ZUSCHRIFTEN

Fl]r dig Untersuchung raum- und zeit-
aufgeldster Aspekle der Signaltrans-
duktion durch von cyclischen Nucleotiden
gesleuerte (CNG) lonenkandke sind
sahr schnelle intrazellulare Konzen-
trationserhGhungen der cyclischen
Mucleotidmonophosphate (CNMPs)
erforderfich. Durch Veresterung der
cNMPs mit pholosensitiven Schutz-
gruppen zu biologisch makiiven
(,caged”) cMMPs, deren Einschleusen
in £edlen und Freisetzung der cNMPs
durch Blitzlichiphotalyse wird dies auf
eleganie Weise erraichi

Als Phototnigger fur die cMMPs sind
neue substituierte Cumarinyimethyl-

ester der chMPs besonders geeaignet.

Mehr dazu aufl den folganden Seitan.
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Langwellig UV/Vis-anregbare, hocheffiziente
und ultraschnelle Phototrigger fiir cAMP und
cGMP**

Volker Hagen,* Jiirgen Bendig, Stephan Frings,
Torsten Eckardt, Siegrun Helm, Dirk Reuter und
U. Benjamin Kaupp

Die Freisetzung der Botenstoffe cyclisches Adenosin-3',5'-
monophosphat (cAMP) 1a und cyclisches Guanosin-3',5'-
monophosphat (cGMP) 1b aus inaktivierten (,,caged“) Vor-
stufen hat sich als sehr niitzlich erwiesen, um von cyclischen
Nucleotiden abhéngige zelluldre Prozesse in situ zu unter-
suchen.['! Im Falle von cAMP und cGMP bedeutet ,,caged”,
dass deren biologische Aktivitdt durch Veresterung der
Phosphatgruppierung mit einer photolabilen Schutzgruppe
(,,caging group*) blockiert ist. Solche Biomolekiile konnen in
Zellen eingefiithrt werden, ohne eine biologische Antwort
auszulosen. Durch Blitzlichtphotolyse wird dann die photo-
labile Gruppe abgespalten und das biologisch aktive cyclische
Nucleotid freigesetzt. Dadurch kann ein schneller intrazellu-
larer Anstieg der Konzentration von cAMP oder cGMP
ausgelost werden.

An photoaktivierbare Signalmolekiile (,,caged com-
pounds®) werden spezielle Anforderungen gestellt. Sie sollten
in wissrigem Milieu gut 16slich, solvolysestabil und biologisch
inert sein. Auflerdem sollten sie schnell und mit hoher
Effizienz photochemisch reagieren und hohe Extinktionen
bei Wellenldngen >300 nm aufweisen. Die bisher eingefiihr-
ten photoaktivierbaren cAMPs und cGMPs geniigen diesen
Anspriichen nicht. Die 2-Nitrobenzyl-,”! 4,5-Dimethoxy-2-
nitrobenzyl(DMNB)-Bl  und 1-(2-Nitrophenyl)ethyl(NPE)-
Esterl¥ werden relativ langsam photolysiert und zeigen
ziemlich geringe Photoeffizienzen.”! Desoxybenzoinyl-
(Desyl)-cAMP!l ist in wiissrigen Pufferldsungen sehr solvoly-
seempfindlich,”) und die (7-Methoxycumarin-4-yl)methyl-
ester von cAMP und c¢cGMPP#® sind nicht ausreichend
16slich.™

Wir beschreiben hier photoaktivierbare Vorstufen von
cAMP und cGMP mit beispiellos giinstigen Eigenschaften.
Es sind die (7-Diethylaminocumarin-4-yl)methyl(DEACM)-,
(7-Carboxymethoxycumarin-4-yl)methyl(CMCM)- und [6,7-
Bis(carboxymethoxy)cumarin-4-ylJmethyl(BCMCM)-Ester
von cAMP und cGMP, Sab, 8a,b und 9ab. Thre Synthese
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(Schema 1) erfolgte durch Umsetzung von 1a bzw. 1b mit den
Diazoalkanen 2-4, anschlieBende Diastereomerentrennung
durch priaparative Umkehrphasen-HPLC und nachfolgende
Abspaltung der fert-Butoxy-Gruppen mit Trifluoressigsdure
(nur im Falle der tert-Butylester). Die Ausbeuten betrugen 11
bis 34 %, wobei das Diastereomerenverhiltnis axial:dquato-
rial bei 45:55 lag. Die Isomerenzuordnung erfolgte 3'P-NMR-
spektroskopisch (fiir priaparative Details hierzu sowie die
spektroskopische Charakterisierung sieche Hintergrundinfor-
mationen).
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a: cAMP und Cumarinylmethyl- caged” cAMPs: R' = NH,, R®= H
b: cGMP und Cumarinylmethyl-,,caged” cGMPs: R'=0OH, R?= NH,
2,5:R%=H, R* = NEt,
3, 6: R®=H, R* = OCH,COOBu
4,7 R*= R* = OCH,COOtBu
8: R® = H, R* = OCH,COOH
9: R®= R* = OCH,COOH
Schema 1. Synthese von 5-9: a) DMSO/CH;CN (1:4), 60°C, 24 h;
b) TFA/CH,CL,/H,0 (75:24:1), RT, 20 min. TFA = Trifluoressigséure.

Die CMCM- und BCMCM-Gruppen zeichnen sich beson-
ders durch ihre hydrophilen Eigenschaften aus, was zu einer
guten Wasserloslichkeit der entsprechenden photoaktivierba-
ren cyclischen Nucleotide fiihrt und fiir die Einfithrung in
Zellen, z.B. mittels der Patch-Clamp-Technik, vorteilhaft ist.
Andererseits weist die DEACM-Schutzgruppe hervorragen-
de photochemische Eigenschaften auf. Alle neuen photoak-
tivierbaren Signalmolekiile lassen sich sehr schnell — inner-
halb weniger Nanosekunden - freisetzen!'” und zeigen,
bedingt durch hohe Quantenausbeuten und relativ intensive
Absorptionen >300 nm (Tabelle 1), eine sehr hohe Effizienz
der Photospaltung in das cyclische Nucleotid und das
entsprechende stark fluoreszierende 4-(Hydroxymethyl)cu-
marin (Schema 2).
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Tabelle 1. Langwelligste Absorption (4,,), Quantenausbeute @ der
Photolyse und Loslichkeit s der Cumarinylmethylderivate Sa,b, 8a,b und
9ab.

Verbindung Amax [NM] (¢ [M'em™1]) @l s [um]

5a (axial)l® 402 (18600) 021 135
5a (dquatorial ) 396 (20200) 0.23ll 15
5b (axial)kl 403 (19300) 0.25 120
5b (dquatorial )l 396 (19100) 0.261¢] 15
8a (axial)! 326 (12500) 0.12 900
8a (dquatorial)l"! 324 (12400) 0.10 200
8b (axial)" 326 (11700) 0.16 350
8b (iquatorial)® 325 (11200) 0.10 > 1000
9a (axial)®! 346 (10700) 0.10 500
9a (iquatorial) 347 (12400) 0.08 1000
9b (axial)®! 348 (11000) 0.14 550
9b (iquatorial)® 347 (11200) 0.09 > 1000

[a] In Acetonitril-HEPES-KCI-Puffer (5:95), pH 7.2; Acxc =333 nm. [b] In
HEPES-KClI-Puffer, pH7.2; A,,=333nm. [c]In MeOH-HEPES-KCI-
Puffer (20:80). [d] Fehlergrenze +0.01.

.caged‘cAMPs (5a, 8a,9a) oder ,cagedcGMPs (5b, 8b, 9b)

axial oder aquatorial

H20 hv
R®
R4

cAMP (1a) oder cGMP (1b) + OH
|

Schema 2. Photolyse von 5ab, §a,b und 9a,b.

Gegeniiber 8ab sind bei 9a,b die langwelligsten Absorp-
tionsmaxima um 20 nm und bei Sab sogar um ca. 70 nm
rotverschoben. Dies ergibt optimale Wellenldngen fiir die
Photolyse von 300-340 nm fiir 8a,b, 330-370 nm fiir 9a,b
und 360-440 nm fiir 5a,b. Insgesamt ist die Adaption an die
giangigen CW- und Laserlichtquellen unproblematisch. Die
Solvolysestabilitdt der neuen photoaktivierbaren Signalmole-
kiile ist mit Halbwertszeiten >1000 h in HEPES-Pufferlo-
sungen bei pH 72 sehr bemerkenswert (HEPES =2-[4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsdure). Die entspre-
chenden Diastereomere der neuen Cumarinylmethylderivate
unterscheiden sich lediglich in den Loslichkeiten in wissrigen
Pufferlosungen (Tabelle 1), was zumindest bei Sab den
bevorzugten Einsatz des besser 1oslichen Isomers erfordert.

In Tabelle 2 ist die Effizienz der Photofreisetzung der
axialen Isomere von 5b, 8b und 9b und die von DMNB- und
NPE-,,caged“ cGMP in wissrigen Pufferlosungen bei ver-

schiedenen Wellenldngen vergleichend aufgefiihrt. Man er-
kennt, dass die Cumarinylmethyl- den Nitrobenzylderivaten
weit iiberlegen sind. Bei wichtigen Wellenldngen wird die
hochste Freisetzung von cGMP mit folgenden photoakti-
vierbaren Signalmolekiilen erzielt: bei 337 nm (HBO, Stick-
stofflaser) mit 8b, bei 365 nm (HBO, Argonionenlaser) mit
9b und 5b und bei 405 nm (HBO) mit 5b (HBO = Hochst-
druckbrenner Osram).

Die herausragenden Eigenschaften der neuen photoakti-
vierbaren Signalmolekiile bestédtigen sich in Untersuchungen
an durch cyclische Nucleotide gesteuerten Kanilen (CNG-
Kanilen) mit der Patch-Clamp-Methode. In HEK293-Zellen,
die cAMP-gesteuerte Kanidle (CNCa3) exprimieren, wurde
mit 9a und Blitzlichtphotolyse bei 360 nm eine partielle
Aktivierung bereits nach 20 ms und eine volle Aktivierung
der Kanile nach 100 ms Bestrahlung erreicht (Abbildung 1).
Abbildung 2 vergleicht die Photofreisetzung von cyclischen
Nucleotiden aus 9a und DMNB-,,caged” cGMP in HEK293-
Zellen, die cAMP-gesteuerte (CNCa3) oder cGMP-gesteu-
erte Kanile (CNCa2) exprimieren. Die Zellen wurden mit
500 uMm des dquatorialen Isomers von 9a bzw. 200 pm (maxi-
male Loslichkeit) des axialen Isomers von DMNB-, caged®
cGMP iiber eine Patch-Pipette beladen und mit UV-Blitzen
bestrahlt. Die Konzentration an freigesetztem Nucleotid
wurde iiber die Aktivitdt der cAMP- bzw. cGMP-gesteuerten
Ionenkaniile bestimmt.['!! Das Experiment verdeutlicht, dass
9a das cyclische Nucleotid um eine Gro3enordnung effizien-
ter freisetzt als das DMNB-Derivat und dass nur 9a in der
Lage ist, in akzeptablen Zeiten hohe Konzentrationen des

20 ms 30 ms 40 ms

! |
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A\ A4

\A A4
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Abbildung 1. Bestimmung der Konzentration von photolytisch freigesetz-
tem cAMP anhand der Aktivierung von cAMP-gesteuerten Ionenkanilen
in HEK293-Zellen. (Ganzzell-Stromregistrierungen bei —70 mV von drei
Zellen, die mit 500 um des dquatorialen Isomers von 9a geladen waren.)
Kurze UV-Blitze (20—40 ms, |) setzen nicht genug cAMP frei, um die
Kanidle maximal zu aktivieren. Lingere Blitze (100 ms, ¥) induzieren
maximale Kanalaktivierung. Aus der relativen Stromamplitude bei sub-
maximaler Aktivierung wird mit Hilfe der bekannten Dosis-Wirkungs-
Beziehung fiir die Kanalaktivierung durch cAMP die freigesetzte cAMP-
Konzentration berechnet.!'!]

Tabelle 2. Vergleich der Effizienz der Bildung von ¢cGMP aus photoaktivierbaren Verbindungen (axiale Isomere) nach unterschiedlichen Bestrah-

lungszeiten bei verschiedenen Wellenldngen (in %).

Verbindung t (Aexe =333 nm) t (Aexe =365 nm) t (Aexe =405 nm)
6s 60s 600 s 6s 60s 600 s 6s 60 s 600 s
NPE-Esterl? 2 7 38 <1 2 10 <1 <1 1
DMNB-Esterl <1 3 10 <1 3 11 <1 <1 <1
5b (DEACM-Ester) 3 15 75 16 80 >98 38 98 >98
8b (CMCM-Ester) 16 75 >98 4 19 93 <1 1 3
9b (BCMCM-Ester)! 10 51 98 12 65 >98 1 3 20

[a] ¢=25 pm in MeOH:HEPES (1:4). [b] ¢ =25 pum in HEPES.
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Abbildung 2. Vergleich der photolytischen Freisetzung cyclischer Nucleo-
tide aus 9a und DMNB-, caged“ cGMP in HEK293-Zellen bei unter-
schiedlicher Belichtungsdauer. Aufgrund besserer Loslichkeit und hoherer
Quantenausbeute konnen zehnfach hohere Konzentrationsspriinge mit
BCMCM-Derivaten erreicht werden. ¢ = Konzentration an freigesetztem
Nucleotid, t,, = Blitzdauer.

wird freien cAMP in der Zelle zu erzeugen. In Abbildung 3
wird die Photofreisetzung von 8-Br-cGMP aus den axialen
Isomeren von DEACM-,,caged“ 8-Br-cGMP!'2l und DMNB-
caged* 8-Br-cGMP!'!l in HEK293-Zellen, die cGMP-gesteu-
erte CNCa2-Kanile exprimieren, bei A =405 nm verglichen.

Y

DMNB-,caged”
8-Br-cGMP

DEACM-,caged”

0.5nA
n 8-Br-cGMP

Abbildung 3. Aktivierung von cGMP-gesteuerten Kationenkanélen durch
8-Br-cGMP, freigesetzt aus photolabilen Derivaten durch eine Serie von
5-ms-UV-Blitzen (405+20nm; |). (Ganzzell-Stromregistrierungen von
zwei HEK293-Zellen bei —50 mV mit 20 pm der jeweiligen photoakti-
vierbaren Verbindung.)

Wihrend jeder Lichtblitz anndhernd 0.5 um 8-Br-cGMP aus
dem DEACM-Derivat freisetzt, wird bei dem DMNB-Deri-
vat keine messbare Freisetzung beobachtet.

Die Eigenschaften der photoaktivierbaren Signalmolekiile
in der Zelle und in Losung stimmen gut miteinander iiberein
und bestétigen, dass die neuen Cumarinylmethylester hoch-
effiziente Phototrigger fiir cAMP und cGMP darstellen. Die
Vorteile der Carboxymethoxy-substituierten Cumarinylme-
thylester 8a,b und 9a,b liegen in ihrer sehr guten Loslichkeit,
die die sofortige Freisetzung hoher Konzentrationen an
cyclischem Nucleotid ermoglicht. Die DEACM-Derivate Sa
und Sb gestatten die effiziente Freisetzung der cyclischen

1080 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001

Nucleotide unter besonders zellschonenden Bestrahlungsbe-
dingungen. Insgesamt haben die neuen photoaktivierbaren
cyclischen Nucleotide ein grofles Potential fiir die Unter-
suchung raum- und zeitaufgeloster Aspekte der zelluldren
Signaltransduktion auf einer quantitativen Stufe.

Eingegangen am 22. November 2000 [Z16158]
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[*] Prof. Dr. W. Girtner, Dr. U. Robben, Dr. I. Lindner,
Prof. Dr. K. Schaffner
Max-Planck-Institut fiir Strahlenchemie
Postfach 101365, 45413 Miilheim an der Ruhr (Deutschland)
Fax: (+49)208-306-3951
E-mail: gaertner@mpi-muelheim.mpg.de

0044-8249/01/11306-1080 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 6



