AUfSﬁtze G. Mayer und A. Heckel

DOI: 10.1002/ange.200600387
Biologisch aktive Molekiile mit ,,Lichtschalter

Giinter Mayer* und Alexander Heckel*

Stichwérter: Peter Dervan zum 60. Geburtstag gewidmet
Bioorganische Chemie - Photoaktivier-

bare Verbindungen - Photochemie -

Photoschalter - Schutzgrup-

pen

Zuwm Freilassen
Licht

emschalten

Angewandte
Chemie

5020 www.angewandte.de © 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2006, 118, 5020 —5042



Photoaktivierbare Molekiile

Biologisch aktive Verbindungen, die auf Licht reagieren, bieten ex-
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Aus dem Inhalt

perimentelle Moglichkeiten, die sonst nur sehr schwierig zu realisieren

sind. Da Licht z. B. mit Lasern und (konfokalen) Mikroskopen
punktgenau eingesetzt werden kann, sind schnelle Konzentrations-
spriinge der aktiven Form von Molekiilen mit exakter rdumlicher,
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2. Photolabile Schutzgruppen und
reversible Photoschalter 5023

zeitlicher und dosierungsbezogener Steuerung moglich. Die Ent-

wicklung derartiger Strategien reicht bis in die 70er Jahre zuriick.
Dieser Aufsatz fasst neue Entwicklungen der letzten fiinf Jahre zu-
sammen und behandelt , kleine Molekiile“, Proteine und Nuclein-
sdauren, die entweder durch Licht irreversibel aktiviert werden (,,pho-

3. Photoaktivierbare und
lichtschaltbare kleine Molekiile 5024

4. Photoaktivierbare und

toaktivierbare Verbindungen®) oder reversibel zwischen einem akti-

ven und einem inaktiven Zustand geschaltet werden.

1. Einleitung

Eine Voraussetzung, um zu verbesserten Modellen der
Vorginge in Einzelzellen und Organismen zu gelangen, be-
steht in der Erweiterung unseres Repertoires an experimen-
tellen Methoden. Ein wichtiges allgemeines Kriterium ist
z.B., wie selektiv eine bestimmte Struktur oder ein Vorgang
in einer Zelle oder einem Organismus beeinflusst werden
kann. Eine Strategie, um eine rdumlich-zeitliche Steuerung zu
erreichen oder die Selektivitdt eines von einer bioaktiven
Verbindung hervorgerufenen Effekts zu erhohen, besteht
darin, die Verbindung unter die Kontrolle eines internen oder
externen Triggersignals zu bringen. Ein ideales externes
Triggersignal ist Licht: Erstens wirkt es in vielen Féllen als
orthogonaler Trigger, da die meisten Zellen nicht auf Licht
reagieren (ausgenommen hoch spezialisierte Zellen wie
Photorezeptoren des Auges oder bestimmte Pflanzenzellen).
AufBlerdem werden die Zellen durch Licht nicht geschadigt,
sofern man nicht zu kurze Wellenlédngen wihlt. Zweitens sind
die meisten Zellen, die normalerweise im Laboratorium un-
tersucht werden, transparent. Gleiches gilt fiir viele Modell-
organismen wie den Fadenwurm C. elegans oder den Zebra-
fisch D. rerio, die wéhrend ihrer gesamten Lebenszeit trans-
parent bleiben, wogegen andere zumindest in bestimmten
Stadien ihrer Entwicklung lichtdurchlissig sind (z.B. die
Embryonen von D. melanogaster). Unter bestimmten Be-
dingungen ist auch eine Anwendung bei Tieren und Men-
schen moglich. So wurde vor 20 Jahren iiber die Behandlung
von kutanem T-Zell-Lymphom mit dem Wirkstoff 8-Meth-
oxypsoralen (8-MOP) berichtet, der in Kombination mit einer
UV-A-Bestrahlung entweder direkt der Haut oder von tem-
porir entnommenen Blutproben eingesetzt wurde.!! Psora-
lene wurden sogar schon im antiken Agypten zur Behandlung
der Hautstérung Vitiligo verwendet."! Drittens sind die
Techniken fiir eine genaue rdumlich-zeitlich gesteuerte An-
wendung von Licht gut etabliert. Mit (konfokalen) Mikro-
skopen ist man in der Lage, sowohl Proben zu bestrahlen als
auch dadurch ausgeldste Verdnderungen zu analysieren, und
durch Anwendung der Zweiphotonentechnik gelingt es, den
lichtbestrahlten Bereich in einer Probe noch weiter einzu-
grenzen, bis herab zur zelluliren Auflosung.?
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Dieser Aufsatz widmet sich in erster Linie zwei Strategi-
en, um ein biologisch aktives Molekiil lichtempfindlich zu
machen. Die erste wird gewohnlich als ,,caging” bezeichnet
und umfasst die Modifizierung einer bioaktiven Substanz mit
einer photolabilen ,,Schutzgruppe“, um sie temporér zu in-
aktivieren. Die zweite Strategie verwendet bistabile Photo-
schalter. Nicht Gegenstand dieses Aufsatzes sind natiirlich
vorkommende lichtabhidngige Molekiile wie Phototropine
(von Flavinmononucleotid abhingige lichtaktivierte Kina-
sen)B! und Photolyasen™ sowie Phinomene wie die Lichtre-
gulation von Photosynthesegenenl oder andere lichtabhiin-
gige Verfahren wie die Photoaffinitdtsmarkierung (wenn auch
einige Beispiele an passender Stelle erwihnt werden).[) Da
der Fokus dieses Aufsatzes auf biologische Vorgédnge gerich-
tet ist, werden auch Materialien wie lichtempfindliche Poly-
mere!” nicht besprochen.

Der Begriff ,,caging” wurde 1978 von J. F. Hoffman ge-
prigt.’! Diese Wortwahl ist aus mehreren Griinden nicht ganz
unproblematisch: Fiir Fachfremde impliziert er, dass die be-
sagten Molekiile tatsdchlich — im topologischen Sinne — in
einem Kifig eingeschlossen sind, z.B. im Inneren eines Cgy-
Molekiils. Auch konnte man irrtiimlicherweise an den , K-
figeffekt erinnert werden, der bei der Rekombination von
Radikalen auftritt. Da der Begriff ,,cage in der biochemi-
schen Literatur sehr vielseitig verwendet wird, ist es zudem
schwierig, Literaturrecherchen durchzufiihren, besonders da
wir uns hier mit einem Konzept befassen, das mit vielen un-
terschiedlichen chemischen Strukturen realisiert werden
kann. Andere Autoren vermeiden diesen Begriff vollig und
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verwenden stattdessen ,,light-activated* oder dhnliches, selbst
wenn sich diese Bezeichnung auf viel mehr als nur auf
»caged“ Molekiile im Sinne der obigen Definition beziehen
kann.”! Nach mehr als 30 Jahren ist es jedoch zu spit, um
einen neuen Fachbegriff vorzuschlagen."”

Photoaktivierbare Molekiile konnen durch Bestrahlung
mit Licht irreversibel aktiviert werden, indem die photolabile
Gruppe entfernt wird. Idealerweise sind photoaktivierbare
Molekiile wasserloslich und stabil gegen Hydrolyse. Die
Entschiitzung (,,Photoaktivierung®) sollte mit hoher Quan-
tenausbeute und bei nicht zu kurzen Wellenldngen erfolgen
(>300nm) und nichttoxische Nebenprodukte ergeben.!'!]
Zur Untersuchung lichtinduzierter kinetischer Vorgéinge
muss die Photoentschiitzung schneller ablaufen als die zu
untersuchende Reaktion.™?

Das erste photoaktivierbare Molekiil war das ATP-Deri-
vat 1 (Schema 1), das Hoffman et al. in Yale synthetisierten.
Zwar hatten bereits ein Jahr davor Engels et al. an der Uni-
versitit Konstanz das cyclische AMP-Derivat 2 syntheti-
siert,'¥ jedoch war die Photoaktivierbarkeit nicht der
Hauptfokus der Studie.'¥ Natiirlich waren damals photola-
bile Schutzgruppen fiir Synthesezwecke schon bekannt,[”!
neu war aber die Idee, sie fiir biochemische Experimente mit
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rdumlich-zeitlicher Steuerung zu nutzen. Erste Studien mit
photoaktivierbarem ATP umfassten beispielsweise Experi-
mente, in denen einzelne Zyklen der Na*-Pumpe beobachtet
werden konnten."”! Photoaktivierbares ATP ist heute kom-
merziell erhltlich!” und wurde in einer Vielzahl von Un-
tersuchungen eingesetzt, die hier nicht im Einzelnen erortert
werden konnen.

Noch vor den Arbeiten von Hoffman und Engels wurde
iiber eine andere, sehr interessante Untersuchungsreihe be-
richtet. Die Peptidase a-Chymotrypsin (CT) wurde mit cis-
Cinnamoylimidazol (3) inkubiert,"® was zur Acylierung des
aktiven Zentrums von CT fiihrte (Schema 2). Nur das trans-
cinnamoylierte Addukt kann durch das Enzym gespalten
werden, um das aktive Zentrum fiir einen weiteren Zyklus zu
regenerieren. Genau genommen konnte man auch das cis-
cinnamoylierte CT als ,,photoaktivierbar” bezeichnen, da die
Cinnamoylgruppe bei Bestrahlung eine cis-trans-Isomerisie-
rung eingeht und das aktive Enzym freisetzt. Das cis-cinna-
moylierte CT hatte keine Peptidaseaktivitit mehr und war
unter Lichtausschluss mehrere Stunden stabil. Lee et al. er-
kannten, dass dieser lichtaktivierte Katalysator zur Verstar-
kung eines Lichtsignals eingesetzt werden kann,'” und zwar
durch Kopplung mit einer anderen enzymatischen Reaktion,
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Schema 1. Oben: Das erste photoaktivierbare Molekiil, 1, fiir das der Begriff ,caged" verwendet wurde.®! Unten: Das verwandte photoaktivierbare
cAMP-Derivat 2, das schon ein Jahr vorher beschrieben worden war." Einzelheiten zum Mechanismus der Photoreaktion finden sich z.B. in
Lit. [12].
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Schema 2. Noch bevor der Begriff ,caging” geprigt wurde, gab es eine
Studie, in der a-Chymotrypsin (CT) durch cis-Cinnamoylierung voriiber-
gehend desaktiviert wurde." Nur bei der Isomerisierung zur trans-
Form wird die Cinnamoylgruppe abgespalten und das aktive Enzym re-
generiert, das anschlieflend z.B. einen Tyrosinester spalten kann. Das
entstehende Tyrosin wird dann durch die Tyrosinase in das Pigment
Melanin umgewandelt. Diese Reaktion kann zur Verstirkung schwa-
cher Lichtsignale genutzt werden.”

Tyrosinester Melanin

in der das durch die CT-Aktivierung freigesetzte Tyrosin von
einer Tyrosinase zum Pigment Melanin umgesetzt wird
(Schema 2).2

In den siebziger Jahren gab es auch erste Experimente, in
denen die Aktivitdt von Enzymen mithilfe von Licht rever-
sibel geschaltet wurde.! Spiropyrane konnen zwischen zwei
Zustidnden wechseln (siche Abschnitt 2 und Schema 3): Bei
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Schema 3. Uberblick iiber einige bistabile Photoschalter, die (von oben
nach unten) auf Azobenzol ! Spiropyranen,f% Diarylethenen,”" Fulgi-
den® und sterisch gehinderten Alkenen?” basieren. Mit einigen dieser
Systeme sind biologisch aktive Verbindungen hergestellt worden, die
reversibel aktiviert und desaktiviert werden kénnen.

Angew. Chem. 2006, 118, 5020 —5042

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

normaler Photochromie 6ffnet sich der Ring beim Bestrahlen
mit UV-Licht und schlief3t sich wieder im Dunkeln oder nach
Bestrahlen mit sichtbarem Licht. Enzyme wie die a-Amylase
wurden (an ihrer Aminogruppe) mit Spiropyransubstituenten
modifiziert.”? Die Aktivitit des modifizierten Enzyms nahm
beim Bestrahlen um ein Drittel ab und stellte sich anschlie-
Bend im Dunkeln innerhalb einer Stunde wieder her.

Trotz dieser Beispiele, die die ersten Konzepte zur
Steuerung biologischer Aktivitdt mit Licht erldutern, ist es
nicht Ziel dieses Aufsatzes, ausfithrlich die Anfinge dieses
Forschungsgebiets zu beschreiben — es sollen vielmehr die
neueren Entwicklungen der letzten fiinf Jahre aufgezeigt
werden (wobei das Erscheinungsdatum einer Arbeit als nicht
zu striktes Kriterium genommen wurde). Seit den Anfiangen
vor iiber 30 Jahren ist das Thema natiirlich in mehreren

Ubersichtsartikeln zusammengefasst worden.['%23°]

2. Photolabile Schutzgruppen und reversible
Photoschalter

Eine umfassende Darstellung der bekannten photolabilen
Schutzgruppen und reversiblen Photoschalter einschlieflich
der Synthesen und der Mechanismen der lichtabhidngigen
Reaktionen wiirde iiber den Rahmen dieses Aufsatzes hin-
ausgehen. Daher kann hier nur eine kurze Ubersicht der je-
weiligen Systeme gegeben werden.!

Die Begriffe ,,Caging-Gruppe“ (,caging group“) und
,»photolabile Schutzgruppe“ sind praktisch Synonyme, weil
der Hauptunterschied nur darin besteht, welche Absicht mit
der Photofreisetzung verfolgt wird. Die am hé&ufigsten ver-
wendete photolabile Schutzgruppe — die ortho-Nitrobenzyl-
gruppe mit ihren zahlreichen Derivaten (4, R =H, Schema 4)
— war schon zuvor vielfach als ,,normale“ Schutzgruppe in
Synthesen und als photolabiler Linker in Festphasensystemen
eingesetzt worden.' Ein Nachteil der ortho-Nitrobenzyl-
gruppe ist, dass bei der Photolyse ein Nitrosoaldehyd gebildet
wird, der in biologischer Umgebung schédlich sein kann.!'*?"
Die Nitrophenylethyl(NPE)-Gruppe (4, R=Me) kann
schneller entschiitzt werden und ergibt ein Nitrosoketon.
Allerdings wird ein neues stereogenes Zentrum in das Mo-
lekiil eingefiihrt. Die Absorptionswellenldnge kann durch
Einfiihren von z.B. Dimethoxy-Substituenten am aromati-
schen Ring genau abgestimmt werden.! Es existieren Vari-
anten zum Schutz von Carbonylgruppen (5)* sowie auch
Modifikationen, um die entstehende Nitrosospezies in einer
Hetero-Diels-Alder-Reaktion abzufangen (6).”! Vor kurzem
wurde der Nitrodibenzofuran-Chromophor (7) eingefiihrt,
der sehr vielversprechende Figenschaften aufweist. Zum
einen hat diese Verbindung im nahen UV-Bereich, der all-
gemein zur Photofreisetzung genutzt wird, einen deutlich
groBeren Extinktionskoeffizienten als die Stammverbindung,
zum anderen zeigt sie eine sehr hohe Quantenausbeute in der
Entschiitzungsreaktion und ist fiir die Zweiphotonenaktivie-
rung geeignet.®’! Ein weiteres interessantes Derivat stellten
Pfleiderer et al. mit der NPP-Gruppe vor, die bei Bestrahlung
eine weniger schidliche Nitrostyryl-Spezies ergibt.”*

Andere, duflerst vielseitige und schon hiufig verwendete
photolabile Schutzgruppen basieren auf dem Cumarin-
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Schema 4. Uberblick iiber photolabile Schutzgruppen (nicht vollstin-

dig); nicht alle wurden schon tatséchlich zur Photoaktivierbarkeit bio-
logisch aktiver Verbindungen eingesetzt. LG = Abgangsgruppe, in eini-
gen Fillen einschliefRlich eines Carbonat- oder Carbamat-Linkers.

System (8).”! Die DMACM-Gruppe z.B. setzt ihre gebun-
dene aktive Komponente innerhalb von Nanosekunden
frei.® Auch hier sind Varianten zum Schiitzen von Aldehy-
den und Ketonen (9)"! sowie eng verwandte Analoga (BHQ)
verfiigbar.® Eine andere gut untersuchte photolabile
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Gruppe ist die pHP-Gruppe.”” Das von Ketoprofen abge-
leitete Derivat 10 ist ein ,,Newcomer®, der ein groBes Po-
tenzial haben konnte.”® Schema 4 zeigt auch einige neuere
photolabile Gruppen, die noch nicht alle fiir biologische
Anwendungen eingesetzt worden sind.

Der grof3e Pluspunkt photolabiler Schutzgruppen besteht
darin, dass sie ein eindeutiges Schaltverhalten erméglichen:
Wenn die photolabile Schutzgruppe richtig positioniert wird,
konnen vollstandig inaktive Molekiile erhalten werden. Bei
Bestrahlung mit Licht wird dann das unmodifizierte aktive
Molekiil gebildet. Allerdings ist dies eine irreversible Reak-
tion, die stochiometrische Mengen an Abspaltungsprodukten
liefert. Eine andere Strategie ist es deshalb, die Molekiile
durch bistabile Photoschalter zu kontrollieren. Der Nachteil
einer solchen reversiblen Schaltung besteht in der Schwie-
rigkeit, die richtige Position fiir die Schaltkomponente zu
finden. Da sowohl die ,,aktive* als auch die ,,inaktive* Form
Derivate der Stammverbindung sind, wird es schwierig, ein
bindres An/Aus-Verhalten zu erreichen, selbst wenn ein ideal
schaltbares System verwendet wird. Schema 3 gibt einen
Uberblick iiber einige bekannte bistabile Photoschalter, die
bisher noch nicht alle in biologischen Anwendungen genutzt
wurden.

3. Photoaktivierbare und lichtschaltbare
»kleine Molekiile“

Wie in Abschnitt 1 aufgezeigt wurde, waren die ersten
photoaktivierbaren Molekiile solche, die man heutzutage als
»kleine Molekiile* (small molecules) bezeichnen wiirde. In-
zwischen sind viele Klassen photoaktivierbarer kleiner Mo-
lekiile bekannt, doch bleibt photoaktivierbares ATP die am
héufigsten verwendete Verbindung. Dessen Anwendungen
sind so zahlreich, dass wir hier nur auf andere Ubersichten
verweisen konnen.”>?! Neben Aminosduren wurden auch
Steroide, sekundidre Botenstoffe, Zucker und Lipide mit
photolabilen Gruppen verkniipft und zur Untersuchung bio-
logischer Phiinomene eingesetzt.>*>

3.1. Photoaktivierbare Verbindungen zur Analyse neurologischer
Prozesse

Die durch Blitzlichtphotolyse induzierte, rdaumlich defi-
nierte und schnelle Konzentrationsdnderung photoaktivier-
barer Agonisten oder Antagonisten neuronaler Rezeptoren,
mit einer Auflosung bis herab zur Einzelzellebene, ist von
grofem Nutzen zur Untersuchung kinetischer und mecha-
nistischer Aspekte von Rezeptoren, Transportern und Io-
nenkanilen.’**”" Folglich wurden Caging-Techniken mit
vielen Neurotransmittern, einschlieflich Glutamat, Dopamin,
Carbamoylcholin und anderen neuroaktiven Aminosiduren
erprobt.*+>¢!

Eine der am genauesten untersuchten Verbindungen ist
die Aminosidure Glutamat, zu der schon umfangreiche Lite-
ratur vorliegt. Eine Reihe von photoaktivierbaren Gluta-
matvarianten mit unterschiedlichen photolabilen Gruppen
wurde synthetisiert (11, Schema 5), und CNB-geschiitztes

Angew. Chem. 2006, 118, 5020 —5042
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Schema 5. Photoaktivierbare Glutamat- und Serotoninderivate, die in
neurologischen Studien verwendet wurden.

Glutamat ist bereits kommerziell erhiltlich."”? Photoakti-
vierbares Glutamat wurde eingesetzt, um Fragen zur Kinetik
der neuronalen Signaliibertragung und hoch regulierter
raumlich-zeitlicher Vorginge aufzukldren. AuBler mit der
CNB-Gruppe wurde Glutamat auch mit ONB, MNI und an-
deren photolabilen Gruppen verkniipft.’® Die erhaltenen
Verbindungen wurden genutzt, um die Rezeptorkinetik
glutamatgesteuerter lonenkanéle in neuronalen Zelllinien zu
analysieren."!

Auf diese Weise lokalisierten Shao und Dudek den Ort
des exzitatorischen synaptischen Inputs in Pyramidenzellen
der CA1-Region.” Hierzu wurden verschiedene Regionen
subikuldrer Neuronen durch fokale Blitzlichtphotolyse se-
lektiv angeregt, wodurch die lokale Freisetzung von Glutamat
und somit die Zellstimulation ausgelost wurde. Mit einer
Auflosung von ca. 100 pm konnte die Erzeugung postsynap-
tischer Strome nach Stimulation der CA1l-Pyramidenzellen
dem somatodendritischen Bereich zugeordnet werden.

In einer anderen Studie wurden die agonistischen Effekte
photoaktivierbarer Verbindungen auf N-Methyl-D-aspartat-
(NMDA)-Rezeptoren erforscht.’® Die Autoren verglichen
die Wirkungen und die Ergebnisse, die mit unterschiedlichen
Caging-Strategien erzielt wurden; untersucht wurden MNI-
geschiitztes Glutamat!®’ und CNB-geschiitzte Varianten. Die
Versuche ergaben, dass die MNI-geschiitzten Glutamate
wirksame Agonisten der NMDA-Rezeptoren sind, wihrend
die Wirkung der CNB-Derivate geringer war. Zudem wurden
Inhibitorwirkungen von CNB-geschiitztem Glutamat auf
NMDA-Rezeptoren beobachtet, die bei den MNI-geschiitz-
ten Glutamaten nicht auftraten. Dies macht deutlich, dass die
Wahl der photolabilen Gruppe entscheidend ist und vom
untersuchten System abhéngt; sie muss an die zu analysie-
rende biologische Funktion und den Rezeptor sorgfiltig an-
gepasst werden. CNB-geschiitztes Glutamat wird schnell
entschiitzt (¢, =21 ps), weshalb es sich sehr gut fiir kinetische
Untersuchungen eignet.”!! Mithilfe von CNB-Glutamat-Ver-
bindungen wurde die Kinetik der Kanalo6ffnung bei mehreren
glutamatgesteuerten Ionenkanalrezeptorarten, wie dem io-
notropen Glutamat-Rezeptor vom AMPA-Typ (a-Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat), untersucht.[®]

Auch die photolabilen NI- und MNI-Gruppen wurden
eingesetzt, um die Kinetik der Wechselwirkung metabotroper
und ionotroper Rezeptoren (wie NMDA- und AMPA-Re-
zeptoren) mit Glutamat zu erforschen.**%! Lowe untersuchte
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die Pharmakologie und die Kinetik der Glutamat-Rezeptoren
in Mitralzellen mit NI-geschiitztem Glutamat.* Ellis-Davies
et al. verwendeten MNI-geschiitztes Glutamat, um die Ex-
pression postsynaptischer AMPA-Rezeptoren nach der Pho-
tofreisetzung des Glutamats in isolierten dendritischen
Dornen zu verstirken.! In einem interessanten Ansatz einer
Photoaffinititsmarkierung verwendeten England et al.%!
einen zellpermeablen AMPA-Rezeptor-Antagonisten (an-
statt eines Rezeptor-Agonisten) und dessen photoempfindli-
che Variante (6-Azido-7-nitro-1,4-dihydrochinoxalin-2,3-
dion) zur Analyse des AMPA-Umschlags (,,AMPA traffi-
cking“) bei synaptischer Plastizitdt mit hoher zeitlicher (Mi-
nuten) und raumlicher Auflgsung.

Mithilfe eines photoaktivierbaren Glutamatderivats un-
tersuchten Brasnjo und Otis die exzitatorische Aminosiure-
transporter(EAAT)-abhédngige Glutamataufnahme von Pur-
kinje-Zellen als Reaktion auf Aktionspotentiale einer ein-
zelnen Kletterfaser.!”! Eine frithere Studie von Grewer und
Rauen zeigte, dass die durch den neuronalen Aminosiure-
transporter EAACI1 vermittelte Glutamat-Translokation im
Zeitraum von Millisekunden stattfindet.®!

Shimamoto et al. synthetisierten vom Cumarin abgelei-
tete photoaktivierbare Glutamatderivate und setzten sie zur
Untersuchung des Glutamattransports nach Lichtaktivierung
ein.!®! Jayaraman et al. zeigten, dass die Fourier-Transfor-
mations-Infrarot(FTIR)-Spektroskopie eingesetzt werden
kann, um die Strukturdnderungen nach der Glutamat-Frei-
setzung aus inaktiven Glutamatvorstufen zu verfolgen.™

Molnér und Nadler wihlten einen anderen Zugang, um
Vorgénge im synaptischen Bereich von Neuronen zu erfor-
schen.[!l Sie verwendeten ein photoaktivierbares y-Amino-
butyrat (GABA) (12; Schema5) zur Untersuchung der
GABA-Rezeptoren. Dieses inhibierte die polysynaptischen
inhibitorischen postsynaptischen Strome (IPSCs), die in
Kornerzellen des Gyrus dentatus durch antidrome Stimula-
tion von Moosfasern induziert werden. Dagegen konnte keine
Wirkung auf die exzitatorischen postsynaptischen Strome
(EPSCs) durch Stimulation des perforanten Pfads beobachtet
werden.

Hess et al. beschrieben die Synthese von photoaktivier-
barem Serotonin und verglichen fiir das O-Derivat 13 und das
N-Derivat 14 (Schema 5) die Kinetik der Entschiitzung.[™
Das O-Derivat 13 wurde in nur 16 ps entschiitzt, wohingegen
das N-Derivat 14 relativ langsam reagierte (1.2 ms). Wegen
seiner guten Loslichkeit (2 mM) in wéssrigen Losungen und
der schnellen Entschiitzung wurde das photoaktivierbare
Serotonin als Effektorspeicher verwendet. Die schnelle
Freisetzung der aktiven Verbindung durch Laserbestrahlung
ermoglicht die Analyse der Rezeptorkinetik der Serotonin-5-
HT;-Rezeptoren in Neuroblastomzellen (NIE-115) der Maus.
Lee et al. stellten ein photoaktivierbares Dopamin her, um
den Einfluss der Dopaminkonzentration auf die endogene
Dopaminfreisetzung festzustellen. Das Experiment ergab,
dass die endogene Dopaminfreisetzung durch photoindu-
zierte Dopaminkonzentrationsspriinge unterdriickt werden
kann.[!
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3.2. Steroidhormone, Lipide und Membranen

Hormone und Hormonanaloga kénnen die Genexpressi-
on durch Bindung an ihre Rezeptoren steuern und dienen
damit zum Aufbau von Genexpressionssystemen." Zum
Beispiel dndert der Ostrogenrezeptor bei der Bindung von
Ostradiol seine Konformation und bindet dann an Promo-
torelemente einzelner Gene, womit er die Genexpression
initiiert. Koh und Mitarbeiter synthetisierten ein photoak-
tivierbares Ostradiolderivat (15, Schema 6) und zeigten, dass

16aR=Nv,R'=H
16bR=H, R'= Nv

Lawrencel”

ks
o d
NvO 19 thO ‘OAc

Koh["8! :
L
Dore7% ONe
O,
20 o
Koh[78]

Schema 6. Photoaktivierbare Molekiile fur die Regulation der Gen-
expression.

es mit dieser Verbindung gelingt, die hormonabhingige
Genexpression durch Licht zu starten.[” Diese Strategie er-
moglicht die rdumlich-zeitliche Untersuchung der Genex-
pression und scheint anderen Methoden {iiberlegen, die un-
spezifisch im Hinblick auf Position und Initiierung der Gen-
expression sind. Lawrence et al. synthetisierten photoakti-
vierbares -Ecdyson-4 (16 a,b; Schema 6) und verwendeten es
(dhnlich der Methode von Koh) zur lichtinduzierten Genex-
pression.["!

Mit selektiven  Ostrogenrezeptor(ER)-Antagonisten
gelang es Shi und Koh, die ER-vermittelte Genexpression zu
induzieren." Sie synthetisierten photoaktivierbares 4-Hyd-
roxytamoxifen (17) und photoaktivierbares Guanidintamo-
xifen (18) (Schema 6), die beide selektiv der ERa- und ERf3-
vermittelten Transkription entgegenwirken, die durch Os-
trogenresponselemente (EREs) eingeleitet wird. Das System

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

G. Mayer und A. Heckel

wurde in einer kiirzlich erschienenen Studie verwendet, um
die Rekombination von Genen zu steuern, indem photoak-
tivierbares 17 auf die Rekombinaseaktivitdt der ligandge-
steuerten Cre-ER” (einer Tamoxifen-sensitiven Rekombina-
sevariante) einwirkte.””? Im Innern von Zellen wird die Cre-
ER"™Rekombinase nach Zugabe von 4-Hydroxytamoxifen
aktiv, und nach der Rekombination kann die Expression eines
Reportergens beobachtet werden. Koh et al. zeigten, dass
dieses System mit Verbindung 17 durch Licht reguliert
werden kann, wenn auch in irreversibler Weise.

In einer weiteren Studie verwendeten Koh et al. den Re-
tinsdurerezeptor (RAR) und das Schilddriisenrezeptorsystem
(thyroid receptor, TR), um die Dauer der Genantwort nach
der Photofreisetzung eines mit einer photolabilen Gruppe
derivatisierten Agonisten zu messen.” Sie synthetisierten
photoaktivierbare Analoga bekannter synthetischer Agonis-
ten von RAR und TR (19 und 20) (Schema 6) und unter-
suchten deren Stabilitdt unter zelluliren Bedingungen sowie
die photoaktivierte, durch TR und RAR vermittelte Genex-
pression nach zeitabhidngiger Bestrahlung mit Licht. Es
wurde nahezu keine unbeabsichtigte Freisetzung der photo-
labilen Gruppe unter physiologischen Bedingungen beob-
achtet. Die Genexpression im TR-System konnte bis zu 35 h,
im RAR-System aber nur 5 h nach Bestrahlung beobachtet
werden. Damit wird deutlich, dass die rdumlich-zeitliche
Regulation der Genexpression und ihre Dauer nach der
Photolyse der photoaktivierbaren Agonisten nukledrer Hor-
monrezeptoren vom zu untersuchenden System abhéngen.

Eine Steuerung der Genexpression kann auch durch die
Regulation der Translation erreicht werden. Zu diesem
Zweck synthetisierten Dore et al. eine photoaktivierbare
Variante von Anisomycin (21), einer Verbindung, die in den
Peptidkupplungsschritt wihrend der eukaryotischen Trans-
lation eingreift. Es wurde gezeigt, dass das Bhc-Anisomycin
die Proteinsynthese rdumlich-zeitlich inhibiert und dass
solche Verbindungen zur Untersuchung lokal stark regulier-
ter neuronaler Prozesse von Bedeutung sein konnten.”

Furuta et al. beschrieben die Synthese photoaktivierbarer
Gallenséduren. Gallensduren sind Endprodukte des Choles-
terin-Stoffwechsels,® und synthetische Varianten konnten
fiir die Untersuchung biologischer Prozesse, die auf Wech-
selwirkungen mit Gallensduren beruhen, wichtig sein. In an-
deren Studien wurde die Caging-Technik verwendet, um
Konformationsdnderungen und strukturelle Reorganisation
von Lipidmicellen und selbstorganisierten Strukturen auszu-
16sen.®!) Photoaktivierbare Cholesterinanaloga fanden meh-
rere Anwendungsmoglichkeiten, ™ {iberwiegend wurden sie
jedoch bei Affinitdtsmarkierungen eingesetzt: Mit einem
Diazirin-haltigen Cholesterinderivat wurden die Cholesterin-
bindenden Proteine in neuroendokrinen Zellen und lebenden
Organismen wie C. elegans identifiziert.*™ In Verbindung mit
UV-induzierter Vernetzung (UV cross-linking) konnte die
Vitellogenin-Proteinfamilie als wichtigster Wechselwir-
kungspartner des Cholesterins in C. elegans identifiziert
werden. Diese Proteine sind auch fiir die richtige Verteilung
des Cholesterins zustdndig, die bestimmt wurde, indem man
die Verteilung und Anreicherung des Cholesterins mit einem
fluoreszierenden Cholesterinanalogon, dem Dehydroergo-
sterol, verfolgte. Mit dieser UV-Methode vernetzten Simons
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et al. Proteine mit dem photoaktivierbaren Cholesterinana-
logon, um die auf Cholesterin beruhende Assoziation des
Proteolipidproteins mit einer CHAPS-unloslichen Mem-
branfraktion (CIMF) geringer Dichte, die in Myelinlipiden
von Oligodendrocyten angereichert ist, zu bestimmen.® Sie
identifizierten das Proteolipidprotein als eine Hauptkompo-
nente des Myelins. Dagegen konnte keine Wechselwirkung
(UV-induzierte Vernetzung) des Proteolipidproteins mit
Phosphatidylcholin nachgewiesen werden.

3.3. Sekundire Botenstoffe und zelluldre Signalmolekiile

Etliche Studien befassen sich mit der Anwendung der
lichtinduzierten Freisetzung von Ca*"-Ionen. Schema 7 zeigt
typische Verbindungen. Es handelt sich dabei um Chelat-
liganden, die bei Bestrahlung entweder ihr Komplexbil-
dungsvermdgen  dndern  (Nitr-5) oder  gespalten
werden.[>*** Wiederum konnte eine umfassende Darstel-
lung der zahlreichen Anwendungsmoglichkeiten Thema einer
eigenen Ubersicht sein. Wir beschrianken uns daher auf eine
reprasentative Untersuchung der photoreversiblen Calcium-
bindung, auch wenn diese nicht exakt unter die in der Ein-
fiilhrung gegebene Definition der reversibel lichtschaltbaren
Systeme féllt. Gust et al. fithrten in dieser Studie ein synthe-
tisches, auf Chinon basierendes Ca®"-Transportsystem ein, das
in der Lage ist, lichtgesteuerte Ionengradienten innerhalb der
Doppellipidschicht von Vesikeln zu errichten.®*! Dieses

a)
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OH
O NP-EGTA[%E]
0\—0 Nitr-567]
b)
OH
I
o
o o

OH

©/I\\/(CH2)130H3

Angewandte

System ist im Ca®'-gebundenen Zustand ungeladen und
membranloslich. Nach der Komplexbildung an der dufleren
Membranoberfliche diffundiert es durch die Membran. Die
Komplexbildung wird durch Carotinoid-Radikalkationen
(die von dem in der Membran eingelagerten photoangeregten
Carotinoidporphyrinnaphthochinon 22 erzeugt werden)
durch Oxidation des Komplexes zum Chinon unterbrochen.
Dadurch werden die Ca**-Ionen an der inneren Membran
freigesetzt. Das Shuttle-Molekiil wird anschlieend regene-
riert. Solche Molekiile sind fiir die Untersuchung Ca’'-ab-
héngiger biologischer Prozesse von Nutzen.

Die Kontrolle des Stickstoffmonoxid(NO)-Spiegels
wurde als mogliche Strategie zur Bekdmpfung diverser
Krankheiten identifiziert. Ein Ansatz ist die Verwendung von
inhibierenden Molekiilen wie 1400W, die auf Stickstoffmo-
noxid-Synthasen (NOS) einwirken. Kiirzlich wurden photo-
aktivierbare Derivate dieses Inhibitors hergestellt und als
photosensitive Wirkstoffe untersucht (z.B. Bhc-1400W,
Schema 8)."*Y1 Die Autoren wiesen nach, dass das Inhibi-
tormolekiil durch Bestrahlung mit Licht effizient aus dem
photoaktivierbaren Bhc-1400W freigesetzt wird und dass die
NOS-inhibierende Wirkung wiederhergestellt werden kann.
Dies zeigt auf, dass photolabile Gruppen als rdumlich-zeitlich
regulierbare Wirkstoffvorstufen fungieren kénnten.

Nach einer anderen Strategie wird durch Bestrahlung
direkt NO freigesetzt (,,photoaktivierbares NO*). Organi-
sche Verbindungen, die NO abgeben konnen, sind schon
recht lange bekannt®! und schon besprochen worden.'” In

cod® ©00c  cod® oo

coo® kNJ

coo®

MeQO
OMe MeO

;| [89]
DM-Nitrophen DMNPE-4!°0]

HaC(HC)1g
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O OH

\,/H:,C(Hzc) 13\/L©
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Schema 7. a) Typische Verbindungen fiir die lichtinduzierte Freisetzung von Calciumionen, die durch Bestrahlung entweder ihre Ligandeneigen-
schaften veriandern (Nitr-5)®7 oder gespalten werden (NP-EGTA,®® DM-Nitrophen,® DMNPE-4°"). b) Ein reversibles System zur Bindung von
Ca”*, das sich durch Licht zwischen zwei Zustinden schalten lasst; durch unsymmetrische Insertion von Verbindung 22 kann dieses System Ca*"

durch Lipiddoppelschichten transportieren.®!
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Schema 8. Photoaktivierbare Derivate eines NO-Synthase-Inhibitors, von se-
kundiren Botenstoffen und Nucleotid-Cofaktoren.

einer neueren Studie verwendete Yip photoaktivierbares
Stickstoffmonoxid (Kaliumnitrosylpentachlorruthenat), um
NO-abhingige Effekte auf die Fliissigkeitsresorption im
proximalen Tubulus zu analysieren. Der Autor konnte nach-
weisen, dass die Hemmung der proximal-tubuldren Resorp-
tion von der NO-Dosis abhéngt und durch Blitzlichtphotolyse
von luminalem photoaktivierbarem NO ausgelost werden
kann.

Cyclische Nucleotide sind bereits umfassend untersucht
worden,?**%! und photoaktivierbare Derivate koénnen
kommerziell erhalten werden.'”! Wir konzentrieren uns hier
auf neuere Anwendungen der photoaktivierbaren cyclischen
Nucleotidmonophosphate (NMPs) und auf den Einsatz neuer
photolabiler Schutzgruppen. Eine jiingste Studie von Harz

5028

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

G. Mayer und A. Heckel

et al. zeigte die rdumlich-zeitlichen Effekte von cyclischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) auf, das auf neuronale
Wachstumskegel — die terminalen Strukturen sich verlédn-
gernder Neuriten — einwirkte.” Da die Orientierung des
Wachstumskegels durch cAMP gesteuert wird, erzeugten die
Autoren einen intrazelluliren cAMP-Konzentrationsgradi-
enten durch Bestrahlen der Wachstumskegel sensorischer
Neuronen des Huhns mit UV-Licht an unterschiedlichen
Stellen, z.B. den Kegelenden. Mit dieser Versuchsanordnung
konnten sie zeigen, dass nur bestimmte cAMP-Freisetzungs-
muster in der Lage sind, die Richtungsdnderung des Wachs-
tumskegels zu induzieren. Dies weist darauf hin, dass das
raumlich-zeitliche Muster der cAMP-Gradienten fiir die
Orientierung der Wachstumskegel entscheidend ist.

Yoshimura und Kato setzten ein photoaktivierbares
cAMP-Derivat in Neuronen ein, um die Auswirkungen stei-
gender zellulirer cAMP-Konzentrationen zu untersuchen.
Mit dieser Methode gelang es, die synaptische Up- und
Down-Regulation der Nachpotentiale nach einer cAMP-
Zunahme in Neuronen genau zu lokalisieren. Die synaptische
Up-Regulation wurde in AHP-erzeugenden Neuronen de-
tektiert, und eine Down-Regulation konnte in ADP-erzeu-
genden Neuronen beobachtet werden (AHP = Nachhyper-
polarisation, ADP = Nachdepolarisation).’””) Scott et al.
verglichen die Einwértsstrome, die in Rattenneuronen durch
zelluldire Erhohung der cGMP-Spiegel angeregt und durch
Blitzlichtphotolyse von photoaktivierbaren cGMP-Vorstufen
aufrechterhalten wurden.™ Sie verwendeten geziichtete
dorsale Wurzelganglion-Neuronen (dorsal root ganglion,
DRG) und untersuchten die Wirkung von cGMP auf die
Einwiértsstrome, wozu sie zwei unterschiedliche photoakti-
vierbare cGMP-Verbindungen verglichen. Mit dieser Me-
thode detektierten sie in 52% der DRG-Neuronen einen
aktivierten verzogerten Ca’'-Einwirtsstrom durch die Bil-
dung cyclischer ADP-Ribose und Mobilisierung von Calcium
aus intrazelluldren Speichern. Schnell aktivierende Ein-
wirtsstrome wurden allerdings nur in einer Subpopulation
von 12.5% der Neuronen hervorgerufen. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass die Einwirtsstrome in DRG-Neuro-
nen durch unterschiedliche Mechanismen induziert werden.

Unter Verwendung von photoaktivierbaren cNMP-Mo-
lekiilen erforschten Takeuchi und Kurahashi auf sekundéren
Botenstoffen basierende Signaltransduktionswege im olfak-
torischen Rezeptorsystem.”® Dabei konnte beobachtet
werden, dass die olfaktorische Antwort auf viele Geruchs-
stoffe durch einen einheitlichen Mechanismus moduliert
wird. Lagostena und Menini verwendeten ebenfalls photo-
aktivierbare Verbindungen, um das olfaktorische System in
Neuronen der Maus zu erforschen.”” Mit der Patch-Clamp-
Methode wurden die Einwértsstrome gemessen, die durch
steigende Konzentrationen von cGMP und cAMP induziert
wurden. Die Konzentrationssteigerungen wurden durch
Blitzlichtphotolyse der photoaktivierbaren cNMPs entweder
im Soma oder lokalisiert auf den Zilien der Neuronen er-
reicht.

Es gab einige Anstrengungen, neben dem kommerziell
erhiltlichen photoaktivierbaren cAMP!" weitere photoak-
tivierbare Derivate der cNMPs zu entwickeln. Die Arbeits-
gruppen von Hagen, Tsien und Corrie untersuchten photo-
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labile Schutzgruppen wie Cumarin-Derivate und wasserlos-
liche Derivate Nitrobenzyl-abgeleiteter photoaktivierbarer
Gruppen, die eine schnelle und effiziente Photoentschiitzung
und Freisetzung der cNMPs ermdoglichen (z.B. Verbindung
23, Schema 8).3+1%0

Gjerstad et al. verwendeten photoaktivierbare Varianten
von Inosit-1,4,5-triphosphat (24) (Schema 8),'°Y um die Ef-
fekte von IP3 in vomeronasalen mikrovilliren Rezeptorneu-
ronen des Frosches zu untersuchen. In Ganzzellaufnahmen
wurde erkannt, dass lokale IP3-Molekiile eine voriiberge-
hende Depolarisation auslosen und Aktionspotentiale in
Neuronen induzieren kénnen.'” Dank der riumlich lokali-
sierten Aktivierung von IP3 in der terminalen Vesikel des
Dendriten konnte die Effektorregion lokalisiert werden.
Dinkel und Schultz beschrieben die Synthese von photoak-
tivierbarem myo-Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat.!'®* Prest-
wich et al. synthetisierten photoaktivierbares Inositolhexa-
kisphosphat,'® das von Brearley et al. zur Untersuchung der
intrazelluldren Signaliibertragung in Pflanzen eingesetzt
wurde.['®]

Photoaktivierbares Sphingosin (25) (Schema 8) und Di-
hydrosphingosin wurden bereits synthetisiert und zur Auf-
kldrung neuronaler Einwirtsstrome eingesetzt.'%®! Fiir Affi-
nitdtsmarkierungsexperimente stellten Bittman und Mitar-
beiter ein photoaktivierbares Analogon des Lipidmediators
und sekunddren Botenstoffs Sphingosin-1-phosphat her,
wobei sie zwei unterschiedliche photolabile Gruppen, Ben-
zophenon und Diazirinyl, verwendeten.'"”) Mithilfe dieser
Molekiile konnten verschiedene Wechselwirkungsmuster mit
Proteinen nachgewiesen werden, die die Eignung dieser
Verbindungen zur Identifizierung von Proteinbindungsstellen
fiir den Pharmakophor der Sphingosine belegen.

3.4. Andere kleine Molekiile

Mehrere andere kleine Molekiile wurden ebenfalls mit
photolabilen Gruppen modifiziert und zur Erforschung von
Signaliibertragungswegen oder Proteinfunktionen eingesetzt.
Conway et al. synthetisierten ein photoaktivierbares Capsai-
cin-Analogon (26) (Schema 8), das bei Bestrahlung den
Capsaicin-Rezeptor TRPV1 aktivierte.'™

Goedhart und Gadella verwendeten die Phosphatidsdure
27 (Schema 8), um die flagelldre Exzision in Chlamydomonas
zu steuern.'” Bei Zugabe der photoaktivierbaren Phospha-
tidsdure wird zunichst keine Wirkung beobachtet, und erst
nach UV-Bestrahlung erfolgt der Geiflelabwurf bei Chlamy-
domonas. Damit bietet sich eine kontrollierte Methode zur
Untersuchung Phosphatidsdure-abhéngiger Signalwege.

Salerno et al. verwendeten eine kombinierte préparative
und enzymatische Synthesestrategie, um die photoaktivier-
baren NADP-Cofaktoren 28 (Schema 8) zu erzeugen ']
Die synthetischen photoaktivierbaren Nicotinamide eigneten
sich als Substrate fiir die solubilisierte NAD-Glycohydrolase-
Transglycosidase-Aktivitdt und ermoglichten auf diese Weise
die Bildung von photoaktivierbaren NADP-Cofaktoren.

Gerwert et al. analysierten den Mechanismus der Ras-
GTPase unter Verwendung von photoaktivierbarem GTP.!!?!
Mit der zeitaufgelosten FTIR-Differenzspektroskopie konn-
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ten sie den Reaktionsweg von GTP zu GDP mit Millisekun-
denauflésung iiberwachen.

Bendig und Giese et al. synthetisierten eine photoakti-
vierbare Variante von Cytidin-5'-diphosphat (29, CDP)
(Schema 8).""* Sie verkniipften die photolabile Schutzgruppe
vom Cumarin-Typ mit der f-Phosphatgruppe von CDP; bei
Bestrahlung kann CDP effizient freigesetzt werden.

4. Photoaktivierbare und lichtschaltbare Proteine

Die irreversible Photoaktivierung von Proteinen ist fiir
mehrere Proteinklassen einschlieBlich Hydrolasen, Prote-
asen, Kinasen, Nucleasen, Toxinen, Zellmatrixproteinen,
Rezeptoren, Serumproteinen, Galactosidasen und Antikor-
pern beschrieben worden."'*! Wir konzentrieren uns hier auf
neuere Entwicklungen auf diesem Gebiet. Lichtaktivierbare
Photoschalter konnen durch unterschiedliche Verfahren in
Proteine eingefiihrt werden. Bei der einfachsten Methode
nutzt man die spezifische Reaktivitit funktioneller Gruppen
der Aminosdureseitenketten, um Proteine durch Umsetzung
mit photolabilen Schutzgruppen statistisch zu modifizieren.
Dabei werden z.B. die Cysteinreste von Proteinen mit Sulf-
hydrylgruppen der photolabilen Schutzgruppen verkniipft.
Wenn Untereinheiten eines Proteins priparativ zuginglich
sind, konnen in einem anderen Ansatz die multimeren FEi-
genschaften eines Proteins zur Herstellung einer photoak-
tivierbaren Variante genutzt werden. Dadurch kann ein
Peptid so synthetisiert werden, dass sich die photoaktivier-
bare Komponente an einer gewiinschten Position befindet.
Diese Peptide konnen dann den Wildtyp bei der Bildung
multimerer, nun photoaktivierbarer Proteine ersetzen. Eine
elegante Methode wurde von Schultz et al. entwickelt,[!”)
welche ein Nonsense-Codon und eine zugehorige tRNA
nutzten, die mit der gewiinschten photoaktivierbaren Ami-
nosdure beladen war. Zuvor hatten bereits Endo et al. eine
Methode mit einem kiinstlichen Vierbasen-Codon verwen-
det.%1171 Mit beiden Methoden gelingt es, photoaktivierbare
Aminoséuren ortsspezifisch in groB3ere Proteine einzufiihren.

4.1. Kinasen

Die cAMP-abhingige Proteinkinase A (PKA) ist an
mehreren Signalwegen beteiligt (einschlieBlich Entwick-
lungssignalen, neuronaler Plastizitit und Hormonsignalen).
Ausgehend von der katalytischen Untereinheit des tetrame-
ren Holoenzyms (bestehend aus zwei katalytischen und zwei
regulatorischen Dominen) wurden photoaktivierbare Vari-
anten entwickelt.""®1) Dazu wurden zwei entscheidende
Aminosdurereste der katalytischen PKA-Doméne, Cys199
und Phosphothio-Thr197, mit ONB-Gruppen derivatisiert.
Durch UV-Bestrahlung kénnen die photoaktivierbaren Va-
rianten vollstandig reaktiviert werden, wohingegen die
nichtbestrahlten Proteine annéhernd inaktiv waren und eine
Restaktivitdt von nur 5% zeigten. Bayley et al. berichteten
zudem, dass die Wahl der Schutzgruppe sowohl fiir die
Restaktivitédt des photoaktivierbaren Proteins als auch fiir die
effiziente Reaktivierung durch Photolyse entscheidend ist. In
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ihrer Studie zeigte die ONB-Gruppe die besten Ergebnisse,
wihrend die CNB- und die Nv-Derivate signifikante Hinter-
grundaktivititen aufwiesen. Auf einer ndchsten Stufe wurde
der Caging-Ansatz genutzt, um das Phospho-Thr197 zu de-
rivatisieren. Hierzu wurde eine Phosphothio-modifizierte
Kinase hergestellt, die sich fiir die Modifizierung mit einer
pHP-Gruppe eignete.'"”! Diese Modifikation resultierte in
einem inaktiven PKA-Protein, dessen Aktivitdt durch Be-
strahlung effizient wiederhergestellt werden konnte.

4.2. Ribonucleasen

Strategien zur Inaktivierung von Ribonucleasen wurden
durch Hamachi und Mitarbeiter entwickelt. Zum Einsatz kam
hierbei eine Synthesemethode fiir den ortsspezifischen
Einbau von ortho-Nitrobenzyl-Derivaten. Die Ribonuc-
lease S besteht aus zwei Doménen, dem S-Peptid (1-20) und
dem S-Protein (21-124). Durch Festphasensynthese wurden
mehrere Positionen des S-Peptids durch Aminosiduren er-
setzt, die photolabile Schutzgruppen tragen. AnschlieBend
wurde die Aktivitit der photoaktivierbaren und der be-
strahlten Peptide bestimmt. Hierdurch wurde gefunden, dass
die Positionen Q11 und D14 fiir eine wirksame Photoakti-
vierung (30, Schema 9) und zur Suppression der RNase-Ak-
tivitdt geeignet sind. Durch Bestrahlung konnte die RNA-
Spaltungsaktivitit wiederhergestellt werden." In einer an-
deren Studie fiihrten Hamachi et al. an spezifischen Stellen
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des gleichen S-Peptids (31, Schema 9) Phenylazophenylalanin
ein und erhielten photoschaltbare An/Aus-Varianten der
Ribonuclease S. Eine Ribonucleasevariante, die die Azo-
phenylkomponente in enger Nachbarschaft zur entscheiden-
den Aminosdure His12 des S-Peptids trigt, zeigte nach ab-
wechselnder Bestrahlung mit UV- und sichtbarem Licht ein
eindeutiges An/Aus-Verhalten.['*!]

Woolley et al. verwendeten in einer &dhnlichen Studie
ebenfalls die photoisomerisierbare Phenylazophenylalanin-
Gruppe zur Synthese von S-Peptid-Varianten. Im Einklang
mit der Studie von Hamachi et al. stellten sie fest, dass sich
die Position 13 des S-Peptids zur effizienten Einfithrung einer
photoschaltbaren Azobenzolgruppe eignet.!?!

4.3. Photoaktivierbare Rezeptoren und Rezeptoragonisten

Lesteer et al. fithrten durch Derivatisierung des Tyrosin-
restes 242 (Y242) des Kaliumkanals Kir2.1 von Mus musculus
eine ONB-Gruppe ein."*! Eine photolabile Gruppe an der
kritischen Position Y242 erlaubt sowohl die Untersuchung
der direkten Phosphorylierung des Rezeptors an dieser Po-
sition als auch die Steuerung der Rezeptoraktivitdt durch
Licht. Interessanterweise zeigte sich, dass Y242 nicht durch
Tyrosin-Kinasen phosphoryliert wird, sondern sich eher an
Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt.

Der nicotinische Acetylcholinrezeptor (nAChR), ein
ligandengesteuerter lonenkanal, besteht aus fiinf homologen

N
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Schema 9. Photoaktivierbare Peptide, die zur Untersuchung von Ribonucleasefunktionen und Peptidfaltungen verwendet wurden. Die Peptid-
seitenketten sind mit dem Einbuchstabencode (in Klammern) der jeweiligen Aminosiure abgekiirzt. Nle = Norleucin.
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Untereinheiten, die ein Pentamer bilden und sich um eine
zentrale Pore anordnen. Lester und Mitarbeiter setzten die
Nonsense-Suppressions-Technik ein, um photoaktivierbare
Tyrosin- und Cysteinreste in Transmembransegmente des
nAChR einzufithren."?" In ihrer Studie wiesen sie nach, dass
photoaktivierbares Tyrosin durch Lichtbestrahlung effizien-
ter entschiitzt wird als photoaktivierbares Cystein, und mit
den photoaktivierbaren nACh-Rezeptoren konnten sie die
Kinetik der Acetylcholin-induzierten Strome vor und nach
der Photolyse analysieren.

Ein anderer Zugang wurde von Trauner, Kramer et al.
verfolgt. Sie synthetisierten ein thiolreaktives Azobenzolde-
rivat, das ein tertidres Amid enthilt, und erzeugten damit
einen schaltbaren K*-Tonenkanal.">! Mit diesem Ansatz ge-
lingt es, neuronale Schaltungen rdumlich-zeitlich prézise und
reversibel zu steuern und so neuronale Impulse (neuronal
firing) zu analysieren.

4.4. Steuerung der Konformation und Funktion von Peptiden

Die Caging-Strategie kann bei Peptiden und Proteinen
eingesetzt werden, um die Faltung und Entfaltung von Pep-
tidkonformationen zeitaufgeldst zu analysieren.! Hierzu
verwendeten Chan et al. die 3',5-Dimethoxybenzoingruppe,
um eine Mutante des GCN4-1p-Proteins, bei der die Bildung
der superspiralisierten Struktur (Coiled-Coil-Struktur) des
Wildtypproteins gestort war, durch eine photolabile Schutz-
gruppe zu inaktivieren."! In Gegenwart der Schutzgruppe
kann sich die Coiled-Coil-Struktur ausbilden, da die Mutation
maskiert und daher ruhiggestellt ist, wahrend bei der Photo-
lyse die a-Helices, die fiir die Coiled-Coil-Bildung notwendig
sind, wieder unterbrochen werden.

Zinth et al. erhielten mit einer anderen Strategie schalt-
bare cyclische Peptide. Hierzu fiihrten sie eine Azobenzol-
einheit in cyclische bioaktive Peptide bestehend aus acht
Aminosiuren ein (32, Schema 9).®! Die Faltungskinetik der
Peptide bei der photoinduzierten Isomerisierung wurde durch
transiente Absorptionsspektroskopie mit Femtosekunden-
auflosung verfolgt.

Hilvert et al. verwendeten die meta-substituierten Azo-
benzolpeptide 33 (Schema 9) zur Herstellung photoinduzier-
barer f-Haarnadeln.'" Lag das Azobenzolderivat in seiner
thermodynamisch stabilen trans-Form vor, dann konnte keine
eindeutige Struktur bestimmt werden. Nach der Photoiso-
merisierung wurde aber eine gut definierte [3-Haarnadel-
struktur beobachtet. Die Autoren weisen darauf hin, dass sich
diese Methode zur Photoregulation der Peptidhormonakti-
vitdt eignen konnte. Eine &hnliche Methode wurde von
Gogoll et al. beschrieben. Anstelle des Azobenzols bauten sie
Stilben als photoschaltbaren Chromophor in das -Haarna-
delpeptid 34 ein (Schema 9) und wiesen die cis- und trans-
Konformationen des Peptids mit CD-Spektroskopie nach.['*

Woolley und Hamm nutzten ein 16-meres Peptid, das an
DNA bindet, in Kombination mit einem intramolekularen
Azobenzol als Photoschalter, um die Bildung einer a-Helix zu
analysieren.'*'*! Die Azobenzolgruppe wurde zwischen
zwei Cysteinreste eingefiigt (35 und 36, Schema 9), sodass
eine Disulfidbriicke nachgeahmt wurde. Wenn die photo-
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schaltbare Gruppe in der cis-Konformation vorliegt, ist die a-
Helix unterbrochen, wéhrend durch photoinduzierte Bildung
des trans-Isomers die a-Helix zuriickgebildet wird und es zur
DNA-Bindung kommt.

Die hier beschriebenen Studien zeigen, dass photoakti-
vierbare Molekiile in Verbindung mit einer kontrollierten
Photolyse eingesetzt werden konnen, um die Faltung von
Peptidsekundérstrukturen wie f-Haarnadeln und o-Helices
zu untersuchen und die Bildung von Uberstrukturen wie
Coiled Coils zu steuern. Da die Strukturen von Peptiden und
Proteinen mit ihrer Funktion in Beziehung stehen, kann mit
der Caging-Technik die Funktion von Aminosidurepolymeren
moduliert werden. [

Zu diesem Zweck synthetisierten Pirrung et al. photoak-
tivierbare Peptide, die am chemotaktischen Prozess beteiligt
sind.®¥ Hierzu wurde ein chemotaktisches trimeres Peptid an
der N-Formyl-Position mit einer Nitroveratrylgruppe deri-
vatisiert (37, Schema 10). Dieses Peptid kann dazu dienen, die
Bewegung der Lymphozyten zu untersuchen, die durch die
photoaktivierte Konzentrationszunahme eines aktiven Mo-
lekiils ausgelost wird.

Finen anderen Ansatz verfolgten Imperiali et al., die
NPE-Gruppen an einer Phosphoserineinheit eines Peptids
einfiihrten (38, Schema 10).1"413537 Dje photoaktivierbaren
Peptidvarianten setzen unter Flash-Hydrolyse Phosphopep-
tide frei, die den Phosphorylierungszustand eines Proteins
nachahmen und daher zur Modulation von Kinase-Signal-
wegen genutzt werden konnen. In Kombination mit Fluo-
reszenzfarbstoffen, die an proximale Peptidseitenketten ge-
bunden werden, lédsst sich nach dem beschriebenen Prinzip
der Bindungszustand von Phosphopeptiden am Zielprotein
verfolgen.®” In einer anderen Studie verwendeten Yaffe und
Imperiali diese Methode, um die temporale Funktion des 14-
3-3-Proteins beim G1-Arrest und die Kontrollpunktsfunktion
(checkpoint function) in der S-Phase zuzuordnen.'* Die
photoaktivierbaren Peptide 39 (Schema 10) wurden als in-
aktive Vorstufen in Zellen eingefiihrt und waren nach der
Photoentschiitzung in der Lage, Phosphoserin/Phospho-
threonin-Bindungsproteine zeitlich kontrolliert zu maskieren.

In einer weiterfithrenden Studie zeigten Imperiali et al.,
dass tRNA, die mit photoaktivierbarem Serin, Threonin oder
Tyrosin derivatisiert ist, genutzt werden kann, um auch pho-
toaktivierbare Aminosduren in grof3e Proteine einzubauen.
Dies eroffnet einen Zugang zu weiteren Untersuchungen und
zur raumlich-zeitlichen Steuerung groBer Proteine.’™ Die
gleichen Autoren verwendeten kiirzlich auch das photoak-
tivierbare Phosphotyrosinpeptid 40 (Schema 10) zur lokalen
Analyse der fokalen Adhésionskinase (FAK) und der Mi-
gration von Tumorzellen.' Die freigesetzten Peptide
konnen mit autophosphorylierter FAK um die Wechselwir-
kung mit der SH2-Doméne von Src und Phosphoinositid-3-
Kinase konkurrieren und daher das Downstream-Signal
storen, was den Arrest der Zellmigration zur Folge hat. Eine
dhnliche Methode wurde von Bayley et al beschrieben. Sie
setzten Thiophosphotyrosinreste in Peptidsequenzen ein (41,
Schema 10) und derivatisierten diese mit zwei unterschiedli-
chen thiolreaktiven photolabilen Gruppen.'*! Unter Ver-
wendung dieser Peptide wurde das Bindungsverhalten an
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Schema 10. Photoaktivierbare Peptide und Phosphopeptide, die zur
funktionalen Charakterisierung und zur Aktivierung von Signalkaska-
den eingesetzt wurden. Ahx = Aminohexansiure, FL = Fluorescein-
Marker.

SH2-Domaénen, die an feste Harze gebunden waren, vor und
nach der Bestrahlung untersucht.

Sase et al. inaktivierten ein an das BSA-Protein (42,
Schema 10) gebundenes peptidisches Kernlokalisationssignal
(peptidic nuclear localization signal) und erreichten damit
eine lichtinduzierte Kerndelokalisation."*! Wie erwartet,
wurde das photoaktivierbare Peptid ausschlieBlich im Cyto-
plasma von HeLa-Zellen gefunden, wéhrend nach Bestrah-
lung die Translokation in den Kern beobachtet wurde. Fiir
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eine dhnliche Studie, bei der es um die Multimerisierung von
Proteinen ging, konstruierten Hahn und Muir ein photoak-
tivierbares Smad2-MH2/SARA-SBD-Protein durch chemi-
sche Ligation mit dem Peptid 43 (Schema 10)."*? Nach der
Bestrahlung setzt das inaktivierte Protein die SARA-SBD-
Einheit frei und induziert damit die Bildung eines Homotri-
mers, das sich anschlieBend in den Zellkern verlagert. Diese
Methode eroffnet einen eleganten Zugang zur kinetischen
Charakterisierung von Proteinimport- und/oder Proteinex-
portvorgidngen des Zellkerns. Bereits in einer fritheren Studie
konstruierten Muir et al. durch Einbau eines Fluoreszenz-
farbstoffs in Nachbarschaft zu einem fluoreszenzloschenden
Molekiil und einer photoreaktiven Gruppe Smad2-Derivate,
deren Photoreaktivitdt iiber den Anstieg der Fluoreszenz-
signale verfolgt werden kann.'** Dies ermoglicht eine direkte
Korrelation zwischen den Fluoreszenzsignalen und der Ent-
schiitzungseffizienz.

4.5. Verschiedene photoaktivierbare Proteine und ihre
Anwendungen

Muir et al. verwendeten eine native chemische Ligati-
onsstrategie, um photosensitive Proteine zu erhalten, die eine
raumlich-zeitliche Steuerung der Proteinfunktion ermogli-
chen (Schema 10, unten).'™ Hierzu wurde ein chimires
Protein konstruiert, das aus EGFP-NLS und einem Dipeptid
mit einem Palmitoylrest bestand. Ziel dieses Entwurfs war es,
eine lichtinduzierte Trennung der beiden Komponenten zu
erreichen. Wie erwartet, konnen nach Einfithrung der Chi-
mire in lebende Zellen Fluoreszenzsignale detektiert werden,
und zwar vor der Bestrahlung nahe bei der Membran und
nach der Bestrahlung intrazelluldr verteilt. Mit dieser Me-
thode gelingt es, zwei Komponenten mithilfe von Licht
raumlich-zeitlich zu trennen und die Lokalisierung von Pro-
teinen innerhalb der Zellen zu iiberwachen.

Die Arbeitsgruppen von Endo und Majima verwendeten
ein kiinstliches Vierbasen-Codon, um photoreaktive Einhei-
ten in Restriktionsenzyme und Caspasen ortsselektiv einzu-
fiihren."'""7 Auf diese Weise wurde eine inaktive Procas-
pase-3 erhalten, die, dhnlich wie bei der endogenen Aktivie-
rung durch die Protease Caspase-8, durch Bestrahlung mit
Licht aktiviert werden konnte.

Die Restriktionsendonuclease BamHI wurde so derivati-
siert, dass die Dimerbildung des Proteins gesteuert werden
konnte. Dazu wurde eine Nitroveratryl- oder eine Azoben-
zolgruppe an Aminoséduren in der Dimerisierungsregion von
BamHI gebunden. Die Autoren beobachteten, dass die Po-
sition der photoreaktiven Einheit wichtig ist. Die Positionie-
rung hat den stérksten Effekt, wenn Aminosduren inaktiviert
werden, die an der Ausbildung von elektrostatischen Wech-
selwirkungen zwischen den Monomeren beteiligt sind. Auf
diese Weise gelang es, die Aktivitdt des Restriktionsenzyms
durch Licht zu steuern.!”

Fournier etal. stellten mit einem photoaktivierbaren
Urotensin-I1-Peptid photoschaltbare Vasokonstriktoren her.
Die Photolyse eines photoaktivierbaren Urotensin-II-Peptids
verlief schnell, und es konnte eine photoabhingige Kontrak-
tion der Brustaortenringe erreicht werden.!'*” Giinstigerweise
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war die photolabile Schutzgruppe unter pharmakologischen
Bedingungen sehr stabil — eine Voraussetzung fiir die In-vivo-
Anwendung von photoaktivierbaren Peptiden.

Cofilin induziert die Bildung iiberhdngender Enden in
Actinfilamenten, und seine Aktivitdt kann durch die LIM-
Kinase reguliert werden. Das phosphorylierte Cofilin ist in-
aktiv und kann durch Dephosphorylierung in eine aktive
Form {iberfiihrt werden. Condeelis und Lawrence et al. ver-
wendeten eine photoaktivierbare Variante einer konstitutiv
aktiven Cofilinmutante (die einen Cysteinrest anstelle eines
Serinrestes tragt), die in Gegenwart der photolabilen
Schutzgruppe, CNB, inaktiv ist und durch Licht aktiviert
werden kann.%!

In einer neueren Studie wurde gezeigt, dass eine reversi-
ble Lichtaktivierung zur Untersuchung von Kanalproteinen
genutzt werden kann. Hierbei wurde ein mechanosensitiver
Kanal von E. coli auf Basis eines Spiropyran-Merocyanin-
Photoschalters entwickelt und in Liposomen eingebettet
(Schema 11a).[" Durch Bestrahlung mit UV-Licht (366 nm)
lie sich der Kanal 6ffnen und durch erneute Bestrahlung mit
sichtbarem Licht bei Wellenldngen iiber 460 nm wieder
schlieBen. Dieses System konnte genutzt werden, um bioak-
tive Molekiile lichtgesteuert bereitzustellen.

In einer weiteren Studie wurde die Herstellung eines
photoaktivierbaren Antikorpers (mAb) beschrieben, von
dem bekannt war, dass er an den hirnstimmigen neurotro-
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Schema 11. Reversibles lichtgesteuertes Offnen und SchlieRen von Ka-
nilen in Lipiddoppelschichten.
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phen Faktor (brain-derived neurotrophic factor, BDNF)
bindet. Die Autoren befassten sich mit der Frage, ob Neuro-
trophine nur als Cofaktoren oder direkt als Vermittler der
synaptischen Verstirkung fungieren.*! Mithilfe der Caging-
Methode gelang es, die Inhibitoreigenschaften von mAb
zeitlich aufgelost anzuregen. Die Aktivierung von mAb
wihrend der Induktion der synaptischen Verstarkung fiihrt
zur Hemmung des endogenen BDNF und zu einer Abnahme
des synaptischen Potentials nach Stimulation in der CA1l-
Region akuter Hippocampusschnitte. Dies zeigt deutlich die
Rolle von BDNF bei der Manifestation der frithen Induktion
synaptischer Plastizitét.

Jacobson et al. untersuchten die Zellfortbewegung mit-
hilfe von photoaktivierbarem Thymosin 4 (Tf4). T4 wurde
durch Behandlung mit (N-Nitroveratryloxy)chlorcarbamat
inaktiviert, und die Autoren konnten in vitro nachweisen,
dass das photoaktivierte TB4 die Actinpolymerisation inhi-
biert, die photoaktivierbare Variante aber nicht."*! Ebenfalls
untersucht wurde die Wirkung von lokal aktiviertem Tf4 in
Lamellipodien beweglicher Keratinozyten, wobei eine spezi-
fische Bewegungsidnderung an den Photolyseorten beobach-
tet wurde. Aufgrund dieser Befunde wurde ein mechanisti-
sches Modell fiir das Richtungsénderungsverhalten von Ke-
ratinozyten als Antwort auf T4 vorgeschlagen.

Bedel-Cloutour et al. untersuchten photoaktivierbares
Rinderhdmoglobin in Enzymassays zur Analyse der ABTS-
Oxidation (2,2-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsiu-
re)).™! Hierzu wurde Himoglobin unspezifisch mit NPE-
Gruppen inaktiviert, und es gelang zumindest teilweise, die
enzymatische Aktivitdt durch zeitabhidngige Photolyse wie-
derherzustellen. Da jedoch nur ein Teil der Enzyme reakti-
viert werden konnte, scheint diese Methode weniger effektiv
zu sein als Verfahren, die auf der Schiitzung einzelner Ami-
nosdurereste beruhen (z.B. Techniken auf der Basis von
Nonsense-Codons).

Durch ortsspezifischen Einbau von Phenylazophenylala-
nin stellten Sisido et al. Varianten der Meerrettich-Peroxidase
her.™ Sie konstruierten ein an- und ausschaltbares Prote-
inderivat und konnten die entscheidenden Positionen be-
stimmen, die fiir die Schiitzung und Photoaktivierung am
besten geeignet sind.

Goeldner etal. verwendeten N-Methyl-N-(2-nitrophe-
nyl)carbamoylchlorid, um eine derivatisierte und inaktivierte
Butyrylcholinesterase (BChE) zu erzeugen.®? Dieses Rea-
gens erwies sich als reaktiv gegeniiber Alkoholen, und die
entstehende photolabile Gruppe konnte durch Photolyse ef-
fizient gespalten werden. Die Struktur der photoaktivierba-
ren BChE wurde aufgekldrt und ermoglichte einen detail-
lierten Finblick in die Koordination des geschiitzten Mole-
kiils und die strukturellen Grundlagen der BChE-Inaktivie-
rung.

In einem sehr interessanten Fall nutzten Isacoff und
Trauner et al. die Verbindung 44 (Schema 11b), um einen
Cysteinrest im ionotropen Glutamatrezeptor (iGluR) zu
modifizieren und das Substrat des Rezeptors, Glutamat, ko-
valent daran anzubinden. Die cis- oder trans-Konformation
des Linkers — die durch Licht gesteuert werden kann — legt
fest, ob das auslosende Glutamat tatsdchlich am aktiven
Zentrum gebunden ist oder nicht.!'* Auf diese Weise wurde
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ein reversibel lichtgesteuerter iGIuR entwickelt, dessen Ak-
tivitédt zeitaufgelost gesteuert werden konnte. Die regulato-
rische Kontrolle tiber die Kanalaktivitdt konnte zur Aufkli-
rung biologischer Phdnomene und fiir Biosensoranwendun-
gen genutzt werden.

5. Photoaktivierbare und lichtschaltbare
Nucleinsduren

Verglichen mit den bisher besprochenen Verbindungs-
klassen ist das Gebiet der photoaktivierbaren und licht-
schaltbaren Nucleinsduren relativ neu. Abgesehen davon,
dass Nucleinsduren die zelluldren Informationstriger sind,
bieten sie zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten wie Genre-
gulation (RNA-Interferenz,'™ Mikro-RNAs,'>) RNA-
Schalter,™ Antisensetechnik,"”” DNAzyme!'*®), Modulati-
on der Proteinfunktion (Aptamere,™ DNA/RNA-Koder
(,DNA/RNA decoys“)!'*), molekulare Diagnostik (Mikro-
arrays)!'®! oder die Verwendung als Katalysatoren!'” sowie
als Struktur- oder Funktionseinheiten im Nanometerbe-
reich.l'®! Es sollte an dieser Stelle nicht unerwihnt bleiben,
dass eine Modifizierung der beteiligten Nucleinsdurekompo-
nenten nicht der einzige Weg ist, um die obigen Systeme und
Anwendungen lichtempfindlich zu machen. Um die Genex-
pression mit Licht zu steuern, kann man z.B. auch photoak-
tivierbare Hormone verwenden (siche Abschnitt 3). Weitere
Alternativen sind die Verwendung lichtregulierbarer Pro-
motorsysteme von Pflanzen,'*! das Caging von GAL4VP16
(einem Protein-basierten Transkriptionsaktivator)!'®” oder
lichtabhingige Wirkstofftransportstrategien wie die ,,photo-
chemische Internalisierung®,% bei der Photosensibilisatoren
eingesetzt werden, um die endosomale Freisetzung endo-
cytosierter Molekiile zu erleichtern.

FEine der Strategien zur Herstellung von photoaktivier-
baren Nucleinsduren beruht auf der statistischen Riickgrat-
modifizierung mit photolabilen Schutzgruppen (,,statistical
backbone caging®). In einer bahnbrechenden Untersuchung
von Haselton et al. wurden Plasmid-DNAs, die fiir Luciferase
oder GFP codieren, mit Nv-Gruppen modifiziert
(Schema 12).! Dazu wurde die Plasmid-DNA unter Ben-
zylierungsbedingungen umgesetzt. Wegen dieser unselekti-
ven Bedingungen ergab die Reaktion der Plasmide mit den
photolabilen Schutzgruppen eine statistische Verteilung der
modifizierten Positionen — wohl hauptsédchlich Riickgrat-
Phosphatgruppen. Das fiir GFP codierende Plasmid wurde
z.B. mit ungefihr 270 Nv-Gruppen modifiziert. Die modifi-
zierten Plasmide wurden entweder in Hautzellen einer Ratte
oder HeLa-Zellen eingeschleust und waren vor der Aktivie-
rung mit Licht transkriptionell inaktiv. Bestrahlung mit einem
Laser bei 355 nm induzierte eine von der Strahlungsdosis
abhingige Transkription. Die volle Transkriptionsaktivitét
konnte jedoch nicht wiederhergestellt werden.

In einer neueren Arbeit haben Haselton und Monroe den
Einfluss derart modifizierter DNA auf die Hybridisierung
untersucht.'® In diesen Studien wurde eine photoaktivier-
bare 20-mere Sonden-DNA mit 14 bis 16 Nv-Gruppen und
ein 30-meres Signalmolekiil (molecular beacon) verwendet.
Die Hybridisierung der beiden Komponenten war deutlich
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Schema 12. Eine Strategie, um eine lichtabhingige Genregulation zu
erzielen, ist die statistische Modifizierung der Riickgrat-Phosphatgrup-
pen von Plasmid-DNA, mRNA oder siRNA mit photolabilen Schutz-
gruppen. N = Nucleobase.

abgeschwicht, wenn die Sonden-DNA inaktiviert war, und
nach Bestrahlung blieben zwei bis vier photolabile Schutz-
gruppen zuriick. Diese sind fiir die unvollstindige Wieder-
herstellung der Hybridisierung im Vergleich zur unmodifi-
zierten Kontroll-DNA verantwortlich.

Die gleiche Strategie der Riickgrat-Modifizierung wurde
von Okamoto und Mitarbeitern verwendet, um Bhc-ge-
schiitzte GFP-mRNA (ca. 30 Stellen in einer 1-kb-RNA) zu
erzeugen (Schema 12).1%! Die Bhe-geschiitzte mRNA wurde
in Zebrafischembryonen im Einzellstadium injiziert und
stellte sich als bemerkenswert stabil heraus. Die modifizierte
mRNA war vor der Photofreisetzung translationell fast in-
aktiv. Wieder konnte durch Bestrahlung die Translationsak-
tivitdt im bestrahlten Teil des Embryos teilweise zuriickge-
wonnen werden, ungeachtet der bekannten Tatsache, dass im
Einzellstadium injizierte mRNA {berall im gesamten em-
bryonalen Korper verteilt wird. In dieser Studie wurde auch
Bhce-geschiitzte Plasmid-DNA hergestellt und im Einzellsta-
dium injiziert, aber anders als die photoaktivierbare mRNA
war die photoaktivierbare DNA nicht gleichméBig in allen
Zellen verteilt, sondern mosaikartig. Dennoch wurde auch in
diesem Fall eine Expression fast ausschlieSlich nach der Ak-
tivierung mit Licht beobachtet. In Folgeuntersuchungen be-
fasste sich die gleiche Arbeitsgruppe mit der Verbesserung
des Herstellungsverfahrens und der Handhabbarkeit."”"!
Erste Versuche, diese Methode zur Untersuchung der Hirn-
entwicklung in Zebrafischembryonen zu nutzen, sind bereits
durchgefiihrt worden.!"*17!]

Die Strategie der statistischen Riickgratphosphatmodifi-
zierung mit photolabilen Schutzgruppen wurde kiirzlich von
Friedman et al. auf kurze interferierende RNA (short inter-
fering RNA, siRNA) angewendet (Schema 12).'"? siRNA-
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Molekiile sind die Schliisselkomponenten bei der RNA-In-
terferenz, einer sehr leistungsfihigen und allgemein an-
wendbaren Methode zur Genregulation.*¥ Die doppel-
stringige siRNA wechselwirkt mit dem RNA-induzierten
Silencing-Komplex (RISC), der dann zellulire mRNA, die
die gleiche Sequenz wie einer der siRNA-Stringe aufweist,
abbaut. Der Ansatz von Friedman und Mitarbeitern zielt
darauf, die Wechselwirkung zwischen der photoaktivierbaren
siRNA und dem RISC-Komplex zu verhindern. Die einge-
setzte photoaktivierbare siRNA enthielt im Mittel 1.4 pho-
tolabile Schutzgruppen pro Duplex. Als Modellsystem wurde
die Down-Regulation der GFP-Expression in HeLa-Zellen
gewihlt. Es zeigte sich, dass die photoaktivierbare siRNA
nicht vollig inaktiv war, aber durch Bestrahlung vollstdndig
aktiviert werden konnte. Durch Einfithrung von mehr pho-
tolabilen Schutzgruppen wurde die siRNA inaktiv, allerdings
konnte nun durch Bestrahlung nicht mehr die volle Aktivitét
wiederhergestellt werden.

Der grofite Vorzug der Methode der statistischen Riick-
gratmodifizierung mit photolabilen Schutzgruppen besteht
zweifelsohne in der einfachen Ausfiithrung. Jedoch konnte ein
eindeutiges An/Aus-Verhalten bislang nicht realisiert werden
— zumindest nicht mit den bisher eingesetzten Modifizie-
rungsreaktionen und photolabilen Schutzgruppen.

Ein alternativer Ansatz, der diese Nachteile vermeidet,
besteht darin, photoaktivierbare Gruppen an definierten
Positionen in Nucleinsduren einzufiihren. Tatsédchlich ver-
wendeten MacMillan et al. schon ein Jahr vor den oben be-
schriebenen Experimenten von Haselton et al. 2-modifizierte
RNA, um die Reaktion eines Ribozyms mit Licht zu steuern
(Schema 13)." Ribozyme sind RNA-Sequenzen mit kata-

o 0o 0 O OH o_ 0
eO:.,,lln V(\/ n 90,,,4‘:/ =) \, \<
Q/ ‘\0 N02 Qj §c) OH o 0

MacMillan!'73175] (5 = 0, R = Adenin), Pitsch!'?”) (n = 1,R = Cytosin)
Lichtregulation einer Ribozymreaktion mit einem photoaktivierbaren Substrat

Schema 13. Zwei hnliche Ansitze wurden beschrieben, um die RNA-
Spaltung durch ein Ribozym durch Schiitzen der Substrat-RNA mit
einer photolabilen Gruppe lichtabhingig zu machen.'”>"””l MacMillan
et al. nutzten diese Methode, um die Anordnung des Spliceosom-Kom-
plexes zu untersuchen.!'”!

lytischer Aktivitit.'” Im vorliegenden Fall wurde das Ham-
merhead-Ribozym verwendet, das RNA spalten kann.['’¥
Dazu ordnet es die Substrat-RNA durch Basenpaarung so an,
dass der Angriff einer der 2’-OH-Gruppen im Substrat auf
den benachbarten 3'-Phosphatdiester begiinstigt wird. Uber
die Bildung einer cyclischen Phosphatspezies wird der Sub-
strat-RNA-Strang gespalten. Die nucleophile 2'-OH-Gruppe
im Substrat, die fiir die Spaltungsreaktion essenziell ist, wurde
in dieser Studie mit einer Nitrobenzylgruppe blockiert, und
tatsichlich wurde das photoaktivierbare Substrat nicht mehr
durch das Ribozym umgesetzt. Nach der Photolyse wurde das
photoaktivierbare Substrat im gleichen Ausmal} gespalten
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wie das unmodifizierte Substrat. In einer spdteren Untersu-
chung verwendeten MacMillan et al. diese Technik zur Un-
tersuchung des Spliceosom-Mechanismus.'”! Das Spliceosom
verarbeitet die pri-mRNA, die unmittelbar nach der Tran-
skription gebildet wird, indem es deren Introns (Teile der pra-
mRNA, die nicht den Zellkern verlassen werden) entfernt.
Da sich das Spliceosom, das aus mehreren proteinogenen
Untereinheiten und RNA-Untereinheiten besteht, nur um
die betreffende prai-mRNA herum anordnet (ATP-abhingig
und schrittweise), ist es normalerweise nicht moglich, seinen
Zusammenbau unabhéngig von seiner katalytischen Reakti-
on zu untersuchen. Durch Schiitzen einer erneut als Schliis-
selnucleophil fungierenden 2'-OH-Gruppe im pra-mRNA-
Substrat mit einer photolabilen Gruppe, gelang es, einen
Haltepunkt in der sonst konzertiert ablaufenden Reaktion
einzufiihren und den Zusammenbau des Spliceosoms isoliert
zu untersuchen.

Fiir Anwendungen in der Synthese untersuchten Pitsch
und Mitarbeiter verschiedene Schutzgruppen fiir die 2'-OH-
Gruppe der RNA. In den Tests zeigte sich unter anderem,
dass 2'-O-[(Triisopropylsilyl)oxy]methyl (TOM) als Schutz-
gruppe der etablierten (tert-Butyl)dimethylsilyl(TBDMS)-
Schutzgruppe iiberlegen ist.!'’ Als eine Alternative zu Silyl-
Schutzgruppen fiir die 2’-OH-Gruppen wurden auch photo-
labile Schutzgruppen wie die NPEOM-Gruppe ([1-(2-Nitro-
phenyl)ethoxy]methyl) identifiziert (Schema 13).""! Dabei
wurde nicht iibersehen, dass diese Derivate — abgesehen von
ihrem Einsatz in der Synthese — auch verwendet werden
konnen, um RNA lichtaktivierbar zu machen. Als Testsystem
fungierte wiederum eine Ribozymreaktion, und mit dem ge-
schiitzten Substrat fand keine Reaktion statt. Nach der Pho-
tolyse war das Ribozym vollstiandig aktiv. Fiir die 2’-Position
der RNA ist die NPEOM-Gruppe eine bessere Schutzgruppe
als Nitrobenzyl, weil sie chemisch orthogonal zu den Silyl-
Schutzgruppen fiir die 2’-Positionen der anderen Nucleoba-
sen ist. Diese werden nach der RNA-Festphasensynthese mit
Fluorid entschiitzt, wobei auch die Nitrobenzylgruppen teil-
weise gespalten werden.

Die Beispiele von MacMillan und Pitsch zeigen schon
sehr deutlich, dass ein ortsspezifischer Einbau photolabiler
Gruppen ein ,,bindres“ Aus/An-Verhalten vor und nach Be-
strahlung ermoglicht — bei einem etwas hoheren Synthese-
aufwand —, sie lieen aber noch die charakteristische Eigen-
schaft der Nucleinsduren intakt: die Fahigkeit, Watson-Crick-
Wechselwirkungen einzugehen. Nach unserer Auffassung
spielen die Nucleobasen bei der Mehrzahl der DNA- und
RNA-basierten Anwendungen die zentrale Rolle — aus dem
einfachen Grund, weil in ihnen die in der Nucleinsdure ent-
haltene Information codiert ist. Daher haben wir damit be-
gonnen, photoaktivierbare Nucleinsduren herzustellen und zu
erforschen. In einer ersten Studie modifizierten wir ein Thy-
midin an der O*Position mit einer photolabilen NPP-Gruppe
(T™) und fithrten es in ein DNA-Oligonucleotid ein
(Schema 14, oben rechts).'” Die modifizierte Position kann
als eine temporidre Fehlpaarung (mismatch) angesehen
werden. Wir konnten nachweisen, dass es mit nur einer der-
artigen lokalen Storung gelingt, die T7-RNA-Polymerase
daran zu hindern, ihre Promotorregion in der Duplex-DNA
zu erkennen, und damit die Transkription der DNA vdéllig zu
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Schema 14. Bausteine zur Herstellung von Nucleinsiuren, die photolabile Gruppen an den Nucleobasen tragen. Die resultierende modifizierte
DNA oder RNA wurde fiir die auf der rechten Seite angegebenen Anwendungen eingesetzt.

unterbinden. Nach der Photolyse wurde die gleiche Menge an
RNA-Transkripten gebildet, wie es bei der unmodifizierten
DNA der Fall war. Der gleiche inaktivierte T"""-Rest wurde
dann in ein DNA-Aptamer eingefiihrt, das selektiv Thrombin
(eine der Schliisselsubstanzen in der Blutgerinnungskaskade)
bindet und inhibiert."””) DNA- oder RNA-Aptamere sind
einzelstrangige Nucleinsduren, die durch evolutionidre Me-
thoden erhalten werden und mafBgeschneiderte Eigenschaf-
ten wie die selektive Bindung und Hemmung von Proteinen
aufweisen konnen.'™ Im Aptamer war das photoaktivierbare
Thymidin nicht mehr fiir spezifische Wechselwirkungen mit
dem Thrombin verfiigbar, auch wenn die Sekundérstruktur,
ein G-Quadruplex, unversehrt geblieben war. Die Auswahl
der zu modifizierenden Position war moglich, weil die an der
Wechselwirkung mit der Zielverbindung Thrombin beteilig-
ten Positionen gut bekannt waren. In einer weiteren Studie
verwendeten wir den photoaktivierbaren dG"*"-Rest
(Schema 14, oben rechts), um DNA-Oligonucleotide, die eine
G-Quadruplexstruktur bilden konnen, zu modifizieren.!'"
Mit diesem Ansatz lassen sich ansonsten aktive Nucleinsédu-
ren auf sehr einfache Weise temporir blockieren. Um die
exakte Lage des aktiven Zentrums zu ermitteln sind norma-
lerweise sehr aufwindige Strukturuntersuchungen notig,
sodass es oft leichter ist, Sekundirstrukturelemente zu be-
stimmen und wenige photolabile Schutzgruppen an Schliis-
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selpositionen einzufithren, um die Nucleinsdure daran zu
hindern, ihre aktive Konformation einzunehmen.

In einer dhnlichen Studie, und etwa zur selben Zeit, ver-
wendeten Schwalbe und Pitsch den GN®-Rest (Schema 14,
unten rechts), um die Kinetik der Tertidrstrukturfaltung einer
bistabilen 20-meren RNA-Sequenz mit NMR-Spektroskopie
in Echtzeit zu verfolgen."® Dieser Ansatz wurde von Sil-
verman et al. weiterentwickelt, die als erste einen vollstidn-
digen Satz von photoaktivierbaren RNA-Resten syntheti-
sierten, in denen die Nucleobasen an ihrer Watson-Crick-
Wasserstoffbriickenwechselwirkungsfliche jeweils mit NPE-
Gruppen modifiziert waren (Schema 14, unten rechts).'¥
Wiederum wurden diese photoaktivierbaren Reste einge-
setzt, um die Faltung der RNA zur Tertidrstruktur zu unter-
suchen.

Nucleinsduren mit geschiitzten Nucleobasen wurden auch
in der Arbeitsgruppe um Dmochowski erforscht.® Thr
Ansatz bestand darin, einen Cytidinrest mit einem Fluores-
zenzloscher (DABSYL) iiber einen photolabilen, von NPE
abgeleiteten Rest zu modifizieren (Schema 14, unten links).
In diesem Fall ist die photolabile Schutzgruppe nicht nur fiir
die Modulation des Wechselwirkungsvermogens der Nucle-
insdure zustdndig, sondern sie 16st aulerdem die Fluoreszenz
bei einem basenmodifizierten benachbarten Cytidin aus, das
eine Fluoresceineinheit tragt. Der Vorteil dieses Systems ist,
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dass das Ergebnis der Photofreisetzung z.B. unter einem
konfokalen Mikroskop direkt beobachtet werden kann. Es
konnte gezeigt werden, dass sich dieses System zur Photo-
modulation einer Primerverlingerungsreaktion eignet.!'™!

Die Arbeitsgruppe von Perrin setzte schliellich einen
AduBerst unkonventionell inaktivierten Adenosinrest ein, um
die Aktivitit eines DNAzyms zu photomodulieren
(Schema 14, oben links).'*"! Dabei handelt es sich um einen
der seltenen Fille einer spurlosen (,traceless®) photoakti-
vierbaren Schutzgruppe, die nach der Spaltung nur eine C-H-
Bindung zurticklasst.

Interessanterweise hatten Rebek et al. schon vor ldngerer
Zeit ein photoaktivierbares Adenosinderivat hergestellt und
zur Lichtmodulation der Selbstreplikation verwendet; aller-
dings fiihrten sie dieses Derivat nicht in Nucleinsiuren ein.!'*”!

Wihrend die oben beschriebenen Untersuchungen eine
zeitweilige Maskierung der Nucleinsdureaktivitdt zum Ziel
haben, existiert auch eine recht umfangreiche Literatur iiber
eine als ,,photoaktivierbare Strangbriiche“ (,,caged strand
breaks®) bezeichnete Methode. Die Idee, durch Bestrahlung
Einzelstrangbriiche (nicks) in die DNA einzufiihren, ist nicht
new,!® jedoch wurde die Technik unter anderem durch die
Arbeiten von Taylor et al. deutlich verbessert. In einer sehr
frihen Studie wurde der in Schema 15 (oben links) gezeigte
ortho-Nitrobenzol-Rest fiir die photoinduzierte DNA-Hy-
bridisierung verwendet.'®! Die gleichen Autoren entwickel-
ten spéter einen anderen Rest (Schema 15, oben Mitte), der
nach lichtinduziertem Strangbruch 3’-Hydroxy- und 5’-Phos-
phat-terminierte Strdnge erzeugen kann, die — nach einer
moglichen Umgruppierung — fiir eine nachfolgende Ligation
verfiigbar sind."””! Wieder andere Reste (z.B. in Schema 15
oben links und rechts) liefern durch Bestrahlung sowohl am
3'- als auch am 5'-Ende Phosphatgruppen.['”1*?! Inzwischen
sind viele andere Methoden entwickelt worden, um photo-
aktivierbare Strangbriiche zu realisieren (Schema 15 gibt eine
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Ubersicht). In dem von Sheppard et al. eingefiihrten System
wird nach der Photoaktivierung ein 2’-Desoxyribonolacton
gebildet, das weiter eliminieren kann.'**'*! Zur Bildung einer
abasischen Stelle in der RNA ist ein dhnliches System vor-
handen.™ Einige Systeme erfordern eine zusitzliche Be-
handlung nach der Photoaktivierung,['**'¥l

Ein an spezifischen Stellen durch Licht induzierter DNA-
Strangbruch gelang auch mit einem vollig anderen Ansatz,
bei dem photoaktivierbares Mg®" (in Form eines DM-Nitro-
phen-Komplexes, sieche Abschnitt 3 und Schema 7) zusam-
men mit dem Restriktionsenzym Smal (das Mg*" fiir seine
Restriktionsaktivitit benétigt) und freiem Ethylendiamin-
tetraacetat (EDTA) eingesetzt wurde.'”” Gestreckte DNA-
Doppelstinge wurden unter einem Mikroskop lokal be-
strahlt, wodurch ein kurzer ,,Blitz“ von Mg**-Ionen freige-
setzt wurde, die dann wieder durch EDTA komplexiert
wurden. Wihrend dieser Zeit konnte das Restriktionsenzym
die DNA schneiden — aber nur in der bestrahlten Region. Der
Radius dieser aktiven Region konnte iiber die EDTA-Kon-
zentration eingestellt werden.

Das Konzept der reversiblen Photoschalter wurde eben-
falls schon auf Nucleinsduren iibertragen — vornehmlich
durch Komiyama et al. In einer Reihe von Untersuchungen
wurde der in Schema 16 gezeigte Nucleosidersatz verwendet,
der mit einer Azobenzolgruppe derivatisiert ist.?**?*! Durch
Bestrahlen der trans-konfigurierten Form konnte bei einem
oktameren Poly-dA die Schmelztemperatur des Duplexes mit
einem Tg-Gegenstrang um 8.9°C verringert werden. Durch
Bestrahlen mit sichtbarem Licht wurde der Effekt vollstiandig
umgekehrt.?™ Mit dieser Technik ist es moglich, die DNA-
Duplex- oder sogar DNA-Triplexbildung®! reversibel zu
storen. Ein derartig modifiziertes Oligodesoxynucleotid kann
z.B. als lichtabhéngiger Modulator einer DNA-Polymerase-
reaktion fungieren: Durch Anbindung eines modifizierten
Oligodesoxynucleotids in der Primerverldngerungsregion lief3
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Schema 15. Uberblick iiber unterschiedliche Ansétze zur Erzeugung von DNA-Strangbriichen durch Bestrahlung. Die schwarzen Balken markieren,
welche Bindung letztlich gebrochen wird (manchmal nach einer zusitzlichen Behandlung). Die Strategie in der Mitte oben liefert ligierbare 3'-

Hydroxy-terminierte und 5'-phosphorylierte Enden. N = Nucleobase.
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Schema 16. Reversibel photoschaltbarer Nucleotidersatz mit einer Azobenzolgruppe. N = Nucleobase.

sich die Primerverldngerung am 5-Ende anhalten (die ver-
wendete T7-DNA-Polymerase hat keine 5 —3'-Exonuc-
leaseaktivitit).?” Wihrend sich die planare trans-Azoben-
zoleinheit gut innerhalb der DNA-Doppelhelix stapeln kann,
hat das durch die Bestrahlung gebildete cis-Isomer eine he-
licale Form und schwicht die Basenpaarung am 5'-Ende des
als Modulator wirkenden Oligodesoxynucleotids, sodass die
Polymerase imstande ist, den Modulator zu verdrédngen. Ab-
hingig von der Konformation des Modulators wurde daher
entweder ein Produktstrang in voller Linge oder ein ver-
kiirzter Strang gebildet. Desgleichen war es moglich, die
Transkription mit T7-RNA-Polymerase®! oder SP6-RNA-
Polymerase®! durch Einschleusen des Azobenzol-Rests in
den doppelstrangigen Promotor oder in die TATA-Box-
Region durch Licht zu steuern.

Etwa zeitgleich zu der Veroffentlichung von Komiyama
und Mitarbeitern zeigten Lewis et al., dass ein durch einen
Stilbendiether verkniipftes Bisoligonucleotidkonjugat die
Bildung von DNA-Haarnadeln induzieren kann.*™ Vor
kurzem verwendeten Sen et al. die Komiyama-Methode, um
ein lichtregulierbares RNA-spaltendes Desoxyribozym her-
zustellen;?® durch Bestrahlen mit Licht unterschiedlicher
Wellenlédngen erzeugten sie Katalysegeschwindigkeiten, die
sich um das fiinf- bis sechsfache unterschieden.
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Zum Abschluss sollen zwei weitere Anwendungsmog-
lichkeiten besprochen werden, auch wenn es sich dabei genau
genommen nicht um photoaktivierbare Nucleinsduren han-
delt. Zwar sind die Nucleinsduren in diesen Systemen eben-
falls mit einer photolabilen Gruppe modifiziert, es ist aber
nicht die Nucleinsdure, die durch Bestrahlung freigesetzt
wird. Saito etal. verwendeten hierbei eine Molecular-
Beacon-Strategie zur bedingten Photofreisetzung
(Schema 17).2*! Hierfiir wurde eine Einzelstrang-DNA, die
eine Stamm-Schleife-Struktur bildet, am 5'-Ende mit einem
Naphthalin-Quencher und am 3’-Ende mit einer photospalt-
baren pHP-Gruppe, die mit Biotin als Wirkstoffmodell ver-
bunden war, modifiziert. In diesem Stamm-Schleife-Zustand
befindet sich der Fluoreszenzloscher in unmittelbarer Néhe
der photoaktivierbaren Gruppe, weshalb bei Bestrahlung
keine Bindungsspaltung stattfindet. In Gegenwart eines
komplementdren DNA-Strangs wird die Stamm-Schleife-
Struktur gedffnet, sodass sich der Fluoreszenzloscher von der
p-Hydroxyphenacyl-Einheit wegbewegt, die nun wie ge-
wohnlich bei Bestrahlung zerfillt und den gebundenen
Wirkstoff freisetzt. In einer dhnlichen Studie kombinierten
Tanabe und Nishimoto einen photospaltbaren ortho-Nitro-
benzyl-Linker mit einem Naphthylamin-Quencher, der auf
langwelligeres und damit weniger schidliches Licht an-
spricht.*'"

HN  NH Ziel-DNA
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Schema 17. Beispiel fiir bedingte Photofreisetzung; ohne modulierende Ziel-DNA befindet sich der Fluoreszenzléscher in der unmittelbaren Um-

gebung des photolabilen Linkers und blockiert die Bindungsspaltung.’?®
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Verwendung photolabiler Gruppen hat sich von einer
organischen Synthesestrategie zu einer wertvollen Methode
zur Untersuchung biologischer Vorginge entwickelt. Obwohl
schon vor 30 Jahren iiber die Caging-Technik berichtet wurde,
haben die Forschungen besonders wéhrend der letzten fiinf
Jahre eine rasante Entwicklung erfahren. Eine Anzahl
neuerer Arbeiten widmet sich der Untersuchung von photo-
aktivierbaren Biomolekiilen wie Peptiden, Proteinen und
Nucleinséduren. Etliche Studien befassten sich auferdem mit
der neuronalen Signaliibertragung mit photoaktivierbaren
Effektormolekiilen, wobei dieser Ansatz bereits Einblicke in
die Biologie der Rezeptoren und Ionenkanéle gibt und die
raumlich-zeitliche Zuordnung neuronaler Aktivierungsstel-
len sowie die Verfolgung synaptischer Strome ermoglicht.
Niedermolekulare photoaktivierbare Effektoren sind bereits
kommerziell erhiltlich, was deren Anwendung ungemein er-
leichtert. In den néchsten Jahren wird es spannend sein zu
sehen, wie der Caging-Ansatz dazu beitragen kann, neue
Prinzipien und Funktionen von Biomolekiilen zu entdecken.

Weiterentwicklungen von Synthesestrategien, z.B. die
Synthese neuer photolabiler Einheiten, die perfekt an die
zelluldire Umgebung angepasst sind, und die Verfiigbarkeit
hoch entwickelter Analyseinstrumente ermoglichen die
genaue Untersuchung biologischer Funktionen hinsichtlich
Zeit und Ort. Wir sind davon iiberzeugt, dass eine fruchtbare
Zusammenarbeit von Synthesechemikern und Biologen zu
raschen Fortschritten auf diesem Gebiet fithren wird. Die
Caging-Technik konnte sich zu einer unschétzbaren Methode
zur rdumlich-zeitlichen Aufkldarung von Signalkaskaden ent-
wickeln.
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Online veroffentlicht am 7. Juli 2006
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