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Synthese und Charakterisierung photolabiler 
Verbindungen, die Noracetylcholin innerhalb von 
Mikrosekunden freisetzen ** 
Ling Peng, Jakob Wirz und Maurice Goeldner * 

Aus photolabilen Vorstufen konnen biologisch aktive Mole- 
kiile zeitlich und rlumlich kontrolliert freigesetzt werden. Diese 
Vorstufen sind wichtige Werkzeuge beim Studium schneller bio- 
logischer Prozesse.['I Die Hydrolyse des Neurotransmitters 
Acetylcholin (ACh) durch Acetylcholin-Esterase (AChE)"] ist 
ein besonders schneller enzymatischer ProzeD rnit einer Wech- 
selzahl (TON, turnover number) von nahezu 20000 s - ' . [ ~ I  Die 
Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der AChEL4I und eini- 
ger AChE-Inhibitor-K~mplexe~~] hat zu einem besseren Verstand- 
nis der Struktur-Funktions-Beziehungen bei Cholin-Esterasen 
gefiihrt, angesichts der hohen TONS aber auch neue, drangende 
Fragen zum Transport von Substrat und Produkten zum akti- 
ven Zentrum hin bzw. von ihm weg aufgeworfen.@. 'I Zeitaufge- 
loste Kristallographie wlre zur Untersuchung dieser Fragen auf 
atomarem Niveau und in Echtzeit die ideale Methode, vorausge- 
setzt Verbindungen waren verfugbar, die die effiziente und syn- 
chronisierte Initiierung des dynamischen Prozesses sicherstel- 
len.[81 Die photolabilen Vorstufen 1 a-3aC9] und 1 b-3b[lo1 von 
Cholin, dem Produkt der AChE, bzw. Carbamoylcholin, einem 

l a :  R = Me 
2a: R = H 
3a: R = CH,NCS 

lb :  R = Me lc :  R = Me 
2c: R = H 

AChE-Substrat, konnten kiirzlich hinsichtlich ihrer Wechselwir- 
kung rnit AChE und ihrer potentiellen Verwendbarkeit in zeit- 
aufgelosten kristallographischen Untersuchungen bewertet wer- 
den.[' ' I  

Wir berichten hier uber Synthese und Charakterisierung eines 
neuen Typs photolabiler Verbindungen (1 c und 2 c), die sich fur 
zeitaufgeloste Untersuchungen mit AChE eignen sollten. Es 
handelt sich um 2-Nitrobenzylderivate von Noracetylcholin 
(N,N-Dimethylaminoethylacetat) , einer dem Acetylcholin stark 
ahnelnden Verbindung.['] Die Hydrolyse von Noracetylcholin 
durch AChE verlauft lhnlich wie die des natiirlichen Substrats 
Acetylcholin.['- ' So konnte die Hydrolyse von Noracetylcho- 
lin, das aus seiner Vorstufe am aktiven Zentrum photochemisch 
generiert wird, als Modellreaktion fur das Studium des Kata- 
lysemechanismus von AChE unter den Bedingungen der zeit- 
aufgelosten Kristallographie dienen. 
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Schema 1 .  Postulierter Mechanismus der photochemischen Fragmentierung von 
2-Nitrohenzylderivaten von Noracetylcholin. 
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Schema 2. Reagentien und Bedingungen: a) HOCH,CH,NH,, NaBH,CN, ZnCI,, 
MeOH; b) CH,O, NaBH,CN, ZnCI,, MeOH; c) HOCH,CH,NHMe, NaBH,CN, 
ZnCI,, MeOH; d) CH,COCI, Triethylamin, CH,CI,; e) MeI, CH,CN. 

2-Nitrobenzylgruppen sind als photolabile Schutzgruppen['31 
zur Maskierung oder ,,Einsperrung" biologisch aktiver Mole- 
kule venvendet worden.['. 14] Die photochemischen Fragmentie- 
rungen unterschiedlicher 2-Nitrobenzylderivate wie Ether, Car- 
bamate, Carbonsaureester und Amine sind in Analogie zur 
photochemischen Freisetzung von ATP aus 2-Nitrobenzyl-p3- 
ester von ATP [,,eingesperrtes" (caged) ATPI["] untersucht wor- 
den,'" 14] wobei der Abbau eines aci-Nitro-Intermediates (Sche- 
ma 1) rnit der Bildung von ATP korreliert wurde. Die Verbindun- 
gen 1 c und 2c sind die ersten Beispiele fur ,,eingesperrte" Effekto- 
ren, die als quartare Ammoniumsalze vorliegen, bei denen an das 
Ammonium-Zentrum eine 2-Nitrobenzylgruppe gebunden ist. 

Die Synthesen von l c  und 2c sind in Schema 2 wiedergege- 
ben. Die 2-Nitrobenzylgruppe wurde entweder durch reduktive 
Aminierung1l6] von 2-Nitroacetophenon 1 rnit Ethanolamin 
oder von 2-Nitrobenzaldehyd 2 rnit N-Methylethanolamin in 
Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid und Zinkchlorid ein- 
gefiihrt. Die tertiaren Amine 4 und 5 wurden nachfolgend acety- 
liert und methyliert, was zu den Produkten l c  bzw. 2c in 
> 80 % Gesamtausbeute fiihrte. 

Die photochemische Freisetzung von Noracetylcholin aus 
1 c wurde UV-spektroskopisch, HPL-chromatographisch und 
durch einen Enzymassay verfolgt (Abb. 1). Die beobachteten 
isosbestischen Punkte in den UV-Absorptionsspektren (Abb. 1 a) 
sind rnit einem gleichformigen photochemischen Abbau in Ein- 
klang. Dies wurde durch quantitative HPLC-Analysen (Abb. 1 b) 
und durch den Noracetylcholin-Assay (Abb. 1 c) bestatigt, nach 
denen die Menge des photolysierten Reaktanten rnit der Menge 
entstandenen Nitrosoprodukts und Noracetylcholins iiberein- 
stimmten. Diese Ergebnisse weisen auch auf eine stochiometri- 
sche Bildung von Noracetylcholin aus der Vorstufe 1 c hin. 

Die Quantenausbeuten der Reaktionen von 1 c und 2c (Tabel- 
le 1) wurden durch Vergleich des Umsatzes mit dem der Reak- 
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Abb. 1. Eine Losung aus 1 c (0.2 mM) in 50 mM Phosphatpuffer wurde bei pH 7.2 
mit einer Hg-Xe-Lampe bei 364.5 nm bestrahlt. a) Wahrend der Photolyse aufge- 
nommene UV-Spektren. Die unterste Kurve bei 230 und 300 nm und die oberste 
Kurve bei 260 nm riihren von der Absorption des Reaktanden l c  her. B) Aliquote 
(20 pL der bestrahlten Losung wurde HPL-chromatographisch analysiert. Die Ver- 
bindung 1 c wies eine Retentionszeit von 8.9 min auf. Das Signal bei 4.7 min stammt 
vom Nebenprodukt der Photolyse, 2-Nitrosoacetophenon. c) Photochemisch frei- 
gesetztes Noracetylcholin wurde quantitativ mit einem Enzymassay nachgewiesen, 
wobei 100 pL Aliquote der bestrahlten Losung verwendet wurden. 

Tabelle 1. Spektroskopische Daten, Parameter der Photofragmentierungen und In- 
hibierungskonstanten von 1 c und 2c. 

Verb. & [M- '  cm-I] Id] k[s - ' ]  [b] Q, Icl K; [PMI [dI 

l c  3900(254 nm) 2.82 104 0.10 0.70 f 0.06 
2c 51 00 (262 (nm) 2.90 x 104 10.01 4.52 I 0 . 3 5  

[a] Absorptionsspektren von 0.1 M Phosphatpufferlosungen bei pH 7.2 und 20 "C. 
[b] Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung des Abbaus des aci-Nitro-Interme- 
diats. [c] Quantenausbeute. [d] Inhibierungskonstanten fur Acetylcholin-Esterase. 

tion von 1-(2-Nitrophenyl)ethylcarbamoylcholin (@ = 0.25) be- 
stimmt.lg* lo] Zwar ist die Abhangigkeit der Quantenausbeute 
von 2-Nitrobenzylderivaten vom a-Benzylsubstituenten be- 
kannt,". 14] die GroBe des Unterschieds zwischen l c  und 2c ist 
dennoch bemerkenswert. Die niedrige Quantenausbeute bei der 
Bestrahlung von 2c konnte die Anwendung in zeitaufgelosten 
Studien an AChE limitieren. 

Bei einer Laser-Blitzphotolyse (351 nm) von l c  und 2c trat 
bei ca. 400 nm eine voriibergehende Absorption auf (Abb. 2 
oben), die fur ein aci-Nitro-Intermediat charakteristisch 
ist.[" 14, Die Zwischenstufe bildete sich innerhalb des 20 ns 
dauernden Laserpulses, und der nachfolgende Abbau verlief 
exakt als Reaktion erster Ordnung (Abb. 2 unten). Die Ge- 
schwindigkeitskonstanten des Abbaus hangen im physiologisch 
bedeutsamen pH-Bereich zwischen 6.5 und 8.0 nicht vom pH- 
Wert ab und betragen ca. 2.8 x lo4 s-'. Dieser Befund konnte 

I 

rnit dem in Schema 1 postulierten Reaktionsmechanismus er- 
klart werden: Die Freisetzung von Noracetylcholin ist unab- 
hangig vom pH-Wert, da das benzylische Stickstoffatom des 
aci-Nitro-Intermediates positiv geladen bleibt. Uberraschender- 
weise beeinfluBt der Substituent an der a-Benzylposition die 
Abbaugeschwindigkeit nicht : Die Signalintensitaten der aci- 
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mit einer Mischung aus 30% Acetonitril und 70% einer waI3rigen Losung aus 5 mM 
Natriumdodecylsulfat und 5 mM Natrumsulfat bei pH = 2.00. 
Enzymatischer Assay fur Noreacetylcholin: 100 pL-Aliquote von Photolyseproben 
wurden zu 900 pL einer Losung aus einer Einheit Acetylcholin-Esterase, funf Ein- 
heiten Cholin-Oxidase, vier Einheiten Peroxidase, 0.74 mM 4-Aminoantipyrin, 
0.34 mM CaCI, ' H,O und 5.3 mM Phenol in 50 mM Tris-Puffer (pH =7.8) gegeben. 
Nach 30 min bei 25 "C wurde die Rotfarbung bei 505 nm gemessen. Die entspre- 
chende Menge Noracetylcholin wurde durch Messungen von Referenzlosungen 

Eingegangen am 23. September 1996 [Z 95811 bestimmt. 

Stichworte: Acetylcholinderivate - Bioorganische Chemie 
Laser-Blitzphotolyse * 2-Nitrobenzylderivate - Photolyse 
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Abb. 2. Laser-Blitzphotolyse von l c  bei 351 nm (1.5 mM l c  in 0.1 M Phosphatpuf- 
fer, pH 7.2, 20°C). Oben: Transiente Absorptionskurve 1 ps nach dem Laserpuls. 
Unten: Kinetische Verfolgung der Absorptionsanderung des Intermediates bei 
400 nm. Der Pfeil zeigt den Beginn des Laserblitzes an. 

Nitro-Intermediate von l c  und 2c fielen mit sehr ahnlichen 
Geschwindigkeiten ab (Tabelle 1). Wir nehmen an, daI3 die meI3- 
bare Abbaugeschwindigkeit der aci-Nitro-Intermediate mit der 
Geschwindigkeit der Freisetzung des korrespondierenden Pro- 
dukts gleichgesetzt werden kann.[15] 

Sowohll c als auch 2c zeigten bei gereinigter Torpedo-Acetyl- 
cholin-Esterase inhibierende Wirkung. Die Inhibierungskon- 
stanten liegen im mikromolaren Bereich (Tabelle 1) und kor- 
respondieren mit den fur aromatische, eine quartare Ammo- 
niumgruppe aufweisende Molekiile erwarteten Werten. AChE 
blieb vollig stabil, wenn es den Laserblitzen (351 nm) ausgesetzt 
wurde. Das photolytisch aus 1 c entstandene Nebenprodukt, 
2-Nitrosoacetophenon, hatte sogar bei einer Konzentration von 
1 mM keine toxischen Einfliisse auf die Aktivitat der Acetylcho- 
lin-Esterase (Daten hier nicht prasentiert) . 

Wir konnten zeigen, daI3 die Photolyse von l c  und 2c zu 
Noracetylcholin iiber ein aci-Nitro-Intermediat fiihrt. 1 c weist 
ausgezeichnete kinetische Eigenschaften fur die photochemische 
Freisetzung von Noracetylcholin auf ( k  = 2.82 x lo4 s-', 
20 "C). Die Geschwindigkeitskonstante dieser photochemischen 
Fragmentierung ahnelt der TON der Acetylcholin-Esterase 
( k z 2  x lo4 s-') .  Die Quantenausbeute der Photolyse von l c  
sollte eine ausreichende photochemische Freisetzung von Nor- 
acetylcholin sicherstellen. So ist 1 c unter allen bisher synthetisier- 
ten Verbindungen die, deren Einsatz in zeitaufgelosten kristallo- 
graphischen Studien zur Untersuchung des Reaktionsmechanis- 
mus von Acetylcholin-Esterase am aussichtsreichsten ist. 

Experimentelles 
Die Details aller photochemischen Reaktionen, des AChE-Aktivitatsassays und der 
Studien zur Inhibierung von AChE durch Liganden sind in Lit. [9] geschildert. 
l c :  GelbeKristalle. Schmp. 143-145 "C. 'H-NMR (300 MHz,CDCI,): b = 1.78 (d, 
3H, J = 4.5 Hz), 1.97 (s, 3H), 2.92 (s, 3H), 3.08 (s, 3H), 3.65-3.72 (m. 2H), 
4.32-4.41 (m,2H), 5.39 (4, 1 H , J =  4.5Hz), 7.59-7.64 (m, l H ) ,  7.71-7.76 (m, 
lH) ,  7.84-7.88 (m. 2H); MS (FAB, positive Ionen): mjr (%): 281.1(100) 
[C,,H,,N,O,]; passende Elementaranalyse. 
2c: Gelbe Kristalle, Schmp. 123-125 "C. 'H-NMR (300 MHz, CDCI,): 6 = 2.17 (s, 
3H), 3.37 (s, 3H), 3.38 (s, 3H), 4.30-4.35 (m, 2H), 4.65-4.72 (m, 2H),  5.60 (s, 
2H), 7.74-7.93 (m, 2H), 8.13-8.18 (m. 1 H), 8.34-8.39 (m, 1 H), MS (FAB, positi- 
ve Ionen): m/z (%): 267.1 (100) [C,,H,,N,O,]; passende Elementaranalyse. HPLC- 
Analysen: C 18-Umkehrphasen-Saule (250 mm x 3.9 mm), isokratische Eluierung 
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Ungewohnlich stabile Organoquecksilberhydride 
und -radikale ** 
Eiichi Nakamura,* Yong Yu, Seiji Mori und 
Shigeru Yamago 

Das Interesse an der Charakterisierung der bis vor kurzem 
schwer faljbaren Organoquecksilberhydride['] nimmt stetig zu. 
Die Hydridreduktion von Organoquecksilberchloriden ist eine 
wichtige Methode zur Bildung von Kohlenstoffradikalen.I2I 
Man nimmt an, daI3 diese Reaktion in drei Schritten ablauft: 
Bildung eines Organoquecksilberhydrids, homolytische Spal- 
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JSPS fur ein Stipendium (S.M.). 

422 0 VCH Verlagsgesellxhaft mbH. 0-69451 Weinheim, 1997 0044-8249/97/10904-0422 $15.00+ .25/0 Angew. Chem. 1997, 109, Nr. 4 




