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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 lonenkandlen 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 Ubertragung, der
Acetylcholinesterase (AChE), fiihrten 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 Affinitit und schneller Kinetik
hemmt. Daher kann AzoTHA iiber den lichtabhdngigen
Abbau eines Neurotransmitters dazu verwendet werden, die
synaptische Ubertragung an der neuromuskuliren Endplatte
zu steuern.

Synaptischen Kommunikation basiert weitgehend auf klei-
nen, diffusionsfihigen Molekiilen, die elektrische in chemi-
sche Signale iibersetzen."! Sobald Neurotransmitter von sy-
naptischen Vesikeln freigesetzt werden, iiberqueren sie den
synaptischen Spalt und stimulieren ligandengesteuerte Io-
nenkanile und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)
auf der postsynaptischen Seite. Eine dritte wesentliche
Komponente der synaptischen Ubertragung 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
ermoglichen.
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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 zelluldre Erregbarkeit.
Seine schnelle Inaktivierung geschieht durch die Acetylcho-
linesterase (AChE), die ACh diffusionskontrolliert zu Acetat
und Cholin hydrolysiert (Abbildung 1a).”! Eine groBe Zahl
von AChE-Inhibitoren ist bekannt, die von Medikamenten
wie Tacrin (THA) iiber 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.”! Einige Inhibitoren sind klinisch relevant, da sie den
ACh-Spiegel erhohen, was wiederum vorteilhafte Auswir-
kungen auf Patienten hat, die an der Alzheimer-Krankheit,
Myasthenia gravis oder an Glaukomen leiden.[

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 rdumlicher Prézision appliziert werden. Dies geschieht
entweder mit genetisch kodierten Photorezeptoren (,,Opto-
genetik“)®! oder mit photoschaltbaren Wirkstoffen, deren
Effizienz am nativen Rezeptoren sich bei Photoisomerisie-
rung dndert (Abbildung 1c). Den letzteren Ansatz nennen
wir ,,Photopharmakologie®.[”! Sie wurde zur optischen Kon-
trolle von Ionenkanilen” und GPCRs®! genutzt, um damit
z.B. visuelle Prozesse in blinden Miusen wiederherzustellen!”’
oder die von DRG-Neuronen vermittelte Schmerzempfin-
dung zu steuern.”)

Enzyme wie die AChE, die eine schnelle Kinetik und
einen groBen Finfluss auf die Aktivitdit von neuronalen
Netzen haben, sind ebenfalls gut geeignet fiir die Photo-
pharmakologie. Tatsdchlich ist die AChE in dieser Hinsicht
schon sehr frith untersucht worden. Bahnbrechende Studien
aus den spéten 1960er und frithen 1970er Jahren von Erlanger
und Kollegen zeigen, dass die Photoregulation der AChE mit
Azobenzol-basierten quartiren Ammoniumionen (die ACh
imitieren) wie etwa p-Phenylazophenyltrimethylammonium
und N-p-Phenylazophenylcarbamylcholin (Abbildung 1d)
erreicht werden kann.[' Die Photokontrolle wurde hierbei an
der aus dem Skorpion Heterometus fulvipes isolierten AChE
durch Sonneneinstrahlung erzielt.'"® Die Aktivitit wurde
durch eine Reaktion zwischen dem nichthydrolysierten ACh
und Hydroxylamin, gefolgt von photometrischer Quantifi-
zierung eines Eisenkomplexes gemessen.'"” Somit konnte das
Prinzip des photoschaltbaren Enzyminhibitors etabliert
werden.
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Abbildung 1. AChE-Funktion und -Inhibition. a) AChE (PDB: 1AC))!" 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 Molekiile zur Steuerung von cholinergen Systemen.
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strahlt werden konnte, um damit reversibel
zu schalten (Abbildung 2b).

Unsere anfidnglichen Bemiihungen 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.'”! Auf-
grund seiner Ahnlichkeit 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 (K;=
3.13 pum, Tabelle 1), der die AChE-Aktivitat
nach Photoisomerisierung allerdings nicht
dndert. Dieses Ergebnis und eine zusitzli-
che Konsultation der Rontgenstruktur von
an AChE gebundenes Decamethonium
(PDB: 1ACL)™ 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-Rontgenstrukturen ergab, dass die

Seit Erlangers bahnbrechenden Studien hat sich die
Moglichkeit eroffnet, Enzyme heterolog zu exprimieren, und
unsere Fahigkeit, diese zuverldssig zu testen und mit Ront-
genkristallographie zu untersuchen und damit Liganden ra-
tional zu entwerfen, stark verbessert. Dariiber hinaus ist die
exakte Applikation von Licht mit einer gegebenen Wellen-
lange und Intensitét, von der rasanten Entwicklung der Op-
togenetik angetrieben, praktikabel geworden. Angesichts
unseres langjahrigen Interesses an der optischen Kontrolle
von neuronalen Systemen haben wir daher beschlossen,
photochrome Blocker einer Sdugetier-AChE, namentlich der
humanen AChE, neu zu untersuchen. Unser Ziel war es
dabei, neue Chemotypen zu entwickeln, die sich als niitzlich
fiir die Neurowissenschaft erweisen konn-
ten.

Um die Aktivitdt von humaner AChE
in Gegenwart eines Photoinhibitors rasch ~ a)
messen zu konnen, modifizierten wir ein
kommerziell erhiltliches Analysesystem.
Dieser wird dafiir angeboten, den AChE-
Gehalt in einer Vielzahl von biologischen
Proben zu vermessen.' Er nutzt die in-
trinsische Fahigkeit der AChE aus, Ace-
tylthiocholin zu hydolysieren, dessen
Spaltprodukt anschlieBend 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 1=
410 nm verfolgen, wiahrend mit einem or-
thogonalen Monochromator-Lichtstrahl
Licht verschiedener Wellenlédngen einge-
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Inhibitoren Tacrin (THA) (PDB: 1ACH™ und 9-Benzyl-
THA (PDB: 1DX4)!" das katalytische Zentrum des Enzyms
binden, wéhrend sie teilweise der wassrigen Umgebung aus-
gesetzt sind. Die Tatsache, dass die Substitution in der 9-Po-
sition von THA toleriert wird, ermoglichte uns das Design
von mehreren Azobenzolderivate, die wir als AzoTHAs
(Schema 1a) bezeichnen. Unsere kleine Serie umfasst ein

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

THA AzoTHA Decamethonium BisQ
Ki[nm] 6.404+3.20 95.35+12.39 457.8+52.0 3129.3+1181.4
> \/
At J\::, Ji:if
Y

b)
Monochromator-
strahl

UVNVis- 3

Strahl

—l

AChE-
Lésung

Abbildung 2. Colorimetrischer Assay zur Messung der AChE-Aktivitit in Anwesenheit eines
photoschaltbaren Blockers. a) Hydrolyse von Acetylthiocholin zu Thiocholin, welches mit dem
Ellman-Reagens zu einem farbigen (A,,.,,=410 nm) Thiolat reagiert. b) Schematische Darstel-
lung der experimentellen Konfiguration.
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logie ist es generell ratsam, Konzentratio-
nen in der Nihe des K; (oder ECy,) des
dunkeladaptierten Zustands einzusetzen,
da die groBte dynamische Veridnderung
durch Photoisomerisierung in dieser
Region erwartet werden kann. Bei Inku-
bation von 0.05 UmL™' AChE zusammen
mit 1.0 um AzoTHA war es uns moglich,
lichtabhédngige Aktivitdt zu induzieren
(Abbildung 3 a). Dagegen zeigten
AzoTHA-2 und AzoTHA-3 keine Licht-
abhéngigkeit und zudem geringere Inhibi-
tionseigenschaften. Unsere Untersuchun-
gen konzentrierten sich daher auf
AzoTHA (Abbildung 3). Verglichen mit
freier AChE wurde die Aktivitédt auf 17 %
reduziert, wenn die Losung mit blauem
Licht (A=440 nm) bestrahlt wurde, wih-
rend die Aktivitét fast vollig verschwand
(4%), wenn auf UV-Licht (1=350nm)
umgeschaltet wurde. Demnach  ist
AzoTHA ein stédrkerer Inhibitor in der cis-
Form und verliert in der im Dunkeln ad-
aptierten frans-Form an Affinitdt. Dieser
Effekt konnte iiber viele Zyklen ohne
Aktivitidtsverlust wiederholt werden (Ab-
bildung 3b,c). Wenn die Off- und On-Ki-
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Schema 1. Design, Synthese und Spektroskopie der AzoTHAs. a) Eine kleine Bibliothek von
aus Tacrin abgeleiteten Photoschaltern. b) Dreistufensynthese fiir den photochromen AChE-
Blocker AzoTHA, dessen reversible cis-trans-Isomerisierung mit UV-Licht (1 =350 nm) und
blauem Licht (1 =440 nm) gesteuert werden kann. c) UV/Vis-Spektrum des cis- (grau) und
trans-lsomers (blau) von AzoTHA (Einschub: vergréferter Bereich der n-w*-Bande) und THA
(schwarz).

minimalsubstituiertes Azobenzol (AzoTHA), ein Esterderi-

§ & § &
vat hiervon (AzoTHA-2) und ein Triazol (AzoTHA-3), das 3) £ s yiBoTHA 9 £ 1M AZTHA
mithilfe von Klick-Chemie synthetisiert wurde, was auch den S 2 ]
Weg fiir eine rasche Diversifizierung ebnen sollte. Die Syn- o ..-/ ° { { { { {

_/

these von AzoTHA begann mit einer Kondensationsreaktion
von Anthranilsdure (1) und Cyclohexanon (2) in siedendem
Phosphoroxychlorid was 9-Chlor-THA (3)!'"! ergab. Die
Substitution des Chlorids mit 4-(2-Aminoethyl)anilin (4) in
siedendem Phenol mit katalytischen Mengen Natriumiodid ° ; ] 5 3 ]
fiihrte dann zu Phenethylaminderivat 5. SchlieBlich wurde die ZyKlus
Azobenzoleinheit iiber eine Mills-Reaktion mit Nitrosoben-
zol (6) installiert (Schema 1b). Als ein ,,nacktes* Azobenzol &
konnte AzoTHA mit UV-Licht (1 =350 nm, graue Linie) in
seine cis-Form und mit blauem Licht (1=440 nm, blaue -
Linie) wieder in seine trans-Form isomerisiert werden. Die \f; Tt ] t ]
kleine Anderung der m-m*-Bande bei Bestrahlung kann zum T ] L}
Teil auf die darunterliegende Absorption des Chinolin-

Chromophors von THA (schwarze Linie) zuriickgefiihrt o o b =% 7B B a6 o
werden (Schema 1 ¢). Details zur Photokinetik der AzoTHAs t/min

und zur Synthese von AzoTHA-2 und AzoTHA-3 konnen
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d . dinf . d Abbildung 3. In-vitro-Photokontrolle von AChE mit AzoTHA. a) Hydrolyse
en Hintergrundinformationen entnommen werden. von Acetylthiocholin durch AChE (0.05 UmL™"), AzoTHA (1 um) und unter

AzoTHA hemmt in seiner dunkeladaptierten Form die  gestrahlung mit blauem (=440 nm, blau hinterlegt) oder UV-Licht
AChE mit einem K; von ca. 100 nm (Tabelle 1), wéhrend (=350 nm, grau hinterlegt). b) Reversible Photokontrolle von AChE
AzoTHA-2 und AzoTHA-3 signifikant niedrigere Affinititen  (0.05 UmL™") mit 1 um AzoTHA unter blauem Licht (1 =440 nm, blau hin-
zeigten (siche die Hintergrundinformationen). Als solches ist ~ terlegt) und UV-Licht (=350 nm, grau hinterlegt). Schwarze Punke re-
trans-AzoTHA etwa zehnfach weniger aktiv als THA, aber prisentieren numerisch abgeleitete Werte der katalytischen Aktivitit (siehe
nichtsdestotrotz aktiver als Decamethonium und BisQ. a), die rote Linie zeigt die binomiale Anpassung. c) Durchschnittliche licht-

. abhingige Aktivitit errechnet aus b tiber 5 Zyklen. d) 7.4 (grau) und 7,,
Nach der Bestimmung der K; der AzoTHAs verfolgten (blau) Werte fiir die wiederholte Desaktivierung und Aktivierung tiber 5
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wir die lichtabhidngige Aktivitdt unserer Inhibitoren bei den
jeweils optimalen Konzentrationen. In der Photopharmako-
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Zyklen (links) und deren Mittelwerte (rechts). Fehlerbalken beschreiben
Standardabweichung; N=3 in allen Experimenten.
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netik der Photoschaltbarkeit mit einer Expo- a)g_ 10 M Physostigmin b) & & c) 50 UM
. . . . . 5 S AzoTHA
nentialfunktion angepasst wird, bleiben die 7,,, © =0 NAZOTHA ¥ EFs & 50 M AzoTHA 81

o Werte iiber die gemessenen Zyklen stabil @
(Abbildung 3d). Deren Mittelwert wurden als °
Tor=(474+1.81)s und 7,=(4.17+1.09)s
bestimmt.

Um zu zeigen, dass AzoTHA zur Beein-
flussung physiologischer Prozesse mit Licht

AKraft /g
0.10

0 20

an der Mausluftrohre. Die glatte Muskulatur
der Atemwege verengt sich als Reaktion auf
die Ausschiittung von ACh, was durch einen
Kraftmesser verfolgt werden kann. Dieser
Assay ist als tracheale Tensometrie bekannt.['!
Elektrische Feldstimulation (EFS) fiihrt zur
Freisetzung von ACh an der neuromuskulidren
Endplatte, in Analogie zum klassischen Loewi-
Experiment.['”! Wird die elektrische Stimulati-
on abgeschaltet, so wird auch die ACh-Frei-
setzung von den Nervenfasern beendet und die Kinetik der
Relaxation der Luftrohre reflektiert den ACh-Abbau durch
AChE. Der hochaffine AChE-Blocker Physostigmin wurde
als Referenz in unseren Experimenten verwendet. Physo-
stigmin (10 uM) induziert eine Kontraktion des Priparats
auch ohne weitere EFS (Abbildung 4 a), was auf eine direkte
Aktivierung von Acetylcholin-Rezeptoren zusétzlich zur
AChE-Hemmung zuriickgefiihrt werden kann.”” Dagegen
fithrten 50 um AzoTHA in Abwesenheit von Licht nicht zu
einer Erhohung des basalen Tonus (Abbildung 4 a). Daher ist
AzoTHA besser geeignet, um cholinerge Systeme sauber zu
studieren. Mit AzoTHA (50 pum) 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 Ubereinstimmung mit den
vorangegangenen In-vitro-Experimenten: in Anwesenheit
von cis-AzoTHA (UV-Bestrahlung) wird die AChE in einem
groBeren Umfang gehemmt und die ACh-Hydrolyse verlauft
deutlich langsamer (7.gqs = (15.25 4+ 1.48) s) als in Gegenwart
von trans-AzoTHA (blaues Licht, T, s = (11.29+0.77) s).
In Abwesenheit eines Inhibitors wird ACh noch schneller
abgebaut (7,;=(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-
hingig von der Reihenfolge der Bestrahlung (siche 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 Ubertragungen von Signalen beteiligt ist, licht-
empfindlich gemacht. Auf der Basis eines kommerziell er-
hiltlichen AChE-Analysesystems entwickelten wir eine all-
gemein anwendbare Methode zur lichtabhéngigen Messung
der AchE-Aktivitit durch photochrome AChE-Inhibitoren.
Mithilfe dieses In-vitro-Assays identifizierten wir eines un-

p=0.02).
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Abbildung 4. Ex-vivo-Photokontrolle von AChE mit AzoTHA. a) Der basale Tonus wird in
Maustrachea-Praparationen von AzoTHA (50 pm, schwarz) im Gegensatz zu Physostig-
min (10 pm, rot) nicht beeinflusst. b) Die Relaxationskinetik in Maustrachea-Priparatio-
nen ist langsamer unter Bestrahlung mit UV-Licht (350 nm) als mit blauem Licht

(440 nm) (50 um AzoTHA, EFS, 100 Hz, 10V, 2 ms). c) 74 Werte exponentiell angepasst
aus (b) ohne Blocker (schwarz) und mit AzoTHA (50 um) unter blauem (1 =440 nm,
blau) und UV-Licht (A=350 nm, grau); (N =3, Mittelwert & Standardabweichung, t-Test:

serer Molekiile, AzoTHA, als reversiblen und schnellen
Photoschalter der enzymatischen Aktivitiat. Weiterhin haben
wir festgestellt, dass BisQ, ein bekannter photochromer
Acetylcholin-Rezeptoragonist keinen lichtabhéngigen Ein-
fluss auf die AChE-Aktivitit ausiibt. Weitere biologische
Untersuchungen ergaben, dass AzoTHA eine lichtabhingige
Wirkung auf die AChE-Kinetik in Maustrachea-Préparaten
hat und bessere Eigenschaften als Physostigmin besitzt. In
Ubereinstimmung mit unseren In-vitro-Ergebnissen kann die
AChE-Aktivitdt mit UV-Licht stiarker reduziert werden als
mit blauem Licht.

Wihrend sich unser Manuskript in der Revision befand
erschien eine Arbeit von Decker und Kollegen, die die opti-
sche Kontrolle der AChE-Aktivitidt durch ein Dithienylethen
beschreibt, was mithilfe eines einen (-Amyloid-Aggregati-
onsassays nachgewiesen wurde.”!! Aufgrund der langen Be-
lichtungszeiten, die fiir das Schalten notig 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
neuromuskuldren 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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Stichworter: Acetylcholinesterase - Photochrome Blocker -
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