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Abstract: Photochrome Liganden lassen sich dazu verwenden,
um diverse biologische Funktionen, insbesondere in neurona-
len Systemen, zu steuern. In letzter Zeit wurde die Photokon-
trolle von Ionenkan�len und G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren, die in der Synapse zu finden sind, intensiv beforscht.
Nun beschreiben wir die Erweiterung unseres photopharma-
kologischen Ansatzes zur Lichtsteuerung eines Enzyms.
Unsere Untersuchungen zu photochromen Inhibitoren eines
der wichtigsten Enzyme in der synaptischen �bertragung, der
Acetylcholinesterase (AChE), f�hrten zum strukturbasierten
Design mehrerer Azobenzol-Analoga des bekannten AChE-
Hemmers Tacrin (THA). Eine unserer Verbindungen,
AzoTHA, ist ein reversibler photochromer Blocker, der AChE
in vitro und ex vivo mit hoher Affinit�t und schneller Kinetik
hemmt. Daher kann AzoTHA �ber den lichtabh�ngigen
Abbau eines Neurotransmitters dazu verwendet werden, die
synaptische �bertragung an der neuromuskul�ren Endplatte
zu steuern.

Synaptischen Kommunikation basiert weitgehend auf klei-
nen, diffusionsf�higen Molek�len, die elektrische in chemi-
sche Signale �bersetzen.[1] Sobald Neurotransmitter von sy-
naptischen Vesikeln freigesetzt werden, �berqueren sie den
synaptischen Spalt und stimulieren ligandengesteuerte Io-
nenkan�le und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)
auf der postsynaptischen Seite. Eine dritte wesentliche
Komponente der synaptischen �bertragung besteht aus
Transportern oder Enzymen, die die Neurotransmitter ent-
weder entfernen oder inaktivieren, um tonische Stimulation
zu verhindern, und damit die Integration von Signalen zu
ermçglichen.

Unter den vielen Neurotransmittern, die die chemische
Kommunikation beim Menschen vermitteln, ist Acetylcholin
(ACh) von besonderer Bedeutung. Nach seiner Freisetzung
stimuliert ACh nikotinische und muskarinische Acetylcholin-
Rezeptoren und moduliert damit die zellul�re Erregbarkeit.
Seine schnelle Inaktivierung geschieht durch die Acetylcho-
linesterase (AChE), die ACh diffusionskontrolliert zu Acetat
und Cholin hydrolysiert (Abbildung 1a).[2] Eine große Zahl
von AChE-Inhibitoren ist bekannt, die von Medikamenten
wie Tacrin (THA) �ber wissenschaftliche Modellverbindun-
gen wie Decamethonium bis hin zu Nervengasen wie Sarin
reicht (Abbildung 1b). Viele von diesen Liganden wurden
mit AChE cokristallisiert, um detaillierte Einblicke in die
Wirkungsweise dieses Enzyms und seiner Inhibitoren zu er-
halten.[3] Einige Inhibitoren sind klinisch relevant, da sie den
ACh-Spiegel erhçhen, was wiederum vorteilhafte Auswir-
kungen auf Patienten hat, die an der Alzheimer-Krankheit,
Myasthenia gravis oder an Glaukomen leiden.[4]

In den letzten Jahren wurde die Kontrolle von neuronalen
Systemen mit Licht zu einem wichtigen Forschungsgebiet,
denn Licht ist nichtinvasiv und kann mit sehr hoher zeitlicher
und r�umlicher Pr�zision appliziert werden. Dies geschieht
entweder mit genetisch kodierten Photorezeptoren („Opto-
genetik“)[5] oder mit photoschaltbaren Wirkstoffen, deren
Effizienz am nativen Rezeptoren sich bei Photoisomerisie-
rung �ndert (Abbildung 1c). Den letzteren Ansatz nennen
wir „Photopharmakologie“.[6] Sie wurde zur optischen Kon-
trolle von Ionenkan�len[7] und GPCRs[8] genutzt, um damit
z. B. visuelle Prozesse in blinden M�usen wiederherzustellen[9]

oder die von DRG-Neuronen vermittelte Schmerzempfin-
dung zu steuern.[10]

Enzyme wie die AChE, die eine schnelle Kinetik und
einen großen Einfluss auf die Aktivit�t von neuronalen
Netzen haben, sind ebenfalls gut geeignet f�r die Photo-
pharmakologie. Tats�chlich ist die AChE in dieser Hinsicht
schon sehr fr�h untersucht worden. Bahnbrechende Studien
aus den sp�ten 1960er und fr�hen 1970er Jahren von Erlanger
und Kollegen zeigen, dass die Photoregulation der AChE mit
Azobenzol-basierten quart�ren Ammoniumionen (die ACh
imitieren) wie etwa p-Phenylazophenyltrimethylammonium
und N-p-Phenylazophenylcarbamylcholin (Abbildung 1d)
erreicht werden kann.[11] Die Photokontrolle wurde hierbei an
der aus dem Skorpion Heterometus fulvipes isolierten AChE
durch Sonneneinstrahlung erzielt.[11b] Die Aktivit�t wurde
durch eine Reaktion zwischen dem nichthydrolysierten ACh
und Hydroxylamin, gefolgt von photometrischer Quantifi-
zierung eines Eisenkomplexes gemessen.[12] Somit konnte das
Prinzip des photoschaltbaren Enzyminhibitors etabliert
werden.
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Seit Erlangers bahnbrechenden Studien hat sich die
Mçglichkeit erçffnet, Enzyme heterolog zu exprimieren, und
unsere F�higkeit, diese zuverl�ssig zu testen und mit Rçnt-
genkristallographie zu untersuchen und damit Liganden ra-
tional zu entwerfen, stark verbessert. Dar�ber hinaus ist die
exakte Applikation von Licht mit einer gegebenen Wellen-
l�nge und Intensit�t, von der rasanten Entwicklung der Op-
togenetik angetrieben, praktikabel geworden. Angesichts
unseres langj�hrigen Interesses an der optischen Kontrolle
von neuronalen Systemen haben wir daher beschlossen,
photochrome Blocker einer S�ugetier-AChE, namentlich der
humanen AChE, neu zu untersuchen. Unser Ziel war es
dabei, neue Chemotypen zu entwickeln, die sich als n�tzlich
f�r die Neurowissenschaft erweisen kçnn-
ten.

Um die Aktivit�t von humaner AChE
in Gegenwart eines Photoinhibitors rasch
messen zu kçnnen, modifizierten wir ein
kommerziell erh�ltliches Analysesystem.
Dieser wird daf�r angeboten, den AChE-
Gehalt in einer Vielzahl von biologischen
Proben zu vermessen.[14] Er nutzt die in-
trinsische F�higkeit der AChE aus, Ace-
tylthiocholin zu hydolysieren, dessen
Spaltprodukt anschließend mit dem
Ellman-Reagens zu einem farbigen Thio-
lat weiterreagiert (Abbildung 2a). Mithil-
fe eines UV/Vis-Spektrometers konnten
wir die Bildung des Thiolats bei l =

410 nm verfolgen, w�hrend mit einem or-
thogonalen Monochromator-Lichtstrahl
Licht verschiedener Wellenl�ngen einge-

strahlt werden konnte, um damit reversibel
zu schalten (Abbildung 2b).

Unsere anf�nglichen Bem�hungen fo-
kussierten sich auf das zweifach geladenen
ACh-Mimetikum BisQ (Abbildung 1d),
das von Erlanger und Lester als Photoago-
nist des nikotinischen Acetylcholinrezep-
tors, jedoch nicht als AChE-Photoinhibitor
entwickelt und beschrieben wurde.[15] Auf-
grund seiner �hnlichkeit mit Decametho-
nium stellte sich uns die Frage, ob BisQ
auch als photochromer Inhibitor der AChE
wirken kann. BisQ ist in der Tat ein Blocker
der humanen AChE im Dunkeln (Ki =

3.13 mm, Tabelle 1), der die AChE-Aktivit�t
nach Photoisomerisierung allerdings nicht
�ndert. Dieses Ergebnis und eine zus�tzli-
che Konsultation der Rçntgenstruktur von
an AChE gebundenes Decamethonium
(PDB: 1ACL)[13] legen nahe, dass BisQ
beim Blocken des Enzymes nicht gleich-
zeitig beide Kationen-Bindungsstellen be-
setzt. Daraus folgerten wir, dass die beiden
isomeren Formen von BisQ vergleichbare
Inhibitionseigenschaften besitzen.

Eine systematische Sichtung von
AChE-Rçntgenstrukturen ergab, dass die

Inhibitoren Tacrin (THA) (PDB: 1ACJ)[13] und 9-Benzyl-
THA (PDB: 1DX4)[16] das katalytische Zentrum des Enzyms
binden, w�hrend sie teilweise der w�ssrigen Umgebung aus-
gesetzt sind. Die Tatsache, dass die Substitution in der 9-Po-
sition von THA toleriert wird, ermçglichte uns das Design
von mehreren Azobenzolderivate, die wir als AzoTHAs
(Schema 1a) bezeichnen. Unsere kleine Serie umfasst ein

Abbildung 1. AChE-Funktion und -Inhibition. a) AChE (PDB: 1ACJ)[13] katalysiert die Hydroly-
se von Acetylcholin (ACh) zu Acetat und Cholin. b) Nichtkovalente und kovalente Inhibito-
ren der AChE. c) Photopharmakologische Kontrolle eines Enzyms mit einem photochromen
Inhibitor. d) Photochrome Molek�le zur Steuerung von cholinergen Systemen.

Abbildung 2. Colorimetrischer Assay zur Messung der AChE-Aktivit�t in Anwesenheit eines
photoschaltbaren Blockers. a) Hydrolyse von Acetylthiocholin zu Thiocholin, welches mit dem
Ellman-Reagens zu einem farbigen (lmax = 410 nm) Thiolat reagiert. b) Schematische Darstel-
lung der experimentellen Konfiguration.

Tabelle 1: Inhibitorische Konstanten (Ki) von AChE-Blockern (N =3,
Mittelwert�Standardabweichung).

THA AzoTHA Decamethonium BisQ

Ki [nm] 6.40�3.20 95.35�12.39 457.8�52.0 3129.3�1181.4
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minimalsubstituiertes Azobenzol (AzoTHA), ein Esterderi-
vat hiervon (AzoTHA-2) und ein Triazol (AzoTHA-3), das
mithilfe von Klick-Chemie synthetisiert wurde, was auch den
Weg f�r eine rasche Diversifizierung ebnen sollte. Die Syn-
these von AzoTHA begann mit einer Kondensationsreaktion
von Anthranils�ure (1) und Cyclohexanon (2) in siedendem
Phosphoroxychlorid was 9-Chlor-THA (3)[17] ergab. Die
Substitution des Chlorids mit 4-(2-Aminoethyl)anilin (4) in
siedendem Phenol mit katalytischen Mengen Natriumiodid
f�hrte dann zu Phenethylaminderivat 5. Schließlich wurde die
Azobenzoleinheit �ber eine Mills-Reaktion mit Nitrosoben-
zol (6) installiert (Schema 1b). Als ein „nacktes“ Azobenzol
konnte AzoTHA mit UV-Licht (l = 350 nm, graue Linie) in
seine cis-Form und mit blauem Licht (l = 440 nm, blaue
Linie) wieder in seine trans-Form isomerisiert werden. Die
kleine �nderung der p-p*-Bande bei Bestrahlung kann zum
Teil auf die darunterliegende Absorption des Chinolin-
Chromophors von THA (schwarze Linie) zur�ckgef�hrt
werden (Schema 1c). Details zur Photokinetik der AzoTHAs
und zur Synthese von AzoTHA-2 und AzoTHA-3 kçnnen
den Hintergrundinformationen entnommen werden.

AzoTHA hemmt in seiner dunkeladaptierten Form die
AChE mit einem Ki von ca. 100 nm (Tabelle 1), w�hrend
AzoTHA-2 und AzoTHA-3 signifikant niedrigere Affinit�ten
zeigten (siehe die Hintergrundinformationen). Als solches ist
trans-AzoTHA etwa zehnfach weniger aktiv als THA, aber
nichtsdestotrotz aktiver als Decamethonium und BisQ.

Nach der Bestimmung der Ki der AzoTHAs verfolgten
wir die lichtabh�ngige Aktivit�t unserer Inhibitoren bei den
jeweils optimalen Konzentrationen. In der Photopharmako-

logie ist es generell ratsam, Konzentratio-
nen in der N�he des Ki (oder EC50) des
dunkeladaptierten Zustands einzusetzen,
da die grçßte dynamische Ver�nderung
durch Photoisomerisierung in dieser
Region erwartet werden kann. Bei Inku-
bation von 0.05 UmL�1 AChE zusammen
mit 1.0 mm AzoTHA war es uns mçglich,
lichtabh�ngige Aktivit�t zu induzieren
(Abbildung 3a). Dagegen zeigten
AzoTHA-2 und AzoTHA-3 keine Licht-
abh�ngigkeit und zudem geringere Inhibi-
tionseigenschaften. Unsere Untersuchun-
gen konzentrierten sich daher auf
AzoTHA (Abbildung 3). Verglichen mit
freier AChE wurde die Aktivit�t auf 17%
reduziert, wenn die Lçsung mit blauem
Licht (l = 440 nm) bestrahlt wurde, w�h-
rend die Aktivit�t fast vçllig verschwand
(4%), wenn auf UV-Licht (l = 350 nm)
umgeschaltet wurde. Demnach ist
AzoTHA ein st�rkerer Inhibitor in der cis-
Form und verliert in der im Dunkeln ad-
aptierten trans-Form an Affinit�t. Dieser
Effekt konnte �ber viele Zyklen ohne
Aktivit�tsverlust wiederholt werden (Ab-
bildung 3b,c). Wenn die Off- und On-Ki-

Schema 1. Design, Synthese und Spektroskopie der AzoTHAs. a) Eine kleine Bibliothek von
aus Tacrin abgeleiteten Photoschaltern. b) Dreistufensynthese f�r den photochromen AChE-
Blocker AzoTHA, dessen reversible cis-trans-Isomerisierung mit UV-Licht (l = 350 nm) und
blauem Licht (l = 440 nm) gesteuert werden kann. c) UV/Vis-Spektrum des cis- (grau) und
trans-Isomers (blau) von AzoTHA (Einschub: vergrçßerter Bereich der n-p*-Bande) und THA
(schwarz).

Abbildung 3. In-vitro-Photokontrolle von AChE mit AzoTHA. a) Hydrolyse
von Acetylthiocholin durch AChE (0.05 U mL�1), AzoTHA (1 mm) und unter
Bestrahlung mit blauem (l = 440 nm, blau hinterlegt) oder UV-Licht
(l = 350 nm, grau hinterlegt). b) Reversible Photokontrolle von AChE
(0.05 U mL�1) mit 1 mm AzoTHA unter blauem Licht (l = 440 nm, blau hin-
terlegt) und UV-Licht (l = 350 nm, grau hinterlegt). Schwarze Punkte re-
pr�sentieren numerisch abgeleitete Werte der katalytischen Aktivit�t (siehe
a), die rote Linie zeigt die binomiale Anpassung. c) Durchschnittliche licht-
abh�ngige Aktivit�t errechnet aus b �ber 5 Zyklen. d) toff (grau) und ton

(blau) Werte f�r die wiederholte Desaktivierung und Aktivierung �ber 5
Zyklen (links) und deren Mittelwerte (rechts). Fehlerbalken beschreiben
Standardabweichung; N = 3 in allen Experimenten.
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netik der Photoschaltbarkeit mit einer Expo-
nentialfunktion angepasst wird, bleiben die ton/

off-Werte �ber die gemessenen Zyklen stabil
(Abbildung 3d). Deren Mittelwert wurden als
toff = (4.74� 1.81) s und ton = (4.17� 1.09) s
bestimmt.

Um zu zeigen, dass AzoTHA zur Beein-
flussung physiologischer Prozesse mit Licht
verwendet werden kann, testeten wir AzoTHA
an der Mausluftrçhre. Die glatte Muskulatur
der Atemwege verengt sich als Reaktion auf
die Aussch�ttung von ACh, was durch einen
Kraftmesser verfolgt werden kann. Dieser
Assay ist als tracheale Tensometrie bekannt.[18]

Elektrische Feldstimulation (EFS) f�hrt zur
Freisetzung von ACh an der neuromuskul�ren
Endplatte, in Analogie zum klassischen Loewi-
Experiment.[19] Wird die elektrische Stimulati-
on abgeschaltet, so wird auch die ACh-Frei-
setzung von den Nervenfasern beendet und die Kinetik der
Relaxation der Luftrçhre reflektiert den ACh-Abbau durch
AChE. Der hochaffine AChE-Blocker Physostigmin wurde
als Referenz in unseren Experimenten verwendet. Physo-
stigmin (10 mm) induziert eine Kontraktion des Pr�parats
auch ohne weitere EFS (Abbildung 4a), was auf eine direkte
Aktivierung von Acetylcholin-Rezeptoren zus�tzlich zur
AChE-Hemmung zur�ckgef�hrt werden kann.[20] Dagegen
f�hrten 50 mm AzoTHA in Abwesenheit von Licht nicht zu
einer Erhçhung des basalen Tonus (Abbildung 4a). Daher ist
AzoTHA besser geeignet, um cholinerge Systeme sauber zu
studieren. Mit AzoTHA (50 mm) behandelte Tracheen
wurden durch EFS angeregt (100 Hz, 10 V, 2 ms) und ver-
schiedene Relaxationskinetiken wurden unter Bestrahlung
mit UV- und blauem Licht beobachtet (Abbildung 4b). Die
gemessenen Kinetiken sind in �bereinstimmung mit den
vorangegangenen In-vitro-Experimenten: in Anwesenheit
von cis-AzoTHA (UV-Bestrahlung) wird die AChE in einem
grçßeren Umfang gehemmt und die ACh-Hydrolyse verl�uft
deutlich langsamer (toff,cis = (15.25� 1.48) s) als in Gegenwart
von trans-AzoTHA (blaues Licht, toff,trans = (11.29� 0.77) s).
In Abwesenheit eines Inhibitors wird ACh noch schneller
abgebaut (toff = (4.81� 0.95) s) (Abbildung 4c). Unsere Er-
gebnisse zeigen eine Zunahme der lichtinduzierten Hem-
mung um 61 % unter UV-Licht (Hintergrund subtrahiert). Es
sei darauf hingewiesen, dass eine Amplitudenabnahme in
Kontrollexperimenten bei EFS ohne Anwesenheit eines
AChE-Blockers beobachtet wurde. Dennoch zeigt die Kine-
tik unter UV- und blauem Licht die gleiche Tendenz, unab-
h�ngig von der Reihenfolge der Bestrahlung (siehe die Hin-
tergrundinformationen).

Zusammenfassend haben wir, basierend auf rationalem
Design, mehrere neue photochrome AChE-Hemmer syn-
thetisiert und damit eines der wichtigsten Enzyme, das an
synaptischen �bertragungen von Signalen beteiligt ist, licht-
empfindlich gemacht. Auf der Basis eines kommerziell er-
h�ltlichen AChE-Analysesystems entwickelten wir eine all-
gemein anwendbare Methode zur lichtabh�ngigen Messung
der AchE-Aktivit�t durch photochrome AChE-Inhibitoren.
Mithilfe dieses In-vitro-Assays identifizierten wir eines un-

serer Molek�le, AzoTHA, als reversiblen und schnellen
Photoschalter der enzymatischen Aktivit�t. Weiterhin haben
wir festgestellt, dass BisQ, ein bekannter photochromer
Acetylcholin-Rezeptoragonist keinen lichtabh�ngigen Ein-
fluss auf die AChE-Aktivit�t aus�bt. Weitere biologische
Untersuchungen ergaben, dass AzoTHA eine lichtabh�ngige
Wirkung auf die AChE-Kinetik in Maustrachea-Pr�paraten
hat und bessere Eigenschaften als Physostigmin besitzt. In
�bereinstimmung mit unseren In-vitro-Ergebnissen kann die
AChE-Aktivit�t mit UV-Licht st�rker reduziert werden als
mit blauem Licht.

W�hrend sich unser Manuskript in der Revision befand
erschien eine Arbeit von Decker und Kollegen, die die opti-
sche Kontrolle der AChE-Aktivit�t durch ein Dithienylethen
beschreibt, was mithilfe eines einen b-Amyloid-Aggregati-
onsassays nachgewiesen wurde.[21] Aufgrund der langen Be-
lichtungszeiten, die f�r das Schalten nçtig sind, und der un-
terschiedlichen biologischen Ziele, unterscheidet sich diese
Verbindung von AzoTHA, das auf einer Zeitskala im Se-
kundenbereich funktioniert und biologische Effekte an der
neuromuskul�ren Endplatte zeigt. Unsere Studie ist daher
das erste Beispiel der Manipulation von neuronaler Kom-
munikation durch die optische Kontrolle eines Enzyms, wel-
ches einen Neurotransmitter von der aktiven Zone entfernt.
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