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F�r alle Organismen ist die Regulation der Enzymaktivit�t
ein �ußerst wichtiger Prozess im Metabolismus. In der Natur
werden Enzyme �blicherweise durch allosterische Effekto-
ren[1] oder durch kovalente Ver�nderung des Enzyms (z.B.
durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung)[2] gere-
gelt. Erste Versuche zur k�nstlichen Regulation der Enzym-
aktivit�t basierten auf chemischer Ver�nderung der Enzym-
struktur.[3–6] Diese Art der Regulation ist jedoch nicht rever-
sibel. Licht als Stimulus erm5glicht eine einfache Kontrolle,
und durch photochrome Verbindungen kann Reversibilit�t
erreicht werden, was f�r praktische Anwendungen wichtig ist.
Um diese Vorteile zu nutzen, werden beispielsweise Enzym-
inhibitoren verwendet, die auf Azobenzol[7] basieren, oder
Thiophenfulgidderivate kovalent an Enzyme gekn�pft.[8]

Eine weitere M5glichkeit zur Regulation der Enzymaktivit�t
ist die photoinduzierte Ver�nderung der Enzymumgebung.
Dies kann z.B. durch photoinduzierte <nderung der Per-
meabilit�t eines Polymers f�r ein Substrat erreicht werden.
Das Enzym wird dabei vom photoaktiven Polymer um-
schlossen.[8] Auch kann die Konformation einer Enzymdo-
m�ne durch ein photoaktives Tensid reguliert werden,[9] oder
Eigenschaften des Mediums (z.B. pH-Wert, Viskosit�t) um
das Enzym k5nnen durch Licht ver�ndert werden.[10]

Die Kontrolle der Aktivit�t der Carboanhydrase ist von
besonderem Interesse, da diese ein wichtiges Enzym f�r den
zellul�ren Transport und andere metabolische Prozesse ist.
Die Carboanhydrase findet sich in fast jedem Gewebe und
Zelltyp, in vielen subzellul�ren Organellen und kommt in
vielen Organismen von einzelligen Blaualgen bis hin zu
S�ugetieren vor.[11] K�rzlich gelang es, mit einer Azobenzol-
markierung die Aktivit�t der Carboanhydrase durch Licht ca.
um den Faktor 2 zu modulieren.[12] Der Einsatz von Azo-
benzolderivaten ist eine elegante L5sung zur Regulation der
Enzymaktivit�t, aber die thermische Reversibilit�t dieser

Verbindungen schr�nkt ihren praktischen Nutzen deutlich
ein. Verbindungen, die aus dem Grundger�st 1,2-Dithienyl-
ethen (DTE) bestehen, k5nnten hier Vorteile gegen�ber
vielen anderen photochromen Strukturen bieten, da ihre
photoinduzierten Ringschluss- und Ring5ffnungsreaktionen
thermisch irreversibel sind (als Beispiel siehe 1aQ1b in
Schema 1; a : offene Form, b : geschlossene Form).[13]

Wir beschreiben hier die reversible Regulation der Car-
boanhydraseaktivit�t durch ein DTE-Derivat. Dabei wird der
DTE-Grundk5rper mit einer Sulfonamid- sowie einer Kup-
fer(II)-iminodiessigs�uregruppe, {Cu(ida)}, verkn�pft. Diese
zwei Einheiten wurden nach einer Publikation von Mallik
et al. ausgew�hlt, die k�rzlich berichteten, dass die Inhi-
bitorst�rke des schwachen Enzyminhibitors Sulfanilamid
(4-Aminobenzolsulfonamid, 4) durch kovalente Verkn�pfung
mit {Cu(ida)} zunimmt.[14]

W�hrend die Sulfonamideinheit in 1a als der eigentliche
Enzyminibitor fungiert, koordiniert die {Cu(ida)}-Einheit
reversibel an die Imidazolseitenketten der Histidinreste auf
der Proteinoberfl�che nahe des aktiven ZnII-Zentrums. Da-
durch werden die Bindung des Sulfonamidrestes an das ka-
talytische Zentrum und die Inhibitorwirkung verst�rkt. Die
St�rke eines divalenten Enzyminhibitors h�ngt direkt vom
Abstand und der relativen Orientierung der beiden Einheiten
(in diesem Fall {Cu(ida)} und Sulfonamid) zueinander ab;
zudem kann der DTE-Grundk5rper zwischen einem flexiblen
Isomer mit offenem Ring (1a) und einem starren Isomer mit
geschlossenem Ring (1b) hin- und hergeschaltet werden.[15]

Daher haben wir Verbindung 1 konstruiert, um die Enzym-
aktivit�t reversibel mit Licht zu regulieren, ohne dass dabei
chemische Ver�nderungen am Enzym vorgenommen werden
m�ssen oder dessen nat�rliche Umgebung ver�ndert wird.
Die Synthese von 1a[16] beginnt mit der schrittweisen Ver-
kn�pfung des S�urechlorids des Cyclopentenderivats 2[17] mit
dem Diester 3 und Sulfanilamid (4 ; Schema 1). Die saure
Abspaltung der beiden tert-Butylschutzgruppen und an-
schließende Komplexierung mit CuCl2 im basischen Milieu
liefern 1a in guter Ausbeute.

Die Bestrahlung einer w�ssrigen L5sung von 1a (5%
DMSO; Tris(hydroxymethyl)aminomethan(Tris)-Sulfat-
Puffer, 20 mm, pH 8.3 bei 25 8C) mit Licht der Wellenl�nge
312 nm[18] f�hrt zu einer sofortigen <nderung des UV/Vis-
Absorptionsspektrums, die charakteristisch f�r DTE-Deri-
vate ist: Die Intensit�t der Bande im kurzwelligen Bereich
(lmax = 290 nm) nimmt ab, und jene der Absorptionsbande im
Sichtbaren (lmax = 545 nm) nimmt zu; außerdem entsteht eine
schw�chere Absorptionsbande bei lmax� 360 nm (Abbil-
dung 1). Diese <nderungen, die die Umwandlung in das
Isomer 1bmit geschlossenem Ring anzeigen (wobei die Farbe
der L5sung von Farblos nach Violett umschl�gt), sind nach
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einer Bestrahlungsdauer von 34 s (bei einer Konzentration
von 1.08 M 10�5

m) beendet. Mit HPLC wurde nachgewiesen,
dass im photostation�ren Zustand mindestens 99% ge-
schlossenes Isomer vorliegen. Der effiziente Umsatz durch
Bestrahlung belegt die Praktikabilit�t des Dithienylethen-
r�ckgrats als photochromer Grundk5rper, aus dem n�tzliche

Molek�le f�r Anwendungen aufgebaut werden k5nnen. Eine
geringere Menge an 1b in der bestrahlten Mischung w�rde zu
einem viel geringeren Unterschied in der Enzyminhibition
f�hren. 1b ist in L5sung bei Raumtemperatur �ußerst stabil
(mindestens sechs Monate), solange es im Dunkeln aufbe-
wahrt wird. Wird die farbige L5sung mit sichtbarem Licht
(l> 420 nm) bestrahlt, reagiert das geschlossene Isomer
zur�ck zu 1a, und die L5sung zeigt wieder das urspr�ngliche
Absorptionsspektrum. Diese Ringschluss-/Ring5ffnungszy-
klen k5nnen mindestens siebenmal wiederholt werden, ohne
dass Zersetzung auftritt.[16]

Die von der humanen Carboanhydrase I (hCAI) kataly-
sierte Reaktion von Kohlendioxid mit Wasser [Gl. (1)] ist ein

CO2 þH2O
hCAI
��!HCO3

� þHþ ð1Þ

geeignetes System, um die Inhibition des photochromen
DTE-Derivats in der offenen (1a) sowie in der geschlossenen
Form (1b) zu untersuchen.[16] Der bekannte Inhibitor Sulfa-
nilamid (4)[19] und die photoaktiven Verbindungen 6–8 sind
geeignete Kontrollverbindungen. Alle Ergebnisse sind in
Abbildung 2 und Tabelle 1 zusammengestellt.

Sulfanilamid (4) zeigt einen IC50-Wert von 0.46 mm, der
dem Literaturwert entspricht.[20] 1b bewirkt eine �hnliche
Inhibition (IC50 = 0.4 mm) wie Sulfanilamid. Die �hnliche

St�rke der Inhibition durch 4 und 1b deutet darauf hin, dass
in 1b nur die Sulfonamideinheit mit dem aktiven Zentrum
wechselwirkt. Dies ist h5chstwahrscheinlich eine Folge des
planaren und starren R�ckgrats von 1b, das eine simultane

Schema 1. Synthese und reversibler photochemischer Ringschluss des
DTE-Inhibitors 1a.

Abbildung 1. Ver:nderung der UV/Vis-Absorption einer w:ssrigen
L7sung von 1a (1.08E10�5m) in DMSO (5% v/v) und Tris-Sulfat-
Puffer (20 mm, pH 8.3) nach Bestrahlung mit Licht der Wellenl:nge
312 nm. Bestrahlungszeiten sind 0, 3, 5, 8, 10, 14, 17, 20 und 34 s.
Gezeigt ist auch der Farbumschlag von Farblos nach Violett, der durch
Bildung der geschlossenen Form von 1 hervorgerufen wird.

Abbildung 2. Hnderung der Aktivit:t von hCAI in Prozent bei zuneh-
mender Konzentration C von 1, 4, 6 und 7 in jeweils offener und ge-
schlossener Form.[16] Die Daten wurden durch einen Enzymassay erhal-
ten, bei dem die Reaktion von Kohlendioxid mit Wasser zu Hydrogen-
carbonat untersucht wurde [Gl. (1)].[22]
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Bindung von {Cu(ida)} und Sulfonamid unterbindet. Wir
werden darauf noch genauer eingehen.

Die Inhibition durch 1a ist um zwei Zehnerpotenzen
st�rker (IC50 = 8 nm) als die durch 4 und 1b. Dies kann der
h5heren Flexibilit�t von 1a zugeschrieben werden, das beiden
Bindungseinheiten eine gleichzeitige Koordination an das
Enzym erm5glicht und somit eine h5here Bindungsaffinit�t
hat. Das photochrome Bis(sulfonamid) 6 wirkt �hnlich inhi-
bierend wie 4, und es konnte kein Unterschied zwischen of-
fener (IC50 = 0.53 mm) und geschlossener Form (IC50 =

0.57 mm) festgestellt werden.[21] Bei der Bis(iminodiessigs�u-
re) 7 ist der IC50-Wert niedriger als bei 4, und erneut war kein
Unterschied zwischen offener (IC50 = 1.55 mm) und geschlos-
sener Form (IC50 = 1.46 mm) messbar. Das Bis(ethylenglycol)
8 wurde hergestellt, um das Inhibitionsverhalten des Dithi-
enylethengrundger�sts zu bestimmen. Diese Verbindung
hatte keinen Einfluss auf die Enzymaktivit�t, was bedeutet,
dass alle Ver�nderungen der Enzymaktivit�t dem Zusam-
menspiel von Sulfonamid und {Cu(ida)} sowie deren relativer
Orientierung zueinander zugeschrieben werden k5nnen. Die
Bindungsaffinit�ten (Ki) aller Verbindungen zeigen �hnliche
Tendenzen (Tabelle 1). Die Ausnahme bildet die offene Form
1a, die viel st�rker an das Enzym bindet (Ki = 0.005 mm f�r 1a
gegen�ber 0.29–1.16 mm f�r 1b, 4, 6a,b und 7a,b). Der re-
versible Schaltprozess aus DTE-Ring5ffnung und -Ring-
schluss zwischen 1a und 1b ist auch in Gegenwart des Enzyms
m5glich.[16]

Die Unterschiede in der Inhibitorst�rke und den Bin-
dungsaffinit�ten der beiden Photoisomere von 1 erkl�ren wir
mit ihrer unterschiedlichen Flexibilit�t. Die flexible, offene
Form 1a erm5glicht gleichzeitiges Binden von Sulfonamid
und {Cu(ida)} an die Enzymoberfl�che. Dies ist nur m5glich,
wenn eine freie Drehbarkeit um die C-C-Einfachbindung, die
die zwei Thiophenheterocyclen mit dem zentralen Cyclo-
pentenring verkn�pft, gew�hrleistet ist. Somit kann der
Inhibitor nur in der offenen Form eine Konformation an-
nehmen, die eine divalente Bindung an das Enzym erm5g-
licht. Die Struktur des aktiven Zentrums des Enzyms (mit
Sulfonamid und {Cu(ida)}; Abbildung 3) erfordert klar er-
sichtlich eine Anpassung des Inhibitors. Der n5tige Abstand
der beiden Bindungseinheiten zueinander (ca. 10 N) und ihre
relative Ausrichtung k5nnen nur in 1a realisiert werden.

Da sich der Abstand zwischen Sulfonamid und {Cu(ida)}
durch die Umwandlung der antiparallelen Konformation von
1a zur geschlossenen Form nicht �ndert (Abbildung 3) und
dieser Abstand f�r eine bidentale Bindung zu groß ist, bindet
sehr wahrscheinlich die parallele Konformation von 1a bi-

dental an das Enzym. Der planare, starre Grundk5rper im
Isomer 1b mit geschlossenem Ring positioniert die zwei
Bindungseinheiten weit voneinander entfernt, sodass eine
gleichzeitige Wechselwirkung mit dem Enzym unterbunden
wird. Dies verringert die St�rke der Bindung und der Inhi-
bition.

Wir konnten zeigen, dass die Enzymaktivit�t reversibel
durch einen photochromen divalenten Inhibitor beeinflusst
werden kann. Dies gelingt durch Hin- und Herschalten des
DTE-Photoschalters zwischen seiner offenen und geschlos-
senen Form. Seine thermische Stabilit�t, eine fast quantitative
Bildung der Photoisomere sowie seine Aktivierung mit
sichtbarem Licht machen ihn zu einem n�tzlichen Hilfsmittel
f�r die reversible Regulierung der Enzymaktivit�t durch

Tabelle 1: IC50-Werte und Ki-Bindungsaffinit:ten von 1, 4, 6–8 in offener und
geschlossener Form.

Inhibitor IC50 [mm] Ki [mm][a]

offen geschlossen offen geschlossen

4 0.46�0.01 0.29�0.007
1 0.008�0.0003 0.40�0.005 0.005�0.0002 0.30�0.003
6 0.53�0.007 0.57�0.01 0.34�0.005 0.35�0.008
7 1.55�0.8 1.46�0.15 1.16�0.05 1.00�0.01
8 – – – –

[a] Die Ki-Werte wurden mithilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung erhalten.
[16]

Abbildung 3. Aktives Zentrum von hCAI mit Sulfanilamid, einer IDA-
und einer der an der Oberfl:che zug:nglichen Imidazolgruppen
(oben); gr8n/t8rkis C, blau N, rot O, gelb S, orange Cu. Der erforderli-
che Abstand und die relative Orientierung der Sulfanilamid- und IDA-
Gruppe k7nnen nur durch 1a erreicht werden, das eine parallele Kon-
formation einnehmen kann (unten). Die Struktur des Enzyms mit Sul-
fanilamid im aktiven Zentrum wurde r7ntgenkristallographisch erhal-
ten und mit dem Programm PYMOL von Graph Pad[23] bearbeitet. Der
f8r eine hohe Bindungsaffinit:t erforderliche Abstand im Inhibitor war
durch die Ergebnisse von Mallik[14] bereits bekannt.
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Licht. Sichtbares Licht zur Inhibitoraktivierung erm5glicht
eine gr5ßere Eindringtiefe in Zellgewebe; zudem wird eine
Verletzung durch hochenergetisches UV-Licht verhindert.
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