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Das Feld der Photopharmakologie nutzt durch Licht schaltbare
Molekiile, um Kontrolle iiber die Wirkung biologisch aktiver Verbin-
dungen zu erlangen. Das Ziel ist es, die systemische Toxizitit von
Wirkstoffen wie auch die Herausbildung von Resistenzen zu vermin-
dern und gleichzeitig eine extrem hohe Prizision in der Behandlung
zu erreichen. Durch die Verwendung niedermolekularer Verbindun-
gen stellt die Photopharmakologie eine valide Alternative zur Opto-
genetik dar. Wir priisentieren hier einen Uberblick iiber die pharma-
kologischen Zielstrukturen in verschiedenen Organen sowie iiber
Organsysteme im menschlichen Korper, die auf nicht-invasive Weise
angesteuert werden konnen. Wir diskutieren die Perspektiven einer
selektiven Lichtzufiihrung zu diesen Organen sowie die spezifischen
Anforderungen lichtaktivierbarer Wirkstoffe. Uber anwendungsori-
entierte Aspekte hinaus sind wir bestrebt, die Wirkstofftauglichkeit

(, druggability*) pharmazeutischer Zielstrukturen anhand aktueller
Ergebnisse zu illustrieren. Ferner wollen wir aufzeigen, an welchen
Stellen neue Ansitze erforscht werden miissen, damit die Umsetzung
von ,,intelligentem* Molekiildesign in der Photopharmakologie zur
klinischen Anwendung gelingt.

1. Das Konzept der Photopharmakologie

Die Mehrzahl der derzeitigen medizinischen Behandlun-
gen basiert auf der Verwendung biologisch aktiver chemi-
scher Verbindungen. Diese Verbindungen rufen eine phar-
makologische Antwort hervor, indem sie mit molekularen
Zielstrukturen im menschlichen Korper wechselwirken, z. B.
mit Enzymen, Rezeptoren, Ionenkanélen und Trigermole-
kiilen.! Entscheidend ist die Selektivitiit dieser Wechselwir-
kung; das Fehlen von Selektivitét filhrt zum Auftreten po-
tentiell schwerwiegender kurz-, mittel- oder langfristiger
Nebenwirkungen im Korper und limitiert gleichzeitig die
wirksame Dosis am Wirkort.! Ein hohes Maf an Selektivitzt
lasst sich auf verschiedene Weise erreichen: 1) durch die
Vermeidung von Kreuzreaktionen bei der Ansteuerung von
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korperfremden Zielstrukturen, z.B. mit antimikrobiellen
Substanzen;®! 2) durch die Auswahl von Zielstrukturen, die
nur in bestimmten Organen vorkommen oder nur bei be-
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Wirkort zu einer vorbestimmten Zeit, auf begrenztem Raum
und ungeachtet der Verteilung der Zielstruktur ermoglichen.

Die Photopharmakologie”-*! (Abbildung 1a) zielt darauf
ab, das Problem von Off-Target-Effekten und schwerer Ne-
benwirkungen durch Einbeziehung einer externen Modalitét
zur Steuerung der Arzneimittelwirkung zu 16sen. Um dies zu
erreichen, stiitzt sich die Photopharmakologie auf das Design,
die Synthese, Untersuchung und Anwendung von Wirkstof-
fen, deren Aktivitdt durch Licht reguliert werden kann. Der
Einsatz derartiger Wirkstoffe in der Behandlung von
Krankheiten konnte systemische Nebenwirkungen und Fol-
gewirkungen in der Umwelt durch die selektive Aktivierung
der biologischen Aktivitidt/Toxizitdt verhindern. Die Akti-
vierung durch Licht ldsst sich extrinsisch (von auBerhalb des
Korpers) oder intrinsisch (innerhalb des Korpers oder un-
mittelbar am Wirkort) mittels aktivierter fluoreszierender
Verbindungen (z.B. FRET-Paare oder fluoreszenzgeloschte
Sondenmolekiile) erreichen.

Eine photopharmakologische Substanz ist ein biologisch
aktives Molekiil, das mit einem Photoschalter, d.h. einer
Gruppierung, deren Struktur sich bei Bestrahlung mit Licht
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Abbildung 1. Grundprinzipien und Voraussetzungen photokontrollier-
ter Behandlungsmethoden, illustriert am Beispiel eines Zellmembran-
rezeptors. a) Die Photopharmakologie nutzt photoschaltbare Wirkstof-
fe (in diesem Fall einen Rezeptoragonisten), die sich fiir die Interakti-
on mit dem Rezeptor oder einem Enzym mittels Licht reversibel akti-
vieren lassen. b) Die photodynamische Therapie (PDT) nutzt Farbstof-
fe, die aus ihrem durch Licht angeregten Zustand relaxieren und dabei
vorhandenen Triplett-Sauerstoff (*0,) in hoch toxischen Singulett-Sau-
erstoff ('O,) Uberfiihren. c) In der Optogenetik kommen gentechnisch
hergestellte photoresponsive lonenkanile zum Einsatz, die bei Licht-
einstrahlung eine spezifische biologische Wirkung hervorrufen.
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dndert, ausgestattet wird.”! Da die pharmakodynamischen
und pharmakokinetischen Eigenschaften von Wirkstoffen in
direkter Beziehung zu ihren Molekiilstukturen stehen, er-
lauben photoinduzierte Anderungen der Strukturen photo-
pharmakologischer Substanzen oftmals die Regulierung ihrer
therapeutischen Wirksamkeit durch Licht.

Auch wenn sie das Stadium der klinischen Entwicklung
noch nicht erreicht hat, hat die Photopharmakologie das Po-
tenzial, als eine privilegierte Methode fiir die medizinische
Anwendung von Licht etabliert zu werden, da sie eine durch
Licht kontrollierbare, reversible, selektive Ansteuerung von
Zielstrukturen im menschlichen Korper durch niedermole-
kulare Verbindungen (Wirkstoffe) erlaubt, und zwar unab-
hidngig vom Vorhandensein von Sauerstoff. Der photophar-
makologische Ansatz, Licht fiir die medizinische Behandlung
zu nutzen, ist durch &ltere, gut etablierte Methoden inspiriert.
Dazu gehoren:

1. Die  photodynamische = Therapie = (PDT, Abbil-
dung 1b),*"? bei der die lichtinduzierte Erzeugung von
Singulett-Sauerstoff zur Gewebeablation eingesetzt wird.
Da Singulett-Sauerstoff kurzlebig ist, beschrénkt sich
dessen toxische Wirkung auf ein kleines Volumen, sodass
eine rdumliche Selektivitdt dieser Therapieform gegeben
ist."”! Obgleich die PDT darauf beschrinkt ist, Schiden an
Zellen hervorzurufen, hat sie zahlreiche klinisch-thera-
peutische Anwendungen gefunden und die Entwicklung
medizinischer Lichtzufiihrungssysteme angeregt. Die
Photopharmakologie, die Licht zur Steuerung bestimmter
Wirkstoff-Zielstruktur-Wechselwirkungen einsetzen will,
bietet die Aussicht auf selektivere Behandlungen, die sich
das Instrumentarium und die Technik der PDT zunutze
machen.

2. Die Optogenetik ist ein wertvoller photophysiologischer
Ansatz, der Licht einsetzt, um den Aktivitdtszustand
gentechnisch verdnderter Ionenkanile zu modulieren, die
sich zumeist von lichtempfindlichen Rhodopsinen ableiten
(Abbildung 1¢)."* ! Zukiinftig diirfte sich der Einsatz
viraler Vektoren fiir das Gen-Editing menschlicher Ner-
venzellen zu einem méchtigen therapeutischen Werkzeug
entwickeln, z.B. fiir die Behandlung der Parkinson-
Krankheit. Zum heutigen Zeitpunkt ist die klinische Be-
deutung der Optogenetik durch die Notwendigkeit kom-
plexer genetischer Eingriffe limitiert, die in der Photo-
pharmakologie nicht erforderlich sind.

3. Weitere Ansidtze nutzen photoaktivierte Metallkomple-
xe,"” photoaktivierbare (,,caged*) biologisch aktive Ver-
bindungen™ und photoaktivierte Molekiile wie das kli-
nisch eingesetzte Psoralen.!"!

Gegenwirtig befindet sich die Photopharmakologie im
Stadium der Festlegung und Evaluierung molekularer Ziel-
strukturen, gestiitzt auf Ergebnisse von In-vitro-Studien zur
Rezeptorbindung, Enzymhemmung und allgemeinen Cyto-
toxizitdt. Bedeutende Durchbriiche wurden unter anderem in
der photokontrollierten Krebschemotherapie,”*? der Neu-
rologie,?"! bei Diabetes™ und bei antimikrobiellen Sub-
stanzen® erzielt. Kiinftige Meilensteine auf dem Weg zur
klinischen Anwendung der Photopharmakologie werden un-
serer Meinung nach In-vivo-Tests und ausfiihrliche Toxizi-
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tiatsstudien beinhalten. Von grofer Wichtigkeit wird auch die
Evaluierung photopharmakologischer Ansitze mittels mole-
kularer Bildgebung sein, um die Verteilung photoaktivierter
Wirkstoffe und deren lokale Wirkung im Gewebe zu unter-
suchen.®™ Die Synergie von molekularer Bildgebung und
Photopharmakologie wird sicher auch zur Entwicklung von
Theranostika — eine Kombination von Diagnostik und The-
rapie — beitragen.!

Das Ziel dieses Aufsatzes ist es, Leitlinien fiir zukiinftige
Entwicklungen in der Photopharmakologie bereitzustellen.
Zu diesem Zweck fiithren wir das Konzept der Photowirk-
stofftauglichkeit (,,photodruggability*) ein und identifizieren
mogliche Zielstrukturen fiir zukiinftige photopharmakologi-
sche Behandlungen. Wir illustrieren unsere Ausfithrungen
mit neueren Beispielen vor allem der letzten zwei Jahre.
Beziiglich der Diskussion photopharmakologischer Prinzipi-
en, des molekularen Designs photokontrollierter Wirkstoffe
und grundlegender Eigenschaften molekularer Photoschalter
verweisen wir den Leser auf aktuelle Ubersichtsartikel.”*!

2. Anwendung von Licht in der Medizin: Chancen
und Herausforderungen

Die Photopharmakologie beruht auf der gezielten Zu-
fithrung von Licht zu Zielstrukturen im menschlichen Korper.
Dies bildet die Grundlage ihrer Selektivitidt, da Licht sich mit
hoher raumlich-zeitlicher Auflosung zufiihren ldsst. Dariiber
hinaus erlaubt die einfache Regulierung der Intensitdt und
Wellenldnge des Lichts eine prézise Dosierung der Wirk-
stoffaktivitdt. Andererseits sind mit der Abhéngigkeit von der
Lichtzufithrung an den Wirkort auch die groSiten Herausfor-
derungen der Photopharmakologie verkniipft: Wie bringt
man Photonen zu den Zielbereichen im Gewebe? Wihrend
die Durchléssigkeit von Korpergewebe fiir hochenergetische
Strahlung (Gamma- und Rontgenphotonen) bestens bekannt
ist und in der medizinischen Bildgebung ausgiebig genutzt
wird, werden die niederenergetischen Photonen des UV/Vis-
Wellenldngenbereichs vom Gewebe gestreut und von endo-
genen Chromophoren absorbiert.*?! Sie tragen auBerdem zur
Photoschidigung von Zellen bei.”® Diese Vorginge schrin-
ken die Eindringtiefe stark ein und sind fiir die toxische
Wirkung von UV-Licht verantwortlich.

Mogliche Losungen fiir diese Herausforderung lassen sich
auf dem Gebiet der photodynamischen Therapie ausfindig
machen (Abbildung 1b). Die PDT befasst sich seit ihrer
Entstehung mit dem Problem der gezielten Lichtzufiih-
rung.®¥ Die Vielzahl erfolgreicher klinischer Anwendungen
der PDT lisst die erfolgreiche Ubertragung der Photophar-
makologie in die Klinik realistisch erscheinen und kann deren
Fortentwicklung auf zweierlei Weise unterstiitzen:

1. Neue Entwicklungen bei Lichtzufiihrungssystemen fiir die
PDT konnten mit etabliertem medizinischen Equipment
kombiniert und fiir die Verwendung in der Photophar-
makologie modifiziert werden. Fortlaufende Verbesse-
rungen in der PDT-Instrumentierung®! beinhalten neue
Lichtquellen (Laser, LEDs), computerisierte Zufiih-
rungssysteme, Endoskope, faseroptische Instrumente und
Lichtdiffusoren. Diese Entwicklungen zielen auf kosten-
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effektive Lichtzufithrungen mit prézise regulierbaren
Dosen und Wellenldngen ab. Weiterfithrende Informatio-
nen zur Lichtzuftihrung in Korpergewebe, einschlie3lich
neu verfiigbarer Lichtquellen, strukturierter Belichtung,
Mehrphotonenansidtzen usw., finden sich in aktuellen
Ubersichtsartikeln.*>=7

2. Substanzen fiir die PDT werden im Allgemeinen so ent-
worfen, dass sie durch Licht im Wellenldngenbereich 650—
900 nm aktivierbar sind. Es ist bestens bekannt, dass
Strahlung in diesem phototherapeutischen Nahinfrarot-
Fenster® die groBte Eindringtiefe in Korpergewebe hat
und nicht durch Absorption durch Hamoglobin (4 <
650 nm) und Wasser (1>900nm) limitiert ist.”™ Auf
dieser Grundlage haben in jiingerer Zeit zahlreiche Ar-
beitsgruppen molekulare Photoschalter entworfen und
synthetisiert. Als Molekiilgeriist diente Azobenzol, das im
oder nahe dem therapeutischen Fenster geschaltet werden
kann. Beziiglich der Designprinzipien und Eigenschaften
dieser Photoschalter verweisen wir auf die hervorragen-
den Ubersichtsartikel der Gruppen von Hecht®™! und
Woolley."! Weitere Entwicklungen auf diesem Gebiet
werden mit Spannung erwartet, und es steht auBer Zwei-
fel, dass sie die Grundlage zukiinftiger erfolgreicher pho-
topharmakologischer Wirkstoffe bilden werden.

3. Photowirkstofftauglichkeit und Klassifizierung
photopharmakologischer Zielstrukturen

Das hier eingefithrte Konzept der Photowirkstofftaug-
lichkeit ist analog der allgemeinen Wirkstofftauglichkeit
(druggability),*!! d.h. der Fihigkeit eines krankheitsassozi-
ierten Rezeptors/Enzyms, durch einen Wirkstoff (fiir ge-
wohnlich eine niedermolekulare Verbindung) angesteuert zu
werden, der mit hoher Affinitdt und unter Verdnderung der
Aktivitdt/Eigenschaften bindet. Photowirkstofftauglichkeit
fallt unter diese Definition und engt sie durch folgende As-
pekte weiter ein:

1. Die Zielstruktur sollte auf die lichtinduzierte Anderung
der Struktur/Eigenschaften des photopharmazeutischen
Wirkstoffs reagieren.

2. Fiir den Fall, dass die Photoaktivierung des Wirkstoffs im
Patienten vorgesehen ist — um die Vorziige der rdumlich-
zeitlichen Kontrolle nutzen zu konnen —, muss die Ziel-
struktur mit einem lokalisierbaren Krankheitsgeschehen,
wie einem soliden Tumor oder einem Entziindungsherd, in
Zusammenhang stehen.

3. Die Zielstruktur sollte fiir Licht zugénglich sein.

Auf der Grundlage dieser Kriterien und in Anlehnung an
die PDT schlagen wir folgende systematische Klassifizierung
von Organen nach der Einfachheit ihrer Lichtzufiihrung
Vor:[ll,12,34]

e Klasse 1: leicht zuginglich: Haut,”! Augen (Ophthalmo-
skopie))

o Klasse 2: mittels Endoskopie zugénglich: Magen-Darm-
Trakt,*! Mundhohle und Schlund,® Nebenhohlen, !
Atemwege, [l Gebirmutterhals*! Gallenginge,*! Harn-
blaseP”! usw.
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e Klasse 3: durch die Haut ohne Einschnitte (oberfldchlich
unter der Haut gelegen): Schilddriise, Hoden; oberfldch-
lich gelegene Lymphknoten, Muskeln und Knochen.

e Klasse 4: mittels kleiner Einschnitte zugédnglich: Bauch-
fell,PY einschlieBlich Bauchspeicheldriise,” Leber, Ei-
erstocke, Magen, Diinndarm, Nieren und Milz; auBerdem
die Prostata,* die meisten Blutgefifel®' sowie Driisen,
Lymphknoten, Muskeln und Knochen.

o Klasse 5: mittels groBerer Einschnitte oder intraoperativ
zuginglich: Gehirn und Knochenmark.

4. Klasse 1: oberflichliche Organstrukturen

Die fiir die Lichtzufithrung am leichtesten zugénglichen
Organe sind die Haut, Augen, Ohren, Mundhohle, Magen-
Darm-Trakt sowie die oberen und unteren Atemwege. Wir
fokussieren uns im Folgenden auf aktuelle Entwicklungen bei
der Photopharmakologie des Auges und der Haut. Die
Menschheit ist von einer Vielzahl von Augenleiden betroffen,
von der Makuladegeneration iiber bakterielle und virale In-
fektionen bis hin zu Autoimmunkrankheiten und Farben-
blindheit. Die Verbesserung des Sehvermogens, und ultimativ
dessen Wiederherstellung, ist ein attraktives Ziel fiir die
Photopharmakologie, da die Augen fiir die Wechselwirkung
mit Licht pradestiniert sind. Konzeptionell ldsst sich die er-
hoffte Wiederherstellung von Lichtresponsivitdt durch
Lichteinfall durch die Hornhaut und Iris erreichen. Das
Sehvermogen ist stets mit neuronaler Signalgebung ver-
kniipft, und die Pharmakologie der Wiederherstellung des
Sehvermogens ist daher mit Agonisten, Antagonisten oder
Blockern von Membrankanélen befasst.

Membrankanile sind Transmembranproteine, die wichtig
fiir die neuronale Kommunikation und die Erzeugung und
Weiterleitung von Aktionspotentialen sind.””) Die Haupt-
klassen bilden die ionotropen (fiir Ionen permeabel) und die
metabotropen Rezeptoren (Sekundirbotenstoffrezeptoren,
z.B. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren). Membrankanile
reagieren auf spezifische Reize; Beispiele sind ligandenge-
steuerte (kleine Molekiile, chemische Stimuli) und span-
nungsgesteuerte lonenkanile (Transmembranpotential), da-
neben gibt auch solche, die auf mechanischen Reiz oder
Temperaturdnderung reagieren. Die Grundlagen der Biologie
und Chemie von Membrankanalproteinen wurde eingehend
untersucht.**!! Neuere Forschungen stammen von Bayley
und Mitarbeitern,>%! mit Schwerpunkt auf den nanotech-
nologischen Anwendungen solcher Kanile (z. B. Nanoporen-
basierte Sequenzierung).**! Du Bois und Mitarbeiter!® %
fiihrten wichtige Arbeiten zur Synthese von Neurotoxinen
und deren Effekte auf Membranen durch. Bestimmte Ka-
nalproteine, wie etwa Rhodopsin,” reagieren von Natur aus
auf Licht — eine Eigenschaft, die in der Optogenetik breit
ausgenutzt wird (sieche Abbildung 1c).['*7-74!

Grundlegende Studien zum Konzept der gezielten Off-
nung und SchlieBung (,,gating*) von Membrankanilen durch
die Einwirkung von Licht stammen von Bayley und Mitar-
beitern®®! (irreversible Aktivierung durch Photocaging)
und unserer Gruppe™™ (reversible Aktivierung durch
Photoschaltung) und wurden durch die Gruppe von Trauner

Angew. Chem. 2016, 128, 1114011163


http://www.angewandte.de

An dte

Chemie

caged v uncaged

c)

C L

O
R/\% innen

geschlossen
> 460 nm “ 366 nm
NO,
Crit 3
/ =

N+ [e]

2 = &

O
R \ R = MscL-Protein

(o]

e) f) M. jannaschii
"t
IERCL 5
'? -
-
uv laterales Stopfen
. N Gate
Vis N :
®
geschlossen offen
T. maritima
Seitenansicht zytosolische Seite

Abbildung 2. Steuerung des Offnens und SchlieRens von Transmembranproteinen mittels Licht: a) Irreversible Steuerung des membranporenbil-
denden a-Hamolysin-Komplexes aus Staphylococcus mittels Licht: Photoaktivierung (,uncaging") eines modifizierten Cysteinrestes erméglicht die
Porenbildung.®® Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [63], Copyright 1995 Elsevier Inc. b) Reversible Steuerung des mechanosensitiven lonen-
kanals MscL aus E. coli.”® Die Struktur des MscL-Kanals ist im Querschnitt gezeigt (die Stelle der Affinitatsmarkierung (G22C) mit dem Spiropy-
ran-Photoschalter ist gelb hervorgehoben). Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [76], Copyright 2013 American Chemical Society. c) Allgemeine
Ubersicht iiber den mittels Licht gesteuerten Offnungs- und SchlieRprozess: Die Bildung des (zwitterionischen) Merocyanin-Isomers fiihrt zu
einer lokalen Ladungsakkumulation und somit zur Offnung des Kanals. Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [76], Copyright 2013 American
Chemical Society. d) Elektrophysiologie des modifizierten MscL-Kanals: Wirkung der Bestrahlung auf die gemessenen elektrischen Stréme. UV-
Licht fuhrt zur Offnung der Pore (i und iii), sichtbares Licht schlieRt den Kanal (ii). Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [75], Copyright 2005
AAAS. e) Reversibles SchlieRen und Offnen des SecYEG-Kanals® mittels Licht durch Einbau eines Azobenzol-Photoschalters. f) Strukturvergleich
der SecYEG-Komplexe aus Methanococcus jannaschii (1RHZ.pdb, laterales Gate = geschlossen) und Thermotoga maritima (3DIN.pdb, laterales
Gate = Zustand vor der Offnung) in Seitenansicht und in Aufsicht von der cytosolischen Seite her. Das laterale Gate in VergréRerung: TM2 (blau),
TM7 (rot), Plug-Domine (gelb), Positionen der Cysteinmutationen S87C und F286C in E. coli (schwarze Kreise). Mit freundlicher Genehmigung
aus Lit. [78], Copyright 1999-2016 John Wiley & Sons, Inc.

Angew. Chem. 2016, 128, 11140 —11163 © 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 11145


http://www.angewandte.de

GDCh
~—

11146

fortgefiihrt.® 7% Bayley und Mitarbeiter iiberfiihrten o-Hi-
molysin aus Staphylokokken durch Photocaging eines ein-
zelnen Cysteinrestes in einen photoreaktiven Zustand (Ab-
bildung 2a). Die Fihigkeit des a-Hadmolysins zur Porenbil-
dung wird durch das Caging eingebiifit und durch Bestrahlung
mit UV-Licht wiederhergestellt. In einer neueren optogene-
tischen Studien wurden Membrankanile durch gentechnische
Modifikation in einen lichtresponsiven Zustand iiberfiihrt
(siehe Abbildung 1c).[17-7!

2005 stellte unsere Arbeitsgruppe eine Methode zur
Photosteuerung eines von einem Kanalprotein abgeleiteten
Nanoventils vor (Abbildung 2b-d).”) Ausgehend von dem
gut charakterisierten, hoch leitfihigen, mechanosensitiven
MscL-Kanal aus Escherichia coli verfolgten wir den Ansatz,
diesen durch Modifizierung mit einem Spiropyran-Photo-
schalter in einen photoreaktiven Zustand zu iiberfiithren
(Abbildung 2b,c). Durch Austausch jeweils eines Glycins in
den Ml-Helices des pentameren Kanalkomplexes gegen
Cysteine, die von Natur aus nicht im MscL-Protein vorhanden
sind, erzeugten wir eine Stelle fiir die selektive Modifizierung
im Inneren des Proteinkanals (Abbildung 2b). Durch Reak-
tion des Cystein-derivatisierten MscL-Proteins mit einem
Iodacetat-Photoschalter gelang die Synthese eines Spiropy-
ran-modifizierten MscL-Derivats (Abbildung 2¢). Bei Be-
strahlung mit UV-Licht geht der Spiropyran-Schalter von
einem neutralen in einen geladenen Zustand iiber, der die
Offnung der MscL-Pore bewirkt. Patch-Clamp-Untersu-
chungen und Efflux-Experimente bewiesen die Offnung des
Ventils mittels Licht (Abbildung 2d). Dariiber hinaus wurde
ein reversibles Offnen und SchlieBen des MscL-Kanals be-
obachtet. Dies Studien waren ein erster Schritt auf dem Weg
zur Steuerung von Kanalproteinen mittels Licht.

Eine neuere Arbeit von Driessen und Mitarbeitern™
befasste sich mit der Steuerung der Proteintranslokation
durch den SecYEG-Komplex (Abbildung2e.f). Protein-
translokation durch die Membran wird in Bakterien vor-
nehmlich durch diesen SecYEG-Membranproteinkanal im
Zusammenspiel mit dem Motorprotein SecA erreicht. Durch
Einbau eines Azobenzols in den lateralen Zugang von SecY,
der die Hauptuntereinheit des SecYEG-Komplexes darstellt,
entstand ein photoschaltbarer Proteintranslokationkanal
(Abbildung 2e,f). Um den Effekt der Isomerisierung des
Azobenzol-derivatisierten SecY zu priifen, wurde mit dem
Préprotein proOmpA als Substrat eine In-vitro-Translokati-
onsmessung durchgefiihrt. Das trans-Azobenzol/SecY-Kon-
jugat zeigte dabei eine dem unkonjugierten SecY vergleich-
bare Effizienz. Nach der Umwandlung in das cis-Isomer ergab
sich jedoch eine bis zu fiinffach verminderte Translokation.
Diese Studie lieferte die erste Methode zur direkten Steue-
rung eines Proteintranslokationskanals mittels Licht.

Flannery und Mitarbeiter untersuchten die Verwendung
lichtresponsiver Proteine fiir die Wiederherstellung des Seh-
vermogens an Nagermodellen fiir erbliche Blindheit, mit dem
Ziel, eine Methode zur Behandlung von Retinitis pigmentosa
und altersbedingter Makuladegeneration zu finden (zweier
zur Erblindung fithrender Erkrankungen, die durch das Ab-
sterben von Stdbchen- und Zapfen-Photorezeptoren verur-
sacht werden).®! Die Autoren modifizierten einen lichtge-
steuerten ionotropen Glutamatrezeptor (LiGluR) mit dem
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Maleimid-Azobenzol-Glutamat-Anker 1, den sie an ein gen-
technisch eingefiihrtes Cystein im aktiven Zentrum kuppel-
ten (Abbildung 3).55%)
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Abbildung 3. a) SchlieRen und Offnen des LiGlu-Rezeptors infolge cis-
trans-Isomerisierung des photoschaltbaren, verankerten Agonisten.
Das Offnen des LiGlu-Rezeptors nach Bestrahlung mit Licht der Wel-
lenldnge 380 nm erlaubt den Einstrom von Kationen, der zur Depolari-
sation der Membran fiihrt. b) Messung des Pupillenreflexes (Kontrakti-
on) an Wildtypmiusen, TKO-Miusen und TKO-Miusen mit LiGIuR
und dem photoschaltbaren Agonisten. Mit freundlicher Genehmigung
aus Lit. [81], 2016 American Society of Gene & Cell Therapy.

Der Anker 1 wurde von den Arbeitsgruppen von Trauner
(2006)™ bzw. Isacoff (2007)® als ein konstitutiv steuerbares
Zwischenstiick zur reversiblen Offnung und SchlieBung des
LiGluR vorgestellt. Adeno-assoziierte virale (AAV) Vekto-
ren® kamen zum Einsatz, um den LiGIuR in retinale Gan-
glienzellen zu schleusen und so die funktionelle Verbindung
zum primidren Sehzentrum, den Pupillenreflex und das na-
tiirliche Lichtvermeidungsverhalten wiederherzustellen (Ab-
bildung 3b). In diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung,
dass die Lichtzufiihrung zum Auge durch die Undurchldssig-
keit der Hornhaut fiir UV-Licht®™! eingeschrinkt wird. Des-
halb wird bevorzugt ein rotverschobenes Analogon von
1 eingesetzt. Eine Rotverschiebung geht oft mit einer ver-
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minderten thermischen Stabilitdt des cis-Isomers einher, was
fiir Anwendungen zur Wiederherstellung der Sehkraft von
Vorteil ist.

Ein dhnlicher Ansatz wurde von Kramer, Trauner und
Mitarbeitern verfolgt, die iiber die photochemische Wieder-
herstellung der visuellen Reaktion bei blinden Miusen be-
richteten.” Zum Einsatz kam eine quartire Acrylamid-
Azobenzol-Ammoniumspezies (2), die 2008 als Photoschalter
fiir K,-Kanile vorgestellt wurde, der die Steuerung der neu-
ronalen Erregung ermoglicht.®® Das Molekiildesign von 2

Lidocain (protoniert) QX-314 2

ist von der positiven Ladung des protonierten Lidocains in-
spiriert. Die Verabreichung erfolgte einfach durch Injektion
des Photoschalters in den Glaskorper des Auges, ein opera-
tiver Eingriff war somit nicht notig. Die Injektion von 2 fiithrte
zur Wiederherstellung der Lichtresponsivitidt in retinalen
Ganglionzellen bei mutierten Méusen, dehnen Stidbchen- und
Zapfenzellen fehlten. Besonders hervorzuheben ist, dass die
Reversibilitit dieses Systems, zusammen mit der Langzeit-
wirkung der Lichtresponsivitit, groBes Potential fiir die
Wiederherstellung der Sehfdhigkeit besitzt. Nachteile dieses
Systems sind die notige Anwendung von hochintensivem UV-
Licht, um Lichtreponsivitdt der retinalen Ganglionzellen
auszulosen, die mogliche Toxizitdt der reaktiven Acrylamid-
gruppe und sowie die mangelnde Genauigkeit der intravit-
realen Injektion, die eine schwankende Responsivitét in vivo
bedingt.*"!

In einer Folgepublikation zeigten Kramer und Mitarbei-
ter’® einen Weg auf, um die meisten der oben beschriebenen
Nachteile zu umgehen, und zwar durch Rotverschiebung der
Absorptionswellenlinge des K,-Photoschalters (Abbil-
dung 4). Die Einfithrung einer Diethylaminogruppe, die als
starker Elektronendonor fungiert, fiihrte zur Verbindung 3,
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Abbildung 4. Zuriickgelegte Strecke (kumulativ) einer rd1-Maus vor
und nach Injektion der photoschaltbaren Verbindung 3. Vor der Injekti-
on war keine Wirkung der Bestrahlung erkennbar, nach der Injektion
|6ste Licht das Zuriicklegen einer grofieren Strecke aus. Mit freundli-
cher Genehmigung aus Lit. [88], Copyright 2014 Elsevier Inc.

die durch Licht von 450-550 nm isomerisiert wird und im
Dunkeln einer raschen Relaxation zum frans-Isomer unter-
liegt.® Der deutliche Effekt des rotverschobenen photo-

PN
Weas:

ST
)

schaltbaren K,-Kanalblockers 3 wird nur an Netzhduten mit
degenerierten Photorezeptoren beobachtet, wihrend bei
Wildtypméusen oder Dreifach-Knockout-Miusen (TKO-
Miusen) an gesunden Netzhduten kein Effekt zu beobachten
war. Das impliziert, dass der Effekt auf eine selektive Inter-
aktion von 3 mit von Zelltod betroffenen Regionen be-
schrénkt ist.

Vor kurzem wurde ein weiteres Beispiel fiir die Wieder-
herstellung der Lichtresponsivitit blinder Netzhdute (Reti-
nae) durch den Azobenzol-modifizierten AMPA-Rezeptor-
agonisten 4 vorgelegt.”” Dies ist das erste Beispiel fiir den

HOOC

HOOC NH,

NH; /@\/N;N Y OH
OH R |
74 ] N:N N‘N O—N
i@}
N

AMPA 4

Einsatz eines photoschaltbaren Agonisten anstelle eines
Blockers fiir die Wiederherstellung der Lichtresponsivitit
blinder Netzhdute. Die Molekiilstruktur von 4 leitet sich von
der synthetischen exzitatorischen Aminosdure AMPA (a-
Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsdure) ab, die
zur Steuerung der neuronalen Aktivitdt von Hirnrinden-
schnitten eingesetzt wurde. Allerdings ist noch immer unbe-
kannt, ob AMPA in geschéddigten Netzhduten ubiquitdr ex-
primiert wird.” ¥ Dies hitte nicht nur Auswirkungen fiir die
Anwendbarkeit dieses Systems bei der Wiederherstellung des
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Sehvermogens, sondern auch fiir alle anderen Ansétze der
Netzhautmanipulation.

Zusammengefasst wurden in den vergangenen Jahren
mehrere Arbeiten veroffentlicht, die das Potential der Pho-
topharmakologie zur Wiederherstellung der visuellen Reak-
tion des Auges auf Licht aufzeigen. Eine Herausforderung bei
der Verwendung von Photoliganden ist der Nachweis ihrer
kovalenten Anbindung an die Zielstruktur;>7” letzteres er-
fordert auBlerdem gentechnische Verdnderungen, was fiir
medizinische Anwendungen ungeeignet ist. Dennoch haben
es diese Grundlagenstudien ermoglicht, die Photopharma-
kologie an das Gebiet der Ophthalmologie heranzufiihren.
Zu den wesentlichen Herausforderungen gehort die Ent-
wicklung langsam diffundierender/abbaubarer niedermole-
kularer Verbindungen, die die Sehfdhigkeit fiir lingere Zeit
wiederherstellen, sodass die Notwendigkeit wiederholter In-
jektionen in den Glaskorper entféllt. Dartiber hinaus konnte
eine Ansammlung mehrerer schaltbarer, kleiner Molekiile
mit unterschiedlichen Absorptionsmaxima physiologische
Responsivitdt auf unterschiedliche Farben vermitteln und
damit das Forschungsgebiet dem Ziel eines anwendbaren
System zur Heilung von Blindheit ndher bringen.

Die Haut stellt ein anderes leicht erreichbares Ziel fiir
photopharmakologische Behandlungen und Evaluationsstra-
tegien dar, da sie das exponierteste und damit am leichtesten
zugéangliche Organ des Menschen ist. Wir haben photo-
schaltbare Histondesacetylase-Inhibitoren (HDAC-Inhibito-
ren)? vorgestellt, die Anwendungen der Photopharmako-
logie bei Hautkrankheiten wie kutanem T-Zell-Lymphom,
oberflichlich spreitendem Melanom usw. ermoglichen kénn-
ten.

Ausgehend von dem zugelassenen Wirkstoff Vorinostat
(SAHA, Abbildung 5a), der zur Behandlung von kutanem T-
Zell-Lymphom eingesetzt wird, untersuchten wir den Einbau
eines Azobenzol-Photoschalters, um das Molekiil photore-
aktiv zu machen (Abbildung 5b).?? Fiir das Molekiil HDAC2

H\”/\/\/\)(i OH \O\©\
N~ N
©/ (o] H N \©\/\Y(

N
7 ~OH
o
5

Vorinostat (SAHA)

wurde eine bis zu 39-fache Anderung der Aktivitit bei Iso-
merisierung der Struktur gemessen (Abbildung 5c,d). Die
Wirkstiarke war vergleichbar mit nativem SAHA, und es
wurde eine stabile Photoschaltbarkeit beobachtet, ohne dass
dabei eine Reduktion durch Glutathion unter physiologi-
schen Bedingungen einherging. Auch in diesem Fall gilt
jedoch, dass der notige Einsatz von UV-Licht ein Hinde-
rungsgrund fiir die klinische Anwendung sein kann, weil es
auf gesunde Zellen, insbesondere der Haut, toxisch wirkt.
Der néchste Entwicklungsschritt wird daher der Einbau eines

weiter im roten Bereich absorbierenden Photoschalters
sein,[39:40.94.95]
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Abbildung 5. a) Urspriingliche Bindungsstelle des Enzyms im Komplex
mit SAHA. Die aliphatische Seitenkette schiebt sich in den enzymati-
schen Kanal ein, dabei bindet die Hydroxamsiure an das Zinkkation.
b) Photoisomerisierung des photoschaltbaren SAHA-Derivats 5.

c) 1Csp-Werte fiir die Hemmung des HDAC2-Enzyms durch die trans-
und cis-Formen des Inhibitors. d) Uberlebensrate von HelLa-Zellen
nach 16-stiindiger Inkubation bei verschiedenen Konzentrationen der
isomeren Formen des Inhibitors. Mit freundlicher Genehmigung aus
Lit. [22], 2015 Wiley-VCH.

5. Klasse 2: intraluminale und angrenzende Organe
Die Organe der Klasse 2 sind endoskopisch zugénglich:
Nebenhohlen, Mundrachen, Magen-Darm-Trakt, Atemwege,

Harnblase, Prostata und Gebédrmutterhals. Aufgrund der

Angew. Chem. 2016, 128, 11140 —11163


http://www.angewandte.de

GDCh
~~

leichten Zugangs zu diesen Organen mittels Lichtquellen
stellen lokalisierte Erkrankungen der Mundhohle und der
Atemwege sowie bestimmte Krebsformen (z. B. Tumoren der
Blase, des Gebiarmutterhalses und der Prostata, aber auch
solche des Magen-Darm-Trakts) bevorzugte Zielstrukturen
einer photopharmakologischen Behandlung und der beglei-
tenden Uberwachung durch Fluoreszenzbildgebungsverfah-
ren dar.”

Konig und Mitarbeiter berichteten {iber die Anwendung
der Photopharmakologie bei Infektionskrankheiten der
Atemwege an dem wichtigen Beispiel der Tuberkulose.”! Die
Krankheit wird durch das pathogene Bakterium Mycobacte-
rium tuberculosis verursacht. Phosphoribosylisomerase A
(mtPriA),®® ein Enzym am Verzweigungspunkt der bakteri-
ellen Biosynthesewege von Tryptophan und Histidin, wurde
als Angriffspunkt ausgewihlt.””! Die Gruppen von Sterner
und Ko6nig machten sich die Zweifachsymmetrie des mtPriA-
Molekiils zunutze,"™ um einen Satz C,-symmetrischer Inhi-
bitoren mit Diarylethen-Photoschalter™ und nicht schalt-
barem ProFAR, einem Substrat von mtPriA, zu entwerfen.
In-vitro-Tests ergaben niedrige mikromolare Inhibitionskon-
stanten (K;; K, propar = 8.6 uM). Fiir das Molekiil 6 wurde im
Vergleich der offenen zur geschlossenen Form eine bis zu 10-
fache Differenz gemessen. Die Verwendung von Diarylethe-

HO 0o
.0
) _pZ 4HN(EDS
95 o ! HO o™ on (Et)s
P_ =N
wg © = N oo 0PO?
HO  oH® 7
HoN
ProFAR 6

nen bietet den Vorteil einer schnellen Photoisomerisierung
und des Auftretens von Bistabilitdt. In diesem Fall ist das
stark inhibierende Isomer die offene Form, die man durch
Bestrahlung mit sichtbarem Licht (4 >420 nm) erhilt. Die
Cyclisierung wird durch Licht von 4 =320 nm ausgelst. Bi-
stabilitdt ist nicht notwendigerweise ein Schliisselfaktor fiir
die Verwendung in der Photopharmakologie.®! Von Bedeu-
tung ist, dass beim molekularen Design ein adaptiver Ab-
standhalter zwischen zwei entscheidend wichtigen funktio-
nellen Gruppen zum Einsatz kommt, in diesem Fall ein Dia-
rylethen, das die konformative Flexibilitit des Molekiils
moduliert. Dieser Ansatz steht im Kontrast zum Ansatz der
.Azologisierung* [

Ein anderer Ansatz fiir eine mogliche Behandlung der
Tuberkulose wurde von Gogoll und Mitarbeitern verfolgt,!"!
in diesem Fall war die Ribonukleotidreduktase aus M. fu-
berculosis (mtRNR) das Angriffsziel.'™ Das Enzym besteht
aus zwei Untereinheiten, die einen tetrameren Komplex
bilden. Fiir die katalytische Aktivitit des Enzyms ist die In-
teraktion beider Untereinheiten notwendig."” Gogoll und
Mitarbeiter entwarfen auf der Grundlage eines Modellpep-
tids eine Serie kurzer photoschaltbarer peptidomimetischer
Inhibitoren. Dazu wurde an verschiedenen Positionen des
Modellpeptids eine photoschaltbare Stilben-Einheit einge-
baut, eine Serie von Peptidomimetika 7 mit zum Teil unter-

Angew. Chem. 2016, 128, 11140 —11163

Aufsitze

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

O R2
RHN % O .

7

Iz

Glu-Asp-Asp-Asp-Trp-Asp-Phe

R=H- R? = Glu-Asp-Asp-Asp-Trp-Asp-Phe
Modellpeptid R =Ac- R2 = Glu-Asp-Asp-Asp-Trp-Asp-Phe

R =AcTrp- R? = Glu-Asp-Asp-Asp-Trp-Asp-Phe

R = Ac- R? = Phe

R = Ac- R? = Asp-Phe

R = AcGlu R? = Asp-Phe

schiedlichen Lingen zu erhalten." Bei den lingeren Pepti-
den erwies sich das E-Isomer als aktiver, bei kiirzeren war es
umgekehrt. Interessanterweise waren samtliche Verbindun-
gen wirksamer als das Ausgangspeptid, wahrscheinlich auf-
grund einer hydrophoben Wechselwirkung der Stilbengruppe
mit der Bindungstasche des Enzyms."®! Die Photoschaltung
wurde mit Licht von A =300 nm und vergleichsweise langen
Bestrahlungszeiten (> 1 h) erreicht. Beide Faktoren kénnten
einem klinischen Einsatz entgegenstehen.

Organe der Klasse 2 bieten vielfiltige Moglichkeiten fiir
photopharmakologische Behandlungen, weil interessante
Angriffsziele in Form von Infektionskrankheiten, Entziin-
dungskrankheiten wie Morbus Crohn und maligne Tumore
vorhanden sind. Die Tuberkulose ist eine sehr ernste Er-
krankung, und die anfdnglichen Forschungsbemiihungen, die
oben beschrieben sind, offenbaren das Potential der Photo-
pharmakologie bei der Bekdmpfung dieser Krankheit. Die
Photowirkstofftauglichkeit von Organen der Klasse 2 ist
hoch, da sie endoskopisch zuginglich sind, unter anderem
auch fiir multispektrale Lichtquellen, die die Moglichkeit
bieten, Photoisomerisierungsprozesse bei verschiedenen
Wellenldngen auszulésen und so den photopharmakologi-
schen Effekt an- und auszuschalten.

6. Klasse 3: oberflichennahe Organe

Organe der Klasse 3 sind mittels Bestrahlung mit Licht
durch die Haut (perkutan) erreichbar, ohne dass dafiir Ein-
schnitte in die Haut notwendig sind. IThre oberfldchliche Lo-
kalisation ermdoglicht die Bestrahlung durch die Korper-
oberfldche. Die Penetrationstiefe des fiir die Schaltung des
Wirkstoffs verwendeten Lichts muss jedoch in geeigneter
Weise angepasst werden (siehe oben). Zu den Organen der
Klasse 3 gehoren Schilddriisen, Hoden, Speicheldriisen,
Lymphgefide und -knoten, Muskeln, Nerven, Arterien sowie
Venen und Knochen.

Krebs!'"”! bildet ein erstrangiges Ziel der Photopharma-
kologie, da viele Tumoren oOrtlich umgrenzt sind und existie-
rende Therapien hédufig mit schweren systemischen Neben-
wirkungen behaftet sind, was fiir den Kranken eine immense
zusitzliche Beschwernis bedeutet.”

Die Dynamik der Mikrotubuli ist essentiell fiir intrazel-
luldre Transportvorgidnge sowie fiir die Motilitdt und Proli-
feration von Zellen.""™ Weiter wurden Mikrotubuli mit dem
Phinomen der Antiangiogenese in Verbindung gebracht.'*”!
Combretastatin A4 ist ein Mikrotubulushemmer mit einer
Colchicin-Doméne, der direkt an Tubuline bindet und so
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Combretastatin A4 8a 8b

deren Polymerisation zu Mikrotubuli hemmt.1%114 Com-
bretastatin-A4-Phosphat zeigt Wirkung gegen das anaplasti-
sche Schilddriisenkarzinom.!"!

Vor kurzem wurden drei voneinander unabhingige Stu-
dien zur Entwicklung von Combretastatin-A4-Analoga vor-
gelegt, die ein eindrucksvolles Beispiel fiir das Potenzial der
Photopharmakologie in der Krebsbekdmpfung darstel-
len.PH 110171 Thorn-Seshold, Trauner und Mitarbeiter fiihrten
eine Reihe biologischer Tests mit einer Anzahl von Com-
bretastatin-A4-Analoga aus, darunter auch wasserloslichen
Wirkstoffvorstufen.”) Die erfolgversprechendste Verbindung
8a zeigte eine ausgezeichnete Cytotoxizitit der cis-Form, die
eine bis zu 250-fach stirkere Wirkung als das trans-Isomer
aufwies, das in Dunkelheit praktisch keine biologische Wir-
kung erkennen lie (Abbildung 6a). Die Reaktion auf Licht
erfolgt rasch, und der cis-Gehalt des Azobenzolgemischs
korrelierte direkt mit der gemessenen Cytotoxizitit, da nur
die cis-Form an die Colchicin-Doméne des Tubulins bindet.

Wichtig ist, dass nur die Verbindung 8b in vitro und in
einer Reihe von Zelllinien eine Kontrolle iiber die Assozia-
tion/Dissoziation der Mikrotubuli mit rdumlich-zeitlicher
Prizision und hoher Cytotoxizitit ermoglichte (Abbil-
dung 6b). In-vivo-Experimente wurden an Caenorhabditis
elegans und am Musculus cremaster lebender Miuse durch-
gefiihrt. Die lichtgesteuerte Dynamik der Tubulinpolymeri-
sation lieB sich dabei in Echtzeit verfolgen.!)

Streu und Mitarbeiter berichteten ebenfalls tiber die
Verbindung 8a und legten In-vitro-Daten und solche aus
einem HeLa-MTT-Assay vor, die eine erhohte Cytotoxizitit
von 8a nachwiesen, die in Gegenwart von Licht der von
Combretastatin - A4 vergleichbar war (Abbildung 7).
SchlieBlich fanden Sheldon et al.,"'”! dass cis-8a sich mit
Glutathion leicht reduzieren lisst, was sich bei biomedizini-
schen Anwendungen als ernstes Problem erweisen kann. In-
teressanterweise wurden unterschiedliche thermischen Sta-
bilitdten des cis-Isomers im Vergleich zur Studie von Boro-
wiak et al.”!l beobachtet. Die biologischen Resultate beziig-
lich der Cytotoxizitdt von 8a gegeniiber menschlichen Na-
belschnur-Endothelzellen und Adenokarzinom-Epithelzellen
(MDA-MB-231) decken sich jedoch mit anderen publizierten
Befunden. ']

7. Klasse 4: tiefsitzende Organe

Durch intraluminale Endoskopie lassen sich Organe wie
die Bauchspeicheldriise (Pankreas) und Gallenginge errei-
chen. Nach Einschnitt in die Korperdecke sind praktisch alle
inneren Organe wie Leber, Pankreas, Milz, Diinn- und
Dickdarm, Harnblase, Nieren und Nebennieren zuginglich.
Die Bauchspeicheldriise hat in den vergangenen Jahren in-
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Abbildung 6. Photoschaltbare Hemmung der Mikrotubuluspolymerisa-
tion: a) Dosis-Antwort-Kurve der Viabilitit von MDA-MB-231-Zellen in
Gegenwart von 8a im Dunkeln und mit UV-Licht (390 nm): 8a
(ECs0,dark =38 M; ECsg3900m = 0.5 uM). b) In-vivo-Experiment, das das
Aufbrechen der Mikrotubulusstruktur bei UV-Licht (390 nm) an Cre-
master-Muskelgewebe der Maus zeigt (50 um 8b). A) 8b, UV-Licht,

B) 8b, Dunkelheit, C) Puffer, UV-Licht, D) Puffer, Dunkelheit.?"! Mit
freundlicher Genehmigung aus Lit. [21], Copyright 2015 Elsevier Inc.

folge ihrer Beteiligung an der Zuckerkrankheit (Diabetes)
vermehrte Aufmerksamkeit auf sich gezogen. Da ein grofies
Interesse an der zeitlich prézisen Steuerung des Insulinspie-
gels besteht, ist Diabetes mellitus eine ausgezeichnetes Ziel
fiir die Photopharmakologie.

Photopharmakologie und Diabetesforschung wurden
2014 in einer Arbeit von Trauner und Mitarbeitern zusam-
mengebracht.”® Durch Verabreichung des photoschaltbaren
Sulfonylharnstoffderivats 9 lief3 sich sowohl die Insulinfrei-

Glimepirid 9
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Abbildung 7. Hemmung der Tubulinpolymerisation durch 8a in vitro
(10 um) bei Dunkelheit und bei Lichtbestrahlung (400 nm).l"® Mit
freundlicher Genehmigung aus Lit. [116], Copyright 2015 American
Chemical Society.

setzung als auch die Funktion der pankreatischen [-Zellen
durch UV-Licht steuern (Abbildung 8). Das photoreaktive
Sulfonylharnstoffderivat 9 leitet sich von Glimepirid!''®! ab,
einem bekannten Stimulator der Insulinfreisetzung durch die
pankreatischen B-Zellen, der hierdurch eine blutzuckersen-
kende Wirkung hat. Es ist bekannt, dass Sulfonylharnstoff-
derivate durch Einwirkung auf ATP-sensitive K'-lIonenka-
ndle die Insulinfreisetzung auslosen. Das Hauptproblem
sowohl beim Insulin wie bei Sulfonylharnstoffderivaten ist die

a)
] 1.10
‘@
[ =4
[}
=
% 1.05 oo
E trans-9
g T Glim
§1.00 H_!/__' B,

10 107 107 107 107 1073
Konzentration log [M]
b)

Abbildung 8. a) Konzentrations-Antwort-Kurven fiir die Ca®"-Stimulati-
on mit cis-9, trans-9 und Glimeprid. b) Mit 9 behandelte ,Inseln“ in 3-
Zellen zeigen nach Isomerisierung durch Bestrahlung bei 405 nm eine
starke Zunahme an cytosolischem Ca®". Mit freundlicher Genehmi-
gung aus Lit. [28], 2014 Macmillan Publishers Limited.
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Gefahr einer Hypoglykédmie, also eines ldnger andauernden,
gefédhrlich niedrigen Blutzuckerspiegels infolge einer lang-
fristigen iiberschieBenden Insulinsekretion.

Der grofite Vorteil des vorgestellten Konzepts ist das
moglicherweise verminderte Risiko einer Hypoglykdmie und
kardiovaskuldrer Folgeerkrankungen durch verbesserte
Steuerung der Insulinsekretion mit kurzfristigem Spitzenbe-
darf sowie der Vermeidung exzessiver Insulinkonzentratio-
nen. Schwichen des gegenwirtigen Systems sind der notige
Einsatz kurzwelligen Lichts (400 nm), mangelhafte thermi-
sche Stabilitdt und geringe Wirkstédrke (17.6 um im Vergleich
zu 8.3 nM bei Glimepirid) sowie eine geringe Aktivitdtsdif-
ferenz von trans- und cis-Isomer. Eine bistabile Schaltung mit
langerwelligem Licht, in Kombination mit einem stdrkeren
Wirkstiarkeunterschied der Isomere und einer allgemein ho-
heren Wirkstiarke wiirden diese elegante Machbarkeitsstudie
der klinischen Anwendung nidherbringen.

Eine neuere Arbeit von Hodson und Trauner behandelte
einige der genannten Probleme.'”) Der Einbau eines hetero-
cyclischen Azobenzolderivats in das Ausgangsmolekiil fithrte
zu Verbindung 10 mit einer Rotverschiebung des Absorpti-
onspektrums (4,,,, = 500 nm). Im Vergleich zu Glimepirid war

Glimepirid

jedoch ein Abfall der Wirkstiirke um das > 10°-fache zu ver-
zeichnen, was die Grenzen dieses Molekiildesigns aufzeigt.
Trotz dieses Nachteils lieBen sich auch mit den geringen
Mengen des cis-Isomers, die durch die Bestrahlung erzeugt
werden konnten, evozierte Ca**-Konzentrationen beobach-
ten, was die Fahigkeit zur reversiblen Steuerung pankreati-
scher 3-Zellen mittels Licht belegt.

In einer neueren Arbeit beschreiben Trauner und Mitar-
beiter einen Inkretin-Schalter, iiber den sich die Insulin-
sekretion mittels Licht steuern ldsst (Abbildung 9)."*"! Wie in
den vorangegangenen Beispielen wurden auch hier die pan-
kreatischen 3-Zellen behandelt, in diesem Fall mit einem
Derivat des Glukagen-artigen Peptid-1 (11), das eine rdum-
liche Kontrolle der Ca’"-Menge erlaubt. Bemerkenswerter-

H,N-HAEGT FTSDV SSYLE GQ--AAK EFIAW LVRGR G-OH

Lira
§-NH N
\—< >—N §-
3
AMPP

H,N-HAEGT FTSDV SSYLE AMPPAAK EFIAW LVRGR G-OH

1"
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Abbildung 9. a) Durch Photoschaltung ausgeléste cAMP-Antworten;
das cis-lsomer bewirkt eine héhere Aktivitit. b) lonenfliisse in pankrea-
tischen B-Zellen; erkennbar ist eine erhdhte cytosolische Ca?"-Konzen-
tration im Fall von trans-11 (blaues Licht) im Vergleich zu ¢is-11 (UV-
Licht). c) Das Ca’*-Signal offenbart unterschiedliche Aktivititen der cis-
und trans-lsomere von LirAzo bei Konzentrationen tiber 101 nm. Mit
freundlicher Genehmigung aus Lit. [120], Copyright 1999-2016 John
Wiley & Sons, Inc.

weise verstirkte das trans-Isomer den Calcium-Einstrom,
wohingegen das cis-Isomer die Bildung von cAMP induzierte
(Abbildung 9). Diese Befunde zeigen die Moglichkeit auf,
durch Isomerisierung mittels Licht zwischen zwei verschie-
denen physiologischen Prozessen (Calcium-Einstrom und
cAMP-Bildung) hin- und herzuschalten.

Wie bei fritheren Ansétzen ist auch dieses System dadurch
limitiert, dass die trans-cis-Isomerisierung durch UV-Licht
ausgelost werden muss. Diesem Nachteil steht die Bistabilitét
des Systems entgegen, die den Einsatz einer ungefdhrlichen
Vorbestrahlung erlauben konnte, um einen zusédtzlichen
Kontrollparameter fiir die Funktion des bioaktiven Molekiils
vor der Aufnahme in den Korper einzubringen.
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Zusammengefasst wurde bei der Erforschung einer pho-
tokontrollierten Insulinfreisetzung eindrucksvolle Anstren-
gungen unternommen. Der schlechte Zugang zu pankreati-
schen (-Zellen sollte weitere Forschungen iiber die Anwen-
dung von Licht verschiedener Wellenldnge und bessere Zu-
fihrungssysteme stimulieren. Ungeachtet dieser Nachteile
konnte es fiir die Diabetesforschung von gro3em Vorteil sein,
eine rdumlich-zeitliche Kontrolle iiber die Funktion von {3-
Zellen zu erlangen.

8. Klasse 5: lichtundurchldssige Organe

Zu den Organen der Klasse 5 gehoren das Knochenmark
und das Gehirn. Wegen der sehr geringen Lichtdurchléssig-
keit des umgebenden Knochens ist hier die Lichtzufiihrung
am schwierigsten.

Das Knochenmark ist an der Blutbildung (Hdmatopoiese)
beteiligt, und Knochenmarkserkrankungen haben deshalb oft
einen sehr gravierenden Verlauf. Beim multiplen Myelom
kommt es zur Proliferation und Akkumulation maligner
Plasmazellklone im Knochenmark.'?"! Die Behandlung ist
schwierig, und die verfiigbaren Wirkstoffe ziehen gesunde
Gewebe in Mitleidenschaft.*”! Eine lokale Wirkstoffaktivie-
rung durch Licht konnte daher von Vorteil sein. Das Che-
motherapeutikum Bortezomib!">*!? (ein Proteasomhemmer)

o} OH
P g
[Nj)ku N Bloy N ~Bom
N 0o Y SN o Y
Bortezomib 12
OMe
R R R R R R
b c d e f

a

hat sich als wirksam gegen multiples Myelom und Mantelzell-
Lymphom erwiesen. Die photoreaktiven Varianten 12a-f, die
von unserer Arbeitsgruppe vorgestellt wurden, stellen die
ersten Beispiele fiir photoschaltbare Antikrebswirkstoffe
dar.®” Sie wurden an RAIJI-Zelllysaten erprobt, und ihre
Toxizitdit wurde an HeLa-Zellen ermittelt. Die photoschalt-
baren Verbindungen offenbarten Aktivitdtsunterschiede um
den Faktor 2-3 sowie unterschiedliche Selektivitdten fiir
verschiedene aktive Bereiche des Proteasoms. Sie zeigten
auferdem Aktivitit in MTT-Cytotoxizitdtstests an HeLa-
Zellen. Die Verwendung von UV-Licht ist mit Blick auf einen
klinischen Einsatz ein Nachteil, insbesondere im Knochen-
mark. Aulerdem wire eine groflere Aktivititsdifferenz der
beiden Isomere hochst willkommen.

Das Gehirn ist das bei weitem komplexeste Organ des
menschlichen Korpers. Zahlreiche Funktionsbereiche sind
noch unzureichend verstanden, darunter das Gedichtnis.
Membrankaniéle sind fiir die Hirnphysiologie von zentraler
Bedeutung, ein Ansteuern dieser Kanile ist jedoch schwierig.
Die Lichtzufiihrung in das Gehirn ist stets mit invasiver
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Chirurgie verbunden und wurde in jiingster Zeit im Zusam-
menhang der Optogenetik vermehrt erforscht.”' " In diesen
Studien wurden Moglichkeiten der Lichtzufiihrung in das
Gehirn von Modellorganismen wie Mausen etabliert.

Die Heilung neurodegenerativer Krankheiten wie
Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson ist ein bedeuten-
des Ziel der Gesundheitsfiirsorge. Acetylcholinesterase
(AChE) hydrolysiert Acetylcholin (ACh), einen Neuro-
transmitter, der nikotinische und muskarinische Acetylcho-
linrezeptoren stimuliert."” Hemmung von AChE wurde
auch mit Krankheiten wie Myasthenia gravis und Glaukom in
Zusammenhang gebracht."”! Erlanger und Mitarbeiter be-
richteten Ende der 60er Jahre in bahnbrechenden Arbei-
tenl!1?] jiber die Steuerung der AChE-Aktivitit mittels
Licht und Azobenzol-basierten Inhibitoren. Basierend auf
dem bekannten AChE-Hemmer Phenyltrimethylammoni-
um™” wurden die Verbindungen 13 und 14 entwickelt. Beide

' jgp
+ - -
N N Cl
> N
Cl
13
Phenyltrimethylammonium-
lon
H
N__O_~f~
IR
(et
14 X =Cl oder |

Photoisomere von 13 und 14 erwiesen sich als AChE-Inhibi-
toren, und die Aktivitdtsunterschiede waren gering, wobei die
trans-Isomere wirksamer waren. Die photochemische Kon-
trolle von 14 (X =I) mittels Sonnenlicht wurde nachgewiesen,
und das Membranpotential von Zellen des elektrischen
Organs des Zitteraals wurde mit 14 (X = Cl) moduliert. Diese
anfianglichen Konzeptstudien hatten einen immensen Einfluss
auf das Gebiet und dessen spitere Fokussierung, z. B. auf die
Steuerung von Membrankanilen™®®7>1 und Enzymen!'*?!
mittels Licht. Erwdhnenswert ist, dass Erlanger und Mitar-
beiter nennen den loslichen auch verankerte Photoschalter
erstmals beschrieben und schon 1980 Azobenzol als photo-
schaltbare Ankermolekiile verwendeten, um einen nikotini-
schen Acetylcholinrezeptor mittels Licht zu schalten.!'*]

Der Wirkstoff Tacrin™* ¥ ist ein AChE-Hemmer, der zur
Behandlung von Morbus Alzheimer (MA) eingesetzt wird.['*!
Ein Problem von Tacrin ist allerdings dessen dosisabhéngige
Lebertoxizitdt. Auf der Grundlage von Tacrin entwickelten
Decker, Konig und Mitarbeiter einen photoschaltbaren
AChE-Hemmer auf Diarylethenbasis.*”! Die Verbindung 15
enthélt zwei Tacrin-Einheiten an den Enden flexibler Zwi-
schenstiicke und ermdoglicht es, die mit Morbus Alzheimer
einhergehende (-Amyloid-Aggregation mittels Licht zu
steuern.®1% Dabei handelt es sich um eine nicht-cholinerge
Wirkung, an der moglicherweise die periphere anionische
Stelle (PAS) beteiligt ist.['*14]

Der Inhibitor selbst zeigt eine nanomolare AChE-Hem-
mung (Abbildung 10a). Zwischen der offenkettigen und der
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Abbildung 10. Photoschaltung der biologischen Aktivitit von AChE-
Inhibitoren: a) Dosis-Antwort-Kurve der Wirkung beider Photoisomere
von 15 auf Zitteraal-AChE. Photoisomere (offenkettig, blaue durchge-
zogene Linie; cyclisiert, rot-gestrichelte Linie). Unterschiedliche Hill-
Koeffizienten sind klar erkennbar (offenkettig: n,=2.1; cyclisiert:
ny=1.0), wihrend der IC;-Wert in etwa gleich bleibt. b) Die offenketti-
ge Form wirkt als nicht-kompetitiver Inhibitor, die cyclisierte Form
wirkt als kompetitiver Inhibitor der AChE, wie aus dem Lineweaver-
Burk-Diagramm ablesbar ist."*”! Mit freundlicher Genehmigung aus
Lit. [137], Copyright 2014 American Chemical Society.
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cyclischen Form beobachtet man nur eine geringfiigige Dif-
ferenz der Hemmwirkung. Der Inhibitionsmodus scheint
jedoch deutlich verschieden zu sein, wie aus den unter-
schiedlichen Hill-Steigungen abzulesen ist (Abbildung 10).
Bedeutsam ist, dass die offenkettige Form von 15 ein starker
Inhibitor der B-Amyloid-Aggregation ist,['**!*! wihrend die
cyclische Form eine viel geringere Hemmwirkung zeigt.

Kiirzlich wurde ein weiterer Inhibitor, 16, auf Grundlage
von Tacrin vorgestellt, der eine freie Azobenzol-Photoschal-
tereinheit enthilt.””! Verbindung 16 ist in der cis-Form aktiv
und zeigt in Enzymassays und an Luftréhrengewebepripa-
raten der Maus (Trachea-Tensometrie-Test) AChE-hem-
mende Wirkung.['*!

Tacrin (THA) 16

Trp A1 wird in Sinnesnervenzellen exprimiert, und
die pharmakologische Beeinflussung des Molekiils konnte zu
Fortschritten in der Schmerztherapie, der Spinaltraumathe-
rapie und bei chronischen Entziindungen fithren (Abbil-
dung 11). Peterson und Mitarbeiter!"*! verfolgten einen un-
gewOhnlichen photopharmakologischen Ansatz: Anstelle
eines rationalen Designs eines Photoschaltermolekiils auf
Grundlage von Struktur-Aktivitdts-Studien und Strukturda-
ten® war die in diesem Fall gewihlte Strategie ein verhal-
tensbiologisches Screening von 10000 Verbindungen auf
Photoresponsivitit in Embryonen des Zebrabérblings (Danio
rerio). Mit diesem Verfahren wurde die photoaktive, von
Rhodanin abgeleitete Verbindung 17 identifiziert. Die Akti-

vierung von TrpA1l-Kanilen gelang in

hTrpAl exprimierenden HEK293T-

{"}Nij\jsz Zellen und in unmodifizierten Sin-

= FNF S)ks nesnervenzellen aus Dorsalwurzel-
ganglien der Maus.

17 Bedeutsam ist, dass in Tieren mit

durchtrenntem Riickenmark eine

Bestrahlung zu Muskelkontraktionen

in den geldhmten Korperteilen fithrte (Abbildung 11b). Mit

17 behandelte Zebrabérblinge wurde durch Laserbestrahlung

bei 405 nm zu Kontraktionen der Riickenflosse veranlasst.

Die lokale Stimulation von Korperteilen resultierte in deren
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Abbildung 11. Lichtgesteuerte Aktivierung von TrpAl: a) Schematische
Darstellung der TrpAl-Aktivierung durch noxische Reize, der eine Si-
gnalfortleitung zum Riickenmark (motorische Reflexe) und zum Gehirn
(Schmerzempfindung) folgt.'*! Mit freundlicher Genehmigung aus

Lit. [145], 2013 Macmillan Publishers Limited. b) Wirkung der Bestrah-
lung spinalisierter Zebrabirblinge (behandelt mit 17) auf die motori-
sche Erregung: Photostimulation der Riickenflosse (Maf3stabsbalken
2.5 mm)."*! Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [144], 2013 Mac-
millan Publishers Limited.

Bewegung, und diese Ergebnisse wurden mit der Aktivierung
der spinalen Reflexbogen erklart.

Trotz der potentiellen Promiskuitdt der Rhodanin-Sub-
struktur sind die vorgelegten experimentellen Ergebnisse in-
teressant und zeigen auf, dass phédnotyp- und/oder verhal-
tensbasierte Screenings auch bei photopharmakologischen
Anwendungen erfolgreich sein konnen.

Hervorzuheben ist ferner, dass die Arbeitsgruppen von
Driessen, Feringa, Konig, Trauner, Isacoff und Kramer un-
langst richtungsweisende Arbeiten zur Photopharmakologie
von Membrankandlen und Rezeptoren  vorgelegt
haben.[*™7%1331 Wir verweisen an dieser Stelle auf aktuelle
Ubersichtsartikel zu diesen Studien. 768131

Zusammengefasst konnten bei der Photopharmakologie
des Gehirns immense Fortschritte verzeichnet werden, trotz
der Unzuginglichkeit des Gehirns fiir ein einfache, direkte
Bestrahlung mit Licht. Ein Teil dieser Entwicklungen ist
sicher den spektakuldren Resultaten der Optogenetik zu
verdanken,” deren Techniken sich auf die Photopharmako-
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logie mit ihrer Anwendung kleiner, reaktiver Molekiile
iibertragen lassen. Das Fallbeispiel der Optogenetik zeigt in
eleganter Weise, wie unterschiedliche Forschungsfelder sich
wechselseitig befruchten konnen. Die Optogenetik hat Ver-
fahren fiir die Lichtzufithrung zum Gehirn hervorgebracht,
im Gegenzug fand die Photopharmakologie Mittel und Wege,
um Neuronen ohne gentechnische Eingriffe in einen photo-
reaktiven Zustand zu versetzen.

9. Sonstige klinische Anwendungen

Diese Klasse umfasst nichtklassifizierbare Zielstrukturen
im Zusammenhang mit Organen. Darunter fallen Methoden
zur Bekdmpfung von Schmerzen,'*! Infektionen, Entziin-
dungen und anderen neoplastischen, metabolischen und
neurologischen Krankheitszustdnden. Infektionen werden am
haufigsten durch systemische Antibiotikagabe behandelt. Die
Anreicherung von Antibiotika im Korper bedingt jedoch
nicht nur eine Wirkung auf das Pathogen, sondern auf prak-
tisch alle ebenfalls im Korper befindlichen Bakterien (z. B. die
Mikrobiome des Verdauungskanals und der Atemwege), was
der Herausbildung von Resistenzen durch Selektion Vor-
schub leisten kann. Dariiber hinaus stellt die Freisetzung von
Antibiotika in die Umwelt durch den flichendeckenden
Einsatz dieser Wirkstoffe (Lebensmittelindustrie, Nutztier-
haltung, Krankenhauser)!'¥'* eine erhebliche Bedrohung
dar, und multiresistente Bakterien befinden sich in rascher
Ausbreitung. Aus diesen Griinden wire eine Wirkstoffakti-
vierung am Infektionsort mit anschlieBender Desaktivierung
nach erfolgter Therapie von grolem Vorteil.

Unsere Arbeitsgruppe befasste sich mit der Synthese und
biologischen Evaluierung von photoschaltbaren Antibioti-
ka.! Ciprofloxacin ist ein zur Behandlung bakterieller In-
fektionen hiufig genutztes Antibiotikum, dessen Einsatz-
spektrum reicht von Harnwegsinfektionen bis zu bakterieller
Hirnhautentziindung reicht.'*! Die antibakterielle Wirkung
beruht auf der Bindung von Ciprofloxacin an die DNA-
Gyrase, wodurch die DNA-Replikation blockiert wird.['*

Ly
HN. A

Ciprofloxacin

Durch Austausch des Piperazingruppe des Ciprofloxacin-
molekiils gegen einen Azobenzol-Photoschalter lésst sich die
Wirkung der Verbindung 18 durch Bestrahlung mit UV-Licht
selektiv an- und ausschalten (Abbildung 12a). Die Verbin-
dung zeigt Wirkung gegen Escherichia coli (Gram-negativ)
und Micrococcus luteus (Gram-positiv). Bei Bestrahlung mit
Licht von 365 nm wurde die Aktivitiat von 18 (gegeniiber M.
luteus) achtfach erhoht. Im Unterschied zu den oben be-
schriebenen Anwendungen ist hier der Einsatz von UV-Licht
kein Problem, da die Bestrahlung vor der Verabreichung
auflerhalb des Korpers erfolgen kann. Die thermische De-
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Abbildung 12. Optische Steuerung antibakterieller Aktivitat. a) Vertei-
lung von Bakterienkolonien infolge einer photoaktivierten cytotoxi-
schen Wirkung auf E. coli. Bakterielles Wachstum erfolgte lediglich in
den abgedeckten Bereichen, nicht jedoch in den dem Licht ausgesetz-
ten Bereichen. b) Autoinaktivierung des photoschaltbaren Antibioti-
kums 18. Die thermische cis-trans-Relaxation beendet die antibakteriel-
le Wirkung nach 2-3 h. Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [29],
2013 Macmillan Publishers Limited.

aktivierung (Abbildung 12b) verhindert die Anreicherung
aktiver Antibiotika in der Umwelt. Um eine bessere rdumli-
che Kontrolle bei der lokalen Behandlung von Infektionen zu
erreichen und einer Resistenzentwicklung in vivo vorzubeu-
gen, wiren durch rotes Licht schaltbare Antibiotika hochst
wiinschenswert.

Ein neuerer Ansatz®" basiert auf der Modifizierung des
weitflichig eingesetzten Antibiotikums Gramicidin S durch
Einbau eines Diarylethen-Photoschalters. Bei Bestrahlung
mit UV-Licht, das eine Elektrocyclisierung des Diarylethens
bewirkt, beobachtet man eine drastische Abnahme (16-fach)
der antimikrobiellen Aktivitdt von 19 gegeniiber Staphylo-
coccus aureus. Der Riickgang der Aktivitdt wurde auf einen
insgesamten Riickgang der Amphiphilie dieses membrano-
lytischen Molekiils zuriickgefithrt. Beim Diarylethen-Ring-
schluss wird die cyclische Ringstruktur sterisch fixiert und ist
daher weniger in der Lage, an die amphiphile Grenzfldche des
bakteriellen Membran zu binden und sich an diese anzupas-
sen (Abbildung 13).

Die Verbindung 19 kann mit sichtbarem Licht (1=
530 nm) aktiviert werden. Um allerdings die Reversibilitét
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Gramicidin S 19

c) hydrophil mm @ hydrophob

Abbildung 13. MD-Simulationen von Gramidicin S (links) und dem
photoschaltbaren Derivat 19 in der offenen (Mitte) und der geschlos-
senen Form (rechts). a) Seitenansicht mit relativen Langen der Hydro-
phobievektoren (Pfeile). b) Lésungsmittelexponierte Oberflichen der
Molekiile, mit einem signifikanten Unterschied zwischen der offenket-
tigen und geschlossenen Form. c) Kyte-Doolittle-Hydrophobiekarten,
die eine starke Anderung der Hydrophobie infolge der Photocyclisie-
rung erkennen lassen. Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [151],
Copyright 1999-2016 John Wiley & Sons, Inc.

des Schaltprozesses nutzen zu konnen und den Wirkstoff
auflerhalb seines Wirkortes zu inaktivieren, war eine lingere
Bestrahlung (> 20 min) mit hoch toxischem Licht (256 nm)
notig, was einen moglichen Nachteil dieses Formats dar-
stellt.!]

Aufbauend auf fritheren Veroffentlichungen unserer
Gruppe haben wir eine Methoden entwickelt, um Photo-
schalter in nur einem Schritt in bioaktive Molekiile einzu-
bauen.'*?! Mit diesem Ansatz wurde ein existierender Wirk-
stoff mit Azobenzol oder Spiropyran derivatisiert. Ausgehend
von Ciprofloxacin wurde die Piperazingruppe durch Kupp-
lung mit einem Photoschalter in einem Schritt modifiziert.
Ein Aktivitdtsunterschied wurde mit 21 bei Escherichia coli
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und mit 20 bei Micrococcus luteus beobachtet. Dariiber
hinaus wurde gegeniiber dem urspriinglichen Ciprofloxacin
bei 20 eine 50-fach gesteigerte Wirkung gefunden. Trotz der
geringen Verdnderung der Aktivitdt bei Isomerisierung und
der Erfordernis von UV-Licht stellt dieser Ansatz ein Mus-
terbeispiel fiir eine einfache Strategie zur Uberfiihrung bio-
aktiver Molekiile in photoschaltbare Derivate dar.

Schmerzforschung stellt ein zentrales Thema der Medizin
dar.'>13 Der Einsatz der Photopharmakologie in der An-
asthesie bringt die Vorteile einer hochgradig lokalen Wirkung
des Pharmakons aufgrund der rdumlich-zeitlich gesteuerten
Lichtzufiihrung mit sich. Anésthetika sind oft nichtselektiv,
haben lange Verweilzeiten und sind nicht selten suchauslo-
send.™ Die Photopharmakologie kénnte derartige Neben-
wirkungen verhindern, da das Anésthetikum, selbst bei hoher
Dosierung, nur lokal aktiviert wiirde.

Fentanyl ist ein synthetisches Opioid, das verbreitet in
Form in Pflastern eingesetzt wird."****” Es ist ein potenter
Agonist des p-Opioidrezeptors (MOR),['*® der zur Familie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) gehort.
Man findet sie vornehmlich im Verdauungstrakt, Gehirn und
Riickenmark.">¢!]

Die Gruppen um Gorostiza und Trauner entwickelten
2014 das allgemeine Konzept photoschaltbarer GPCRs.**19%!
Ausgehend von Fentanyl wurde die Verbindung 22 entwi-
ckelt. Trans-22 zeigte in mit hMOR und GIRK1&?2 transfi-

20 o
®

Fentanyl

[*] Wir bitten zu beachten, dass nach der Veréffentlichung in Ange-
wandte Chemie Early View in den Absitzen 4 und 5 von Abschnitt 9
textliche Anderungen vorgenommen wurden. Die Redaktion.
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Abbildung 14. Photoschaltbare MOR-Agonisten: a) Prinzip des experi-
mentellen Systems: Aktivierung des MOR fuihrt zur indirekten Aktivie-
rung von GIRK1&2, die einen messbaren K*-Einstrom nach sich zieht.
b) 22 (25 mwm) l6st durch MOR-Aktivierung einen einwérts gerichteten
K*-Strom aus, wenn es bei 480 nm in seine trans-Isoform umgewan-
delt wird."* Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [159], Copyright
1999-2016 John Wiley & Sons, Inc.

zierten HEK?293t-Zellen in elektrophysiologischen Messun-
gen eine hohere Aktivitidt in der Blockierung des MOR-
Kanals (Abbildung 14). GIRK1&2 sind Kaliumkanile und
MOR-Effektoren, die fiir den elektrophysiologisch erfassten
Effekt verantwortlich sind.'*®! Bestrahlung bei 420-480 nm
fithrt somit zu einem MOR-vermittelten K*-Einstrom durch
die GIRK-Ionenkanile. Die cis-Form von 22 war inaktiv, was
eine mogliche Anwendung limitieren wiirde, da der Wirkstoff
nur durch direkte Bestrahlung selektiv abgeschaltet werden
kann.

Das Konzept wurde nachfolgend auf zwei weitere pho-
toschaltbare Anisthetika angewendet,'® die auf den Vanil-
loidrezeptor 1 (TrpV1) wirken. Dieser Kanal-Rezeptor rea-
giert auf eine Vielzahl noxischer Reize!'® % und erlaubt bei
Aktivierung den Durchtritt von Ca’', aber auch anderer
Kationen (Na*, K*).'"”! Ein oft verwendeter Agonist von
TrpV1 ist das Vanilloid Capsaicin (CAP).'* Zwei potente
Antagonisten der TrpV1-Wirkung sind Capsazepin
(CPZ)l%1™1 ynd Thio-BCTC,""'™! deren photoschaltbare
Derivate 23 und 24 synthetisiert und getestet wurden. Die
Verbindung 23 zeigt in TrpVl-transfizierten HEK-Zellen
einen modalitdtsselektiven Antagonismus: cis-23 hemmt
CAP-induzierte TrpV1-Strome, trans-23 hemmt TrpV1 beim
spannungsgesteuerten Offnen/SchlieBen des Kanals. Der von
BCTC abgeleitete Wirkstoff 24 ist ein Antagonist span-
nungsaktivierter TrpV1-Strome, zeigt jedoch keine Modali-
titsselektivitat.

Um das Bild zu vervollstdndigen, wurde ein photoschalt-
barer Agonist des TrpV1 entwickelt. Das Derivat 25, ein
»Azolog® von CAP, aktiviert die Schmerzempfindung, wobei
es sich photoschaltbare Fettsiuren zunutze macht (Abbil-
dung 15)."! Cis-25 aktiviert die TrpV1-Signalgebung. Eine
geringe Hintergrundaktivitdt wurde allerdings auch mit dem
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Abbildung 15. Photoschaltung der elektrophysiologischen Aktivitit von
wt-DRG-Neuronen: Applikation von 25 (200 nm) ruft in wt-DRG-Neu-
ronen Aktionspotentiale hervor, wenn die Membran im Patch-Clamp-
Experiment bei 0 pA gehalten wird."”’! Mit freundlicher Genehmigung
aus Lit. [173], 2015 Macmillan Publishers Limited.

trans-Isomer beobachtet. Eine reversible lichtgesteuerte
Aktivierung von TrpV1-Rezeptoren wurde in HEK293T-
Zellen (die TrpV1-YVP exprimieren) und C-Faser-Nozizep-
toren gefunden.

In Wildtyp-Nervenzellen aus Dorsalwurzelganglien der
Maus erwies sich 25 als selektiv fiir TrpV1-exprimierende
Neuronen. Dariiber hinaus wurde fiir 25 auch eine entziin-
dungsbedingte Sensibilisierung von TrpV1 (TrpV1-vermit-
telte Hyperalgesie) gefunden.

Ein drittes Angriffsziel der Schmerzempfindung und von
Anisthetika sind GABA ,-Rezeptoren, die eine inhibitori-
sche Wirkung auf das postsynaptische Neuron haben und
einen Chloridioneneinstrom erzeugen, der zur Hyperpolari-
sation der Zelle fiihrt.'”¥ Das Anisthetikum Propofol™”! ist
ein allosterischer Potenziator von GABA ,-Rezeptoren und
findet verbreitet Anwendung als intravenoses Anésthetikum.
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Propofol 26

Ein photoschaltbarer Wirkstoff auf Propofolbasis ist die
Verbindung 26.17% Trans-26 zeigte potenzierende Wirkung
auf a,f,y,-GABA,-Rezeptoren, die in Xenopus-Oocyten
oder HEK-Zellen exprimiert wurden, cis-26 ist hingegen in-
aktiv.'"”®l Die Verbindung 26 reagiert schnell auf Licht, und
das cis-Isomer besitzt eine kurze thermische Halbwertszeit
(Sekunden in wissriger Pufferlosung). In-vivo-Experimente
mit Albinokaulquappen von Xenopus laevis offenbarten bei
den Tieren einen Verlust des Aufrichtereflexes, ein Hinweis
auf den anisthetischen Effekt von 26.7")
Spannungsgesteuerte Natrium- und Kaliumionenkanéle
reagieren auf Anderungen des elektrischen Transmembran-
potentials und sind fiir die Auslosung und Weiterleitung von
Aktionspotentialen von entscheidender Bedeutung.®!! Sie
konnen durch Kanalblocker mit einem quartiren Ammo-
niumion als Strukturmotiv (z. B. protoniertes Lidocain*! und
QX-314) inhibiert werden.'” Da Wirkstoffe auf Basis quar-

o
R i o ~¢N© 1S
oot Y o

Lidocain (protoniert) 27
P
~0 W/\’Q
Lo /©/N¢N/©/ o )
LN 0
[ N s

tdirer Ammoniumionen nicht membrangingig sind, miissen
siec mittels geeigneter Transmembrantransporter (z.B.
TrpV1)[" in die Zelle gelangen und dann die Kanile intra-
zelluldr blockieren. Derartige Importkanéle werden von no-
xischen Reizen (siche oben) aktiviert. Bei ldinger andauern-
der Aktivierung 6ffnen sie sich fiir groBere Ionen [®!-155:179:180]
Auf der Grundlage dieses Wirkmechanismus wurde von
Trauner, Kramer und Mitarbeitern ein photoschaltbares
schmerzselektives Anisthetikum entwickelt."™)  Trans-27
blockiert bei Injektion durch eine Patch-Clamp-Elektrode in
verschiedenen Zelllinien K-, Na,- und spannungsgesteuerte
Ca®"-Kanile (Abbildung 16). Cis-27 ist inaktiv. Die trans-cis-
Isomerisierung fiihrt also zu einer Aufhebung der Blockade
der Kanalpore und stellt die neuronale Erregbarkeit wieder
her. HEK-293-Zellen, die den Shaker-K*-Kanal und TrpV1
exprimieren, waren zu CAP-induzierter Aufnahme von 27 in
der Lage. Die Aufnahme lieB sich durch TrpV1-Blocker (in
diesem Fall BCTC) verhindern. Mithilfe dieses Prinzips der
Wirkstoffaufnahme und Photoinhibition konnte in Méusen
eine andsthetische Wirkung hervorgerufen werden. Der no-
zifensive Blinzelreflex (Haartest nach Frey)!"™!! war bei den
Tieren signifikant vermindert, wenn 27 und CAP auf die
Hornhaut koappliziert wurden (Abbildung 16). Die Um-
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Abbildung 16. Kanalblocker auf Basis quartirer Ammoniumionen:

a) Photoschaltung von K*-Strémen durch Blockade der Shaker-K*-
Kandle in Zellen mit oder ohne TrpV1 nach Verabreichung von 25

(1 mm) und Capsaicin (1 um). b) Unterschiedliche Aktionspotentiale in
dissoziierten Hippocampusneuronen der Ratte durch inkrementelle In-
jektion von 100 um 27 bei Bestrahlung mit Licht von 380 oder 500 nm:
Quantifizierung der Anzahl ausgeldster Aktionspotentiale. c) Ergebnis-
se des Haartests nach Frey zur Auslésung der nozifensiven Blinzelre-
aktion bei der Ratte, wenn in Gegenwart und bei Fehlen von 27 Druck
auf die Hornhaut des Auges ausgeiibt wird. Das Auge wurde mit Cap-
saicin (10 um) und 27 (20 mm) oder nur mit Capsaicin behandelt. Die
normalisierte Blinzelschwelle unterschied sich um das etwa 5-fache,
und der Effekt lief sich durch Bestrahlung mit UV-Licht (380 nm) um-
kehren. In Klammern angegeben sind die Anzahl der Ratten und die
Anzahl der Ratten, die auf die maximal ausgetibte Kraft (1 g) nicht rea-
gierten.'”*! Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [155], 2012 Macmil-
lan Publishers Limited.

schaltung in das inaktive cis-27 mittels Licht fithrte zur Wie-
derherstellung des Blinzelreflexes.

Um die Photoumschaltung von 27 zu erreichen, ist UV-
Licht notwendig, was einen Nachteil fiir photopharmakolo-
gische Anwendungen darstellt. Eine rotverschobene Varian-
te, 28,9 mit leicht verminderter Aktivitidt wurde daher ent-
wickelt. Aufgrund der Methoxygruppen in 2,2'-Stellung lasst
sich die Verbindung durch blaues Licht der Wellenldnge
420 nm (weniger schidlich) umschalten. Shaker-IR (K, ) kann
in HEC293-Zellen reversibel blockiert werden, ebenso Na, in
Neuroblastomzellen der Maus (NG108-15-Zellen). Gleiches
gilt fiir Na,- und K,-Kanile kortikaler Pyramidenzellen der
Maus (Hirnschnittpriparat). Es sei nochmals darauf hinge-
wiesen, dass in allen Fillen trans-28 die aktive Form war.

Zusammengefasst wurden in den vergangenen Jahren
bemerkenswerte Beispiele fiir die reversible Steuerung der
Nozizeption mittels Licht vorgelegt. Photoschaltbare Anis-
thetika oder Analgetika bieten der Photopharmakologie in-
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teressante Moglichkeiten mit zahlreichen potenziellen An-
wendungen.

10. Zusammenfassung und Ausblick

Die Photopharmakologie hat in den vergangenen zehn
Jahren eine sehr rasche Entwicklung genommen. Forscher aus
der Chemie, Medizin, Pharmazie und Molekularbiologie
haben das klinische Potenzial dieses Ansatzes erkannt und
viele neue, erstaunliche Anwendungen vorgestellt. Wir haben
hier eine kritische Ubersicht iiber die verschiedenen phar-
makologischen Ziele (d.h. Krankheiten/Organe) im
menschlichen Korper, die Aussichten auf eine gezielte
Lichtzufiihrung zu diesen Organen und deren spezifische
Anforderungen an das Molekiildesign photoaktivierbarer
Wirkstoffe gegeben und mogliche Losungen aufgezeigt. Wir
sind der Uberzeugung, dass in diesem frithen Entwicklungs-
stadium des Gebiets eine Perspektive mit einem Fokus auf
medizinische Anwendungen hochst gerechtfertigt erscheint,
um die weitere Erforschung medizinisch relevanter An-
griffsziele anzuregen. Unsere Ubersicht soll ebenso als Aus-
gangspunkt und Anregung fiir Chemiker dienen, sich diesem
spannenden Forschungsfeld mit seiner Perspektive, ,,intelli-
gentes“ Molekiildesign letztlich in die klinische Anwendung
umzusetzen, zuzuwenden. Unserer Meinung nach werden die
folgenden Aspekte von zentraler Bedeutung fiir die erfolg-
reiche Fortentwicklung des Gebiets sein:

1. Evaluation von Angriffszielen: Der photopharmakologi-
sche Ansatz sollte immer auf lokalisierte Krankheiten/
Krankheitsherde abzielen, die eine leichte Lichtzufiihrung
erlauben. Die reversible Aktivierung durch Licht ist damit
nicht nur ein Merkmal der Therapieform, sondern sollte
dem Wirkstoff einen Mehrwert verleihen (z.B. durch
Verminderung der Gefahr der Resistenzentwicklung, ge-
ringere Nebenwirkungen, verbesserte Kontrolle iiber die
Aktivitit, prazise Zielansteuerung usw.)

2. Optische Eigenschaften: Ein wesentliches Ziel der Pho-
topharmakologie ist es, die Absorptionsbanden der pho-
toschaltbaren Wirkstoffe im optischen Fenster zwischen
650 nm und 900 nm zu platzieren (siche unten). Die Ver-
wendung rotverschobener Azobenzolderivate im Spek-
tralbereich bis 1 =450 nm (n-m*-Ubergangs) reicht nicht
aus, um die reaktiven Wirkstoffe in der Klinik zu etablie-
ren.

3. Stabilitdt und Toxizitdt der Photoschalter: Die Entwick-
lung neuer, durch Licht steuerbarer Wirkstoffe muss von
Untersuchungen ihrer zelluldren Stabilitdt und Toxizitét
begleitet werden. Insbesondere fiir die Azobenzole steht
diesbeziiglich bereits eine reichhaltige Literatur zur Ver-
fiigung,[’! die den Effekt struktureller Merkmale auf die
Stabilitdt der Verbindungen unter reduzierenden Bedin-
gungen beschreibt und auch die Toxizitdt der Photo-
schaltermolekiile und ihrer Abbauprodukte beriicksich-
tigt. Studien vergleichbaren Umfangs sind fiir andere
Photoschaltermolekiile ebenfalls notwendig, um die Zu-
lassigkeit ihrer Anwendung in der Photopharmakologie
sicherzustellen.
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4. Lichtzufiihrung: Gegenwértig gehen wir bei photophar-
makologischen Behandlungen von einer externen Licht-
zufithrung aus. Man sollte jedoch auch die Moglichkeit
interner, also intrakorporaler Lichtquellen wie etwa lu-
mineszente chemische Verbindungen in Betracht ziehen.
Dies hitte mehrere Vorziige. Erstens lieBen sich damit die
Probleme der Durchdringung der Haut und anderer
Gewebe mit Licht umgehen, da das Licht unmittelbar am
Wirkort erzeugt wiirde. Zweitens lieBe sich damit eine
zusitzliche Selektivitdtsebene schaffen, falls die Licht-
quelle gezielt an den Krankheitsherd herangefiihrt werden
konnte. Schlieflich konnte auf diese Weise die Photo-
pharmakologie theranostisch eingesetzt werden, indem
molekulare Bildgebung (Diagnostik) und gezielte Wirk-
stoffaktivierung (Therapie) kombiniert wiirden. Alterna-
tiv dazu konnten Methoden der photochemischen Auf-
wartskonversion Ansitze fiir tiefer eindringende Nah-IR-
Bestrahlungen bieten. Fiir derartige Zwecke ldsst sich eine
Kombination der Photopharmakologie mit der optischen
Bildgebung vorstellen, bei der lumineszente Verbindun-
gen zur Lokalisation von Krankheitsherden eingesetzt
werden. Eine weitere Moglichkeit ist der Einsatz radio-
aktiver Tracer aus der Positronenemissionstomographie
(PET) fiir die Aktivierung photoresponsiver Wirkstoffe
mittels Cernekov-Protonen.' Allerdings ist noch viel
Forschungsarbeit notig, um herauszufinden, ob der da-
durch verfiigbare Photonenfluss eine ausreichende Effi-
zienz fiir die Photoschaltung von Wirkstoffen erreichen
kann. Erste Versuche mit Licht aus der Luciferase-Reak-
tion zur Photoschaltung von MRI-Kontrastmitteln auf
Spiropyranbasis!'®! sind vielversprechend hinsichtlich der
Anwendung interner, exogener Lichtzufiihrungssysteme
zur lokalen Wirkstoffakttivierung.

5. Kreuzreaktivitét: Es ist wichtig, sich zu vergegenwiértigen,
dass die Isomere eines photoschaltbaren Wirkstoffs nicht
einfach an- und abgeschaltete Formen sind, vielmehr
konnen sie unterschiedliche biologische Wirkungen auf
vollig verschiedene Angriffsziele im Korper
iiben.'”""! Diese unterschiedliche Funktion kann in be-
stimmten Fallen wiinschenswert sein, oft ist sie aber pro-
blematisch zu werten. Forscher sollten diesen Aspekte
stets bedenken, wenn zu einem In-vivo-Experiment
iibergegangen wird.

6. Phinotyp-Screening: Bislang hat sich die Photopharma-
kologie weitestgehend auf Methoden des rationalen
Wirkstoffdesigns beschréinkt, das einen bekannten Wirk-
stoff oder eine andere biologisch aktive Verbindung als
Ausgangspunkt nutzt und sich auf Studien der Struktur-
Wirkungs-Beziehung stiitzt. Ergdnzend dazu konnten
Phéanotyp-Screenings mit photoschaltbaren Wirkstoffen —
dargelegt am Beispiel der Verbindung 17 (Abbil-
dung 11)!* — der Photopharmakologie neue Impulse
hinsichtlich Angriffszielen und Methoden geben.

7. Synthesemethoden und mechanistische Studien: Die
Photopharmakologie hingt entscheidend davon ab, dass
Synthesemethoden fiir Photoschaltermolekiile verfiigbar
sind, und es besteht ein grofer Bedarf an der Entwicklung
robuster, schnell synthetisierbarer Chromophore.

aus-
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8. Rettungsprotokolle: Thorn-Seshold und Mitarbeiter?!!
haben Methoden entwickelt, bei denen die ,,anschaltende*
Bestrahlung auf einen definierten Bereich beschriankt ist,
der von einem Ring ,ausschaltender” Impulse umgeben
ist. Der Ansatz erwies sich als erfolgreich (keine beob-
achtbare Wirkstoffaktivitit nach Ausschaltung) und
konnte eingesetzt werden, um spezifische Gewebeberei-
che zu schiitzen. Die Voraussetzung fiir diese Technik sind
schnell reagierende Photoschaltermolekiile, die sich mit
sichtbarem Licht in niedrigen Dosen in einem Zeitraum
von Millisekunden schalten lassen.

Ziel dieser kritischen Ubersicht war es, einen Ausblick auf
mogliche klinische Anwendungen photopharmakologischer
Therapien sowie Hinweise fiir eine realistische Auswahl mo-
lekularer Angriffsziele zu geben. Fortschritte auf dem Gebiet
der Photopharmakologie erfordern die Expertise unter-
schiedlicher Disziplinen. Der Weg vom molekularen Design
biologisch aktiver Verbindungen mit eingebauten Photo-
schaltern bis zu ihrer klinischen Anwendung ist lang und
beschwerlich, diirfte aber mit innovativen Ansitzen fiir den
Eingriff in komplexe biologische Stoffwechselwege und le-
bensbedrohende Krankheitsprozesse belohnt werden.
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