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Die lichtgesteuerte Inhibierung physiologisch relevanter
Protein-Protein-Wechselwirkungen durch geeignete photo-
responsive Liganden erm�glicht es, Signalwege mit hoher
�rtlicher und zeitlicher Aufl�sung in lebenden Zellen oder
kleinen Organen (Skelettmuskelfasern, Gef�ße) zu untersu-
chen. K�rzlich haben wir ein cyclisches Peptid als Mimetikum
eines b-Fingermotivs der neuralen NO-Synthase (nNOS)
beschrieben, das f�r deren Bindung an a-1-Syntrophin aus-
schlaggebend ist.[1] Durch den Einbau eines molekularen
Photoschalters in dieses Modellpeptid erh�lt man einen Li-
ganden, dessen Bindung an Syntrophin mit Licht in vitro ge-
steuert werden kann. In der Skelettmuskulatur bindet nNOS
�ber eine PDZ-Dom�ne an eine PDZ-Dom�ne von a-1-
Syntrophin. Dadurch wird nNOS an den Dystrophin-assozi-
ierten Proteinkomplex in der Plasmamembran gebunden, und
es erfolgt die Produktion des sekund�ren Botenstoffs Stick-
stoffmonoxid (NO) f�r die Muskelkontraktion.[2] Ein Verlust
an dieser sarkolemmalen nNOS f�hrt zu einer funktionalen
Isch�mie im kontrahierenden Muskel, was gew�hnlich bei
Muskelerkrankungen wie Duchenne-Muskeldystrophie
(DMD) oder Becker-Muskeldystrophie (BMD) beobachtet
wird.[3] Wir zeigen hier, dass der photoschaltbare Peptidligand
1 (Abbildung 1) in der Lage ist, in die Zelle zu translozieren,
dass er unter intrazellul�ren Bedingungen ausreichend stabil
ist und in vivo zur Photokontrolle kontrahierender Muskel-
fasern eingesetzt werden kann.

Als molekularer Photoschalter fungiert im nNOS-basier-
ten, photoschaltbaren Peptidliganden 1 die Azobenzol-w-
Aminos�ure 3-((4’-Aminomethyl)phenylazo)benzoes�ure
(3,4’-AMPB).[4] In der trans-Form des Schalters ergibt sich ein
Ligand, der keine Bindung an die PDZ-Dom�ne von a-1-
Syntrophin zeigt, w�hrend die Photoisomerisierung zur cis-
Form zu einer deutlichen Affinit�t des Peptids an das Ziel-
protein a-1-Syntrophin f�hrt (KD = 10.6 mm).[1a] Es stellte sich

damit die Frage, ob der lichtsteuerbare Ligand unter phy-
siologischen Bedingungen zur Beeinflussung nativer Prozesse
im lebenden Skelettmuskel genutzt werden kann. Die Bin-
dung der cis-Form des photoschaltbaren Liganden 1 an Syn-
trophin sollte dabei zu einer Inhibierung der nativen Syn-
trophin-nNOS-Bindung im Skelettmuskel f�hren. Die daraus
resultierende Dislokation von nNOS sollte wiederum eine
verringerte Bildung von NO in den Skelettmuskelzellen be-
wirken und folglich zu einer lichtinduzierten Reduktion der
Muskelkontraktion f�hren.

Azobenzoleinheiten wurden vielfach zur Photomodulati-
on der Aktivit�t von Biomolek�len (Peptiden,[5] Proteinen[6]

und Nukleins�uren[7]) und biologischen Prozessen in vitro
und in vivo (z. B. in Ionenkan�len[8]) eingesetzt. Die M�g-
lichkeit Azobenzolsysteme zur Lichtsteuerung biologischer
Prozesse in lebenden Organismen anzuwenden, wurde durch
die Darstellung des Isomerisierungsprozess in Zebrafischen
best�tigt.[9] Ein Nachteil der Anwendung von Azobenzolen in
lebenden Zellen beruht auf der relativ leichten Reduzier-
barkeit dieser Verbindungen. Die Azo-Einheit kann durch
Enzyme[10] oder Thiole wie Glutathion (GSH), das in den
meisten Zellen in millimolarer Konzentration (0.5–10 mm)
vorliegt, reduziert werden.[11] Die Reduktionsgeschwindigkeit
des cis-Isomers einer para-substituierten AMPB-Aminos�ure
in einem Modelltripeptid ist dabei ungef�hr hundertmal
gr�ßer als die des entsprechenden trans-Isomers.[11b]

Zur Untersuchung der Stabilit�t der AMPB-Schalterein-
heit im Peptidliganden 1 wurde die cis-Form im photostatio-
n�ren Gleichgewicht (pss) mit einer Glutathion (10 mm)
enthaltenen Pufferl�sung (pH 7.5) behandelt. Nach einer
Stunde konnte mit LC-MS-Analyse kein reduziertes Peptid
nachgewiesen werden (gestrichelte Linie in Abbildung 2).
Erst nach 16 h wurden 5% reduziertes Material gefunden

Abbildung 1. Struktur der cis-Form des photoschaltbaren Peptidligan-
den, abgeleitet vom b-Fingerpeptid von nNOS.
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(Pfeil und gepunktete Linie in Abbildung 2, siehe auch Ab-
bildung S3 in den Hintergrundinformationen). Das Auftreten
isosbestischer Punkte in den UV/Vis-Spektren des photo-
schaltbaren Liganden im Zuge der Photoisomerisierung ver-
deutlicht die Einheitlichkeit der Umwandlung und damit
ebenfalls die Stabilit�t des 3,4’-AMPB-Schalters im Peptid-
liganden 1 (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen).
Erwartungsgem�ß erfolgte die thermische cis!trans-Isome-
risierung des photoschaltbaren Liganden 1 in Gegenwart von
10 mm Glutathion schneller (t1=2

= 3.1 h) als ohne GSH (t1=2
=

25 Tage),[1a] ein Befund, der auch von anderen Autoren be-
schrieben worden ist.[11b, 12] F�r die beabsichtigte Anwendung
im Rahmen unserer Untersuchungen ist mit dieser Halb-
wertszeit eine ausreichende Stabilit�t in Gegenwart von GSH
gegeben.

Um die Aufnahme des photoschaltbaren Liganden 1 in
die Zelle mit bildgebenden Verfahren zu verfolgen, wurde der
Fluorophor Nitrobenzoxadiazol (NBD) in die Seitenkette des
Lysins eingef�gt (Abbildung 3a). NBD wird bei lex = 488 nm
zur Fluoreszenz angeregt, einer Wellenl�nge, die nicht mit der
Absorption der Azobenzol-w-Aminos�ure interferieren
sollte. Sowohl C2C12-Myotuben als auch Skelettmuskelfa-
sern des Flexor digitorum brevis (FDB) wurden 15 min bei
37 8C in Pufferl�sung (pH 7.5) mit dem NBD-markierten
Peptidliganden 2 (50 mm) inkubiert. Die Fluoreszenzvertei-
lung belegt f�r beide Proben, dass das Peptid die Plasma-
membran sowohl von differenzierten Mausmuskelzellen
(Abbildung 3b) als auch von kleinen Muskelorganen, z. B. die
der FDB-Skelettmuskelfasern, �berwinden kann (Abbil-
dung 3c).

Mithilfe einer auf der Fluoreszenz von Diaminofluores-
cein beruhenden Bestimmungsmethode f�r sehr geringe
Mengen von NO[13] untersuchten wir den Einfluss der Pep-
tidisomere auf die nNOS-spezifische Freisetzung von NO in
C2C12-Myotuben. Anstatt des h�ufig verwendeten 4,5-Di-
aminofluoresceins (DAF-2) verwendeten wir das pH- und
photostabilere 4-Amino-5-methylamino-2’,7’-difluorescein
(DAF-FM),[14] um NO im �berstand der C2C12-Myotuben
zuverl�ssig zu bestimmen. Nach Inkubation mit dem pho-
toschaltbaren Liganden 1 (20 mm) in seiner trans-Form und

Bestrahlung bei l = 366 nm (100 mW cm�2) wurden die Zellen
mit dem Calciumionophor A23187 (1 mm) stimuliert und an-
schließend mit DAF-FM (0.1 mm) behandelt. Die C2C12-
Myotuben setzten in Gegenwart der cis-Form des photo-
schaltbaren Liganden 1 weniger NO frei als die Zellen, die
der trans-Form ausgesetzt waren (Abbildung 4). Die Verrin-
gerung der NO-Produktion durch die cis-Form entsprach
derjenigen, die in Gegenwart des nNOS-spezifischen Inhibi-
tors 3-Brom-7-nitroindazol (20 mm) in einem parallelen Ver-
such beobachtet wurde. Somit wird nur der von nNOS pro-

Abbildung 2. RP-HPLC-Profile (220 nm) f�r die cis-Form von 1 (90%
cis-Gehalt im photostation�ren Gleichgewicht), die in w�ssrigem Puffer
(pH 7.5) f�r unterschiedliche Zeit 10 mm GSH ausgesetzt wurde: t = 0
(c), 1 (a) und 16 h (g). Der Anteil des reduzierten Peptidma-
terials nach 16 h Inkubation betrug ca. 5% (Pfeil).

Abbildung 3. Aufnahme des a) NBD-markierten photoschaltbaren Li-
ganden 2 (50 mm) in b) C2C12-Myotuben und in c) einer einzelnen
Skelettmuskelfaser des Flexor digitorum brevis einer 12 Wochen alten
Maus (Wildtyp). Anregung von NBD (Nitrobenzoxadiazol) wurde bei
der Wellenl�nge lex = 488 nm/lem = BP505–550 nm durchgef�hrt.
BP = Bandpassfilter.
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duzierte NO-Anteil abgeschaltet, w�hrend eine verminderte
NO-Produktion durch Aktivit�t der beiden anderen NOS-
Iso-Enzyme eNOS und iNOS erfolgt, die in C2C12-Myotuben
ebenfalls exprimiert werden.[15] Diese NO-Studien lassen
darauf schließen, dass der zellpermeable, photoschaltbare
Peptidligand 1 die Aktivit�t von sarkolemmaler nNOS in
Skelettmuskelzellen der Maus selektiv und spezifisch durch
die lichtgesteuerte Bindung an a-1-Syntrophin kontrolliert,
indem die native Wechselwirkung zwischen Syntrophin und
nNOS gest�rt wird.

Um den Einfluss der lichtinduzierten Inhibierung der
Syntrophin-nNOS-Bindung in einem komplexeren biologi-
schen System zu untersuchen, haben wir die Verk�rzung der
Sarkomerl�nge von Skelettmuskelfasern des FDB von drei
Monate alten M�use gemessen. FDB ist der Skelettmuskel in
der Fußsohlenmitte, in dem NO als sekund�rer Botenstoff
mit der Muskelkontraktion gekoppelt ist.[16] Diese schnell
zuckenden FDB-Fasern werden bei 1 Hz zur Kontraktion
angeregt, wobei sie sehr erm�dungsresistent sind. Nach Er-
reichen einer stabilen Kontraktionsfrequenz, die durch eine
konstante Amplitude der Verk�rzung der Sarkomerl�nge von
ca. 0.20 mm zu erkennen ist (Abbildung 5a), wurde die trans-
Form des photoschaltbaren Liganden 1 (50 mm) zur Badl�-
sung gegeben. W�hrend der darauffolgenden Inkubationszeit
wurde keine signifikante Ver�nderung der Verk�rzungsam-
plitude der Sarkomerl�nge beobachtet (Abbildung 5a). Die
anschließende Bestrahlung der Fasern bei l = 365 nm f�hrte
aber zu einer deutlichen Inhibierung der Kontraktilit�t der
Fasern, erkennbar an der verringerten Amplitude der Ver-
k�rzung (96% zur basalen Verk�rzungsamplitude; Abbil-
dung 5b). Die Amplitude wurde im gleichen Maß vermindert,
wenn die Fasern mit dem nNOS-Inhibitor 3-Brom-7-nitro-
indazol (Daten nicht gezeigt) behandelt wurden, was auf eine
Behinderung des Signal�bertragungswegs und der Aktivit�t
von nNOS hinweist. W�hrend der ganzen Behandlung zeig-
ten die Muskelfasern weder Hyperkontraktion noch Sch�den
an Sarkomeren. Entsprechende Kontrollexperimente mit
Fasern ohne Peptid best�tigten, dass die Bestrahlung bei l =

365 nm keinen Einfluss auf die Kontraktion hat, was im Ge-
gensatz zur glatten Muskulatur von Aorten steht, f�r die bei
Bestrahlung mit Licht im nahen UV-Bereich (ca. 310 nm)
Photorelaxation induziert werden kann.[17] Unsere Befunde
lassen darauf schließen, dass durch die St�rung der Syntro-
phin-nNOS-Wechselwirkung nNOS vom Sarkolemma disso-
ziiert, wodurch eine deutlich verminderte Muskelt�tigkeit
hervorgerufen wird. Die Bestrahlung der Muskelfasern in
Gegenwart der cis-Form mit Licht der Wellenl�nge l =

435 nm, um die Photoisomerisierung zur trans-Form von 1 zu
bewirken, f�hrte entgegen unserer Erwartung nicht zur
Wiederbelebung der Muskelfaserkontraktion. Da die Be-
strahlung der cis-Form bei ca. 435 nm nur zu etwa 75%
wieder die trans-Form erzeugt, k�nnte die Restkonzentration
von 12.5 mm der verbliebenen cis-Form noch ausreichend sein,
um die Syntrophin-nNOS-Komplexbildung zu verhindern.
Deshalb haben wir das System in vivo bei einer deutlich
verringerten Anfangskonzentration von 1 (12.5 mm) unter-
sucht. Obwohl die gebildete cis-Form unter diesen Bedin-
gungen eine nur noch unvollst�ndige Inhibierung der Mus-
kelkontraktion zeigte (Daten nicht gezeigt), war wiederum zu

Abbildung 4. NO-Freisetzung aus C2C12-Myotuben, gemessen �ber
die DAF-FM-Fluoreszenz (lex =495 nm/lem =515 nm); Zellen, die
15 min Licht der Wellenl�nge l =366 nm oder 3-Brom-7-nitroindazol
ausgesetzt wurden, setzten geringere Mengen von NO durch nNOS
frei als Zellen in Gegenwart der trans-Form (Wiederholungen n = 13–
14). Die Signifikanzanalyse wurde mithilfe der Student-t-Verteilung
durchgef�hrt. *** P<0.001 (verglichen mit der trans-Form und Kon-
trolle); ### P<0.001 (verglichen mit der trans-Form und Kontrolle)

Abbildung 5. Funktionelle Effekte des zellpermeablen photoschaltbaren
Liganden 1 in elektrisch stimulierten (1 Hz), lebenden Skelettmuskelfa-
sern: a) Originalaufnahme der Sarkomerverk�rzung in Gegenwart der
trans-Form und nach 15-min�tiger Bestrahlung bei l = 365 nm. b) Sta-
tistische Auswertung des Schalteffektes auf die Verk�rzung (dargestellt
in Prozent der basalen Verk�rzung vor Inkubation mit dem Peptid):
Die Verk�rzung nach Bildung der cis-Form ist deutlich verringert (96%
zu basal), w�hrend die Gegenwart der trans-Form nahezu keine Wir-
kung hat (24% zu basal) (n= 6). Als Kontrolle wurden Fasern in Ge-
genwart von DMSO (0.1%) mit Licht der Wellenl�nge l = 365 nm be-
strahlt (n = 4). Die Signifikanzanalyse wurde mithilfe der Student-t-Ver-
teilung durchgef�hrt. *** P<0.001 (verglichen mit der trans-Form,
Kontrolle und Kontrolle (bestrahlt)).
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beobachten, dass die Photoisomerisierung bei l = 435 nm
keine Wiederherstellung der Faserkontraktilit�t bewirkte.
Unter der Annahme, dass die Bindung von 1 an Syntrophin
in vivo, so wie in vitro gezeigt, reversibel ist (Abbildung S4 in
den Hintergrundinformationen), beruht die fehlende Rever-
sibilit�t des biologischen Systems in vivo wahrscheinlich auf
unumkehrbaren Ereignissen in den Fasern, die eine Folge der
Dissoziation des Syntrophin-nNOS-Komplexes sind.

Die Befunde verdeutlichen, dass unser k�rzlich be-
schriebener photoschaltbarer Peptidligand, der an die PDZ-
Dom�ne von a-1-Syntrophin in der cis-, aber nicht in der
trans-Form des eingebetteten Azobenzolschalters bindet,
auch in lebenden Systemen wie den Skelettmuskelfasern ge-
nutzt werden kann. Unter physiologischen Bedingungen
erwies sich der Peptidligand als ausreichend stabil, und Pho-
toisomerisierung der trans- in die cis-Form f�hrte zu einer fast
vollst�ndigen Inhibierung der elektrisch stimulierten Faser-
kontraktion, w�hrend die trans-Form die Verk�rzung der
Muskelfasern nicht beeinflusst. Die lichtgesteuerte Bildung
der cis-Form des photoschaltbaren Liganden f�hrt erwar-
tungsgem�ß zu dessen Bindung an das Syntrophin und zur
Inhibierung der Syntrophin-nNOS-Wechselwirkung im Ske-
lettmuskel, gefolgt von der Dislokation von nNOS vom Sar-
kolemma, was wiederum eine Verringerung der NO-Bildung
in den Skelettmuskelzellen bewirkt. Die Tatsache, dass die
Muskelkontraktion �ber den photoschaltbaren Liganden mit
Licht gesteuert werden kann, unterstreicht die Bedeutung der
Lokalisation von nNOS durch a-1-Syntrophin f�r die Mus-
kelaktivit�t. Wege, die es erm�glichen, Aktivit�t und Loka-
lisation von nNOS �rtlich und zeitlich zu steuern, k�nnen sehr
hilfreich bei der Erforschung von Muskelerkrankungen und
der Untersuchung von Erkrankungen wie dem Schlaganfall
sein. So wurde k�rzlich beschrieben, dass eine Inhibierung
der PDZ/PDZ-Wechselwirkung von nNOS zu PSD-95 durch
Schmelzen der b-Fingerstruktur in nNOS genutzt werden
kann, um den Gehirnschlag zu behandeln.[18] So k�nnte nNOS
auch als therapeutisches Target zunehmend interessant
werden.

Auch wenn die Eindringtiefe von Licht in Gewebe der
Anwendung zurzeit noch Grenzen setzt, k�nnen Wirkstoffe,
die mit Licht aktiviert oder freigesetzt werden, ganz neue
M�glichkeiten bieten, lokale Behandlungen von Erkrankun-
gen nichtinvasiv durchzuf�hren.

Experimentelles
Der photoschaltbare Peptidligand 1 wurde durch Festphasenpeptid-
synthese hergestellt (Hintergrundinformationen von Lit. [1a]). Die
NBD-Markierung[19] wurde durch Zugabe von 0.10 mg 4-Chlor-7-ni-
trobenzo-2-oxa-1,3-diazol (50 mmol) in MeOH (4.0 mL) zu einer
L�sung aus 1.0 mg Peptid 1 (50 mmol) in NaHCO3 bei pH 8.5
(1.0 mL) realisiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf 55 8C erw�rmt
und eine Stunde bei Raumtemperatur ger�hrt. Nach Einengen und
Ans�uern des Ansatzes auf pH 1.5 mit Trifluoressigs�ure (1.0 mL)
wurde das Peptid in kaltem Et2O ausgef�llt. Die Identit�t des NBD-
markierten Peptids 2 wurde mit ESI-MS (ES + ) best�tigt. [M+2H]2+:
ber.: 1009.9650 (monoisotopisch); gef.: 1009.9237.
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