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Abstract: Die Aktivitit des metabolischen Schliisselenzyms
PriA aus Mycobacterium tuberculosis (mtPriA) kann rever-
sibel durch Licht kontrolliert werden. Auf der Grundlage des
Dithienylethen-Geriists wurden entsprechend der zweifachen
Rotationssymmetrie des Proteins symmetrische Inhibitoren mit
terminalen Ankern entworfen. Durch Schalten vom flexiblen,
offenen Isomer zur starren, geschlossenen Form wurde die
Inhibitionsaktivitit um eine Grofienordnung reduziert.

Die kiinstliche Steuerung biologischer Prozesse durch Licht
ist ein Bereich des Proteindesigns mit zunehmender Bedeu-
tung.'! Bei der Lichtregulation von Biomolekiilen kamen
bislang drei grundlegende Strategien zum Einsatz: Schliis-
selpositionen wurden mit photolabilen Schutzgruppen ver-
sehen,? natiirliche Photorezepto-
ren wurden umprogrammiert,” und
Proteine oder Zellen wurden mit
kleinen Molekiilen gesteuert, die
durch Licht reversibel geschaltet
werden konnen (so genannte Pho-
toschalter).”! Mithilfe dieser Steu-
ereinheiten konnten kiirzlich licht- NH,
. . . . ProFAR
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Antwort erheblich.! Im Gegensatz dazu muss sich bei der
Lichtregulation enzymatischer Aktivitdt die Schaltung des
steuerbaren Molekiils betrichtlich auf das aktive Zentrum
des Enzyms auswirken. Dazu kann der Photoschalter ent-
weder an die Peripherie der katalytischen Bindetasche ge-
kuppelt*” oder in einen nichtkovalent bindenden Inhibitor
integriert werden.**!

Wir wollten einen lichtsteuerbaren Inhibitor fiir die
Phosphoribosyl-Isomerase A aus Mycobacterium tuberculosis
(mPriA) entwerfen. Als Schliisselenzym der Aminoséure-
biosynthese katalysiert mitPriA zwei chemisch dquivalente
Isomerisierungsreaktionen bei der Herstellung von Trypto-
phan und Histidin.”) In der Histidinbiosynthese wird die

Aminoaldose  N'-[(5'-Phosphoribosyl)formimino]-5-amino-
Qo b)
O/P:OH

neuronalen Systemen fiihrt, beein-
flussen selbst kleine Anderungen
der Bindungsstédrke infolge der Be-
strahlung mit Licht die zelluldre

Abbildung 1. Reaktion und Struktur von miPriA. a) mtPriA katalysiert die Umwandlung von ProFAR
zu PRFAR in der Histidinbiosynthese. b) Blick auf die zweifache Symmetrieachse der (c)s-Fass-
Struktur von mtPriA mit gebundenem Produkt PRFAR (PDB ID 3ZS4'). PRFAR wird durch zwei
gegeniiberliegende Phosphatbindestellen fixiert, die in den Kistchen vergréfert dargestellt sind.
Wasserstoffbriicken sind als gestrichelte Linien gezeigt.
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imidazol-4-carboxamidribonukleotid (ProFAR) in die ent-
sprechende Aminoketose N'-[(5'-Phosphoribulosyl)formimi-
noJ-5-aminoimidazol-4-carboxamidribonukleotid (PRFAR)
umgewandelt (Abbildung 1a). Da Menschen weder Histidin
noch Tryptophan produzieren konnen, stellt mPriA ein po-
tenzielles Target zur Entwicklung von Antituberkulotika
dar." Strukturell gesehen gehort mPriA zur Klasse der
(Ba)s-Fasser — ein hdufiger und vielseitiger Faltungstyp unter
Enzymen.'!! Das Protein weist eine ausgeprigte zweifache
Symmetrie auf (Abbildung 1b),'? welche auf die Evolution

(GRK 1910) fiir finanzielle Unterstiitzung.

(M) Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201307207 zu finden.
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aus einem (Ba),-Halbfass-Vorldufer zuriickzufiihren ist.!"
Entsprechend fixieren zwei gegeniiberliegende Phosphat-
bindestellen das Substrat ProFAR bzw. das Produkt PRFAR
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(Abbildung 1b). Daher sollte ein C,-symmetrischer Photo-
schalter mit terminalen Phosphat-Ankern eine hervorragen-
de Grundlage zur Konstruktion von lichtsteuerbaren miPriA-
Inhibitoren bilden.

Nur Stilben™ und Azobenzol™ sowie das Diarylethen-
Geriist!!! verfiigen iiber die gewiinschte zweifache Rotati-
onssymmetrie. Zur Lichtsteuerung von biologischen Syste-
men wurde bislang weitestgehend Azobenzol verwendet,
obwohl seine Derivate den Nachteil einer unvollstindigen
und thermisch reversiblen Photoisomerisierung aufweisen.!!!
Dagegen fiihrt die Bestrahlung von Verbindungen, die auf
1,2-Dithienylethen (DTE) basieren, iiblicherweise zu Aus-
beuten von iiber 90 %, wobei beide Photoisomere thermisch
stabil sind.®™'®) Daher entschieden wir uns fiir DTE als
Lichtschalter und versahen den Molekiilkern mit unter-
schiedlichen Phosphat- und Phosphonat-Ankern (Schema 1).
Durch Suzuki-Kupplung wurden aus Bischlordithienylethen
1 entweder die aromatischen Hydroxide 24 oder die aro-
matische Bromide 8 und 9 hergestellt. Die Hydroxide wurden
direkt zu den ortho-, meta- und para-Phosphaten 5-7 umge-
wandelt, wihrend die Bromide zunéchst zu den Phosphon-
sdureestern 10 und 11 umgesetzt werden mussten, um nach

1. nBuli, -70 °C, wasserfreies THF
2. B(OMe);, -70 °C bis auf RT
3. Ar-Br, [PdCI,(PPh3),],

Na,COj3 (2 m), 80 °C

2 ortho-OH (11%)
3 meta-OH (42%)
4 para-OH (45%)

8 meta-Br (25%)
9 para-Br (37%)

1. POCly, Pyridin, RT
2. NEty

4 HN(Et);*

(EtO),(O)P-L1

U

5 ortho-OP032" (58%)
6 meta-OPO52 (56%)
7 para-OP05% (64%)

HP(O)(OEt),,
Pd(OAc),, PPh,
NEt;, EtOH, 95 °C

10 meta-P(O)(OEt), (39%)
11 para-P(O)(OEt), (34%)

Angewandte

Tabelle 1: Photochemische Schaltung und berechnete P-P-Abstinde der
DTE-Phosphate und DTE-Phosphonate 5-7, 12 und 13.

312 nm
I\ _J Sa20mm
s s 7 1
= . = starre, geschlossene b
O/ flexible, offene Form b d Form
d(P-P) d(P-P)
Verbindung d(P-P) [A]
offen geschlossen
5 12.3 11.3
6 16.7 16.2
7 19.6 18.4
12 16.9 15.8
13 18.9 18.1

anschlieBender Hydrolyse die meta- und para-Phosphonate
12 und 13 zu erzeugen.

Das DTE-Geriist kann reversibel zwischen einer offenen
und einer geschlossenen Ringstruktur geschaltet werden
(Tabelle 1), wodurch vor allem die konformative
Flexibilitit beeinflusst wird.®™ Die Phosphor-
Phosphor-Abstinde der potenziellen Inhibito-
ren betragen Energieminimierungen zufolge
zwischen 15.8 und 19.6 A (Tabelle 1) und stim-
men entsprechend gut mit den 16.9 A iiberein,
die zwischen den Phosphoratomen im mPriA-
PRFAR-Komplex liegen (PDB ID 3ZS40%I;
siche die Hintergrundinformationen). Lediglich
das offene und das geschlossene Isomer von
meta-Phosphat 5 weisen in den Konformationen
niedrigster Energie sehr kleine P-P-Absténde
auf (12.3 A bzw. 11.3 A); dariiber hinaus kénnen
jedoch hoherenergetische, lingere Konformere
beobachtet werden.

Sobald die offenen Formen der Verbindun-
gen 5-7, 12 und 13 mit UV-Licht (312 nm) be-
strahlt wurden, nahm die Absorptionsbande bei
280 nm ab. Gleichzeitig entstanden neue Ex-
tinktionsmaxima bei 350 nm und 525 nm, wo-
durch sich die anfangs farblose Losung rosa
firbte (Abbildung S1). Die spektralen Ande-
= poyory, Tungen waren jeweils nach 30-sekiindiger Be-
\ ’ strahlung abgeschlossen. Gemé3 HPLC-Analy-

sen lagen in den photostationdren Zustéinden
zwischen 93 % und 97 % der geschlossenen Iso-
mere vor (Abbildung S2). Die offenen Formen

1. TMS-Br, konnten durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht
wasserfreies MeCN, RT . .
2. NEts (>420 nm) regeneriert werden, wobei alle Pho-

12 meta-PO52 (87%)
13 para-PO32 (99%)

Schema 1. Synthese der DTE-Phosphate und DTE-Phosphonate.
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toschalter iiber mehrere Ringschluss-Ringoff-
nungs-Zyklen stabil waren (Abbildung S3).

Die mtPriA-Aktivitdt kann in einem gekop-
pelten enzymatischen Assay spektralphotome-
trisch bei 300 nm bestimmt werden (Sche-
ma S1).'"71 Da alle synthetisierten Molekiile
unter den verwendeten Reaktionsbedingungen
stabil waren, konnte ihre inhibitorische Wirkung
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mit ,,Steady-state“-Enzymkinetiken untersucht werden. Dazu
wurden Substrat-Sattigungskurven in Anwesenheit von ver-
schiedenen Konzentrationen der offenen und geschlossenen
Verbindungen 5-7, 12 und 13 gemessen. (Kurven fiir 6 sind in
Abbildung S4 gezeigt.) Tatsdchlich hemmen alle untersuch-
ten DTE-Phosphate und -Phosphonate die msPriA-Reaktion
und unterstreichen somit die Funktionsfdhigkeit des Design-
Konzepts. Bei geniigend hohen Substratkonzentrationen
wurde in allen Fillen die wildtypische Wechselzahl erreicht,
was auf eine kompetitive Inhibition schlieBen lisst (Tabel-
le S1). Aus der beobachteten Erhohung der Michaelis-Kon-
stanten (Tabelle S1) wurden schlieBlich die Inhibitionskon-
stanten K; durch Formel S1 berechnet (Tabelle 2).

Tabelle 2: Inhibitionskonstanten K; der Verbindungen 5-7, 12 und 13 in
ihren offenen und geschlossenen Formen.

Inhibitor K; [um]E
offen geschlossen
5 81+21 7.0+1.2
6 0.55+0.12 44+0.3
7 3.5+03 3.7+£04
12 1.6+0.1 49403
13 6.8+0.6 22.7+4.7

[a] Die K-Werte wurden aus den in Tabelle S1 gezeigten Daten mit For-
mel S1 bestimmt.

Die so bestimmten Inhibitionskonstanten liegen im mi-
kromolaren Bereich (Tabelle 2) und sind vergleichbar mit
oder sogar niedriger als der Ky-Wert fiir das natiirliche
Substrat ProFAR (KR =8.6 um; Tabelle S1). In Uber-
einstimmung mit dem passenden Abstand seiner Phosphat-
Atome (Tabelle 1), zeigt das offene Isomer der Verbindung 6
die hochste Bindungsaffinitit (K;=0.55um). Sobald es
jedoch in die starre, geschlossene Form iiberfithrt wird, ver-
ringert sich die Inhibitionsaktivitdt um etwa eine Grofen-
ordnung (K;=4.4 um). Eine dhnliche Tendenz wird fiir das
entsprechende Phosphonat 12 beobachtet: die inhibitorische
Wirkung der offenen Form (K;=1.6 um) wird durch den
Ringschluss ungefihr dreifach verschlechtert (K;=4.9 um).
Dagegen weisen beide Photosisomere der Phosphate 5 und 7
nahezu vergleichbare K;-Werte auf (Tabelle 2). Interessan-
terweise hat die Einfiilhrung einer Phosphonat-Gruppe in
para-Position (Verbindung 13) einen dreifachen Unterschied
zwischen den Inhibitionsaktivititen der offenen (K;=6.8 um)
und der geschlossenen Form (K;=22.7 um) zur Folge. Hier
scheint sich das Fehlen der flexiblen Sauerstoffbriicke zwi-
schen dem endstédndigen Anker und dem schaltbaren Mole-
kiilkern tiberwiegend auf die Bindung des bereits starren,
geschlossenen Isomers auszuwirken.

Die mtPriA-Aktivitdt kann auch direkt wihrend der Ka-
talyse durch Licht gesteuert werden. Nachdem die Reaktion
in Anwesenheit der stark inhibierenden, offenen Form von
Verbindung 6 gestartet wurde, konnte die Reaktionsge-
schwindigkeit durch Schaltung zum weniger aktiven, ge-
schlossenen Isomer etwa dreifach erhoht werden (Abbil-
dung 2).

Wie bereits zuvor erwihnt, beruhen die unterschiedlichen
Bindungsaffinitdten der entsprechenden Photoisomere auf
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Abbildung 2. Erhdhung der mtPriA-Aktivitat durch Ringschluss von
Verbindung 6. Der Umsatz von 5 uMm ProFAR in Anwesenheit von 4 um
des offenen Isomers von 6 wurde unter typischen Reaktionsbedingun-
gen (25°C, 50 mm Tris/Acetat pH 8.5, 100 mM Ammoniumacetat,

0.18 um HisF und 0.15 pm mtPriA) spektralphotometrisch bei 300 nm
verfolgt. Nach Erreichen der Maximalgeschwindigkeit wurde die Reakti-
onsmischung entweder im Photometer belassen (grau) oder entfernt
und 10 s lang mit UV-Licht bestrahlt (schwarz). Die unterschiedliche
Absorption der beiden Photoisomere bei 300 nm (vergleiche Abbil-
dung S1) fiihrte zu einer Verschiebung der Basislinie, die mithilfe einer
Referenzldsung ohne Enzyme korrigiert wurde.

einer Anderung der konformativen Flexibilitat.®® DTE-
Phosphat 6 kann in seiner offenen Form diverse Geometrien
annehmen, da die C-C-Bindungen der Thiophen-Heterocyc-
len zu dem zentralen Cyclopenten-Ring und den endsténdi-
gen Phenylgruppen frei rotierbar sind. Das geschlossene
Isomer ist hingegen vollstédndig konjugiert und deswegen weit
mehr in seiner Beweglichkeit eingeschriankt. Um tiefere
Einblicke in die Bindungsmodi der Inhibitoren zu erhalten,
wurde die Wechselwirkung von miPriA mit der offenen und
geschlossenen Form der Verbindung 6 in Molekiildyna-
mik(MD)-Simulationen untersucht. Obwohl beide Isomere
durch die Phosphatbindetaschen fixiert werden (Abbildun-
gen3a und 3c), weichen ihre Molekiilkerne deutlich von-
einander ab. Wiahrend drei unabhingige Berechnungen im
Fall des offenen Isomers zu &dhnlichen, C,-symmetrischen
Konformeren fithrten (Abbildung 3b), nahm das geschlosse-
ne Isomer verschiedenartige Bindungsmodi an (Abbil-
dung 3d). So verdrehte sich einer der beiden terminalen
Phenylringe unterschiedlich stark, um die addquate Koordi-
nation der daran verkniipften Phosphatgruppe zu gewéhr-
leisten. Diese Differenzen spiegeln sich auch in den Bin-
dungsenergien wider, die wihrend der Simulationen be-
stimmt wurden: die Wechselwirkung mit der offenen Form ist
durchweg energetisch giinstiger (Tabelle S2). Insgesamt er-
moglicht die hohere Flexibilitidt des offenen Isomers eine
bessere Anpassung an das aktive Zentrum des Enzyms und
scheint so den mit der Bindung einhergehenden Entropie-
verlust iiberzukompensieren.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass die natiirliche
Symmetrie eines Proteins zum Design lichtregulierbarer En-
zyminhibitoren genutzt werden kann. Die doppelt veranker-
ten DTE-Photoschalter konnen zwischen einer hoch- und
niederaffinen Form wechseln. Dabei werden beide Isomere
beinahe quantitativ gebildet und sind zudem thermisch stabil.
Folglich wird die enzymatische Aktivitdt durch die Bestrah-
lung mit UV-Licht oder sichtbarem Licht abwechselnd erhoht
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Abbildung 3. MD Simulationen von mtPriA und gebundenem meta-
Phosphat 6. Reprisentative Enzymstrukturen fiir das offene (a) und
geschlossene Isomer (c). In beiden Fillen wurden drei unabhingige
Berechnungen durchgefiihrt. Nach jeder Simulation wurde das energe-
tisch giinstigste Konformer bestimmt und die so erhaltenen offenen
(b) und geschlossenen Geometrien (d) iiberlagert.

bzw. reduziert. Dieses Konzept kann im Grunde auf weitere
Enzymsysteme {iibertragen werden. Da Phosphat ein weit
verbreiteter Baustein unter metabolischen Substraten ist,
verfiigen auch andere Enzyme mit (a)s-Fass-Struktur iiber
zwei Phosphatbindestellen. Demnach konnten durch eine
dhnliche Vorgehensweise Inhibitoren fiir die Pyridoxin-5'-
phosphat-Synthase™! oder verschiedene Aldolasen!™! ent-
worfen und so mehrere zelluldre Prozesse unabhingig von-
einander durch Licht rdumlich und zeitlich gesteuert werden.
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