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Steuerung der Struktur und Funktion von Biomakromolekulen durch Licht 

Itamar Willner* und Shai Rubin 

Der Sehvorgang sowie andere durch 
Licht ausgeloste biochemische Umset- 
zungen in Pflanzen und Lebewesen sind 
ausgekliigelte biologische Vorgange, in 
denen optische Signale registriert und in 
(physiko)chemische umgesetzt werden. 
Photoschaltbare Biomakromolekule sind 
eine neue Klasse von Substanzen, in de- 
nen optische Signale zwei diskrete Ein- 
und Aus-Zustande biologischer Funk- 
tionen erzeugen und die damit den 
Schaltelementen in Computern glei- 
chen, die bei Anderung des elektrischen 
Stroms zwischen den Zustanden 0 und 1 
wechseln. Die (Photo-)Chemie photo- 
chromer Stoffe wurde in den letzten vier 
Jahrzehnten sehr stark weiterentwickelt. 
Diese Substanzen isomerisieren bei 
Lichtabsorption, und die photoisome- 
ren Zustande haben unterschiedliche 
spektroskopische und chemische Eigen- 
schaften. Der Einbau photoisomerisier- 
barer (oder photochromer) Einheiten in 
Biomakromolekiile ermoglicht es, deren 
sekundare Funktionen wie Biokatalyse, 
Bindung und Elektronentransfer nach 

Wunsch ein- und ausschaltbar zu ma- 
chen. Dies gelingt durch chemische 
Modifizierung des Biomakromolekiils 
durch photoisomerisierbare Einheiten 
oder durch Einbettung des Biomakro- 
molekiils in photoisomerisierbare Mi- 
kroumgebungen wie Monoschichten 
oder Polymere. Die Photoschaltbarkeit 
ist im ersten Fall der lichtinduzierten 
Bildung und Storung des aktiven Zen- 
trums iiber die photoisomeren Zustande 
zuzuschreiben und im zweiten durch 
Licht beeinfluI3baren physikalischen 
oder chemischen Merkmalen der photo- 
isomerisierbaren Systeme aus Polyme- 
ren, Monoschichten oder Membranen. 
Die Aktivierung katalytisch wirkender 
Biomakromolekiile durch Licht eroffnet 
eine Moglichkeit, das aufgenommene 
optische Signal durch biochemische 
Umwandlungen zu verstarken, und 
photostimulierte biochemische Redox- 
schalter ermoglichen die elektrochemi- 
sche Weiterleitung und Verstarkung der 
registrierten optischen Signale. Uber 
Photoschalter auf der Basis von Bioma- 

kromolekiilen wurde in den letzten Jah- 
ren als Teil der Suche nach molekularen 
Schalteinrichtungen und Mikromaschi- 
nen intensiv gearbeitet. Das umfangrei- 
che Wissen iiber die Modifizierung von 
Biomakromolekiilen, ihre gentechnische 
Erzeugung und die Herstellung von 
durch biologisch aktive Verbindungen 
modifizierten Oberflachen macht Bio- 
makromolekiile mit verbesserten opti- 
schen Schalteigenschaften zuganglich. 
Ihr Einsatz in optoelektronischen/bio- 
elektronischen Bauelementen ist nicht 
mehr nur eine Idee, sondern Realitat. So 
wurde ihre Venvendung zur Informa- 
tionsspeicherung und -verarbeitung 
(Biocomputer), in Sensoren, reversiblen 
Immunsensoren und biologischen Ver- 
starkern optischer Signale bereits ge- 
zeigt; fur die Zukunft bleiben aber noch 
bedeutende Herausforderungen. 

Stichworte: Bioelektronik . Enzymakti- 
vitat . Optoelektronik . Photoschaltbare 
Systeme 

1. Einleitung 

Viele biologische Prozesse werden durch Lichtsignale ausge- 
lost. Die Photosynthese['*'I und der Sehpro~eI3[~.~' sind die fun- 
damentalsten lichtgesteuerten biologischen Vorgange. Die licht- 
induzierte Bewegung auf mehreren biologischen Ebenen['I 
(Bewegung von mobilen Organismen, Dynamik von Pflanzen- 
gewebe) , die lichtinduzierte Morphogenese[6. 'I (Samenkei- 
mung, Induktion der Bliitenbildung, Synthese von Chlorophyll) 
und die Umwandlung von Lichtenergie in chemische Ener- 
gie[*. (ATP-Synthese, Protonenpumpen und Ionentransport) 

["I Prof. I. Willner, Dr. S. Rubin 
Institute of Chemistry and Farkas Center for Light-Induced Processes 
The Hebrew University of Jerusalem 
IL-Jerusalem 91 904 (Israel) 
Te1et"dx: Int. + 97212-6527715 

sind weitere wichtige lichtinduzierte biologische Vorgange. Das 
gemeinsame Merkmal dieser Systeme ist die Beteiligung eines 
Chromophors (Photosensors oder Photorezeptors), der durch 
Lichtabsorption eine Reihe von chemischen Umwandlungen in 
seiner Umgebung (Biomembran, Protein) induziert. Solche licht- 
aktivierten biochemischen Cyclen sind reversible, photobiolo- 
gische optische Schalter, bei denen ein optisches Signal die bio- 
logische Reaktion auslost, die im Dunkeln wieder gestoppt 
wird. Die fundamentalen Charakteristika von biologischen 
lichtgesteuerten Schaltern seien hier anhand der Funktionsweise 
des intensiv untersuchten Bacteriorhodopsinsystems kurz be- 
schrieben. 

Bacteriorhodopsin, ein retinalhaltiges Protein aus dem Holo- 
bacterium Halobium, wandelt Lichtenergie durch die Synthese 
von ATP in chemische Energie um[lol. Der 11-trans-Retinal- 
Chromophor des Bacteriorhodopsins ist in die Bakterienmem- 
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bran eingebettet und lost nach Lichtabsorption den Netto- 
Transport von Protonen von der inneren (cytoplasmatischen) 
auf die a u k r e  (extrazellulare) Seite der Zellmembran aus. Der 
dadurch entstehende Potentialgradient aktiviert eine membran- 
gebundene ATPase zur ATP-Synthese[”]. In Schema 1 sind die 

c;2 O(660) 
/ I  

--c CI,, 
Asp 85 6 

Schema 1. Wechselwirkungen von Rhodopsin-Photoisomeren rnit der umgebenden 
Membran, die im Protonenpumpen resultieren. 

Wechselwirkungen des Photorezeptors mit dem ihn umgebenen 
Protein zusammengefaljt, das sowohl die zwischenzeitliche Net- 
to-Bildung des Potentialgradienten als auch den Mechanismus 
der Relaxation des optischen Schalters beeinfluljt. Aus der Pho- 
toisomerisierung des Chromophors (BR) resultiert der Zu- 
stand L, eine protonierte Schiff-Base, die durch einen Protonen- 
transfer zum Asp85-Rest deprotoniert wird. Die nachfolgende 
Isomerisierung des Zustands 0 geht mit der Ubertragung eines 
Protons vom Asp96-Rest einher, wodurch der urspriingliche 
Chromophor regeneriert und der Photocyclus vervollstandigt 
wird. Anhand des Photocyclus von Bacteriorhodopsin konnen 
die grundlegenden Prinzipien von biologischen Photoschaltern 
aufgezeigt werden: 

1) Das optische Signal wird vom Photosensor aufgenommen 
und lost eine Strukturanderung im Chromophor aus. 

2) Die Isomerisierung des Chromophors wird auf das umge- 
bende Protein iibertragen, wodurch dieses und damit eine Io- 
nenpumpe stimuliert werden. 

3) Der Photosensor-Protein-Komplex relaxiert so, dalj der 
Photosensor fur die Aufnahme eines zweiten optischen Signals 
regeneriert wird. 

Photobiologische Schalter eignen sich wegen ihres schnellen 
Wechsels zwischen den verschiedenen Zustanden als optische 
Speicher[”]. Die lichtstimulierten Ubergange des Bacteriorho- 
dopsins BR + M + BR ermoglichen wiederholte Schreib- und 
Losch-Cyclen[’ 31. Zahlreiche Anwend~ngen[’~], wie das Spei- 
chern holographischer Aufnahmen[ls], das dynamische opti- 
sche Filtern[’ und assoziatives optisches Speichern[”], wurden 
mit Bacteriorhodopsin als Photorezeptor entwickelt, was die 
weitreichenden praktischen Folgerungen aus der photochemi- 
schen Steuerung der Funktion von Biomakromolekiilen veran- 
schaulicht. 

Daneben wurde und wird die Entwicklung von halbsyntheti- 
schen photobiologischen Schaltern vorangetrieben[’E1. Als pho- 
tobiologischer Schalter wird ein biologisches System oder eine 
biologische Umgebung angesehen, deren biologische Funktion 
durch Licht aktiviert wird. Zwei prinzipiell unterschiedliche Un- 
terklassen von biologischen Schaltern wurden entwickelt : 

1) Einzelcyclus-Photoschalter sind eine Klasse von biologi- 
schen Photoschaltern, bei denen das Biomakromolekul durch 
die Verkniipfung mit lichtempfindlichen chemischen Schutz- 
gruppen desaktiviert und durch die lichtstimulierte Abspaltung 
der Schutzgruppe in seine biologisch aktive Form umgewandelt 
wird (Schema 2)[19. 201. Die Aktivierung von Enzymen[” -231, 

1 I I  a Biomakromolekul I - @ + 1 Biomakromolekul 1 
Schema 2.  Photohiologischer Einzelcyclus-Schalter. I = inaktives, 11 = aktives 
System; S = lichtempfindliche Schutzgruppe. 

die lichtinduzierte Bildung von spezifischen Chelatbild- 
nernLZ4 - 26] und die lichtausgeloste Aktivierung von wichtigen 
biologischen Verbindungen wie  CAMP^"^, cGMP[’*], ATP[*’] 
und InP,[30] konnten so bereits erreicht werden. Uber die Ein- 
zelcyclus-Photoschalter gibt es schon mehrere Ubersichtsarti- 
ke1[31 -331 
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2) Mehrcyclen-Photoschalter sind das Ergebnis von Bemii- 
hungen, Biomakromolekiile oder biologische Umgebungen in 
lichtaktivierbare Matrizen umzuwandeln, die reversibel zwi- 
schen einem stummen (Schalter ,,am") und einem aktivierten 
Zustand (Schalter ,,ein") wechseln (Abb. 1) .  Drei Methoden zur 
reversiblen Photostimulierung von Biomakromolekiilen werden 
in Betracht gezogen: 

a) Die chemische Modifizierung durch photoisomerisierbare 
Einheiten kann zu photoschaltbaren biologischen Systemen 
fiihren (Abb. 1 a), bei denen beispielsweise der Photosensor im 

a) Biomakromolekiil 
I 
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Abb. 1. Methoden zur Herstellung reversibler photobiologischer Schalter nach 
MaB: a) durch kovalentes Ankniipfen photoisomerisierbarer Einheiten an das Bio- 
makromolekiil, b) durch Einbetten des Biomakromolekiils in eine photoisomerisier- 
bare Umgebung, c) durch Verwenden eines niedermolekularen, photoisonierisierba- 
ren Inhibitors. 

Zustand B die Konformation des Biomakromolekiils oder sei- 
ner Bindungsstelle (z.B. eines Proteins) storen und dadurch die 
biochemische Funktion unterbinden kann. Durch die Photoiso- 
merisierung des Sensors in den Zustand A wird die urspriinglich 
induzierte Strukturanderung verringert, die Struktur der Bin- 
dungsstelle regeneriert und die biochemische Funktion aktiviert 
(Schalter ,,ein") . Bei reversibler lichtinduzierter Isomerisierung 
des Photosensors konnen die Funktionen des Biomakromole- 
kiils, z.B. Biokatalyse oder Bindung, cyclisch ein- und ausge- 
schaltet werden. 

b) Der Einbau in photoisomerisierbare Umgebungen ist eine 
weitere Moglichkeit, um biochemische Funktionen ein- und 
auszuschalten (Abb. 1 b). Die physikochemischen Eigenschaf- 
ten von photoisomerisierbaren Modellmembranen (Polymeren, 

Monoschichten und Liposomen) konnen durch Licht gesteuert 
~ e r d e n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  Dazu gehoren die Benetzbarkeitr3'], der Sol- 
Gel-Ubergang[401, die effektive Volumenviskositat[411 und die 
Permeabilitat[421. Abbildung 1 b zeigt schematisch die Photosti- 
mulation der katalytischen Funktion eines Enzyms durch eine 
photoisomerisierbare Membran. In einem isomeren Zustand 
der Umgebung (A) ist die Membran undurchlassig fur das Sub- 
strat, und das membrangebundene Enzym ist ausgeschaltet. 
Durch die Photoisomerisierung der Membran in den Zustand B 
wird sie permeabel fur das Substrat, und die Funktion des Pro- 
teins wird aktiviert (Schalter ,,ein") . 

c) Die Verwendung von niedermolekularen photoisomeri- 
sierbaren Verbindungen, die von Biomakromolekiilen erkannt 
werden konnen, ist eine weitere Moglichkeit, diese reversibel zu 
aktivieren und zu desaktivieren (Abb. 1 c). Inhibitoren und Co- 
faktoren wirken als niedermolekulare Desaktivatoren bzw. Ak- 
tivatoren von Proteinen. Deshalb wird mit einem photoisomeri- 
sierbaren Inhibitor die reversible Desaktivierung und Aktivie- 
rung des entsprechenden Biomakromolekiils moglich. In einem 
photoisomeren Zustand (A) blockiert der Inhibitor die Bin- 
dungsstelle des Proteins, und die biologische Funktion ist ausge- 
schaltet. Im komplementaren photoisomeren Zustand B fehlt 
der niedermolekularen Verbindung die inhibierende Wirkung, 
und sie wird aus der Bindungsstelle freigesetzt. Darnit ist die 
biologische Funktion des Proteins ~iederhergestellt1~~. 43 -"I. 

Analog dazu kann mit einem photoisomerisierbaren Cofaktor 
ein reversibles Ein- und Ausschalten von biologischen Funktio- 
nen erreicht werden, wenn nur einer seiner photoisomeren Zu- 
stande vom Biomakromolekiil erkannt wird. 

Die Photochemie von reversibel photoisomerisierbaren Ver- 
bindungen wurde bereits im Zusammenhang mit photochromen 
Verbindungen ausfiihrlich beschrieben15'- 31. Mehrere Klassen 
von reversiblen Photoisomerisierungen sind verfiigbar. Dazu 
gehoren Isomerisierungen an Doppelbindungen (Stilbene, Azo- 
benzole, Indigo- und Thi~indigoderivate)~~~. 551, photochemi- 
sche (4n + 2)-s-Elektronen-RingschluD- und -Ringoffnungsre- 
aktionen (Fulgide ( = Dialkylidenbernsteinsaureanhydride) , 
Spiropyrane, Spi roo~azine) [~~.  'I, Photoisomerisierungen von 
(4n-7c-Elektronen-Ringsystemen (Oxirane und A~ir id ine) '~~] ,  
Photoisomerisierungen durch Cy~loadditionen[~'~ und Photo- 
isomerisierungen durch lichtinduzierte Tautomerie (N-Salicyli- 
denaniline, Schiff-Basen, aci-Nitroverbindungen)[60. "1. Die ge- 
nannten Verbindungen konnen an biologische Substanzen, an 
Modellmembranen sowie an molekulare Inhibitoren (oder Co- 
faktoren) gekoppelt werden und dort als Photosensoren wirken. 

Mehrere potentielle Anwendungen der photoschaltbaren 
Biomakromolekiile sind denkbar[I8, 621: 1. Schnelle photobiolo- 
gische Schalter als Schnittstellen fur die Aufnahme und das 
Auslesen von optischen Signalen sind die Grundlage fur opti- 
sche Speicher und B i o ~ o m p u t e r ~ ~ ~ ~  641. 2. Die Verstarkung von 
schwachen Lichtsignalen durch ein photoschaltbares katalyti- 
sches Biomakromolekiil (Enzym) ist eine weitere optoelektroni- 
sche Anwendung in der stummen Aus-Position. Die Absorp- 
tion eines schwachen Lichtsignals durch den Photosensor 
aktiviert das Enzym, und die durch das Enzym katalysierte che- 
mische Urnwandlung verstarkt chemisch das Lichtsignal durch 
die cyclische Bildung des Reakt ionsprod~ktes[~~~.  3. Auch the- 
rapeutische Anwendungen und die Entwicklung von reversiblen 
Biosensoren basierend auf photoschaltbaren Biomakromolekii- 

Angew. Chem. 1996,108,419-439 421 



I. Willner und S. Rubin AU FSATZE 

len erscheinen m o g l i ~ h [ ~ ~ ] .  Da viele Enzyme oder ihre Reak- 
tionsprodukte als Therapeutica wirken[66. 671, ware mit ihrer 
reversiblen lichtinduzierten Aktivierung und Desaktivierung ei- 
ne zielgerichtete und kontrollierte Freisetzung des therapeuti- 
schen Wirkstoffs im bestrahlten infizierten Organismus mog- 
lich. Die Verwendung von photoschaltbaren Biomakromolekii- 
len zum Aufbau von reversiblen Biosensoren ist schematisch in 
Abbildung 2 gezeigt. Zahlreiche Biosensoren, 2.B. Immunsen- 

bunden sind, ausgepragte Storungen der Struktur in der makro- 
molekularen Matrix induziert, was sich in photoschaltbaren 
physikalischen Eigenschaften der makromolekularen Assoziate 
a ~ B e r t [ ~ ~ ,  7 1  -751. Ahnlich lassen sich die Funktionen biologi- 
scher Makromolekule durch Licht steuern, indem photoisome- 
risierbare Einheiten kovalent an sie gebunden werden. 

umzusetz 

2.1. Photochemische Steuerung der Struktur yon 
Polypeptiden 

aktiver Biosensor a- inaktiver Biosensor 
Abb. 2. Schematische Wirkungsweise eines reversiblen Biosensors, bei der eine 
photoisomerisierbare Reizaufnahmefliche eines Biomakromolekuls genutzt wird. 

soren, wdndeln den ProzeB der Bindung zwischen dem Analyten 
und dem biologischen Rezeptor in ein physikalisches Signal um 
(Farbe, Fluoreszenz, elektrochemische Antwort)I6*- 701 . We gen 
der starken Rezeptor-Analyt-Wechselwirkung konnen viele die- 
ser Biosensoren iedoch nur 

Polypeptide sind synthetische Proteinanaloga, die in Abhan- 
gigkeit vom Reaktionsmedium, vom pH-Wert und von der Tem- 
peratur statistische Knauel, a-Helices oder P-Faltblattstruktu- 
ren b i l d e ~ ~ ~ ~ ~ ] .  Die photochemische Beeinflussung von Polypep- 
tidstrukturen durch kovalent gebundene photoisomerisierbare 
G r u p p e i ~ [ ~ ~ ]  stellt die Verbindung zwischen photostimulier- 
baren Biopolymeren und synthetischen photoisomerisierbaren 
Polymeren her. 

Poly(L-glutaminsaure) wurde rnit Nitrospiropyran-Einheiten 
modifiziert und das erhaltene Polymer in der Merocyaninstruk- 
tur 1 a in Hexafluorpropanol (HFP) stabilisiert. Die basische 
Phenolatgruppe (1 a) wird vom Losungsmittel protoniert 

einmal eingesetzt werden, sind 

Mit photoisomerisierbaren 
Biomakromolekiilen als Sen- “3bh Ht (m) 
also nicht wiederverwendbar. MN; 

I 
HO 

im Dunkeln 

sorschicht lassen sich die akti- 
ven Biosensor-Oberflachen 
regenerieren. Der Biorezep- 
tor, der mit einem Photosen- 
sor im isomeren Zustand A -m-cH-m-NH-a-a,- 
modifiziert wurde, ist fur die 
Wechselwirkung rnit dem 
Analyten aktiviert und damit fur den DetektionsprozeB vorbe- 
reitet. Durch die Photoisomerisierung der biologischen Grenz- 
schicht zum Zustand B nach dem ersten Detektionscyclus ent- 
steht eine biologische Oberflache rnit einer geringen Affinitat fur 
den Analyten, was dessen Freisetzung erleichtert. Der Analyt 
kann folglich abgewaschen werden, und die Riickisomerisie- 
rung des biologischen Rezeptors zum Zustand A regeneriert die 
aktive Sensoroberflache fur den nachsten A n a l y s e c y ~ l u s ~ ~ ~ ~ .  

In dieser Ubersicht soilen neuere Fortschritte bei der Ent- 
wicklung von photobiologischen Schaltern zusammenfassend 
dargestellt werden, die auf dem kovalenten Anbinden von pho- 
toisomerisierbaren Einheiten an biologische Materialien und 
auf der Immobilisierung von Biomakrornolekiilenr*l in photo- 
isomerisierbaren Umgebungen beruhen. 

I -- 
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2. Photoregulierung der Struktur und Funktion 
von Biopolymeren und verwandten Makromolekiilen 
durch verankerte photoisomerisierbare Einheiten 

Es ist bekannt, daf3 die photochemische Isomerisierung von 
niedermolekularen Verbindungen, die an Makromolekule ge- 

[*] Im folgenden werden Biomakromolekule vereinfachend als Biopolymere be- 
zeiclinet. 

- HN - c;l- a, - NH - & - co- - HN - <H - a, - NH - CH - CO- 

l b  lc  

und dadurch das Polymer zu einer positiv geladenen Matrix. 
Die Bestrahlung der stabilen Mischung aus 1 a und 1 b mit sicht- 
barem Licht induziert die Isomerisierung zur Spiropyran- 
Poly(L-glutaminsaure) 1 c, die thermisch zu den Isomeren 1 a 
und 1 b zuruckreagiert. Die Spiropyranform 1 c hat eine a-heli- 
cale Struktur, was sich in einem typischen CD-Spektrum rnit 
zwei negativen Banden bei i = 208 und 222 nm zeigt. Durch die 
Riickisomerisierung von 1 c zu 1 a und 1 b wird das CD-Signal 
schwacher, was bedeutet, da13 sich das Peptid zu einer gestreck- 
ten Knauelkonformation umorganisiert. Die Annahme einer 
geordneteren Struktur durch 1 c wird auf den hydrophoben, 
apolaren Charakter dieses Isomers zuriickgefuhrt, der die Bil- 
dung von intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen und 
damit eine a-helicale Struktur begunstigt~’*~ ”I. Die thermische 
Isomerisierung zu 1 a-1 b fuhrt zu einer elektrostatischen Ab- 
stoBung zwischen den an das Polypeptid geknupften positiv 
geladenen photoisomeren Einheiten. Dadurch wird die a-helica- 
le Struktur gestort und in eine gestreckte Knauelkonformation 
umgewandelt (Schema 3). Diese lichtstimulierte Umwandlung 
a-Helix + statistisches Knauel ist reversibel. 

Eine ahnliche Photoregulierung von Polypeptidstrukturen 
konnte mit Azobenzol-modifizierter Poly(L-glutaminsaure) 
2[*’, und Azobenzol-modifiziertem Poly(L-lysin) 3[*’] in Ge- 
genwart geeigneter Detergentien erreicht werden. tram-Azoben- 
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sche Isomerisierung wird jedoch nicht nur die Aciditat der be- 
nachbarten Carbonsaurefunktionen, sondern auch die Struktur 
des Polymers beeinfluljt: Es wurde festgestellt, da13 das trans- 
Isomer 2a (20 Mol- Yo photoisomerisierbare Gruppen) in Ge- 
genwart von Micellen aus Dodecylammoniumchlorid als stati- 
stisches Knauel vorliegt. Die Photoisomerisierung zu 2 b 
induziert einen Knauel -P Helix-Ubergang, was zu zwei CD- 
Banden bei 210 und 228 nm fiihrt. Die Existenz des trans-Iso- 

Charakter der trans-Azobenzol-Einheiten zuriickgefuhrt. die 
durch ihre Gegenwdrt bei einer Reihe von Micellen eine Verzer- 
rung des Polymers auslosen. Durch die Photoisomerisierung zu 
2b entstehen die polaren cis-Azobenzol-Polypeptide, die die Mi- 
cellen verlassen. Dadurch wird die Bildung der stabilisierten 
a-Helix-Konformation des Polymers in der waljrigen Phase be- 
g u n ~ t i g t [ ~ ~ I .  Bei Azobenzol-Poly(L4ysin) 3 konnte in Hexa- 
fluorpropanol/Wasser/Natriumdodecylsulfat (das Polymer ent- 
hielt 43 Mol- % Azobenzol-Einheiten) eine ahnliche Photoregu- 
lierung der Struktur festgestellt werden. Das CD-Spektrum des 

trans-Isomers 3a ist fur ein Polypep- 
tid in der 8-Faltblattstruktur charak- 
teristisch. Durch Bestrahlung mit 
Licht der Wellenlange 340nm und 

Faltblattstruktur zerstort und zum 
Teil eine a-Helix gebildet (a-Helix- 
Anteil 50 YO). Bei der Riickisomeri- 
sierung von 3 b  zu 3a durch Bestrah- 
lung mit Licht der Wellenlange 
450 nm wurde die fl-Faltblattstruk- I I I tur zuruckgebildet. Diese photo- 
stimulierten 8-Faltblatt + a-Helix- 

2a 2b Ubergange wurden auf die unter- 
schiedlichen Geometrien und Polari- 
taten der polymerfixierten Azoben- 
zol-Einheiten zuriickgefiihrt. Die 8- 
Faltblattstruktur von Polypeptiden 
wird durch hydrophobe Wechselwir- 
kungen der Polymerseitenketten sta- 

planare Struktur und die Hydropho- 
bie der trans-Azobenzol-Einheiten co zur Stabilisierung des P-Faltblatts 
bei. Die Photoisomerisierung zu 3b, 

I 

I I I I in dem die Seitengruppenchromo- 
NH 

phore eine polare Umgebung bilden, 
I I I I begiinstigt die a-Helix-Konforma- 

((3Iz)4 

tion["]. 

Schema 3. Schematische Darstellung des durch Licht ausgelosten Ubergangs stati- 
stisches Knluel Helix bei der Spiropyran-modifizierten Poly-L-glutaminslure 1 .  

mers 2 a als ungeordneter Knauel wurde auf den hydrophoben 

zol-Poly(L-glutaminsaure) 2 a kann reversibel photoisomerisiert 
werden. Bei Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 370 nm wan- 
delt sie sich in das &-Isomer 2 b um, das bei Bestrahlung mit 
Licht der Wellenlange 450 nm zu 2a riickisomerisiert. Die pKA- 
Werte der freien Carbonsaurefunktionen einer Azobenzol- 

6 
GN N+N'o 

- - Isomerisierung zu 3b wurde die P- 0 il= 370 nm 

h= 450 nm 6 N N 

6 

1 
COOH 

(CHI32 

co 
I 

I I I I 
COOH co 

(a32 (CH32 

I ( ~ l h  

-HN-cH-co-NH-cH-co- u H N - c H -  CO-NH-CH-CO- 

Q 
GN .""'o 

\ bilisiert. Entsprechend tragen die - Q  LWnm 

u s 0  nm 

co 

NH 
I 

N H Z  NH, 

( ~ A  (04 

-HN-CH-CO-NH-CH-CO- -HN - CH- CO - NH- CH- CO- 

3a 3b 

Poly(L-glutaminsaure) (35 Mol- % Azobenzol-Einheiten) han- 
gen von der Konfiguration der Azobenzol-Einheiten ab 
(pK, = 6.8 fur 2a und 6.3 fur 2b). Der Unterschied in den pK,- 
Werten des Polymers wurde auf die Polaritat der cis-Azobenzol- 
Einheiten zuriickgefuhrt, durch die die lokale Dielektrizitats- 
konstante der benachbarten Carbonsaurefunktionen erhoht 
wird. Daher wird durch Photoisomerisierung in wa13riger Lo- 
sung (pH = 6.5) das trans-Isomer 2a in das cis-Isomer 2b in 
deprotonierter Form umge~ande l t [~~] .  Durch die photochemi- 

2.2. Photogesteuerte Bindung von Proteinen 

Die intermolekulare Erkennung ist eine Grundfunktion von 
Biopolymeren. In biologischen Prozessen wie der Katalyse im 
Enzym-Substrat-Komplex, dem Transport spezifischer Substra- 
te durch natiirliche Membranen und der Speicherung von Stof- 
fen, insbesondere von niedermolekularen Verbindungen, spielen 
Erkennung und Bindung eine Hauptrolle. Die Modifizierung 
von Biopolymeren durch photoisomerisierbare Einheiten ist ein 
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gangiger Weg, die Bindungsaffinitaten der 
komplementaren Komponenten mittels 
Licht zu steuern. Wlhrend in dem einen 
photoisomeren Zustand des Biopolymers 
die Bindungsstelle erhalten und die Bil- 
dung des intermolekularen Komplexes er- 
leichtert ist, verzerrt der zweite photoiso- 
mere Zustand diese Stelle, so daD keine 
Bindung moglich ist. 

Das Lectin Concanavalin A, Con. A, 
wurde mit photoisomerisierbaren Grup- 
pen modifiziert und seine Bindungseigen- 
schaften gegenuber a-D-Mannopyranose 
und a-D-Glucopyranose durch Licht ge- 
s t e ~ e r t [ ~ ~ - ~ ~ ~ .  Con. A ( M  z 26 kDa) ist 
ein aus vier Untereinheiten zusammenge- 
setztes, kugelformiges Lectin. Jede Unter- 
einheit enthalt Bindungsstellen fur Mn2 + 

und Ca2+,  die bei der Erkennung von ED- 

Mannopyranose 4 und a-D-Glucopyrano- 
se 5 zusammenwirken. Con. A wurde mit 

6 6 
CHzOH CHzOH 

C0n.A 
C0n.A I 

6a 6b 

c=o 
I 
NH 
I 

L Y S  
I 

C0n.A 

7a 

4 5 

den photoisomerisierbaren Substanzen Thiophenfulgid[86] und 
Nitro~piropyran[~'] modifiziert (Schema 4). Das nun lichtemp- 
findliche Protein ist reversibel photoisomerisierbar : Beim Be- 
strahlen (A = 300-400 nm) elektrocyclisiert das Derivat 6a 
zu 6b, das unter der Einwirkung von sichtbarem Licht, 
1 > 475 nm, wieder zu 6a  ruckisomerisiert, und 7 a  geht bei 
Belichtung mit 3. = 300-400 nm eine photochemische 6n-Elek- 
tronen-Ringoffnung zum zwitterionischen Merocyaninderivat 

CH2 
1 
CHI 

I c=o 
I 
NH 
I 

LYS 

I 
C0n.A 

7b 

7b ein. Dieses Photoisomer wird durch Bestrahlen mit sichtba- 
rem Licht, L = 475 nm, wieder zu 7 a  elektrocyclisiert. In Ta- 
belle 1 sind die Assoziationskonstanten fur die Bindung zwi- 

Tabelle 1. Assoziationskonstante K,  fur die Bindung von 8 an die beiden photo- 
chromen Zustande von 6 und 7 als Funktion der Beladung des Proteins rnit dem 
photochromen Substituenten. 

Beladung K, [M-'1 K, W'I K. [M-'] K. [ M - * l  
6 a  6b 7 a  7b 

0 22000 24000 
3 23 000 23 000 
6 16400 20000 I8 000 12000 
8 10000 7 300 
9 7 800 12100 

12 6 400 6400 

schen 617 in den beiden photoisome- 

mannopyranose 8 bei mehreren 
Proteinbeladungen zusammenge- 
fant. Bei 6 hat der isomere Zustand 
6 b, bei 7 dagegen 7 a eine hohere Af- 
finitat zu a-D-Mannopyranose. Der 
Unterschied in den Bindungseigen- 
schaften der photoisomeren Con.-A- 
Zustande ist sehr empfindlich vom 
Belegungsgrad abhangig : Bei niedri- 
gen Belegungen andern sich die Affi- 

7a nitaten der photoisomeren Protein- 

legungen dagegen nehmen sie, ver- 

[ C o n . j N H ,  

6a 

H3c CH3 

con, A a CH2-CH2-C- 
II 
0 

N O  NO2 

Schema 4. Chemische Modifizierung van Concanavalin A durch photoisomerisierbdre Thiopbenfulgid- (oben) und wenig, bei hohen Be- 
Spiropyraiigruppen (unten) . 
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H 

Ho*&H HO 

mutlich wegen einer erheblichen Verzerrung des Proteins, signi- 
fikant ab. 

Die unterschiedliche Affinitat von 6a  und 6b zu a-D-Manno- 
pyranose wurde fur die reversible photostimulierte Assoziation 
und Dissoziation des Wirtsubstrats genutzt (Abb. 3). In diesem 

2.5 

f 
2 , 

1 2 3 4 5  
n- 

Abb. 3. Reversible photostimulierte Assoziation und Dissoziation im System 8/6. 
+) Protein im Zustand 6a,  (.) Protein im Zustand 6b. c = Konzentration des Kom- 
plexes aus 6 und 8 in PM, n = Cyclenzahl. 

System wird die Konzentration an freier a-D-Mannopyranose in 
Losung durch den photoisomeren Zustand von Con. A ge- 
steuert. Im Zustand 6b bindet das Monosaccharid sehr wirksam 
an das Protein, seine freie Konzentration ist niedrig. Bei der 
Photoisomerisierung von 6 b zu 6 a nimmt die Bindungskonstan- 
te ab, und die Konzentration des freien Monosaccharids in Lo- 
sung steigt. Diese intermolekulare Komplexbildung und Disso- 
ziation ist bei der Photoumschaltung von Con. A zwischen den 
Zustanden 6b und 6a  vollstandig reversibel. 

Es gelang nicht nur die thermodynamische Steuerung der Bin- 
dung des Monosaccharids an die photoisomerisierbaren Con.- 
A-Proteine, sondern auch eine kinetische Steuerung der Asso- 
ziation zwischen Protein und Substrat wurde nachgewie~en[~~]. 
Dazu wurden auf Au-Elektroden selbstorganisierende Mono- 
schichten aus Gastmonosacchariden aufgebaut (Abb. 4). Die 

Kinetik der Assoziation der Con.-A-Derivate 7a und 7b an die 
Elektroden mit Monosaccharidmonoschicht wurde anhand der 
Elektrodenisolierung gegeniiber einer in Losung vorliegenden 
Redoxprobe verfolgt. Abbildung 5 veranschaulicht die Kinetik 

f 4'2 
3.4 

IPChA 

2.6 

1.8 

l !  I 
0 70 140 210 280 

t lS  + 
Abb. 5 .  StromabFdltp. bei einer [Fe(CN)J4--Redoxprobe durch Wechselwirkung 
der eine Phenyl-cc-o-glucopyranose-Monoschicht tragenden Au-Elektrode mit a) 
natiirlichem Con. A, b) 7 a  und c) 7b. Alle Versuche wurden in einer Drei-Elektro- 
den-Zelle mit Ag/AgCl als Bezugselektrode durchgefiihrt. Elektrolytzusammenset- 
zung: 1 x M KCl in 0.1 M Phosphatpuffer (pH = 8). 
Die Konzentration des zugefiigten Proteins betrug 0.01 mgmL-'. Alle Versuche 
wurden bei (20 i 1)"C durcbgefiihrt; Abtastgeschwindigkeit 200 mV s- '  

M K,[Fe(CN),], 1 x 

der Isolierung einer Elektrode, die mit einer iiber Thioharnstoff 
verknupften Phenyl-a-D-glucopyranose-Monoschicht modifi- 
ziert wurde, mit natiirlichem Con. A, dem Spiropyran-funktio- 
nalisierten Con. A 7 a und dem Merocyanin-modifizierten 
Con. A 7b. Naturliches Con. A zeigt die hochste Affinitat zur 
Gastmonoschicht-Elektrode, was sich in der raschen Isolierung 
der Monoschicht-Elektrode auBert. Das Photoisomer 7 b mit 
einer niedrigen Assoziationskonstante fur die Bindung von ED- 

Glucopyranose (K, = 12 000 M -  ') zeigt fur die Wechselwirkung 
mit der Elektrode eine langsame Kinetik. Das photoisomere 
Protein 7a (K,  = 18 000 M- ') assoziiert demgegeniiber schneller 
an die Monoschicht-Elektrode. In Tabelle 2 sind die Zeitkon- 
stanten fur die Assoziation der Photoisomere 7 a und 7 b an die 
verschiedenen Monosaccharidmonoschicht-Elektroden zusam- 
mengefant. 

Die unterschiedliche Assoziationsfahigkeit der Monosaccha- 
ride wurden auf verstarkte Storungen der Con.-A-Struktur und 
insbesondere der Bindungsstelle durch einen der photoisomeren 
Zustande zuriickgefuhrt. Hinweise auf die strukturelle Verzer- 

saccharid 

+ Abb. 4. Aufbau von Mono- 
saccharidmonoschichten auf 
Au-Elektroden und schema- 
tische Darstellung der Elek- 
trodenisolierung durch Asso- 
ziation der photoisomerisier- 
baren Proteine anhand der 
nach unterschiedlichen Zeit- 
intervallen aufgenommenen 
Cyclovoltammogramme ei- 
ner in Losung vorliegenden 
Redoxprobe. Als Monosac- 
charide wurden u-D-Manno-, 
c~-D-GIuco- und ,5-u-Gluco- 
pyranosid eingesetzt. 
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Tabelle 2. Zeitkonstante T , ! ~  [s] [a] f u r  die Assoziation von Con. A nnd Spiropyran- 
modifiziertem Con. A 7 an Monosaccharidsubstrate. 

Phen yl-a-D-mannopyrdnosid 40 60 160 
Plienyl-or-u-glucopyranosid 85 220 670 
Phenyl-fi-~-glncopy~ anosid 100 100 100 

[a] T ~ , ~  1st die Zeit, in der der Kathodenspitzenstrom I,,< auf die Hilftc seines ur- 
sprunglichen Wertes im Cyclovoltammograrnm der [Fe(CN),I4--Redoxprobe ab- 
Gilt. Diese Zeit entspricht der, nach der die Monoschicht zur Hilfte durch das 
Protein bedeckt ist. 

rung von Con. A im Verlauf der Photoisomerisierung von 7 a zu 
7b und die damit verbundene Dynamik wurden durch zeitaufge- 
loste Lichtstreuungsversuche erhaltenrgl I .  Die Photoisomerisie- 
rung von 7a zu 7b ist rnit einer vorubergehenden Zunahme 
des Protein-Lichtstreuungssignals verbunden, was auf eine 
Schrumpfung des Proteins bei der Isomerisierung schlierjen lafit. 
Die Dynamik der Proteinverdichtung wird durch die Zeitkon- 
stante der Intensitat des gestreuten Lichts wiedergegeben. Bei 
einem rnit sechs photoisomerisierbaren Einheiten beladenen 
Protein schrumpfte die Matrix innerhalb von 60 ps. Bei einer 
Beladung rnit acht Einheiten verlief die Strukturstorung rnit 
einer biexponentiellen Kinetik, bei der die Schrumpfung zu einer 
metastabilen Proteinkonformation innerhalb von 60 ps auftrat 
und sich die Matrix uber einen Iangeren Zeitraum (7 = 250 ps) 
weiter verdichtete. 

Die gegenseitige Erkennung von Antikorpern und Antigenen 
wurde unter Verwendung eines photoisomerisierbaren Antigens 
photostimuliert. Fur das Hapten Glu-(trans-Azobenzol-Ala)- 
Gly, 9a wurde ein monoklonaler Antikorper (ZlHO1) herge- 

9a 

~ t e l l t [ ~ ~ ] .  Der trans-Azobenzol-Haptenzustand 9a zeigt eine ho- 
he Affinitat zum Antikorper. Der Bindungsvorgang wurde an- 
hand der Loschung der Antikorperfluoreszenz durch Energie- 
transfer zum assoziierten Azobenzol-Hapten verfolgt. Die 
erhaltene Assoziationskonstante betragt K, = 5 x 10' M - ' .  Die 
Photoisomerisierung von 9a zum cis-Azobenzol-Hapten 9 b 
(A = 360 nm) fuhrte zu einem Haptenisomer rnit geringer Anti- 
korperaffinitat, die sich in unvollstandiger Loschung der Anti- 
korperfluoreszenz auDerte. Bei weiterer Belichtung des Photo- 
isomers 9b rnit sichtbarem Licht (,? = 430 nm) wird das aktive, 
vom Antikorper erkannte Hapten 9 a  wiederhergestellt. Die re- 
versible Aufnahme und Freisetzung des Haptens wurde anhand 
der Fluoreszenz des Systems verfolgt (Abb. 6). Die lichtindu- 
zierte Assoziation und Dissoziation eines Antigen-Antikorper- 

v u v u v u  
Ahb. 6. Reversible photostimulierte Bindung an den und Dissoziation des photo- 
isomerisierbaren Haptens 9 vom monoklondlen Antikorper ZlHOl. V bezeichnet 
das Hapten in der trans-Konfiguration 9a ,  U steht fur das Hapten im cis-isomeren 
Zustand 9 b. Der Pfeil markiert die Zugabe von 9a ,  I ist die Intensitat der Fluores- 
zenz bei 340 nm. 

Paares konnte einen allgemeinen Zugang zu reversiblen Immun- 
sensoren eroffnen (ein konkretes Beispiel findet sich in Ab- 
schnitt 3.3). 

Der monoklonale Antikorper gegen trans-Azo benzol-Einhei- 
ten wurde kurzlich eingesetzt, um biokatalytische Aktivitaten 
reversibel photochemisch zu stimulieren. Dazu wurde der trans- 
Azobenzol-modifizierte NAD+-Cofaktor 10a hergestelltrg3]. 

- 
0 

1Oa 

Dieser Cofaktor ist photoisomerisierbar : Bei UV-Bestrahlung 
(A = 320 nm) bildet sich der cis-Azobenzol-NAD +-Cofaktor 
lob. Ferner wird 10a durch Belichtung von 10 b rnit sichtbarem 
Licht, A > 420 nm, wiederhergestellt. Wahrend 10a an den ent- 
sprechenden Antikorper bindet, wird 10 b von diesem nicht er- 
kannt und daher freigesetzt. Demzufolge bietet die Verknup- 
fung NAD+-abhangiger Enzyme rnit dem trans-Azobenzol- 
NAD+-Antikorper eine Moglichkeit, die Verfiigbarkeit des Co- 
faktors fur biokatalysierte Urnwandlungen zu steuern. Das 
heiBt, die Bindung des Cofaktors irn Zustand 10a an den Anti- 
korper entfernt den freien Cofaktor aus der Losung, und die 
Enzymaktivitat ist inhibiert. Bei der Photoisomerisierung von 
10 a zu 10 b dissoziiert der Antikorper-Antigen-Komplex, der 
Cofaktor wird in die Losung abgegeben und aktiviert das En- 
zym. 

In Schema 5 ist die photostimulierte Aktivierung/Desaktivie- 
rung von NADf-vermittelten biokatalytischen Urnwandlungen 
rnit dem photoisomerisierbaren Cofaktor 10 und dem entspre- 
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Schema 5. Reversible Photostimulierung von Alkoholdehydrogenase, AIDH, 
durch photoisomerisierbares, Azobenzol-modifiziertes NAD+ 10 in Gegenwart des 
monoklonalen Antikorpers (Ab) ZlHO1. Diaphorase, DI, wird venvendet, um den 
oxidierten Cofaktor zu regenerieren. Die Ab-Komplexe oben sind inaktiv. 

chenden trans-Azobenzol-Antikorper schematisch dargestellt. 
Die beiden NAD +/NADH-anhangigen Enzyme sind Alko- 
holdehydrogenase und Diaphorase. Im Zustand 10a ist der Co- 
faktor an den Antikorper gebunden, und die Aktivitaten der 
beiden Enzyme sind blockiert. Durch Photoisomerisierung von 
1Oa zu cis-Azobenzol-NAD' 10b wird der Cofaktor vom Anti- 
korper abgespalten und anschlieBend durch Ethanol in Gegen- 
wart von Alkoholdehydrogenase zu cis-Azobenzol-NADH 
reduziert. Dieses wird in Gegenwart von Diaphorase durch 2,6- 
Dichlorphenol-indophenol, DCIP, oxidiert. Die biokatalytische 
Reduktion von DCIP durch Ethanol in Gegenwart der beiden 
Enzyme la& sich durch Riickisomerisierung von 10b zu 10a 
und Einfangen des Cofaktors in der Antikorpermatrix blockie- 
ren. Dieser indirekte Zugang zu photomodulierbaren Enzyrnak- 
tivitaten uber Antikorper, die auf die mit einem Cofaktor ver- 
knupfte photoisomerisierbare Einheit spezifisch ansprechen, 
sollte sich allgemein fur die Erzeugung reversibel photoschalt- 
barer Biopolyrnere eignen. Die Ankniipfung photoisomerisier- 
barer Einheiten an Inhibitoren, Coenzyme, aktivierende Prote- 
ine usw. und die Verwendung entsprechender Antikorper 
konnten Enzymaktivitaten durch selektive Freisetzung der vom 
Biokatalysator abhangigen Cokomponente auslosen. 

2.3. Photochemische Stimulierung von Enzymaktivitaten 

Die Verknupfung photoisomerisierbarer Einheiten rnit Enzy- 
men ist ein allgemeiner Weg, biokatalytische Aktivitaten zu 
steuern (Abb. 7). In dem einen photoisomeren Zustand sind die 
Tertiarstruktur des Proteins und die Konformation seines akti- 
ven Zentrums erhalten; das Enzym kann seine natiirliche Akti- 
vitat entfalten. Die Photoisomerisierung fuhrt zu einer Verzer- 
rung der Proteinstruktur, die auf elektrostatische Wechsel- 
wirkungen zwischen dem Isomerzustand und dem Protein, 

Q' 
Abb. 7 .  Schematische Darstellung der reversiblen photoschaltbaren Aktivierung 
und Desaktivierung eines Enzyms durch kovalente Bindung photoisomerisierbarer 
Verbindungen. Im ungestorten Protein links ist die Bindungsstelle zuganglich, im 
gestorten Isomer rechts nicht. 

sterische Verzerrungen oder das Aufbrechen von Wasserstoff- 
briickenbindungen, die rnit der Tertiarstruktur des Enzyms zu- 
sammenhangen, zuriickgehen konnte. Die ersten Versuche zum 
photostimulierten Ein-/Ausschalten von Enzymen mit dieser 
Methode wurden von Montagnoli et al. beschrieben, die Aldo- 
lase am Cys237- und Cys287-Rest rnit einer Reihe von Diazo- 
niumsalzen modifizierten [Gl. 951. Die erhaltene diazo- 
modifizierte Aldolase 11 war zwar photoisomerisierbar, aber die 
biokatalytischen Eigenschaften der beiden Zustande 11 a und 11 b 

i- 
R= OCH3, H, COOH, NO2 

(4 0 
II 

Aldolase- NH - CH - C - 
I 
CH2 I 
S-N 

1la 

unterschieden sich nur wenig. In der Gelelektrophorese zeigten 
die isomeren Zustande unterschiedliche Beweglichkeiten, was 
darauf hindeutet, daB sie wahrscheinlich unterschiedliche 
Strukturen haben, das in das Protein eingebettete aktive Zen- 
trum aber nicht verzerrt genug ist, um schaltbare biokatalyti- 
sche Aktivitaten zu entfalten. 

Das Verfahren wurde erfolgreich zur Photosteuerung der Ak- 
tivitat von Papain eingesetztrg6]. Dieses Enzym wurde durch 
kovalente Anbindung von trans-4-Carboxyazobenzol 12. trans- 
3-Carboxyazobenzol 13 oder trans-2-Carboxyazobenzol 14 an 
seine Lysinreste modifiziert. Diese Azobenzol-modifizierten Pa- 

Q Q 
N=N N = N D C O O H  

Q 
COOH 

12 13 14 

paine unterliegen einer reversiblen trans S cis-Photoisomerisie- 
rung (15ag15b) .  Die Aktivitat der modifizierten Enzyme 

fi' 
Papain-Lys-NH -C h = 320 nm 

h=400nm 

L - 
N=N 

15a '0 
: 

Papain-Lys-m - C 

N=N 

15b 
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hangt von der Art der Azobenzolkornponente ab. (trans-4-Carb- 
oxyazobenzo1)-Papain, (trans-3-Carboxyazobenzol)-Papain und 
(trans-2-Carboxyazobenzol)-Papain zeigen 80, 36 bzw. 1 % der 
Aktivitat des naturlichen Enzyms. Die beste photostimulierte 
Enzyrnaktivitat wurde fur das 4-Carboxyazobenzolderivat 15 
mit einer Beladung, die fiinf photoaktiven Einheiten je Protein 
entspricht, nachgewiesen : Das trans-Isomer 15 a war bei der 
Hydrolyse von N-Benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilid 16 um etwa 
das 2.75fache aktiver als das cis-Isomer 15 b [Gl. (b)]. Die Pho- 

I 6 
toisomerisierung von 15 a zu 15 b fiihrt zu einem photostationa- 
ren Gleichgewicht, in dem [15b]/[15a] = 0.89 verdeutlicht, dal3 
sogar die partielle Urnwandlung zum cis-Isomer ausreicht, um 
die hydrolytische Aktivitat des Enzyms zu hemmen. Die unter- 
schiedlichen Aktivi taten der photoisomeren Papainzustande 
15 a und 15 b errnoglichten die reversible cyclische Photostimu- 
lation des Hydrolyseprozesses [Gl. (b)], wie Abbildung 8 zeigt. 

t 
c 
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t 
c 

4 5! 

2 3l 
l i  
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h=320nm 1 

L h > 4 0 0 n m  1 
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t lmin  - t lmin  - 
Abb. 8. Photostimulierte Hydrolyse von 16 durch Azobenzol-modifiziertes Papain. 
a) Die Hydrolyse wird durch das cis-Derivat 15 b initiiert und durch Bestrahlung mit 
E. > 400 nm und Urnwandlung von 15b in das truns-Derivat 15a eingeschaltet 
(Pfeil). b) Die Hydrolyse wird mit 15a initiiert und durch Bestrahlung mit 
1 > 320 nm und Urnwandlung von 15a in 15b ausgeschaltet (Pfeil). c = Produkt- 
konzentration in M. 

Urn den Mechanismus der photoschaltbaren Enzymaktivitat 
aufzuklaren, wurden kinetische Analysen des Biokatalysators in 
den beiden photoisomeren Zustanden 15a und 15b durchge- 
fiihrt. Die beiden photoisomeren Zustande zeigen ahnliche Y,,,- 
Werte ((1.9 t 0.2) mMrnin-’), unterscheiden sich aber in ihren 
K,-Werten (K,  = (2.2 & 2) mM fur 15a und (6.5 f 0.6) mM fur 
15 b). Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dah die Bindung des 
Substrats an die aktive Enzyrnposition im Aus-Zustand von 
Papain, 15 b, inhibiert ist, die katalytischen Funktionen des akti- 
ven Zentrums durch die Photoisomerisierung aber nicht beein- 
flufit werden. 

Eine sehr ahnliche Aktivierung/Desaktivierung biokatalyti- 
scher Funktionen wurde fur eine Reihe Spiropyran-modifizier- 
ter Enzyme beschrieben[’” 981. Die durch kovalente Ankniip- 
fung von Spiropyran-Einheiten an Enzyme (Enz.) erhaltenen 
Derivate [GI. (c)] zeigten reversible Photoisomerisierung 
[GI. (d)] . In Tabelle 3 sind die fur diese Studie verwendeten En- 

I 
CH2- C -)- 0 

6 2  

0 
II 

Enz. - Lys-NH-C - CHz 
I 

17a 

0 
ll hV1 Enz.-Lys--NH-c-cHz L 

%N* - hvz 

- 

17a 

0 
II 

E nz. - L ~ s  NH- C - CH, 
I 

\ 
O‘ 17b 

zyme, die Substrate fur ihre Untersuchung und die relativen 
Aktivitaten der jeweiligen isorneren Enzymzustande 17 a und 
17 b zusamrnengefaht. Ferner sind die K,-Werte der entspre- 
chenden isomeren Enzyrnzustande angegeben. Am ausgepragte- 
sten ist die photoschaltbare Aktivierung/Desaktivierung bei der 
p-Amylase, bei der die Aktivitat irn isorneren Zustand 17 b nur 

Tabelle 3. Aktivititen und Affinitdtsparameter von photoisomerisierbaren, Spiro- 
pyran-modifizierten Enzymen 17. 

Enzym Substrat 17a 17b 
Aktivitit K ,  [ m ~ ]  Aktivitat K,,  [ m ~ ]  

a-Chymotrypsin N-Benzoyl- 1 15 1.5 4.3 

8-Glucosidase p-Nitrophenyl- 1 4.0 1.15 3.3 

a-Amylase Amylose 1 12 

L-tyrosinethylester 

8-D-glucosid 
P-Amylase Amylose 1 3.4 0.13 60 

0.64 15 

428 

~ 
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etwa ein Zehntel der Aktivitat im Zustand 17a betragt. Der 
wesentlich hohere K,-Wert der P-Amylase im Zustand 17 b deu- 
tet darauf hin, daD die Bindung des Substrats an das aktive 
Zentrum in dieser isomeren Konformation gestort ist. 

Die Modifizierung von Enzymen rnit photoisomerisierbaren 
Einheiten fiihrte zu unvollstandig photoschaltbaren Aktivitaten 
der Biokatalysatoren in waBrigem Milieu : Die Enzyme zeigten 
in den Aus-Zustanden Reste biokatalytischer Eigenschaften. 
Photoisomerisierbare Enzyme in organischen Losungsmitteln 
sollten sich als bessere lichtgesteuerte Biokatalysatoren erwei- 
sen[991, da vermutlich Proteine in organischen Losungsmitteln 
gegeniiber strukturellen Storungen, die von photoaktiven Grup- 
pen induziert werden, aufgrund des begrenzten Wassergehalts, 
der zur Stabilisierung ihrer Tertiarstruktur beitragt, empfindli- 
cher sind['"- '''I. a-Chymotrypsin wurde daher rnit Thiophen- 
fulgid zum reversibel zwischen 18-E und 18-C schaltbaren Deri- 
vat [Gl. (e)] modifiziert. Die beiden photoisomeren Zustande 
sind in waDriger Losung ahnlich hydrolyseaktiv, wie anhand der 
Hydrolyse des N-Acetyl-N-phenylalaninethylesters oder von N- 
Succinyl-L-phenylalanin-p-nitroanilid untersucht wurde. 

18-E 
(el 

18-c 

In einem organischen Losungsmittel (Cyclohexan) zeigt das 
photoisomerisierbare a-Chymotrypsin dagegen lichtgesteuerte 
biokatalytische Aktivitaten. Die Veresterung von N-Acetyl-L- 
phenylalanin 19 rnit Ethanol verlauft in Gegenwart von 18-E 
langsam, die Photoisomerisierung zu 18-C beschleunigt die Re- 
aktion um etwa das Fiinffache [Abb. 9 und GI. (f)]. 

Die Steuerung von Enzymaktivitaten mit Licht uber kovalent 
verknupfte isomerisierbare Gruppen ist mit dem statistischen 
Einbau der photoisomerisierbaren Einheiten in die Proteine ver- 

0 
II CH3CH20H H3C-C-NH-CH-CWH L - 

I a-Chymoqpsin 

k z  
I 
Ph 19 

0.08 
0.07 - 1 0.06- 
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0.03 - 
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Abb. 9. Photostimulierte Veresterung von 19 rnit Ethanol in Cyclohexan unter Ver- 
wendung des a-Chymotrypsinderivats 18. Die biokatalytische Umsetzung wird mit 
18-E initiiert und durch Photoisomerisierung (320 nm < 1 < 400 nm) des Biokatd- 
lysators zum Zustand 18-C eingeschaltet (Zeitpunkt mit Pfeil markicrt). c = 

Produktkonzentration in 10- M .  

bunden, und die besseren schaltbaren Aktivitaten wurden bei 
hohen Beladungen beobachtet. Man nimmt an, daD dabei die 
Proteine maximal verzerrt sind, was zu einer Hemmung ihrer 
katalytischen Aktivitat oder der Bindungsfahigkeit ihrer akti- 
ven Zentren fiihrt. Ein wesentlicher Fortschritt ware jedoch die 
gezielte Veranderung ausgewahlter Aminosaurereste durch pho- 
toisomerisierbare Einheiten. Damit ware die direkte Korrela- 
tion der berechneten Tertiarstruktur isomerisierbarer Mutan- 
ten, und insbesondere ihrer aktiven Zentren, mit den auftreten- 
den photoschaltbaren Eigenschaften moglich. 

Erste Untersuchungen auf der Grundlage dieser Uberlegun- 
gen wurden kiirzlich rnit der Semisynthese einer photoisomeri- 
sierbaren Mutante von Phospholipase A, ~eroffentl icht~'~~1. 
Dieses Lipolyse-Enzym spaltet 2-Acylbindungen von Phospho- 
glyceriden, und seine Aktivitat ist bei Substraten, die an Aggre- 
gatoberflachen wie Micellen oder Vesikel assoziiert sind, erhoht. 
Man nimmt an, daD der aus Alal-, Leu2-, Trp3-, Arg6-, Leul5-, 
Met20-, Leu3 1 - und Try69-Resten zusammengesetzte N-Termi- 
nus von Phospholipase A, eine a-Helix-Konformation ein- 
nimmt, die eine Grenzflachen-Erkennungsstelle bildet" 04, ' O 5 I .  

Diese Stelle erleichtert die Assoziation des Enzyms an Lipid- 
Wasser-Grenzflachen und erhoht dadurch die Aktivitat fur die 
Hydrolyse von Substraten an solchen Phasengrenzflachen[1061. 
Die kovalente Ankniipfung einer photoisomerisierbaren Einheit 
an einen Aminosaurerest, der zur Erkennungsstelle der Phasen- 
grenzflache gehort, fiihrt zu einer photoanregbaren Enzymakti- 
vitat. Mit einem halbsynthetischen Verfahren wurde eine photo- 
isomerisierbare Mutante von Phospholipase A, hergestellt 
(Schema 6)['031. Die terminalen Alal-, Leu2- und Trp3-Amino- 
saurereste des E-amidierten Enzyms wurden durch drei aufein- 
anderfolgende Edman-Abbaureaktionen abgespalten. An- 
schlieDend wurde das Protein durch stufenweise Synthese des 
Tripeptids Boc-Ala-Leu-(trans-Azobenzol-Phe) (Xaa = trans- 
Azobenzol-Phenylalanin) und dessen nachfolgende Kupplung 
an das bei der Spaltung erhaltene 121-mer wieder aufgebaut. Bei 
diesem Verfahren wird der Trp3-Rest spezifisch durch photoiso- 
merisierbares Azobenzol-Phe ersetzt. 

Die Aktivitaten der photoisomerisierbaren Mutante von 
Phospholipase A, wurden anhand der Hydrolyse von in Palmi- 
toylphosphatidylcholin-Vesikel eingebauten Lipiden unter- 
sucht. (Zum Verfolgen der Lipidhydrolysen wurden radioaktiv 
markierte Lipide oder in die Vesikel eingebettete fluoreszierende 
Verbindungen verwendet.) In der trans-Konfiguration von Azo- 
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benzol-Phe zeigt die Mutante keinerlei Hydrolyseaktivitat. Die 
Photoisomerisierung zum cis-Isomer aktiviert die Mutante fur die 
Lipidhydrolyse. In der cis-Form hat die Mutante noch ca. 10% 
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der Aktivitat des natiirlichen Enzyms. CD-Spektren der Phos- 
pholipase-A,-Mutante zeigten, daIj der cc-Helix-Anteil im cis- 
Isomer wesentlich hoher ist als im trans-Isomer. Die Enzym- 
erkennungsstelle fur Phasengrenzflachen hat cr-Helix-Konfor- 
mation und ist das aktive Gegenstiick fur die biokatalytische 
Lipidhydrolyse. Dies 1aBt darauf schlieBen, daB die Grenzfla- 
chen-Erkennungsstelle in der trans-Form der Mutante gestort 
und die Enzymaktivitat blockiert ist. Bei der Photoisomerisie- 
rung zur cis-Mutante wird die Erkennungsstelle wiederherge- 
stellt (wie aus der a-Helix-Struktur laut CD-Spektrum hervor- 
geht), und das Enzym wird fur den Hydrolysevorgang einge- 
schaltet. 

Photoschaltbare Biopolymere zeigen das fur eine optoelek- 
tronisch aktive Schnittstelle wesentliche Merkmal der optischen 
Registrierung. Die aufgenommenen optischen Signale werden in 
,,sturnme" oder chemisch aktivierte Funktionen ubertragen. Ein 
schnelles Auslesen der registrierten optischen Information, vor- 
zugsweise durch ein anderes physikalisches Signal, ist erforder- 
lich, um photoschaltbare Biopolymere in der Optoelektronik als 
aktive Schnittstellen einzusetzen. Kiirzlich wurde rnit einem 
photoisomerisierbaren &ed,Qxenzym als optischer Registrie- 
rungs- und Ubermittlungsmatrix die amperometrische Ubertra- 
gung von registrierten optischen Signalen demonstriert [1071. 

Glucose-Oxidase, GOD, wurde mit photoisomerisierbaren Ni- 
trospiropyran-Einheiten modifiziert. Das veranderte Enzym ist 
zwischen Nitrospiropyran-GOD (SP-GOD) 20 a und protonier- 
tem Merocyanin-GOD (MRH+-GOD) 20b photoisomerisier- 
bar und zeigt lichtgesteuerte Aktivitaten: 20a ist etwa doppelt 
so wirksam wie 20 b. Die photoschaltbaren amperometrischen 
Aktivitaten des photoisomerisierbaren GOD-Derivats wurden 
fur die Ubertragung aufgenommener optischer Signale verwen- 
det. 20a wurde dazu als Monoschicht auf eine Au-Elektrode 
aufgebracht (Abb. 10 a). Die Elektrode mit der Monoschicht im 

b) 

t 
I 

\ 

\ 

OH 

Amd Amd 
OH 

Arnd Arnd 

R =  CH2w 
& ..,+,a 

\ OH 

Amd Amd 

OH 

'h > 475 nm 320 nm < 'k < 380 nm ti 
R 

- C -NH -LYS 

FC'-CO~ H 

Au 

Fc-C02H ' 

-0.2-0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 
EIV - 

Abb. 10. a) Aufbau einer photoisomerisier- 
baren GOD-Monoschicht auf einer Au-Elek- 
trode. b) Photostimulierte bioelektrokatalyti- 
sche Oxidation von Glucose durch die 
photoisomerisierbare GOD-Monoschicht- 
Elektrode mit Ferrocencarbonsaure als Elek- 
tronentransfervermittler: A: Elektrode im 
20a-Zustand der Monoschicht, B: Elektrode 
im 20 b-Zustand. Der Einschub zeigt die cycli- 
sche amperometrische uhertragung der mil 
ZOa bzw. 20b registrierten Signale. ljeweils in 
FA, n = Cyclenzahl. 
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20 a-Zustand zeigt elektrobiokatalytische Eigenschaften : In Ge- 
genwart von Ferrocencarbonsaure als Elektronentransferver- 
mittler wird Glucose elektrokatalytisch oxidiert, was einen elek- 
trokatalytischen Anodenstrom (Icat) hervorruft. Durch 
Photoisomerisierung der Monoschicht zum 20b-Zustand wird 
das Enzym desaktiviert und der Wirkungsgrad der bioelektro- 
katalytischen Oxidation von Glucose nimmt ab. Dies druckt 
sich in einer niedrigeren amperometrischen Antwort der En- 
zymelektrode aus. Bei cyclischer Photoisomerisierung der 
Monoschicht zwischen den beiden Zustanden werden die auf- 
genommenen optischen Signale amperometrisch ubertragen 
(Abb. lob). 

3. Steuerung der Funktionen von Biopolymeren 
durch photoisomerisierbare Umgebungen 

Der Einflufi photoisomerisierbarer Komponenten auf die 
physikalischen und chemischen Eigenschaften membranmime- 
tischer Systeme wie Micellen, Mikroemulsionen und Liposomen 
ist gut untersucht['0s-1121 . D' ie photochemische Steuerung der 
Bildung von flussigkristallinen Phasen" 13-1161 und der Sol- 
Gel-Ubergange von Polymerenrl l7  - rnit geeigneten photo- 
isomerisierbaren Komponenten sind Moglichkeiten, Strukturen 
und Eigenschaften mikroskopischer und makroskopischer Pha- 
sen durch Licht zu regulieren. Durch den Einbau von Biopoly- 
meren in solche photomodulierbaren Phasen konnten ihre 
Funktionen durch Umgebungseffekte ein- und ausgeschaltet 
werden. In Abbildung 11 ist schematisch dargestellt, wie die 
katalytische Funktion eines Proteins oder die Bindungseigen- 
schaften eines Biopolymers durch Licht beeinflufit werden. Die 
Iinmobilisierung eines Enzyms in einem Liposom, das eine pho- 
toisomerisierbare Komponente als Teil der Membrangrenze ent- 
halt, konnte die katalytischen Funktionen des Proteins photo- 
stimulierbar machen: Im photoisomeren Zustand B (Abb. 11 a) 
ist das Liposom fur das Substrat nicht permeabel, die Enzym- 
aktivitat ist ausgeschaltet. Durch Photoisomerisierung zum 
ZustandA wird das Liposom fur das Substrat permeabel, 

L 

P 

\ - /  

Abb. 11. Grundziige der Photostimulation von Biopolymerfunktionen durch pho- 
toisoinerisierbare Umgebungen: a) Ein-Aus-Aktivierung eines Enzyms E iiber die 
Steuerung der Substrat@)-Permeabilital eines photoisomerisierbaren Liposoms. 
P = Produkt. b) Photoschaltbare Bindung eines Antikorpers an eine photoisomeri- 
sierbare antigene Oberfliche. 

und die katalytische Funktion des Proteins ist eingeschaltet. 
Die Membranpermeabilitat konnte durch einen Phasenuber- 
gang der hydrophoben Grenzflache oder durch Nutzung des 
photoisomeren Zustands A als Substrattrager moduliert wer- 
den. Die Beeinflussung der Bindungsfahigkeit eines Biopoly- 
mers durch seine Umgebung ist in Abbildung 11  b am Bei- 
spiel der lichtstimulierten Bindung eines Antikorpers darge- 
stellt. Die Umgebung im isomeren Zustand A enthiilt keinerlei 
Erkennungselement fur den Antikorper. Folglich bestehen 
zwischen dem Antikorper und seiner Umgebung keine 
bindenden Wechselwirkungen. Die Photoisomerisierung der 
Umgebung zum Zustand B erzeugt eine antigene Beriihrungs- 
flache, und das Binden des Antikorpers ist eingeschaltet. 
Bei der Ruckisomerisierung zum Zustand A wird die Antigen- 
flache gestort, und der Komplex aus Antikorper und Umge- 
bungsphase dissoziiert. In den folgenden Abschnitten uird die 
lichtstimulierte Aktivierung/Desaktivierung von Biopolymeren 
durch photoisomerisierbare Umgebungen unter besonderer 
Beriicksichtigung der praktischen Bedeutung solcher Systeme 
erortert. 

3.1. Lichtgesteuerte Struktur und Permeabilitat 
membranmimetischer Systeme 

Monoschichten sind zweidimensionale Anordnungen, die 
Membransysteme nachbilden. Aus Poly(L-lysin) rnit 43 7'0 Bela- 
dung durch Azobenzol-Einheiten wurden Monoschichten her- 
gestellt[82]. Die Einwirkung von UV-Strahlung auf eine auf 
einen Druck von 7 mN rn-' komprimierte trans-Azobenzol- 
Monoschicht resultierte in der Isom'erisierung zur cis-Azoben- 
zol-Monoschicht und in einem Abfall des Oberflachendrucks 
der Monoschicht auf (1.8 0.2) mNm-'. Bei Wiederherstel- 
lung der trans-Azobenzol-Monoschicht durch Belichten rnit 
sichtbarem Licht nahm der Oberflachendruck der Monoschicht 
reversibel zu. Diese Anderungen des Oberflachendrucks wurden 
auf unterschiedliche Strukturen der Monoschichten zuruckge- 
fuhrt, wobei das trans-Isomer eine gestreckte Form mit grofierer 
Oberflache einnimmt, wahrend das cis-Isomer eine a-Helix bil- 
det. Ahnliche Beobachtungen wurden bei Monoschichten aus 
Spiropyran-modifiziertem Poly(methylmethacry1at) 21 a ge- 
macht['201. Beim Bestrahlen dieser Monoschicht rnit UV-Licht, 
was die Isomerisierung zum Merocyanin-Isomer bewirkt, nahm 
der Oberflachendruck bei pH = 1.5 um Nm- '  und bei 
pH = 5.5 um 0.3 x Nm-' zu. Die Ruckisomerisierung zur 
Spiropyranmonoschicht geht mit einer Abnahme des Oberfla- 
chendrucks auf seinen urspriinglichen Wert einher. Die pH-Ab- 
hangigkeit wurde auf die Protonierung des photoisomerisierten 
Spiropyranpolymers zuruckgefuhrt. Dieses liegt bei pH < 3 als 
o-Hydroxystyryl-Kation 21 c vor, wahrend sich bei pH > 4 das 
zwitterionische Merocyanin-Isomer 21 b bildet. Ferner wurde 
angenommen, dafi Anderungen in der Oberflachengriifie rnit 
der Position der Chromophore im Monoschichtsystem zu tun 
haben. Die geladenen Chromophore der Monoschicht aus 21 b 
und 21 c sind sicherlich nahe der wafirigen Subphase in der an 
der Luft/Wasser-Grenze gebildeten Monoschicht lokalisiert, 
wahrend das apolare Spiropyran-Isomer 21 a in die hydrophobe 
Monoschicht eingebettet ist, ohne signifikant zum Oberfliichen- 
druck beizutragen. 
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Die Photosteuerung der Adhasion und der Wirkung von Vesi- 
keln wurde mit einem in die Doppelschichtmembran des Vesi- 
kels eingelagerten photoisomerisierbaren Polypeptid nachge- 
wiesen [1211. Azobenzol-modifizierte Poly(y-methyl-L-glutamat- 
co-L-glutaminsaure) 22 a wurde in die Doppelschicht von Di- 
methyldistearylammoniumchlorid-Vesikeln eingebaut. Bei der 
Photoisomerisierung von 22 a zum cis-Isomer 22 b fand ein Ver- 
schieben der Polypeptidkette an die hydrophile aul3ere Subpha- 
se des Liposoms statt. Bei Ruckisomerisierung des cis-Isomers 
mit sichtbarem Licht orientierte sich die Polypeptidkette nicht 
an die innere Grenzflache zuriick, sondern behielt ihre verander- 
te Position. In einem Vesikelsystem, dessen Temperatur ober- 
halb der des Gel-Fliissigkeit-Phaseniibergangs gehalten wurde, 
fand ein Verschieben des trans-Azobenzol-Polypeptids 22 a in 
den inneren Teil der Doppelschicht statt, und nach dem Abkuh- 
len zeigten die wiederhergestellten Vesikel ahnliche Eigenschaf- 
ten wie die ursprunglichen. Die Positionen und die Verschiebung 
der Polypeptidisomere 22a und 22b in der Vesikel wurden an- 
hand von Einfliissen der Polaritat der Mikroumgebung auf die 
Emission der an das Copolymer 22 gebundenen fluoreszenzakti- 
ven Gruppe in der trans- bzw. cis-Konfiguration verfolgt. Die 
durch Bestrahlung ausgeloste Verschiebung des cis-Azobenzol- 
modifizierten Polypeptids 22 b hat auf die Eigenschaften und 

Q 
N + 

N 

N 
I 

OH 

Funktionen der Vesikel wesentliche Auswirkungen. So trat bei 
Vesikeln, die 22 b an der aufieren Grenze enthalten - vermutlich 
iiber intervesikulare Wechselwirkungen der Polypeptidketten - 
eine Adhasion zwischen den Vesikeln auf. Auch wird die Ionen- 
permeation durch die Vesikelgrenze durch die Position des pho- 
toisomerisierbaren Polypeptids beeinflufit : Na + kann durch die 
Vesikelmembran, die das eingebettete trans-Polypeptid 22 a ent- 
halt, durchtreten; bei der Photoisomerisierung zu 22b und der 
Verschiebung der Polypeptidkette an die auDere Begrenzung der 
Doppelschicht nimmt die Permeabilitat der Vesikel um etwa das 
Fiinffache ab. Die Dissoziation der intervesikularen Aggregate 
und die Wiederherstellung der Ionenpermeabilitat der Vesikel 
gelang durch Ruckisomerisierung des Polypeptids zum Zustand 
22 a und anschlieI3endes Erwarmen des Vesikelaggregats auf die 
Temperatur des Gel-Flussigkeit-Phasenubergangs (T,  = 40 "C). 

3.2. Lichtsteuerung katalytischer Funktionen von 
Biopolymeren durch photoaktive Umgebungen 

Versuche, Proteinfunktionen durch photoisomerisierbare Um- 
gebungen zu beeinflussen, wurden bereits 1975 von Balasu- 
bramanian et al. durchgefiihrt, die die Wirkung von Modell- 
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membransystemen mit photoisome- 
risierbaren Komponenten auf die 
Aktivitat von a-Chymotrypsin un- 
tersuchten [1221. 

Dabei wurde nachgewiesen, daO 
die Zugabe von trans-4-Carboxyazo- 
benzol 12 zu einer Mikroemulsion 
mit lamellarer Doppelschichtstruk- 
tur, die cc-Chymotrypsin enthalt, zu 
einer photochemisch steuerbaren 
Enzymaktivitat fiihrt. In Gegenwart 
von cis-4-Carboxyazobenzol zeigte 
der Biokatalysator eine achtfach ho- 
here Aktivitat. Die Ursache der Pho- 

A + p Y  +IY 

* I CONHp 3 7 0 n m  >x> 3 3 0 n m  

< N H  
I CONHp 

e N  
24b 

tostimulierbarkeit von a-Chymo- 
trypsin ist noch nicht geklart, man 
nimmt aber an, da13 das photoisome- 
risierbare Additiv die lamellare Dop- 
pelschichtstruktur beeinflu& und 
daO a-Chymotrypsin mit den lichtge- 
steuerten Zustanden der Doppel- 
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wechselwirkt. rung von Urease Auch in die der Immobilisie- Spiropyran- 
&NO2 eNO2 

modifizierten Collagenmembran 23 H3C CH, 

aktivitaten[123-1251. Der Biokataly- 25a 

sator spaltet Harnstoff in der Mero- 
cyanin-Collagenmembran 23 b etwa 
doppelt so schnell wie im Spiro- 
pyran-Membranzustand 23 a. Die 
Harnstoff-Permeabilitaten der Mem- 
branzustlnde 23a und 23b sind ahn- 

resultierte in lichtgeregelten Enzym- H3C CHI 

25 b 

uv > T I y  

lich klarung und der konnen unterschiedlichen daher nicht zur Akti- Er- 
vitaten des Biokatalysators heran- OH 
gezogen werden. Man schlug als Er- 
klarung vor, daI3 die erhohte Aktivi- 26a 26b 

tat der Urease im Polymer 23b auf 
einer schnelleren Freisetzung des Re- 
aktionsprodukts (NH;) aus dem aktiven Komplex im polaren 
isomeren Zustand der Collagenmembran beruht. 

Die Steuerung des Durchtritts von Substraten mit Hilfe pho- 
toisomerisierbarer Polymere ist ein allgemeiner Weg, in Poly- 

( C H d z N ~ ~ ~ N ( ~ H 3 h  - - lrn Dunkeln ( C H 3 b N o :  - + -  e N ( C H &  

OH- 

mere eingeschlossene Enzyme mit Licht zu stimulieren (siehe 
Abb. Ila).  

Als makromolekulare Matrizen fur die Einlagerung von 
a-Chymotrypsin und seine reversible Photoaktivierung;-desak- 

tivierung dienten die Polymere 24- 
261126-1281. In Abbildung 12 sind Ge- 
schwindigkeiten der Hydrolyse von N43-  
Carboxypropiony1)-L-phenylalanin-p-nitro 
anilid 27 durch im Azobenzol-Acrylamid- 
copolymer 24 bzw. im Spiropyran-Acryla- 
midcopolymer 25 immobilisiertes r-Chy- 
motrypsin wiedergegeben. Bei einer Poly- 

mN(& - :;; - eNO2 N+ 

I 
CH2 
I 
9 

CH2 
I 
CH2 
I 
co 

23a 

I 
co 

Collagen 

23b 

0 
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Abb. 12. Reversible Photoaktivicrung von a-Chymotrypsin fur die Hydrolyse von 
27 durch Immobilisierung in photoisomerisierbaren Polymeren: A) Immobilisie- 
rung im Polymer 24. Die Kurven a und c geben die Hydrolysegeschwindigkeiten in 
dem durch Belichtung (2  z 400 nm) erzeugten Polymer 24a wieder, die Kurven b 
und d die im Polymer 24b, das durch cyclische Belichtung (330 nm i A < 370 nm) 
gebildet wird. B) Immobilisierung im Polymer 25. Die Kurven a und c gelten fur 25 a 
(Belichtung rnit i > 47.5 nm), dle Kurven b und d fur das durch cyclische Belichtung 
(300 nni < 2 < 400 rim) erzeupte Polymer 25b. c = Produktkonzentration in 

M. 

merbeladung rnit 0.5 Mol-% Azobenzol-Einheiten ist die Hy- 
drolyseaktivitat des immobilisierten Enzyms im mns-Azoben- 
zol-Copolymer 24 a vollstindig blockiert (Abb. 12 A). Die pho- 
tochemische Isomerisierung zum cis-Azobenzol-Copolymer 
24b schaltet die Aktivitat des Biokatalysators ein, V,,, = 

2 mM min- I ,  die Riickisomerisierung von 24 b zu 24 a schaltet sie 
wieder aus. Durch cyclische Isomerisierung des Polymers zwi- 
schen den Zustanden 24a und 24b la& sich die biokatalytische 
Umsetzung wiederholt ein- und ausschalten. Ahnliche Ergeb- 
nisse wurden rnit dem Spiropyraii-Acrylamidcopolymer 25 er- 
halten (Abb. 12B). In dem rnit 0.12 Mol-% Spiropyran-Einhei- 
ten beladenen Copolymer 25 a ist die Enzymaktivitit nahezu 
blockiert. Im Copolymerzustand 25 b ist die Aktivitat von a- 
Chymotrypsin um mehr als das Zehn- 
fache erhoht (u  = 1.5 pMmin-'). Die 
photostimulierte Ein/Aus-Aktivie- 
rung/Desaktivierung des Biokataly- 
sators ist bei cyclischer Photoisomeri- 
sierung des Copolymers zwischen den 
Zustlnden 25a und 25b vollstandig 
reversibel. Das Copolymer 26 geht 
keine reversible Photoisomerisierung 
ein; bei Belichtung von 26a bildet sich 
der kationische Copolymerzustand 
26b. Dieser wandelt sich tizevrnisch 
wieder in die Copolymerform 26a 
um. In einem rnit 0.2 Mol-YO photo- 
isomerisierbarer Gruppen beladenen 
Copolymer 26a immobilisiertes 3- 

Chymotrypsin ist vollstandig Hydro- 
lyse-inaktiv, wiihrend es bei Photoiso- 
merisierung (330 nm < i < 370 nm) 
des Copolymers zum Zustand 26b 
deutliche Hydrolyseaktivitat (v = 

1 ph4min-I) aufweist. Komplementa- 

Au I 

re FluBdialyseversuche, bei denen die Permeabilitat der jeweils 
isomeren Zustande von 24, 25 und 26 fur 27 untersucht wurde, 
zeigten, dal3 die photostimulierte Aktivitlt von sr-Chymotrypsin 
mit der Permeabilitat der Polymermembran korreliert : Die 
Polymerzustande 24 a, 25 a und 26 a sind fur das Enzymsubstrat 
kaum durchlassig, Zustande 24b, 25b und 26b dagegen sehr 
wohl. Man nimmt an, dal3 das hohe Dipolmoment der cis-Azo- 
benzol-Einheiten im Copolymer 24b von 3.0 D (verglichen mit 
p = 0 fur trans-Azobenzol-Einheiten) und die mit den Copoly- 
merzustanden 25 b und 26 b verbundenen elektrischen Ladun- 
gen durch elektrische AbstoRung zu porosen Membransyste- 
men fiihren. Solche Poren erleichtern die Permeation des Sub- 
strats 27 und ermoglichen seinen Transport ans aktive Zentrum. 

3.3. Photoschaltbares Binden an Biopolymere in 
photoisomerisierbaren Umgebungen 

An Oberflachen gebundene photoisomerisierbare Mono- 
schichten sind organisierte zweidimensionale membranmimeti- 
sche Mikroumgebungen, in denen Wechselwirkungen von Bio- 
polymeren mit der Monoschicht und der Oberflache des Tragers 
rnit Hilfe von Licht reguliert werden konnen. Durch Licht 
schaltbare Wechselwirkungen von Antikorpern rnit photoiso- 
merisierbaren selbstorganisierten Antigenmonoschichten bilde- 
ten die Grundlage fur die Entwicklung reversibler amperometri- 
scher I m r n u n ~ e n ~ o r e n ~ ' ~ ~ ] .  Abbildung 13 zeigt den Aufoau 
einer Dinitrospiropyranmonoschicht-Elektrode durch Selbst- 
organisation. Diese Monoschicht laat sich zwischen den Zu- 
standen 28a und 28b reversibel photoisomerisieren. Es ist be- 
reits bekannt, daa das Dinitrospiropyran 28a in homogener 
Phase eine hohe Affinitat zum anti-DNP-Antikorper zeigt, wah- 
rend das Merocyanin-Isomer 28 b nur eine geringe Affinitat zu 
diesem Antikorper hat. Die schaltbaren bindenden Wechselwir- 
kungen der Isomere 28 a und 28 b bilden die Grundlage fur eine 
amperometrische Tmmunsensorelektrode und insbesondere fur 
einen reversiblen amperometrischen Immunsensor. In einer 

Au Is-- , NH2 

NO* 

28a 28b 
Abb. 13. Aufbau einer photoisomerisierbaren Dinitrospiropyranmonoschicht auf einer Au-Elektrode. 
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elektrochemischen Zelle, die ein Redoxpaar R+/R (beispielswei- 
se [Fe(CN),I3 -/[Fe(CN),I4-) enthalt, fuhrt die Spiropyranmo- 
noschicht-Elektrode 28 a zu einer elektrochemischen Antwort. 
Die Behandlung der Elektrode rnit dem Antikorper resultiert in 
der Bindung des Antikorpers an die Antigenmonoschicht und 
der Isolierung der Elektrode gegen das Redoxpaar (Abb. 14). 

anti-DNP-Ab 

R'JR 
$ . 

A 

i,, 
Abb. 14. Verwendung einer Antlgenmonoschicht-Elektrode fur die amperometri- 
sche Analyse (unten schematisch gezeigt) eines Antikorpers (anti-DNP-Ab). 

Die rnit der Monoschicht-Elektrode in Wechselwirkung treten- 
de Menge an Antikorper und das AusmaR der Elektrodenisolie- 
rung hangen von der Antikorperkonzentration in Losung ab. 
Durch Kalibrieren der amperometrischen Elektrodenanzeige 
als Funktion der Antikorperkonzentration gelang die quantita- 
tive amperometrische Analyse des Antikorpers. Im Gegensatz 
zu Antigen-Elektroden, die nur fur Einzelcyclen geeignet sind, 

anti-DNP- Ab 
J 

s%+- 
R+tR 

Antwort 

t R+iR 
360 nm < h < 380 nm 

71  t 

IPCiA lM 2 

M S M S  
1 

Abb. 15. Oben: Venvendung einer Dinitrospiropyran-modifizierten Monoschicht- 
Elektrode fur die reversible amperometrische Analyse des anti-DNP-Antikorpers. 
Unten : Reversible amperometrische Antworten der 28-Monoschicht-Elektrode in 
Gegenwart von 1.5 m M  des anti-DNP-Antikorpers. Elektrode in dem durch Be- 
lichtung rnit A > 495 nm erzeugten Zustand 28a ( S ) ,  e Elektrode im durch Bestrah- 
len rnit 360 nm < 2 < 380 nm erhaltenen Zustand 28 b (M). Die Elektroden wurden 
vor jeder Messung gewaschen. 
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bietet die photoisomerisierbare Antigenmonoschicht 28 a die 
Moglichkeit, die aktive Antigen-Elektrode zu regenerieren: Die 
Photoisomerisierung der Antigenmonoschicht zum Zustand 
28 b fuhrte zu einer Phasengrenzfllche rnit geringer Affnitat 
zum Antikorper, der daher abgewaschen werden konnte. Die 
antikorperfreie Monoschicht-Elektrode wurde anschlieaend in 
den Zustand 28 a ruckisomerisiert und war so fur einen zweiten 
immunamperometrischen Aufnahmecyclus reaktiviert (Abb. 15 
oben). Abbildung 15 unten zeigt die reversible Arbeitsweise 
der Dinitrospiropyran/Merocyaninmonoschicht-Elektrode beim 
amperometrischen Nachweis des anti-DNP-Antikorpers. Zuerst 
wird im Elektrodenzustand 28b der Antikorper zugesetzt. Wegen 
der geringen Wechselwirkung mit der Monoschicht wird die 
Elektrode nicht isoliert und liefert ein hohes amperometrisches 
Signal. Die Photoisomerisierung zum Zustand 28a ergibt die 
aktive Antigenoberflache, die den Antikorper bindet. Dadurch 
wird die Elektrode isoliert, so daB ihr amperometrisches Signal 
abnimmt. Die anschlieBende Photoisomerisierung der Mono- 
schicht in den Zustand 28 b setzt den Antikorper frei und erhoht 
das elektrochemische Elektrodensignal. 

Die Potentialiinderungen einer rnit einer photoisomerisierba- 
ren Polymermatrix modifizierten Elektrode wurden zur Unter- 
suchung von Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen herange- 
zogen. Als polymere Deckmembran fur eine Glaskohlenstoff- 
Elektrode wurde Carboxy-substituiertes Polyvinylchlorid ver- 
wendet. In dieses Polymer wurden 2,4-Dinitrophenyldecylamin 
und das Spiro(2H-l-benzopyran-2,2'-indolin) 29 a[1301 eingela- 
gert. Durch 29a wurde das Polymer zu einem photoisomerisier- 
baren Membransystem. Das Elektrodenpotential ist abhangig 

29a 29b 

vom photoisomeren Zustand: Bei der lichtinduzierten Isomeri- 
sierung des Zustands 29 a zum Merocyanin-Isomer 29 b nimmt 
das Elektrodenpotential um ca. 120 mV zu. Abbildung 16A 
zeigt die reversiblen lichtinduzierten Potentialiinderungen der 
Elektrode bei der cyclischen Photoisomerisierung von 29a zu 
29 b und zuruck. Das Einbringen des anti-Dinitrophenyl-BSA- 
Antikorpers in das aus der Elektrode rnit der Polymermembran 
im Zustand 29 b (hohes Elektrodenpotential) bestehende System 
fuhrt zu einem Abfall des Elektrodenpotentials (Abb. 16 B): 
Bei einer Antikorperkonzentration von 15 pgmL-' fillt das 
Elektrodenpotential um ca. 1OOmV. Da die Abnahme des 
Elektrodenpotentials von der Antikorperkonzentration ab- 
hangt, ist sie ein quantitatives MaB fur die Antigen-Antikorper- 
Wechselwirkungen. Die Abnahme des Elektrodenpotentials bei 
der Assoziation des Antikorpers an die Antigenmembran der 
Elektrode wurde auf eine Storung des Elektrolytgradienten an 
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t +  i A  

Abb. 16. A) Photostimulierte Potentialinderungen einer Polyvinylchlorid-modifi- 
zierten Elektrode, die 29 enthiilt. Der Potentialwert a entspricht der Elektrode im 
Zustand 29a, der Potentialwert b entspricht ihr im ZuStand 29 b. B) Photostimulier- 
te Potentiale einer Polyvinylchlorid-modifizierten Elektrode, die 29 enthalt, mit und 
ohne Zusatz des anti-DNP-Antikorpers. a: Elektrodenpotential im Zustand 29 b 
ohne den Antikorper. b: Elektrodenpotential im Zustand 29b in Gegenwart des 
Antikorpers. c: Elektrodenpotential nach Isomerisierung der 29b-Elektrode mit 
gebundenem Antikorper rum Zustand 29 a, Abwaschen des Antikorpers und Riick- 
isomerisierung der Elektrode aus dem Zustand 29a in den Zustand 29b. 

der Grenze zwischen Polymer und Losung als Folge der Anti- 
korperadsorption zuruckgefuhrt. Die Elektrode konnte nach 
dem Abwaschen des absorbierten Antikorpers in einer reinen 
Elektrolytlosung wiederverwendet werden. 

Die lichtgesteuerte Assoziation von Cytochrom c, Cyt. c, an 
eine mit einer Elektrode verbundene photoisomerisierbare Mo- 
noschichtmembran ist fur das Verstandnis des Sehprozesses von 
besonderer Bedeutung" 3 1 1 .  Auf der Oberflache einer Au-Elek- 
trode wurde eine gemischte Monoschicht aus Pyridin-Einheiten 
und photoisomerisierbaren Nitrospiropyrankomponenten auf- 
gebaut (Abb. 17). Die Pyridinreste wirken als aktivierende Stel- 
le, iiber die Cytochrom c an die Monoschichtgrenze assoziiert. 
Diese Assoziation erleichtert die elektrische Kommunikation 
zwischen dem Ham-Redoxzentrum von Cytochrom c und der 
Elektrode. Durch Photoisomerisierung entsteht die gemischte 
protonierte Nitromerocyaninmonoschicht. Die elektrostatische 
AbstoBung des positiv geladenen Cytochroms c von der Mono- 
schicht blockiert nun die elektrische Kommunikation zwischen 

Cytochrom c und der Elektrodenoberflache. Die cyclische Regi- 
strierung optischer Signale durch die Monoschicht fuhrt zu pho- 
tostimulierten elektrischen Ein/Aus-Mitteilungen zwischen Cy- 
tochrom c und der Elektrode und wird in Form amperometri- 
scher Signale weitergeleitet (Abb. 28). Bei der Kopplung der 

-0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 

E I V -  

Abb. 18. Photostimulierte elektrische Kommunikation von Cytochrom c mit einer 
photoisomerisierbaren gemischten Pyridinmonoschicht-Elektrode a) im SP-Zu- 
stand, b) im MRH'-Zustand (siehe Abb. 17). Der Einschub zeigt die reversible 
amperometrische Umwandlung der mit der Monoschicht registrierten optiscben 
Signale. I jeweils in PA, n = Cyclenzahl. 

durch Licht stimulierten elektrischen Kommunikation von 
Cytochrom c mit einer enzymatischen Reaktion tritt eine Ver- 
starkung des iibermittelten amperometrischen Signals auf. Im 
Nitrospiropyranzustand der Pyridinmonoschicht-Elektrode ist 
die elektrische Kommunikation zwischen Cytochrom c und der 
Elektrode aufrechterhalten. Das reduzierte Cytochrom c wurde 
mit der Reduktion von Cytochrom-c-Oxidase (COX) gekop- 

MRH+ A 

Abb. 17. Aufbdu einer gemischten Nitrospiropyran/Nitromerocyanin-Pyndin-Monoschicht auf einer 
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pelt, das wiederum die Reduktion von molekularem Sauerstoff 
biokatalysiert. Die enzymatische Umsetzung regeneriert die 
elektrische Wechselwirkung von Cytochrom c rnit der Elektro- 
de, und dlrs optische Signal, das den Elektronentransfer auslost, 
wird verstarkt. Die enzymatische Reaktionskaskade wird durch 
die Photoisomerisierung der Monoschicht und die Steuerung 
der primaren elektrischen Wechselwirkungen von Cytochrom c 
mit der Elektrode reversibel aktiviert und blockiert (Abb. 19). 

n- 

-2 ~ ' ' " ' ' 1 " ' ' ' ~ ~ ' ' ' ~ ' ' ' ' ' 1 1 '  

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 
E I V -  

Abb. 19, Photostimulierte verstarkte amperometrische Umwandlung von opti- 
schen Signalen, die mit der in Abbildung 1 7  beschriebenen photoisomerisierbaren 
gemischten Pyridinmonoschicht-Elektrode aufgenommen wurden, unter Verwen- 
dung von Cyt. c/COX als enzymatischer Kaskade. a) Elektrode im SP-Zustand, b) 
Elektrode im MRH+-Zustand. Der Einschub zeigt die reversible amperometrische 
Umwandlung der mit der Monoschicht registrierten optischen Signale. I jeweils in 
PA, n = Cyclenzahl. 

Dieses System ahnelt in mancher Hinsicht dem S e h p r o ~ e B [ ' ~ ~ ~ .  
Bei diesem wird das Protein durch Isomerisierung von protein- 
gebundenem 11 -cis-Retinal in eine Konformation uberfuhrt, die 
das G-Protein bindet. Das assoziierte G-Protein lost eine enzy- 
inatische Kaskade aus, die schlieBlich c-GMP liefert, das die 
Nervenleitung aktiviert. Die in dem hier vorgestellten Beispiel 
an die Elektrode gebundene gemischte Monoschicht steuert die 
Bindung von Cytochrom c an die photoisomerisierbare Mem- 
bran. Diese Bindung resultiert in einer elektrischen Kommuni- 
kation mit der Elektrode und lost eine enzymatische Kaskade 
aus, bei der Sauerstoff reduziert wird. Das optische Signal wird 
durch die enzymatische Kaskade verstarkt und in ein elektro- 
chemisches amperometrisches Ausgangssignal umgewandelt. 

4. Zusammenfassung und Ausblick 

Wir haben hier einen Uberblick uber wissenschaftliche Fort- 
schritte bei der Entwicklung reversibler photobiologischer 
Schalter gegeben. Zwei Arten von Verfahren, rnit denen bioakti- 
ve Stoffe in lichtgesteuerte Systeme iiberfuhrt werden, wurden 
besprochen. Eine Methode besteht in der chemischen Modifizie- 
rung der Biopolymere durch synthetische photoisomerisierbare 
Komponenten. Bei diesem Verfahren stimulieren die beiden 
photoisomeren Zustande des Photorezeptors die Ein/ Aus-Akti- 
vitaten des Biopolymers, d. h. in dem einen photoisomeren Zu- 
stand behalt dieses seine bioaktive Struktur und ist fur seine 
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biologische Funktion eingeschaltet, wahrend im komplementa- 
ren photoisomeren Zustand die Struktur verzerrt und die Bioak- 
tivitat daher ausgeschaltet ist. Bei der zweiten Methode werden 
die Biopolymere in eine photoisomerisierbare Umgebung einge- 
bunden. Die BeeinfluBbarkeit physikalischer Eigenschaften der 
photoisomerisierbaren Matrix wie Substratpermeabilitat, Pha- 
senviskositat oder lokales elektrisches Potential durch Licht 
fiihrt zur lichtinduzierten Aktivierung/Desaktivierung des im- 
mobilisierten Biopolymers. Die Entwicklung solcher kunst- 
licher photobiologischer Schalter ist der wissenschaftliche Ver- 
such, in der Natur arbeitende photoschaltbare biologische Sy- 
steme wie den Sehvorgang nachzuahmen. Photobiologische 
Schalter konnen daher gewissermaBen als Ansatz des Chemi- 
kers betrachtet werden, bioaktive Verbindungen in ,,intelli- 
gente" neue Materialien umzuwandeln, deren Funktion auf 
HuRere Lichtsignale anspricht. 

Mogliche Anwendungen photoschaltbarer Biopolymere in 
der MaBanfertigung von zielgerichteten, durch Licht aktivierba- 
ren bioaktiven Therapeutica, der Entwicklung reversibler Bio- 
sensoren und dem Aufbau von Lichtverstarkerelementen wur- 
den diskutiert. Kunftige Ziele umfassen jedoch auch die 
Aufgabe, photoschaltbare Biopolymere als bioelektronische 
Bauteile einzusetzen. Das Auslesen der optischen Registrierung 
uber eine biochemische Umwandlung ist praktisch nicht er- 
wunscht. Dagegen weisen Fortschritte bei der elektrischen 
Kommunikation von Redoxproteinen mit Elektroden['33 ~ 1 3 6 1  

und die neue Technik, aus Biopolymeren selbstorganisierende 
Monoschichten auf Elektrodenoberflachen zu bilden [13' - ' 381, 

darauf hin, da8 die optische Registrierung durch photoschalt- 
bare Biopolymere und das elektrochemische Auslesen der Infor- 
mation ein attraktiver, weiter zu verfolgender Weg ist. Tatdch- 
lich bewiesen die kiirzlich beschriebenen amperometrischen 
Ubermittlungen registrierter optischer Signale durch photoiso- 
merisierbare R e d o x p r ~ t e i n e [ * ~ ~ ~  und durch eine an Redox- 
proteine gekoppelte photoisomerisierbare Monoschicht I' 311 die 
Brauchbarkeit dieses Verfahrens. Es ist zu erwarten, daB photo- 
schaltbare Biopolymere in Zukunft intensiv zur Speicherung, 
Registrierung und Ubertragung von Informationen genutzt 
werden. Photoschaltbare Biopolymere bieten in den Grenzge- 
bieten von Chemie, Biologie, Physik, Medizin und Materialwis- 
senschaften zweifellos interessante Perspektiven. 

Das Forschungsprojekt iiber photobiologische Schalter wurde 
vom israelischen Ministerium fGr Wissenschaft und Technik und 
von der Kommission der Europaischen Union gefordert. 

Eingegangen am 5.  Dezember 1994, 
veranderte Fassung am 6. Juli 1995 [A 961 

Ubersetzt von Dr. Kathrin-Maria Roy, Langenfeld 
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