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Abstract: Opioidrezeptoren (ORs) sind im Gehirn, im Rii-
ckenmark und im Verdauungstrakt weit verbreitet und spielen
eine wichtige Rolle in der Nozizeption. Alle bekannten ORs
sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) der Fami-
lie A. Ein weiteres wichtiges Mitglied dieser grofien Protein-
familie, Rhodopsin, wird durch Licht iiber eine cis/trans-Iso-
merisierung eines kovalent gebundenen Chromophors, nim-
lich Retinal, aktiviert. Wir zeigen nun, wie ein OR mit einem
synthetischen Azobenzol-Photoschalter kombiniert werden
kann und somit lichtempfindlich wird. Unsere Arbeit erweitert
den Anwendungsbereich der Photopharmakologie und um-
reifit eine generelle Strategie, mit der GPCRs der Familie A, die
einen Grofiteil wichtiger Wirkstofftargets ausmachen, in Pho-
torezeptoren umgewandelt werden konnen.

Opioide gehoren zu den niitzlichsten Wirkstoffen, die der
Menschheit zur Verfiigung steht. Ihr bekanntester Vertreter,
Morphin (Abbildung 1 A), wird seit der Antike genutzt, um
Schmerzen zu lindern und Euphorie zu erzeugen.? Mit der
Entwicklung der modernen organischen Chemie wurden
zahlreiche synthetische und semisynthetische Opioide her-
gestellt, von denen einige die pharmakologische Charakteri-
sierung  verschiedener = Rezeptorsubtypen  ermdoglicht
haben.4 Spiter wurden diese Transmembranproteine durch
Klonierung systematisch charakterisiert. Heute sind vier
verschiedene Klassen von Opioidrezeptoren (OR) bekannt,
niamlich 8, p, k und NOP, deren Strukturen allesamt mittels
Rontgenstrukturanalyse aufgeklart worden sind.P'% Die
Kristallstruktur des p-Opioidrezeptors (MOR) mit seinem
kovalent gebundenen Antagonisten -Funaltrexamin lieferte
wertvolle Einblicke in den Bindungsmodus von Morphin und
seiner Derivate und ermoglichte es, einige der Struktur-Wir-
kungs-Beziehungen zu erkliren, die in den letzten Jahrzenten
beobachtet wurden (Abbildung 1).

Opiatrezeptoren gehoren zu der Familie A der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), zu der viele wichtige
Wirkstofftargets zahlen."" ¥l Diese GPCRs sind eng mit den
Opsin-Photorezeptoren verwandt, die das Sehen ermoglichen
und unseren circadianen Rhythmus steuern.! Der MOR st
das primédre Target des Morphins und wird endogen von
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Abbildung 1. Pharmakologie, Struktur und Funktion des u-Opioidre-
zeptors (MOR). A) MOR-Liganden: Beta-Funaltrexamin ist ein kovalent
gebundener Agonist. Sein Bindungsmodus ist in der VergréfRerung ge-
zeigt. Leu-Enkephalin (LE) ist ein endogener Ligand, Morphin und Fen-
tanyl sind natiirliche bzw. synthetische Agonisten. B) MOR-Funktion:
Nach Bindung des Agonisten wirkt MOR als Nukleotidaustauschfaktor
an heterotrimeren G, ,-G-Proteinen, was die Dissoziation der G,- und
Gg,-Untereinheiten zur Folge hat. Wahrend G, einen inhibitorischen
Effekt auf die Adenylylcyclase (AC) hat, aktiviert der Gy -Komplex G-
Protein-gekoppelte einwirts gleichrichtende Kaliumkanile (GIRK-
Kanile). Beide Modi fiihren zu verringerter neuronaler Aktivitat.

Oligopeptiden wie Leu-Enkephalin (LE), -Endorphin und
den Dynorphinen aktiviert.'>!¥ Nach Bindung solch eines
Agonisten katalysiert der Rezeptor intrazelluldr den Zerfall
von heterotrimeren Gj,-Proteinen in ihre G- und Gg,-Un-
tereinheiten (Abbildung 1B). Erstere inhibieren die Aden-
ylylcyclase, was in einer Verringerung des cAMP-Spiegels
resultiert, wihrend letztere G-Protein-gekoppelte einwérts
gleichrichtende Kaliumkanile (GIRK-Kanile) aktiviert.!'”
Beide Vorginge resultieren direkt oder indirekt in Hyper-
polarisation und damit in verminderter neuronaler Erreg-
barkeit.!'>'¥

In Anbetracht der medizinischen Relevanz der Opioide
und ihres Missbrauchspotenzials ist die Entwicklung neuer
Agonisten und Antagonisten fiir ORs nach wie vor ein sehr
aktives Forschungsgebiet. Eines der wichtigsten Ziele dabei
ist es zum Beispiel, die gewiinschte analgetische Wirkung von
der unerwiinschten euphorisierenden und abhéngigmachen-
den zu trennen. Ein weiterer interessanter Ansatz ist es, die
hohe Prézision von Licht zu nutzen, um die biologische
Funktion endogener Opioide und deren Rezeptoren aufzu-
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klaren. Erst kiirzlich wurden photoaktivierbare Versionen der
Enkephaline beschrieben, mit denen sich die zeitliche und
rdaumliche Wirkung von Neuropeptiden im Gehirn untersu-
chen lieB.'”! Des weiteren wurde ein photoaktivierbares
Naloxonderivat genutzt, um die Desaktivierungskinetik von
Opioiden zu bestimmen.?”! Allerdings wurden bis dato keine
photoschaltbaren Opioide beschrieben, d.h. Verbindungen,
die reversibel mit Licht sowohl an- als auch ausgeschaltet
werden konnen. Wir stellen nun ein Azobenzolderivat des
potenten OR-Agonisten Fentanyl vor, das dazu verwendet
werden kann, den MOR reversibel mit Licht zu kontrollie-
ren.”!

Nachdem wir urspriinglich Morphin in Betracht gezogen
hatten,”?! wurde letztendlich Fentanyl als Ausgangsmolekiil
fiir das Design unserer photochromen Liganden (PCLs) ge-
wihlt. Ausschlaggebend dafiir waren vor allem dessen Potenz,
seine vergleichsweise simple chemische Struktur und die
beiden endstdndigen Phenylringe, die sich zu Azobenzol-
Photoschaltern erweitern lassen. Wie im Fall anderer PCLs
musste der Photoschalter derart installiert werden, dass die
biologische Aktivitit des Liganden nicht vollstdandig verloren
geht, sich seine Wirksamkeit aber durch Photoisomerisierung
maximal dndert.”"! Schema 1 zeigt die Struktur zweier Kan-
didaten, Photofentanyl-1 (PF1) und Photofentanyl-2 (PF2),
die von uns entworfen, synthetisiert und hinsichtlich ihrer
biologischen Aktivitdt untersucht wurden.
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Schema 1. PCL-Design und -Synthese. A) Das synthetische Opioid Fen-
tanyl diente als Ausgangsstruktur fiir die photochromen MOR Agonis-
ten PF1 und PF2. B) Die PF1-Synthese startete mit N-Benzylpiperidon
(1), welches reduktiv aminiert, acyliert, entschiitzt und in einer weite-
ren reduktiven Aminierung mit dem Aldehyd 3 gekuppelt wurde.

C) Die PF2-Synthese beinhaltet eine reduktive Aminierung, eine Acylie-
rung, eine Entschiitzung und eine weitere reduktive Aminierung.
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Die Synthese von PF1 startete mit kéuflich erwerblichem
N-Benzylpiperidon (1), das zunichst einer reduktiven Ami-
nierung mit Anilin unterzogen wurde. Die darauffolgende
Acylierung und Entschiitzung ergab das Piperidin 2 (siche
Schema 1 und die Hintergrundinformationen). Eine weitere
reduktive Aminierung mit dem bekannten Azobenzolalde-
hyd 3% lieferte schlieBlich PF1. Die Synthese von PF2 star-
tete mit kommerziell erwerblichem N-Boc-Piperidon (5), das
einer reduktiven Amination mit 4-Aminoazobenzol (4) un-
terzogen wurde, woraus das 4-Aminopiperidin 6 hervorging.
Eine Acylierung mit Propionsdureanhydrid ergab dann Pro-
pionamid 7. Eine saure Entschiitzung gefolgt von einer re-
duktiven Aminierung des resultierenden Piperidins 8 mit
Phenylacetaldehyd lieferte schlie3lich PF2.

Erste pharmakologische Tests zeigten, dass PF2 ein ex-
zellenter pOR-Agonist ist. PF1 hingegen hatte keinerlei
agonistischen Effekt am MOR. Wir fokussierten daher unsere
weitere physikalische und biologische Charakterisierung auf
PF2.

Mithilfe von UV/Vis-Spektroskopie konnte festgestellt
werden, dass PF2 alle Kennzeichen eines ,,reguldren Azo-
benzols aufweist. Wie in Abbildung 2 illustriert, iiberlagern
sich die m—m*- und n—x*-Uberginge kaum, was ein sau-
beres Photoschalten durch Bestrahlung mit 420 nm bzw.
340 nm ermoglicht (Abbildung S1). Dariiber hinaus zeigte
sich, dass PF2 in seiner cis-Form thermisch stabil in Ringer-
Losung ist (Abbildung 2B). Selbst nach einer Verweildauer
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Abbildung 2. Photoschalten und thermische Stabilitit von PF2. A) Die
lichtinduzierte Isomerisierung kann mit UV/Vis-Spektroskopie verfolgt
werden. Bestrahlung einer 50-um-Lésung von PF2 in einem Ringer-
Puffer mit verschiedenen Wellenldngen fithrt zu stark verschiedenen
Absorptionsspektren. B) PF2, das zuvor nach cis geschaltet wurde, ver-
harrt tiber Stunden in dieser Form.
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von 90 min im Dunklen konnte praktisch keine Riickisome-
risierung zu seiner trans-Form beobachtet werden. Diese Ei-
genschaft konnte vor allem fiir physiologische Experimente
von Nutzen sein, wo lange Bestrahlungszeiten unerwiinscht
sein konnten. Als néchstes richteten wir unser Augenmerk
auf die funktionelle Charakterisierung von PF2. GPCRs
konnen mit mannigfaltigen Methoden untersucht werden; wir
bedienten uns der Elektrophysiologie, unter anderem wegen
ihrer Kompatibilitdit mit optischer Aktivierung (Abbil-
dung 3).*! Zu diesem Zweck wurde der humane MOR zu-
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Kombinationen aus GPCRs und Agonisten bekannt ist,
wurde nicht beobachtet.!"”

Die wiederholte Photoaktivierung von MOR mit PF2 ist
in Abbildung 3B-D illustriert. Ein Vergleich der Stromam-
plitude dreier aufeinanderfolgender Photoaktivierungen mit
der darauffolgenden Aktivierung derselben Zelle mit einer
sattigenden Konzentration an LE zeigte, dass die Photostro-
me etwa 80% des LE-Stroms ausmachen (Abbildung 3C,D
und Abbildung S2). Die Photoaktivierung konnte mehrfach
wiederholt werden, was die Stabilitdt des Systems unter-
streicht (Abbildung 3D). Da PF2 als trans-
Agonist agiert, ist das pharmakologisch aktive
Isomer gleichzeitig das thermodynamisch sta-
bilere. Jedoch kann die Bestrahlung mit 360 nm
zur Desaktivierung minimiert werden, da cis-
PF2 unter physiologischen Bedingungen stabil
bleibt (Abbildung S3). Die Zeitskala fiir Akti-
vierung und Desaktivierung entsprach generell
derjenigen, die fiir einen metabotropen Re-
zeptor erwartet werden kann.” Da die Pho-
toisomerisierung von Azobenzolen im Sub-ms-
Bereich vonstatten geht® und MOR-Liganden

100 pA
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Abbildung 3. Lichtabhingige Aktivierung von MOR durch PF2. HEK293t-Zellen wurden
transient mit dem humanen MOR und sowohl GIRK1 als auch GIRK2 transfiziert.

A) Bestrahlung einer 25 um Lésung von PF2 mit 360 nm hilt das System in einem inak-
tiven Zustand. Umschalten auf 480 nm aktiviert den Rezeptor umgehend. B) Schnelle,
wiederholte Photoaktivierung von GIRK durch MOR und PF2. C) Vergleich von gemittel-
ter Photostromamplitude mit darauffolgender Stimulation mit 10 um LE (n=11, Fehler-

balken: &+ SEM). D) Photoschalten iiber eine Vielzahl von Zyklen.

sammen mit GIRK1 und GIRK2 in HEK?293t-Zellen expri-
miert."”! Diese GIRKs sind typische Effektoren der G,,-Si-
gnalkaskade und native Signalpartner der MORs im locus
coeruleus.®?! Eine Konzentration von 25 um PF2 erwies sich
als optimal zum Photoschalten. Abbildung 3 A zeigt, dass
trans-PF2, das im Dunkeln oder bei 420480 nm Bestrahlung
vorliegt, ein effektiver Agonist am MOR ist. Dagegen ist cis-
PF2, das bei Bestrahlung mit 360 nm dominiert, wesentlich
weniger aktiv. Infolgedessen fiihrt ein Umschalten von
360 nm zu blauem Licht zu einem sofortigen Kaliumeinstrom
durch GIRKs (bei Verwendung einer hohen externen Kali-
umkonzentration). Dieser Prozess konnte durch Zuriick-
schalten auf 360 nm beendet werden, was die MOR-AKti-
vierung unterbindet. Das Aktionsspektrum von PF2 zwischen
400 und 500 nm ist in den Hintergrundinformationen abge-
bildet (Abbildung S1). GIRK-Strome versiegen, wenn By-G-
Proteine mit inaktiven, GDP-gebundenen G;,-Untereinhei-
ten reassoziieren. Interessanterweise bleiben GIRK-Strome,
die durch trans-PF2 ausgelost werden, auf hohem Niveau.
Eine Desensibilisierung des Systems, wie sie fiir andere
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rasch dissoziieren,” kann angenommen
werden, dass die Geschwindigkeit der Akti-
vierung und Desaktivierung von der Kinetik
der Signalkaskade bestimmt wird, die den
GPCR mit dem Ionenkanal verbindet.

Wir haben kiirzlich kovalent gebundene
photochrome Liganden (PTLs) vorgestellt, die
mit einem GPCR aus der Familie C, namlich
dem metabotropen Glutamatrezeptor, ver-
kniipft sind.”! Dieses System mit dem Namen
LimGluR wurde unter anderem dazu genutzt,
um neuronale Aktivitédt effektiv mit Licht zu
kontrollieren. Unsere hier vorgestellten Er-
gebnisse ermoglichen es nun, dieses Konzept
auf einen GPCR der Familie A zu iibertragen.
Diese ,,LiGPCRs* konnten eine wertvolle Al-
ternative zu den genetisch kodierten lichtemp-
findlichen GPCRs (Opto-XRs) darstellen, die auf einer Chi-
mére aus Rhodopsin und anderen GPCRs der Familie A be-
ruhen.*!

Zusammengefasst haben wir eine Methode entwickelt,
um MORs durch die Wirkung eines photochromen Liganden,
PF2, mit Licht zu kontrollieren. In gewisser Hinsicht tiber-
triagt unser PCL die Logik des Rhodopsins auf einen nicht
lichtempfindlichen GPCR der Familie A. Rhodopsin ist ein
Mitglied dieser Transmembranproteinklasse, das sich des
Retinals als kovalent gebundenen photoschaltbaren inversen
Agonisten bedient. Unsere Arbeit erdffnet damit einen ge-
nerellen chemischen Weg, andere GPCRs der Familie A, z.B.
Dopaminrezeptoren oder adrenerge Rezeptoren, in Photo-
rezeptoren zu iiberfithren. Damit legen wir das Fundament
fir eine generelle Photopharmakologie dieser wichtigen
Proteine. PF2 selbst konnte dazu genutzt werden, die Rolle
von ORs in verschiedenen Hirnregionen und in der Periphere
mit hoher rdumlicher und zeitlicher Prizision zu untersuchen.
Sein Einsatz in den Neurowissenschaften und seine mogliche
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Anwendung als ,,Photoanalgetikum*, vermutlich als rotver-
schobene Variante, werden derzeit untersucht.
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