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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Die Membranen von eukaryontischen Zellen und ihren Organellen sind aus einer Vielzahl
von verschiedenen Lipid- und Proteinmolekilen zusammengesetzt. Dabei kann es inner-
halb der Membranhalften der Lipiddoppelschicht zu einer bestimmten Anordnung bzw.
einer Domanenbildung von Lipiden und Proteinen kommen. Die Untersuchung der
genauen lateralen Verteilung einzelner Lipide in der Membran und der Sortierprozesse,
die wahrend des Transports innerhalb der Zelle und der Bildung solcher Membrandoma-

nen stattfinden, ist derzeit Gegenstand der aktuellen Forschung.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie sich die Lipidumgebung von Sphingo-
lipiden im Zuge ihrer Endozytose in kultivierten Zellen verandert. Es wurden dazu radio-
aktiv-markierte Glucosyl-thio-ceramide und Sphingomyeline synthetisiert, die in der Acyl-
kette eine photolabile Trifluormethylphenyldiazirinyl (TPD)-Gruppe tragen und nach
Belichtung kovalent an eines ihrer direkt benachbarten Molekile binden. Hiermit wurden
zunachst in Modellmembranen Kopplungsprodukte hergestellt, die mittels Dinnschicht-
chromatographie und Massenspektrometrie charakterisiert werden konnten und die bei

den anschlieRenden Zellversuchen als Referenzen dienten.

Die kurzkettigen Glucosyl-thio-ceramide konnten an Albumin gebunden und aus den
resultierenden Komplexen in die Plasmamembran von Fibroblasten inkorporiert werden.
Aufgrund der thioglykosidischen Bindung kann die ["*C]-Glucose-Kopfgruppe nicht durch
die lysosomale Glucocerebrosidase abgespalten werden, so dass die Markierung auch im
Zuge der Endozytose erhalten blieb. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
abbauresistenten Glc-S-Cer-Sonden innerhalb der Zellen im Golgi-Apparat postendozyto-
tisch glykosyliert wurden. Dabei wurde festgestellt, dass die Einbau- und Stoffwechsel-
raten mit zunehmender Kettenlange der Photosonde abnehmen.

In den anschlieRenden Photomarkierungen konnte mit den photoaktivierbaren Glucosyl-
thio-ceramiden nachgewiesen werden, dass sich diese nach Inkorporation in die Plasma-
membran von kultivierten Fibroblasten bei 7°C in einer sehr Cholesterol-reichen Umge-
bung befinden, die als Mikrodomanen bzw. ,rafts“ beschrieben wird. Hingegen wurden
wenig Kopplungsprodukte mit den anderen Hauptbestandteilen der extrazellular-orien-
tierten Membranhalfte wie Phosphatidylcholin (PC) oder Sphingomyelin (SM) erhalten. Es
konnte gezeigt werden, dass diese bevorzugte Nachbarschaft nur in zellularen Membra-
nen existiert, nicht aber in Modellmembranen, wo keine besondere Affinitat der Glc-S-Cer-
Sonden zum Cholesterol vorlag. Nach Endozytose der Sonden wurden diese innerhalb
der ersten Minuten aus ihrer Lipidumgebung in der Plasmamembran entfernt und

befanden sich anschlieend auf intrazellularen Vesikeln und inneren Membranen, in de-
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nen sie von einer ganzlich anderen Lipidnachbarschaft umgeben sind. Nach Belichtung
der endozytierten Sonden konnten vermehrt Kopplungsprodukte mit Phosphogly-

cerolipiden wie PC und Phosphatidylethanolamin (PE) nachgewiesen werden.

Mit photolabilen Sphingomyelinen konnten ebenfalls in Liposomen Kopplungsprodukte als
Referenzenverbindungen dargestellt werden, die mittels Dunnschichtchromatographie
und z.T. auch massenspektrometrisch charakterisiert wurden. Mit den TPD-Sphingomye-
linen wurde hierbei in Modellmembranen eine Affinitdt zum Cholesterol gefunden, wie sie
auch fur endogene Sphingomyeline beschrieben wird.

Auch die SM-Sonden konnten in Form eines Lipid/BSA-1:1-Komplexes gefittert und in die
Plasmamembran von Fibroblasten inkorporiert werden. Bei den Stoffwechselunter-
suchungen in kultivierten Zellen wurden die unbelichteten TPD-SM-Sonden zu den
Produkten SM, Ceramid und Glucosylceramid metabolisiert.

Nach Inkorporation in die Plasmamembran befanden sich die SM-Sonden ebenfalls in
einer Cholesterol-reichen Lipidumgegbung, wohingegen andere Kopplungsprodukte nur in
untergeordnetem Malde feststellbar waren. Eine sechsstiindige Endozytose der TPD-
Sphingomyeline bei 37°C anderte die Zusammensetzung ihrer Lipidnachbarschaft aller-
dings kaum. Dieses steht im Gegensatz zu den Experimenten mit den Glc-S-Cer-Sonden,
fir die nach Internalisierung und Photolyse ein ganzlich anderes Verhaltnis der Photo-
kopplungsprodukte gefunden wurde. Es kann angenommen werden, dass sich die SM-
Sonden im Zuge ihrer Endozytose entweder stets in einer Nachbarschaft mit hohem
Cholesterol-Gehalt befunden haben oder eine besonders hohe Affinitdt der Sonden zum

Sterol zu den entsprechenden Kopplungsmustern gefiihrt hat.
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2 Einleitung

2.1 Eukaryontische Zellmembranen

Membranen von eukaryontischen Zellen und ihren Organellen werden aus einer Vielzahl
von verschiedenen Lipid- und Proteinmolekilen gebildet. Die Grundstruktur bilden dabei
die Lipide, die in Form einer zusammenhangenden Doppelschicht von ca. 5 nm Dicke
angeordnet sind. Diese wird durch nicht-kovalente Bindungen, in wassrigen Medien vor
allem durch die hydrophobe Wirkung des Wassers, zusammengehalten. Die Membran
stellt eine mehr oder weniger undurchlassige Barriere fir die meisten wasserldslichen
Molekule dar. Dadurch kann im Falle der Plasmamembran gewahrleistet werden, dass die
fur den Organismus lebenswichtige Unterschiedlichkeit von Zytosol und extrazellularer
Flussigkeit erhalten bleibt. Innerhalb der Zelle sorgen Organellmembranen fir die
Aufrechterhaltung der Kompartimentierung.

Es wird heute angenommen, dass eine typische Saugerzellmembran aus 100 bis 200
verschiedenen Lipiden zusammengesetzt ist, wobei die Gruppe der Phospholipide den
Hauptbestandteil darstellt. Je nach Zelltyp variiert das Lipidmuster erheblich, und auch die
darin enthaltenen Organellen besitzen dabei unterschiedliche Lipidkompositionen. Zell-
membranen sind dynamische Strukturen, die auch als zweidimensionale Flissigkeit
beschrieben werden (Singer und Nicholson, 1972). Innerhalb einer Membranebene
kénnen sich die meisten in ihr enthaltenen Bestandteile lateral frei bewegen, wohingegen
die transversale Bewegung (,flip-flop“) nur von sehr wenigen Lipidklassen spontan
ausgefuhrt werden kann. Diese transversale Diffusion ist dann ein z.T. sehr langsamer
Vorgang, der durch Halbwertszeiten (t,,) von Stunden bis Tagen beschrieben werden
kann (Kornberg und McConnell, 1971).

Ein wichtige Entdeckung zu Anfang der 1970er Jahre war die Tatsache, dass die beiden
Membranhélften asymmetrisch zusammengesetzt sind (Bretscher, 1973). Wahrend
Cholesterol frei zwischen den beiden Membranhalften einer Lipiddoppelschicht wechseln
kann und daher in beiden Seiten zu finden ist (Bretscher und Munro, 1993), sind
Phospholipide mit einer Phosphorylcholin-Kopfgruppe (Phosphatidylcholin (PC) und
Sphingomyelin (SM)) in groflerem Male auf der extrazellularen bzw. luminalen Halfte der
Membranen lokalisiert. Hingegen sind Lipide wie Phosphatidylserin (PS) und Phospha-
tidylethanolamin (PE) vorwiegend auf der zytosolischen Seite orientiert. Die Asymmetrie
der Phospholipide wird bereits an ihrem Syntheseort, dem endoplasmatischen Retikulum
(ER), erzeugt. Hier werden durch einen protein-vermittelten Transport mittels der ATP-
abhangigen Aminophospholipid-Translokase spezifisch PE und PS auf die andere Mem-

branseite beférdert (Ubersicht in Devaux und Zachowski, 1994).
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Glykosphingolipide (GSL), mit Ausnahme des Glucosylceramides (GlcCer), sind auf der
nicht-zytosolischen Seite angeordnet (Gahmberg und Hakomori, 1973; Hakomori, 1975).
Die asymmetrische Verteilung der Glykosphingolipide und des Sphingomyelins in Mem-
branen ist durch die Topologie der Synthese zu erklaren, die, mit Ausnahme des GlcCers,
im Lumen des Golgi-Apparates stattfindet (Schwarzmann und Sandhoff, 1990). Da die
GSL nicht in der Lage sind, durch transversale Diffusion spontan in die jeweils andere
Lipidschicht von Membranen zu gelangen, wird diese asymmetrische Ausrichtung auch
bei einem vesikularen Transport zu anderen Organellen oder zur Plasmamembran beibe-
halten. Beim GlcCer wird davon ausgegangen, dass ein protein-vermittelter Transport ins
Lumen des Golgi existiert, da die Synthese des GlcCers auf der zytosolischen Seite des
Golgi-Apparates stattfindet (Coste et al., 1985, 1986).

Auch innerhalb der Membranhalften muss es nicht zu einer zufalligen Anordnung der
Lipide kommen. Durch FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching)-, ESR
(Electron spin resonance)- und Roéntgenstruktur-Untersuchungen konnte in vielen Fallen
eine Domanenbildung gezeigt werden (Ubersicht in Welti und Glaser, 1994). Dabei
kdnnen einerseits Phasentrennungen auftreten, die sich durch Unvermischbarkeit von
gelartigen bzw. festen und flissig-kristallinen Phasen bilden. Ebenfalls konnte fur Glyko-
sphingolipide gezeigt werden, dass es zur Bildung von Clustern kommen kann (Ubersicht
in Thomson und Tillack, 1985).

Eine Bildung von Domanen wurde auch in bestimmten Membranbereichen beobachtet,
die aus mehreren Lipidkomponenten bestehen. So wurde gezeigt, dass Cholesterol sich
in bestimmten Membranbereichen anreichert und diese somit fir kleine Molekile
undurchlassiger macht. In anderen Abschnitten hingegen ist Cholesterol kaum enthalten,
so dass sich dort integrale Membranproteine ansiedeln kénnen, die durch den Mangel an
Cholesterol fir kleine Molekile wie Chaperone zuganglich sind. Diese werden z.B. fiir die
Insertion von Proteinen in Membranen oder zu deren Faltung bendtigt (Bretscher und
Munro, 1993).

Durch biophysikalische Messungen ist seit den friilhen 1980er Jahren bekannt, dass
zwischen Sphingomyelin und Cholesterol Wechselwirkungen auf molekularer Ebene
bestehen miissen (Ubersicht in Brown, 1998). Anhand von Untersuchungen an Ober-
flachen mit chemisch-modifizierten Sphingomyelin-Substraten und Cholesterol konnte
ermittelt werden, dass zwischen der Amidogruppe des Ceramid-Ankers und der Hydro-
xylgruppe des Cholesterols Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden. Wird die
Amid-Gruppe des Sphingomyelins durch eine Ester-Gruppe ersetzt, wie sie in einem

Phosphoglycerolipid vorkommt (Abb. 1.1), so kommt es zwar erneut zur einer dichten
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Anordnung der Membranen, aber nach Zugabe des Enzyms Cholesterol-Oxidase wird
Cholesterol in erheblich starkerem Male oxidiert (Bittman et al., 1994). Aus der besseren
Zuganglichkeit fur das Enzym kann geschlossen werden, dass das Cholesterol durch das
Fehlen der Wasserstoffbricken-Bindung zum Sphingomyelin-Derivat nicht mehr so fest in

der Membran verankert ist.

OH

Me

Me

Me

Me

Me

18:0 SM CHOLESTEROL 24:0 GalCer 16:0-18:1 PC

Abb. 1.1: Schematische Darstellungen von verschiedenen Lipiden aus eukaryontischen Membra-
nen. SM: Sphingomyelin; GalCer: Galactosylceramid; PC: Phosphatidylcholin. Die Zahlen geben
jeweils Kettenlange und Grad der Sattigung der Acylkette an. Beim PC wurde das Glycerol-Riick-
grat zur Verdeutlichung rot unterlegt. Modifiziert nach R.E. Brown (1998), J. Cell Sci., 111, 1-9.

Natirliche Membranen werden vom jeweiligen Organismus uUblicherweise bei einer
gleichbleibenden Umgebungstemperatur gehalten, um dessen Fluiditdt zu gewahrleisten.
Kommt es zu gréfkeren Temperaturschwankungen, besteht die Gefahr, dass die Membra-
nen brechen und es somit im Falle der Plasmamembran zum Ausstromen des Zytosols
kommt. Eukaryontische Membranen werden durch ein fein aufeinander abgestimmtes
Wechselspiel von Cholesterolgehalt und Fettsdurezusammensetzung der Lipide im
Zustand der flussig-kristallinen Phase“ (oder auch liquid-disordered phase®) bzw. der

Jiquid-ordered phase* gehalten (Beschreibung siehe nachfolgender Abschnitt).
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2.2 Mikrodomanen bzw. ,,Rafts“ und Caveolae

Dynamische Assoziate von Cholesterol und Sphingolipiden werden als Mikrodomanen
oder auch ,rafts“ beschrieben, die sich in der exoplasmatischen Seite von zellularen
Membranen bilden (Simons und Ikonen, 1997). Dabei sind sie hauptséachlich in der Plas-
mamembran von Zellen lokalisiert, werden z.T. aber auch in inneren Membranen, wie der
Golgi-Membran, gefunden (Gkantiragas et al., 2001). Es wird angenommen, dass hier die
Partitionierung der Membranbereiche entsteht. Diese Domanen kénnen selektiv Proteine
ein- oder ausschlieflen und somit Protein-Protein- oder Protein-Lipid-Wechselwirkungen
leiten. Uber die GroRe der Mikrodomanen werden derzeit sehr unterschiedliche Aussagen
gemacht. Dabei reichen die Angaben je nach angewandter Untersuchungsmethode von
ca. 30 bis 500 nm (vgl. nachfolgender Abschnitt).

Die heterogene Lipidverteilung in funktionell spezialisierten Membranbereichen wurde
zuerst in Zellen untersucht, die bereits anatomisch verschiedene Membrandomanen
tragen. Polarisierte Zellen besitzen eine dem Gefalllumen zugewandte, apikale Membran,
die durch ,tight junctions® von der die Zelle umgebenden basolateralen Membran
abgegrenzt wird. Simons und van Meer postulierten 1988 nach Untersuchung von
polarisierten MDCK-Epithelzellen (Madine-Darby canine kidney cells), dass der hohe
Gehalt an Glykosphingolipiden in der apikalen Membran durch ein ,Sorting“ im Trans-
Golgi-Netzwerk (TGN) und einen unterschiedlichen Transport der apikalen und basolate-
ralen Vesikel gesteuert werden muss. Gestutzt wurde diese Theorie durch die Beobach-
tung, dass bestimmte Proteine, die mit einem Glykosyl-phosphatidyl-inositol (GPI)-Anker
in der exoplasmatischen Schicht lokalisiert sind, sich in bestimmten Membranbereichen
der apikalen Membran aufhalten, die durch Detergenz-unterstitzte Extraktionen isoliert
werden kénnen (Brown und Rose, 1992).

Es wird davon ausgegangen, dass Cholesterol die Membranen durch seine Interkalation
zwischen den Lipiden verdichtet. Dabei bildet es mit den Sphingolipiden besonders feste
Assoziate, so dass hierbei Membranbereiche mit anderen Eigenschaften als den bereits
gut untersuchten fllssig-kristallinen (bzw. liquid-disordered, I;“) bzw. den Gel-Phasen
entstehen. Diese sogenannte ,liquid-ordered (I,) phase” wird als Zustand fir die Mikrodo-
manen beschrieben, in der die Acylketten der Lipide ahnlich wie in der Gel-Phase
gestreckt und dichter gepackt sind, aber dennoch eine hohe laterale Mobilitat besitzen
(Brown und London, 1998).

In den letzten Jahren sind eine Vielzahl von Beispielen beschrieben worden, an denen die
Jrafts“ als Plattformen beteiligt sind, z.B. beim ,Sorting“ von Lipiden und Proteinen (Uber-
sicht in Ikonen, 2001), in der Signaltransduktion (Ubersicht in Simons und Toomre, 2000)

und in der Internalisierung von Bakterien und Viren (Ubersicht in Shin und Abraham,
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2001). Dabei konnte besonders haufig die Anreicherung von GPI-verankerten Proteinen in
den Mikrodomanen nachgewiesen werden. Auch GSL werden vermehrt in diesen
exoplasmatischen Membranbereichen gefunden, wohingegen auf der zytosolisch-orien-
tierten Seite z.B. Tyrosin-Kinasen der src-Familie und auch die a-Untereinheit von hete-
rotrimeren G-Proteinen lokalisiert sind (Abb. 1.2). Die Lipidzusammensetzung dieser zyto-
solisch-orientierten Membranhalfte der ,rafts” ist noch nicht ausreichend gut charakteri-
siert worden, wenn sich auch Hinweise ergeben haben, dass hier eine Anreicherung von
Phosphoglycerolipiden mit gesattigten Fettsaureresten und Cholesterol vorliegt
(Fridriksson et al., 1999).

Auch aus niederen Eukaryonten wie Hefen, die keine polarisierte Architektur besitzen, ist
die Existenz von Sterol-Sphingolipid-reichen Domanen bekannt (Bagnat et al., 2000). In

diesen wird Ergosterol, ein dem Cholesterol verwandtes Molekill, in die ,rafts” eingebaut.

Anders als die ebenen Membranbereiche der ,rafts” sind Caveolae als 50-100 nm grofte
Einstlilpungen (Invaginationen) der Membranen im Elektronenmikroskop sichtbar
(Rothberg et al., 1992, Ubersicht in Anderson, 1998). Die bereits in den 1950er Jahren
von Palade und Yamada morphologisch nachgewiesenen Caveolae besitzen eine nahezu
gleiche Lipid- und Proteinzusammensetzung wie die zuvor beschriebenen Mikrodomanen.
Im Gegensatz zu den ,rafts®, wo keine Beteiligung von Strukturproteinen gefunden wurde,
konnten bei den Caveolae die Proteine Caveolin-1, -2 und -3 als strukturbildende
Elemente identifiziert werden. Dieses sind Cholesterol-bindende Proteine und werden als
homo- und heterooligomere Komplexe in vielen Zelltypen exprimiert (besonders haufig in
Fibroblasten, Adipozyten, Endothel- und Epithelzellen, sowie in Muskelzellen vor allem
Caveolin-3). Dabei bilden die Caveolin-Oligomere Haarnadelstrukturen aus, die zur
Krimmung der Membranen fiihren (Abb. 1.2). Ebenso wie in den ,rafts“ wird in den
Caveolae ein erhdhter Gehalt an Glykosphingolipiden gefunden. Dass ein inkorporiertes
biotinyliertes Gangliosid GM1 in Form von Clustern in der Plasmamembran und innerhalb
der Caveolae vorliegt, konnte in unserer Abteilung anhand von Immunogold-Markierungen
im Elektronenmikroskop gezeigt werden (Mébius et al., 1999). Durch Photoaffinitats-
markierung wurde in einer anderen Arbeitsgruppe die direkte Nachbarschaft vom GM1
zum Caveolin-1 (VIP-21) erkannt (Fra et al., 1995).
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Abb. 1.2: Modell fur die Anordnung der ,rafts“ und Caveolae in der Plasmamembran von eukary-
ontischen Zellen. Glykolipid-reiche Domanen (rot) sind getrennt von anderen Bereichen der
Membran (grau). Im vergrofRerten Ausschnitt wird auch ein Transmembranprotein (z.B.
Haemagglutinin aus dem Influenza Virus) gezeigt, welches ebenfalls in den ,rafts“ nachgewiesen
wurde. Einzelne Lipide oder Proteine kdnnen sich zwischen den Domanen oder anderen
Regionen, auch den Caveolae, der Doppelschicht lateral bewegen. Modifiziert nach: N.M. Hooper
(1998), Curr. Biol., 8, R114-R116.

2.2.1 Methoden zur Untersuchung von ,rafts*

Um Zusammensetzung und Eigenschaften der Molekule innerhalb der ,rafts® untersuchen
und charakterisieren zu konnen, werden verschiedene Methoden verwendet, deren Aus-
sagekraft aufgrund der Entstehungsmdglichkeit von Artefakten z.T. kontrovers diskutiert
wird.

Lichtmikroskope haben eine physikalisch-bedingte Auflésungsgrenze von ca. 200 nm. Da
die Durchmesser der Mikrodomanen allerdings in den meisten Fallen vermutlich unterhalb
dieses Bereiches liegen, werden hiermit voraussichtlich keine naheren Informationen
bezlglich der in vivo-Vorgange innerhalb solcher ,rafts“ erhalten werden kénnen. Daher
wurden in den letzten Jahren neue Methoden entwickelt, die es erlauben sollen, diese
Wechselwirkungen unter nativen Bedingungen zu untersuchen. Dabei wurden unter ande-
rem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Messungen (Varma und Mayor,
1998, Kenworthy et al., 2000), die Photonen-Kraft-Mikroskopie (Pralle et al., 2000) und die
»Single fluorophore tracking“-Mikroskopie (Schutz et al., 2000) angewandt. Bei allen
diesen Untersuchungen wurden Werte flr die Durchmesser der Mikrodomanen ermittelt,

die im Bereich von nur ca. 25-100 nm liegen.
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Einige andere der zur Charakterisierung von ,rafts“ angewandten Methoden basieren auf
dem Quervernetzen von Molekilen, die als Bestandteile der Domanen postuliert werden.
So wurde eine chemische Quervernetzung von GPIl-verankerten Proteinen (Friedrichson
und Kurzchalia, 1998), eine Kopplung von an ,raft‘ beteiligten Proteinen mittels Antikor-
pern (Harder et al., 1998; Janes et al., 1999) oder auch die Immuno-Elektronen-Mikros-
kopie (Wilson et al., 2000) angewandt, um Wechselwirkungen innerhalb dieser Bereiche
zu untersuchen. Dass hierbei u.U. auch Artefakte durch die Anwendung solcher Verfahren
entstehen konnen, soll die Abbildung 1.3 verdeutlichen. In der rechten unteren Grafik wird
eine mogliche Quervernetzung mehrerer Mikrodomanen miteinander durch die Anbindung
von bifunktionellen Antikérpern bzw. chemischen Substraten gezeigt. Obwohl bei allen
0.g. Messungen stets Kontroll-Experimente durchgefihrt wurden, kann nicht hinreichend
ausgeschlossen werden, dass bei einigen dieser Untersuchungen eine kiinstliche Bildung

der Mikrodoméanen ausgeldst wurde.

“Einfache Assoziate” Mikrodoménen/rafts

’Cholesterol ﬂ Sphingomyelin 0 Phospholipid

$ost L Antiksrper
i )

GPI-verankertes In Signaltransduktion
Protein involviertes Protein

Abb. 1.3: Modelle fur die Anordnung der in ,rafts” enthaltenen Molekdle in einfachen Assoziaten,
sowie in Mikrodomanen vor und nach Quervernetzung. Modifiziert nach: K. Jacobsen und
C. Dietrich (1999), Trends Cell. Biol., 3, 87-91.

Als eine Mdglichkeit zur Isolation von ,rafts” aus Zellen wird die Detergenz-unterstitzte
Lyse bei 4°C mit anschlieRender Ultrazentrifugation angewendet. Dieses von Brown und
Rose (1992) entwickelte Verfahren basiert auf der Verwendung eines Lysis-Puffers,
welcher bis zu 1 % Triton-X-100 enthalt. Dabei werden Mikrosomen und liposomale
Korperchen von den in den Mikrodomanen enthaltenen Lipiden und Proteinen ausgebil-

det, die in 40 %-iger Saccharose eine niedrige Dichte besitzen und somit im Dichtegra-
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dienten in obere Bereiche des Zentrifugenrdhrchens ,schweben® (Ubersicht in London
und Brown, 2000).

Es konnte nachgewiesen werden, dass bei 37°C keine ,schwimmende Fraktion® mehr
erhalten wird, so dass man davon ausgehen kann, dass hierbei die Zelllyse vollstandig
war und Mikrodomanen bzw. Liposomenbildung durch die Detergenzwirkung aufgeldst
bzw. verhindert wurden. So konnte weiterhin gezeigt werden, dass die plazentale
alkalische Phosphatase (PLAP), ein GPI-verankertes Protein, welches vermutlich in ,rafts”
lokalisiert ist, nach Extraktion aus Liposomen bei 4°C nur Triton X-100-unléslich war,
wenn dieses sich in einer Lipidumgebung befand, in der die Lipide tGberwiegend gesattigte
Fettsduren trugen (33 % Sphingolipide und 33 % Cholesterol). Hingegen war das Protein
Triton X-100-I6slich, wenn der Sphingolipid-Anteil auf 10 % gesenkt wurde (Schroeder et
al., 1998).

Allerdings wurde in den vergangenen Jahren auch dieses Verfahren kontrovers diskutiert,
da durch das Einwirken des Detergenz auf die Zellen moéglicherweise bestimmte Lipide,
wie z.B. Phospholipide, solubilisiert werden kdnnten, wohingegen andere wie Glykosphin-
golipide und Cholesterol unldslich zurtickbleiben und die ,rafts“Fraktion bilden. Ein
Beweis fir die Existenz dieser Mikrodomanen in vivo konnte mit dieser Methode bislang
nicht hinreichend gefihrt werden. Allerdings konnten mittlerweile auch durch andere
unabhangige Methoden vermehrt Hinweise auf die Richtigkeit der von Brown und Rose

erhaltenen Ergebnisse gefunden werden.
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2.3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie sich die Lipidnachbarschaft von
Sphingolipiden im Zuge ihrer Endozytose in kultivierten Zellen verandert. Als Methode zur
Untersuchung der den Sphingolipiden direkt benachbarten Molekile wurde die Markie-
rung mit photoaktivierbaren Lipidanaloga gewahlt, die nach Belichtung eines ihrer Nach-
barmolekile kovalent binden. Die erhaltenen Kopplungsprodukte sollten anschlieliend
mittels Dlnnschichtchromatographie und Massenspektrometrie charakterisiert werden. Es
wurden dazu mehrere Glucosyl-thio-ceramide und Sphingomyeline mit unterschiedlich
langen Acylkettenlangen dargestellt, die eine photolabile Trifluormethylphenyldiazirinyl
(TPD)-Gruppe trugen. Es standen somit mit den Glc-S-Cer-Sonden zum einen Molekiile
zur Verfigung, mit denen die Nachbarschaft von Glykolipiden untersucht werden konnte.
Zum anderen konnte mit den photoaktivierbaren Sphingomyelinen erforscht werden, ob
auch diese an der Ausbildung der Mikrodomanen/, rafts“ beteiligt sind und wie sich deren
Lipidnachbarschaft auf inneren Zellmembranen maéglicherweise andert.

Weiterhin stellte sich die Frage, inwieweit die verschiedenen Kettenlangen der photoakti-
vierbaren Fettsauren einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Lipidumgebung der
Sphingolipide hatten und wie sich der Anteil der Insertion in Wasser anderte. Dazu wurde
eine langere photoaktivierbare TPD-Fettsaure mit C7-Acylkette synthetisiert und mit Lyso-
Glc-S-Cer gekoppelt, so dass die photolabile Diazirin-Gruppe tiefer innerhalb des hydro-
phoben Kerns der Membran lokalisiert war und somit evtl. auch die flexiblen Bereiche der
Fettsduren bzw. die Alkylseitenkette des Cholesterol markieren konnte.

Durch Versuche in Modellmembranen sollte zuerst eine Referenzbibliothek der Kopp-
lungsprodukte erzeugt und die in den Zellkulturversuchen erhaltenen Insertionsmuster
anschlieliend damit verglichen werden.

Unter Temperaturblock der Endozytose der Sonden sollten dann zunachst ihre Nachbar-
lipide in der Plasmamembran von Fibroblasten charakterisiert werden. Weiterhin sollte zu
verschiedenen Zeiten der Endozytose und z.T. auch mit anschliellendem ,back-
exchange“ der in die Plasmamembran inkorporierten Molekiile erneut die Lipidnachbar-
schaft bestimmt und mit den zuvor erhaltenen Werten verglichen werden. Die Zusam-
mensetzungen der verschiedenen Organellmembranen sowie der Plasmamembran unter-
scheiden sich zum Teil erheblich, so dass sich je nach Aufenthaltsort der Sonden in der
Zelle auch die Zusammensetzung der Photokupplungsprodukte andern kénnte. Aus den
Ergebnissen dieser Belichtungsversuche sollten somit Rickschlisse auf maogliche
Sortierphdnomene in der Zelle gezogen werden.

In kultivierten Fibroblasten von Patienten mit Niemann-Pick Typ C’scher Erkrankung sollte
untersucht werden, ob die Glc-S-Cer-Sonden nach ihrer Endozytose ebenfalls auf den

Cholesterol-Speicherkdrperchen lokalisiert sind.
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Es sollte weiterhin gepruft werden, ob die photoaktivierbaren Sphingolipide an der Ausbil-
dung von Mikrodomanen beteiligt waren. Dieses sollte durch Isolierung der ,rafts mittels
der Methode der Detergenz-unterstitzten Zelllyse und anschlieRender Ultrazentrifugation

im Saccharose-Gradienten nach Brown und Rose nachgewiesen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Synthesen
3.1.1 Synthese der C7-TPD-Fettsdure und C7-Glucosyl-thio-ceramid-

Photosonde

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Lipidumgebung von Glykosphingolipiden (GSL)
in der Plasmamembran und im Verlauf der Endozytose untersucht werden. Durch Einflh-
rung einer photoaffinen Gruppe in den Fettsaurerest der entsprechenden GSL sollten in
Belichtungsexperimenten die benachbarten Lipide markiert und anschliellend charakteri-
siert werden.

Die von J. Brunner, H. Senn und F.M. Richards zu Beginn der 1980er Jahre entwickelte
Substanzklasse der Aryldiazirine hat sich fir Photomarkierungen in der Biochemie als
sehr geeignet herausgestellt, da diese mehrere Voraussetzungen an photolabile Substan-
zen efrflllt. Das nach Belichtung der photoaktivierbaren Trifluormethylphenyldiazirinyl-
Gruppe (TPD-Gruppe) entstehende Carben hat eine hohe Reaktivitdt und inseriert in
benachbarte Bindungen, auch C-H-Bindungen, innerhalb von Nanosekunden. Es hat sich
in Versuchen gezeigt, dass eine Insertion in die reaktiveren O-H-Bindungen unter
gleichen Belichtungsbedingungen deutlich schneller geschieht (Brunner et al., 1980). Von
weiterem Vorteil sind die gute Handhabbarkeit der unbelichteten TPD-Verbindungen bei
gedampftem Tageslicht und ihre chemische Stabilitdt gegen mittelstarke Sauren und
Basen (Brunner et al., 1980). Die Photolyse der Diazirine erfolgt bei einer Wellenlange
von 360 nm, bei der Amidbindungen der Proteine und der GSL intakt bleiben. Die Kupp-
lung des Carbens mit Nachbarmolekdlen flhrt zu stabilen kovalenten Bindungen, die wah-
rend Isolierung und Aufreinigung der entstandenen Verbindungen erhalten bleiben.

Die Ausbeute an reaktivem Carben kann durch die Belichtungsbedingungen beeinflusst
werden. In der Diplomarbeit (H6rnschemeyer, 1997) wurden dazu Untersuchungen
durchgefiihrt, die gezeigt haben, dass unter den gewahlten Bedingungen bereits eine
Belichtungszeit von 2 Sekunden ausreicht, um das Diazirin vollstadndig zu zerstéren. Fur
die notwendige Belichtungsdauer spielen Faktoren wie die Schichtdicke und Konzentra-
tion der Photosonde in der zu belichtenden Lésung, sowie Leistung und Wellenlangen-
charakteristik der Lichtquelle eine entscheidende Rolle. Ein Teil der photolysierten
Sondenmolekile besteht nach einer Belichtungszeit von 2 Sekunden allerdings noch aus
dem nicht-reaktiven Diazoisomer, welches durch einfache Offnung des Diazirin-Dreirings
entsteht. Dieses Produkt kann durch weitere Bestrahlung mit Licht im UV-Bereich (ca.
270 nm) ebenfalls in das Carben Uberfihrt werden. Daher wurden flir die weiteren Versu-
che mit den TPD-Sonden ca. 4 Sekunden Belichtungszeit gewahlt, wonach etwa 95 % der

eingesetzten Sonden zu den entsprechenden reaktiven Carbenen photolysiert wurden.
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Von D. Schummer wurde bereits 1986 in unserer Abteilung die Synthese eine C5-Fett-
saure mit einer photolabilen TPD-Gruppe und dessen Kupplung an ein ftritiiertes Lyso-
GM1 beschrieben (Diplomarbeit Schummer, 1986).

In Anlehnung an die dort verwendete Synthesestrategie wurde in meiner Diplomarbeit die
Synthese von zwei Fettsduren und der damit acylierten Lyso-Glucosyl-thio-ceramide
durchgefuhrt. Dabei wiesen die Fettsduren eine Acylkettenldnge von 3 bzw. 5 Kohlen-
stoffatomen vor der TPD-Gruppe auf. Die Gesamtlange dieser TPD-Fettsduren durfte
denen von Cy- bzw. C44-Acylketten entsprechen.

Eine langere TPD-Acylkette bedingt, dass die ,off-rate” der Sonden, d.h. ihre Diffusion aus
der Membranebene heraus, sinkt (Brown et al., 1985) und somit auch ihre Kopplungspro-
dukte mit Wasser abnehmen. In Experimenten, die bereits wahrend der Diplomarbeit
durchgefiihrt wurden, konnte nach Belichtung der C5-Glc-S-Cer-Sonde in Cholesterol-
haltigen Liposomen ein um ca. 10 %-geringerer Anteil an Wasserinsertionsprodukt
gegenuber Versuchen mit der C3-Verbindung gemessen werden. Aul’erdem konnte hier-
bei die Insertionsrate in andere Lipide erhéht werden, da durch die geringere Wasserin-
sertion gewissermalen eine Konkurrenzreaktion vermindert wurde.

Da endogene Lipide naturgemal langere Fettsaurereste als die hier synthetisch herge-
stellten, photoaktivierbaren Fettsduren tragen, ist vermutlich deren ,off-rate” extrem
gering. Es war wunschenswert, bei den Photomarkierungen ein den endogenen
Substraten entsprechendes langkettiges Lipid zu verwenden. Allerdings hat sich bei
Zellkultur-Untersuchungen mit langkettigen Lipiden gezeigt, dass diese aufgrund der
starken hydrophoben Wechselwirkungen mit BSA oder Liposomen nur sehr schwer oder
gar nicht vom Medium in die dufRere Schicht der Plasmamembran transferiert werden
kénnen.

Ganglioside mit den natirlicherweise vorkommenden langkettigen Acylresten kdnnen
direkt exogen in Form ihrer Mizellen zur Inkorporation von Gangliosidmolekilen in die
Plasmamembran verwendet werden. Dabei kénnen Molekile nach Anbindung der
Mizellen an die Oberflachenproteine der Extrazellularschicht der PM in diese inkorporiert
werden, so dass die Ganglioside nach Trypsinierung der Zellen als ,trypsin-stabile Mole-
kile in der Membran verbleiben. Mizellen, die nur ,lose“ an der Zelle angebunden sind,
kénnen hingegen durch die Enzymbehandlung wieder von diesen entfernt werden
(Schwarzmann et al., 1983; referiert in Schwarzmann, 2001). Auch mit dem Gangliosid
GM3 konnte diese Art der Inkorporation nachgewiesen werden, wobei dieses sogar eine
Lipiddoppelschicht ausbilden kann (Sonnino et al., 1990). Die Fltterung als Mizellen oder
Liposomen kann allerdings mit den hier verwendeten Glucosyl-thio-ceramid-Sonden nicht
gelingen, da diese in wassriger Umgebung keine definierten vesikularen Strukturen

ausbilden, sondern eher als nicht-geloste Aggregate vorliegen.
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Um hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften den endogenen Membranlipiden
mdglichst dhnlich zu sein, wurden Photosonden bendtigt, die eine entsprechend lange
Acylkette tragen. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit eine langere photoaktivierbare
Fettsdure mit C7-Acylkette analog zu den C3- und C5-Verbindungen synthetisiert (Abb.
3.1). In einer konvergenten Synthese mit Lyso-Glucosyl-thio-ceramid und dem C7-TPD-
Fettsdure-Succinimidylester wurde dann die C7-TPD-Glc-S-Cer-Photosonde gebildet
(Abb. 3.2). Diese Verbindung sollte einem GlcCer mit Cq3-Fettsaure entsprechen und
bereits ahnliche hydrophobe Eigenschaften wie endogene Derivate besitzen. Trotzdem
sollte sie in Zellkulturexperimenten noch in ausreichendem Malke von den Zellen aufge-

nommen werden konnen.

Als Ausgangsverbindung der 10-stufigen Synthese der C7-TPD-Fettsdure wurde die kauf-
lich erhaltliche 7-Phenylheptansaure gewahlt. Im ersten Schritt musste deren Carboxyl-
gruppe als Methylester flr die folgende Friedel-Crafts-Acylierung mit Trifluoressigsaure-
anhydrid geschutzt werden. Nach erfolgter Trifluoracetylierung wurde der stabile Methyl-
ester durch Erhitzen der Verbindung in Ameisensaure zerlegt, wobei der dabei entste-
hende Ameisensaure-methylester (K, 32°C) durch entsprechende Kuhlung aus dem
Ruckflukihler entweichen konnte und so dem Gleichgewicht entzogen wurde. Anschlie-
Rend wurde die Carboxylgruppe als tert. Butylester geschitzt; dieser konnte in einem
spateren Syntheseschritt unter milden Bedingungen entfernt werden. Die p-Trifluoracetyl-
gruppe wurde nun mit Hydroxylamin in das entsprechende Oxim uberfuhrt. Die anschlie-
Rende Tosylierung lieferte eine gute Abgangsgruppe, die eine leichte Zyklisierung zum
Diaziridin ermdglichte. Diese Reaktion wurde unter Druck in flissigem Ammoniak durch-
gefuhrt. Das Diaziridin wurde dann durch Oxidation mit frisch gefalltem Silberoxid in das
lichtempfindliche Diazirin Uberfihrt. Nach Abspaltung der tert. Butyl-Schutzgruppe durch
Ruhren in Trifluoressigsaure bei Raumtemperatur wurde zuletzt die entstandene freie
TPD-Saure mit N-Hydroxysuccinimid fir die weitere Kopplung mit Lyso-Sphingolipiden

zum entsprechenden Succinimidylester aktiviert.



16

Ergebnisse

MeOH / H®

CF3(C0)20
AICl3

4

FsC
NH,OH
0]
iy \”/Q/\/\/\/u\
N
AN
OH TosCl

FsC

Z::
/
O

Tos

i

OH

O
Q
\

0]
o~
Fs;C
HCOOH
0]
OH
F5C
) tert. BUOH
DCC

-+

(1

(2)

(3)

4

(3

(6)

Abb. 3.1: Synthese der photoaktivierbaren C7-Fettsdure und ihres N-Succinimidylesters
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Abb. 3.1 (Fortsetzung): Synthese der photoaktivierbaren C7-Fettsdure und ihres N-Succinimidyl-
esters

Die Synthese des nach Albrecht et al. (1995) und Hérnschemeyer (1997) hergestellten
Lyso-Glc-S-Cer wurde mit kauflich erhaltlicher Pentaacetylglucose oder im Falle der
radioaktiv markierten Verbindung mit [U-"*C]-Glucose begonnen (Abb. 3.2). Hierdurch
konnte bereits in der ersten Synthesestufe eine ["*C]-Markierung mit einer fiir Lipidunter-
suchungen ausreichenden spezifischen Aktivitat von 245 Ci/mol in das Molekil eingefiihrt
werden. Diese Markierung ist im Lyso-Glc-S-Cer aufgrund der thioglykosidischen Bindung
gegen einen Abbau durch die endogene Glucocerebrosidase geschitzt, so dass
Kopplungsprodukte auch noch im Zuge der Endozytose untersucht werden konnten.

Nach Aktivierung der Pentaacetylglucose zur entsprechenden 1-Brom-tetraacetylverbin-
dung erfolgte die Uberfiihrung in die 1-Acetylthio-tetraacetylglucose und die Kupplung mit

zuvor hergestellten ,geschitztem® 1-Deoxy-1-lodsphingosin zum ,geschutzten® Lyso-
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Glucosyl-thio-ceramid. Im diesem ist der Zucker Uber eine S-thioglykosidische Bindung an
das Ceramid gebunden und besitzt somit die gleiche Anomerie wie natives Glucosyl-
ceramid (Hasegawa et al., 1991; Albrecht et al., 1995). Nach Abspaltung der Schutzgrup-
pen wurde Lyso-Glc-S-Cer mit einer Gesamtausbeute von 25 % (bezogen auf Glucose)
erhalten. Abschlielend erfolgte die Acylierung mit dem zuvor beschriebenen Succin-
imidylester zum C7-TPD-Glucosyl-thio-ceramid.

Somit stehen mit der C7-Sonde und den beiden wahrend der Diplomarbeit synthetisierten
C3- und C5-Verbindungen drei Glc-S-Cer-Sonden zur Verfligung, die eine umfassende

Untersuchung der Lipidnachbarschaft dieser Verbindungen ermdglichen sollten.
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Abb. 3.2: Synthese der C7-Glucosyl-thio-ceramid-Sonde; der Stern (*) inmitten des Sechsringes
indiziert eine unspezifische ['*C]-Markierung (bei Verwendung von [U-"*C]-Glucose).
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3.1.2 Synthese der Sphingomyelin-Sonden

In der Einleitung dieser Arbeit ist bereits auf die besondere Affinitat zwischen Sphingo-
myelin und Cholesterol hingewiesen worden. Dieses auf den speziellen Wechselwirkun-
gen der beiden Moleklle beruhende Phanomen ist in lebenden Zellen vermutlich eine
wichtige treibende Kraft fiir die Bildung von Mikrodomanen bzw. ,rafts“ (Ubersicht in
Brown, 1998). Um die direkte Lipidnachbarschaft der Sphingomyeline mit der hier ver-
wendeten Methode der Photomarkierung untersuchen zu kénnen, wurden auch zwei
Sphingomyelin-Sonden synthetisiert.

Einen leichten Zugang zur Einflhrung einer radioaktiven Markierung versprach die
Tritiierung der trans-Doppelbindung des Lyso-Sphingomyelins. Dieses von Schwarzmann
(1978) fir Ganglioside und andere Sphingolipide beschriebene Verfahren liel sich eben-
falls auf diese Verbindung anwenden. In einer einfachen Reaktion wurde dabei die mar-
kierte Dihydroverbindung aus Lyso-Sphingomyelin (Spingosin-phosphorylcholin) mit [*H]-
Natriumborhydrid und Palladiumacetat als Katalysator in basischem THF erzeugt. Dabei
wurde eine fur Lipiduntersuchungen ausreichend hohe spezifische Aktivitdt von
1000 Ci/mol erhalten. Die Dihydroverbindung konnte nach Reinigung durch einfache
Umkehrphasenchromatographie mit dem entsprechenden Succinimidylester der photo-
labilen Fettsdure zum gewiinschten Endprodukt acyliert werden (Abb. 3.3). Der Metabo-
lismus dieser durch Einstufenreaktionen zuganglichen Substrate wurde in Zellkultur-

studien durchgefihrt und wird spater beschrieben (3.4.2.2).

Bei diesen Verbindungen ergab sich keine einfache Synthese einer gegen einen
Sphingomyelinase-Abbau resistenten Verbindung. Auch auf eine aufwendigere Markie-
rung in der Phosphorylcholin-Kopfgruppe wurde hier verzichtet, da dadurch keine Stabili-
tat gegen einen Sphingomyelinase-katalysierten Abbau erreicht wirde. Die analoge Ver-
wendung einer Schwefelbriicke zwischen Ceramid und Phosphatgruppe war nicht még-
lich, da eine derartige Synthese sehr aufwendig gewesen ware und es dadurch zu einer
leicht hydrolysierbaren und mdglicherweise sogar toxischen Thiophosphorsaureester-

Verbindung ahnlich wie beim Insektizid Malathion gekommen ware.
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Abb. 3.3: Synthese der (Dihydro)-Sphingomyelin-Photosonden; die Sterne (*) zeigen die Posi-
tionen der Tritiummarkierung an (bei Verwendung von NaB[3*H],).
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3.2 Liposomenexperimente

Durch Belichtung der photoaktivierbaren Sonden in Modellmembranen unterschiedlicher
Lipidzusammensetzung wurden Insertionsprodukte hergestellt, die als Referenzsubstan-
zen bei den Untersuchungen in biologischen Membranen dienen sollten. Diese ,Biblio-
thek® der Kopplungsprodukte ermdglichte eine Analyse des z.T. recht komplexen Ban-
denmusters in der Dinnschichtchromatographie (DC). Da in natlrlichen Zellmembranen
eine Vielzahl verschiedener Lipide mit unterschiedlicher Fettsaurezusammensetzung vor-
kommt, wurden Liposomen mit mehreren dieser Lipide dargestellt. Die Liposomen wurden
nach der von MacDonald et al. (1991) beschriebenen Extrusionsmethode mittels eines
LiposoFast-Filtersystems durchgeflhrt (5.2.2.1). Die Praparation erfolgte hierbei in
Wasser statt in Pufferldosung, um nach Belichtung der Liposomenlésungen die anschlie-
Rende Gefriertrocknung und die Charakterisierung der Photokopplungsprodukte Uber
HPTLC-Dinnschichtplatten zu erleichtern.

Die Analysen der Insertionsprodukte der Glc-S-Cer-Sonden sind bereits in der Diplom-
arbeit begonnen und im Rahmen dieser Dissertation fortgesetzt worden. Hierbei wurden
auch seltenere Lipide verwendet, wie z.B. Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylglyce-
rol (PG), das uberwiegend lysosomal vorkommende Bis(monoacylglycero)-phosphat
(BMP), sowie das mitochondriale Cardiolipin. Fiur die zweifelsfreie Charakterisierung
einiger Photokopplungsprodukte ist zusatzlich eine massenspektrometrische Analyse
durchgefiihrt worden (Kapitel 3.3).

Ebenso wurden mit den neusynthetisierten Sphingomyelin-Sonden Kopplungsprodukte
durch Belichtungsexperimente in Liposomen als Referenzverbindungen hergestellt. Die
mittels DUnnschichtchromatographie und Massenspektrometrie charakterisierten Banden

werden in den Kapiteln 3.2.2.1 und 3.3.2.2 besprochen.

3.2.1 Photoaktivierbare Glucosyl-thio-ceramide und ihre Kopplungs-

produkte

3.2.1.1 Dunnschichtchromatographische Charakterisierung

In der folgenden Abbildung 3.4 ist ein Diinnschichtchromatogramm von Photokopplungs-
produkten der C3-Glucosyl-thio-ceramid-Photosonde mit verschiedenen Wirtslipiden in
Liposomen dargestellt. In den Bahnen 2 bis 7 sind die photogekoppelten Insertionspro-
dukte, sowie in Bahn 1 die unbelichtete Sonde, aufgetragen. Weiterhin ist das Diazoiso-
mer erkennbar, welches durch Ringéffnung des Diazirin-Dreirings entsteht. In der Tabelle
3.1 werden sowohl die prozentuale Lipidzusammensetzung (in Mol-%, in Klammern) die-

ser Vesikel, als auch der prozentuale Anteil am den Photoinsertionsprodukten der Sonden



22 Ergebnisse

nach Belichtung (in Fettdruck) aufgefuhrt. Dazu wurde die Summe der Kopplungsprodukte
mit den in den Liposomen enthaltenen Lipiden auf 100 % normiert. Bei dieser Berechnung
wurden das Produkt der Wasserinsertion und das Diazoisomer der Sonde nicht bertck-
sichtigt, da diese keine Photokopplungsprodukte mit den Wirtslipiden reprasentierten. Zur
Verdeutlichung der Kopplungsverhaltnisse wird der Quotient (kursiv) der tatséchlich

gefundenen Markierung zu der in den Liposomen enthaltenen Menge angegeben.

X1
—— Insertion in Cholesterol
—— Diazoisomer

- - -
oo -
- i - . W -
" . . . . . — Wasserinsertion
‘ ' B - e b —— Wasserinsertion (Sulfoxid)
—x,
e

— Insertion in DOPG
' , ' 9 —— Insertion in DOPC
' — Insertion in DOPC (Sulfoxid)

—— Insertion in SM

ol ) Py o —— Insertion in GM1
—— Auftragsstelle

1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.4: Dunnschichtchromatogramm von Photokopplungsprodukten der C3-Glucosyl-thio-
ceramid-Sonde aus Liposomenexperimenten. Die Liposomen wurden gemafl 5.2.2.1 hergestellt
und entsprechend 5.2.2.2 belichtetet. x4, x»: Nicht identifizierte Banden. Laufmittel: Chloroform/
Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

Bahn 1: Unbelichtete C3-Glc-S-Cer-Sonde mit Sulfoxidbande.

Bahnen 2-7: Kopplungsprodukte aus Liposomen. Zusammensetzungen siehe Tabelle 3.1.
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Bahn
2 3 4 5 6 7
Lipid
58,3 89,6 69,9 82,8 68,8
=15 ——=]] —= =72 ——=]4 ——=]2
DOPC (39) (78) (58) (58) (58)
62,6 28,5 21,4 11,3
—=2] | =2 =14 =11 ——=]1]
Cholesterol (30) 20) 20) (10)
37,4 13,3
——=0,6 —=0,3
DMPG o) 39)
10,4 8,7 13,3 4,8
205 | 2=04 | 22207 | 22205
GM1 (20) (20) (20) (10)
4,0 15,1
_0- ——=0,2 —— =08

Tabelle 3.1: Lipidzusammensetzung (in Mol-%; in Klammern) der verwendeten Liposomen und die
aus der Auswertung der in Abb. 3.4 dargestellten Banden tatsachlich erhaltenen Insertionswerte (in
Mol-%; Fettdruck). Weiterhin wird auch der Quotient (kursiv) der beiden Werte angegeben. Alle
Mischungen enthielten 2 Mol-% C3-Glc-S-Cer-Photosonde. Fur die Berechnung der Prozentanteile
wurde die Summe der Kopplungsprodukte mit den in den Liposomen enthaltenen Lipiden auf
100 % normiert. Nicht berlcksichtigt wurden dabei die Wasserinsertion und das Diazoprodukt, da
diese keine Photokopplungsprodukte mit den Wirtslipiden reprasentierten.

Bei Gleichverteilung aller Partner sollten die Insertionsprodukte in ihrer Menge der
Stochiometrie der in den Liposomen enthaltenen Lipide entsprechen. Die Auswertung der
Photokopplungsprodukte zeigt, dass es bei den verschiedenen Zusammensetzungen der
Liposomen zu groRen Schwankungen in den Verhaltnissen der Lipidinsertion kommt.
Dabei ist die Art der Wirtslipide entscheidend fur die Haufigkeit der Insertion, was zum
einen durch eine Phasen- oder Domanenbildung in den Liposomen, zum anderen auch
durch eine besondere Attraktivitat oder AbstoRung einzelner Lipidmolekile zu erklaren ist.
So ist in Abb. 3.4 erkennbar, dass bei Liposomen, die nur Dimyristoylphoshatidylglycerol
(DMPG) und Cholesterol als Wirtslipide beinhalteten, eindeutig das Sterol als Kopplungs-
partner bevorzugt wurde (Auswertung Tabelle 3.1). Hingegen wurde in Mischungen, wo
zusatzlich Dioleoylphosphatidylcholin (DOPC) zugesetzt wurde, keine besondere Prafe-
renz mehr flr das Cholesterol festgestellit.

Fur die Kopplung der C3- und C5-Glc-S-Cer-Sonden mit Cholesterol wurde bereits in der
Diplomarbeit (Hornschemeyer, 1997) nachgewiesen, dass es zu einer Gleichverteilung
der Kopplungsprodukte mit dem Sterol entsprechend seines molaren Anteils in Liposo-
men kommt. Auch mit der C7-Glucosyl-thio-ceramid-Sonde konnte das im Rahmen dieser
Arbeit mit den meisten Liposomenmischungen gezeigt werden. Dieses gilt vor allem fir
diejenigen Modellsystem, die die ublicherweise in der extrazellularen Schicht der

Plasmamembran vorkommenden Lipide (PC, SM und Cholesterol) enthielten.
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Die Ergebnisse aus diesen Liposomenexperimenten bestatigen nicht die fur biologische
Membranen beschriebenen Beobachtungen, wonach Cholesterol offenbar starke
Wechselwirkungen mit den Sphingolipiden zeigt. Im nattrlichen Milieu werden, wie bereits
in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt, Mikrodomanen bzw. ,rafts“ ausgebildet, die abge-
grenzte Bereiche innerhalb der Membranen darstellen und einen erhéhten Anteil an
Cholesterol, Sphingomyelin und Glykosphingolipiden besitzen. Diese vermutlich aufgrund
inrer physikochemischen Wechselwirkungen besonders assoziierten Lipide stellen
zusammen mit bestimmten Proteinen Inseln innerhalb der Zellmembranen dar. Endoge-
nes Glucosylceramid kénnte als Vertreter der GSL auch innerhalb dieser ,rafts” lokalisiert
sein. Sollten die Glc-S-Cer-Sonden ebenfalls in diesen Bereichen angereichert sein, so

sollten sie nach ihrer Photolyse praferentiell in Cholesterol inserieren.

Die Abbildung 3.5 zeigt die Photokopplungsprodukte aus weiteren Experimenten in
Modellmembranen, die zur Erstellung einer ,Referenzbibliothek der Insertionsprodukte®
mit der C7-Glc-S-Cer-Sonde durchgeflhrt wurden. Die Zusammensetzung der verwen-
deten Liposomen sowie die Auswertung dieser Versuche sind in der Tabelle 3.2 darge-

stellt.
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Abb. 3.5: Dinnschichtchromatogramm von Photokopplungsprodukten der C7-Glucosyl-thio-
ceramid-Sonde aus Liposomenexperimenten. Die Liposomen wurden gemal 5.2.2.1 hergestellt
und entsprechend 5.2.2.2 belichtetet. x4, x,: Nicht identifizierte Banden. Laufmittel : Chloroform/
Methanol/Wasser 65:25:4 (viviv).

Bahn 1: Unbelichtete C7-Glc-S-Cer-Sonde mit Sulfoxidbande.

Bahnen 2-6: Kopplungsprodukte aus Liposomen. Zusammensetzungen siehe Tabelle 3.2.
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Bahn 2 3 4 5 6
Lipid
DOPC %50,2 %51,0 %51,4 %51,3 %51,9
DOPE %51,8
PI (aus Rinderleber) % =10
Cholesterol % =0,6 (71—3) =08 % =09
GM1 %50,4 %50,5
N-O-SM %50,6
DPPS %50,2

Tabelle 3.2: Lipidzusammensetzung (in Mol-%; in Klammern) der verwendeten Liposomen und die
aus der Auswertung der in Abb. 3.4 dargestellten Banden tatsachlich erhaltenen Insertionswerte (in
Mol-%; Fettdruck). Weiterhin wird auch der Quotient (kursiv) der beiden Werte angegeben. Alle
Mischungen enthielten 2 Mol-% C7-Glc-S-Cer-Photosonde. Fur die Berechnung der Prozentanteile
wurde die Summe der Kopplungsprodukte mit den in den Liposomen enthaltenen Lipiden auf
100 % normiert. Nicht berlcksichtigt wurden dabei die Wasserinsertion und das Diazoprodukt, da
diese keine Photokopplungsprodukte mit den Wirtslipiden reprasentierten.

Bei diesen Experimenten war besonders die niedrige Insertionsrate in Dipalmitoylphos-
phatidylserin (DPPS) auffallig, die weit unter dem bei Gleichverteilung der Lipide zu
erwartenden Wert lag. Hier kann es zu der bereits angesprochenen Phasenbildung in den
Liposomen gekommen sein, da dieses Lipid eine Schmelztemperatur T, von 54°C besitzt
und es trotz eines Cholesterol-Gehaltes von 20 Mol-% vermutlich nicht zu einer
homogenen Mischung aller Wirtslipide gekommen ist. In einem weiteren Versuch mit
nativen PS aus Rinderhirn wurde allerdings erneut die geringe Insertionsrate in dieses
anionische Lipid bestatigt, obwohl dieses seinen Schmelzbereich unterhalb der

Raumtemperatur hat.

Fir die Lipidklasse der Phosphatidylethanolamine (PE) konnte allerdings eine deutliche
Bevorzugung der Insertion gemessen werden. Bei gleichen Anteilen von DOPE und
DOPC in binaren Mischungen (und 2 Mol-% Sonde) wurde bei allen drei TPD-Glucosyl-
thio-ceramid-Sonden ein Verhaltnis der Insertionsprodukte von 5,7(£0,1) : 1 gefunden. Da

bei so hohen Anteilen von DOPE in den Liposomen nicht auszuschlie®en ist, dass es zu
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Phasenbildungen kommt, wurden mit der C5-Glc-S-Cer-Sonde weitere Versuche mit
geringeren molaren Anteilen dieses Phospholipids in Liposomen gemacht. Dabei wurden
nun zwar vermehrt Kopplungsprodukte mit DOPC gebildet, allerdings im Verhaltnis
deutlich weniger, als es bei gleichverteilter Insertion in beide Lipide zu erwarten gewesen
ware (Tabelle 3.3).

Anteil in Liposomen

(DOPC : DOPE) [Mol-%]

berechnetes Verhaltnis

gefundene Insertion

49 : 49 1:1 1:5,6
78 : 20 3,9:1 2,5:1
88:10 8,8:1 59:1

Tabelle 3.3: Liposomenexperimente mit DOPC und DOPE als Wirtslipide. Die Mischungen enthiel-
ten zusatzlich je 2 Mol-% C5-Glc-S-Cer-Photosonde.

Aufgrund der hohen Beweglichkeit der Photosonden mit kurzer Acylkette senkrecht zur
Ebene der Lipidschicht (,hopping-rate®) ist die Wahrscheinlichkeit gro3, dass nach Photo-
lyse der Diazirinylringes das entstandene Carben in unterschiedliche Positionen benach-
barter Lipidmolekile inseriert. So kann beispielsweise die Insertion in Cholesterol in
verschiedene Positionen des Steroidgeriistes und bei der C7-Verbindung auch in die
Seitenkette erfolgen, was zu unterschiedlichen Polaritaten des neu entstandenen Mole-
kils fihren kann. Diese Isomere (Positionsisomere) haben auf den Dinnschichtplatten
u.U. ein unterschiedliches Laufverhalten und kénnen somit in mehrere Banden auf-
trennen. Auch kann die unterschiedliche Angriffsrichtung des Carbens im Moment der
Photokopplung zu Enantiomerenpaaren fihren.

Vor allem die langerkettige C7-Glc-S-Cer-Sonde zeigt bei den Insertionsprodukten z.T.
zwei Banden, die durch Positionsisomerie bzw. Enantiomerenbildung zu erklaren sind. Ein
entsprechender Befund wurde mit den Sphingomyelin-Photosonden erhalten (vergleiche
Kap. 3.2.2.1).

Da diese Produkte aber nur geringe Unterschiede in ihren Laufverhalten aufweisen,
kénnen bei nicht ausreichender Trennleistung der DC-Platte diese Banden auch mal nur
als eine Bande zu erkennen sein. Auch das Produkt der Wasserinsertion der C5-Glc-S-
Cer-Sonde (C5-GSC-Sonde) spaltet bei einigen Dinnschichtplatten in zwei Banden auf,
welche durch Diasteromerenbildung erklart werden kann. In den meisten Fallen lasst sich
aber aufgrund geringer Laufunterschiede nur eine Bande auf dem DC erkennen.

Fir die Analyse der Lipidnachbarschaft ist diese Isomerenbildung aber unbedeutend, da
hierfir nur die Identitdt des Kopplungspartners, nicht aber die genaue Position und

Stereochemie der Insertion entscheidend ist.
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Die nachfolgende Tabelle 3.4 zeigt eine Ubersicht der mittels Liposomenexperimenten
dargestellten Kopplungsprodukte und deren dinnschichtchromatographische Retentions-
werte (R-Werte):

Kopplung mit: C3-GSC-Sonde | C5-GSC-Sonde | C7-GSC-Sonde
Wasser 0,53 0,57 0,58
Cholesterol 0,65 0,67 0,68
Fettsduren 0,70 0,71 0,72
N-Oleoyl-Sphingomyelin 0,13 0,14 0,15
GM1 0,02 0,02 0,02
DOPC 0,22 0,23 0,24
DOPE 0,39 0,41 0,42
DOPA 0,22 0,23 0,24
DMPG 0,24 0,25 0,25
DPPS 0,17 0,18 0,19
PI 0,17 0,19 0,20
BMP - 0,45 -
Cardiolipin - 0,41 -

Tabelle 3.4: R; -Werte der Kopplungsprodukte der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden ermittelt von
HPTLC-Platten mit Laufmittel Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

Aufgrund der Oxidierbarkeit der thioglykosidischen Bindung zum Sulfoxid (Schwarzmann
et al., 1995) sind auch bei diesen Experimenten weitere Banden der Kopplungsprodukte
mit geringerem RWert zu erkennen. Diese Banden kénnen durch Luftoxidation oder auch
durch Oxidation mit dem in den Ldsungsmitteln gelésten Sauerstoff entstehen. Daher
wurde wahrend der Aufarbeitungen stets mit Argon-gesattigten Lésungs- und Laufmitteln
gearbeitet. Obwohl der Luftkontakt der Sonden mdglichst unterbunden wurde, konnte
trotzdem die Bildung dieser Sulfoxide nie ganz verhindert werden. Auch durch die
Entnahme der Sonden aus den Stocklésungen wurde dort stets ein kleiner Anteil der nicht
verbrauchten Sonden oxidiert, so dass nach langerem Gebrauch der Lésungen eine

Nachreinigung der Substanzen ber Dinnschichtplatten notwendig wurde.
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Die R-Werte einiger dieser Kopplungsprodukte, die mit den Sulfoxiden der entsprechen-
den Glc-S-Cer-Sonden erhalten wurden, werden in der nachfolgenden Tabelle 3.5 auf-
gefuhrt.

Kopplung mit: C3-Ox-GSC-Sonde | C5-Ox-GSC-Sonde | C7-Ox-GSC-Sonde
Wasser 0,44 0,48 0,50

DOPC 0,18 0,19 0,21

DOPE 0,35 0,36 0,37
Cardiolipin - 0,36 -

Tabelle 3.5: R; -Werte der Kopplungsprodukte der Glc-S-Cer-Sulfoxid-Sonden ermittelt von
HPTLC-Platten mit Laufmittel Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

Im nachfolgend dargestellten Experiment wurde die C3-Glucosyl-thio-ceramid-Sonde in
Wasser mit Ultraschall suspendiert und belichtet. Da diese Sonde fiir sich allein keine
Liposomen oder Mizellen ausbildet, kann man davon ausgehen, dass hiernach kleinere,
nicht genauer definierbare Aggregate vorlagen, so dass nur Wasser und benachbarte
Sonden-Molekiile als Kopplungspartner in Frage kamen.

Bei diesem Versuch konnten verschiedene Dimere der Sonden detektiert werden, die
aufgrund der hohen lokalen Konzentration der Molekile entstehen konnten. Bei den
Experimenten der Photosonden in Liposomen wurde im Regelfall eine Dotierung von
2 Mol-% gewahlt, ein Gehalt, welcher noch nicht zu messbaren Mengen an Photosonden-
Dimeren flhrt.

Die Abbildung 3.6 zeigt das Dunnschichtchromatogramm des nach Gefriertrocknung
erhaltenen Lipidgemisches. Die sich unter den Banden verbergenden Lipide konnten teil-

weise durch Massenspektrometrie nachgewiesen werden (Kapitel 3.3.2.1, Tabelle 3.8).
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Abb. 3.6: DC von in Wasser suspendierter und anschlief3end belichteter C3-Glucosyl-thio-ceramid-
Sonde. Drei Banden (Wasserinsertion, Dimeres mit Diazogruppe, Dimeres mit Wasserinsertion)
konnten massenspektrometrisch nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.8). Laufmittel
Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/viv).

Von der C5- und der C7-Glc-S-Cer-Sonde konnten entsprechende Dimere mit benach-
barten Sonden aus Experimenten mit Liposomen, die einen Sonden-Anteil von 30 Mol-%
aufwiesen, erhalten und dinnschichtchromatographisch nachgewiesen werden. Dabei
wurden vom C5-TPD-Glc-S-Cer 4 % Sonden-Dimere erhalten, die eine unreaktive Diazo-
gruppe enthielten und ebenso 4 % Dimere bei denen eines der Moleklle in Wasser
inseriert hat. Bei der C7-Verbindung hingegen wurden 9 % vom Diazo-Dimer, allerdings
nur 3 % von den Dimeren mit Wasserinsertion gebildet. In Tabelle 3.6 sind die R-Werte

der erhaltenen Photolyseprodukte dargestellt.

Produkt : C3-GSC-Sonde | C5-GSC-Sonde | C7-GSC-Sonde
Diazoderivat 0,61 0,63 0,65
Dimeres mit Diazogruppe 0,49 0,52 0,54
Dimeres mit Wasserinsertion 0,39 0,46 0,48

Tabelle 3.6: R; -Werte der Produkte der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden ermittelt von HPTLC-
Platten mit Laufmittel Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).
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3.2.1.2 Charakterisierung der Photokopplungsprodukte mittels zweidimen-

sionaler Diinnschichtchromatographie

Bei der Aufstellung der Referenzbibliothek, d.h. bei der Photolyse der Photosonden in
Liposomen in Gegenwart verschiedener Phosphoglycero- und anderer Lipide, hat sich
gezeigt, dass sich die Photokopplungsprodukte haufig nur geringflgig in ihren R-Werten
unterscheiden. Dies traf besonders flr die Produkte zu, die durch Insertion der Sonden in
PC, PS und PA entstanden waren. So war zu erwarten, dass viele der in biologischen
Membranen generierten Kopplungsprodukte nicht mit hinreichender Sicherheit durch
eindimensionale Dunnschichtchromatographie zu charakterisieren sind. Deshalb wurde
versucht, die Insertionsprodukte in diese Phospholipide durch eine zweidimensionale
Entwicklung der Dinnschichtplatten aufzutrennen.

Fur die zuvor genannten Photokopplungsprodukte mit Phospholipiden konnte diese
Technik erfolgreich angewendet werden, da sich die Kopplungsprodukte mit Phosphati-
dylcholin von denen mit Phosphatidylserin und Phosphatidsaure in der zweidimensionalen
Entwicklung gut unterscheiden lielien (mit DOPA siehe Abb. 3.7), was fur die nachfolgen-
den Experimente mit kultivierten Zellen eine wichtige Voraussetzung war.

Die Trennung wurde dabei in einer 10x10 cm-Horizontalentwicklungskammer der Fa.
Camag durchgeflihrt. Als Laufmittel diente in der ersten Dimension Methylacetat/Propan-
2-ol/Chloroform/Methanol/0,25 M KCI 25:25:25:10:9 (v/v/viviv). Nach einer Zwischen-
trocknung Uber Nacht im Exsikkator wurde die Platte nach Drehung um 90° im Uhrzeiger-
sinn mit dem zuvor bereits erwahnten Laufmittel Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4
(v/vlv) in der zweiten Dimension entwickelt.

Da bei diesem aufwendigen Verfahren stets nur eine Probe pro Platte untersucht werden
kann, wurde dieses nur fir einige wenige Modelle durchgefuhrt. Ein weiterer nachteiliger
Effekt ist die zusatzliche Oxidation der Thio-Photosonden in der Zwischentrocknungs-
phase und der zweiten Entwicklung. So kann im unglnstigsten Fall eine Bande in vier

aufspalten, was die Ubersichtlichkeit dieser Chromatogramme erheblich beeinflusst.

Die nachfolgende Abbildung 3.7 zeigt ein Dlnnschichtchromatogramm nach zweidimen-
sionaler Auftrennung von Photokopplungsprodukten, welche aus Liposomen (DOPC
39 Mol-%, DOPA 39 Mol-%, Cholesterol 20 Mol-% und 2 Mol-% Photosonde) erhalten

wurden.
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Abb. 3.7: 2D-Dunnschichtchromatogramm von Photokopplungsprodukten der C5-Glucosyl-thio-
ceramid-Sonde aus einem Liposomenexperiment. Die Liposomen wurden gemaR 5.2.2.1
hergestellt und entsprechend 5.2.2.2 belichtetet. Zusammensetzung: DOPC 39 Mol-%, DOPA
39 Mol-%, Cholesterol 20 Mol-% und 2 Mol-% Photosonde. Entwicklung gemaf 5.2.1.1. Laufmittel :
1.Dimension: Methylacetat/Propan-2-ol/Chloroform/Methanol/0,25 M KCI 25:25:25:10:9 (v/viviviv);
2.Dimension: Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

3.2.1.3 Untersuchungen zur Photoinsertion in Wasser

Bei den Liposomenexperimenten wurden mit den kirzerkettigen Derivaten relativ hohe
Prozentwerte fur die Insertion in Wasser erhalten, die in vielen Fallen sogar zur Bildung
des Hauptprodukts der Photoinsertion flhrte. Auch in einer friiheren Verdéffentlichung
(Meier et al., 1990) wurde bereits auf das Auftreten der Wasserinsertionsprodukte in Lipo-
somen und Mikrosomen aus Kalberhirn hingewiesen. Allerdings erscheint es nach den
vorherrschenden Vorstellungen fir den Aufbau biologischer Membranen unwahrschein-
lich, dass in einer Liposomenmembran ein Wassergehalt von tber 60 Mol-% vorliegen
kann, wie es in DOPC-Liposomen mit der C3-Glc-S-Cer-Sonde gemessen wurde
(Abb. 3.8). Vielmehr kann ein Teil dieser Insertionsprodukte durch die ,off-rate” der Son-
den in das die Membranen umgebende Wasser (und der anschlielenden Photokopplung
an dieses) entstehen. Sollte dieser Effekt fur das Auftreten der Wasserinsertionsprodukte
Uberwiegend verantwortlich sein, so sollte es bei einer zunehmend festeren Verankerung
in der Membran, wie es fir die C7-TPD-Glc-S-Cer-Sonde im Vergleich zur kiirzerkettigen

C3-Verbindung der Fall ist, zu einer Verringerung dieser Kopplungsprodukte kommen.
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Auch sollte bei geringer Temperatur die ,off-rate“ der Sonden entsprechend geringer sein,
so dass auch hier dann die Insertionsrate in Wasser sinken sollte.

So wurde im folgenden der Einfluss der Acylkettenlange der Photosonde auf die Wasser-
insertion untersucht. Dazu wurden DOPC-Liposomen mit 2 Mol-% der jeweiligen Glc-S-

Cer-Photosonden bei 25°C prapariert und belichtet.

Anteil der Wasserinsertion an Kopplungsprodukten in
DOPC-Liposomen

70
- 60 1
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C3 C5 C7
Acylkettenléange der Photosonde

Abb. 3.8: Wasserinsertion der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden in Abhangigkeit der Acylkettenlange.
Die Liposomen bestehend aus 98 Mol-% DOPC und je 2 Mol-% Sonde wurden gemaR 5.2.2.1 bei
25°C hergestellt und nach 5.2.2.2 belichtet (Mittelwerte aus Doppelbestimmung).

Aus der Abbildung 3.8 wird ersichtlich, dass der Anteil dieser Insertion bei langerer
Acylkette der Sonde abnimmt. Bei der C7-Verbindung werden im Mittel nur noch 49,4 %
der Sonde in Wasser inseriert, gegentiber 54,4 % bei der C5- und 60,9 % bei der C3-Glc-
S-Cer-Sonde. Dieses lasst auf eine starkere Verankerung der langerkettigen
Photosonden im hydrophoben Bereich der Membranen schlieBen, da die langere
Fettsdure mehr van der Waals-Wechselwirkungen mit den umgebenden Molekulen
eingehen kann. Auch ist eventuell in den inneren Bereichen der Membran ein geringerer
Anteil an Wasser vorhanden als in den auf’eren, so dass es hier zu einer Ausbildung
eines Gradienten der Wasserkonzentration in der Membran kommen konnte. In einem
solchen Fall wirde die C7-Sonde, dessen TPD-Gruppe im tieferliegenden Bereich und
somit Wasser armeren Teil lokalisiert ist, ebenfalls eine geringere Insertionsrate in

Wasser zeigen. Der Anteil der durch gauche/gauche-Konfiguration der Fettsauren in die
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wassrige Phase herausragenden Photosonde (,Jooping-back®) kann nach diesen
Ergebnissen als vernachlassigbar angesehen werden, misste sich dabei doch die
Wasserinsertion bei einer langeren Kette und somit grof3erer Anzahl von Freiheitsgraden

erhohen.

Weiterhin wurde untersucht, welchen Einfluss die Temperatur wahrend der Belichtung auf
die Insertion in Wasser hat. Dazu wurden Liposomen mit DOPC als Wirtslipid und 2 Mol-%
der jeweiligen Glc-S-Cer-Photosonden bei 25°C dargestellt und bei drei verschiedenen

Temperaturen (0, 25 und 45°C) belichtet.

Insertion in Wasser in DOPC-Liposomen
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Abb. 3.9: Wasserinsertion der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden in Abhangigkeit der Acylkettenlange
und der Temperatur wahrend der Belichtung. DOPC-Liposomen (2 Mol-% Sonde) wurden geman
5.2.2.1 bei 25°C hergestellt und bei den angegebenen Temperaturen belichtet (Mittelwerte aus
Doppelbestimmung).

Aus der Grafik ist ersichtlich, dass unabhangig von der TPD-Fettsaurekettenlange bei
einer hoheren Temperatur wahrend der Belichtung auch eine groRere Menge Wasserin-
sertionsprodukt entsteht (bei C7-Sonde gréRere Abweichungen bei den 45°C-Werten).
Dieses lasst sich zum einen durch eine erhohte ,off-rate” der Sonden und der anschlie-
Renden Insertion in ,exogenes Wasser erklaren, da sich die Molekille bei hdherer
Temperatur aufgrund ihrer Brown’schen Molekularbewegung starker bewegen und im
Falle von kurzkettigen Derivaten auch die Membran in das umgebende wassrige Medium

verlassen konnen.
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Andererseits erhdht sich bei hdherer Temperatur auch die Anzahl der Wassermolekile,
die pro Zeiteinheit die Membran transversal durchquert, so dass vermehrte Kontakte mit
den Sonden stattfinden kénnen. Dieses dirfte aber eher eine untergeordnete Rolle
spielen, da dieser Effekt unabhangig von der untersuchten Kettenlange ist und nattrlich
die Membranintegritat erhalten bleiben muss.

Weiterhin ist ebenfalls erkennbar, dass die Wasserinsertion bei héherer Temperatur nur
noch eine geringere Zunahme erfahrt, welches auf eine Art Sattigungseffekt der ,off-rate*

Bewegung hindeuten kénnte.
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3.2.2 Liposomenexperimente mit den Sphingomyelin-Sonden

Ebenso wie bei den Glucosyl-thio-ceramid-Photosonden wurden auch Kopplungsprodukte
mit den entsprechenden Sphingomyelin-Derivaten dargestellt, die als Referenzen fur die
anschlielenden Zellversuche dienten. Analog der unter 3.2.1.1 beschriebenen Vorge-
hensweise wurden die Kopplungsdimere dargestellt und mittels Dunnschichtchromato-
graphie analysiert. Bei einigen der so erhaltenen Dimere wurde ebenfalls eine massen-

spektrometrische Uberpriifung durchgefiihrt (Kapitel 3.3.2.2).

3.2.2.1 Dunnschichtchromatographische Charakterisierung

Bei der Untersuchung der Kopplungsprodukte tiber DC-Platten stellte sich heraus, dass in
den ublicherweise bei Glykosphingolipiden verwendeten Laufmitteln der Zusammenset-
zung Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 oder 60:35:8 z.T. nur sehr geringe Laufhéhen
erzielt wurden. Da die Insertionsprodukte der Sphingomyelin-Sonden fast ausschlieRlich
niedrigere Laufhéhen haben als die ungekoppelten Monomere, konnten diese kaum von-
einander unterschieden werden.

Deshalb wurden umfangreiche Laufmitteltests durchgefihrt, die zu einem System mit
Chloroform/Methanol/Wasser 50:50:10 (v/v/v) als mobiler Phase flhrten. In dieser
Mischung ist aber aufgrund der gréReren Polaritat als bei den zuvor genannten Systemen
die Laufzeit der DC-Entwicklung deutlich erhdht, so dass es hierbei durch eine grélier
werdende Diffusion zu einer erheblichen Bandenverbreiterung kommt, die den Effekt der
zunehmenden Laufhéhe wieder zunichte macht. Weiterhin traten Vermischungen von
Banden ein, so dass schliellich trotz der zuvor genannten Probleme der niedrigen Lauf-
héhen flr die weiteren Untersuchungen wieder auf das Laufmittelgemisch Chloroform/
Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v) zurlickgegriffen wurde.

Die Abbildung 3.10 zeigt ein Dlnnschichtchromatogramm von Kopplungsprodukten der
C3-Sphingomyelin-Sonde mit Lipiden aus Liposomen verschiedener Zusammensetzun-
gen (Tabelle 3.7).
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Abb. 3.10: Dinnschichtchromatogramm von Kopplungsprodukten der C3-SM-Photosonde aus
Liposomen. Zusammensetzung gemaf Tabelle 3.7. x4: Nicht identifizierte Bande (gleiche Laufhéhe
wie Fettsaure-Insertionsbande). Laufmittel : Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

Bahn 1: Unbelichtete C3-SM-Sonde.

Bahn 2: Referenzen (Insertion in Cholesterol, Insertion in Wasser; jeweils nur ein Isomer).

Bahnen 3,5: Gemal 5.2.2.1 hergestellte und belichtete Liposomenmischungen.

Bahnen 4,6: Liposomenmischungen der Bahnen 3,5 nach alkalischer Hydrolyse.

Da der Anteil des Wasserinsertionsproduktes hierbei sehr stark von der jeweiligen Lipo-
somenzusammensetzung abhing, wurden bei der Auswertung die Werte der Kopplungs-

produkte lediglich als Prozente an der Gesamtradioaktivitat der jeweiligen Bahn angeben.

Bahn 3 5
Lipid
DOPC 50 (16,2) 80 (5,7)
Cholesterol 30 (19,7) 10 (17,4)
N-O-SM 10 4

(8,1)" (1,5)*

GM1 8 4
(Wasser-Insertionsprodukt) (28,1) (56,8)

Tabelle 3.7: Lipidzusammensetzung der in Abb. 3.10 dargestellten Liposomen in Mol-% und
tatsachlich gefundene Insertionswerte nach Belichtung (in Klammern). Alle Mischungen enthielten
2 Mol-% C3-SM-Photosonde. Die Prozentzahlen der Kopplungsprodukte beziehen sich auf den
Anteil an der Gesamtradioaktivitat der jeweiligen Bahn.

*. Die Insertionsprodukte in N-O-SM und in GM1 konnten auf den Dunnschichtplatten aufgrund
gleicher Laufhéhen nicht voneinander getrennt werden und sind somit zusammen angegeben
worden.
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Aus Bahn 5 in Abbildung 3.10 und der Auswertung in Tabelle 3.7 ist gut ersichtlich, dass
es zu einer vermehrten Insertion der C3-SM-Sonde in Cholesterol gegenluber den ande-
ren in den Liposomen enthaltenen Lipiden kommt, obwohl dieses nur in einem geringen
Anteil (in einem Liposomenexperiment z.B. 10 %) in den Liposomen enthalten ist. Im
Gegensatz zu den Glc-S-Cer-Sonden (Ausnahme: Experiment mit DMPG, Tabelle 3.1,
Spalte 2) liegt in Modellmembranen scheinbar eine Praferenz der SM-Sonde gegenuber
diesem Sterol vor. Man kann also annehmen, dass es zu einer besonderen Affinitat
zwischen Cholesterol und den Sphingomyelin-Sonden kommt, die im Vergleich mit den
anderen Wirtslipiden zu héheren Werten der Insertion fuhrt. AuRerdem wird deutlich, dass
hierbei die Phosphorylcholingruppe des Sphingomyelins eine essentielle Bedeutung
haben muss, da die SM-Sonden sich von den zuvor untersuchten TPD-Glc-S-Cer-Sonden
nur in der Kopfgruppe unterscheiden. Hingegen ist der membrangebundene Ceramid-Teil

mit der photoaktivierbaren Fettsaure bei beiden Substanzklassen identisch.

Auch machen die in der Tabelle 3.7 erhalten Insertionswerte deutlich, dass die Zusam-
mensetzung der Liposomen eine essenzielle Bedeutung flr das erhaltene Kopplungs-
muster hat. So ist z.B. die Wasserinsertion im einen Fall doppelt so hoch wie bei der
zweiten Liposomenzusammensetzung. Da bei der Mischung in Bahn 3 erheblich mehr
Cholesterol verwendet wurde, konnte dies bedeuten, dass dieser hohere Anteil die ,off-
rate” der Sonde in das wassrige Medium erniedrigt und somit weniger Kopplungsprodukte
mit Wasser entstehen kdnnen. AuRerdem wird durch den héheren Cholesterol-Anteil in
den Liposomen die Membran verdichtet und es kommt somit vermutlich zu einem vermin-
derten Eindringen des Wassers in diese. Auch mit der entsprechenden C5-SM-Photo-
sonde wurden diese Schwankungen in der Haufigkeit des Wasserinsertionsproduktes
erhalten (DCs hier nicht gezeigt). Dabei zeigen die beiden Sonden bei entsprechenden

Liposomen die gleichen Tendenzen zu héherer oder niedrigerer Wasserinsertion.

Auf den DCs der Liposomenexperimente mit den Sphingomyelin-Sonden haben die
Kopplungsprodukte mit ,normalem“ Sphingomyelin (nicht photoaktivierbar, hier mit
Olsaure acyliert), scheinbar die gleiche Laufhéhe wie solche mit GM1. Deshalb kann in
den Dunnschichtchromatogrammen nicht zwischen diesen beiden Produkten unterschie-
den werden, so dass sie zusammen in der Tabelle 3.7 angegeben werden. Dennoch Iasst
sich feststellen, dass, obwohl bei einigen Versuchen N-Oleoyl-Sphingomyelin in Dotie-
rungsgraden von bis zu 20 Mol-% zugesetzt wurde, nur wenige Kopplungsprodukte mit
diesem detektierbar waren (DCs hier nicht gezeigt). Auch Dimere der Sonden kdnnen
hierbei kaum oder gar nicht entstanden sein, da sie vermutlich die gleichen Laufeigen-
schaften wie die Insertionsprodukte in N-O-SM haben. Dieses liee sich so deuten, dass
die Sphingomyeline (und evtl. auch das GM1) innerhalb der Membran nicht oder nur

selten direkt benachbart sind.
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Wie zuvor fir die Glc-S-Cer-Sonden beschrieben, kann es auch bei den SM-Sonden
durch deren ,off-rate“ zu isomeren Kopplungsprodukten (Positionsisomeren) kommen, die
je nach Struktur ein mehr oder weniger starken Unterschied in ihrem chromatographi-
schen Laufverhalten aufweisen. Dies ist sehr deutlich fur die C3-SM-Photosonde zu beo-
bachten, mit der zwei (Abb. 3.10) bis drei unterschiedlich polare Kopplungsprodukte
(Abb.3.11) erhalten werden, und weniger deutlich fir die C5-SM-Sonde zu sehen (DCs
nicht gezeigt).

In der Bahn 2 in Abbildung 3.10 ist von den Referenzsubstanzen nur jeweils ein
Kopplungsisomer aufgetragen worden, da die hierfir verwendeten Substanzen zur
massenspektrometrischen Charakterisierung (Kap. 3.3.2.2) getrennt von den Dinn-

schichtplatten isoliert wurden.

Die Abbildung 3.11 zeigt, dass die gleichen radioaktiven Banden wie in dem Experiment
zuvor (Abb. 3.10) erhalten werden, wenn die Markierung nicht in der Photosonde, sondern
im Wirtslipid Cholesterol ist. Somit muss es sich bei den Banden um Positionsisomere der
Kopplungsprodukte der C3-SM- bzw. C5-SM-Sonde mit [**C]-Cholesterol handeln. Die
massenspektrometrische Analyse der aus den DC-Platten extrahierten Lipide konnte

diese Annahme bestatigen.

o — ["“C]-Cholesterol

Insertionsprodukte
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Abb. 3.11: Dunnschichtchromatogramm von Photokopplungsprodukten der SM-Sonden aus
Liposomen, zusammengesetzt aus 68 Mol-% DOPC, 30 Mol-% [14C]-Cholesterol und 2 Mol-%
unmarkierten SM-Sonden. Die Liposomen wurden gemall 5.2.2.1 hergestellt und entsprechend
5.2.2.2 belichtetet. Zu erkennen sind bei der C3-Verbindung drei getrennte Banden der
verschiedenen Positionsisomere, bei der C5-Sonde lediglich eine Bande. Laufmittel:
Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/viv).
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3.3 Charakterisierung mit MALDI-/ESI-TOF-Massenspektrometrie

In den Vorarbeiten dieser Dissertation (H6rnschemeyer, 1997) konnten bereits zwei
Kopplungsprodukte durch FAB-Massenspektrometrie identifiziert werden (Insertion der
C5-Glc-S-Cer-Photosonde in Wasser und in DOPC). Die Charakteriserung mittels
Massenspektrometrie wurde in der vorliegenden Arbeit fortgefihrt. Fir diese
Untersuchungen stand seit Februar 1997 in unserer Abteilung ein MALDI-TOF- und ab
Juli 2000 zusatzlich ein ESI-TOF-Massenspektrometer mit Nanospray-lonenquelle zur

Verfligung.

3.3.1 Extraktionsverfahren

Um ausreichende Substanzmengen flir eine Charakterisierung der erhaltenen Produkte
zu erhalten, wurden gréRere Mengen an Liposomen hergestellt und belichtet. Anschlie-
Rend wurden die Lipide dinnschichtchromatographisch aufgetrennt, die radioaktiv-mar-
kierten Kopplungsprodukte mittels Phosphoimager sichtbar gemacht und auf den Platten
angezeichnet. Zum anderen wurden Zellversuche mit einer grof3en Zellzahl durchgefiihrt,
deren Lipide nach Aufarbeitung ebenfalls tber Dinnschichtplatte getrennt wurden. Nach
dem Anzeichnen der entsprechenden DC-Banden wurde das Kieselgel von den Platten
gekratzt und mit Lésungsmittel extrahiert. Bei den massenspektrometrischen Messungen
hat sich gezeigt, dass beim Extrahieren der Lipide mit Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) auch
Kontaminationen aus dem Kieselgel herausgelost wurden. Dabei handelte es sich
vornehmlich um Binder (u.a. Polymethacrylate) und andere Bestandteile der Platten,
welche nicht durch ,Waschen“ bzw. ,Vorlaufenlassen® der Platten mit Losungsmittel
entfernt werden konnten.

Daher wurde fir die Extraktion das Verfahren nach Folch et al. in geanderter Form ange-
wendet (5.2.2.3). Hierzu wurde die Lésungsmittel/Kieselgel-Suspension kurz zentrifugiert
(10 min, 3000 rpm), wodurch sich eine Grenzschicht ausbildete, an der sich das Kieselgel
sammelte. Bei dieser Methode wird eine Phasenverteilung genutzt, wobei wasserldsliche
Komponenten aus dem zu extrahierenden Kieselgel im Uberwiegenden Male in der
Oberphase gelést werden. Die Unterphase, welche die gewinschten lipophilen Kopp-
lungsprodukte, die z.T. bis zu 4 aliphatische Ketten tragen, enthalten sollte, konnte
vorsichtig mit einer Pasteurpipette entnommen werden. Bei Anwendung dieses Verfah-
rens konnte ein Grofteil der wasserldslichen Nebenbestandteile abgetrennt werden.
Allerdings hat es sich gezeigt, dass z.T. auch Polyethylenglycole (PEG) in den Kieselgel-
Platten Verwendung finden, die ebenfalls in der organischen Phase verblieben. Dieses

Problem trat vor allem bei Messungen auf, in denen nur sehr geringe Probenmengen der
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Kopplungsprodukte vorhanden sind. In diesen Spektren wurden die Probensignale durch
eine Serie der Polyethylenglycole im Bereich von 500 — 1000 amu Uberlagert bzw. in ihrer
Intensitat erheblich geschwacht.

Auch muss bei der Wahl der Lésungsmittel darauf geachtet werden, dass diese nicht aus
Kunststoffgebinden, sondern aus Glasgefallen stammen. Es konnte bei Messungen mit
dem Massenspektrometer nachgewiesen werden, dass selbst in Losungsmitteln mit p.A.-
Reinheitsgrad aus Kunststoffgefallen nicht unerhebliche PEG-Konzentrationen enthalten
waren.

Die Abbildung 3.12 zeigt die MALDI-MS-Spektren des Produktes der Wasserinsertion der
C5-Glc-S-Cer-Sonde, die nach Anwendung der beiden verschiedenen Extraktionsverfah-
ren aufgenommen wurden. Der Lipidextrakt in Spektrum A weist nach einfacher
Chloroform/Methanol 1:1-Extraktion noch eine Reihe von Verunreinigungen auf. Nach
Anwendung des neuen Extraktionsverfahrens konnte ein Grof3teil der nicht den Proben
zugehdrigen Signale entfernt werden, so dass ein gut zuordenbares Spektrum erhalten
wurde (B).

A) Extraktion mit Chloroform/Methanol
TOF LD+
o0 758.5 291
7492
7482
727.1 703 924.9
% 7712
597.1
792.1 902.9
967.1 1142.1
617 814.0 ‘L hm%go 1102.3 L 1185.1
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B) Extraktion mit Chloroform/Methanol/Wasser
100 758.5 TOF LD+
9.94e3
686.1
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741.0 1199.8
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Abb. 3.12: MALDI-MS-Spektren der Insertion von C5-Glucosyl-thio-ceramid-Sonde in Wasser (M,,
758.5): (A) nach Chloroform/Methanol 1:1-Extraktion, (B) nach Extraktion wie unter 5.2.2.3
beschrieben.
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Fir MALDI-MS gentigen bei einfachen Messungen ca. 10 pmol Probensubstanz (ESI-MS
u.U. auch weniger), allerdings hat sich gezeigt, dass diese Menge nach vorhergehender
Kieselgel-Extraktion oft nicht ausreicht, da die Proben selbst nach griindlicher Praparation
immer noch etwas kolloidal geldstes Kieselgel enthielten. Dieses fallt beim Auftragen der
Probe nach Verdunsten des Lésungsmittels auf dem Probentrager aus und stort erheblich
den Desorptions- und lonisationsvorgang wahrend der Messung. Ebenso flihren Kiesel-
gelspuren bei der Nano-ESI-Massenspektrometrie zum Verstopfen der feinen Kapillare
und somit zum Abbruch der Messung.

Von grolem Vorteil erwies sich die Praparation groRerer Probenmengen per DC (ca.
500 pmol pro Analyt). Diese konnten mit einer grofieren Menge Lésungsmittel (20 bis
50 ul) als zuvor (max. 10 pl) fur MALDI-MS-Messungen auf eine Konzentration von ca.
25 pmol/pl in Methanol oder Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) eingestellt (ESI-MS 10 pmol/ul
in Methanol). Durch die grofere Verdinnung der Probe konnte der Gehalt an kolloidal

geldstem Kieselgel in dem zu messenden Aliquot auf einen Bruchteil gesenkt werden.

3.3.2 Massenspektrometrisch nachgewiesene Kopplungsprodukte

3.3.2.1 Glucosyl-thio-ceramid-Sonden

MALDI und ESI stellen schonende, weiche lonisationsverfahren dar, bei denen durch
Einbettung in eine Matrixsubstanz bzw. lonisation in Fllssigkeit wenig Fragment-lonen
entstehen. Daher konnten die meisten Kopplungsprodukte aufgrund ihrer Molgewichte in
den Spektren gut nachgewiesen werden. In der folgenden Tabelle 3.8 sind die Kopp-
lungsprodukte aufgeflhrt, die durch ihre entsprechenden Molekilpeaks und z.T. auch
durch charakteristische Fragmente eindeutig identifiziert werden konnten. Es wurden, wie
fur die Substanzklasse der Glykolipide ublich, im Uberwiegenden MalRe Alkalimetall-
Addukte der Molekiile als Hauptpeaks gefunden. Diese sind deshalb als solche in der

Tabelle angegeben.
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Kopplungsprodukt [M+Na [M+Na [M+KT
berechnet gemessen gemessen

C3-GSC + Wasser 730.36 730.36 746.39
C3-GSC + PC (Ei-Lecithin) 1471.92 (C34:1) 1471.84 1487.82
C3-GSC + Cholesterol 1098.70 1098.65 1114.65
C3-GSC-Dimeres+Diazoisomer 1429.71 1429.80 -

C3-GSC-Dimeres + Wasser 1419.71 1419.77 1435.83
C5-GSC + Wasser 758.39 758.47 774.49
C5-GSC + PC (Ei-Lecithin) 1499.96 (C34:1) 1499.92 1516.00
C5-GSC + DOPC 1525.97 1525.99 1542.07
C5-GSC + DOPE 1483.92 1484.29 150629

[M+2Na-H]*

C5-GSC + Cholesterol 1126.73 1126.56 -

C5-GSC + N-O-SM 1468.96 1469.20 -

C5-GSC + Fettsaure 996.62 (C16:0) 996.65 1012.66
C7-GSC + Wasser 786.42 786.52 802.55
C7-GSC (Sulfoxid) + Wasser 802.42 802.47 -

C7-GSC + DOPC 1554.00 1553.85 1569.86
C7-GSC + Cholesterol 1154.76 1154.78 -

C7-GSC + DOPE 1511.94 1512.07 1534.12

[M+2Na-H]"

C7-GSC + N-O-SM 1496.99 1497.79 -

Tabelle 3.8: Durch Massenspektrometrie nachgewiesene Kopplungsprodukte der Glucosyl-thio-
ceramid-Sonden. Im Falle von starken [M+2Na-H]*-Signalen sind diese in der letzten Spalte statt

der [M+K]"-Signale angegeben.

Die Analyse der Kopplungsprodukte der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden mit Sphingomyelin

war auch ohne alkalische Hydrolyse mdéglich, wenngleich das Spektrum der Proben auch

nicht gekoppelte Phospholipide, wie z.B. PC, PS und PA, enthielt. Aufgrund der identi-

schen Laufeigenschaften dieser Substanzen auf den DC-Platten waren die Proben nach

Extraktion aus dem Kieselgel folglich mit diesen Phosphoglycerolipiden kontaminiert. Da

diese in den Liposomen gegeniiber der Sonde zudem noch im groRen Uberschuss vorla-
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gen, dominierten sie auch die aufgenommenen MS-Spektren. Trotzdem konnte aber eine
Zuordnung aufgrund der hohen Empfindlichkeit der massenspektrometrischen Methode

und der charakteristischen, hohen Massen der SM-Insertionsprodukte erfolgen.

Die Messung der unbelichteten Sonden konnte nicht mit dem MALDI-MS durchgefihrt
werden, da dieses einen Nj-Laser mit der Wellenlange 337 nm verwendet und so die
Diazirin-Gruppe mit ihrem Absorptionsmaximum bei 360 nm (Brunner et al., 1980;
Hérnschemeyer, 1997) in situ photolysiert wird. Dadurch kommt es auf dem Probentrager
zu Folgereaktionen und es wird ein komplexes Spektrum erhalten, dessen Peaks nicht
zugeordnet werden kénnen. Ebenfalls konnten mit dem Elektrospray-MS keine authenti-
schen Spektren aufgezeichnet werden, da hier offensichtlich die zur lonisation notwendige
Kapillarspannung von 1000 V das Diazirin zerstort und es ebenfalls zu unerwiinschten

Reaktionen und Umlagerungen kommt.

3.3.2.2 Sphingomyelin-Sonden

Das Verfahren der Charakterisierung mittels Massenspektrometrie wurde auch bei den
Sphingomyelin-Sonden durchgefihrt. Auch hier wurden, wie bei den Glc-S-Cer-Sonden,
in den Uberwiegenden Fallen Alkalimetall-Addukte detektiert. Die Tabelle 3.9 zeigt die

durch die Massenspektrometrie nachgewiesenen Kopplungsprodukte:

[M+Na]* [M+Na]* [M+K]*

Kopplungsprodukt
berechnet gemessen gemessen

C3-SM + Wasser 719.40 719.54 -
C3-SM + DOPC 1486.98 1487.01 -
C3-SM + Cholesterol 1087.74 1087.88 1103.88
C5-SM + Wasser 747.73 747.71 -
C5-SM + Cholesterol 1115.77 1116.28 1132.21

Tabelle 3.9: Durch Massenspektrometrie nachgewiesene Kopplungsprodukte der Sphingomyelin-
Sonden.
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3.4 Zellkulturexperimente

3.4.1 Untersuchungen von Photokopplungsprodukten der
photolabilen Glucosyl-thio-ceramide in Membranen humaner

Fibroblasten

3.4.1.1 Einbau in Zellmembranen

Fir die Einbau- und Stoffwechseluntersuchungen wurden die Photosonden den kultivier-
ten Fibroblasten exogen als stéchiometrischer 1:1-Lipid/BSA-Komplex angeboten. Bei
den ersten Zellexperimenten mit den C3- und C5-TPD-Glc-S-Cer-Sonden wurde den
Zellen der Komplex unter Temperaturblock der Endozytose 30 Minuten bei 7°C unter
Lichtausschluss gefuttert, wonach eine fur die weiteren Bearbeitungsschritte ausreichen-
de Menge der Sonden in die extrazellulare Schicht der Plasmamembran inkorporiert
wurde.

Nach Fertigstellung der C7-Glucosyl-thio-ceramid-Verbindung hat sich bei entsprechen-
den Zellversuchen eine langere Inkubationszeit als notwendig herausgestellt, da dieses
Lipid aufgrund seiner grof3eren Hydrophobizitat mit BSA stabilere Komplexe als die C3-
und C5-Sonden ausbildet und somit langsamer vom Medium in die Plasmamembran der
Zellen transferiert wird. Um flr die weiteren Untersuchungen ausreichende Lipidmengen
in die Zellen einzubauen, wurde bei den weiteren Experimenten bei allen Sonden eine
langere Inkubationszeit von 2 Stunden bei 7°C gewahlt. Im Anschluss daran wurde das
Medium gewechselt und je nach Fragestellung wurden die Zellen sofort belichtet (Plasma-
membran-Markierung) oder eine bestimmte Zeit bei 37°C inkubiert (Endozytose) und
danach belichtet.

Die Menge der in die Plasmamembran inkorporierten Sonden ist von der Temperatur und
der Dauer der Inkubation abhangig. Da zwischen der Inkorporation in die Membran und
Adsorption an BSA ein Gleichgewicht besteht, kann sich dieses bei niedrigen Temperatu-
ren wahrend der Inkubation langsamer einstellen und somit kénnen weniger Molekiile in
die Plasmamembran inkorporiert werden. Auch nimmt bei niedrigeren Temperaturen die
Stabilitat des Lipid/BSA-Komplexes zu, so dass sich die Sonden schwerer vom Protein
I6sen und in die Membran inkorporiert werden kénnen. Allerdings bedeutet eine tiefere
Temperatur auch, dass der vesikulare Transport innerhalb der Zelle unterbunden ist und
somit kein Material endozytiert werden kann (Endozytoseblock). Dadurch kann es mdgli-
cherweise zu einer Sattigung der Aufnahmekapazitat der PM kommen und der Einbau
weiterer Sonden-Molekile verhindert werden.

Von den C3- und C5-Derivaten konnten im selben Zeitraum unter gleichen Inkubations-

bedingungen erheblich mehr Moleklle als von der langerkettigen C7-Verbindung in die
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Plasmamembran inkorporiert werden. Insgesamt konnten Aufnahmeraten von 3-13 % der
mit dem Medium angebotenen Lipidmenge (6,4 — 21,9 nmol Lipid/mg Protein) aus dem

Medium erzielt werden (Tabelle 3.10).

Sonde Einbaurate [%T
C3-Glc-S-Cer 219176
C5-Glc-S-Cer 17,3+6,2
C7-Glc-S-Cer 6,4+22

Tabelle 3.10: Einbauraten der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden in humane Fibroblasten nach 2 h
Inkubation bei 7°C (Mittelwerte aus 8 Zellschalen).

Die groflen Schwankungsbreiten der auf die Proteinmenge bezogenen Einbauraten
lassen sich u.U. durch die relativ ungenaue Proteinbestimmung aus Zellhomogenaten
erklaren. Nach der Homogenisierung mit einer Pipettenspitze liegen evtl. noch gréRere
Zelltrimmer vor, die somit die Messung verfalschen und zu ,Ausreilern® fihren kénnen.
Auch sind die Fehler bei Proteinbestimmungen generell hoch, so dass bei Experimenten
an anderen Versuchstagen die Ergebnisse zu héheren oder tieferen Werten verschoben
sein konnen. Innerhalb einer Versuchsreihe sind die Einbauraten allerdings relativ
konstant, so dass davon ausgegangen wird, dass die Schwankungsbreiten eher auf einen
systematischen Fehler als auf unterschiedliche Aufnahmeraten der Zellen zurickzufiihren

sind.

3.4.1.2 Stoffwechseluntersuchungen

In einer friheren Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Glucosyl-thio-ceramide auf-
grund der thioglykosidischen Bindung durch die Glucocerebrosidase nicht gespalten wer-
den (Albrecht et al., 1995). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass derartige Glucosyl-
ceramide, welche einen ["“C]-Oktansdure- oder einen [**C]-Dodecanséurerest tragen,
auch zelltypspezifisch glykosyliert wurden (Schwarzmann et al., 1995; Pitz, 1996).
Frihere Untersuchungen mit GM1- und GM3-Derivaten, die ebenfalls eine thioglykosidi-
sche Bindung zum Ceramid trugen, haben gezeigt, dass diese in Fibroblasten bis zum
Glucosyl-thio-ceramid abgebaut wurden (referiert in Schwarzmann, 2001). Es wurde wei-
terhin beobachtet, dass nur die kurzkettigen Verbindungen (z.B. mit Cg-Acylketten) das
Lysosom verlassen und im Golgi-Apparat glykosyliert wurden, wahrend die langerkettigen
Derivate im Lysosom verblieben und somit in den Zellen gespeichert wurden. Ebenso

kénnen auch kurzkettige Sphingomyeline und Ceramide aus den Lysosomen entweichen.
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Um zu untersuchen, ob die hier verwendeten Photosonden unter den gewahlten Zellkul-
turbedingungen stabil sind, wurde auch der Metabolismus dieser Sonden untersucht. Im
Falle einer starken Verstoffwechselung kénnten auch die Stoffwechselprodukte Kopp-
lungsmuster erzeugen, die die komplexen DC-Muster weiter komplizierten, so dass diese
u.U. nicht mehr auswertbar waren.

Die Sonden wurden fir die Metabolismusstudien 6 Stunden unter Lichtausschluss bei
37°C in Fibroblasten inkorporiert. Anschliefiend wurden die Zellen unter Lichtausschluss
geerntet. Diese Zeitdauer wurde gewahlt, da sie der langsten Inkubationszeit bei den
folgenden Photokopplungsexperimenten entspricht.

Obwohl in meinen Studien mit 6 Stunden Inkubation bei 37°C erheblich kirzere Zeiten
verwendet wurden als in den zuvor genannten Arbeiten (20 Stunden), wurden auch die
Photosonden in den Golgi transportiert und dort als Substrate von den entsprechenden
Glykosyltransferasen erkannt (Abb. 3.13, Tabelle 3.11).

- | — ad — ——Glc-S-Cer
- ——Glc-S-Cer (Sulfoxid)
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Abb. 3.13: Stoffwechseluntersuchungen in humanen Fibroblasten mit den Glucosyl-thio-ceramid-
Sonden. 6 Stunden Inkubation von Fibroblasten bei 37°C mit 10 yM Sonde (als 1:1-Lipid/BSA-
Komplex) in HMEM ohne Belichtung. Auswertung siehe Tabelle 3.11. Laufmittel: Chloroform/
Methanol/15 mM CacCl, 60:35:8 (v/v/v).
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Die Abbildung 3.13 zeigt das Lipidmuster, das nach 6 Stunden Inkubation von humanen
Fibroblasten mit den Glc-S-Cer-Photosonden (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) erhalten
wurde. Zu erkennen ist, dass nach dieser Inkubationszeit Uberwiegend das noch nicht-
verstoffwechselte Lipid vorhanden war. Insgesamt wurden hier nur geringe Mengen der
TPD-Sonden glykosyliert. Bei den detektierbaren Glykosylierungsprodukten (Abb. 3.13)
handelt es sich aufgrund des Laufverhaltens und des Vergleichs mit analogen Referenzen
mit groRer Sicherheit um die Analoga des Globotriaosylceramids (GbOse;Cer) und des
GM3, welche die in diesen Zellen hauptsachlich vorkommenden Glykolipide sind (Chatter-
jee et al., 1976; van Echten und Sandhoff, 1989). Neben diesen Hauptglykolipiden
kommen, wenn auch in geringerer Menge, Globotetraosylceramid und die Ganglioside
GM1, GM2, GD3 und GD1a vor. Die entsprechenden radioaktiven Analoga konnten wohl
aufgrund der kurzen Inkubationszeit von 6 Stunden hier nicht detektiert werden. Gleich-
wohl wurden sie bei langerer Inkubationszeit von mehr als 20 Stunden als Analoga von
einem Cg-Glucosyl-thio-ceramid gebildet (Schwarzmann et al., 1995).

Die pro Zeiteinheit gebildete Menge dieser Glykosylierungsprodukte war abhangig von der
Kettenlange der TPD-Fettsaure (bei C7 1,3 % gegentber 3,6 % bei der C5- bzw. 4,3 %
bei der C3-Verbindung, Tabelle 3.11). Dies kann bei den langerkettigen Verbindungen
durch deren niedrigere ,off-rate“ von den intraendosomalen/-lysosomalen Vesikeln und

damit durch ein langeres Verbleiben in den endozytotischen Kompartimenten erklart wer-

den.
C3-TPD-GSC C5-TPD-GSC C7-TPD-GSC
Glc-S-Cer 95,7 £0,1 96,5+ 0,1 98,8+ 0,1
Lac-S-Cer 0,5+£0,0 0,6 £0,1 0,2+0,1
GbOse;-S-Cer 1,8+0,1 1,3+ 0,1 0,7+0,2
SGM3 2,0+£0,1 1,7%0,1 0,4+0,1

Tabelle 3.11: Prozentuale Anteile der Stoffwechselprodukte der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden
nach 6 Stunden Inkubationsdauer (Mittelwerte aus Dreifachbestimmung)
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3.4.1.3 Plasmamembran-Markierung

Die Plasmamembran einer eukaryontischen Zelle grenzt den Zellinhalt gegenliber deren
Umgebung nach aufien hin ab. Diese ca. 4-5 nm dicke Doppelschicht aus amphiphilen
Lipidmolekilen und verschiedenen Proteinen besitzt eine fluide Struktur, die auch als
,zweidimensionale Flissigkeit beschrieben wird (Singer und Nicholson, 1972). Wie
bereits in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt wurde, ist die Lipiddoppelschicht asymme-
trisch aufgebaut und hat somit in der zytosolisch orientierten Lipidschicht eine andere
Zusammensetzung als in der dem Extrazellularraum zugewandten Seite. So finden sich
auf der letzteren im Uberwiegenden MalRe Phosphatidylcholin (PC) und Sphingomyelin
(SM), wahrend die zytosolische Seite Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin
(PS), Phosphatidylinositol (PI) und Phosphatidsdure (PA) tragt. Die Gruppe der
Glykosphingolipide ist bis auf das Glucosylceramid hingegen streng extrazellular orien-
tiert. GlcCer wird auf der zytosolischen Seite des Golgi-Apparates gebildet (Coste et al.,
1985; Coste et al., 1986) und kénnte sich somit evtl. zusatzlich auch auf der zytosolischen
Membranseite der Plasmamembran befinden. Ebenso kommt Cholesterol in beiden
Membranhalften vor und kann auch frei durch den hydrophoben Bereich wechseln.

In dieser Arbeit sollte die Lipidnachbarschaft der (Glyko-)Sphingolipide in der Plasma-
membran von humanen Fibroblasten untersucht werden, wozu sich die photolabilen Son-
den anboten. Dazu wurden die Zellen mit den Sonden (wie unter 3.4.1.1 beschrieben)
2 Stunden bei 7°C unter Endozytoseblock inkubiert, wobei die Lipidmolekile in die extra-
zellulare Seite der PM inkorporiert wurden. AnschlieRend wurde das Medium gewechselt
und die Zellen belichtet. Versuche mit Temperaturen von 0°C und 20°C wahrend der
Belichtung (Abb. 3.14) haben gezeigt, dass zwar bei der héheren Temperatur die Inser-
tion in Wasser begtnstigt wurde (siehe auch Kapitel 3.2.1.4), das Verhaltnis der Kopp-
lungsprodukte mit Lipiden untereinander sich aber nicht &nderte. Um nicht durch eine
niedrige Temperatur eine eventuell gednderte Lipidumgebung ahnlich einer Phasense-
gregation zu erzeugen, wurde bei allen weiteren Experimenten eine Temperatur von 20°C
wahrend der Belichtung gewahlt. Die Abbildung 3.14 auf der folgenden Seite zeigt das

nach Belichtung der Sonden erhaltene Kopplungsmuster.

Die Glc-S-Cer-Sonden sind aufgrund ihrer hydrophilen Glucose-Kopfgruppe nicht fahig,
spontan eine flip-flop-Bewegung auszufihren (Sillence et al., 2000), so dass man davon
ausgehen kann, dass sie sich nur in der extrazellularen Seite der PM aufhalten. Wie
bereits zuvor beschrieben wurde, enthalt diese Membranhalfte im Uberwiegenden Malle
Phosphatidylcholin, Sphingomyelin und Cholesterol. Messungen mit mehreren unabhan-
gigen Methoden zeigen einen Phospholipidanteil der PM von ca. 50 % an den Gesamt-

lipiden. Die Berechnung erfolgte durch eine Bestimmung des Phosphatgehaltes der ein-
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zelnen Phospholipide, so dass in diesen Angaben ebenfalls Sphingomyelin erhalten ist.
Der Anteil des PC an diesen ,Phospholipiden” betragt dabei ca. 40 %, der des PE etwa
24 %. und SM 16 % (Ubersicht in van Meer und van Genderen, 1994). Bei den Messun-
gen wurden aber nicht die jeweiligen Membranseiten unterschieden, so dass hier noch

gewisse Ungenauigkeiten bei der Betrachtung der exoplasmatischen Seite der PM vorlie-

gen.
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- - - “ @ W  |ncertion in Cholesterol (41,9 %)
- e e o= W W W — Insertion in Wasser (22,3 %)
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—— Insertion in SM (3,6 %)
— Auftragsstelle
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Abb. 3.14: Plasmamembran-Markierung von humanen Fibroblasten mit C5-Glucosyl-thio-ceramid-
Sonde. 30 Minuten Fitterung von 10 yM C5-Glc-S-Cer-Photosonde (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) in
HMEM an humane Fibroblasten bei 7°C unter Lichtausschluss. Anschlielend Medienwechsel und
Belichtung bei 0°C (Bahnen 1-6) bzw. 20°C (Bahnen 7,8). Die angegebenen Prozentzahlen
beziehen sich auf den Anteil an der Gesamtradioaktivitat gemittelt ber die Bahnen 3 und 5.
Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

Bahn 1: Unbelichtete C5-Glc-S-Cer-Sonde und Sulfoxid.

Bahn 2: Referenzen (Wasserinsertionsprodukt, Insertion in DOPC).

Bahnen 3,5: Zellextrakte 1,1l nach Belichtung bei 4°C.

Bahnen 4,6: Alkalische Hydrolyse der Zellextrakte 1,11.

Bahn 7: Zellextrakt nach Belichtung bei 20°C.

Bahn 8: Alkalische Hydrolyse des Zellextraktes IlI.

Die in der Literatur angegebenen Werte fur den Gehalt an Cholesterol differieren sehr
stark je nach angewendeter Bestimmungsmethode. Er dirfte allerdings Werte von 30-
40 Mol-% nicht Ubersteigen, da es sonst vermutlich zur Ausbildung von hexagonalen
Phasen und zur Instabilitdt der Membran kommen wuirde (D.Marsh, personliche Mittei-
lung). Y. Lange (1991) berichtete, dass nach Cholesterol-Oxidase-Messungen 90 % des

freien Sterols der Zelle in der PM lokalisiert sind.
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Somit sollte es bei einer Gleichverteilung der Lipide in der extrazelluldren Seite der Plas-
mamembran zu einem Verhaltnis der Kopplungsprodukte der Photosonde mit Chole-
sterol:PC:SM von etwa 2:1:1 kommen.

Wie die Abbildung 3.14 und die Auswertung in Tabelle 3.12 zeigen, wurde bei der Photo-
lyse der C5-Glucosyl-thio-ceramid-Sonde in der PM eine ganzlich anderes Verhaltnis der
Kopplungsprodukte erhalten. Als Hauptprodukt wurde mit 41,9 % Anteil an der Gesamt-
radioaktivitat der Bahn die Insertion in Cholesterol gefunden, wahrend PC und SM als
Hauptlipide dieser Membranhalfte nur mit 7,7 % bzw. 3,6 % einen geringen Anteil an den
Insertionsprodukten ausmachen. Berticksichtigt man nur diese drei Kopplungsprodukte,
die mit Lipiden der duReren Membranschicht entstehen, so ergibt sich ein Verhaltnis von
11,6 : 2,1 : 1 (Cholesterol:PC:SM) dieser Insertionsprodukte zueinander. Da bei Gleich-
verteilung der Lipide innerhalb der Membran eine solche molare Zusammensetzung nicht
gegeben sein kann, und da die Sonden in Liposomenversuchen keine praferenzielle
Insertion in Cholesterol zeigen (Kapitel 3.2.1.1), lasst dieses Ergebnis nur den Schluss zu,
dass sich die Sonde wahrend der Kopplung in einer Cholesterol-reichen Domane befun-
den haben muss. Da die Photokopplung sehr schnell geschieht, muss diese Domane
schon vor der Belichtung existiert haben. Die als Mikrodoméanen oder ,rafts® (vgl. Einlei-
tung) bekannten Lipidphasen haben aufler ihrem héheren Cholesterolgehalt ebenfalls
einen erhdhten Anteil an Sphingomyelin und an Glykosphingolipiden. Die Kopplungs-
produkte mit diesen sind allerdings mit 3,6 % als relativ gering einzustufen bzw. sind gar

nicht detektierbar.

Sonde

C3-TPD-GSC | C5-TPD-GSC | C7-TPD-GSC
Kopplung in
Cholesterol 27,3+1,6 419+ 3,3
Phosphatidylcholin (PC) 74+05 7,7+04
Sphingomyelin (SM) 2,7+0,1 3,6+0,2 X4
Wasser 247+1,0 22,3+0,3
Verhiltnis der markierten Lipide

10,1:2,7 : 1 11,6:2,1:1
(Chol:PC:SM)

Tabelle 3.12: Prozentuale Anteile der Insertionsprodukte der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden bei
Markierung der Plasmamembran (30 Minuten Inkubation von humanen Fibroblasten mit 10 uM Glc-
S-Cer-Photosonden in HMEM bei 7°C unter Lichtausschluss. AnschlieBend Medienwechsel und
Belichtung bei 0°C bzw. 20°C; Mittelwerte aus Dreifachbestimmung).

X4: Aufgrund der ungenligenden Trennscharfe der DCs der C7-Verbindung, konnte trotz mehr-
facher Wiederholung der Versuche keine ausreichend genaue Auswertung der DCs durchgeflhrt
werden (s. Abb. 3.15 und Text). Daher wurde hier auf die Angabe der Prozentzahlen verzichtet.
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Bei der C7-Sonde konnte trotz mehrfacher Wiederholung der Experimente keine ausrei-
chend gute Trennscharfe der Banden in den eindimensionalen Dinnschichtchromato-
grammen herbeigeflhrt werden (Abb. 3.15). Somit konnte keine quantitative Auswertung
der erhaltenen Kopplungsprodukte durchgefiihrt werden; es musste hier auf die genauen
Werte verzichtet werden. Qualitativ Iasst sich allerdings der Befund einer bevorzugten
Insertion der Glc-S-Cer-Sonden in Cholesterol im Vergleich zu den Kopplungsprodukten
mit PC und SM auch mit der C7-Verbindung bestatigen, wenngleich auch die Intensitat
der Cholesterol-Insertionsbanden nicht so deutlich starker ist, wie bei den zuvor genann-

ten Experimenten mit den C3- und C5-Sonden.

—— Lauffront
— Insertion in Fettsauren
i —— Insertion in Cholesterol
- —— Diazoisomer
e ion i
£ F £ F S| Insertion in Wasser
— s i — Insertion in Wasser (Sulfoxid)
e 4 —X
- - “ —— Insertion in PC
—— Insertion in SM
—— Auftragsstelle
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Abb. 3.15: Plasmamembran-Markierung von humanen Fibroblasten mit C7-Glucosyl-thio-ceramid-

Sonde. 2 Stunden Inkubation von humane Fibroblasten mit 10 yM C7-Glc-S-Cer-Photosonde (als

1:1-Lipid/BSA-Komplex) in HMEM bei 7°C unter Lichtausschluss. Anschlielend Medienwechsel

und Belichtung bei 20°C. x4: Nicht identifizierte Bande. Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser

65:25:4 (viviv).

Bahn 1: Unbelichtete C7-Glc-S-Cer-Sonde.

Bahn 2: Referenzen (von oben: Insertion in Cholesterol, Wasserinsertionsprodukt (ein Isomer),
Insertion in DOPE und Sulfoxid, Insertion in DOPC und Sulfoxid).

Bahnen 3,5,7: Zellextrakte I,11,1ll nach Belichtung.

Bahnen 4,6,8: Alkalische Hydrolyse der Zellextrakte I,11,111.
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Ein Grund fir die schlechtere Auflésung kdnnte sein, dass durch die langere photoakti-
vierbare Acylkette nach Kopplung eine Vielzahl von Positionsisomeren entstanden sind.
Diese konnen sich u.U. geringfugig in ihrem Laufverhalten voneinander unterscheiden
und somit eine Bandenverbreiterung auf den DCs erzeugen. Die langere Kette kénnte
ebenfalls bewirken, dass die photolabile TPD-Gruppe bereits in den tieferen, fluideren
Bereiche der Membran positioniert ist, so dass das nach Photolyse erhaltene Carben dort
mehr Moglichkeiten der Insertion in die flexiblen Bereiche der Fettsauren des Phosphati-
dylcholin und des Sphingomyelins besitzt. Auch kann dort die Insertion in Cholesterol in
dessen Kern oder auch in die Seitenkette am C-17 des Sterols erfolgen. Dabei ist vermut-
lich die Seitenkette schwerer erreichbar als der Kern, so dass hierdurch auch die schein-
bar niedrigere Insertionsrate der C7-Sonde in Cholesterol erklart werden kénnte.

Das sich eine entsprechend positionierte Sonde bereits unterhalb des Sterolkerns in dem
flexibleren Bereichen der Lipiddoppelschicht befinden kénnte, wurde in unserer Abteilung
(Schwarzmann et al., 1983) durch Elektronen-Spin-Resonanz-Messungen (ESR) mit ver-
schiedenen Gangliosiden, die eine Nitroxylradikal-markierte Gruppe an jeweils unter-
schiedlichen Positionen innerhalb einer Cg-Acylkette tragen, gezeigt. Mit diesen Ganglio-
sid-Derivaten konnte dann im ESR-Spektrometer die Eindringtiefe der jeweiligen Nitroxyl-
radikal-Sonde in die Membran gemessen werden. Es konnte belegt werden, dass die
Sonden, die sich an der Position C-9 der Fettsaure befanden, noch im starren Membran-
bereich lokalisiert waren, wahrend Sonden an Position C-13 sich schon im fluideren,
flexibleren Bereich der Acylketten befanden. Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels (3.1.1)
erwahnt, entspricht die C7-TPD-Photosonde in etwa einer Cq3-Acylkette, so dass hierbei
die photolabile Diazirinylgruppe, im Gegensatz zu den kurzerkettigen Derivaten mit C3-

und C5-Kette, schon den tieferen Membranbereich mit flexibleren Ketten erreichen kann.

Wie schon bei den Liposomenexperimenten gezeigt, koppelt auch bei den Zellexperi-
menten ein Teil der Photosonden mit Wasser. Diese Kopplung erfolgt vermutlich wie
zuvor beschrieben zu einem grofen Teil durch die Mdglichkeit der kurzkettigen Sonden,
sich aus der Ebene der Membran in die wassrige Umgebung zu lésen (,off-rate/hopping-
Bewegung®). Ein weiterer Teil der Insertionsprodukte entsteht vermutlich durch Kopplung
an das in der Membran enthaltene Wasser. Durch die Wasserinsertion sind die entstan-
denen Verbindungen gegeniber den unbelichteten Sonden polarer und dadurch in ihrer
Verankerung in der Membran geschwacht. Auch das durch unvollstandige Photolyse
umgelagerte Diazoderivat hat gegenuber der unbelichteten Sonde nur eine geringfigig
veranderte Struktur. Daher sollten diese beiden nach Belichtung erhaltenen Produkte
ebenso mit BSA aus der Plasmamembran re-extrahierbar sein (,back-exchange®), wie die

zuvor in die Membran inkorporierte, unbelichtete Sonde. Um diese Annahmen zu bestati-
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gen, wurden bei weiteren Plasmamembran-Experimenten die Zellen nach Belichtung
dreimal mit 100 uM BSA in HMEM bei 7°C behandelt und anschlieRend die Zellen und
das ,back-exchange“Medium weiter aufgearbeitet und Uber DC charakterisiert. Dabei
konnte gezeigt werden, dass wie erwartet, nur die kurzkettigen Produkte (Wasserinsertion
und Diazoisomer) aus der Plasmamembran extrahiert werden konnten (Abb. 3.16). Die an
Membranlipide durch Photokopplung kovalent gebundenen Molekiile konnten naturgemaf
nicht mit BSA extrahiert, sondern nur durch Extraktion mittels organischer Losungsmittel
isoliert werden.

_ - . — —Insertion in Cholesterol
C5-GSC-Sonde - - —Diazoprodukt
Sulfoxidbande — _ PR
Sondendimeres mit Diazogruppe — - . Insertion in Wasser
, ) ) i - — —Insertion in Wasser (Sulfoxid)
Sondendimeres mit Wasserinsertion —
- L —Insertion in PC
—Insertion in SM
—Auftragsstelle
@ 2
F & &
P & @ S
¢t \,’bo & ~
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Abb. 3.16: Plasmamembran-Markierung von humanen Fibroblasten. Die Zellen wurden 2 h bei 7°C

mit einer 10 yM-Lésung der C5-GSC-Sonde in HMEM (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) inkubiert;

anschlielend erfolgten ein Medienwechsel und die Belichtung bei 20°C. Danach wurde ein ,back-

exchange” (BE) der kurzkettigen Verbindungen (dreimal fir je 10 min mit 2 ml 100 uM BSA in

HMEM bei 7°C) durchgefiihrt. Laufmittel : Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/viv).

Bahn 1: Unbelichtete Sonde und entsprechendes Sulfoxid.

Bahn 2: Referenzverbindungen aus Liposomen (von oben : Wasserinsertion, Wasserinsertion-
Sulfoxid, Insertion in DOPC).

Bahn 3: Zellextrakt.

Bahn 4: ,back-exchange” (BE)-Medium.
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Wird durch die Inkorporation der Sonden in die Membranen eine Doménenbildung
ausgelést ?

Um zu untersuchen, ob durch die Inkorporation der Sonden in die extrazellulare Schicht
der Plasmamembran evtl. erst die Bildung von Cholesterol-reichen Doméanen induziert
wird, wurden die Zellen mit 1/20 der Ublichen Lipidkonzentration (0,5 uM statt 10 uM der
C3- und C5-Sonde) inkubiert, so dass auch nur etwa 1/20 der bei 10 yM Inkubationsme-
dium erzielten Menge in die Plasmamembran der Fibroblasten inkorporiert wurde.

Das Ergebnis mit den C3- und C5-Glc-S-Cer-Sonden zeigte, dass nach Photolyse die
gleiche prozentuale Verteilung der Kopplungsprodukte erhalten wurde, wie bei den zuvor
beschriebenen Experimenten, so dass eine durch die Sonde induzierte Domanenbildung

wohl ausgeschlossen werden kann.

PM-Markierungen mit den Sulfoxiden der Glc-S-Cer-Sonden

Unter 3.2.1.1 wurde bereits die Oxidierbarkeit des Schwefelatoms in der thioglykosi-
dischen Bindung der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden zu den entsprechenden Sulfoxiden
beschrieben. Da diese eine andere chemische Struktur und eventuell auch einen gean-
derten Winkel der aus der Membran herausragenden Glucose-Kopfgruppe aufweisen als
die urspriinglichen Derivate, sollte nun untersucht werden, ob es hier auch zu Anderun-
gen in der Assoziation mit Lipiden der Membran oder deren lateralen Verteilung kommt.
Dazu wurden die Sulfoxide der Glc-S-Cer-Photosonden aus Aufreinigungen isoliert und
wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, humanen Fibroblasten als 1:1-Lipid/BSA-Kom-
plex exogen angeboten. Nach zweistlindiger Inkubation bei 7°C wurde das Medium
gewechselt und die Zellen belichtet bei 20°C. Die weitere Aufarbeitung und DC-Analyse
erfolgte wie zuvor beschrieben. Die Auswertung der Ergebnisse zeigte die gleiche Ten-
denz zu einer Lokalisation in Cholesterol-reichen Domanen wie schon bei den vorherigen
PM-Versuchen mit den Glucosyl-thio-ceramid-Sonden (Tab. 3.13). Die relativ niedrigen
Werte der Insertion in PC und SM unterliegen aber gewissen analytischen Schwankungs-
breiten, so dass die Werte fir die Insertionsverhaltnisse von den zuvor erhaltenen Werten
(Tab. 3.12) abweichen. Aufgrund der bereits beschrieben ungenigenden Trennscharfe
der Banden bei DCs der C7-Verbindung konnte auch hier keine genaue Auswertung
durchgefiihrt werden. Allerdings kann bei dieser Sonde qualitativ ebenfalls eine Bevorzu-

gung der Insertion in Cholesterol festgestellt werden.
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Sonde C3-TPD-Ox- C5-TPD-Ox- C7-TPD-Ox-
Kopplung in GSC GSC GSC
Cholesterol 31,8+ 1,1 41,6 10,7
Phosphatidylcholin (PC) 4,7+0,5 55104
Sphingomyelin (SM) 46 +0,1 52+0,2 X4
Wasser 39,0+1,2 22,0+11
Verhaltnis der markierten Lipide
(Chol:PC:SM) 6,9:1:1 8:11:1

Tabelle 3.13: Prozentuale Anteile der Insertionsprodukte der Sulfoxide der Glucosyl-thio-ceramid-
Sonden bei Markierung der Plasmamembran (Mittelwerte aus Dreifachbestimmung). x4: Wie zuvor
bereits beschrieben, konnte aufgrund der ungenigenden Trennscharfe der DCs der C7-Sonde
keine ausreichend genaue Auswertung durchgeflihrt werden. Daher wurde hier erneut auf die
Angabe der Prozentzahlen verzichtet.

3.4.1.4 Photomarkierungen im Zuge der Endozytose

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Frage, ob und wie sich die Lipid-
umgebung der Sonden im Zuge der Endozytose verandert. Dazu wurden die Photoson-
den als 1:1-Lipid/BSA-Komplex an humane Fibroblasten geflttert und die Zellen bei
verschiedenen Zeitfenstern der Endozytose belichtet und geerntet.

Eine weitere Moglichkeit der Charakterisierung der markierten Membranen bieten Expe-
rimente mit und ohne ,back-exchange® der sich in der Plasmamembran befindenden
Sonden. Durch diese Extraktion konnten bereits nach einstiindiger Endozytose nur noch
ca. 20-30 % der eingebauten Sonden mit dem BE-Medium entfernt werden. Wie aus der
zuvor gezeigten Abbildung 3.16 ersichtlich wurde, konnten durch das hier angewendete
Verfahren des ,back-exchange® quantitativ die kurzkettigen und somit extrahierbaren
Molekile entfernt werden, so dass sich ein Grolteil der inkorporierten Molekiile tatsach-
lich bereits auf intrazellularen Membranen befunden haben musste. Durch die niedrige
Temperatur von 7°C wahrend des BE wird ein vesikularer Transport innerhalb der Zelle
unterbunden, und somit kdnnen die auf den inneren Membranen der Zelle verbleibenden
Photosonden nur Lipide in diesen Membranen markieren. Die Abb. 3.17 auf der folgenden
Seite zeigt die Ergebnisse eines solchen Experimentes mit der C5-Glc-S-Cer-Photo-
sonde.

Aus dem Vergleich der Abbildungen 3.14 und 3.17 (PM-Markierung vs. 6 h-Endozytose)
wird deutlich, dass es bei Markierung der Lipide innerer Membranen nach sechsstiindiger
Inkubationsdauer zu einer starken Anderung im Muster der Photokopplungsprodukte
kommt. So nimmt die Insertion in Cholesterol drastisch ab, wahrend die Kopplungspro-

dukte in Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) stark zunehmen. Der
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Anteil der Wasserinsertion bleibt hingegen konstant.

Erklart werden kénnen diese Ergebnisse beim Cholesterol durch dessen zellulare Vertei-
lung, wonach es sich im Uberwiegenden Mal3e in der PM befindet (siehe Kapitel 3.4.1.3).
Das in Abbildung 3.17 dargestellte Ergebnis zeigt auch, dass nach 6-stiindiger Endozy-
tose vermehrt Kopplungsprodukte mit Phosphatidylethanolamin entstehen, welche in den
PM-Versuchen noch nicht zu detektieren waren. Dieses Lipid ist in der Plasmamembran
Uberwiegend nur auf dessen zytosolischer Seite vorhanden, wohingegen die genaue
Topologie auf den inneren Membranen bisher nicht bekannt ist. Eventuell verliert PE auf
intrazellularen Membranen seine asymmetrische Verteilung auf den Membranhalften und
wird somit fir die Photosonden zuganglich. Andererseits besteht auch die Mdglichkeit,
dass es bei den Photosonden wahrend der Endozytose zum Verlust der asymmetrischen
Anordnung kommt. Dieses wirde aber nur durch eine Flippase mdglich, da Glucosyl-
ceramide aufgrund ihrer hydrophilen Kopfgruppe unter den hier gewahlten Bedingungen
der Endozytose nicht fahig sind, spontan einen flip-flop zu vollziehen (Sillence et al.,
2000).
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Abb. 3.17: Dinnschichtchromatogramm der Kopplungsprodukte mit Lipiden der inneren Membra-

nen von humanen Fibroblasten. 2 Stunden Inkubation von 10 yM C5-Glc-S-Cer-Sonde in HMEM

(als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) bei 7°C, Medienwechsel und 6 Stunden-Inkubation bei 37°C unter

Lichtausschluss. Anschlielend ,back-exchange” der in die PM inserierten Molekile und Belichtung

bei 20°C. Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

*: In der Quantifizierung der Insertionsprodukte in PC sind in geringem Malle vermutlich auch

Kopplungsprodukte mit PS und/oder PA enthalten. Diese liegen aber nur in sehr geringen Anteilen

vor (vgl hierzu S.56) und werden deshalb zusammen mit dem PC-Insertionsprodukt angegeben.

Bahn 1: Unbelichtete Sonde und Sulfoxid.

Bahn 2: Referenzen aus Liposomen (von oben: Wasserinsertion, Wasserinsertion-Sulfoxid, Inser-
tion in DOPC).

Bahnen 3,5,7: Zellextrakte 1,11,11l nach Belichtung.

Bahnen 4,6,8: Alkalische Hydrolyse der Zellextrakte ,11,1Il.
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Bei den Liposomenexperimenten (3.2.1.2) ist bereits beschrieben worden, dass es mit der
eindimensionalen Dinnschichtchromatographie nicht méglich war, Kopplungsprodukte mit
PC von denen mit PA oder PS sicher zu unterscheiden, da diese ein sehr dhnliches Lauf-
verhalten auf den DC-Platten aufweisen. Daher wurden mit einigen Zellextrakten auch
2D-Dunnschichtchromatogramme hergestellt, um die Kopplungsprodukte, die aus den
Zellexperimenten herrihren, eindeutig bestimmen zu kénnen. Da hierbei allerdings nur
jeweils eine Probe pro DC-Platte untersuchen werden kann, wurde auf eine Untersuchung
aller Experimente mittels zweidimensionaler Duinnschichtchromatographie wegen des

hohen zeitlichen Aufwandes verzichtet.

Das 2D-DC (Abb. 3.18) zeigt die radioaktiven Verbindungen aus einem Lipidextrakt von
Fibroblasten, die unter Endozytoseblock die C5-Glc-S-Cer-Photosonde in Plasma-
membran inkorporiert und teilweise endozytiert (4 Minuten bei 37°C) hatten. Bei diesen
radioaktiven Verbindungen handelt es sich um Photokopplungsprodukte sowie um das

Diazoprodukt der Sonde.
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Abb. 3.18: Zweidimensionales Duinnschichtchromatogramm von Photokopplungsprodukten der
C5-Glc-S-Cer-Sonde nach 4 Minuten Endozytose bei 37°C in humanen Fibroblasten. 2 Stunden
Inkubation der Zellen mit 10 yM C5-Glc-S-Cer-Sonde in HMEM (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) bei
7°C, Medienwechsel, 4 Minuten-Inkubation bei 37°C unter Lichtausschluss und Belichtung bei
20°C. Mit ,ox“ bezeichnete Banden stellen die Sulfoxide der entsprechenden Insertionsprodukte
dar. Entwicklung gemafl 5.2.1.1. Laufmittel: 1.Dimension: Methylacetat/Propan-2-ol/Chloroform/
Methanol/0,25 M KCI 25:25:25:10:9 (v/viviviv); 2.Dimension: Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4
(VIviv).



58 Ergebnisse

Das DC in Abbildung 3.18 zeigt, dass im Gegensatz zum Kopplungsmuster der Plasma-
membran schon bereits in einer frlhen Phase der Endozytose zytosolisch orientierte
Lipide wie PA und PS markiert wurden, die in der zweidimensionalen Auftrennung gut von
den Kopplungsprodukten mit PC zu unterscheiden sind. Die quantitative Auswertung
dieser Banden zeigt, dass diese negativ geladenen Insertionsprodukte aber nur in gerin-

gen Anteilen (1,3 %) vorkommen, wahrend der Wert fir die Insertion in PC 10 % betragt.

Die Insertion in Cholesterol ist trotz relativ kurzer Endozytosedauer im Vergleich zu den
zuvor beschriebenen PM-Experimenten verhaltnismaRig stark reduziert, wohingegen
andere Banden, die durch Insertion in PC herriihren, verstarkt zu detektieren sind oder
wie die Insertion in PE neu hinzukommen (Auswertung siehe Abb. 3.21 und 3.22). Dieses
zeigt eine deutliche Anderung der Nachbarschaft der Photosonde bereits im friihen
Verlauf der Endozytose und spricht flir ein Herauslésen der Sonden aus den Cholesterol-
reichen Domanen. Diese neue Verteilung kénnte mdglicherweise noch bei der Vesikel-
knospung aus der Plasmamembran oder in den friihen Endosomen stattfinden.

Wird die C5-Glc-S-Cer-Photosonde nach Inkorporation in die PM und einer nachfolgen-
den zweistindigen Endozytose bei 37°C photolysiert, ergeben sich wieder Insertions-
produkte, nun aber mit einem bezuglich des 4-minitigen Endozytose-Experimentes
starker verandertem Kopplungsmuster (Abb. 3.19). Das linke DC zeigt die radioaktiven
Lipide des Zellextraktes, das rechte Bild die nach alkalischer Hydrolyse verbleibenden
radioaktiven Lipide. Durch das Auftreten der Fettsdure-Insertionsbande wird ersichtlich,
dass die photogekoppelten Phospholipide hydrolysiert wurden. Aus der Abbildung in der
linken Bildhalfte wird deutlich, dass erneut eine starke Abnahme der Cholesterol-Insertion
nach langerer Inkubationsdauer stattgefunden hat, wohingegen andere Insertions-

produkte, wie z.B. in PE, vermehrt entstanden sind.

Die MALDI-MS-Untersuchung der Fettsdure-Insertionsbande eines Experimentes, bei
dem die Sonden nach Inkorporation in die PM einer sechsstiindigen Endozytose unter-
worfen wurden, hat ergeben, dass hierbei hauptséchlich Olsdure (C18:1) markiert wurde,
die bei nativen Phospholipiden Uberwiegend in der sn2-Position am Glycerolriickgrat
verestert ist, wahrend sich in sn7-Stellung meistens gesattigte Fettsauren befinden. Das
konnte bedeuten, dass die Photosonde raumlich dem Fettsdurerest benachbart ist, der
aufgrund der cis-Doppelbindung in der 9,10-Position zusatzlich Uber einen Knick (engl.
kink) verflgt. Mdglicherweise kdnnen hierdurch besser die Zwischenrdume ausgefullt
werden, die eventuell durch die kirzere TPD-Acylkette der Photosonden entstehen, so
dass dieser Fettsaurerest von dem nach Belichtung entstehenden Carben offensichtlich

besser erreicht wird.
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Die Abbildung 3.19 weist ebenfalls nur geringe Anteile an Kopplungsprodukten mit den
beiden sauren Phospholipiden PS und PA auf, so dass hier davon ausgegangen wird,
dass sich dieser niedrige Wert (ca. 1-2 %) fur diese Insertionsprodukte im Zuge der

verschiedenen Zeiten der Endozytose kaum verandert.
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Abb. 3.19: Zweidimensionale Dunnschichtchromatogramme von Photokopplungsprodukten der
C5-Glc-S-Cer-Sonde nach 2 Stunden Endozytose bei 37°C in humanen Fibroblasten. 2 Stunden
Inkubation von 10 yM C5-Glc-S-Cer-Sonde in HMEM (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) bei 7°C,
Medienwechsel; anschlieBend 2 Stunden-Inkubation bei 37°C unter Lichtausschluss und
Belichtung bei 20°C.

Linkes DC: Zellextrakt ohne alkalische Hydrolyse; rechtes DC: Gleicher Zellextrakt mit alkalischer
Hydrolyse gemal 5.2.3.8. Mit ,ox"“ bezeichnete Banden stellen die Sulfoxide der entsprechenden
Insertionsprodukte dar. Entwicklung der DC-Platten nach 5.2.1.1. Laufmittel: 1.Dimension:
Methylacetat/Propan-2-ol/Chloroform/Methanol/0,25 M KCI 25:25:25:10:9 (v/v/viviv); 2.Dimension:
Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v)

Aus subzellularen Fraktionierungen von eukaryontischen Zellen ist bekannt, dass in spa-
ten Endosomen und Lysosomen das Lipid Bis(monoacylglycero)phosphat (BMP) vor-
kommt, welches im Vergleich zu anderen Phospholipiden eine ungewdhnlich Konstitution
aufweist (Wherrett und Huterer, 1972). Es wird beschrieben, dass diesem Lipid auf
intraendosomalen und intralysomalen eine wichtige Rolle beim Abbau der Glykosphingo-
lipide zukommt (Wilkening et al., 1998).

Sollten sich die Photosonden im Zuge ihrer Endozytose auf diesen Membranen befinden,
so ware es moglich, dass ein Kopplungsprodukt der Photosonden mit BMP nach Photo-
lyse entsteht.

In Liposomen wurde bereits ein derartiges Insertionsprodukt mit der C5-Glc-S-Cer-Sonde
dargestellt, welches bei eindimensionaler Trennung mit dem Kopplungsprodukt mit

Phosphatidylethanolamin (PE) ko-migriert. Obwohl die zweidimensionale Trennung der
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Kopplungsprodukte mit PA und PS von dem mit PC bereits erfolgreich war (Kapitel
3.2.1.2), konnte dieses Verfahren bei dieser Problemstellung nicht angewendet werden,
da auch auf 2D-DCs ein nahezu identisches Laufverhalten der Insertionsprodukte in PE
und in BMP gefunden wurde.

Da sich die beiden Produkte allerdings in ihrer Ladung unterscheiden, wurde fir die wei-
tere Auftrennung eine Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt, um das negativ
geladene Kopplungsprodukt der Glc-S-Cer-Sonde mit BMP von dem ungeladenen PE-
Insertionsprodukt zu isolieren. Fir die Trennung der beiden Substanzen wurde DEAE-
(Diethylaminoethyl-)Sephadex-Material (Acetat-Form) verwendet. Dabei wurden die
Photokopplungsprodukte aus einem 6 h-Endozytoseexperiment im Vergleich zu Inser-

tionsprodukten aus Liposomenversuchen lber die Saulen aufgetrennt.
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Abb. 3.20: Diunnschichtchromatogramm nach DEAE-Trennung von Kopplungsprodukten der C5-

Glc-S-Cer-Sonde mit Lipiden aus Liposomen sowie mit Lipiden aus humanen Fibroblasten

(2 Stunden Inkubation von 10 yM Sonde in HMEM (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) bei 7°C, Medien-

wechsel und 6 Stunden-Inkubation bei 37°C unter Lichtausschluss und anschliefende Belichtung).

Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

Bahn 1: Unbelichtete Sonde.

Bahn 2: Referenzen aus Liposomen (von oben: Wasserinsertion, Wasserinsertion-Sulfoxid, sehr
schwach: Insertion in DOPE und Insertion in DOPC).

Bahn 3: Zellextrakt (6 h Endozytose) - neutrale Fraktion.

Bahn 4: Zellextrakt (6 h Endozytose) - anionische Fraktion.

Bahn 5: Liposomen mit 39 % DOPC, 39 % BMP, 20 % Cholesterol, 2 % Sonde- neutrale Fraktion.

Bahn 6: Liposomen (siehe Bahn 5) - anionische Fraktion.

Bahn 7: Liposomen mit je 49 % DOPC und DOPE, 2 % Sonde - neutrale Fraktion.

Bahn 8: Liposomen (entsprechend Bahn 7) - anionische Fraktion.
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Wie aus dem Dunnschichtchromatogramm in Abbildung 3.20 erkennbar wird, ist die
Auftrennung der aus Liposomen erhaltenen Kopplungsprodukte nahezu quantitativ erfolgt.
Dabei konnten in den jeweiligen neutralen Fraktionen die Photoinsertionsprodukte in PC
und PE (Bahn 7) und in der anionischen Fraktion (Bahn 6) das BMP-Kopplungsprodukt

gesammelt werden.

Bei der Auftrennung der Photokopplungsprodukte der C5-Glc-S-Cer-Sonde aus
Fibroblasten, die nach sechsstiindiger Endozytose bei 37°C und anschliel’iender Belich-
tung der Sonden erhalten wurden, konnte in der anionischen Fraktion keine Insertions-
produkte in BMP nachgewiesen werden (Bahn 4). Es kann also bei der weiteren Auswer-
tung der DiUnnschichtplatten aus Endozytose-Experimenten davon ausgegangen werden,
dass sich unter den auszuwertenden Banden in eindimensionaler Entwicklung nur Kopp-

lungsprodukte mit PE befinden.

In dem zuvor gezeigten Dinnschichtchromatogramm (Abb. 3.20) wurden jeweils gleiche
Radioaktivitditsmengen der Proben aufgetragen, damit auch geringe Lipidmengen zu
erkennen sind. In den Eluaten der DEAE-Saulen wurden allerdings ganzlich verschiedene
Mengen ermittelt, so dass der optische Eindruck nicht die tatsachlichen Verhaltnisse in
den einzelnen Fraktionen widerspiegelt. Bei den Liposomen mit 39 Mol-%-BMP-Anteil
(Bahnen 5+6) betrug die Menge der radioaktiven Produkte in der anionischen Fraktion nur
5,3 %. Dies deutet auf eine geringe Insertionsrate in dieses saure Lipid hin, wie sie bereits
schon beim Phosphatidylserin gefunden wurde (Abb. 3.5, Tabelle 3.2). Der Anteil der
radioaktiv-markierten anionischen Lipide am Gesamtextrakt des 6 h-Endozytose-Expe-
rimentes betrug ebenfalls nur 12 %, so dass auch hier der optische Eindruck etwas
tauscht. Die schwachen Banden in Bahn 8 (saure Fraktion der PC-/PE-Liposomen) sind
vermutlich auf eine unvollstandige Elution der neutralen Lipide zurlickzuflihren, da in

dieser Fraktion lediglich Spuren an Radioaktivitat gemessen wurden.

In den folgenden Abbildungen 3.21. und 3.22 wird der zeitliche Verlauf der Photokopplung
der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden in vier Membranlipide dargestellt. Bei den vier Lipiden
handelt es sich um die diejenigen, die im Uberwiegenden MalRe am Aufbau der Membra-
nen beteiligt sind (PC, PE, SM und Cholesterol). Andere Lipidbestandteile sind hingegen
nur in geringen Mengen dort vorhanden. Die Insertion der Photosonden in Wasser wurde
bei den Berechnungen nicht bertcksichtigt, da diese hauptsachlich durch die ,off-rate” der
Sonden und durch Kopplung an das in der Membran enthaltene Wasser bestimmt wird.

Die Berechnung der angegebenen Prozentzahlen der jeweiligen Insertionen erfolgte

durch Normierung auf die jeweilige Gesamtsumme der vier Kopplungsprodukte zu 100 %.
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Die Werte reprasentieren die Kopplungen mit den gesamten Zelllipiden ohne ,back-
exchange®. Der Beginn der Abszisse (t=0 h) entspricht dem Plasmamembran-Experiment.
Die Chromatographie wurde auf Dinnschichtplatten mit eindimensionaler Auftrennung
durchgefliihrt. Wie zuvor beschrieben, sind die Photokopplungsprodukte der Sonden mit
PA und PS bei eindimensionaler Entwicklung der Dinnschichtplatten nicht hinreichend
von den Insertionsprodukten in PC getrennt. Da sie aber nur in geringer Quantitat (ca. 1-

2 %, siehe Seite 56) auftraten, wurden sie in den Kopplungsprodukten mit PC subsum-

miert.
Insertion von C;-TPD-Glc-S-Cer in Membranlipide
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Abb. 3.21: Verteilung der Lipidinsertion der C3-Glc-S-Cer-Photosonden zu verschiedenen Zeiten
der Endozytose in humanen Fibroblasten. Bei allen Versuchen wurden 10 uM Sonde in HMEM (als
1:1-Lipid/BSA-Komplex) in humanen Fibroblasten 2 Stunden bei 7°C inkubiert, Medienwechsel und
anschlieflende Inkubation bei 37°C unter Lichtausschluss und Belichtung. Die Berechnung erfolgte
durch Normierung der vier Insertionsprodukte auf 100 %. Die Werte fur die Insertion in PC kdénnen
u.U. geringe Anteile (ca. 1-2 %) von Kopplungsprodukten mit PS bzw. PA enthalten.

Die oben gezeigte Graphik zeigt, dass sich bereits nach kurzer Endozytose die Zusam-
mensetzung der Lipidnachbarschaft der C3-Sonde andert. So nimmt die Insertion in
Cholesterol innerhalb von 15 Minuten schon um ein Drittel ab und erreicht nach zwei
Stunden schon den Gleichgewichtszustand bei 20 % der Gesamtkopplungsprodukte.
Nach dieser Zeit ist das Insertionsprodukt in Sphingomyelin schon nicht mehr detektier-
bar, wahrend es in der Plasmamembran und der frihen Phase der Endozytose noch ca.
10 % betragen hat. Hingegen nehmen die Kopplungsprodukte mit den Phosphoglycero-
lipiden PC und PE stark zu, wobei die PC-Insertion von einem Wert von 20 % in der PM

innerhalb von einer Stunde bereits auf eine konstante Insertionsrate von ca. 55 % der



Ergebnisse 63

Gesamtprodukte angestiegen ist. Die Insertion in PE steigt innerhalb der untersuchten
Endozytosedauer von 6 Stunden auf einen Wert von 30 % an, wobei die Zunahme haupt-
sachlich im Zeitraum von 15 Minuten bis 2 Stunden geschah und danach nur noch wenig

anstieg.

Die gleiche Untersuchungen wurden auch mit der C5-Glc-S-Cer-Sonde durchgefihrt und

ergab ein ahnliches Ergebnis, welches in der Abbildung 3.22 dargestellt ist.

Insertion von C5-TPD-Glc-S-Cer in Membranlipide
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Abb. 3.22: Verteilung der Lipidinsertion der C5-Glc-S-Cer-Photosonden zu verschiedenen Zeiten
der Endozytose in humanen Fibroblasten. Durchflihrung der Experimente und Berechnungsgrund-
lage siehe Legende zu Abb. 3.21.

Auch hieraus wird ersichtlich, dass das Cholesterol-Insertionsprodukt innerhalb weniger
Minuten unter Endozytosebedingungen von dem bereits bei den Plasmamembran-Unter-
suchungen (3.4.1.3) beschriebenen Wert von 80 % stark abnimmt und nach ca.
2 Stunden schon fast den Gleichgewichtszustand bei 25 % erreicht. Hingegen nimmt im
Gegensatz zur C3-Sonde die Kopplung mit Sphingomyelin kaum ab, bzw. schwankt um
einen konstanten Wert von 5 % der Gesamtprodukte. Das Produkt mit PC erscheint
bereits nach 30 Minuten mit einem konstanten Wert von ca. 35 % und erreicht damit eine
ahnliche Insertionsrate wie das PE-Produkte, wobei dieses allerdings erst 4 Minuten nach
Beginn der Endozytose der Sonden detektierbar wurde, wohingegen die PC-Insertion
beim Plasmamembran-Experiment (Kap. 3.4.1.3) schon 14 % der Kopplungsprodukte mit

den vier untersuchten Lipiden ausmachte.
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Die Abbildung 3.22 zeigt ebenfalls, dass es bei den Untersuchungen zu Beginn der Endo-
zytose (2, 4 und 8 Minuten-Werte) noch gewisse Schwankungen in den erhaltenen Mess-
ergebnissen gab, welche evtl. durch die schnellen Aufwarm- und Abkuhlphasen der Zell-
schalen zurlickzufiihren sind, die nétig waren, um so kurze Endozytosezeitrdume darzu-
stellen. Bei den kurzen Zeiten waren die schnellen Temperaturspringe z.T. schwierig zu
erzielen, so dass es hierbei doch zu leichten Ungenauigkeiten in der Einhaltung der
genauen Endozytosezeiten gekommen sein kein. Allerdings zeigt die Gesamtauswertung
auch, dass diese Schwankungen fir den allgemeinen Trend der Steigung bzw. Erniedri-
gung der Insertionswerte kaum von Belang waren, da auch mit der C5-Sonde der Trend

der C3-Verbindung bestatigt werden konnte.

Die Dunnschichtchromatogramme der C7-Glc-S-Cer-Photosonde konnten, wie bereits
zuvor beschrieben, nicht sicher ausgewertet werden, da die Banden auf den Platten
eventuell durch eine Vielzahl von Positionsisomeren so verbreitert wurden, dass eine
hinreichend genaue Auswertung nicht mdglich war. Daher wurde hier auf die graphische
Darstellung in der wie fur C3- und C5-Sonde gezeigten Form, verzichtet. Allerdings lasst
sich sagen, dass auch hier qualitativ die gleiche Tendenz in der Zu- und Abnahme der

hier untersuchten Kopplungsprodukte wie bei den tbrigen Glc-S-Cer-Photosonden vorlag.

3.4.1.5 Untersuchungen zur Photokopplung der Glc-S-Cer-Sonden mit

Wasser in Zellmembranen

Wie in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt, konnen Zellen mehr als 200 verschiedene
Lipide enthalten. Diese grof3e Varianz und die Interkalation des Cholesterols ermdglichen
vermutlich eine dichtere Packung der Molekile in den nativen Membranen als man es in
einfachen Liposomenmischungen mit wenigen Lipidbestandteilen nachempfinden kann.
Bei einer groReren Dichte der Zellmembranen ware auch die Mobilitadt des Wassers und
u.U. die individuelle Beweglichkeit der einzelnen Lipide starker eingeschrankt als es in
Liposomen der Fall ist. Dieses sollte sich dann im Ausmal} der Wasserinsertion in den
Zellkulturexperimenten widerspiegeln.

Um dieses zu untersuchen wurde der Gehalt an Wasserinsertionsprodukt nach Belichtung
der Sonden in der Plasmamembran kultivierter Fibroblasten aus den Dunnschichtchro-
matogrammen bestimmt und graphisch aufgetragen. Wie Abb. 3.23 zeigt, sind die Anteile
des Wasserinsertionsproduktes der Sonden nach Belichtung in zellularen Membranen
deutlich geringer, als es zuvor fiir die Experimente in reinen DOPC-Liposomen bestimmt

wurde. Diese bereits in der Abb. 3.8 dargestellten Werte sind zum Vergleich in der nach-
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folgenden Abb. 3.23 nochmals mit aufgeflhrt. Auch nimmt bei den in Zellmembranen
inserierten Glucosyl-thio-ceramid-Sonden der Anteil der Wasserinsertion mit ansteigender
Acylkettenlange ab (C3 27,4 %; C5 22,4 %; C7 17,2 %), wie es schon bei den Experimen-

ten in Liposomen gezeigt wurde.
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Abb. 3.23: Wasserinsertion der Glucosyl-thio-ceramid-Sonden in Abhangigkeit der Acylketten-
ldnge. Der untere Graph zeigt die Wasserinsertion bei Inkorporation in die Plasmamembran von
Fibroblasten. Die Zellen wurden dafir 2 h bei 7°C mit 10 uM Glc-S-Cer-Sonde inkubiert;
anschlieBend Medienwechsel und Belichtung bei 20°C. (Mittelwerte aus 5 Messwerten). Zum
Vergleich wird der Graph der Wasserinsertion in DOPC-Liposomen (aus Abb. 3.8) mit angegeben.

Ein Erklarungsansatz fir den oben gezeigten Befund ware, dass sich die Sonde in den
Fibroblasten stets in einer besonders geordneten Lipidumgebung, wie z.B. der liquid-
ordered (I,)-phase®, wie sie fur die ,rafts“ postuliert wird, befunden haben, so dass dort
eine geringe ,off-rate“ der Molekile und somit weniger Méglichkeiten zur Insertion in das
die Membran umgebende Wasser gegeben war. In reinen DOPC-Liposomen (mit 2 Mol-%
Sonde) hingegen wirde das Glc-S-Cer eher als Storstelle wirken, so dass hier die Bin-
dung in der Membran weniger fest ware und eine héhere Wasserinsertion durch ein Her-
auslésen der Sonde aus der Membran heraus wahrscheinlich wirde. Zudem fehlte in den
Liposomen das Cholesterol, welches eine dichtere Packung der Membranen erlaubt und
somit einen geringeren Wassergehalt in der Membran zur Folge haben kann. Auch ist die
Oberflachenkrimmung der Plasmamembran wesentlich geringer als die der Liposomen,
welches in den zellularen Membranen zu einer geringeren ,off-rate” der Sonden fihren

kann.
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3.4.1.6 Untersuchung der Insertionsprodukte auf inneren Membranen von
Niemann-Pick Typ C-Zellen

Bei der Niemann-Pick Typ C’schen (NP-C) Erkrankung fuhrt ein Defekt des NPC1-Gen
zur massiven Speicherung von Cholesterol in zytosolischen Vakuolen, die lysosomale
Marker enthalten (spate Endosomen, Lysosomen und/oder lamellare Kérperchen, die aus
solchen Organellen entstehen) (Lange et al, 2000). Das Gen kodiert fur ein integrales
Membranprotein, welches evtl. am Transport des Cholesterols aus diesen endozytoti-
schen Kompartimenten heraus und an dessen weiterem Transport zur Plasmamembran
beteiligt ist (Liscum und Munn, 1999; Ubersicht in Patterson et al., 2001).

Die Krankheit wurde urspringlich phanotypisch charakterisiert, wobei sie der A- und B-
Variante der Niemann-Pick’'schen Erkrankung ahnelt, die auf einen Defekt der sauren
Sphingomyelinase zuriickgehen; hier kommt es zur Speicherung von Sphingomyelin
(Ubersicht in Schuchman und Desnick, 2001).

Aus den Experimenten in Normal-Fibroblasten ist hervorgegangen, dass die Glc-S-Cer-
Sonden in der Plasmamembran in Cholesterol-reichen Domanen lokalisiert waren. Nach
Cholesterol-Oxidase-Messungen von Lange (1991) beinhaltet die Plasmamembran den
Hauptanteil des zellularen, freien Cholesterols, so dass es in den inneren Membranen
kaum zu einer solchen Haufung dieses Sterols kommen kann; speziell in Lysosomen
wurden nur etwa 6 % der Gesamtmenge in Zellen gemessen (Lange et al., 1998). Bei
Zellen der Niemann-Pick Typ C-Krankheit wird allerdings, wie bereits erwahnt, Cholesterol
in den zytosolischen Vakuolen gespeichert, so dass es dort zu einer Anreicherung auf den
intravesikularen Membranen kommt. Es sollte nun untersucht werden, ob die C5-Glc-S-
Cer-Sonde im Zuge ihrer Endozytose in NP-C-Zellen ebenfalls auf diesen Membranen
lokalisiert ist. Im Vergleich zum Endozytose-Experiment mit 6 h-Inkubation bei 37°C und
sback-exchange” der in der Plasmamembran inkorporierten Sonden (Abb. 3.17) sollte in

einem solchen Fall eine deutlich erhohte Insertionsrate in Cholesterol messbar sein.

Vom Uniklinikum Heidelberg wurden Haut-Fibroblasten von verschiedenen NP-C-Patien-
ten erhalten. Diese Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 6 Stunden mit der C5-Glc-S-
Cer-Sonde inkubiert, nach ,back-exchange® belichtet und anschlieRend geerntet. In Abb.
3.24 (Bahnen 5-8) sind die erhaltenen Bandenmuster der Kopplungsprodukte mit Lipiden
der inneren Membranen dargestellt. Als Kontrollexperiment wurden parallel auch Ver-

suche mit humanen Fibroblasten ohne Befund durchgefiihrt (Bahnen 3,4).
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Abb. 3.24: Dinnschichtchromatogramm der Kopplungsprodukte der C5-Glc-S-Cer-Sonde mit

Lipiden aus den inneren Membranen von humanen Fibroblasten ohne Befund und solchen mit

Niemann-Pick Typ C’scher Erkrankung. 2 Stunden Inkubation von 10 yM Sonde in HMEM (als 1:1-

Lipid/BSA-Komplex) in humanen Fibroblasten bei 7°C, Medienwechsel und 6 Stunden-Inkubation

bei 37°C unter Lichtausschluss. AnschlieRend ,back-exchange® (dreimal fir je 10 min mit 2 ml

100 uM BSA in HMEM bei 7°C) und Belichtung bei 20°C. Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser

65:25:4 (vIviv).

Bahn 1: Unbelichtete Sonde.

Bahn 2: Referenzen aus Liposomen (von oben: Insertion in Fettsduren, Wasserinsertion (ein
Isomer), Wasserinsertion-Sulfoxid, Insertion in DOPC).

Bahn 3: Zellextrakt aus Fibroblasten (Normalzellen) nach Belichtung.

Bahn 4: Alkalische Hydrolyse des Zellextraktes aus Bahn 3.

Bahn 5,7: Zellextrakt aus Fibroblasten von 2 Patienten mit Niemann-Pick Typ C’scher Erkrankung
nach Belichtung.

Bahn 6,8: Alkalische Hydrolysen der Zellextrakte der Bahnen 5 bzw.7.

Die Auswertung der radioaktiv-markierten Kopplungsprodukte hat ergeben, dass hierbei
im Vergleich zu den Experimenten mit Normal-Fibroblasten (Bahn 3,4 und andere hier
nicht gezeigte Versuche) keine Unterschiede im Markierungsmuster erhalten wurden. Das
koénnte bedeuten, dass der Anteil der Sonde, der die lysosomalen Kompartimente erreicht
hat, dort nicht in die Cholesterol-reichen Speicherkérperchen integriert wurde, sondern in

anderen Membranbereichen innerhalb des Lysosoms lokalisiert war.



68 Ergebnisse

3.4.2 Untersuchungen von Photokopplungsprodukten der photo-

labilen Sphingomyeline in Membranen humaner Fibroblasten

3.4.2.1 Einbau der SM-Sonden in Zellmembranen

Wie bereits bei den Glc-S-Cer-Sonden beschrieben (3.4.1.1) wurden fir die Einbau- und
Stoffwechseluntersuchungen auch die photosensitiven Sphingomyeline als 1:1-Komplex
mit BSA den Fibroblasten 2 Stunden bei 7°C angeboten, wobei sie in die duere Schicht
der Plasmamembran inkorporiert wurden. Im Anschluss daran wurde das Medium
gewechselt und die Zellen entweder sofort (Plasmamembran-Markierung) oder erst
6 Stunden bei 37°C inkubiert (Endozytose) und anschlieRend belichtet. Im Falle der
Stoffwechseluntersuchungen wurde keine Belichtung der Sonden durchgefihrt.

Die Tabelle 3.14 zeigt die bei den Experimenten mit humanen Fibroblasten ermittelten

Einbauraten.

Sonde Einbaurate [MW
mg Protein

C3-SM 7,1+1,4

C5-SM 10,6 + 0,6

Tabelle 3.14: Einbauraten der Sphingomyelin-Sonden in humane Fibroblasten nach 2 h Inkubation
bei 7°C (Mittelwerte aus 6 Zellschalen)

Im Vergleich zu den Glc-S-Cer-Derivaten sind die Einbauraten der Sphingomyelin-Sonden
deutlich geringer. AulRerdem ist ersichtlich, dass die langerkettige C5-SM-Verbindung
besser aufgenommen wird als die C3-Sonde, was im Gegensatz zu den bei den Glucosyl-
ceramiden erhaltenen Ergebnissen steht. Eine Erklarung fur den ungewdhnlichen Befund
kann hier nicht gegeben werden, zumal hier nur wenige Messwerte flir die Bestimmung
der Einbauraten vorlagen. Eine abschlieliende Bewertung der Messergebnisse kann mit

den wenigen zur Verfigung stehenden Daten nicht vorgenommen werden.

3.4.2.2 Stoffwechseluntersuchungen der Sphingomyelin-Sonden

Endogenes Sphingomyelin stellt beim Katabolismus der Zelle zum einen ein Substrat flr
die lysosomal vorkommende saure Sphingomyelinase als auch fir die auf der extrazellu-
laren Seite der Plasmamembran lokalisierte neutrale Sphingomyelinase dar. Diese
spalten die Phosphorylcholin-Kopfgruppe ab, und es wird Ceramid erhalten. Im Anschluss
an die Spaltung durch die saure Sphingomyelinase im Lysosom kommt es dort zum

weiteren Abbau durch die saure Ceramidase und zur Freisetzung von Sphingosin und
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Fettsduren. Wie bereits bei den Glucosyl-Derivaten im vorherigen Abschnitt erwahnt,
konnen kurzkettige Verbindungen das Lysosom verlassen, so dass eine vollstandige
Degradierung der SM-Photosonde und der resultierenden Cer-Photosonde in der relativ
kurzen Zeit der Endozytose nicht zu erwarten war.

Bei den Sphingomyelin-Derivaten wurde die radioaktive Markierung mittels Tritiierung der
4,5-trans-Doppelbindung eingeflihrt, so dass hier alle Metaboliten des Sphinganins und
des weiteren Abbauproduktes Palmitaldehyd sichtbar geworden waren. Sollte das
Ceramid weiter in seine Bausteine zerlegt worden sein, so waren nach deren anschlie-
Rendem Recycling im ,salvage pathway* der Zelle ahnliche Produkte (SM, Cer, GlcCer)
mit anderen Acylketten im Vergleich zu den photoaktivierbaren Sonden entstanden. Diese
hatten dann im Dunnschichtchromatogramm zusammen mit den Photosonden in
verschiedene Banden aufspalten missen. Auch waren dann zusatzlich Phosphoglycero-
lipide und insbesondere das Phosphatidylcholin (PC) aus [*H]-markiertem Palmitoyl-CoA

entstanden (Schwarzmann et al., 1986).

s i o Cer
GlcCer
-
——
- — S E— — — — - | sV
—
—
o
-
Start
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C3-Sphingomyelin-Sonde Referenzen C5-Sphingomyelin-Sonde

Abb. 3.25: Stoffwechseluntersuchungen in humanen Fibroblasten mit den Sphingomyelin-Sonden.
2 Stunden Inkubation von 10 uM Sonde (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) in HMEM in humanen
Fibroblasten bei 7°C, Medienwechsel und anschlieBende 6 Stunden Inkubation bei 37°C ohne
Belichtung. Laufmittel: Chloroform/Methanol/15 mM CaCl, 60:35:8 (v/v/v).

Bahnen 1,10: Unbelichtete C3- bzw. C5-SM-Sonde (als Referenzen).

Bahnen 2-4: Stoffwechselprodukte der C3-SM-Sonde.

Bahn 5: GSL-Referenzlipide entsprechend Abb. 3.13.

Bahn 6: Cg-Ceramid.

Bahnen 7-9: Stoffwechselprodukte der C5-SM-Sonde.
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Die Abbildung 3.25 zeigt allerdings, dass nur sehr wenige Stoffwechselprodukte
entstanden sind, die alle aus dem TPD-Ceramid abgeleitet werden kénnen. Daher kann
vermutet werden, dass nach sechsstiindiger Endozytose der SM-Sonden nur ein Abbau
bis zum entsprechenden Ceramid stattgefunden hat.

Fir die Stoffwechseluntersuchungen wurden die SM-Sonden zunachst 2 Stunden unter
Endozytoseblock bei 7°C in die Plasmamembran von humanen Fibroblasten inkorporiert.
Nach erfolgtem Medienwechsel wurden die TPD-Sonden dann 6 Stunden bei 37°C inku-
biert und unter Lichtausschluss geerntet.

Als Hauptbande erkennt man nach der Endozytosephase der C5-SM-Sonde die Sphin-
gomyelin-Verbindung, welche zum einen die unveranderte, urspriinglich gefiitterte sein
kann. Andererseits konnte es sich dabei auch um ein aus dem Metaboliten Ceramid neu-
gebildetes Sphingomyelin handeln. Auch das C5-TPD-Ceramid ist hierbei in nennens-
werten Anteilen gebildet worden (Tab. 3.15). Zusatzlich wurde in geringerem Malde eine
weitere Bande detektiert, bei der es sich mit groRer Sicherheit um ein photolabiles C5-
Glucosylceramid handelt, welches aus Photo-Ceramid und UDP-Glucose wohl an der
zytosolisch-orientierten Membran des cis-Golgi-Netzwerks gebildet wurde (Coste et al.,
1985, 1986). Die Bildung des Anaboliten GlcCer lasst hierbei auch auf eine starke Re-
Synthese des Sphingomyelins aus dem entstandenen Ceramid schlieRen. Durch Unter-
suchungen in kultivierten Fibroblasten konnte mit radioaktiv-markierten, kurzkettigen
Ceramiden gezeigt werden, dass groRere Anteile der Substrate in SM umgewandelt wur-
den und nur geringere Mengen in die GlcCer-Synthese einflossen (Schwarzmann,
personliche Mitteilung). Bei den TPD-Glc-S-Cer-Sonden wurden in den Stoffwechsel-
untersuchungen die gleichen typischen Lipidmuster der Fibroblasten erhalten (3.4.1.2),
die auch nach Inkubation der Zellen mit kurzkettigen Acylderivaten des GlcCer entstehen.
Die Sphingomyelin-Sonden tragen ebenfalls den identischen TPD-Ceramid-Anker, so
dass hier davon ausgegangen wird, dass sich auch das aus diesem entstandene Photo-

Ceramid wie ein Ceramid mit mittellangen Fettsauren verhalt.

Sonde
C3-TPD-SM C5-TPD-SM
Stoffwechselprodukt
Sphingomyelin* 52,9+1,3 75,1+21
Ceramid 46,1+1,3 18,2+ 0,7
Glucosylceramid 1,0+ 0,2 6,7+1,6

Tabelle 3.15: Prozentuale Anteile der Stoffwechselprodukte der Sphingomyelin-Sonden nach
6 Stunden Inkubationsdauer. 2 Stunden Inkubation von 10 uM Sonde (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex)
in HMEM in humanen Fibroblasten bei 7°C, Medienwechsel und anschlieRende 6 Stunden
Inkubation bei 37°C ohne Belichtung. (Mittelwerte aus Dreifachbestimmung).

*: Hierbei kann es sich zum einen um das unveranderte, urspringlich gefutterte SM, andererseits
aber auch um ein durch Re-Synthese aus dem Metaboliten Ceramid gebildetes SM handeln
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Auch bei der C3-SM-Verbindung wird als Hauptprodukt das Sphingomyelin detektiert,
wobei auch hier nicht bekannt ist, in welchem Male sich unter der Bande ein re-synthe-
tisiertes SM verbirgt. Das Abbauprodukt C3-TPD-Ceramid wird hierbei allerdings in star-
kerem Male gebildet als bei der C5-Verbindung. Ein Glucosylceramid-Analogon der C3-

Sonde ist auf der Diinnschichtplatte hingegen nur in einer sehr geringen Menge messbar.

Es wird beschrieben, dass die SM-Synthase auf der luminalen und die GlcCer-Synthase
auf der zytosolischen Seite der Golgi-Membran lokalisiert sind (Futerman et al., 1990).
Von kurzkettigen Ceramiden, soweit untersucht, ist bekannt, dass sie einen spontanen
flip-flop durch Modell- und biologische Membranen vollziehen kénnen und somit flr beide
genannten Synthasen zur Verfligung stehen konnen. Ob flr ihren Transport und ihre
topologische Anordnung zusatzlich ABC-Transporter involviert werden (van Helvoort et
al., 1996) und fir die Unterschiede von C3- und C5-SM-Sonden verantwortlich sein

kénnten, kann hiermit nicht abschlieRend geklart werden.

Bei diesen Befunden stellt sich die Frage, inwiefern die Kettenlange der SM-Sonden fur
den Metabolismus dieser Molekule eine Rolle spielt, da die Sonden ansonsten homolog
zueinander sind. Von den nach Abbau der Phosphorylcholin-Kopfgruppe entstehenden
Ceramiden hat der langerkettige Metabolit C5-TPD-Ceramid aufgrund der starkeren
Verankerung in den Membranen eine geringere ,off-rate“ als die entsprechende C3-
Verbindung. Dadurch kénnte es langer auf Vesikeln verbleiben und so gezielter zu den
anabolen Enzymen SM-Synthase (PC:Ceramid-Phosphocholin-Transferase) bzw. GlcCer-
Synthase transportiert werden.

Dahingegen hat das C3-Ceramid-Derivat eine hohere ,off-rate“ und evtl. auch eine
groliere Tendenz zur transversalen Diffusion (flip-flop) als dessen langerkettiges Pendant,
so dass es sich dadurch mehr in Membranen innerhalb der Zelle aufhalten konnte, an der
keine Synthese zum GlcCer und zum Sphingomyelin stattfindet und es sich somit dem
weiteren Stoffwechsel entziehen wiirden. Auch kann es sein, dass das C3-TPD-Ceramid
als Substrat flir die entsprechenden Synthasen ungeeigneter ist als die entsprechende
C5-Verbindung und es somit weniger haufig von den Enzymen zu den jeweiligen

Produkten umgesetzt wird.
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3.4.2.3 Plasmamembran-Markierung

Sphingomyelin stellt in den Plasmamembranen von Fibroblasten einen der Hauptbe-
standteile der Lipiddoppelschicht dar. Dabei kommt es wie schon zuvor beschrieben
(3.4.1.3) im uberwiegenden Mafe in der dem Extrazellularraum zugewandten Seite vor.
Auch ist es eines der wichtigen Lipide, die sowohl in den ,rafts“ als auch in den
Membraninvaginationen, den Caveolae, vorkommen. Behandelt man Zellen exogen mit
bakterieller Sphingomyelinase, so konnte beobachtet werden, dass es zum schnellen
Austritt des Cholesterols aus der Plasmamembran und der anschlieRenden Veresterung
im Zytosol durch die Acyl-CoA:Cholesterol-Acyl-Transferase (ACAT) kommt. Aulierdem
wird zusatzlich die de novo-Synthese durch eine verminderte B-Hydroxy--methyl-glutaryl
(HMG)-CoA-Reduktase-Aktivitat herunterreguliert (Slotte und Bierman, 1988, Gupta und
Rudney, 1991). Daraus lasst sich folgern, dass in der PM eine enge Vergesellschaftung
von Sphingomyelin und Cholesterol vorliegt. Da nach exogener Gabe der Sphingomyeli-
nase eine Internalisierung des Cholesterols der PM in die Zelle hinein einsetzt, existieren
diese starken Wechselwirkungen aber offensichtlich nicht zwischen Cholesterol und
Ceramid.

Um in kultivierten Fibroblasten auch die Lipidnachbarschaft des Sphingomyelins mit der
Technik der Photomarkierung zu untersuchen, wurden die Zellen mit jeweils 10 uM der
Sphingomyelin-Photosonden in HMEM (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) 2 Stunden bei 7°C
unter Endozytoseblock inkubiert. Dabei wurden die Molekule der Photosonden in die
aulere Schicht der Plasmamembran inkorporiert. Nach dem Mediumwechsel wurden die
Zellen belichtet und anschlieRend geerntet. In der nachfolgenden Abbildung 3.26 ist das
Dunnschichtchromatogramm des Lipidextraktes dargestellt. Es zeigt die radioaktiv-

markierten Kopplungsprodukte der C5-SM-Sonde.
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Abb. 3.26: Plasmamembran-Markierung von humanen Fibroblasten mit C5-Sphingomyelin-Photo-
sonde. 2 Stunden Inkubation mit 10 yM Sonde (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) in HMEM bei 7°C
unter Lichtausschluss. AnschlieBend Medienwechsel und Belichtung bei 20°C. Laufmittel:
Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/viv).

x1: Nicht identifizierte Bande, die mit Fettsaure-Insertionsbande ko-migriert.

*. Es wird angenommen, dass es sich bei dieser Bande um ein Kopplungsprodukt des TPD-
Ceramids handelt, welches nach Abbau der Phosphorylcholin-Kopfgruppe durch die neutrale bzw.
saure Sphingomyelinasen an/in der Plasmamembran entstanden ist.

Bahn 1: Unbelichtete C5-Sphingomyelin-Photosonde.

Bahn 2: Referenzlipide (Insertion in Cholesterol, Wasserinsertionsprodukt, jeweils ein Isomer).
Bahnen 3,5,7: Zellextrakte 1,11,1ll nach Belichtung.

Bahnen 4,6,8: Alkalische Hydrolyse der Zellextrakte I,11,111.

Hierbei ist auffallig, dass nach Belichtung der C5-SM-Sonde im tGberwiegenden Male das
Cholesterol-Insertionsprodukt entstanden ist (Tabelle 3.16). Anders als bei den Plasma-
membran-Untersuchungen mit den Glucosyl-thio-ceramid-Photosonden ist die Insertions-
rate hier noch héher, da bei den hier gezeigten Versuchen weniger Kopplungsprodukte
mit Wasser entstanden sind. Dass das Muster der Kopplungsprodukte und insbesondere
die Haufigkeit der Wasserinsertion sehr stark von der Zusammensetzung der Wirtslipide
abhangt, wurde bereits bei den Untersuchungen in Modellmembranen beschrieben (Kap.
3.2.2.1).

Auch die in Zellmembranen erhaltenen Kopplungsmuster der Sonden zeigen erneut, das
die Sphingomyeline offenbar eine bestimmte Lipidumgebung bevorzugen. So ist in Zellen
die Affinitat der Sonden zum Cholesterol offenbar hoher, welches zu einer dichteren
Packung der beiden Molekilspezies in Zellmembranen flhrt. Dieses spiegelt sich in der

niedrigeren Wasserinsertionsrate im Vergleich zu den Liposomenexperimenten ursachlich
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zum einen durch die geringere ,off-rate“ der Sonden und andererseits eventuell auch
durch einen niedrigeren Gehalt an Wasser in der Zellmembran wider. Auch die anderen in
der Plasmamembran enthaltenen Lipidspezies werden nur in untergeordnetem Malde
markiert, so dass die Vermutung nahe liegt, dass sich entweder auch die SM-Sonden in
den ,rafts“ der PM befinden oder die schon zuvor beschriebene besondere Affinitat zum
Cholesterol generell dazu fuhrt, dass diese in der Membran eng vergesellschaftet sind.

Trotzdem wurde in Liposomen, die auch Cholesterol enthielten, nicht ein derartiges
Verhaltnis der Kopplungsprodukte erhalten, so dass vermutlich noch andere Membran-
bestandteile bei der Assoziation der Mikrodomanen eine Rolle spielen und zur Ausbildung

der ,liquid-ordered (I,)-phasein den ,rafts“ fuhren.

Sonde

C3-TPD-SM C5-TPD-SM
Kopplung in
Cholesterol 453+15 63,5+1,2
Phosphatidylcholin (PC) 3,3+0,9 6,8+0,5
Sphingomyelin (SM) / Sonden-Dimer 48+ 1,1 45+0,7
Wasser 229+0,7 14,2+£0,8
Verhaltnis der markierten Lipide

94:0,7:1 141:15:1
(Chol:PC:SM)
Ceramid-Kopplungsprodukte* 95+28 1,5+ 0,1

Tabelle 3.16: Prozentuale Anteile der Insertionsprodukte der Sphingomyelin-Sonden bei
Markierung der Plasmamembran von humanen Fibroblasten (Mittelwerte aus Dreifachbestim-
mung).

*: Es wird angenommen, dass es sich bei der Bande mit dem héchsten R-Wert um ein Kopplungs-
produkt des TPD-Ceramids handelt, welches nach Abbau der Phosphorylcholin-Kopfgruppe durch
die neutrale bzw. saure Sphingomyelinase an/in der Plasmamembran entstanden ist.

Im zuvor gezeigten Dinnschichtchromatogramm (Abb. 3.26) ist erkennbar, dass die
Insertionsprodukte mit Cholesterol in mindestens 2 Banden auftrennen. Dieses ist weniger
deutlich bei der hier gezeigten C5-SM-Sonde, als bei der C3-Verbindung, wo zwei voll-
standig getrennte Banden vorliegen (DC hier nicht gezeigt). Auch ist in der Abbildung gut
die Aufspaltung der Wasserinsertionsbande zu erkennen, die auf ein Enantiomerenpaar
zurlckzufiihren ist, dessen Bildung bei beiden Sphingomyelin-Photosonden beobachtet

und massenspektrometrisch nachgewiesen wurde.

Bei der Insertion der SM-Photosonden in die Lipide der PM wurde ebenfalls eine geringe

Menge an Phosphoglycerolipiden markiert, welche bei den vorliegenden Dlinnschicht-
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chromatogrammen gut erkennbar ist, da diese Banden durch die Anwendung der alkali-
schen Hydrolyse in die entsprechenden Fettsaure-Insertionsbanden Uberfihrt werden
konnten. Die Bahnen 4,6 und 8 in der Abbildung 3.26 zeigen neben diesen Banden nur
noch Produkte, die aus Kopplungen mit Cholesterol, Wasser oder Sphingomyelin (bzw.
Sonden-Dimere) entstanden sind. Die Zuordnung der PC-Insertionsbande erfolgte durch
Vergleich des RrWertes mit dem des DOPC-Kopplungsproduktes, welches bei den
Liposomenexperimenten erhalten wurde (Abb. 3.10). Eine massenspektrometrische
Charakterisierung dieser Bande ist aufgrund der geringen Probenmengen bislang nicht
erfolgreich gewesen.

Weiterhin wurde ein Insertionsprodukt erhalten, das einen im Vergleich zu den Sphingo-
myelin-Kopplungsprodukten auf3erordentlich hohen R-Wert aufweist und das vermutlich
einem Kopplungsprodukt eines TPD-Ceramids zuzuordnen ist. Da diese Versuche unter
Temperaturblock der Endozytose durchgefiihrt wurden, kann es sich nicht um ein Abbau-
produkt durch die saure Sphingomyelinase in den Lysosomen handeln, sondern vielmehr
um eines, welches durch die neutrale oder aber auch durch die saure Sphingomyelinase
in der Plasmamembran entstanden ist. Aus dem Vergleich der Anordnung der
entsprechenden Banden in der nachfolgenden Abbildung 3.27 und der Stabilitdt der
Bande gegen die alkalische Verseifung kann geschlossen werden, dass es sich hierbei
eventuell um das Wasser- oder das Cholesterolinsertionsprodukt des Ceramids handeln
konnte. Allerdings haben Slotte und Bierman (1988) gezeigt (Kap. 3.4.2.3), dass das nach
Abbau durch die Sphingomyelinase entstandene Ceramid keine Affinitdt zum Cholesterol
hat, so dass es sich hierbei vermutlich um das Kopplungsprodukt der C5-SM-Sonde mit
Wasser handelt.

Die kurzerkettige C3-SM-Photosonde scheint fur die neutrale Sphingomyelinase ein
geeigneteres Substrat darzustellen, da hierbei der Umsatz zum C3-TPD-Ceramid wesent-
lich hoéher ist, als bei der C5-Verbindung (Tab. 3.16). Dass hierfir die gréRere ,off-
rate/hopping-rate” der Sonde eine Rolle spielt, kann vermutet werden, da auch mit den
SM-Sonden erneut bestatigt werden konnte, dass die Wasserinsertionsrate bei kirzerer
Acylkettenlange hoéher ist (Tab. 3.16 und 3.17). Hierdurch ist die C3-Sonde in der
Membran schwacher verankert und ist fir das Enzym durch die héhere ,off-rate” zugang-
licher. Andererseits kdnnte die C3-Sonde bedingt durch die kiirzere Acylkette auch eine
geringere Affinitdt zum Cholesterol haben und deshalb weniger gut in die dichter
~.gepackten“ Mikrodomanen integriert sein. Somit wiirde diese nach Belichtung vermehrt in
das in der Membran enthaltene Wasser inserieren und kdnnte andererseits auch besser

von der neutralen Sphingomyelinase abgebaut werden.
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3.4.2.4 Endozytose-Untersuchungen

Um die Lipidnachbarschaft der Sphingomyelin-Sonden auch im Zuge der Endozytose zu
untersuchen, wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen die Sonden nach Inkorpora-
tion in die Plasmamembran einer sechsstindigen Endozytose bei 37°C unterzogen wur-
den. Nach Ablauf der Inkubationsdauer und der anschliefienden Belichtung der Sonden
waren allerdings nur wenige Anderungen in der Zusammensetzung der Kopplungsmuster
zu erkennen (Abb. 3.27). Dies steht im Gegensatz zu den Experimenten mit den Glc-S-
Cer-Sonden, wo nach deren Internalisierung ein ganzlich anderes Verhaltnis der Photo-

kopplungsprodukte gefunden wurde.
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Abb. 3.27: Markierung der Membranen von humanen Fibroblasten mit C5-Sphingomyelin-Photo-
sonde nach 6 h Endozytose. 2 h Inkubation mit 10 yM Sonde (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) in
HMEM bei 7°C unter Lichtausschluss. Medienwechsel, anschliefend 6 h Inkubation bei 37°C und
Belichtung bei 20°C. Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v).

x1: Nicht identifizierte Bande, die mit Fettsaure-Insertionsbande ko-migriert.

Xo: Nicht identifizierte Bande.

Bahn 1: Unbelichtete C5-Sphingomyelin-Photosonde als Referenz.

Bahn 2: Referenzlipide (Insertion in Cholesterol, Wasserinsertionsprodukt, jeweils ein Isomer).
Bahnen 3,5,7: Zellextrakte I,11,1ll nach Belichtung.

Bahnen 4,6,8: Alkalische Hydrolyse der Zellextrakte L1111l
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Es zeigte sich auch bei diesen Versuchen unter Endozytosebedingungen, dass als
Hauptprodukt die Insertion in Cholesterol erhalten wurde. Ebenfalls wurde erneut nur ein
relativ geringer Gehalt an Wasserinsertion gemessen, so dass sich zunachst die Frage
stellte, ob die Sonden Uberhaupt in die Zellen internalisiert wurden oder ob sie hauptsach-
lich in der PM verblieben sind. Dass diese jedoch internalisiert wurden, Iasst sich am
Auftreten der entsprechenden photolabilen Stoffwechselprodukte Ceramid und Glucosyl-
ceramid erkennen, deren Kopplungsmuster ebenso im Dinnschichtchromatogramm zu

erkennen sind.

Nach Auswertung der DC-Banden wurde festgestellt, dass scheinbar die Kopplungs-
produkte der C5-SM-Sonde mit Cholesterol und Wasser im Vergleich zur Markierung der
Plasmamembran geringfligig abgenommen haben (Tab. 3.17). Allerdings sind die Inser-
tionswerte als Anteile an der Gesamtradioaktivitat der Bahn ermittelt worden, so dass bei
der Auswertung der Kopplungsprodukte auch die der Stoffwechselprodukte (GlcCer und
Ceramid) zu bericksichtigen sind. Auch hier sind Bandenmuster erkennbar, die z.T. als
entsprechende Kopplungsprodukte mit Cholesterol, Wasser und Phosphoglycerolipiden
bzw. deren Fettsduren (nach alkalischer Hydrolyse) zu deuten sind. Es kann also ange-
nommen werden, dass die Verhaltnisse der Kopplungsprodukte einer Sonde untereinan-

der in etwa gleich geblieben ist.

Bei den 6 h-Endozytose-Experimenten mit den SM-Sonden sind wie bei den zuvor
beschriebenen Plasmamembran-Markierungen ebenfalls nur wenig Insertionsprodukte in
Phospholipide entstanden. Obwohl eine vollstdndige Zuordnung und Auswertung dieser
Kopplungsprodukte aufgrund ihrer z.T. nicht ausreichenden dinnschichtchromato-
graphischen Auftrennung nicht moglich war, kann trotzdem festgestellt werden, dass der
Gesamtanteil der Insertionsprodukte in die Phosphoglycerolipide und in Sphingomyelin
(bzw. Sonden-Dimere) weniger als 10 % der Kopplungsprodukte betragt.

Bei dem Kopplungsmuster der C5-SM-Sonde konnte bislang nur das Insertionsprodukt in
PC zugeordnet werden, welches wie schon bei dem Plasmamembran-Experiment zuvor
anhand dessen R~Wert identifiziert wurde. Eine weitere Bande mit geringfligig niedrige-
rem Laufverhalten (x, in Abb. 3.27), die ebenfalls nach alkalischer Hydrolyse verschwin-
det, konnte bislang noch nicht massenspektrometrisch charakterisiert werden, da die aus

den DC-Platten verfligbaren Substanzmengen fiir eine Messung nicht ausreichten.
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Sonde

C3-TPD-SM C5-TPD-SM
Kopplung in
Cholesterol 32,9+ 3,6 55,8+ 0,2
Phosphatidylcholin (PC) 3,0+0,1
Sphingomyelin (SM) / Sonden-Dimer v 25+0,3
Wasser 16,4 £ 1,2 9,6 +0,3
Verhaltnis der markierten Lipide

22,3:1,2:1

(Chol:PC:SM)
Ceramid-/GlcCer-Kopplungsprodukte 35,8+3,2 16,9+ 0,9

Tabelle 3.17: Prozentuale Anteile der Insertionsprodukte der Sphingomyelin-Sonden bei
Markierung der Zellmembranen nach 6 h Endozytose (Mittelwerte aus Dreifachbestimmung).

y1: Aufgrund einer nicht hinreichenden Trennung dieser Kopplungsprodukte auf der DC-Platte,
kénnen fir diese Insertionsprodukte keine Einzelwerte angegeben werden. Zusammengerechnet
betragen diese aber nicht mehr als 10 % der radioaktiv-markierten Substanzen.

Unterschiede zeigen sich allerdings im Vergleich der beiden SM-Sonden miteinander. So
ist bei der C3-Verbindung der Anteil der Wasserinsertion deutlich héher als bei der C5-
Photosonde, welches auf die hdhere ,off-rate” der kirzerkettigen Sonde zuriickzufihren
ist.

Dennoch ist der direkte Vergleich der Insertionsprodukte der Sonden schwierig, da bei der
C3-Sonde erheblich mehr photoaktivierbares Ceramid (Abb. 3.25, Tab. 3.15) entstanden
ist, welches ebenfalls Kopplungsprodukte lieferte. Die genaue Zuordnung dieser zusatz-
lichen Kopplungsmuster konnte aufgrund mangelnder Referenzsubstanzen und der teil-
weise durch Uberlagerung von mehreren Stoffwechselprodukten erhaltenen Komplexitat

nicht durchgefihrt werden.
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3.4.2.5 Ultrazentrifugationsexperimente

In der Einleitung wurde bereits erwahnt, dass mit Hilfe der Dichtegradienten-Zentrifugation
Mikrodomanen bzw. rafts” und auch Caveolae aus lysierten Zellen isoliert werden konnten
(Brown und Rose, 1992). Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit auch Experimente mit
der photolabilen C5-Sphingomyelin-Sonde durchgefihrt, um zu untersuchen, ob diese mit
der als ,leichte, schwimmende Fraktion geringer Dichte (engl. light buoyant density)
bezeichneten Fraktion migriert. Als Zellen wurden hierzu humane Fibroblasten und
humane Melanoma-Zellen A431 gewahlt. Bei den zuletzt genannten wurde die Isolierung
der ,rafts“ bzw. der Caveolae mittels der Ultrazentrifugations-Methode schon beschrieben
(Pike und Casey, 1996; Waugh et al., 1998).

Dazu wurde, wie zuvor darstellt (3.4.2.3), die C5-Sphingomyelin-Sonde fur 2 Stunden
unter Endozytoseblock bei 7°C in die Plasmamembran der Zellen (humane Fibroblasten
bzw. humane Melanoma-Zellen A431) inkorporiert. AnschlieRend wurden die Zellen im
Dunkeln mit einem Lysis-Puffer (pH 7,5 mit 1 % Triton X-100) auf Eis geerntet. Bei der
Zelllyse werden die Mikrodomanen (,rafts“) vermutlich in Form von Vesikeln freigesetzt
und kénnten somit im Dichtegradienten flotieren.

Fur die anschlielende Ultrazentrifugation wurde das Zelllysat in der Kalte auf einen
Saccharose-Gehalt von 40 % eingestellt und auf den Boden eines Zentrifugenréhrchens
pipettiert. Danach wurde diese Suspension vorsichtig mit 30 %-iger- und schlie8lich mit
5 %-iger Saccharose-L6sung Uberschichtet und Uber Nacht bei 4°C im Schwenkrotor bei
135000-g zentrifugiert. Dann wurde das Zentrifugenréhrchen vorsichtig im Boden ange-
stochen und der Inhalt in Eppendorf-Gefallen in Fraktionen von ca. 300 ul Volumen
gesammelt. Mit einem Refraktometer wurde die optische Dichte der Fraktionen bestimmt,
um den Verlauf des Saccharose-Gradienten zu ermitteln. Die Lipide aus den einzelnen
Fraktionen wurden durch Umkehrphasenchromatographie entsalzt und von der Saccha-
rose befreit. AnschlieRend wurde die in den isolierten Lipiden enthaltene Radioaktivitat mit
einem Szintillationszahler quantifiziert und der Lipidextrakt Gber Dunnschichtchroma-

tographie aufgetrennt.

Bei der Auswertung der Dinnschichtchromatogramme und des bei der Fraktionierung
erstellten Radioaktivitatsprofils zeigte sich, dass der groRte Teil (>95 %) der in der
Plasmamembran inkorporierten Sonde sich im Pellet des Zentrifugenréhrchen befand.
Lediglich in der Grenzregion zwischen dem 5 %-igen und 30 %-igen Saccharose-Bereich
konnte in wenigen Fallen eine sehr geringe Zunahme der Radioaktivititsmenge im
Vergleich zu den flankierenden Fraktionen ermittelt werden. Allerdings zeigte sich bei der

dinnschichtchromatographischen Auftrennung kein Lipidmuster, das der in der Literatur
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beschriebenen Zusammensetzung der Mikrodomanen entsprechen wirde. Da vermutlich
nur ein kleiner Teil der Zellmembranen in den schwimmenden Fraktionen enthalten ware,
kdnnte eine zu geringe Menge an Zellmaterial ursachlich fir diesen Befund sein. Dabei
koénnte u.U. die Lipidmenge fir ein Anfarben auf den Dinnschichtplatten nicht ausgereicht

haben, so dass die Versuche mit erheblich gréReren Zellzahlen zu wiederholen waren.

Weiterhin wurden mit den Fibroblasten und auch mit den A431-Zellen Experimente
durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob wahrend der Zelllyse Vesikel gebildet werden. Dazu
wurde [*H]-Saccharose im Lysis-Puffer geldst und die Zellen nach der zuvor beschriebe-
nen Methode lysiert. Danach wurde die Suspension Uber Nacht im Dichtegradienten
zentrifugiert. Bei der anschlielRenden Fraktionierung wurde allerdings in einzelnen Frak-
tionen kein signifikant erhéhter [*H]-Radioaktivitatswert erhalten, was darauf zuriickgefihrt
werden kann, das wahrend der Zelllyse keine oder nur wenige [*H]-Saccharose-gefiillte

Vesikel gebildet wurden.

Letztendlich konnte mit den hier durchgeflhrten Ultrazentrifugationsexperimenten die
Beteiligung der Photosonden an der Bildung der ,rafts“ nicht gezeigt werden. Dennoch
besteht die M0oglichkeit, dass auch dieser Nachweis gelingen konnte, wenn die

Experimente mit gréReren Zellzahlen bzw. Lipidmengen wiederholt werden wirde.
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4 Diskussion

Die Untersuchung der genauen Verteilung und Anordnung von Molekdlen in biologischen
Systemen ist seit Jahren Gegenstand der Forschung. Wie bereits in der Einleitung dieser
Arbeit erwahnt, werden heutzutage dazu eine Vielzahl von verschiedenen biochemischen
und physikalischen Methoden angewendet und neu entwickelt.

Die subzellulare Lokalisation von Lipiden und Proteinen wurde durch die Einfihrung von
Fluoreszenzsonden und anschliefende Untersuchungen in Lichtmikroskopen moglich
(z.B. Lipsky und Pagano, 1983). Allerdings koénnen, durch das Auflésungsvermégen der
Mikroskope begrenzt, damit aber nicht einzelne Molekiile oder kleinere Cluster erkannt
werden, so dass hierzu andere Methoden angewendet werden mussen. Es konnte mit
speziellen Fluoreszenzsonden auch schon die Bewegung einzelner Molekile messbar
gemacht werden (Schutz et al., 2000). Bei diesem ,single particle/fluorophore tracking”
wird der Aufenthaltsort der Sonden mittels Laser bestimmt, so dass hieraus die Bewegung
einzelner Molekile auch auf einer Zelloberflaiche gemessen werden konnte. Mit diesem
Verfahren kann aber nicht die direkte Lipidumgebung der Sonden bestimmt werden, da
nur ein einzelnes Molekul betrachtet wird. Fur elektronenmikroskopische Untersuchungen
wurden Antikérper zum Nachweis des Forssman-Lipids (van Genderen et al., 1991) oder
Cholera-Toxin zur Lokalisierung von GM1 verwendet (Hansson et al., 1977; Parton,
1994). Mit einem Biotin-markierten Derivat des GM1 konnte in unserer Abteilung
elektronenmikroskopisch die intrazellulare Verteilung dieses Gangliosids gezeigt werden
(Mébius, 1998; Mbbius et al., 1999). Allerdings kann mit diesen Methoden nicht eine
Untersuchung in vivo erfolgen, da die Zellen vor dem Einbringen in das Elektro-
nenmikroskop chemisch fixiert werden muissen. Auch kann mit dieser Technik nur sehr
begrenzt die Umgebung der Molekile untersucht werden, da flr jede zu untersuchende
Komponente spezifische Antikérper eingesetzt werden mussen. Eine Information Gber alle
in der Nachbarschaft der Sonden enthaltenen Bestandteile kann aber hiermit nicht erhal-
ten werden.

In dieser Arbeit wurde eine weitere Vorgehensweise gewahlt, um die direkte Nachbar-
schaft von Lipiden zu untersuchen. Es wurden hierzu photoaktivierbare Lipide verwendet,
die es erlauben, sowohl in Modellsystemen als auch in lebenden Zellen die diesen Son-
den direkt benachbarten Molekile zu ermitteln. Da Belichtung und anschlieRende Reak-
tionszeit des in situ entstehenden Carbens sehr kurz sind, kann man davon ausgehen,
dass durch die Photoinsertion eine Momentaufnahme der jeweiligen Lipidumgebung der

Sonden in den Modell- bzw. Zellmembranen angezeigt wird.
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4.1 Synthese der Trifluormethylphenyldiazirinyl (TPD)-Sonden

Aus der Diplomarbeit (H6rnschemeyer, 1997) standen fur die Untersuchungen in Mem-
branen bereits zwei photoaktivierbare Fettsduren mit C3- und C5-Acylketten und die
daraus aufgebauten TPD-Glucosyl-thio-ceramide zu Verfigung. Um hinsichtlich ihrer
physikochemischen Eigenschaften den endogenen Membranlipiden méglichst dhnlich zu
sein, war es wiinschenswert, weitere Photosonden zur Verfligung zu haben, die eine noch
langere Acylkette tragen, aber in den geplanten Versuchen dennoch in die Zellen inkorpo-
riert werden konnten. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit eine langere photoaktivier-
bare Fettsdure mit einer C7-Acylkette analog der C3- und C5-Verbindungen synthetisiert.
Die Synthese des photolabilen TPD-Fettsaure-Succinimidylesters (Abb. 3.1) gelang dabei

mit einer Gesamtausbeute von 14 % nach 10 Stufen.

Die fir die Photomarkierungsstudien verwendeten markierten Glucosyl-thio-ceramide
wurden in einer konvergenten Synthese aus Lyso-Glc-S-Cer (nach Albrecht et al. (1995)
und Hérnschemeyer (1997)) und den jeweiligen TPD-Succinimidylestern (nach
Hérnschemeyer, 1997, sowie in der vorliegenden Arbeit beschrieben) synthetisiert und
enthalten eine B 1—4 thioglykosidische Bindung, die von der Glucocerebrosidase nicht
gespalten wird (s. Kapitel 3.4.1.2). Damit standen fir die Photoinsertionsstudien drei
Glucosyl-thio-ceramide mit unterschiedlichen Acylkettenldngen zur Verfigung, deren
Fettsaurereste Kettenlangen mit 9, 11 und 13 Kohlenstoffatomen entsprechen dirften. Da
sich gezeigt hat, dass diese noch in ausreichendem Male auch in kultivierte Zellen inkor-
poriert werden kénnen, war es moglich, sowohl die Lipidumgebung dieser Glykolipide in

Modell- als auch in Zellmembranen zu untersuchen.

Das Sphingolipid Sphingomyelin gilt als einer der Hauptbestandteile der als ,rafts”
beschriebenen Mikrodomanen in zellularen Membranen. Um auch die direkt benachbar-
ten Molekiile dieser Lipidspezies bestimmen zu kénnen, wurden hierzu im Rahmen dieser
Dissertation ebenfalls zwei photoaktivierbare SM-Sonden hergestellt.

Durch Reduktion der 4,5-Doppelbindung des Sphingosin-Rickgrats mit radioaktivem [*H]-
Natriumborhydrid (Schwarzmann, 1978) konnte eine radioaktive Markierung in die Photo-
sonden eingeflhrt werden (Abb. 3.3). AnschlieRende Stoffwechseluntersuchungen mit
den SM-Sonden konnten belegen, dass wahrend der hier gewahlten Inkubationsdauer
von 6 Stunden diese Molekile lediglich bis zum Ceramid abgebaut wurden, so dass die

Markierung katabolisch stabil war und auch im Zuge der Endozytose erhalten blieb.
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4.2 Die Lipidnachbarschaft der Sonden in Modellmembranen

4.2.1 Glc-S-Cer-Sonden

Die Untersuchungen mit den Glc-S-Cer-Sonden in Modellmembranen haben gezeigt,
dass nach Belichtung der Photosonden und der anschlieRenden dinnschichtchroma-
tographischen Trennung ein DC-Bandenmuster erhalten wurde, welches in den Uberwie-
genden Fallen analysiert werden konnte. Durch die Zuordnung war es moglich, die den
Sonden direkt benachbarten Molekule zu analysieren. Viele der Insertionsprodukte konn-
ten auler durch ihren dinnschichtchromatographischen Retentionswert (R¢) auch durch
eine massenspektrometrische Charakterisierung identifiziert werden. In den Fallen, wo die
Trennscharfe der eindimensionalen Chromatographie nicht ausreichte (z.B. Insertions-
produkte der Glc-S-Cer-Sonden in PC, PA und PS), konnte die Zuordnung durch Analyse
eines zweidimensionalen DCs erfolgen. Eine zusatzliche Trennung Uber Anionenaus-
tauschchromatographie musste lediglich flr die sichere Analyse der Kopplungsprodukte
mit Bis(monoacylglycero)phosphat (BMP) und PE durchgefiihrt werden.

Durch die Belichtungsexperimente konnte nachgewiesen werden, dass das Muster der
Kopplungsprodukte sehr stark von der jeweiligen Lipidzusammensetzung der Liposomen
abhangt. In Liposomen mit 39 Mol-% DMPG wurde beobachtet, dass die C3-Glc-S-Cer-
Sonde wenig in dieses anionische Lipid inserierte, jedoch praferenziell in Cholesterol,
welches als zweiter Bestandteil enthalten war (Abb. 3.4, Tab. 3.1). Auch mit DPPS und
BMP wurde in Modellmembranen festgestellt, dass mit diesen anionischen Lipiden eben-
falls kaum Kopplungsprodukte der Glc-S-Cer-Photosonden gebildet wurden (Abb. 3.5,
Tab. 3.2 und Abb. 3.20). Daher kann vermutet werden, dass anionische Lipide kaum in
der direkten Nachbarschaft der Glucosyl-thio-ceramide vorhanden sind. Ob es zu Absto-
Rungen auf molekularer Ebene kommt oder andere biophysikalische Phanomene, wie
z.B. Phasensegregationen, zu den niedrigen Insertionsraten in anionische Lipide fuhren,
konnte bislang nicht geklart werden.

Aus Untersuchungen von Y. Lange (1991) ist bekannt, dass ca. 90 % des freien zellularen
Cholesterols von Fibroblasten in der Plasmamembran lokalisiert sind. Wahlt man in Lipo-
somen eine Lipidzusammensetzung, die in etwa der der extrazellularen Seite der PM ent-
spricht, so wird nach Belichtung eine Gleichverteilung der Insertionsprodukte gefunden.
Diese Ergebnisse bestatigen nicht die fir biologische Membranen beschriebenen
Beobachtungen, wonach Cholesterol offenbar Wechselwirkungen mit den Sphingolipiden
zeigt und in Mikrodomanen eng mit diesen vergesellschaftet ist bzw. durch Ausbildung
einer liquid-ordered-phase von den anderen Lipiden ,getrennt” wird. Dieses zeigt, dass
diese bimolekularen Wechselwirkungen zur Ausbildung der ,rafts“ anscheinend nicht
ausreichen, sondern noch andere Komponenten der Plasmamembran hierbei eine Rolle

spielen, die allerdings in den Modellmembranen nicht enthalten waren.
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Ein weiteres Kopplungsprodukt, welches nach Belichtung der Sonden erhalten wurde,
resultierte aus der Insertion in Wasser. Bereits von Meier et al. (1990) wurde beschrieben,
dass nach Belichtung einer C5-TPD-GM1-Photosonde in Cholesterol-haltigen Liposomen
der Anteil der Wasserinsertion gegeniber Belichtung in reinen Phospholipid-Liposomen
(PC, PE bzw. PS) deutlich sinkt. Dies zeigt, dass die Membran durch das Cholesterol ver-
dichtet wird, so dass die Sonden starker in der Membran verankert sind und sich auch
weniger Wasser in der Membran befindet; dies kann auch die geringere Insertion in
Wasser erklaren. Durch Experimente mit den unterschiedlichen Kettenlangen der
Photosonden und bei verschiedenen Temperaturen konnte in dieser Arbeit belegt werden,
dass fir das Auftreten der Wasserinsertionsprodukte wohl Uberwiegend die ,off-rate“ der
Sonden verantwortlich ist. So sank durch eine langere photoaktivierbare Kette der Anteil
an diesen Kopplungsprodukten merklich, welches durch eine starkere Verankerung der
Sonden in der Membran und somit durch eine reduzierte ,off-rate/hopping-rate® der
Molekiile aus der Ebene der Membran heraus in das umgebende Wasser erklart werden
kann. Ein weiterer Teil reprasentiert zudem das in der Membran enthaltene Wasser,
welches eventuell in tieferen Membranbereichen weniger haufig vorkommt als nahe der
Grenzflache zur wassrigen Phase, so dass durch eine langere Acylkette der Photosonde
u.U. auch weniger Markierungsprodukt erhalten wirde.

Durch die Experimente in Liposomen konnte weiterhin gezeigt werden, dass nach Photo-
lyse der Sonden verschiedene Isomere der Kopplungsprodukte entstehen kénnen. Dabei
kann es sich um Positionsisomere bei der Photoinsertion handeln, die durch die Bewe-
gung der Sonden senkrecht zur Ebene der Lipidschicht entstehen (,hopping-rate). Diese
Kopplungsprodukte besitzen eventuell verschiedene Polaritaten und weisen auf den DC-
Platten u.U. ein unterschiedliches Laufverhalten auf, wodurch sie in zwei oder mehr Ban-
den aufspalten kénnen. Auch kann es sich bei einigen Banden um Enantiomerenpaare
handeln, die durch die unterschiedliche Angriffsrichtung des Carbens im Moment der
Photokopplung gebildet wurden.

Besonders bei der C7-Glc-S-Cer-Sonde wurde bei den Insertionsprodukten das Auftreten
einer zweiten Banden mit ahnlicher Laufhéhe beobachtet, die durch diese Positions- bzw.

Enantiomerenbildung zu erklaren ist.

4.3.2 Sphingomyelin-Sonden

Bei den Sphingomyelin-Photosonden konnte ebenfalls eine Analyse der Kopplungsmuster
durch eine dinnschichtchromatographische Auftrennung der Insertionsprodukte durch-
geflihrt werden. Dennoch war die Zuordnung der Kopplungsprodukte hier schwieriger als

bei den Glc-S-Cer-Sonden, da die geringen Laufhdhen der Banden in dem verwendeten
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Laufmittelsystem Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v) bei einigen der Produkte
nicht zur ausreichenden Trennung geflihrt haben (z.B. Insertionsprodukte in GM1 und in
Sphingomyelin). In den meisten Fallen konnte allerdings eine sichere Zuordnung erfolgen,
wobei bei einigen der Insertionsprodukte zusatzlich noch eine massenspektrometrische
Charakterisierung durchgefiihrt wurde (Tab. 3.9).

Die Photokopplungsmuster in Modellmembranen haben gezeigt, dass es in Cholesterol-
haltigen Liposomen zu einer bevorzugten Insertion in das Sterol gegeniber den Ubrigen
enthaltenen Wirtslipiden, wie z.B. PC und SM (Abb. 3.10, Tab. 3.7), kommt. Diese auch
biophysikalisch gefundene Affinitat basiert wohl z.T. auf der spezifischen Wasserstoff-
briicken-Bindung zwischen der Amidogruppe des Sphingomyelins und der Hydroxyl-
gruppe des Cholesterols (Ubersicht in Brown, 1998). Diese Wechselwirkungen zeigen
sich auch in biologischen Membranen, wo sich die als ,rafts“ beschriebenen Membran-
bereiche ausbilden kdnnen (Simons und Ikonen, 1997).

Auch konnte durch die Versuche in Modellmembranen gezeigt werden, dass die Zusam-
mensetzung der Liposomen von essentieller Bedeutung fir das nach Belichtung erhaltene
Kopplungsmuster ist. So war in einem Fall die Insertion in Wasser doppelt so hoch wie in
einem anderen, obwohl hier die gleichen Lipidbestandteile, jedoch in einem anderen
Verhaltnis zugesetzt wurden (Abb. 3.10, Tab. 3.7). Dieses macht deutlich, wie die Lipid-
umgebung das physikalische Verhalten der Sonden (hier die ,off-rate”) direkt beeinflussen
und somit eine festere oder schwachere Verankerung in der Membran verursachen kann.

Besonders auffallig bei den Photomarkierungen mit den Sphingomyelin-Sonden war die
Isomerenbildung (Positionsisomere/Enantiomere), die bei einigen der Insertionsprodukte
beobachtet werden konnte (Abb. 3.10 und 3.11). Wie bereits fur die Glc-S-Cer-Sonden im
vorigen Abschnitt beschrieben wurde, spalten dabei die Kopplungsprodukte auf den
Dinnschichtplatten in zwei oder mehr Banden auf. Bei dem Insertionsprodukt in Choleste-
rol konnte die Identitat der sich unter den Banden verbergenden Lipide durch eine Markie-
rung mit dem [**C]-Derivat des Sterols nachgewiesen werden (Abb. 3.11). Diese auch fiir
die Insertion in Wasser beobachtete Erscheinung konnte auch massenspektrometrisch

bestatigt werden.
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4.3 Einbau der Sonden in Membranen kultivierter Fibroblasten
und Stoffwechseluntersuchungen

Bei den hier verwendeten photoaktivierbaren Sphingolipiden handelt es sich um Derivate,
die eine im Vergleich zu den natlrlichen Analoga verkiirzte Fettsdure tragen. Diese syn-
thetischen Produkte lassen sich in die Plasmamembranen von kultivierten Zellen inkorpo-
rieren (Ubersichten in Schwarzmann und Sandhoff, 1990; Schwarzmann, 2001), wéhrend
dies bei Sphingolipid-Derivaten mit naturlichen Fettsaurekettenlangen von 16 bis
24 Kohlenstoffatomen aus Grinden der Ldslichkeit nicht moglich ist. Die kurzkettigen
Lipide zeigen aber im Vergleich zu ihren natirlichen Vertretern geringere hydrophobe
Wechselwirkungen zu ihren Nachbarlipiden und besitzen daher eine héhere ,off-rate” als
diese (Brown et al., 1985). Dieses ermoglicht den hier eingesetzten kurzkettigen Lipiden
einen spontanen Austausch zwischen Membranen (Rosenwald und Pagano, 1993; Jeckel
und Wieland, 1993). So kénnten diese Lipide aus den intralysosomalen Membranen
heraustreten und nach Diffusion Uber die Wasserphase auch in die Perimetermembran
von Lysosomen inserieren und so andere Transportwege in Anspruch nehmen
(Schwarzmann, 2001).

4.3.1 Glucosyl-thio-ceramid-Sonden

Beim Einbau der TPD-Glucosyl-thio-ceramide in zellulare Membranen hat die Lange der
entsprechenden Acylkette einen Einfluss auf die Einbaurate. So erhdhte sich die inkorpo-
rierte Menge der C3- und C5-TPD-Glc-S-Cer-Sonden drastisch im Vergleich zur C7-TPD-
GSC-Verbindung (21,9 und 17,3 gegentber 6,4 nmol Lipid/mg Protein; Tab. 3.10). Dieser
Effekt ist wohl auf die starkeren hydrophoben Wechselwirkungen der langerkettigen Lipide
mit den Lipidbindungsproteinen (BSA) zurlickzufiihren. Eine ahnliche Abhangigkeit der
Einbaurate von der Acylkettenlange des Sphingolipids wurde auch von Ptz (1996) fur

weitere Thioglykosphingolipide und von Albrecht (1991) fir NBD-Ceramide beobachtet.

Weiterhin erfolgte nach Inkorporation der markierten Glucosyl-thio-ceramide (C3-, C5-
und C7-Glc-S-Cer) in Fibroblasten, wie schon friiher gezeigt werden konnte, eine posten-
dozytotische und zelltypspezifische Glykosylierung der Lipide (Schwarzmann et al., 1995;
Plitz, 1996 und Kapitel 3.3.2). Nach Inkubation der Sonden wurden die entsprechenden
Derivate von Globotriaosylceramid und GM3 neben etwas Lac-S-Cer gefunden (Abb. 3.13
und Tab. 3.11), welche die in diesen Zellen hauptséachlich vorkommenden Glykolipide sind
(Chatterjee et al., 1976; van Echten und Sandhoff, 1989). Es wurde festgestellt, dass

auch die Stoffwechselraten mit zunehmender Kettenlange der Photosonde abnahmen.
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Vom C7-Derivat entstanden dabei innerhalb der sechsstiindigen Inkubationsdauer nur
1,3 % Stoffwechselprodukte, wahrend von den aufgenommenen C3- und C5-Glc-S-Cer-
Sonden 4,3 bzw. 3,6 % glykosyliert wurden (Tab. 3.11). So zeigt sich hier, dass das

langerkettigere Derivat auf dem Weg zum Golgi Apparat starker retardiert wird.

4.3.2 Sphingomyelin-Sonden

Auch die Sphingomyelin-Photosonden lieRen sich in Form ihrer BSA-Komplexe in die
Plasmamembran von Fibroblasten inkorporieren. Die Einbauraten lagen mit 7,1 bzw.
10,6 nmol Lipid/mg Protein (Tab. 3.14) bei den C3- bzw. C5-SM-Sonden allerdings deut-
lich niedriger als es bei den entsprechenden C3- und C5-TPD-Glc-S-Cer-Derivaten der
Fall war (21,9 bzw. 17,3 nmol Lipid/mg Protein; Tab. 3.10).

Hierbei spielt offenbar die Kopfgruppe der Sonden eine groe Rolle, da die hier verwen-
deten Glucosyl-thio-ceramide und Sphingomyeline im Ceramid-Anker identisch zueinan-
der sind.

Auch werden flr das Zustandekommen der ,rafts“ verschiedene Mdglichkeiten diskutiert.
Simons und Ikonen (1997) postulierten, dass eventuell schwache Wechselwirkungen der
Kohlenhydrat-Kopfgruppen der Glykolipide zur Bildung der Mikrodomanen beitragen. In
einem alternativen Modell von Brown und London (1998) wird hingegen angenommen,
dass diese Wechselwirkungen eher auf den hydrophoben Kraften der iberwiegend gesat-
tigten und damit vermehrt gestreckten Acylketten beruhen, die die liquid-ordered (I,)-
phase ausbilden. Da die an den Mikrodomanen ebenfalls beteiligten Sphingomyeline
keinen Kohlenhydrat-Rest tragen, ist die letztgenannte Theorie fir diese Substanzklasse

wohl als zutreffender anzusehen.

Nach sechsstiindiger Endozytose der beiden SM-Sonden wurden Ceramid, Glucosyl-
ceramid und Sphingomyelin als Stoffwechselprodukte detektiert (Abb. 3.25). Dabei wur-
den die Sphingomyeline als Hauptprodukte erhalten, die zum einen die unveranderten,
urspringlich gefitterten Molekile darstellen kdbnnen. Andererseits konnte es sich dabei
auch um die aus dem Metaboliten Ceramid neugebildete Sphingomyelin-Sonden handeln.
Durch das Auftreten der Glucosylceramid-Banden kann man annehmen, dass Sphingo-
myelin in nicht unerheblichen Mal3e durch eine Re-Synthese aus Ceramid entstanden ist,
da durch Untersuchungen mit radioaktiv markierten, kurzkettigen Ceramiden gezeigt wer-
den konnte, dass hieraus in Fibroblasten erheblich gréfiere Anteile an Sphingomyelin als
an GlcCer gebildet werden (Schwarzmann, personliche Mitteilung). Ceramid ist ebenfalls
in nennenswerten Anteilen entstanden, wobei es bei der C3-SM-Photosonde mit 46 %

nahezu die Halfte der Stoffwechselprodukte darstellte, wahrend bei der langerkettigen C5-
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Verbindung lediglich zu 18 % gebildet worden ist. Ob diese Ungleichheit aus einer unter-
schiedlichen Affinitat der sauren Sphingomyelinase zu den beiden Sonden resultiert, kann
mit diesen Experimenten nicht festgestellt werden. Hingegen wurde eine Spezifitat fur
verschiedene Acylkettenlangen mit der lysomalen sauren Ceramidase untersucht (Linke,
2000), welche die Amidbindung des Ceramids spaltet, so dass Sphingosin und die Acyl-
kette freigesetzt werden. Hierbei konnte festgestellt werden, dass vom Enzym in vitro
Substrate mit Cq,-Acylkette am besten umgesetzt werden, wohingegen kulrzer- oder lan-

gerkettige Derivate weniger gut erkannt werden.

Es konnte durch die Untersuchungen gezeigt werden, dass wie erwartet, in der relativ
kurzen Zeit der Endozytose nur ein Abbau zum Ceramid stattgefunden hat, da in der
dinnschichtchromatographischen Analyse keine radioaktiv markierten Produkte aus den
,Salvage pathway“ erkennbar waren, die u.U. nach einem Abbau zum Sphinganin und
erneuter Acylierung entstanden waren. Dies konnte auch durch die Abwesenheit von
markierten Phospholipiden belegt werden, die aus Palmitoyl-CoA via Palmitaldehyd,
einem weiteren Abbauprodukt des Sphinganins, gebildet werden kénnten (Schwarzmann
et al., 1986).

4.4 Die Lipidnachbarschaft der Sonden in Zellmembranen

Sphingolipide sind charakteristische Bestandteile von eukaryontischen Zellen (Gahmberg
und Hakomori, 1973; Wiegandt, 1985) und haben einen wichtigen Anteil an der Bildung
der extrazellularen Schicht der Plasmamembran, in der sie auch hauptsachlich vorkom-
men. Durch biophysikalische Untersuchungen in Modellmembranen konnte bereits
gezeigt werden, dass es durch Wechselwirkungen der Lipide untereinander zu Phasenbil-
dungen und somit zu getrennten, nicht homogen-verteilten Bereichen innerhalb von
Membranen kommen kann (Ubersicht in Welti und Glaser, 1994). Auch ist bekannt, dass
fur die Aktivitat einiger Proteine eine bestimmte Lipidumgebung notwendig ist (Ubersich-
ten in: Kobayashi et al., 1998; Tocanne et al., 1994), welches zur Steuerung zellularer
Vorgange genutzt werden kann. Durch Untersuchungen in den letzten Jahre konnte
belegt werden, dass Sphingolipide in Membranbereichen angereichert vorkommen, die
man auch als Mikrodomanen oder ,rafts“ bezeichnet (Simons und lkonen, 1997). Diese
besitzen offenbar eine andere Lipid- und Proteinzusammensetzung als die sie umgeben-
den Membranareale und haben Anteil an bestimmten zellularen Prozessen (siehe Einlei-
tung, Kap. 2.2). Durch Photomarkierungen mit den hier zur Verfigung stehenden Sphin-
golipid-Sonden sollten die in zellularen Membranen direkt benachbarten Lipide untersucht

und charakterisiert werden.
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4.4.1 Glucosyl-thio-ceramid-Sonden

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es moglich ist, die Glucosyl-thio-ceramid-Sonden
unter Endozytoseblock bei 7°C in die exoplasmatische Seite der Plasmamembran von
humanen Fibroblasten zu inkorporieren, wurde zunachst in dieser Membran die direkte
Lipidumgebung der Sonden bestimmt. Messungen der Lipidzusammensetzung dieser
Membranhélfte ergaben, dass sie hauptsachlich aus PC und SM (ca. 50-60 %) und aus
Cholesterol (etwa 30-40 %) besteht (Ubersichten in Devaux und Zachowski, 1994; van
Meer und van Genderen, 1994).

Obwohl in den Liposomenversuchen mit diesen Lipid-Bestandteilen der extrazellularen
Seite der PM eine Gleichverteilung der Insertionsprodukte gefunden wurde, konnte dies
bei Belichtung der Sonden in der Plasmamembran von Fibroblasten nicht bestatigt wer-
den. Hierbei wurden ganzlich andere Verhaltnisse der Kopplungsprodukte der Photoson-
den mit diesen Substanzen gefunden. Als Hauptkomponente wurde vor allem die Inser-
tion in Cholesterol erhalten. Das Verhaltnis der Insertionsprodukte lag bei den C3- und
C5-Sonden mit ca. 11 : 2 : 1 (Cholesterol:PC:SM) (Tab. 3.12) deutlich Gber den Werten,
die bei einer Gleichverteilung innerhalb der Membran gefunden worden waren. In Publi-
kationen zu diesem Thema wurden bisher keine besonderen Assoziationen von Glucosyl-
ceramid und Cholesterol auf molekularer Ebene in Modell- oder zelluldaren Membranen
beschrieben. Somit lasst dieses Ergebnis den Schluss zu, dass sich die Glc-S-Cer-Son-
den wahrend der Kopplung in Cholesterol-reichen Domanen befunden haben mussen, die
auch als ,rafts“ beschrieben werden.

Auch mit einem in die Plasmamembran von Fibroblasten inkorporierten GM1-Derivat,
welches eine C5-TPD-Acylkette tragt, konnte durch eine Photomarkierung ebenfalls die
direkte Assoziation des Gangliosids GM1 in Cholesterol-reichen Doméanen gezeigt werden
(von Coburg, personliche Mitteilung). Dies bestatigt auch den Befund von Mébius et al.
(1999), wonach ein Biotin-markiertes GM1 in ,rafts/patches” und in Caveolae lokalisiert

wurde, welche ebenfalls einen hohen Gehalt dieses Sterols aufweisen.

Mit den Glucosyl-thio-ceramid-Sonden wurden in der Plasmamembran auf’er PC und SM
keine weiteren in der Membran enthaltenen Lipide, wie Glykosphingolipide, markiert, wel-
che in vielen Fallen ebenfalls Bestandteil der Mikrodomanen sind (Simons und lkonen,
1997). Allerdings konnten ,rafts auch aus GM-95-Melanomazellen isoliert werden
(Ostermeyer et al., 1999), in denen durch das Fehlen der GlcCer-Synthase keine GSL
gebildet werden konnen. Auch bleibt die morphologische Struktur der Caveolae in
NIH 3T3-Fibroblasten nach Inhibition der GSL-Bildung durch Gabe des GlcCer-Synthase-
Inhibitors D-threo-1-Phenyl-2-palmitoyl-3-pyrrolidino-propanol erhalten (Shu et al., 2000).

Dies zeigt, dass diese Glykolipide zwar in den Mikrodomanen lokalisiert sein kénnen, flir
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deren Existenz aber nicht unbedingt notwendig sind. Anders stellt es sich dar, wenn durch
exogene Gabe von bakterieller Sphingomyelinase das in der Plasmamembran enthaltene
Sphingomyelin zu Ceramid abgebaut wird und es zum schnellen Austritt des Cholesterols
aus der Plasmamembran und zur anschliefenden Veresterung im Zytosol durch die Acyl-
CoA:Cholesterol-Acyl-Transferase (ACAT) kommt. (Slotfte und Bierman, 1988). Auch
wenn membrangebundenes Cholesterol z.B. durch Applizierung von B-Methylcyclodextrin
aus der PM entfernt wird, kommt es zur Stérung der spezifischen Transportvorgange von
Proteinen in Bereiche der ,rafts” (llangumaran und Hoessli, 1998; Pralle et al., 2000) wie
auch in die der Cavaolae, so dass sich dort ebene Membranbereiche bilden konnen, die
nicht mehr von den umgebenden Arealen der Plasmamembran unterschieden werden
kénnen (z.B. Rothberg et al., 1990). Auch konnte gezeigt werden, dass hierdurch

Signaltransduktionsvorgénge gestért werden (Ubersicht in Simons und Toomre, 2000).

Unter den aeroben Bedingungen der Zellkultur wurden die TPD-Glucosyl-thio-ceramide
zwar in geringem Mafe in ihre Sulfoxide Uberfihrt, dies fuhrte aber zu keinen schwerwie-
genden Problemen, da die Kopplungs- und ihre Oxidationsprodukte in den meisten Fallen
charakterisiert werden konnten. Zudem fiihrten auch die Untersuchungen mit den reinen
Oxidationsprodukten bei der Markierung der Plasmamembran von Fibroblasten zu den

gleichen Kopplungsmustern wie mit den nicht-oxidierten Sonden (Kapitel 3.4.1.3).

Obwohl in den Liposomenexperimenten mit der C7-Glc-S-Cer-Sonde gut auswertbare
Dunnschichtchromatogramme erhalten wurden (Abb. 3.5), gestaltete sich die Analyse des
Kopplungsmusters nach Belichtung dieser Sonde in der Plasmamembran kultivierter
Fibroblasten erheblich schwieriger (Abb. 3.15). Die Chromatogramme konnten z.T. durch
die Uberlagerung von verschiedenen Positionsisomeren nicht mit hinreichender Genauig-
keit ausgewertet werden; dennoch wurde hier qualitativ ebenfalls eine praferentielle Inser-
tion in Cholesterol gegenlber der Kopplung mit PC und SM festgestellt. Durch die langere
Acylkette der C7-Photosonde ist es mdglich, dass die TPD-Gruppe in den tieferen, fluide-
ren Bereichen der Membran positioniert ist und somit mehr Méglichkeiten der Insertion in
die flexibleren Abschnitte der Lipidfettsdurereste besitzt. Auch kann dadurch die Insertion
in Cholesterol in dessen Kern, wie auch in die Seitenkette am C-17 des Sterols erfolgen.
Hierdurch konnen insgesamt eine Vielzahl von verschiedenen Positionsisomeren entste-
hen, die auf den Dinnschichtplatten jeweils ein geringfugig unterschiedliches Laufverhal-
ten aufweisen und somit das Kopplungsmuster komplizierter gestalten. Da die Kopp-
lungsprodukte der C7-Glc-S-Cer-Sonde aufgrund dieser Schwierigkeiten nicht hinreichend
genau zugeordnet und ausgewertet werden konnten, wurde hier auf die exakte tabella-

rische und grafische Darstellung verzichtet.



Diskussion 91

Eine tiefere und somit eventuell auch festere Verankerung der C7-Glucosyl-thio-ceramid-
Sonde innerhalb der zellularen Membranen konnte durch eine geringe Insertionsrate in
Wasser gezeigt werden. Nach Belichtung der C7-Sonde in der Plasmamembran von
Fibroblasten wurde mit 17,2 % eine im Vergleich zu den C3- und C5-Verbindungen
niedrigere Wasserinsertion gefunden (27,4 % bzw. 22,4 %; Abb. 3.23). Dieses zeigt zum
einen, dass auch im Zellexperiment die langerkettige Sonde eine niedrigere ,off-rate®
aufweist bzw. mit dessen TPD-Sonde in tieferen Membranbereichen, die u.U. weniger
enthaltenes Wasser enthalten, lokalisiert ist. Verglichen mit den Versuchen in DOPC-
Liposomen nimmt die Starke der Membranverankerung aller Photosonden in Zellen deut-
lich zu, da offenbar hier die komplexe Lipidzusammensetzung der Zellen zu einer dichte-
ren Packung der Lipiddoppelschichten fuhrt. In DOPC-Liposomen (mit 2 Mol-% Sonde)
kénnte das Glc-S-Cer eher als Storstelle wirken, so dass die Bindung innerhalb der
Membran schlechter bzw. schwacher ist.

Eine festere Membranverankerung sollte ebenfalls bei der Lokalisierung der Sonden in
dem als liquid-ordered-phase beschriebenen Bereich der ,rafts“ gegeben sein, welcher
durch die eher geséttigten Fettsdurereste der Lipide gekennzeichnet ist. Auch ist die
Oberflachenkrimmung dieser Membranabschnitte in zellularen Membranen wohl eher
gering im Vergleich zu den DOPC-Liposomen, so dass auch hierdurch die ,off-rate“ in

Zellen geringer sein sollte.

Werden die Glc-S-Cer-Sonden von den Zellen endozytiert, so wird bereits nach kurzer
Endozytosedauer festgestellt, dass sie die Cholesterol-reichen Doméanen verlassen und
sich anschlielRend in einer ganzlich anderen Lipidumgebung befinden. So nimmt die Inser-
tion der C3- und C5-TPD-Sonden in Cholesterol bereits innerhalb von 30 Minuten etwa
um die Halfte ab und erreicht nach 2 Stunden den Gleichgewichtszustand mit nur noch
ca. einem Drittel des in der Plasmamembran ermittelten Wertes. Im Gegensatz dazu
kommt es zu einem Anstieg des Kopplungsproduktes mit PC, welches, obwohl eines der
Hauptbestandteile der PM, in dieser nur im untergeordnetem Malle markiert wurde. Im
Falle der C3-Sonde stellt die Insertion in PC bereits nach einer Stunde das Hauptprodukt
dar und erreicht einen Wert von 50 %. Auch bei der C5-Verbindung wird schon nach
30 Minuten der Gleichgewichtszustand mit ca. 35 % Kopplungsprodukt eingestellt, was
zeigt, dass nach erfolgter Endozytose der Sonden auf inneren Membranen keine
spezifischen Assoziationen mit Cholesterol mehr feststellbar sind.

Auch werden nach Endozytose der Sonden Kopplungsprodukte mit PE verstarkt gebildet,
einem Lipid, welches in der PM durch die Anwesenheit einer Aminophospholipid-Translo-
kase fast ausschliellich auf der zytosolisch-orientierten Membranhalfte vorkommt. Auf

inneren Membranen der Zelle kommt es offenbar zum Verlust dieser asymmetrischen
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Anordnung des PE, so dass die Insertion der Glc-S-Cer-Sonden in dieses Lipid moglich
wird. Ein flip-flop der Sonden ist hingegen nicht spontan (Sillence et al., 2000), sondern
wohl nur durch einen protein-vermittelten Transport durch die Membran moglich, wie es
fir einige Lipide mit den ABC-Transportern MDR-1 und MDR-3 gezeigt wurde (van
Helvoort et al., 1996).

Ob diesen Anderungen der Lipidumgebung aktiv-gesteuerte Sortierprozesse der Zelle
zugrunde liegen oder sie durch gezielte Vesikel-Abschnirungen bestimmter Membranbe-
reiche und Fusion mit anderen geschehen, konnte durch die hier dargestellten Versuche

nicht geklart werden.

Nach mehrstiindiger Inkubation der Zellen mit den Sonden bei 37°C kdénnen die Molekile
auch in innere, abbauende Kompartimente transportiert werden. Wherrett und Huterer
(1972) haben gezeigt, dass Lysosomen im Vergleich zu den Ubrigen Organellen der Zelle
einen héheren Anteil an Bis(monoacylglycero)phosphat (BMP) aufweisen. Nach dem
Modell des lysosomalen Abbaus (Fiirst und Sandhoff, 1992) ist zu erwarten, dass die
Photosonden wie andere Sphingolipide im Verlauf der Endozytose zu den intraendo-
somalen und —lysosomalen Membranen transportiert werden.

Obwohl in Liposomenexperimenten gezeigt werden konnte, dass die Trennung negativ-
geladener und ungeladener Insertionsprodukte Uber Anionenaustauschchromatographie
erfolgreich war, wurde bei Auftrennung der Kopplungsprodukte eines Zellversuchs nach
sechsstindiger Endozytose der C5-Glc-S-Cer-Sonde und anschlieRender Photolyse mit
den hier zur Verfligung stehenden Methoden kein Produkt der Insertion in BMP detektiert.
Eine Photoinsertion kann jedoch erwartet werden, wenn sich die TPD-Sonden entspre-
chend NBD-markiertem Glucosyl-thio-ceramid verhalten wirden, welches nach langerer
Zeitdauer in Lysosomen akkumuliert (Schwarzmann und Sandhoff, 1990). Die Tatsache,
dass kein Photokopplungsprodukt der Sonden hier detektiert werden konnte, kann
bedeuten, dass sich die Sonde nicht auf diesen inneren, multivesikularen Organellmem-
branen in denen BMP angereichert vorkommt, befunden hat,. Es ist vorstellbar, dass die
Sonde aufgrund der starkeren Krimmung dieser Membranstrukturen weniger gut in
diesen verankert sein und durch eine erhohte ,off-rate” diesen Membranen entkommen,
weshalb keine nachweisbaren Insertionsprodukte erhalten wurden. Sollten die Photoson-
den im Zuge der Endozytose dennoch auf diesen intraendosomalen bzw. —lysosomalen
Membranen lokalisiert sein, so kdnnte dieses evtl. mit einer langeren hydrophoberen
TPD-Sonde untersucht werden. Zu diesem Zweck wird derzeit eine neue TPD-Photo-
sonde mit einer Decylkette (Cqo) synthetisiert (von Coburg, personliche Mitteilung), die
einer Fettsdure mit 16 Kohlenstoffatomen entspricht. Diese kénnte u.U. auch entspre-

chend der nativen Derivate mit langen Acylketten (C16-C,4) in Zellen mit pathologischen
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Defekten oder im Falle von abbauresistenten Lipid-Sonden in den Lysosomen gespeichert

werden.

Bei der Niemann-Pick’schen Erkrankung vom Typ C (NPC) kommt es durch den Defekt
des integralen Membranproteins NPC1 zu einer Speicherung grofler Mengen an
Cholesterol in den abbauenden Kompartimenten (Ubersicht in Patterson et al., 2001). Hier
wurde mit Fibroblasten von Patienten mit NPC’scher Erkrankung untersucht, ob die
Sonden im Zuge ihrer Endozytose auch in diesen Kompartimenten lokalisiert sind, so
dass auch hierdurch vermehrt Kopplungsprodukte mit Cholesterol entstehen sollten.
Allerdings wurde in Experimenten nach sechsstlindiger Inkubation der Zellen bei 37°C mit
den SM-Sonden kein geandertes Kopplungsmuster im Vergleich zu Fibroblasten ohne
Befund erhalten. Wie schon im vorhergehenden Absatz beschrieben, kann es auch hier
sein, dass die Sonden nicht auf den Cholesterol-haltigen Speicherkérperchen der Zellen
lokalisiert waren, oder dass die Verweildauer in diesen Kompartimenten zu gering war,

um eine hohere Insertionsrate in Cholesterol herbeizufiihren.

4.4.2 Spingomyelin-Photosonden

Nach Inkorporation der Sphingomyelin-Photosonden in die extrazellulare Schicht der
Plasmamembran von kultivierten Fibroblasten wurde nach Belichtung der Sonden im
uberwiegenden Male die Insertion in Cholesterol erhalten (Abb. 3.26; Tab. 3.16). Wenn
auch schon in Liposomenexperimenten eine Affinitdt der SM-Sonden zum Sterol gezeigt
werden konnte, so ist die in diesen Zellversuchen gefundene Vergesellschaftung noch
deutlich starker. Auch sind die Werte der Insertion in Wasser erheblich niedriger als bei
Versuchen in Liposomen, so dass sich die Sonden in der Plasmamembran in einer ,dich-
ter gepackten® Umgebung befinden missen. Dieses bestatigt auch Beschreibungen der
Jrafts® (liquid-ordered-phase), denen zufolge Sphingomyelin einer der Hauptbestandteile
ist. Auch kann durch die hohe Insertionsrate der SM-Sonden in Cholesterol bestatigt wer-
den, dass diese in Zellmembranen direkt benachbart vorkommen. Diese auch durch
biophysikalische Messungen ermittelten Wechselwirkungen (Kapitel 2.1; Abb. 1.1) fihren
offenbar in Zellmembranen zu besonders hohen Affinitaten, so dass die ,off-rate” der
Molekile erniedrigt wird. Zudem werden mit den Sphingomyelin-Sonden nur wenige
andere Kopplungsprodukte z.B. mit PC oder mit den endogenen SM-Molekiilen erhalten,

welche die Hauptbestandteile der extrazellularen Membranseite darstellen.

Im Gegensatz dazu war auf den Dlnnschichtplatten ein Produkt feststellbar, bei dem es

sich mit groRRer Sicherheit um ein Kopplungsprodukt mit den jeweiligen TPD-Ceramiden
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handelte. Die in diesen Experimenten, die unter Endozytoseblock durchgefihrt wurden,
gemachten Beobachtungen, dass die Sphingomyelin-Sonden zu den entsprechenden
Ceramiden abgebaut werden, kann durch die Aktivitat der sauren wie auch der neutralen
Sphingomyelinase der PM erklart werden; beide Enzyme wurden in Caveolae und/oder
anderen Mikrodoméanen beschrieben (Veltman et al., 2001). Fir den Abbau der mem-
branstéandigen Sphingomyeline durch die Sphingomyelinasen ist die Fluiditat der Mem-
bran ausschlaggebend; so konnte von Pellkofer und Sandhoff (1980) gezeigt werden,
dass eine Fluidisierung synaptosomaler Kalberhirnmikrosomen durch Halothan (2-Brom-
2-chlor-1,1,1-trifluorethan) den Abbau endogener Sphingomyeline erleichterte. In der
Doktorarbeit wurde gezeigt, dass wesentlich mehr von C3-SM als von der C5-Verbindung
in der Plasmamembran abgebaut wurde, welches sich durch eine grélRere Beweglichkeit
des kulrzerkettigen Derivates in der Membran erklaren lasst.

Auch konnte gezeigt werden, dass die saure Sphingomyelinase nach exogener Stimula-
tion von CD95 innerhalb von Sekunden aus den inneren Kompartimenten auf die extra-
zellulare Seite der PM transportiert wurde und dort Ceramid freigesetzt hat (Grassmé et
al., 2001).

Nach Endozytose zeigte sich im Gegensatz zu den Experimenten mit den Glc-S-Cer-
Sonden, dass sich die SM-Photosonden auch nach sechsstundiger Inkubation bei 37°C in
nahezu der gleichen Lipidumgebung befanden. Als Hauptprodukt wurde wie bereits bei
den Plasmamembran-Experimenten berwiegend das Kopplungsprodukt mit Cholesterol
gefunden (Abb. 3.27; Tab. 3.17). Zudem wurden nur sehr wenige Kopplungsprodukte mit
den Ubrigen Lipiden der Zelle erhalten, so dass sich hierdurch erneut die starke Affinitat
zum Sterol zeigte. Auch hat sich das Verhaltnis der einzelnen Kopplungsprodukte unter-
einander im Verlauf der Endozytose anscheinend nicht verandert, wenngleich ein genauer
prozentualer Vergleich nicht erfolgen konnte, da das Kopplungsmuster nach sechsstin-
diger Endozytose durch den Metabolismus der Sonden zusatzlich um Kopplungsprodukte
mit den daraus entstandenen TPD-Ceramiden und TPD-Glucosylceramiden erweitert und

verkompliziert wurde.

Dass die enge Assoziation von Sphingomyelin und Cholesterol in Zellen von Patienten mit
Niemann-Pick’scher Erkrankung Typ C (NPC) auch zu einer Speicherung von SM fihrt,
ist ungewiss. Es ist zweifelhaft, ob eine Untersuchung mit den SM-Photosonden weitere
Erkenntnisse dariber ergeben hatte, da schon in den Experimenten der SM-Sonden nach
sechsstlindiger Endozytose in Fibroblasten ohne Befund eine sehr hohe Insertionsrate in
Cholesterol nachgewiesen werden konnte. Dies zeigt, dass diese Molekile sich wohl

auch unter Bedingungen der Endozytose in der gleichen Lipidumgebung befinden, so
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dass vermutlich auch in NPC-Zellen kein anderes Kopplungsmuster erhalten worden
ware.

Durch die Photomarkierungs-Experimente in Zellmembranen konnte gezeigt werden, dass
die SM-Photosonden stets in einer Cholesterol-reichen Lipidumgebung lokalisiert waren.
Nach den in der Literatur beschriebenen Experimenten konnten in vielen Fallen durch
Detergenz-unterstitzte Zelllyse und anschlieRende Ultrazentrifugation Membranenberei-
che isoliert werden (Brown und Rose, 1992; Ubersicht in Hooper, 1999), die sowohl einen
hohen Cholesterol- als auch einen hohen Sphingolipid-Gehalt aufweisen. Auch in dieser
Arbeit wurde versucht, mit dieser Methode entsprechende Mikrodomanen aus den mit
Sonden inkubierten Zellen zu extrahieren.

Allerdings konnten offenbar aus den verwendeten Zellschalen trotz mehrfacher Wieder-
holung der Versuche keine ausreichenden Lipidmengen isoliert werden, die auf den
Dinnschichtplatten zum Nachweis der Beteiligung der Sonden an den ,rafts” ausgereicht
hatten. Dennoch konnten durch die Versuche schwache Hinweise erhalten werden, die
auch mit diesen Untersuchungsmethoden maoglicherweise eine Inkorporation der Sphin-
gomyelin-Sonden in den ,rafts“ belegen. So wurden in dem 5/30 %-Grenzbereich des
Saccharose-Gradienten im Vergleich zu den flankierenden Fraktionen geringfligig héhere
Mengen an radioaktiv markierter Sonde detektiert. Dieser Bereich wird in vergleichbaren
Artikeln als die Region beschrieben, in der sich die ,leichte, schwimmende Fraktion gerin-
ger Dichte“ befinden sollte. Somit kdnnte in weiteren Experimenten mit gréReren Zellzah-
len bzw. Lipidmengen der Nachweis der Beteiligung der Sonden an den Mikrodomanen

auch mit dieser Methode gelingen.



96

Material und Methoden

5 Material und Methoden

5.1
5.1.1 Geriéte

Material

Gerat/Typ

Reactitherm Heating/Stirring Module
Massenspektrometer TOFSpec E (MALDI-TOF)
Massenspektrometer Q-TOF2 (ESI-TOF)
Radioscanner Fuji BAS 1000 Imaging Analyzer
Ultrazentrifuge L8-80M mit Rotor SW41Ti
Zentrifuge Megafuge 1.0R

LiposoFast low pressure homogenizer
Ultraschallbad Sonorex RK 100

Hersteller/Vertrieb

Pierce Chemical Company
Micromass

Micromass

Fuji Photo Film Co
Beckman Instruments
Heraeus

Avestin

Bandelin

Sitz

Rockford, IL, USA
Manchester, GB
Manchester, GB
Tokyo, Japan
Mdinchen
Osterode

Ottawa, Kanada

Berlin

Alle weiteren benutzten Gerate werden bei den entsprechenden Arbeitstechniken beschrieben.

5.1.2 Verbrauchsmaterialien

Reagenz

Dioleoyl-L-o-phosphatidsgure (DOPA)
Dioleoyl-L-o-phosphatidylcholin (DOPC)
Dioleoyl-L-o-phosphatidylethanolamin (DOPE)
Dioleoyl-L-o-phosphatidylglycerol (DOPG)
Dipalmitoyl-L-o-phosphatidyl-L-serin (DPPS)
L-a-phosphatidyl-L-serin (PS, aus Rinderhirn)
N-Oleoyl-sphingomyelin (N-O-SM)

Cholesterol

Dimyristyol-L-a-glycerol

Phosphatidylcholin (aus Ei-Lecithin)
Cardiolipin (aus Rinderherz)
L-o-Phosphatidylinositol (PI, aus Rinderleber)
[U-14C]-Glucose (9,1 GBg/mol)
7-Phenylheptansaure

[*H]-Natriumborhydrid (222 GBg/mol)
[6,6’(n)-*H]-Saccharose (203,5 GBg/mol)
Roéntgenfilme Biomax MR-1

LiChroprep RP-18 (40-63 um)

Kieselgel Si60 (15-40 pm, 40-63 pym, 63-200 uym)
DC-Platten (Kieselgel Si60) mit und ohne
Fluoreszenzindikator F2s4

HPTLC-Platten 10x10 cm (Kieselgel Si60)
DEAE-Sephadex A25

RP-HPLC-Saule ProSep C-18 5 p, 250x20 mm

Hersteller/Vertrieb
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Lipoids

Lipoids

Avanti Polar Lipids
Avanti Polar Lipids
Biotrend
Lancaster
Amersham
Amersham

Kodak

Merck

Merck

Merck

Merck
Pharmacia
Latek

Sitz

Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Ludwigshafen
Ludwigshafen
Alabaster, AL, USA
Alabaster, AL, USA
KéIn
Muhlheim/Main
Braunschweig
Braunschweig
Rochester, NY, USA
Darmstadt
Darmstadt

Darmstadt

Darmstadt
Uppsala, Schweden
Eppelheim
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S-B-D-glucopyranosyl-(1—1)-(2R,3R,4E)-2-amino-3-hydroxy-4-octadecen-1-thiol ~ (Lyso-
Glc-S-Cer und [“C]-Lyso-Glc-S-Cer) wurden nach Albrecht et al. (1995) bzw.
Hérnschemeyer (1997) hergestellt und waren in unserem Labor vorhanden. Die Synthe-
sestrategie fur diese Verbindung wird im Ergebnisteil dieser Arbeit (3.1.1) beschrieben.
Die verwendeten C3- und C5-TPD-Succinimidylester wurden wahrend der Diplomarbeit
(Hérnschemeyer, 1997) synthetisiert und waren vorhanden.
(D-erythro)-Sphingosin-phosphorylcholin - (Lyso-Sphingomyelin) aus Rinderhirn wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. Schwarzmann zur Verfligung gestellt.

Natives Bis(monoacylglycero)phosphat (C18:1, C18:1) (BMP) wurde von Herrn Toshihide

Kobayashi aus Saitama, Japan erhalten.

Alle weiteren verwendeten Chemikalien und Ld&sungsmittel waren von hdchster

erhaltlicher Reinheit.

5.1.3 Synthesen
5.1.3.1 Synthese der photoaktivierbaren C;-Fettsaure

Entsprechende Synthesen von zwei photoaktivierbaren Fettsduren (Cs- bzw. Cs-Acyl-
kettenlange) wurden bereits in meiner Diplomarbeit durchgeflihrt und beschrieben
(Hérnschemeyer, 1997). Wahrend der Arbeiten mit den Glc-S-Cer-Photosonden hat sich
die Bedeutung der Lange der Acylkette herausgestellt, weshalb eine weitere photoakti-
vierbare Fettsdure mit C;,-Acylkette in Homologie zu den bereits synthetisierten Fettsduren

hergestellt wurde.

7- Phenylheptansaure-methylester (1)

22,659 (110 mmol) 7-Phenylheptansdure wurden in 22,7 ml (560 mmol) Methanol
suspendiert; dann wurde 1 ml Schwefelsaure zugefiigt und die Mischung unter Ruckfluss
20 Stunden erhitzt. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgetrennt und der
Riickstand in einen 5fachen Uberschuss Eiswasser gegeben. Die wassrige Phase wurde
dreimal mit Diethylether extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen wurden
einmal mit 10 ml gesattigter NaHCO;-Lésung, zweimal mit 10 ml Wasser gewaschen und
anschlieltend Uber CaCl, getrocknet. Der Ether wurde im schwachen Vakuum entfernt
und das zuriickbleibende Ol im Hochvakuum destilliert. (Kp 82-90°C bei ca. 0,05 torr). R¢
(Petrolether/Essigsaureethylester 7:3, v/v) Edukt 0,45; Produkt 0,62.
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Ausbeute: 22,0 g (100 mmol) = 91 %.

"H-NMR (400 MHz, CDCl,): & = 1.27 (m, 4 H, H-4, H-5), 1.55 (m, 4 H, H-3, H-6), 2.22 (t,
2 H, Jys 7.5 Hz, H-2), 2.52 (t, 2 H, Js7 7.7 Hz, H-7), 3.60 (s, 3 H, OCHs), 7.10
(m, 3 H, Bz), 7.19 (d, 2 H, s 7.6 Hz, Bz)

*C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 24.83 (1 C, CH,, C-3), 28.85 (1 C, CH,, C-4), 28.95 (1 C,
CH,, C-5), 31.23 (1 C, CH,, C-6), 34.03 (1 C, CH,, C-2), 35.83 (1 C, CH,, C-7),
51.41 (1 C, OCH;), 125.58 (1 C, CH-Bz,), 128.20 (2 C, CH-Bz), 128.35 (2 C,
CH-Bz), 142.65 (1 C, C-Bz,), 174.22 (1 C, COOR)

HRMS : Berechnet fiir Cy4H200, ((M]"):  220.1463 (ex.), 220.31 (av.)
Gefunden 220.1466 (20 %)

188 (30 %, [M-CH3OHJ"), 91 (100 %, [C;H/]*), 87 (23 %), 84 (20 %), 74 (26 %,
[CH;COOCH,] *)

7-(p-(2,2,2-Trifluoracetyl)phenyl)heptansidure-methylester (2)

53 g (0,4 mol) AICI; wurden in 120 ml Chloroform suspendiert. In der Kalte (0-5°C) wurden
30 g (20 ml, 0,143 mol) Trifluoressigsaureanhydrid unter Rihrem langsam hinzugeflgt
und Uber einen Zeitraum von 30 Minuten gerihrt. AnschlielRend wurden bei der gleichen
Temperatur 22 g (0,1 mol) des Esters (1) zugetropft. Nach zwei Stunden Rihren bei
Raumtemperatur wurde die Lésung in einem Scheidetrichter auf 1 | Eis gegeben. Mit 5 ml
konz. Salzsdure wurde ausgefallenes Aluminiumhydroxid in Lésung gebracht. Die organi-
sche Phase wurde entfernt und die wassrige dreimal mit 50 ml Chloroform extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit je 50 ml Wasser und gesattigter NaHCO;-
Lésung gewaschen und anschliefiend Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer abgetrennt und der Rickstand im Olpumpenvakuum
destilliert (K, 105-112°C bei ca. 0,05 torr).

R¢ (Hexan/Essigsaureethylester 9:1, v/v) = 0,23.

Ausbeute: 23,5 g (74 mmol) = 74 % (hellgelbes Ol)

"H-NMR (400 MHz, CDCl,): 5 = 1.28 (m, 4 H, H-4, H-5), 1.56 (m, 4 H,
2H, J3 7.5 Hz, H-2,), 2.61 (t, 2 H, Js7 7.7 Hz, H-7), 3.57 (
(d, 2 H, JHH 7.6 HZ, BZZ,G)a 7.90 (d, 2 H, JHH 7.6 HZ, BZ3’5)

H-3, H-6), 2.22 (t,
3 H, OCHs), 7.26

*C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 24.67 (1 C, C-3), 28.73 (1 C, C-4), 28.77 (1C, C-5),
30.56 (1 C, C-6), 33.85 (1 C, C-2), 35.98 (1 C, C-7), 51.35 (1 C, OCH3), 116.69
(@, 1C, "Jer 291.4 Hz, CF3), 127.53 (1 C, C-Bz,), 129.09 (2 C, CH-Bz),
130.21 (1 C, CH-Bz), 130.23 (1 C, CH-Bz), 151.58 (1 C, C-Bz;), 174.06 (1 C,
COOR), 179.96 (q, 1 C, Jcr 34.8 Hz, CF,CO)
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HRMS :

Berechnet flir CygH19F303 ([M]*): 316.1286 (ex.), 316.32 (av.)
Gefunden 316.1283 (30 %)

296 (37 %, [M-HF] *), 284 (25 %, [M-CHsOH] *), 264 (21 %, [M-C4Hd] *), 247
(66 %, [M-CFs]"), 188 (100 %, [M- CFsCO-CH,OH+HI"), 149 (36 %), 131
(35 %), 118 (47 %), 97 (31 %), 91 (37 %, [C/H:]™), 90 (36 %), 74 (40 %), 69
(32 %), 59 (20 %), 55 (21 %)

7-(p-(2,2,2-Trifluoracetyl)phenyl)heptanséure (3)

23,59 (74 mmol) Ester (2) wurden in 120 ml (3,18 mol) Ameisensaure geltést. Nach

Zugabe von 2 ml konz. Schwefelsaure wurde die Losung bei 100°C fur 5 Stunden unter

Ruckfluss erhitzt, so dass der bei 32°C siedende Ameisensauremethylester durch den

Kdhler entweichen konnte. Die Hauptmenge der Ameisensdure wurde am Rotationsver-

dampfer entfernt und der Rickstand in 400 ml Eiswasser gegeben. Das gebildete weille

Prazipitat wurde abfiltriert und getrocknet. Umkristallisieren aus Aceton/Wasser ergab
farblose Nadeln. R¢ (Chloroform) Produkt 0,33.

Ausbeute: 20 g (66 mmol) = 89 %

"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.29 (m, 4 H, H-4, H-5), 1.56 (m, 4 H, H-3, H-6), 2.27 (t,

BC-NMR

HRMS :

2 H, Jos 7.4 Hz, H-2), 2.61 (t, 2 H, Js7 7.7 Hz, H-7), 7.26 (d, 2 H, Juu 8.4 Hz,
BZZ,G), 7.91 (d, 2 H, JHH 7.6 HZ, BZ3_5)

(100 MHz, CDCls): & = 24.42 (1 C, C-3), 28.72 (1 C, C-4), 28.74 (1 C, C-5),
30.57 (1C, C-6), 33.93 (1C, C-2), 36.00 (1C, C-7), 116.71 (q, 1C, "Jer
291.5 Hz, CF3), 127.56 (1 C, C-Bz,), 129.12 (2 C, CH-Bz,¢), 130.27 (1 C, CH-
Bz), 130.29 (1 C, CH-Bz), 151.58 (1 C, C-Bz,), 180.23 (1 C, COOH), 180.25 (q,
1 C, 2Jcr 34.3 Hz, CF5CO),

Berechnet fiir CysH7F303 ([M]™): 302.1130 (ex.), 302.29 (av.)
Gefunden 302.1131 (21 %)

284 (11 %, [M-H.OT"), 282 (10 %, [M-HF]"), 264 (12 %, [M-HF-H,O["), 233
(26 %, [M-CF3]"), 201 (14 %), 188 (100 %, [M-H,O-CFsCO+HI"), 135 (35 %),
131 (18 %), 118 (27 %, [C;HsCOI"), 91 (30 %, [C/H]"), 90 (19 %)
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7-(p-(2,2,2-Trifluoracetyl)phenyl)heptansaure-tert.-butylester (4)

Zu einer Lésung von 16 g (59,3 mmol) der Saure (3) in 250 ml Diethylether wurden 14,4 g
(70 mmol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), 5,2g (70 mmol) tert. Butanol, 0,8 g
(6,5 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) gegeben und die Suspension unter Schutz-
gasatmosphéare 65 Stunden geruhrt. Die Mischung wurde filtriert, dreimal mit je 20 ml
Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und der Ether im schwachen Vakuum
entfernt. Der Ester wurde durch Saulenchromatographie an Kieselgel 63-200 um mit
Chloroform/Petrolether 7:3 (v/v) als mobile Phase gereinigt. R; (Chloroform) = 0,33
(Saure) und R 0,6 (Ester).

Ausbeute: 11,0 g (30,7 mmol) = 52 % (hellgelbes Ol)

"H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 1.30 (m, 4 H, H-4, H-5), 1.39 (s, 9 H, tBu), 1.53 (m, 2 H,
H-3), 1.60 (m, 2 H, H-6), 2.15 (t, 2 H, J,5 7.3 Hz, H-2), 2.64 (t, 2 H, Js; 7.7 Hz,
H-7), 7.29 (d, 2 H, JHH 8.6 HZ, BZz_s), 7.93 (d, 2 H, JHH 7.6 HZ, BZ3,5)

3C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 24.81 (1 C, C-3), 27.94 (3 C, tBu-CHs), 28.71 (1 C, C-4),
28.75 (1 C, C-5), 30.56 (1 C, C-6), 35.32 (1 C, C-2), 35.97 (1 C, C-7), 79.81
(1C, tBu-C,), 116.69 (q, 1 C, "Jer 291.4 Hz, CF3), 127.51 (1 C, C-Bzy), 129.07
(2 C, CH-Bz,), 130.16 (1 C, CH-Bz), 130.19 (1 C, CH-Bz), 151.62 (1 C, C-Bz,),
172.98 (1 C, COOR), 179.92 (q, 1 C, “Jcr 34,3 Hz, CF4CO)

HRMS : Berechnet fir CisH:7F303 ([M-tBu+H]™): 302.1130
Gefunden 302.1129 (39 %)
Berechnet fir CygHasF303 ([M]7): 358.1756 (ex.), 358.40 (av.)

285 (23 %, [M-OtBu]"), 202 (8 %), 188 (35 %), 131 (11 %), 118 (10 %), 57
(100 %, [tBu]")

7-(p-(1-Hydroxyimino-2,2,2-trifluorethyl)phenyl)heptansaure-tert.-butylester (5)

Eine Lésung von 11 g (30,7 mmol) Ester (4) und 2,3 g (32 mmol) Hydroxylamin-HCI in
150 ml Ethanol wurde unter Rickfluss vorsichtig 2 Stunden erhitzt und der pH-Wert mit
4 M NaOH bei 6-7 gehalten. Ausgefallenes NaCl wurde abfiltriert, mit Ethanol gewaschen,
und die vereinten organischen Phasen wurden zur Trockne eingedampft. Der Rickstand
wurde in Diethylether gel6st, dreimal mit Wasser gewaschen und Uber Natriumsulfat
getrocknet. Der Ether wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt mittels
Saulenchromatographie an Kieselgel 63-200 um mit Chloroform als Eluent gereinigt. (R¢ =
0,75 Keton; Ry = 0,2 Produkt).
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Ausbeute: 8,6 g (23,1 mmol) = 75 %.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.37 (m, 4 H, H-4, H-5), 1.46 (s, 9 H, tBu), 1.63 (m, 4 H,
H-3, H-6), 2.24 (t, 2 H, Jo5 7.5 Hz, H-2), 2.64 (t, 2 H, Js- 7.7 Hz, H-7), 7.27 (d,
2 H, Jun 8.4 Hz, Bz), 7.48 (d, 2 H, Ju 8.1 Hz, Bz), 10.35 (s, 1 H, N-OH)

3C-NMR (100 MHz, CDCl,): § = 24.91 (1 C, C-3), 27.91 (3 C, tBu-CHj), 28.74 (1 C, C-4),
28.79 (1 C, C-5), 30.79 (1 C, C-6), 35.56 (1 C, C-2), 35.67 (1 C, C-7), 80.59
(1C, tBu-Cy), 120.81 (q, 1C, "Jor 274.7 Hz, CF3), 123.52 (1 C, C-Bz,), 128.38
(2 C, CH-Bz), 128.57 (2 C, CH-Bz), 145.32 (1 C, Bz,), 146.81 (q, %Jcr 32.0 Hz,
C=N), 174.33 (1 C, COOR)

HRMS : Berechnet fiir C;5H1gF3sNO; ([M-tBu+H]™): 317.1239
Gefunden 317.1232 (13 %)
Berechnet fiir CygHo6FsNO3 ([M]™): 373.1865 (ex.), 373.41 (av.)

300 (83%, [M-OtBul), 282 (20%, [M-OtBu-H,O]"), 202 (26 %,
[FsCCNOHPhCH,]*), 186 (10 %, [202-H,0]*), 116 (13 %, [CH;COOtBu]*), 57
(100 %, [tBu]")

7-(p-(1-(O-(p-Toluensulfonyl)hydroxyimino)-2,2,2-trifluorethyl)phenyl)heptansaure-
tert.-butylester (6)

In einer Lésung von 8,6 g (23,1 mmol) Oxim (5) und 6,6 g (34,5 mmol) p-Toluensulfo-
nylchlorid in 250 ml Aceton wurden 12,8 g (92,4 mmol) Kaliumcarbonat suspendiert. Die
Mischung wurde stark geriihrt und 2 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Die Lésung wurde
abfiltriert und das L&sungsmittel entfernt. Der Rickstand wurde durch Saulenchroma-
tographie an Kieselgel 63-200 um mit n-Hexan/Dichlormethan 2:3 (v/v) als mobile Phase
gereinigt. R; 0,2 (Produkt); R¢ 0,1 (Oxim); R 0,6 (p-Toluensulfonylchlorid).

Ausbeute: 10,8 g (20,5 mmol) = 89 % (farbloses Ol)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): Bemerkung: Die NMR-Spektren zeigten wie bereits bei den
zuvor synthetisierten C;- und Cs-Photosonden (Hérnschemeyer, 1997) zwei
Isomere des Produktes (Tosylgruppe cis/trans zum Benzen-Ring), welche in der
nachfolgenden Reaktion beide zum Diaziridin umgesetzt wurden. Die entspre-
chenden Signale sind in Klammern zusammen angegeben.

§ =1.33 (m, 4 H, H-4, H-5), [1.41, 1.42 (s, 9 H, tBu)], 1.58 (m, 4 H, H-3, H-6),
[2.17, 2.18 (t, 2 H, H-2, J 7.4 Hz)], [2.43, 2.44 (s, 3 H, TosCH,)], 2.61 (m, 2 H,
H-7), {[7.19 (d, 1 H, Ju 8.4 Hz, Bz), 7.24 (d, 1 H, Juy 8.6 Hz, Bz)], 7.34 (m, 2 H,
TosCH), [7.86 (d, 2 H, Juy 8.4 Hz, TosCH), 7.88 (d, 2 H, Juy 8.4 Hz, TosCH)]
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3C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = [21.70, 21.72 (1 C, TosCHs)], [24.90, 24.92 (1 C, C-3)],
28.06 (3 C, tBu-CHs), 28.80, (1 C, C-4), 28.90 (1 C, C-5), [30.78, 30.82 (1 C, C-
6)], [35.44, 35.47 (1 C, C-2)], [35.67, 35.78 (1 C, C-7)], 79.92 (1 C, tBu-C,),
[119.67 (q, 1C, "Jor 277.7 Hz, CF;), 120.19 (q, 1C, "Jor 283.8 Hz, CF3)],
[121.77, 125.02 (1 C, C-Bz,)], [128.48 (2 C, CH-Bz)], [128.73, 128.75 (1 C, CH-
Bz)], [128.79, 128.81 (1 C, CH-Bz)], [129.07, 129.22 (2 C, CH-Bz)], [129.81
(2 C, CH-Bz)], [131.21, 131.49 (1 C, Tos-C,)], [145.88, 146.03 (1 C, Tos-C,)],
[147.01, 147.19 (1 C, Bz,)], [153.88 (q, “Jcr 32.8 Hz, C=N), 153.98 (q, 1 C, 2Jcr
32.0 Hz, C=N)], 173.15 (1 C, COOR)

HRMS : Berechnet fir CyHpsFsNO4S ([M-OtBu]™): 454.1305
Gefunden 454.1300 (15 %)
Berechnet flir CysH3,F3NOsS ([M]7): 527.1953 (ex.), 527.59 (av.)

471 (1%, [M-tBu+H]"), 356 (5 %, [FsCCNOTosPhCHs]"), 300 (30 %, [M+H-
OtBu-Tos]"), 299 (41 %), 282 (20 %), 254 (9 %), 226 (10 %), 200 (25 %), 187
(20 %), 155 (80 %, [Tos]"), 130 (10 %), 116 (14 %), 91 (80 %, [C;H.]"), 57
(100 %, [tBu]*)

7-(p-(3-(Trifluormethyl)diaziridinyl)phenyl)heptansaure-tert.-butylester (7)

In 5 druckfesten 25 ml Pyrex-Glaschen wurden 10,8 g (20,5 mmol) des Toluensulfonyl-
oxims (6) in 50 ml absolutiertem Diethylether anteilig gelést und in flissigem Stickstoff
eingefroren. Dann wurden 10 ml (~5g) Ammoniak (2 ml pro Glas) einkondensiert. Die
Mischung wurde langsam auf Raumtemperatur gebracht und tber Nacht gerihrt. Die
Lésung wurde erneut eingefroren und der Uberschissige Ammoniak wurde vorsichtig
abgedampft. Das ausgefallene p-Toluensulfonamid wurde abfiltriert und mit Diethylether
gewaschen. Die organischen Phasen wurden vereinigt, zweimal mit Wasser gewaschen
und uber Natriumsulfat getrocknet. AbschlieRend wurde das Lésungsmittel im geringen
Vakuum entfernt. Die Reinigung des Ruckstandes erfolgte auf Kieselgel 40-63 um in
Chloroform/Essigsaureethylester 9:1 (v/v), R (Produkt) 0,56, R; (Edukt) 0,82.

Ausbeute: 6,2 g (16,6 mmol) = 81 % (farbloses Ol).

"H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.30 (m, 4 H, H-4, H-5), 1.39 (s, 9 H, tBu), 1.55 (m, 4 H,
H-3, H-6), 2.15 (t, 2 H, Jo3 7.5 Hz, H-2), 2.31 (d, 1 H, J 8.6 Hz, NH), 2.58 (t,
2H, Js7 7.7 Hz, H-7), 2.75 (d, 1 H, Jyu 8.6 Hz, NH), 7.17 (d, 2 H, Juy 8.4 Hz,
Bz), 7.46 (d, 2 H, Ju 8.1 Hz, Bz)

*C-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 24.85 (1 C, C-3), 27.96 (3 C, tBu-CHj), 28.75 (2 C, C-
4,5),30.94 (1 C, C-6), 35.37 (1 C, C-2), 35.49 (1 C, C-7), 57.74 (q, “Jcr 35.9 Hz,
Diaziridin-C), 79.81 (1 C, tBu-C,), 123.52 (q, 1C, "Jcr 278.5 Hz, CF3), 127.91
(2 C, CH-Bz), 128.61 (2 C, CH-Bz), 128.91 (1 C, C-Bz,), 144.85 (1 C, C-Bz,),
173.06 (1 C, COOR)
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HRMS : Berechnet fiir C;5H;9F3N,O; ([M-OtBu]"):316.1399
Gefunden 316.1407 (16 %)
Berechnet fiir CygH,7F3N20, ([M]™): 372.2025 (ex.), 372.43 (av.)

372 (1 %, [M]*), 357 (10 %, [M-CHa]*), 316 (14 %, [M-tBu+HJ"), 299 (25 %, [M-
OtBU]"), 215 (13 %), 201 (22 %), 187 (10 %), 57 (100 %, [tBu]*")

7-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)heptansaure-tert.-butylester (8)

Zu einer siedenden Lésung von 8,5 g (50 mmol) Silbernitrat in 50 ml Wasser wurden 2,0 g
(50 mmol) Natriumhydroxid in 80 ml Wasser gegeben. Das ausgefallene Silberoxid wurde
abfiltriert, nacheinander mit Wasser, Aceton und Diethylether gewaschen, getrocknet und
sofort weiter verwendet.

Unter Lichtausschluss wurde eine Ldsung von 2,0 g (5,4 mmol) Diaziridin (7) in 50 ml
Diethylether 3 Stunden bei Raumtemperatur mit 6,8 g (50 mmol) suspendiertem Silber-
oxid oxidiert. Die festen Bestandteile wurden abfiltriert, zweimal mit Ether gewaschen und
die vereinigten Etherphasen anschlieffend im Vakuum vom Ldsungsmittel befreit. Ein DC
zeigte ein einziges Produkt, welches ohne weitere Reinigung verwendet wurde. R¢ 0,65
(Chloroform).

Ausbeute: 1,95 g (5,27 mmol) = 98 % (hellgelbes Ol)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.31 (m, 4 H, H-4, H-5), 1.42 (s, 9 H, tBu), 1.
H-3, H-6), 2.17 (t, 2 H, Jo3 7.4 Hz, H-2), 2.58 (t, 2 H, Jg7 7.7 Hz, H-
2 H, Jun 8.4 Hz, Bz), 7.17 (d, 2 H, Ju 8.1 Hz, Bz)

57 (m, 4 H,
7), 7.07 (d,

*C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 24.92 (1 C, C-3), 28.05 (3 C, tBu-CHs), 28.33 (q, %Jcr
40.4 Hz, Diazirin-C), 28.80 (1 C, C-4), 28.82 (1 C, C-5), 30.96 (1 C, C-6), 35.46
(2 C, C-2, C-7), 79.90 (1 C, tBu-C,), 122.19 (q, 1C, "Jer 274.7 Hz, CF;), 126.36
(1 C, C-Bz,), 126.36 (2 C, CH-Bz), 128.83 (2 C, CH-Bz), 144.57 (1 C, C-Bz,),
173.14 (1 C, COOR)

HRMS : Berechnet fir C15H16F3N201 ([M-OtBU]+)2971215
Gefunden 297.1219 (8 %)
Berechnet fiir CygH,5F3N20, ([M]7): 370.1868 (ex.), 370.41 (av.)

370 (0.1 %, [M]"), 357 (1 %, [M-CH3]"), 316 (1 %), 297 (15 %, [M-OtBu]™), 188
(24 %), 172 (25 %), 151 (11 %), 57 (100 %, [tBu]™)
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7-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)heptanséure (9)

1,9 g (5,2 mmol) Diazirin (8) wurden in 8 ml Dichlormethan geldst. Dann wurden 4 ml
Trifluoressigsaure zugesetzt und 2 Stunden bei 20°C geruhrt. DC-Analyse zeigte ein
einziges Produkt (Rf 0,23, Chloroform). Das L&sungsmittel und der grofite Teil Trifluor-
essigsaure wurden unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde Uber Nacht

im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,62 g (5,15 mmol) = 99 % (farblose Kristalle)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.33 (m, 4 H, H-4, H-5), 1.60 (m, 4 H, H-3, H-6), 2.33 (t,
2H, Jps 7.4 Hz, H-2), 2.59 (t, 2 H, Js7 7.7 Hz, H-7), 7.08 (d, 2 H, Ju 8.4 Hz,
Bz), 7.18 (d, 2 H, Juy 8.4 Hz, Bz), 10.8-11.2 (b, 1 H, OH)

®C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 24.49 (1 C, C-3), 28.36 (q, 2Jcr 39.7 Hz, Diazirin-C),
28.75 (1 C, C-4), 28.78 (1 C, C-5), 30.92 (1 C, C-6), 33.98 (1 C, C-2), 35.46
(1 C, C-7), 122.20 (q, 1C, "Jer 274.7 Hz, CF3), 126.40 (1 C, C-Bz,), 126.40 (2 C,
CH-Bz), 128.84 (2 C, CH-Bz), 144.49 (1 C, C-Bz,), 180.37 (1 C, COOH)

HRMS : Berechnet fir CysH;7F3N,O, ([M]"): 314.1242 (ex.), 314.30 (av.)
Gefunden 314.1235 (1 %)

297 (2 %, [M-OH]"™), 286 (11 %, [M-N2]"), 266 (8 %), 188 (58 %), 172 (100 %), 151
(19 %), 122 (10 %), 104 (8 %), 91 (8 %, [C/H/]")

7-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)heptansaure-N-succinimidylester (10)

In einer Lésung von 1,6 g (5,1 mmol) Saure (9) und 0,62 g (5,4 mmol) N-Hydroxysuccin-
imid in 50 ml Diethylether wurden 1,14 g (5,5 mmol) N,N-Dicyclohexylcarbodiimid gel&st
und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff
wurde abfiltriert, der Ether am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand durch
Saulenchromatographie auf Kieselgel 15-40 um mit Dichlormethan/Diethylether 10:1 (v/v)
als Eluent gereinigt. Ry 0,59 (Produkt); R¢ 0,11 (Edukt).

Ausbeute: 1,74 g (4,23 mmol) = 83 % (farbloser Feststoff)

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.32 (m, 2 H, H-5), 1.40 (m, 2 H, H-4), 1.58 (dt, 2 H, Juy
7.4 Hz, Jy 15.1 Hz, H-6), 1.71 (dt, 2 H, Juy 7.7 Hz, Jun 15.0 Hz, H-3), 2.57 (1,
2H, Jy 7.4 Hz, H-2), 2.59 (t, 2 H, Jus 7.7 Hz, H-7), 2.75 (s, 4 H, Succ-CH,),
7.07 (d, 2 H, Jun 8.1 Hz, Bzye), 7.17 (d, 2 H, Jun 8.6 Hz, Bzs5)
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3C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 24.39 (1 C, C-3), 25.52 (2 C, Succ-CH,), 28.36 (g, 1 C,

HRMS :

2Jcr 40.4 Hz, Diazirin-C), 28.43 (1C, C-4), 28.51 (1C, C-5), 30.78 (1C, C-6),
30.81 (1C, C-2), 35.32 (1 C, C-7), 122.16 (q, 1 C, 'Jcr 274.7 Hz, CFs), 126.33
(1 C, C-Bz), 126.35 (2 C, CH-Bz,¢), 128.82 (2 C, CH-Bz;5), 144.40 (1 C, C-
Bz,), 168.56 (1 C, COOR), 169.15 (2 C, Succ-CO)

Berechnet fiir CysH1gF3N204 ([M-OSucc]™): 297.1215
Gefunden 297.1221 (8 %)
Berechnet fiir CygH20F3N304 ([M]7): 411.1406 (ex.), 411.38 (av.)

411 (2 %, [M]*), 383 (4 %, [M-N,]"), 297 (100 %, [M-OSucc]"), 286 (10 %), 272
(10 %), 269 (8 %, [M-COOSucc]"), 249 (14 %), 201 (14 %), 199 (18 %), 197
(12 %), 187 (23 %), 185 (63 %), 172 (24 %), 171 (50 %), 159 (21 %), 151
(58 %), 115 (19 %, [SuccOH]"), 102 (14 %), 82 (54 %), 55 (25 %)
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5.1.3.2 Synthese der photoaktivierbaren Sphingolipide

S-B-D-glucopyranosyl-(1—1)-(2R,3R,4E)-3-hydroxy-2-[N-(p-(3-trifluormethyl)
diazirinyl)-phenylheptanamido]-4-octadecen-1-thiol (C;-Glc-S-Cer-Photosonde) (11)

Unter Lichtausschluss wurden zu einer Lésung von 15 mg (31,5 pmol) S-B-D-glucopyra-
nosyl-(1—1)-(2R,3R,4E)-2-amino-3-hydroxy-4-octadecen-1-thiol  (Lyso-Glc-S-Cer) und
259 mg (63 pmol) C7-TPD-Succinimidylester (10) in 300 yl DMF 20 pyl Hlnig-Base
gegeben und die Reaktionsmischung Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Lésungsmittel wurde im Argonstrom entfernt, der Riickstand eine Stunde im Hochvakuum
getrocknet, anschlieRend in 1,5 ml Methanol/Wasser 90:10 (v/v) aufgenommen und
mittels RP-HPLC (Saule ProSep C-18, 250x20 mm) im gleichen Laufmittel gereinigt. R;
(Chloroform/ Methanol/2,5 M Ammoniak, 65:25:4; v/v/v) = 0,68.

Ausbeute: 16,2 mg (20,9 pmol) = 66 %

'H-NMR (500 MHz, CDCls/MeOD 1:1): Glucose-Einheit § = 3.26 (dd, 1 H, J,3 8.6 Hz, J;,
9.6 Hz, H-2), 3.26 (m, 1 H, H-5), 3.31 (m, 1 H, H-4), 3.38 (dd, 1 H, J,3 8.6 Hz,
Js4 8.6 Hz, H-3), 3.66 (dd, 1 H, Js6, 5.4 Hz, Jeaep 12.0 Hz, H-6b), 3.88 (dd, 1 H,
J5,63 2.3 HZ, JGa,Gb 12.0 HZ, H-GE), 4.36 (d, 1 H, J1,2 9.6 HZ, H-1), Sphingosin-
Einheit 6 = 0.88 (t, 3 H, J4715 7.0 Hz, H-18), 1.20-1.27 (m, 20 H, 10 CH,), 1.31
(m, 2H, H-7), 2.02 (m, 2 H, H-6), 2.73 (dd, 1 H, J1a2 8.5 Hz, J151, 14.0 Hz, H-
1a), 3.12 (dd, 1 H, J1p2 3.7 Hz, J151 14.0 Hz, H-1b), 4.03 (ddd, 1 H, Jv» 3.7 Hz,
J23 6.6 Hz, J1a2 8.5 Hz, H-2), 4.09 (dd, 1 H, J>3 6.6 Hz, J34 7.0 Hz, H-3), 5.43
(dd, 1 H, J34 7.0 Hz, J45 15.3 Hz, H-4), 5.70 (dt, 1 H, Js6 6.5 Hz, J;5 15.3 Hz, H-
5); Photosonden-Einheit 6 = 1.25 (m, 2 H), 1.35 (m, 2 H), 1.60 (m, 4 H, H-3, H-
6), 2.19 (m, 2 H, H-7), 2.63 (m, 2 H, H-2), 7.09 (d, 2 H, Ju4 8.0 Hz, Bz35), 7.24
(d, 2 H, JHH 8.2 HZ, BZZ,G)

*C-NMR (125 MHz, CDCls/MeOD 1:1): Glucose-Einheit § = 62.46 (1 C, C-6), 70.83 (1 C,
C-4), 73.62 (1C, C-2), 78.99 (1 C, C-3), 81.45 (1 C, C-5), 86.67 (1C, C-1);
Sphingosin-Einheit 6 = 14.36 (1 C, C-18), 23.32 (1 C, C-17), 29-32 (10 C, CH,),
31.54 (1 C, C-1), 33.08 (1 C, C-6), 54.55 (1 C, C-2), 74.33 (1 C, C-3), 129.91
(1 C, C-4), 134.91 (1 C, C-5); Photosonden-Einheit 6 = 26.51 (1 C), 28.97 (q,
1 C, 2Jcr 40.1 Hz, Diazirin-C), 29.64 (1 C), 31.78 (1 C), 32.61 (1 C), 36.13 (1 C),
36.95 (1 C), 123.06 (q, 1 C, "Jer 274.3 Hz, CF5), 126.92 (1 C, C-Bz,), 127.02
(2 C, CH-Bzyg), 129.66 (2 C, CH-Bzss), 145.58 (1C, C-Bz;), 175.78 (1C,
CONH)

FAB-MS (CsoHeFsNsO7S; My: 773.99 (av.), 773.4261 (ex.)): 774 [M+H]*, 796 [M+Na]",
882 [M+Matrix]", 756 [M-H,O+H]", 594 [M+H-Glc-H,0]*
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Radioaktiv-markierte Sonde: Nach der Vorschrift in Albrecht et al. (1995) wurde ["“C]-
Lyso-Glc-S-Cer aus ['“C]-Glucose mit einer spezifischen Radioaktivitit von 245 Ci/mol
(9,1 TBg/mol) hergestellt. Davon wurden gemaf’ der obigen Vorschrift 612 nmol (150 uCi)
Lyso-Verbindung mit 1,22 pmol (504 ug) des C7-Succinimidylesters (10) in 80 ul DMF mit
20 yl Hinig-Base umgesetzt. Da nach HPLC-Reinigung noch kein ausreichend reines
Produkt erhalten wurde, wurde anschlieend noch tber DC-Platte gereinigt. Dieses ergab
240 nmol (58,8 uCi) der ["C]-C7-TPD-Glucosyl-thio-ceramid-Sonde entsprechend
39,2 %.

(D-erythro)-Sphinganin-phosphorylcholin (,,Dihydro-Lyso-Sphingomyelin) (12)

8,0mg (17,2 umol) (D-erythro)-Sphingosin-phosphorylcholin  (Lyso-Sphingomyelin)
wurden in 300 yl THF/Wasser 1:1 (v/v), welches keinen geldsten Sauerstoff enthielt,
geldést und in flissigem Stickstoff eingefroren. Anschlielend wurde mit 210 yl 50 mM
Palladiumacetat-L6sung in THF (die Halfte der stdéchiometrischen Menge der Lyso-
Verbindung) Uberschichtet und erneut eingefroren. Dazu wurden 11,5 pl (200 pmol)
Eisessig und hiernach 1,33 mg (35 ymol) Natriumborhydrid in 100 yl 1 M wassriger
Natriumhydroxid-Losung gegeben. Die Mischung wurde in der Kalte erstarren lassen und
das Gefal unter Argon-Schutzgasatmosphare fest verschlossen. Die Reaktionsmischung
wurde langsam bei Raumtemperatur aufgetaut und auf einem Schiittler Uber Nacht
geschittelt. Eine DC-Kontrolle (Laufmittel Chloroform/Methanol/2 M NH; 60:40:9) zeigte
eine vollstandige Umsetzung : R{Edukt 0,18), R{(Produkt) 0,16. Die Reaktionsmischung
wurde mit Wasser verdiinnt, auf eine RP-18-Saule mit 3 ml Bettvolumen gegeben und mit
50 ml Wasser gewaschen. AnschlieRend wurde das gewilinschte lipophile (D-erythro)-
Sphinganin-phosphorylcholin mit 30 ml Methanol sowie mit 10 ml Methanol, welches
250 ul konz. Ammoniak enthielt, von der Saule eluiert. Die Losung wurde im Stickstoff-

strom eingeengt und anschlielend aus einer Benzen-Suspension ,gefriergetrocknet”.

Ausbeute: 7,7 mg (16,6 pmol) = 97 %

'H-NMR (400 MHz, CDCl3/MeOD 1:1): Cholin-Einheit & = 3.13 (s, 9 H, N(CHs)3), 3.54 (m,
2 H, CH,-N), 3.85 (m, 2 H, CH,-O); Sphingosin-Einheit & = 0.79 (t, 3 H, J17.1s
6.9 Hz, H-18), 1.17-1.32 (m, 26 H, 13 CHy), 1.45 (m, 2 H, H-4), 412 (m, 1 H, H-
2),4.18 (m, 2H, H-1)
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C-NMR (125 MHz, CDCIly/MeOD 1:1): Cholin-Einheit § = 55.06, 55.09, 55.13 (3 C,
N(CHa)s), 60.50 (1 C, C-N), 67.68 (1 C, C-O); Sphingosin-Einheit § = 14.98
(1C, C-18), 23.94 (1 C, C-17), 30.64 (1 C, CH,), 31-32 (12 C, CH,), 33.24 (1 C,
CH,), 40.18 (1 C, CH)

MALDI-TOF-MS (CysHsiN2OsP; Mw: 466.64 (av.), 466.3536 (ex.)): 467.3 [M+H]*, 933.6
[2M+H]"

Lyso-[*H]-Sphingomyelin: 5,2 mg Sphingosin-phosphorylcholin  wurden in 300 pl
THF/Wasser 1:1 (v/v), welches keinen geldsten Sauerstoff enthielt, gelést und mit 100 pl
50 mM Palladiumacetat-Losung in THF, 11,5 ul (200 pmol) Eisessig und einer Lésung von
ca. 80 pCi NaB[*H]4 in 1 M NaOH (6000 Ci/mol) nach obiger Vorschrift umgesetzt. Zur
Vervollstandigung der Hydrierung wurden anschlieRend einige mg NaBH,4 und 150 pl der
Palladiumacetat-Lésung hinzugefligt und erneut tber Nacht geschittelt. Nach Reinigung
Uber Umkehrphasenchromatographie wurden ca. 20 pCi der tritiierten Verbindung mit
einer spezifischen Radioaktivitdt von 1000 Ci/mol erhalten. Die DC-Kontrolle (Laufmittel

Chloroform/Methanol/2 M NH; 60:40:9) zeigte eine vollstandige Umsetzung.

C3-SM-Photosonde (13)

In einem kleinen Reaktivial wurden 4,5 mg (9,7 ymol) Dihydro-Lyso-SM (12) in 40 ul DMF,
10 pl Methanol und 10 ul Hlnig-Base gel6st, im Stickstoffstrom eingeengt, um fllichtige
Amine abzutrennen und anschlieend erneut mit gleicher Mischung aufgenommen. Dazu
wurden 8,6 mg (24,3 umol) C3-TPD-Succinimidylester (2,5-facher Uberschuss) (aus
Hérnschemeyer, 1997) in 30 yl DMF hinzugefligt. Nach zwei Tagen bei RT in Dunkelheit
wurde zur Trockne eingedampft und das Produkt Gber RP-HPLC (Saule ProSep C-18,
250x20 mm) mit einem Gradienten von MeOH/Wasser 90:10 (v/v) nach MeOH gereinigt.
R¢(Chloroform/Methanol/Wasser 60:40:9; v/v/v) = 0,55.

Ausbeute: 3,7 mg (5,3 pmol) = 55 %

"H-NMR (500 MHz, CDCIl3/MeOD 1:1): Cholin-Einheit § = 3.18 (s, 9 H, N(CH)3), 3.57 (4,
2 H, Jyn 4.6 Hz, CH>-N), 3.80 (m, 2 H, CH»-O); Sphingosin-Einheit 6 = 0.85 (t,
3 H, Ji748 6.9 Hz, H-18), 1.22-1.37 (m, 26 H, 13 CH,), 1.45 (m, 2 H, H-4), 3.52
(m, 1 H, H-3), 4.13 (m, 1 H, H-2), 4.20 (m, 2 H, H-1); Photosonden-Einheit 6 =
251, 2H, Jo3 7.7 Hz, H-2), 2.93 (m, 2 H, H-3), 7.08 (d, 2 H, Juy 7.9 Hz, Bz;5),
7.28 (d, 2 H, Jun 8.4 Hz, Bz,5)
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BC-NMR (125 MHz, CDCly/MeOD 1:1): Cholin-Einheit § = 54.46, 54.49, 54.52 (3 C,
N(CHs)s), 59.81 (1 C, C-O), 65.41 (1 C, C-N); Sphingosin-Einheit & = 14.35
(1C, C-18), 23.31 (1 C, C-17), 26-33 (13 C, CH,), 54.14 (1 C, C-2), 70.17 (1 C,
C-3); Photosonden-Einheit & = 34.09 (1 C, C-3), 37.95 (1 C, C-2), 122.23 (q,
1C, "Jer 274.7 Hz, CF3), 127.18 (2 C, CH-Bz,6), 127.50 (1 C, C-Bzs), 129.69
(2 C, CH-Bz35), 143.85 (1 C, C-Bz), 173.83 (1 C, CONH)

FAB-MS (CaHssFsNsOgP; My: 706.82 (av.), 706.4046 (ex.)): 707.4 [M+H]', 729.3
[M+Na]*, 753.3 [M+K]", 679.4 [M-N,+H]", 184.1 [Phosphorylcholin+H]*

Radioaktiv-markierte C3-SM-Sonde: 580 ug (1,24 umol) [*H]-Lyso-Sphingomyelin wurden
in 10 pl Methanol, 70ul DMF und 10 pl Hinig-Base gelést und im Argonstrom einge-
dampft, um fliichtige Amine abzutrennen. AnschlieRend wurde der Rickstand erneut in
10 yl Methanol, 30 yl DMF und 10 ul Hinig-Base gel6ést und mit 1,8 mg (5 ymol) C3-
Photosuccimidylester in 30 yl DMF versetzt. Nach 65 h unter Lichtausschluss wurde im
Argonstrom eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung der C3-SM-Sonde
erfolgte Gber DC (Laufmittel Chloroform/Methanol/Wasser 60:40:9; v/v/v).

Ausbeute: 630 pg (0,89 pmol) C3-[*H]-SM-Sonde (890 pCi bei 1000 Ci/mol) = 72 %.

C5-SM-Photosonde (14)

Entsprechend der Vorschrift zur C3-SM-Sonde (13) wurde die Reaktion mit 4,5 mg
(9,7 ymol) Dihydro-Lyso-SM (12) in 10 yl Methanol, 10 pyl Hinig-Base und 9,3 mg
(24,3 ymol) C5-TPD-Succinimidylester (aus Hérnschemeyer, 1997) (2,5-facher Uber-
schuss) in 50 yl DMF durchgefihrt. Die Reinigung der C5-SM-Sonde erfolgte Gber RP-
HPLC (Saule ProSep C-18, 250x20 mm) mit einem Gradienten von MeOH/Wasser 85:15
(v/v) nach MeOH. R¢(Chloroform/Methanol/Wasser 60:40:9; v/v/v) = 0,58.

Ausbeute: 2,3 mg (3,4 umol) = 35 %

"H-NMR (500 MHz, CDClI3/MeOD 1:1): Cholin-Einheit 6 = 3.21 (s, 9 H, N(CHj3)3), 3.57 (t,
2 H, Jun 4.8 Hz, CH»-N), 3.83 (m, 2 H, CH»-O); Sphingosin-Einheit 5 = 0.85 (t,
3 H, Ji7.18 6.9 Hz, H-18), 1.21-1.40 (m, 26 H, 13 CH,), 1.50 (m, 2 H, H-4), 3.59
(m, 1 H, H-3), 4.15 (m, 1 H, H-2), 4.21 (m, 2 H, H-1); Photosonden-Einheit 6 =
1.63 (m, 2 H, H-3, H-4), 2.22 (m, 2 H, H-5), 2.64 (t, 2 H, J»3 7.2 Hz, H-2), 7.08
(d, 2 H, JHH 8.0 HZ, 823’5), 7.22 (d, 2 H, JHH 8.4 HZ, BZZ,G)
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BC-NMR (125 MHz, CDCly/MeOD 1:1): Cholin-Einheit & = 54.45, 54.48, 54.51 (3 C,
N(CHs)s), 59.76 (1 C, C-O); Sphingosin-Einheit & = 14.33 (1 C, C-18), 23.27
(1C, C-17), 26-33 (13C, CH,), 54.97 (1C, C-2), 7026 (1C, C-3);
Photosonden-Einheit § = 34.20 (1 C), 35.82 (1 C), 36.59 (1 C), 127.06 (2 C, CH-
Bz,s), 129.64 (2 C, CH-Bzs5), 175.00 (1 C, CONH)

FAB-MS (CasHeoFsNJOsP; Mw: 734.88 (av.), 734.4359(ex.)): 735.4 [M+H]', 536.1 [M-
Phosphorylcholin-H,O+H]*

Radioaktiv-markierte C5-SM-Sonde: Zur Synthese der radioaktiv-markierten C5-SM-
Verbindung wurden 610 pg (1,3 umol) [*H]-Lyso-Sphingomyelin in 10 yl Methanol und
10 ul Hinig-Base mit 1,9 mg (5 umol) C5-Photosuccimidylester in 60 yl DMF umgesetzt.
Die Reinigung der Sonde erfolgte Uber DC (Laufmittel Chloroform/Methanol/Wasser
60:40:9; v/viv).

Ausbeute: 530 pg (0,72 pymol) C5-[*H]-SM-Sonde (720 pCi bei 1000 Ci/mol) = 55 %.
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5.1.4 Biologische Materialien

5.1.4.1 Verwendete Zellkulturen
Menschliche Hautfibroblasten aus Vorhaut-Biopsien (F 91/19, F 91/20 oder F 91/21

(Nomenklatur in unseren Zellkultur-Unterlagen)); Niemann-Pick Typ C-Zellen
(Fibroblasten; 99/5, 99/6, 99/7 (Nomenklatur in unseren Zellkultur-Unterlagen); Prof.
Cantz, Uniklinikum Heidelberg) und menschliche Melanoma-Zellen A431 (Hautkliniken der
Universitat Bonn) wurden in DMEM mit 10 % (v/v) hitzebehandeltem (30 min bei 56°C)
FKS in einer 5 % CO, enthaltenden Atmosphare bei 37°C bis zur Konfluenz nach Weitz et
al. (1983) angezogen. Fiir Metabolismusstudien wurden 2,2 x 10° Fibroblasten in 8 cm?
Kulturschalen bzw. fiir Insertionsstudien 6 x 10° Fibroblasten in 21 cm? Schalen ausgesét

und 1-2 Tage bis zur Konfluenz herangeziichtet.

5.1.4.2 Zellkulturmedien und Puffer

DMEM mit 10 % FKS : In einem Liter dieses Mediums wurden folgende Substanzen ge-
I6st : 13,42 g Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) der Fa.GibcoBRL-LifeTech-
nologies (Paisley, GroRbritannien) und 3,6 g NaHCO;. Zusatzlich wurden dem Medium
2 ml wassrige Penicillin/Streptomycin-Lésung (je 0,1 mg/ml) von Biochrom KG (Berlin,
Deutschland) zum Schutz gegen biologische Kontaminationen zugesetzt. Die Lésung (pH
7,5-7,6) wurde unter vermindertem Druck steril filtriert (Porengré3e 0,22 ym) und 100 ml
fotales Kalberserum (FKS) der Fa. Cytogen (Berlin, Deutschland) sowie 3,8 ml Tylosin-
Lésung (Serva, Heidelberg, Deutschland) und entweder 10 mg Tiamulin oder 7,5 mg

Minocyclin (beides Sigma, Deisenhofen, Deutschland) zugeben.

HMEM : Fir einen Liter der 10fach-konzentrierten Stockldsung wurden benétigt: 4 g KCl,
80 g NaCl, 10 g Glucose, 32,84 g HEPES (Calbiochem, LaJolla, CA, USA), 2929 L-
Glutamin, 0,6 g KH,PO,, 0,26 g Na,HPO,4, 200 ml Minimum Essential Medium (MEM)-
Aminosauren, 100 ml MEM-Vitamine (beides Gibco, Eggenstein, Deutschland). Mit
reinstem Wasser wurde auf 950 ml aufgefillt, mit 10 M NaOH auf pH 7,4 eingestellt und
mit Wasser auf 1 | aufgefillt. Nach Sterilfiltration wurden jeweils Portionen von 50 ml bei
4°C eingelagert. Fir die gebrauchsfertige 1fach-Lésung wurden 50 ml der 10fach Stock-
l6sung mit 440 ml reinstem Wasser, 5 ml einer MgSO,-Lésung (20 g/l) sowie 5 ml einer

CaCly-Losung (14 g/l) vereinigt, steril filtriert und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert.

PBS : 150 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PO,4, 1 mM Na,HPO,, pH 7,4. Fir 1| der
10-fach konzentrierten Stammlésung wurden 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2g KH,PO, und
1,145 g Na,HPO, vereinigt und mit reinstem Wasser auf 1 | aufgefillt. Mit 10 N NaOH
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wurde auf pH 7,4 eingestellt. Fir die gebrauchsfertige 1-fach Lésung wurde mit reinstem

Wasser auf 1/10 (v/v) verdunnt.

TNE : 25 mM Tris-HCI, 150 uM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,5. Fur 1| der Lésung wurden
vereinigt : 3,02 g Tris-HCI , 8,76 g NaCl und 0,186 g EDTA-Dinatriumsalz werden mit
reinstem Wasser auf 1 | aufgefullt und mit konz. HCI auf pH 7,5 eingestellt. Im Falle des
Lysis-Puffers enthielt der Puffer zusatzlich 1 % Triton-X-100 (v/v).
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5.2 Methoden

5.2.1 Analytische Methoden
5.2.1.1 Dunnschichtchromatographie (DC)

Die Reaktionskontrolle und die Kontrolle des saulenchromatographischen Elutionsprofils
erfolgte routinemaRig mit Dunnschichtchromatographieplatten (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in DC-Kammern (Camag, Muttenz, Schweiz) mit Kammersattigung. Die R¢
Werte der Syntheseprodukte der Glucosyl-thio-ceramide und Sphingomyeline wurden von
20 cm-hohen Glas-DC-Platten ermittelt; die Laufstrecke betrug hierbei 16 cm. Die photo-
aktivierbaren Fettsduren wurden auf 10 cm-hohen Aluminium-DC-Platten mit Fluores-

zenzindikator Fos4 aufgetragen; die Laufstrecke betrug in diesem Fallen 8 cm.

Photokopplungsprodukte wurden auf 10x10 cm HPTLC-Platten (Merck) in einer Horizon-
talentwicklungskammer (Camag) mit Kammersattigung chromatographiert. Dabei diente
bei eindimensionaler Entwicklung Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v) als mobile
Phase (bzw. Chloroform/Methanol/15 mM CaCl, 60:35:8 (v/v/v) bei Stoffwechselunter-
suchungen).

Bei zweidimensionaler Entwicklung wurde in der ersten Dimension das Laufmittelgemisch
Methylacetat/Propan-2-ol/Chloroform/Methanol/0,25 M KCI 25:25:25:10:9  (v/viviviv)
verwendet, die Platte im Exsikkator Uber Nacht zwischengetrocknet und anschliel3end
nach Drehung um 90° im Uhrzeigersinn in der zweiten Dimension mit

Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 (v/v/v) als mobile Phase entwickelt.

Detektion von Substanzen auf der DC-Platte
Zur Detektion dienten folgende Methoden :
1. UV-Licht-Léschung bei 254 nm (fir Substanzen mit Phenyl-Ring im Molekul auf DC-

Platten mit Fluoreszenzindikator Fs,)

2. Spruhreagenzien :

Molybdatophosphorséure-Tauchbad (Brenner-Weil3 et al. 1992): Zusammensetzung:
25 g Molybdatophosphorsaure, 10 g Cer-IV-sulfat, 60 ml Schwefelsdure und 940 mi
Wasser. Die DC-Platten wurden durch Tauchen genasst und anschlielfend wurden
die Substanzbanden durch kurzzeitiges Erwarmen auf 150°C sichtbar gemacht.

Nachweis primarer Amine mittels Ninhydrin-Reagenz. Durch kurzes Erwarmen der mit
einer 0,2 %igen (w/v) Ninhydrin-Lésung in Ethanol befeuchteten DC-Platte wurden
die Substanzen sichtbar gemacht.

Kupfersulfat-Farbung: Die Banden wurden durch Besprihen der Platten mit einer
Lésung (8 g 85 %ige Phosphorsaure, 10 g CuSO45H,0 auf 100 ml mit Wasser
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aufgefullt) und anschlieRender Trocknung im Warmeschrank (10 min bei 180°C),
sichtbar gemacht.
3. Radioaktive Produkte wurden durch Radioscanning mittels des Fuji BAS 1000 Imaging
Analyzer sichtbar gemacht (Fuji Photo Film Co., Tokyo, Japan).

5.2.1.2 Quantifizierung der Radioaktivitat

Die Radioaktivitditsmenge wurde mit Hilfe des Flussigkeitsszintillationszahlers Tri-Carb
1900 GA (Canberra Packard, Frankfurt, Deutschland) bestimmt. Als Szintillationsfllssig-
keit diente dabei Ultima Gold (Canberra Packard).

5.2.1.3 NMR-Spektroskopie (Nuclear magnetic resonance)

400 und 500 MHz 'H-NMR- sowie 100 bzw. 125 MHz *C-NMR-Messungen wurden mit
den Spektrometern AMX 400 bzw. AMX 500 der Fa. Bruker (Karlsruhe, Deutschland) in
den Zentralanalytischen Abteilungen des Chemischen Institutes (AMX 400) und des
Physiologisch-Chemischen Institutes (AMX 500) der Universitat Bonn durchgefihrt. Die
Verschiebung & (angegeben in ppm), der im jeweils angegebenen Lo&sungsmittel
(Chloroform-d, bzw. Methanol-ds) gelésten Substanzen, wurde relativ gegen das Signal
der Protonen von Tetramethylsilan (TMS) angegeben. TMS wurde nicht zugegeben,
sondern die Skala auf das bekannte Signal des zugegebenen Ldsungsmittels (Chloro-
form-d, 7.24 ppm, sowie bei Methanol-d¢ oder Mischungen 3.35 ppm) eingestellt. Mehr-
fachaufspaltungen werden in der Reihenfolge zunehmender Kopplungskonstanten ange-
geben. Signalmultiplizitaiten werden wie folgt abgekirzt: s - Singulett, d - Duplett, t -
Triplett und m - Multiplett, b - breit. Die Verschiebungen und Kopplungskonstanten wurden
in dieser Arbeit aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit der Zahlenreihen und gemaR

internationaler Standards mit Punkt als Dezimaltrennzeichen angegeben.

5.2.1.4 Massenspektrometrie (MS)

Electron impact-MS (EI-MS): High Resolution Mass Spectrometry (HRMS): Die
Spektren wurden mit MS 30 und MS 50-Instrumenten (AE/, Manchester, UK) mit einer
Beschleunigungsspannung von 70 eV unter Direkteinlass aufgenommen. Bei den analyti-
schen Daten der Syntheseprodukte (5.1.3.1) wurde jeweils die Peakintensitat relativ zum
Basispeak in Prozent angegeben (Basispeak = 100 %). Aul3erdem wurden in dieser Arbeit
zur besseren Ubersichtlichkeit der Zahlenreihen die Molekil- und Fragmentmassen mit

Punkt als Dezimaltrennzeichen angegeben.
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Fast atom bombardment-MS (FAB-MS): Die Spektren wurden entweder im positiven
oder im negativen lonenmodus auf einem ZAB HF-Instrument (VG Analytical, Manches-
ter, GroR3britannien) im Physiologisch-Chemischen Institut der Universitadt Bonn aufge-
nommen. Das Gerat war mit einer “fast atom gun®, wie beschrieben (Egge und Peter-
Katalinic 1987), ausgestattet. Hierfir wurden die Substanzen vorher in eine Matrix (m-

Nitrobenzalkohol oder Thioglycerol) eingelassen.

Matrix-unterstiitzte Laser Desorption/lonisations Flugzeit-Massenspektrometrie
(Matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight-MS) (MALDI-TOF-MS): Die
Messungen wurden an einem TOFSpec E-Massenspektrometer (Micromass, Manchester,
GroRbritannien) im positiven oder negativen Modus bei einer Beschleunigungsspannung
von 20 kV mit einem Stickstoff-Laser 337 nm durchgefiihrt. Als Matrix wurde 2,5-Di-
hydroxybenzoesaure (10 mg/ml in Methanol) verwendet. Die Proben wurden in Konzen-
trationen von ca. 25 pmol/pl in Methanol oder Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) gelést. 1 ul
der Probe wurde mit 1 ul Matrixlésung gemischt und 1 ul der Mischung wurde auf den
Probentrager pipettiert und an der Luft bei Raumtemperatur trocknen gelassen (,dried-
droplet“-Methode). Zur Eichung des Gerates wurden Glykolipide bekannter Massen und

Polyethylenglycole verwendet.

Elektrospray-Flugzeit-Massenspektrometrie (ESI-TOF-MS): Die Massenspektren
wurden im positiven Modus an einem Q-TOF2-Massenspektrometer (Micromass,
Manchester, Grof3britannien) mit Nanospray-Quelle aufgenommen. Die Proben wurden in
einer Konzentration von 10 pmol/ul in Acetonitril/0,1 % Ameisensaure 1:1 (v/v) geldst. Ca.
5ul der Loésung wurden in eine Gold/Palladium-beschichteten Glas-Kapillare (MDS
Proteomics A/S - Protana, Odense, Danemark) pipettiert und bei einer Kapillarspannung
von ca. 1000V ionisiert. Zur Eichung wurde eine Ldsung von Nal/Csl in dem o.a.

Lésungsmittel verwendet.

5.2.1.5 Proteinbestimmung mit Coomassie Brilliant Blue G-250

Zur Quantifizierung der Proteinmengen nach Bradford et al. (1976) wurde die Eigenschaft
des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, Heidelberg, Deutschland)
genutzt, dass nach Bindung an Proteine, dessen Extinktionsmaximum von 465 nm auf
595 nm verschoben wird. Es wurden Aliquote der homogenisierten Zellen auf deren
Proteingehalt untersucht. Dabei dienten ansteigende Mengen (0,25-5 ug) Rinderserumal-

bumin (BSA) (Sigma) als Standard. Die Messungen erfolgten an den computergesteuer-
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ten Photometern Titertek Multiscan bzw. Multiskan Ascent (Labsystems, Helsinki,

Finnland).

5.2.2 Praparative Methoden

5.2.2.1 Darstellung der Liposomen

Kleine unilamellare Liposomen wurden nach der Extrudertechnik (MacDonald et al., 1991)
hergestellt. Die jeweiligen Lipidmengen wurden aus den Stocklésungen der entsprechen-
den Lipide pipettiert und im Argonstrom vom L&sungsmittel befreit. Danach wurde 1 ml
dest. Wasser zugesetzt, die Suspension kurzzeitig im Ultraschallbad sonifiziert und
anschlieBend durch dreimaliges Einfrieren in flissigem Stickstoff und langsamen
Auftauen zu einer milchigen Lésung umgewandelt. AnschlieBend wurden die so gebilde-
ten multilamellaren Liposomen 19-mal durch eine Polycarbonatmembran mit 100 nm
PorengroéRe in einem "LiposoFast low pressure homogenizer" (Avestin, Ottawa, Kanada)

gepresst, um unilamellare Liposomen herzustellen.

5.2.2.2 Belichtung der Liposomen

Die Liposomen wurden in 21 cm? Zellkulturschalen oder in ,6-well-Platten mit 8 cm?
Vertiefungen pipettiert und bei der angegebenen Temperatur 4-5 Sekunden in einer
Belichtungsapparatur (Selbstbau durch Werkstatten der Chemischen Institute, Universitat
Bonn) mit einer 2000 W-Osram-Ultramed Lampe (ca. 400 W Leistung im UV-Bereich;
Osram, Minchen, Deutschland) belichtet. Anschlie®end wurden die Suspensionen in ein
Schraubkappenglas pipettiert und gefriergetrocknet. Der Rickstand wurde in
Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) aufgenommen und dinnschichtchromatographisch

aufgetrennt.

5.2.2.3 Extraktion der Photokopplungsprodukte aus Kieselgel-Platten fir die

Massenspektrometrie

Markierte Banden wurden von der DC-Platte nach Besprihen mit Methanol/Wasser 1:1
(v/v) geschabt. Das Kieselgel wurde nach einer Variation nach Folch et al. (1957) extra-
hiert, um Binder und andere wasserlosliche Verunreinigungen aus den DC-Platten abzu-
trennen. Dazu wurde das Kieselgel mit 1 ml Wasser versetzt, ultrabeschallt, und dann
1 ml Chloroform/Methanol 2:1 (v/v) zugegeben. Nach gutem Durchmischen wurde zentri-

fugiert (10 min, 3000 rpm), wonach sich das gewtlinschte, nicht-wasserlésliche Produkt in
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der unteren organischen Phase anreicherte. Diese wurde abpipettiert und zur Trockne
eingeengt. Der Ruckstand wurde in 10 yl Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) aufgenommen
und mit MALDI- bzw. ESI-Massenspektrometrie (5.2.1.4) untersucht.

Bei wasserldslichen Analyten (z.B. Ganglioside) konnte dieses neue Extraktionsverfahren
nicht angewendet werden, da diese sich vornehmlich in der Oberphase anreicherten, die
ebenfalls die gelésten Nebenbestandteile der DC-Platten enthalt (u.a. Polymethacry-
late).In diesen Fallen wurde weiterhin lediglich mit Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) extra-

hiert.

5.2.3 Einbau- und Stoffwechselstudien
5.2.3.1 Herstellung der Sphingolipid-Albumin-Komplexe

Aus der Stocklésung des gewlinschten Lipids wurde die entsprechende Menge (je nach
Versuch 65-185 nmol) in ein Schraubkappenglas pipettiert und das organische Lésungs-
mittel im Argonstrom entfernt. Der Lipidrickstand wurde in 20 ul Ethanol gel6ést und unter
kraftigem Schiitteln die gleiche Molmenge einer 10*M Lésung von delipidiertem Rinder-
serumalbumin (BSA) in HMEM zugegeben. Anschlielend wurde mit HMEM zu einer
10 uM Lésung des Lipides aufgefillit.

5.2.3.2 Inkubation der Zellen mit Lipid/BSA-Komplexen

Die Zellen, die sich nach Aussaat in DMEM mit 10 % FKS befanden, wurden dreimal mit
HMEM gewaschen und danach fir 30 min bzw. 2 h mit der 10 uM Lésung des Lipid/BSA-
Komplexes in HMEM bei 7°C inkubiert. Dann wurde das Medium abpipettiert und die
Zellen wurden zweimal mit HMEM gewaschen und fir die entsprechende Zeit bei 37°C

unter Lichtausschluss inkubiert.

5.2.3.3 Re-extraktion photoaktivierbarer Lipide aus der Plasmamembran

(,,back-exchange*)

In einigen Fallen wurden im Anschluss an die Inkubation bei 37°C die in der Plasma-
membran noch verbleibenden photoaktivierbaren Lipide re-extrahiert (,back-exchange®,
van Meer et al., 1987). Dazu wurden die Zellen auf 7°C gekuhlt und dreimal 10 Minuten
mit je 2 ml 10* M BSA-Lésung in HMEM inkubiert und anschlieRend erneut mit kaltem
HMEM gewaschen.
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5.2.3.4 Belichtung der Zellen

Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abpipettiert und die Zellen zweimal mit
HMEM gewaschen. Die Zellen wurden anschlieRend in den Schalen unter HMEM fiir
5 Sekunden auf Eis bzw. bei 20°C mit Licht aus einer starken Lampe bestrahlt wie unter
5.2.2.2 beschrieben.

5.2.3.5 Zellernte

Die Zellernte wurde in folgender Weise durchgeflhrt : Das jeweilige Inkubationsmedium
wurde abpipettiert, die Zellen zweimal mit je 2 ml PBS gewaschen und anschliel3end
wurden die Zellen dreimal mit je 2 ml PBS unter Zuhilfenahme eines Gummischabers von
vom Boden der Zellschale geschabt. Durch Zentrifugation (10 min, 4000 rpm, 4°C)
wurden die Zellen pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml reinstem Wasser resuspendiert und
durch mehrmaliges Pressen durch eine Pipettenspitze homogenisiert. Fir die Protein-

bestimmung nach Bradford (5.1.2.5) wurde ein Aliquot enthommen.

5.2.3.6 Lipidextraktion

Die nach der Zellernte erhaltene Zellsuspension wurde mit 4 ml Methanol versetzt und 3 h
bei 37°C im Schraubkappenglas extrahiert. Die Suspension wurde im Argonstrom vom
Lésungsmittel befreit, in 1 ml Methanol/Wasser 4:6 (v/v) resuspendiert, im Ultraschallbad

sonifiziert und zur weiteren Aufarbeitung tber LiChroprep RP-18 nach 5.2.3.7 entsalzt.

5.2.3.7 Entsalzen von Reaktionsansatzen und Abtrennung von

wasserloslichen Komponenten

Amphiphile Reaktionsprodukte wurden mittels Umkehrphasen-Chromatographie von
wasserldslichem Material ahnlich der beschriebenen Methode von Williams und McCluer
(1980) gereinigt. Dazu wurden Pasteurpipetten mit 1 ml einer LiChroprep RP-
18/Methanol-Suspension (1:1, v/v) geflllt und nacheinander mit Chloroform/Methanol 1:1
(v/v), Methanol und Wasser gewaschen. Die lipophilen Reaktionsprodukte wurden auf
diesen “Saulchen” aus ihrer Lésung in Methanol/Wasser (4:6; v/v) adsorbiert, mit Wasser
als mobiler Phase wurden die wasserléslichen und polaren Komponenten herausge-
waschen und anschlieend die Lipide mit Methanol sowie Chloroform/Methanol 1:1 (v/v)

eluiert.
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5.2.3.8 Alkalische Methanolyse

Um den Lipidextrakt von Phosphoglycerolipiden zu befreien, wurde ein Teil des aus dem
vorhergehenden Reinigungsschritt (5.2.3.7) stammende Eluates einer alkalischen
Methanolyse unterzogen. Dabei wird die Alkalilabilitdt von Esterbindungen genutzt, wobei
Sphingolipide nicht hydrolysiert werden. Zu dem in 2,44 ml Methanol geléstem Lipid
wurden 62,5 yl 4 M NaOH in Methanol (Endkonzentration 0,1 M) pipettiert und 2 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Lésung wurde anschlieend zur Neutralisation mit 20 pl
Essigsaure (350 umol) versetzt und im Argonstrom zur Trockne eingedampft. Der Riick-
stand wurde in 1 ml Methanol/Wasser 4:6 (v/v) aufgenommen und wie unter 5.2.3.7

beschrieben von polaren und wasserldslichen Substanzen befreit.

5.2.3.9 Trennung von anionischen und ungeladenen Lipiden mittels

Anionenaustauscherchromatographie

Eine Pasteurpipette wurde mit 1 ml DEAE-Sephadex A25-Suspension (Pharmacia,
Uppsala, Schweden) (Acetat-Form in Chloroform/Methanol/Wasser 3:7:1 (v/v/v)) gefillt
und mit 3 ml des gleichen Lésungsmittelgemisches aquilibriert. Der Lipidextrakt wurde
ebenfalls in 1 ml Chloroform/Methanol/Wasser 3:7:1 (v/v/v) geldst und auf die Saulchen
aufgetragen. Der Durchlauf und weitere 5 ml Chloroform/Methanol/Wasser 3:7:1 (v/viv)
enthielten die ungeladenen Lipide. Anschlielend wurden mit 5ml
Chloroform/Methanol/1 M NH,OAc 3:7:1 (v/v/v) die anionischen Lipide eluiert.

5.2.3.10 Ultrazentrifugationsexperimente

Diese Versuche wurden in Anlehnung an die Veréffentlichungen von Brown und Rose
(1992) und Melkonian et al. (1999) durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 21 cm? Kultur-
schalen zur Konfluenz herangezogen, und nach 5.2.3.2 mit den jeweiligen
Sphingolipid/BSA-Komplexen inkubiert. Die Zellen wurden ohne Belichtung mit 1 ml TNE-
Puffer pH 7,5, der 1 % Triton-X-100 enthielt, lysiert. Die Zellreste wurden mit einem
Zellschaber von den Schalenbdden geschabt und entweder mittels eines (Hand)-Homo-
genisators oder durch 40-maliges Pressen durch eine Nadel (22 gauge) homogenisiert.
Die erhaltene Suspension wurde anschliefend mit 80 %-Saccharose-Losung in TNE-
Puffer auf 40 % Saccharose eingestellt und auf den Boden eines Zentrifugenréhrchens
pipettiert. Dann wurde mit 5 ml 38 %- und 3 ml 5 %-Saccharose-Lésung in TNE-Puffer
uberschichtet und in der Ultrazentrifuge (L8-80M, Beckman, Minchen) im Schwenkrotor
SW41Ti 18 h bei 4°C zentrifugiert (28000 rpm, 135000-g). Das Zentrifugenréhrchen wurde

vorsichtig im Boden angestochen und der Inhalt in Fraktionen von ca. 300 pl Volumen
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gesammelt. Die Lipide wurden uUber RP-18-Material von polaren und wasserloslichen
Komponenten (u.a. Saccharose) befreit (5.2.3.7). AnschlieBend wurde die enthaltene
Radioaktivitdt im Szintillationszahler quantifiziert (5.2.1.2) und der Lipidextrakt Uber

Dlnnschichtchromatographie aufgetrennt.
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