentieren die Standardabweichung, die aus Messungen an
drei verschiedenen Zellen erhalten wurde.

Abbildung 4. Lokale Blitzlichtphotolyse von 2 (10 mm extrazellul�r) ge-
neriert eine r�umlich begrenzte Antwort in U2OS-Zellen. Ein r�umlich
limitierter (Rechteck) 5 s langer Laserpuls leitet Membrankr�useln ein,
das durch Grp1-GFP-PH-Dom�nen-Translokation vorzugsweise in der
beleuchteten Region angezeigt wird. Andere Zellen bleiben unver�n-
dert. Maßstabsbalken 10 mm.
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Zusammenfassend zeigen wir hier die erste erfolgreiche
Synthese eines photoaktivierbaren membrandurchdringen-
den PI(3,4,5)P3-Derivats. Die Wahl der photochemisch favo-
risierten Cumaringruppe erforderte besonders milde und
optimierte Reaktionsbedingungen f�r die Schutzgruppen-
und Phosphorylierungschemie. Nichtsdestotrotz war die Ge-
samtausbeute respektabel. Die Unmittelbarkeit und St�rke
der biologischen Antwort ist derjenigen des membranper-
meablen, aber nicht inaktivierten Derivats klar �berlegen.[8b]

In Zukunft m�ssen mehr photoaktivierbare Derivate anderer
Lipide inklusive der Sphingosine und des Cholesterols ent-
wickelt werden, um zum Verst�ndnis des ausgepr�gten Zu-
sammenspiels von Lipid-induzierten Aktivit�ten beizutragen.
Zus�tzlich werden dringend photolabile Gruppen mit l�nge-
rer Anregungswellenl�nge ben�tigt, um innerhalb eines Ex-
periments den Einsatz mehrerer photoaktivierbarer Verbin-
dungen zu erm�glichen und die potentielle Photosch�digung
in Langzeitexperimenten verringern zu k�nnen. Wir erwarten
eine Vielzahl biologischer Experimente, in denen cgPI-
(3,4,5)P3/AM (2) benutzt wird, um intrazellul�re PI(3,4,5)P3-
Spiegel zeitlich und in r�umlich aufgel�ster Weise manipu-
lieren zu k�nnen.
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