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Abstract: Wir berichten �ber eine Lipid-basierte Strategie zur
Visualisierung von Struktur und Dynamik des Golgi-Apparats
in lebenden Zellen mithilfe hochauflçsender Mikroskopie. Die
Methode basiert auf zwei neuen Reagentien: einem trans-
Cycloocten enthaltenden Ceramid-Lipid (Cer-TCO) und
einem hoch reaktiven, Tetrazin-markierten Nah-IR-Farbstoff
(SiR-Tz). Diese beiden Komponenten reagieren in einer
extrem schnellen Tetrazin-Klick-Reaktion zu Cer-SiR, einer
sehr photostabilen Verbindung, welche die Visualisierung des
Golgi-Apparats sowohl mit 3D-Konfokalmikroskopie als auch
mit hochauflçsender Mikroskopie �ber eine l�ngere Zeit-
spanne ermçglicht. Cer-SiR ist nicht toxisch bis zu einer
Konzentration von 2 mm und stçrt weder die Mobilit�t von
Enzymen innerhalb des Golgi-Apparats noch den Transport
von Fracht vom Endoplasmatischen Retikulum durch den
Golgi-Apparat zur Plasmamembran.

Hochauflçsende „Nanoskope“ kçnnen Lichtmikroskope in
ihrem Auflçsungsvermçgen deutlich �bertreffen, wodurch
neue Details zur Struktur, Funktion und Dynamik von Or-
ganellen in lebenden Zellen aufgedeckt werden kçnnen.[1]

Die komplexen Anforderungen f�r Nanoskopie bringen
jedoch einige Herausforderungen bez�glich Fluorophorde-
sign und Markierungsstrategie mit sich: Der Fluorophor muss
hell, photostabil und kompatibel mit lebenden Zellen sein.
Die Markierungsmethode muss zu einer hohen Fluorophor-
dichte f�hren, die jedoch die Funktion des Organells nicht
beeinflussen darf. W�hrend Nanoskope eine Auflçsung im

Bereich von einigen zehn Nanometern[2] ermçglichen, gibt es
immer noch einen wesentlichen Bedarf an Molek�len, welche
die Grenzen der Organellen mit einer hohen Dichte mar-
kieren und eine gen�gende Photostabilit�t[3] aufweisen, um
Studien zur Dynamik der Organellen zu ermçglichen.[4] Die
meisten Nanoskopieanwendungen beruhen auf markierten
Proteinen,[5] allerdings bietet der Einsatz von Lipiden eine
vielversprechende komplement�re Markierungsmçglich-
keit,[6] da Lipide ungef�hr hundertmal h�ufiger vorkommen
als Proteine und weil sie die tats�chlichen Grenzen eines
Organells darstellen. K�ufliche fluoreszierende Lipide wie
BODIPY FLC5-ceramide (BODIPY-Cer)[7] sind zellg�ngig
und wurden oft zur Markierung des Golgi-Apparats ver-
wendet; sie bleichen jedoch bei Aufnahmen �ber eine l�ngere
Zeitspanne oder w�hrend hochauflçsender Mikroskopie zu
schnell aus. Photostabile Fluorophore wie die kommerziell
erh�ltlichen Atto 647N und STAR 635,[8] die typischerweise
f�r STED-Mikroskopie (STED = stimulated emission deple-
tion) verwendet werden, gehen oft nichtspezifische Wech-
selwirkungen ein[9] oder sind nicht zellg�ngig und deshalb f�r
die STED-Mikroskopie von intrazellul�ren Strukturen wie
dem Golgi-Apparat in lebenden Zellen ungeeignet.

Hier berichten wir �ber eine Strategie zur hochaufgelçs-
ten Visualisierung der Golgi-Struktur und -Dynamik in le-
benden Zellen mithilfe von neuen Lipid-basierten fluores-
zierenden Molek�len als Kontrastmittel. Die Markierungs-
strategie beruht auf zwei neuen Reagentien: einem trans-
Cycloocten enthaltenden Ceramid-Lipid (Cer-TCO) und
einem hoch reaktiven, Tetrazin-markierten Nah-IR-Fluoro-
phor (SiR-Tz). Diese beiden Komponenten reagieren in einer
extrem schnellen Tetrazin-Klick-Reaktion[10] zu Cer-SiR,
einem zellg�ngigen Farbstoff, dessen �ußerst hohe Photosta-
bilit�t Aufnahmen von lebenden Zellen �ber eine l�ngere
Zeit mithilfe von 3D-Konfokal- und STED-Mikroskopie er-
mçglicht (Abbildung 1). Cer-SiR ist nicht toxisch bis zu einer
Konzentration von 2 mm und stçrt weder die Mobilit�t von
Enzymen innerhalb des Golgi-Apparats noch den Transport
von Fracht vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) durch
den Golgi-Apparat zur Zellmembran. Cer-TCO wurde in
sechs Stufen synthetisiert, und SiR-Tz wurde in Analogie zu
einer zuvor publizierten Synthese von SiR-Me-Tz hergestellt
(Schema S1-2; S: Hintergrundinformationen).[11]

Zur Untersuchung, ob der Golgi-Apparat selektiv mit
Cer-SiR markiert werden kann, verwendeten wir eine stabile
HeLa-Zelllinie, die das Fusionsprotein aus dem gr�n fluo-
reszierenden Protein (GFP) und N-Acetylgalactosaminyl-
transferase 2 (GalNAcT2) exprimiert (GalNAcT2 ist ein
Transmembranprotein, das mit hoher Spezifit�t im Golgi-
Apparat lokalisiert ist).[12] Die Zellen wurden mit 2 mm Cer-
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TCO behandelt (5 min), 60 min bei 19.5 8C gehalten, um das
Lipid im Golgi-Apparat anzureichern,[13] nachfolgend 2 mm

SiR-Tz (30 min) ausgesetzt und zuletzt mithilfe konfokaler
Mikroskopie visualisiert (Abbildung 2 A). Wie erwartet zeigt
GalNAcT2-GFP eine halbmondfçrmige Lokalisierung nahe
dem Zellkern unabh�ngig von der Zugabe von Cer-TCO oder
SiR-Tz (Abbildungen 2B und S3). Die Behandlung von
Zellen mit Cer-TCO und nachfolgend mit SiR-Tz f�hrte zu
einer intensiven roten Markierung der Golgi-Region (Ab-
bildungen 2C,D und S2).[14] Die Signale von GalNAcT2-GFP
und Cer-SiR colokalisierten mit einem Pearsons-Koeffizient
von 0.50� 0.02. Der entsprechende Wert f�r GalNAcT2-GFP
und SiR-Tz war 0.08� 0.01 (p< 0.0001; Abbildung S5), was
die effektive Lokalisation von Cer-TCO im Golgi-Apparat
sowie seine effiziente Reaktion mit SiR-Tz belegt. Zuvor
gemischte Lçsungen aus SiR-Tz und Cer-TCO sind ungeeig-
net f�r die Markierung des Golgi-Apparats, wahrscheinlich
wegen der schlechten Zellg�ngigkeit von Cer-TCO (Details
siehe Abbildung S4).

Zur Best�tigung, dass der Golgi-Apparat in mit Cer-TCO
und SiR-Tz behandelten Zellen seine Funktion aufrechter-
h�lt, haben wir den Transport durch den und im Golgi-Ap-
parat untersucht. Zuerst nutzten wir Hela-Zellen, die vor-
�bergehend das Fusionsprotein TfRc-FM4-pH exprimieren,
das aus dem Transferrinrezeptor (TfRc), vier F36m-
FKBP(FM)-Dom�nen und pHlorin,[15] einer pH-empfindli-

chen Variante von GFP, zusammengesetzt ist.[16] Fusionspro-
teine mit vier FM-Dom�nen aggregieren und bleiben im ER
gefangen,[17] lçsen sich jedoch bei der Zugabe von „D/D“-
solubilizer,[18] einem Analogon eines Rapamycinfragments,
(Clontech #635054) schnell auf (Abbildung 3A). Exprimie-
rung von TfRc-FM4-pH in Hela-Zellen f�hrte zu starker GPF-
Fluoreszenz nahe dem Zellkern in großen Aggregaten im ER
(Abbildung 3B, 0 min, links). Wie erwartet f�hrte die Zugabe
von „D/D“-solubilizer zum Transport von TfRc-FM4-pH
durch den Golgi-Apparat zur Plasmamembran, wo es an der
Zelloberfl�che durch Immunanf�rbung mit Alexa-568-mar-
kiertem anti-GFP-Antikçrper detektiert wurde (Abbil-
dung 3B, 60 min, links). Die Zugabe von Cer-TCO und SiR-
Tz (wie oben beschrieben) f�hrte zu keinen offensichtlichen
Ver�nderungen im Transport von TfRc-FM4-pH durch den
Golgi-Apparat und zur Plasmamembran (Abbildung 3B,
60 min, rechts).

Um quantitativ zu bestimmen, ob unterschiedliche Kon-
zentrationen von Cer-TCO/SiR-Tz den Transport von TfRc-
FM4-pH durch den Golgi-Apparat beeinflussen, nutzten wir
dieses Experiment, um den Anteil an TfRc-FM4-pH zu un-
tersuchen, der die Plasmamembran in An- und Abwesenheit
von Cer-TCO/SiR-Tz erreicht. Wir verglichen die gesamte
Fluoreszenz von TfRc-FM4-pH (gr�ner Kanal) in mehreren
Zellen mit derjenigen auf den Zelloberfl�chen (Alexa-568-
anti-GFP-Antikçrper, roter Kanal) jeweils 0 und 60 min nach
der Zugabe von „D/D“-solubilizer. Dieses Experiment ist
intern kontrolliert, da es die Verteilung eines einzelnen Pro-
teins (TfRc-FM4-pH) mithilfe zweier Kan�le ermittelt. Dies
ist ein Vorteil gegen�ber einer Untersuchung der Verteilung
von zwei verschiedenen Proteinen, deren Exprimierungsni-
veaus variieren kçnnen. Zellen wurden mit 0, 2 oder 5 mm

Cer-TCO und SiR-Tz behandelt, und die Menge an TfRc-
FM4-pH nach 0 min (sofort nach der Zugabe von „D/D“-sol-

Abbildung 1. Zweistufige Markierung des Golgi-Apparats in lebenden
Zellen mit hoher Dichte. Zellen werden mit Cer-TCO, einem trans-Cyc-
loocten enthaltenden Ceramid-Lipid, behandelt und nachfolgend mit
SiR-Tz, einem Tetrazinderivat eines sehr photostabilen Siliciumrhoda-
minfarbstoffes, umgesetzt. Cer-SiR, das Produkt der Reaktion (nur ein
Isomer gezeigt), ermçglicht ausgiebige Visualisierungen mithilfe von
3D-Konfokal- und hochauflçsender Mikroskopie.

Abbildung 2. Cer-TCO wird im Golgi-Apparat angereichert und reagiert
mit SiR-Tz zur Visualisierung des Golgi-Apparats. A) HeLa-Zellen, die
das Golgi-Reporterprotein GalNAcT2-GFP exprimieren, wurden mit
Cer-TCO (2 mm) behandelt, einer Temperaturblockade unterzogen, um
das Ceramid-Lipid im Golgi-Apparat anzureichern, und dann mit SiR-
Tz (2 mm) markiert. B–D) Ausschließliche Inkubation mit SiR-Tz mar-
kiert die Zellen nicht, die Behandlung mit Cer-TCO und SiR-Tz f�hrt
hingegen zum Reaktionsprodukt (rot), das mit GalNAcT2-GFP (gr�n)
colokalisiert (siehe auch Abbildung S2).
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ubilizer) und nach 60 min in der Zelle und an deren Ober-
fl�che wurde durch Integration des gr�nen und roten Signals
in ImageJ[19] quantifiziert (Abbildung 3C). Die graphischen
Darstellungen der GFP- (gr�n) und Alexa-568-Rohsignale
(rot; Abbildung S6) oder das Rot/gr�n-Verh�ltnis (Abbil-
dung 3C) sind nahezu identisch, unabh�ngig von einer Be-
handlung der Zellen mit Cer-TCO und SiR-Tz (Zellen mit
einer hohen �berexprimierung wurden bei der Auswertung
nicht ber�cksichtigt). Das Resultat dieses Experiments ist ein
starkes Indiz, dass Cer-TCO und SiR-Tz keine Auswirkung
auf den Anteil von TfRc-FM4-pH haben, der vom ER �ber
den Golgi-Apparat zur Plasmamembran transportiert wurde.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Kombination von
Cer-TCO und SiR-Tz den Transport innerhalb des Golgi-
Apparats beeinflusst. Dazu wurde die stabile HeLa-Zelllinie
verwendet, die GalNAcT2-GFP[12] exprimiert. Wir beobach-
teten die intra-organelle Mobilit�t in einem „fluorescence
recovery after photobleaching“(FRAP)-Experiment (Abbil-
dung 4A).[20] Ein kleiner rechteckiger Bereich des Golgi-
Apparats (ca. 2.2 mm breit) wurde mit einem Laser der Wel-
lenlenge 488 nm ausgebleicht, und anschließend wurde der
Wiederanstieg der Fluoreszenz �ber 490 s beobachtet (Ab-
bildung 4). Sowohl der t1/2-Wert des Wiederanstiegs als auch
der relative Wiederanstieg waren unabh�ngig von einer vor-
hergehenden Behandlung der Zellen mit Cer-TCO allein
oder einer Kombination aus 5 mm Cer-TCO und 1 mm SiR-Tz
(Abbildung 4C). Daraus folgt, dass die Behandlung der
Zellen mit Cer-TCO alleine oder Cer-TCO und SiR-Tz zu

keinem detektierbaren Unterschied in der Dif-
fusion von GalNAcT2-GFP innerhalb des
Golgi-Apparats f�hrt.

In den oben beschriebenen Experimenten
wurden Zellen nur eine kurze Zeit mit Cer-TCO
und SiR-Tz behandelt. Um zu untersuchen, ob
diese Markierungsstrategie l�ngerfristige Aus-
wirkungen (mehrere Stunden) aufgrund von
Zell- oder Phototoxizit�t hat, wurden HeLa-
Zellen mit Cer-TCO/SiR-Tz oder BODIPY-
Cer[7] behandelt. Anschließend wurden inner-
halb von 6–10 h alle 10 min Phasenkontrast- und
konfokale Aufnahmen der lebenden Zellen ge-
macht. Diese zeigten keine negativen Auswir-
kungen auf Zellstruktur und -zahl bei Zellen,
die zuvor mit 2 mm Cer-TCO/SiR-Tz behandelt
worden waren. Im Unterschied dazu rundeten
sich Zellen, die zuvor mit 5 mm BODPIPY-Cer
behandelt worden waren, nach etwa 6 h und
verloren ihre Haftung (Abbildung 4D). Diese
Beobachtung verdeutlicht, dass bei l�ngeren
Experimenten mit BODPIPY-Cer Vorsicht ge-
boten ist. Zusammengenommen belegen die
Resultate dieser drei Experimente, dass weder
eine der Reaktionskomponenten noch ihr Pro-
dukt einen signifikanten Einfluss auf Zellmor-
phologie (Abbildung 4D), Mobilit�t der Pro-
teine (GalNAcT2-GFP) innerhalb des Golgi-
Apparats (Abbildung 4A–C) oder Transport
von Fracht vom ER durch den Golgi-Apparat

zur Plasmamembran (Abbildung 3) hat.
Als n�chstes verglichen wir die relative Photostabilit�t

von Cer-TCO/SiR-Tz mit der von BODIPY-Cer und SiR-
SNAP-Rab6. Letzteres ist das Reaktionsprodukt aus dem
SNAP-markierten Golgi-Protein Rab6[21] und einem Benzyl-
guaninderivat von SiR (SiR-BG)[11] und enth�lt deshalb
denselben Nah-IR-Fluorophor wie SiR-Tz (Abbildung 5).
Hela-Zellen wurden mit Cer-TCO/SiR-Tz und BODIPY-Cer
behandelt, und Hela-Zellen, die vor�bergehend Rab6-SNAP
exprimierten, mit SiR-BG. Anschließend wurden 120–500
aufeinderfolgende 3D-Aufnahmen mithilfe von konfokaler
Spinning-Disk-Mikroskopie gemacht. Die 3D-Visualisierung
verminderte Fluoreszenzfluktuationen, die durch eine axiale
Verschiebung der Zellen unter dem Mikroskop erfolgen
kçnnen. In allen F�llen wurden 120 und 500 3D-Stapel von 22
optischen Querschnitten lebender oder fixierter Zellen auf-
genommen (Abbildung 5A–C). Das Fluoreszenzsignal von
BODIPY-Cer in lebenden Zellen nahm nach weniger als 15
3D-Stapeln sogar unter optimalen Bedingungen auf 50% ab.
Dagegen verringerte sich das Fluoreszenzsignal im Verlauf
der Aufnahme von 120 3D-Stapeln von mit 2 mm Cer-TCO/
SiR-Tz behandelten Zellen nur um 10 %. Das Signal von
Rab6-SNAP-SiR und Cer-SiR wurde in fixierten Zellen auf-
genommen. Nach 500 3D-Stapeln war das Signal von Cer-SiR
um 16% reduziert und jenes von Rab6-SNAP-SiR um 84 %.
Bemerkenswert ist, dass die durchschnittliche Anfangsinten-
sit�t pro Zelle der Cer-SiR- und Rab6-SNAP-SiR-Signale
sowohl in lebenden als auch in fixierten Zellen sehr �hnlich
war. Dennoch war Cer-SiR wesentlich photostabiler. Die

Abbildung 3. A) Experiment mithilfe von TfRc-FM4-pH und „D/D“-solubilizer zur Unter-
scheidung von Fracht, welche die Plasmamembran erreicht hat, und Fracht innerhalb
der Zelle. B) HeLa-Zellen, die TfRc-FM4-pH (gr�n) exprimieren, wurden mit Cer-TCO
und SiR-Tz behandelt und 0 oder 60 min nach der Zugabe von „D/D“-solubilizer fixiert.
Dieser induziert die Freisetzung von TfRc-FM4-pH vom ER. Zellen wurden immunmar-
kiert, um den Golgi-Apparat (magenta) und TfRc-FM4-pH auf der Zelloberfl�che (rot)
zu visualisieren. Nach 0 min befindet sich TfRc-FM4-pH (gr�n) im ER, nach 60 min hin-
gegen an der Zelloberfl�che. Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) angef�rbt.
C) Das Verh�ltnis des roten und gr�nen Kanals zeigt den Anteil der Fracht (TfRc-FM4-
pH), welche die Zellmembran erreicht hat.
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genaue Aufkl�rung des f�r die hçhere Photostabilit�t von
Cer-SiR verantwortlichen Mechanismus erfordert noch wei-
tere Untersuchungen, das Nettoergebnis ist aber jedenfalls
eine Verbindung, die 3D-Aufnahmen der Golgi-Dynamik
�ber eine l�ngere Zeitspanne ermçglicht.[22]

Die extrem hohe Photostabilit�t von Cer-SiR macht es
besonders gut geeignet f�r die STED-Mikroskopie, die kon-

fokales, linienweises Lesen mit einem leistungsstarken,
Donut-fçrmigen Abreicherungslaser kombiniert, um
eine hohe Auflçsung zu erreichen. Prinzipiell sind die
meisten Fluorophore f�r STED geeignet; die hohe La-
serintensit�t, die f�r das schnelle und wiederholte
Wechseln der Molek�le zwischen ihrem Grundzustand
und ihrem angeregten Zustand bençtigt wird, treibt die
Fluorophore jedoch in Triplettzust�nde oder andere
energetisch hçher gelegene Zust�nde, die schnell aus-
bleichen. „Antibleich“-Triplettzustand-Quencher wie
Trolox und Cyclooctatetraen[23] kçnnen diesen Effekt
abschw�chen, sind aber toxisch f�r lebende Zellen. SiR
ist ein bemerkenswerter Fluorophor f�r STED-Mikro-
skopie von lebenden Zelllen, da es zellg�ngig ist und
eine �hnliche Photostabilit�t wie die besten STED-
Farbstoffe, z.B. Atto 647N, aufweist.[11]

Um die Vorz�ge von Cer-SiR f�r hochauflçsende
STED-Mikroskopie des Golgi-Apparats zu untersu-
chen, wurden GalNAcT2 exprimierende Hela-Zellen
mit Cer-TCO und SiR-Tz markiert (wie oben beschrie-
ben) und anschließend mithilfe von Konfokal- und
STED-Mikroskopie auf einem kommerziellen Instru-
ment von Leica visualisiert. Wie erwartet sind die
STED-Aufnahmen sch�rfer, wie die Linienprofile durch
den Golgi-Apparat zeigen. Diese Beobachtung demon-
striert den Nutzen von Cer-SiR f�r die STED-Mikro-
skopie. Als n�chstes f�hrten wir einen direkten Ver-
gleich der relativen Photostabilit�t von Cer-SiR und
SiR-SNAP-Rab6 in fixierten Zellen durch. Dazu nutz-
ten wir ein selbstgebautes STED-Mikroskop, das f�r
schnelle Aufnahmen optimiert wurde (Abbildung 6B).
Die Aufnahmen von Zellen (0.52 Bilder s�1 f�r 29 min)
mit Cer-SiR zeigten, dass die Signalintensit�t �ber
900 Bilder stabil blieb, w�hrend das Signal in den Auf-
nahmen von Zellen, die mit SiR-SNAP-Rab6 markiert
waren, bereits nach 300 Bildern die H�lfte seiner In-
tensit�t einb�ßte. Dieser Befund ist in �bereinstim-
mung mit den Resultaten der 3D-Konfokalmikroskopie
(Abbildung 5). Schlussendlich ermçglichten die außer-
gewçhnliche Auflçsung und Photostabilit�t, die mit Cer-
SiR erreicht wurden, die Visualisierung von Vesikeln,
die sich am Golgi-Apparat bilden und ihn nachfolgend
verlassen (Abbildung 6C und Video 1)

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass die
beiden neuen Reagentien die hochaufgelçste Visuali-
sierung von Golgi-Struktur und -Dynamik ermçglichen.
Die zwei Reagentien – ein trans-Cycloocten enthalten-
des Ceramid-Lipid (Cer-TCO) und ein hoch reaktiver,
Tetrazin-markierter Nah-IR-Farbstoff (SiR-Tz) – rea-
gieren in einer �ußerst schnellen Tetrazin-Klick-Reak-
tion zu Cer-SiR, einer Verbindung, welche die Visuali-
sierung des Golgi-Apparats sowohl mithilfe der 3D-

Konfokalmikroskopie als auch durch hochauflçsende Mi-
kroskopie ermçglicht. Cer-SiR ist außergewçhnlich photo-
stabil und sollte weitere Studien der Golgi-Dynamik in pri-
m�ren Zellen und Geweben stark vereinfachen.

Eingegangen am 14. M�rz 2014
Online verçffentlicht am 31. Juli 2014

Abbildung 4. Die Proteinmobilit�t innerhalb des Golgi-Apparats wird nicht
durch Cer-TCO und SiR-Tz beinflusst. A) GalNAcT2-GFP (gr�n) exprimierende
Zellen wurden mit Cer-TCO und SiR-Tz behandelt und ausgebleicht; im An-
schluss wurde der zeitliche Wiederanstieg der Fluoreszenz verfolgt. B) Bei-
spiele des Wiederanstiegs der Fluoreszenz w�hrend 490 s nach dem Ausblei-
chen von Zellen mit oder ohne Cer-TCO/SiR-Tz-Behandlung. C) Die graphi-
sche Darstellung zeigt, dass der Wiederanstieg der Fluoreszenz mit einer
�hnlichen Geschwindigkeit und einem �hnlichen Ausmaß unabh�ngig von
der zuvor erfolgten Behandlung geschieht. D) Unterschiedliche Effekte bei an-
dauernder Aufnahme von GalNacT2-GFP-Zellen (gr�n), die mit BODIPY-Cer
(gr�n) oder Cer-TCO und SiR-Tz (rot) markiert wurden. D : sich teilende
Zellen; *: sterbende Zellen. E) Die Quantifizierung der Daten aus (D) zeigt
die relative Zahl von gesunden Zellen �ber die Zeit unter unterschiedlichen
Bedingungen.
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