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Zwei-Photonen-Sonden

M olekulare Systeme, die mit Licht ,,ferngesteuert werden konnen,
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sind von wachsender Bedeutung in der Zellbiologie, der Physiologie

und den Neurowissenschaften. Der entscheidende Aspekt hierbei ist
die hohe riaumliche und zeitliche Priizision, die mit Methoden der
Lasermikroskopie erreicht werden kann. Das Verfahren der Zwei-
Photonen-Anregung hat signifikante Vorziige bei der Visualisierung

biologischer Gewebe, allerdings ist der gezielte Entwurf intelligenter

Sonden, die mit der Zellphysiologie kompatibel sind, nicht trivial.
Dieser Aufsatz diskutiert die ,,chemischen“ Herausforderungen bei

der Entwicklung von Zwei-Photonen-Sonden.

1. Einleitung

Um entschliisseln zu konnen, wie Rezeptoren ihre Li-
ganden erkennen, und um die hierdurch ausgelosten Signal-
wege zu erforschen, benotigt man experimentelle Eingriffe in
Submikrometer- und Submillisekundenauflosung, der typi-
schen rdumlich-zeitlichen Skala physiologischer Prozesse wie
der synaptischen Transmission und der intrazelluldren Sig-
nalgebung durch Sekundérbotenstoffe. Fiir den Experimen-
tator besteht die Aufgabe darin, das biologische System durch
einen Konzentrationssprung des physiologischen Liganden
oder eines Cofaktors oder Antagonisten aus dem Gleichge-
wicht zu lenken; Timing und rdumliche Dimension des Ex-
periments sind dabei so zu wéhlen, dass der physiologische
Prozess nachempfunden wird. Dieses Vorgehen liefert kine-
tische und mechanistische Informationen und erlaubt au3er-
dem pharmakologische oder andere Eingriffe, die im Nor-
malfall undurchfiihrbar sind.

In der Photochemie wird die Blitzphotolyse dazu ver-
wendet, Reaktionen auszuldsen und deren Kinetik zu unter-
suchen. Diese Vorgehensweise wird seit 30 Jahren zur Er-
forschung von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen genutzt,
wobei am Anfang dieses Gebiets die erste Veroffentlichung
iiber photoaktivierbares (,,caged) ATP durch Kaplan et al.
stand.l'! Das Prinzip ist einfach: Die Kompartimente mit den
Rezeptoren werden mit einer inerten, aber photolabilen
Vorstufe eines Liganden geflutet, und sobald der ,,Kéfig* (die
Ligandenvorstufe) diffusiv dquilibriert ist, wird der Ligand
durch einen rdumlich definierten Lichtpuls freigesetzt.

Zelluldare physiologische Signalgebungsprozesse errei-
chen ihre hohe Lokalisierung, Geschwindigkeit und Effizienz
dadurch, dass die rdumlichen Skalen dieser Prozess auf den
Submikrometerbereich reduziert sind. Die moderne Mikro-
skopie ist soweit fortgeschritten, dass zeitlich festgelegte
Lichtpunkte prizise innerhalb eines Gewebes platziert
werden konnen — eine Voraussetzung fiir die konfokale La-
serrastermikroskopie und Zwei-Photonen-Mikroskopie. In-
folgedessen lésst sich durch Photolyse (,,uncaging*) in Kom-
bination mit Zwei-Photonen-Mikroskopie eine hohe rdum-
lich-zeitliche Auflosung erreichen; ein solches Verfahren ist
zudem kompatibel mit der Fluoreszenzmikroskopie. Photo-
aktivierbare Reagentien erlauben die lokalisierte photolyti-
sche Freisetzung von Liganden aus biologisch inerten Vor-
stufen;? Aktuatoren, die Lichtenergie in Bewegung um-
wandeln, und ,,Photoschalter”, die in lichtgesteuerte Rezep-
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toren, Kanile oder Enzyme eingebaut sind, bieten die Mog-
lichkeit, den zugrundeliegenden biologischen Prozess
wechselweise zu initiieren oder zu unterdriicken."%

Die photolytische Freisetzung von Liganden wurde frither
zumeist bei ihrer Primdrwellenlidnge (gewohnlich nahe am
UV) durch Ein-Photonen-Anregung (OPE; one-photon ex-
citation) bewerkstelligt. Dieses Vorgehen ist im Allgemeinen
geniigend effizient, um iiber den gesamten benotigten Kon-
zentrationsbereich angewendet zu werden. Das Problem der
»internen Filterung“ durch die Vorstufenlosung, das bei
hohen Konzentrationen und groBen Wegldngen auftritt, kann
leicht umgangen werden, indem man Anregungswellenlédngen
abseits des spektralen Maximums verwendet und die ange-
legte Energie erhoht.™ Allerdings kommt es bei Tiefen von
mehr als 15-20 um in biologischem Gewebe zu einer be-
trachtlichen Photolyse durch gestreute Photonen, wodurch
die rdumliche Lokalisierung stark beeintriachtigt wird. Eine
Zwei-Photonen-Anregung (TPE) bietet hier zwei wichtige
Vorteile: 1) Die verminderte Streuung der NIR-Photonen
(NIR: nahes Infrarot) in trilbem biologischem Gewebe ge-
wihrt eine zwei- bis dreifach groflere Messtiefe im Vergleich
zur Nah-UV-Anregung. 2)Zwei-Photonen-Anregung er-
moglicht eine prizisere Definition des Fokalpunkts, weil die
gestreuten IR-Photonen nicht anregen.”! Die Verbesserungen
sind betréchtlich; so konnte in Fluoreszenzbildgebungen
mittels TPE die fokale Anregung von 20 um hin zu Tiefen von
mehreren hundert um verbessert werden.

[*] Dr. G. Bort, Dr. T. Gallavardin, Dr. P. |. Dalko
Laboratoire de Chimie et Biochimie Pharmacologiques et Toxicolo-
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Laboratoire de Physiologie Cérébrale, CNRS, Univ. Paris Descartes
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Mit dem jiingsten Aufkommen fs-gepulster Laser hat die
Zwei-Photonen-Technologie das Potential, die Zellphysiolo-
gie und Neurowissenschaften zu revolutionieren. Anzumer-
ken ist jedoch, dass die Zwei-Photonen-Absorption und
-Anregung intrinsisch weniger effizient sind als entsprechen-
de Ein-Photonen-Prozesse, insbesondere bei Verwendung
nicht-optimierter Reagentien. Um das Potential der TP-Ak-
tivierung voll ausschopfen zu konnen, besteht infolgedessen
ein Bedarf an der Entwicklung effizienterer Zwei-Photonen-
Sonden fiir die Photolyse und Photoschaltung.”¢¢! Vor allem
gilt es, die Zwei-Photonen-Absorption (TPA) deutlich zu
verbessern (in der GroBenordnung breit eingesetzter Fluo-
rophore) und dabei das schnelle Ansprechverhalten, die hohe
Wasserloslichkeit, die hydrolytische Stabilitdt und die biolo-
gische Inertheit der Nah-UV-Sonden beizubehalten. Die
entsprechenden Ansédtze hierfiir werden in diesem Aufsatz
zusammengefasst.

2. Theoretische Grundlagen der Zwei-Photonen-
Absorption

Die Zwei-Photonen-Absorption ist ein nichtlinearer
Prozess, bei dem zwei Photonen gleichzeitig von einem Mo-
lekiil absorbiert werden (Abbildung 1). An der TPA ist ein
,virtueller Zustand® beteiligt, dessen Energie ungefdhr der
Hialfte des finalen erlaubten Zustands entspricht. Der finale
Zustand ist S; bei nicht-zentrosymmetrischen Verbindungen
und S, bei zentrosymmetrischen Verbindungen. Der virtuelle
Zustand steht in keinem Zusammenhang mit irgendeiner der
Resonanzen des Chromophors, und seine Lebensdauer ist
sehr kurz, sodass die Wahrscheinlichkeit eines TPA sehr
gering ist (o, < a,). In der Praxis wird dieses Phdnomen nur
bei sehr hohen Photonenfliissen im Fokus eines Laserstrahls
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Abbildung 1. Ein-Photonen-Absorption (OPA; blau) und Zwei-Photo-
nen-Absorption (TPA; rot) von dipolaren (nicht-zentrosymmetrischen)
Chromophoren und quadrupolaren (zentrosymmetrischen) Chromo-
phoren.

beobachtet. Die simultane Natur der TPA bedingt, dass der
Prozess quadratisch von der Lichtintensitidt abhidngt, d.h. von
der Wahrscheinlichkeit, dass zwei Photonen im selben be-
grenzten Raum zur selben Zeit lokalisiert sind. SchlieBlich
sind die TPA-Wellenldngen rotverschoben, wobei die Lage
des Maximums von der Symmetrie des Chromophors ab-
hingt. Bei dipolaren nicht-zentrosymmetrischen Chromo-
phoren fiihren die Ein- und Zwei-Photonen-Uberginge zum
gleichen Endzustand, was bedeutet, dass das TPA-Maximum
bei der doppelten Wellenldnge des OPA-Maximums liegt; bei
symmetrischen quadrupolaren Chromophoren sind die Ein-
und Zwei-Photonen-Uberginge verschieden.”!

Es gibt eine Reihe von Griinden, weshalb die TPA fiir die
Bildgebung biologischer Materialien und die Aktivierung
molekularer Sonden besonders gut geeignet ist. 1) Durch die
quadratische Abhéngigkeit von der Lichtintensitdt wird die
Anregung auf ein kleines Volumen am Fokalpunkt des Lasers
begrenzt. Diese quadratische Abhéngigkeit bedeutet auch,
dass gestreute Photonen abseits des Fokus nicht anregen.
2) Die rotverschobenen Absorptionsmaxima liegen im Wel-
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lenlangenbereich 750-1100 nm; in diesem Bereich sind
Gewebe relativ transparent, weil sowohl Gewebeabsorption
als auch Streuung minimiert sind. 3) TPA ist weniger effizient
als Ein-Photonen-Absorption, und weil nur wenige biologi-
sche Chromophore starke Zwei-Photonen-Absorber sind,
sollte die Verwendung von TPA in Kombination mit stark
absorbierenden Sonden Photoschédden verringern.

Die strukturellen Faktoren, die die Zwei-Photonen-
Absorption eines Molekiils beeinflussen, wurden ausfiihrlich
untersucht und sind gut verstanden;®) TPA-Querschnitte
konnen heute mit dem Computer mit recht hoher Prézision
vorhergesagt werden.”! Die Schliisselparameter fiir eine hohe
Zwei-Photonen-Absorption sind ausgedehnte Elektronen-
konjugation (Abbildung 2) und die Gegenwart von starken

CaHg CaHo
N N.
O “CsHg C4He
O O )
Me. O n
C4Hg~’:‘ l}l
CsHg 110 GM (605 nm) Me n=4 410GM (695 nm)

8 GM (514 nm)
n=3 340 GM (695 nm)

n=2 230 GM (640 nm)

Abbildung 2. Effekt der Donor- und/oder Akzeptorgruppen sowie der
Konjugationslinge auf die Zwei-Photonen-Absorption.!'?

Donor- und/oder Akzeptorpaaren, die einen starken internen
Ladungstransfer (ICT; internal charge transfer) vermitteln
(Abbildung 2).'" Die Stirke der Polarisation kann auch
mithilfe von Hammett-Parametern ermittelt werden.[""

Um eine effiziente Elektronenkonjugation zu erzielen,
muss das Molekiil moglichst planar sein. Erreichen lésst sich
dies durch die Einfithrung von Ringen oder durch Komple-
xierung und konformative Versteifung eines flexiblen Chro-
mophors (Abbildung 3).1%

we, oy rO=0-O=COm o) o
H13C;N O g O N‘CaHjs

1140 GM (705 nm)

o OO g

H1sC,
13-6 1970 GM (705 nm)

Abbildung 3. Eine Verbesserung der molekularen Planaritit fihrt zu ef-
fizienterer Konjugation und mt-Elektronendelokalisierung als Vorausset-
zung fiir Zwei-Photonen-Absorption.

Andere Parameter sind die Molekiilsymmetrie und die
Gegenwart von mehrfach verzweigten oder oligomeren
Strukturen, die , kooperative Effekte“!’! und damit eine Ver-
stirkung der TPA induzieren konnen. Zum Beispiel verstarkt
in quadrupolaren Chromophoren der allgemeinen Struktur
D-n-D, D-n-A-7-D, A-ni-A oder A-n-D-7-A (D: Donor, A:
Akzeptor) die Gegenwart des angeregten Zustands S; (des
ersten angeregten Zustands, der von genau einem Photon
besetzt wird) die Zwei-Photonen-Absorption durch einen
»Resonanzverstiarkungseffekt”, wenn die Energiedifferenz A
zwischen S; und S, klein wird (Abbildung 1). Ahnliche ,ko-
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operative Effekte* werden haufig zwischen Verzweigungen in
mehrfach verzweigten Chromophoren beobachtet.®™ Diese
Systeme bestehen fiir gewohnlich aus monomeren Push-Pull-
Chromophoren, die um einen zentralen Akzeptor oder
Donor angeordnet sind. Kooperative Effekte konnen durch
»through bond“- oder ,trough space“-Wechselwirkungen
hervorgerufen werden; zum Verstdndnis dieser Phdnomene
wurden mehrere Erkldrungen vorgeschlagen, z.B. excitoni-
schen Kopplung,' vibronische Kopplung™! oder Verlinge-
rung der Elektronenkonjugation."” Klassische mehrfach
verzweigte Strukturen sind Tripods,"® Oligomere und Den-
drimere.!"”

Molekiile mit hohen TPA-Querschnitten sind normaler-
weise groBle, hoch konjugierte hydrophobe Verbindungen.
Speziell in den Neurowissenschaften hat die Lipophilie che-
mischer Spezies Auswirkungen auf die elektrische Erregbar-
keit und andere Aspekte der synaptischen Kommunikation.
Der Zusammenhang zwischen der Fett/Wasser-Verteilung
und der anaesthetischen Aktivitdt innerhalb von Serien ali-
phatischer oder aromatischer Reagentien ist gut bekannt.
Hohe n-Delokalisation und hohe Wasserloslichkeit, wie sie
fiir biologische Anwendungen benoétigt wird, sind nur schwer
miteinander zu kombinieren; Forschungen in diese Richtung
galten der Entwicklung von effizienten wasserloslichen TPA-
Chromophoren mit guten Eigenschaften in wissriger Losung.
Andere Ansitze bestanden in der Verwendung hydrophiler
Transportreagentien wie Nanopartikel, Micellen und Bio-
polymere.'s! In Anwendungen, die eine freie Diffusion zum
Erreichen hoher Photolyseraten erfordern (z.B. bei der sy-
naptischen Transmission) oder sterischen Randbedingungen
unterliegen, konnen groe Sondenspezies jedoch nachteilig
sein, indem etwa die Photolyse verlangsamt oder der Zugang
der Sonde zu den erforderlichen Kompartimenten gehindert
ist.

Die photochemische Effizienz () eines TPA-Prozesses
wird vom Wirkungsquerschnitt der TPA (o,) bestimmt, der
die Absorptionsrate mit dem Quadrat des Photonenflusses
ins Verhiltnis setzt und die Einheit GM besitzt (1 GM =
10" cm*s” Photonen™!; abgeleitet von Maria Goppert-
Mayer, die die theoretischen Grundlagen des TPA-Prozesses
entwickelte)'”) und mit der Quantenausbeute (@) des Pro-
zesses multipliziert wird; z.B ist bei photolytischen Freiset-
zungen @, der Bruchteil der angeregten Chromophore, die
photolysiert werden und den Liganden freisetzen. Demnach
ist die photochemische Effizienz, die vom Wirkungsquer-
schnitt der Zwei-Photonen-Photolyse bestimmt wird, 6 =
0, ®. Die photochemische Effizienz kann direkt als der Wir-
kungsquerschnitt 6 gemessen werden, und zwar durch che-
mische Analyse der freigesetzten Ligandmolekiile nach
standardisierter Lichteinstrahlung. Alternativ kann ein indi-
rektes Messverfahren angewendet werden, bei dem der TPA-
Querschnitt und die Quantenausbeute in zwei Schritten un-
abhingig gemessen werden. Da es schwierig ist, eine Quan-
tenausbeute unter Zwei-Photonen-Bedingungen zu messen,
wird der aus einer Ein-Photonen-Photolyse abgeleitete Wert
benutzt, mit der Annahme, dass Ein- und Zwei-Photonen-
Absorption die gleichen angeregten Zustéinde besetzen und
somit die gleiche Quantenausbeute der photolytischen Frei-
setzung erzeugen.
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Um eine lokalisierte und schnelle photolytische Freiset-
zung zu erreichen, bendtigt man oft hohe Lichtintensitidten
und eine hohe Konzentration des photoaktivierbaren Rea-
gens (im mm-Bereich). Diese Anforderungen kénnen ver-
schiedene Probleme bereiten, z.B. im Zusammenhang mit
Phototoxizitdt und unerwiinschten Effekten des photoakti-
vierbaren Reagens auf den Zielrezeptor und andere Arten
von Rezeptoren. Die Mindesteffizienz wird durch die maxi-
male Lichtintensitdt bestimmt, die das System toleriert. To-
lerierbare Intensititen bei Ein-Photonen-Anregungen sind 5—
10 mW pm™ fiir kurze Submillisekundenpulse in intrazellu-
laren Photolyseexperimenten. Die benoétigte Intensitt fiir die
vollstandige Umsetzung eines héufig verwendeten photo-
aktivierbaren Reagens, MNI-Glutamat, mit OPE wurde auf
0.4 mW pm~2 bei 360 nm und 2 mW pm~? bei 405 nm in 0.1-
ms-Pulsen geschitzt;*?" dies ist deutlich unterhalb der To-
xizitatsgrenze. Fiir die tolerierte Intensitdt bei Zwei-Photo-
nen-Anregungen unter Photolyse- oder Imaging-Bedingun-
gen wurde ebenfalls ein Wert von ungefdhr 5 mW ermittelt
(mit Ti:S-Laser unter Standardbedingungen und hoher nu-
merischer Apertur des Mikroskopobjektivs mit Submikro-
meterfokus). Die Studien zeigen auBerdem eine scharfe To-
xizititsschwelle und eine Multiphotonenabhingigkeit.”!! Der
Multiphotonencharakter der Phototoxizitit ldsst vermuten,
dass liangere Laserpulse mit geringerer Peakintensitidt bei
vergleichbarem Fluoreszenzniveau weniger schidlich sind;
der Effekt konnte gleichermafen fiir die Photolyse gelten. In
entwicklungsbiologischen Experimenten, bei denen die
Zeitskala der Experimente sehr viel ldnger ist, wurde iiber
Phototoxizitdt bei niedrigeren Intensitidten berichtet, hier ist
aber die zeitliche Auflosung weniger wichtig als die raumli-
che.

Die Zwei-Photonen-Anregung ist inhdrent ineffizient und
wird — bei nicht-toxischen Intensitdten — nur bei hohen nu-
merischen Aperturen im Fokalvolumen beobachtet. Bei
Femtolitervolumina hat der diffusive Austausch zwischen
dem Anregungsvolumen und der umgebenden Lésung eine
charakteristische Zeitkonstante im Bereich 100-400 ps, ab-
hidngig vom Diffusionskoeffizienten des photoaktivierbaren
Reagens im Gewebe. Die Diffusion bestimmt die Geschwin-
digkeit, mit der photoaktivierbare Molekiile im Zwei-Pho-
tonen-Volumen ersetzt werden, und sie bestimmt auch die
Geschwindigkeit, mit der aktivierte Zwischenstufen und
Produkte verlorengehen. Da der maximale nicht-toxische
Photonenfluss bekannt ist, kann der Wirkungsquerschnitt der
Zwei-Photonen-Photolyse, der fiir 50% Umsatz des photo-
aktivierbaren Reagens im Volumen mindestens bendtigt
wird, berechnet werden. Es wurden Werte von 3-30 GM er-
mittelt, abhéngig vom Diffusionskoeffizienten des photo-
aktivierbaren Reagens. Damit die Photolysereaktion im An-
regungsvolumen lokalisiert bleibt, muss die Produktfreiset-
zung durch die Fragmentierungsreaktion schneller sein als die
Diffusion, was Geschwindigkeiten von 10000 s oder hoher
erfordert. Einstrahlungsdauern ldnger als die Diffusionszeit-
konstante fithren zur Delokalisierung des freigesetzten Li-
ganden in benachbarte Regionen.??

Es gibt eine breite Auswahl von Reagentien, die durch
Ein-Photonen-Anregung im Nah-UV effizient photoakti-
vierbar sind. Jedoch sind deren TPA-Querschnitte im Allge-
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meinen kleiner als 0.1 GM, und die Geschwindigkeit der
Dunkelfragmentierung ist in vielen Fillen zu gering, um eine
Lokalisierung im Anregungsvolumen sicherzustellen. In den
folgenden Abschnitten werden diese Parameter mit Bezug
auf derzeit verfiigbare photoaktivierbare Reagentien disku-
tiert.

3. Photoaktivierbare Reagentien fiir die Zwei-Photo-
nen-Anregung

Die photoaktivierbaren Reagentien, die gegenwiértig in
der Zwei-Photonen-Photolyse eingesetzt werden, sind von
photochemischen Reaktionen abgeleitet, die fiir Nah-UV-
absorbierende Schutzgruppen entwickelt wurden. Zwar sind
etliche photosensitive Schutzgruppen an zellphysiologische
Bedingungen angepasst worden, keine davon erfiillt aber in
befriedigender Weise die Kriterien fiir einen Einsatz unter
biologischen Bedingungen und in der Zwei-Photonen-
Photolyse. Die Eigenschaften dieser photoaktivierbaren
Gruppen werden hier betrachtet.

3.1. Nitrobenzyle

Nitrobenzyl-Spezies (NB, 1a, Abbildung 4) waren die
ersten photoaktivierbaren Reagentien zur Freisetzung bio-
logisch aktiver Liganden unter Nah-UV-Photolyse im Wel-

OR NO, Me NO,
R RO
R2 OMe
R? OMe
1aR'=H; R?=H  (NB-OR) 1f
1bR'=CO,H; R?=H (CNB-OR)
1cR'=Me; R?=H  (NPE-OR)
1dR'=H;  R?=OMe (DMEB-OR)
1eR'=Me; R?=0Me ( -OR)

Abbildung 4. Einige der gegenwirtig eingesetzten Nitrobenzyl-Schutz-
gruppen.

lenlingenbereich 300-400 nm.”! Einige der gegenwirtig
eingesetzten NB-Schutzgruppen sind in Abbildung 4 darge-
stellt. Sie wurden zur Freisetzung von Phosphaten, Carbon-
sduren, Amiden, Alkoholen und Carbonylfunktionen ange-
wendet, sowie auch, mittels photolabiler Chelatbildern, zur
Freisetzung von Metallionen; mehrere Derivate sind kom-
merziell erhéltlich. Unter TPA-Bedingungen zeigen diese
Spezies jedoch schlechte Eigenschaften, mit §, < 0.1 GM bei
710-740 nm. Die Effizienz von 1a wurde durch Ersetzen der
Benzyl- durch eine Homobenzylfunktion verbessert, z.B. in
1£ oder durch Einfithrung einer elektronenziehenden
Gruppe wie der Tribrom- oder Trifluormethylgruppe in die
benzylische Position.” Diese Modifikationen verbesserten
die Photolyseeffizienz um einen Faktor bis 3. Die Einfiihrung
von Methoxygruppen, wie in 1d-f, fithrte zu einer Rotver-
schiebung der Absorption und einer Verringerung der Pho-
tolysequantenausbeute @, um ungefihr eine Grofenordnung

Angew. Chem. 2013, 125, 4622 — 4634


http://www.angewandte.de

Zwei-Photonen-Sonden

im Vergleich zu NB. Die Gegenwart der Methoxygruppen
beschleunigte die Dunkelfragmentierung in der Photolyse.*!
Neuroaktive NB-abgeleitete photoaktivierbare Amino-
sduren zeigen im Allgmeinen geringe hydrolytische Stabilitit.
Eine Carbamat-Briicke zwischen der Alkohol- und Amino-
gruppe erzeugt stabile, effizient aktivierbare Aminosiduren
fir die OPE, mit einer allerdings langsamen Fragmentie-
rungskinetik bei pH 7.4 von 20s7'; ihre Anwendung bleibt
somit auf langsame Signalprozesse beschrinkt.!
Nitrobenzyl-basierte Chelatbildner spielten eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung von Ca’*"-selektiven photoakti-
vierbaren Reagentien (Abbildung 5).””! Der Chelatbildner

2a DM-Nitrophen-Ca?*

2b R = H; NP-EGTA-Ca®* 2d NDBF-EGTA-CaZ*

2c R = OMe; DMNPE-4-Ca?*

Abbildung 5. Nitrobenzyl-Chelatbildner fiir Ca>*.

wird durch Photolyse gespalten und ergibt hauptsédchlich
Iminodiacetat-Produkte mit einer sehr viel geringeren Affi-
nitit fiir Ca?". Vor kurzem wurde auch ein Tricarboxylat mit
mittlerer Affinitit fiir Ca®>* beschrieben, das durch die Pho-
tolyse von DM-Nitrophen gebildet wird.”®! Ein Vorteil der
EGTA-Derivate wie 2b,¢ gegeniiber den EDTA-Derivaten
2a ist die niedrigere Affinitit fiir Mg**-Tonen unter physio-
logischen Bedingungen (Abbildung 5); die Ca’"-Affinitét
andert sich dagegen nur gering. Diese Verbindungen haben
niedrige Wirkungsquerschnitte in der Zwei-Photonen-Pho-
tolyse (im Bereich von 0.01 GM) und werden im Allgemeinen
im Nah-UV angeregt. Das Nitrodibenzofuran-EGTA 2d
(NDBF-EGTA)? ist eine Ausnahme, mit d,=0.6 GM bei
710 nm. Der NDBF-Chromophor wurde auch zur Schiitzung
von Eisenzentren,?” Nukleotiden® und IP;*? verwendet.
In einigen Fillen wurde tiber unerwartet hohe o,-Werte
fiir NB-Chromophore berichtet. Fiir NP-geschiitzte Cumari-

NO, O (0 )i0) \@I’//O
@Me 3 OL_X

X =H oder Cl

O,N
X
MeO OMe
HO OMe
X =H, CF3, CClg, CBr3, CN
5 O,N OMe

Me_ Me Me 0 NO,
X S
Me OMe
6 OMe

Abbildung 6. Nitrobenzylreagentien fiir die substratunterstiitzte Photo-
lyse.
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ne (3-4, Abbildung 6) wurde ein 6, <0.68 GM beobachtet.
Der Effekt wurde einer photochemischen Kooperation zwi-
schen dem photoaktivierbaren Molekiil und seiner Ab-
gangsgruppe zugeschrieben und als ,substratunterstiitzte
Photolyse“ bezeichnet.® Mechanistisch wurde ein reverser
Energietransfer (d.h. von einem niedrigeren in ein hoheres
Energieniveau) vom Cumarin auf die NB-Gruppe vorge-
schlagen.

Eine dhnliche Kooperativitidt wurde bei der Photolyse von
DMNB-geschiitztem  N-Vanillylnonanoylamid (5, ¢,<
0.25 GM, Abbildung 6)*) und DMNB-geschiitzter Retin-
siure (RA, 6, Abbildung 6) beobachtet.* In #hnlicher Weise
wird fiir NPE-geschiitzte Hydroxypyrentrisulfonsiure
(HPTS; ein griiner Fluorophor, der von der NPE-Gruppe
vollstiandig geloscht wird) die hochste Photolyseeffizienz bei
405 nm anstatt im Nah-UV beobachtet, wie es bei NP-Chro-
mophoren normalerweise der Fall ist. Dariiber hinaus unter-
scheiden sich die Photolysemechanismen der Ein- und Zwei-
Photonen-Anregung: Bei der TPA ist die Fragmentierung
schneller und der Prozess ist pH-unabhéngig, im Gegensatz
zur starken pH-Abhidngigkeit der Ein-Photonen-Fragmen-
tierung.?"

Der Einfluss der Konjugationsldnge des m-Systems auf
den Wirkungsquerschnitt der TPA (o0,) wurde untersucht.
Obwohl NB-Derivate wie 7 hohe Absorptionsquerschnitte
bei 730 nm und 800 nm zeigten (0, =20-50 GM), waren die
Wirkungsquerschnitte der Fragmentierung (d,) vergleichbar
mit denen der NB-Stammverbindungen. Die Ursache hierfiir
konnte sein, dass mit grolerer Konjugationsldnge auch kon-
kurrierende Relaxationspfade auftreten, z.B. Fluoreszenz-
emission. Bessere Ergebnisse wurden mit dem 3-(2-Propyl)-
4’-methoxy-4-nitrobiphenyl(PMNB)-Derivat 8a sowie mit
dem wasserloslicheren Triethylenglycol-Derivat 8b erhalten,
das einen TPA-Querschnitt von 0.45 GM bei 800 nm zeigte
(Abbildung 7).*"! Der Austausch der Alkoxy-Donorgruppe

OR2 OR? Me
Y
O,N R'
o
7 8aR'=0Me (PMNB-OR?)
8bR' = 0O(C,H40);CH;  (PENB-OR?)
8CR'=N(CH,CO,H), (CANBP-OR?)

8d R = N[(C,H40),CH3], (EANBP-OR?)

Abbildung 7. Nitrobenzylreagentien mit erweitertem m-System.

gegen eine funktionalisierte Dialkylaminogruppe, wie in 8¢
(CANBP) oder in 8d (EANBP), fiihrte zu ungewohnlich
hohen Wirkungsquerschnitten der Zwei-Photonen-Fragmen-
tierung von bis zu 11 GM bei 800 nm bei zudem verbesserter
Wasserloslichkeit der Verbindung (bis zu 10 mm).F?! Die
Zwei-Photonen-Photolyse ~ von ~ CANBP-GABA  und
EANBP-GABA ermoglichte die schnelle und rdaumlich kon-
trollierte Freisetzung von GABA in intakten Gehirnschnit-
ten. [

FEine andere erfolgreiche Modifikation von NB-Reagen-
tien wurde mit dem Aufbau einer quadrupolaren Struktur an
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R =(C2H40),CH;

Abbildung 8. Das symmetrische quadrupolare NPE-Analogon BNSF-
Glu, P!

einem Fluoren-Kern realisiert (BNSF-Glu,, Abbildung 8).
Fiir das BNSF-geschiitzte Glutamat wurde ein Wirkungs-
querschnitt der Zwei-Photonen-Fragmentierung von 5 GM
bei 800 nm beobachtet — einer der hochsten je gefundenen
Werte.’) Der Hauptbeitrag des erhohten Lichtsammelver-
mogens stammt hochstwahrscheinlich vom planaren Fluoren-
Kern. Allerdings erlaubt das BNSF-Glu,-Reagens aufgrund
eines konkurrierenden Photoabbaumechanismus keine
quantitative Freisetzung des Neurotransmitters (60 % ) und ist
auBerdem schlecht wasserloslich (0.1 mm). Ferner verhindert
die geringe Geschwindigkeit der Dunkelfragmentierung von
1000 s™' der 2-(o-Nitrophenyl)propyl-Serie eine verniinftige
Lokalisierung im Anregungsvolumen.

3.2. Nitroindoline

7-Nitroindoline (NT) wurden durch Amit et al. Mitte der
90er Jahre als Carboxyl-Schutzgruppen zur Verwendung in
aprotischen Losungsmitteln eingefiihrt.*® Corrie und Mitar-
beiter entwickelten spéter photoaktivierbare Carbonsduren
fiir die Photolyse in wassriger Losung und speziell zur Frei-
setzung neuroaktiver Aminosiuren.”* Bedeutsam ist, dass
die NI-geschiitzten Aminosduren im Unterschied zu den Ni-
trobenzyl- und Cumarin-Analoga gut hydrolysestabil bei
physiologischem pH sind. Weitere Charakteristika sind hohe
Fragmentierungsgeschwindigkeiten (5x10°s™!, Halbwerts-
zeit 150 ns; schnell im Vergleich zu den Aktivierungskineti-
ken der neuroaktiven Aminosdurerezeptoren), eine Quan-
tenausbeute von 0.085 und eine bezogen auf den Reagens-
verbrauch stochiometrische Freisetzung. Der Effekt von
Substitutionen am Indol wurde untersucht, und man fand eine
maximale Photolyseeffizienz fiir 4-Methoxy-7-nitroindolinyl-
(MNT)-Derivate.’” Mechanistische Untersuchungen zeigten,
dass das Produkt der Photolyse von 7-Nitroindolinen vom
Reaktionsmedium abhéngt; unterschiedliche Produkte
wurden gefunden, wenn die Reaktion in aprotischem Lo-
sungsmittel oder in Wasser ausgefiihrt wurde. In aprotischem
Losungsmittel mit 1% Wasser entstand 7-Nitroindolin tiber
einen losungsmittelunterstiitzten Mechanismus, wihrend in
Wasser, ohne Beteiligung des Losungsmittels, substituiertes 7-
Nitrosoindol erhalten wurde (Schema 1).! Studien unter

OMe OMe OMe
hv hv
RCO,H + D +RCO,H
H physiologischer N gprotisch_es N
NO Puffer NO, Lésungsmittel NO,

mit 1% Wasser
o

Schema 1. Unterschiedlicher Verlauf der Photolyse MNI-geschiitzter
Carboxylate in aprotischem Lésungsmittel und in Wasser.
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Verwendung von Triplett-Sensibilisatoren zeigten, dass die
Photospaltung iiber einen Triplett-Zustand des carboxyli-
schen nitronischen Anhydrid-Intermediats verlduft. Die an-
schlieBende Freisetzung geschieht durch Hydrolyse in orga-
nischen Medien oder durch Deprotonierung des Wasserstoffs
an C(2) in wissriger Losung; letztere Reaktion fiihrt dann zur
Bildung des stabilen Nitrosoindol-Produkts in physiologi-
scher Umgebung.

Modifikationen des Nitroindolinchromophors mit Sub-
stituenten, die dessen photochemische Eigenschaften unbe-
einflusst lassen, wurden systematisch studiert, um pharma-
kologische Wirkungen der NI-GABA- und NI-Glycin-Rea-
gentien auf die Zielrezeptoren zu minimieren. Die Studien
fithrten zu den NI-geschiitzten inhibitorischen Transmittern
DPNI-GABA und DPNI-Glycin mit Alkylbisphosphonat-
Substituenten in 4-Position.!

4-Methoxy-7-nitroindolinylglutamat (MNI-Glu, Abbil-
dung9) findet verbreiteten Einsatz in den Neurowissen-
schaften als Reagens fiir die Ein- und Zwei-Photonen-Pho-
tolyse. Der Wirkungsquerschnitt der Zwei-Photonen-Photo-

CO,H
OMe OMe
O,N O,N
N N N
Y \ \
No, R NO, R NO,
9a MNI-R 9b MDNI-R 9c CDNI-R

Abbildung 9. Von 7-Nitroindolin abgeleitete Reagentien.

lyse ist zwar niedrig (0.06 GM bei 720 nm), dafiir sind die NI-
geschiitzten L-Glutamate geniigend inert gegeniiber Glut-
amatrezeptoren, um in hohen Konzentrationen eingesetzt
werden zu konnen. Die Reagentien wurden in vielen Studien
der Glutamatsignalgebung in Neuronen genutzt.*!

5,7-Dinitroindolinyl-L-glutamate wie z.B. 4-Methoxy-5,7-
dinitroindolinylglutamat (MDNI-Glu, 9b) und 4-Carboxy-
methyl-5,7-dinitroindolinylglutamat (CDNI-Glu, 9¢) (Abbil-
dung 9) wurden in zwei unabhingigen Studien untersucht.®!!
Die Zwei-Photonen-Anregung beider Verbindungen im Nah-
UV war doppelt effizient wie die von MNI-Glutamat. Aller-
dings betrug die Stochiometrie der L-Glutamat-Freisetzung
nur 0.7, und es wurde eine Mischung aus Nitro- und Nitroso-
Photoprodukten erhalten. Zum Vergleich lieferten Mono-
nitroindoline in wissriger Losung fast ausschlieBlich das
Nitroso-Produkt.*”® Die beschleunigte Photoaktivierung
wurde in einer der Studien der hoheren Quantenausbeute!!?!
und in der anderen dem grofleren Absorptionskoeffizienten
zugeschrieben.!” Obwohl die photolytische Effizienz der
Dinitroindoline 3.5-fach hoher ist als die der Mononitro-
derivate, stellt die reduzierte Stochiometrie einen Unsicher-
heitsfaktor fiir ihren Einsatz dar.***

Obwohl MNI-Glutamat das am héufigsten eingesetzte
Reagens fiir die Zwei-Photonen-Photolyse ist, bedeutet der
geringe Wirkungsquerschnitt von ungefidhr 0.06 GM einen
betrachtlichen Nachteil; die Wirkungsquerschnitte der ana-
logen Dinitroderivate sind ungefihr dreimal groBer. Ein in-
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teressanter Ansatz, um die Effizienz der Nitroindolin-
Photolyse zu verbessern, ist die Einfithrung eines intramole-
kularen Triplett-Sensibilisators, eines Benzophenons, am
Nitroindolin."®! Diese MaBnahme erhohte die Effizienz der
Ein-Photonen-Photolyse betrichtlich, verschob aber das
spektrale Maximum der OPA nach 300 nm und der TPA nach
580 nm, also auBlerhalb des Wellenldangenbereichs von Ti:S-
Lasern. Dennoch ist dies eine vielversprechende Strategie fiir
die Verbesserung der TPE von Nitroindolin-Reagentien.

3.3. Bromhydroxycumarine!*!
Die ersten photoaktivierbaren Reagentien mit einem
Wirkungsquerschnitt der Zwei-Photonen-Freisetzung J,>

1 GM waren 6-Brom-7-hydroxycumarin-4-ylmethyl(Bhc)-
Derivate (Abbildung 10)."! Der Verlauf der Photolyse kann

R
R\O}_O OR

XR
S
Br. X Br. X
_ _ HO,C” N oo
o 0" Yo o oo
- 0,C
10a 10b 2 10c
Bhc-XR BCMACM-OR

XR = O-Acyl, O-Carbamoyl, S-Alkyl

Abbildung 10. Von Bromhydroxycumarin (Bhc) und Aminocumarin
(AC) abgeleitete photoaktivierbare Reagentien.

leicht durch photometrische Messung verfolgt werden, da das
Cumarin-Photoprodukt stark fluoresziert. Allerdings erwie-
sen sich die Esterderivate als hydrolytisch instabil unter
physiologischen Bedingungen. Zwar bewirkte ein Carbamat-
Spacer eine hohere Stabilitit!*! bei gleichem Wirkungsquer-
schnitt der Photolyse, fiihrte aber zu einer langsameren
Glutamat-Freisetzung (einige ms bei pH 7.2) und folglich
einer schlechteren Lokalisierung. Di- und trihalogenierte
Cumarinderivate zeigten verbesserte Wirkungsquerschnitte,
bei jedoch unsauberer Fragmentierungsreaktion. Nach dem
vorgeschlagenen Mechanismus konnte der Brom-Substituent
den pKs-Wert des Phenols erniedrigen und so die Bildung des
starker absorbierenden Anions vermitteln sowie die Lipo-
philie der Verbindung verringern.*! Zuletzt errangen 7-
Aminocumarin-Phototrigger aufgrund ihrer hohen Photoly-
seeffizienzen, langwelligen Absorption und effizienten Fluo-
reszenzvisualisierung betriichtliche Aufmerksamkeit.***”!
Die Vielseitigkeit der Cumarin-Reagentien wurde anhand
der Freisetzung von Alkoholen,* Diolen*®! und Thiolen!**!
demonstriert.*! Eine dreidimensionale chemische Struktu-
rierung von Aminen in einem Agarose-Hydrogel wurde
durch die photolytische Abspaltung des Bhc durch Zwei-
Photonen-Anregung realisiert.*) Aldehyde und Ketone
konnten auch aus den entsprechenden Acetalen und Ketalen
freigesetzt werden." Auch eine Photosiure (eine Verbin-
dung, die bei Bestrahlung stark sauer wird) wurde aus
aminosubstituiertem Cumarin entwickelt und unter TPA-
Bedingungen untersucht. Die Protonenfreisetzung wurde mit
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pH-empfindlichem Fluoresceinisothiocyanatdextran ver-
folgt.[*81]

Bhc-Derivate wurden in verschiedenen Studien als zell-
membrangidngige Reagentien eingesetzt: fiir die intrazellu-
lare TP-Photolyse von cyclischen Nukleotid-Sekundérboten-
stoffen;*! fiir die Freisetzung von GABA in pyramidalen
CA1l-Zellen des Hippocampus;®” fiir die Inhibierung der
Proteinsynthese durch die In-vivo-Freisetzung von Aniso-
mycin;P! fiir die Photolysis von Bhc-abgeleiteten Progeste-
ron-Regioisomeren;F? und fiir die In-vivo-Aktivierung eines
kompetitiven Inhibitors der induzierbaren Stickoxid-Syntha-
se (iNOS).Fl Das wasserloslichere 10¢ (BCMACM) wurde
fiir die Freisetzung eines cGMP-Analogons zur Auslosung des
Ca’"-Einstroms in CNG-transfizierte HEK293-Zellen ver-
wendet.!

Bhc-Reagentien haben hohe Wirkungsquerschnitte der
TP-Photolyse von d, <2.28 GM und schnelle Photolysekine-
tiken. Das Cumarin-Photoprodukt ist stark fluoreszierend,
was einerseits zur gezielten Verfolgung der Photolysereaktion
genutzt werden kann, andererseits aber eine gemeinsame
Verwendung dieser Verbindungen mit Fluoreszenzindikato-
ren verhindert.

Je nach Substrat und Bedingungen kann die Photolyse
von Bhc-Reagentien zur Bildung betrédchtlicher Mengen an
Nebenprodukten fithren.*® Esterderivate sind zudem meist
hydrolysempfindlich, was ihre Verwendung unter physiolo-
gischen Bedingungen stark einschrankt.

Mit dem Ziel, den Wirkungsquerschnitt der Zwei-Photo-
nen-Anregung zu verbessern, wurden konjugierte Cumarin-
Reagentien mit p-substituierten Styrylgruppen an C(7) her-
gestellt; die resultierenden Verbindungen zeigten langwelli-
gere Absorptionen und hohere J,-Werte als analoge NB-
Reagentien.® Wihrend hohe TPE-Querschnitte o, bei
800 nm erhalten wurden, ging das p-Ethoxyderivat 12a keine
Fragmentierung ein, und die Effizienz d, der p-Dimethyl-
aminoderivate 12b war doppelt so hoch (bis zu 0.26 GM im
Vergleich zu 0.12 GM) als die des Stamm-Cumarinderivats 11
ohne Styrylgruppe (Abbildung 11).

12a R = OEt; 5, = 0 GM (800 nm)
12b R = NMey; 8, = 0.26 GM (800 nm)

11 5, = 0.12 GM (800 nm)

Abbildung 11. Cumarin-basierte Zwei-Photonen-Phototrigger mit p-Sty-
rylsubstituenten. PMB = p-Methoxybenzyl.

In einer weiteren Studie wurde ein Zwei-Photonen-initi-
ierter Selbstverstarkungsansatz entwickelt und mittels einer
Bhc-abgeleiteten Dendrimerstruktur realisiert, die ein ein-
zelnes Ausloseereignis in eine Kaskade von molekularen
Umwandlungen iibersetzt.'”” Die Methode ermoglichte die
Freisetzung mehrerer terminaler Gruppen. Der Kaskaden-
prozess ist insgesamt recht langsam, weil die Umlagerungen
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seriell ablaufen. Dennoch ist dies eine niitzliche Strategie zur
Steigerung des Ansprechverhaltens biologischer Systeme auf
Licht und zum Erreichen einer anhaltenden Freisetzung.

3.4. o-Hydroxycinnamate

o-Hydroxycinnamate (OHC) wurden durch Porter et al.
1988 eingefiihrt® und zur Photofreisetzung von Alkoholen
weiterentwickelt.””! Sie zeigen besonders hohe Wirkungs-
querschnitte der Photolyse (6,<4.7GM bei 750 nm in
Acetonitril, Abbildung 12). Fiir physiologische Experimente

o) (0]
Br N-"or N-"or w OR
HO OH N OH (Et)N OHRV
Br
13a 13b 13c¢ R = Me, NHAc oder H

Abbildung 12. Photoaktivierbare o-Hydroxycinnamate.

wurde das wasserloslichere 3,5-Dibrom-2,4-dihydroxycinn-
amat 13a verwendet (6, =1.6 GM bei 750 nm), das an einem
embryonalen Zebrafischmodell validiert wurde (60 min Be-
strahlung bei 750 nm und <5 mW Maximalleistung in 10 pm
wissriger Losung).”™ Bemerkenswerterweise haben viele o-
Hydroxycinnamate hohe Zellmembranpermeabilitidt; da-
durch ist es moglich, die Zwei-Photonen-Anregung auf ein-
zelne Zellen zu lokalisieren.

o-Hydroxycinnamate wie 13a—c¢ (Abbildung 12) gehen
unter Bestrahlung und anschlieSender thermischer Lactoni-
sierung E/Z-Photoisomerisierung ein, um unter Cumarin-
Bildung das Substrat (ROH) freizusetzen. Eine kinetische
Analyse unter OPA-Bedingungen zeigte, dass die E/Z-Pho-
toisomerisierung und die thermische Umwandlung des ortho-
Halbesters in das Cumarin die langsamen Schritte der Pho-
tofreisetzung sind.®’¥ Substitution an der Cinnamat-Doppel-
bindung (R'=Me oder NHCOMe) beschleunigte die Frag-
mentierungsreaktion um ungefidhr eine Grofenordnung.
Unter TPA-Bedingungen ist der thermische Prozess be-
trachtlich schneller als die Photoisomerisierung. Allerdings
war die Substratfreisetzung unter In-vivo-Bedingungen
langsam, im Bereich 107>-10s™! bei 750 nm und 4.5 mW
Maximalleistung.

Die hohen Wirkungsquerschnitte und gute Zugénglich-
keit der OHC-Derivate aus einfachen Synthons sind wichtige
Vorteile dieser Systeme.’®! Thr Einsatz ist jedoch auf An-
wendungen beschrinkt, bei denen die langsame Substrat-
freisetzung kein Problem darstellt.

3.5. Bromhydroxychinoline

8-Brom-7-hydroxychinoline (BHQ) wurden durch Fe-
doryak und Dore eingefiihrt.”®! BHQ-OAc (14a, Abbil-
dung 13) hat einen 6,-Wert von 0.59 GM bei 740 nm in ge-
pufferter wissriger Losung, vergleichbar mit Bhc-OAc (6, =
0.72 GM) unter dhnlichen Photolysebedingungen; allerdings
hat BHQ-OAc den Vorteil einer hoheren Wasserloslichkeit
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N S S
~
-0 N -0 N/ i))—R' Me\':l N/
Br OR Br o Me OR
14a 14b 14c
BHQ-OR DMAQ-OR

R = Phosphat, Carboxylat oder Carbamat.
Abbildung 13. Bromhydroxychinoline (BHQ).

als Bhc-OAc und ist weniger fluoreszierend, was die ge-
meinsame Verwendung mit Fluoreszenzindikatoren erlaubt.
Uber die Photolyse von Carboxylaten (8, = 0.64-0.76 GM),
Phosphaten (6,=0.43 GM) und Diolen (6b, 6,=0.78-
0.90 GM) wurde berichtet.*®) BHQ-OAc photolysierte
schneller als Bhc-OAc unter UV-Bestrahlung und war hy-
drolytisch stabil genug fiir die Verwendung in physiologischen
Experimenten.

Der Austausch des Bromsubstituenten an C(8) gegen
einen Nitro-, Cyano- oder Chlorsubstituenten oder der Aus-
tausch der phenolischen Hydroxygruppe gegen eine Dime-
thylamino- (14c¢) oder Sulfhydrylgruppe fiihrte zu verringer-
ten Ein- und Zwei-Photonen-Effizienzen im Vergleich zur
Stammverbindung BHQ-OAc.[*!

Es wird angenommen, dass die Photolyse der BHQ-
Reagentien iiber einen angeregten Singulett-Zustand in einer
16sungsmittelunterstiitzten Photoheterolyse (Sy1) verlduft
und die Fragmentierung auf der Submikrosekunden-Zeit-
skala erfolgt.* Folglich kénnte der Austausch des Broms
gegen andere elektronenziehende Gruppen, die nicht das
Intersystem-Crossing (ISC) erleichtern, aber den pKg-Wert
des phenolischen Protons erniedrigen, eine gute Strategie fiir
den Entwurf von Analoga sein.

3.6. Rutheniumbipyridyl-Komplexe

In Rutheniumbipyridyl(RuBiPy)-Komplexen (Abbil-
dung 14) evolviert der anfingliche photoangeregte Zustand
rasch in einen dissoziativen Zustand, was fiir eine saubere und
schnelle Photofreisetzung  sorgt.””’  RuBiPy-Komplexe
wurden zur Schiitzung von Amingruppen in verschiedenen
Molekiilen eingesetzt.”! Reagentien dieser Art, z.B. 17a,
wurden zur Freisetzung des Kaliumkanalblockers 4-Amino-
pyridin verwendet.[*¥

Das strukturell #hnliche RuBi-Glutamat®! 17b und ge-
schiitztes GABA, RuBi-GABA (17¢),*! wurden zur opti-
schen Kartierung von glutamergischen bzw. GABAergischen

RuBi-4AP

RuBi-Glu RuBi-GABA

Abbildung 14. RuBiPy-geschiitzte Liganden.
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Rezeptoren unter Ein- und Zwei-Photonen-Anregung ver-
wendet. Fir die Wirkungsquerschnitte der TP-Photolyse
wurde durch Vergleich mit MNI-Glutamat der Wert 0.1 GM
bestimmt. Ahnlich wie beim MNI-Glutamat beschrinken
antagonistische Effekte an GABA-Rezeptoren und der
niedrige Wirkungsquerschnitt die Verwendung von RuBi-
GABA. Neuronale Studien ergaben, dass hohe Intensitidten
und lange Bestrahlungszeiten notig waren, um Spiking der
Ziel-Neuronen auszulosen.®)

3.7. Verschiedene Reagentien

Diverse andere TP-sensitive photoaktivierbare Reagen-
tien wie der Azid-abgeleitete Calcium-Kiifig®” oder ein TP-
sensitiver  2,6-Dimethylnitrobenzol-basierter =~ NO-Donor
(Flu-DNB) wurden entwickelt.”®! Eine Variante der NO-
freisetzenden Reagentien wurde auch aus Fe,S,(NO),-Clus-
tern hergestellt.”! Die Anwendungsbreite dieser Verbin-
dungen muss aber erst noch studiert werden.

4. Spezifische Anwendungen photoaktivierbarer
Reagentien

4.1. Dynamische Studien zur zeitlichen und ridumlichen
Verfolgung von Diffusion und Trafficking

Die Photoaktivierung von geschiitzten Fluorophoren und
photoaktivierbaren genetisch kodierten fluoreszierenden
Proteinen!™ kann genutzt werden, um die Diffusion und die
Stoffwechselwege markierter Molekiile zu verfolgen.™ Diese
Technik bietet zwei Vorteile gegeniiber den konventionelle-
ren FRAP-Techniken (,,fluorescence recovery after photo-
bleaching®). Erstens haben die Messungen ein intrinsisch
hoheres Signal-Rausch-Verhiltnis, da die meisten photoakti-
vierbaren fluoreszierenden Proteine vor der Photoaktivie-
rung wenig Fluoreszenz erzeugen. Zweitens sollten bei einer
Photoaktivierung weniger freie Radikale entstehen als bei der
Photobleichung, was eine geringere Phototoxizitdt zur Folge
hat. Der Ansatz wurde verwendet, um die diffusive Spine/
Dendrit-Kopplung mit PA-GFP und NPE-HPTS mittels
Zwei-Photonen-Anregung zur schnellen Freisetzung des
kleinen Fluorophors HPTS (Pyranin) zu messen.

4.2. Synchrone Aktivierung multipler Stellen: strukturierte
Aktivierung

Die Féhigkeit zur strukturierten, anndhernd synchronen
Aktivierung multipler Stellen, wie z.B. dendritischer Spines,
ermOglicht Studien der zeitlich-riumlichen Integration sy-
naptischer Signale. Dies kann entweder durch schnelles Ab-
tasten in zwei Raumrichtungen oder durch holographische
Anregung in drei Dimensionen realisiert werden. Zum Bei-
spiel wurde die Photofreisetzung von Glutamat mit elektro-
physiologischen Verfahren kombiniert, um mittels Ein-"
oder Zwei-Photonen-Anregung”™ ! und unter Einsatz eines
rdumlichen Lichtmodulators (SLM) Studien an Gehirn-

Angew. Chem. 2013, 125, 4622 — 4634

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

gngewandte
Ch

schnitten durchzufiihren.” Solche Rastermethoden in
Kombination mit Zwei-Photonen-Anregung eréffneten auch
Moglichkeiten fiir die Untersuchung von nichtlinearen Ant-
worten auf synaptische Signalmuster.***"! Hinderlich bei
diesem Ansatz sind die hohen, toxischen Konzentrationen des
photoaktivierbaren Reagens und die langen Bestrahlungs-
zeiten, die infolge der niedrigen Photolysequerschnitte der
verfiigbaren Reagentien (z.B. MNI-Glutamat) erforderlich
sind. Verbesserungspotential gibt es daher bei den Wir-
kungsquerschnitten der TP-Photolyse, um die Bestrahlungs-
zeiten und Konzentrationen auf ein nichttoxisches Niveau
unter Beibehaltung einer prézisen Lokalisierung zu brin-
gen.[]

4.3- Multimodale Photoregulation

Die Aktivitdt von zwei oder mehr molekularen Spezies
kann basierend auf der wellenldngenselektiven Antwort
mehrerer verschiedener Chromophore unabhingig photo-
reguliert werden.™ Die selektive Aktivierung konnte mit
Reagentien erreicht werden, die sich in ihren photolytischen
Quantenausbeuten, ihren Wirkungsquerschnitten der Zwei-
Photonen-Photolyse oder basierend auf ihrer Wellenldngen-
sensitivitdt charakteristisch unterscheiden. Im Ein-Photonen-
Experiment wurde eine multimodale Photolyse durch Kon-
trolle der Wellenlidnge im UV/Vis-Bereich erreicht,’"" al-
lerdings ist die Realisierung einer selektiven Zwei-Photonen-
Anregung schwieriger, weil TP-Absorptionsspektren oft
breiter sind und iiberlappen. Die Zwei-Farben-TP-Freiset-
zung von Glutamat und GABA mit Einzelsynapsenpréizision
wurde durch die selektive Aktivierung von CDNI-Glutamat
und einer Aminocumarin-geschiitzten y-Aminobutyrsdure
erreicht. Selektivitéit in solchen Experimenten wurde durch
Kombination der Lichtwellenldnge mit anderen experimen-
tellen Parametern wie der Laserleistung und der Reagens-
konzentration erzielt:"® CDNI-Glu wurde bei 720 nm 38-
mal effizienter photolysiert als bei 830 nm, wihrend N-
DCAC-GABA bei 830 nm effizienter war und in der dop-
pelten Konzentration eingesetzt wurde. Obwohl eine unab-
héngige Freisetzung von L-Glutamat und GABA erfolgreich
realisiert werden konnte, waren die experimentellen Bedin-
gungen kritisch, und die Lokalisierung war durch das langsam
freisetzende GABA-Reagens beeintrichtigt.

5. Reversible Zwei-Photonen-Photoschalter

Jiingste Fortschritte in der Fluoreszenzphotoschaltung
profitierten von der Einfithrung der Superresolutionsmikro-
skopie,® von Bildgebungsverfahren mit optischer Lock-in-
Detektion (OLID),” die durch Modulation der Fluores-
zenzemission eine Kontrastverbesserung erlauben, und von
gentechnisch erzeugten lichtgesteuerten Proteinen in der
Molekularbiologie.?! Eine allgemeine Strategie zum Entwurf
von Photoschaltern ist die nichtkovalente (interkalierende)
oder kovalente Kupplung eines photoisomerisierbaren Mo-
lekiils (des ,,Photoschalters*) mit einem Biomolekiil wie
DNA, einem Enzym, einem Ionenkanal oder einem Rezep-
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tor, um dieses lichtsensitiv zu machen. Der Photoschalter
kann so angebunden werden, dass die Photoisomerisierung
eine Konformation gegeniiber einer anderen bevorzugt, wo-
durch ein lichtgesteuerter Konformationswechsel (,,Schal-
tung“) zwischen aktiven/inaktiven oder offenen/geschlosse-
nen Formen erzeugt wird.” Alternativ dazu konnte die
Photoisomerisierung einen Liganden an das Bindungszen-
trum eines Ionenkanals oder Rezeptors koordinieren oder
davon abspalten und damit dessen Aktivitit regulieren.!
Mehrere chemische Photoschalter wurden getestet, und am
besten fiir biologische Anwendungen erwiesen sich Azoben-
zolderivate. Uber die Zwei-Photonen-Anregung von Azo-
benzolderivaten wurde nicht berichtet,” aber Spyropyrane
wurden kiirzlich untersucht. Spiropyrane (SPs) sind moleku-
lare Photoschalter und wurden zur Herstellung photochromer
Materialien, einschlieflich organischer Polymere und orga-
nisch-anorganischer Diinnfilme breit eingesetzt. Spyropy-
ran(SP)-Merocyanin(MC)-Systeme wurden bei 780 nm mit
TPA und bei 488 nm mit OPA aktiviert, um eine reversible
An/Aus-Fluoreszenzbildgebung von photoschaltbaren im-
muntargetierenden Nanopartikeln zu induzieren.®”

6. Zusammenfassung

Die Zwei-Photonen-Aktivierung geschiitzter Liganden,
Aktuatoren und Photoschalter in Verbindung mit der Mi-
kroskopie ist ein leistungsfihiges experimentelles Verfahren
zur Untersuchung von Signalmechanismen mit hoher rdum-
lich-zeitlicher Prézision. Im Vergleich zur Ein-Photonen-
Anregung besteht der Vorteil darin, dass die TPA ein tieferes
Eindringen in lebendes Gewebe, z.B. des Gehirns, ermog-
licht. Hinzu kommt, dass die benotigte Photonik hauptséch-
lich in Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopen fiir die tiefe
Bildgebung lebender Geweben entwickelt wurde. Obwohl bei
den Methoden der Ein-Photonen-Photolyse stetige Fort-
schritte erzielt worden sind, hat man sich beim Entwurf und
der Implementierung von Zwei-Photonen-Sonden mit hohen
Photolysequerschnitten und guten biologischen Eigenschaf-
ten lange Zeit schwergetan. Verglichen mit der Situation bei
TP-Fluorophoren sind die Grundregeln fiir ein rationales
Design photoaktivierbarer TP-Reagentien weit weniger gut
entwickelt. Eine Reihe von photosensitiven Gruppen wurden
als Schutzgruppen eingefiihrt, keine dieser Spezies erfiillt
jedoch in befriedigender Weise die Kriterien einer Anwen-
dung in biologischen Umgebungen und fiir die effiziente
Zwei-Photonen-Aktivierung. Aus Griinden der Phototoxizi-
tat ist die Zwei-Photonen-Bestrahlung mit ultraschnellen
gepulsten Lasern auf ungefihr 5mW Leistung limitiert.'!
Beriicksichtigt man die Strahlparameter tiblicher Ti:S-Laser
und die Anforderung einer Lokalisierung der Reaktion auf
das Anregungsvolumen, so kann man abschétzen, dass Wir-
kungsquerschnitte der Zwei-Photonen-Photolyse im Bereich
mehrerer GM sowie Fragmentierungsgeschwindigkeiten
> 10000 s™* bendtigt werden. Derzeit verfiigbare Reagentien
haben deutlich geringere Wirkungsquerschnitte im Bereich
0.01-0.1 GM bei 720nm und typische Fragmentierungs-
geschwindigkeiten unter 10000 s™'. Eine Steigerung der Wir-
kungsquerschnitte wird wahrscheinlich die Groe und Lipo-
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philie der Reagensmolekiile erhohen, was wiederum Strate-
gien zur Verbesserung der Wasserloslichkeit erfordern wird.
Eine nidchste Generation von Zwei-Photonen-Sonden, die
diese Anforderungen erfiillen, konnte der rdumlich auflo-
senden Submikrometerphotochemie Auftrieb geben und
tiefgehendere Untersuchungen schneller, lokalisierter Pro-
zesse in biologischen Netzwerken erlauben.

Die Autoren danken dem EU-Projekt ,,Photolysis“ (LSHM-
CT-2007-037765), der ANR (ANR-2010-BLAN-1436-01) und
dem CNRS.
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