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Abstract: Die Aktivit�t des metabolischen Schl�sselenzyms
PriA aus Mycobacterium tuberculosis (mtPriA) kann rever-
sibel durch Licht kontrolliert werden. Auf der Grundlage des
Dithienylethen-Ger�sts 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
Inhibitionsaktivit�t um eine Grçßenordnung reduziert.

Die k�nstliche Steuerung biologischer Prozesse durch Licht
ist ein Bereich des Proteindesigns mit zunehmender Bedeu-
tung.[1] Bei der Lichtregulation von Biomolek�len kamen
bislang drei grundlegende Strategien zum Einsatz: Schl�s-
selpositionen wurden mit photolabilen Schutzgruppen ver-
sehen,[2] nat�rliche Photorezepto-
ren wurden umprogrammiert,[3] und
Proteine oder Zellen wurden mit
kleinen Molek�len gesteuert, die
durch Licht reversibel geschaltet
werden kçnnen (so genannte Pho-
toschalter).[4] Mithilfe dieser Steu-
ereinheiten konnten k�rzlich licht-
induzierbare Liganden f�r Ionen-
kan�le und Rezeptoren entworfen
und so erhebliche Fortschritte bei
der Regulation neuronaler Aktivi-
t�t erzielt werden.[5] Da die spezifi-
sche Erkennung bestimmter Teile
der Liganden zu nichtlinearen Si-
gnalweiterleitungen innerhalb von
neuronalen Systemen f�hrt, beein-
flussen selbst kleine �nderungen
der Bindungsst�rke infolge der Be-
strahlung mit Licht die zellul�re

Antwort erheblich.[6] Im Gegensatz dazu muss sich bei der
Lichtregulation enzymatischer Aktivit�t die Schaltung des
steuerbaren Molek�ls betr�chtlich auf das aktive Zentrum
des Enzyms auswirken. Dazu kann der Photoschalter ent-
weder an die Peripherie der katalytischen Bindetasche ge-
kuppelt[4,7] oder in einen nichtkovalent bindenden Inhibitor
integriert werden.[4,8]

Wir wollten einen lichtsteuerbaren Inhibitor f�r die
Phosphoribosyl-Isomerase A aus Mycobacterium tuberculosis
(mtPriA) entwerfen. Als Schl�sselenzym der Aminos�ure-
biosynthese katalysiert mtPriA zwei chemisch �quivalente
Isomerisierungsreaktionen bei der Herstellung von Trypto-
phan und Histidin.[9] In der Histidinbiosynthese wird die
Aminoaldose N’-[(5’-Phosphoribosyl)formimino]-5-amino-

imidazol-4-carboxamidribonukleotid (ProFAR) in die ent-
sprechende Aminoketose N’-[(5’-Phosphoribulosyl)formimi-
no]-5-aminoimidazol-4-carboxamidribonukleotid (PRFAR)
umgewandelt (Abbildung 1a). Da Menschen weder Histidin
noch Tryptophan produzieren kçnnen, stellt mtPriA ein po-
tenzielles Target zur Entwicklung von Antituberkulotika
dar.[10] Strukturell gesehen gehçrt mtPriA zur Klasse der
(ba)8-F�sser – ein h�ufiger und vielseitiger Faltungstyp unter
Enzymen.[11] Das Protein weist eine ausgepr�gte zweifache
Symmetrie auf (Abbildung 1b),[12] welche auf die Evolution
aus einem (ba)4-Halbfass-Vorl�ufer zur�ckzuf�hren ist.[13]

Entsprechend fixieren zwei gegen�berliegende Phosphat-
bindestellen das Substrat ProFAR bzw. das Produkt PRFAR

Abbildung 1. Reaktion und Struktur von mtPriA. a) mtPriA katalysiert die Umwandlung von ProFAR
zu PRFAR in der Histidinbiosynthese. b) Blick auf die zweifache Symmetrieachse der (ba)8-Fass-
Struktur von mtPriA mit gebundenem Produkt PRFAR (PDB ID 3ZS4[12a]). PRFAR wird durch zwei
gegen�berliegende Phosphatbindestellen fixiert, die in den K�stchen vergrçßert dargestellt sind.
Wasserstoffbr�cken sind als gestrichelte Linien gezeigt.
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(Abbildung 1b). Daher sollte ein C2-symmetrischer Photo-
schalter mit terminalen Phosphat-Ankern eine hervorragen-
de Grundlage zur Konstruktion von lichtsteuerbaren mtPriA-
Inhibitoren bilden.

Nur Stilben[14] und Azobenzol[15] sowie das Diarylethen-
Ger�st[16] verf�gen �ber die gew�nschte zweifache Rotati-
onssymmetrie. Zur Lichtsteuerung von biologischen Syste-
men wurde bislang weitestgehend Azobenzol verwendet,
obwohl seine Derivate den Nachteil einer unvollst�ndigen
und thermisch reversiblen Photoisomerisierung aufweisen.[1]

Dagegen f�hrt die Bestrahlung von Verbindungen, die auf
1,2-Dithienylethen (DTE) basieren, �blicherweise zu Aus-
beuten von �ber 90%, wobei beide Photoisomere thermisch
stabil sind.[8b, 16] Daher entschieden wir uns f�r DTE als
Lichtschalter und versahen den Molek�lkern mit unter-
schiedlichen Phosphat- und Phosphonat-Ankern (Schema 1).
Durch Suzuki-Kupplung wurden aus Bischlordithienylethen
1 entweder die aromatischen Hydroxide 2–4 oder die aro-
matische Bromide 8 und 9 hergestellt. Die Hydroxide wurden
direkt zu den ortho-, meta- und para-Phosphaten 5–7 umge-
wandelt, w�hrend die Bromide zun�chst zu den Phosphon-
s�ureestern 10 und 11 umgesetzt werden mussten, um nach

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

Das DTE-Ger�st kann reversibel zwischen einer offenen
und einer geschlossenen Ringstruktur geschaltet werden

(Tabelle 1), wodurch vor allem die konformative
Flexibilit�t beeinflusst wird.[8b] Die Phosphor-
Phosphor-Abst�nde der potenziellen Inhibito-
ren betragen Energieminimierungen zufolge
zwischen 15.8 und 19.6 � (Tabelle 1) und stim-
men entsprechend gut mit den 16.9 � �berein,
die zwischen den Phosphoratomen im mtPriA-
PRFAR-Komplex liegen (PDB ID 3ZS4[12a] ;
siehe die Hintergrundinformationen). Lediglich
das offene und das geschlossene Isomer von
meta-Phosphat 5 weisen in den Konformationen
niedrigster Energie sehr kleine P-P-Abst�nde
auf (12.3 � bzw. 11.3 �); dar�ber hinaus kçnnen
jedoch hçherenergetische, l�ngere 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 Lçsung rosa
f�rbte (Abbildung S1). Die spektralen �nde-
rungen waren jeweils nach 30-sek�ndiger Be-
strahlung abgeschlossen. Gem�ß HPLC-Analy-
sen lagen in den photostation�ren Zust�nden
zwischen 93% und 97% der geschlossenen Iso-
mere vor (Abbildung S2). Die offenen Formen
konnten durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht
(> 420 nm) regeneriert werden, wobei alle Pho-
toschalter �ber mehrere Ringschluss-Ringçff-
nungs-Zyklen stabil waren (Abbildung S3).

Die mtPriA-Aktivit�t kann in einem gekop-
pelten enzymatischen Assay spektralphotome-
trisch bei 300 nm bestimmt werden (Sche-
ma S1).[17] Da alle synthetisierten Molek�le
unter den verwendeten Reaktionsbedingungen
stabil waren, konnte ihre inhibitorische WirkungSchema 1. Synthese der DTE-Phosphate und DTE-Phosphonate.

Tabelle 1: Photochemische Schaltung und berechnete P-P-Abst�nde der
DTE-Phosphate und DTE-Phosphonate 5–7, 12 und 13.

Verbindung d(P-P) [�]
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
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mit „Steady-state“-Enzymkinetiken untersucht werden. Dazu
wurden Substrat-S�ttigungskurven in Anwesenheit von ver-
schiedenen Konzentrationen der offenen und geschlossenen
Verbindungen 5–7, 12 und 13 gemessen. (Kurven f�r 6 sind in
Abbildung S4 gezeigt.) Tats�chlich hemmen alle untersuch-
ten DTE-Phosphate und -Phosphonate die mtPriA-Reaktion
und unterstreichen somit die Funktionsf�higkeit des Design-
Konzepts. Bei gen�gend hohen Substratkonzentrationen
wurde in allen F�llen die wildtypische Wechselzahl erreicht,
was auf eine kompetitive Inhibition schließen l�sst (Tabel-
le S1). Aus der beobachteten Erhçhung der Michaelis-Kon-
stanten (Tabelle S1) wurden schließlich die Inhibitionskon-
stanten Ki durch Formel S1 berechnet (Tabelle 2).

Die so bestimmten Inhibitionskonstanten liegen im mi-
kromolaren Bereich (Tabelle 2) und sind vergleichbar mit
oder sogar niedriger als der KM-Wert f�r das nat�rliche
Substrat ProFAR (KM

ProFAR = 8.6 mm ; Tabelle S1). In �ber-
einstimmung mit dem passenden Abstand seiner Phosphat-
Atome (Tabelle 1), zeigt das offene Isomer der Verbindung 6
die hçchste Bindungsaffinit�t (Ki = 0.55 mm). Sobald es
jedoch in die starre, geschlossene Form �berf�hrt wird, ver-
ringert sich die Inhibitionsaktivit�t um etwa eine Grçßen-
ordnung (Ki = 4.4 mm). Eine �hnliche Tendenz wird f�r das
entsprechende Phosphonat 12 beobachtet: die inhibitorische
Wirkung der offenen Form (Ki = 1.6 mm) wird durch den
Ringschluss ungef�hr dreifach verschlechtert (Ki = 4.9 mm).
Dagegen weisen beide Photosisomere der Phosphate 5 und 7
nahezu vergleichbare Ki-Werte auf (Tabelle 2). Interessan-
terweise hat die Einf�hrung einer Phosphonat-Gruppe in
para-Position (Verbindung 13) einen dreifachen Unterschied
zwischen den Inhibitionsaktivit�ten der offenen (Ki = 6.8 mm)
und der geschlossenen Form (Ki = 22.7 mm) zur Folge. Hier
scheint sich das Fehlen der flexiblen Sauerstoffbr�cke zwi-
schen dem endst�ndigen Anker und dem schaltbaren Mole-
k�lkern �berwiegend auf die Bindung des bereits starren,
geschlossenen Isomers auszuwirken.

Die mtPriA-Aktivit�t kann auch direkt w�hrend 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 erhçht werden (Abbil-
dung 2).

Wie bereits zuvor erw�hnt, beruhen die unterschiedlichen
Bindungsaffinit�ten der entsprechenden Photoisomere auf

einer �nderung der konformativen Flexibilit�t.[8b] 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 endst�ndi-
gen Phenylgruppen frei rotierbar sind. Das geschlossene
Isomer ist hingegen vollst�ndig konjugiert und deswegen weit
mehr in seiner Beweglichkeit eingeschr�nkt. Um tiefere
Einblicke in die Bindungsmodi der Inhibitoren zu erhalten,
wurde die Wechselwirkung von mtPriA mit der offenen und
geschlossenen Form der Verbindung 6 in Molek�ldyna-
mik(MD)-Simulationen untersucht. Obwohl beide Isomere
durch die Phosphatbindetaschen fixiert werden (Abbildun-
gen 3a und 3c), weichen ihre Molek�lkerne deutlich von-
einander ab. W�hrend drei unabh�ngige Berechnungen im
Fall des offenen Isomers zu �hnlichen, C2-symmetrischen
Konformeren f�hrten (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 ad�quate Koordi-
nation der daran verkn�pften Phosphatgruppe zu gew�hr-
leisten. Diese Differenzen spiegeln sich auch in den Bin-
dungsenergien wider, die w�hrend der Simulationen be-
stimmt wurden: die Wechselwirkung mit der offenen Form ist
durchweg energetisch g�nstiger (Tabelle S2). Insgesamt er-
mçglicht die hçhere Flexibilit�t des offenen Isomers eine
bessere Anpassung an das aktive Zentrum des Enzyms und
scheint so den mit der Bindung einhergehenden Entropie-
verlust �berzukompensieren.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass die nat�rliche
Symmetrie eines Proteins zum Design lichtregulierbarer En-
zyminhibitoren genutzt werden kann. Die doppelt veranker-
ten DTE-Photoschalter kçnnen zwischen einer hoch- und
niederaffinen Form wechseln. Dabei werden beide Isomere
beinahe quantitativ gebildet und sind zudem thermisch stabil.
Folglich wird die enzymatische Aktivit�t durch die Bestrah-
lung mit UV-Licht oder sichtbarem Licht abwechselnd erhçht

Tabelle 2: Inhibitionskonstanten Ki der Verbindungen 5–7, 12 und 13 in
ihren offenen und geschlossenen Formen.

Inhibitor Ki [mm][a]

offen geschlossen

5 8.1�2.1 7.0�1.2
6 0.55�0.12 4.4�0.3
7 3.5�0.3 3.7�0.4

12 1.6�0.1 4.9�0.3
13 6.8�0.6 22.7�4.7

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

Abbildung 2. Erhçhung der mtPriA-Aktivit�t durch Ringschluss von
Verbindung 6. Der Umsatz von 5 mm ProFAR in Anwesenheit von 4 mm

des offenen Isomers von 6 wurde unter typischen Reaktionsbedingun-
gen (25 8C, 50 mm Tris/Acetat pH 8.5, 100 mm Ammoniumacetat,
0.18 mm HisF und 0.15 mm 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) f�hrte zu einer Verschiebung der Basislinie, die mithilfe einer
Referenzlçsung ohne Enzyme korrigiert wurde.
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bzw. reduziert. Dieses Konzept kann im Grunde auf weitere
Enzymsysteme �bertragen werden. Da Phosphat ein weit
verbreiteter Baustein unter metabolischen Substraten ist,
verf�gen auch andere Enzyme mit (ba)8-Fass-Struktur �ber
zwei Phosphatbindestellen. Demnach kçnnten durch eine
�hnliche Vorgehensweise Inhibitoren f�r die Pyridoxin-5’-
phosphat-Synthase[18] oder verschiedene Aldolasen[19] ent-
worfen und so mehrere zellul�re Prozesse unabh�ngig von-
einander durch Licht r�umlich und zeitlich gesteuert werden.
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