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Die optochemische Genetik verwendet photoschaltbare nie-
dermolekulare Substanzen, um damit neuronale Aktivitit zu
steuern. Diese konnen kovalent oder nichtkovalent an
Transmembranproteine, welche liganden- oder spannungs-
abhingige Ionenkanile sowie G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren sein konnen, angebracht werden. Werden diese Hybrid-
Photorezeptoren in erregbaren Zellen exprimiert, konnen
ganze neuronale Netzwerke mit einer zeitlicher und raumli-
cher Auflosung gesteuert werden, die nur mithilfe von Licht
erreicht werden kann.)

Durch ihre zentrale Rolle bei der synaptischen Reiz-
iibertragung eignen sich besonders ionotrope Glutamatre-
zeptoren (iGluRs) fiir die Anwendung optochemisch-geneti-
scher Werkzeuge. Diese Ionenkanéle werden durch Glutamat
(1) aktiviert und lassen sich in drei Hauptklassen mit jeweils
eigenen pharmakologischen Merkmalen einteilen (Abbil-
dung 1b).”! Die AMPA-Rezeptoren (GluAs), benannt nach
dem selektiven Agonisten 2-Amino-3-(5-methyl-3-hydroxy-
isoxazol-4-yl)propansdure (2), konnen als die ,,Arbeitspfer-
de“ der Synapsen angesehen werden. Sie bewirken den
GroBteil der Reizleitung im Zentralnervensystem von Siu-
gern, und sie sind daher auch hauptséachlich im Zentrum der
postsynaptischen Dichte anzutreffen. Dagegen sind Kainat-
Rezeptoren (GluKs), benannt nach Kainsdure (3), am Rand
des synaptischen Spalts zu finden und spielen eher eine un-
terstiitzende und modulierende Rolle. NMDA-Rezeptoren
sind nach ihrer spezifischen Reaktion auf den Agonisten N-
Methyl-p-aspartat (4) benannt und sind sowohl spannungs-
als auch ligandengesteuerte Kanidle. Durch diese spezielle
Eigenschaft dienen sie zur Detektion von postsynaptischer
Depolarisation und gleichzeitiger Glutamatausschiittung
(Koinzidenzdetektor)."!

Schon seit langem ist unsere Gruppe daran interessiert,
iGluRs in lichtgesteuerte Kanéle fiir optochemische An-
wendungen umzubauen. Aufgrund der gut bekannten Ar-
chitektur ihrer muschelschalenféormigen Ligandenbindedo-
mine (LBD) und iibersichtlichen pharmakologischen FEi-
genschaften, konzentrierten sich unsere Bemiihungen bisher
auf Kainat-Rezeptoren (Abbildung 1a). So entwickelten wir
LiGluR, einen lichtgesteuerten ionotropen Glutamat-Re-
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Abbildung 1. a) Allgemeine Struktur eines Glutamat-Rezeptors (in An-
lehnung an PDB 3KG2) mit der Nahaufnahme einer LBD (PDB 2P2A).
b) Der universelle und die Subtyp-spezifischen Agonisten der iGluRs.
c) Schematische Darstellung der Funktionsweise eines PCLs. d) 4-
GluAzo (5), ein auf Kainat-Rezeptoren wirkender PCL.

zeptor, bei dem ein Glutamatderivat mithilfe eines photo-
schaltbaren Verbindungsstiicks kovalent an die Oberfliche
der LBD angebracht wurde (ein ,,photoswitched tethered
ligand“, PTL).™ Kurz darauf stellten wir einen photochromen
Liganden (PCL) fiir Kainat-Rezeptoren vor, der als reversi-
bel photoaktivierbares Glutamat fungiert (Abbildung 1c,d).”!
Dabei handelt es sich um 4-GluAzo (5) — ein Glutamatderi-
vat, dessen Affinitdt und Wirksamkeit an GluK1 und GluK2
sich durch Photoisomerisierung d&ndern. Hierdurch kann 5 zur
Steuerung neuronaler Aktivitdt mit Licht unterschiedlicher
Wellenldngen verwendet werden.

Die rationale Entwicklung geeigneter Photoschalter fiir
AMPA-, Kainat- und NMDA-Rezeptoren wurde durch die
Verfiigbarkeit zahlloser Rontgenkristallstrukturen enorm er-
leichtert.”! Die muschelschalenférmige LBD dieser Rezep-
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toren wurde zusammen mit einer Vielzahl von Agonisten wie
AMPA (2) und Domoinsdure, Antagonisten wie DNQX und
Modulatoren wie Cyclothiazid kristallisiert. Erst kiirzlich
wurde die Struktur eines vollstdndigen, tetrameren GluA2-
Rezeptors verdffentlicht."! Diese bahnbrechende Arbeit gibt
nicht nur Einblicke in die Architektur und Symmetrie von
GluAs, sondern auch von allen anderen Glutamat-Rezepto-
ren.

Obwohl sich die LBDs von Kainat- und AMPA-Rezep-
toren stark #hneln, existieren kleine Unterschiede, die of-
fenbar verhindern, dass 4R-substituierte Glutamat-Derivate
wie 4-GluAzo (5) als Agonisten fungieren. Ein Grund hierfiir
konnte sein, dass sich die LBD von AMPA-Rezeptoren in der
aktiven Form stirker um den Liganden schlieft als bei
Kainat-Rezeptoren. Hierdurch konnen an Glutamat ange-
fiigte Seitenketten nicht so leicht im Protein untergebracht
werden wie im Fall von GluKs.

Aus diesem Grund wurden Glutamat-Derivate wie 4-
GluAzo (5) mit einer photoschaltbaren Seitenkette als un-
passend fiir die lichtabhéngige Stimulation von AMPA-Re-
zeptoren befunden, und wir beschlossen, unser Molekiilde-
sign tiefgreifend zu dndern. Wir berichten nun {iber eine neue
Klasse von Molekiilen, die wir ATAs (Azobenzol-Tetrazolyl-
AMPAs, 7a-d, Abbildung 2) nennen. Diese Verbindungen
sind photochrome Derivate von AMPA und wirken auf in

ATA-2 (TB)R=H
ATA-3 (Tc) R = NMe;
ATA-4 (Td) R = NHAC

ATA-1 (7a)

Abbildung 2. Die Struktur von BnTetAMPA (6), sein Komplex mit der
GluA2-LBD (PDB 2P2A) sowie die Strukturen von ATA-1 (7a) und ATA-
2-4 (7b—d) in ihrer jeweiligen trans-Form. Der griine Kreis zeigt die
Lage des alten, der orangefarbene Kreis die des neu identifizierten
~Ausgangskanals*.

HEK-Zellen oder Neuronen exprimierte GluA-Rezeptoren.
Eine davon (7¢) 16st im Dunkeln neuronale Aktivitit aus und
wird schnell durch Bestrahlung mit blau-grilnem Licht inak-
tiviert. Somit konnte sie als Werkzeug zur Untersuchung von
neuronalen Verschaltungen, die durch AMPA-Rezeptoren
gesteuert werden, und als vielversprechendes therapeutisches
Hilfsmittel, z. B. fiir die Wiederherstellung des Sehprozesses
mithilfe kiinstlicher Photorezeptoren, dienen.
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Unser Design von 7a-d beruht auf einer vor kurzem
veroffentlichten Kristallstruktur der GluA2-LBD in Verbin-
dung mit dem hochwirksamen und selektiven Agonisten
BnTetAMPA (6)." Diese Verbindung ist ein Derivat von
AMPA, bei dem die Methylgruppe am Isoxazolring durch
einen an N2 benzylierten Tetrazolring ersetzt wurde. Wie aus
der Kristallstruktur ersichtlich, fiillt der Benzylrest eine
Tasche des Rezeptors aus, die sich vom ,,Ausgangskanal®, den
wir bei den Kainat-Rezeptoren verwendeten, unterscheidet
(Abbildung 2).

Aufgrund dieser Struktur nahmen wir an, dass eine Er-
weiterung des Benzolrings zu einer Azobenzoleinheit es dem
Molekiil gestatten sollte, zur wasserexponierten Oberflidche
vorzudringen, ohne das Schlieen der Ligandenbindedoméne
und somit die Aktivierung des Rezeptors zu verhindern.
Ebenso konnten wir ableiten, dass hierfiir eine meta-Substi-
tution in Bezug auf den ersten Benzolring nétig wére.

Um unsere Hypothese zu iiberpriifen, dass ATAs als
photochrome Liganden fungieren, synthetisierten wir die vier
Varianten 7a-d (Abbildung 2). Diese Verbindungen weisen
unterschiedliche Substitutionsmuster auf und haben aufgrund
des Vorhandenseins oder Fehlens eines Substitutenten in 4'-
Stellung der Azobenzoleinheit unterschiedliche photophysi-
kalische FEigenschaften. Die Dimethylaminogruppe in 7¢
verschiebt beispielsweise das Absorptionsspektrum des trans-
Isomers bathochrom (4,,,, =456 nm) und ermdglicht dadurch
die Verwendung hoherer Wellenldngen, die bei lingerer Be-
strahlung von Zellen im allgemeinen besser vertraglich sind.

Als Vorbild fiir die Synthese von ATA-3 (7¢) diente die
veroffentlichte Route zu BnTetAMPA (6),) deren Schutz-
gruppenstrategie optimiert wurde (Schemata 1 und 2). Unser
Weg begann mit dem bekannten Hydroxyisoxazol 8, das als
Allylether geschiitzt wurde.'”! Der resultierende Methylester
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Schema 1. Synthese des racemischen Schlusselintermediats 13.

9 wurde in zwei Schritten in das Nitril 10 iiberfiihrt.'""! Eine
Lithiierung von 10, gefolgt von konjugierter Addition an das
Dehydroalanin 11, ergab dann das racemische AMPA-Deri-
vat 12. Dieser Schritt mufite sorgfiltig optimiert werden,
konnte aber bei sehr tiefen Temperaturen zuverléssig in
groem Mafstab durchgefithrt werden. Eine 1,3-dipolare
Cycloaddition von Stickstoffwasserstoffsdure an das Nitril 12
ergab schlieBlich das Tetrazol 13, das als gemeinsames Inter-
mediat fiir die Synthese aller ATAs 7a-d diente.
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Eine Mitsunobu-Kopplung von 13 mit dem Azobenzol
141 ergab das N2-alkylierte Tetrazol 15 als Hauptprodukt
(Schema 2). Das unerwiinschte N1l-alkylierte Regioisomer
konnte nach Entfernen der Allylgruppe unter milden Be-

MeoN
N=N
MeoN
13+ PPhs, DEAD N-N
N=N THF, RT KN
87%
“ COO0fBu
OH o)
N= NBoc,
14 %
o [
Me,N MeoN,
n=N N=N
[Pd(PPh3)],
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Schema 2. Synthese des PCLs ATA-3 (7c). DEAD = Diethylazo-
dicarboxylat.

dingungen!"” mithilfe von HPLC abgetrennt werden, wo-
durch man das isomerenreine Hydroxyisoxazol 16 erhielt. Die
anschliefende globale Entschiitzung mit Trifluoressigsdure
(TFA) ergab die freie Aminosdure 7¢ nach Umkehrphasen-
Sdulenchromatographie. 7b und 7d sowie die para-substitu-
ierte Kontrollverbindung 7a wurden analog synthetisiert."”!

Wie erwartet, zeigten ATA-3 (7¢) und ATA-4 (7d) im
Vergleich zu ATA-1 (7a) und ATA-2 (7b) deutlich rotver-
schobene  Absorptionsspektren.™ Durch vollstindiges
Uberlappen der m-m*- und n-m*-Banden in physiologischer
Pufferlosung konnte 7¢ im Gegensatz zu seinen Artver-
wandten nicht aktiv aus der cis- in die trans-Konfiguration
iiberfiihrt werden. Allerdings erwies sich die thermische Re-
laxation als hinreichend schnell unter diesen Bedingungen.

Die biologische Aktivitdt von 7a—-d wurde an Mauskor-
texschnitten und HEK293T-Zellen mithilfe der elektrophy-
siologischen Ganzzellenableitung untersucht (Abbildung 3
und 4). Wihrend 7a in keiner der Priparationen Aktivitét
zeigte und 7b keine eindeutigen Ergebnisse lieferte, erwiesen
sich 7¢ und 7d als effektive trans-Agonisten von in
HEK?293T-Zellen exprimierten GluA2-Rezeptoren. Somit
zeigte sich die meta-Substitution beziiglich des Azobenzols als
notwendiges Strukturmotiv.

Da 7c¢ die hochste Aktivitdt und die besten kinetischen
Merkmale aufwies, konzentrierten wir unsere weiteren Un-
tersuchungen auf diesen PCL. Sein Aktionsspektrum an
GluA2-Rezeptoren, exprimiert in HEK293T-Zellen, ist in
Abbildung 3 zu sehen.
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Abbildung 3. a) Aktionsspektrum von ATA-3 (7¢) an in HEK-Zellen ex-
primierten GluA2-Rezeptoren. b) Aktionsspektrum, aufgenommen an
einer anderen Zelle mit absatzweiser Dunkelheit (c=50 pm).

Wie geplant, zeigte 7¢ den stirksten Einwértsstrom im
dunkeladaptierten trans-Zustand. Bei Bestrahlung mit Licht
wechselnder Wellenldngen ergaben sich photostationédre Zu-
stande, die zu weniger oder gar keinem Strom fiihrten (Ab-
bildung 3a). Zusitzlich bestimmten wir die Kinetik der
Strome in Gegenwart von 7¢ im Dunkeln und bei verschie-
denen Wellenlidngen (Abbildung 3b). Es zeigte sich, dass der
schnellste Abfall des Stroms beim Schalten von Dunkelheit
zu Licht mit 1=480nm erreicht wird [r,;=(47.2%
7.7) ms].["*1 Als wir 7¢ an GluK2 testeten, zeigte sich hingegen
keine Wirkung (weder agonistisch noch antagonistisch).!"!
Dies verdeutlicht die Selektivitdt des ATA-Chemotyps fiir
AMPA - gegeniiber Kainat-Rezeptoren.

Als letzten Schritt der Charakterisierung in nichterreg-
baren Zellen bestimmten wir die Wirksamkeit von 7¢ an
GluA2, exprimiert in HEK293T-Zellen. Die Verbindung ist
ein partieller Agonist mit EC5y=24 um im Dunkeln und ist
praktisch inaktiv bei Bestrahlung mit 480 nm.™™! Es ist aller-
dings anzunehmen, dass enantiomerenreines Material, wie
auch bei anderen AMPA-Derivaten,' eine erheblich hohere
Aktivitdt zeigen wird.

Als néchstes untersuchten wir die Féhigkeit von 7¢, Ak-
tionspotentiale in erregbaren Zellen zu steuern. Aktionspo-
tentiale wurden von Schicht-2/3-Neuronen in einem kortika-
len Hirnschnitt der Maus aufgenommen. Durch Gabe von 7¢
in einer Konzentration von 50 pm konnten verlasslich Akti-
onspotentiale durch Schalten von Licht (480 nm) zu Dun-
kelheit erzeugt werden (Abbildung 4). Da fiir die Aufnahmen
nur moderate Lichtintensititen verwendet wurden
(20 mWm~'m?),¥ konnten diese iiber einen lingeren Zeit-
raum ohne ersichtliche Photoschiddigung der Zellen durch-
gefiihrt werden.

Desweiteren wurde die Aktivitdt von 7¢ in neuronalen
Netzwerken anhand bekannter pharmakologischer Verfahren
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Abbildung 4. Reversible Erzeugung von Aktionspotentialen durch 7¢
an Mauskortikalneuronen (gehalten bei —65 mV).

fir Glutamatrezeptoren untersucht. GYKI-52466,! ein
AMPA -selektiver Antagonist, unterdriickte den Effekt des
PCLs ebenso wie der AMPA/Kainat-Antagonist CNQX.
Weitere Experimente mit dem selektiven NMDA-Antago-
nisten AP5[% jedoch konnten das Feuern von Aktionspo-
tentialen nicht unterbinden.™® Somit zeigte sich, dass 7¢
zwischen allen drei Glutamatrezeptortypen unterscheiden
kann und selektiv auf AMPA-Rezeptoren wirkt.
Zusammenfassend haben wir einen AMPA-spezifischen
photochromen Liganden entwickelt, der Neuronen im Dun-
keln stimuliert, bei Bestrahlung mit blau-griinem Licht mitt-
lerer Intensitit jedoch schnell inaktiviert. ATA-3 (7¢) nutzt
einen neuen ,,Ausgang“, mit dessen Hilfe es moglich sein
sollte neue, hoch AMPA-spezifische Liganden, die nicht
notwendigerweise auch photochrom sein miissen, zu entwer-
fen. Aufgrund der Bedeutung von AMPA-Rezeptoren bei der
synaptischen Reizleitung konnte sich diese Verbindung als
niitzliches Werkzeug zur Steuerung der unterschiedlichsten
neuronalen Netzwerke mit Licht erweisen. In seiner Funkti-
onsweise dhnelt es der Logik von OFF-Bipolar-Zellen, und
entsprechend auch retinalen OFF-Ganglion-Zellen, die ihre
Aktivitdt im Dunkeln erhohen und diese verringern, wenn
Licht auf ihr rezeptives Feld trifft. Somit kénnte 7¢ auch
niitzlich fiir unseren Bemiithungen sein, das Sehvermogen mit

lichtschaltbaren niedermolekularen Substanzen wiederher-
zustellen.
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