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Photoaktivierbare Verbindungen

(Cumarin-4-yl)methylester als hocheffiziente und
ultraschnelle Phototrigger fiir Protonen und ihre
Anwendung zur Oberflichenansiuerung von
Membranen**

Daniel Geifler, Yuri N. Antonenko, Reinhard Schmidt,
Sandro Keller, Oxana O. Krylova, Burkhard Wiesner,
Jiirgen Bendig, Peter Pohl und Volker Hagen*

Protonen spielen eine Schliisselrolle bei der zelluldren Sig-
naltransduktion. Sie 16sen Konformationsdnderungen bei
Proteinen aus, sind kuppelnde Zwischenprodukte bei der
Phosphorylierung, und ihre transmembranalen Gradienten
konnen als Energiequellen oder -speicher fungieren. Kineti-
sche Untersuchungen all dieser Prozesse werden durch
photoaktivierbare Vorstufen von Protonen erleichtert, mit
deren Hilfe schnelle pH-Spriinge erreicht werden konnen.
Diese maskierten (,,caged“) Protonen ermoglichen die Steue-
rung der rdumlichen und zeitlichen pH-Verteilung ohne
diffusionsbedingte Verzogerungen.?! Die meisten maskier-
ten Protonen sind Nitrobenzylderivate wie 2-Nitrobenzalde-
hydeP>! sowie 2-Nitrobenzyl- und/oder 1-(2-Nitrophe-
nyl)ethylacetate,’! -phosphate,™® -tosylate®'”) und -sulfa-
te."!11 Thre Anwendung wird jedoch durch ihre geringe
Effizienz bei Anregung im langwelligen UV/Vis-Bereich
und die Entstehung reaktiver o-Nitrosocarbonyl-Photopro-
dukte begrenzt.

Wir fithren hier mit (6,7-Dimethoxycumarin-4-yl)me-
thyl(DMCM)-Diethylphosphat (1), DMCM-Methansulfonat
(2), Natrium-DMCM-Sulfat (3) sowie [7-(Dimethylamino)cu-
marin-4-yllmethyl(DMACM)-Diethylphosphat (4), DMA-
CM-Methansulfonat (5) und Natrium-DMACM-Sulfat (6)
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eine neue Klasse von maskierten Protonen ein, die die
Untersuchung protonenabhéngiger biologischer Prozesse er-
moglicht (Schema 1). 1 ist z.B. bereits zur Untersuchung der
H*-Migration entlang von Lipidmembranen verwendet
worden.!'
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Schema 1. Strukturen der Phototrigger 1-6.

Die Photospaltung von 1-6 verléduft effizient and sauber;
sie fithrt zur Freisetzung von H*, dem entsprechenden
Sdureanion und dem stark fluoreszierenden 7 oder 8
(Schema 2). Die Ester selbst fluoreszieren nur sehr schwach,
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Schema 2. Photolyse von 1-6.

ersichtlich an ihren besonders kleinen Fluoreszenzquanten-
ausbeuten (Tabelle 1). Die DMCM- und die DMACM-Chro-
mophore wurden fiir die photoreversible Inaktivierung cycli-

Tabelle 1: Eigenschaften von 1-6.1

Photo- AT [nm] €™ [M'em™] @ = A [nm] ¢ ¢s [um]
trigger

10 346 11400 0.08 447 0.005 >10000
20 348 10700 0.23 437 0.002 40"
3t 345 11000 0.09 445 0.007 >10000
401 386 16100 0.36 497 0.006 3700
5t 388 17100 0.79 487 0.002 100!
61 382 14700 0.46 506 0.008 >10000

max

[a] Langwelligste Absorptionsmaxima A, Extinktionskoeffizienten £™,
photochemische Quantenausbeuten ¢, Fluoreszenzmaxima A", Fluo-
reszenzquantenausbeuten ¢; und Sittigungskonzentrationen cs. [b] In
Acetonitril/[HEPES (5:95); pH 7.2. [c] In Acetonitril/HEPES (20:80);
pH 7.2. [d] In HEPES; pH 7.2.

scher Nucleosidmonophosphate eingefiihrt.*!¥ Die Analoga
(7-Methoxycumarin-4-yl)methyl(MCM)-Diethylphosphat
und MCM-Methansulfonat wurden schon frither beschrie-
ben, >l aber nicht als Phototrigger fiir Protonen klassifiziert
oder eingesetzt.

Die Verbindungen 1, 2, 4 und 5 wurden durch Veresterung
der Alkohole 7 oder 8 mit Diethylphosphorsidurechlorid bzw.
Methansulfonylchlorid bei 0°C in CH,Cl, in Gegenwart von
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Pyridin oder Triethylamin in Ausbeuten von 53-68 % synthe-
tisiert. Die photoaktivierbaren Sulfate 3 und 6 wurden nach
einem Verfahren von Tserng and Klein"*!"! durch Umsetzen
von 7 oder 8 mit dem Triethylamin-SO;-Komplex in Dime-
thylformamid hergestellt. Die Ausbeuten betrugen 77 % fiir 3
und 16% fiir 6 (fiir priaparative Details hierzu sowie die
analytische Charakterisierung siehe Hintergrundinformatio-
nen).

Die langwelligsten Absorptionsmaxima der DMACM-
Ester 4-6 sind gegeniiber denen der DMCM-Derivate 1-3,
die bei ca. 346 nm liegen, intensiver und um etwa 40 nm
rotverschoben. Dies ergibt einen optimalen Wellenldngenbe-
reich von 330-365 nm fiir die Photolyse der DMCM-Ester
und von 365-420 nm fiir die Photolyse der DM ACM-Ester.
Es wird angenommen, dass die Photospaltung analog zu der
photochemischen Umwandlung der MCM-Ester!"® nach
einem Syl-Mechanismus aus dem angeregten Singulett-Zu-
stand heraus iiber eine lonenpaarbildung, anschlieBende
Ionenpaartrennung und nachfolgende Hydroxylierung er-
folgt. Demzufolge sollten die Reaktionsquantenausbeuten
sowohl mit der Elektronendonorstirke der Substituenten in
7-Position am Cumarinchromophor (Stabilisierung der car-
bokationischen Cumarinylmethyl-Zwischenstufe) als auch
mit der Austrittsfahigkeit der Abgangsgruppen korrelieren
— die Erwartung war daher, dass die Reaktionsquantenaus-
beuten fiir die DMACM-Ester hoher als fiir die DMCM-
Ester sein und in der Reihenfolge Diethylphosphate = Sulfa-
te < Methansulfonate ansteigen wiirden. Diese Vorhersagen
wurden durch die gemessenen photochemischen Quanten-
ausbeuten (¢) fiir die photolytische Freisetzung der Protonen
bestitigt (Tabelle 1).

Die hohe Quantenausbeute von 5 ist fiir photoaktivier-
bare Verbindungen mit Cumarinylmethyl-Chromophor ein-
zigartig. In Kombination mit dem groen Extinktionskoeffi-
zienten ergibt sich eine beispiellos hohe Photoempfindlich-
keit. Das Ergebnis des Produktes aus ¢ und dem molaren
Extinktionskoeffizienten (&) als Kriterium fiir die Photoemp-
findlichkeit der Abspaltungsreaktion!!! bestitigt, dass die
photoaktivierbaren DMACM-maskierten Protonen 4-6 die
empfindlichsten bisher beschriebenen Phototrigger sind: Die
@e™-Werte von 900-2400m'cm™' fiir 1-3 und von 5800-
13500M ‘em ! fiir 4-6 sind auBerordentlich hoch. Zur Ver-
deutlichung der exzellenten photochemischen Eigenschaften
der photoaktivierbaren Cumarinylmethylester wurde die H*-
Freisetzung aus 6 mit der aus dem kommerziell verfiigbaren
NPE-HPP (2-(Hydroxyphenyl)-[1-(2-nitrophenyl)ethyl]-
phosphat) verglichen (Abbildung 1).

Die Belichtung von 1 und 6 bei 728 bzw. 750 nm mit
Femtosekunden-Pulsen eines modengekoppelten Ti:Saphir-
Lasers rief eine signifikante Abnahme der Fluoreszenzinten-
sitdt von Fluoresceinisothiocyanat(FITC)-Dextran hervor,
was zeigt, dass die Photospaltung auch bei Zweiphotonenan-
regung moglich ist (Abbildung 2). Eine effiziente Zweipho-
tonenphotolyse wurde vor einiger Zeit auch fiir photoakti-
vierbare (6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl-Verbindun-
gen beschrieben.!'¥

2-Nitrobenzylderivate als Phototrigger fiir Protonen er-
mdglichen die Freisetzung von H* mit Geschwindigkeitskon-
stanten von 2x10”s™' in nichtgepufferten und mehr als
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Abbildung 1. Vergleich der Effizienz der photolytischen H*-Freisetzung
aus 6 (25 um) und aus NPE-HPP (25 pum) in wissriger Losung

(pH 7.2; Reaktionsvolumen: 2.8 mL); a) bei 334 nm; b) bei 365 nm.
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Abbildung 2. Photofreisetzung von H* aus 6 nach Zweiphotonenanre-
gung. 500 um 6 wurden mit dem pH-sensitiven Fluoreszenzindikator
FITC-Dextran (750 nm) in CAPSO-Pufferlésung (pH 9.0) gemischt und
anschlieBend 106 ms bestrahlt (schwarzer Balken; CAPSO = 3-(Cyc-
lohexylamino)-2-hydroxy-1-propansulfonsaure-Natriumsalz). Die Fluo-
reszenzintensitdt F des FITC-Dextrans wurde vor und nach der Belich-
tung aufgezeichnet. Der Anstieg der Fluoreszenzintensitit auf ihren
Anfangswert Fy ist auf die Wegdiffusion der Protonen zuriickzufiihren.
F/F,=relative Fluoreszenzintensitit.
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4x107 57! in gepufferten Losungen.” Der Mechanismus der
photolytischen Spaltung der Cumarinylmethylester lasst
darauf schlieBen, dass mit ihnen signifikant hohere Bildungs-
geschwindigkeiten erreicht werden. Zur Priifung dieser Hy-
pothese wurden zeitaufgeloste, energieabhédngige Fluores-
zenzmessungen durchgefiihrt. Die Dekonvolution der expe-
rimentellen Zerfallskurven, die nach Einzelimpulsanregun-
gen (0.5 ns Halbwertsbreite) von 1, 3, 4 und 6 mit hoher
Laserintensitidt aufgenommen wurden, zeigte Fluoreszenz-
beitrdge der zugehorigen Cumarinylmethylalkohole 7 und 8
zum Gesamtsignal. Da sowohl 7 als auch 8 innerhalb der
Dauer der Anregungsimpulse gebildet wurden, muss die
photolytische Ht-Freisetzung mit Geschwindigkeitskonstan-
ten von mindestens 5 x 108s™! erfolgen, d.h., H* wird inner-
halb von zwei Nanosekunden oder sogar noch schneller
gebildet.

Die pKs-Werte der entsprechenden Sduren des Sulfat-
(1.98),” Diethylphosphat- (0.71)?Y) oder Methansulfonat-
Anions (—1.54) implizieren, dass 1-3 in wissrigen Losun-
gen bis zu ca. pH 2 bzw. pH 1 wirksame H*-Quellen sind. Im
Fall der maskierten Protonen 4-6 ist die pH-Abnahme durch
die Photolyse wegen der Pufferwirkung der Dimethylamino-
gruppen in 4-6 oder im freigesetzten Alkohol 8 (pKs=2.0)
etwas verringert, allerdings nicht merklich, solange der pH-
Wert hoher als 2 ist. Demzufolge lassen sich mit allen
vorgestellten Verbindungen grole pH-Spriinge erreichen;
z.B. sank der pH-Wert einer 200 um wissrigen Losung von 6
nach der Photolyse von pH 7 auf pH 4 (Daten nicht gezeigt).

Trotz ihrer ausgezeichneten Photocharakteristika sind 2
und 5 weniger niitzliche Phototrigger fiir Protonen, weil die
Halbwertszeit ihrer Hydrolyse in wissrigen Pufferlosungen
(pH 7.2, 25°C) lediglich 26.8 bzw. 28.6 h betrigt. Im Unter-
schied dazu werden 1, 3, 4 und 6 HPLC-Untersuchungen
zufolge in HEPES-Pufferlosungen (pH 7.2, 25°C) innerhalb
von 24 h zu weniger als 0.5 % hydrolysiert (HEPES =2-[4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsiure). Die Anwen-
dung von 3 und 6 (sehr gute Loslichkeit in HEPES-Puffer;
Tabelle 1) sowie von 1 und 4 (akzeptable Loslichkeit in
Acetonitril/HEPES 5:95; Tabelle 1) scheint daher fiir bio-
physikalische Untersuchungen am vielversprechendsten.

Durch isotherme Titrationskalorimetrie konnte nachge-
wiesen werden, dass die Phototrigger 1, 3, 4 und 6 an
Membranen adsorbieren (Details siche Hintergrundinforma-
tionen). Abbildung 3 zeigt die Verdiinnungswirme-korrigier-
ten Messdaten von 1, aus denen die Adsorptionskonstante®
ermittelt wurde. Fiir 1 und 4 betrigt K=3004150 m~!, die
beiden ionischen Spezies 3 und 6 binden mit K =100+ 50 M~
etwas schwicher. Die kalorimetrischen Daten sind im Ein-
klang mit elektrophoretischen Mobilitdtsmessungen, die an-
ndhernd die gleichen Adsorptionskonstanten lieferten (Ab-
bildung 3). Die durch die Adsorption von 3 hervorgerufene
negative Aufladung der ansonsten neutralen Diphytanoyl-
phosphatidylcholin(DPhPC)-Vesikel wurde elektrophore-
tisch verfolgt und zur Berechnung des elektrischen Potentials
(&) an der Scherebene der Vesikel herangezogen.?**! Mit
zunehmender Konzentration von 3 niherte sich das ¢-Poten-
tial asymptotisch an —20 mV an (in 20 mm NaCl). Demnach
umfasst die Bindungsstelle fiir ein Molekiil 3 mindestens 20
Lipidmolekiile.
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Abbildung 3. Adsorption der Phototrigger fiir Protonen an Membran-
oberflichen. Durch Titration von 1 (20 pum) in CAPSO-Pufferlosung
(10 mm CAPSO; 100 mm NaCl; pH 9.0; 25°C) mit 20 uL-Aliquots
DPhPC (40 mm) wurde die Reaktionswidrme g (Quadrate) gemessen,
die dann beziiglich der molaren Injektionsmenge normiert und gegen
die Zahl der Injektionen n aufgetragen wurde. Die beste Anpassung
(graue Linie) ergab AH~—1, AG°~ —6, AS°~0.016 kcalmol'K™". 3
und 6 (nicht gezeigt): AH~—2, AG’~—5 und AS°~0.010 kcal-
mol~' K™'. Die Adsorption von 3 erhéhte die elektrophoretische Mobili-
tit (bestimmt mit einem Partikelelektrophorese-Gerit, Modell DELSA
440 SX, Coulter Electronics, USA) von grofen unilamellaren DPhPC-
Vesikeln (suspendiert in HEPES-Pufferlésung: 10 mm HEPES; 20 mm
NaCl; pH 7.1; 23°C), die zur Berechnung ihres §-Potentials (Kreise mit
Standardabweichungen) verwendet wurden.

Protonenfreisetzung aus membranadsorbierten Cumari-
nylmethylderivaten ist ein ausgezeichnetes Mittel zur Unter-
suchung der Kinetik von H'-sensitiven Membrankanilen
oder anderer Prozesse, die an der Membran-Wasser-Phasen-
grenze stattfinden, z.B. der Protonenwanderung entlang der
Membranoberfliche.™? Um die Oberflichenansiuerung von
Membranen zu quantifizieren, wurden ebene Lipiddoppel-
schichten, die fluoresceinmarkierte Lipide enthielten, mit
einem inversen Fluoreszenzmikroskop untersucht.'”l Nach
Blitzlichtexposition der Membran wurde die Antwort des pH-
sensitiven  Fluoreszenzindikators (N-(Fluorescein-5-thio-
carbamoyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoetha-
nolamin) verfolgt; sie entstammt nur einer Monoschicht fiir
membranimpermeable und beiden Monoschichten fiir mem-
branpermeable photoaktivierbare H*-Vorstufen.

Die Membrandiffusion geladener Verbindungen ist mit
einer hohen Energiebarriere verbunden, weshalb die Photo-
lyse von 6 einen auf nur eine Seite der Membran beschrénk-
ten Fluoreszenzabfall verursachte (Abbildung 4 o). Durch die
anschliefende Diffusion der Protonen aus dem belichteten
Bereich stieg die Fluoreszenz wieder auf ihren Ausgangswert.
Die Zugabe von 6 zur wissrigen Losung auf beiden Seiten der
Membran verdoppelte die Fluoreszenzabnahme, da beide
Phasengrenzflichen angesduert wurden (Abbildung4p).
Anders als die geladenen Verbindungen 3 und 6 sollten die
hydrophoben Diethylphosphate 1 und 4 membranpermeabel
sein. In Ubereinstimmung damit induzierte die UV-Belich-
tung von 4 dieselbe pH-Herabsetzung unabhingig davon, ob
4in ein Kompartiment oder in beide Kompartimente gegeben
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Abbildung 4. Asymmetrie der H™-Freisetzung nach Blitzlichtphotolyse.
Die Zugabe von 6 () und von 4 (y) ausschliefSlich in das Komparti-
ment oberhalb der Membran induzierte nach Bestrahlung einen
schnellen Abfall der Fluoreszenz (von F, auf F) des Fluoreszenzindika-
tors. Anders als bei 4 (d) verdoppelte sich bei 6 die Fluoreszenzabnah-
me (B) bei Zugabe auf beiden Membranseiten. Nach jeder H*-Freiset-
zung stieg die Fluoreszenz wieder auf den Ausgangswert an, zuriickzu-
fithren auf die Pufferwirkung des Mediums (0.1 mm CAPSO; 100 mm
NaCl; pH 9.0) und Diffusion. Die Membranen wurden aus einer Mi-
schung von DPhPC mit dem Fluoreszenzindikator (Massenverhiltnis
95:5) in n-Decan hergestellt. Die Fluoreszenz wurde von der zentralen
Membranregion, in der die H*-Freisetzung durch einen UV-Blitz erfolg-
te, aufgezeichnet.

wurde (Abbildung 4y, 8). Im Unterschied zu 4 kann das
membranimpermeable 6 also zur Generierung von trans-
membranalen pH-Gradienten genutzt werden.

Die Experimente in Abbildung 4 implizieren, dass die in
wassriger Losung befindlichen Phototrigger nur in vernach-
lassigbarem Ausmaf} zur Ansduerung der Membranoberfla-
che beitragen. Diese Hypothese wird dadurch bestétigt, dass
die mit 3 erzielbare pH-Anderung nicht beobachtet wurde,
wenn dessen Konzentration ¢; an der Membran von ca. 0.3 auf
ca. 0.04 mm gesenkt wurde, wihrend die Konzentration in der
wissrigen Phase (0.3 mm) konstant blieb. Fiir dieses Experi-
ment wurde eine geladene Membran generiert, die zu
50 Mol-% das negativ geladene Lipid Diphytanoyl-phosphati-

® DPhPC, 3
o DPhPC, 6
03 ®  DPhPS, 3
¢ 0.2 . m
1-FIF,
0.1
0.0 1 l L J

0.0 0.5 1.0 25 286

c/mm —=

Abbildung 5. Die Erhdhung der H-Konzentration an der Oberfliche
der Doppelschicht wird ausschlieRlich durch die Photolyse der Photo-
trigger hervorgerufen, die an die Membran gebunden sind. Die durch
die Photolyse von 3 bedingte relative Fluoreszenzabnahme ist an nega-
tiv geladenen DPhPS-Doppelschichten (Quadrate) geringer als an neu-
tralen DPhPC-Membranen (Kreise), zuriickzuftihren auf die elektrosta-
tische Abstoflung der negativ geladenen Verbindung 3 (gefiillte Symbo-
le). Wegen der hoheren Quantenausbeute wird der pH-Wert durch Pho-
tolyse von 6 (nichtgefiillte Symbole) stirker als durch Photolyse von 3
abgesenkt. Fiir experimentelle Bedingungen und Definition von F und
Fo siehe Abbildung 4.
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dylserin (DPhPS) enthielt. Zur Kompensation des negativen
Oberflachenpotentials von —50 mV sollte gemil3 der Boltz-
mann-Verteilung?®! die Volumenkonzentration auf 2 mwm
erhoht werden miissen, um die urspriingliche Konzentration
¢; wiederherzustellen. Die experimentelle Bestétigung dieser
Uberlegungen, die analog auch fiir das Sulfat 6 gelten, ist in
Abbildung 5 dargestellt. Wegen der hoheren Quantenaus-
beute ruft 6 einen hoheren pH-Sprung bei gleicher Konzen-
tration hervor.

(Cumarinylmethyl)diethylphosphate und (Cumarinylme-
thyl)sulfate sind also sehr empfindliche und ultraschnelle
Phototrigger fiir Protonen und konnen groffe pH-Spriinge
induzieren. Thre Membranaffinitdt ermoglicht es zu untersu-
chen, welche Bedeutung der pH-Wert an der Membranober-
flache fiir Signaltransduktion, Faltung und Transport hat. Jede
der beiden Membranmonoschichten kann durch die Wahl
membranpermeabler (1, 4) oder membranimpermeabler
photoaktivierbarer Verbindungen (3, 6) gezielt adressiert
werden. Dariiber hinaus werden 1, 3, 4 und 6 das Repertoire
an verfiigbaren H*-Phototriggern zur Untersuchung orts- und
zeitabhingiger Aspekte von anderen H*-gesteuerten Prozes-
sen entscheidend erweitern. Die biologische Anwendung
wird durch ihre Aktivierbarkeit mithilfe langwelliger UV/Vis-
Strahlung erleichtert, die zellschddigende Nebeneffekte auf
ein Minimum reduziert.
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