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Abstract: Der Makrocyclus p-Sulfonatocalix{4]aren (CX4)
und der Fluoreszenzfarbstoff Lucigenin (LCG) bilden einen
stabilen Wirt/Gast-Komplex, in dem die Fluoreszenz des
Farbstoffs geloscht wird. Die Inkubation von lebenden V79-
und CHO-Zellen mit dem chemosensorischen Ensemble CX4/
LCG fiihrt zu dessen spontaner Aufnahme. Die nachfolgende
Zugabe von Cholin, Acetylcholin oder Protamin, die alle eine
hohe Affinitit fiir CX4 haben und in der Lage sind, in die
Zellen einzudringen, fiihrte zu einer positiven Fluoreszenz-
antwort der Zellen. Dies kann auf die Verdringung des LCG
aus CX4 durch die Analyten zuriickgefiihrt werden. Die Er-
gebnisse zeigen die grundsitzliche Funktionsfihigkeit von
Indikatorverdringungsassays mit synthetisch hergestellten
Rezeptoren zur Detektion der Aufnahme bioorganischer
Analyten in lebenden Zellen.

I ndikatorverdriangungsassays (IDAs) mit synthetisch herge-
stellten Rezeptoren werden in der (bio)analytischen Chemie
immer mehr beachtet,!! weil sie einen supramolekularen
Ansatz zum empfindlichen Nachweis und zur Unterscheidung
von Analyten bieten. IDAs umgehen sowohl die fiir iibliche
Immunoassays notwendige Herstellung hochspezifischer
Antikorper als auch das Design nanotechnologischer Sen-
sorsysteme, z.B. auf Basis von Graphenoxid® oder verkap-
selten mesopordsen Materialien.”!

Das Messprinzip basiert auf der Verwendung eines an
einen Rezeptor gebundenen Indikatorfarbstoffs (das ,,Re-
porterpaar*); der Rezeptor, hiufig ein makrocyclischer Wirt,
wird mit der Maf3gabe einer hohen Affinitdt zum Zielanaly-
ten ausgewdihlt, damit dessen kompetitive Bindung zu einer
Freisetzung des Farbstoffs und im gleichen Zug zu einer
Anderung dessen photophysikalischer Eigenschaften, vor-
zugsweise der Fluoreszenz, fiithrt. Die Eigenheit solcher
Assays, namlich die geringe Selektivitét, mit der der Rezeptor
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verschiedene Analyten bindet, ist einerseits ein Vorteil, weil
eine groBe Bandbreite von Analyten nachgewiesen werden
kann, und zwar ohne die Notwendigkeit spezifische Rezep-
toren fiir jeden einzelnen herstellen zu miissen. Andererseits
ist sie auch ein Nachteil, weil die Assays sehr empfindlich auf
die kompetitive Bindung anderer Spezies mit komplementa-
rer Ladung und Grof3e reagieren; diese sind in vielen fliissi-
gen Matrices und fast immer in biologischen Proben allge-
genwirtig.” Gleichwohl wurden einige biologisch relevante
Anwendungen von Makrocyclen vorgestellt, darunter auch
im Bereich Wirkstofftransport,®! der verbesserten Mem-
brangingigkeit von Fluoreszenzfarbstoffen'® und DNA, der
Immobilisierung von Zellen,® der Proteinerkennung und
der Bildgebung von Zellen."!

Wir haben zuvor zeitaufgeloste Varianten von Verdrin-
gungsassays entwickelt, die wir als supramolekulare Tandem-
Assays bezeichnen, weil sie in der Lage sind, enzymatische
Reaktionen in Echtzeit zu verfolgen.!"!! Interessanterweise
konnten diese Assays nicht nur mit gereinigten Enzymen,
sondern auch mit ungereinigten Extrakten!''! und sogar mit
getrockneten Zellen, die ein bestimmtes Enzym exprimie-
ren," durchgefiihrt werden. Obwohl die Anwesenheit von
Salzen, Metaboliten und Proteinen in biologischen Proben
aufgrund der kompetitiven Bindung zu einer sofortigen An-
derung des absolut messbaren Signals fiihrt,"'*?! ist es die
zeitabhdngige Antwort des Assays, die als robuster Nachweis
der enzymatischen Aktivitit dient, und die ausgewertet
wird.["®l Diese Einsicht hat uns veranlasst, weitere Methoden
zu entwickeln, in denen die orts- und zeitabhingige Antwort
der Indikatorverdriangung ausgenutzt werden kann. Zum
Beispiel haben wir kiirzlich Tandem-Membranassays einge-
fihrt, in denen das Reporterpaar rdumlich isoliert im In-
nenraum von Liposomen vorliegt; auf diese Art kann nach
Zugabe eines Zielanalyten zum umgebenden Hauptanteil der
Losung dessen durch ein Protein vermittelte Translokation
durch eine Biomembran in Echtzeit verfolgt werden.!"! Die
Kombination dieser Ergebnisse, ndmlich eine nennenswerte
Toleranz gegeniiber kompetitiven Bindern und eine raumlich
lokalisierte Antwort, regten uns an, die zweitwichtigste bio-
logische Herausforderung anzugehen: den Transfer von IDAs
mit synthetischen Rezeptoren in lebende Zellen, um dort die
Zellaufnahme biomolekularer Analyten zu verfolgen. Tat-
sachlich ist die Anwendung kiinstlicher Rezeptoren zur Ver-
folgung biooganischer Analyten oder von Medikamenten in
zelluldrer Umgebung eine Herausforderung fiir sich;!!»*1%13]
sie geht iiber die gut etablierte Detektion bestimmter anor-
ganischer Tonen in Zellen' oder die Verwendung fluores-
zenzerzeugender Sensoren fiir spezifische funktionelle
Gruppen, wie solcher fiir Biothiole,'” hinaus.

Wir haben verschiedene Makrocyclus/Farbstoff-Kombi-
nationen auf ihre Kompatibilitidt mit Biomembranen hin un-
tersucht, und unter einigen Kombinationen fanden wir, dass
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das aus p-Sulfonatocalix[4]aren (CX4) und Lucigenin (N,N'-
Dimethyl-9,9’-biacridiniumdinitrat, LCG) zusammengesetzte
Reporterpaar von den beiden hier verwendeten Zelllinien,
Ovarienzellen des chinesischen Hamsters (CHO) und Fibro-
blasten (V79), spontan aufgenommen wurde. Die Aufnahme
des Reporterpaares sollte uns die nachfolgende Durchfiih-
rung zelluldrer IDAs erlauben, wobei die hohe Biokompati-
bilitdt und die geringe Toxizitdt beider Komponenten, von
LCG und Calixarenen im allgemeinen™ sowie von CX4 im
besonderen,**"! forderlich fiir die Lebendzellmessungen
sein sollte. Tatséchlich hatte die Inkubation mit LCG (250 uM,
24 h) keine nachteiligen Auswirkungen. Die zelluldren IDAs,
die wir nun durchfiihren konnten, sind in Schema 1 skizziert.

"0,8 Sley

Q +
o = )J\o/\/\’:/\ oder Ho/\/\N/\ oder Protamin

Schema 1. Die Aufnahme von Analyten in mit dem Makrocyclus/Farb-
stoff-Komplex beladene Zellen resultiert in der Verdringung des Farb-
stoff aus dem Makrocyclus und einem damit einhergehenden Fluores-
zenzanstieg.

Die Ergebnisse zur erfolgreichen Aufnahme der Analyten,
erkennbar am Fluoreszenzanstieg, sind in Abbildung 1 ge-
zeigt.

Die Farbstoffaufnahme wurde bestétigt und quantifiziert
durch Inkubation mit dem Farbstoff (in An- und Abwesenheit
des Makrocyclus), nachfolgender Lyse der Zellen und Mes-
sung der Fluoreszenz nach Verdiinnung und Zugabe eines
Kompetitors (um die vollstindige Auflosung des Wirt/Farb-
stoff-Komplexes sicherzustellen). Dabei ist zu beachten, dass
die Fluoreszenz des Farbstoffs im supramolekularen Komplex
geloscht ist, was zu einer Fluoreszenzverminderung nach
Zugabe von CX4 und zu einem Fluoreszenzanstieg nach
Zugabe des Kompetitors fiihrt.””) Die Aufnahme des Ma-
krocyclus (in Gegenwart des Farbstoffs) wurde indirekt durch
nicht weniger als vier unabhéngige Beobachtungen erhirtet:
a) Mit LCG (800 um, 30 min) inkubierte Zellen ergaben in
Gegenwart von CX4 (bis zu fiinffacher Uberschuss) eine bis
zu zweimal effizientere Aufnahme von LCG (Tabelle 1),
was nahelegt, dass der Wirt zusitzlich als Carrier wirkt
(dhnlich der DNA-Transfektion mit kationischen Calixare-
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Tabelle 1: Effizienz der Aufnahme und absolute zellulire Konzentratio-
nen von LCG in An- und Abwesenheit von CX4.!

Zelllinie [CX4] [LCG in Zellen] Aufnahme

[mm] (]! [%]"
V79-Zellen 0 75 9.4

4.5 150 19
CHO-Zellen 0 10 13

4.5 20 2.5

[a] Quantifizierung durch Lyse, siehe Hintergrundinformationen. [b] In-
kubationsbedingungen: 800 um LCG und 30 min.

nen).”’ b) Die Fluoreszenzbilder von mit LCG inkubierten
Zellen zeigten in Gegenwart von CX4 eine viel schwichere
Fluoreszenz (Abbildung S7 in den Hintergrundinformatio-
nen). ¢) Die Fluoreszenz des Zelllysats von mit LCG in Ge-
genwart von CX4 inkubierten Zellen erhohte sich substanziell
durch Zugabe von Kompetitoren, was die Dissoziation des
Wirt/Farbstoff-Komplexes und somit die Gegenwart von CX4
bestiitigt (Abbildung S4). d) Der bei Zugabe von Analyt zu
den lebenden Zellen beobachtete Fluoreszenzanstieg (Ab-
bildung 1) erfordert, im Gegensatz zu einer einfachen Fluo-
reszenzloschung, ebenso die Freisetzung des Farbstoffs aus
dem geloschten Zustand, also dem Makrocyclus/Farbstoff-
Komplex.[*

Das {iiberraschende Ergebnis, dass IDAs in lebenden
Zellen funktionsfihig bleiben (Abbildung 1), kann durch die
giinstigen FEigenschaften dieses Wirt/Farbstoff-Systems er-
klart werden. Erstens bindet LCG an CX4 in Experimenten
in reinem Wasser mit einer fiir synthetisch hergestellte Ma-
krocyclen sehr hohen Affinitit (K,=2.8x10"m1),2*! was
die Detektion von Kompetitoren mit ebenfalls hohen effek-
tiven Bindungskonstanten erleichtert, wie z.B. von Acetyl-
cholin (ACh, K,=1.0x10°m™"), Cholin (Ch, 1.0 x 10° M)
und dem polykationischen Peptid Protamin (1.24 x 10°m~"),1
um die hier untersuchten Analyten zu nennen. Zweitens
16scht CX4 die Fluoreszenz von LCG sehr effektiv (bis um
einen Faktor 140),[201 was eine einfach zu detektierende
Antwort auf die kompetitive Bindung sicherstellt.

Vorexperimente in Tyrode-Losung und CHO-Medium
(Abbildung S6) zeigten, dass sich beide Eigenschaften des
Reporterpaares aufgrund der Anwesenheit groler Mengen
von kompetitiven Salzen, Néhrstoffen und anderen Biomo-
lekiilen erwartungsgemif verschlechtern,'®! aber geniigend
hoch bleiben (K, =3.0 x 10°m !, Fluoreszenzanstieg um einen
Faktor 90 in Tyrode-Losung und 25 in CHO-Medium), um die
Zielanalyten zu detektieren. Dies ermutigte uns in der An-
wendung des CX4/LCG-Reporterpaares zur Verfolgung der
Aufnahme von Analyten in lebende Zellen.

Es bestand die Moglichkeit, dass das CX4/LCG-Repor-
terpaar nur physikalisch an der Oberflidche der Zellmembran
adsorbiert wére oder lediglich in der duBleren Schicht der
Zellmembran eingebaut und somit leicht zugénglich bliebe.
In diesen Fillen sollte die Inkubation der Zellen mit Kom-
petitoren wie Cholin und Acetylcholin (50 mm)?” sowie
Protamin (200 um)!™ zu einer sofortigen Abgabe von LCG in
das umgebende Medium fithren, weil der eigentliche Ver-
dringungsprozess innerhalb von Millisekunden abliuft."
Allerdings zeigten die Analytlosungen, die nach 10-20 min
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Abbildung 1. Fluoreszenzbilder von V79-Zellen (linke Spalte) und
CHO-Zellen (rechts) nach Inkubation mit 50 um LCG und 250-300 pm
CX4 bei 37°C fuir 15 min, gefolgt von einer 10-miniitigen Inkubation
mit Medium (a und a’, als Blindkontrollen), 50 mm Betain (b, b’, als
Negativkontrollen), 50 mm Cholin (c, ), 50 mm Acetylcholin (d, d')
und 15 min Inkubation mit 200 um Protamin (e, €'). Die Balkendia-
gramme (f, f) zeigen die relativen gemittelten Fluoreszenzintensititen
pro Zelle.

Inkubation abgenommen wurden, keine LCG-Fluoreszenz,
was nahelegt, dass das Reporterpaar sich innerhalb der Zellen
befindet. Im Gegensatz dazu zeigten die Zellen, die den
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Analytlosungen ausgesetzt waren, eine signifikant erhohte
Fluoreszenz, die in Abhéngigkeit von Zelllinie und Analyt
variierte (Abbildung 1). Dieser Fluoreszenzanstieg zeigte,
dass die Analyten innerhalb von 10-15 min in die Zellen
aufgenommen wurden, wo sie LCG aus dem makrocyclischen
Komplex verdrdngen, was zu einer erhohten zelluldren
Fluoreszenz fiihrt. Langere Inkubationszeiten als 20 min er-
gaben relativ geringere Fluoreszenzédnderungen, und nach 5 h
war kein signifikanter Anstieg mehr zu beobachten, was na-
helegt, dass das Reporterpaar aus dem Zytoplasma in andere
zelluldre Kompartimente iibergeht."™! Das Anfirbemuster
des freigesetzten LCG ist punktuell, in Ubereinstimmung mit
fritheren Studien zur zelluldren Bildgebung mit dem Farbstoff
alleine."! Obwohl LCG einer Photobleichung in der kon-
fokalen Laserrastermikroskopie unterliegt, bestétigten die
entsprechenden z-gestapelten Bildergebnisse (Abbildung S2)
die Verteilung des freigesetzten Farbstoffs (kurz nach Ana-
lytzugabe) im gesamten Zellvolumen. Die Tatsache, dass die
Verdrangung des Farbstoffs auch durch zytoplasmatische
Mikroinjektion des Analyten erreicht werden konnte (siche
Testexperiment in Abbildung S8), unterstiitzt die anfangliche
Lokalisation des CX4/LCG-Reporterpaares im Zytoplas-
ma.[lSa—d]

In der Tat wurden die Analyten nicht nur mit der Ma@-
gabe einer hohen Affinitdt ausgewéhlt, sondern auch einer
effizienten Aufnahme in die Zellen. Ch wird z.B. in nicht-
neuronale Zellen hauptsichlich durch spezifische und un-
spezifische Cholintransporter aufgenommen,* und ACh
durchquert die Membran in beide Richtungen mithilfe orga-
nischer Kationentransporter (OCTs),” wie sie in fast allen
Zellen exprimiert werden.” Die Aufnahme von Protamin in
Zellen ist ebenfalls gut bekannt, allerdings mechanistisch
vielfiltiger; sie erfolgt hauptsichlich durch schnelle Endozy-
tose innerhalb von 15-30 min,?” derselben Zeit, die zu einem
Fluoreszenzanstieg in unseren Lebendzell-IDAs fiihrte. Nach
dem endosomalen Escape®®?! kann Protamin mit dem Re-
porterpaar im Zytoplasma wechselwirken. Es sollte ange-
merkt werden, dass Betain als Negativkontrolle eingesetzt
wurde, weil es ebenso dafiir bekannt ist, in Zellen durch einen
Na*-abhiingigen Transportmechanismus einzudringen,?’
aber es bindet nicht signifikant an CX4.2" Tatséichlich lieferte
dieser Analyt (50 mm) keinen signifikanten Fluoreszenzan-
stieg in den Zellen (Abbildung 1b,b’), was zeigt, dass die
Methode selektiv fiir bestimmte Analyten ist. Die semi-
quantitativen Auswertungen der relativen Fluoreszenz-
zunahmen fiir beide Zelllinien (Abbildung 1 £,f') zeigten, dass
Betain keinen signifikanten Effekt hatte, ACh und Chin etwa
den gleichen Fluoreszenzanstieg und Protamin selbst bei viel
geringeren Konzentrationen die stdrkste Fluoreszenzzunah-
me bewirkte. Obwohl die absolute Fluoreszenzzunahme von
mehreren Faktoren abhingt, unter anderem der Konzentra-
tion des Analyten und dessen Bindungskonstante (siehe
oben), bieten zellbasierte IDAs im Prinzip auch die Mog-
lichkeit, die Aufnahme eines Analyten zu unterschiedlichen
Inkubationszeiten in Echtzeit zu verfolgen.

Zusammenfassend haben wir ein leicht messbares Signal
von Rezeptor/Farbstoff-basierten IDAs auf bioorganische
Analyten im Innern lebender Zellen beobachtet. Zellbasierte
IDAs konnten als einfaches, 6konomisches Screening-Werk-
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zeug verwendet werden, um die Aufnahmeeffizienz von nahe
verwandten Verbindungen mit dhnlichen Affinitdten zu un-
tersuchen, z.B. von Trimethylammoniumionen oder einer
Bibliothek von polykationischen Peptiden, deren Bioaktivitat
momentan intensiv diskutiert wird.

Eingegangen am 31. Juli 2014,
verdnderte Fassung am 14. Oktober 2014
Online veroffentlicht am 27. November 2014
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