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Die Verwendung von photoaktivierbaren (,,caged*) Ver-
bindungen gilt als elegante Methode zur Erzeugung schneller
Konzentrationsspriinge von Biomolekiilen innerhalb einer
Zelle.'l Diese Verbindungen sind photolabile inaktive Deri-
vate von biologisch aktiven Molekiilen; die biologisch aktive
Substanz kann mit Hilfe einer photochemischen Reaktion
schnell freigesetzt werden. Mit den inaktivierten Verbindun-
gen wird die zeit- und raumaufgeloste Analyse komplexer
biologischer Vorginge moglich.
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Fiir viele Anwendungen wire es duf3erst niitzlich zu wissen,
wie viel von der inaktivierten Verbindung innerhalb der Zelle
photolysiert wird. Bisher gelang dies in wenigen Féllen nur
iiber relativ aufwendige Messungen der biologischen Wir-
kung. Wir zeigen hier am Beispiel der axialen und dquato-
rialen Diastereomere der [6,7-Bis(carboxymethoxy)cumarin-
4-yllmethyl(BCMCM)-Ester von cyclischem Adenosin-3',5'-
monophosphat (¢cAMP) 1 und cyclischem Guanosin-3',5'-
monophosphat (cGMP) 2, die ausgezeichnete Phototrigger
fiir cyclische Nucleotide darstellen, dass dies auf einfache
Weise durch Fluoreszenzmessungen moglich ist.

1 und 2 bilden bei der Bestrahlung mit UV-Licht in
wissrigen Pufferlosungen und innerhalb von Zellen sehr
schnell — binnen 2-5 NanosekundenP! — cAMP oder cGMP
und 6,7-Bis(carboxymethoxy)-4-(hydroxymethyl)cumarin (3,
BCMCM-OH) (Schema 1). Die Photolyse verlduft kinetisch
einheitlich mit Quantenausbeuten von 0.08 bis 0.14%! und pro
Molekiil 3 entsteht 1 Molekiil cAMP oder cGMP.
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Schema 1. Photolyse von 1 und 2.

1 und 2 zeigen nur geringe Fluoreszenzquantenausbeuten,
wihrend der Alkohol 3 stark fluoresziert (Tabelle 1, vgl. auch
Abbildung 1a). Bei der Photolyse beobachtet man daher
einen drastischen (in Pufferlosungen ca. 40 bis 50-fachen)
Fluoreszenzanstieg (Abbildung 1b). In HEPES-Pufferlosun-

Tabelle 1. Fluoreszenzmaxima A{"*, Fluoreszenzquantenausbeuten ¢; und
Fluoreszenzlebensdauern r; der BCMCM-,,caged* cAMPs und cGMPs 1-2
sowie von 3 in HEPES-KOH-Puffer, pH 7.2; A.,. =333 nm.

Verbindung AP™ [nm)] @2l 7; [ns]
1 (axial) 440 0.015 ng.
1 (dquatorial) 439 0.016 <02
2 (axial) 436 0.012 ng.
2 (dquatorial) 441 0.014 <02
3 431 0.62 3.18

[a] Fehlergrenzen +0.002 (1,2) bzw. +£0.01 (3); n.g. = nicht gemessen.
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Abbildung 1. a) Fluoreszenzspektren von 50 um Losungen des dquatoria-
len Isomers von 1 und von 3, F=relative Fluoreszenzintensitit; b) Erho-
hung der Fluoreszenzintensitit einer 50 um Losung des &dquatorialen
Isomers von 1 als Funktion der Bestrahlungszeit, Losungen in HEPES-
KOH-Puffer, pH 7.2.

o

gen (HEPES =2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethan-
sulfonsdure) ergibt sich fiir alle cyclischen Nucleotide, die
BCMCM-,,caged” sind, eine lineare Beziehung zwischen der
Fluoreszenzintensitdt und dem Photolysegrad. Abbildung 2
zeigt dies am Beispiel der dquatorialen Isomere von 1 und 2,
d.h., die Konzentrationsbestimmung des freigesetzten 3 und
damit auch die von cAMP oder cGMP ist unter diesen
Bedingungen moglich.

Das Fluoreszenzverhalten von 1, 2 und 3 in Zellen ist
dhnlich dem der entsprechenden Substanz in wéssrigen
Losungen, d.h. 3, das mit einer Pipette in HEK293-Zellen
eingeschleust wurde, fluoresziert stark (Abbildung 3a), im
Unterschied zu 7-Methoxy-# und auch 6,7-Dimethoxy-4-
(hydroxymethyl)cumarin (DMCM-OH),P! deren Fluoreszenz
in HEK293-Zellen vollstindig geloscht wird.l Offenbar
verhindern die hydrophilen Carboxymethoxy-Reste in 3 die
Loschung der Fluoreszenz des lipophilen Cumarinchromo-
phors durch Zellinhaltsstoffe. Die intrazelluldre Blitzlicht-
photolyse von BCMCM-,caged” cyclischen Nucleotiden
fiihrt deshalb, wie in Abbildung 3b am Beispiel von 1 gezeigt,
zu einem konzentrationsabhéngigen Fluoreszenzanstieg. Die
aus der lichtinduzierten Zunahme der Fluoreszenz ermittelte
Konzentration an 3 und damit an cAMP steigt nahezu linear
mit der Konzentration des eingesetzten 1 an (Abbildung 3¢).

Abbildung 4a demonstriert die lichtinduzierte Zunahme
der intrazelluldren Fluoreszenzintensitit von 1 und des
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Abbildung 2. Korrelation zwischen dem Anstieg der relativen Fluoreszenz
und dem Photolysegrad (R, fir 50 um Losungen der &dquatorialen
Isomere von 1 (a) und 2 (b) in HEPES-KOH-Puffer, pH 7.2.

cAMP-induzierten Stroms in HEK293-Zellen, die cAMP-
gesteuerte Kandle (CNGAZ2) aus Riechzellen exprimieren.
Mit jedem Blitz steigen Fluoreszenz und Strom deutlich an.
Die freigesetzte Menge an 3, die der freigesetzten Menge an
cAMP entspricht, lasst sich aus der Fluoreszenzidnderung
berechnen (Abbildung 3). Sie stimmt sehr gut mit der frei-
gesetzten cAMP-Menge iiberein,”! die unabhiingig aus der
Kanalaktivierung ermittelt wurde (Abbildung 4b). Gleiches
gilt auch fiir die cGMP-Photofreisetzung aus 2 und die
Freisetzung von 8-substituierten cyclischen Nucleotiden aus
entsprechenden BCMCM-inaktivierten Verbindungen.

Die Versuche zeigen, dass mit BCMCM-inaktivierten
cyclischen Nucleotiden prinzipiell iiber Fluoreszenzmessun-
gen die Freisetzung des cyclischen Nucleotids innerhalb von
Zellen gesteuert und quantitativ verfolgt werden kann. Die
Ubertragbarkeit auf andere BCMCM-inaktivierten Verbin-
dungen, deren Fluoreszenz sich gleichfalls deutlich von der
ihrer Photolyseprodukte unterscheidet, ist moglich.

Die Methode erlaubt zum erstenmal, quantitative Dosis-
Wirkungs-Beziehungen fiir zelluldre Reaktionen aufzustellen,
die von cyclischen Nucleotiden gesteuert werden. Kiirzlich
wurde berichtet, dass sich Adenylylcyclasen, die cAMP
synthetisieren, und cAMP-gesteuerte Ionenkanile in einem
Subkompartiment der Zelle befinden; der Diffusionsaus-
tausch von cAMP zwischen diesem Subkompartiment und
dem Cytoplasma der Zelle scheint behindert zu sein.’! Wir
konnten keinen Unterschied feststellen zwischen der zellu-
liren cAMP-Konzentration, die durch das Fluoreszenzsignal
angezeigt wird und der ,lokalen“ cAMP-Konzentration in
unmittelbarer Ndhe des CNGA2-Kanals. Das hier vorgestell-
te Verfahren ermoglicht es, die Hypothese von Subkomparti-
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Abbildung 3. Messung der photolytisch freigesetzten Konzentration von 3 in HEK293-Zellen. a) Darstellung der Beladung einer HEK293-Zelle durch die
Patch-Pipette mit 100 um 3 (DMCM-OH) anhand der Messung der Fluoreszenzintensitit (Anregung: 340 nm, Emission: >420nm, Skalierung in
countsms™'). b) Bestimmung der Konzentration von 3 nach Photolyse von 1 in vier HEK293-Zellen, die mit der jeweils angegeben Konzentration von 1
sowie mit 35 pm 3 zur internen Eichung der Fluoreszenz geladen wurden. Die Eichfluoreszenz F. (geschlossene Pfeilspitzen) wurde nach Subtraktion des
Hintergrundlichtes ermittelt. Nach Belichtung (Pfeile, r =2 s, 4 =365 nm) steigt die Fluoreszenz auf den Wert F; (offene Pfeilspitzen). Die daraus berechnete
Konzentration von photolytisch freigesetztem 3 [c = (F,—F¢)/F-35 pM] ergab jeweils 49 um, 96 pm, 148 pm und 271 uMm. c) Intrazelluldr photolytisch
freigesetzte Konzentration von 3 aufgetragen gegen die Konzentration von eingesetztem 1 (Belichtungszeit: 2 s, 4 =365 nm); Mittelwerte (+SA) von 5
Zellen pro Konzentration. ¢; = Konzentration von 1, ¢c; = Konzentration an freigesetztem 3.
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Abbildung 4. Messung der photolytischen Freisetzung von 3 und von
cAMP aus 1. a) Eine HEK293-Zelle, die CNGA2-Kanile exprimiert,
wurde mit 428 um 1 sowie 35 pm 3 zur internen Fluoreszenzeichung
beladen. Die Fluoreszenzregistrierung (oben) zeigt die Freisetzung von 3
wihrend einer Serie von UV-Blitzen (=20 ms, A =365 nm). Die Strom-
registrierung (unten) zeigt die Aktivierung der CNGA?2-Kanile durch das
photolytisch freigesetzte cAMP. Fluoreszenz- und Stromwerte konnen zur
Berechnung der Freisetzung verwendet werden. b) Berechnung der Frei-
setzung von 3 mit Hilfe der Fluoreszenzanderung und der Freisetzung von
cAMP mit der Hill-Gleichung aus dem relativen Strom [, = I/,,,..l") Die
Ergebnisse der Quantifizierung der Photolyse aus Fluoreszenz- (geschlos-
sene Dreiecke, geschlossene Kreise) und Stromwerten (offene Dreiecke,
offene Kreise) stimmen gut iiberein. Die Stromeichung kann nur bis zur
maximalen Aktivierung der Kanile bei ca. 150 um cAMP angewendet
werden, die Fluoreszenzeichung dagegen auch bei hoheren Konzentratio-
nen. I=Strom; n=Anzahl der Blitze; ¢=Konzentration freigesetztes
cAMP.

menten, in denen die Diffusion von zelluldren Botenstoffen
eingeschrinkt ist, experimentell zu tiberpriifen.
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