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Abstract: Die allosterische Regulation von G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren (GPCRs) erhoht deren Arzneimittelspezi-
fitat und erméglicht so neue therapeutische Ansdtze. Dennoch
ist die heutige Wirkstoffentwicklung gehemmt, da die alloste-
rische Bindestelle nur unzureichend prizise kontrollierbar ist.
Hier beschreiben wir Design, Synthese und Anwendung von
PhotoETP, einem lichtabhdngigen positiven allosterischen
Regulator des Klasse-B-GPCR GLP-IR (,glucagon-like
peptide-1 receptor®), der an der Aufrechterhaltung der Glu-
kose-Homoostase beteiligt ist. PhotoETP ermoglicht die von
GLP-1 und dessen Metaboliten abhingige Potenzierung von
Ca*"-, cAMP- und Insulin-Antworten nach Bestrahlung von
Zellen und Pankreasgewebe mit blauem Licht. PhotoETP
bietet somit eine Vorlage fiir die Entwicklung von niedermo-
lekularen allosterischen Photoschaltern fiir Klasse-B-GPCRs,
und es konnte niitzlich dabei sein, die positive Kooperativitit
des GLP-1R zu verstehen.

Das Inkretinhormon GLP-1 (,,glucagon-like peptide-1¢)
wird von enteroendokrinen L-Zellen in den Darm ausge-
schiittet,) wo es an seine zugehorigen Rezeptoren bindet, um
Beta-Zelliiberleben, Insulinausschiittung und Gewichtsab-
nahme zu bewirken.” Deswegen sind GLP-1-basierte Inkre-
tinmimetika héufig verschriebene Medikamente zur Norma-
lisierung des Glukosespiegels in Typ-2-Diabetes (T2D) ge-
worden,” ein soziookonomisch teures Syndrom, das fast 400
Millionen Menschen weltweit betrifft.[*

Der GLP-1-Rezeptor (GLP-1R) ist ein Klasse-B-GPCR,
der primédr an die Aktivitit der Adenylylcyclase und die

damit verbundene Akkumulation von 3'-5'-cyclischem Ade-
nosinmonophosphat (cAMP) gekoppelt ist,”! sowie an intra-
zelluldre Ca®*-Strome.! Vor kurzem wurde ein allosterisches
Zentrum fiir diesen Rezeptor beschrieben, das die Feinab-
stimmung der orthosterischen Ligandenbindung ermog-
licht." Der lingandenabhingige, allosterische Modulator 4-
(3-(Benzyloxy)phenyl)-2-(ethylsulfinyl)-6-(trifluormethyl)-
pyrimidin (BETP) potenziert die Ca*'-Mobilisierung als
Antwort auf GLP-1(7-36)NH,,™® der aktiven amidierten
Form von GLP-1. Dagegen steigert BETP die cAMP-Pro-
duktion als Antwort auf GLP-1(9-36)NH,,™*! einem Meta-
boliten und schwachen partiellen GLP-1R-Agonisten. Solche
Wechselwirkungen sind aus therapeutischer Sicht wiin-
schenswert, da am allosterischen Zentrum bindende Medi-
kamente die Rezeptorspezifizitit erhéhen kénnen und da-
durch Nebenwirkungen verringern.””) Momentan gestaltet
sich die Untersuchung dieser Wechselwirkungen als schwie-
rig, da spezifische Ansétze fiir die genaue Steuerung von
Allosterie und Rezeptorbewegung fehlen. Die Photophar-
makologie ist gut geeignet fiir diese Aufgabe, da sie die
Wirkstoffaktivitat mit der Hilfe von Licht prézise in Raum
und Zeit kontrolliert."”!

Hier beschreiben wir die Entwicklung und Untersuchung
von PhotoETP, einem lichtaktivierbaren positiven allosteri-
schen Modulator, der die GLP-1R-Signalwege und die Insu-
linausschiittung mit blauem Licht optisch kontrolliert (Ab-
bildung 1a).

Wir begannen unsere Azologisierungsstrategie!'!l auf
BETP anzuwenden, um Photoschaltbarkeit am allosterischen
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Abbildung 1. Design und Synthese von PhotoETP. a) Ein Azobenzol ist
in den positiven allosterischen Modulator BETP mtegrlert um Photo-
ETP zu erhalten. PhotoETP erméglicht die Potenzierung der Ca®'- und
cAMP-Antworten auf GLP-T und dessen inaktiven Metaboliten mittels
blauem Licht. b) Sechsstufige Synthese von PhotoETP. c) Kristallisati-
on von PhotoETP aus MeOH als dessen Methoxy-Derivat (7). d) Struk-
turen des PhotoETP-Derivats 7 und dessen Bisarylthioether-Vorstufe 3
im Kristall (CCDC-1420305 und -1420306 enthalten die ausfiihrlichen
kristallographischen Daten zu dieser Veréffentlichung. Die Daten sind
kostenlos beim Cambridge Crystallographic Data Centre erhiltlich).

PhotoETP

Zentrum (Abbildung 1a) von GLP-1R zu ermdglichen (Ab-
bildung 1b; siche Abbildung S1 in den Hintergrundinforma-
tionen). Unter Suzuki-Miyaura-Bedingungen wurden kom-
merziell erhéltliches Chlorpyrimidin 1 mit der Boronsédure 2
gekuppelt, um den Biarylthioether 3 in 95 % erhalten. Nach
der Oxidation am Schwefelatom mit mCPBA zu dem Sulfon 4
(90% Ausbeute) wurde der Sulfonsubstituent in einer aro-
matischen Substitution gegen Ethylsulfid ausgetauscht, um
den Ethylthioether § zu 55% zu isolieren. Die weitere Oxi-
dation mit einem Aquivalent mCPBA ergab das Sulfoxid 6
(96 %), das mit TFA entschiitzt wurde, bevor es in einer Mills-
Reaktion mit Nitrosobenzol in zwei Stufen zu PhotoETP
(54 %) reagiert. Bei dem Versuch, PhotoETP aus MeOH
umzukristallisieren, wurde Verbindung 7 erhalten, was ein
weiterer Beweis fiir die Elektrophilie von PhotoETP ist
(Abbildung 1¢). Fiir die Rontgenstrukturanalyse geeignete
Kristalle wurden von 3 und 7 erhalten (Abbildung 1d).

Das UV/Vis-Spektrum von PhotoETP bei Bestrahlung
mit A =440 nm (trans, blau) und A =330 nm (cis, grau) zeigt
die wellenldingenabhingige Isomerisierung (Abbildung2a),
wie fiir meta-Azobenzole erwartet (Abbildung2b). Das
Photoschalten konnte iiber mehrere Zyklen mit 7., =204.2 +
7.3s und t,,,,=54.5+2.9s ohne erkennbare Erschopfung
wiederholt werden (Abbildung 2¢). Zudem konnten das cis-
und trans-Isomer in einer LC-MS-Analyse getrennt werden
(Abbildung 2d). Diese Eigenschaften von PhotoETP bilden
gemeinsam die Basis fiir die allosterische Photosteuerung der
GLP-1R-Aktivitit.
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Abbildung 2. Charakterisierung von PhotoETP. a) Isomerisierung von
PhotoETP zwischen trans- und cis- Konfiguration mit blauem und UV-
Licht. b) UV/Vis-Spektren von PhotoETP in DMSO unter Bestrahlung
mit A=440 nm (blau), A=330 nm (grau) oder unter Lichtausschluss
(schwarz). c) Robustes Photoschalten zwischen cis- und trans-Photo-
ETP induziert durch A=440 nm und A=330 nm. d) LC-MS-Messungen
von PhotoETP im Dunkeln (schwarz) und nach UV Bestrahlung (grau).

Als nichstes untersuchten wir, ob PhotoETP die GLP-
1(9-36)NH,-induzierte cAMP-Synthese in CHO-GLP-1R-
Zellen optisch steuern kann. Analog zu BETP potenziert
trans-PhotoETP die cAMP-Ausschiittung als Antwort auf
GLP-1(9-36)NH, (ECjs(trans-PhotoETP)=163.3 nm, ECj-
(BETP)=99.5 nm). Des Weiteren konnte die PhotoETP-
Aktivitdt durch UV-Bestrahlung und die so induzierte Iso-
merisierung zur cis-Form ausgeschaltet werden (Abbil-
dung 3a; ECs, nicht bestimmbar). Das Ausmaf3 des Photo-
schaltens ist dhnlich zu dem vor kurzem beschriebenen allo-
sterischen Modulator des metabotropen Glutamatrezeptors
mGluRS, einem Klasse-C-GPCR."” Wegen der beschriebe-
nen Photolabilitdt von BETP wurde der Einfluss von dieser
Verbindung und PhotoETP auf die Zellviabilitit iiber die
Messung von Nekrose und Apoptose im Dunkeln bestimmt.
Mit den Konzentrationen, die in dieser Untersuchung ver-
wendet wurden, konnte weder BETP noch PhotoETP signi-
fikant Nekrose oder Apoptose auslosen [Abbildung 3b und c,
gemessen mit Propidiumiodid-Einbau bzw. TUNEL (,ter-
minal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end label-
ling“)]. Dagegen bewirkten Staurosporin oder Thapsigargin,
die als Positivkontrolle verwendet wurden, hohe Spiegel von
Nekrose- und Apoptoseindikatoren (Abbildung 3b und c).
Zudem blieb der Spiegel von gespaltener Caspase-3 (ein
Enzym, das an der proteolytischen Spaltung von wichtigen
intrazelluldren Effektoren, wie Poly(ADP-ribose)-Polyme-
rase beteiligt ist) unbeeinflusst durch Inkubation mit Photo-
ETP (Abbildung S2).
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Abbildung 3. Optische Steuerung von cAMP/Ca*"-Signalen und Insulin-
ausschiittung. a) Bestrahlung mit A =440 nm, jedoch nicht mit
A=350 nm (UV) moduliert optisch GLP-1(9-36)NH,-induzierte cAMP-
Synthese in CHO-GLP-1R-Zellen (n=4 Wiederholungen). b) Inkubation
von MIN6-Beta-Zellen mit PhotoETP tiber 3 h hat keinen Einfluss auf
die Zellviabilitat (n=8 Wiederholungen) (+ ve = Positivkontrolle; Stau-
rosporin oder Thapsigargin). c) Wie in (b) aber Apoptose (n=3 Wie-
derholungen). d—g) Bestrahlung mit 1 =440 nm, jedoch nicht mit

A =350 nm moduliert GLP-1(7-6)NH,-induzierte Ca**-Anstiege in in-
takten PhotoETP-behandelten Pankreasinseln (n=9 Aufnahmen von 3
Tieren). h—j) Wie in (a)—(d), jedoch in MIN6-Beta-Zellen (n =8 Wieder-
holungen) (RFU =relative Fluoreszenzeinheiten; AUC= Flidche unter
der Kurve) (ATP 10 um; Positivkontrolle). In allen Experimenten wurde
10 nmM GLP-1(7-36)NH, in 8-11 (Inseln) oder 17 (MIN6) mm D-Gluko-
se und 50 um PhotoETP und BETP coappliziert. NS: nicht signifikant
oder *P < 0.05 und **P < 0.01 versus cis-PhotoETP oder DMSO; one-
way ANOVA. Daten reprisentieren Mittelwert £ Standardfehler. Skalie-
rungsbalken: 75 um.

Im néchsten Schritt wurde das Photoschalten von intra-
zelluldren Ca®"-Stromen in Beta-Zellen innerhalb intakten
Langerhans-Inseln untersucht. Wihrend cis-PhotoETP (1=
350 nm) weitgehend keinen Effekt zeigte, potenzierte das
trans-Isomer (A=440 nm) die GLP-1(7-36)NH,-induzierte
Erhohung des Ca*'-Spiegels (Abbildung 3d-g); ebenso wie
zuvor beschrieben fiir cAMP. Letzteres konnte mittels einer
hohen Glukosekonzentration (Abbildung S3a,b) oder durch
den spezifischen GLP-1R-Antagonisten Exendin 9-39 (Ab-
bildung S3c,d) aufgehoben werden. Alle in Langerhans-
Inseln durchgefiihrten Experimente wurden in immortali-
sierten MIN6-Beta-Zellen in einem Hochdurchsatz-Discover-
X-Ca*"-Screen repliziert (Abbildung 3h-j). In gruppenweise
inkubierten Langerhans-Inseln potenzierte trans-PhotoETP
die GLP-1(9-36)NH,-induzierte Insulinsekretion (Abbil-
dung 4a), wobei cis-PhotoETP der weniger effektive allo-
sterische Modulator war (Abbildung 4a). Dagegen konnten
BETP, cis-PhotoETP und trans-PhotoETP gleichermaf3en
ohne Anzeichen von Photosteuerung die GLP-1(7-36)NH,
induzierte Insulinsekretion fast verdoppeln (Abbildung 4b).

PhotoETP war zu knapp 20 % cis-angereichert unter La-
borlicht ("H-NMR; siehe die Hintergrundinformationen),
wihrend das UV-Vis-Spektrum eine ausgeprigtere m-m*-
Bande im Dunkeln zeigt (Abbildung 2b). Diese Beobachtung
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Abbildung 4. Optische Steuerung der Insulinsekretion. a) trans-Photo-
ETP potenziert die GLP-1(9-36)NH,-induzierte Insulinausschiittung ef-
fektiver als cis-PhotoETP. b) trans-PhotoETP und cis-PhotoETP potenzie-
ren die GLP-1(7-36)NH,-induzierte Insulinsekretion gleichermafen. In
allen Experimenten wurde 10 nm GLP-1(7-36)NH, oder 100 nm GLP-

1(9-36)NH, in 11 mm b-Glukose mit 50 pm PhotoETP und BETP coap-
pliziert. NS: nicht signifikant oder *P < 0.05 und **P <0.01 versus cis-
PhotoETP oder DMSO; one-way ANOVA. Daten reprisentieren Mittel-
wert + Standardfehler.

kann mit einem Modell, in dem BETP gebunden an die
Glukagonrezeptormutante F345C vorliegt, erkldrt werden:
Dort liegt eine verdrillte Konformation des Benzylethers vor,
was dem Zustand niedrigster Energie entspricht.! Eine
solche Konformation mag auch von cis-PhotoETP einge-
nommen werden, das mit einer hoheren Affinitit eine kova-
lente Bindung bildet. Im Unterschied zu BETP, das seine
molekulare Ausrichtung als Antwort auf orthosterische Bin-
dung verdandern kann, bleibt PhotoETP in der cis-Konfor-
mation gefangen, bis mit blauem Licht die trans-Isomerisie-
rung induziert wird. Wenn auch die exakte Bestimmung des
Isomerenverhéltnisses am Rezeptor empirisch schwer reali-
sierbar ist, ermoglicht diese Eigenschaft dennoch die Fein-
steuerung iiber das Photoschalten im Dunkeln, mit 440 nm
und 350 nm und fiihrt zu gestaffelten Ca®"-Antworten (Ab-
bildung S4). Weitere Studien mit bioisosteren E- und Z-Stil-
benen zu PhotoETP werden bendtigt, um den involvierten
Mechanismus weiter aufzukldren.

Die hier vorgestellten Daten prasentieren eine geradlini-
ge Synthesestrategie fiir einen mit blauem Licht aktivierbaren
allosterischen Modulator, der die Photosteuerung (mittels
»feedforward loop“) von GLP-1R-Aktivitit iiber eine or-
thosterische Seite ermdoglicht (Abbildung 1a). Ahnliche
»Alloschalter* wurden fiir den ionotropen und metabotropen
Glutamatrezeptor beschrieben,'>"* jedoch ist dies die erst-
malige Beschreibung dieser Substanzklasse fiir einen thera-
peutisch relevanten Klasse-B-GPCR. Durch die Kombination
von Ca”'-, cAMP- und Insulin-Assays, sowohl in CHO-GLP-
1R- und MIN6-Zellen, als auch in Langerhans-Inseln konnten
wir zeigen, dass PhotoETP das Photoschalten der Insulin-
antwort, induziert von GLP-1(7-36)NH, und seinem weniger
aktiven metabolischen Produkt GLP-1(9-36)NH, mit einer
dhnlichen Potenz wie natives BETP ermdglicht. Erwédhnens-
wert ist das ungewohnliche Verhalten von PhotoETP in
Zellen: Dort wechselwirkt der cis-Anteil mit dem Zielre-
zeptor im Dunkeln. Das aktivere trans-Isomer muss photo-
chemisch durch Bestrahlung mit blauem Licht induziert
werden. Mit diesen Eigenschaften konnte sich PhotoETP
zusammen mit dem kiirzlich beschriebenen funktionell-se-
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lektiven GLP-1R-Photoschalter LirAzo!"! zur genauen Auf-
klarung der allosterisch-orthosterischen Kooperation, der
molekularen Bewegungen, sowie Bindungen eignen. Dies
erhoht die rdumliche und zeitliche Empfindlichkeit, um
Wechselwirkungen zwischen allosterischer und orthosteri-
scher Bindungsstelle zu detektieren, welche die Bindung von
GLP-1 und dessen Metaboliten beeinflusst.

Sowohl BETP als auch PhotoETP haben die GLP-1(9-
36)NH,-induzierte Insulinsekretion effektiver potenziert als
die GLP-1(7-36)NH,-induzierte. Diese Beobachtung impli-
ziert, dass cAMP eher als Ca*" die primére Triebkraft fiir den
»Inkretineffekt“ ist. Das ist konsistent mit Ergebnissen aus
unseren vorherigen Studien mit LirAzo.'" Interessanterweise
konnte die optische Kontrolle der Insulinsekretion in Lang-
erhans-Inseln nur durch Behandlung mit GLP-1(9-36)NH,
und PhotoETP beobachtet werden, wo das blaue Licht eine
zweifach hohere Antwort als das UV-Licht ausloste. Wenn
auch die genauen Griinden hierfiir unbekannt bleiben, spie-
gelt es dennoch das Unvermogen wider, die relativ kleinen
isomerinduzierten Unterschiede in der intrazelluliren Ca®'-
und cAMP-Konzentration auf der Ebene der Sekretion von
Pankreasinseln zu messen.

Wihrend BETP UV-A-induzierte Reaktionen einging
(aber nicht unter ,,Laborlicht* reagierte) und deswegen eine
schlechte Kontrolle fiir Photoexperimente darstellte (Abbil-
dungen 5-8), war PhotoETP bemerkenswert robust. Dieser
schiitzende Effekt ist auf die Azobenzoleinheit zuriickzu-
fithren, welche die UV-A-Photonen durch Anregung des -
n*-Ubergangs abfingt und anschlieBend isomerisiert. In an-
deren Worten kann der Einbau eines Azobenzols in BETP
Nebenreaktionen unterdriicken und das Molekiil stabilisie-
ren. Allerdings ist die UV-A-induzierte Umlagerung von
BETP zu seinem Sulfensdureester-Derivat iiber einen Mei-
senheimer-Komplex selbst ein interessanter Befund (Abbil-
dung S5, S6). Obwohl verwandte Umlagerungen von Sulf-
oxiden beschrieben wurden,™ sind bisher keine Sulfensiu-
reester als Produkte isoliert worden wegen den experimentell
verwendeten niedrigen (UV-C-)Wellenldngen. Solche Umla-
gerungen sind relevant fiir die Wirkstoffaktivitiat, was das
Beispiel des sdureaktivierten irreversiblen Protonenpumpen-
inhibitors Omeprazol (Prilosec) am besten zeigt.!""!

Zusammenfassend beschreiben wir PhotoETP, einen
lichtaktivierbaren Modulator zur optischen Steuerung der
GLP-1R-Funktion, und weisen darauf hin, wie wichtig par-
allele Kontrollexperimente mit etablierten Verbindungen in
der Photopharmakologie sind. In Studien zur Arzneimittel-
entwicklung, die darauf abzielen, die Komplexitidt von Allo-
sterie und Klasse-B-GPCR-Signalwegen zu entschliisseln,
konnen PhotoETP oder dessen optimierte Derivate beson-
ders wertvoll sein.
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