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Zellulédre Signalsysteme bestehen aus weitverzweigten Netz-
werken von Proteinen und kleinen Molekiilen sowie ihren
Metaboliten. Die genaue Kontrolle dieser Signalmolekiile ist
notwendig, um eine prézise und reproduzierbare physiologi-
sche Funktion der Zelle zu gewéhrleisten. Auf Proteinebene
wird das oft durch spezifische und reversible chemische Mo-
difikationen wie z.B. Phosphorylierung oder durch Lokali-
sation von Proteinen in definierte Zellkompartimente er-
zielt."? Uber zellulire Kontrollmechanismen, die durch
kleine Molekiile iibertragene Signale steuern, ist viel weniger
bekannt. Die Griinde sind vor allem in der grundsétzlich
schwierigeren Visualisierung von Lokalisation und Metabo-
lismus kleiner Molekiile zu suchen. Dies gilt insbesondere fiir
Untersuchungen zur Lipidsignaliibertragung. Zwar kennen
wir die vorkommenden Lipidklassen recht gut, doch wird
durch chemische Diversitdat und Kombination der Fettsduren
eine enorme Vielfalt von molekularen Spezies ermoglicht.
Durch massenspektrometrische Lipidomanalyse ist nachge-
wiesen, dass ein signifikanter Teil dieses molekularen Spek-
trums in Zellen tatsichlich zur Verfiigung steht.”! Diese
auflergewohnliche und experimentell kaum erfassbare Kom-
plexitdt hat dazu gefiihrt, dass Lipidsignaliibertragungs-
schritte als ,,Kopfgruppensignaliibertragung® behandelt und
die chemischen Unterschiede der einzelnen Spezies einer
Lipidklasse weitgehend ignoriert werden, auch wenn eine
Reihe von In-vitro-Studien signifikante Aktivititsunter-
schiede nahelegen.["® Aus dhnlichen Griinden wurde bisher
der FEinfluss subzellulirer Konzentrationsgradienten defi-
nierter Lipidspezies kaum im Detail untersucht. Wir stellen
die Hypothese auf, dass die chemische Diversitédt von Lipid-
klassen ebenso wie subzelluldre Konzentrationsgradienten
bestimmter Lipidspezies molekulare Mechanismen darstel-
len, die Lipidsignaliibertragungen steuern.
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Experimentell konnen sowohl Fettsdurediversitit als auch
lokal erhohte Spiegel einer bestimmten Spezies durch die
Verwendung photoaktivierbarer Lipidderivate in intakten
Zellen generiert werden.""!! Wir entschieden uns, Signal-
iibertragung durch Diacylglycerine (DAG) zu untersuchen,
da DAG eine wesentliche Rolle in verschiedenen Signal-
netzwerken spielt, die zum Beispiel iiber G-Protein-gekop-
pelte Rezeptoren oder Wachstumsfaktorrezeptoren aktiviert
werden.'>%! Dariiber hinaus ist die Koexistenz von 30-50
DAG-Spezies mit verschiedener Fettsdurekombination in
Sdugerzellen durch aktuelle Lipidomanalysen nachgewie-
sen.”®) DAG aktivieren einerseits verschiedene Isoformen
der Proteinkinase C (PKC),'*!" aber auch andere Proteine
wie RasGRPs, Munc13 und DGKy!"**! durch Bindung an C1-
Domaénen und Rekrutierung an zelluldare Membranen. Ferner
wurde gezeigt, dass DAG direkt humane transiente Rezep-
torpotentialkandle (TRPC3 und TRPC6) aktivieren
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Schema 1. Strukturen der Diacylglycerine 1a—5a und die Synthese der
entsprechenden Coumarinylmethylen- und Nitroveratroyl-geschiitzten
Derivate.
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konnen.??2 Lokal erhohte DAG-Spiegel wurden bisher nur
durch Freisetzung eines photoaktivierbaren T-Zellrezeptor-
agonisten und nachfolgende Produktion von endogenem
DAG oder durch lokale Photoaktivierung eines nicht-phy-
siologischen DAG-Analogons erzeugt.”*! Zwar haben diese
Ansitze wichtige Erkenntnisse zum Mechanismus von T-
Zellsignaliibertragung und der Polarisation des Mikrotubulin-
Organisationszentrums (MTOC) in T-Zellen ermoglicht,
doch konnen auf diese Weise die Unterschiede in der biolo-
gischen Funktion verschiedener DAG-Spezies nicht unter-
sucht werden. Um die Beantwortung derartiger Fragestel-
lungen zu ermoglichen, stellen wir hier eine Reihe photoak-
tivierbarer (,,caged) DAG mit unterschiedlicher Fettsdure-
zusammensetzung Vor.

Das Design der photoaktivierbaren DAG mit dem ,,cage®
an der einzigen Hydroxygruppe ist offensichtlich (Schema 1).
Wir verwendeten eine kiirzlich entwickelte Synthese, die es
erlaubt, schrittweise zwei verschiedene Fettsduren einzufiih-
ren und nach dem finalen Entschiitzungsschritt die oft be-
obachtete Fettsiurewanderung vollstindig zu vermeiden.?!

Wir fiihrten zwei verschiedene photoaktivierbare Grup-
pen ein, eine fluoreszente Coumarinylmethylenvariante und
die nicht-fluoreszente 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylgruppe,
die jeweils iiber ein Carbonat verkniipft wurden. Beide Va-
rianten wurden entsprechend ihrer Eigenschaften fiir ver-
schiedene Experimente eingesetzt. Die Coumarinylme-
thylengruppe wird bei 405 nm gespalten und erméglicht 2-
Photonen-basierte Photochemie. Dariiber hinaus kann ihre
intrinsische Fluoreszenz zur Quantifizierung der zelluldren
Aufnahme der Verbindung genutzt werden. Dagegen limitiert
die recht breite Coumarinemission das verfiigbare Spektrum
fiir Multiparameter-Bildgebungsverfahren in lebenden Zellen
auf den spektralen Bereich jenseits von 500 nm. Bei Ver-
wendung der nicht-fluoreszenten 4,5-Dimethoxy-2-nitroben-
zylgruppe (Nitroveratroylgruppe) hingegen bleibt das ge-
samte Spektrum verfiigbar. Allerdings hat die Photoaktivie-
rung bei 366-375 nm zu erfolgen, was zu phototoxischen Ef-
fekten fithren kann. Wir synthetisierten fiinf verschiedene
DAG, drei mit natiirlicher Fettsdurezusammensetzung
(SAG = Stearoyl-Arachidonoyl- (1a), SLG = Stearyl-Lino-
enoyl- (2a), POG = Palmitoyl-Oleoylglycerin (3a)) sowie das
héufig verwendete nicht-natiirliche 1,2-Di-O-octanoylglycer-
in (1,2-DOG, 4a) und sein inaktives 1,3-Isomer 5a, welches
als negative Kontrolle in dieser Arbeit dient (Schema 1, siche
Hintergrundinformationen fiir Details). Die Kupplung der
photoaktivierbaren Gruppen erfolgte durch Verwendung der
jeweiligen Chlorformiate in akzeptablen bis guten Ausbeuten
und ergab die jeweiligen DAG als Nitroveratroyl- (1b-5b)
und Coumarinylmethylencarbonate (1¢-5¢).

Wir wihlten HeLa-Zellen als Modellsystem zur Anwen-
dung der photoaktivierbaren DAG und verwendeten ein
konfokales Doppelscanner-Mikroskop (Olympus FV1000),
um Photoaktivierung durch das Mikroskopobjektiv mit si-
multaner Bildgebung in intakten Zellen zu kombinieren. Wir
quantifizierten die Zellaufnahme der Coumarin-DAG durch
Messung der Fluoreszenz in Zellen und entwickelten ein
Protokoll, das vergleichbare Aufnahme sicherstellte (siche
Hintergrundinformationen fiir Details). Erfolgreiche Photo-
reaktionen nach Gabe von photoaktivierbarem 1,2-DOG (4b,
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Abbildung 1. Visualisierung der Freisetzung von 1,2-DOG bzw. 1,3-
DOG nach lokaler, extrazelluldrer Photoaktivierung durch Translokation
einer C1-GFP Probe. Das Medium enthielt 30 pmolL™" der jeweiligen
Verbindung 4b, 5b, 4c oder 5c. a) Zeitverldufe der Photoaktivierungs-
experimente mit 1,2-DOG (4b, 5b, 375 nm) und 1,3-DOG (4c, 5¢c,
405 nm). Beleuchtung in den weilen Kreisen (10 s bei t=15s). Die
Quantifizierung der beobachteten Translokationsereignisse ist in den
Hintergrundinformationen beschrieben.

4¢) oder dem inaktiven 1,3-DOG (5b, 5¢) wurden durch die
Translokation einer C1-GFP-Probe/® vom Zytosol an die
Plasmamembran nachgewiesen (Abbildung 1). Globale
Translokation wurde nach jeder extrazelluldren Photoakti-
vierung von 1,2-DOG beobachtet, nicht jedoch mit 1,3-DOG.
Nach intrazelluldrer Photoaktivierung wurden vergleichbare
Resultate erhalten (Abbildung S3 in den Hintergrundinfor-
mationen). Interessanterweise traten nach Photoaktivierung
des natiirlichen SAG (1c¢) im Unterschied zu 1,2-DOG (4¢)
wiederholt rdumlich begrenzte Translokationsereignisse auf
(Abbildung S4).

Die verwendeten HeLa-Zellen exprimieren einer Tran-
skriptomanalyse zufolge TRPC3- und TRPC6-Kanile, was
uns erlaubte, den Effekt der DAG auf diese Calciumkanile zu
untersuchen. Fiir diese Messungen wurden Nitroveratroyl-
geschiitzte DAG in Kombination mit dem genetisch kodier-
ten ratiometrischen Calciumsensor GEM-GECO verwen-
det.”’! Photoaktivierung von SAG fiihrte zu massiver Erho-
hung intrazelluldrer Ca*'-Spiegel, wohingegen Freisetzung
von SLG eine deutlich geringere zelluldre Antwort hervor-
rief. Die Photoaktivierung von POG oder 1,2-DOG hatte
dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die intrazelluldre
Calciumkonzentration (Abbildung 2a). Eine detaillierte
Analyse individueller Experimente ergab, dass Photoakti-
vierung von SLG relativ zu SAG generell weniger, kiirzere
und schwichere Transienten hervorrief. SAG induzierte lang
anhaltende Ca®'-Signale, deren Intensitiit vergleichbar mit
Ionomycin-induzierten Signalen war. Dies deutet auf Ca*'-
Konzentrationen hin, die sich zumindest lokal im mikromo-
laren Bereich befanden (Abbildung S5). Um nachzuweisen,
dass die Ca’"-Transienten von SAG und nicht einem seiner
Metaboliten ausgelost wurden, stellten wir photoaktivierbare
Arachidonsdure her und zeigten, dass SAG im Vergleich

Angew. Chem. 2013, 125, 6455-6459


http://www.angewandte.de

a) b)

z

2 51 _saG 3.0
§ —SLG

41— POG 25

5§ —1,2D0G 8
Sd 31— 13006 o 20
Pt &
£, M,/:_ 215
@ P

g 1 ) o—— ;‘z
2 0 2 40 60 & 10 -

t(s

o) L d)

z

S gl—sac &

S _{—SAGmitNiZ e
G50 ; ibi o

= 8 SAG mit TRPC-Inhibitor L3

Q 5
g¢* g
=3 Q5
g 29
89, 2o

2 5

g 1 2

2 0 50 100 150 200

t(s)

Abbildung 2. Zeitliche Verfolgung der Ca**-Signale nach intrazelluldrer
Photoaktivierung von DAG in HelLa-Zellen mit den genetisch kodierten
GEM-GECO-, R-GECO-, G-GECO- oder dem ratiometrischen D1ER-
Ca”*-Sensor. Anderungen der normalisierten Quotienten oder Intensi-
titen wurden in Detektionsfeldern nahe der Photoaktivierungsstelle ge-
messen. Daten sind gegen die Zeit aufgetragen. Die schattierten Re-
gionen Uber oder unter den Kurven entsprechen '/, der Standardabwei-
chung des Mittelwertes. CO bezeichnet den blauen (Ca?'-gebundener
Zustand) Anteil, C1 den griinen (Ca’"freier Zustand) der GEM-GECO-
Emission. a) Ca’*-Transienten nach Photoaktivierung von Nitrovera-
troyl-geschiitzten (1b-5b) oder b) Coumarinylmethyl-geschiitzten
DAG-Derivaten (1c-5c). c) Inhibition der SAG-induzierten (1b) Calci-
umerhdhung durch NiCl, (1 mmolL™") oder den TRP-Kanal-Inhibitor
SKF-96365 (50 umolL™"). d) Simultane Messung der Ca*"-Spiegel im
Zytosol und im endoplasmatischen Retikulum nach SAG-Phtoaktivie-
rung in Zellen, die transient R-GECO und D1ER exprimieren.

wesentlich potenter war (Abbildung S6). Die beobachtete
Struktur-Wirkungs-Beziehung wurde durch Experimente
unter Verwendung der Coumarin-geschiitzten DAG weiter
untermauert, in denen der genetisch kodierte und griin
emittierende G-GECO Sensor verwendet wurde, dessen
Anregung unabhingig von Coumarin méglich ist.*

Wieder war SAG gefolgt von SLG das bei weitem aktivste
DAG, wihrend die anderen drei DAG faktisch inaktiv waren
(Abbildung 2b). Die Anzahl der falsch-positiven Ca**-Tran-
sienten war bei Photoaktivierung der Coumarin-geschiitzten
DAG etwas hoher, was darauf hinweist, dass diese Photore-
aktion selbst nicht vollsténdig inert in Bezug auf Ca**-Signale
ist. Um die Herkunft des Ca’>* zu bestimmen, wurde die
Photoaktivierung von SAG (1b, Dimethoxynitrobenzyl-ge-
schiitzt) in Gegenwart von 1 mmol L™" NiCl, zum unspezifi-
schen Blockieren von Calciumkanélen oder 50 umol L' SKF-
96365, einem selektiven Inhibitor der humanen TRPC3 und
TRPC6-Kanile, durchgefiihrt.””) DAG-induzierte Anstiege
der Ca’"-Spiegel blieben in beiden Fillen fast vollstindig aus.
Des Weiteren wurde der Calciumeinstrom durch Zugabe des
Inosittrisphosphatrezeptorblockers Xestospongin C  kaum
inhibiert (Abbildung S6). Dies deutet darauf hin, dass zu-
mindest der initiale Ca*"-Einfluss iiber TRPC-Kaniile erfolgt
(Abbildung 2¢), wobei im weiteren Verlauf Calcium-indu-
zierter Einstrom aus dem extrazelluliren Raum und dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) sicher beitrug.” Diese
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Vermutung wird durch Messungen unterstiitzt, bei denen die
Calcium-Spiegel parallel im Zytosol (mit R-GECO) und im
ER (mit D1ER) gemessen wurden.® Letztere fielen signifi-
kant ab, wiihrend die zytosolische Ca**-Konzentration anstieg
(Abbildung 2d). Die Ca’"-Signale waren in beiden Kompar-
timenten nach Gabe des TRP-Kanalblockers SKF-96365
deutlich reduziert (Abbildung S6). Dies zeigt, dass hier die
TRP-Kanaloffnung der initiale Ausloser war.

Um nachgelagerte Effekte der Calciumsignale nach
Photoaktivierung von DAG untersuchen zu konnen, ver-
folgten wir in HeLa-Zellen gleichzeitig mit dem Calciumsi-
gnal die Translokation von PKCa an die Plasmamembran
iiber transient exprimiertes PKCa-EGFP. PKCa benétigt
dazu sowohl erhohte Calcium- als auch DAG-Spiegel.B”! Wir
fiihrten lokale Photoaktivierung diverser DAG durch (1b-
5b) und beobachteten nach SAG-Freisetzung hiufig raumlich
begrenzte Anreicherungen von PKCa-EGFP in der Nihe der
Belichtungsstelle. Derartige lokale Akkumulationen wurden
von den anderen DAG nicht ausgelost (Abbildung 3a,b),
wihrend der Verlauf der Calciumsignale die zuvor beobach-
tete Abhéngigkeit von der Fettsdurezusammensetzung be-
statigte (Abbildung S7). Die genaue Analyse der Daten er-
laubte es, im Phéinotyp eine Reihe von definierten Ereignis-
sen zu unterscheiden: Photoaktivierung von SAG erzeugte
initial einen massiven Ca’"-Transienten (19 von 20 Experi-
menten). In wenigen Fillen (4 von 20) wurde globale PKCa.-
Translokation beobachtet. Im Unterschied zu diesen kurzle-
bigen Ereignissen wurde meistens eine anhaltende PKCa-
Akkumulation in der direkten Nachbarschaft der Belich-
tungsstelle gefunden (14 von 20). Beide Translokationser-
eignisse wiesen eine deutlich verschiedene Dynamik auf.
Ferner waren die lokalen PKC-Akkumulationen meist von
ebenfalls lokalen, lang anhaltenden Erhohungen der Ca®'-
Spiegel begleitet. Um herauszufinden, welche Membran das
Ziel der PKC-Akkumulation war, wurde auBler dem PKCa-
EGFP auch noch ein GPI-mRFP bzw. mCherry-KDEL ex-
primiert, um die Plasmamembran oder das ER zu farben. Es
wurde eindeutige Kolokalisation mit der Plasmamembran
(Abbildung 3 f), aber nicht mit dem ER beobachtet (Abbil-
dung S8).

Wir entwickelten ein Makro fiir die ImageJ-Bildanalyse-
software um die beobachteten Ereignisse besser quantitativ
beschreiben zu konnen. Dies erlaubte uns, die Bereiche er-
hohter Ca’™-Spiegel und PKC-Anreicherung (Detektions-
feld) automatisch zu quantifizieren und die relative Anderung
der Fluoreszenzintensititen (F/F;) in den Messregionen zu
bestimmen. Eine detaillierte Beschreibung des Makros und
der Quellcode befinden sich in den Hintergrundinformatio-
nen.

Mit dieser Methode konnten wir die Ausbreitung und
Intensitiit der beobachteten PKCa- und Ca**-Signale korre-
lieren. Die Calciumsignale erwiesen sich als rdumlich deutlich
weiter ausgedehnt als die PKC-Akkumulationen (Abbil-
dung 3¢). Das SAG-induzierte Ca*'-Signal zeigte einen ra-
schen Anstieg in Ausbreitung und Intensitét, mit einem Ma-
ximum 40 s nach Photoaktivierung, einer durchschnittlichen
Reichweite von 45+8% des Zellquerschnitts und einem
durchschnittlichen F/F-Wert von 2.0+ 0.1. Die Ausbreitung
des Ca**-Signals fiel danach monoton bis auf einen Wert von
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Abbildung 3. Photoaktivierung (¢=30s fiir 10 s an der llluminationsstelle (IS)) von DAG (1b-5b) in PKCa-EGFP und R-GECO exprimierenden
HeLa-Zellen. Rote Pfeile markieren den Beginn der Photoaktivierung. a) Vergleich von lokaler PKCa-Akkumulation nach Photoaktivierung der Ni-
troveratroyl-geschiitzten DAG. Intensitatsanderungen wurden in Detektionsfeldern nahe der Photoaktivierungsstelle gemessen. Die schattierten
Regionen iiber oder unten den Kurven entsprechen '/, der Standardabweichung des Mittelwertes. b) Zeitverlauf der PKCa-EGFP- und R-GECO-
Antworten nach Photoaktivierung von SAG (1b). c) Quantifizierung der Reichweite des PKCa- und Ca”'-Signals. d) Vergleich der PKC-Akkumulati-
on in PKCa-EGFP oder PKCoR77A-EGFP exprimierenden Hela-Zellen nach Photoaktivierung von SAG (1b). e) PKCa-Akkumulation (als F/F,) an
der llluminationstelle in PKCa-EGFP exprimierenden Zellen mit und ohne den TRPC-Kanalinhibitor SKF-96365. f) Kolokalisierung von PKCo-EGFP
(griin) und GPI-mRFP (rot) nach Photoaktivierung von SAG (1b). WeiRe Pfeile: lokale Translokation von PKCa an die Plasmamembran.

15+3% des Zellquerschnitts nach 250 s. Die durchschnittli-
che Intensitit in den detektierten Bereichen erhohter Ca*'-
Konzentration folgte einer deutlich anderen Kinetik. Nach
einem initialen Ca’"-Transienten stiegen die durchschnittli-
chen F/Fy-Werte wieder deutlich an (Abbildung S9). Dies
bedeutet, dass gleichzeitig zwei verschiedene Ca®"-Signale
stattfanden: ein globales, transientes Ereignis und ein langer
anhaltendes in der Region der PKCoa-Anreicherung. Letzte-
res ist wahrscheinlich von der TRPC-Kanal6ffnung abhéngig
(Abbildung 3e). Die zu beobachtende PKC-Akkumulation
zeigte viel langsamere Kinetiken in Intensitdt und Ausbrei-
tung mit einer lokalen Ausbreitung von 10+1% des Zell-
querschnitts nach ungefihr 150 s und einem kontinuierlich
ansteigenden F/F,-Wert (Abbildung 3¢ und Abbildung S9).

Um die Bedeutung der direkten DAG-PKCa-Interaktion
zu untersuchen, wurde die SAG-Photoaktivierung in HeLa-
Zellen durchgefiihrt, die transient R-GECO und
PKCaR77A-EGFP exprimierten. Bei PKCaR77A handelt es
sich um eine PKCa-Variante, die eine Punktmutation in der
DAG-Bindungstasche und daher verringerte DAG-Affinitét
aufweist. Wir fanden, dass dieses Protein nicht an der Be-
lichtungsstelle akkummulierte (Abbildung 3d). Dies bedeu-
tet, dass die PKC-DAG-Interaktion essentiell fiir die lokale
Antwort war. Gleichzeitig traten die Ca®'-Signale zwar mit
gleicher Haufigkeit, jedoch geringerer Intensitdt und Reich-
weite auf. Auffillig war, dass im Zeitverlauf (Abbildung S8)
nicht das charakteristische Doppelmaximum auftrat, das fiir
die anhaltende lokale Ca*"-Erhohung typisch ist. Dies konnte
auf eine positive Riickkopplung zwischen PKCa- und Ca®"-
Signalen zuriickzufiihren sein, die in der Abwesenheit einer
direkten DAG-PKCa-Interaktion und lokalen PKC-Aktivitét
nicht stattfindet.
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In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass einige
DAG-metabolisierende Enzyme eine gewisse Spezifitit fiir
individuelle DAG mit bestimmter Fettsdurezusammenset-
zung aufweisen.®*¥ Es wurde daher vorgeschlagen, dass
Spezies wie SAG gegebenenfalls unter einer engeren meta-
bolischen Kontrolle stehen.! Unsere Daten zeigen erstma-
lig, dass Lipidzusammensetzung, Metabolismus und Effekti-
vitdt der Lipiderkennung wesentlich fiir das Verhalten des
zelluliren PKC-Ca*"-Signalnetzwerks sind. Inbesondere bei
Lipidsignalen konnten Diffusionsreaktionsmechanismen eine
wesentliche Rolle bei der Erzeugung raumlich unterschied-
licher Signalstrukturen spielen.

Unsere Ergebnisse zeigen ferner, dass Zellen die Fahig-
keit haben, auf einen gegebenen Stimulus gleichzeitig mit
lokalen und globalen Antworten zu reagieren. Lokale Si-
gnaliibertragung ist insbesondere in polarisierten oder sich
bewegenden Zellen wichtig, weil hier verschiedene Signale an
den entgegengesetzten Seiten der Zelle notwendig sind. Ein
weiteres Beispiel ist die Reparatur der Plasmamembran nach
physischer Verletzung, wenn der starke lokale Calciumein-
fluss einen lokalen Reparaturmechanismus auslosen muss.
Die vollstandige Analyse dieser und weiterer Lipidsignale
unter Zuhilfenahme von mathematischen Modellen werden
weitere Erkenntnisse beziiglich der komplexen Regulation
von Signalnetzwerken liefern. Es bleibt zu zeigen, ob andere
Lipide, wie z.B. die Phosphoinositide, bekannt fiir ihre zen-
trale Rolle in der Polarisierung von Zellen, ebenfalls lokal
reguliert werden und ob die Fettsdurezusammensetzung eine
wichtige Rolle spielt. Zukiinftige Studien miissen die grofle
Diversitdt der Fettsdurezusammensetzungen nicht nur auf-
grund intrinsischer Unterschiede in der Signalaktivitdt be-
riicksichtigen, sondern auch aufgrund von Unterschieden im
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Metabolismus und der daraus resultierenden Lebensdauer
individueller molekularer Spezies. Photoaktivierbare Deri-
vate von Lipiden diirften fiir zukiinftige Studien in diesem
Bereich ein sehr wichtiges Werkzeug darstellen.
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Stichworter: Diacylglycerin - Fettsdurezusammensetzung -
Photoaktivierbare Lipide - Proteinkinase C - Signalnetzwerke

[1] J. Groves, J. Kuriyan, Nat. Struct. Mol. Biol. 2010, 17, 659 —665.

[2] R.P. Bhattacharyya, A. Reményi, B. J. Yeh, W. A. Lim, Annu.
Rev. Biochem. 2006, 75, 655 —-680.

[3] O. Quehenberger, A. M. Armando, A. H. Brown, S. B. Milne,
D. S. Myers, A. H. Merrill, S. Bandyopadhyay, K. N. Jones, S.
Kelly, R. L. Shaner, C. M. Sullards, E. Wang, R. C. Murphy,
R.M. Barkley, T.J. Leiker, C. R. H. Raetz, Z. Guan, G. M.
Laird, D. A. Six, D. W. Russell, J. G. McDonald, S. Subrama-
niam, E. Fahy, E. A. Dennis, J. Lipid Res. 2010, 51, 3299 —-3305.

[4] J. L. Sampaio, M.J. Gerl, C. Klose, C.S. Ejsing, H. Beug, K.
Simons, A. Shevchenko, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2011, 108,
1903-1907.

[5] E. A. Dennis, R. A. Deems, R. Harkewicz, O. Quehenberger,
H. A. Brown, S. B. Milne, D. S. Myers, C. K. Glass, G. Hardiman,
D. Reichart, A. H. Merrill, Jr., M. C. Sullards, E. Wang, R. C.
Murphy, C. R. Raetz, T. A. Garrett, Z. Guan, A. C. Ryan, D. W.
Russell, J. G. McDonald, B. M. Thompson, W. A. Shaw, M. Sud,
Y. Zhao, S. Gupta, M. R. Maurya, E. Fahy, S. Subramaniam, J.
Biol. Chem. 2010, 285, 39976 —-39985.

[6] S. Madani, A. Hichami, A. Legrand, J. Belleville, N. A. Khan,
FASEB J. 2001, 15, 2595-2601.

[7] M. N. Hodgkin, T. R. Pettitt, A. Martin, R. H. Michell, A.J.
Pemberton, M. J. Wakelam, Trends Biochem. Sci. 1998, 23, 200 —
204.

[8] W. Tang, M. Bunting, G. A. Zimmerman, T. M. McIntyre, S. M.
Prescott, J. Biol. Chem. 1996, 271, 10237 -10241.

[9] E.J. Quann, E. Merino, T. Furuta, M. Huse, Nat. Immunol. 2009,
10, 627-635.

[10] D. Subramanian, V. Laketa, R. Miiller, C. Tischer, S. Zarbakhsh,
R. Pepperkok, C. Schultz, Nat. Chem. Biol. 2010, 6, 324 -326.

[11] M. Mentel, V. Laketa, D. Subramanian, H. Gillandt, C. Schultz,
Angew. Chem. 2011, 123, 3895-3898; Angew. Chem. Int. Ed.
2011, 50, 3811 -3814.

Angewandte

[12] B. Ananthanarayanan, R. V. Stahelin, M. A. Digman, W. Cho, J.
Biol. Chem. 2003, 278, 46886 —46894.

[13] S. Carrasco, I. Mérida, Trends Biochem. Sci. 2007, 32, 27 -36.

[14] Q.J. Wang, Trends Pharmacol. Sci. 2006, 27, 317 -323.

[15] K. Oda, Y. Matsuoka, A. Funahashi, H. Kitano, Mol. BioSyst.
2005, 71, 1-17.

[16] J. Giorgione, M. Hysell, D.F. Harvey, A.C. Newton, Bio-
chemistry 2003, 42, 11194 -11202.

[17] A.C. Newton, Am. J. Physiol. Endocrinol. Metabol. 2010, 298,
E395-E402.

[18] C. Yang, M. G. Kazanietz, Trends Pharmacol. Sci. 2003, 24, 602 —
608.

[19] N. Brose, J. Cell Sci. 2002, 115, 4399 -4411.

[20] T. Hofmann, A. G. Obukhov, M. Schaefer, C. Harteneck, T.
Gudermann, G. Schultz, Nature 1999, 397, 259 —-263.

[21] G. Vazquez, J.-Y. Tano, K. Smedlund, Channels 2010, 4, 232 -
240.

[22] a) L. Lemonnier, M. Trebak, J. W. Putney, Cell Calcium 2008, 43,
506-514; b) B. Fuchs, M. Rupp, H. A. Ghofrani, R. T. Scher-
muly, W. Seeger, F. Grimminger, T. Gudermann, A. Dietrich, N.
Weissmann, Respir. Res. 2011, 12, 20-29.

[23] a) M. Huse, L. O. Klein, A. T. Girvin, J. M. Faraj, Q.-J. Li, M. S.
Kuhns, M. M. Davis, Immunity 2007, 27, 76— 88; b) X. P. Huang,
R. Sreekumar, J. R. Patel, J. W. Walker, Biophys. J. 1996, 70,
2448 -2457; c¢) A.Z. Suzuki, T. Watanabe, M. Kawamoto, K.
Nishiyama, H. Yamashita, M. Ishii, M. Iwamura, T. Furuta, Org.
Lett. 2003, 5, 4867 —4870.

[24] R.J. Anderson, S. L. Osborne, F. A. Meunier, G. F. Painter, J.
Org. Chem. 2010, 75, 3541 -3551.

[25] E. Oancea, M. N. Teruel, A.F. Quest, T. Meyer, J. Cell Biol.
1998, 140, 485—-498.

[26] Y. Zhao, S. Araki, J. Wu, T. Teramoto, Y.-F. Chang, M. Nakano,
A.S. Abdelfattah, M. Fujiwara, T. Ishihara, T. Nagai, etal.,
Science 2011, 333, 1888 —1891.

[27] C. Harteneck, M. Gollasch, Curr. Pharm. Biotechnol. 2011, 12,
35-41.

[28] A.E. Palmer, R.Y. Tsien, Nat. Protoc. 2006, 1, 1057 -1065.

[29] J. W. Putney, Cell Calcium 1986, 7, 1-12.

[30] G.Reither, M. Schaefer, P. Lipp, J. Cell Biol. 2006, 174,521 -533.

[31] K. D’Souza, R. M. Epand, J. Mol. Biol. 2012, 416, 619-628.

[32] T. O. Eichmann, M. Kumari, J. T. Haas, R. V. Farese, R. Zim-
mermann, A. Lass, R. Zechner, J. Biol. Chem. 2012, 287, 41446 —
41457.

[33] M. J. Wakelam, Biochim. Biophys. Acta Mol. Cell Biol. Lipids
1998, 1436, 117-126.

Angew. Chem. 2013, 125, 6455-6459

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Chemie

6459


http://dx.doi.org/10.1038/nsmb.1844
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.biochem.75.103004.142710
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.biochem.75.103004.142710
http://dx.doi.org/10.1194/jlr.M009449
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1019267108
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1019267108
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.182915
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.182915
http://dx.doi.org/10.1096/fj.01-0753int
http://dx.doi.org/10.1016/S0968-0004(98)01200-6
http://dx.doi.org/10.1016/S0968-0004(98)01200-6
http://dx.doi.org/10.1038/ni.1734
http://dx.doi.org/10.1038/ni.1734
http://dx.doi.org/10.1038/nchembio.348
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201007796
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201007796
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201007796
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M307853200
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M307853200
http://dx.doi.org/10.1016/j.tibs.2006.11.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.tips.2006.04.003
http://dx.doi.org/10.1021/bi0350046
http://dx.doi.org/10.1021/bi0350046
http://dx.doi.org/10.1152/ajpendo.00477.2009
http://dx.doi.org/10.1152/ajpendo.00477.2009
http://dx.doi.org/10.1016/j.tips.2003.09.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.tips.2003.09.003
http://dx.doi.org/10.1242/jcs.00122
http://dx.doi.org/10.1016/j.ceca.2007.09.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.ceca.2007.09.001
http://dx.doi.org/10.1186/1465-9921-12-20
http://dx.doi.org/10.1016/j.immuni.2007.05.017
http://dx.doi.org/10.1016/S0006-3495(96)79816-8
http://dx.doi.org/10.1016/S0006-3495(96)79816-8
http://dx.doi.org/10.1021/ol0359362
http://dx.doi.org/10.1021/ol0359362
http://dx.doi.org/10.1021/jo100393c
http://dx.doi.org/10.1021/jo100393c
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.140.3.485
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.140.3.485
http://dx.doi.org/10.1126/science.1208592
http://dx.doi.org/10.1038/nprot.2006.172
http://dx.doi.org/10.1016/0143-4160(86)90026-6
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.200604033
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M112.400416
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M112.400416
http://dx.doi.org/10.1016/S0005-2760(98)00123-4
http://dx.doi.org/10.1016/S0005-2760(98)00123-4
http://www.angewandte.de

