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Zelluldre Prozesse beruhen auf einem aufeinander abge-
stimmten Zusammenspiel zahlreicher Biomolekiile, die wie-
derum auf einem komplexen Netzwerk molekularer Wech-
selwirkungen basieren. Zahlreiche Studien widmen sich der
Aufklarung dieses zelluldren Interaktoms, wobei sich die
Mehrzahl auf die Identifizierung von Protein-Protein-, Pro-
tein-DNA- und Protein-Metabolit-Interaktionen  be-
schrinkt."? Zwei Drittel des zelluldren Proteoms {ibt seine
Funktion jedoch an oder in Zellmembranen aus, die aus
Tausenden verschiedener Lipidspezies bestehen. Lipide fun-
gieren nicht nur als Bausteine zelluldrer Membranen und als
wasserfreie Energiespeicher, sondern sind auch an einer
Vielzahl von Signalwegen beteiligt. Verdnderungen der Li-
pidhomoostase gehen haufig mit Krankheiten einher, die von
neurodegenerativen Storungen bis hin zum Metabolischen
Syndrom und zu Krebs reichen.”* Obwohl diese Erkennt-
nisse fiir ein komplexes Zusammenspiel zwischen Proteinen
und Lipiden sprechen, wurden bislang nur wenige Studien mit
der Zielsetzung durchgefiihrt, systematisch Protein-Lipid-
Interaktionen zu charakterisieren.

Mit dem Ziel einer systematischen Katalogisierung der
Protein-Lipid-Interaktionen in Saccharomyces cerevisiae
verwendeten Gallego et al. tandemaffinititsgereinigte Pro-
teine und untersuchten deren Interaktion mit Lipiden mit-
hilfe miniaturisierter Lipid-Chips, bei denen Lipide auf einem
Nitrocellulosetrager aufgebracht waren. Dies fiihrte zu einem
neuen Konzept, demzufolge die Pleckstrin-Homologie-
doménen nicht eine, sondern zwei Bindungsspezifitdten auf-
weisen konnen und moglicherweise als Sensoren fiir be-

stimmte Lipidklassen oder -kombinationen fungieren.”! In
anderen Studien wurden radioaktiv markierte, photoakti-
vierbare Lipide verwendet, um individuelle Protein-Lipid-
Interaktionen in lebenden Zellen zu untersuchen.*” Auf
diese Weise wurde vor kurzem z. B. die spezifische Interaktion
des Membranproteins p24 mit einer einzelnen Sphingomye-
linspezies gefunden, bei der das Lipid als Cofaktor bei der
Biogenese von Coat-Protein-I(COPI)-Vesikeln ~ wirkt.”!
Andere Studien beschreiben die Anwendung von Phospho-
lipid-basierten, so genannten aktivitdtsabhingigen Sonden
zur Charakterisierung von Protein-Lipid-Interaktionen mit-
hilfe synthetischer Analoga von Phosphatidylcholin- oder
Phosphatidylinositpolyphosphaten.’ ') Zusitzlich zu einer
photoaktivierbaren Gruppe fiir die kovalente Vernetzung mit
ihren Interaktionspartnern weisen diese Sonden noch eine
zweite funktionelle Gruppe auf. Durch nachfolgende Klick-
Reaktionen gelang so die Anreicherung der vernetzten Pro-
teine sowie deren massenspektrometrische Detektion. Die
bisher beschriebenen bifunktionalisierten Phospholipidderi-
vate haben den Nachteil, dass ihre Anwendung auf Zell-
extrakte beschrédnkt ist und sie somit keine systematische
Analyse von Protein-Lipid-Interaktionen im Zellsystem er-
moglichen.

Fiir eine globale Analyse von Protein-Lipid-Interaktio-
nen in lebenden Zellen haben wir nun eine 15 Kohlenstoff-
atome lange, photoaktivierbare und fiir Klick-Reaktionen
geeignete (,,klickbare®) Fettsdure, pacFA, synthetisiert (Ab-
bildung 1a). Im ersten Schritt wurde die zweifach geschiitzte
Keto-Fettsdure 3 in einer Grignard-Reaktion aus dem Tri-
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Abbildung 1. a) Synthese der bifunktionalisierten Fettsiure pacFA (5).
b) In-vivo-Screening zellularer Protein-Lipid-Interaktionen. Die den
Zellen verabreichte pacFA wird metabolisiert und in ein bifunktionali-
siertes Lipid eingebaut (hier durch einen Stern markiert). Dieses kann
mit seinem Proteinbindungspartner (griin) durch UV-Licht vernetzt
werden. Durch eine Klick-Reaktion kann die terminale C=C-Bindung im
bifunktionalisierten Lipid mit Biotin-N; oder einem azidhaltigen Fluo-
rophor (Fluo-N;) markiert werden. Dies erméglicht die Identifizierung
bzw. Visualisierung des vernetzten Protein-Lipid-Komplexes.

methylsilyl(TMS)-geschiitzten Alkin 1 mit dem Siurechlorid
2 erhalten. In einem zweiten Schritt wurden gleichzeitig der
Ester sowie die TMS-Gruppe unter alkalischen Bedingungen
gespalten (—4). Die Umsetzung der Ketogruppe in die pho-
toaktivierbare Diaziringruppe erfolgte wie zuvor beschrie-
ben® und lieferte pacFA (5).

Zum In-vivo-Screening von Protein-Lipid-Interaktionen
wurden Zellen mit pacFA als Vorstufenmolekiil fiir die Bio-
synthese bifunktionalisierter Phosphoglycerolipide gefiittert.
Diejenigen Proteine, die sich in direktem Kontakt mit bi-
funktionalisierten Lipiden befanden, wurden anschlieBend
durch Bestrahlung der Diaziringruppe mit UV-Licht vernetzt
(Abbildung 1b). Bei der UV-Bestrahlung entstand ein hoch-
reaktives Intermediat, das im Nanosekundenbereich eine
kovalente Bindung mit Molekiilen in seiner unmittelbaren
Umgebung einging.['!! Mithilfe von Klick-Reaktionen wurde
danach das Alkin mit einem Reportermolekiil versehen, was
die Visualisierung bzw. Affinitdtsreinigung von vernetzten
Produkten ermoglichte. Diese zweistufige Prozedur hat den
Vorteil, dass die Markierung des bifunktionalisierten Lipids
erst erfolgt, nachdem die Interaktion durch UV-Vernetzung
fixiert wurde und so das relativ grof3e Reportermolekiil die
Protein-Lipid-Interaktion nicht beeinflusst.

Als Nachweis, dass Proteine auf diese Weise markiert
werden konnen, wurde pacFA mit dem fettsdurebindenden
Protein Rinderserumalbumin (BSA) inkubiert und mit UV-
Licht bestrahlt. AnschlieBend wurde die Losung in einer
Klick-Reaktion mit Biotinazid umgesetzt und mittels Western
Blot analysiert. Die Markierung von BSA mit Biotin erfolgte
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ausschlieBlich nach UV-Bestrahlung und in Gegenwart von
pacFA (Abbildung S1 der Hintergrundinformationen (SI)).
Das Biotinylieren von BSA war dabei abhéngig von CuSO,
und dem Reduktionsmittel Tris(2-carboxyethyl)phosphin
(TCEP), zwei essenziellen Komponenten der Klick-Reakti-
on. Keine Photoaffinitditsmarkierung wurde beobachtet,
wenn BSA durch das nicht lipidbindende Protein Lysozym
ersetzt wurde. Folglich resultierte die UV-lichtabhidngige
Markierung von BSA durch eine spezifische Interaktion des
Proteins mit pacFA.

Um zu iiberpriifen, ob pacFA ein geeignetes Vorstufen-
molekiil der Biosynthese von Phospholipiden ist, wurden
Chinese-Hamster-Ovary(CHO)- sowie humane HeLa-Zellen
16 h mit pacFA markiert und ihre Lipidzellextrakte auf die
Gegenwart von bifunktionalisierten Phosphatidylcholin(PC)-
Spezies mithilfe von Nano-Elektrospray-lonisierungs-
Tandem-Massenspektrometrie  (nano-ESI-MS/MS) unter-
sucht. Bei der Markierung von CHO-Zellen mit pacFA
konnten neue Signale nachgewiesen werden, die eine 8 Da
hohere Masse als endogene PC-Spezies aufwiesen. Diese
Massendifferenz entspricht der Differenz der Molekularge-
wichte von pacFA (264 gmol™') und seinem natiirlichen
Analogon, der Palmitinsiure (256 gmol™'; Abbildung S2
(SI)). Mehrfache Vorstufenionenscans (MPIS) der Lipidex-
trakte von pacFA-markierten HeLa-Zellen fiir das charak-
teristische pacFA-Ion ([M-H] ", m/z 263) zeigten das Auftre-
ten verschiedener pacFA enthaltender PC-Spezies (Abbil-
dung S3a (SI)). Ebenso wurde der Einbau von pacFA in
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS),
Phosphatidylinosit (PT), Phosphatidylglycerin (PG) und Car-
diolipin (CL) nachgewiesen (Abbildung S3b and S4 (SI)).

Zur Untersuchung des Metabolismus von pacFA wurden
pacFA-markierte HeLa-Zellen in einer Klick-Reaktion mit 3-
Azido-7-hydroxycumarin umgesetzt und anschliefend diinn-
schichtchromatographisch analysiert, wie fiir Alkin-markierte
Lipide beschrieben.™ Innerhalb einer Stunde wurde der
Hauptanteil an pacFA (>95%) in Diacylglycerin (DAG;
16 %), Triacylglycerin/Cholesterinester (TAG/CE; 17 %) und
Phospholipide (49 %; Abbildung S5 (SI)) eingebaut. Langere
Inkubationszeiten von 16 h oder das Markieren mit einer
klickbaren Palmitinsdure (cFA) ergaben eine sehr dhnliche
Verteilung dieser alkinhaltigen Lipide. Folglich wird pacFA
ohne weiteres in eine Vielzahl von bifunktionalisierten Lipi-
den umgesetzt, die alle Hauptklassen der Phosphoglycero-
lipide umfassen. Obwohl die Palmitinsidure ein Substrat der
Serin-Palmitoyl-Transferase sowie der Ceramid-Synthase ist
und zur Biosynthese von Sphinganin bzw. Ceramid verwendet
wird, konnten wir keinen Einbau von pacFA in Sphingolipide
beobachten. Da beide Enzyme hochspezifisch fiir Acyl-Ket-
tenlingen sind,"*!! kann die Einfithrung der Diaziringruppe
und des Alkins durchaus die Erkennung von pacFA als Sub-
strat bei der Sphingolipidbiosynthese verhindern.

Als nichstes wurde die Anwendung von pacFA fiir den
Nachweis von Protein-Lipid-Interaktionen in lebenden
Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden CHO-Zellen
1 oder 16 h gefiittert, mit UV-Licht bestrahlt und anschlie-
Bend lysiert. Die Zellmembranen wurden vom Cytosol ge-
trennt und einer Klick-Reaktion mit Alexa-488-Azid unter-
zogen. Die mit Alexa markierten Proteine wurden durch
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SDS-PAGE und In-Gel-Fluoreszenz analysiert. Wie in Ab-
bildung S6 (ST) gezeigt, wurde ein Teil der Membranproteine
in pacFA-gefiitterten und UV-bestrahlten Zellen fluores-
zenzmarkiert, wogegen cytosolische Proteine nahezu frei von
Markierung waren. Ohne UV-Licht wurde ebenfalls ein Teil
der Membranproteine fluoreszenzmarkiert; dies wurde
jedoch nur in den 16 h lang gefiitterten Zellen beobachtet
(Abbildung 2 a). In Abwesenheit von pacFA lieBen sich keine
Markierungen nachweisen. Folglich erhalten in den 16 h lang
mit pacFA kultivierten Zellen einige Proteine eine Fluores-
zenzmarkierung, die unabhéngig von der photoinduzierten
Vernetzung ist. Da ein kleiner Teil der zelluldren Proteine
durch Palmitoylierung modifiziert ist, konnte diese Fluores-
zenzmarkierung in nicht UV-bestrahlten Zellen auf den me-
tabolischen Einbau von pacFA zuriickzufiihren sein. Einher-
gehend mit dieser Beobachtung wurde ebenfalls eine UV-
Licht-unabhidngige Markierung in cFA-markierten Zellen
festgestellt (Abbildung S7 (SI)).'” Zur Analyse wurden
Membranfraktionen von pacFA-markierten, nicht UV-be-
strahlten CHO-Zellen in einer Klick-Reaktion mit Biotinazid
umgesetzt. Als Kontrolle fungierten Klick-Reaktionen mit
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Membranfraktionen von Zellen, die in Abwesenheit von
pacFA kultiviert wurden. Biotinylierte Proteine wurden ei-
nerseits mithilfe eines Western Blots analysiert und anderer-
seits nach ihrer Anreicherung mit Neutravidin-Tragerparti-
keln durch SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 2b,c), einem
In-Gel-Verdau unterzogen und massenspektrometrisch
identifiziert (fiir Kriterien zur Identifizierung vernetzter
Produkte siehe SI). Zwei unabhingige Experimente fiihrten
zur Identifizierung von insgesamt 185 Proteinen, die aus-
schlieBlich in pacFA-gefiitterten und nicht UV-bestrahlten
Zellen identifiziert wurden. 64 dieser Proteine wurden zwei-
mal identifiziert (Abbildung 2d, Tabelle S2 (SI)). Ca. 6.5%
(12 von 185) sind bekannte palmitoylierte Proteine, wogegen
26% (48 von 185) in einem vor kurzem veroffentlichten
Screening zur Identifizierung palmitoylierter Proteine nach-
gewiesen wurden.!"™! Dariiber hinaus wurde fiir ca. die Hilfte
der 185 Proteine eine fiir palmitoylierte Proteine charakte-
ristische Lokalisation gefunden (Cytoplasma, Kern, Plasma-
membran; Abbildung 2¢).'”) Zusammengefasst lassen diese
Befunde darauf schliefen, dass die Affinitédtsreinigung von
nicht UV-bestrahlten und pacFA-markierten Zellen zu einer
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Abbildung 2. |dentifizierung proteomweiter Protein-Lipid-Interaktionen in pacFA-markierten CHO-Zellen. a) CHO-Zellen wurden 1 bzw. 16 h mit
oder ohne pacFA kultiviert und anschlieRend, wie angegeben, mit UV-Licht bestrahlt. Zellmembranen wurden isoliert, einer Klick-Reaktion mit
Alexa-488-Azid unterzogen, durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschliefend durch In-Gel-Fluoreszenz (links) oder durch Firbung mit Coomassie
(rechts) analysiert. b) CHO-Zellmembranen wurden wie unter (a) beschrieben einer Klick-Reaktion mit Biotinazid unterzogen und die Proteine
durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Western-Blot-Analyse erfolgte mit einem gegen Biotin gerichteten Antikérper. c) Biotinylierte Protein-Lipid-Kom-
plexe wurden mithilfe von Neutravidin-Tragerpartikeln gereinigt und nach SDS-PAGE durch Coomassie-Farbung visualisiert. Die prominente Bande
bei ca. 15 kDa entspricht den monomeren Untereinheiten von Neutravidin. d) MS-Identifizierung affinitatsgereinigter Proteine von mit pacFA
kultivierten CHO-Zellen vor (links) sowie nach UV-Bestrahlung (rechts). Dargestellt ist die Zahl der Proteine, die in zwei unabhingigen Experi-
menten identifiziert wurden. e) Subzellulire Verteilung der in (d) identifizierten Proteine. f) Verteilung der Funktionen von Proteinen, die nach
Kultivierung mit pacFA und UV-Bestrahlung bei zwei unabhingigen Experimenten nachgewiesen wurden.
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Anreicherung palmitoylierter Proteine fiihrt und dass pacFA
in palmitoylierte Proteine eingebaut wird.

Zur Identifizierung der mit bifunktionalisierten Lipiden
vernetzten Proteine wurden Zellmembranen von pacFA-ge-
fiitterten und UV-bestrahlten CHO-Zellen mit Biotinazid
umgesetzt, die Proteine mithilfe von Neutravidin-Tragerpar-
tikeln angereichert und massenspektrometrisch analysiert.
Nicht UV-bestrahlte pacFA-gefiitterte Zellen fungierten als
Kontrolle, um die mit Lipiden vernetzten Proteine von pal-
mitoylierten Proteinen zu unterscheiden. Zwei unabhéngige
Experimente fiihrten zur Identifizierung von 253 Proteinen.
Diese wurden ausschlieBlich in den affinitidtsgereinigten
Fraktionen von pacFA-gefiitterten und mit UV-Licht be-
strahlten Zellen identifiziert oder lagen dort stark angerei-
chert vor. Nahezu 40 % der vernetzten Proteine (96 von 253)
wurden zweimal identifiziert (Abbildung2d; Tabelle S3
(ST)). Im Unterschied zu den affinitédtsgereinigten Proteinen
von unbestrahlten Zellen wies die Mehrzahl der aus UV-be-
strahlten Zellen identifizierten und somit lipidvernetzten
Proteine eine Lokalisation im endoplasmatischen Retikulum
(ER) oder in den Mitochondrien auf (Abbildung 2¢). Diese
sind an einer Reihe von zelluldren Prozessen beteiligt, die den
Lipidmetabolismus, die Proteinbiosynthese, den Membran-
verkehr, den Transport sowie die Signaliibertragung bein-
halten (Abbildung 2 f).

Fiir die weitere Validierung dieser Befunde wurden li-
pidverkniipfte Proteine aus mit pacFA inkubierten und mit
UV-bestrahlten HeLa-Zellen identifiziert (Abbildung S8
(ST)). Dabei wurden die Zellen vor der UV-Bestrahlung 16
oder 1h in Gegenwart von pacFA kultiviert. Wie oben be-
schrieben, fungierten nicht bestrahlte Zellen als Kontrolle zur
Unterscheidung zwischen lipidvernetzten und palmitoylier-
ten Proteinen. Wie in Abbildung 3a gezeigt, nahm die Zahl
potenzieller palmitoylierter Proteine, die in nicht UV-be-
strahlten Zellen identifiziert wurden, um mehr als das Vier-
fache ab, wenn die Kultivierung mit pacFA von 16 aufeine 1 h
verkiirzt wurde (von 214 auf 49; Tabelle S4 (SI)). Im Unter-
schied dazu war die Zahl der identifizierten vernetzten Pro-
teine weitgehend unabhingig davon, ob Zellen 1 oder 16 h
mit pacFA kultiviert wurden (267 bzw. 202; Abbildung 3a
und Tabelle S5 (SI)). Der Grofteil dieser Proteine wurde
zweimal identifiziert (176 von insgesamt 293). Dies ist in
Einklang mit der Beobachtung, dass die Markierung von
Zellen mit pacFA nach 1 oder 16 h eine dhnliche Verteilung
bifunktionalisierter Lipide ergab (AbbildungS5 (SI)).
Zudem wiesen identifizierte Protein-Lipid-Komplexe in
HeLa-Zellen eine wesentliche Ubereinstimmung mit denen
in CHO-Zellen auf.

Insgesamt wurden 105 Orthologe der 253 in CHO-Zellen
identifizierten Protein-Lipid-Komplexe gefunden (42%;
Abbildung S8c¢ (SI)). Tabelle S1 (SI) zeigt 99 mit hochster
Konfidenz identifizierte Proteine, die in beiden Zelltypen
nachgewiesen und in mindestens drei der vier Screenings
identifiziert wurden. Etwa die Hilfte dieser Proteine wies
eine ER-Lokalisierung auf, wihrend nahezu 20% mito-
chondriale Proteine sind. Fiir 10% der Proteine wurde eine
direkte Interaktion mit Fettsduren oder deren Stoffwechsel-
produkten als primére Funktion beschrieben. Es handelt sich
dabei um Proteine, denen bei der Aufnahme von Fettsduren
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Abbildung 3. Visualisierung von Protein-Lipid-Interaktionen in pacFA-
kultivierten Hela-Zellen. a) MS-Identifizierung von mit Neutravidin-
Tragerpartikeln affinitatsgereinigten Proteinen vor (links) und nach
(rechts) UV-Bestrahlung. Dargestellt ist die Zahl der Proteine, die in
zwei unabhingigen Experimenten identifiziert wurden. Dabei wurden
die Zellen 1 und 16 h mit pacFA kultiviert. b) HelLa-Zellen mit stabiler
Expression von RFP-markierter Mannosidase-Il (Golgi-Marker, rot)
wurden 1 h mit pacFA inkubiert und anschlieend UV-bestrahlt. Zellen
wurden in Methanol fixiert, mit Chloroform/Methanol/Essigsdure
(10:44:0.75) extrahiert, einer Klick-Reaktion mit Alexa-488-Azid unter-
zogen und mit Fluoreszensspektroskopie abgebildet. Unterste Reihe:
Vergroflerung der Regionen wie in der Mitte markiert. Maf3stab 10 um.

oder ihrem Abbau in den Mitochondrien (CPT2, ECHA), bei
der Phospholipidbiosynthese (CDIPT), ihrem Transport
(PITPB, STARD?7) oder ihrem Umsatz (ABHD6) eine Rolle
zugeschrieben wird. Darunter befinden sich ebenfalls Pro-
teine, die an der Acylierung von Proteinen im ER (PIGS,
GPI8) beteiligt sind oder die Sphingolipidhomdostase im ER
kontrollieren (ORML2, SGPL1).

Von den mit hoher Zuverldssigkeit identifizierten lipid-
vernetzten Proteinen sind die beiden cytosolischen Phos-
pholipidtransferproteine PITPB und STARD7 von besonde-
rem Interesse. Um in Kontakt mit der photoaktivierbaren
Gruppe zu gelangen, miissen diese Proteine in den hydro-
phoben Kern der Membran eintauchen oder ein bifunktio-
nalisiertes Lipid aus dieser extrahieren. Wiahrend die genaue
zelluldre Funktion von PITPB und STARD?7 ungeklart ist,
weisen beide Proteine eine spezifische Phospholipidbin-
dungsstelle auf und vermitteln bei In-vitro-Experimenten den
monomeren Transfer bestimmter Phospholipide zwischen
Membranen.?*?? Fiir weitere Einblicke in die Interaktion
dieser beiden Proteine mit bifunktionalisierten Lipiden
wurden die in E. coli produzierten rekombinanten Proteine
mit Liposomen aus Lipidextrakten von HeLa-Zellen, die 16 h
mit pacFA gefiitterten wurden, inkubiert. Nicht an Protein
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gebundene Lipide wurden durch GrofBenausschlusschroma-
tographie abgetrennt und die durch PITPB und STARD?7
gebundenen Lipide diinnschichtchromatographisch und
massenspektrometrisch identifiziert. In Einklang mit der be-
kannten Lipid-Bindungsspezifitit konnte fiir PITPB eine In-
teraktion mit pacPC und pacPI gezeigt werden, wogegen
STARD?7 ausschlieBlich mit pacPC interagierte (Abbildun-
gen S9 und S10 (SI)). Die proteingebundenen Lipidfraktio-
nen waren frei von pacFA und anderen bifunktionalisierten
Lipiden. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass pacFA
sich als Hilfsmittel fiir die Identifizierung von Protein-Lipid-
Interaktionen in lebenden Zellen eignet.

Um zu testen, ob pacFA zur Visualisierung zellulirer,
in situ vorliegender Protein-Lipid-Interaktionen herangezo-
gen werden kann, wurden HeLa-Zellen 1 h mit pacFA kulti-
viert und anschlieBend mit UV-Licht bestrahlt. Nicht mit
pacFA kultivierte sowie unbestrahlte Zellen fungierten als
Kontrolle (Abbildungen3b und S11 (SI)). AnschlieBend
wurden Zellen mit —20°C kaltem Methanol fixiert, um zel-
luldre Proteine zu prézipitieren. Nicht mit Proteinen ver-
netzte Lipide wurden mithilfe von Chloroform extrahiert.
Nach anschlieBender Klick-Reaktion mit Alexa-488-Azid
wurden die Zellen fluoreszensmikroskopisch analysiert. Um
den Einbau von pacFA in palmitoylierte Proteine zu mini-
mieren, wurde die Kultivierung mit pacFA auf 1 h beschrankt.
Wie in Abbildung 3b gezeigt, wiesen die mit pacFA gefiit-
terten und UV-bestrahlten Zellen eine prominente netzfor-
mige Fluoreszenzmarkierung des Zellplasmas auf, die eine
ER-édhnliche Struktur aufwies. Diese Farbung schloss die
Kernhiille mit ein und war bei nicht pacFA-kultivierten
Zellen sowie ohne UV-Bestrahlung nicht zu sehen. Dies ist in
Einklang mit unserer Beobachtung, dass nahezu die Hilfte
der 99 mit hoher Konfidenz identifizierten Proteine eine ER-
Lokalisation aufweist (Tabelle S1 (SI)).

Als Nichstes untersuchten wir, ob pacFA sich fiir die
Analyse von Protein-Lipid-Interaktionen im multizelluldren
Organismus C. elegans eignet. Hierzu wurden L2-Larven bei
20°C mit pacFA inkubiert und anschlieBend UV-bestrahlt.
Gesamtlysate wurden in einer Klick-Reaktion mit Alexa-488-
Azid umgesetzt und fluoreszenzmarkierte Proteine nach
SDS-PAGE durch In-Gel-Fluoreszenz dargestellt (Abbil-
dung 4a). Fiir die Mehrzahl der Proteine konnte in Abwe-
senheit von pacFA oder ohne UV-Bestrahlung keine Fluo-
reszensmarkierung beobachtet werden. Um Protein-Lipid-
Interaktionen im gesamten Organismus zu visualisieren,
wurden pacFA-gefiitterte und UV-bestrahlte L2-Larven in
Methanol und Aceton fixiert. Nicht vernetzte Lipide wurden
wie oben beschrieben extrahiert und Protein-Lipid-Komplexe
durch Klick-Reaktion mit Alexa-488-Azid markiert. Wie in
Abbildung 4b gezeigt, wiesen mit pacFA gefiitterte Larven
eine helle und UV-Licht-abhéngige Fluoreszensmarkierung
auf. Diese war nicht einheitlich und besonders ausgeprégt in
den intestinalen Epithelzellen sowie in den Muskelzellen des
Rachens (Pharynx). Beide Zelltypen wiesen eine netzartige
Struktur im Cytoplasma auf, die dhnlich den mit pacFA in-
kubierten und mit UV-Licht bestrahlten HeLa-Zellen auf
eine ER-Farbung schlieBen ldsst. Dies ist in Einklang mit
unserer Beobachtung, dass der Hauptteil der identifizierten
vernetzten Proteine eine ER-Lokalisation aufweist (Abbil-
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a) In-Gel-Fluoreszenz
kDa

Abbildung 4. Visualisierung von Protein-Lipid-Interaktionen in pacFA-
gefitterten C.-elegans-Larven. a) Wildtyp-L2-Larven wurden, wie ange-
geben, mit pacFA gefiittert und UV-bestrahlt. Gesamtmembranen
wurden isoliert und einer Klick-Reaktion mit Alexa-488-Azid unterzogen
und nach SDS-PAGE mithilfe von In-Gel-Fluoreszenz (links) oder nach
Coomassie-Farbung (rechts) analysiert. b) C. elegans mit GFP-markier-
tem muskelspezifischem Transkriptionsfaktor wurde mit pacFA gefiit-
tert und UV-bestrahlt. Larven wurden in Methanol und Aceton fixiert,
mit Chloroform/Methanol/Essigséure (10:44:0.75) extrahiert, einer
Klick-Reaktion mit Alexa-594-Azid unterzogen, mit 4',6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) gefarbt und anschliefend fluoreszenzmikrosko-
pisch analysiert. Bilder wurden von Kopf- (1), Mittel- (II) sowie
Schwanzregionen (Ill) aufgenommen. Die linke Spalte sowie die Mitte
zeigen Alexa-488-Fluoreszenz, wogegen die rechte Spalte die Uberlage-
rung von Alexa-594-, DAPI- und GFP-Fluoreszenz zeigen. Maf3stab

10 pm.

dung 2¢). Eine schwichere Farbung wurde in der Hypoder-
mis beobachtet, wogegen die Gonaden weitestgehend un-
markiert blieben. In unbestrahlten Larven konnte keine
derartige Markierung beobachtet werden. Der genaue Grund
fiir die gewebeabhingige Markierung ist unklar. Es sei in
diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, dass intestinale
Epithelzellen sowie Muskelzellen im Allgemeinen eine
hohere Aktivitit der Fettsiureaufnahme aufweisen.”>!
Zusammengefasst haben wir eine bifunktionalisierte
Fettsdure, pacFA, als neues Hilfsmittel zur proteomweiten
Analyse von Protein-Lipid-Interaktionen in lebenden Zellen
hergestellt. Die Methode kombiniert die Vorziige der litera-
turbekannten photoaktivierbaren und radioaktiven Lipid-
vorstufenmolekiile mit denen der Klick-Chemie und ver-
meidet dabei die mit der Radioaktivitdt verbundenen Nach-
teile. Gleichzeitig werden neue Moglichkeiten fiir bildge-
bende Screening-Verfahren geschaffen, die es ermoglichen,
die Funktion von Lipiden in deren natiirlicher Umgebung zu
studieren. Neben den Phosphoglycerolipiden bilden Choles-
terin sowie Sphingolipide zwei weitere Lipidhauptklassen
biologischer Membranen. Um auch deren Interaktionen mit
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Zuschriften

Proteinen systematisch zu erfassen, entwickeln wir derzeit
bifunktionalisierte Vorstufenmolekiile fiir die Sterol- und
Sphingolipid-Biosynthese. Wir zeigen, dass die Anwendung
von pacFA vom Zellkultursystem auf C. elegans iibertragen
werden kann und somit einen Ausgangspunkt zur systemati-
schen Untersuchung von Protein-Lipid-Interaktionen in der
Tierphysiologie und -entwicklung schafft.
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