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Abstract: 2’3’-zyklisches GMP-AMP (cGAMP) ist ein
zyklischer Dinukleotid-Botenstoff, bei dem Guanosin
und Adenosin durch eine 3’-5’- und eine 2’-5’-Phospho-
diester-Bindung verbunden sind. Es wird im Zytosol bei
der Erkennung pathogener DNA durch das Enzym
Guanosin-Monophosphat-Adenosin-Monophosphat-
Synthase (cGAS) gebildet. cGAMP bindet anschließend
an das Adapterprotein Stimulator der Interferon-Gene
(STING), um eine angeborene Immunantwort auszulö-
sen, die zur Produktion von Typ-I-Interferonen und
Zytokinen führt. STING-Agonisten sind ein vielverspre-
chender Ansatzpunkt für eine immunonkologische
Krebstherapie. Eine besondere Herausforderung bei
zyklischen Dinukleotid-STING-Agonisten sind die bei-
den negativen Ladungen der Phosphodiester-Bindun-
gen, die die Fähigkeit, Zellmembranen zu durchdringen,
stark einschränken. Die Entwicklung zellpermeabler
STING-Agonisten, die das Immunsystem stimulieren
können und damit ihre krebsbekämpfende Wirkung
verstärken, ist derzeit von größter Bedeutung. Hier
berichten wir über die Entwicklung eines Dideoxy-
Derivats von cGAMP als Phosphotriester-Prodrug, bei
dem die negative Ladung des Phosphatrückgrats durch
einen Thioester maskiert wurde. Wir konnten feststel-
len, dass diese Thioester-geschützte Verbindung eine
drastische Steigerung ihrer zellulären Wirksamkeit auf-
weist, die von EC50=5 μM auf 25 nM ansteigt. Die neue
Verbindung soll eine effiziente Krebstherapie auf der
Basis von STING-Agonisten ermöglichen.

Zyklische Dinukleotide, die ursprünglich in Bakterien ent-
deckt wurden, sind potente sekundäre Botenstoffe, die
inzwischen sowohl in prokaryotischen als auch in eukaryoti-

schen Zellen nachgewiesen wurden.[1–2] Kürzlich wurde be-
obachtet, dass die Präsenz von pathogener DNA im Zytosol,
entweder als Reaktion auf eine Virusinfektion oder auf-
grund der Freisetzung von Kern- oder Mitochondrien-DNA,
zur Bildung des zyklischen Dinukleotids 2’3’-zyklisches Gua-
nosinmonophosphat-Adenosinmonophosphat (cGAMP)
führt (1, Abbildung 1A).[3] Das Molekül wird durch das
Enzym Guanosinmonophosphat-Adenosinmonophosphat-
Synthase (cGAS) nach dessen Bindung an DNA gebildet.
cGAS zyklisiert ein Adenosintriphosphat und ein Guanosin-
triphosphat zu einem zyklischen Dinukleotid mit einer 2’-5’-
und einer 3’-5’-Phosphodiesterbindung. Diese im Zytosol
gebildete Struktur enthält zwei negative Ladungen. Es
bindet eng an ein Transmembranprotein des endoplasmati-
schen Retikulums, den Stimulator der Interferon-Gene
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Abbildung 1. A) cGAMP 1, dd-cGAMP 2 und das für diese Studie
hergestellte Thioester-geschützte zyklische Dinukleotid 3. B) Mechanis-
mus der Abspaltung der Thioester-Schutzgruppe.
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(STING), um eine angeborene Immunantwort auszulösen,
die auf den angegriffenen Zustand der Zelle reagiert.[4–6]

STING-Agonisten, die in der Lage sind, Zellmembranen
zu überwinden, würden eine Möglichkeit bieten, das Im-
munsystem von außen zu stimulieren.[7] Dies wiederum
würde es ermöglichen, eine wirksame immunonkologische
Behandlung als Teil einer Anti-Krebs-Therapie zu etablie-
ren. Versuche, cGAMP oder dessen Derivate, bei denen die
2’- und 3’-Hydroxylgruppen durch Fluoratome oder die
Phosphodiester durch Phosphothioate ersetzt wurden, zu
diesem Zweck einzusetzen, waren jedoch bisher nicht erfolg-
reich.[8–14]

Ein alternativer Ansatz besteht darin, die beiden Phos-
phodiester in Triester-Prodrugs umzuwandeln. Das beseitigt
die Ladung, die das Eindringen in die Zelle behindert.[15]

Wenn der Triester in der Zelle in einen Diester gespalten
werden könnte, würde dies die Freisetzung von cGAMP
oder einem nahen Analogon und die Stimulierung des
STING-Rezeptors ermöglichen. Ein gut etabliertes Konzept
zur Maskierung von Phosphodiestern ist die Umwandlung in
einen thioesterhaltigen Phosphotriester (Abbildung 1).[16–17]

Bei der Abspaltung des Thioesters entsteht nur vier Atome
vom Phosphotriester entfernt ein Thioat, das zur spezifi-
schen Spaltung der gewünschten P� O-Bindung führt (Abbil-
dung 1B). Dieses Konzept hat den Nachteil, dass die 3’- und
2’-Hydroxylgruppen in cGAMP die Phosphotriester in deren
unmittelbarer Nähe schnell angreifen würde, was zu einer
intramolekularen Spaltung der Triester und damit zur Insta-
bilität der Prodrug führt. Um dieses Problem zu umgehen,
müssen die 2’- und 3’-Hydroxylgruppen entweder entfernt
oder z.B. in F-Atome umgewandelt werden. Wir beschlos-
sen, in einem ersten Versuch das Konzept der Entfernung
dieser internen Nukleophile zu untersuchen, was zu der
Zielverbindung Dideoxy (dd)-cGAMP (2, Abbildung 1A) 3
(Abbildung 1A) führte, bei der beide Phosphodiester als
Phosphotriester maskiert sind. Um eine mögliche spätere
Funktionalisierung der Triester-Schutzgruppe zu erleichtern,
z.B. für die Anbringung von dirigierenden Einheiten durch
Klick-Chemie, um die Effizienz der Bereitstellung zu erhö-
hen, beschlossen wir, die Schutzgruppe mit einer zusätzli-
chen terminalen Alkinfunktionalität auszustatten, indem wir
einen 5-Hexinsäurethioester (HTE) (Abbildung 1A) an die
Phosphodiester anfügten. Auf diese Weise entsteht eine
neue Thioester-Schutzgruppe, die durch Klickreaktion funk-
tionalisiert werden kann. Wir haben bereits gezeigt, dass
Klick-Reaktionen an Oligonukleotiden mit außergewöhnli-
cher Effizienz ablaufen.[18–20] Synthetisch haben wir zunächst
die Referenzverbindung dd-cGAMP 2 hergestellt, über die
wir bereits berichtet haben.[21] Die Synthese des doppelt
HTE-geschützten dd-cGAMP 3 begann mit Nukleosid 4
(Schema 1A), das gemäß den veröffentlichten Verfahren
synthetisiert wurde (siehe Vorstufen in der SI).[21–24] Da wir
einen Thioester zur Abschirmung der negativen Ladung der
Phosphate verwenden wollten, mussten wir eine Schutzgrup-
penstrategie für die exozyklischen Amine von Guanosin und
Adenosin finden, die mit den Thioestern kompatibel ist. Wir
entschieden uns für eine photolabile Schutzgruppe (PSG),
ein 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-Derivat (Schema 1C), für
die N2-Position von Guanosin und die N6-Position von

Adenosin. Erstens ist diese PSG orthogonal zu anderen
Schutzgruppen, die für die Synthese von 3 verwendet wer-
den, zweitens ist sie während der gesamten Synthese von 3
stabil und drittens lässt sie sich leicht durch Licht entfernen.
Wir verwendeten kommerziell erhältliches 4,5-Dimethoxy-2-
nitrobenzyl (Schema 1C, 5) als Ausgangspunkt und stellten
zunächst das aktivierte PSG 6 her. PSG 6 wurde dann mit
einem Kronenether unter basischen Bedingungen an der
N2-Position von 4 eingebaut, um das photolabil geschützte
3’-Deoxyguanosin 7 zu erhalten. Die TBS-Gruppen von 7
wurden entfernt, das 5’-Hydroxyl wurde als 4,4’-Dimethoxy-
tritylether geschützt, und das 3’-Hydroxyl wurde phosphity-
liert, um Phosphoramidit 8 zu erhalten. Die HTE-Schutz-
gruppe (Schema 1D, 9) wurde mit 5-Hexinsäure 10 und 2-
Mercaptoethanol 11 hergestellt und mit dem 5-(Benzylthio)-
1H-tetrazol (BTT)-Aktivator an das Phosphoramidit 8
(Schema 1A) gekoppelt. Das Phosphoramidit wurde oxidiert
und schließlich wurde die Dimethoxytrityl (DMTr)-Gruppe
an der 5’-Position unter sauren Bedingungen entfernt, wo-
durch Phosphotriester 12 entstand. Als nächstes gingen wir
zum 2’-Desoxyadenosin-Baustein über und beschlossen, die-
selbe PSG, die wir für die N2-Position von Guanosin
verwendet hatten, zum Schutz der N6-Position von Adeno-
sin einzusetzen. Die aktivierte PSG 6 wurde in ähnlicher
Weise wie beim 3’-Desoxyguanosin an das N6 des TBS-
geschützten Adenosins 13 (Schema 1B) eingebaut. Die TBS-
Gruppen wurden anschließend entfernt, und das 5’-Hydro-
xyl wurde als 4,4’-Dimethoxytritylether geschützt, um Ade-
nosin 14 zu erhalten. Das Nukleosid wurde mit dem HTE-
Phosphor-Reagenz 15 (hergestellt aus 9) phosphityliert,
wodurch HTE-Phosphoramidit 16 entstand. Der Guanosin-
Baustein 12 und der Adenosin-Baustein 16 wurden mit BTT
an das Phosphor-Rückgrat des Adenosins und an das 5’-
Hydroxyl des Guanosins gekoppelt. Durch Oxidation des
Phosphoramidits und Entfernung der DMTr-Gruppe am 5’-
Hydroxyl entstand das linear gekoppelte Dinukleotid 17.
Die Cyanoethylgruppe wurde entfernt, gefolgt von einer
Zyklisierung, die zu dem zyklischen Dinukleotid 18 führte.
Schließlich wurden die PSGs entfernt, um bis-HTE-dd-
cGAMP 3 zu erhalten.

Anschließend untersuchten wir, ob die neu entwickelten
HTE-Phosphotriester-Schutzgruppen an 3 durch Carboxyl-
esterase-1 (CES1) gespalten werden, ein Enzym, das in
Zellen mit hoher Stoffwechselaktivität wie Leberzellen,
Monozyten, Makrophagen und Lungenzellen in erhöhtem
Maße exprimiert wird und sogar in bestimmten Arten von
Krebszellen wie Gallenblasen- und Leberkrebs überexpri-
miert ist.[25–27] Für das Experiment wurde 3 mit dem gereinig-
ten CES1-Enzym inkubiert und die Reaktion mittels HPLC
verfolgt (Abbildung 2A). Zu unserer Freude konnten wir
feststellen, dass die HTE-Gruppen tatsächlich effizient ge-
spalten wurden (Abbildung 2A). Das Enzym spaltet den
Thioester, gefolgt von der erwarteten Spaltung der richtigen
P� O-Bindung (Abbildung 1B). Deutlich sichtbar ist die
zeitabhängige Reduktion von bis-HTE-dd-cGAMP 3 (oran-
ge gepunktetes Kästchen) und die gleichzeitige Bildung
zunächst des mono-geschützten Zwischenprodukts (schwarz
gepunktetes Kästchen), bei dem nur eine HTE-Gruppe
gespalten wurde, und anschließend von dd-cGAMP 2 (blau
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Schema 1. A) Synthese von 3’-Deoxyguanosin 12. B) Synthese von bis-HTE-dd-cGAMP 3. C) Synthese der photolabilen Schutzgruppe 6.
D) Synthese der HTE-Schutzreagenzien 9 und 15. Bedingungen: a) 6, 18-Krone-6, NaH, THF, 0 °C – rt, 14 h, 61% Ausbeute; b) TBAF, THF, rt, 14 h,
84% Ausbeute; c) DMTrCl, DMAP, Pyridin, rt, 2 d, 77% Ausbeute; d) 2-Cyanoethyl N,N,N’,N’-tetraisopropylphosphorodiamidit, DIPAT, CH2 Cl2, rt,
über Nacht; e) 1. BTT, CH3 CN, rt, 2 h. 2. TBHP, rt, 30 min; f) 3% v/v DCA, CH2 Cl2, rt, 10 min, 58% Ausbeute; g) 7, 18-Krone-6, NaH, THF, 0 °C –
rt, 24 h, 85% Ausbeute; h) TBAF, THF, rt, über Nacht, 62% Ausbeute; i) DMTrCl, DMAP, Pyridin rt, 2 d, 82% Ausbeute; j) 16, DIPAT, CH2 Cl2, rt,
über Nacht; k) 1. 12, 16, BTT, CH3 CN, rt, 2 h. 2. TBHP, rt, 30 min; l) 3% v/v DCA, CH2 Cl2, rt, 10 min, 75% Ausbeute; m) tBuNH2, CH3 CN rt,
30 min, 71% Ausbeute; n) 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonylchlorid, NMI, THF, rt, 2 d, 58% Ausbeute; q) hν (365 nm), CH3 CN, rt, 12 min, 63%
Ausbeute p) CDI, THF, 0 °C, 1 h, rt, 30 min, 71% Ausbeute; q) DCC, CH3 CN, 0 °C – rt, über Nacht, 62% Ausbeute; r) Bis(diisopropylamino)chlo-
rophosphin, Et3 N, Et2 O, rt, 18 h, 92% Ausbeute. PSG: photolabile Schutzgruppe.

Abbildung 2. A) HPLC-Chromatogramme der in vitro-Spaltung von Bis-HTE-dd-cGAMP 3 durch das Enzym CES1 nach 0 Stunden (oben) und
24 Stunden (unten). Die Menge an 3 nimmt mit zunehmender Inkubationszeit in Gegenwart von CES1 ab (orange gestricheltes Kästchen).
Gleichzeitig nimmt die Menge des ungeschützten dd-cGAMP 2 mit der Inkubationszeit zu (blau gestricheltes Kästchen) (siehe Abbildung S1für
weitere Zeitpunkte). Während der Spaltung wird ein Zwischenprodukt beobachtet, das eine HTE-Schutzgruppe trägt (schwarzes gestricheltes
Kästchen). B) Extrahierte Ionenchromatogramme, die die intrazelluläre Spaltung in THP1-Zellen nach 30 Minuten (oben) und 4 Stunden (unten)
von 3 (links) bis 2 (rechts) darstellen. Nach 30 Minuten ist ein Peak für 3 und ein kleiner Peak des gespaltenen dd-cGAMP 2 zu sehen. Nach
4 Stunden ist ein kleiner Peak für 3, aber ein größerer Peak für 2 zu beobachten.
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gepunktetes Kästchen) mit seinen zwei negativen Ladungen
(Abbildungen 2A und S1). Alle drei in der HPLC nachge-
wiesenen Spezies wurden während der Messung gesammelt
und durch LC–MS-Analyse identifiziert (Abbildung S2).
Wir konnten kein weiteres Reaktionsprodukt feststellen,
was zeigt, dass die Spaltung ein sauberer Prozess ohne die
Bildung von linearisierten Dinukleotid-Nebenprodukten ist.
Solche Verbindungen würden auf eine unerwünschte P� O-
Bindungsspaltung der 2’- oder 3’-Desoxyribose-Einheiten
hinweisen. Als nächstes haben wir die intrazelluläre Spal-
tung der HTE-Gruppen untersucht. Für dieses Experiment
behandelten wir THP1-Zellen mit bis-HTE-dd-cGAMP 3
und ernteten sie zu verschiedenen Zeitpunkten. Anschlie-
ßend extrahierten wir die zellulären Metaboliten, stellten
eine Fraktion mit angereicherten kleinen Molekülen her
und analysierten sie mittels HPLC-MS (Abbildung 2B) un-
ter Verwendung der entsprechenden Massenfilter. Nach
30 Minuten (Abbildung 2B, oben) kann ein Peak für 3
(Abbildung 2B, links) und ein kleiner Peak des Spaltpro-
dukts 2 (Abbildung 2B, oben) nachgewiesen werden. Nach
4 Stunden (Abbildung 2B, unten) war bereits eine beträcht-
liche Menge von 3 in die vollständig entschützte Verbindung
dd-cGAMP 2 umgewandelt. Eine kleine Menge der ur-
sprünglichen Verbindung konnte jedoch immer noch nach-
gewiesen werden, wahrscheinlich aufgrund des permanenten
Zustroms in die Zellen. Es ist zu beachten, dass das
intrazellulär gebildete dd-cGAMP 2 zu diesem Zeitpunkt
zwei negative Ladungen aufweist, was sein passives Entwei-
chen durch die Zellmembran erschwert. Somit ist dd-
cGAMP 2 gefangen und sammelt sich in der Zelle an.

Um die Fähigkeit der Verbindungen, STING zu aktivie-
ren, zu messen, führten wir eine konzentrationsabhängige
Studie der Interferon (IFN)-Reaktion durch. Zu diesem
Zweck verwendeten wir die Reporterzelllinie THP1-DualTM

(InvivoGen). Diese Zellen verfügen über eine sekretierte
Luziferase unter der Kontrolle eines IFN-responsiven Pro-
motors, so dass die STING-vermittelte Induktion des Signal-
wegs des IFN-regulatorischen Faktors (IRF) über eine
Biolumineszenz-Auslesung überwacht werden kann. Um
sicherzustellen, dass das Luziferase-Signal tatsächlich von
der Aktivierung des STING-Signalwegs abhängt, wurden
auch STING-defiziente THP1-DualTM KO-STING-Zellen
(InvivoGen) mit demselben Reportersystem mit bis-HTE-
dd-cGAMP 3 behandelt, wodurch die Abhängigkeit der
IFN-Produktion von der Anwesenheit von STING vollstän-
dig bestätigt wurde (Abbildung S4).

Die erhaltenen EC50 Kurven und Daten sind in Abbil-
dung 3 und Tabelle 1 dargestellt. Wir haben den zuvor
berichteten EC50 Wert von dd-2’3’-cyclischem Adenosinmo-
nophosphat-Adenosinmonophosphat (cAAMP) einbezogen,
der 15-mal höher ist als die Desoxy-Version des natürlichen
Liganden cGAMP.[21] Die Stammverbindung dd-cGAMP 2
hat jedoch immer noch einen schlechten EC50 Wert von
5 μM, was zeigt, dass sie kaum in der Lage ist, eine
Immunantwort in cellulo und vermutlich auch nicht in vivo
auszulösen. Zu unserer Freude stellten wir jedoch fest, dass
bis-HTE-geschütztes dd-cGAMP 3 einen hervorragenden
EC50 Wert von 25 nM aufweist. Es ist eine Überraschung,
dass die großen HTE-Schutzgruppen die zelluläre Aufnah-

me nicht behindern und dass sie außerdem innerhalb der
Zelle so effizient gespalten werden.

Um ein umfassenderes Verständnis der globalen Auswir-
kungen unseres neuen Wirkstoffs auf Immunzellen zu erlan-
gen, behandelten wir die unmodifizierte Stammzelllinie
THP1 für 18 Stunden mit bis-HTE-geschütztem dd-cGAMP
3, bevor wir eine Proteomanalyse durchführten (Abbil-
dung 4).

Die signifikante Hochregulierung von Proteinen, die rot
hervorgehoben sind, zeigt die Gesamtauswirkung unserer
Behandlung auf das zelluläre Proteom. Zur weiteren Unter-
suchung der biologischen Prozesse, die durch die Behand-
lung beeinflusst wurden, führten wir eine funktionelle An-
notationsgruppierung mit Hilfe der Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DA-
VID) durch.[28] Die Analyse ergab, dass die hochregulierten
Proteine hauptsächlich in drei Gruppen eingeteilt werden
können, die alle mit immunologischen Prozessen in Verbin-
dung stehen. Bemerkenswert ist, dass mit wenigen Ausnah-
men alle hochregulierten Proteine mit mindestens einer
dieser Gruppen verbunden sind, was die signifikante Aus-
wirkung der Behandlung mit bis-HTE-geschütztem dd-
cGAMP 3 auf immunologische Prozesse verdeutlicht. Eine
umfassende Liste der Proteine in diesen Gruppen befindet
sich in Tabelle S1.

Zusammenfassend berichten wir über die Synthese und
biologische Bewertung von dd-cGAMP, bei dem die negati-

Abbildung 3. Dosisabhängige Reaktion von THP1-DualTM Zellen auf dd-
cGAMP 2 (orange) und bis-HTE -dd-cGAMP 3 (grün) im Vergleich zu
dem natürlichen STING-Liganden cGAMP 1 (blau). Die Punkte stellen
den Mittelwert von mindestens drei biologisch unabhängigen Experi-
menten dar, die Schattierung entspricht dem 95%-Konfidenzintervall
(CI).

Tabelle 1: EC50 Werte der Dinukleotide 1–3 und des zuvor berichteten
cGAMP-Analogons dd-cAAMP.[21] Die EC50 Werte stellen den Mittelwert
von mindestens drei biologisch unabhängigen Experimenten in THP1-
DualTM monozytischen Reporterzellen dar.

Verbindung EC50 (nM)

cGAMP (1) 16619�2296
dd-cAAMP 74400�4600[21]

dd-cGAMP (2) 4722�492
Bis-HTE-dd-cGAMP (3) 24.6�1.2
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ven Ladungen der verbindenden Phosphodiester durch Um-
wandlung in HTE-geschützte Phosphotriester entfernt wur-
den. Diese neutrale Verbindung zeichnet sich durch einen
stark verbesserten EC50 Wert aus, wodurch sie sich für die
Entwicklung immunstimulierender Wirkstoffe eignet, die
uns bei der Krebsbekämpfung mit Hilfe immunonkologi-
scher Ansätze helfen kann. Studien zum Konjugieren von
dirigierenden Liganden an Verbindung 3 mittels Klick-
Chemie für eine effiziente Verabreichung sind im Gange.
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