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Optische Kontrolle der Insulinsekretion mit einem Inkretinschalter
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Abstract: Inkretin-Mimetika sind auf dem besten Weg, sich zu
einer tragenden Sdiule in der Typ-2-Diabetes-Behandlung zu
entwickeln. Durch ihre Wirkung auf die Bauchspeicheldriise
und das Gehirn verstirken sie die Insulinsekretion, induzieren
einen Gewichtsverlust und halten die Normoglykimie auf-
recht. Allerdings wird die Inkretin-Therapie mit Nebenwir-
kungen wie Ubelkeit und Magen-Darm-Storungen in Verbin-
dung gebracht. Hier stellen wir ein neuartiges photoschaltbares
Inkretin-Mimetikum vor, das auf Liraglutid, einem spezifi-
schen Agonisten des Glucagon-artigen Peptid-1-Rezeptors
(GLP-1R), basiert. Dieses Peptid, genannt LirAzo, enthiilt eine
Azobenzoleinheit, wodurch der GLP-1R mit Lichtempfind-
lichkeit und isomerabhdngigen Signaleigenschaften ausgestat-
tet wird. Wiihrend das trans-Isomer in erster Linie den Ca’'-
Einstrom in das Zytosol beeinflusst, begiinstigt das cis-Isomer
vorwiegend die Bildung von cAMP. Somit ermoglicht LirAzo
die optische Kontrolle der Insulinsekretion und des Zellen-
iiberlebens.

-ryp-Z-Diabetes (T2D) betrifft zurzeit ca. 8% der erwach-
senen Weltbevolkerung. Diese Krankheit kann am besten als
Unvermogen pankreatischer 3-Zellen, eine Insulinresistenz
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durch Sekretion von ausreichend Insulin zu kompensieren,
beschrieben werden.!"! Als Folge des disregulierten Glukose-
und Fettmetabolismus resultieren zudem oft Herz-, GefiB3-
und Nierenerkrankungen.”” In den meisten Fillen kann eine
angemessene Kontrolle iiber T2D durch eine lebenslange
medizinische Behandlung in Kombination mit Didt und Sport
erreicht werden. Zur Aufrechterhaltung der Normoglykédmie
haben sich Inkretin-Mimetika, das sind Medikamente welche
auf Blutzuckerspiegel senkenden Darmhormonen basieren,
als herausragende Antidiabetika etabliert.”’! Es konnte ge-
zeigt werden, dass lang wirkende Analoga des endogenen
Inkretins Glucagon-artiges Peptid-1 (GLP-1) 1) die Insulin-
freisetzung in einer glukoseabhidngigen Weise wirksam ver-
starken, 2) einen merklichen Gewichtsverlust durch Wirkung
auf das Gehirn induzieren und 3) das Versagen der [3-Zellen
aufgrund von iiberlebensférdernden/anti-apoptotischen Ef-
fekten verringern.! Wihrend solche Eigenschaften Inkretine
ohne Zweifel zu attraktiven Kandidaten fiir die Behandlung
von T2D machen, wurden bereits Nebenwirkungen wie ein
erhohtes Risiko fiir Pankreatitis (Kausalitit unklar),”!
Magen-Darm-Stérung und Ubelkeit mit deren Einsatz in
Verbindung gebracht.! Daher wiiren Methoden, mit denen
die Wirkstoffaktivitit auf das Zielgewebe gelenkt wiirde, eine
wiinschenswerte Verbesserung der Behandlung von T2D mit
Inkretinen. Fiir diesen Zweck ist die Photopharmakologie
hervorragend geeignet, da biologische Prozesse durch Licht
raumlich und zeitlich prizise gesteuert werden konnen (siche
Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen)”’ und
zudem eine Anwendung an der Bauchspeicheldriise moglich
ist.[®

Aus fritheren Studien,” in denen photoschaltbares Chi-
golin, nNOS-Derivate und Fluoreszenz-Reporterpeptide
verwendet wurden, folgerten wir, dass die optische Kontrolle
der Inkretinachse durch den Einbau eines photoresponsiven
Elements in Liraglutid, einem stabilisiertem GLP-1-Analog
(Abbildung 1a,b), moglich st Um den GLP-1R
lichtempfindlich zu machen, wurde die photoschaltbare
Aminosdure [3-(3-Aminomethyl)phenylazo]phenylessigsdu-
re (AMPP)" " in Liraglutid eingefiigt. LirAzo wurde iiber
Festphasen-Peptidsynthese hergestellt, wobei AMPP zur
Minimierung von stérenden Einfliissen auf die Helixfaltung
als Briicke zwischen die beiden a-Helices von Liraglutid
(pdb: 4apd; Abbildung 1a) eingesetzt wurde, wo es die
beiden zentralen Aminosiduren *G-2Q ersetzt (Abbil-
dung 1¢). Um die Aggregation des Peptids zu vermeiden,
wurden wie bereits berichtet NMR-Spektren in 35 % waéssri-
ger [D;]Trifluorethanol-Losung aufgenommen (pdb: 1d0r)."?
Die NMR-Spektren liefern Indizien fiir eine korrekte Faltung
und ein geeignetes In-vitro-Verhalten von LirAzo.
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Abbildung 1. Logik, Design und Primirsequenz von LirAzo. a) Die
NMR-Struktur von Liraglutid (pdb: 4apd) diente als Vorlage fiir die
Synthese von LirAzo, das sich durch den Einbau von AMPP (rot) zwi-
schen die beiden Helices unterscheidet (a=Azologisierung). b) cis-
AMPP und trans-AMPP werden durch Bestrahlung mit UV-Licht oder
blauem Licht gebildet. c) Die Aminosiuresequenz von LirAzo zeigt den
Austausch von #G-2Q durch AMPP (p = Palmitoyl).
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Abbildung 2. Photoisomerisierung und Wirkung von LirAzo. a) UV/Vis-
Spektren von cis- (lila) und trans-LirAzo (blau) sowie von Lira
(schwarz); Einschub: Vergréflerung der n-m*-Bande. b) Reversibles
und wiederholtes Schalten zwischen den cis- und trans-Isomeren von
LirAzo mit blauem Licht (1 =440 nm) und UV-Licht (1=330 nm).

c) Bistabilitat des cis-Zustandes tiber 30 min. d) cAMP-Konzentrations-
Wirkungs-Studien in CHO-GLP-1R-Zellen (Promega cAMP-Glo Assay
Kit). n=3 Wiederholungen, angegeben sind die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung.

Zum Vergleich von LirAzo mit Liraglutid synthetisierten
wir das Vergleichspeptid ,,Lira“, in welchem der Palmitoyl-
rest (YEp) an *K fehlt. Dieser Rest wurde urspriinglich zur
Verbesserung der Plasmabindung und In-vivo-Halbwertszeit
eingefiihrt® und ist unerheblich fiir In-vitro-Studien.
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Die cis-trans-Isomerisierung von LirAzo wurde zundchst
durch UV/Vis-Spektroskopie untersucht (Abbildung2a). Die
Schaltprozesse als Reaktion auf Bestrahlung mit blauem (1 =
440 nm; cis—trans) und UV-Licht (A =330 nm; trans—cis)
waren robust und schnell, ohne Anzeichen fiir einen Abbau
oder eine lichtinduzierte Zersetzung (siche Abbildung 2b
sowie Abbildung S2 und Tabelle S2). LirAzo zeigte eine be-
merkenswerte Bistabilitdt nach der Schaltung in den cis-Zu-
stand und anschlieBender Aufbewahrung im Dunkeln (Ab-
bildung 2¢), wodurch die direkte Anwendung von vorbe-
strahltem LirAzo auf Gewebe ermoglicht wird. GLP-1 bindet
an den GLP-1R iiber Wechselwirkungen zwischen den ex-
trazelluliren (*G-"G) und den die Zellmembran durch-
spannenden Bereichen (7TM-Domine; siehe Abbil-
dung $3).1%1 Daher kann angenommen werden, dass cis- und
trans-LirAzo durch Anderung einer bzw. beider Helix-
Wechselwirkungen unterschiedliche Signalwirkungen des
Rezeptors aktivieren, anstatt iiber einen simplen An/Aus-
Mechanismus zu wirken.

Die Anderungen in der Sekundér- und Tertidrstruktur des
Peptids wurden mittels CD-Spektroskopie (siche Abbil-
dung S4) verfolgt. Wahrend Lira CD-Signale charakteristisch
fiir a-Helices aufweist, zeigt nur das trans-Isomer von LirAzo
ein dhnliches Spektrum wie Lira. cis-LirAzo hingegen weist
abweichende CD-Signale (schwaches Maximum bei 1=
189 nm) auf, die mit der angenommenen (partiellen) Helix-
entfaltung (Abbildung S4a) im cis-Isomer korrelieren.
Zudem hat das CD-Signal von cis-LirAzo ein Maximum im
nahen UV-Bereich (4 =326 nm), das dem cis-Azobenzol in
einer chiralen Umgebung zugeordnet werden kann (Abbil-
dung S4b)."! NMR-Spektren von Lira und LirAzo zeigen
eindeutig eine Verschiebung der Signale von AMPP und ein
unterschiedliches Faltverhalten nach der cis-trans-Isomeri-
sierung (siehe die Hintergrundinformationen fiir vollstindige
NMR-Spektren und Tabelle S3 fiir Anmerkungen). Dieses
Verhalten ist besonders interessant, da Anderungen in der
Sekundér- und Tertidrstruktur wichtige pharmakologische
Eigenschaften wie Halbwertszeit, Permeabilitdit und Wir-
kungsweise bestimmen. Wiahrend die beiden ersten Eigen-
schaften komplexe pharmakokinetische Studien erfordern,
kann Letztere mithilfe funktioneller In-vitro-Assays unter-
sucht werden. Zur Bestimmung der relativen Wirksamkeit
und Spezifitdt von LirAzo gegeniiber Lira, wurden Kon-
zentrations-Wirkungs-Kurven fiir die cAMP-Bildung in CHO
Zellen, welche den GLP-1R stabil exprimieren (CHO-GLP-
1R), aufgenommen.” Die ECs-Werte fiir cis-LirAzo
(EC5y=262.0 nm) und trans-LirAzo (ECs,=993.6 nM) waren
dabei nur geringfiigig hoher als fiir Lira (ECs;=98.9 nm) und
GLP-1 (EC5,=20.3 nm; siche Abbildung 2d und Tabelle S4).
Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass die Anwe-
senheit von AMPP keinen signifikanten Einfluss auf die
GLP-1R-Ligandenbindungen hat.

Als ndchsten Schritt wollten wir die Photoschalteigen-
schaften von LirAzo in einem relevanteren System bestim-
men, sprich in f-Zellen der Bauchspeicheldriise, in denen
GLP-1 mithilfe von cAMP und Ca®*" die Insulinsekretion
steigert.'! Unter Verwendung intakter Langerhans-Inseln
konnten wir zeigen, dass eine exakte zeitliche Kontrolle der
intrazelluldren Ca**-Konzentration méglich ist (Abbil-
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Abbildung 3. Photoschaltung von lonenfluss in 3-Zellen der Bauch-
speicheldriise. a—c) Zytosolische Ca®"-Anstiege sind hoher in mit
LirAzo behandelten Langerhans-Inseln, die mit blauem Licht (trans)
statt UV-Licht (cis) bestrahlt wurden; n=38 Aufnahmen. d) Kuchendia-
gramme zeigen die Zahl von (3-Zellen in intakten Langerhans-Inseln,
die auf Lira-, trans-LirAzo (blaues Licht) und cis-LirAzo (UV-Licht) rea-
gieren; n=38 Langerhans-Inseln. e—f) Positivkontrolle zeigt die Stimula-
tion von zytosolichen Ca?*-Spiegeln nach der Anwendung von Lira, im
Gegensatz zu cis-LirAzo; n=5 Aufnahmen. **P < 0.01 gegen LirAzo,
angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung.

dung 3a). Wihrend trans-LirAzo eine

werden (Abbildung S5c¢,d). Dariiber hinaus war trans-LirAzo
nicht imstande, Verdnderungen der (-Zell-Aktivitdt in Ge-
genwart von nicht-permissiven (d.h. niedrigen) Glukose-
Konzentrationen (Abbildung S5e.f) zu stimulieren, was eine
Voraussetzung fiir die ordnungsgemifle Inkretin-Wirkungs-
weise ist.! In allen Fillen wurden die Ergebnisse aus Lang-
erhans-Inseln mit immortalisierten MIN6-f-Zellen rekapitu-
liert, die in Hochdurchsatz-Assays leichter handhabbar sind
(Abbildung S5g,h). Obwohl cis-LirAze Ca®"-Stréome stimu-
lieren konnte, waren diese nur geringfiigig hoher als die be-
obachteten Ca*"-Stréme nach Injektion der Kontrolle (d.h.
bei hohen Glukose-Konzentration; Abbildung S6).

Als nidchstes untersuchten wir die Auswirkungen von
LirAzo auf die cAMP-Bildung — ein weiterer Signalweg, iiber
den Inkretine die Insulinsekretion verstdrken. Wie aus Mo-
dellstudien von GLP-1-GLP-1R-Bindungswechselwirkungen
zu erwarten war,**'7! zeigt cis-LirAzo eine andere Signal-
wirkung als das trans-Isomer. Die cAMP-Konzentrations-
Wirkungs-Kurve ist in MIN6-f-Zellen deutlich nach links
verschoben, mit einer hoheren maximalen Antwort fiir cis-
verglichen mit trans-LirAzo (Abbildung 4a,b). Ahnliche Er-
gebnisse wurden auch in CHO-GLP-1R-Zellen erzielt (siche
Abbildung S7 und Tabelle S4). Funktionelle Selektivitit, eine
bekannte Eigenschaft anderer GLP-1R-Agonisten," war bei
allen LirAzo-Konzentrationen >4 nMm vorhanden (Abbil-
dung 4¢). Tatsdchlich begiinstigt cis-LirAzo die cAMP-Syn-
these, withrend trans-LirAzo vor allem an Ca’'-Signalen be-
teiligt ist. Mechanistisch gesehen steuern sowohl trans- als
auch cis-LirAzo iiber die cAMP-Bindungspartner Epac2 und
PKA sowie IP3, einen sekundiren Botenstoff, der die Frei-
setzung von Ca®*" aus dem endoplasmatischen Retikulum
vermittelt. Jedoch war nur das erste Isomer in der Lage,
korrekt an die Aktivitit ATP-gesteuerter K™-Kanile (Kp)
und spannungsabhingiger Ca’"-Kanile (VDCC) zu koppeln
(Abbildung S8a,b). Dagegen stimulierte Lira wie erwartet
alle Signalwege (Abbildung S8c). Somit basiert der geringe
Einfluss von cis-LirAzo auf den Ionenfluss auf der Freiset-
zung von Ca’" aus intrazelluliren Speichern, wohingegen
trans-LirAzo den Ca’"-Einstrom in die Zelle stimuliert und

Zunahme der pasalgn Amplitude; }md A 50 . rensLirkzo ® Lira b SRR O B e piiio < T
Frequenz des vielzelligen Ca*"-Spikings a cis-LirAzo 1254 4 disLirAzo % —& cis-LirAzo
induzierte, wurde das Signal nach UV- _ = by §
Bestrahlung (4=350nm) und Akku- Ly - §75_ 2 T oM !
mulation von cis-LirAzo (P <0.01; Ab- § ! § " =
bildung 3 b-f) reduziert. % 507 % - émo-

Durch abwechselnde Bestrahlung b
mit blauem (1=440nm) und UV (1= 04 n - 6

350 nm) Licht konnten Ca*’-Schwan-
kungen in B-Zellen — von denen ange-
nommen wird, dass sie Insulin-Impulsen
unterliegen — gesteuert werden (siche
Abbildung S5a,b). Die Effekte von
trans-LirAzo auf den intrazelluldren
Ca®"-Anstieg konnten durch Blockieren
des GLP-1R mit dem spezifischen Ant-
agonisten Exendin 9-39 aufgehoben
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Abbildung 4. |somerenabhingige Signalwirkung. a) Photoabhingigkeit von cAMP-Antworten in
MING6-f-Zellen mit Lira, cis-LirAzo oder trans-LirAzo (Cisbio HTRF cAMP Assay Kit); n=7 Wie-
derholungen. b) Wie (a), wobei cis-LirAzo deutlich mehr cCAMP erzeugt als trans-LirAzo bei Kon-
zentrationen >10% nm; n=7 Wiederholungen. c) Isomerenabhingige Ca’*-Signalwirkung
durch LirAzo bei Konzentrationen >10' nm; n=8 Wiederholungen, Lira dargestellt als Positiv-
kontrolle. Zellen wurden mit permissiven Glukose-Konzentrationen (>8 mm) und Lira/LirAzo
(150 nm) stimuliert. *P<0.05, **P < 0.01 und NS (= nicht signifikant) gegen trans-LirAzo, an-
gegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung.
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Abbildung 5. Insulinsekretion und Apoptose in -Zellen der Bauchspei-
cheldruse. a) Lira und cis-LirAzo, aber nicht trans-LirAzo, erhéhen die
Glukose-stimulierte Insulinsekretion (G8; 8 mm p-Glukose); n=12
Tiere. Lira/LirAzo wurden mit 150 nm Konzentrationen in Anwesenheit
von permissiver Glukose-Konzentration (>8 mm) angewendet. b) Lira
und trans-LirAzo schiitzen besser gegen durch Glukolipotoxizitit indu-
zierte Apoptose als cis-LirAzo. n=38 Wiederholungen, obere und untere
Bereiche zeigen das Maximum/Minimum-Verhiltnis. Lira/LirAzo
wurden mit 500 nm Konzentration aufgetragen. *P < 0.05, **P < 0.01
und NS (=nicht signifikant) gegen G8 oder Kontrolle, angegeben sind
die Mittelwerte =+ Standardabweichung.

somit die funktionelle Isomerenselektivitit von Ca*">
cAMP verstirkt.

Da LirAzo den GLP-1R mit Lichtempfindlichkeit aus-
stattet, stellte sich die Frage, ob auch eine lichtgesteuerte
Insulinsekretion moglich ist. Um dies zu untersuchen, wurden
Langerhans-Inseln aus Mé&usen mit LirAzo inkubiert und
entweder im Dunkeln gelagert oder Licht mit 4 =350 nm
ausgesetzt. Wihrend cis-LirAzo die Glukose-stimulierte In-
sulinsekretion dquipotent zu Lira (ca. 2.5-fach) steigerte, war
trans-LirAzo wesentlich weniger wirksam (ca. 1.4-fach; Ab-
bildung 5a). Das lag nicht an der Lebensfihigkeit der Zellen;
da Zytotoxizitit weder in ,dead:live“-Assays noch in
TUNEL-Assays bei dreistiindiger Exposition der Zellen mit
LirAzo detektiert werden konnte (siche Abbildung S9). Au-
Berdem war nur das trans-Isomer von LirAzo in der Lage,
Schutz vor einem 24-stiindigen glukolipotoxischen Schock zu
bieten, der -Zell-Versagen durch Apoptose induziert (Ab-
bildung 5b).

Wir beschreiben hier einen Liraglutid-basierten photo-
schaltbaren GLP-1R-Agonisten, der erstmalig eine optische
Kontrolle eines Klasse-B-GPCRs und die daraus resultie-
rende Insulinsekretion von B-Zellen ermoglicht. Interessan-
terweise konnte eine isomerenabhéngige funktionelle Selek-
tivitdt beobachtet werden, die auf der Azobenzol-Orientie-
rung im Peptid basiert. Das Phédnomen der funktionellen
Selektivitit ist fiir GLP-1R bestens dokumentiert.">'® Sie ist
Gegenstand intensiver Forschung, da Arzneimittelnebenwir-
kungen von noch unbekannten Signalwechselwirkungen
stammen konnen."! Der GLP-1R ist an eine Vielzahl von
Signaliibertragungswege (z.B. iiber cAMP, PKA, Epac2,
ERK und B-Arrestin) gekoppelt, wobei orthosterische Li-
ganden unterschiedliche Rezeptorkonformationen binden
und dadurch unterschiedliche Signalkaskaden auslésen
konnen.'> ! Dies lisst sich am besten am Beispiel der Wir-
kung von Oxyntomodulin verdeutlichen, das im Vergleich zu
GLP-1 (7-36) eine funktionelle Selektivitit von cAMP-Bil-
dung gegeniiber ERK-Phosphorylierung aufweist.'>'*! Solch
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unterschiedliche Effekte stammen vermutlich von Wechsel-
wirkungen mit spezifisch konservierten polaren Resten."!

Die prizise Steuerung der GLP-1R-Signaltransduktion
durch LirAzo ermoglicht es, die zugrundeliegenden Mecha-
nismen der funktionellen Selektivitdt in (-Zellen zu ent-
schliisseln und dadurch Inkretin-Mimitika zu optimieren bzw.
zu verfeinern. Wir konnten hier zeigen, dass die cAMP Bil-
dung die Hauptursache fiir die inkretinpotenzierte Insulin-
sekretion ist. Dagegen sind antiapoptotische Effekte ausge-
prégter, wenn sowohl cAMP als auch Ca>* vorhanden sind.
Dies hat Auswirkungen auf das Design von spezifischen GLP-
1R-Agonisten, da die Stimulation beider Signalwege von
Vorteil fiir die Behandlung von T2D sein diirfte. Obwohl die
Potenz von LirAzo geringer als die von nativem Liraglutid
war, ist anzumerken, dass Konzentrations-Wirkungs-Studien
in CHO- und MIN6-Zellen sich nicht gut auf Langerhans-
Inseln, in denen Effekte von GLP-1 auf die Insulinsekretion
im niedrigen pikomolaren Bereich nachgewiesen wurden,
iibertragen lassen.”!! AuBerdem zeigt LirAzo eine ausge-
zeichnete Bistabilitdt, wodurch komplexe Bildgebungsver-
fahren sowie teure Lichtquellen unnétig sind und der Einsatz
in biologischen Untersuchungen erheblich erleichtert wird.

Zusammenfassend kann man sagen, dass LirAzo ein
Modell fiir das Design von Anti-Diabetes-Peptiden ist, in
denen durch Licht ausgeldste Anderungen der Peptidfaltung
— hervorgerufen durch eine zwischen die Helices eingebaute
Azobenzoleinheit — die GPCR-Aktivitét beeinflusst wird. Wir
gehen davon aus, dass diese oder zukiinftige Varianten niitz-
lich fiir die funktionale Erfassung der GLP-1R-Signalwirkung
in (patho)physiologischen Kontexten sein werden.
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