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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In eukaryontischen Zellen und ihren Organellen sind die begrenzenden Membranen
aus einer Vielzahl von verschiedenen Lipid- und Proteinmolekiilen zusammengesetzt.
Der Aufbau solcher Membranen erfolgt jedoch nicht nur nach rein statistischen
Verteilungen, sondern es kann innerhalb der Membranhalften der Lipiddoppelschicht
zu einer bestimmten Anordnung bzw. einer Domaéanenbildung von Lipiden und
Proteinen kommen. Prominente Vertreter wie zum Beispiel Phosphatidylcholin finden
sich tiberwiegend auf der duBeren Seite der Membranen, sowie auch Sphingomyelin
oder Glykosphingolipide. AuBBerdem findet man Regionen, in denen bestimmte Lipide
gehauft auftreten. Die Untersuchung der genauen lateralen Verteilung einzelner
Lipide in der Membran und der Sortierprozesse, die wahrend des Transportes
innerhalb der Zelle und der Bildung solcher Membrandoméanen stattfinden, ist
Gegenstand der aktuellen Forschung.

In der vorliegende Arbeit wurde am Beispiel des Gangliosids GM1 untersucht, wie
sich die Lipidumgebung von Glykosphingolipiden im Zuge ihrer Endozytose in
kultivierten Zellen verandert. Dazu wurden radioaktiv markierte Derivate von GM1
synthetisiert, welche an Hand chemischer Markierungen in der Zelle beobachtet
werden konnten. So wurden Derivate hergestellt, die in ihrer Acylkette ein
Fluorophor (7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl-amino-Gruppe (NBD-Gruppe)) tragen
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden kénnen.

Eine andere Derivatisierung der Acylkette erfolgte durch Einfihrung einer
photolabilen Trifluormethylphenyldiazirinyl-Gruppe (TPD-Gruppe), die nach
Belichtung mit UV-Licht kovalent an eines ihrer direkt benachbarten Molekiile
binden. Auf Grund unterschiedlicher Verhalten innerhalb der Zelle wurden zwei
Derivate verschiedener Kettenlange synthetisiert.

AuBerdem wurde in Fortfihrung der Diplomarbeit ein an der Sialinsdure
derivatisiertes  Biotin-GM1  hergestellt und durch Anti-Biotin-Antikérper
elektronenmikroskopisch in der Zelle lokalisiert. Es konnte gezeigt werden, dass sich
diese Derivate in bestimmten Bereichen der Plasmamembran akkumulieren.

Fiur die Experimente mit TPD-Derivaten wurden zundchst in Liposomen
Kopplungsprodukte hergestellt, die mittels Dunnschichtchromatographie und
Massenspektrometrie charakterisiert werden konnten. Fir die nachfolgenden

Zellversuche dienten diese als Referenzen.



Zusammenfassung

Die kurzkettigen Gangliosidderivate konnten an Albumin gebunden und aus den
resultierenden Komplexen in die Plasmamembran von Fibroblasten inkorporiert
werden. Da bei dieser Verfahrensweise mit Temperaturen gearbeitet werden kann,
bei denen keine Endozytose erfolgt, konnten hier die Photosonden erst in die
Plasmamembran inseriert werden, bevor nach Aufhebung des Temperaturblocks die
Kinetik der Endozytose untersucht werden konnte. Dabei zeigte sich, dass diese
kurzkettigen Derivate nach Insertion in die Plasmamembran von kultivierten
Fibroblasten in sehr cholesterolreiche Umgebungen segregieren, die als
Mikrodomanen bzw. ,rafts“ bezeichnet werden. Weitere Kopplungsprodukte mit
anderen Hauptbestandteilen der extrazellular orientierten Membranhéalfte wie
Phosphatidylcholin (PC) oder Sphingomyelin (SM) konnten hierbei nur in geringem
MaBe nachgewiesen werden. In Modellmembranen hingegen konnte keine
besondere Affinitat beziliglich eines Kopplungspartners festgestellt werden. Auch
zeigte sich, dass im Zuge der Endozytose, die Sonden sich auf intrazellularen
Vesikeln und inneren Membranen in einer ganzlich anderen Lipidnachbarschaft
befinden. Es konnten keine Praferenzen zu Cholesterol mehr festgestellt werden,
stattdessen traten vermehrt Kopplungen mit Phosphoglycerolipiden wie PC oder
auch Sphingomyelin auf.

Die langkettigen Derivate konnten ebenfalls in Modellmembranen inseriert und ihre
Kopplungsprodukte charakterisiert werden. Allerdings war es hierbei nicht moglich
bei Temperaturen zu arbeiten, die die Endozytose blockieren, da Ganglioside mit
langer Acylkette (grosser C,,) nicht aus einem BSA-Lipid-Komplex in Zellmembranen
zu inserieren sind. Jedoch reichern sie sich in abbauenden Organellen, wie spate
Endosomen oder Lysosomen, an. So konnte hier in verschiedenen Zelltypen (mit und
ohne pathologische Defekte) ein BMP-Kopplungsprodukt gefunden werden. Dies
bestatigt die Vermutung, dass BMP sich auf intraendosomaler/-lysosomaler Vesikel
befindet und hier den Abbau von Membranbestandteilen stimuliert. Bei beiden TPD-
Derivaten fallt der hohe Anteil an Kopplungsprodukt von Photosonde und Wasser
auf. Dieser ist auf den Wassergehalt in Membranen und auf Kopplungen mit Wasser
auBerhalb der Membranen zuruckzufihren, welche durch die ,off-rate der
verwendeten Sonden bedingt ist. Dass die ,off-rate” eine groBe Rolle spielt, wird
dadurch deutlich, dass das kurzkettige C,-TPD-Derivat (mit hoher ,off-rate”) zu
einem weitaus hoheren Anteil in Wasser inseriert, als die entsprechende langkettige

Verbindung (C,,-TPD-GM1).



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Endozytose

Der Prozess der Endozytose tragt dazu bei, durch einen gesteuerten Membranfluss
das Gleichgewicht der Funktionen einer Zelle respektive eines Organismus
aufrechtzuerhalten. Durch =zellulare Interaktionen mit ihrer Umgebung werden
Nahrstoffe aufgenommen oder auch Signalsubstanzen und Wachstumsfaktoren
weitergeleitet bzw. internalisiert.

Im Zuge der Endozytose werden innerhalb kuirzester Zeit groBe Mengen an
Plasmamembran in die Zelle aufgenommen. So wird in humanen Fibroblasten
innerhalb von 2zwei Stunden Material ausgetauscht, welches der gesamten
Zelloberflache entspricht. In Mausmakrophagen werden pro Stunde 25% des
Zellvolumens extrazellulares Medium inkorporiert.i Die Mechanismen, die das
Abknospen von Vesikeln, die Steuerung, den Transport und die Fusion katalysieren,
unterliegen einer Vielzahl von physiologischen Prozessen (wie kontrolliertem
AusstoB von Neurotransmittern oder Hormonen), gesteuert durch eine komplexe
Protein-Maschinerie."

Im Groben unterscheidet man zwischen Phagozytose und Pinozytose als Typen der

Endozytose. Bei der Phagozytose

werden groBe Partikel, wie z.B.

Mikroorganismen, Organellen oder

Bakterium |

auch andere Zellen aufgenommen.
+— Pseudopod

Phagozytose wird von spezialisierten

Zellen, den Phagozyten,

+~ Plasma-
membran

durchgefiihrt. Bei Saugetieren gibt es
z.B. die weiBen Blutkorperchen:
Makrophagen, Neutrophile (i.e.
neutrophile Granulozyten) und

dendritische Zellen, welche alle von

hamatopoetischen Stammzellen = Pl

(weisses Blutkérperchen) Tum

gebildet werden und der

Abbildung 2-1: Phagozytose eines sich
teilenden Bakteriums durch einen
Neutrophilen™

! Steinman R.M. et al. (1983), J. Cell Biol.
i Rothman, J.E., Wieland, F.T. (1996), Science
i Alberts, B. et al. (2002), Garland Science



Einleitung

Immunabwehr dienen. Der erste Schritt der Phagozytose ist eine Bindung des
aufzunehmenden Materials an die Zelloberflache. Phagozyten besitzen eine Vielzahl
spezialisierter Oberflachenrezeptoren, welche erkennen, ob das 2zu bindende
Material aufgenommen werden soll oder nicht. So binden Antikorper der
Immunabwehr an infektidose Mikroorganismen und bilden einen dichten Mantel. Ihr
Schwanz, die sogenannte Fc-Region, ragt dabei nach auBen. Diese Region wird nun
wiederum durch Fc-Rezeptoren auf der Oberflache von Makrophagen erkannt. Durch
die Aktivierung der Rezeptoren werden Transmittersignale an das Zellinnere
weitergegeben, welche die Zelle veranlassen Pseudopoden auszubilden, die das
Partikel umschlieBlen.

Die zweite Form der Endozytose ist die Pinozytose, in der Teile der Plasmamembran
in Form von Vesikeln in das Zellinnere aufgenommen werden. Einerseits gibt es eine
rezeptorvermittelte Endozytose tiber Stachelsaumgriibchen (clathrin coated pits), bei
der sich Clathrinmolekiile auf der intrazellularen Seite der Plasmamembran befinden.
Diese spezialisierten Regionen nehmen ca. 2% der gesamten Plasmamembran ein.
Bei der Abschniirung als Stachelsaumvesikel (,clathrin coated vesicles") wird dann
die Clathrinhiille durch eine ATPase entfernt.! Der Zeitraum vom Ubergang des
,coated pit" zum , coated vesicle" liegt im Minutenbereich, und man geht davon aus,
dass jede Minute ca. 2500 Vesikel die Plasmamembran eines Fibroblasten verlassen.
Nach Bildung der Vesikel und Entfernung des Proteinmantels verschmelzen sie mit
frihen Endosomen und geben dort ihren Inhalt ab. Die Aufnahme spezifischer
Makromolekiile erfolgt uber eine Rezeptor vermittelte Endozytose, bei der diese
Molekille an Transmembran-Rezeptor-Proteine binden. (siehe LDL vermittelte

Endozytose des Cholesterols — Kap. 2.6.1).

! Goldstein, J. L. et al. (1985), Ann. Rev. Cell Biol.
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Abbildung 2-2: LDL-vermittelte Endozytose’

Daneben findet man noch eine Clathrin unabhidngige Endozytose, wie z.B. die

Abschniirung iiber Caveolae.” Caveolae findet man in den Plasmamembranen der

meisten Zelltypen. Die bereits in den 50er Jahren morphologisch nachgewiesenen

iii

Caveolae

kénnen leicht unter dem Elektronenmikroskop als Einstiilpungen erkannt

werden.” Man geht davon aus, dass sie aus Mikrodoménen (,lipid rafts") mit

spezifischer Lipid- und Proteinzusammensetzung aus der Plasmamembran gebildet

"modifiziert aus : Alberts, B. et al. (2002), Garland Science

" Parton, R. G. et al. (1994), J. Cell. Biol.

i Palade, G.E. (1953), J. Appl. Phys. / Yamada, E. (1955), J. Biophys. Biochem. Cytol.
¥ Anderson, R.G.W. (1998), Annu. Rev. Biochem.
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werden.' Diese Doménen sind reich an Cholesterol, Glykosphingolipiden und GPI-
verankerten Membranproteinen, deren prominentester Vertreter Caveolin ist (siehe
Kap. 2.3.). Im Gegensatz zu Clathrin vermittelter Endozytose und COPI- oder COPII-
Vesikeln geht man bei dieser Art der Endozytose davon aus, dass die
Lipidzusammensetzung der caveolaren Membran ausschlaggebender Faktor fur die
Invagination und den Transport ist. Der Weg der Caveolae kann einerseits zu
Endosomen oder andererseits uber einen polaren Fluss zu der gegenuberliegenden
Plasmamembran (Transzytose) fihren. Die Regulation der Sortierprozesse, die
Vesikel zu ihren vielfaltigen Bestimmungsorten fiithren, sind Gegenstand weiterer
Studien.

Neben diesen ATP-abhangigen endozytotischen Prozessen konnte auch eine ATP-
unabhangige Form der Abschniirung von Vesikeln gefunden werden. Durch
Einwirkung von Sphingomyolinase wurde bei Vertebratenzellen eine Bildung von
Vesikeln ohne Clathrin oder Caveolin erreicht. Der weiterfiihrende Transport zu
endosomalen Kompartimenten oder Lysosomen erfolgt dann allerdings wieder ATP-

abhangig.”

2.2 Zellmembranen

Membranen von Zellen dienen der Kompartimentierung von Reaktionsraumen und
damit der Regulation biologischer Prozesse. Als auBere Hiulle dient die
Plasmamembran. Bei eukaryontischen Zellen findet man zusatzlich viele subzellulare
Organellen (Kern, Mitochondrien, Golgi, etc.), die durch Membranen begrenzt
werden.

Biologische Membranen sind Aggregate von Lipiden (Glykolipiden), Proteinen und
Glykoproteinen. Die folgende Tabelle 2-1 zeigt die Zusammensetzung verschiedener

Membranen und das Verhaltnis von Proteinen und Lipiden.

'Fra, A. M. et al. (1995), FEBS Lett.
i 7Zha, X. et al. (1998), J. Cell Biol.
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Protein Lipid Kohlenhydrate Protein-Lipid-
Membran
(%) (%) (%) Verhaltnis

Plasmamembran

Maus-Leberzellen 46 54 2-4 0,9

menschlicher Erythrozyt 49 43 8 1,1

Amoben 52 42 4 1,3
Organellmembran (Ratte)

Kernmembran 59 35 2 1,6

dussere Mitochondrienmembran 52 48 2-4 1,1

Innere Mitochondrienmembran 76 24 1-2 3,2

Myelin 18 79 10 0,2
Gram-positive Bakterien 75 25 - 3,0

Tabelle 2-1: Zusammensetzung einiger biologischer Membranen (Werte in Gew. %)*

Durch in die Membran eingebettete Pumpen und Kanale wird die Zusammensetzung
des intrazellularen Millieus kontrolliert und durch spezifischen Transport von Ionen,
Nahrstoffen oder auch Abfallprodukten reguliert. Der Aufbau solcher Membranen
erfolgt nach einem einheitlichen Muster in Form einer zusammenhidngenden
Doppelschicht von ca. 5 nm Dicke aus amphiphatischen Lipiden. Diese werden durch
nicht-kovalente Bindungen in wassrigen Medien vor allem durch die hydrophobe

Wechselwirkungen und schwache Van der Waals-Krafte zusammengehalten.

§—Oligosaccharide

Integral

o g protein
Glycolipid s} , Hydrophobic
B oo (1 helix

Phospholipid

Cholesterol

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung einer Plasmamembran®

! Guidotti, G. (1972), Annu. Rev. Biochem.
1 Voet, D., Voet J.G. (1990), Wiley
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Die Membran stellt eine mehr oder weniger undurchlassige Barriere fiir die meisten
wasserloslichen Molekule dar. Eine typische Zellmembran von Saugetieren ist aus
100 bis 200 verschiedenen Lipiden zusammengesetzt, wobei Phospholipide den
Hauptbestandteil darstellen. Lipide bilden ungefidhr 50% der Gesamtmasse von
Zellmembranen, und auf 1 ym? finden sich ca. 5 x 10° Lipidmolekiile (ca. 10°-10"" pro

Zelle). Das Lipidmuster variiert je nach Membran, wie folgende Tabelle zeigt.

o humane humanes bovines Rinderherz Escherichia

Hipid Erythrocyten Myelin Myelin Mitochondrien coli
Phosphatidsaure 1,5 0,5 - - -
Phosphatidylcholin 19 10 7,5 39 -
Phosphatidylethanolamin 18 20 12 27 65
Phosphatidylglycerin - - - - 18
Phosphatidylinositol 1 1 1 7 -
Phosphatidylserin 8,6 8,5 7 0,5 -
Cardiolipin - - - 22,5 12
Sphingomyelin 17,5 8,5 6,5 - -
Cholesterin 25 26 17 3 -
Glykolipide 10 26 22 - -

Tabelle 2-2: Lipidzusammensetzung einiger biologischer Membranen (Werte in Gew. % vom

Gesamtlipid)'

!Tanford, C. (1978), Science / Dewey, M.M. und Barr, L. (1970), Curr. Top. Membr. Transp.
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Allen Lipiden gemeinsam ist ihr amphiphatischer Charakter durch eine polare
hydrophile Kopfgruppe und einen unpolareren hydrophoben Rest. Bei Phospholipiden
besteht dieser aus zwei Fettsdaureketten unterschiedlicher Lange, meistens zwischen
14 und 24 C-Atomen. Auch beinhaltet eine dieser Ketten oft eine (oder mehrere) cis-
Doppelbindung, so dass durch diesen kleinen Knick die Gleichférmigkeit der

Packung gestort wird.

hydrophile Kopfgruppe hydrophober Rest
Cholin
Phosphat
H3;C CHj
N—CH, 0 =
Oo

cis-Doppelbindung

Abbildung 2-4: Beispiel eines Phopholipids — hier R-Phosphatidylcholin

Die Bestandteile sind gegeneinander verschiebbar, was der Membran einen
flissigen Charakter verleiht.! Die Fluiditdt hangt in erster Linie neben der
Lipidzusammensetzung von der Temperatur ab. Bei bestimmten Temperaturen
(Ubergangstemperaturen) gehen Membranen von einem semikristallinen in einen
flissigeren Zustand tiber. Je hoher der Anteil an ungesattigten Lipiden, d.h. solche,
die Z-Doppelbindungen in den Alkylketten ihrer Acylreste besitzen, desto niedriger
ist die Ubergangstemperatur. Natiirliche Membranen werden vom jeweiligen
Organismus 1iiblicherweise bei einer gleichbleibenden Umgebungstemperatur
gehalten, um deren Fluiditdt zu gewahrleisten. Kommt es zu groBeren
Temperaturschwankungen, besteht die Gefahr, dass die Membranen 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 Fettsaurezusammensetzung der Lipide im
Zustand der , flussig-kristallinen Phase"” (oder auch ,liquid-disordered phase") bzw.

der ,liquid-ordered phase" gehalten (siehe Kapitel 2.3)

! Singer, S.J. und Nicholson, G.L. (1972), Science
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Des Weiteren beeinflusst der Cholesterolgehalt die Fluiditat von Membranen.
Wahrend er in semikristallinen, eng gepackten Membranen die Fluiditat erhoht,
verfestigt er flissige Membranen. Mit seiner starren Steroidgruppe bindet
Cholesterol an die Fettsaureregionen in der Nahe der polaren Kopfgruppe und fiihrt
damit zu einer Stabilisierung dieser Regionen.! Durch die Einschrankung der
Beweglichkeit der primaren CH,-Gruppen der Acylketten macht es die Membran an
dieser Stelle weniger deformierbar und verringert die Durchldssigkeit gegenuber
kleinen, wasserloslichen Molekillen. Des  Weiteren verhindert es als
~Abstandshalter® ein Zusammenkleben der Kohlenstoffketten und somit ein
Auskristallisieren bzw. Phaseniibergange.

Neben dieser lateralen Bewegung gibt es auch die transversale Bewegung (,,flip-
flop“), welche nur von sehr wenigen Lipidklassen (z.B. Cholesterol) spontan
ausgefithrt werden kann. Diese transversale Diffusion ist dann ein z.T. sehr
langsamer Vorgang, der durch Halbwertszeiten (t,) von Stunden bis Tagen
beschrieben werden kann." Fiir den Seitenwechsel bendtigen Phospholipide

besondere Hilfsproteine (Translokatoren, , Flipasen”).

Auch der Aufbau der beiden Membranhéalften ist unterschiedlich. Wahrend
Cholesterol in beiden Membranhalften einer Lipiddoppelschicht zu finden ist, sind
Phospholipide mit einer Phosphorylcholin-Kopfgruppe (Phosphatidylcholin (PC) und
Sphingomyelin (SM)) in

‘a| Phophatidyl- P

& gl groBerem MaBe auf der
[B] sphingomyelin  polar extrazelluldren bzw.
[€] Gangliosid

- sukeres | luminalen Halfte der
Blatt

[d] Phosphatidyl-
cholin

Membranen lokalisiert.

Cerebrosid

Phosphatidyl- POl
ethanolamin

Hingegen sind Lipide wie

inneres

| Chol rol . -
'L% Ph;::“ - Blatt Phosphatidylserin (PS)
0 :lml - olar | und Phosphatidylethanol-
L hospholipide el
B Gycoipide . o E . amin (PE) vorwiegend auf

] Cholesterol Lej

der =zytosolischen Seite

Abbildung 2-5: Lipidzusammensetzung der inneren und
ausseren Membranhalfte™

' Xu, X. und London, E. (2000), Biochemistry
i Kornberg, R.D. und McConnell H.M. (1971), Proc. Natl. Acad. Sci
i Koolman, J. und Réhm, K.H. (2003) Thieme
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orientiert. Glykolipide finden sich vor allem auf der &uBeren Seite der
Plasmamembran. Dort bilden sie mit den Glykoproteinen die aussere Zellhille
(Glykokalix).

Die Asymmetrie der Membranhalften wird bereits an dem Syntheseort der
Bestandteile erzeugt. Phospholipide, wie zum Beispiel PE oder PS werden im
endoplasmatischen Retikulum (ER) durch einen Protein-vermittelten Transport
mittels der ATP-abhangigen Aminophospholipid-Translokase auf die andere Mem-
branseite beférdert.” Die asymmetrische Verteilung der Glykosphingolipide und des
Sphingomyelins in Membranen ist durch die Topologie der Synthese zu erklaren, die,
mit Ausnahme des Glucosylceramids, auf der luminalen Seite der Golgi-Membranen
stattfindet.™

Wie erwahnt, sind Glykolipide nicht in der Lage, durch spontane transversale
Diffusion in die jeweils andere Lipidschicht von Membranen zu gelangen. Dadurch
wird diese asymmetrische Ausrichtung auch bei einem vesikuldren Transport von
der Plasmamembran zu anderen Organellen oder vice versa (zur Plasmamembran)

beibehalten.

2.3 Domanen (,lipid rafts*) in der Plasmamembran

Als ,lipid rafts” bzw. Mikrodomanen werden dynamische Assoziate von Cholesterol
und Sphingolipiden bezeichnet, die sich in der exoplasmatischen Seite von zellularen
Membranen bilden” Allerdings muss beachtet werden, dass in jiingster Zeit dieses
Bild der Domanenbildung nicht vollig zweifelsfrei betrachtet wurde. So sollte die
Existenz der ,lipid rafts” nicht als bewiesen angesehen werden, sondern eher als ein
unbewiesenes, wenn auch nitzliches Modell.”

Hauptsachlich auf der Plasmamembran von Zellen lokalisiert, wurden diese

Domaéanen jedoch in letzter Zeit auch auf inneren Membranen, wie der Golgi-

1

Membran postuliert und dienen hier wohl der Partitionierung der Memranbereiche.”
Je nach angewandter Untersuchungsmethode findet man Angaben iber die GroBe

von Mikrodoméanen von ca. 30 bis 500 nm. Protein-Protein- oder Protein-Lipid-

! Bretscher, M.S. (1973), Science

i Devaux, P.F. und Zachowski, A. (1994), Chem. Phys. Lipids
i Schwarzmann, G. und Sandhoff, K. (1990), Biochemistry

¥ Simons, K. und Ikonen, E. (1997), Nature

¥ Munro, S. (2003), Cell

V! Gkantiragas, L. et al. (2001), Mol. Biol. Cell
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Wechselwirkungen fuhren in diesen Domaéanen zu selektivem Ein- oder Ausschluss
von Proteinen. Im trans Golgi Netzwerk fiigen sich Membranproteine in ,rafts” ein,
die uber langere Transmembrandomanen verfiigen, da die Doppelschicht in diesen
Domaénen ein wenig dicker ist als in der restlichen Membran.' Cholesterol verdichtet
durch Bildung fester Assoziate mit Sphingolipiden, welche gesattigte Acylketten
tragen, die Membranen. Hierbei entstehen Membranbereiche mit anderen
Eigenschaften als den oben erwahnten flissig-kristallinen (bzw. ,liquid-disordered,
1,*) bzw. den Gel-Phasen. Diese sogenannte ,liquid-ordered (1) phase“ wird als
Zustand fur Mikrodomanen beschrieben, in dem die Acylketten der Lipide ahnlich
wie in der Gel-Phase gestreckt und dichter gepackt sind, aber dennoch eine hohe
laterale Mobilitat besitzen.” In neueren Berichten zeigte sich, dass neben Cholesterol
auch verschiedene natirliche Sterole Doméanen-bildende Eigenschaften besitzen. In
Modellmembranen férderten sowohl Pflanzen-, als auch Pilzsterole die Bildung dicht
gepackter Lipiddomanen.™ Dabei zeigten Ergosterol und 7-Dehydrocholesterol sogar
deutlich hohere Tendenzen zur Domanenbildung als Cholesterol selber. Ob dies an
der zweiten ungesattigten Bindung im B-Ring des Steroidgeriistes liegt, wird derzeit
noch diskutiert. Als gesichert gilt jedoch der, wenn auch schwéachere Einfluss der
aliphatischen Seitenkette. Auch in niederen Eukaryonten wie Hefen ist die Existenz
von Sterol-Sphingolipid-reichen Doménen bekannt, in denen Ergosterol statt
Cholesterol in die ,rafts* eingebaut wird."”

Neben Cholesterol spielt auch die Struktur des beteiligten Sphingolipids eine
signifikante  Rolle. So findet man  mit Sphingomyelin (SM) und
Dipalmitoylphospatidylcholin (DPPC) eine starkere Tendenz zur Doméanenbildung als
im Vergleich mit Cerebrosiden. Moglicherweise liegt dies an der Fahigkeit SM-
reicher Doméanen, einen hoheren Anteil an Sterolen zu inserieren.’
Bemerkenswerterweise stabilisiert ein geringer Anteil an Ceramid (ca. 3 mol %) die
Domanenbildung in  Sphingolipid/Sterol/Phospholipid-Modellmembranen. Da
Ceramid bereits in reinen Gemischen mit Phospholipiden zu Phasentrennung fiihrt,

stabilisiert es den Zustand der ,liquid-ordered“ Gel-Phase.” Die Verbindung mit

! Bretscher, M.S. und Munro, S. (1993), Science

¥ Brown, D.A. und London, E. (1998), Annu. Rev. Cell. Dev. Biol.
i ¥u X. et al. (2001), J. Biol. Chem.

¥ Bagnat, M. et al. (2000)., Proc. Natl. Acad. Sci. USA

v Xu, X. und London, E. (2000), Biochemistry

vl Carrer D.C. et al. (2003), Chem. Phys. Lipids.
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GM1 fihrte zu einer Kondensation durch intermolekulare Wechselwirkung und damit
zu einer Erhéhung der Phaseniiberganstemperatur und GroéBe der Liposomen. In
Gemischen mit verschiedenen Phosphatidylcholinen segregierte Ceramid seitwarts
in der ,liquid-ordered” Gel-Phase, so dass sich Doméanen bilden, deren Schichtdicke
von der Konzentration und Kettenasymmetrie des Sphingolipids abhangig ist. Dieser
Effekt konnte in verstarkter Form nun auch fur SM/Cholesterol/DPPC-Gemische
bestatigt werden, und die Vermutung liegt nahe, dass in biologischen Membranen
Ceramid unter bestimmten Bedingungen in vivo Cholesterol substituiert und zu einer
Verstarkung der Domanenbildung fihrt.

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Beispielen fiir die Funktionen von
Mikrodomanen postuliert. So wurden Mechanismen beschrieben, an denen die
yrafts“ als Plattformen beteiligt sein konnten, z.B. beim , Sorting" von Lipiden und
Proteinen' oder auch in der Signaltransduktion”. Dabei wurde besonders haufig die
Anreicherung von GPI-verankerten Proteinen in den Mikrodomanen erwahnt. Ebenso
werden vermehrt Glykosphingolipide (GSL) in diesen exoplasmatischen
Membranbereichen gefunden, wohingegen auf der zytosolisch orientierten Seite z.B.
Tyrosin-Kinasen der src-Familie und auch die a-Untereinheit von heterotrimeren G-
Proteinen lokalisiert sind. Die Lipidzusammensetzung dieser zytosolisch-orientierten
Membranhalfte der Mikrodomanen ist bislang nur unzureichend charakterisiert
worden. Erste Hinweise haben ergeben, dass eine Anreicherung von
Phosphoglycerolipiden mit gesattigten Fettsdureresten und Cholesterol vorliegt.™
Auch in der Internalisierung von Bakterien und Viren wurden Domanenbeteiligungen
postuliert.” Hierbei dienen Caveolae oder Mikrodomanen als Eingangsportal zur Zelle
fur pathogene Organismen, die vor dem spéater beschriebenen lysosomalen Abbau
auf verschiedene Weisen geschiitzt sind oder den endozytotischen Weg vermeiden.
Anders als die ebenen Membranbereiche der ,rafts” sind Caveolae als 50-100 nm
groBe Einstilpungen (Invaginationen) der Membranen im Elektronenmikroskop
sichtbar.”

Im Gegensatz zu den ,rafts“, bei denen keine Beteiligung von Strukturproteinen

gefunden wurde, konnten bei den Caveolae die Proteine Caveolin-1, -2 und -3 als

!Tkonen, E. (2001), Curr. Opin. Cell Biol.

i Simons, K. und Toomre, D. (2000), Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
i Pridriksson, E.K. et al. (1999), Biochemistry

¥ Duncan M.J. et al. (2002), Cell Microbiol.

v Rothberg, K.G. et al. (1990), J. Cell Biol.
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strukturbildende Elemente identifiziert werden. Diese Caveoline sind Cholesterol-
bindende Proteine. Sie werden als homo- und heterooligomere Komplexe in vielen
Zelltypen, z.B. Fibroblasten, Adipozyten, Endothel- oder Epithelzellen exprimiert . In
Muskelzellen findet man vor allem Caveolin-3. Dabei bilden die Caveolin-Oligomere
Haarnadelstrukturen aus, die zur Krimmung der Membranen fiihren (siehe Abb. 2-2 —
Kap. 2.1). Ebenso wie in den ,rafts”“ wurde in den Caveolae ein erhohter Gehalt an
Glykosphingolipiden gefunden. In unserer Abteilung konnte anhand von
Immunogold-Markierungen im Elektronenmikroskop gezeigt werden, dass ein
inkorporiertes biotinyliertes Gangliosid GM1 in Form von Clustern in der
Plasmamembran und innerhalb der Caveolae vorliegt. Weiterhin konnte durch
Photoaffinitatsmarkierung in einer weiteren Arbeitsgruppe die direkte Nachbarschaft

vom GM1 zum Caveolin-1 (VIP-21) erkannt werden."

2.4 Endosomen

Als erste Strukturen des endozytotischen Weges gelten die frihen Endosomen. Auf
Grund der morphologischen Heterogenitdt und ihrem  ,unauffalligen*
Erscheinungsbild sind diese Kompartimente nicht in der Weise eindeutig
identifizierbar wie vergleichbare Strukturen des Dbiosynthetischen oder
sekretorischen Weges. Ein Merkmal von Endosomen sind Rezeptoren, die nach
Endozytose wieder zur Plasmamembran zuriickgefiihrt werden (z.B. der Transferrin-
Rezeptor-Differenzierung).” Weitere Differenzierungsmoéglichkeiten erfolgten auf der
Basis funktioneller Kriterien, wie zum Beispiel pH-Wert, Recycling-Aktivitat (siehe
Kap. 2.6.1) oder ihrer Kinetik bei der Aufnahme von endozytotischen Markern. Aber
auch Dbiochemische Marker wurden mit dem Vesikeltransport wvon der
Plasmamembran oder frihen Endosomen assoziiert. So ergaben Fusionsassays in
vitro, dass verschiedene GTPasen als regulatorische Faktoren im endozytotischen

Weg fungieren. Rab 5A/B/C ist an der homotypischen Fusion von friithen Endosomen

und dem Transport von der Plasmamembran zu friihen Endosomen beteiligt.” Rab

' Mobius, W. et al. (1999), J. Histochem. Cytochem.

i Fra, A.M. et al. (1995), FEBS Lett.

i Gruenberg, J. und Howell, K.E. (1989), Annu. Rev. Cell Biol.
¥ Gorvel, J.P. et al. (1991), Cell



Einleitung

4A/B kontrolliert dagegen das Recycling aus den Endosomen zur Plasmamembran’,
und Rab 11 steuert den Transport durch perizentrisomale ,,recycling endosomes“.!

Frihe Endosomen werden auch als ,sorting endosomes" bezeichnet. In der leicht
sauren Umgebung (pH 6,3 - 6,8) dissoziieren Rezeptoren und Liganden (z.B. LDL
(,low density lipoproteins”)) und werden anschlieBend zu ihren Bestimmungsorten
transportiert. Die teils tubulare, teils vesikulare Struktur beglinstigt dabei diese
Sortierung. In den tubularen Bereichen werden Rezeptoren aufkonzentriert, die zur
Plasmamembran zuriickkehren. Das Recycling zur Plasmamembran folgt dabei dem
»bulk flow" (Membranfluss ohne Sortierungssignal). Die Akkumulation von Liganden
erfolgt dagegen in den vesikularen Gebieten. Von hier aus werden aufgenommene
Substanzen zu den unterschiedlichen Bestimmungsorten transportiert. Uber die Art
des Transportweges von Proteinen entscheiden Signalsequenzen in ihrem
zytoplasmatischen Teil und die Wechselwirkung mit coat-Proteinen. Abgesehen von
Clathrin findet man bei COP-Proteinen (oder deren Homologe)™ oder ARF 6" eine
Beteiligung am Membranfluss zwischen Plasmamembran und frithen Endosomen.
Das nachste Stadium der Endozytose wird durch das Abschniiren von
Transportvesikeln markiert. Diese ECV (,,endocytotic carrier vesicles") fusionieren
weder mit sich selbst noch mit frihen Endosomen, sondern nur mit spaten
Endosomen.” Die Abknospung der ECVs ist coatomer-abhiangig, wie durch
Markierung mit anti-B-COP-Antikérpern gezeigt werden konnte.” Der nachfolgende
Transport erfolgt in Abhangigkeit von Mikrotubuli unter Beteiligung von CLIP-170,
welches die Bindung der Mikrotubuli an Vesikel vermittelt. Diese von frithen
Endosomen abgeschniirten Transportvesikel werden als MVB (,,multivesicular
bodies”) bezeichnet, die auf ihrem weiteren Weg entweder zu spaten Endosomen
reifen oder als transiente Transportvesikel in spite Endosomen aufgenommen
werden. Die spaten Endosomen stellen die Verbindung zwischen dem
endozytotischen und dem biosynthetischen Weg dar. Uber Transportvesikel werden
sie vom trans-Golgi-Netzwerk mit sauren Hydrolasen versorgt (siehe Kap. 2.5),
welche an Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren gebunden sind. Spate Endosomen

werden zur Unterscheidung von frihen Endosomen auch als pralysosomal

!van der Sluijs, P. et al. (1992), Cell

i Novick, und Zerial, (1997), Curr. Opin. Cell. Biol.

% Gruenberg, J. und Maxfield, F.R. (1995), Curr. Opin. Cell Biol.
¥ Peters, J.P. et al. (1994), J. Cell Biol.

v Aniento, F. et al. (1993), J. Cell Biol.

" Robinson, M.S. et al. (1996), Cell
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1

bezeichnet, um zu zeigen, dass sie nicht an der endosomalen Sortierung teilnehmen.
AuBerdem weisen sie schon viele Charakteristika von Lysosomen auf und man findet

Aktivitaten von einigen Hydrolasen."

2.5 Lysosomen

Urspringlich durch biochemische Fraktionierung von Zellextrakten entdeckt,
konnten Lysosomen spater auch elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden.
Man fand Lysosomen unterschiedlichster Gro3en und Formen, was ihre vielfadltigen
und vielartigen Funktionen im Verdau von intra- und extrazellularen Substraten
wiederspiegelt. Tierische Lysosomen sind im Durchschnitt ca. 0,2 - 2,0 ym groBe
Organellen. Sie sind von einer besonderen Membran umgeben, in der spezifische
Transportproteine die Bausteine von Makromolekiilen, wie Aminosauren oder Zucker
aus dem Inneren in das Zytosol der Zelle zur Weiterverwendung zurickfihren.
Weiterhin findet man in ihrer umgebenden Membran ATP-getriebene
Protonenpumpen des V-Typs. Da sie H* in den Lysosomen anreichern, ist der Inhalt
der Lysosomen mit einem pH-Wert von 4,5 — 5,0 deutlich saurer als das Zytoplasma
(ca. pH 7,0 — 7,3). Die meisten der lysosomalen Membranproteine sind mehrfach
glykosyliert, wodurch sie vor den lysosomalen Proteasen im Lumen geschiitzt sind.
Im Inneren finden sich ca. 40 verschiedene saure Hydrolasen (Nucleasen,
Proteinasen, Phospholipasen, Glykosidasen u.a.), die alle Arten von Makromolekiilen
abbauen koénnen. Das Leitenzym der Lysosomen ist die saure Phosphatase. Das pH-
Optimum dieser lysosomalen Enzyme ist dem sauren pH-Wert angepasst und liegt
ebenfalls im Bereich von pH 5. Bei neutralem pH (wie er z.B. im Zytoplasma herrscht)
sind die lysososmalen Enzyme wenig aktiv, was ein Schutzmechanismus der Zelle
gegen Selbstverdau sein mag, falls diese Enzyme einmal ins Zytoplasma austreten.

Die Hauptaufgabe der Lysosomen ist wie gesagt, der Abbau von Makromolekiilen
und Zellorganellen. Der Abbau erfolgt zum einen nach Autophagie, wie im Falle von
Organellen, die dabei vom Lysosom umschlossen werden (Autophagosom). Das
primare Lysosom wandelt sich dabei zum sekundaren um, in dem dann der
hydrolytische Abbau stattfindet. Residualkdrper enthalten schlieBlich die

unverdaulichen Reste des Abbauprozesses. Ein anderer Abbauvorgang ist die

" Trowbridge, 1.S. et al. (1993), Annu. Rev. Cell Biol.
i Mellman, I. (1996), Annu. Rev. Cell. Dev. Biol.
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Heterophagie, wo Makromolekille und Partikel zersetzt werden, die durch
Endozytose und Phagozytose aufgenommen wurden. Hierbei verschmelzen die
Lysosomen mit Endosomen bzw. es ,reifen" spate Endosomen zum Lysosom. Dabei
werden aus der Plasmamembran aufgenommene Molekiile in Vesikeln zu kleinen,
unregelmaBig geformten Organellen transportiert, die frihe Endosomen genannt
werden.' Ein Teil wird zur Plasmamembran und zum TGN zuriickgeleitet”, wahrend
der andere Teil zu spaten Endosomen gelangt.™ Hier findet man bereits lysosomale
Hydrolasen in einer leicht sauren (ca. pH 6) Umgebung, so dass schon jetzt eine
hydrolytische Verdauung dieser Molekiile einsetzt. Die weitere Reifung zum Lysosom
beinhaltet eine weitere pH Erniedrigung.

Die Bildung primarer Lysosomen erfolgt im Bereich des Golgi-Apparates. Lysosomale
Proteine werden am rauen ER gebildet und dort glykosyliert. AnschlieBend werden
im Lumen des Golgi-Apparats endstandige Mannose-Reste in einer Zweischritt-

Reaktion am C-6 der Mannose phosphoryliert. Zunachst wird hierbei N-

Acetylglucosamin-1-phosphat auf die OH-Gruppe am C-6 einer endstandigen

Mannose 1lbertragen und
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Abbildung 2-6: Bildung und Transport lysosomaler Proteine’

erlaubt ein Abschnuren des

! Alberts, B. et al. (2002), Garland Science
i Koval, M. und Pagano, R. E. (1989) & (1990)
i Wessling-Resnick, M. und Braell, W. A. (1990)
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betreffenden Membranabschnittes durch Ausbildung einer Bindungsstelle fiir den
Adaptor AP-1' und den Transport durch Transportvesikel zu Endosomen, aus denen
durch Reifung primare Lysosomen entstehen. SchlieBlich werden die
Phosphatgruppen von Man-6-P wieder abgespalten. Durch Absinken des pH-Wertes
in den Endosomen werden die Rezeptoren von den gebundenen Proteinen befreit
und mit Hilfe von Transportvesikeln zuriick zum Golgi-Apparat transportiert.

Viele erbliche Krankheiten beruhen auf genetischen Defekten lysosomaler Enzyme.
Dabei ist besonders der Stoffwechsel von Glykogen, Lipiden und Proteoglykanen
betroffen. Da die lysosomalen Enzyme fiir den intrazellularen Abbau unentbehrlich
sind, haufen sich bei diesen Krankheiten nicht umgesetzte (Abbau)produkte in den
Lysosomen an und fihren mit der Zeit zu irreversiblen Zellschadigungen (siehe Kap.

2.8)

2.6 Biosynthese der Lipide

2.6.1 Cholesterol

Cholesterol gehort zu der Familie der
Isoprenoide, deren Synthese von Acetyl-
CoA ausgeht. In einer langen
Reaktionskette wird aus C,-Bausteinen

(Acetat) das C,,-Sterol aufgebaut. Die

Biosynthese kann grob in vier Abschnitte
eingeteilt werden. Im ersten entsteht aus drei Acetyl-CoA das Mevalonat, eine C,-
Verbindung. Die Umsetzung von Acetyl-CoA zu Acetacetyl-CoA und weiter zum 3-
Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA entspricht dem Biosyntheseweg der Ketonkorper.
Allerdings findet er im Gegensatz dazu nicht in den Mitochondrien, sondern im
Zytosol statt. Der nachste Schritt ist die Abspaltung der HMG Gruppe vom CoA und
gleichzeitiger Reduktion durch die HMG-CoA-Reduktase zu Mevalonat. Die
Steuerung dieses Schlisselenzyms erfolgt durch Repression der Transkription

(Effektoren: Oxysterol, wie Cholesterol) oder Interkonversion (Effektoren: Hormone).

' Robinson, M.S. et al. (1996), Cell
v Koolman, J. und Rohm, K.H. (2003) Thieme
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Eine Stimulation des Enzyms kann durch Insulin oder Thyroxin erfolgen, wohingegen
es durch c-AMP-abhangige Phosphorylierung oder Glucagon gehemmt wird.

Im zweiten Abschnitt wird Mevalonat in Isopentenyl-diphosphat umgewandelt.
Dieses erfolgt nach Phosphorylierung unter ATP-Verbrauch durch Decarboxylierung.
Damit ist der Baustein aller Isoprenoide gebildet.

Die Verknupfung von funf dieser ,aktiven" Isoprene zum Squalen geschieht im
dritten Abschnitt. Aus Isopentenyl-diphosphat entsteht durch Isomerisierung
Dimethylallyl-diphosphat, welches wiederum mit IDP 2zu Geranyl-diphosphat
kondensiert. Die Addition eines weiteren IDP-Molekiils fithrt zu Farnesyl-diphosphat.
Dieses kann durch eine ,, Kopf-an-Kopf“-Reaktion zu Sqaulen dimerisieren.

Zum Schluss wird im letzten Abschnitt unter O,-Verbrauch Squalen zu Lanosterol
cyclisiert. Aus diesem C,,-Sterol werden dann in 19 Schritten (teilweise unter
Katalyse von Cytochrom-P450-Systemen) drei Methylgruppen oxidativ abgespalten.’
Der gesamte endergone Biosynthesewegq ist im glatten ER lokalisiert. Die bendtigte
Energie stammt aus den beteiligten CoA-Derivaten und ATP.

Die kopereigene Biosynthese des Cholesterols findet sowohl im Darm, als auch in der
Haut, sowie im Hirn, vor allem aber in der Leber (= 50%) statt. Der groBte Teil des
Cholesterols wird in die Lipidschicht der Plasmamembranen inseriert oder zu
Gallensauren umgebaut. Die peripheren Gewebe nehmen den groBten Teil des
Cholesterols, welches sie nicht selber synthetisieren, durch rezeptorvermittelte
Endozytose aus LDL (low density lipoproteins) auf. In den Zellen werden die
Cholesterolester von einer lysosomalen Lipase hydrolysiert und das Cholesterol
freigesetzt. Die LDL-Rezeptoren werden im ER synthetisiert, im Golgi-Apparat
modifiziert und anschlieBend als Bestandteil von Stachelsaumvesikeln in die
Plasmamembran eingebaut. Lipoproteine geringer Dichte (LDL) binden spezifisch an
diese Rezeptoren und werden in die Endosomen der Zelle internalisiert. Von dort
werden die LDL-Rezeptoren recycelt und zur Plasmamembran zuricktransportiert,
wahrend das LDL zum Lysosom weitergereicht wird.

Die Biosynthese und der Transport von Cholesterol werden tber drei verschiedene
Schritte exakt reguliert. Zum einen findet man eine Abhangigkeit der LDL-
Rezeptorsynthese von der intrazellularen Cholesterolkonzentration, welche bei hoher

Konzentration unterdrickt und bei niedriger stimuliert wird. Zum anderen erfolgt

! Rilling, H.C. und Chayet, L.T. (1985), Elsevier
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eine Regulation Uiber die Geschwindigkeit, mit der Cholesterol verestert wird. Das
Enzym dieser Veresterung, die Acyl-CoA:Cholesterol-Acyl-Transferase (ACAT), wird
dabei durch reversible Phosphorylierung und Langzeitkontrolle reguliert.! Der
wichtigste Regulationspunkt ist jedoch die HMG-CoA-Reduktase, da sie den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Biosynthese katalysiert. Dieses Enzym
liegt in zwei Formen vor, welche ineinander umwandelbar sind. Man findet eine
unmodifizierte und eine phosphorylierte Form. Letztere ist dabei die weniger aktive.
Die Umwandlung erfolgt hierbei ausgehend von der nicht phosphorylierten Form in
einem bicyclischen Kaskadensystem mittels der HMG-CoA-Reduktase-Kinase (RK).
Die Reaktivierung (Dephosphorylierung) wird durch Phosphoprotein-Phosphatase-1
(PPI-1) katalysiert. Beide Reaktionen werden durch cAMP abhangige Kinasen
katalysiert (es gibt jedoch auch noch eine cAMP unabhangige Reduktase-Kinase-
Kinase (RKK)). Auf Grund der Beziehung zwischen Phosphorylierungsgrad der HMG-
CoA-Reduktase und der cAMP-Konzentration steht die Aktivitdt der HMG-CoA-
Reduktase und damit auch die Cholesterolbiosynthese unter hormoneller Kontrolle."
Wie oben erwahnt, bewirkt Insulin eine Abnahme des cAMP-Spiegels und stimuliert
somit die Synthese, wahrend Glucagon durch Erhohung der cAMP-Konzentration
hemmend wirkt.

In jingster Zeit konnte auch der Einfluss von Leber X Rezeptoren (LXR o und LXR [)
auf den Cholesterolstoffivechsel nachgewiesen werden. LXR fungieren als
Cholesterol Sensoren, die die Expression verschiedener Gene (ABCA1, ABCG1, apoE
und PLTP)" regulieren, welche an der Absorption, an der Ausscheidung und am
Transport von Cholesterol beteiligt sind. Die endogenen Aktivatoren der LXR sind
Oxysterole und Zwischenprodukte der Cholesterinbiosynthese.” Weiterhin konnte
eine pathophysiologische Bedeutung dieser Rezeptoren an der Entstehung
metabolischer Storungen gezeigt werden. So inhibieren synthetische LXR Agonisten
die Entwicklung von Arteriosklerose in Mausmodellen, wohingegen eine

verminderte LXR Expression zu einem deutlichen Anstieg dieser Krankheit fithrte.”

! Brown, M.S. und Goldstein, J.L. (1985), Curr. Top. Cell. Regul.
1 Voet, D., Voet J.G. (1990), Wiley

i Repa, J.J. und Mangelsdorf, D.J. (2002), Nat. Med

¥ Tontonoz, P. und Mangelsdorf, D.J. (2003), Mol. Endocrinol

v Joseph, S.B. und Tontonoz, P. (2003), Curr. Opin. Pharmacol.
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2.6.2 Diacylglycerophospholipide

Zusammengesetzte Lipide, wie die Neutralfette (Triacylglycerole) oder
Phospholipide, werden iber gemeinsame Reaktionswege aufgebaut. Die meisten der
beteiligten Enzyme sind mit den Membranen des glatten endoplasmatischen
Retikulums assoziiert. Glycerol-3-phosphat, die Ausgangsverbindung, kann dabei auf
zwei Wegen entstehen. Zum einen durch Reduktion aus dem Glykolyse-
Zwischenprodukt Glycerinaldehyd-3-phosphat oder durch Phosphorylierung des aus
dem Fettabbau stammenden Glycerols. Die Veresterung des Glycerol-3-phosphats
mit einer langkettigen Fettsaure ergibt ein stark amphipathisches Lysophosphatidat,
woraus durch erneute Acylierung ein Phosphatidat entsteht. Ausgehend von den
Anionen der Phosphatidsaduren setzen alle weiteren Biosynthesen von Fetten und

Phospholipiden an.

(¢]
o X
L g

H,C (|:H2 cl) OH
OH OH 0—P=0
e |
oo
ATP NAD™
Glycerol-Kinase Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase
ADP OH NADH+H*
Hzclz/\ CH, o)
o) OH § OH - JJ\ CH
| Acyl'CoA CoA-SH : Acyl'CoA CoA-SH (0] (CHp)n ’
O—P=0 /\ H
o | H,C CH, A
Oe | | H,C CH,
o) O_ (CHp, | |
Glycerol-3-phosphat | ‘CHj |1-Acylglycerol- o O_ (CHy),
Acyltransferase g_El’ =0 o 3-phosphat- O—El’ —0 \n/ CHa
Oe Acyltransferase e | ¢
oo

Abbildung 2-7: Biosynthese von Phosphatidat

Durch hydrolytische Spaltung (Phosphatidat-Phosphatase) wird der Phosphatrest
wieder abgetrennt, und man erhalt Diacylglycerol (DAG) und durch Ubertragung
eines weiteren Acylrests (nach gleichem Schema, Diacylglycerol-Acyltransferase) ist
durch die Bildung von Triacylglycerol die Bildung der Neutralfette abgeschlossen. Sie
werden mittels vLDL aus der Leber ins Blut transportiert und in Adipocyten

letztendlich als unldsliche Fett-Tropfchen gespeichert.
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Ebenfalls ausgehend von DAG werden Phosphatidylcholin (PC=Lecithin) und
Phosphatidylethanolamin (PE) gebildet. Zuerst werden jedoch Ethanolamin oder
Cholin durch ATP phosphoryliert (Ethanolamin- bzw. Cholin-Kinase). Das Produkt
greift CTP an und verdrangt PP, wodurch die aktivierten Phosphatester (CDP-
Derivate) entstehen (Phosphoryethanolamin- bzw- Phosphorylcholin-Cytidin-
Transferase). Letztendlich greift die C-3-OH-Gruppe von DAG die Phosphorylgruppe
der CDP-Derivate an und CMP wird abgespalten (1,-Alkyl-2-Acetylglycerol-
ethanolamin-(bzw. cholin)-phosphotransferase).'

Die Biosynthese von Phosphatidylinositol (PI) geht nicht von DAG, sondern von den
Phosphatidaten aus. Durch Ubertragung eines CMP-Restes auf DAG entsteht
zunachst ein aktiviertes CDP-Diacylglycerol und PP, (Phosphatidat-
Cytidyltransferase)."

Die Substitution des CMP durch Inositol liefert dann PI (CDP-Diacylglycerol-Inositol-
3-Phosphatidyltransferase).

Weitere Reaktionen dienen dazu, Phospholipide ineinander umzuwandeln, wie z.B.
Phosphatidylserin durch Austausch der Kopfgruppe aus PE (PE:Serin-Transferase).”
An dem C-2 des Glycerols findet man tiberwiegend ungesattigte Acylreste (vor allem
Olsaure (CH,(CH,),CH:CH(CH,),COOH)). Wahrend am C-1 bevorzugt gesattigte
Fettsauren gebunden sind. Dies erklart jedoch nicht, dass wahrend im Gehirn ca.
80% des PI eine Stearylgruppe am C-1 und eine Arachidonylgruppe am C-2 tragen,
sich in der Lunge bei ca. 40% des PC an beiden Positionen Palmitinsaurereste
befinden. Derartige Seitenkettenspezifitaten werden durch ,Remodellierung”

erzeugt. Dabei tauschen unter Beteiligung von Phospholipasen, Acyltransferasen

bestimmte Acylgruppen aus.”

!Thiele, O.W. (1968), Hippokrates

i Lykidis A. und Jackowski S. (2001), Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol.
i Mozzi R. et al. (2003), Neurochem. Res.

¥ Okuyama H. et al. (1983), Arch. Biochem. Biophys.
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2.6.4 Cardiolipin und BMP

Cardiolipin ist ein ,doppeltes” Phospholipid mit vier

H OH

Fettsauren in seinem hydrophoben Teil. OQT(Z;/%Z}’//O
Phosphatidylglycerophosphat-Synthase katalysiert dabei © ©
den ersten Schritt der Biosynthese. Aus 1-(Cystidin-5'- OJ; o
diphosphoryl)diacylglycerol (CDP-DAG) ensteht durch o) o)
Ersetzen einer CMP-Einheit durch L-Glycerol-3-phosphat g
Phosphatidylglycerophosphat. @Nach  anschlieBender R R' g
Dephosphorylierung setzt eine Cardiolipin-Synthase das entstandene

Phosphatidylglycerol mit CDP-DAG zu Cardiolipin um.’
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Abbildung 2-8: Biosynthese von Cardiolipin

Der gesamte Vorgang ist in Sdugerzellen in vivo in den Mitochondrien lokalisiert, wo

auch die hochste Aktivitat und das hochste Vorkommen von

1

Phosphatidylglycerophosphat-Synthase und Cardiolipin-Synthase gefunden werden.’
Den hochsten anteilsméBigen (an Phospholipiden) Cardiolipingehalt (9-15 %) findet
man in den Mitochondrien der Herzmuskulatur, in der vermutlich die mitochondriale

Energieproduktion eine wichtige Rolle fiir die Funktion des Herzens spielt.

Bis(monoacylglycero)phosphat (BMP) 0o

wurde erstmals 1967 als Bestandteil © O\X/O/Pgo\)zf\/o o
2

alveolarer Makrophagen erwadhnt. In

naturlichem BMP findet man

hauptsachlich statt einer sn-3 eine sn-1-

' Kawasaki, K. et al. (2001), Biochem. J.
% Schlame, M. und Hostetler, K.Y. (1997), Biochim. Biophys. Acta
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Konfiguration am Glycerol-phosphat-ester, die im Laufe der Biosynthese erzeugt
wird. Die Biosynthese von BMP ist noch nicht vollstandig aufgeklart, aber man geht
davon aus, dass es als Intermediat bei dem lysosomalen Abbau von

Phosphatidylglyercol und von Cardiolipin entsteht.’

2.6.4 (Glyko-)sphingolipide

Der erste Schritt in der Biosynthese der Sphingolipide ist der Aufbau des Ceramid-
Ankers auf der zytosolischen Seite des Endoplasmatischen Reticulums. Die Serin-
Palmitoyltransferase ermoglicht die Bildung von 3-Dehydrosphinganin aus L-Serin
und Palmitoyl-Coenzym A." Die anschlieBende Reduktion durch die 3-
Dehydrosphinganin-Reduktase und NADPH zu D-erythro-Sphinganin ist ebenso
membranlokalisiert wie die nachfolgende Acylierung zu D-erythro-Dihydroceramid

iii

durch die Sphinganin-N-Acyltransferase.” Die Ceramidbildung erfolgt anschlieBend
durch die Dihydroceramid-Desaturase, die in 4,5-Position eine Doppelbindung

einfihrt.”

! Amidon, B. et al. (1996) Biochemistry

i Braun, P.E. und Snell, E. E. (1968), J. Biol. Chem.

i Sandhoff, K: und van Echten, G. (1993), Adv. Lipid Res.

¥ Rother, J., et al. (1992), Biochem. Biophys. Res. Commun.
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Serin und Palmitoyl-Coenzym A.
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Experimente mit radioaktiv-markiertem Serin' und fluoreszenzmarkiertem NBD-
Dihydroceramid” lassen vermuten, daB die Dehydrierung vom Dihydroceramid zum
Ceramid nicht zwingend erfolgt. Zwar weisen die meisten Sphingolipide einen
Ceramidanker auf, allerdings kann dieser auch aus einem zweiten Weg neben der
de novo-Synthese entstehen. Fur den Fall, dass nicht alles Dihydroceramid
desaturiert wird, kann aus dem Abbau von Sphingomyelin und Glykosphingolipiden
in Lysosomen, Sphinganin oder Sphingosin wiedergewonnen und der Biosynthese im
Endoplasmatischen Reticulum (ER) erneut zugefiihrt werden.

In Saugerzellen werden Ceramide zu Sphingomyelin und Glucosylceramid
metabolisiert. Die Sphingomyelin-Synthese ist auf der luminalen Seite der Golgi-
Membran lokalisiert.” Sphingomyelin wird durch die Ubertragung eines
Phosphorylcholinrestes von Phosphatidylcholin auf das Ceramid gebildet.

Nach der Synthese von Ceramid verzweigt sich der Syntheseweg der Sphingolipide.

Wahrend Sphingomyelin auf der luminalen Seite des cis-Golgi-Apparates gebildet

wird, erfolgt auf der zytosolischen Seite von Golgimembranen eine Glykosylierung

Ceramide

g
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W J:;W

GlcNAC Gal Gal Gal GalNAc
A h b o ok
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LACTO NEOLACTO MUCQO GLOBO ISOGLOBO GANGLIO

Abbildung 2-9: Schema der Glykolipid-Reihe (Struktur und Namen wie durch Wiegandt
beschrieben)”

! Smith, E. R. und Merill, A. H. jr. (1995), J. Biol. Chem.
i Kok, J. W. Et al. (1991), J. Cell Biol.

i Puterman, A. H. et al. (1990), J. Biol. Chem.

¥ Wiegandt, H (1968), Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
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von Ceramid mit UDP-Glucose.! Ob dieser Vorgang ausschlieBlich in cis-Golgi-
Kompartimenten erfolgt, kann noch nicht eindeutig beantwortet werden, da sowohl
in frthen (CGN, cis), als auch in spaten Golgi-Kompartimenten (medial, trans)
Glucosyltransferaseaktivititen festgestellt werden konnten.” Ein Teil des
neusynthetisierten Glucosylceramids transloziert nach der Glycosylierung von der
zytosolischen zu der luminalen Seite des cis-Golgi-Apparats. Jedoch wird eine
betrachtliche Menge der Glucosylceramide direkt zur Plasmamembran transportiert,
wo sich ein groBer Anteil (bis zu 45%) des zelluldren Glucosylceramids befindet.” So
zeigte sich, dass in der Epidermis die Glucosylceramide und andere Probarrierelipide
in den ,lamellar bodies" angereichert und zum stratum corneum transportiert
werden. In neuester Zeit konnte gezeigt werden, dass aus dem Probarrierelipid
Glucosylceramid und aus Sphingomyelin die entsprechenden Ceramide des stratum
corneum gebildet werden.”

Alle weiteren Glykosylierungsschritte finden hingegen auf der luminalen Seite des
Golgi-Apparates statt’, wo in frihen Golgi-Zisternen Laktosylceramid synthetisiert
wird.” Wie Glucosylceramid auf die luminale Seite gelangt, ist noch unbekannt.
Glykosphingolipide kénnen auf Grund der Verkniipfungen ihrer Zuckerbausteine in
verschiedene Reihen eingeteilt werden. Lactosylceramid ist hierbei ein
Verzweigungspunkt in der Biosynthese dieser Glykosphingolipide. Wird eine weitere
Galaktoseeinheit durch Knipfen einer o-1,4-glykosidischen Bindung eingefiihrt,
erhalt man Globotriaosylceramid (GbOse,Cer), einen Vertreter der sogenannten
Globo-Reihe. Erfolgt zuerst eine Einfihrung einer Sialinsdaure an den Galaktoserest
des Laktosylceramids, fithrt dies zum Gangliosid GM3", dem ersten Vertreter der

Lipide der Ganglio-Reihe.

! Jeckel, D. et al. (1992), J. Biol. Chem.
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Abbildung 2-10: Aufbau der Gangliosid-Reihe, ausgehend von LacCer™ Rot gekennzeichnet sind die

Hauptganglioside des menschlichen Hirns

Nach heutigen Erkenntnissen werden die GSL vesikular von den cis- tber die
medialen- zu den trans-Kompartimenten transportiert. Riickschliisse auf die
Syntheseorte konnten durch metabolische Bindungsstudien in kultivierten Zellen
gewonnen werden. Durch Verwendung von Transportinhibitoren konnte gezeigt
werden, dass Laktosylceramid, GM3 und GD3 in funktionell frihen Golgi-
Kompartimenten synthetisiert werden, wahrend die komplexen Ganglioside (GM2,
GM1, etc.) vermutlich im trans-Golgi-Netz (TGN) entstehen. So stort Monensin den
vesikuldaren Fluss zwischen cis- und trans-Golgi-Zisternen. Man findet ein
vereinfachtes Glykosylierungsmuster aus fast ausschlieBlich den einfach
aufgebauten GSL, wie Glucosyl- oder Laktosylceramid, GM3 und GD3. Komplexe
Glykosphingolipide wie GM2, GM1 oder GD1a traten nur in geringem MaBe auf.” Ein

! Wieland, F. (1987), Cell
i Schwarzmann et al. (1995), J. Biol. Chem.
i Pohlentz, G. et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
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ahnliches Verhalten kann auch durch Zugabe von Brefeldin A, einem
Pilzmetaboliten,’ erreicht werden. Dieser bewirkt eine Verschmelzung von Golgi-
Membranen mit dem ER, wodurch der Vesikeltransport zum TGN unterbrochen

wird.” Vom TGN zur Plasmamembran erfolgt der Transport der GSL ebenfalls

vesikular.”

2.7 Abbau der (Glyko-)Sphingolipide im Lysosom

Teile der Plasmamembran gelangen nach Endozytose mittels vesikularem Fluss
durch die frithen und spaten Endosomen in die Lysosomen.” Hier werden durch
saure Hydrolasen™ unter Mitwirkung von Aktivatorproteinen’ der
Oligosaccharidbaum der GSL sukzessiv vom nicht reduzierenden Ende her abgebaut.
Fir den Abbau von Sphingolipiden mit weniger als vier Monosaccharideinheiten
bendtigen die entsprechenden Hydrolasen Cofaktoren, sogenannte Sphingolipid-
Aktivatorproteine. Ein Defekt der am Abbau beteiligten Enzyme oder deren
Aktivatorproteine fiihrt zu einer Speicherung des entsprechenden Lipidsubstrates
und zum Krankheitsbild der Sphingolipidosen.

Diese Sphingolipid-Aktivatorproteine (SAP) fungieren zum Teil als , Liftasen” fir die
membrangebundenen Glykolipide und ermoglichen so den weiteren enzymatischen
Abbau. SAPs sind kleine, hitzestabile und enzymatisch nicht aktive Glykoproteine.
Bis heute sind fiinf solcher Aktivatorproteine bekannt, von denen vier (SAP A-D)
durch proteolytisches Prozessieren eines gemeinsamen Vorlauferproteins (SAP-
Vorlaufer, Prosaposin) gebildet werden. Die Funktionen der verschiedenen SAPs sind
noch nicht vollstandig aufgeklart. Bei in vitro Experimenten hat man fir SAP-A eine
Stimulierung des Abbaus durch Glucosylceramidase und Galaktosylceramidase
gefunden.” In vivo scheint es am Abbau von Galaktosylceramid und

Galaktosylsphingosin beteiligt zu sein.”™ Fiir SAP-B fand sich in vitro eine Stimulation

des Abbaus zahlreicher Lipide. Dabei hat sich gezeigt, dass saure Lipide wie BMP

!Van Echten G. et al. (1990), Eur. J. Cell. Biol.

i Lipsky, N. G. und Pagano, R. E. (1985), J. Cell Biol.
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Einleitung

den aktivierenden Effekt von SAP-B stark erhéhen.' Durch Immunogoldmarkierungen
von Kryoschnitten konnte BMP gehauft in intravesikularen und -lamellaren
Membranen lokalisiert werden. Auf der limitierenden Membran hingegen konnte es
nicht gefunden werden.” Studien innerhalb unserer Abteilung haben gezeigt, dass
BMP den Abbau von Gangliosiden (GM1, GM2,)", Sphingomyelin, Glucosylceramid”
und Ceramid' stark stimuliert. In vivo spielt SAP-B eine essentielle Rolle beim Abbau
von Sulfatiden. Die physiologische Bedeutung von SAP-C liegt in der Stimulierung
des Glucosylceramidabbaus durch die lysosomale Glucosylceramidase. AuBBerdem
fand man in vitro eine Stimulation des Ceramidabbaus durch die saure Ceramidase,”’
sowie des Sphingomyelinabbaus durch die saure Sphingomyelinase.” Ebenso konnte
auch in vivo fur SAP-D eine Stimulierung des Ceramidabbaus nachgewiesen werden.
Kommt es durch einen genetischen Defekt zu einem Fehlen des SAP-Vorlaufers, und
damit auch zu einer Aktivatordefizienz, flihrt das zu einer massiven lysosomalen
Speicherung der Glykolipide mit kurzen Zuckerbausteinen (Glucosylceramid,
Laktosylceramid) und Ceramid, sowie zu vermehrter Ausbildung multivesikuldrer
Strukturen in den Lysosomen (siehe Kapitel 2.8). /"
Nach dem Abbau des Zuckerbaums wird der verbleibende Ceramid-Anker durch die
lysosomale saure Ceramidase in Sphingoidbase und Fettsdure gespalten.® Die
Spaltprodukte verlassen nun vermutlich tber Tragermolekiile (,carrier”) die
Lysosomen, um entweder der Neusynthese von Makromolekiilen (,,salvage
pathway") zugefithrt zu werden oder der Energiegewinnung zu dienen.” So konnte
gezeigt werden, dass Sphingosin oder Sphinganin im ER durch die Sphinganin N-
Acyltransferase wieder acyliert werden oder im Zytosol phosphoryliert und

anschlieBend im ER durch die Sphingosin-Phosphat-Lyase in Ethanolamin-Phosphat
und Aldehyd gespalten werden.

! Wilkening, G. et al. (2000), J. Biol. Chem.

" Kobayashi T. et al. (2001), Biol. Chem.

i Werth N. et al. (2001), J. Biol. Chem.
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Abbildung 2-11: Abbauschema der Glykosphingolipide, der beteiligten Enzymen sowie den in vivo
benétigten Sphingolipid-Aktivatorproteine.!

Der Abbauprozess der GSL in den Lysosomen lasst jedoch noch einige Fragen offen.
Die lysosomale Membran ist auf ihrer Innenseite von einer ausgedehnten, sehr

dichten Glykokalix (bestehend aus lysosomalen membranassoziierten (LAMP) und

'Kolter, T. und Sandhoff, K. (1999), Angew. Chemie
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integralen (LIMP) Membranglykoproteinen) gegen den Selbstverdau geschiitzt.! Es
ist daher schwer vorstellbar, dass abzubauende Membranfragmente zunachst mit
der lysosomalen Membran fusionieren und dann selektiv einzelne Lipide aus dieser
Glykokalix abgebaut werden. Ein plausibleres Modell beschreibt den Abbau der
Glykolipide als Bestandteil intraendosomaler bzw. intralysosomaler Vesikel im
Lysosol. In dieser alternativen Betrachtungsweise werden sie bereits in den
Endosomen durch Abschnirung von Membranelementen zu intraendosomalen
Vesikeln. " Diese gelangen durch nachfolgende Reifungsprozesse oder durch einen
vesikularen Transport entlang des endozytotischen Weges ins Innere von
praexistierenden Lysosomen.” Solche Vesikel lassen sich bereits auf der Stufe der
frihen Endosomen nachweisen.” Weitere Hinweise auf solche ,multivesikularen
Korper” als Abbauort der GSL findet man z.B. beim Abbau des EGF-Rezeptors.
Dieser wird nach der Endozytose nicht in die Perimetermembran inseriert, sondern
reichert sich in intraendosomalen Vesikeln des frithen und spidten Endosoms an, die
im Lysosom abgebaut werden.” Ebenso konnten in Kupfferzellen und Fibroblasten
von Patienten mit SAP-Vorlaufer-Defizienz vermehrt lysosomale Speichervesikel

gefunden werden,™ die immunocytochemisch als spatendosomale/lysosomale bzw.

viii

reversible Speicherorganelle identifiziert werden konnten.

2.8 Lipidspeichererkrankungen

Der Abbau von Zellkomponenten erfolgt wie erwahnt in Lysosomen. Kommt es zu
Storungen im erlauterten Abbauweg, fihrt dies zu mehr oder weniger gravierenden
Krankheiten. In der Vergangenheit wurden haufig grundlegende Mechanismen der
lysosomalen Funktionen durch Analyse von Defekten des lysosomalen Abbaus
aufgeklart. So sind ca. 30 lysosomale Speicherkrankheiten bekannt, die durch einen
genetischen Defekt oder eine lysosomale Proteindefizienz hervorgerufen werden,

wobei nicht nur der Defekt einer lysosomalen Hydrolase, sondern auch eine Sérung

'Lewis, V. et al. (1985), J. Cell Biol.
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von Transport-, Schutz- und Aktivatorproteinen zu einer Erkrankung fithren kann. Die
Klassifizierung lysosomaler Speicherkrankheiten wird durch den betroffenen
Stoffwechselweg oder die Art des auflaufenden Substrates charakterisiert (z.B.
Mucolipidosen, Sphingolipidosen, Mucopolysaccharidosen oder Glykoprotein- und
Glykogenspeichererkrankungen). Lipidosen sind Speicherkrankheiten, die durch
Defekte des Sphingolipidkatabolismus hervorgerufen werden. Haufig findet man
hierbei membrantése Ablagerungen als Vesikel oder Lipidlamellen, den ,Zebra
Bodies”, die elektronenmikroskopisch in vergroBerten Organellen (Lysosomen)
nachgewiesen werden konnten. Im Allgemeinen sind die Erkrankungen heterogen
und unterscheiden sich nur durch den Beginn der Erkrankung und das Fortschreiten
des klinischen Befundes. Ebenso fihren oft auch die unterschiedlichsten
biochemischen Defekte zu einem Krankheitsbild mit klinisch gleichen Symptomen.’
Im Anschluss findet sich eine Beschreibung der haufigsten und wichtigsten bzw. der

in folgenden Kapiteln erwahnten Lipidspeicherkrankheiten.

Gaucher: Ein Defekt der P—Glucocerebrosidase (GC) fithrt zu der haufigsten
lysosomalen Speicherkrankheit, der Gaucher schen Erkrankung. Ist das Enzym nur
teilweise defekt findet man keine oder weniger gravierende Krankheitssymptome.
Bei einem vollstandigen Verlust der Aktivitat kommt es kurz nach der Geburt zu
einem transepidermalem Wasserverlust und kurze Zeit spater versterben die
Patienten (,,collodian babies")." Diese Befunde konnten in Tierversuchen mit knock-in
Mausen, bei denen mittels SIMP (,single insertion mutagenesis procedure”)
menschliche Punktmutationen in das Maus-GC-Gen transferiert wurden, bestatigt
werden. Hier fand man einen erhéhten Gehalt von freien und kovalent gebundenen
Glucosylceramiden. Dagegen zeigte sich, dass der Anteil von Ceramiden deutlich
reduziert war.™
Ebenso fithrt ein erblicher Defekt von SAP-C zu einer Speicherung des
Glucosylceramids und so zu einer Variante der Gaucher'schen Erkrankung mit
juveniler Verlaufsform.”

Tay-Sachs: Diese gehort zur Gruppe der GM2-Gangliosidosen, hervorgerufen

durch intralysosomale Anreicherung von GM2. Verschiedene Faktoren sind am

'Kolter, T. und Sandhoff, K. (1998), Brain Pathol.

i1iu, Y. et al. (1998), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
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Abbau von GM2 beteiligt: HEXA kodiert die o-Untereinheit des heterodimeren
Enzyms p-Hexosaminidase A (o) und der homodimeren B-Hexosaminidase S (aa);
HEXB ist fir die p-Untereinheiten wichtig (B-Hexosaminidase A (aff) und fB-
Hexosaminidase B (Bp)). AuBerdem kodiert GM2A den GM2-Aktivator. Man
unterscheidet zwischen drei verschiedenen Typen der Krankheit. Bei der Variante B
(i.e. Tay-Sachs’sche-Erkrankung) ist die a-Kette der -Hexosaminidase A durch einen
Defekt des HEXA-Gens betroffen, d.h. die Aktivitdten von Hexosaminidase B ist
normal, wahrend Hexosaminidasen A und S gestort sind. In der Variante O
(Sandhoff'sche Erkrankung) ist das HEXB-Gen mutiert, und somit sind beide -
Hexoaminidasen A und B, i.e. die B-Kette, geschadigt. Die dritte Variante ist eine
GM2-Aktivatordefizienz mit normaler Aktivitat der Hexosaminidasen A und B.

Niemann-Pick: Auch bei dieser Erkrankung kann man drei Falle unterscheiden. Die
A- und B-Varianten gehen auf einen Defekt der sauren Sphingomyelinase zurick und
filhren zu einer Speicherung von Sphingomyelin.' Im Falle der Niemann-Pick Typ
C'schen (NP-C) Erkrankung fiuhrt ein Defekt des NPC1- oder NPC2-Gens zur
massiven Speicherung von Cholesterol in den Lysosomen. Dieses wird in
zytosolischen Vakuolen, die lysosomale Marker enthalten, wie z.B. spate Endosomen
und Lysosomen, sowie lamellaren Korperchen, die aus solchen Organellen entstehen,
angereichert.” Das NPC1-Gen kodiert fiir ein integrales Membranprotein, welches
wahrscheinlich am Transport des Cholesterols aus diesen endozytotischen
Kompartimenten heraus und an dessen weiterem Transport zur Plasmamembran
beteiligt ist.” Die Krankheitsverldufe aller drei Typen sind phanotypisch jedoch
ahnlich.

Morbus Landing: Als Morbus Landing wird eine Krankheitsform der GM1-
Gangliosidosen bezeichnet. Urspriinglich 1959 von Norman entdeckt (,cherry red
spot”), wurde sie 1963 als GM1-Speicherkrankheit identifiziert und erstmalig
beschrieben.” Heute unterscheidet man drei Varianten, die sich nur durch das Alter
des Auftretens unterscheiden. Bei Patienten, die vor dem dritten Lebensjahr
versterben, spricht man vom Typ I der Norman-Landing-Erkrankung.” Bei dieser

GM1-Gangliosidose wird durch einen genetischen Defekt des GAL-Gens der Abbau

! Schuchman, E.H. und Desnick, R.J. (2001), The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease
iT,ange, Y. et al. (2000), J. Biol. Chem.

i patterson, M.C. et al. (2001), The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease

¥ Jatzkewitz, H. und Sandhoff, K. (1963), Biochim. Biophys. Acta

v Callahan, J.W. (1999), Biochim. Biophys. Acta



Einleitung

von GM1 zu GM2 durch GMI1-B-Galaktosidase gehemmt. Diese Exoglykosidase
spaltet B-glykosidisch gebundene Galaktose von GM1.! Durch den Defekt reichert
sich die 3-bfache Menge an GM1 in der grauen Substanz (Hirnoberflachengewebe)
an, so dass ca. 80% des Gangliosidgehalts aus GM1 bestehen (im Vgl. zu 25% eines
gesunden Neugeborenen). Auch in den Eingeweiden, besonders der Leber, findet
man eine Erhéhung des Gangliosid GM1-Gehalts, jedoch nicht in dem Ausmale wie

im Gehirn.

! van der Spoel A. et al. (2000), J. Biol. Chem.
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3 Zielsetzung und Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Verteilung von Gangliosiden in
kultivierten Zellen sein. Dabei wurde ein Hauptaugenmerk darauf gerichtet, wie sich
die Lipidnachbarschaft von Gangliosiden im Zuge ihrer Endozytose in kultivierten
Zellen verandert.

Dazu bedarf es Gangliosid-Derivate, die Markierungen tragen. An Hand dieser
Markierungen konnen diese Molekiile wiederaufgefunden, verfolgt oder auch deren
Umgebung charakterisiert werden. Im Falle von GM1 hat man zwei Moglichkeiten zu
derivatisieren. Man kann im Ceramidteil (rot unterlegt) funktionelle (NBD- bzw.
TPD-) oder radioaktive Fettsduren einfihren. Oder aber man verandert die
Acetylgruppe der NANA (grin unterlegt) durch Einfihren einer radioaktiven
Markierung bzw. einer funktionellen Gruppe wie Biotin. Naturlich gibt es auch die

Moglichkeit einer Kombination der verschiedenen Markierungen.

o \r\/\/\/\/\/\/\/\/

Abbildung 3-1: Markierungsmoglichkeiten von GM1

Als Methode zur Untersuchung der direkt benachbarten Molekiile der Ganglioside
wurde die Markierung mit photoaktivierbaren Lipidanaloga gewahlt. Durch Einfiih-
rung einer photoaffinen Gruppe in den Fettsaurerest von GM1 sollten in
Belichtungsexperimenten die benachbarten Lipide markiert werden. Die erhaltenen
Kopplungsprodukte sollten anschlieBend mittels Dinnschichtchromatographie und
Massenspektrometrie charakterisiert werden. Durch Versuche in Modellmembranen

sollten Referenzen der Kopplungsprodukte erstellt werden und die in den
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Zellkulturversuchen erhaltenen Photokopplungsmuster anschlieBend damit
verglichen werden.

Dazu wurden GM1-Derivate mit unterschiedlich langen Acylkettenlangen
dargestellt, die eine photolabile Trifluormethylphenyldiazirinyl (TPD)-Gruppe trugen.
Dadurch war es moglich, die Nachbarschaft dieser Derivate zu untersuchen. In
Fortfihrung der Untersuchungen mit derivatisierten Glucosyl-thio-ceramid- und
Sphingomyelinderivaten' wurde untersucht, inwieweit die verschiedenen
Kettenlangen der photoaktivierbaren Fettsauren einen Einfluss auf die
Zusammensetzung der Lipidumgebung von GM1 hatten und wie sich der Anteil der
Photoinsertion in Wasser anderte. Dazu wurde zwei Derivate einer TPD-Fettsaure
hergestellt. Zum einen ein langeres TPD-Derivat mit einer C,,-Acylkette und ein
zweites mit einer C.-Kette. Diese wurden mit Lyso-GM1 gekoppelt, so dass nach
Inkorporation des resultierenden photolabilen GM1 in die Membranen der TPD-Rest
in den hydrophoben Bereich gelangt. Je tiefer dieser Rest innerhalb des hydrophoben
Kerns der Membran lokalisiert war, um so wahrscheinlicher sollte auch die
Markierung der flexiblen Bereiche der Fettsduren bzw. die Alkylseitenkette des
Cholesterol sein. Ein weiterer signifikanter Vorteil des langkettigen 10-TPD-
dekansaure-GM1 ist, dass es eine geringe ,off-rate” hat und nicht spontan aus
inneren Membranen heraus diffundiert bzw. zwischen benachbarten Membranen
austauscht. Somit sollte es im Gegensatz zu den kurzkettigen Derivaten mit hoher
,off-rate" nicht aus den intralysosomalen Membranen herauswandern.! Da bereits
bekannt ist, dass BMP den Abbau lysosomaler Ganglioside (GM1, GM2),
Sphingomyelin, Glucosylceramid und Ceramid stimuliert (siehe Kapitel 2.6) und
vermutet wird, dass dieses Lipid sich auf intralysosomalen Membranen befindet,
sollte es zu einem Kopplungsprodukt zwischen BMP und C,,-TPD-GM1 fuhren.

Ein zweiter Ansatz der Membranuntersuchung mit Hilfe von Gangliosidderivaten
war die Markierung mittels ,optischer” Label. Darunter fallen zum einen NBD-
Derivate, welche unter Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 475 nm fluoreszieren
und so lichtmikroskopisch nachgewiesen werden kénnen. Da diese Methodik keine
exakte Lokalisierung =zulasst, wurden =zusatzlich Biotin-markierte Derivate
synthetisiert. Mit Hilfe dieser kénnen elektronenmikroskopische Untersuchungen

Aufschlisse tiber die Topologie des lysosomalen Verdaus der GSL liefern. Sie zeigen

Hérnschemeyer, J. (2001), Dissertation
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detaillierte Momentaufnahmen aus der Zelle und somit auch die topologische
Verteilung von GSL in den verschiedenen Membranen.' Die Visualisierung der GSL
mit Hilfe des Elektronenmikroskops geschieht durch die Immuno-Gold-Technik, bei
der Konjugate aus Antikoérpern und kolloidalen Goldkérnchen verwendet werden.
Dieser Antikoérper kann sich nun an eine antigene Determinante heften. Hierbei hat
sich Biotin bewahrt," das {iber mehrstufige Synthesen an die Ganglioside gekniipft

iii

wird." Damit der Antibiotin-Antikorper einen besseren Zugang zur Sonde findet,
wird diese iiber einen ,, Verlangerungsarm" (Spacer) mit dem Gangliosid verbunden.

Alle Derivate (mit Ausnahme der NBD markierten) tragen fiir eine einfachere
Reaktionskontrolle wahrend der Synthese und Quantifizierung der Zwischen- und
Endprodukte eine radioaktive Markierung. Ebenso kann durch dieses zweite
»,Labelling” auf einfache Weise die Einbaurate des Gangliosids in kultivierten Zellen

bestimmt und die Stoffwechselprodukte diinnschichtchromatographisch identifiziert

werden.

3.1 Synthesen

In den folgenden Kapiteln werden die Synthese verschiedener Markierungsmolekiile
(Label) und die Kopplung dieser Molekiile mit GM1 beschrieben. Die Produkte
wurden nummeriert. Diese Nummerierung entspricht der in Kapitel 5 (Material und
Methoden) benutzten Nummerierung. Dort finden sich auch die Ausbeuten und
Charakterisierungen dieser Produkte, auf deren Erwahnung an dieser Stelle

verzichtet wurde.

3.1.1 Synthese der C;,,-TPD-Fettsaure und C;,,-TPD-GM1-Photosonde

Anfang der 80er Jahre wurde die Substanzklasse der Trifluormethylaryldiazirine
entwickelt.” Diese zeichnen sich durch einige vorteilhafte Eigenschaften aus. So hat
das nach Belichtung der photoaktivierbaren Trifluormethylphenyldiazirinyl-Gruppe
(TPD-Gruppe) entstehende Carben eine hohe Reaktivitdit und inseriert in

benachbarte Bindungen, auch C-H-Bindungen, innerhalb von Nanosekunden. Dabei

! Mobius, W. et al. (1999), J. Histochem. Cytochem.

i Wilchek, M. und Bayer, E. A. (1984), Immunology Today
i Albrecht, B. et al. (1997). Chem. Phys. Lipids

¥ Brunner, J. et al. (1980), J. Biol. Chem.
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ist eine Insertion in O-H-Bindungen deutlich praferiert. Die Kopplung des Carbens
fuhrt zu stabilen kovalenten Bindungen, die wahrend Isolierung und Aufreinigung
der entstandenen Verbindungen erhalten bleiben. Die Photolyse der Diazirine erfolgt
bei einer Wellenlange von 360 nm. Dieses hat zur Folge, dass die Derivate trotz ihrer
Reaktivitat bei gedampftem Tageslicht eine gute Handhabbarkeit der unbelichteten
TPD-Verbindungen bieten und auch die Amidbindungen der Proteine und
Glykosphingolipide intakt bleiben. Des weiteren sind sie gegen mittelstarke Sauren
und Basen inert.

1986 wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe die Synthese einer C,-Fettsaure mit
einer photolabilen TPD-Gruppe und deren Kupplung an ein tritiiertes Lyso-GM1
beschrieben.! Dieses wurde 1997 unter Anlehnung an die dort verwendete
Synthesestrategie wieder aufgegriffen und zwei photoaktivierbaren Fettsduren
synthetisiert, welche mit Lyso-Glucosyl-thio-ceramid gekoppelt wurden. Dabei
wiesen die Fettsduren eine Acylkettenlange von 3, 5 bzw. 7 Kohlenstoffatomen vor
der TPD-Gruppe auf." Dies entspricht in etwa einer ,geradlinigen“ Fettsdure von C-,
C,;- bzw. C,-Acylketten. Es konnte gezeigt werden, dass auf Grund der
thioglykosidischen Bindung die [**C]-Glucose-Kopfgruppe nicht durch die lysosomale
Glucocerebrosidase abgespalten werden kann, so dass die radioaktive Markierung
auch im Zuge der Endozytose erhalten bleibt. Weiterhin wurde gezeigt, dass die
abbauresistenten Glc-S-Cer-Sonden innerhalb der Zellen im Golgi-Apparat
postendozytotisch glykosyliert werden. Dabei wurde festgestellt, dass die Einbau-
und Stoffwechselraten mit zunehmender Kettenldnge der Photosonde abnehmen.™
Als interessanter Aspekt erwies sich, dass sich diese photolabilen Glc-S-Cer-Sonden
nach Inkorporation in die Plasmamembran von kultivierten Fibroblasten bei 7°C in
einer sehr Cholesterol-reichen Umgebung befinden, die als Mikrodoméanen bzw.
,rafts” beschrieben wird. Hingegen wurden wenig Kopplungsprodukte mit den
anderen Hauptbestandteilen der extrazellular-orientierten Membranhalfte wie
Phosphatidylcholin (PC) oder Sphingomyelin (SM) erhalten. Dieser Befund zeigte sich
nur in zellularen Membranen, nicht aber in Modellmembranen (Liposomen), wo keine

besondere Affinitat der Sonden zum Cholesterol nachgewiesen werden konnte.

! Schummer, D. (1986), Diplomarbeit
i Hérnschemeyer, J. (1997), Diplomarbeit
i Hérnschemeyer, J. (2001), Dissertation
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In der vorliegenden Arbeit wurden nun GM1-TPD-Derivate synthetisiert, welche
photoaktivierbare Fettsdurereste tragen. Es wurden zwei Acylkettenldangen gewahlt,
um jeweils einem ,kurzkettigen“ und einem ,langkettigen” GM1 zu entsprechen.
Dabei ist zu beachten, dass die kurzkettigen Derivate eine weit hohere ,,off-rate” (als
ihre Homlogen mit langerer Fettsaure) besitzen und dadurch zwischen benachbarten
Membranen ihren Platz wechseln. Eine transversale Diffusion von einer zur anderen
Membranhalfte (,flip-flop”) kann jedoch ausgeschlossen werden. Durch ihre
Fahigkeit, schnell durch wassrige Phasen zu diffundieren, koénnen sie uber
BSA:Lipidkomplexe (1:1) kultivierten Zellen angeboten werden. Die ,,semi-truncated”
GSL (Glykosphingolipide mit einer natuirlichen Alkylkette des Sphingoidanteils (C,g-
C,,) und einer kurzeren Acylkette mit einer Lange von 6-10 C-Atomen) dissoziieren
selbst unter Temperaturblock der Endozytose (4°C) aus dem Komplex in die
Plasmamembran.! Dies ist die Vorraussetzung fiir kinetische Studien, da man
einerseits die Derivate inserieren kann, andererseits aber bei dieser Temperatur noch
keine Endozytose stattfindet.

Eine langere TPD-Acylkette bedingt, dass die ,off-rate“ der Sonden, d.h. ihre
Diffusion aus der Membranebene heraus, sinkt.” Es hat sich jedoch gezeigt, dass die
langkettigen TPD-Sonden auf Grund der starken hydrophoben Wechselwirkungen
mit BSA oder Liposomen nur sehr schwer oder gar nicht vom Medium in die auBere
Schicht der Plasmamembran transferiert werden konnen. Somit kénnen sie also nicht
unter Temperaturblock der Endozytose in das &aulBere Blatt der Plasmamembran
inseriert werden und die Beladungszeit, die nétig ist, um eine geniigende Menge
Gangliosid in die Plasmamembran zu inserieren, steigt um ein Vielfaches. Dafiir kann
man aber davon ausgehen, dass gerade wegen dieser geringen ,off-rate” die
Derivate in die Lysosomen gelangen und dort kumulieren. Vermutlich befinden sie
sich dort auf intralysosomalen Vesikeln, so dass nach Endozytose von C,,- TPD-GM1
die Lipidumgebung in intraendosomalen bzw. — lysosomalen Vesikeln untersucht
werden kann.

Da endogene Lipide naturgemdalB langere Fettsaurereste als die hier synthetisch
hergestellten photoaktivierbaren Fettsduren tragen, ist deren ,off-rate” extrem
gering. Daher war es wunschenswert, bei den Photomarkierungen ein den

endogenen Substraten entsprechendes langkettiges Lipid zu verwenden.

! Schwarzmann, G. (2001), Semin. Cell Dev. Biol.
i Brown, R.E. et al. (1985), Chem. Phys. Lipids
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Die Beladung von kultivierten Zellen mit natirlichen Gangliosiden kann direkt
exogen Uber ihre Mizellen erfolgen. Dabei konnen Molekile nach Anbindung der
Mizellen an die Oberflachenproteine der Extrazellularschicht der PM in diese
inkorporiert werden. Nach Trypsinierung der Zellen verbleiben die Ganglioside als
» Lrypsin-stabile” Molekille in der Membran. Mizellen, die nur locker an der Zelle
anhaften, koénnen hingegen durch diese Enzymbehandlung wieder von diesen

entfernt werden.!

Die Synthese der beiden Fettsaure-Analoga wurde in Anlehnung an die bereits
erwadhnten Arbeiten durchgefithrt. Als Ausgangsverbindung der 10-stufigen
Synthese der C,- und C,,-TPD-Fettsdure dienten die kauflich erhaltlichen 5-
Phenylpentansaure bzw. 10-Phenyldekansaure. Der Syntheseweg ist fiir die beiden
Kettenlange identisch.

Der erste Schritt in der Synthese ist eine Schiitzung der freien Saure durch eine
Methylgruppe. Nach Friedel-Crafts-Acylierung des Aromaten mit Trifluoressigsaure-
anhydrid kann der stabile Methylester durch Erhitzen der Verbindung in
Ameisensaure zersetzt werden. Der dabei entstehende Ameisensaure-methylester
(K, 32°C) kann durch entsprechende Temperaturregulierung aus dem RiickfluBkiihler
entweichen und so dem Gleichgewicht entzogen werden. Es folgt eine erneute
Einfihrung einer Schutzgruppe der Carboxylgruppe. Dieser Schritt der Veresterung
mit einer tert. Butylgruppe zeigte sich bei langen Fettsduren als auBerst kompliziert.

In Folge der geringen Carbonylaktivitat reagieren Carbonséuren im allgemeinen nur
langsam mit Alkoholen, und die Veresterung muss durch Zusatz entsprechender
Katalysatoren (Sauren, lonentauscher, wasserentziehende Verbindungen) forciert
werden. Neben der Aciditat (Positivierung des Carbonylkohlenstoffatoms), sind die
sterischen Verhaltnisse der Reaktionspartner ausschlaggebend fiur den
Reaktionsverlauf. Mit steigender Raumfullung des zu veresternden Alkohols und vor
allem des mit der Carboxylgruppe verbundenen Alkylrests sinkt die
Reaktionsgeschwindkeit. Es gelingt daher allenfalls nur mit sehr geringen
Ausbeuten, Ester tertiarer Alkohole durch direkte Veresterung darzustellen. Der Weg

uber DCC liefert dabei einigermaBen zufriedenstellende Ergebnisse.

1 C allies, R. et al. (1977), Eur. J. Biochem.
% Brunner, J. et al. (1980), J. Biol. Chem. / Schummer, D. (1986), Diplomarbeit
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Die p-Trifluoracetylgruppe wurde nun mit Hydroxylamin in das entsprechende Oxim
uberfuhrt. Die anschlieBende Tosylierung lieferte eine gute Abgangsgruppe, die eine
leichte Zyklisierung unter Druck in flissigem Ammoniak zum Diaziridin ermoglicht.
Das entstandene Produkt wurde nachfolgend durch Oxidation mit frisch gefalltem
Silberoxid in das lichtempfindliche Diazirin tUberfuhrt. Die Abspaltung der tert.
Butylgruppe erfolgt leicht durch Trifluoressigsaure bei Raumtemperatur. Man erhalt
die freie Saure, welche zum Abschluss fiir die weitere Kopplung mit Lyso-GM1 zum

entsprechenden Succinimidylester aktiviert werden muss.
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Abbildung 3-2: Syntheseschema der TPD-Fettsaure (hier 10-Phenyldekansaure) und ihres
Succinimidylesters; die Zahlen entsprechen der Nummerierung der Syntheseprodukte in
Kapitel 5
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Abbildung 3-2 (Fortsetzung): Syntheseschema der TPD-Fettsadure und ihres Succinimidylesters
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Zur Kupplung der aktivierten TPD-Fettsauren mit GM1 muss das Gangliosid
vorbereitet werden. Dazu muss die naturliche Fettsaure entfernt werden, was durch
alkalische Hydrolyse geschieht.! Dadurch werden sowohl die Aminogruppe des
Ceramidteils, als auch die der Sialinsaure deacyliert. Die Acetylgruppe am N-
Acetylgalaktosaminrest wird auf Grund ihrer elektrostatischen Abschirmung durch
die Carboxylatgruppe der N-Acetylneuraminsaure (NANA) nur in geringem MaBe

gespalten.
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KOH / MeOH
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HO
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Abbildung 3-3: Deacylierung des natiirlichen GM1 zu Monodeacetyl-lyso-GM!1 (,, Total-deac")

Durch Neutralisation mittels Essigsaure bleiben nach alkalischer Hydrolyse
allerdings groBe Mengen an Natriumacetat im Reaktionsansatz zurlick. Vor

saulenchromatographischer Reinigung muss dieses Salz abgetrennt werden. Eine

! Schwarzmann, G. und Sandhoff, K. (1987), Methods in Enzymology
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direkte Entsalzung tiber RP18-Saulen ist bei groBeren Mengen nicht praktikabel, da
bei der alkalischen Hydrolyse vom Ceramidrest Fettsduren abgespalten werden, die
nach dem Ansauern als freie Saure vorliegen. Diese freien Sauren sind in einem
Gemisch aus Wasser und Methanol unldslich und koénnen die Reinigung tiber RP18

behindern. Auch die Aufreinigung tuber Dialyse ist auf Grund groBer

1

Ausbeuteverluste nicht sinnvoll. Daher wurde folgende Methode angewendet.
Zuerst werden durch Extraktion mit Hexan die entstandenen Fettsauren entfernt.
Man kann nun leicht die methanolische Phase mit den Gangliosiden abtrennen.
Durch erneutes Waschen der Hexanphase mit Wasser werden eventuelle Reste von
Monodeacety-Lyso-GM1 extrahiert. Bei mehrmaliger Extraktion kann hierbei mit
nahezu quantitativen Ausbeuten gearbeitet werden. Nach Vereinigung und
Einengen im Stickstoffstrom kénnen nun die immer noch vorhandenen Salze durch
bekannte Methoden uber RP18 leicht abgetrennt werden. Fur spatere Reaktionen
muss man beachten, dass keine Amine und kein Ammoniak mehr vorhanden sein
durfen, da die aktivierten Sauren sofort mit freien Aminogruppen zu einem
unreaktiven Amid reagieren wiirden. Deswegen wurden Amine und Ammoniak aus
ihren Salzen durch das schwerflichtige tertidre Amin N-Ethyl-diisopropylamin
(,Hinigbase") verdrangt und im Stickstoffgegenstrom entfernt.

Die beiden entstandenen freien Aminogruppen unterscheiden sich in ihrer
Reaktivitat. Dieses macht man sich im Folgeschritt zu Nutze. Die am Sphingosinrest
lokalisierte Aminogruppe hat sich in bisherigen Reaktionen als reaktiver erwiesen als
diejenige am Neuraminylrestes. Als erstes kann die Einfihrung der aktivierten TPD-
Fettsaure auf einfachem Wege in DMF durch Zusammengeben der beiden
Reaktionspartner (TPD-Sonde und Deacetyl-lyso-GM1) erfolgen. Man bekommt
nahezu quantitativ Monodeacetyl-(5-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)-
pentansaure)-GM1 bzw. das entsprechende Dekansaurederivat.

Durch nachfolgende Umsetzung der Aminogruppe des N-Acetylneuraminsaurerests
mit am C-1 radioaktiv markiertem Acetanhydrid erhdlt man die gewunschte
Doppelmarkierung. Einerseits befindet sich im Ceramidanker eine photoaktive TPD-
Gruppe und zum anderen nun eine radioaktive Markierung in der N-Acetyl-Gruppe

der NANA.

! von Coburg, A. (1998), Diplomarbeit
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Abbildung 3-4: Synthese der Cg,,,-TPD-acyl-GM1-Sonde; der Stern (*) indiziert die “C-Markierung.

Produkte 16 und 17 sind die kurzkettigen C,-TPD-GM1 (n=2) und Produkte 18 und 19 diejenigen

der langkettigen Photosonde C,,-TPD-GM1 (n=7)
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3.1.2 Synthese der biotinylierten GM1-Derivate

Die Synthese der Biotin-markierten Ganglioside startet mit der Synthese der
Biotinsonde. Diese Biotinsonde wird tuber einen Verlangerungsarm an den
Neuraminsdurerest im Oligosaccharidteil des Gangliosids geknupft. Der
Verlangerungsarm besteht aus einer C,-Kette (y-Aminobuttersaure), deren C1-
Kohlenstoffatom radioaktiv ist, so dass auch in diesen Derivaten zwei Markierungen
im Molekil vorhanden sind.

Ausgehend von Biotin-N-succinimidylester erfolgt die Reaktion mit y-
Aminobuttersaure (GABA) spontan in DMF. AnschlieBend muss fiir die spatere
Kupplung der Sonde mit einer Aminofunktion des GM1 die Carboxylatgruppe wieder
aktiviert werden. Nach Aktivierung mit DCC fihrt die Umsetzung mit N-

Hydroxysuccinimid zum aktivierten Ester.
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Abbildung 3-5: Synthese der aktivierten Biotinsonde (Biotin-[1-'*C]C,-S&ure-N-succinimidylester)
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Da die Schutzgruppen sauren- und basenlabil sind, muss die Veresterung unter sehr
milden Bedingungen mit Hilfe eines wasserentziehendem Mittels erfolgen. Auch hier
kann man auf Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zuriickgreifen, welches sich schon in
der Peptidchemie und Synthese der Photosonde bewahrt hat. DCC lagert sich in
einer elektrophilen Addition an die Carboxylgruppe der Sadure an. Entsprechend
einem Anhydrid kann nun uber einen Additions-Eliminierungs-Mechanismus das
eigentliche Aktivierungsreagenz eingefiigt werden. Der entstehende Harnstoff ist in
allen gangigen Losungsmitteln schwerloslich und sehr reaktionstrage. Weil der
Harnstoff der Reaktion entzogen wird, verschiebt sich das Gleichgewicht zur

Richtung des gewiinschten Succinimidylesters.

RI-OH @) O
_—>
T I v
NH NH R O—FR

Abbildung 3-6: Aktivierung einer organischen Saure mit DCC. Gezeigt ist das erste Zwischenprodukt
und die Endprodukte Dicyclohexylharnstoff und der aktivierte Saureester.

Im Gegensatz zur Synthese der photoreaktiven GM1-Derivate muss bei den
biotinylierten auf Grund der erwahnten Reaktivitatsunterschiede der beiden freien
Aminogruppen zuerst die Fettsaure in den Ceramidteil des Deacetyl-lyso-GM1
(,Total-deac") eingefithrt werden und anschlieBend erst die Markierung. Dabei hat
man die freie Wahl der Lange der Acylkette, so dass auch hier lang- und kurzkettige
Derivate synthetisiert werden konnten. Auch hier erfolgt die Kupplung zwischen

Saure und GM1 uber den Succinimidylester der freien Saure.
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Abbildung 3-7: Kupplung einer aktivierten Fettsaure mit Monodeacetyl-lyso-GM1 (,,Total-deac").

Im Anschluss kann nun die Biotinsonde an den Sialinsaurerest gekniipft werden. Bei
den kurzkettigen Derivaten kann es dabei zu ungeniigenden Syntheseausbeuten
kommen. Um die Umsetzung voranzutreiben, kann deswegen auf das hier nicht
beschriebene p-Nitrophenol als Aktivierungsreagenz ausgewichen werden.! Dazu
wird das Monodeacetyl-N-acyl-Derivat in reinem DMF gelést und mit einer
stéchiometrischen Menge an Biotin-[1-"*C]C,-Sdure-p-nitrophenylester umgesetzt."
Die Umsetzung des langkettigen GM1-Derivates fiihrt auch mit Aktivierung durch N-

Hydroxysuccinimid zu zufriedenstellenden Ausbeuten von Biotin-[**C]C,-C,;-GM1.

'Galpin I. J. et al. (1979), Tetrahedron
i yon Coburg, A. (1998), Diplomarbeit
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W\/\/\/\/\/\/\
(14/15)

(20/21)

OH

Abbildung 3-8: Kupplung der Biotinsonde mit den Monodeacetylderivaten. Produkt 20 stellt das
Derivat der Umsetzung mit Stearinsdure dar (X = (CH,),,CH;) und Produkt 21 folgt aus der
Umsetzung mit Oktansaure (X = (CH,),CH,).

Damit stehen zwei zweifach markierte GM1-Derivate fiir elektronenmikroskopische

Untersuchungen zur Verfugung.

3.1.3 Synthese der NBD-GM1-Derivate

Fiur erste Studien sollten GM1-Derivate synthetisiert werden, die auf einfachem
Wege schnell Aufschlisse tiber Lokalisation von derivatisierten Gangliosiden in
Zellen liefern. In unserer Arbeitsgruppe lieferten bereits 7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-
4-yl-Ceramide (NBD-Cer) gute Ergebnisse zur Darstellung endozytierter Glykolipide.’
Die Kupplung dieses Labels mit GM1 sollte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops
schnell zeigen, ob derivatisiertes GM1 unter Endozytoseblock in die Plasmamembran

inserieren und bei Inkubation bei 37°C in die Zelle endozytiert wird.

! Albrecht, B. (1991), Diplomarbeit
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Da das fertige Label bereits vorhanden war, konnte die Synthese sich auf die
Kupplung mit der NBD-Sonde mit Monodeacetyl-lyso-GM1 und anschlieBender
Umsetzung mit Acetanhydrid (siehe Kap. 3.1.1 - Synthese photoaktiver GM1-

Derivate) beschranken.
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Abbildung 3-9: Kupplung eines NBD-Labels mit Monodeacetyl-lyso-GM1
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Da unter Temperaturblock der Endozytose gearbeitet werden sollte, wurde ein
kurzkettiges C,-NBD-Derivat gewahlt, was einem kurzkettigen Cg-Acyl-GM1

entspricht.
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3.2 NBD-Insertions Experimente

Fir die Einbau- und Stoffwechseluntersuchungen wurden die humanen Fibroblasten
auf je drei Objekttrager in Zellkulturschalen herangezogen. Das NBD-GM1-Derivat
wurde den so kultivierten Fibroblasten exogen als stdéchiometrischer 1:1-Lipid/BSA-
Komplex angeboten. Bei den ersten Experimenten wurden die Zellen mit den Sonden
unter Temperaturblock der Endozytose 90 Minuten bei 4°C beladen, wodurch eine fiir
die weiteren Bearbeitungsschritte ausreichende Menge der Sonden in die
extrazellulare Schicht der Plasmamembran inkorporiert werden konnte. Dabei ist die
Menge der in die Plasmamembran inkorporierten Molekiile von der Temperatur und
der Dauer der Inkubation abhangig. Zwischen Inkorporation in die Membran und
Adsorption an BSA besteht ein Gleichgewicht, welches sich naturgemaB bei
niedrigeren Temperaturen langsamer einstellt. Damit kénnen auch weniger Molektile
in die Plasmamembran inkorporiert werden. AuBerdem nimmt bei geringeren
Temperaturen die Stabilitdt des Lipid/BSA-Komplexes zu, so dass sich die Sonden
schwerer vom Protein 10sen, was ebenfalls eine Senkung der Insertionsrate bedeutet.
Jedoch findet bei Temperaturen kleiner 7°C kein vesikularer Transport innerhalb der
Zelle statt, so dass kein Material endozytiert werden kann (Endozytoseblock).
Dadurch kann es moglicherweise zu einer Sattigung der Aufnahmekapazitat der PM
kommen und der Einbau weiterer Sonden-Molekile verhindert werden.

Da in dieser Versuchsreihe jedoch nur gezeigt werden sollte, dass die Derivate in die
Zellmembran inserieren und spater in die Zelle aufgenommen werden, spielen
Schwankungen in der Insertionsrate nur eine untergeordnete Rolle. AuBerdem ist die
Darstellung per Fluoreszenzmikroskop nicht so detailliert, dass diese Unterschiede
sichtbar sein sollten, solange sie sich in gewissen Grenzen befinden.

Nach Beladen der Zellen wurde das Medium abgenommen und der Zellrasen mit
HMEM-Pufferlosung gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen unter dem
Mikroskop untersucht. Nach Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 475 nm
fluoreszieren die GM1-Derivate grin.

In Abbildung 3-10 Bild-(B) erkennt man deutlich, dass das GMJ1-Derivat in die
Plasmamembran inseriert wurde. Im Zellinneren ist jedoch keine Fluoreszenz zu
erkennen.

Zur Untersuchung der Endozytose dieser Gangliosidderivate wurde eine zweite
Versuchsreihe durchgefithrt. Die Zellen wurden wie im vorigen Experiment 90

Minuten bei 4°C beladen, aber anschlieBend, nach Waschen mit HMEM, fir 36h bei
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37°C im Brutschrank inkubiert. Dies sollte zeigen, dass die Derivate aus der
Plasmamembran in die Zelle aufgenommen werden. In Bild-(D) der Abbildung 3-10
kann man gut erkennen, wie sich die Molekiile in der Zelle verteilt haben. In der
Plasmamembran sieht man kaum noch Fluoreszenz, wogegen Molekule in

Zellorganellen grun fluoreszieren.

Phasenkontrastaufnahme Fluoreszensaufnahme

Plasmamembraninsertion
unter Endozytoseblock

Endozytose nach
36h bei 37°C

Abbildung 3-10: Aufnahmen von Fibroblasten nach Beladung mit NBD-C,-GM1. Links dargestellt (A
und C) sind Phasenkontrastaufnahmen. Rechts (B und D) die identischen Zellen nach
Bestrahlung mit UV-Licht. A und B sind Zellen welche bei 4°C beladen wurden. C und D wurden
ebenfalls bei 4°C beladen, anschlieBend jedoch fiir 36h bei 37°C inkubiert.

Dies bestétigt frithere , spin-labelling” Experimente' in denen gezeigt wurde, dass
derivatisierte Ganglioside in die Plasmamembran inseriert werden konnen und von

dort endozytiert werden.

! Schwarzmann, G. et al. (1983), Biochemistry
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3.3 Zellversuche mit biotinylierten GM1-Derivaten

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass bei bakteriellen Sialidasen durch
die Substitution des N-Acetylrestes durch einen N-Butyrylrest in Sialokonjugaten
diese resistent gegen bakterielle Sialidasen wurden. ' In fritheren Versuchen konnte
in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass dieses auch fiir biotinylierte GM1-
Derivate gilt. In dunnschichtchromatographischen Untersuchungen der Lipidextrakte
aus Fiitterungsexperimenten mit Biotin-["*C]C,-C,;-GM1 und Biotin-C,-["*C]C,;-GM1
an Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass beide Derivate nur bis zu ihren GM3-
Derivaten abgebaut werden." Dies bestatigt frithere Befunde mit biotinyliertem

GM?1."

S Bictin-[1-"*C] 0y - -stearoyl -G

Biotin-[1-%*C] - -stear oyl -GIE
. - Blictin-[1-*] G- -sbear ol -GL1

T— _— o oncd
Binotin-[1-*C] 2, - -stearce] -G01a

Abbildung 3-11: Dinnschichtchromatographische Untersuchungen der Lipidextrakte aus
Fiitterungsexperimenten mit Biotin-[**C]C,-C,,-GM1 an humanen Fibroblasten normaler
Probanden. Die Inkubationsdauer betrug 72 h bei 37 °C. Die Extraktion und Reinigung der
Lipide erfolgte nach den in Kapitel 5 beschriebenen Methoden.

Bahn 1: Biotin-["*C]C,-C,;-GM1 - Extrakt aus humanen Fibroblasten normaler Probanden
Bahn 2: Standard = Biotin-[**C]C,-C,;-GM1

Laufmittel: Chloroform/Methanol/15 mM CaCl, — 60:35:8 (v/v/v)

Abbildung 3-11 zeigt, dass Biotin-["“C]C,-C,;--GM1 nur bis zum GMa3-Derivat
abgebaut wird. Weitergehende Abbauprodukte, wie LacCer, GlcCer und/oder

Ceramid waren nicht zu finden. Es zeigt sich jedoch auch, dass trotz langer

1 Meind]l, P. und Tuppy, H. (1966), Mh. Chem.
" von Coburg, A. (1998), Diplomarbeit
i Albrecht, B. (1997), Chem. Phys. Lipids
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Inkubationszeit nur wenig GM1 verstoffwechselt wird, wie aus der Quantifizierung

der einzelnen Banden deutlich wird (Tabelle 3).

Abbauprodukte von Biotin-['*C]C,-C,;-GM1
(in % von Gesamtradioaktivitat pro Bahn)
Bahn 1 Bahn 2

Biotin-[**C]C,-C,;-GD1a 2 -
Sulfoxid 5 20
Biotin-['*C]C,-C,;-GM1 49 78
Biotin-[*C]C,-C,-GM2 12 -
Biotin-["*C]C,-C,;-GM3 29 -

Tabelle 3: Quantifizierung der Abbauprodukte von Biotin-[**C]C,-C,,-GM1 in humanen Fibroblasten
normaler Probanden

Dadurch, dass die betreffenden Biotin-GMS3-Derivate in Lysosomen kaum abgebaut
werden, ist eine wichtige Vorraussetzung fiir nachfolgende morphologische
Untersuchungen erfillt. Die biotinylierten Derivate kénnen in die Plasmamembran
inseriert werden und gelangen von dort aus in abbauende Organellen. Hier werden
sie jedoch durch die Derivatisierung mit der Biotinsonde nur partiell abgebaut und
reichern sich in Lysosomen an. Sie bleiben somit in ihren Grundeigenschaften ein
Gangliosid, und sind in elektronenmikroskopischen Untersuchungen in Membranen
detektierbar.

Zur elektronenmikroskopischen Lokalisation musste als erstes durch Bestimmung
der Einbaurate festgestellt werden, ob genugend Molekiule des GM1-Derivats fiir
einen elektronenmikroskopischen Nachweis in Zellen eingebaut worden waren. Die
Zellen wurden jeweils mit einer 10° M Lésung aus 20 nmol Biotin-[**C]C,-C,;-GM1 in
2 ml eines Mediums aus Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM) und 0,3%
fotalem Kalberserum (FKS) inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug 72 h bei 37°C.
AnschlieBend wurden die Zellen mehrmals mit einer Phosphat-gepufferten
Kochsalzlosung (PBS) gewaschen und mit einer Trypsin/EDTA-LOsung geerntet.
Nach Zentrifugieren wurde das Zellpellet erneut mit PBS-Losung gewaschen und in
Wasser suspendiert. Aus dieser Suspension wurde durch Szintillationszahlung eines

Aliquots die Radioaktivitatsmenge bestimmt. Eine Proteinbestimmung wurde
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sowohl nach der Methoden von Bradford als auch durch BCA-Bestimmung

durchgefiihrt.

Einbauraten (in nmol Lipid / mg Protein) von biotinylierten GM1 in
kultivierten Zellen im Vergleich

A B

Stearoyl-GM1-Derivat b,2 +0,5 12,7 + 0,7

Tabelle 3-1: Einbaurate von Biotin-[**C]C,-C,;-GM1 in humanen Fibroblasten normaler Probanden (A)
und CHO-Zellen (,,chinese hamster ovary cells*) (B)

Die Zellen wurden jeweils mit einer 10° M Lésung aus 20 nmol Biotin-[1-'*C]C,-C,;-GM1 in 2 ml
eines Mediums aus DMEM und 0,3% fotalem Kalberserum (FKS) inkubiert. Die
Inkubationsdauer betrug 72 h bei 37°C. AnschlieBend wurden die Zellen mehrmals mit einer
Phosphat-gepufferten Kochsalzlosung (PBS) gewaschen und mit einer Trypsin/EDTA-Losung
geerntet. Nach Zentrifugieren wurde das Zellpellet erneut mit PBS-L6sung gewaschen und in
Wasser suspendiert. Aus dieser Suspension wurde durch Szintillationszahlung eines Aliquots
die Radioaktivitatsmenge bestimmt. Eine Proteinbestimmung wurde sowohl nach der
Methoden von Bradford, als auch durch BCA-Bestimmung durchgefiihrt.

Spalte A: Biotin-[1-"*C]C,-C,,-GM1; menschliche Fibroblasten normaler Probanden
Spalte B: Biotin-[1-*C]C,-C,s-GM; chinese hamster ovary cells

Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden lediglich humane
Fibroblasten normaler Probanden benutzt. Wenn man von der realistischen
Schatzung von 10° Zellen pro mg Protein ausgeht, waren das bei einer Einbaurate 5,2
nmol/mg Protein ca. 3*10° Biotin-[1-"*C]C,-C,,-GM1 Molekiile pro Zelle. Dies ist
ausreichend fiir eine elektronenmikroskopische Detektion.

Fur die Aufnahmen der endozytierten Ganglioside wurden konfluente Fibroblasten
72 h mit einer 10 uM Lésung von Biotin-[1-"*C]C,-C,;-GM1 bei 37 °C in DMEM mit 0,3
% FKS inkubiert. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Lokalisierung
des markierten Gangliosids mit Hilfe von Gold-gekoppelten Antibiotin-Antikérpern.’
Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass Biotin-[1-“C]|C,-C,s-
GM1 durch goldgekoppelte Antibiotin-Antikorper auf Gefrierschnitten spezifisch
nachgewiesen werden konnte. Eine Lipiddelokalisierung hat hierbei offensichtlich
nicht stattgefunden, da die Antikorper jeweils mit Membranen assoziiert sind und

nicht frei im Zytosol schwimmen. Die Abbildung 3-12 zeigt eine

! Mobius, W. et al. (1999), J. Histochem. Cytochem.
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elektronenmikroskopische Darstellung der Plasmamembran humaner Fibroblasten

nach Beladung und Inkubation mit Biotin-[1-"*C]C,-C,;-GM1.

Abbildung 3-12: Elektronenmikroskopische Darstellung von Zellen mittels Gefriertechnik. Als
schwarze Punkte sind tiber Antikorper gebundene Goldpartikel (10 nm) zu erkennen, die an
biotinylierte GM1 gebunden hatten. Das Bild zeigt die Lokalisierung in der Plasmamembran.
Der schwarze Balken hat eine Lange von 200 nm.
nu = Zellkern

Man erkennt die Goldkornchen, welche in die Plasmamembran inserierte GM1-
Molekiile reprasentieren. Dabei zeigt sich, dass Biotin-GM1 nicht statistisch iiber die
Plasmamembran verteilt ist, sondern in klar definierten Bereichen lokalisiert ist. Dies
legt die Vermutung nahe, dass exogenes GM1 und somit auch andere exogene
Ganglioside in Plasmamembranen inserieren und spater in spezifische Regionen

segregieren.
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Abbildung 3-13: Immunolabelling von Gerfrierschnitten: Humane Fibroblasten wurden 72 h mit einer
10 uM Lésung von Biotin-[**C]C,-C,;-GM1 bei 37 °C wie beschrieben inkubiert. Die
Gefrierschnitte wurden mit an Gold (10nm) gekoppelte Anti-Biotin-Antikérper markiert.! Das
Bild B zeigt Biotin-GM1 in multilamellaren Korperchen und auf inneren Membranen
endozytotischer Organellen in Bild C. Der schwarze Balken entspricht 200 nm.

pm = Plasmamembran m = Mitochondrien

Das GM1-Derivat konnte auch auf Membranstrukturen im Inneren endozytotischer
Organellen nachgewiesen werden. Diese Lokalisierung entspricht den Ergebnissen,
in denen mit Hilfe von Choleratoxin die intrazelluldare Lokalisierung von GM1
untersucht wurden.” Da langkettige GMJ1-Derivate in waéssriger Losung Mizellen
bilden und lediglich durch Langzeit-Inkubation in ausreichender Menge in Zellen
eingebaut werden konnen, ist es nicht auszuschlieBen, dass die Zellen intakte
Mizellen uber ,fluidphase” Endozytose aufgenommen haben. Daher kann nicht mit
Sicherheit ausgeschlossen werden, ob die in Zellorganellen detektierten Biotin-
Gangliosid-Molekiile membranstandig sind oder zu einem gewissen Anteil mizellare

Molekiile reprasentieren.

' Mébius, W. et al. (1999), J. Histochem. Cytochem.
I Parton, R. G. (1994), J. Histochem. Cytochem
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3.4 Photoaktive GM1-Derivate (TPD-GM1)

Nachdem gezeigt werden konnte, dass derivatisierte Glykosphingolipide in
Zellmembranen inserieren und auch endozytiert werden, sollte im nachsten Schritt
die Lipidumgebung dieser GSL untersucht werden. Zumal aus den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen Hinweise erhalten wurden, dass GM1-
Derivate in Mikrodoméanen segregieren.

Mit Hilfe von photoaktiven GM1-Derivaten sollte die direkte Umgebung von GM]1,
sowohl in der Plasmamembran, als auch seine Lipidnachbarschaft im Zuge der
Endozytose in kultivierten Zellen untersucht werden. Eine Moglichkeit der
Untersuchung der den Glykosphingolipiden direkt benachbarten Molekiile, ist die
Markierung mit photolabilen Lipidanaloga, die bei Belichtung eine reaktive Spezies
generieren. Derivatisiert man GM1 mit einer photoreaktiven Acylkette (TPD), so

bildet diese nach Belichtung ein hoch reaktives Carben.

_H oH
tr:ﬂiz:n(“\rr tcHz);:“T
FiC O —_— FaC O
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Abbildung 3—14: Carbenerzeugung nach Bestrahlung mit UV-Licht

Das entstandene Carben reagiert nun schnell mit einem seiner Nachbarmolekiile.
Dieses kann entweder ein Lipid, Protein, Wasser oder auch ein anderes TPD-GM1
sein. An welche Stelle das Carben bindet, ist zwar im geringen MaBe abhangig von
der Lange der Acylkette, ansonsten aber im Grossen und Ganzen statistisch.

Abhangig von der Domane, in die das Gangliosidderivat segregiert ist, konnen

jedoch bestimmte Kopplungsprodukte gehauft auftreten. So wurde gezeigt, dass in

1

der Plasmamembran die Photoinsertion mit Cholesterol das Hauptprodukt darstellt.
Auch die Art der umgebenden Membran spielt eine wichtige Rolle. So &ndert sich im
Zuge der Endozytose der prozentuale Anteil der gefundenen Kopplungsprodukte
(Cholesterol, PC und SM) mit TPD-GM1.

! Hérnschemeyer, J. (2001), Dissertation
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Die erhaltenen Kopplungsprodukte konnten anschlieBend mittels

Dunnschichtchromatographie und Massenspektrometrie charakterisiert werden.

3.4.1 Charakteristika der TPD-Derivate

Damit zuverlassige Ergebnisse erhalten werden, bedarf es einiger Anspriiche an die
photoaktiven Sonden. So sollten sie in kiirzester Zeit zum Carben zerfallen und
ebenso schnell mit dem Nachbarmolekil reagieren. Dass die TPD-Fettsduren dieses
erfullen, sei hier nochmals aufgegriffen. Um die geeigneten Bedingungen fur die
Belichtung der Derivate festzulegen, wurden Testreihen mit 3-(p-(3-
(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)propansaure durchgefithrt. Dazu wurde eine 1mM

Lésung in Methanol fiir verschiedene Zeiten belichtet und die Extinktion gemessen.'

Absorption

2.80 W Ve \
--'-f'l ---------- B e o I i i e . e e i, i
240 - i\

e e e
080 \ ----------- {X \ ------------------------------------

0.40 [~ . -JIRY
____________ ‘__\\______'.“_-.“ Semmmafmae {,.r/_“_'j?t‘-\__ ISR
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Wellenlinge (nm)

Abbildung 3-15: Zerfallskinetik einer 1mM Loésung C,;-TPD in Methanol. Die verschiedenen Kurven
zeigen die verschiedenen Zeitintervalle. Schwarz = ohne Belichtung, blau = 1 sec, griin = 2 sec
und rot = 5 sec.

Das erste Absorptionsmaximum um ca. 270 nm kommt aus der Ringdffnung der
Diazirin-Funktion zum umgelagerten Diazoisomer zustande. Auffillig ist hierbei, dass

nach langerer Belichtung diese Bande wieder abnimmt, was auf die Abspaltung

! Hérnschemeyer, J. (1997), Diplomarbeit
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molekularen Stickstoffs zuruck zufuhren ist. Bei 362 nm sieht man das
Absorptionsmaximum der Diazirin-Gruppe. Nach lediglich 2 Sekunden Belichtung
erreicht dieses bereits sein Minimum und verandert sich nicht weiter. Um die Proben
schonend zu behandeln ist es notwendig die Belichtung, auf Grund der erheblichen
Warmeentwicklung der Belichtungsapparatur auf Eis durchzufithren. Auch hier
gereicht die kurze Belichtungszeit zum Vorteil.

Weiterhin sollten die derivatisierten Ganglioside ahnliche physikalische
Eigenschaften aufweisen, wie ihre natirlichen Pendants. Neben der Tatsache, dass
sich derivatisierte Ganglioside in Plasmamembranen inserieren und in der Zelle
verstoffwechselt werden, kann man auf einfachem Wege zeigen, dass sie sich auch
physikalisch ahnlich wverhalten. Dazu wurden jeweils ein langkettiges und ein
kurzkettiges underivatisiertes GM1 neben dem entsprechenden TPD-GM1
dinnschichtchromatographisch untersucht. Man kann davon ausgehen, dass sich bei
physikochemisch ahnlichem Verhalten auch die R-Werte entsprechen. Die folgenden
Abbildung 3-16 zeigt ein Diinnschichtchromatogramm von [**C]-Acetyl-N-octanoyl-
GM1 und C.-TPD-GM1, sowie [*“C]-Acetyl-N-stearoyl-GM1 und C,,-TPD-GM1.
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Abbildung 3-16: Vergleich des Laufverhaltens von kurzkettigen und langkettigen GM1 und seinen
TPD-Derivaten.

Bahn 1: [**C]-Acetyl-N-octanoyl-GM1
Bahn 2: C,-TPD-GM1
Bahn 3: [**C]-Acetyl-N-stearoyl-GM1
Bahn 4: C,,-TPD-GM1

Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl,/100 mM KCl 50:50:4:8 (v/v/v/v)
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Bahn 1 und 2 zeigen die radioaktiv markierten Derivate kurzkettiger GM1-Analoga.
Die anderen beiden Bahnen ( 3 und 4) stellen langkettige GM1 dar. Man sieht, dass
das ,semi-truncated” C;-GM1 (1) in seinem Laufverhalten dem C,- TPD-GM1 (2)
ahnelt. Beide weisen in einem Laufmittel von Chloroform/Methanol/30 mM CaCl,/100
mM KCI (v,v,v,v 50:50:4:8) einen R-Wert von 0,195 *+ 0,05 (die Fehlergrenze resultiert
aus der Dicke der Banden und die daraus entstehenden Messungenauigkeiten) auf.
Im gleichen Laufmittel entsprechen sich naturliches GM1 (3) und C,,- TPD-GM1 (4).

Hier findet man einen R-Wert von 0,22 + 0,01.

3.4.2 Liposomenexperimente mit photoaktiven GM1-Derivaten

Um Aussagen tuber die spater erhaltenen Kopplungsprodukte treffen zu konnen,
bedarf es Vergleichsmaoglichkeiten. Durch Belichtung der photoaktivierbaren Sonden
in Modellmembranen unterschiedlicher Lipidzusammensetzung wurden
Insertionsprodukte hergestellt, die als Referenzsubstanzen bei den Untersuchungen
in Dbiologischen Membranen dienen sollten. Diese ,Bibliothek* der
Kopplungsprodukte ermoglichte eine Analyse des z.T. recht komplexen Ban-
denmusters in der Diinnschichtchromatographie (DC).

Die Analysen der Insertionsprodukte erfolgte hierbei mittels
Dinnschichtchromatographie (HPTLC) und fir eine zweifelsfreie Charakterisierung
der Photokopplungsprodukte durch zusatzliche massenspektrometrische Analyse.
Durch die Verwendung eines LiposoFast-Filtersystems konnten unilamellare
Liposomen dargestellt werden.! Dabei wurde in Wasser statt in Pufferlésung
gearbeitet, um nach Belichtung der Liposomenlosungen die anschlieBende
Gefriertrocknung zZu erleichtern. Auch die Charakterisierung der
Photokopplungsprodukte tiber HPTLC-Diinnschichtplatten wird dadurch vereinfacht,

da keine die Laufeigenschaften beeinflussenden Salze anwesend sind.

! MacDonald, R.C. et al. (1991), Biochim. Biophys. Acta
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3.4.2.1 Untersuchungen zu Photokopplungsprodukten von C,-TPD-GM1 (N-5-(p-
(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)pentanoyl-lysoGM1) in
Modellmembranen

In der folgenden Abbildung 3-17 ist ein Diinnschichtchromatogramm von

Photokopplungsprodukten der C,-TPD-GM1-Photosonde mit verschiedenen

Wirtlipiden in Liposomen dargestellt. In den Bahnen 2 bis 5 sind die

photogekoppelten Produkte aufgetragen. Bahn 1 zeigt die unbelichtete Photosonde.

Die Kopplungsprodukte von Bahn 2 bis 4 sind Vergleichsliposomen von Mischungen

aus DOPC und Cholesterol. Dabei wurde in Bahn 4 Kopplungsprodukte

(entsprechend der Bahn 3) nach alkalischer Hydrolyse aufgetragen. In der letzten

Bahn wurden Liposomen aus drei verschiedenen Lipiden aufgetragen (Cholesterol,

DOPC und SM). Tabelle 3-2 gibt die prozentuale Zusammensetzung der Liposomen in

Spalte A an. Eingesetzt wurden jeweils 1000 nmol Gesamtlipidmenge. In Spalte B ist

der prozentuale Anteil an Photoinsertionsprodukten der Sonden nach Belichtung

aufgefithrt

Cholesterol DOPC SM Sonde

A B A B A B A B

Bahn 1 - - - - - - 100 -

Bahn 2 40 46,3+1,7 58 52,7:2,6 - -

Bahn 3 30 35,8:1,6 68 64,2:3,1 - -

2

2
Bahn 4 30 nd. 68 n.d. - - 2 -
Bahn 5 30 35,9+1,4 38 34,6+1,5 30 29,5+1,2 2

Tabelle 3-2: Zusammensetzung der Vergleichliposomen fiir verschiedene Lipide mit 5-(p-(3-
(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)pentansaure-GM1 (in mol %)

* da es sich hierbei um die alkalische Hydrolyse der Kopplungsprodukte aus Bahn 3 handelt, ist
es nicht sinnvoll hier eine quantitative Bestimmung anzugeben. Zu sehen ist das
Kopplungsprodukt der Cholesterolinsertion, jedoch miissten ebenfalls die abgespaltenen
Fettsduren aus dem DOPC-Anteil zu finden sein.
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Cholesterolinsertion
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Abbildung 3-17: Vergleichsliposomen aus C;-TPD-GM1 mit DOPC, Cholesterol und Sphingomyelin

Bahn 1: Standard = C,-TPD-GM1 unbelichtet

Bahn 2: DOPC/Cholesterol/Sonde - 58:40:2 (mol %)

Bahn 3 DOPC/Cholesterol/Sonde - 68:30:2 (mol %)

Bahn 4: DOPC/Cholesterol/Sonde - 68:30:2 (mol %) + alkalische Hydrolyse
Bahn 5: DOPC/Cholesterol/Sphingomyelin/Lipid — 38:30:30:2 (mol %)

Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser — 50:50:10 (v/v/v)

Man sieht, dass in diesen Referenzliposomen nahezu eine Gleichverteilung der
Kopplungsprodukte zu finden ist. Weiterhin ist eine Bande erkennbar, die dem Diazo-
isomer =zuzuordnen ist (oder nicht umgesetztes C,-TPD-GM1, was bei den
Versuchsbedingungen jedoch unwahrscheinlich ist), welches durch Ringoéffnung des
Diazirin-Dreirings entsteht. AuBerdem ist die Kopplung mit Wasser deutlich als
Doppelbande erkennbar, welche auch gleichzeitig das Hauptkopplungsprodukt ist.
Diese Doppelbande ist durch Diasteromerenbildung des Kopplungsproduktes zu
erkaren. Haufig lasst sich aber auf Grund geringer Laufunterschiede auch nur eine
Bande auf dem DC erkennen. Das Phanomen der Isomerenbildung findet man vor
allem bei Cholesterolkopplungsprodukten und wird spéater ausfiihrlicher erklart.

Fir die Analyse der Lipidnachbarschaft ist diese Isomerenbildung aber
unbedeutend, da hierfiir nur die Identitat des Kopplungspartners, nicht aber die
genaue Position und Stereochemie der Insertion entscheidend ist.

Fir die Berechnung der prozentualen Zusammensetzung nach Belichtung (Tabelle 2

— Spalte B) wurde die Summe der Kopplungsprodukte mit den in den Liposomen
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enthaltenen Lipiden auf 100 % normiert. Bei dieser Berechnung wurden das Produkt
der Wasserinsertion und das Diazoisomer der Sonde nicht bericksichtigt, da diese
keine Photokopplungsprodukte mit den Wirtlipiden reprasentierten. Bei einer
statistischen Kopplung 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 teilweise Schwankungen in den Verhéaltnissen
der Lipidinsertion kommen kann. Trotz dieser Schwankungen kann man von einer
statistischen Verteilung ohne jegliche Praferenzen sprechen. In Bahn 2-5 sieht man
ein Kopplungsprodukt von Photosonde mit Cholesterol oberhalb der Bande des
unbelichteten TPD-GM1. Bei héherem Cholesterolgehalt (Bahn 2 = 40 %) findet man
oberhalb dieser Cholesterolbande weitere Banden, die vermutlich auf Stereoisomere
des Kopplungsproduktes zurlick zu fiihren sind. Bahn 4 zeigt Liposomenextrakt, der
in seiner Zusammensetzung Bahn 3 entspricht, nach alkalischer Hydrolyse. Durch
diese Behandlung werden Lipide mit Esterbindungen gespalten. Man erkennt, dass
die Bande der Insertion der Sonde in DOPC verschwindet und dafur eine neue Bande
leicht unterhalb der Cholesterolbande zu sehen ist. Dieses sind die Addukte

freigesetzter Fettsauren mit der C.-TPD-Sonde.

3.4.2.2 Erstellung einer Referenzbibliothek der Kopplungsprodukte von C, -
TPD-GM1 (N-10-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekanoyl-
lysoGM1) und verschiedenen Lipiden in Modellmembranen
Entsprechende Referenzen wurden fur das langkettige C,,-TPD-GM1 angelegt. Die
Zusammensetzung der verwendeten Liposomen sowie die Auswertung dieser
Versuche sind in den Tabellen 3-3a-f dargestellt. Auch hier wurde in Spalte B fiir die
Berechnung der Zusammensetzung nach Belichtung das Produkt der
Wasserinsertion und das Diazoisomer der Sonde nicht berticksichtigt.
In der ersten Versuchsreihe wurden zuerst unterschiedliche Konzentrationen von
Dioleylphosphatidylcholin (DOPC) und Cholesterol fiir Referenzliposomen untersucht.
Dabei wurde die Konzentration von Cholesterol in 10%-Intervallen gesteigert
(Abbildung 3-18 - Bahn 3-6). Man erkennt, dass die Bildung der Kopplungsprodukte
der Sonde mit dem Wirtlipid rein stochiometrisch erfolgte. In weiteren (hier nicht

aufgefithrten) Versuchen mit Cholesterol und DOPC in Liposomen zeigte sich, dass
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innerhalb einer Fehlerbreite von 15 % die Photokopplung mit den Wirtlipiden
stochiometrisch erfolgte; es wurde also kein Wirtlipid bevorzugt.

Deutlich zu erkennen sind eine Reihe von Banden (Bahn 3-6) mit hohem R,-Wert
oberhalb der diskreten Cholesterolbande von Bahn 7. Diese Banden stellen
Stereoisomere des Kopplungsprodukte der Cholesterolinsertion dar. Sie entstehen
auf Grund der hohen Beweglichkeit der Photosonden senkrecht zur Ebene der
Lipidschicht (, hopping-rate”). Damit ist die Wahrscheinlichkeit groB, dass nach
Photolyse der Diazirinylringes das entstandene Carben in unterschiedliche
Positionen benachbarter Lipidmolekiile inseriert. So kann beispielsweise die
Insertion in Cholesterol in verschiedene Positionen des Steroidgeriistes und auch in
die Seitenkette erfolgen. Dies fiuhrt zu unterschiedlichen Polaritdten des neu
entstandenen Molekiils. Die Positionsisomere haben auf den Diinnschichtplatten
unter Umstanden ein unterschiedliches Laufverhalten und kénnen somit in mehrere
Banden auftrennen. Auch kann die unterschiedliche Angriffsrichtung des Carbens im
Moment der Photokopplung zu Enantiomerenpaaren fiihren. Dieser Befund bestatigt
frihere Befunde mit Glc-S-Cer- und Sphingomyelin-Photosonden, bei denen vor allem
die langerkettige C7-Glc-S-Cer-Sonde bei den Insertionsprodukten zwei oder
mehrere Banden zeigten, die durch Positionsisomerie bzw. Diastereomerenbildung

zu erklaren sind.!

Cholesterol DOPC Sonde
A B A B A
Bahn 1 - - - - 100
Bahn 2 - - - - 100
Bahn 3 10 5,8+0,62 88 94,2+4,2 2
Bahn 4 20 36,3+2,1 78 63,7+3,5 2
Bahn 5 30 24,2+1,8 68 75,8+4,1 2
Bahn 6 40 48,2+3,2 58 51,8+3,7 2
Bahn 7 50 - - - 50

Tabelle 3-3a: Zusammensetzung der Vergleichsliposomen fiir DOPC und Cholesterol mit C,,-TPD-GM1

(in mol %)

! Hérnschemeyer, J. (1998), Dissertation
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Weiterhin ist auf diesem Chromatogramm (Abbildung 3-18) in Bahn 2 C,,-TPD-GM1
aufgetragen. Dieses wurde aus wassriger Losung im Ultrahochvakuum getrocknet
und belichtet. Man kann man davon ausgehen, dass hiernach kleinere, nicht genauer
definierbare Aggregate vorlagen, so dass nur Kristallwasser und benachbarte
Sonden-Molekiile als Kopplungspartner in Frage kamen. Somit treten keine weiteren
Kopplungsprodukte auBer Pauci- und Multimeren von C,,-TPD-GM1 auf und man hat
auf einfache Weise diese Nebenprodukte identifiziert. Die Quantifizierung der
gefundenen Banden (ohne Normierung auf 100%) zeigt, dass zu 8% das Diazoisomer
und zu 27% das Wasserinsertionsprodukt (mit Stereoisomer) entstanden ist. Bei den
Multimeren der Sonde entstehen zu 26% die Di- oder Trimerkopplungsprodukte.
Dabei wird hier nicht zwischen Diazo-Di-/Trimeren und Di-/Trimeren mit
Wasserinsertion unterschieden, da die Laufunterschiede hierfiir zu gering sind und
es fur weiterfihrende Untersuchungen keine Rolle spielt. Die restlichen Mulitmere
wurden mit 7% quantifiziert. Die Identifizierung dieser ,Mehrfach"-
Kopplungsprodukte erfolgte nur im Falle der Di- und  Trimeren
massenspektrometrisch. Die Charakterisierung der Bande der moglichen
Multimerenkopplung konnte nicht vorgenommen werden.

Als zusatzliche Kontrolle fiir die Kopplungsprodukte der Sonde mit Cholesterol wurde
eine Mischung aus gleichen Teilen “C-Cholesterol und nicht-radioaktiv markiertem
C,,-TPD-GM1 belichtet. In Bahn 7 der Abbildung 3-18 ist diese Mischung
aufgetragen. Man erkennt deutlich 2 radioaktive Banden. Diejenige mit héherem R;-
Wert zeigt dabei nicht umgesetztes *C-Cholesterol. Die Bande unterhalb ist das
Kopplungsprodukt von Cholesterol mit C,,-TPD-GM1. Andere Kopplungsprodukte,
wie Pauci- oder Multimere, sowie Wasserinsertion und Diazosisomer sind nicht
detektierbar, da die radioaktive Markierung im Cholesterol lokalisiert ist und nicht in

der Photosonde.
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Abbildung 3-18: Referenzliposomen aus C,,-TPD-GM1 mit DOPC und Cholesterol, sowie
(un-)belichtetes C,,-TPD-GM1

Bahn 1: Standard = C,,-TPD-GM1 unbelichtet

Bahn 2: Standard = C,,-TPD-GM!1 belichtet

Bahn 3 DOPC/Cholesterol/Sonde - 88:10:2 (mol %)

Bahn 4: DOPC/Cholesterol/Sonde - 78:20:2 (mol %)

Bahn 5: DOPC/Cholesterol/Sonde - 68:30:2 (mol %)

Bahn 6: DOPC/Cholesterol/Sonde - 58:40:2 (mol %)

Bahn 7: "*C-Cholesterol und nicht-radioaktives C,,-TPD-GM1 1:1

Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl,/100 mM KC1 - 50:50:4:8 (v/v/v/v)

Als weiteres wichtiges Membranlipid wurde Sphingomyelin in die
Vergleichsliposomen mit einbezogen. Charakteristisch flir Sphingomyelin-
Kopplungsprodukte ist eine Doppelbande (siehe Abbildung 3-19), welche durch die
oben beschriebenen Stereoisomerieeffekte entsteht. Auch hier findet man keine
relevante Bevorzugung zwischen DOPC oder Cholesterol. Auffallig ist jedoch, dass
im Gegensatz zum kurzkettigen C,-TPD-GM1-Derivat beim C,,-TPD-GM1
anscheinend eine Praferenz zu Cholesterol und DOPC gibt (siehe Tabelle 3-3b). Es ist

auffallig, dass die Kopplung mit Sphingomyelin deutlich weniger praferiert ist.

Cholesterol DOPC SM Sonde

A B A B A B A B

Bahn 1 - - 68 78,8+3,4 30 20,2:1,9 2 -

Bahn 2 30 38,6:2,1 38 42,7+2,7 30 18,7+2,0 2 -

Bahn 3 - - - - - - 100 -

Tabelle 3-3b: Zusammensetzung der Vergleichliposomen fiir Cholesterol, DOPC und SM mit C,,-TPD-
GM1 (in mol %), sowie unbelichtets C,,-TPD-GM1 (Bahn 3)
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Abbildung 3-19: Vergleichsliposomen der C,,-TPD-GM1-Sonde mit DOPC, Cholesterol und SM

Bahn 1: DOPC/Sphingomyelin/Sonde - 68:30:2 (mol %)
Bahn 2: DOPC/Cholesterol/Sphingomyelin/Sonde - 38:30:30:2 (mol %)
Bahn 3 Standard = C,,-TPD-GM1 unbelichtet

Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl2/100 mM KC1 - 50:50:4:8 (v/v/v/v)

Ein wichtiges Lipid fiir den Abbau von Gangliosiden, Sphingomyelin,
Glucosylceramid und Ceramid ist anscheinend BMP. Nach bisherigen
Untersuchungen vermutet man es auf intraendosomalen bzw. -lysosomalen
Membranen.! So sollte man erwarten, dass in Zellversuchen es zu einem
Kopplungsprodukt zwischen BMP und C,,-TPD-GM1 kommt. Daher war es vonnoten
ein Referenzkopplungsprodukt von Photosonde mit BMP in Modellmembranen zu
charakterisieren, um spéiter eine einwandfreie Identifikation in natlirlichen
Zellmembranen zu gewahrleisten. Zu beachten ist, dass in den Liposomenversuchen
synthetisches BMP verwendet wurde (sn-(3-Oleoyl-2-Hydroxy)-Glycerol-1-Phospho-
sn-3'-(1'-Oleoyl-2'-Hydroxy)- Glycerol (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA). Dieses
entspricht in seiner Konjugation nicht dem natiirlichen BMP. In Untersuchungen des
Laufverhaltens auf DCs fanden sich zum Teil erhebliche Unterschiede zwischen dem
natiirlichen und dem synthetischen BMP." Jedoch zeigte sich, dass das
Kopplungsprodukt des natiirlichen BMP mit einer Glc-S-Cer-Photosonde das gleiche
Laufverhalten aufwies, wie das Photoinsertionsprodukt mit synthetischem BMP."

Man kann davon ausgehen, dass es sich bei den Experimenten mit GM1 ahnlich

! Wilkening, G. et al. (2000), J. Biol. Chem.
i Schwarzmann, G. (2002) persénliche Mitteilung
i Hérnschemeyer, J. (2002), persénliche Mitteilung
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verhalt und somit der gefundene R-Wert als Referenz fur Zellexperimente dienen
kann.

So findet man in Modellmembranen nach Normalisierung einen Anteil von 30 %
Kopplungsprodukt der Sonde mit BMP. Da in beiden Vergleichsliposomen lediglich
ein Anteil von 20 % bzgl. des Gesamtlipidanteils eingesetzt wurde, scheint es, als ob

eine Affinitat der GM1-Sonde zu BMP besteht (siehe Tabelle 3-3c).

Cholesterol DOPC BMP Sonde
A B A B A B A B
Bahn 1 - - - - - - 100 -
Bahn 2 - - 78 70,0+3,3 20 30,0+2,7 2 -
Bahn 3 20 10,8+0,9 58 59,2+2,6 20 30,0:2,5 2 -

Tabelle 3-3c: Zusammensetzung der Vergleichliposomen fiir Cholesterol, DOPC und BMP mit C,,-TPD-
GM1 (in mol %), sowie unbelichtetes C,,-TPD-GM1 (Bahn 1)

Stereoisomere
der Cholesterolinsertion

— Cholesterolinsertion

— . — BMPinsertion
C10-TPD-GM1 —— —
- - Diazoisomer
Wasserinsertion ————————
—_— @ DOPCinsertion
Di- / Trimer
von C10-TPD-GM1
Multimer
von C10-TPD-GM1

Abbildung 3-20: Vergleichsliposomen der C,,-TPD-GM1-Sonde mit DOPC, Cholesterol und BMP, sowie
unbelichtetes C,,-TPD-GM1 (Bahn 1)

Bahn 1: Standard = C,,-TPD-GM1 unbelichtet
Bahn 2: DOPC/Bis(monoacylglycero)phosphat/Sonde - 78:20:30:2 (mol %)
Bahn 3: DOPC/Cholesterol/Bis(monoacylglycero)phosphat/Sonde — 58:20:20:2 (mol %)

Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl2/100 mM KC1 50:50:4:8 (v/v/v/v)

In weiteren Experimenten sollten noch verschiedene Kombinationen von Lipiden
untersucht und weitere saure Lipide in Liposomen eingebaut werden. In Liposomen

mit Beimischung von Dioleyl-phosphatidylethanolamin (DOPE) fallt auf, dass dieses
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als Kopplungspartner bevorzugt wird (siehe Tabelle 3-3d). In Bahn 1 wurde eine 1:1

Mischung von DOPC und DOPE gewahlt. Nach Belichtung findet man ein Verhaltnis

DOPE:DOPC von nahezu 4:1.

Auch wenn weitere Lipide in den Liposomen vorhanden sind, findet man

hauptsachlich DOPE-Kopplungsprodukte (Bahn 2 der Tabelle 3-3d). Neben dieser

Prafe

renz zu DOPE haben DOPC und Cholesterol anndhernd gleiche Werte.

Cholesterol DOPC SM DOPE Sonde

A B A B A B A B A B
Bahn 1| - - 49 | 16,3+1,2 - - 49 | 83,7+2,9 2 -
Bahn2| 20 | 10,8:09 | 29 | 10,6+0,8 | 20 | 6,2+0,6 | 29 | 72,4+2,6 2 -
Bahn 3| - - - - - - - - 100 -

Tabelle 3-3d: Zusammensetzung der Vergleichliposomen fiir Cholesterol, DOPC, SM und DOPE mit C,,-
TPD-GM!1 (in mol %)

Stereoisomere
der Cholesterolinsertion

Cholesterolinsertion

DOPEinsertion = u g —— C10-TPD-GM1
————— Wasserinsertion

DOPCinsertion ——

SMinsertion

Di- / Trimer
von C10-TPD-GM1

Multimer
von C10-TPD-GM1

1 2 3

Abbildung 3-21: Dinnschichtchromatogramm der Referenzliposomen aus C,,-TPD-GM1-Sonde mit

Um

DOPC, Cholesterol, DOPE und SM, sowie unbelichtetes C,,-TPD-GM1 (Bahn 3)
Bahn 1: DOPC/DOPE/Sonde - 49:49:30:2 (mol %)

Bahn 2: DOPC/Cholesterol/DOPE/SM/Sonde — 29:20:20:29:2 (mol %)

Bahn 3: Standard = C,,-TPD-GM1 unbelichtet

Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl2/100 mM KC1 50:50:4:8 (v/v/v/v)

diese Befunde naher zu untersuchen wurden weitere Experimente mit

verschiedenen Mischungsverhaltnissen durchgefithrt. Da bei hohen Anteilen von

DOPE in den Liposomen nicht auszuschlieBen ist, dass es zu Phasenbildungen




Ergebnisse

wurden weitere Versuche mit geringeren molaren Anteilen dieses

Dabei

kommt,

Phospholipids in Liposomen gemacht. wurden nun zwar vermehrt
Kopplungsprodukte mit DOPC gebildet (Tabelle 3-3e), allerdings im Verhaltnis
deutlich weniger, als es bei gleichverteilter Insertion in beide Lipide zu erwarten

gewesen ware.

Anteil in
Liposomen

(DOPC : DOPE)

berechnetes

Verhaltnis

(DOPC : DOPE)

gefundene

Insertion

(DOPC : DOPE)

30:68 1:6,8 1:10,3
49 : 49 1:1 1:5,1
78 : 20 3,9:1 2,9:1
88:10 88:1 6,2:1

Tabelle 3-3e: Liposomenexperimente mit DOPC und DOPE als Wirtlipide. Die Mischungen enthielten
zusatzlich je 2 Mol-% C,,-TPD-GM1

Zum Vergleich zu DOPE, welches Zwitterion ist, sollten nun negative Lipide als
Kopplungspartner untersucht werden. Bei den Experimenten mit DOPA, DOPC und
DOPS war besonders die niedrige Insertionsrate von DOPA und DOPS auffallig
(Tabelle 3-3f). Im Gegensatz zu DOPE weisen Dioleylphosphatidylsdaure (DOPA) und
Dioleylphosphatidylserin (DOPS) nur sehr geringe Kopplungsraten mit C,,-TPD-GM1
auf. In Liposomen mit DOPC findet man daher die Insertion in DOPC als

Hauptkopplungsprodukt.

DOPC DOPA DOPS Sonde
A B A B A B A B
Bahn 1 68 93,4:3,5 30 6,6+1,6 - - 100 -
Bahn 2 - - - - - - 100 -
Bahn 3 68 95,4-3,2 - - 30 4,6+0,9 2 -

Tabelle 3-3f: Zusammensetzung der Vergleichliposomen fiir Cholesterol, DOPC, SM und DOPE mit C,,-
TPD-GM!1 (in mol %)
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Abbildung 3-22: Dinnschichtchromatogramm von Photokopplungsprodukten der C,,-TPD-GM1-Sonde
mit DOPC, DOPA und DOPS, sowie unbelichtetes C,,-TPD-GM1 (Bahn 2)

Bahn 1: DOPC/DOPA/Sonde — 68:30:20:2 (mol %)
Bahn 2: Standard = C,,-TPD-GM1 unbelichtet
Bahn 3: Standard = DOPC/DOPS/Sonde — 68:30:20:2 (mol %)

Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mIM CaCl12/100 mM KCl1 50:50:4:8 (v/v/v/v)

3.4.2.3 Untersuchungen zur Photoinsertion in Wasser

In den vorherigen Kapiteln wurde mehrfach die Insertion der photoaktiven GM]1-
Sonden in Wasser angesprochen. Diese Insertion ist in nahezu allen
Liposomenexperimenten eine der prominentesten Banden, wenn nicht sogar
Hauptprodukt der Photoinsertion. Gerade in den Liposomenexperimenten mit dem
kiirzerkettigen Derivat wurden relativ hohe Prozentwerte fiir die Insertion in Wasser
erhalten. Fir die Quantifizierung der Lipidbestandteile spielt die Wasserinsertion
keine Rolle und wurde daher aus den Berechnungen herausgezogen. Allerdings
wurde bereits in fritheren Verotffentlichungen auf das Auftreten der
Wasserinsertionsprodukte in Liposomen und Mikrosomen aus Kalberhirn
hingewiesen.’

So wurde im folgenden der Einfluss der Acylkettenlange der Photosonde auf die
Wasserinsertion untersucht. Dazu wurden DOPC-Liposomen und DOPC/Cholesterol-
Liposomen mit 2 Mol-% der jeweiligen TPD-GM1-Photosondel bei 25°C prépariert

und belichtet.

' Meier, E.M. et al. (1990), Chem. Phys. Lipids
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Wasserinsertion von TPD-GM1

OC5-TPD-GM1

707 B C10-TPD-GM1

60

50

% 40
Kopplungsproduk

t 30

20

10

DOPC/Cholesterol/Sonde
78:20:2 (mol %)

DOPC/Sonde 98:2 (mol %)

OC5-TPD-GM1 62,3 40,7
B C10-TPD-GM1 35 25,8

Diagramm 3-1: Wasserinsertion der TPD-GM1-Sonden in Abhangigkeit der Acylkettenldange. Die
Liposomen bestehend aus 98 Mol-% DOPC bzw. 78% DOPC, 20% Cholesterol und je 2 Mol-%
Sonde wurden bei 25°C hergestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Kopplung mit Wasser
aus einer Doppelbestimmung.

In Diagramm 3-1 sind reine DOPC-Liposomen im Vergleich zu DOPC/Cholesterol-
Liposomen dargestellt. Man erkennt, dass in den reinen DOPC-Liposomen ein
weitaus hoherer Prozentsatz an Wasserinsertion auftritt als in Liposomen, die
Cholesterol enthielten. Dies mag auf Konkurrenzreaktionen zuriickzufithren sein, oder
auf eine geringere Wasserkonzentration bzw. auf eine geringere ,,off-rate” der Sonde
in Cholesterol-haltigen Liposomen. AuBerdem sieht man in Diagramm 3-1, dass die
C,,-TPD-GM1 im Vergleich zur kurzerkettigen C5-Verbindung eine geringere
prozentuale Wasserinsertionsrate aufweist. Ein Wassergehalt in einer
Liposomenmembran von tiber 60 Mol-% (wie es in DOPC-Liposomen mit C.-TPD-GM1
ist) ist jedoch eher unwahrscheinlich. Vielmehr kann ein Teil dieser Insertions-
produkte durch die ,off-rate” der Sonden in das die Membranen umgebende Wasser
und anschlieBender Photokopplung entstehen. Sollte dieser Effekt fir das Auftreten
der Wasserinsertionsprodukte iberwiegend verantwortlich sein, miisste es bei einer
zunehmend festeren Verankerung in der Membran zu einer Verringerung dieser
Kopplungsprodukte kommen. Auf Grund der langere Fettsdure werden mehr van der

Waals-Wechselwirkungen mit den umgebenden Molekilen eingegangen, was
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wiederum 2zu einer starkeren Verankerung der langerkettigen Photosonden im
hydrophoben Bereich der Membranen fihrt. Auch ist wahrscheinlich in den inneren
Bereichen der Membran ein geringerer Anteil an Wasser vorhanden. Dies wiirde zu
einer Ausbildung eines Gradienten der Wasserkonzentration in der Membran fithren.
In einem solchen Fall wiirde die C10-Sonde, deren TPD-Gruppe im tieferliegenden
Bereich und somit wasserarmeren Teil lokalisiert ist, ebenfalls eine geringere
Insertionsrate in Wasser zeigen.

Gleichzeitig kann durch diese Experimente ein Herausragen der Photosonden in die
wassrige Phase (,,looping-back”) nach diesen Ergebnissen als vernachlassigbar
angesehen werden. Dieser Effekt, hervorgerufen durch gauche/gauche-Konformation
der Fettsauren miusste die Wasserinsertion bei einer langeren Kette und somit

groBerer Anzahl von Freiheitsgraden erhohen.

3.4.2.4 Bestimmung der R,-Werte der gefundenen Photokopplungsprodukte in
Modellmembranen
In der nachfolgenden Tabelle 3-4 werden alle dargestellten Kopplungsprodukte und

deren dunnschichtchromatographische R-Werte aufgefilhrt. Bei Doppel- oder

Mehrfachbanden ist jeweils in Fettdruck die prominenteste Bande angegeben:

Insertionsprodukt C,-TPD-GM1 C,,-TPD-GM1

Diazoisomer 0,58 0,55
Wasser 0,51/0,53 0,49
Paucimere 0,24 0,15/0,17
Multimere 0,12 0,02
BMP - 0,58
Cholesterol 0,62/0,65/0,67/0,79| 0,61/0,62/0,66/0,71/0,76
DOPA - 0,60
DOPC 0,47 0,41
DOPE - 0,59
DOPS - 0,60
SM 0,34 /0,37 0,32 /0,35

Tabelle 3-4: R; -Werte der Kopplungsprodukte der C;- und C,,-TPD-GM1-Sonden ermittelt von HPTLC-
Platten mit Laufmittel Chloroform/Methanol/30 mM CaCl2/100 mM KCl1 50:50:4:8 (v/v/v/v).
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Man erkennt, dass gerade im Bereich der Lipide nur ein sehr begrenzter Bereich fiir
eine genaue Charakterisierung zur Verfigung steht. Um exakte Ergebnisse zu
erhalten, muss entweder - wie hier geschehen - mit sehr geringen Mengen (ca. 200
pmol/Bahn = 1500 CPM) auf HPTLC-Platten gearbeitet oder bei groBeren Mengen
eine langere Laufstrecke gewahlt werden. Dies beinhaltet aber auch immer diffusere
Banden, was das Ergebnis wiederum verfalschen kann.

Eine genaue Charakterisierung kann daher nur durch Extrahieren der jeweiligen
Bande aus dem Kieselgel (siehe Kapitel 5.2.2.3) und anschliessender

massenspektrometrischer Vermessung erfolgen.

3.4.2.5 Massenspektrometrische Untersuchung der gefundenen Banden durch

MALDI-TOF-MS

Die Untersuchung der extrahierten Banden erfolgte mittels MALDI-TOF-MS, welches
ein schonendes und weiches Ionisationsverfahren darstellt. Durch Einbettung in eine
Matrixsubstanz bzw. Ionisation in Fliissigkeit entstehen wahrend der Messung
wenig Fragment-lonen, so dass die meisten Kopplungsprodukte durch ihre
Molargewichte in den Spektren gut nachgewiesen werden konnten. Im Falle der
Glykolipide fand man, wie fur die Substanzklasse ublich, im tberwiegenden Male
Alkalimetall-Addukte der Molektlile als Hauptpeaks im Spektrum.

In folgenden Tabellen sind die Kopplungsprodukte aufgefithrt (als Na*- bzw. K*-
Addukte), die durch ihre entsprechenden Molekiilpeaks und z.T. auch durch
charakteristische Fragmente eindeutig identifiziert werden konnten.

Ein weiterer Vorteil wvon MALDI-TOF-MS-Messungen sind die geringen
Probenmengen, die fur eine Messung benodtigt werden. So gentigten bei einfachen
Messungen ca. 10 pmol Probensubstanz (ESI-MS u.U. auch weniger). Als Storfaktor
haben sich jedoch die Mengen an kolloidal gelostem Kieselgel erwiesen, welche
nach vorhergehender Kieselgel-Extraktion trotz grindlicher Praparation immer noch
vorhanden waren. Nach Verdunsten des Ldsungsmittels der Proben auf dem
Tragertarget fallen diese aus und storen erheblich den Desorptions- und
Ionisationsvorgang  wahrend der Messung. Im Fall der Nano-ESI-
Massenspektrometrie fiilhren Kieselgelspuren zum Verstopfen der feinen Kapillare
und somit zum Abbruch der Messung. Daher wurden zur Praparation groBere

Probenmengen per DC (ca. 500 pmol pro Bande) verwendet und mit einer groBeren
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Menge Losungsmittel (20 bis 50 ul) als zuvor (max. 10 ul) fir MALDI-MS-Messungen
auf eine Konzentration von ca. 25 pmol/ul in Methanol oder Chloroform/Methanol 1:1
(v/v) eingestellt (ESI-MS 10 pmol/ul in Methanol). Durch die groBere Verdinnung der
Probe konnte der Gehalt an kolloidal gelostem Kieselgel in dem zu messenden
Aliquot auf einen Bruchteil gesenkt werden.

Die Messung der unbelichteten Sonden konnte nicht mit dem MALDI-MS
durchgefuhrt werden, da dieses einen N,-Laser mit der Wellenlange 337 nm
verwendet. Wie in Kapitel 3.4.1 gezeigt hat die Diazirin-Gruppe ein
Absorptionsmaximum bei 360 nm. Bei der Messung wird es in situ photolysiert und
es kommt auf dem Probentrager zu Folgereaktionen. Man erhalt daher ein komplexes
Spektrum, dessen Peaks nicht eindeutig zugeordnet werden konnen. Daher musste
die Charakterisierung der GM1-Sonden nach der Synthese auch uber ESI-MS-
Messungen erfolgen. Hier tritt in geringerem MaBe zwar ein ahnlicher Effekt auf, da
die Beladung und Justage der Kapillare bei hellem Licht erfolgte, kann es zu einer
partiellen Photolyse und Umlagerungen kommen.

Eine einfachere Methode zur Charakterisierung der Sonde gelang, durch Belichten
der Sonde in Methanol. Bei geniigend groBer Verdinnung erhalt man quantitativ das
Kopplungsprodukt der Sonde mit Methanol, welches leicht massenspektrometrisch
zu charakterisieren ist. In Tabelle 3-5 sind die durch MALDI-MS bestimmten
Kopplungsprodukte der beiden TPD-GM1-Sonden aufgefiithrt. In den Spektren waren
jeweils beide Langen der Alkylkette des Sphingoidteils wiederzufinden, wobei das

langerkettige (C,,) einen leicht hoheren Anteil aufwies.

FS-Lange | [M+Na]* | [M+Na]* | [M+K]*

Kopplungsprodukt
im Cer |berechnet|gemessen | gemessen

Cis 1575,82 1575,66 n.d.
C.-TPD-GM1 + MeOH

Cuo 1603,69 1603,68 1619,71

Cis 1645,77 1645,80 n.d.
C,,-TPD-GM1 + MeOH

Cy 1673,82 1673,82 n.d.

Tabelle 3-5: Photokopplungsprodukte der GM1-Sonden in Methanol (=99,9% CHROMASOLYV)
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Daneben traten noch weitere Kombinationen von Kopplungsprodukt und
Alkalimetallkation auf (z.B. [M+2Na-H]* oder [M+Na+K-H]*, die aber hier nicht
aufgefiuhrt werden.

In Tabelle 3-6 sind die Kopplungsprodukte von C,-TPD-GM1-Sonden mit diversen
Lipiden aufgefiihrt. Der Ubersichtlichkeit halber werden hierbei nur die Produkte der
TPD-Sonde mit langerer Alkylkette im Sphingoidteil (C,,) angegeben, da diese im

Spektrum den jeweils prominenteren Peak aufwiesen. Auch werden nur die Natrium-

und die Kaliumaddukte (sofern detektiert) angegeben.

Kopplungsprodukt [M+Na]® | [M+Na]® | [M+K]"
berechnet | gemessen | gemessen
C.-TPD-GM1 + Wasser 1589,65 1589,60 n.d.
C,-TPD-GM1 +Cholesterol 1958,31 1958,44 1974,47
C,-TPD-GM1 + DOPC 2357,78 2357,81 2373,84
C.,-TPD-GM1 + SM 2302,74 2302,68 n.d.
C,-TPD-GM1-Dimer + Wasser 3137,32 3137,29 3153,34

Tabelle 3-6: Massen der Kopplungsprodukte der C,-TPD-GM1-Sonden mit einer Sphingoidkettenlange
von C,,; ermittelt von extrahierten Banden aus HPTLC-Platten.

Fuar das langkettige C,,-TPD-GM1 wurden folgende Kopplungsprodukte

charakterisiert und in Tabelle 3-7 aufgefiihrt. Da bei diesen Referenzliposomen das
Kopplungsprodukt des TPD-GM1-Derivates mit kiirzerer C,,-Kette im Sphingoidteil

den prominteren Peak aufwies, werden hier die Natrium- und die Kaliumaddukte

dieser Photosonde angegeben.

Kopplungsprodukt [M+Na]* | [M+Na]® | [M+K]"
berechnet | gemessen | gemessen
C,o;-TPD-GM1 + Wasser 1631,73 n.d.* n.d.*
C,,-TPD-GM1 +Cholesterol 2000,39 2000,38 2016,41
C,,-TPD-GM1 + DOPC 2399,86 2400,02 2416,05
C,,-TPD-GM1 + SM 2344,82 2344,68 2360,72
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C,,-TPD-GM1 + DOPA 2313,70 2313,68 n.d.
C,,-TPD-GM1 + DOPE 2357,78 2357,565 2373,50
C,,-TPD-GM1 + DOPS 2400,78 2400,92 n.d.
C,,-TPD-GM1 + BMP 2387,78 2387,55 n.d.

C,o-TPD-GM1-Dimer + Wasser 3221,48 3221,40 3237,53

C,,-TPD-GM1-Trimer + Wasser 4811,23 4811,16 n.d.

Tabelle 3-7: Massen der Kopplungsprodukte der C,,-TPD-GM1-Sonden mit einer Sphingoidkettenlange
von C,g ermittelt von ausgekratzten Banden aus HPTLC-Platten.

Im Falle der Wasserinsertion konnte nur der Molekiilpeak (ohne Alkaliaddukt)

detektiert werden: [M-H]* = 1608,75 (berechnet: 1608,34).

3.5 Zellversuche mit photoaktiven GM1-Derivaten

Nachdem durch Charakteriesierung der Kopplungsprodukte der TPD-GM1-Derivate
mit verschiedenen Lipiden eine Referenzbibliothek erstellt worden waren, konnten
nun Zellversuche folgen.

Bei den kurzkettigen Derivaten konnte unter Temperaturblock der Endozytose
gearbeitet werden, so dass hier die Moglichkeit bestand, kinetisch orientierte
Experimente durchzufiihren.

Die langkettigen Sonden bieten auf Grund ihrer geringeren ,,off-rate” die Chance ihre
Lipidumgebung in intraendosomalen bzw. -lysosomalen Membranen zu
untersuchen. Der Grund dafur besteht darin, dass, wie schon erwahnt, nur die
kurzkettigen Verbindungen (z.B. mit Cg-Acylketten) das Lysosom verlassen und im
Golgi-Apparat glykosyliert werden konnen, wahrend die langerkettigen Derivate im

Lysosom verblieben und somit in den Zellen gespeichert wurden.

! Schwarzmann, G. (2001), Semin. Cell Dev. Biol.
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3.5.1 Untersuchungen von Photokopplungsprodukten der photolabilen Cj-
TPD-GM1 in Membranen humaner Fibroblasten

Fir die Untersuchung der Einbaumenge des GM1-Derivats wurden die Photosonden
den kultivierten Fibroblasten exogen als stochiometrischer 1:1-Lipid/BSA-Komplex
angeboten. Der Komplex wurde den Zellen unter Temperaturblock der Endozytose 90
Minuten bei 4°C unter Lichtausschluss angeboten, wonach eine fiur die weiteren
Bearbeitungsschritte ausreichende Menge der Sonden (siehe Tabelle 3-8) in die
extrazellulare Schicht der Plasmamembran inkorporiert wurde. Im Anschluss daran
wurde das Medium gewechselt und je nach Fragestellung wurden die Zellen sofort
belichtet (Plasmamembran-Markierung) oder eine bestimmte Zeit bei 37°C inkubiert
(Endozytose) und danach belichtet. Dabei hangt die Menge der in die
Plasmamembran inkorporierten Sonden neben der Dauer der Inkubation auch von der
Temperatur ab. Zwischen der Inkorporation in die Membran und Adsorption an BSA
besteht ein Verteilungsgleichgewicht, welches sich bei niedrigen Temperaturen
wahrend der Inkubation langsamer einstellt. Ebenso darf man davon ausgehen, dass
der Dissoziationsgrad des Lipid/BSA-Komplexes bei niedrigen Temperaturen
abnimmt, so dass sich die Sonden schwerer aus dem Komplex 16sen. Durch diese
beiden Faktoren werden bei niedrigen Temperaturen weniger Molekule in die
Plasmamembran inkorporiert. Daher war es von Bedeutung nachzuweisen, ob fiir
spatere Detektion der Kopplungsprodukte auf DC und ihrer
massenspektrometrischen Charakterisierung geniigend Material in die Zelle
inkorporiert wurde. Dazu wurde, wie Tabelle 3-8 zeigt, bei verschiedenen
Inkubationsdauern die Einbaurate von Cg,-TPD-GM1 in die Plasmamembran von

humanen Fibroblasten normaler Probanden bestimmt.
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Einbauraten (in nmol Lipid /
Inkubationsdauer (in min)
mg Protein)

60 73+ 1,1
90 14,7 + 1,3
120 16,2 + 0,7

Tabelle 3-8: Einbauraten der C,-TPD-GM1-Sonde in humane Fibroblasten bei 4°C in Abhangigkeit der
Inkubationsdauer (Mittelwerte aus 6 Zellschalen).

Die Zellen wurden jeweils mit einer 10° M Loésung aus 20 nmol C,-TPD-GM1 in 2 ml eines
Mediums aus DMEM und 0,3% fotalem Kalberserum (FKS) inkubiert. Die Inkubationsdauer
betrug 60-90 min bei 4°C. AnschlieBend wurden die Zellen belichtet und mehrmals mit einer
Phosphat-gepufferten Kochsalzlosung (PBS) gewaschen geerntet. Nach Zentrifugation
wurde das Zellpellet erneut mit PBS-Losung gewaschen und in Wasser suspendiert. Aus
dieser Suspension wurde durch Szintillationszdhlung eines Aliquots die Radioaktivitatsmenge
bestimmt. Eine Proteinbestimmung wurde sowohl nach der Methoden von Bradford, als auch
durch BCA-Bestimmung durchgefiihrt.

Die Fehlerbreite in den Versuchen lassen sich eher auf systematische Fehler, als auf
unterschiedliche Einbauraten der Zellen zurtickfilhren. Fehler kénnen zum einen
durch relativ ungenaue Proteinbestimmungen aus Zellhomogenaten kommen; denn
nach Homogenisierung mit einer Pipettenspitze liegen immer noch groBere
Zelltrimmer vor, die die Messung verfalschen und zu , AusreiBern” fithren koénnen.
Zum anderen sind Fehler bei Proteinbestimmungen generell hoch, so dass bei
mehreren Experimenten die Ergebnisse zu hoheren oder tieferen Werten verschoben
sein konnen. Eingesetzt wurden jeweils 20 nmol Lipid pro Zellschale (75 cm?).

Man sieht, dass nach 90 Minuten im Vergleich zu einer kiirzeren Inkubationszeit ein
deutlicher Anstieg der Einbaurate zu verzeichnen ist. Sind nach 60 Minuten erst ca.
35 Prozent des Lipids inseriert, kommt es in den folgenden 30 Minuten zu einer
hundertprozentigen Steigerung. So sind nach 90 Minuten 73,5 % der Ausgangsmenge
inseriert. Danach kommt es kaum noch zu einer signifikanten Steigerung. Nach 120
Minuten sind 81 % Lipid eingebaut. Generell kann also davon ausgegangen werden,
dass nach einer neunzigminutigen Inkubation genugend Material flir Detektion und
Charakterisierung der Kopplungsprodukte von C,-TPD-GM1 in die Zellmembran
inkorporiert wurde.

In friheren Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass

Glucosyl-thio-ceramide auf Grund der thioglykosidischen Bindung durch die
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Glucocerebrosidase nicht gespalten werden.! AuBerdem konnte gezeigt werden,
dass Glucosylceramide, welche einen [**C]-Oktansaurerest tragen, auch
zelltypspezifisch glykosyliert werden.” Bei Untersuchungen mit GM1- und GMS3-
Derivaten, die ebenfalls eine thioglykosidische Bindung zum Ceramid trugen, konnte
beobachtet werden, dass diese in Fibroblasten bis zum Glucosyl-thio-ceramid
abgebaut wurden.” Weiterhin wurde gezeigt, dass nur die kurzkettigen
Verbindungen (z.B. mit Cs-Acylketten) das Lysosom verlassen und im Golgi-Apparat
glykosyliert wurden. Langerkettige Derivate verblieben dagegen im Lysosom und
wurden somit in den Zellen gespeichert.” Es ist daher wichtig zu wissen, ob die hier
verwendeten Photosonden unter den gewahlten Zellkulturbedingungen stabil sind.
Daher wurde der Metabolismus dieser Sonden untersucht; denn im Falle einer
starken Verstoffwechselung wurden die Stoffwechselprodukte Kopplungsmuster
erzeugen, die die komplexen Bandenmuster weiter verkomplizieren, so dass diese
u.U. nicht mehr auswertbar waren.

In vorhergehenden Versuchen konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass selbst nach einer sechsstiindigen Inkubation die Photosonden der Glc-S-Cer-
Derivate unter den gewadhlten Zellkulturbedingungen stabil sind.” In diesen
Versuchen wurden die Sonden fiir Metabolismusstudien 6 Stunden unter
Lichtausschluss bei 37°C in Fibroblasten inkorporiert. AnschlieBend wurden die
Zellen unter Lichtausschluss geerntet. Diese Zeitdauer wurde gewahlt, da sie der
langsten Inkubationszeit bei den folgenden Photokopplungsexperimenten entspricht.
Es konnte gezeigt werden, dass nach dieser Inkubationszeit iberwiegend das noch
nicht-verstoffwechselte Lipid vorhanden war. Insgesamt wurden hier nur geringe
Mengen der TPD-Sonden glykosyliert. Auf Grundlage dieser Studien kann davon
ausgegangen werden, dass sich auch die komplexen Gangliosidsonden nicht anders
verhalten und man im Rahmen der gewahlten Inkubations- und Endozytosezeiten
keine oder nur sehr geringe Abbauprodukte wiederfindet (siehe Kapitel 3.5.2). So
wurden humane Fibroblasten fur 36h mit C,,-TPD-GM1 inkubiert. Die Lipidextrakte

wurden ohne Belichtung diinnschichtchromatographisch untersucht. Im Falle einer

Verstoffwechselung sollten neben einer Bande von C,,-TPD-GM1 weitere radioaktive

! Albrecht, B. et al. (1995), Carbohydr. Res.

i Schwarzmann, G. et al. (1995), J. Biol. Chem.

i Schwarzmann, G. (2001), Semin. Cell Dev. Biol.
¥ Hérnschemeyer, J. (2001), Dissertation
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Banden auftreten. In Abbildung 3-28 und 3-29 sieht man, dass weder ein Abbau zu

GM2, noch ein nachweisbarer Aufbau zu GD1a stattgefunden hat.

3.6.1.1 Untersuchung der Lipidumgebung von C,-TPD-GM]1 in der

Plasmamembran humaner Fibroblasten

Wie bereits in der Einleitung erwdahnt, ist die Lipiddoppelschicht asymmetrisch
aufgebaut. In der zytosolisch orientierten Lipidschicht findet sich eine andere
Zusammensetzung als in der dem Extrazellularraum zugewandten Seite. Auf der
auBeren Seite sind im tberwiegenden MaBe Phosphatidylcholin und Sphingomyelin
lokalisiert, wahrend die zytosolische Seite Phosphatidylethanolamin,
Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol und Phosphatidsaure tragt. Die Gruppe der
Glykosphingolipide ist bis auf das Glucosylceramid hingegen streng extrazellular
orientiert. In diesem Abschnitt sollte die Lipidnachbarschaft der Glykosphingolipide
in der Plasmamembran von humanen Fibroblasten untersucht werden. Dazu wurden
die Zellen mit C.-TPD-GM1 90 Minuten bei 4°C inkubiert, wobei die Lipidmolekiile in
die extrazellulare Seite der PM inkorporiert wurden. AnschlieBend wurde das
Medium gewechselt und die Zellen belichtet. Da GM1-Sonden auf Grund ihrer
hydrophilen Kopfgruppe nicht zu einer spontanen transversalen Diffusion (,flip-flop“)
fahig sind, darf man davon ausgehen, dass sie sich nur in der extrazellularen Seite
der PM aufhalten. Damit erwartet man bei diesen Insertionsexperimenten in die
Plasmamembran auch uberwiegend Kopplungsprodukte mit PC, SM und Cholesterol.
Betrachtet man den Anteil der Phospholipide an der Plasmamembran humaner
Fibroblasten, ergeben sich Werte von ca. 50 % vom Gesamtlipidanteil. Davon
wiederum sind ca. 40 % Phosphatidylcholin und 16 % Sphingomyelin.' Fiir Cholesterol
werden in der Literatur sehr wunterschiedliche Werte angegeben. Je nach
Bestimmungsmethode erhédlt man Werte zwischen 30 und 40 Mol-%. Hohere
Konzentrationen fiihren vermutlich zur Ausbildung von hexagonalen Phasen und zur
Destabilisierung der Membran.

Damit ergibt sich ein theoretisches Verhaltnis der Kopplungsprodukte der

Photosonde mit Cholesterol:PC:SM von etwa 2:1:1 (fir die auBere Membranalfte).

i

van Meer, G. und van Genderen, I.L. (1994), Subcellular biochemistry, Vol. 23, Physicochemical
methods in the study of biomembranes
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Dieses wiirde bei einer Gleichverteilung der Lipide in der extrazellularen Seite der

Plasmamembran gelten.

Die Abbildung 3-23 und die Auswertung der gefundenen Photokopplungen in
Diagramm 3-2 zeigen jedoch ein vollig anderes Bild. Als Hauptprodukt wurden die
Kopplungsprodukte von TPD-GM1 mit Cholesterol gefunden. Die Photoinsertionen in

PC und SM als Hauptlipide dieser Membranhalfte konnten mit geringem Anteil

gefunden werden.

C5-TPD-GM1 .
insertion

DOPC-Referenz

Dimer von C5-TPD-GM1

Auftrag -

Cholesterolinsertion
Diazoisomer

PCinsertion

SMinsertion

3 4 b

Abbildung 3-23: Plasmamembran-Markierung von humanen Fibroblasten mit C,-TPD-GM1-Sonde. 90
Minuten Fitterung von 10 uM C5-TPD-GM1-Photosonde (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) in HMEM
an humane Fibroblasten bei 4°C unter Lichtausschluss. AnschlieBend Medienwechsel und

Belichtung.

Bahn 1: Unbelichtete C5-TPD-GM1-Sonde

Bahn 2: Referenzen: Wasserinsertionsprodukt

Bahn 3: Referenzen: Insertion in DOPC

Bahn 4: Zellextrakte nach Belichtung bei 4°C

Bahn 5: Zellextrakte nach Belichtung bei 4°C und alkalischer Hydrolyse

Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser 50:50:10 (v/v/v)

Diagramm 3-2 zeigt das Ergebnis der Auswertung der gefundenen Photokopplungen

mit den Lipiden aus Abbildung 3-23. Aufgefiihrt sind die Werte der Quantifizierung

der Banden nach dunnschichtchromatographischen Trennung :
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Prozentuale Verteilung der Insertionsprodukte bei
Endozytoseblock (4°C)
O Cholesterolinsertion
B PC-insertion
100+ O SM-insertion
90 O Wasserinsertion
80 B Diazoisomer / sonst.
70+
Insertion in (538 :
Prozent
40- ____—
30
20+
10
0-
Kopplungsprodukte
O Cholesterolinsertion 42,5
B PC-insertion 8,5
0O SM-insertion 4,5
O Wasserinsertion 36,25
B Diazoisomer / sonst. 7,5

Diagramm 3-2: Prozentuale Verteilung der Insertionsprodukte von Cg-TPD-GM1 in der
Plasmamembran nach 90 Minuten Inkubation von mit 10 uM Cg-TPD-GM1 in HMEM bei
Endozytoseblock (4°C) unter Lichtausschluss. AnschlieBend Medienwechsel und Belichtung bei
0°C; Dargestellt sind die Mittelwerte aus einer Doppelbestimmung.

Es wird ersichtlich, dass ein ganzlich anderes Verhaltnis der Kopplungsprodukte
erhalten wurde, als es bei einer Gleichverteilung der Lipide in der PM zu vermuten
war. Als Hauptprodukt wurde mit 42,5 % Anteil an der Gesamtradioaktivitat der
Bahn Kopplungsprodukte von TPD-GM1 mit Cholesterol gefunden. Dahingegen sind
die Anteile der Photokopplungen mit PC und SM, welche die weiteren Hauptlipide
dieser Membranhalfte stellen, nur mit 8,5 % bzw. 4,5 % vertreten. Die Wasserinsertion
entspricht mit 36,25% ungefahr dem Anteil, der auch in den Referenzliposomen
(40,5%) gefunden wurde. Das Diazoisomer bzw. nicht umgesetztes C,-TPD-GM1
konnte mit 7,5% nachgewiesen werden.

Beriicksichtigt man nur die drei Kopplungsprodukte, die mit Lipiden der aulBeren
Membranschicht entstehen, erhalt man nach Normierung abzgl. Wasserinsertion und
Diazosiomer folgende prozentuale Verteilung: Cholesterol 76,5 %, PC 15,5 % und SM 8
% (siehe Diagramm 3-3).

Das entspricht einem Verhaltnis der Kopplungspartner von photolysiertem C,-TPD-
GM1 mit Cholesterol:PC:SM von etwa 9,56:1,9: 1.
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Prozentuale Verteilung der Insertionsprodukte bei
Endozytoseblock (4°C) - normiert
O Cholesterolinsertion
B PC-Insertion
1009 OSM-Insertion
90+
80
70
I - 60
e 5o,
40+
30
20+
10
O _
Kopplungsprodukte
O Cholesterolinsertion 76,5
B PC-Insertion 15,5
OSM-Insertion 8

Diagramm 3-3: Prozentuale Verteilung der Insertionsprodukte von C;-TPD-GM1 in der
Plasmamembran nach 90 Minuten Inkubation von mit 10 uM Cg-TPD-GM1 in HMEM bei
Endozytoseblock (4°C) - nach Normierung abzgl. Wasserinsertion und Diazoisomer.

Bei einer Gleichverteilung der Lipide innerhalb der Plasmamembran und einer
stochiometrischen Kopplung sollte eine solche Zusammensetzung nicht vorkommen,;
man hatte in diesem Fall ein Verhaltnis von 2:1:1 (Cholesterol:PC:SM) der
Photoinsertionsprodukte mit TPD-GM1 erwarten diirfen. AuBerdem zeigen die GM1-
Photosonden in Modellmembranen keine praferenzielle Insertion in Cholesterol
(siehe Kapitel 3.4.2.1). Daher kann man davon ausgehen, dass die Sonde in der
Plasmamembran in Cholesterol-reiche Doméanen eingebaut wurde. Da die
Photokopplung sehr schnell geschieht, muss diese Domane schon vor der Belichtung
existiert haben. Dieser Befund steht im Einklang mit der fur C,-TPD-
Glucosylthioceramid  (C,-TPD-Glc-S-Cer)  beobachteten  Photokopplung  der
Plasmamembranlipide. Hier wurden Verhaltnisse der Kopplungspartner von C,-TPD-

Glc-S-Cer (Cholesterol:PC:SM) von ca. 11,6 : 2,1 : 1 beobachtet. AuBerdem bestatigt

87



Ergebnisse

es die elektronenmikroskopischen Beobachtungen, nach denen Biotin-GM1 nach
Einbau in die Plasmamembran in ca. 100nm groBen Clustern lokalisiert wurde (siehe

Kapitel 3.3).

Wie es bereits flir Referenzliposomen gezeigt werden Lkonnte, koppeln die
kurzkettigen Derivate der Photosonden nach Einbau in die Plasmamembran und
nach Belichten zu einem Uberwiegenden Anteil mit Wasser. Ein betrachtlicher Teil
dieser Wasserinsertionsprodukte entstammt wie beschrieben durch die Moglichkeit
der kurzkettigen Sonden, sich aus der Ebene der Membran in die wassrige
Umgebung zu lésen (,off-rate/hopping-Bewegung”). Ebenso wird aber auch ein
gewisser Anteil durch Kopplung mit in der Membran eingelagertem Wasser
entstanden sein.

Die Verbindungen, die durch Wasserinsertion entstanden sind und das durch
unvollstandige Photolyse umgelagerte Diazoderivat sollten auf Grund ihrer nur
lockeren Bindung leicht mit BSA aus der Plasmamembran re-extrahierbar sein
(,back-exchange"). Dazu wurden die Zellen nach Belichtung dreimal mit 100 uM
BSA in HMEM bei 4°C gewaschen. Das erhaltene ,back-exchange“-Medium kann
anschlieBend weiter aufgearbeitet und iiber DC charakterisiert werden. Behandelt
man also die Zellen mit BSA, sollten die Photokpplungsprodukte mit Wasser, das
Diazoisomer, sowie nicht umgesetztes C.-TPD-GM1 entfernt werden. Die an
Membranlipide durch Photokopplung kovalent gebundenen Derivate sollten nur
durch Extraktion mittels organischer Losungsmittel zu isolieren sein.

Abbildung 3-24 =zeigt ein Diinnschichtchromatogramm von Extrakten humaner
Fibroblasten nach einer Plasmamembran-Markierung, sowie die Bestandteile des

»back-exchange“-Mediums.
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Insertion in Cholesterol

C5-TPD-GM1 l e
Diazoisomer —— - -

Wasserinsertion —M — -
Insertion in PC

Insertion in SM

Auftrag -

1 2 3

Abbildung 3-24: Dinnschichtchromatogramm von Extrakten humanen Fibroblasten nach einer
Plasmamembran-Markierung von mit C,-TPD-GM1. Die Zellen wurden 90 min bei 4°C mit einer
10 uM-Losung der Sonde in HMEM (als 1:1-Lipid/BSA-Komplex) inkubiert; anschlieBend
erfolgten ein Medienwechsel und die Belichtung. Danach wurde ein ,back-exchange"” (BE) der
kurzkettigen Verbindungen (dreimal fur je 10 min mit 2ml 100 uM BSA in HMEM bei 4°C)
durchgefiihrt. (Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser 50:50:10 (v/v/v).)

Bahn 1: Unbelichtete C;-TPD-GM1-Sonde

Bahn 2: Zellextrakt

Bahn 3: ,,back-exchange“-Medium

Bahn 2 =zeigt eine Extraktion mittels organischer Losungsmittel aus der
Plasmamembran nach 90 Minuten. Man erkennt die Kopplungsprodukte von
Cholesterol, PC und Sphingomyelin neben der Wasserinsertion und dem
umgelagerten Diazoisomer. Nach Behandlung mit BSA zeigt Bahn 3, wie erwartet,
nur die Kopplungsprodukte der Wasserinsertion und das Diazoisomer. Die an
Membranlipide durch Photokopplung gebundenen Molekiile konnten nicht mit BSA

extrahiert werden bzw. liegen diese Extrakte unter der Nachweisgrenze.

3.5.1.2 Andert sich die Lipidumgebung von C,-TPD-GM1 im Zuge der

Endozytose?

In diesem Kapitel wird die Frage behandelt, ob und wie sich die Lipidumgebung der
Sonden im Zuge der Endozytose verandert. Dazu wurde die C,-TPD-GM1-Photosonde
als 1:1-Lipid/BSA-Komplex an humane Fibroblasten gefuttert, und die Zellen wurden

zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Endozytose belichtet und ihre Lipide



Ergebnisse

extrahiert. Die erhaltenen Extrakte wurden im Anschluss
dinnschichtchromatographisch untersucht. Als Zeitfenster wurden
Inkubationszeiten von 2, 4, 8, 15, 30, 60 und 120 Minuten unter Lichtausschluss bei
37°C gewahlt.

Zu beachten ist hierbei, dass es zu Beginn der Endozytose (2, 4 und 8 Minuten-
Werte) noch gewisse Schwankungen in den erhaltenen Messergebnissen geben
kann. Diese sind eventuell auf die schnellen Aufwarm- und Abkuhlphasen der Zell-
schalen zuriickzufiihren, die noétig waren, um so kurze Endozytosezeitraume darzu-
stellen. Allerdings zeigt die Gesamtauswertung auch, dass diese Schwankungen fir
den allgemeinen Trend der Steigung bzw. Erniedrigung der Insertionswerte kaum
von Belang waren.

In Abbildung 3-25 und 3-26 erkennt man wieder die typischen Kopplungsmuster der
Photosonde mit Cholesterol, Phosphatidylcholin und Sphingomyelin. Als Beispiel

seien hier die Chromatogramme der 2’ und 15’-Inkubationen gezeigt.
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Abbildung 3-25: Diuinnschichtchromatogramm der Kopplungsprodukte mit Lipiden von humanen
Fibroblasten. 90 Minuten Inkubation mit 10uM C,-TPD-GM1-Sonde in HMEM (als 1:1-
Lipid/BSA-Komplex) bei 4°C, Medienwechsel und 2 Minuten-Inkubation bei 37°C unter
Lichtausschluss. AnschlieBend ,back-exchange” der in die PM inserierten Molekiile und
Belichtung.

Bahn 1: unbelichtetes C4-TPD-GM1
Bahn 2&3: Zellextrakt

Bahn 4&b5: Zellextrakt nach alkalischer Hydrolyse

Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser 65:40:9 (v/v/v)
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Abbildung 3-26: Diuinnschichtchromatogramm der Kopplungsprodukte mit Lipiden von humanen
Fibroblasten. 90 Minuten Inkubation von 10uM C,-TPD-GM1-Sonde in HMEM (als 1:1-
Lipid/BSA-Komplex) bei 4°C, Medienwechsel und 15 Minuten-Inkubation bei 37°C unter
Lichtausschluss. AnschlieBend ,back-exchange” der in die PM inserierten Molekiille und
Belichtung.

Bahn 1&2: Zellextrakt

Bahn 3&4: Zellextrakt nach alkalischer Hydrolyse
Bahn 5: Referenzliposomen Cholesterol/DOPC/Sonde — 30:68:2 (mol-%)
Bahn 6: Referenzliposomen Cholesterol/DOPC/SM/Sonde — 30:38:30:2 (mol-%)

Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser 50:50:10 (v/v/v)
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Die Quantifizierung der einzelnen Banden ergab fiir die verschiedenen Zeitraume,

dass die Insertion in Cholesterol trotz relativ kurzer Endozytosedauer im Vergleich zu

den zuvor beschriebenen PM-Experimenten verhaltnismafBig stark reduziert ist.

Dahingegen zeigen die anderen Banden, die durch Insertion in PC oder SM

herrihren, eine deutliche Zunahme.

Insertionsprodukt 2’ q 8’ 15’ 30’ 60’ 120’

Cholesterol 48 + 15/44:05/42:05|39+1,0/36+05|32+20| 3015
PC 8+05] 9+05/12+05|112+15|/16+1,0]/18+0,5| 20+ 1,0
SM 4+10| 6+10, 7+05/10+1,0{12+15|14+15| 15+1,0
Wasser 34:+20/35:+05(38+10{36+10{38+25|35+15|35+25

Tabelle 3-9: Anteil der Insertionsprodukte in % von Zellextrakten von Cg-TPD-GM1 an humanen
Fibroblasten nach 90 Minuten Inkubation mit 10 uM Sonde in HMEM (als 1:1-Lipid/BSA-
Komplex) bei 4°C, Medienwechsel und anschlieBender Inkubation von der angegebenen
Minutenzahl bei 37°C unter Lichtausschluss. Die Fehlergrenzen ergeben sich aus den Werten
der Dreifachbestimmung.

Diagramm 3-4 zeigt eine graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 3-9:

Anteil der Kopplungsprodukte von C5-TPD-GM1 im
Zuge der Endozytose
100 =—&—Insertion in Cholesterol
90 A —#—Insertion in PC
g 80 -
o 70 —#&—Insertion in SM
o
A 60 | Insertion in Wasser
= i
o 50 .\: .
9 40 N < o
5 30 T —
g 20 -
10 M
0 T T T T T T
2! 4' 8' 15' 30 60' 120'
Inkubationsdauer in min

Diagramm 3-4: Graphische Darstellung der Insertionsprodukte C,-TPD-GM1 in % von Zellextrakten von
humanen Fibroblasten.
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Man erkennt eine deutliche Anderung der Nachbarschaft der Photosonde bereits im
frihen Verlauf der Endozytose. Dies spricht flir ein Herauslosen der Sonden aus den
Cholesterol-reichen Doméanen. Modglicherweise kommt es sogar schon bei der
Vesikelknospung aus der Plasmamembran oder in den frihen Endosomen zu dieser
Umverteilung.

Noch deutlicher wird der Effekt nach Normierung, d.h. ohne Betrachtung der
Produkte, die durch Wasserinsertion bzw. Umlagerung der Diaziringruppe

(Diazoisomer) entstehen (Diagramm 3-5).

Anteil der Kopplungsprodukte von C5-TPD-GM1 im Zuge
der Endozyvtose - nach Normierung abzg. Wasser

100 =—¢—Insertion in Cholesterol
a 90 1 —#—Insertion in PC
(0] 80
5 70 | =& Insertion in SM
A 60
8 50
g | Too—
o) 40
o 30
% 20 4
a
— 10
0
2' 4 8' 15' 30' 60' 120'
—&— Insertion in 80 74 69 64 56 50 46
Cholesterol
== Insertion in PC 13 15 20 20 25 28 31
=& Insertion in SM 7 10 11 16 19 22 23

Diagramm 3-5: Anteil in % der Insertionsprodukte von Zellextrakten von C,;-TPD-GM1 an humanen
Fibroblasten im Zuge der Endozytose.

Es wird deutlich, dass sich bereits nach kurzer Endozytosedauer die Zusammen-
setzung der Lipidnachbarschaft der C5-GM1-Photosonde andert. Die Insertion in
Cholesterol ist trotz relativ kurzer Endozytosedauer im Vergleich zu den zuvor
beschriebenen PM-Experimenten verhaltnisméafBlig stark reduziert, wohingegen
andere Banden, die durch Insertion in PC oder SM herrithren, verstarkt zu detektieren
sind. So nimmt die Insertion in Cholesterol innerhalb von 15 Minuten schon um ein
Finftel ab. Nach zweistindiger Inkubation hat sich der Anteil der

Kopplungsprodukte mit Cholesterol anndhernd halbiert. Die Anteile der
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Photoinsertionen in PC und SM verdreifachen sich anndhernd. Dieses verdeutlicht
die bereits in Diagramm 3-4 gezeigte Tendenz, dass sich die Photosonde im Laufe

der Endozytose aus den Mikrodomanen herauslost.

3.5.2 Untersuchungen zur Photokopplung der C,,-TPD-GM1-Sonde mit

Lipiden in inneren Membranen verschiedener Zelltypen

Wie bereits erwahnt und gezeigt, diffundieren Ganglioside mit Acylketten von C-18
nicht aus inneren Membranen heraus. Da C,,-TPD-GM1 in etwa einem GM1 mit
einem Palmitinsdurerest im Ceramidteil entspricht, kann man bei geniigend langer
Inkubationsdauer erwarten, dass es sich in Lysosomen anreichert und man auch
einen guten Einblick in die Lipidzusammensetzung der Membranen von MVBs
bekommt.

Im Gegensatz zu der kurzkettigen Cb-Photosonde kann C,,-TPD-GM1 den Zellen
nicht uber einen Lipid:BSA-Komplex angeboten werden. Daher muss den Zellen das
C,,-TPD-GM1 exogen aus Mizellen angeboten werden. Dies bedingt, dass man nicht
unter Temperaturblock der Endozytose arbeiten kann, da hierbei keine oder nur sehr
wenige Molekiile der Photosonde in die Plasmamembran wechseln.

Selbst bei 37°C inseriert nur ein Bruchteil von Photosonden in die Plasmamembran im

Vergleich zu den Einbauraten bei C.-TPD-GM1, wie Diagramm 3-5 zeigt:
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Insertionsrate in CPM von C10-TPD-GM1 in
verschiedenen Zelltypen

O CPM aus Zelliberstand
B CPM aus Trypsintiberstand
OCPM aus Zellextrakt
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CHO hF-ML NP-C hF-oB
O CPM aus Zelliiberstand 592000 539000 534000 546000
B CPM aus Trypsintiberstand 44000 23350 76500 66300
OCPM aus Zellextrakt 208080 183680 182760 179610

Diagramm 3-5: Einbaurate (in CPM) von C,,-TPD-GM1 bei 37°C in verschiedene Zelltypen. Die
Inkubationsdauer betrug 36h und eingesetzt wurden 20 nmol Lipid in DMEM pro Zellschale.
Nach der Inkubation wurde das Medium gewechselt, und die Zellen wurden trypsiniert. Danach
erfolgte die Belichtung und ein erneuter Mediumwechsel zur Zellernte. Es wurden jeweils
Aliquots aus dem Zelliberstand vor Trypsinierung, aus dem Trypsinmedium und aus dem
Extrakt nach Zellernte entnommen. Die Angaben sind auf mg Protein normiert.

Bezeichnung der Zelltypen:

CHO Chinese Hamster Ovary Cells

hF-ML humane Fibroblasten von Patienten mit Morbus Landing-Erkrankung
NP-C humane Fibroblasten von Patienten mit Niemann-Pick Typ C-Erkrankung
hF-oB humane Fibroblasten normaler Probanden

In Spalte 1 werden die Werte der Extrakte der verschiedenen Medien aus Zellen von
Chinese Hamster Ovaries aufgefiihrt. Diese Zellen sind ohne pathogenen Befund. Die
anderen 3 Spalten sind humane Fibroblasten (hF). In Spalte 2 sind Zellen von
Patienten mit dem Krankheitsbild Morbus Landing gezeigt. In diesen ist der Abbau
von GM1 zu GM2 durch GM1-B-Galaktosidase defekt. Hier sollte also kein Abbau der
Sonden erfolgen. Die nach Inkubation und Belichtung erhaltenen Kopplungsprodukte
sollten also nur aus den intakten Sondenmolekiilen in Membranen entstanden sein
und nicht aus deren Abbauprodukten. Diese kann man nun mit den
Kopplungsmustern der dunnschichtchromatographischen Trennung bei den anderen
Zelltypen vergleichen. Finden sich Kopplungsprodukte mit identischem R-Wert, so
kann man davon ausgehen, dass diese ebenfalls nicht aus Abbauprodukten folgen,
sondern aus Photokopplungen der intakten Sonde mit Membranlipiden entstammen.

Die dritte Spalte zeigt die Extrakte aus Zellen mit der Niemann-Pick Typ C’schen
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(NP-C) Erkrankung. In diesen fiithrt ein Defekt des NPC1-Gen zur massiven
Speicherung von Cholesterol in zytosolischen Vakuolen, die lysosomale Marker
enthalten (spate Endosomen, Lysosomen und/oder lamellare Korperchen, die aus
solchen Organellen entstehen). Die letzte Gruppe sind Werte aus humanen
Fibroblasten normaler Probanden (hF-oB).

Man sieht, dass in allen 4 Zelltypen in etwa gleichviel GM1-Sonde in die Zellen
gelangt. Lediglich in den CHO-Zellen wurden ca. 15 % mehr Lipid inseriert, was auf
eine vermehrte Zellzahl zuriickzufuhren ist, und damit auch auf eine dichtere
Substratbesetzung und eine hohere Membrandichte. Jedoch wurde ein Grossteil der
angebotenen Sonde vor der Trypsinierung mit dem Inkubationsmedium wieder
abgenommen, d.h. nur ca. 40 % von C,,-TPD-GM1 gelangten in die Zellmembran bzw.
haften als Mizellen an der Membran. Dieser anhaftende Teil sollte durch die
Behandlung mit Trypsin entfernt werden, so dass nur die in die Plasmamembran
inserierten Photosonden zurickbleiben. Auch haftet ein erheblicher Anteil an den
GefaBwanden der Zellkulturschalen, der ebenfalls in diesen 40 % enthalten ist, aber
fir die Zellen nicht als Substrat zur Verfiigung steht. In fritheren Arbeiten' konnte
gezeigt werden, dass nur ein sehr geringer Teil (2-5 %) langkettiger Ganglioside aus
Mizellen in Plasmamembranen inseriert werden koénnen. In Tabelle 3-10 werden die
Anteile der GM1-Photosonde in den verschiedenen Uberstanden und Extrakten

aufgefiihrt.

Anteil der C,,-TPD-GM1-Photosonde aus den verschiedenen Medien (prozentual

und absolut in nmol)

Zelliberstand Trypsinuberstand Zellextrakt
Zelltyp % nmol % nmol % nmol
CHO 59,2+2,6 11,84 44+1,1 0,88 20,8+1,3 1,81
hF-ML 53,9+1,8 10,78 2,3+0,8 0,46 18,4+1,5 1,60
NP-C 53,4+4,3 10,68 7,7+0,7 1,54 18,3+1,5 1,59
hF-oB 54,6+2,3 10,92 6,6+1,0 1,32 17,9:0,8 1,56

Tabelle 3-10: Anteil von C,-TPD-GM1 in den Extrakten der Medien nach verschiedenen
Arbeitsschritten. Die Zellen wurden mit 20 nmol Sonde in DMEM fir 36h bei 37°C inkubiert.
Anschliessend erfolgte Medienwechsel und Trypsinierung. Nach Belichtung erfolgte die
Zellernte. Die Fehlergrenzen ergeben sich aus den Werten der Dreifachbestimmung.

! Callies, R. et al. (1977), Eur. J. Biochem.
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Deutlich wird, dass lediglich 2,3 — 7,7 % der Photosonde durch Trypsinierung wieder
abgelost wurden. Dies steht im Widerspruch zu dem erwarteten Ergebnis, dass der
grofte Teil der Photosonde durch diese Behandlung hatte entfernt werden sollen.
Wenn man davon ausgeht, dass nur 2-5 % von C,,-TPD-GM1 in die Plasmamembran
inseriert hat, befindet sich der Rest immer noch in mizellarer Form an der
Plasmamembranoberflache. Jedoch wurde, um eine Schadigung der Zellen zu
vermeiden, auf eine extremere Behandlung der Zellen mit Trypsin verzichtet. Dies
fuhrte naturlich, wie man in den folgenden Zellversuchen sieht (Kapitel 3.5.1.3 —
3.56.1.6) zu einer Erhohung der Anteile der Pauci- und Multimeren
Kopplungsprodukte. AuBerdem erhoht sich ebenfalls der Anteil des
Wasserinsertionsproduktes, da zum einen in den Mizellen ein hoherer Anteil an
Wasser vorhanden ist als in der Plasmamembran, und zum anderen die ,,off-rate” der
langkettigen Photosonden aus Mizellen hoher ist als aus Membranen.

Da jedoch eine Normierung der gefundenen Anteile erfolgt (d.h. eine Betrachtung der
Produkte, ohne solche, die durch Wasserinsertion bzw. Umlagerung der
Diaziringruppe (Diazoisomer) entstehen), spielen diese Kopplungsprodukte fiir die

Auswertung der Anteile der Lipidkopplungsprodukte keine Rolle.

3.5.2.1 Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in Membranen humaner

Fibroblasten normaler Probanden

Als erstes sollten die Kopplungsprodukte der C10-GM1-Sonde in humanen
Fibroblasten normaler Probanden untersucht werden. Es wurden jeweils 20 nmol
Photosonde pro Zellschale eingesetzt und 36h bei 37°C unter Lichtausschluss
inkubiert. Danach wurde das Medium gewechselt und die Zellen ebenfalls im
Dunklen mit einer Losung aus EDTA/Trypsin in DMEM behandelt. Dadurch sollten
anhaftende Mizellen oder nicht vollstandig in die Plasmamembran inserierte
Molekiile entfernt werden. Nach der Belichtung erfolgte ein erneuter Medienwechsel
und Zellernte.

Abbildung 3-27 zeigt die Lipidextrakte aus humanen Fibroblasten normaler
Probanden, sowie Kopplungsprodukte aus Modellmembranen (die prozentuale

Zusammensetzung ist in der Legende angegeben).
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Abbildung 3-27: Diunnschichtchromatogramm der Kopplungsprodukte mit Lipiden von humanen
Fibroblasten 36h Inkubation mit 20nmol C,,-TPD-GM1-Sonde in DMEM bei 37°C,
Medienwechsel und Trypsinierung unter Lichtausschluss. AnschlieBend Belichtung und
Zellextraktion. (Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl2/100 mM KCI1 50:50:4:8 (v/v/v/v))

Bahn 1: Zellextrakt aus humanen Fibroblasten

Bahn 2: Zellextrakt nach alkalischer Hydrolyse

Bahn 3: Referenzliposomen DOPC/Cholesterol/Sonde — 75:20:5 (mol-%)
Bahn 4: Referenzliposomen DOPC/SM/Sonde — 65:30:5 (mol-%)

Bahn 5: Referenzliposomen DOPC/BMP/Sonde — 75:20:5 (mol-%)

Bahn 6: Referenzliposomen DOPC/DOPE/Sonde — 47,5:47,5:5 (mol-%)
Bahn 7: unbelichtetes C,,-TPD-GM1

In den Bahnen 1 und 2 erkennt man im DC nur wenige Kopplungsprodukte.
Hauptséachliche sind breite Banden von mehrfach Kopplungsprodukten mit niedrigem
R-Wert entstanden. AuBerdem finden sich noch das Diazoisomer und die
Wasserinsertion als deutliche Banden. Ganz schwach ist oberhalb der Diazoisomer-
Bande noch eine weitere Bande zu erkennen. Dass es sich hierbei um ein BMP-
Kopplungsprodukt handeln konnte, zeigt die alkalische Hydrolyse. BMP sollte durch
diese gespalten werden. Da jedoch die Esterbindungen im BMP, wie auch in anderen

Zellversuchen bestatigt wurde, teilweise Hydrolyse-bestdndig sind, bleibt unter
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diesen Bedingungen immer noch eine Spur ungespaltenes BMP zuriick.! Dieser
Befund konnte durch MALDI-TOF-MS bestatigt werden (die gefundenen Werte
entsprechen denen aus Tabelle 3-7 Kapitel 3.4.2.5).

In Bahn 2 erkennt man jedoch eine durch die alkalische Hydrolyse neu entstandene
Bande. Diese zeigt die abgespaltenen Fettsauren der Lipide, welche mit einer GM1-
Sonde gekoppelt waren.

Es lassen sich nur wenige Kopplungsprodukte von PC, SM oder Cholesterol
entdecken. Diese Banden sind so schwach, dass sie nur in sehr starker
Kontrastierung des DC sichtbar sind.

Die Werte fur diese Banden finden sich zusammen mit den ,sichtbaren” in der

folgenden Tabelle 3-11:

Anteile der gefundenen Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in humanen
Fibroblasten
Anteil Kopplungsprodukt Anteil Kopplungsprodukt
in % in % - nach Normierung
Cholesterol >0,1 >1,0
PC 1,9 + 0,2 31,5
SM 1,4 + 0,2 22,5
BMP 28+0,5 46,0
Diazoisomer 10,3 + 0,6 -
Wasserinsertion 11,0 + 0,7 -
Di-/Trimer 25,2 + 15 -
Multimer 9,1+ 0,2 -

Tabelle 3-11: Anteil der Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in den Extrakten humaner Fibroblasten
normaler Probanden nach 36h Inkubation bei 37°C. Die Fehlergrenzen ergeben sich aus den
Werten der Dreifachbestimmung. Die Normierung auf 100% erfolgte anteilsmafBig nach Abzug
aller ,,Nicht-Lipid-Insertionen” (d.h. Diazoisomer, Wasserinsertion und Di-/Tri-/Multimere).

Nach Normierung ist dann doch eine deutliche Verteilung der Kopplungsprodukte
auszumachen. Wahrend PC- und SM-Kopplungsprodukte mehr oder weniger

gleichverteilt sind, ist die Insertion in BMP deutlich erhoht.

! Breiden, B. und Werth, N. (2003) personliche Mitteilung
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Die hohen Anteile von Pauci- und Multimeren sind auf eine nicht vollstandige
Trypsinierung der Zellen zurtickzufiihren. Ein weiterer Grund kann sein, dass neben
den Photo-GM1-Sonden noch weitere Glykolipide in der Sondennachbarschaft
vorliegen, die das Ergebnis verfalschen konnen. Dies mag bedeuten, dass die C,,-
TPD-GM1-Sonden in Regionen intralysosomaler Vesikel inserieren, die reich an
Glykolipiden sind. Dies wiirde ebenfalls einen Teil der Mehrfachkopplungen erklaren.
Die Charakterisierung der gefundenen Banden erfolgt (in diesem Versuch und auch
den anderen Zelltypen) zum einen durch R-Werte, welche denen aus
Vergleichsliposomen aus Kapitel 3.4.2.4 entsprechen, sowie durch
massenspektrometrische Untersuchung mittels MALDI-TOF. Auch diese Werte
wurden bereits in Kapitel 3.4.2.5 aufgefiihrt.

Lediglich die Mehrfachkopplungen konnten nicht zweifelsfrei durch die
Massenspektrometrie aufgeklart werden. Daher wurden diese Banden nur auf Grund

ihrer R-Werte zugeordnet.

3.5.2.2 Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in Membranen humaner

Fibroblasten von Patienten mit Niemann-Pick-Typ C-Erkrankung

Als nachsten Zelltyp wurden humane Fibroblasten von Patienten mit der Niemann-
Pick-Typ C’schen Erkrankung untersucht. Auf Grund der Speicherkrankheit sollte
man hier einen groBeren Anteil an Cholesterolinsertionen erwarten, da der Defekt
des NPC1-Gen zur massiven Speicherung von Cholesterol in zytosolischen Vakuolen,

die lysosomale Marker enthalten (wie z.B. spate Endosomen) fiihrt.
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Abbildung 3-28: Diunnschichtchromatogramm der Kopplungsprodukte mit Lipiden von humanen
Fibroblasten (typ NPC) nach 36h Inkubation mit 20nmol C,,-TPD-GM1-Sonde in DMEM bei 37°C,
Medienwechsel und Trypsinierung unter Lichtausschluss. AnschlieBend Belichtung und
Zellextraktion.

Bahn 1: Zellextrakt aus NPC-Zellen

Bahn 2: Zellextrakt aus NPC-Zellen nach alkalischer Hydrolyse

Bahn 3: Zellextrakt aus NPC-Zellen ohne Belichtung

Bahn 4: Referenzliposomen DOPC/Cholesterol/Sonde — 75:20:5 (mol-%)
Bahn 5: Referenzliposomen DOPC/SM/Sonde — 65:30:5 (mol-%)

Bahn 6: Referenzliposomen DOPC/BMP/Sonde — 75:20:5 (mol-%)

Bahn 7: Referenzliposomen DOPC/DOPE/Sonde — 47,5:47,5:5 (mol-%)
Bahn 8: unbelichtetes C,,-TPD-GM1

Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl2/100 mM KC1 50:50:4:8 (v/v/v/v))

Es finden sich deutliche Banden mit hohem R,-Wert, die Mehrfachkopplungsprodukte
bzw. nicht-identifizierbare GSL-Kopplungen darstellen.

Auch hier ist der Hauptanteil dieser Kopplungen auf die nicht vollstandige
(,schonende”) Trypsinierung der Zellen zuriickzufiihren. Wie erwartet, ist im

Vergleich zu ,,Normalzellen" eine hohere Cholesterolinsertion zu sehen (Vgl. Tabelle
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3-12 und Tabelle 3-13). Bahn 2 zeigt die Extrakte nach alkalischer Hydrolyse. Wie
auch bei humanen Fibroblasten normaler Probanden findet man hier gegeniiber Bahn
1 eine zusatzliche Bande, welche die durch alkalische Hydrolyse abgespaltenen
Fettsduren mit gekoppelter Sonde darstellt. In Bahn 3 wurden Extrakte aus
unbelichteten NPC-Zellen aufgetragen. Hier wurde erwartet, dass man nur C,,-TPD-
GM1 wiederfindet und keine zusatzlichen Photokopplungsprodukte. Allenfalls sollten
Produkte aus dem Stoffwechsel der intakten Photosonde auftreten. In Abbildung 3-27
sieht man auBler der Bande von C,,-TPD-GM1 keine weiteren signifikanten Banden,
so dass man davon ausgehen kann, dass das Derivat kaum verstoffwechselt wurde,
sondern in unveranderter Form in den inneren Membranen vorliegt. Man sieht in
Bahn 3 lediglich zwei schwache Banden (x1 & x2), die allerdings auf Grund der

geringen Menge nicht massenspektrometrisch zu untersuchen waren.

Anteile der gefundenen Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in humanen
Fibroblasten des Typs NPC
Anteil Kopplungsprodukt Anteil Kopplungsprodukt
in % in % - nach Normierung
Cholesterol 7,3 + 0,2 44 2
PC 33+1,1 20,0
SM 1,7 + 0,5 10,3
BMP 4,2 + 0,3 25,5
Diazoisomer 10,8 + 0,5 -
Wasserinsertion 10,6 + 1,0 -
Di-/Trimer 15,9 + 0,6 -
Multimer 3,2 +0,7 -

Tabelle 3-12: Anteil der Kopplungsprodukte von C,;,-TPD-GM1 in den Extrakten humaner Fibroblasten
mit Niemann-Pick'scher Erkrankung (Typ C) nach 36h Inkubation bei 37°C. Die Fehlergrenzen
ergeben sich aus den Werten der Dreifachbestimmung. Die Normierung auf 100% erfolgte
anteilsmaBig nach Abzug aller ,Nicht-Lipid-Insertionen” (d.h. Diazoisomer, Wasserinsertion
und Di-/Tri-/Multimere).

Auf Grund der Speicherung von Cholesterol in spaten Endosomen’ findet man aber

einen hohen Anteil der Cholesterolinsertion, welcher auch das

! Garver, W.S. und Heidenreich, R.A. (2002), Curr. Mol. Med.



Ergebnisse

Hauptkopplungsprodukt darstellt Ebenso ist aber auch ein hoher Anteil der
Photokopplung mit BMP zu finden. Das Verhaltnis zwischen PC-Insertion und SM-
Insertion steigt im Vergleich zu dem in humanen Fibroblasten normaler Probanden
gefundenen. War es vorher 3:2, erscheint es hier mit 2:1. Dies wird wohl in erster
Linie aus Fehlern der analytischen Bestimmung herrihren. Da beide
Kopplungsprodukte nur als diffuse Banden zu sehen sind, wird die Abgrenzung zur
Quantifizierung eher ungenau, so dass hier schnell kleinere Abweichungen auftreten

konnen.

3.5.2.3 Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in humanen Fibroblasten von

Patienten mit Morbus-Landing-Erkrankung

Im vorigen Abschnitt konnte durch Zellexperimente ohne Belichtung (der
Photosonden) gezeigt werden, dass Stoffwechselprodukte im gewahlten Zeitrahmen
nicht in nennenswerten Mengen auftraten (Bahn 3 — Abbildung 3-27).

Durch Zellexperimente mit Zellen des Typs Morbus-Landing sollte dieser Befund
bestatigt werden konnen. Dadurch, dass diese Zellen auf Grund einer Defizienz der
GM1-B-Galaktosidase die Sonde nicht spalten kénnen, diirfen auch bei ausgedehnter
Inkubation keine Abbauprodukte zu finden sein. Auch hier wurde wieder ein
Experiment ohne Belichtung der TPD-GM1-Sonde durchgefithrt, so dass man einen
direkten Vergleich hat.

Abbildung 3-28 zeigt ein Dunnschichtchromatogramm der Lipidextrakte und der

Kopplungsprodukte aus Modellmembranen.
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Cholesterolinsertion

BMPinsertion

BMPinsertion -

FS aus alk. Hydrolyse
C10-TPD-GM1 — e
Diazoisomer

Diazoisomer

Wasserinsertion

Wasserinsertion

PCinsertion — ' '-_ ——— DOPCinsertion

SMinsertion ———M ————— SMinsertion

Di-/Trimere

Multimere

Abbildung 3-29: Dinnschichtchromatogramm der Kopplungsprodukte mit Lipiden von humanen
Fibroblasten mit der Erkrankung Morbus-Landing nach 36h Inkubation mit 20nmol C,,-TPD-
GM1-Sonde in DMEM bei 37°C, Medienwechsel und Trypsinierung unter Lichtausschluss.
AnschlieBend Belichtung und Zellextraktion.

Bahn 1: unbelichtetes C,,-TPD-GM1

Bahn 2: Zellextrakt aus hF-ML-Zellen ohne Belichtung

Bahn 3: Zellextrakt aus hF-ML-Zellen

Bahn 4: Zellextrakt aus hF-ML-Zellen nach alkalischer Hydrolyse
Bahn 5: Referenzliposomen DOPC/Cholesterol/Sonde — 75:20:5 (mol-%)
Bahn 6: Referenzliposomen DOPC/SM/Sonde — 65:30:5 (mol-%)

Bahn 7: Referenzliposomen DOPC/BMP/Sonde — 75:20:5 (mol-%)

Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl2/100 mM KC1 50:50:4:8 (v/v/v/v))

In Bahn 1 findet sich die unbelichtete Sonde, Bahn 2 zeigt Extrakte aus Zellen ohne
Belichtung. Man erkennt, dass beide Bahnen nahezu identisch sind und in Bahn 2
keinerlei Stoffwechselprodukte zu finden sind. Dies bestatigt die Ergebnisse aus den
Versuchen mit NPC-Zellen (siehe Kapitel 3.5.2.2). Bahn 3 zeigt die bekannten Banden

der zu erwartenden Kopplungsprodukte. Auch hier bestatigt die alkalische Hydrolyse
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die Zuordnung der Banden. Wahrend die PC-Insertionsbande vollstandig
verschwindet, wird bei BMP nur ein Teil gespalten, wahrend ein Rest zurlick bleibt.
Daflir findet man in dieser Bahn eine zusatzliche Bande, welche aus der Freisetzung
der Fettsauren von Esterlipiden entstammt. Die Kopplungsprodukte dieser Lipide mit
C,;-TPD-GM1 werden in der alkalischen Hydrolyse gespalten und setzen mit
Photosonden gekoppelte Fettsdauren frei. Die Quantifizierung der Banden der
Kopplungsprodukte ergibt wieder als Hauptprodukt der Kopplung TPD-GM1 mit
BMP. Die Kopplung der Sonde mit PC und SM erscheint, wie auch bei NPC-Zellen im
Verhaltnis 3:1. Auch sinkt der Anteil der Cholesterolkopplungsprodukte im Vergleich
zu NPC-Zellen um ca. 75%. Aus der Tabelle 3-13 erkennt man weiterhin, dass eine
Inkubation groBer 36h keine merkbare Auswirkung auf die Ausbeute der

Kopplungsprodukte hat.

Anteile der gefundenen Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in humanen

Fibroblasten des Typs Morbus Landing

Anteil Anteil Anteil
Kopplungsprodukte | Kopplungsprodukte | Kopplungsprodukte

nach 36h in % nach 48h in % nach 72h in %

A B A B A B
Cholesterol 0,9 + 0,2 8,5 0,7 + 0,2 57 0,8 + 0,3 6,6
PC 35+1,1 31,5 4,1 + 0,5 33,6 4,3 + 0,7 35,5
SM 1,3 + 0,2 11,9 1,1 + 0,2 9,0 1,0 : 0,1 8,3
BMP 5,3 +0,7 48,1 6,3+ 1,1 51,6 6,0+ 1,0 49,6
Diazoisomer 12,4 + 2,8 - 15,2 + 1,3 - 13,4 + 2,1 -
Wasserinsertion | 11,3 + 1,3 - 10,1 + 0,5 - 14,3 + 0,8 -
Di-/Trimer 18,3 + 1,8 - 17,9 + 1,9 - 20,2 + 0,8 -
Multimer 4,3 + 0,6 - 2,3+ 0,6 - 3,7 + 0,6 -

Tabelle 3-13: Anteil der Kopplungsprodukte von C,;-TPD-GM1 in den Extrakten humaner Fibroblasten
mit Morbus Landing Erkrankung nach 36, 48 und 72h Inkubation bei 37°C. Die Fehlergrenzen
der Spalten A ergeben sich aus den Werten der Dreifachbestimmung. Die Normierung (Spalten
B) auf 100% erfolgte anteilsméaBig nach Abzug aller ,,Nicht-Lipid-Insertionen” (d.h. Diazoisomer,
Wasserinsertion und Di-/Tri-/Multimere).
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3.6.2.4 Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in Membranen von ,,Chinese

Hamster Ovary Cells*

CHO-Zellen haben im Vergleich zu humanen Fibroblasten einen signifikant héheren
Anteil an BMP in inneren Membranen.' Daher konnte man hoffen, in diesem Zelltyp
einen héheren Anteil an Kopplung von C,,-TPD-GM1 mit BMP zu erhalten und damit
auch eine leichtere Detektion des Kopplungsproduktes in DC und MALDI-TOF-MS.
AuBerdem sollte dieser Versuch sollte zeigen, ob sich das Lipidmuster im Vergleich
zu humanen Zellen dndert oder den bisher gefundenen Ergebnissen entspricht.

In Abbildung 3-30 erkennt man, dass das Bandenmuster von den bisher gezeigten

humanen Zelllinien ein wenig abweicht..

Cholesterolinsertion — Cholesterolinsertion
FS aus alk. Hydrolyse — . )
BMPinsertion —— - ————— BMPinsertion
— C10-TPD-GM1
Diazoisomer ——
Wasserinsertion
xl —
PCinsertion w oW —— DOPCinsertion
SMinsertion —— SMinsertion
Di-/Trimere —
Multimere
— Auftrag

1 2 3 4 5 6

Abbildung 3-30: Dinnschichtchromatogramm der Kopplungsprodukte mit Lipiden von Zellen aus
Chinese Hamster Ovaries nach 36h Inkubation mit 20nmol C,,-TPD-GM1-Sonde in DMEM bei
37°C, Medienwechsel und Trypsinierung unter Lichtausschluss. AnschlieBend Belichtung und
Zellextraktion. (Laufmittel: Chloroform/Methanol/30 mM CaCl2/100 mM KCI1 50:50:4:8 (v/v/v/v))

Bahn 1: Zellextrakt aus CHO-Zellen

! Stoorvogel, . (2003) persénliche Mitteilung
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Bahn 2: Zellextrakt aus CHO-Zellen nach alkalischer Hydrolyse

Bahn 3: Referenzliposomen DOPC/Cholesterol/Sonde — 75:20:5 (mol-%)
Bahn 4: Referenzliposomen DOPC/SM/Sonde — 65:30:5 (mol-%)

Bahn 5: Referenzliposomen DOPC/BMP/Sonde — 75:20:5 (mol-%)

Bahn 6: unbelichtetes C,,-TPD-GM1

So sind deutlich Banden der Stereoisomere der Cholesterolinsertion mit hohem R -
Wert zu sehen. Daneben ist in Bahn 1 eine mit x1 bezeichnete Bande zu sehen. Diese
Bande konnte jedoch aus Mangel von geniigend Material nicht im MALDI-MS
untersucht werden und entsprach auch keiner in Modellmembranen gefundenen
Kopplung. Neben der Insertion in Cholesterol fallen auch die im Vergleich zu
humanen Fibroblasten deutlich héheren Insertionen in PC und SM auf. Auch findet
man, wie erwartet, ein hohen hohen Anteil an Kopplungsprodukt von C,,-TPD-GM1
mit BMP.

Die Quantifizierung der gefundenen Banden wird in Tabelle 3-14 zusammengefasst.

Anteile der gefundenen Kopplungsprodukte von C,-TPD-GM]1 in ,,Chinese
Hamster Ovary Cells*
Anteil Kopplungsprodukt Anteil Kopplungsprodukt
in % in % - nach Normierung
Cholesterol 6,104 16,3
PC 11,4 + 0,2 30,4
SM 3,3+04 8,7
BMP 17,0 + 1,2 44,7
Diazoisomer 9,9 +0,5 -
Wasserinsertion 5,0+ 0,6 -
Di-/Trimer 5,3+1,0 -
Multimer 0,8 + 0,3 -

Tabelle 3-14: Anteil der Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in den Extrakten ,Chinese Hamster
Ovary Cells" nach 36h Inkubation bei 37°C. Die Fehlergrenzen ergeben sich aus den Werten der
Dreifachbestimmung. Die Normierung auf 100% erfolgte anteilsmaBig nach Abzug aller ,Nicht-
Lipid-Insertionen” (d.h. Diazoisomer, Wasserinsertion und Di-/Tri-/Multimere).

Als Hauptprodukt der Kopplungspartner findet man, wie auch schon in Zellen

humaner Patienten, die Kopplung mit BMP. Auch das Verhaltnis PC-Insertion zu SM-
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Kopplung findet sich mit 3:1 dhnlich wie in den humanen Zellen mit Morbus-Landing-
Erkrankung und NPC-Erkrankung. Im Vergleich zu den humanen Fibroblasten zeigt
sich jedoch eine deutliche prozentuale Erhohung der Lipidkopplungsprodukte und
auch der Cholesterolinsertion. Dahingegen findet man erheblich weniger
Kopplungsprodukte der Pauci- und Multimeren und auch weniger Wasserinsertion.
Geht man davon aus, dass diese Kopplungsprodukte zum groBten Teil aus
Photosonden in Mizellen zustande kommen, die durch unvollstandige Trypsinierung
immer noch an den Zellen haften, folgt daraus, dass ein GroBteil des

Wasserinsertionsproduktes ebenfalls daher resultiert.

3.5.2.5 Graphische Darstellung und Zusammenfassung der

Insertionsexperimente mit C,,-TPD-GM1 in den verschiedenen Zelltypen

Prozentuale Verteilung der Insertionsprodukte von C10-TPD-
GM1 in Membranen intralysosomaler Vesikel

30,0 OhF-oB B CHO
g
£ 25,0 ONPC [OhF-ML
8
5 - 20,0 _
2
g 9)
'E E 15,07
O A
£ 10,01
. |
a 5,0
<

0,0 " =1 ) f
Multi. | Dimer | SM PC H20 | Diazo | BMP | Chol.

OhF-oB 9,1 25,2 1,4 1,9 11,0 | 10,3 2,8 0,1
B CHO 0,8 53 3.3 11,4 5,0 9,9 17,0 6,1
ONPC 3.2 15,9 1,7 3.3 106 | 10,8 4,2 7.3
OhF-ML | 43 18,3 1,3 3,6 11,3 | 12,4 53 0,9

Kopplungsprodukt

Diagramm 3-6: Graphische Darstellung der Insertionsprodukte von C,,-TPD-GM1 in verschiedenen
Zelllinien (Fir Bezeichnung der Zelltypen siehe Diagramm 3-5). Gezeigt wird die prozentuale
Verteilung bzgl. der Gesamtinsertionsmenge. Aufgefiihrt sind alle identifizierten Banden,
Kopplungsprodukte, die nicht identifiziert werden konnten, sind aus der Betrachtung
herausgenommen worden, liegen aber auch in ihrem Anteil weit unter 1-2%.
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Fasst man die gefundenen Werte zusammen, fallen die hohen Werte von Multimeren
bzw. Dimeren in humanen Fibroblasten auf. Wie in vorigen Kapiteln erlautert, folgt
dieses hauptsachlich aus der unvollstandigen Trypsinierung der Zellen. Diese wurde
gewahlt um eine Schadigung der Zellen zu vermeiden. Auch mag dies damit
zusammenhangen, dass auf intralysosomalen Membranen im Gegensatz zu
Referenzliposomen Kopplungen mit anderen Glykolipiden auftreten. Eine andere
Moglichkeit ware, dass die Sonde bevorzugt in bestimmte Bereiche dieser
Membranen segregiert. Hier ware dann eine erhohte Konzentration der Sonde zu
finden und damit auch ein erhéhter Anteil von multimeren Kopplungsprodukten nach
Belichtung.

Lasst man die Kopplungen der Photosonden mit sich selber oder anderen
Glykolipiden auB3en vor, stellt die Wasserinsertion (mit Ausnahme in CHO-Zellen) das
Hauptkopplungsprodukt dar. Auch dieses lasst sich in diesen GroBenordnungen auf
die unvollstandige Trypsinierung zurickfithren. Die Umlagerung zum Diazoisomer
bleibt in allen Zelltypen bei ca. 10 %.

Wegen der schonenden und damit unvollstandigen Trypsinierung der Zellen sind
hier die Kopplungsprodukte mit Cholesterol, Phosphatidylcholin und Sphingomyelin
in humanen Fibroblasten (mit und ohne pathologischen Befund) - gesehen auf die
gesamte Radioaktivitat - immer unter 5 %. Selbst in Zellen, die reich an Cholesterol
sein sollten (NPC) wird dieser Wert nur knapp iiberschritten. Lediglich die Kopplung
der Sonde mit Bis(monoacylglycero)phosphat ist in den beiden Zelltypen mit
pathologischem Defekt groBer als 5 %. Dies liegt daran, dass auf Grund der
unvollstandigen Trypsinierung der Hauptanteil der Kopplungsprodukte aus Pauci-
und Multimeren besteht. Jedoch wird durch Normierung - d.h. ohne Betrachtung der
Produkte, die durch Wasserinsertion bzw. Umlagerung der Diaziringruppe
(Diazoisomer) entstehen, sowie ohne Betrachtung der Photokopplungsprodukte der
Mehrfachkopplungen - diese ,Verschiebung” der Werte ausgeglichen (siehe
Diagramm 3-7). Hier sieht man, dass in allen Zelltypen das Hauptkopplungsprodukt
aller Lipide die Insertion in BMP ist. Das zeigt, dass BMP haufig zumindest in der
Nachbarschaft der Glykolipide zu finden ist.

Die Verteilung der anderen Lipidkopplungsprodukte lasst nicht allzu viele Schliisse
zu. Klar zu sehen ist, dass in NPC-Zellen der Cholesterolanteil stark erhdht ist. Auch
erscheint Sphingomyelin immer als schwachster Kopplungspartner. Lediglich in

humanen Fibroblasten normaler Probanden scheint der Anteil groBer 20 % zu liegen.
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Auffallig ist jedoch, dass in diesem Zelltyp kaum Kopplungsprodukt der Sonde mit
Cholesterol gefunden werden konnte. Diese scheinbar geringere Insertion in
Cholesterol ist erstaunlich und hier nicht erklarbar. Jedoch fuhrt das Fehlen des
Anteils an Cholesterolkopplungsprodukt in der Normierung zu einer Erhéhung der

Werte der anderen Lipidkopplungsprodukte.

Prozentuale Verteilung der Insertionsprodukte von C10-TPD-GM1
in Membranen intralysosomaler Vesikel - nach Normierung
OhF-oB BECHO
50,0 —
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)
~ _
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o
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o o
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0, i
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SM PC BMP Cholesterol

O hF-oB 22,2 31,2 45,6 1,0

ECHO 8,7 30,4 44,7 16,3

ONPC 10,3 20,0 44,2 25,5

OhF-ML 11,9 31,5 48,1 8,5

Kopplungsprodukt

Diagramm 3-7: Graphische Darstellung der normierten Anteile der Kopplungsprodukte von
Cholesterol, PC, BMP und SM. Diese 4 Molekiile stellen den Hauptanteil aller ,lipidischen*
Kopplungsprodukte. Die Normierung erfolgte auf 100% abzgl. der Diazosisomere,
Wasserinsertion und Multimeren. Nicht mit einbezogen werden konnten Kopplungen mit
anderen GSL, die evtl. in ihrem Laufverhalten dem der Multimeren entsprechen.

Fiur Bezeichnung der Zelltypen siehe Diagramm 3-5.
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4 Diskussion

Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt, steht die Untersuchung der
genauen Verteilung und Anordnung von Molektilen in biologischen Membranen seit
Jahrzehnten im Blickfeld verschiedener Forschungsgruppen. In der Verfolgung der
verschiedenen Ziele und Vorhaben wurden zu deren Verwirklichung eine Vielzahl
von verschiedenen biochemischen und physikalischen Methoden entwickelt und
angewendet. Einige davon wurden in dieser Arbeit benutzt und zum Teil
weiterentwickelt. So wurde zur einfachen subzellularen Lokalisation von Lipiden und
Glykolipiden die Einfihrung von Fluoreszenzsonden und anschlieBende
Untersuchungen in Lichtmikroskopen durchgefihrt. Das Auflésungsvermoégen der
Mikroskope begrenzt allerdings diese Methodik. Einzelne Molekule oder kleinere
Cluster konnen nicht erkannt werden, so dass hierzu andere Methoden angewendet
werden miissen. Mit Hilfe der NBD-Sonden sollte lediglich visualisiert werden, dass
in der Acylkette derivatisierte GM1 in die Plasmamembran inseriert werden kénnen
und im Zuge der Endozytose in die Zelle aufgenommen werden.

Genauere Aussagen uber die Lokalisation von Glykosphingolipiden kénnen da eher
durch elektronenmikroskopische Untersuchungen getroffen werden. Hier werden
Antikorper zum Nachweis genutzt. So konnte durch Verwendung eines Biotin-
markierten Derivates des GM1 elektronenmikroskopisch die intrazelluldare Verteilung
dieses Gangliosids gezeigt werden. Ein gravierender Nachteil dieser Methode ist
jedoch, dass sie nicht in vivo durchgefiihrt werden kann, da die Zellen vor dem
Einbringen in das Elektronenmikroskop chemisch fixiert werden miussen. Ebenso
kann hier nur sehr begrenzt etwas tber die Umgebung der Molekiile ausgesagt
werden, da fir jede zu untersuchende Komponente spezifische Antikdrper eingesetzt
werden miussen. Um die direkte Nachbarschaft von Lipiden zu untersuchen und
Information uber alle in der Nachbarschaft der Sonden enthaltenen Bestandteile zu
erlangen, wurden photoaktivierbare Lipide verwendet. Mit Hilfe dieser Derivate
kénnen sowohl in Modellmembranen (Liposomen), als auch in Membranen lebender
Zellen ihre Lipidnachbarschaft charakterisiert werden. Weiterhin kann auf Grund der
kurzen Belichtungszeit und ebenso schneller Reaktion des in situ entstehenden
Carbens davon ausgegangen werden, dass durch die Photoinsertion zu jedem
gewahlten Zeitpunkt der Endozytose eine Momentaufnahme der Nachbarschaft der

inserierten Photosonden in den jeweiligen Membranen gezeigt wird.
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4.1 Synthesen

4.1.1 Synthese der NBD-Derivate

Fiir die Synthese der NBD-Derivate standen aus vorhergehenden Arbeiten' bereits
NBD-Sonden mit einer Acylkettenlange von C-6 zur Verfligung. Die Umsetzung mit
deacyliertem Lyso-GM1 gelang in quantitativem MaBstab. Auch die darauf folgende
Acylierung der freien Aminogruppe des Neuraminylrestes des deacyliertem Lyso-
GM1 lieferte auf Grund der Tatsache, dass im Uberschuss von Acetanhydrid
gearbeitet wurde, nahezu 100% Aubeute. Die Reaktionsprodukte konnten auf Grund
der Fluoreszenz der NBD-Sonde auch auf Diinnschichtplatten bei Anregung mit Licht
der Wellenlange 366 nm detektiert werden.

Somit stand fiir erste Insertionsstudien ein NBD-GMJ1-Derivat zur Verfiigung,
welches in seiner Fettsauren Kettenlange im Ceramidanker einer nicht-funktionellen

C-10 Kette entspricht.

4.1.2 Synthese der Biotin-Derivate

Die Synthese der biotinylierten GM1-Derivate wurde auf Ergebnissen aus der
Diplomarbeit aufgebaut. Wichtige Punkte dabei waren, dass bei der Aufreinigung
der Biotin-[1-"*C]C,-Sdure durch eine Entsalzung iiber einen SP-Sephadex C-25
Kationenaustauscher in seiner Pyridiniumform eine Ausbeutesteigerung erreicht
werden konnte. Diese ersetzt in diesem Fall eine fiir Lipide tblicherweise
verwendete Entsalzung tiber RP18 und liefert weitaus bessere Ausbeuten bei
hoherer Reinheit des Produkts. Die Aktivierung des Biotinlabels wurde tiber einen N-
Succinimidylester durchgefiihrt. So konnte durch Verwendung des Biotin-[1-"*C]C,-
Saure-N-succinimidylester ein GM1-Derivat mit einem kurzkettigen Fettsdurerest
(Octansaure) synthetisiert werden. Die entsprechende langkettige Verbindung
wurde ebenfalls iiber Biotin-[1-"*C]C,-Saure-succinimidylester hergestellt. Der
Biotinester lag aus den friheren Arbeiten vor, so dass auch hier lediglich die
Kupplung des Labels mit dem Gangliosid erfolgen brauchte.

In einem ersten Schritt erfolgte die Kupplung eines deacetyliertem Lyso-GM1 (,, Total-

deac”) mit dem Succinimidylester der Fettsaure an der freien Aminogruppe im

! Albrecht, B. (1991), Diplomarbeit
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Sphingoidteil des Gangliosids. Diese kann auf Grund der héheren Reaktivitat dieser
Aminogruppe gegeniiber derjenigen im Neuraminylrest mit leichtem Uberschuss des
Fettsaureesters durchgefiuhrt werden. Dadurch erlangt man hierbei nahezu
quantitative Ausbeuten.

Im Anschluss daran wurde die Biotinsonde an die freie Aminogruppe des
Neuraminylrestes gekoppelt. Dieses gelang sowohl mit einem kurzkettigem GM1-
Derivat (Oktansaure im Ceramidteil), als auch mit einem langkettigem Analogon
(Octadekansaure i.e. Stearoyl- im Ceramidteil) und fiithrte zu Ausbeuten der

jeweiligen Biotin-GM1-Derivate von 8-26 %.

4.1.3 Synthese der TPD-Derivate

Fiur die Untersuchungen der Lipidumgebung in Membranen standen bereits drei
photoaktivierbare Fettsauren mit C3-, C5- und C7-Acylketten zur Verfiigung. Diese
entsprechen inklusive ihrer Trifluormethyldiazirinylphenyl-Gruppe in etwa einer
Fettsdurenkette mit 9, 11 bzw. 13 C-Atomen. Um hinsichtlich ihrer
physikochemischen Eigenschaften den endogenen Membranlipiden moglichst
dhnlich zu sein, bedurfte es einer weiteren Photosonde mit einer C10-Kette, die
inklusive der TPD-Gruppe der Kettenlange einer Palmitinsaure (C-16) entsprechen
sollte. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit neben einer Photosonde mit C5-Kette
eine langere photoaktivierbare Fettsaure mit einer Dekanoylkette analog
synthetisiert.

Die Synthese des photolabilen TPD-Fettsdure-Succinimidylesters gelang dabei im
Falle der kurzkettigen Verbindung mit einer Gesamtausbeute von 22% nach
10 Stufen. Die Synthese der langeren Photosonde gestaltete sich schwieriger, da die
langere Kette zu einer merklichen Erhéhung von Siede- und Flichtigkeitspunkt
fihrte. Die bisher angewandten Aufreinigungsmethoden der Destillation waren
daher nicht mehr moglich. Deswegen wurden zur Reinigung hauptsachlich
saulenchromatographische Trennungen verwendet. AulBerdem zeigte sich, dass
bedingt durch die Lange der Acylkette die Reaktivitat der Saurefunktion bei der
Veresterung mit tert. Butylester stark herabgesetzt war. Damit wurde diese Reaktion
zum  Flaschenhals der Gesamtsynthese. Konnten bei den restlichen
Reaktionsschritten Ausbeuten zwischen 75-98% erzielt werden, lag diese bei dieser

Veresterung bestenfalls bei 52%. Fur die Totalsynthese des 10-(p-(3-
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(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekansdure-N-succinimidylester konnte ausgehend
von 10-Phenyldekansaure, abhangig von erwahnter Veresterung, insgesamt eine

Ausbeute von 5-10% erzielt werden.

4.2 Zellinsertionsexperimente mit derivatisierten Gangliosiden

Mit Hilfe der neusynthetisierten kurzkettigen NBD-GM1-Derivate konnte die
Aufnahme und postendozytotische Verteilung von derivatiserten Gangliosiden
uberprift und bestatigt werden. NBD-C,-GM1 konnte unter Endozytoseblock bei 4°C
in die Plasmamembran inseriert und mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert
werden. Da bereits gezeigt werden konnte, dass ein kurzkettiges NBD-markiertes
Glucosylceramid keine transversale Diffusion vollfithren kann', darf man davon
ausgehen, dass auf Grund des noch gréBeren hydrophilen Oligosaccharidteils GM1
ebenfalls nicht dazu in der Lage ist. Somit kann angenommen werden, dass NBD-
GM1 und alle weiteren Derivate nur in der uBeren Halfte der Plasmamembran
inseriert wurden. Nach Inkubation bei 37°C konnte eine Verteilung der markierten
Ganglioside in intrazellularen punktuierten Strukturen festgestellt werden. Somit
wurde das Gangliosid auch in die Zelle aufgenommen und nimmt am
Endozytoseweg teil.

An Hand des biotinylierten GM1-Derivats konnte sowohl eine
Plasmamembraninsertion, als auch eine Verteilung auf multivesikularen Kérperchen
im Inneren der Zelle nachgewiesen werden. Hier wurde eine Insertion in Doméanen
der Plasmamembran festgestellt. Dies bestatigt auch den Befund, wonach ein Biotin-
markiertes GM1 in ,rafts/patches” und in Caveolae lokalisiert wurde.” Untermauert
wird diese These auch von den Ergebnissen mit photoaktiven GM1-Derivaten, die im
folgenden besprochen werden sollen. Die hier gefunden Ergebnisse unterstiitzen die
Hypothese, dass Glykosphingolipide tiberwiegend als Bestandteile intralysosomaler
Membranen abgebaut werden.” Dafiir spricht auch das hé&ufige Auftreten von

multivesikularen Lipid-Speicherorganellen bei Gangliosidosen und anderen

Sphingolipid-Speicherkrankheiten. Die Verteilung von Biotin-markiertem GM1 auf

'Rosenwald, A.G. und Pagano. R.E. (1993), Adv. Lipid Res.
i Moébius, W. et al. (1999), J. Histochem. Cytochem.
i Sandhoff, K. und Kolter, T. (2003), Phil. Trans. Soc. R. Lond.
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Membranen intraendosomaler bzw. -lysosomaler Vesikel entspricht wohl der

Verteilung von endogenem GM1.

4.3 Lipidumgebung der TPD-Photosonden in Modellmembranen

In den Experimenten mit GM1-Photosonden in Modellmembranen (Liposomen)
konnte gezeigt werden, dass man nach Belichtung der Photosonden und
anschlieBender dunnschichtchromatographischen Trennung ein spezifisches
Kopplungsmuster von DC-Banden erhalt. Die Analyse dieses Bandenmusters erfolgte
durch den dunnschichtchromatographischen R-Wert der Kopplungsprodukte wie
auch durch ihre massenspektrometrische Charakterisierung. Durch diese
Charakterisierung war es moglich, die den Sondenmolekiillen direkt benachbarten
Lipide zu identifizieren und die Haufigkeit als Nachbarn zu bestimmen.

Durch die Belichtungsexperimente konnte nachgewiesen werden, dass das
Bandenmuster der Kopplungsprodukte von der jeweiligen Lipidzusammensetzung
der Liposomen abhangt. So konnte in den Liposomenexperimenten eine starke
Affinitdt der Sonde zu DOPE festgestellt werden. Da DOPE im Gegenstz zu
Phosphatidylcholin oder Sphingomyelin eine sterisch wenig abgeschirmte positive
Teilladung besitzt, kann vermutet werden, dass die TPD-GM1-Sonde mit ihrer
negativen Ladung eine Affinitat zu diesem Lipid besitzt. Vorstellbar ware, dass der
Zuckerbaum der Sonde sich in der Membran auf Grund elektrostatischer
Wechselwirkungen mit dem Lipid assoziiert. Dieses mag u.U. 2zu einer
Phasensegregation fiihren. Dahingegen sind Kopplungen mit Sphingomyelin, sowie
DOPA bzw. DOPS eher weniger praferiert. Bei DOPS oder DOPA mag die negative
Nettoladung dieser Lipide dafur verantwortlich sein, welche zu AbstoBung mit der
ebenfalls negativen Photosonde fiihren kénnten. Trotz dieser Befunde erscheint die
Kopplung mit BMP bevorzugt zu sein. Dies weist auf eine deutliche Praferenz der
TPD-Sonde zu diesem Lipid hin.

In friheren Untersuchungen zeigte sich, dass Cholesterol in biologischen
Membranen offenbar Wechselwirkungen mit den (Glyko-)Sphingolipiden zeigt und in

Mikrodomanen eng mit diesen vergesellschaftet ist bzw. durch Ausbildung einer
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»liquid-ordered-phase" von den anderen Lipiden abgesondert wird.! Es ist bekannt,
dass ca. 90% des freien =zellularen Cholesterols von Fibroblasten in der
Plasmamembran lokalisiert sind.” Wahlt man nun eine Lipidzusammensetzung der
Liposomen, die in etwa der Zusammensetzung der Lipide in der extrazellularen Seite
der PM entspricht, so wird nach Belichtung eine Gleichverteilung der
Insertionsprodukte gefunden. Auf Grund dieses Ergebnisses kann man davon
ausgehen, dass nicht nur bimolekulare Wechselwirkungen an der Ausbildung der
Lrafts* beteiligt sind, sondern noch weitere Komponenten der Plasmamembran eine
Rolle spielen, die nicht in den Modellmembranen enthalten waren bzw. nicht durch
diese simuliert werden konnten.

Was auch gerade im Falle der Cholesterolkopplungen auffallt, sind die verschiedenen
Isomere der Kopplungsprodukte, welche nach Photolyse der Sonden entstehen
koénnen. Ob diese Positionsisomere eher durch eine Bewegung der Sonden senkrecht
zur Ebene der Lipidschicht entstehen oder ob es sich um Diastereomerenpaare,
welche durch die unterschiedliche Angriffsrichtung des Carbens im Moment der
Photokopplung entstehen, handelt, ist nicht zu unterscheiden. Neben Cholesterol
findet man diese Aufspaltung der Banden auch bei der Wasserinsertion, wo gerade
bei dem kurzkettigen Derivat haufig eine Doppelbande auftritt

Die Wasserinsertion war ein signifikantes Kopplungsprodukt in Modellmembranen.
Hier fiel auf, dass zum einen der Anteil dieser Insertion von der Lange der Acylkette
der Photosonde abhangt und zum anderen von der Zusammensetzung der
Liposomen. So sinkt die Insertionrate vom kurz- zum langkettigen Derivat um mehr
als 40%. Bei gleichbleibender Kettenlange sinkt die Insertionsrate um ca. 30%, wenn
neben DOPC weitere Lipide wie Cholesterol beigemischt sind. Dies bestatigt
vorhergehende Untersuchungen, in denen gezeigt wurde, dass nach Belichtung einer
C,-TPD-GM1-Photosonde in Cholesterol-haltigen Liposomen der Anteil der
Wasserinsertion gegeniiber Belichtung in reinen Phospholipid-Liposomen (PC, PE
bzw. PS) deutlich sinkt.” Vermutlich wird die Membran durch das Cholesterol ver-
dichtet, wodurch sich weitaus weniger Wasser in der Membran befinden wirde.
Auch sind die langerkettigen Photosonden starker in der Membran verankert, als die

kurzkettigen Derivate, was ebenfalls eine geringere Insertion in Wasser erklart. Die

! Hérnschemeyer, J. (2001), Dissertation
i Lange, Y. (1991), J. Lipid Res.
i Meier, E.M. et al. (1990), Chem. Phys. Lipids
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Versuche mit unterschiedlich langen Acylketten legen nahe, dass ein mehr oder
weniger groBer Teil der Wasserinsertionsprodukte iiberwiegend durch die ,off-rate”
der Sonden erfolgt. Ein weiterer Teil kommt durch das in der Membran enthaltene
Wasser zustande, welches vermutlich in tieferen Membranbereichen weniger haufig

vorkommt als nahe der Grenzflache zur wassrigen Phase.

4.4 Lipidumgebung der TPD-Photosonden in kultivierten Zellen

Beim Einbau der verschiedenen Sonden in Zellmembranen machte sich die
unterschiedliche Kettenlange deutlich bemerkbar. Konnte das C5-Derivat tiber einen
Lipid:BSA-Komplex gefiuttert werden, musste das C,,-TPD-GM1 uber Mizellen den
Zellen angeboten werden. So erniedrigte sich die prozentuale Einbaurate pro
Milligramm Protein von ca. 75% der angebotenen Menge (ca. 15 nmol von 20 nmol C.-
TPD-GM1; Kapitel 3.5.1 — Tabelle 3-8) auf lediglich 7-9% (bei C,,-TPD-GM1 ca. 1,56-
1,81 nmol) je nach Zelltyp (siehe Kapitel 3.5.2 — Tabelle 3-10).

Die Einbaurate von C,-TPD-GM1 liegt dabei in GréBenordnungen, die auch fir C,-
TPD-Glc-S-Cer-Sonden' gefunden wurden. Im Vergleich zu entsprechenden
Thioglykosphingolipiden” (C4-Gal-S-GlcCer; ca. 21 nmol/mg Protein) und kurzkettigen
GM1-Gangliosiden ohne Label zeigte die C,-TPD-Photosonde jedoch schwacheren
Einbau. Gegenuber NBD-markierten Derivaten (~7 nmol/mg Protein bei NBD-C,-Gal-
S-GlcCer' und ~12 nmol/mg Protein bei NBD-C;-Lac-S-Cer") zeigte sich jedoch ein
deutlich starkerer Einbau der TPD-Derivaten. Die geringere Einbaurate der
fluoreszierenden Derivateist wohl auf die hoéhere Polaritdat der NBD-Gruppe
zuruckzufiihren.

Weiterhin konnten Befunde aus Versuchen mit kurzkettigen TPD-Glc-S-Cer-Sonden
bestatigt werden. In diesen =zeigte sich, dass das C7-Derivat innerhalb einer
sechsstiindigen Inkubationsdauer nur zu 1,3 % verstoffwechselt wurde, wahrend C3-
und Cb5-Glc-S-Cer-Sonden zu 4,3 bzw. 3,6 % glykosyliert wurden. Im Falle der in
dieser Arbeit genutzten C5- bzw. C10-Photosonde konnten selbst bei langerer

Inkubation keine Glykosilierungsprodukte erkannt werden. Dies kann bei den

' Hérnschemeyer, J. (2001), Dissertation
i Piitz, U. (1996), Dissertation
i Albrecht, B. (1996), Dissertation
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langerkettigen Verbindungen durch deren niedrigere ,off-rate” wvon den
intraendosomalen/-lysosomalen Membranen und damit durch ein langeres Verblei-

ben in den endozytotischen Kompartimenten erklart werden.

4.4.1 Insertion von Cy;-TPD-GM1 in die Plasmamembran

Durch Untersuchungen in den letzten Jahre Lkonnte belegt werden, dass
Sphingolipide in bestimmten Membranbereichen angereichert vorkommen, die man
auch als Mikrodomanen oder ,rafts* bezeichnet.! Wobei beachtet werden sollte, dass
(wie in der Einleitung erlautert — siehe Kapitel 2.3) die Existenz von Mikrodoméanen
bislang nicht bewiesen ist, sondern lediglich postuliert wird. Das bedeutet nicht,
dass der Begriff der ,lipid rafts” in der Plasmamembran vollstandig falsch ist, jedoch
sollte man die Mikrodoméanen nicht als anerkannte Tatsache ansehen, sondern eher
als ein unbewiesenes Modell.”

Offenbar Dbesitzen diese Membrandomanen eine andere Lipid- und
Proteinzusammensetzung als die sie umgebenden Membranareale und haben Anteil
an bestimmten zellularen Prozessen. So zeigte sich, dass Sterole einen deutlichen
Effekt auf Membranformation und Domaéanenbildung besitzen, wobei Ceramid (in
gewissen Grenzen) an Cholesterol-reichen Stellen, vermutlich im Austausch gegen
Cholesterol, inseriert. Durch Versuche mit photoaktiven Gangliosid-Sonden sollten
die in zellularen Membranen direkt benachbarten Lipide untersucht und
charakterisiert werden, sowie eine Lokalisation des am Abbau von vielen Lipiden
beteiligten Bis(monoacylglycero)phosphat (BMP) auf inneren Membranen von
multivesikularen Korperchen und Lysosomen bestatigt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass C.-TPD-GM1 unter Endozytoseblock bei 4°C in die
exoplasmatische Seite der Plasmamembran von humanen Fibroblasten inseriert
werden kann. Dem zu Folge war es moglich, in dieser Membran die direkte
Lipidnachbarschaft der Sonden zu bestimmen. In der Literatur findet man fir die
Zusammensetzung dieser Membran Anteile von PC und SM, die zusammen ca. 50-60

% ausmachen und einen Cholesterolgehalt von ca. 30-40 %." Fiir die Umgebung der

Cb-Photosonden zeigten sich in kultivierten Zellen ganz andere Verhéltnisse. Im

! Simons, K. und Ikonen, E. (1997), Nature

¥ Munro, S. (2003), Cell

i I,ondon, E. (2002), Curr Opin Struct Biol.

¥ yan Meer, G. und van Genderen, I.L. (1994) Subcellular Biochemistry
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Gegensatz zu den Versuchen mit Modellmembranen, in denen man eine
Gleichverteilung der Insertionsprodukte vorfand, konnte dies bei Belichtung der
Sonden in der Plasmamembran von Fibroblasten nicht bestatigt werden. Als
Hauptkomponente wurde vor allem die Insertion in Cholesterol erhalten. Mit ca. 75%
vom Anteil der Lipidkopplungsprodukte (i.e. Anteil Insertionsprodukt nach
Normierung abzgl. Umlagerungsprodukt, Wasserinsertion und Multimeren) liegt
dieses Insertionsprodukt doch deutlich oberhalb der Werte einer Gleichverteilung. Im
Verhaltnis zu PC und SM findet man eine Verteilung von ungefahr 95 : 2 : 1
(Cholesterol : PC : SM). Da bisher in Modellmembranen keine besonderen
Praferenzen oder Affinitdten von Gangliosidmolekiilen zu Cholesterol aufgezeigt
werden konnten, lasst dieses Ergebnis den Schluss zu, dass sich die Photosonde
wahrend der Kopplung in Cholesterol-reichen Domanen befunden haben muss. Dies
bestatigt den Befund aus den Versuchen mit Biotin-markiertem GM1. Wie erwahnt,
konnte dieses ebenfalls in ,rafts“ und auch in Caveolae, welche ebenfalls einen
hohen Gehalt dieses Sterols, aufweisen lokalisiert werden.

AuBer mit den genannten Lipiden konnten keine weiteren Kopplungsprodukte wie

Glykolipide identifiziert werden.

4.4.2 Kopplungsprodukte von C5-TPD-GM1 in inneren Membranen

Nach Insertion der Sonden in die Plasmamembran und Inkubation bei 37°C werden
die TPD-GM1-Sonden in den Endozytoseweg aufgenommen, und es zeigte sich
bereits nach kurzer Zeit ein ganz anderes Lipidkopplungsmuster, als unmittelbar
nach der Insertion in die Plasmamembran. Man erkennt, dass die Sonden die
Cholesterol-reichen Doméanen verlassen. So nimmt die Insertionsrate in Cholesterol
schon wahrend der ersten 15 Minuten um 20 % ab und ist nach 2 Stunden fast auf die
Halfte des urspriinglichen Wertes gesunken. Dagegen findet man einen deutlichen
Anstieg der Insertionsrate fiir das Kopplungsprodukt mit PC. Obwohl dieses eines
der Hauptbestandteile der Plasmamembran ist, war es dort nur im untergeordnetem
MaBe markiert worden. Hier konnte bereits nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C eine
Verdopplung des Anteils des Insertionsprodukts von 13 auf 28 % nachgewiesen
werden. Bei Sphingomyelin war der Anstieg noch drastischer. Er verdreifachte sich

innerhalb dieser Zeit von 7 auf 22 %.
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Diese Befunde legen nahe, dass die Gangliosid-Derivate die Cholesterol-reichen
Domanen verlassen, und nach erfolgter Endozytose auf inneren Membranen keine
spezifische Assoziation mit Cholesterol mehr erfolgt. Dies bestatigt Ergebnisse, in
denen gezeigt wurde, dass der Cholesterolgehalt limitierender Membranen auf dem
Endozytoseweg stark abnimmt und der Gehalt in spaten endozytotischen Organellen

ebenfalls stark sinkt.!

4.4.3 Kopplungsprodukte von C,,-TPD-GM1 in spaten abbauenden

Organellen

Im Gegensatz zu den Experimenten in Modellmembranen, wo gut auswertbare
Dunnschichtchromatogramme mit klar definierten Banden erhalten wurden, zeigten
die Kopplungsmuster in den spaten endozytotischen Kompartimenten kultivierter
Zellen Strukturen, die eine exakte Analyse schwierig gestalteten. So zeigten die
Banden teilweise diffuse Abgrenzungen, welche eventuell aus Uberlagerung von
verschiedenen Positionsisomeren entstanden waren. Durch die langere Acylkette der
C10-Photosonde ist es moglich, dass die TPD-Gruppe in den tieferen, fluideren
Bereichen der Membran positioniert ist und somit mehr Mdéglichkeiten der Insertion
in die flexibleren Abschnitte der Lipidfettsdurereste besitzt. Diese tiefere und festere
Bindung in den Membranen zeigt zum einen die geringere ,off-rate” des Derivats
und zum anderen eine geringere Wasserinsertion. Im Vergleich zur kurzkettigen C.-
TPD-GM1-Sonde, bei der Wasserinsertionen von 30-38 % gemessen werden konnten,
findet man hier in den Zellexperimenten nur zwischen 10 und 11 %
Kopplungsprodukt mit Wasser (mit Ausnahme der CHO-Zellen). Da auch ein GroBteil
dieses Anteils auf unvollstandige Trypsinierung zuriickzufiithren ist, kann man sogar
noch von geringeren Anteilen an Wasserinsertionsprodukt in den Zellmembranen
ausgehen.

Die Bindung in flexiblere Abschnitte von Lipiden zeigt sich vor allem am Cholesterol,
wo auf den Dunnschichtplatten jeweils nicht nur diffuse Banden auftreten, sondern
sogar scharfe Banden mit unterschiedlichem R;-Wert. Dies kann durch die Insertion
in dessen Kern wie auch in die Seitenkette am C-17 des Sterols herriihren.

Betrachtet man die unterschiedlichen Zelltypen, so kann hier keine Differenzierung

bzgl. des Kopplungmusters getroffen werden. Deutlich zu erkennen ist der im

' Mobius, W. et al. (2003), Traffic
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Vergleich zu den Ergebnissen mit C,-TPD-GM1 gesunkene Anteil an
Cholesterolinsertion. Lediglich in Zellen von Patienten mit der Erkrankung Niemann-
Pick-TypC findet sich ein Anteil an Cholesterolinsertion, der tiber denen von PC und
SM liegt. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da in diesem Zelltyp eine Speicherung
groBer Mengen an Cholesterol in den spaten Endosomen erfolgt.’

Das Verhaltnis der Kopplungsprodukte mit Phosphatidylcholin und mit
Sphingomyelin betrug meist 3 : 1. Lediglich in NPC-Zellen, wo das Kopplungsprodukt
mit Cholesterol als ,Konkurrenzprodukt” anfallt, findet sich ein 2 : 1 Verhaltnis der
Kopplungsprodukte mit PC und SM. Dies bestatigt die Tendenz aus den Versuchen
mit C,-TPD-GM1, wo auch eine Verhéltnis von 3 : 2 zu vermerken war. Auch der
Befund, dass der Anteil an PC-Insertionsprodukt zunimmt, kann bestatigt werden. So
ist dieser nach 36 Stunden Inkubation mit Werten um die 30 % nach der
Photokopplung mit BMP das zweithaufigstes Kopplungsprodukt.

Nach mehrstiundiger Inkubation der Zellen mit den Sonden bei 37°C konnen die
Molekiile auch in innere, abbauende Kompartimente transportiert werden. Bereits
friher konnte gezeigt werden, dass Lysosomen im Vergleich zu den ibrigen
Organellen der Zelle einen héheren Anteil an Bis(monoacylglycero)phosphat (BMP)
aufweisen.” Nach dem Modell des lysosomalen Abbaus™ ist zu erwarten, dass die
Photosonden wie andere Sphingolipide im Verlauf der Endozytose zu den intraendo-
somalen und -lysosomalen Membranen transportiert werden. Eine Photoinsertion in
BMP kann erwartet werden, wenn BMP, wie postuliert auf Membranen
intralysosomaler Vesikel am Abbau beteiligt ist. Dazu ist natiirlich Vorraussetzung,
dass sich die TPD-Sonden entsprechend NBD-markiertem Glucosyl-thio-ceramid
verhalten wiirden, welches nach langerer Zeitdauer in Lysosomen akkumuliert.”

In den Versuchen mit verschiedenen Zelltypen konnten auch in jedem Fall
Kopplungsprodukte mit BMP nachgewiesen werden. Die Analyse der
Kopplungsprodukte erfolgte, neben der Zuordnung der Banden durch ihre R-Werte,
durch massenspektrometrische Untersuchung mittels MALDI-TOF-MS. Da jedoch
kein natiurliches BMP zur Verfigung stand, musste auf synthetisches =zuriick
gegriffen werden (Avanti Polar Lipids). Dieses entspricht in seiner Konfiguration

nicht dem naturlichen (snl:sn1’-BMP), ist jedoch konfigurationsisomer (sn3:sn3'-

'T.ange, Y. et al. (2000), J. Biol. Chem.

i Wherrett, J.R. und Huterer, S. (1972), J. Biol. Chem.
i Piirst, W. und Sandhoff, K. (1992), Biochim. Biophys. Acta
¥ Schwarzmann, G. und Sandhoff, K. (1990), Biochemistry
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BMP). In Modellmembranen konnte die Bande des BMP-Kopplungsproduktes mit
einer Masse von 2387,55 amu detektiert werden. Dies entspricht dem Natriumaddukt
des TPD-GM1-Derivats mit einer Alkylkettenlange von C-20 im Sphingoidteil und
einem Dioleyl-BMP. In den Zellversuchen mit verschiedenen Zelltypen konnte dieser
Wert auch massenspektrometrisch gefunden werden. Daneben fanden sich auch
Peaks, die anderen Fettsaurekettenlangen und Sattigungsgraden des BMP
entsprechen, aber auf Grund mangelnder Vergleichsmoglichkeiten nicht zweifelsfrei
zugeordnet werden konnten.

Dabei stellen diese Insertionsprodukte jeweils den Hauptanteil dar und schwanken
je nach Zelltyp zwischen ~44-48 %. Dies bestatigt neuere Befunde, die eine
Erhohung der Konzentration von BMP in spaten endozytotischen Vesikeln
hauptséchlich in inneren Vesikeln und Membranen gezeigt haben.' Damit erscheint
es naheliegend, dass BMP den Abbau von Lipiden und Glykolipiden in
intralysosomalen Vesikeln stimuliert. Ob dies durch eine ,,Anhebung” des Molekiils
geschieht, so dass der Angriff durch SAP erleichtert wird oder einfach nur durch

»Auflockerung” der Membran, bleibt noch zu klaren.

' Mobius, W. et al. (2003), Traffic
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Gerdte

» LiposoFast low pressure homogenizer, Avestin (Ottawa, CAN)

» Horizontal-Entwicklungskammer fiir DC’s 10x10 cm und 10x20 cm, Camag
(Mutenz, CH)

» Flissigkeitsszintillationszéhler Tri-Carb 1900, Canberra Packard (Frankfurt)

» Qefriertrocknungsanlage Typ Lyovac GT3, Leybold-Heraeus (Hanau)

» HPLC-Anlage: HPLC Pump 515 & Fraction Collector II, Waters (Milford,
MA,USA)

» Kernresonanzspektrometer AMX 400, Bruker (Karlsruhe)

» Massenspektrometer fiir Fast-Atom-Bombardment ZAB HZ, VG Analytical
(Manchester, GB)

» Massenspektrometer fiir Fast-Atom-Bombardment ZAB-T Tandem, Fisons

Instruments (Manchester, GB)

Massenspektrometer Q-TOF2 (ESI-TOF), Micromass (Manchester, GB)

Massenspektrometer TOFSpec E (MALDI-TOF), Micromass (Manchester, GB)

Photoimager Fuji BAS 1000 Imaging Analyzer, Fuji Photo Film Co. (Tokyo, J)

YV V V V

Reactitherm Heating/Stirring Module, Pierce Chemical Company (Rockford, IL,
USA)

Ultraschallbad Sonorex RK 100, Bandelin (Berlin)

Ultrazentrifuge L8-80M mit Rotor SW41Ti, Beckman Instruments (Miinchen)
UV-Lampe Ultramed 2000W, Osram (Miinchen)

UV-Lampe fiir zwei Wellenldngen, 254/366 nm, 8 W, Camag (Mutenz, CH)

vV V V V V

Zentrifuge Megafuge 1.0R, Heraeus (Osterode)

Alle weiteren benutzten Gerate werden bei den entsprechenden Arbeitstechniken

beschrieben.
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5.1.2 Verbrauchsmaterialien

> [1-"*C]-Acetanhydrid (114 mCi/mmol), Amersham (Freiburg)
[4-"*C]-Cholesterol, Amersham (Freiburg)
5-Phenylpentansdure, Lancaster (Miuhlheim/Main)

10-Phenyldekansédure, Lancaster (Miithlheim/Main)

YV V V V

y-Aminobuttersdure (sowohl radiokohlenstoffmarkiert am C-1, als auch
unmarkiert), Sigma (Deisenhofen)

Bis(monoacylglycero)phosphat, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA)

Cardiolipin (aus Rinderherz), Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA)

Cholesterol, Sigma (Taufkirchen)

D-Biotin-N-succinimidylester, Fluka (Buchs, CH)

YV V. .V V V

DC-Platten (Kieselgel Si60) mit und ohne Fluoreszenzindikator F,.,, Merck
(Darmstadt)

DEAE-Sephadex A25, Pharmacia (Uppsala, S)
Dioleoyl-L-a-phosphatidsédure, Sigma (Taufkirchen)
Dioleoyl-L-a-phosphatidylcholin, Sigma (Taufkirchen)
Dioleoyl-L-a-phosphatidylethanolamin, Sigma (Taufkirchen)
Dipalmitoyl-L-a-phosphatidyl-L-serin, Sigma (Taufkirchen)

GM1 (mit Sphingoidbasen der Kettenldnge C,; und C,,) Fidea S.p.A. (Abano

YV V. .V VYV V V

Terme, I)

HPTLC-Platten 10x10 cm (Kieselgel Si60), Merck (Darmstadt)
Kieselgel Si60 (15-40 um, 40-63 um, (63-200 um), Merck (Darmstadt)
LiChroprep RP-18 (40-63 um), Merck (Darmstadt)
L-a-Phosphatidyl-L-serin (aus Rinderhirn), Sigma (Taufkirchen)
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid, Janssen Chimica (Geel, B)
N-Oleoyl-sphingomyelin, Sigma (Taufkirchen)
Phosphatidylcholin (aus Ei-Lecithin), Lipoids (Ludwigshafen)
Rinderserumalbumin (BSA), Sigma (Deisenhofen)
RP-HPLC-Séule ProSep C-18 5 lu, 250x20 mm, Latek (Eppelheim)
SP-Sephadex C-25, Pharmacia Biotech (Uppsala, S)

YV V.V V V V V V VYV V

Alle weiteren verwendeten Chemikalien und Loésungsmittel waren von hdchster

erhaltlicher Reinheit.
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5.1.3 Biologische Materialien
5.1.3.1 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) und
Fibroblasten mit Morbus Landing (Sz1 oder Sz4 (Nomenklatur in unseren Zellkultur-
Unterlagen)) 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
angezogen.! Fiir Metabolismusstudien wurden 2,2 x 10° Fibroblasten in 8 cm?
Kulturschalen bzw. fiir Insertionsstudien 6 x 10° Fibroblasten in 21 cm? Schalen
ausgesat und 1-2 Tage bei Typ Morbus Landing 2 Wochen bis zur Konfluenz

herangezichtet.

5.1.3.2 Zellkulturmedien und Puffer

DMEM mit 10 % FKS : In einem Liter dieses Mediums wurden folgende Substanzen
gelost : 13,42 g Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) der Fa.GibcoBRL-
LifeTechnologies (Paisley, GroBbritannien) und 3,6 g NaHCO,. Zusatzlich wurden
dem Medium 2 ml wassrige Penicillin/Streptomycin-Losung (je 0,1 mg/ml) von
Biochrom KG (Berlin, Deutschland) zum Schutz gegen Keimwachstum zugesetzt. Die
Losung (pH 7,5-7,6) wurde unter vermindertem Druck steril filtriert (PorengréBe
0,22 um) und 100 ml fétales Kalberserum (FKS) der Fa. Cytogen (Berlin, Deutschland)
sowie 3,8 ml Tylosin-Losung (Serva, Heidelberg, Deutschland) und entweder 10 mg

Tiamulin oder 7,5 mg Minocyclin (beides Sigma, Taufkirchen, Deutschland) zugeben.

HMEM : Fur einen Liter der 10fach-konzentrierten Stocklosung wurden bendétigt: 4 g
KCl, 80 g NaCl, 10 g Glucose, 32,84 g HEPES (Calbiochem, LaJolla, CA, USA), 2,92 g
L-Glutamin, 0,6 g KH,PO,, 0,26 g Na,HPO,, 200 ml Minimum Essential Medium
(MEM)-Aminosauren, 100ml MEM-Vitamine (beides Gibco, Eggenstein,
Deutschland). Mit reinstem Wasser wurde auf 950 ml aufgefiillt, mit 10 M NaOH auf
pH 7,4 eingestellt und mit Wasser auf 11 aufgefiillt. Nach Sterilfiltration wurden
jeweils Portionen von 50 ml bei 4°C eingelagert. Fiir die gebrauchsfertige 1fach-

Losung wurden 50 ml der 10fach Stocklésung mit 440 ml reinstem Wasser, 5 ml einer

' Weitz, G. et al. (1983), Hoppe Seyler’s Z. Physiol. Chem
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MgSO,-Lésung (20 g/1) sowie 5 ml einer CaCl,-Lésung (14 g/l) vereinigt, steril filtriert
und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert.

PBS : 150 mM NacCl, 2,7 mM KC], 1,5 mM KH,PO,, 1 mM Na,HPO,, pH 7,4. Fur 11 der
10-fach konzentrierten Stammloésung wurden 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH,PO, und
1,145 g Na,HPO, vereinigt und mit reinstem Wasser auf 11 aufgefillt. Mit 10 N NaOH
wurde auf pH 7,4 eingestellt. Fiir die gebrauchsfertige 1-fach Lésung wurde mit

reinstem Wasser auf 1/10 (v/v) verdinnt.

TNE : 25 mM Tris-HCI, 150 uM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,5. Fur 11 der Lésung wurden
vereinigt : 3,02 g Tris-HC1 , 8,76 g NaCl und 0,186 g EDTA-Dinatriumsalz werden mit
reinstem Wasser auf 11 aufgefiillt und mit konz. HC1 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 routinemaBig mit Diinnschichtchromatographieplatten
(Merck, Darmstadt, Deutschland) in DC-Kammern (Camag, Muttenz, Schweiz) mit
Kammersattigung. Die R-Werte der Syntheseprodukte der Ganglioside wurden von
20 cm-hohen Glas-DC-Platten ermittelt; die Laufstrecke betrug hierbei 16 cm. Die
photoaktivierbaren Fettsduren wurden auf 10 cm-hohen Glas-DC-Platten mit Fluores-

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

Photokopplungsprodukte wurden auf 10x10 cm HPTLC-Platten (Merck) in einer
Horizontalentwicklungskammer (Camag) mit Kammersattigung chromatographiert.
Dabei diente bei eindimensionaler Entwicklung Chloroform/Methanol/Wasser 65:40:8
(v/v/v) als mobile Phase (bzw. Chloroform/Methanol/30 mM CaCl,/8 mM KCl
50:50:4:8 (v/v/v/v) bei Stoffwechseluntersuchungen).

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

DC-Platten mit Fluoreszenzindikator F,g,)

2. Spruhreagenzien :

Molybdatophosphorsédure-Tauchbad (Brenner-WeiB3 et al. 1992): Zusammensetzung:
25 g Molybdatophosphorsaure, 10 g Cer-IV-sulfat, 60 ml Schwefelsaure und
940 ml Wasser. Die DC-Platten wurden durch Tauchen gendsst und
anschlieBend 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-Loésung in Ethanol befeuchteten DC-Platte
wurden die Substanzen sichtbar gemacht.

Kupfersulfat-vermittelte-Verkohlung: Die Banden wurden durch Besprithen der

Platten mit einer Losung (8 g 85 %ige Phosphorsaure, 10 g CuSO, 5H,0O auf
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100 ml mit Wasser aufgefiillt) und anschlieBender Trocknung im Warmeschrank
(10 min bei 180°C), sichtbar gemacht.
3. Radioaktive Produkte wurden durch Photoimaging mittels des Fuji BAS 1000
Imaging Analyzer sichtbar gemacht (Fuji Photo Film Co., Tokyo, Japan).

5.2.1.2 Quantifizierung der Radioaktivitat

Die Radioaktivitatsmenge wurde mit Hilfe des Flissigkeitsszintillationszahlers Tri-
Carb 1900 GA (Canberra Packard, Frankfurt, Deutschland) bestimmt. Als

Szintillationsfliissigkeit 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 durchgefithrt. Die Verschiebung 0 (angegeben in ppm), der im jeweils
angegebenen Losungsmittel (Chloroform-d, bzw. Methanol-d;) geldsten 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 Losungsmittels (Chloroform-d, 7.24 ppm, sowie bei Methanol-d, oder
Mischungen 3.35ppm) eingestellt. Mehrfachaufspaltungen werden in der
Reihenfolge zunehmender Kopplungskonstanten angegeben. Signalmultiplizitaten
werden wie folgt abgekiirzt: s - Singulett, d - Duplett, t - Triplett und m - Multiplett, b
- breit. Die Verschiebungen und Kopplungskonstanten wurden auf Grund der
besseren Ubersichtlichkeit der Zahlenreihen und geméaB internationaler Standards

mit Punkt als Dezimaltrennzeichen angegeben.
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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 (AEI, Manchester, UK) mit
einer Beschleunigungsspannung von 70 eV unter Direkteinlass aufgenommen. Bei
den analytischen Daten der Syntheseprodukte (Kap. 5.3) wurde jeweils die

Peakintensitat relativ zum Basispeak in Prozent angegeben (Basispeak = 100 %).

Fast atom bombardment-MS (FAB-MS): Die Spektren wurden entweder im positiven
oder im negativen Ionenmodus auf einem ZAB HF-Instrument (VG Analytical,
Manchester, GroBbritannien) im Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat
Bonn aufgenommen. Das Gerdt war mit einer “fast atom gun“ ausgestattet.' Hierfiir

wurden die Substanzen vorher in eine Matrix (m-Nitrobenzalkohol) eingelassen.

Matrix-unterstiitzte Laser Desorption/Ionisations Flugzeit-Massenspektrometrie
(Matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight-MS) (MALDI-TOF-MS): Die
Messungen wurden an einem TOFSpec E-Massenspektrometer (Micromass,
Manchester, GroBbritannien) im positiven oder negativen Modus bei einer
Beschleunigungsspannung von 20kV mit einem Stickstoff-Laser 337 nm
durchgefiihrt. Als Matrix wurde 2,5-Dihydroxybenzoesdure (10 mg/ml in Methanol)
verwendet. Die Proben wurden in Konzentrationen von ca. 25 pmol/ul in Methanol
oder Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) gelost. 1ul 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 sowohl im positiven, als auch negativen Modus an einem Q-TOF2-
Massenspektrometer (Micromass, Manchester, GroBbritannien) mit Nanospray-
Quelle aufgenommen. Die Proben wurden in einer Konzentration von 10 pmol/ul in

Acetonitril/0,1 % Ameisensaure 1:1 (v/v) gelost. Ca. 5 ul der Lésung wurden in eine

'Egge, H. und Peter-Katalinic, J. (1987), Mass Spectrom. Rev.
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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 Losung von Nal/Csl in dem o.a. Losungsmittel

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. Nach Bindung an Proteine, verschiebt sich das
Extinktionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm. Es wurden Aliquote
der homogenisierten Zellen auf deren Proteingehalt untersucht. Dabei dienten
ansteigende Mengen (0,25-5 ug) Rinderserumalbumin (BSA) (Sigma) als Standard.
Die Messungen erfolgten an den computergesteuerten Photometern Titertek

Multiscan bzw. Multiskan Ascent (Labsystems, Helsinki, Finnland).

5.2.2 Praparative Methoden
b.2.2.1 Darstellung der Liposomen

Kleine unilamellare Liposomen wurden nach der Extrudertechnik’ hergestellt. Die
jeweiligen Lipidmengen wurden aus den Stocklosungen der entsprechenden Lipide
pipettiert und im Argonstrom vom Losungsmittel befreit. Danach wurde 1 ml dest.
Wasser zugesetzt, die Suspension kurzzeitig im Ultraschallbad sonifiziert und
anschlieBend durch dreimaliges Einfrieren in flussigem Stickstoff und langsamen
Auftauen zu einer milchigen Losung umgewandelt. AnschlieBend wurden die so
gebildeten multilamellaren Liposomen 19-mal durch eine Polycarbonatmembran mit
100 nm PorengroBe in einem "LiposoFast low pressure homogenizer' (Avestin,

Ottawa, Kanada) gepresst, um unilamellare Liposomen herzustellen.

i MacDonald, R.C. et al. (1991), Biochim. Biophys. Acta
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5.2.2.2 Belichtung der Liposomen

Die Liposomen wurden in 21 cm?2 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. AnschlieBend 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 Besprithen mit Methanol/Wasser
1:1 (v/v) geschabt. Um Binder und andere wasserl6sliche Verunreinigungen aus den
DC-Platten abzutrennen wurde das extrahierte Material vorbehandelt." Dazu wurde
das Kieselgel mit 1ml Wasser versetzt, ultrabeschallt, und dann 1ml
Chloroform/Methanol 2:1 (v/v) zugegeben. Nach gutem Durchmischen wurde zentri-
fugiert (10 min, 3000 rpm), wonach sich das gewlinschte, nicht-wasserldsliche
Produkt in der unteren organischen Phase anreicherte. Diese wurde abpipettiert und
zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in 10 yl Chloroform/Methanol 1:1 (v/v)
aufgenommen und mit MALDI- bzw. ESI-Massenspektrometrie (5.2.1.4) untersucht.

Bei wasserloslichen Analyten (z.B. Ganglioside) konnte dieses neue
Extraktionsverfahren nicht angewendet werden, da diese sich vornehmlich in der
Oberphase anreicherten, die ebenfalls die gelosten Nebenbestandteile der DC-
Platten enthalt (u.a. Polymethacrylate). In diesen Fallen wurde weiterhin lediglich

mit Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) extrahiert.

5.2.2.4  Gerfierschnitt-Technik und Immunmarkierung

Zur Aufnahme der elektronenmikroskopischen Bilder mussten die Zellen vorher

fixiert werden. Neben der erwdhnten Fixierung mit Osmiumtetroxid kann hier die

"modifiziert nach: Folch, J. et al. (1957), J. Biol. Chem
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Gefrierschnitt-Technik angewendet werden. Dazu wurden die Fibroblasten nach
erfolgter Inkubation mit Proteinase K geerntet, zentrifugiert und mit 4 %
Formaldehyd und 0,1 % Glutaraldehyd in 0,2 M HEPES pH 7,2 fixiert. Die Zellpellets
lieB man tiber Nacht bei 4 °C durch 50 % Polyvinylpyrrolidon (PVP-10000) und 1,15 M
Saccharose in 0,1 M HEPES infiltrieren und anschlieBend in flissigem Stickstoff
gefrieren. Die Gefrierschnitte wurden in einem Gemisch aus 2 % Methylcellulose und
2,3 M Saccharose (1:1, v/v) aufgenommen.' Vor der Immunmarkierung mussten die
getauten Gefrierschnitte mit Wasser gespiilt werden. Die Markierung erfolgte dann
mit Anti-Biotin-Antikorpern der Ziege, die mit 10 nm groBen Goldkdérnchen konjugiert
waren. Nach Fixierung mit 2 % Glutaraldehyd in 0,2 M HEPES pH 7,2 wurden die
Schnitte in 1,8 % Methylcellulose und 0,4 % Uranylacetat eingebettet.” Die Aufnahme
der Bilder erfolgte dann bei 80 kV mit einem Elektronenmikroskop CM 120 der Firma
Philips.

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

Aus der Stocklosung des gewinschten Lipids wurde die entsprechende Menge (je
nach Versuch 65-185 nmol) in ein Schraubkappenglas pipettiert und das organische
Losungsmittel im Argonstrom entfernt. Der Lipidriuckstand wurde in 20 yl Ethanol
geldst und unter kraftigem Schiitteln die gleiche Molmenge einer 10*M Lésung von
delipidiertem Rinderserumalbumin (BSA) in HMEM zugegeben. AnschlieBend wurde
mit HMEM zu einer 10 uM Losung des Lipides aufgefullt.

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 Loésung des
Lipid/BSA-Komplexes in HMEM bei 4°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.

'Liou W. et al. (1996), Histochem. Cell Biol.
I Griffiths G. et al. (1984), J. Ultrastruct. Res.
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5.2.3.3 Inkubation langkettiger Ganglioside aus Mizellen

Aus der Stocklosung des gewunschten Gangliosidderivats wurde die entsprechende
Menge (je nach Versuch 20-50 nmol) in ein Schraubkappenglas pipettiert und das
organische Loésungsmittel im Argonstrom entfernt. Der Rickstand wurde in 20 ul
Ethanol angelost und mit einer wassrigen HMEM-L6sung zu einer 10 uM Lésung des
Gangliosids aufgefiillt. Danach wurde die Losung mehrfach im Ultraschallbad
sonifiziert. Die Zellen, die sich nach Aussaat in DMEM mit 10 % FKS befanden,
wurden dreimal mit HMEM gewaschen und danach fir 2 h mit der 10 yM Loésung der
Gangliosid-Losung in HMEM bei 37°C inkubiert. Anschliessend wurde dieses
Medium entfernt und die Zellen fiir 24-72h bei 37°C inkubiert.

5.2.3.4 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®).! Dazu wurden die Zellen auf 7°C gekiihlt und dreimal 10 Minuten mit je
2ml 10*M BSA-Lésung in HMEM inkubiert und anschlieBend erneut mit kaltem
HMEM gewaschen.

5.2.3.56 Belichtung der Zellen

Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abpipettiert und die Zellen zweimal mit
HMEM gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend 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.

5.2.3.6 Zellernte

Das jeweilige Inkubationsmedium wurde abpipettiert, die Zellen zweimal mit je 2 ml
PBS gewaschen und anschlieBend wurden die Zellen dreimal mit je 2 ml PBS unter

Zuhilfenahme eines Gummischabers vom Boden der Zellschale geschabt. Durch

!van Meer, G. et al. (1987), J.Cell Biol.
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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. Fur die Proteinbestimmung nach Bradford (5.2.1.5)

wurde ein Aliquot entnommen.

5.2.3.7 Trypsinierung von Zellen

Nach der Inkubation und Belichtung wurde das Inkubationsmedium entfernt. Danach
wurden die Zellen mit einer EDTA/Trypsin-Losung behandelt. Nach kurzer
Einwirkzeit wurde die Losung entfernt und die Zellen, wie unter 5.2.3.6 erklart,

weiterbehandelt.

5.2.3.8 Lipidextraktion

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

LiChroprep RP-18 nach 5.2.3.7 entsalzt.

5.2.3.9 Entsalzen von Reaktionsansatzen und Abtrennung von wasserloslichen

Komponenten

Amphiphile Reaktionsprodukte wurden mittels Umkehrphasen-Chromatographie von
wasserldslichem Material gereinigt.! Dazu wurden Pasteurpipetten mit 1 ml einer
LiChroprep RP-18/Methanol-Suspension (1:1, v/v) gefillt 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
wasserloslichen und polaren Komponenten herausgewaschen und anschlieBend die

Lipide mit Methanol sowie Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) eluiert.

! Williams, M. und McCluer, R. (1980), J. Neurochem.
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5.2.3.10 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 Alkalilabilitat von
Esterbindungen genutzt, wobei Sphingolipide nicht hydrolysiert werden. Zu dem in
2,44 ml Methanol gelostem Lipid wurden 62,5ul 4M NaOH in Methanol
(Endkonzentration 0,1 M) pipettiert und 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Losung
wurde anschlieBend zur Neutralisation mit 20 ul Essigsaure (350 umol) versetzt und
im Argonstrom zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 1ml
Methanol/Wasser 4:6 (v/v) aufgenommen und wie unter 5.2.3.7 beschrieben von

polaren und wasserldslichen Substanzen befreit.
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5.3 Synthesen

5.3.1 Synthese der photoaktivierbaren C;,,-Fettsdure(n)

Entsprechende Synthesen von photoaktivierbaren Fettsauren (C,-, C,- bzw. C,-Acyl-
kettenlange) wurden bereits in unserer Arbeitsgruppe durchgefithrt und
beschrieben.! Wahrend der Arbeiten mit den C,-TPD-GM1 Photosonden hat sich die
Bedeutung der Lange der Acylkette herausgestellt, weshalb eine weitere photoakti-
vierbare Fettsaure mit C,,-Acylkette in Homologie zu der bereits synthetisierten
Fettsauren hergestellt wurde.

(Arbeitsvorschrift fur 5-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)pentansaure-N-

succinimidylester entsprechend)

10- Phenyldekansaure-methylester (1)

21,75 g (87,5 mmol) 10-Phenyldekansaure wurden in 25ml (617 mmol) Methanol
suspendiert; dann wurde 0,75 ml Schwefelsdure zugefiigt und die Mischung unter
Ruckfluss 20 Stunden erhitzt. Das Losungsmittel 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,-Losung, zweimal
mit 10 ml Wasser gewaschen und anschlieBend uber CaCl, getrocknet. Der Ether
wurde im schwachen Vakuum entfernt. Das =zuriickbleibende Ol konnte {iber
Kieselgel 63-200 um mit Petrolether/Essigsaure 9:1 (v/v) als mobile Phase gereinigt
werden.

R; (Petrolether/Essigsaure 9:1 (v/v) Edukt 0,40; Produkt 0,52.

Ausbeute: 21,5 g (82 mmol) = 93 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): = 1.27-1.41 (m, 10 H, CH,), 1.55 (m, 4 H, H-3/H-9), 2.22 (t,
2H, J,, 7.5 Hz, H-2), 2.52 (t, 2 H, J,,, 7.7 Hz, H-10), 3.60 (s, 3 H, OCH,), 7.10
(m, 3 H, Bz), 7.19 (d, 2 H, J,,,; 7.6 Hz, Bz)

! Hérnschemeyer, J. (1997), Diplomarbeit
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1“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 C,,H,;0, ([M]"): 262,1933 (ex.), 262,39 (av.)
Gefunden 262,1537 (18 %)
230 (32 %, [M-CH,OH] "), 91 (100 %, [C,H,]"), 74 (26 %, [CH,COOCH,] *)

10-(p-(2,2,2-Trifluoracetyl)phenyl)dekansiaure-methylester (2)

26,5 g (0,4 mol) AICl, wurden in 50 ml Chloroform suspendiert. In der Kalte (0-5°C)
wurden 15 g (10 ml, 0,075 mol) Trifluoressigsaureanhydrid unter Rithrem langsam
hinzugefliigt und tiber einen Zeitraum von 30 Minuten geriihrt. AnschlieBend wurden
bei der gleichen Temperatur 11 g (0,04 mol) des Esters (1) zugetropft. Nach zwei
Stunden Riithren bei Raumtemperatur wurde die Losung in einem Scheidetrichter auf
500ml Eis gegeben. Mit 3 ml konz. Salzsdure wurde ausgefallenes
Aluminiumhydroxid in Losung gebracht. Die organische Phase wurde abgetrennt
und die wassrige dreimal mit 50 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit je 50 ml Wasser und gesattigter NaHCO,-Losung
gewaschen und anschlieBend tUiber Natriumsulfat getrocknet. Das Loésungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer abgetrennt und der Ruckstand
saulenchromatographisch mit Heptan/Essigsaureethylester 9:1 (v/v) aufgereinigt.

R; (Heptan/Essigsaureethylester 9:1, v/v) = 0,33.
Ausbeute: 10 g (28 mmol) = 70 % (gelbes Ol)

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § = 1.28-1.44 (m, m, 10 H, CH,), 1.56 (m, 4 H, H-3/H-9), 2.22
(t, 2H, J,, 7.5 Hz, H-2)), 2.61 (t, 2 H, J,,, 7.7 Hz, H-10), 3.57 (s, 3 H, OCH,),
7.26 (d, 2 H, J,;,, 7.6 Hz, Bz,,), 7.90 (d, 2 H, J,;; 7.6 Hz, Bz, )

SC-NMR (100 MHz, CDCL): 5 = 24.67 (1C, 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, OCH,), 116.69
(a, 1C, Jer 291.4 Hz, CF,), 127.53 (1 C, C-Bz,), 129.09 (2 C, CH-Bz,), 130.21
(1C, CH-Bz), 130.23 (1 C, CH-Bz), 151.58 (1 C, C-Bz,), 174.06 (1 C, COOR),
179.96 (q, 1 C, *J.; 34.8 Hz, CF,CO)

HRMS : Berechnet fiir C,jH,.F,0, ([M] ™): 358,1756 (ex.), 358,40 (av.)
Gefunden 358.1824 (41 %)
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338 (27 %, [M-HF] *), 326 (25 %, [M-CH,OH] *), 289 (53 %, [M-CF,]*), 230
(100 %, [M- CF,CO-CH,OH+H]"), 118 (47 %), 97 (31 %), 91 (35 %, [C,H,]*), 90
(36 %), 74 (40 %), 69 (32 %), 55 (21 %)

10-(p-(2,2,2-Trifluoracetyl)phenyl)dekansaure (3)

20,0 g (56 mmol) Ester (2) wurden in 150 ml (3,98 mol) Ameisensaure gelost. Nach
Zugabe von 2 ml konz. Schwefelsdure wurde die Losung bei 100°C fur 5 Stunden
unter Rickfluss erhitzt, so dass der bei ~32°C siedende Ameisensauremethylester
durch den Kihler entweichen konnte. Die Hauptmenge der Ameisensaure wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in 500 ml Eiswasser gegeben. Das
gebildete farblose Prazipitat wurde abfiltriert und getrocknet. Die Aufreinigung
erfolgte uber Saulenchromatographie an Kieselgel 63-200 pm mit

Chloroform/Methanol 15:1 (v/v) als Laufmittel. R, (Chloroform) Produkt 0,30.

Ausbeute: 19 g (65 mmol) = 98 % (farblose Nadeln)

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § = 1.29-1.42 (m, 10 H, CH,), 1.56 (m, 4 H, H-3/H-9), 2.27 (t,
2H, J,, 7.4 Hz, H-2), 2.61 (t, 2 H, J,,, 7.7 Hz, H-10), 7.26 (d, 2 H, J,, 8.4 Hz,
Bz,), 7.91 (d, 2 H, Jyy, 7.6 Hz, Bz,)

SC-NMR (100 MHz, CDCL): § = 24.42 (1C, C-3), 28.72 (1C, C-4), 28.74 (1 C, C-5),
30.57 (1 C, C-6), 33.93 (1 C, C-2), 36.00 (1 C, C-7), 116.71 (q, 1 C, "Jo 291.5 Hz,
CF,), 127.56 (1 C, C-Bz,), 129.12 (2 C, CH-Bz,,), 130.27 (1 C, CH-Bz), 130.29
(1C, CH-Bz), 151.58 (1 C, C-Bz,), 180.23 (1 C, COOH), 180.25 (q, 1 C, *Jup
34.3 Hz, CF,CO),

HRMS : Berechnet fiir C,;H,.F,0, ([M]"): 344,159930 (ex.), 344,37 (av.)
Gefunden: 344.331 (31 %)

326 (10 %, [M-H,0]"), 224 (15 %, [M-HF]*), 306 (10 %, [M-HF-H,0]"), 275
(28 %, [M-CF,]*™), 230 (100 %, [M-H,0-CF,CO+H]"), 135 (30 %), 131 (10 %),
118 (25 %, [C,H,CO]™), 91 (40 %, [C,H,]*), 90 (22 %)
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10-(p-(2,2,2-Trifluoracetyl)phenyl)dekansaure-tert.-butylester (4)

Zu einer Losung von 15 g (43,6 mmol) der Saure (3) in 250 ml Diethylether wurden
14,4 g (70 mmol) N,N ’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), 5,2 g (70 mmol) tert. Butanol,
0,8 g (6,5 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) gegeben und die Suspension
unter Schutzgasatmosphare 65 Stunden gerihrt. 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) = 0,30 (Saure) und R; 0,56 (Ester).

Ausbeute: 5,6 g (30,7 mmol) = 52 % (gelbes Ol)

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § = 1.30-1,45 (m, 10 H, CH,), 1.39 (s, 9 H, tBu), 1.53 (m, 2 H,
H-3), 1.60 (m, 2 H, H-9), 2.15 (t, 2 H, J,, 7.3 Hz, H-2), 2.64 (t, 2 H, J,,, 7.7 Hz,
H-10), 7.29 (d, 2 H, J,y, 8.6 Hz, Bz,), 7.93 (d, 2 H, J,y, 7.6 Hz, Bz,,)

15C-NMR (100 MHz, CDCL,): & = 24.81 (1 C, C-3), 27.94 (3 C, tBu-CH,), 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 (1 C,
tBu-C,), 116.69 (q, 1C, Jo 291.4 Hz, CF), 127.51 (1 C, C-Bz,), 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, *J.; 34,3 Hz, CF,CO)

HRMS : Berechnet fiir C,;H,,F.,O, ([M-tBu+H]"): 344,159
Gefunden 404,46 (53 %)
Berechnet fur C,,H,,F.,O, (IM]"): 404,22253 (ex.), 404,48 (av.)

331 (33%, [M-OtBu]™), 188 (35% [CF,COPhCH,]"), 116 (15 %,
[CH,COOtBu] ™), 57 (100 %, [tBu]™)

10-(p-(1-Hydroxyimino-2,2,2-trifluorethyl)phenyl)dektanséaure-tert.-butylester (5)

Eine Losung von 10 g (24,7 mmol) Ester (4) und 2,1 g (30 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 Riuckstand wurde in Diethylether geldst, dreimal mit Wasser gewaschen und

uber Natriumsulfat getrocknet. Der Ether wurde am Rotationsverdampfer entfernt
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und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie an Kieselgel 63-200 um mit
Chloroform als Eluent gereinigt. (R; = 0,65 Keton; R; = 0,2 Produkt).
Ausbeute: 8,6 g (23,1 mmol) = 75 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § = 1.35-1.47 (m, 10 H, CH,), 1.46 (s, 9 H, tBu), 1.63 (m, 4 H,
H-3/H-9), 2.24 (t, 2 H, J,, 7.5 Hz, H-2), 2.64 (t, 2 H, J,,, 7.7 Hz, H-10), 7.27 (d,
2 H, J,;,, 8.4 Hz, Bz), 7.48 (d, 2 H, J,y; 8.1 Hz, Bz), 10.35 (s, 1 H, N-OH)

15C-NMR (100 MHz, CDCL): § = 24.91 (1 C, C-3), 27.91 (3 C, tBu-CH,), 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 (1 C,
tBu-C,), 120.81 (q, 1C, Jo 274.7 Hz, CF,), 123.52 (1 C, C-Bz,), 128.38 (2C,
CH-Bz), 128.57 (2 C, CH-Bz), 145.32 (1 C, Bz,), 146.81 (q, *Jo 32.0 Hz, C=N),
174.33 (1 C, COOR)

HRMS : Berechnet fir C,;H,;F.NO, ([M-tBu+H]"): 343,175
Gefunden 343,1759 (17 %)
Berechnet fur C,,H,,F.NO, ([M]"): 415,2334 (ex.), 415,5 (av.)

342 (85%, [M-OtBu]'), 324 (33%, [M-OtBu-H,0]"), 244 (16 %,
[F,CCNOHPhCH,]"), 226 (10 %, [202-H,0]"), 116 (9 %, [CH,COOtBu]""), 57
(100 %, [tBu]*™)

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

In einer Losung von 5,6 g (13,2 mmol) Oxim (b) und 3,8 g (19,8 mmol) p-Toluensulfo-
nylchlorid in 200 ml Aceton wurden 7,3 g (52,8 mmol) Kaliumcarbonat suspendiert.
Die Mischung wurde stark geriuhrt und 2 Stunden unter Riuckfluss erhitzt. Die Losung
wurde abfiltriert und das Loésungsmittel entfernt. Der Riickstand wurde durch
Saulenchromatographie an Kieselgel 63-200 um mit n-Heptan/Dichlormethan 2:4 (v/v)
als mobile Phase gereinigt. R; 0,18 (Produkt); R, 0,1 (Oxim); R; 0,5 (p-

Toluensulfonylchlorid).

Ausbeute: 5,5 g (10 mmol) = 75 % (gelbliches Ol)
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'"H-NMR (400 MHz, CDCl,): Bemerkung: Die NMR-Spektren zeigten wie bereits bei
den zuvor synthetisierten C,-, C;- und C,-Photosonden' zwei Isomere des
Produktes (Tosylgruppe cis/trans zum Benzen-Ring). Fir anschliessende
Reaktion wurde kein Unterschied gemacht und Isomere beide zum
Diaziridin umgesetzt.

Die entsprechenden Signale sind in Klammern zusammen angegeben.

0 = 1.33-1.47 (m, 10 H, CH,), [1.41, 1.42 (s, 9 H, tBu)], 1.58 (m, 4 H, H-3/H-9),
[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-10), {[7.19 (d, 1 H, J,y 8.4 Hz, Bz), 7.24 (d, 1 H, J,;; 8.6 Hz, Bz)], 7.34 (m,
2H, TosCH), [7.86 (d, 2H, Jg; 8.4 Hz, TosCH), 7.88 (d, 2H, Jyz 8.4 Hz,
TosCH)]

8C-NMR (100 MHz, CDCL): & = [21.70, 21.72 (1 C, TosCH,)], [24.90, 24.92 (1 C, C-3)],
28.06 (3 C, tBu-CH,), 28.80, (1 C, C-4), 28.90 (1 C, C-5), [30.78, 30.82 (1 C, C-
6)], [35.44, 35.47 (1C, C-2)], [35.67, 35.78 (1C, C-7)], 79.92 (1 C, tBu-C,),
[119.67 (q, 1C, 'Jge 277.7 Hz, CF,), 120.19 (q, 1C, “J.; 283.8 Hz, CF,)], [121.77,
125.02 (1C, 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, 2J. 32.8 Hz, C=N), 153.98 (q, 1 C, 2J., 32.0 Hz,
C=N)], 173.15 (1 C, COOR)

MALDI-TOF-MS : Berechnet fiir ([M+Na]*): 592,2321
Gefunden 592,25 (60 %)
Berechnet fiir C,qH,;F,NO.S ([M]"): 569,2423 (ex.), 569,68 (av.)

608,27 [M+K]*(25%), 592,25 [M+Na]* (60%), 496,22 [M-t-Bu+H]* (50%),
344,31 [M-C,H,0,-t-Bu+H]* (100%)

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

In einem druckfesten 10ml Pyrex-Glaschen wurden 1,8g (2,8 mmol) des
Toluensulfonyloxims (6) in 5 ml absolutiertem Diethylether anteilig geldst und in
flissigem Stickstoff eingefroren. Dazu wurden ebenfalls unter Kithlung mit flissigem
Stickstoff 4 ml (~2 g) Ammoniak einkondensiert. Nach langsamer Erwarmung auf
Raumtemperatur (in einem fest verschlossenen GefaB3) wurde die Mischung uber
Nacht gerihrt. Die Losung wurde erneut eingefroren und der tiberschiissige

Ammoniak wurde vorsichtig abgedampft. Das ausgefallene p-Toluensulfonamid

! Hérnschemeyer, J. (1997), Diplomarbeit
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wurde abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Die organischen Phasen wurden
vereinigt, zweimal mit Wasser gewaschen und tiber Natriumsulfat getrocknet.
AbschlieBend wurde das Losungsmittel im geringen Vakuum entfernt. Die Reinigung
des Ruckstandes erfolgte auf Kieselgel 40-63 pm in Chloroform/Essigsdureethylester
7:1 (v/v), R; (Produkt) 0,50, R, (Edukt) 0,72.

Ausbeute: 1 g (2,4 mmol) = 86 % (hellgelbes Ol).

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8 = 1.30-1.50 (m, 10 H, CH,), 1.39 (s, 9 H, tBu), 1.55 (m,
4 H, H-3/H-9), 2.15 (t, 2 H, J,, 7.5 Hz, H-2), 2.31 (d, 1 H, J,;, 8.6 Hz, NH), 2.58
(t, 2 H, Jy,,7.7 Hz, H-10), 2.75 (d, 1 H, J,y 8.6 Hz, NH), 7.17 (d, 2 H, J,y, 8.4 Hz,
Bz), 7.46 (d, 2 H, J,;; 8.1 Hz, Bz)

“C-NMR (100 MHz, CDCL): § = 24.85 (1 C, C-3), 27.96 (3 C, tBu-CH,), 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, 2J. 35.9 Hz,
Diaziridin-C), 79.81 (1 C, tBu-C,), 123.52 (q, 1C, J¢ 278.5 Hz, CF,), 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)

MALDI-TOF-MS : Berechnet fiir [M+Na]"): 437,2392
Gefunden 437,25 (56 %)
Berechnet fur C,,H;,F,N,O, ([M]"): 414,2494 (ex.), 414,51 (av.)

461,01 [M+2Na-H|* (10%), 454,21 [M+K]" (10%), 437,25 [M+Na]* (56%),
414,26 [M]" (15%), 342,4 [M-t-Bu+H]" (55%), 189,15 [M-C,,H,.0,-t-Bu+H]"
(100%)

10-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekansaure-tert.-butylester (8)

Zu einer siedenden Losung von 8,5 g (560 mmol) Silbernitrat in 50 ml Wasser wurden
2,0g (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 Loésung von 1,9g (4,5 mmol) Diaziridin (7)
(vereinigte Produkte aus mehreren Synthesen) in 50 ml Diethylether 3 Stunden bei
Raumtemperatur mit 5,4 g (40 mmol) suspendiertem Silberoxid oxidiert. Die festen
Bestandteile wurden abfiltriert, zweimal mit Ether gewaschen und die vereinigten

Etherphasen anschlieBend im Vakuum vom Lésungsmittel befreit. Die Kontrolle iiber
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Dunnschichtchromatographie zeigte ein einziges Produkt, welches ohne weitere

Reinigung verwendet wurde.

R; = 0,55 (Chloroform).
Ausbeute: 1,59 g (4,29 mmol) = 95 % (hellgelbes O1)

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8 = 1.27-1.38 (m, 10 H, CH,), 1.42 (s, 9 H, tBu), 1.57 (m,
4 H, H-3/H-9), 2.17 (t, 2 H, J,, 7.4 Hz, H-2), 2.58 (t, 2 H, J, ,, 7.7 Hz, H-10), 7.07
(d, 2 H, J,y,; 8.4 Hz, Bz), 7.17 (d, 2 H, J,y 8.1 Hz, Bz)

15G-NMR (100 MHz, CDCL): § = 24.92 (1 C, C-3), 28.05 (3 C, tBu-CH,), 28.33 (q, g
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
(2C, C-2, C-7), 79.90 (1 C, tBu-C,), 122.19 (q, 1C, ‘Jo 274.7 Hz, CF,), 126.36
(1C, 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)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fiir [M+Na]*: 435,2235
Gefunden 435,203 (100 %)

Berechnet fir C,;H,.F.N,O, ([M]"): 412,2337 (ex.), 412,50 (av.)

847,43 [2M+Na]* (10%), 825,44 [2M]* (5%), 435,203 [M+Na]* (100 %), 407,21
[M-N,+Na]*, 357,17 [M-C,H,+H]"

10-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekansaure (9)

1,5 g (3,6 mmol) Diazirin (8) wurden in 10 ml Dichlormethan geldst. Dann wurden
2 ml Trifluoressigsaure zugesetzt und 2 Stunden bei 20°C geriihrt. DC-Analyse zeigte
ein einziges Produkt (R; 0,23, Chloroform). Das Lésungsmittel und der grofBte Teil
Trifluoressigsaure wurden unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde

uber Nacht im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,12 g (3,56 mmol) = 99 % (gelbliches Ol)

'H-NMR (400 MHz, CDCL,): 5 = 1.28-1.52 (m, 10 H, CH,), 1.60 (m, 4 H, H-3, H-6), 2.33
(t, 2H, J,, 7.4 Hz, H-2), 2.59 (t, 2 H, J,,,7.7 Hz, H-10), 7.08 (d, 2 H, J,, 8.4 Hz,
Bz), 7.18 (d, 2 H, J,;;; 8.4 Hz, Bz), 10.8-11.2 (b, 1 H, OH)

SC-NMR (100 MHz, CDCL,): & = 24.49 (1 C, C-3), 28.36 (q, *Jg 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,



Material und Methoden

C-7), 122.20 (q, 1C, g 274.7 Hz, CF,), 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 C,;H,,F,N,O, ([M]"): 356,1712 (ex.), 356,39 (av.)
Gefunden 356,2 (5 %)

356 [M]* (5%), 339 [M-OH]" (15 %, ) 328 [M-N,]* (100 %), 186 [M-C,,H,0,]"
(58 %), 151 (15 %), 122 (10 %), 104 (10 %), 91 (5 %, [C,H,] ™)

10-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekansaure- /V-succinimidylester (10)

In einer Losung von 1 g (2,8 mmol) Saure (9) und 0,35 g (3 mmol) N-Hydroxysuccin-
imid in 45 ml Diethylether wurden 0,62 g (3 mmol) N,N "-Dicyclohexylcarbodiimid (£ 3
ml aus ~1M Losung in Dichlormethan) gegeben und tiber Nacht bei Raumtemperatur
geruhrt. 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. R;
0,52 (Produkt); R; 0,1 (Edukt).

Ausbeute: 1,01 g (2,23 mmol) = 83 % (farbloser Feststoff)

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § = 1.32-1.51 (m, 10 H, CH,), 1.58 (dt, 2 H, J,y 7.4 Hz, Jypy
15.1 Hz, H-9), 1.71 (dt, 2H, Juy 7.7 Hz, Jgy 15.0 Hz, H-3), 2.57 (t, 2 H, Ju
7.4 Hz, H-2), 2.59 (t, 2H, Juy 7.7 Hz, H-10), 2.75 (s, 4 H, Succ-CH,), 7.07 (d,
2 H, J,; 8.1 Hz, Bz,,), 7.17 (d, 2 H, J,iy 8.6 Hz, Bz, )

5C-NMR (100 MHz, CDCL): & = 24.39 (1 C, C-3), 25.52 (2 C, Succ-CH,), 28.36 (q, 1 C,
2Je 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 (g, 1 C, Jo; 274.7 Hz, CF,), 126.33
(1C, C-Bz,), 126.35 (2 C, CH-Bz,,), 128.82 (2 C, CH-Bz,,), 144.40 (1 C, C-Bz,),
168.56 (1 C, COOR), 169.15 (2 C, Succ-CO)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fur [M+Na]"): 476,1773
Gefunden 476,19 (43 %)
Berechnet fur C,,H,F.N,O, [M]": 453,1875 (ex.), 453,46 (av.)

492,21 [M+K]" (12 %), 476,19 [M+Na]* (100 %), 453,16 [M]* (10%), 448,18
[M+Na-N,|" (43 %), 361,94 [M+Na-OSucc]® (18%), 338,27 [M+Na-OSucc]”
(10 %), 334,62 [M+Na-COOSucc]’ (8 %), 311,25 [M-COOSucc+H]" (12 %)
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5.3.2 Synthese der radioaktiven Biotinlabel

4-Biotinamidobuttersaure (11)

45 mg (43,5 pumol) y-Aminobuttersdure (GABA) werden mit 0,7 mg (6,5 pmol)
radioaktiver GABA (=100 uCi) versetzt und unter leichtem Erwarmen bei Zugabe von
100 ul 1 M waBriger NaHCO,;-Losung in 500ul DMF geldst. Dadurch erhalt man eine
GABA-Losung mit einer spezifischen Radioaktivitdt von 2 Ci/mol. 45,0 mg (130,8
pmol) Biotin-N-Hydroxysuccinimid werden in 500 pul DMF aufgenommen und unter
Rihren zur GABA-Losung zugefugt. Die Abtrennung von Natriumionen erfolgt iber
Kationenaustauscher SP-Sephadex C-25 Pyr". Die eluierten Produkte werden im
Vakuum eingeengt und tber Kieselgelsaule mit einem Laufmittel von Chloroform /
Methanol / Wasser / Eisessig, 80:20:1:1, v/v/v/v gereinigt.

Ri-Wert (Produkt) 0,21

Ausbeute: 14,8 mg (45 umol) = 90 % (farbloser Feststoff)

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 1.27 (m, 1 H, J,; 7.1 Hz , J,g; 13.5 Hz, H-9), 1.44 (m, 1 H,
Juw 7.1 Hz , Joy 13.5 Hz, H-9"), 1.47 (m, 2 H, H-11), 1.79 (m, 2 H, J,; 7.4 Hz, J,i,
15.1 Hz, H-10), 1.91 (m, 2 H, J.yy 7.7 Hz, J,g 15.0 Hz, H-18), 1,98 (m, 2 H, Juy
7.4 Hz, H-12), 2.28 (t, 2 H, J.y; 7.7 Hz, H-19), 2.43 (m, 1 H, J,;;, 13.95 Hz, H-8),
2.53 (m, 1 H, J,y, 13.95 Hz, H-8'), 2.95 (m, 1 H, J,y; 5.6 Hz, H-2), 3.23 (t, 2 H, J.i,
8.6 Hz, H-17), 4.21 (m, 1 H, J.y; 4.5 Hz, H-3), 4.29 (m, 1 H, J,y,, 6.6 Hz, H-7), 6.19
(d, 1 H, J,p; 1.5 Hz, H-4), 6.23 (d, 1 H, J,i;; 1.5 Hz, H-6), 6.19 (s, 1 H, H-16)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fir [M+Na]": 352,1307
Gefunden 352,2
Berechnet fur C,,H,,N,0,S [M]": 329,1409

374,18 [M+2Na-H|", 368,12 [M+K]" (12 %), 352,20 [M+Na]* (100 %), 330,16
[M+H]" (10%)

Desweiteren wurde nach einer anderen Synthesevorschrift' eine 4-

Biotinamidobuttersaure mit einer spezifischen Radioaktivitat von 15,5 Ci/mol

! Schwarzmann, G. und Sandhoff, K. (1987), Methods in Enzymology
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dargestellt. Dieses Derivat wurde fiir die Synthese des 4-Biotinamidobuttersaure-N-
succinimidylester verwendet.

50 mg (146,5 pmol) D-Biotin-succinimidylester und 12 mg (116,4 pmol) v-
Aminobuttersdure wurden in 1 ml Chloroform/Methanol, 1:1, v/v gelost und mit 25 ul
N-Ethyldiisopropylamin versetzt. Unter Argon wurde 11ber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde im Stickstoffstrom vom
Losungsmittel befreit und der Rickstand mit 800 pul Eisessig versetzt. Die Suspension
wurde kraftig geschiittelt, fiir 10 min ultrabeschallt und anschlieBend mit flissigem
Stickstoff eingefroren. Der gefrorenen Probe wurde dhnlich einer Gefriertrocknung im
Vakuum das Losungsmittel entzogen. Der Ruckstand wurde
saulenchromatographisch tiber Kieselgel gereinigt. Als Laufmittel diente hierbei ein
Losungsmittelgemisch aus Chloroform:Methanol:2,5 M Ammoniak, 60:40:9, v/v/v.

R-Wert (Produkt): 0,3

Ausbeute: 26,7 mg (81,1 umol) = 69 % (farbloser Feststoff)

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 1.27 (m, 1 H, J,p; 7.1 Hz , J,g; 13.5 Hz, H-9), 1.44 (m, 1 H,
Jiwe 7.1 Hz , Joy 13.5 Hz, H-9"), 1.47 (m, 2 H, H-11), 1.79 (m, 2 H, J,; 7.4 Hz, J,,
15.1 Hz, H-10), 1.91 (m, 2 H, J.y; 7.7 Hz, J,g 15.0 Hz, H-18), 1,98 (m, 2 H, Ju
7.4 Hz, H-12), 2.28 (t, 2 H, J.yy 7.7 Hz, H-19), 2.43 (m, 1 H, J,;;; 13.95 Hz, H-8),
2.53 (m, 1 H, J,y; 13.95 Hz, H-8'), 2.95 (m, 1 H, J,y; 5.6 Hz, H-2), 3.23 (t, 2 H, J,i,
8.6 Hz, H-17), 4.21 (m, 1 H, J.; 4.5 Hz, H-3), 4.29 (m, 1 H, J,y,, 6.6 Hz, H-7), 6.19
(d, 1 H, J,py 1.5 Hz, H-4), 6.23 (d, 1 H, J,i;; 1.5 Hz, H-6), 6.19 (s, 1 H, H-16)

HRMS : Berechnet fir C,,H,,N,0,S ([M]"): 329,1409 (ex.), 329,41 (av.)
Gefunden: 329,02 (12 %)

352 [M+Na]*(60%), 330 [M+H]* (10%), 242 [M-C,H,COOH]* (20%), 227 [M-
GABA]" (100%)

4-Biotinamidobuttersaure-N-succinimidylester (12)

7,2 mg (22 pmol) Biotin-[1-14C]-C,-Saure (spez. Radioaktivitat 15,5 Ci/mol) werden
mit 3 mg (26 umol) N-Hydroxysuccinimid und 5,4 mg (26 pmol) DCC in 500 ul
trockenem DMF gelost. Nach 12 h Rihren bei 35°C wird das Losungsmittel im
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Vakuum verdampft und der Ruckstand saulenchromatographisch uber Kieselgel
gereinigt (Laufmittel: Chloroform / Methanol / Wasser, 75:20:3, v/v/v).
R; (Produkt): 0,24

Ausbeute: 1,9 mg (4,4 pmol) = 20 % (farbloser Feststoff)

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 1.25 (m, 1 H, J,p; 7.1 Hz , J,g; 13.5 Hz, H-9), 1.44 (m, 1 H,
Jiw 7.1 Hz , Joy 13.5 Hz, H-9"), 1.47 (m, 2 H, H-11), 1.79 (m, 2 H, J,; 7.4 Hz, J,s,
15.1 Hz, H-10), 1.99 (m, 2 H, J,y; 7.26 Hz, H-12), 2.03 (m, 2 H, J,y; 7.4 Hz, H-12),
2.28 (t, 2 H, J,y 7.7 Hz, H-19), 2.43 (m, 1H, , J.yy 7.88 Hz, J,y 13.95 Hz, H-8),
2.45 (m, 2 H, J,;, 7.5 Hz, H-19), 2.53 (m, 1 H, J,y; 7.88 Hz, J,y; 13.95 Hz, H-8'),
2.79 (m, 2 H, J.y; 8.5 Hz, H-24), 2.89 (m, 2 H, J,; 8.5 Hz, H-25), 2.95 (m, 1 H,
Jup 5.6 Hz, H-2), 3.23 (t, 2 H, J,; 5.4 Hz, H-17), 4.21 (m, 1 H, J,y; 6.6 Hz, H-3),
4.29 (m, 1 H, J, 6.6 Hz, H-7), 4.74 (d, 1 H, H-16), 6.19 (s, 1 H, J,y; 1.5 Hz, H-4),
6.23 (s, 1 H, H-16)

HRMS : Berechnet fir C,;H,;N,O.S ([M]"): 426,1573 (ex.), 426,49 (av.)
Gefunden: 426,22 (31 %)

449 [M+Na]* (20%), 427 [M+H]* (20%), 329 [M-Succinimid]* (100%), 227 [M-
GABA-Succinimid]” (60%)

5.3.3 Synthese der Gangliosidderivaten
Nattirliches GM1 enthéalt in seinem Sphingoidteil Fettsduren der Kettenlange C-18
und C-20. Fiur die massenspektrometrischen Untersuchungen werden diese als [M]

fur C3 und [M’] fur C,, bezeichnet.

Monodeacetyl-lysoGM1 (13)

4,5 g (80 mmol) KOH werden in 100 ml Methanol (Ar-gesattigt) gelost. Zu 15 ml
dieser 0,8 M Losung werden 100 mg (64,6 umol) GM1 gegeben. Die Lésung wird 20 h
bei 100 °C geruihrt. Nachdem die Losung abgekiihlt ist, wird mit Eisessig ein pH-
Wert von 5 eingestellt. Durch Ausschiuitteln mit einer kleinen Menge Hexan werden
uberschissige Fettsauren entfernt. Die methanolische Phase wird abgetrennt und

die Hexanphase mehrmals mit 5 ml Wasser gewaschen. Die wassrige und
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methanolische Phase werden vereinigt und im Vakuum von Loésungsmittelresten
befreit. AnschlieBend wird der Riuckstand uber RP18 entsalzt und im Vakuum am
Rotationsverdampfer eingeengt.

Eine Reaktionskontrolle erfolgte diinnschichtchromatographisch iiber Kieselgelplatte
mit einem Laufmittel aus Chloroform / Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v.

R; (Produkt) = 0,08.

Ausbeute: 75 mg (59,3 umol) = 91 % (farbloser Feststoff)

'"H-NMR (500 MHz, CDCL,/CD,OD, 1:1, v/v): Sphingosin: 6 = 0.88 (t, 3H, J,;; 6.6 Hz ,
CH,), 1.23-1.32 (m, 26 H, 13 CH,), 2.12 (m, 2 H, H-6), 3.42 (m, 2 H, NH,), 3.52
(m, 1 H, Jyy 7.8 Hz, Jy;;; 5.1 Hz, H-1), 3.73 (m, 1 H, H-2), 3.89 (m, 1 H, H-3), 4.97
(dd, 1H, Jyyy 7.5 Hz, H-4), 5.21 (m, 1 H, H-5); Glukose (I): 4.18 (d, 1 H, Juu
7.8 Hz, H-1); Galaktose (II): 6 = 4.29 (d, 1 H, J; 7.9 Hz, H-1); Galaktose (IV):
0 = 4.85 (m, 1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 6 = 1.67 (s, 3 H, CH,), 4.97 (d, 1 H,
Jun 8.3 Hz, H-1); Sialinsaure: 6 = 3.42 (m, 2 H, NH,)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fir [M+Na]"): 1259,5871
Gefunden 1259,54 (15 %)
Berechnet fiur [M'+Na]™): 1287,6184
Gefunden 1287,67 (15 %)
Berechnet fur C,,H,.N,O,, [M]: 1236,5973 (ex.),
1237,33 (av.)
Berechnet fir C.;HyN,0,, [M']: 1264,6286 (ex.),

1265,39 (av.)

1341,40 [M'+Na+K-H]" (56%), 1310,62 [M'+2Na-H]" (40%), 1282,38 [M+2Na-
H]" (33%), 1266,60 [M'+H]" (45%), 1238,52 [M+H]" (50%), 1055,51 [M-
(deacNANA)+K]* (22%), 1039,50 [M'-(deacNANA)+Na]* (100%), 1011,52 [M-
(deacNANA)+Na]* (100%)

Monodeacetyl-N-stearoyl-lysoGM]1 (,,C,;-GM1-deacetyl*) (14)

20 mg (16,2 pumol) Monodeacetyl-LysoGM1 werden in 200 ul DMF und 20 pul
Hiinigbase aufgenommen und im Stickstoffstrom eingeengt. Dieser Vorgang wird 2
mal wiederholt. Das so vorbereitete Edukt wird in 500 ul DMF gel6st. AnschlieBend

werden 5,5 mg (14,6 umol) Stearoyl-NHS hinzugegeben und man lasst diese Losung
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uber Nacht bei 30 °C stehen. Man uberprift durch Kieselgel-DC-Kontrolle den
Fortschritt der Reaktion. Laufmittel sind hierbei als Test fiir noch nicht umgesetztes
Monodeacetyl-LysoGM1 Chloroform / Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v. Noch
nicht umgesetzte Fettsdauren konnen durch ein Laufmittel aus Chloroform / Methanol
/ Eisessig, 50:1:0,1, v/v/v detektiert werden. Gegebenenfalls wird eine weitere,
kleine Menge an Stearoyl-NHS zugesetzt und erneut stehengelassen. Das Produkt
wird saulenchromatographisch tiber Kieselgel mit einem Laufmittel von Chloroform /
Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v gereinigt.

Ri-Wert (Produkt): 0,13

Ausbeute: 7,5mg (b umol) = 34 % (farbloser Feststoff)

'"H-NMR (500 MHz, CDCL,/CD,OD, 1:1, v/v): Sphingosin: 6 = 0.87 (t, 3H, J,; 6.6 Hz ,
CH,), 1.23-1.32 (m, 26 H, 13 CH,), 2.02 (m, 2 H, H-6), 2.93 (dd, 1 H, J, 7.8 Hz,
Jug 5.1 Hz, H-1), 4.33 (m, 1 H, H-2), 5.44 (dd, 1 H, Jy, 7.5 Hz, H-4), 5.69 (m,
1 H, H-3), 5.71 (m, 1 H, H-5); Stearinsaure: 6 = 0.88 (t, 3 H, Jyy 7.3 Hz , CH,),
1.22-1-34 (m, 32 H, 5 CH,), 1.46 (m, 2 H, H-2), 2.45 (m, 2 H, H-1); Glukose (I):
4.28 (d, 1 H, Jyy 7.8 Hz, H-1); Galaktose (II): 4.39 (d, 1 H, Jyy 7.9 Hz, H-1);
Galaktose (IV): 4.35 (m, 1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 1.67 (s, 3 H, CH,), 4.77
(d, 1 H, Jy; 8.3 Hz, H-1); Sialinsaure: 6 = 3.77 (m, 4 H, H-8/H-9), 5.12 (m, 2 H,

H-7)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fur [M+Na]"): 1526,8558
Gefunden 1526,52 (10 %)
Berechnet fiir [M'+Na]™): 1554,8872
Gefunden 1554,67 (20 %)
Berechnet fur C,H,,,N;O,, [M]: 1502,8581 (ex.),

1503,80 (av.)

Berechnet fur C,;H,;;N;0,, [M']: 1530,8896 (ex.),

1531,85 (av.)

1593,94 [M'+Na+K-H|" (5%), 1576,78 [M'+2Na-H|" (33%), 1570,72 [M'+K]"
1554,67 M'+Na]® (20%), 1526,52 [M+Na]" (10%), 1532,88 [M'+H]" (5%),
1504,85 [M+H]" (7%)
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Monodeacetyl-N-octanoyl-lysoGM1 (,,C,-GM1-deacetyl*) (15)

49,4 mg (40 pumol) Monodeacetyl-LysoGM1 werden in einer Mischung von 500 ul
DMF/Pyridin (10:1, v/v) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Zu dieser Losung gibt man
eine katalytische Menge an 4-Dimethylaminopyridin (Steglich-Base). Man 16st 8,5 mg
(32 umol) 4-Nitrophenylcaprylat in 200 ul DMF diese Lésung zum Monodeacetyl-
LysoGM1. AnschlieBend lasst man tber Nacht auf Raumtemperatur erwarmen und
priuft den Fortschritt der Umsetzung mittels Kieselgel-DC-Kontrolle. Als Laufmittel
dient hierbei ein Gemisch von Chloroform / Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v. Je
nach Umsatz kann ein weiterer Zusatz von 4- Nitrophenylcaprylat erfolgen. Der
Abbruch der Reaktion sollte erfolgen, wenn ca. 80 % C;-GM1-deacetyl entstanden
sind, da sonst die Gefahr einer Mehrfach-Acylierung besteht. Die Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch 1liber Kieselgel in einem Laufmittelgradienten von
Chloroform / Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v nach Chloroform / Methanol / 2,5 M
NH,, 60:35:8, v/v/v.

Ri-Wert (Produkt): 0,11

Ausbeute: 18,0 mg (13 pmol) = 33 % (farbloser Feststoff)

'"H-NMR (500 MHz, CDCL,/CD,OD, 1:1, v/v): Sphingosin: 6 = 0.87 (t, 3H, J,; 6.6 Hz ,
CH,), 1.23-1.32 (m, 26 H, 13 CH,), 2.02 (m, 2 H, H-6), 2.93 (dd, 1 H, J, 7.8 Hz,
Jug 5.1 Hz, H-1), 4.33 (m, 1 H, H-2), 5.44 (dd, 1 H, Jy, 7.5 Hz, H-4), 5.69 (m,
1 H, H-3), 5.71 (m, 1 H, H-5); Oktansaure: 6 = 0.91 (t, 3H, Jyy 7.1 Hz , CH,),
1.23-1-32 (m, 10 H, 5 CH,), 2.22 (m, 2 H, H-2); Glukose (I): 6 = 4.28 (d, 1 H, Jy
7.8 Hz, H-1); Galaktose (II): 6 = 4.39 (d, 1 H, J; 7.9 Hz, H-1); Galaktose (IV):
0 = 4.35 (m, 1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 6 = 1.97 (s, 3 H, CH,), 4.77 (d, 1 H,
Jun 8.3 Hz, H-1); Sialinsaure: 6 = 3.71 (m, 4 H, H-8/H-9), 5.14 (m, 2 H, H-7)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fir [M+Na]"): 1386,6994
Gefunden 1386,34 (18 %)
Berechnet fir [M'+Na]"): 1414,7307
Gefunden 1414,74 (30 %)
Berechnet fur C,H,,,N;O,, [M]: 1363,7096 (ex.),
1364,54 (av.)
Berechnet fur C,,H,;,N,O,, [M']: 1391,7409 (ex.),

1392,59 (av.)

1452,26 [M'+Na+K-H|" (7%), 1424,22 [M+Na+K-H|" (5%), 1436,75 [M'+2Na-
H]|" (33%), 1430,74 [M'+K]" (25%), 1408,25 [M+2Na-H]" (10%), 1402,22
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[M+K]* (20%), 1393,568 [M'+H]* (12%), 1365,43 [M+H]" (17%), 1165,3 [M-
(deacNANA)+Na]* (50%), 1137,32 [M-(deacNANA)+Na]* (60%)

5.3.4 Synthese der photoaktivierbaren Gangliosidderivaten

Monodeacetyl-(5-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)pentanoyl-lysoGM1 (16)

0,1 g (80 umol) Monodeacetyl-LysoGM1 (13) werden in einer Mischung von 1 ml
DMF/N-Ethyldiisopropylamin (100:1, v/v) gelost. Man 16st 0,038 g (80 umol) 5-(p-(3-
(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)pentansaure-N-succinimidylester (12) in 200 ul DMF
und gibt diese Losung zum Monodeacetyl-LysoGM1. Anschlieend lasst man tber
Nacht auf Raumtemperatur rithren und priuft den Fortschritt der Umsetzung mittels
Kieselgel-DC-Kontrolle. Als Laufmittel dient hierbei ein Gemisch von Chloroform /
Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v. Je nach Umsatz kann ein weiterer Zusatz des
Succinimidylesters erfolgen. Der Abbruch der Reaktion sollte erfolgen, wenn ca. 80 %
TPD-C.-GM1-deacetyl entstanden sind. Die Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch 1iiber Kieselgel in einem Laufmittelgradienten von
Chloroform / Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v nach Chloroform / Methanol / 2,5 M
NH,, 60:35:8, v/v/v.

R; (Produkt) = 0,4.

Ausbeute: 110 mg (66 umol) = 83 % (farbloser Feststoff)

'"H-NMR (400 MHz, CDCL,): Sphingosin: 8 = 0.88 (t, 3 H, J,;; 6.6 Hz , CH,), 1.23-1.32 (m,
26 H, 13 CH,), 2.12 (m, 2 H, H-6), 3.42 (m, 2 H, NH,), 3.52 (m, 1 H, J;;;; 7.8 Hz,
Jug 5.1 Hz, H-1), 3.73 (m, 1H, H-2), 3.89 (m, 1H, H-3), 497 (dd, 1H, Jy
7.5 Hz, H-4), 5.21 (m, 1 H, H-5); Glukose (I): 4.18 (d, 1 H, J;;; 7.8 Hz, H-1);
Galaktose (II): 6 = 4.29 (d, 1 H, Jy; 7.9 Hz, H-1); Galaktose (IV): 0 = 4.85 (m,
1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 6 = 1.67 (s, 3 H, CH,), 4.97 (d, 1 H, J,; 8.3 Hz,
H-1); TPD-Pentansaure: 6 = 1.45-1.68 (m, 6 H, H-2/H-3/H-4), 1.60 (m, 4 H, H-
3, H-6), 248 (t, 2 H, J,, 7.4 Hz, H-1), 2.69 (t, 2 H, H-b), 6.88 (d, 2 H, J;;; 8.4 Hz,
Bz), 8.11 (d, 2 H, J;;;; 8.4 Hz, Bz)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fiur [M+Na]"): 1528,6772
Gefunden 1528,64 (16 %)
Berechnet fir [M’+Na]™): 1556,7085
Gefunden 1556,72 (22 %)

Berechnet fur C,H,F;N.O,, [M]: 1505,6875 (ex.),
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1506,58 (av.)
Berechnet fir CgH,,,;F;N.O,, [M']: 1533,7188 (ex.),
1534,63 (av.)

1595,71 [M'+Na+K-H]" (11%), 1579,60 [M'+2Na-H]" (6%), 1567,65
[M+Na+K-H]" (156%), 1556,72 [M'+Na]* (22%), 1551,55 [M+2Na-H]" (100%),
1528,64 [M+Na]" (16%), 1535,22 [M'+H]" (12%), 1507,22 [M+H]" (22%),

N-5-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)pentanoyl-lysoGM1 (17)

0,015 g (10 pumol) Monodeacetyl-(5-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)-
pentansaure)-GM1 (16) werden in 200 yl DMF aufgenommen, welches vorher mit N-
Ethyldiisopropylamin von flichtigen amino- und iminohaltigen Komponenten befreit
wurde. Dazu gibt man bei Raumtemperatur Acetanhydrid im Uberschuss.
AnschlieBend lasst man tiber Nacht auf Raumtemperatur rithren und prift den
Fortschritt der Umsetzung mittels Kieselgel-DC-Kontrolle. Als Laufmittel dient
hierbei ein Gemisch von Chloroform / Methanol / H,O, 50:50:10, v/v/v. Je nach
Umsatz kann ein weiterer Zusatz von Acetanhydrid erfolgen. Die Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch tuber Kieselgel in einem Laufmittel von Chloroform /
Methanol / H,0, 50:50:10, v/v/v.

R; (Produkt) = 0,54

Ausbeute: 4,65 mg (3 umol) = 30 % (farbloser Feststoff)

"H-NMR (400 MHz, CDCL,): Sphingosin: 5 = 0.88 (t, 3 H, J,;; 6.6 Hz , CH,), 1.23-1.32 (m,
26 H, 13 CH,), 2.12 (m, 2 H, H-6), 3.42 (m, 2 H, NH,), 3.52 (m, 1 H, J,;;; 7.8 Hz,
Jug 5.1 Hz, H-1), 3.73 (m, 1H, H-2), 3.89 (m, 1H, H-3), 497 (dd, 1 H, Jgy
7.5 Hz, H-4), 5.21 (m, 1 H, H-5); Glukose (I): 4.18 (d, 1 H, Jy;; 7.8 Hz, H-1);
Galaktose (II): 6 = 4.29 (d, 1 H, J; 7.9 Hz, H-1); Galaktose (IV): 6 = 4.85 (m,
1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 6 = 1.67 (s, 3 H, CH,), 4.97 (d, 1 H, J;;;; 8.3 Hz,
H-1); Sialinsaure: 6 = 1.9 (s, 3 H, CH,); TPD-Pentansaure: 6 = 1.45-1.68 (m,
6 H, H-2/H-3/H-4), 1.60 (m, 4 H, H-3, H-6), 2.48 (t, 2 H, J,, 7.4 Hz, H-1), 2.69 (t,
2 H, H-5), 6.88 (d, 2 H, J,y 8.4 Hz, Bz), 8.11 (d, 2 H, J,;;; 8.4 Hz, Bz)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fir [M+Na]"): 1570,6878
Gefunden 1570,42 (25 %)
Berechnet fiir [M'+Na]™): 1598,7191
Gefunden 1598,75 (20 %)

Berechnet fur CyH, o F;N;O;, [M]: 1547,6980 (ex.),



Material und Methoden

1548,62 (av.)
Berechnet fur C,;H,,,F;N;O,, [M']: 1575,7293 (ex.),
1576,67 (av.)

1637,74 [M'+Na+K-H|* (11%), 1620,63 [M’'+2Na-H]|* (60%), 1615,57 [M+3Na-
2H]* (5%), 1609,96 [M+Na+K-H]* (8%), 1598,75 [M’'+Na]® (20%), 1593,60
[M+2Na-H]* (55%), 1570,52 [M+Na]* (25%), 1577,22 [M’+H]* (100%), 1549,12
[M+H]" (87%)

Radioaktives 5-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)pentanoyl-lysoGM1 (17)

Die Darstellung von radioaktiv markiertem C.-TPD-GM1 erfolgte analog mit 500 uCi
[1-"*C]-Acetanhydrid (spez. Radioaktivitat 114 Ci/mol). Da das verwendete [1-'*C]-
Acetanhydrid 2zu mehr als 90% isotopenrein war, sollten bei den
massenspektrometrischen Untersuchungen die entsprechenden Peaks eine um 2
amu erhohte Masse zeigen. Dieses war in der Tat der Fall.

Auf Grund der hohen Radioaktivitat konnten hierbei keine NMR- Spektren angefertigt
werden.

Der Stern * zeigt die radioaktive Markierung mit [1-*C]-Acetanhydrid an.

R; (Produkt) = 0,54

Ausbeute: 3,10 mg (2 umol) = 20 % (farbloser Feststoff)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fir [M +Na]™): 1572,6878
Gefunden 1572,14 (24 %)
Berechnet fiir [M'+Na]"): 1600,7191
Gefunden 1600,65 (13 %)
Berechnet fiir CgH,,F;N.O;, [M']: 1549,6980 (ex.),
1550,62 (av.)
Berechnet fir C,;H,,;F;N.Og, [M]: 1577,7293 (ex.),

1578,67 (av.)

Monodeacetyl-(10-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekanoyl-lysoGM1 (18)

0,1 g (80 umol) Monodeacetyl-LysoGM1 (13) werden in einer Mischung von 1 ml
DMF/N-Ethyldiisopropylamin (100:1, v/v) gelost. Man 16st 0,038 g (80 umol) 10-(p-(3-
(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekansaure-N-succinimidylester (10) in 200 ul DMF

und gibt diese Losung zum Monodeacetyl-LysoGM1. AnschlieBend lasst man tber
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Nacht auf Raumtemperatur rithren und pruft den Fortschritt der Umsetzung mittels
Kieselgel-DC-Kontrolle. Als Laufmittel dient hierbei ein Gemisch von Chloroform /
Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v. Je nach Umsatz kann ein weiterer Zusatz von
Succinimidylesters (10) erfolgen. Der Abbruch der Reaktion sollte erfolgen, wenn ca.
80 % TPD-C,-GM1l-deacetyl entstanden sind. Die Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch 1iber Kieselgel in einem Laufmittelgradienten von
Chloroform / Methanol / 2,5 M NH,, 60:40:9, v/v/v nach Chloroform / Methanol / 2,5 M
NH,, 60:35:8, v/v/v.

R; (Produkt) = 0,27.

Ausbeute: 110 mg (68 umol) = 83 % (farbloser Feststoff)

'"H-NMR (400 MHz, CDCI, 1:1, v/v): Sphingosin: § = 0.88 (t, 3 H, J,; 6.6 Hz , CH.,), 1.23-
1.32 (m, 26 H, 13 CH,), 2.12 (m, 2 H, H-6), 3.42 (m, 2 H, NH,), 3.52 (m, 1 H, Jyy
7.8 Hz, Jyy 5.1 Hz, H-1), 3.73 (m, 1 H, H-2), 3.89 (m, 1 H, H-3), 4.97 (dd, 1 H,
Jug 7.5 Hz, H-4), 5.21 (m, 1 H, H-5); Glukose (I): 4.18 (d, 1 H, J; 7.8 Hz, H-1);
Galaktose (II): 6 = 4.29 (d, 1 H, J; 7.9 Hz, H-1); Galaktose (IV): 6 = 4.85 (m,
1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 6 = 1.67 (s, 3 H, CH,), 4.97 (d, 1 H, J;;;; 8.3 Hz,
H-1); TPD-Dekanséaure: 6 = 1.25-1.45 (m, 14 H, CH,), 1.79 (m, 2 H, H-9), 2.50
(m, 2H, H-1), 2.54 (t, 2H, J,,, 7.6 Hz, H-10), 6.88 (d, 2 H, Jyy 8.4 Hz, Bz), 8.11
(d, 2H, Jyy 8.4 Hz, Bz)

ESI-TOF-MS: Berechnet fir [M+Na]™): 1598,7555
Gefunden 1598,74 (8 %)
Berechnet fiir [M'+Na]™): 1626,7868
Gefunden 1626,77 (10 %)
Berechnet fur C,H,,;F;N;O;, [M]: 1575,7657 (ex.),
1576,71 (av.)
Berechnet fur C,;H,,,F;N.O,, [M']: 1603,797 (ex.),

1604,77 (av.)

1670,76 [M’'+3Na-2H]* (23%), 1664,71 [M'+Na+K-H]* (11%), 1648,76
[M’'+2Na-H|* (60%), 1642,72 [M+3Na-2H]* (23%), 1636,71 [M+Na+K-H]*
(5%), 1626,77 [M'+Na]* (10%), 1620,74 [M+2Na-H]* (51%), 1598,74 [M+Na]*
(8%), 824,88 [M'+2Na]** (100%), 810,87 [M+2Na]** (70%), 425,33 [M’+4Na]**
(10%), 397,29 (10%) [M+4Na]**
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N-10-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekanoyl-lysoGM1 (19)

0,01 g (6 umol) Monodeacetyl-(10-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekansaure)-
GM1 (18) werden in 1 ml DMF aufgenommen, welches vorher mit N-
Ethyldiisopropylamin von fliichtigen amino- und iminohaltigen Komponenten befreit
wurde. Dazu gibt man bei Raumtemperatur Acetanhydrid. AnschlieBend lasst man
iilber Nacht auf Raumtemperatur rithren und priift den Fortschritt der Umsetzung
mittels Kieselgel-DC-Kontrolle. Als Laufmittel dient hierbei ein Gemisch von
Chloroform / Methanol / H,O, 50/50/10, v/v/v. Je nach Umsatz kann ein weiterer
Zusatz von Acetanhydrid erfolgen. Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch

uber Kieselgel in einem Laufmittel von Chloroform / Methanol / H,0, 50:50:10, v/v/v.

R, (Produkt) = 0,49.

Ausbeute: 4 mg (2,5 umol) = 42 % (farbloser Feststoff)

'H-NMR (400 MHz, CDCL,): 6 = 400 MHz, CDC], 1:1, v/v): Sphingosin: § = 0.88 (t, 3 H,
Juy 6.6 Hz , CH,), 1.23-1.32 (m, 26 H, 13 CH,), 2.12 (m, 2 H, H-6), 3.42 (m, 2 H,
NH,), 3.52 (m, 1 H, Jy; 7.8 Hz, J,; 5.1 Hz, H-1), 3.73 (m, 1 H, H-2), 3.89 (m,
1 H, H-3), 4.97 (dd, 1 H, J,y 7.5 Hz, H-4), 5.21 (m, 1 H, H-5); Glukose (I): 4.18
(d, 1 H, J,y 7.8 Hz, H-1); Galaktose (II): 6 = 4.29 (d, 1 H, Jyy 7.9 Hz, H-1);
Galaktose (IV): 6 = 4.85 (m, 1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 6 = 1.67 (s, 3 H,
CH,), 4.97 (d, 1 H, J,; 8.3 Hz, H-1); Sialinsaure: 6 = 1.9 (s, 3 H, CH,); TPD-
Dekansaure: 6 = 1.25-1.45 (m, 14 H, CH,), 1.79 (m, 2 H, H-9), 2.50 (m, 2 H, H-
1), 2.64 (t, 2 H, Jq,, 7.6 Hz, H-10), 6.88 (d, 2 H, J, 8.4 Hz, Bz), 8.11 (d, 2 H, Jyy

8.4 Hz, Bz)

ESI-TOF-MS: Berechnet fir [M+Na]™): 1640,7661
Gefunden 1640,22 (10 %)
Berechnet fir [M'+Na]™): 1668,7974
Gefunden 1668,66 (10 %)
Berechnet fur C,,H,,;F.N.O,, [M]: 1617,7763 (ex.),

1618,75 (av.)

Berechnet fur C,.H,,,F.N.O,, [M']: 1645,8076 (ex.),

1646,80 (av.)

1713,82 [M'+3Na-2H|* (20%), 1708,41 [M’'+Na+K-H]* (8%), 1690,92
[M’'+2Na-H|* (60%), 1685,36 [M+3Na-2H|* (25%), 1679,96 [M+Na+K-H]*
(15%), 1668,66 [M’+Na]* (10%), 1663,70 [M+2Na-H|* (40%), 1640,22 [M+Na]*
(10%), 845,88 [M’+2Na]** (80%), 831,88 [M+2Na]>" (100%), 427,68 [M+4Na]**
(8%)
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Radioaktives 10-(p-(3-(Trifluormethyl)diazirinyl)phenyl)dekanoyl-lysoGM1 (19)

Die Darstellung von radioaktiv markiertem C.-TPD-GM1 erfolgte analog mit 500 uCi
[1-"*C]-Acetanhydrid (spez. Radioaktivitat 114 Ci/mol). Da das verwendete [1-*C]-
Acetanhydrid 2zu mehr als 90% isotopenrein war, sollten bei den
massenspektrometrischen Untersuchungen die entsprechenden Peaks eine um 2
amu erhohte Masse zeigen. Auch hier konnten dieses gefunden werden.

Auf Grund der hohen Radioaktivitat konnten hierbei keine NMR- Spektren angefertigt
werden.

Der Stern * zeigt die radioaktive Markierung mit [1-*C]-Acetanhydrid an.
R, (Produkt) = 0,49,

Ausbeute: 2 mg (1,25 umol) = 20 % (farbloser Feststoff)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fiir [M +Na]"): 1642,7661
Gefunden 1642,47 (15 %)
Berechnet fir [M"’+Na]"): 1670,7974
Gefunden 1668,42 (13 %)
Berechnet fiir C,,H,,,F,N,O,, [M']: 1619,7763 (ex.),
1620,75 (av.)
Berechnet fir C,.H,,,F,N.O,, [M"]: 1647,8076 (ex.),

1648,80 (av.)

5.3.5 Synthese der Biotin-markierten Gangliosidderivaten

Biotin-[1-'“C]C,-N-stearoyl-lysoGM1 (20)

7,5 mg (5 pmol) C,;-GM1-deacetyl (14) werden mehrmals in 200 pl DMF und 20 ul
Hunigbase aufgenommen und im Stickstoffstrom eingeengt. Danach l6st man das
Edukt in 400 pl DMF und 40 pl Hunigbase und gibt 2,1 mg (5 pmol) 4-
Biotinamidobuttersaure-N-succinimidylester hinzu. Die Losung wird fiir 2 Tage bei 35
°C geriihrt. Nach Reaktionskontrolle durch Kieselgel-DC wird bei schlechter
Umsetzung eine (gleiche Menge 4-Biotinamidobuttersaure-succinimidylester
zugegeben. Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch in einem Laufmittel aus
Chloroform / Methanol / 30 mM CacCl, / 100 mM KCl, 50:50:4:8, v/v/v/v.

R; (Produkt): 0,43
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Ausbeute: 2,35 mg (1,3 umol) = 26 % (farbloser Feststoff)

'H-NMR (500 MHz, CDCL,/CD,OD, 1:1, v/v): Sphingosin: § = 0.87 (t, 3 H, J. 6.6 Hz ,
CH,), 1.23-1-32 (m, 26 H, 13 CH,), 2.02 (m, 2 H, H-6), 2.93 (dd, 1 H, J,, 7.8 Hz,
Jun 5.1 Hz, H-1), 4.33 (m, 1 H, H-2), 5.44 (dd, 1 H, J,; 7.5 Hz, H-4), 5.69 (m,
1H, H-3), 5.71 (m, 1 H, H-5); Stearinsaure: 6 = 0.88 (t, 3 H, Jy; 7.3 Hz , CH,),
1.22-1-34 (m, 32 H, 5 CH,), 1.46 (m, 2 H, H-2), 2.45 (m, 2 H, H-1); Glukose (I):
4.28 (d, 1 H, Jyy 7.8 Hz, H-1); Galaktose (II): 4.39 (d, 1 H, J,; 7.9 Hz, H-1);
Galaktose (IV): 4.35 (m, 1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 1.67 (s, 3 H, CH,), 4.77
(d, 1 H, Jyy 8.3 Hz, H-1); Sialinsaure: 6 = 3.77 (m, 4 H, H-8/H-9), 5.12 (m, 2 H,
H-7); Biotin: 6 = 2.17 (t, 2 H, Ju; 7.6 Hz, H-19), 2.21 (t, 2 H, J;;; 6.7 Hz, H-6),
3.18 (m, 2 H, H-3/H-7), 4.54 (m, 2 H, H-8)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fur [M+Na]"): 1837,9863
Gefunden 1838,82 (95 %)
Berechnet fir [M'+Na]™): 1866,0176
Gefunden 1866,94 (100 %)
Berechnet fur Cg;H,\NO,,S [M]: 1814,9965 (ex.),
1816,21 (av.)
Berechnet fur C4,H,,N;O,,S [M']: 1843,0278 (ex.),

1844,26 (av.)

1910,94 [M’'+3Na-2H]" (12%), 1889,30 [M'+2Na-H]" (32%), 1882,94 [M+3Na-
2H]" (23%), 1866,94 [M'+Na]" (100%), 1960,98 [M+2Na-H]" (46%), 1838,82
[M+Na]" (95%), 1844,86 [M'+H]" (8%), 1816,80 [M+H]" (10%)

Biotin-[1-'“C]C,-N-octanoyl-lysoGM1 (21)

9 mg (6,6 umol) Cy-GM1-deacetyl werden in 250 pl DMF unter leichtem Erwarmen
gelost. Ebenso werden 3,1 mg (7 umol) 4-Biotinamidobuttersare-N-succinimidylester
in 250 pl DMF aufgenommen und beide Lésungen unter Kuhlung zusammengegeben.
Danach erwarmt man auf Raumtemperatur und lasst tiber Nacht stehen. Die
Reinigung erfolgt saulenchromatographisch tber Kieselgel (Laufmittel: Chloroform /
Methanol / Wasser, 60:35:8, v/v/v).

Ri-Wert (Produkt): 0,52

Ausbeute: 0,85 mg (0,5 umol) = 8 % Ausbeute: (farbloser Feststoff)
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'"H-NMR (500 MHz, CDCL,/CD,OD, 1:1, v/v): Sphingosin: 6 = 0.87 (t, 3H, J,; 6.6 Hz ,
CH,), 1.23-1-32 (m, 26 H, 13 CH,), 2.02 (m, 2 H, H-6), 2.93 (dd, 1 H, Jy; 7.8 Hz,
Juy 5.1 Hz, H-1), 4.33 (m, 1 H, H-2), 5.44 (dd, 1H, J; 7.5 Hz, H-4), 5.69 (m,
1 H, H-3), 5.71 (m, 1 H, H-5); Oktansaure: 6 = 0.91 (t, 3H, Jy; 7.1 Hz , CH,),
1.23-1-32 (m, 10 H, 5 CH,), 2.22 (m, 2 H, H-2); Glukose (I): 6 = 4.28 (d, 1 H, Jy
7.8 Hz, H-1); Galaktose (II): 6 = 4.39 (d, 1 H, J; 7.9 Hz, H-1); Galaktose (IV):
0 = 4.35 (m, 1 H, H-1); Galaktose-N-acetyl: 6 = 1.97 (s, 3 H, CH,), 4.77 (d, 1 H,
Jun 8.3 Hz, H-1); Sialinsaure: 6 = 3.71 (m, 4 H, H-8/H-9), 5.14 (m, 2 H, H-7);
Biotin: 6 = 2.17 (t, 2 H, Jy; 7.6 Hz, H-19), 2.21 (t, 2 H, J; 6.7 Hz, H-6), 3.18 (m,
2 H, H-3/H-7), 4.54 (m, 2 H, H-8)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fur [M+Na]"): 1697,8297
Gefunden 1698,22 (100 %)
Berechnet fur [M'+Na]"): 1725,1611
Gefunden 1725,66 (80 %)
Berechnet fur C,;H,;)N;O,,S [M]: 1674,8399 (ex.),
1675,94 (av.)
Berechnet fur C,,H,;,N;O,,S [M']: 1702,1713 (ex.),

1703,99 (av.)

1764,41 [M'+Na+K-H]" (6%), 1747,98 [M'+2Na-H]" (44%), 1741,92 [M+3Na-
2H]" (12%), 1725,66 [M'+Na]*® (80%), 1719,80 [M+2Na-H]" (40%), 1698,22
[M+Na]* (100%), 1704,67 [M+H]" (60%), 1676,45 [M+H]" (60%)

5.3.6 Synthese der NBD-markierten Gangliosidderivaten

Monodeacetyl-(6-N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-amino)-
hexanoyl)-lysoGM1 (22)

25 mg (20 umol) Monodeacetyl-lysoGM1 (13) werden in 1 ml DMF aufgenommen.
Dazu gibt man bei 10 ul N-Ethyldiisopropylamin und engt im Stickstoffstrom ein. Der
Riickstand wird erneut in 0,5 ml DMF aufgenommen und mit 10 yumol N-Succinimidyl-
6-N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-amino)-hexansaure versetzt. AnschlieBend
lasst man tiber Nacht bei 40°C rithren und prift den Fortschritt der Umsetzung
mittels Kieselgel-DC-Kontrolle. Als Laufmittel dient hierbei ein Gemisch von

Chloroform / Methanol / 25M NH, 60/35/8, v/v/v. Nach Beseitigung des
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Losungsmittels erfolgt die Reinigung saulenchromatographisch uber Kieselgel in
einem Laufmittel von Chloroform / Methanol / 2,5M NH,, 60/35/8, v/v/v.
R; (Produkt) = 0,1

Ausbeute: 30 mg (19,8 umol) = 99 % (gelber Feststoff)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fur [M+Na]"): 1536,6799
Gefunden 1536,83 (75 %)
Berechnet fir [M'+Na]™): 1564,7113
Gefunden 1564,82 (80 %)
Berechnet fur C,H,,,N,O,, [M]: 1513.6909 (ex.)
1514.59 (av.)
Berechnet fur C,,H,,,N.O,, [M']: 1541.7223 (ex.)

1542.65 (av.)

1586,89 [M’+2Na-H]* (12 %), 1575,52 [M+Na+K-H|* (22 %), 1559,56 [M+2Na-
H|* (18 %), 1582,01 [M'+K]* (5%), 1553,73 [M+K]* (12 %), 1564,82 [M'+Na]*
(80 %), 1536,83 [M+Na]* (75 %), 1543,23 [M’'+H]* (60 %), 1515,31 [M+H]*
(100 %)

6-N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-amino)-hexanoyl-lysoGM1 (23)

0,01 g (6,5 pumol) Monodeacetyl-(6-N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-amino)-
hexan)-GM1 (22) werden in 50 ul DMF aufgenommen. 1 mg Acetanhydrid wird in
100 ul DMF suspendiert und unter Rihren zum Ansatz gegeben. AnschlieBend lasst
man Uber Nacht auf Raumtemperatur rihren und prift den Fortschritt der
Umsetzung mittels Kieselgel-DC-Kontrolle. Als Laufmittel dient hierbei ein Gemisch
von Chloroform / Methanol / 2,56M NH,, 60/35/9, v/v/v. Je nach Umsatz kann ein
Zusatz von Acetanhydrid erfolgen. Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch
uber Kieselgel in einem Laufmittel von Chloroform / Methanol / 2,5M NH,, 60/35/9,
v/v/v.

R; (Produkt) = 0,21

Ausbeute: 10 mg (6,4 umol) = 98 % (gelber Feststoff)

MALDI-TOF-MS: Berechnet fir [M+Na]"): 1578,6913
Gefunden 1578,83 (87 %)
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Berechnet fir [M'+Na]™): 1606,7226
Gefunden 1606,63 (55 %)
Berechnet fur CyH, (o N,O,, [M]: 1555,7015 (ex.)
1556,63 (av.)
Berechnet fur CgH,,,N,O,, [M']: 1583,7328 (ex.)

1584,68 (av.)

1645,66 [M+Na+K-H]" (13%), 1629,58 [M'+2Na-H|* (9%), 1617,63
[M+Na+K-H|" (32 %), 1601,58 [M+2Na-H]* (18 %), 1623,82 [M'+K]* (11%),
1595,43 [M+K]* (21 %), 1606,63 [M'+Na]* (55 %), 1578,83 [M+Na]" (87 %),
1585,61 [M’'+H]" (86 %), 1557,42 [M+H]* (100 %)
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