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1. Einleitung

Metalloproteine und -peptide vermitteln eine immense
Zahl wichtiger biochemischer Reaktionen, die essentiell fgr
alle Lebensformen sind.[1] Zu den bedeutendsten Beispielen
z-hlen der Transfer von Elektronen innerhalb biologischer
Systeme durch redoxaktive Metallzentren und die protein-
gestgtzte, metallvermittelte Katalyse.[1c,2] Diese Bedeutung
unterstreicht, wie weitl-ufig die Forschung zu Metallzentren
in biologischen Systemen ist und wie viele Inspirationen sie
fgr das Design von de novo entwickelten Strukturen bietet.

Das De-novo-Proteindesign nutzt einen Bottom-up-
Ansatz zur Entwicklung funktioneller Proteine in Gergsten,
die sich von denen der nativen Systeme vollst-ndig unter-
scheiden.[3] Diese Strategie hat zwei parallele und gleicher-
maßen wichtige Ziele. Erstens werden durch die Nachbildung
der natgrlichen Metallbindungsstellen in De-novo-Gergsten,
die gblicherweise eine signifikant andere Sekund-rstruktur
als das natgrliche System haben, die Genauigkeit und Voll-
st-ndigkeit unseres Verst-ndnisses der chemischen Prinzipen
und Eigenschaften, die die Funktion von Metalloproteinen
bestimmen, auf den Prgfstand gestellt. Dieser Ansatz er-
mçglicht es, die grundlegenden Voraussetzungen der jeweils
untersuchten Funktion ohne den „evolution-ren Ballast“ zu
betrachten, der in Studien an den nativen Proteinen immer
vorhanden ist und diese verkompliziert.[4] Das zweite Ziel ist
die Synthese neuer Katalysatoren mit verbesserten Eigen-
schaften fgr katalytische Anwendungen.[5] Heute stehen be-
reits eine Vielzahl von Ans-tzen zum De-novo-Design von
Metalloproteinen und eine noch grçßere Zahl von kgnstli-
chen Gergststrukturen zur Verfggung, mit denen gearbeitet
werden kann.[6] Zum Design von Metalloproteinen fgr die
Katalyse sind bereits viele Aufs-tze erschienen,[3e] unter an-
derem eine gesamte Ausgabe von Accounts of Chemical Re-

search. Daher stellt dieser Aufsatz ak-
tuelle Entwicklungen im Einsatz von
reinen a-helikalen Strukturen in den
Mittelpunkt, speziell von dreistr-ngi-
gen Coiled-Coil-Peptiden (3SCCs)

und Drei-Helix-Bgndel-Peptiden (3HBs), mit einem Fokus
auf den Arbeiten unserer Gruppe.

3SCC- und 3HB-Systeme bieten eine Reihe von Vortei-
len.[7] Die 3SCCs der TRI-Familie wurden ausgehend von
CoilSer[8] entwickelt, das wiederum ausgehend von dem von
Hodges et al. zur Nachbildung des Coiled-Coils Tropomycin
beschriebenen Polyheptapeptids entwickelt wurde.[9] TRI
besteht aus wiederholenden Heptaden (abcdefg) mit Leu-
cinresten an der ersten (Position a) und vierten Position
(Position d).[10] An den weiteren Positionen finden sich he-
lixinduzierende (Ala, Position c), geladene und/oder salzver-
brgckende Reste (Lys an Positionen b und g und Glu an Po-
sitionen e und f). Die Geometrie einer Super-Coiled-alpha-
Helix mit 3.5 Aminos-ureresten pro Windung richtet die
Leucinreste auf einer Seite der alpha-Helix aus, wodurch eine
amphiphile Struktur erreicht wird. Das kristallographische
TRI-Analogon CoilSer ist in Abbildung 1A gezeigt. In TRI
sind drei alpha-Helices parallel miteinander assoziiert und die
Leucinreste dabei derart zusammengelagert, dass ein hydro-
phober Innenraum aus den a- und d-Resten gebildet wird.
Diese Struktur wird zus-tzlich durch Salzbrgcken zwischen
den e- und f-Aminos-ureresten benachbarter Str-nge stabi-
lisiert. Zur Verbesserung der Stabilit-t der Coiled-Coil-
Strukturen wird der N-Terminus amidiert und der C-Termi-
nus acyliert. Die durch diese r-umliche Anordnung geschaf-
fenen Schichten von Leucinresten im hydrophoben Inneren
der Struktur kçnnen durch metallbindende Aminos-urereste
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ersetzt werden, wodurch Bindungsstellen fgr Metalle im In-
neren des TRI-Gergsts geschaffen werden. Tabelle 1 listet die
Sequenzen der CS- und TRI-Peptide auf, die in diesem Auf-
satz diskutiert werden.

Zur Bildung einer Metallbindungsstelle mgssen in einem
TRI/CS-System drei parallele und unabh-ngige Str-nge as-
soziieren. Darin unterscheiden sich diese Systeme signifikant
von natgrlichen Systemen, in denen die zur Metallbindung
bençtigten chelatisierenden Aminos-urereste alle von einem
einzigen Strang stammen. Daher wurde ein zweites Gergst
entwickelt, in dem die drei alpha-Helices miteinander ver-
kngpft werden. Dabei ermçglichen flexible Schleifen die
Bildung von a3D, einem antiparallelen 3HB-Protein, wie in

Abbildung 1B dargestellt. Die De-novo-Designstrategie ist
dabei jedoch die gleiche wie im Fall von TRI: Hydrophobe
Aminos-urereste, Aminos-urereste in der N-he der flexiblen
Schleifen oder in den flexiblen Schleifen selbst werden zur
Erzeugung von Metallbindungsstellen durch metallbindende
Aminos-urereste ersetzt. Ein weiterer Unterschied zwischen
TRI und a3D besteht darin, dass in TRI nur symmetrische
Bindungsstellen erzeugt werden kçnnen, da TRI durch As-
soziation dreier identischer Str-nge gebildet wird. In a3D
kann hingegen jede Aminos-ure unabh-ngig mutiert werden
und dadurch eine vollst-ndige Kontrolle der Aminos-ure-
reste sowohl in der Umgebung als auch in der Metallbin-
dungsstelle selbst erreicht werden. Zur Erhçhung der Stabi-
lit-t des 3HB-Gergsts bei steigender Anzahl destabilisieren-
der Mutationen am Ausgangsgergst a3D entwickelten wir
schließlich die verl-ngerte Version Grand a3D (GRa3D;
Abbildung 1C).[11] In diesem Aufsatz diskutieren wir die
Fortschritte, die wir beim rationalen Design sowohl von ka-
talytischen Metallbindungsstellen als auch von Metallbin-
dungszentren zum Elektronentransfer in unseren TRI- (ein-
schließlich TRI, GRAND und CoilSer-Peptiden) und a3D-
Gergststrukturen (einschließlich a3D und Grand a3D) erzielt
haben.

2. De-novo-Design von Metallopeptiden ffr die
Katalyse

In biologischen Systemen katalysieren Metalle vielf-l-
tigste Reaktionen.[14] Dabei kann ein und dasselbe Metall in
unterschiedlichen Peptidumgebungen deutlich unterschiedli-
che Aktivit-ten und unterschiedliche chemische Eigenschaf-
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Abbildung 1. Strukturen der in diesem Aufsatz diskutierten Peptide
und Proteingerfste: kristallographisches TRI-Analogon CoilSer (A;
PDB: 3PBJ[12]), a3D (B; PDB: 2MTQ[13]) und GRa3D (C; PDB: 6DS9[11]).
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ten aufweisen und dementsprechend unterschiedliche Reak-
tionen vermitteln. So spielt Eisen eine Schlgsselrolle bei der
Speicherung und dem Transport von Sauerstoff, beim Elek-
tronentransfer sowie bei vielen Hydroxylierungen, Dioxyge-
nierungen, Oxidationen und Hydrolysereaktionen. Die je-
weilige Chemie des Eisenzentrums wird dabei ausschließlich
durch die spezifische Proteinumgebung des Metallions mo-
duliert.[15] Dementsprechend kçnnen in unseren De-novo-
Gergsten durch approximative Nachbildung der Position der
spezifischen konservierten Aminos-urereste, die die natgrli-
che Metallbindungsstelle umgeben, die jeweils gewgnschten
katalytischen Aktivit-ten erreicht werden. Bisher waren
unsere Arbeiten auf dem Gebiet dreier Funktionen besonders
erfolgreich, n-mlich bei der zinkkatalysierten Hydrolyse- und
Nitritreduktase-Aktivit-t sowie beim Elektronentransfer.

2.1. Entwicklung von Zinkzentren als Modelle der hydrolytischen
Carboanhydraseaktivit-t

Aufbauend auf unserem fundierten Verst-ndnis der Bin-
dung von Schwermetallionen in den Tris(cystein)-Bindungs-
stellen unserer de novo entwickelten Gergste[16] widmeten
wir unsere Aufmerksamkeit der komplexeren Aufgabe der
Nachahmung katalytischer Metallzentren. Dieses Vorhaben
ist deutlich ambitionierter, da das Design der Metallbin-
dungsstelle nicht nur die prim-ren koordinierenden Liganden
nachbilden muss, sondern fgr eine effektive Katalyse auch
den Zugang des Substrats zum aktiven Zentrum ermçglichen
muss. Bei unserem ersten Versuch, ein katalytisch aktives
Metall in unsere Gergste einzubringen, nahmen wir die
symmetrische Tris(histidin)-Koordinationsumgebung der
Carboanhydrase (CA) zum Vorbild. CA katalysiert die re-
versible Hydrierung von CO2, Reaktion (1), und ist essentiell
fgr das Puffersystem des Blut-pH-Werts und die Atmung. Die
native CA stellt aufgrund der relativ einfachen Metallbin-
dungsstelle und ihrer hohen katalytischen Aktivit-t ein ge-
eignetes Ziel dar.[17] Durch Mutation von zwei verschiedenen
Leucinschichten im TRI-Gergst an jedem Ende des Coiled-
Coils, einmal durch Cystein in der N-he des N-Terminus und
einmal durch Histidin in der N-he des C-Terminus, wird
TRIL9CL23H erhalten. Kristallographisch konnten wir
zeigen, dass die Tris(cystein)-Bindungsstelle ein fgr die
strukturelle Stabilit-t wichtiges HgII-Ion bindet, w-hrend in
der Tris(histidin)-Bindungsstelle das fgr die katalytische Ak-
tivit-t notwendige Zinkion gebunden wird.[12]

HCO3
@ þHþ Ð CO2 þH2O ð1Þ

Zwar wird durch das Einbringen
zweier Schichten metallbindender
Aminos-urereste die Struktur ge-
gengber jener des ursprgnglichen
TRI destabilisiert, durch das Ein-
fghren einer Bindungsstelle fgr ein
Schwermetallion ist diese Struktur
aber insgesamt stabiler als die un-
mutierte Form. Es konnte gezeigt
werden, dass die strukturell wichti-

ge Bindungsstelle die Stabilit-t des
3SCC durch Bildung einer trigonalen HgII-Cys3-Struktur si-
gnifikant erhçht. Der Vergleich kristallographischer Daten
ergab, dass die Geometrie des Zinkzentrums dem der nativen
CA stark -hnelt, einschließlich der Koordination eines exo-
genen Wassermolekgls oder Hydroxids an das Zinkzentrum,
wenngleich die Orientierung der koordinierenden Imidazole
vom natgrlichen Vorbild abweicht (Abbildung 2).

Wir untersuchten anschließend die Aktivit-t von [HgII]S-
[ZnII]NTRIL9CL23H (tiefgestellte Zeichen stehen fgr me-
tallkoordinierende Proteinliganden – HgS3 und ZnN3) in der
Hydrolyse von p-Nitrophenolacetat (pNPA) und der Hy-
drierung von CO2. Die Hydrolyse von pNPA ist gut unter-
sucht, da die Bildung von p-Nitrophenolat wegen seiner Far-
bigkeit gut verfolgt werden kann. Unser CA-Modell [HgII]S-
[ZnII]NTRIL9CL23H zeigte eine pH-abh-ngige Aktivit-t
(Abbildung 3; pKa der Hydrolyse ca. 8.8), wobei der Maxi-
malwert fgr kcat/KM bei pH 9.5 erreicht wurde und etwa das
100-Fache des entsprechenden Wertes von CAII (der Isoform
mit der hçchsten pNPA-Aktivit-t) betrug. Tabelle 2 ver-
gleicht die Aktivit-ten unserer Modellgergste in der pNPA-
Hydrolyse. Bemerkenswerterweise zeigt unser CA-Modell
unter unseren Bedingungen keine Produktinhibierung, wie
sie sonst h-ufig fgr niedermolekulare CA-Modelle beobach-
tet wird.[18]

Diesem Modell fehlt die wichtige sekund-re Koordinati-
onsumgebung, die in CAII eine wichtige Rolle bei der Er-

Tabelle 1: Liste der Peptidsequenzen der in diesem Aufsatz diskutierten Ausgangspeptide.

Peptid[a] abcdefg abcdefg abcdefg abcdefg

TRI Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK LKALEEK G-NH2
CS Ac-E WEALEKK LAALESK LQALEKK HEALEHG -NH2

Protein[b] Schleife abcdefg abcdefg abcdefg Schleife

a3D MGS WAEFKQR LAAIKTR LQAL GGS
EAE LAAFEKE IAAFESE LQAY KGKG
NPE VEALRKE AAAIRDE LQAYRHN

[a] N- und C-Terminus sind acyliert bzw. amidiert. [b] Rekombinant aus E. coli. hergestellt.

Abbildung 2. 3berlagerung des ZnIIN3O-Zentrums in [HgII]S[ZnII-
(H2O)]N(CSL9PenL23H)3 mit dem aktiven Zentrum der menschlichen
CAII. CS in Cyan (PDB: 3PBJ[12]) und CAII in Beige (PDB: 2CBA[17]).
Das Lçsungsmittelmolekfl in CS ist in Rot abgebildet, das Lçsungs-
mittelmolekfl aus CaII liegt unter dem Zinkion. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung aus Lit. [12]. Copyright 2012 Nature Publishing Group.

Angewandte
ChemieAufs-tze

7753Angew. Chem. 2020, 132, 7750 – 7773 T 2019 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


hçhung der CO2-Hydrierungsgeschwindigkeit spielt. In
T199A-Mutanten von CAII fehlt der Akzeptor einer Was-
serstoffbrgcke, der im Mechanismus der Hydrolyse nach-
weislich zur Aktivierung des zinkgebundenen Wassermole-
kgls dient.[19] Dadurch wird die Aktivit-t gegengber jener des
nativen Systems um das etwa 100-Fache gesenkt und liegt so
etwa im Bereich der in unserem CA-Modell beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten. Da das von uns beschriebene
[HgII]S[ZnII]NTRIL9CL23H nur die erste Koordinations-
sph-re nachbildet, stellt es im Grunde genommen ein Modell
der Aktivit-t von CAIIT199A dar.

In unseren Untersuchungen zur Geschwindigkeitskon-
stante der CO2-Hydrierungsaktivit-t, der natgrlichen Reak-

tion von CAII, zeigte [HgII]S[ZnII]NTRIL9CL23H bei pH 9.5
Umsatzgeschwindigkeiten im Bereich des 500-Fachen des
nativen Enzyms und gbertraf die Aktivit-t des besten nie-
dermolekularen CA-Modells um mehr als das 70-Fache (Ta-
belle 3). Seit dem Erscheinen unserer Arbeit wurden Modelle
mit hçherer pNPA-Aktivit-t beschrieben, beispielsweise
MID1, das bei pH 9 eine maximale Aktivit-t von kcat/KM

von 660m@1 s@1 erreichte.[20] Bis heute ist [HgII]S-
[ZnII]NTRIL9CL23H das Modell mit der hçchsten Aktivit-t
in der CO2-Hydrierung. Diese Arbeit stellte einen Meilen-
stein dar, der deutlich machte, was allein durch Nachbildung
der ersten Koordinationssph-re in unseren De-novo-Gergs-
ten erreicht werden kann.

2.2. Einfluss der Position der Zinkbindungsstelle auf die
Hydrolyseaktivit-t

Es ist denkbar, dass die Gegenwart des zweiten Metall-
zentrums [HgII]S durch Ver-nderung der Beweglichkeit oder
der „atmenden“ Anordnung der einzelnen Str-nge des 3SCC
die Aktivit-t unserer CA-Modells erhçht. Daher entwickel-
ten wir entsprechende Modelle, in denen das stabilisierende
Tris(cystein)-Motiv zur Bindung von Schwermetallen fehlt.[21]

TRIL23H-Denaturierungsstudien ergaben, dass die 3SCC-
Struktur in Abwesenheit der Cysteinschicht weniger stabil
war, die Affinit-t fgr Zink aber unver-ndert blieb. Die Ak-
tivit-t dieses Modells gegen pNPA war, außer bei hohen
pH-Werten, nahezu identisch zu der von [HgII]S-
[ZnII]NTRIL9CL23H, was wir auf die verringerte Stabilit-t
durch den Verlust des stabilisierenden [HgII]S unter st-rker
basischen Bedingungen zurgckfghrten.

Um zu untersuchen, ob die spezifische Position der Me-
tallbindungsstelle einen signifikanten Einfluss auf die Akti-
vit-t hat, entwickelten wir anschließend CA-Modelle mit
modifizierter Position der Zinkbindungsstelle innerhalb der
Leucinschicht im Kern unseres 3SCC-Designs. So haben
beispielsweise die Orientierung der koordinierenden Histi-
dinreste und die resultierende Position des Zinkions das Po-
tential, den Zugang fgr Lçsungsmittel- wie auch Substrat-
molekgle sowie die Bildung von Wasserstoffbrgcken signifi-
kant zu beeinflussen – Faktoren, die bekanntlich eine wichtige
Rolle fgr die Aktivit-t nativer CAs spielen.[22] Unsere Ge-
rgststrukturen bieten signifikante Vorteile gegengber dem

Abbildung 3. pH-Abh-ngigkeit der katalytischen Effizenz der pNPA-Hy-
drolyse durch ZnII-bindende TRI-Peptide: [HgII]S[ZnII]NTRIL9CL23H (*),
[ZnII]NTRIL2WL23H (&), [ZnII]N[HgII]STRIL9HL23C (~) und [HgII]S-
[ZnII)]NTRIL9CL19H (!). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [12].
Copyright 2013 American Chemical Society.

Tabelle 2: Kinetische Parameter der Hydrolyse von pNPA durch Zn-TRI-
Peptide.

Peptid pKa kcat/KM (max)
(M@1 s@1)[a]

kcat (max)
(s@1)

[Zn]N(TRIL2WL23H) 9.2 25 0.055
[Hg]S[Zn]N(TRIL9CL23H) 9.0 31 0.053
[Zn]N[Hg]S(TRIL9HL23C) 9.2 24 0.030
[Hg]S[Zn]N(TRIL9CL19H) 9.6 27 0.076

[a] Durch Angleichung an die pH-abh-ngigen kcat/KM-Werte gegen den
pH-Wert erhalten.

Tabelle 3: Kinetische Parameter der Hydrierung von CO2 durch Enzyme, niedermolekulare Verbindungen und unsere Modellgerfste.

Enzym/Modell pKa pH kcat

(s@1)
KM

(mm)
kcat/KM

(Lmol@1 s@1)
k2

(Lmol@1 s@1)
Lit.

CAII 6.8[a] 8.8 8.2 W 105 8.9 9.2W 107 [25]
CAIII 8.5 9.0 8 W 103 20 4 W 105 [26]
TRIL9CL23H 8.82[b] 9.5 1.8 W 103 10.0 1.8W 105 [12]
a3DH3 9.4 9.5 1.3 W 102 3.5 3.8W 104 [24]
ZnII([14]aneN4) 9.8 5040[c] [27]
ZnII([12]aneN4) 8.1 3012 [18a]
ZnII(Nitrilotris(2-benzimidazolylmethyl-6-sulfonat) 8.3 2180 [28]
ZnII(Tris(4,5-di-n-propyl-2-imidazolyl)phosphan) 8.0 2480 [29]

[a] Aus Lit. [30]. [b] pKa der Hydrolyse von pNPA. [c] pH-unabh-ngige Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung (maximale Geschwindigkeit),
berechnet aus pKa 9.8 und der gemessenen Geschwindigkeit von 690 m@1 s@1 bei pH 9.0.
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Einbringen von Metallionen in natgrliche oder komplexere
Strukturen, weil das Einfghren der Metallbindungsstelle
a) die Geometrie des Gergsts nicht signifikant ver-ndert,
b) durch einfache inderung der Position der Leucinsubsti-
tution an unterschiedlichen Positionen des 3SCC erfolgen
kann und c) infolge der Gegenwart mehrerer Leucinschichten
an mehreren geometrisch etwa -quivalenten Position entlang
des 3SCC stattfinden kann.

Wir entwickelten das invertierte Gegenstgck zu [HgII]S-
[ZnII]NTRIL9CL23H – [HgII]S[ZnII]NTRIL9HL23C –, in dem
sich das aktive Zinkzentrum auf der Seite des N-Terminus
befindet.[21] Dieses Modell zeigte bei pH 7.5 und pH 9 eine 10-
mal bzw. 4-mal geringere Zinkbindungsaffinit-t als
TRIL9CL23H und TRIWL23H und unterstreicht so die Be-
deutung der Position und Orientierung der Metallbindungs-
stelle in De-novo-Strukturen. Die kinetische Analyse der
pNPA-Hydrolyse unter Michaelis-Menten-Bedingungen
ergab, dass das invertierte Modell einen geringeren Wert fgr
kcat von 0.020 s@1 bei pH 9.5 aufweist (halb so hoch wie fgr
TRIL9CL23H). Diese Abnahme wurde teilweise von einem
kleineren KM-Wert kompensiert, sodass kcat/KM von 23.3 nur
auf 15.8m@1 s@1 sank (Tabelle 2).

Bereits zuvor konnten wir zeigen, dass die Eigenschaften
der Tris(thiolat)-Bindungsstelle fgr Schwermetalle abh-ngig
von ihrer Positionierung an Position a gegengber Position d
der Heptade variieren. Dabei unterscheiden sich beispiels-
weise der pKa-Wert, die Koordinationszahl und die Positio-
nen der Liganden fgr Cadmium und Quecksilber.[23] Ausge-
hend von der Annahme, dass ein -hnlicher Effekt auch fgr
Zink in Tris(histidin)-Koordinationsmotiven vorliegen
kçnnte, untersuchten wir TRIWL9CL19H. Dieses Konstrukt
zeigte eine fgnffach geringere Affinit-t fgr Zink und mit
pKa 9.6 einen erhçhten pKa-Wert fgr die Hydrolyse von
pNPA gegengber TRIL9CL23H (pKa 9.2; Abbildung 3).
Dargber hinaus zeigte dieses Konstrukt vergleichbare pNPA-
Hydrolysegeschwindigkeiten mit Werten fgr kcat/KM im Be-
reich der fgr TRIL9CL23H und TRIL9HL23C ermittelten
Werte, allerdings mit einem erhçhten KM-Wert von 2.8 mm.
Diese Befunde zeigen das Potential zur gezielten Variation
von KM und pKa durch Repositionierung der Metallbin-
dungsstelle, wobei die katalytische Aktivit-t großteils unbe-
einflusst bleibt. Die Position der Metallbindungsstelle in
de novo entwickelten Gergststrukturen sollte daher vor allem
bergcksichtigen, wie einfach sich sekund-re Wechselwirkun-
gen einbauen lassen, die zu einer Erhçhung der Umsatzge-
schwindigkeit fghren.

2.3. Entwicklung eines hydrolytischen Zink-3HB-Proteins

Wie oben diskutiert, bietet die intrinsische Geometrie
unser selbstorganisierten 3SCC-Gergste eine Vielzahl an
Vorteilen. Um jedoch ein funktionales Netzwerk von Was-
serstoffbrgcken aufzubauen und die Asymmetrie der sekun-
d-ren Koordinationssph-re in CAII nachzubilden, entwi-
ckelten wir im n-chsten Schritt ein CA-Modell, das stattdes-
sen auf unserem a3D-Gergst beruht.[24] Das Ersetzen von drei
Leucinresten auf der C-terminalen Seite im Innenraum der
ursprgnglichen a3D- und H72V-Mutation zum Ausschluss

einer mçglichen unerwgnschten Koordination von Zink lie-
ferte a3DH3. In diesem Drei-Helix-Bgndel ist Zink mit Kd =

0.15 mm bei pH 7.5 und 0.06 mm bei pH 9 fester gebunden als
in allen 3SCC-Modellen (TRIL9CL23H: Kd = 0.8 mm bei
pH 7 und 0.22 mm bei pH 9).

Extended X-ray Absorption Fluorescence Spectroscopy
(EXAFS) zufolge besteht die Zink-Koordinationssph-re aus
drei Zink-Histidin-Streuern im Abstand von 1.99 c und
einem Zink-Sauerstoff-Streuer im Abstand von 1.90 c. Diese
Parameter sind nahezu identisch zu denen der nativen CAII.

Wie bereits TRI 3SCC zeigte a3DH3 eine pH-abh-ngige
CO2-Hydrierungsaktivit-t. Die Hydrierung wurde bei pH-
Werten zwischen 8 und 9.5 analysiert und zeigte eine maxi-
male Effizienz kcat/KM = 69 000m@1 s@1 bei hçheren pH-
Werten. Der katalytische pKa-Wert betrug 9.4 und lag damit
hçher als der entsprechende Wert des 3SCC-Modellsystems
von 8.8. Der maximale gemessene Wert fgr kcat/KM betrug
38000m@1 s@1; dies ist 14-mal schneller als das beste moleku-
lare Modell, allerdings 2.5-mal langsamer als das beste TRI-
3SCC-Modell TRIL9CL23H. Auch dieses Modell zeigte
keine Produktinhibierung und ist in dieser Hinsicht den
bisher bekannten niedermolekularen Modellen gberlegen.
Beim Vergleich mit dem nativen Enzym erreicht a3DH3 die
Grçßenordnung der 2400-fach geringeren Geschwindigkeit
des schnellsten Isozyms CAII (Tabelle 3).

2.4. Zinkkatalysierte Hydrolyse in anderen helikalen Gerfsten

Wie bereits erw-hnt haben andere Gruppen weitere he-
likale Gergste entwickelt, die Zinkionen binden und zinkka-
talysierte Hydrolyseaktivit-t aufweisen. Kuhlmann et al.
entwickelten ein zinkvermitteltes Homodimer in einem
Helix-Turn-Helix-Motiv. Dieses Homodimer enth-lt zwei
vierfach koordinierte Zinkionen, die jeweils in einer His3O-
Umgebung gebunden sind. Ein vierter Histidinrest (der ur-
sprgnglich als vierter koordinierender Ligand fgr das Zink-
zentrum vorgesehen war) erzeugt eine Bindungstasche fgr
niedermolekulare Verbindungen. So wie auch in unseren
zuletzt beschriebenen CA-Modellen umfasste das rationale
Design dabei keine Wechselwirkungen in der sekund-ren
Koordinationssph-re. MID1-Zn zeigte gegengber unserem
TRI-Gergst eine verbesserte pNPA-Hydrolyseaktivit-t mit
kcat/KM von 660m@1 s@1 bei pH 9, was auf die einfachere Zu-
g-nglichkeit des aktiven Zentrums im Homodimer zurgck-
gefghrt wurde. Vor kurzem beschrieb diese Gruppe die
kgnstliche Evolution des MID1-Katalysators, wodurch dessen
Aktivit-t in der Hydrolyse eines racemischen fluorogenen
Esters um das 70000-Fache verbessert wurde.[31] Die Gruppe
um Tezcan berichtete vom Design einer Metallo-b-lactamase
bestehend aus einem Tetramer von modifiziertem Cyto-
chrom cb5662, Zn8 :AB34.

[32] Das Design dieser Struktur
beruht auf einer durch zinkvermittelte Selbstorganisation
generierten Grenzfl-che, sodass vier der acht Zinkionen eine
reine strukturgebende Funktion erfgllen, w-hrend die ande-
ren vier katalytisch aktiv sind. Dieses Protein zeigte neben
der erwarteten Metallo-b-lactamaseaktivit-t auch eine gute
Aktivit-t gegen pNPA mit kcat/KM von 32m@1 s@1 bei pH 9. In
einem -hnlichen Ansatz zeigte die Gruppe um Korendovych,
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dass durch Selbstorganisation kurzer Peptide, ermçglicht
gber die Bindung von Zinkionen an Histidinreste, zinkver-
brgckte Amyloidfibrillen mit Esteraseaktivit-t gebildet
werden kçnnen.[33] Diese zinkbindenden Amyloidfibrillen,
die aus einer beta-Faltblattstruktur anstelle von alpha-Helices
bestehen, katalysieren die Hydrolyse von Estern mit
kcat/KM& 150m@1 s@1 bei pH 9 und einem maximalen
kcat/KM = 360m@1 s@1 bei pH 10.3.

3. Entwicklung von Kupferzentren als Modelle ffr
die Nitritreduktaseaktivit-t

Das De-novo-Design von redoxaktiven Metalloenzymen
ist komplizierter als das Design von Modellen mit redoxin-
aktiven Metallzentren, beispielsweise das der zinkhaltigen
CA-Modelle. Eine inderung des Oxidationszustands des
Metallions -ndert dabei nicht nur die elektrostatische Ladung
der Bindungsstelle; im Allgemeinen werden fgr unter-
schiedliche Oxidationszust-nde des Metallzentrums auch
eine unterschiedliche Koordinationsgeometrie und unter-
schiedliche Liganden bevorzugt. So zeigt beispielsweise CuI

eine hçhere Pr-ferenz fgr weichere Liganden und niedrigere
Koordinationszahlen als CuII. Daher muss beim De-novo-
Design von Metalloenzymen zus-tzlich zu den oben be-
schriebenen, bei nicht redoxaktiven Metallen geltenden Kri-
terien auch die Koordinationsumgebung sowohl der redu-
zierten als auch der oxidierten Spezies bergcksichtigt werden.
Unsere De-novo-Gergststrukturen bieten gegengber nieder-
molekularen Modellen einige signifikante Vorteile, da die
Geometrie der Metallbindungsstelle durch die stabile Faltung
des Gergsts in Abwesenheit eines Metallions festgelegt ist.
Dargber hinaus beobachteten wir in unseren Strukturen bei
der Bindung von Metallionen nur geringe Reorganisations-
energien, je nach der Position der Bindungsstelle im Gergst
und der Art des jeweils bindenden Metalls.[34] Wie bereits
erw-hnt sind die meisten molekularen Modellsysteme nur in
organischen Lçsungsmitteln lçslich und fgr die Bindung eines
einzigen Oxidationszustandes von Kupfer optimiert. Unsere
Gergste sind dementsprechend gut als Modelle fgr Metallo-
enzyme mit Redoxaktivit-t geeignet.

In letzter Zeit berichteten wir von verschiedenen Fort-
schritten bei der Entwicklung von Modellen mit Kupferni-
tritreduktase(CuNiR)-Aktivit-t. CuNiRs katalysieren die
Reduktion von Nitrit zu Stickstoffmonoxid gber Reaktion 2,
den zweiten Schritt der Denitrifikation, d.h. des Abbaus von
Nitrat zu molekularem Stickstoff. CuNiR ist ein homotrime-
res Kupferenzym mit zwei Kupferzentren, einem Cu(His2)-
(Cys)(Met)-Typ-1-Kupferzentrum als Elektronentransfer-
zentrum und einem katalytischen Cu(His3)(OH2)-Typ-2-
Kupferzentrum. Das katalytische Typ-2-Kupferzentrum liegt
dabei in einer verzerrt-tetraedrischen Koordinationsgeome-
trie vor, die zwischen den von den CuI- und CuII-Spezies be-
vorzugten Koordinationsgeometrien liegt und so die mit dem
Oxidationsstufenwechsel verbundene Reorganisationsener-
gie des Proteins minimiert.[35] Der Mechanismus der Nitrit-
reduktion ist gut untersucht. Das Nitrit bindet im ersten
Schritt an das Typ-2-Kupferzentrum, woraufhin im zweiten
Schritt ein gerichteter Elektronentransfer vom Typ-1- zum

Typ-2-Kupferzentrum stattfindet. Die Katalyse wird durch
einen protonengekoppelten Elektronentransfer unterstgtzt,
der durch Wasserstoffbrgcken zwischen einem Histidin
(H225) und einem Aspartat (E98) mit Wasser und dem ge-
bundenen Substrat vermittelt wird.[36] Es konnte gezeigt
werden, dass diese Aminos-urereste eine entscheidende
Rolle fgr die Aktivit-t natgrlicher CuNiRs spielen und dass
die Aktivit-t des Enzyms in ihrer Abwesenheit um mindes-
tens das 100-Fache abnimmt [Reaktion (2)].

NO2
@ þ e@ þ 2 Hþ Ð NOþH2O ð2Þ

3.1. CuNiR-Modelle der ersten Generation

Da die Geometrie der Zinkbindungsstelle unseres CA-
Modells HgII

SZnII
N(TRIL9CL23H)3 der Koordinationsumge-

bung des Typ-2-Kupferzentrums in CuNiR stark -hnelt, un-
tersuchten wir zun-chst die Bindung von Kupfer in der Tris-
(histidin)-Bindungstasche von TRI 3SCC und nutzten dazu
das vereinfachte Modell TRIL23H, in dem die schwerme-
tallbindende Tris(cystein)-Umgebung fehlt.[37] 3bereinan-
derlegen des Zinkzentrums in HgII

SZnII
N(TRIL9CL23H)3 und

des Kupferzentrums von CuNiRs zeigte -hnliche Koordina-
tionsgeometrien fgr beide Strukturen, wobei das jeweilige
Metallion in beiden F-llen an das e-Stickstoffatom des
Histidins und ein koordiniertes Wassermolekgl bindet (Ab-
bildung 4). Die Ladung und der Lewis-saure Charakter von
ZnII -hneln denen von CuII, und die d10-Konfiguration spie-
gelt die Elektronenkonfiguration des CuI-Ions wider. Wir
waren daher zuversichtlich, dass dieses Peptid ein geeignetes
Modell fgr das Typ-2-Kupferzentrum in CuNiR darstellen
kann und dass es – im Unterschied zu molekularen Modellen
– die Mçglichkeit bietet, die Reaktion in w-ssrigem Medium
mit den natgrlichen Liganden zu untersuchen, und dabei
gleichzeitig das komplexe Zusammenspiel der beiden Kup-
ferzentren der natgrlichen CuNiR ausblendet.

Abbildung 4. A) Modell von Cu-TRIL23H auf Basis der Struktur von
HgII

SZnII
NCSL9CL23H. B) Ansicht des ZnII(H2O)(His)3-Zentrums ent-

lang der dreifachen Pseudorotationsachse (hellgrau), fberlagert mit
dem Typ-2-CuII(H2O)(His)3–Zentrum in NiR aus R. sphaeroides (PDB:
2DY2; dunkelgrau). Koordinierte Wassermolekfle sind als Kugeln dar-
gestellt. C) Seitenansicht beider Metallzentren wie in (B). Adaptiert mit
Genehmigung aus Lit. [37]. Copyright 2012 Proceedings of the Natio-
nal Academy of Sciences of the United States of America.
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Die Bindung von CuI an die Histidinbindungsstellen
wurde durch 1H-NMR-Spektroskopie best-tigt.[37] Das Spek-
trum der metallfreien Spezies apo-TRIL23H zeigte zwei
Singuletts in der aromatischen Region des 1H-NMR-Spek-
trums bei d& 7.7 und 7.0 ppm, die den Protonen der e- und d-
Stickstoffatome zugeordnet werden konnten. Nach Versetzen
mit einem iquivalent CuI wurden diese Singuletts in mehrere
Peaks aufgespalten, wodurch die spezifische Bindung des
Kupferions an die Histidinreste belegt wurde. Dargber hinaus
zeigte eine mittels 1H-NMR-Spektroskopie verfolgte pH-Ti-
tration von Cu-TRIL23H, dass, wie fgr CuI(His3) erwartet,
nur bei pH< 4.45 freie Imidazolprotonen beobachtet werden.
XAS-Daten zeigten, dass das 1s!4p-Vorkantensignal, dessen
Intensit-t zur Bestimmung der Koordinationszahl von CuI-
Spezies genutzt werden kann,[38] ebenfalls mit einer dreifach-
koordinierten CuI-Spezies in Einklang war. Die beste An-
gleichung an die EXAFS-Daten von CuITRIL23H wurde mit
drei N/O-Streuern in einem Abstand von 1.93 c mit zus-tz-
licher Rgckstreuung bei grçßeren Abst-nden erhalten, wie
sie typischerweise fgr Histidinkoordination beobachtet wird.
Die ungewçhnlich hohen Debye-Waller-Faktoren dieser His-
Streuer lassen auf eine trigonal-planare Koordinationsgeo-
metrie schließen. Die Dissoziationskonstante Kd fgr CuI

wurde durch Titration mit Bathocuproindisulfonat (BCS2@)
bestimmt und betrug 3.1 pm bei pH 5.9 und 0.2 pm bei pH 7.5.

Die Bindung von CuII wurde mit UV/Vis-Spektroskopie
untersucht, wobei eine breite Absorptionsbande bei 640 nm
(e = 135m@1 cm@1) beobachtet wurde, die in Einklang mit der
Bildung eines CuII(His)3-Koordinationsmotivs mit entweder
einem oder zwei exogenen Wasserliganden ist.[39] Das EPR-
Spektrum von CuIITRIL23H best-tigte das Vorliegen eines
fgnffach-koordinierten Typ-2-Kupferzentrums [CuII(His)3-
(H2O)2]. Nach Versetzen von CuIITRIL23H mit Nitrit sank
die z-Achsen-Hyperfeinkopplungskonstante Ak um 9 Gauß
und zeigte damit, dass Nitrit auch hier, wie bereits zuvor fgr
die natgrliche NiR gezeigt, direkt an das Kupferzentrum
bindet.[40] Die Dissoziationskonstante Kd fgr CuII in diesem
Modell wurde durch Trp-Fluoreszenzlçschung bestimmt und
betrug 40 nm bei pH 5.9 und 8.7 nm bei pH 7.5.

Das Reduktionspotential des CuI/CuII-Paares kann mit-
hilfe der Nernst-Gleichung aus den Affinit-ten fgr CuI und
CuII berechnet werden. Das Reduktionspotential dieses Mo-
dellsystems liegt mit 400 mV bei pH 5.9 und 430 mV bei
pH 7.5 deutlich hçher als fgr Typ-2-Kupferzentren gblich[41]

und befindet sich in der Tat n-her an den typischerweise fgr
Typ-1-Kupferzentren berichteten Werten. Ein Grund dafgr
kçnnte die Stabilisierung der trigonalen Geometrie des CuI-
Zustandes in der hoch symmetrischen (His)3-Koordinations-
umgebung sein, die zu einer Erhçhung des Reduktionspo-
tentials fghrt. Trotz des erhçhten Reduktionspotentials un-
tersuchten wir die NiR-Aktivit-t von CuTRIL23H. Wir
konnten zeigen, dass dieses Modell in der Lage ist, NO aus
Nitrit zu erzeugen, indem wir das entstehende NO gber die
Bildung der farbigen Verbindung FeEDTA(NO) nachwie-
sen.[42] Eine FTIR-GC-Analyse aus der Gasphase gber der
Reaktion zeigte keine nachweisbaren Mengen an N2O, das in
anderen NiR-Modellen h-ufig als Nebenprodukt entsteht,
und belegte so einen weiteren signifikanten Erfolg unserer
De-novo-Strategie.

Wir verwendeten Ascorbat als Opfer-Elektronendonor,
da dessen Absorption im UV-Bereich bei 265 nm genutzt
werden kann, um den Verlauf der Reaktion zu verfolgen, und
konnten unter katalytischen Bedingungen so eine maximale
Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung von 4.6 X 10@4 s@1

bei pH 5.8 fgr die NiR-Aktivit-t bestimmen. Eine signifi-
kante Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit steigen-
dem pH-Wert ist wahrscheinlich auf Ver-nderungen in der
CuIHis3-Koordinationsumgebung oder die Beteiligung von
Protonen an der Nitritreduktion zurgckzufghren. Auch wenn
diese katalytische Umsatzgeschwindigkeit gegengber den im
natgrlichen CuNiR-System erreichten Geschwindigkeiten
gering ist, stellt unser Modell das einzige Beispiel eines sta-
bilen, funktionalen Cu(His)3-Zentrums in w-ssrigem Medium
dar, das in der Lage ist, mehrere Turnover dieser Umsetzung
zu vermitteln, ohne dass dabei ein Rgckgang der Reaktions-
geschwindigkeit beobachtet wurde.

3.2. Untersuchung des Cu-Zentrums

Es ist außergewçhnlich, dass unsere De-novo-Enzyme der
ersten Generation bereits ohne Modellierung weiterer Ko-
ordinationssph-ren jenseits der ersten metallkoordinierenden
Koordinationssph-re gute Aktivit-ten zeigen. Daher war
deutlich, dass zur weiteren Optimierung der CuNiR-Aktivit-t
vor allem Modifikationen der zweiten Koordinationssph-re
sowie der elektrostatischen Wechselwirkungen in der Um-
gebung des aktiven Kupferzentrums eine entscheidende
Rolle spielen werden.[43] Die freie Aktivierungsenthalpie
(DG*) und damit die Geschwindigkeitskonstante der kata-
lytischen Umsetzung des Enzyms kçnnen durch Ver-nde-
rungen der elektrostatischen Umgebung des aktiven Zen-
trums beeinflusst werden, die zu einer Stabilisierung der La-
dungsdichte des 3bergangszustandes fghren. Dynamische
Aspekte des aktiven Zentrums, also die im Pico- bis Mikro-
sekundenbereich ablaufenden Schwingungs- oder Transla-
tionsbewegungen im und um das aktive Zentrum, spielen fgr
die Gesamtgeschwindigkeitskonstanten ebenfalls eine Rolle.
Die dynamischen und elektrostatischen Faktoren, die fgr die
Katalyse ausschlaggebend sind, kçnnen mithilfe von
Schwingungssonden in den aktiven Zentren der Enzyme un-
tersucht werden.[44] Diese Arbeiten liefern detaillierte Er-
kenntnisse zur Flexibilit-t des aktiven Zentrums, die ent-
scheidend dafgr ist, wie Substrate ins aktive Zentrum gelan-
gen und wie der Transport der Produkte verl-uft, sowie zu
inderungen der Reaktionsbarriere im Hinblick auf die Mo-
lekgldynamik in der Umgebung des aktiven Zentrums.[45]

In Zusammenarbeit mit der Gruppe um Kubarych nutz-
ten wir die ultraschnelle Dynamik des an CuTRI-H gebun-
denen Kohlenmonoxids als Schwingungssonde fgr das Cu-
(His)3-Zentrum zur Untersuchung der Kupferumgebung in
unserem CuNiR-Modell.[46] Dabei nutzten wir zweidimen-
sionale IR-Spektroskopie zur In-situ-Untersuchung des akti-
ven Zentrums, um unser Verst-ndnis der De-novo-Strukturen
mit Erkenntnissen zur Chemie niedermolekularer Modelle zu
verkngpfen.[47] Das 2D-IR-Spektrum zeigte zwei Banden, die
auf 3berg-ngen aus der Anregung des Grundzustands (n =

0!1, 2063 cm@1) und Anregung des ersten angeregten Zu-
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stands (n = 1!2, rotverschoben nach 2039 cm@1 infolge von
CO-Schwingungsanharmonizit-t) beruhen. Nach der
Schwingungsanregung beobachteten wir eine zeitabh-ngige
Anharmonizit-t der Schwingungsmoden des gebundenen
CO-Molekgls mit einer Abklingkonstante von 2 ps. Die Fre-
quenzverschiebung bringt die beiden Banden n-her zusam-
men, da der n01-3bergang rot- und der n12-3bergang blau-
verschoben wird. Dabei ist der Betrag der Blauverschiebung
des angeregten Zustands grçßer als die Rotverschiebung des
Grundzustands. Wir untersuchten auch das modifizierte
Peptid (TRI-H K22QK24Q), in dem sechs der positiv gela-
denen Lysinreste in der N-he des Kupferzentrums durch
neutrale Glutaminreste ersetzt wurden. Die -hnliche beob-
achtete Anharmonizit-t des Schwingungsgbergangs in diesem
Protein deutete darauf hin, dass dieses Merkmal auch in an-
deren Sequenzen reproduzierbar ist und wahrscheinlich un-
seren anderen 3SCC-Gergsten ebenfalls gemeinsam ist.

Theoretische Modellierungen des gesamten De-novo-
Proteins wurden zum Verst-ndnis der sterischen und elek-
trostatischen Wechselwirkungen, die zu diesem Ver-
halten fghren, herangezogen. In einem QM/MM-
ONIOM-Ansatz, mit dem Cu-Zentrum, den Imidazol-
liganden und dem CO-Addukt im QM-Teil (B3LYP/6-
311G(d,p)) beobachteten wir fgr den schwingungsan-
geregten Zustand eine Abnahme des Cu-C-O-Bin-
dungswinkels von > 688. Diese Krgmmung ist konsistent
mit der im Picosekundenbereich ablaufenden Dyna-
mik, die durch die Frequenzverschiebung in der
Schwingungsspektroskopie beobachtet wurde, und
stgtzt so die Annahme, dass das Peptid die Kopplung
der CO-Streckschwingung verst-rkt. Diese Ergebnisse
unterstreichen die Rolle der Peptidumgebung und
einen der signifikanten Vorteile unseres De-novo-An-
satzes in der Modellierung von CuNiRs. Weitere
Rechnungen ergaben, dass das elektrische Feld des
parallelen 3SCC-Peptidgergsts keinen direkten Ein-
fluss auf den Carbonylliganden ausgbt, sondern statt-
dessen eine Verzerrung der Geometrie der kupferko-
ordinierenden Histidinliganden bewirkt und so fgr die
Cu-C-O-Krgmmung verantwortlich ist, die an die CO-
Streckschwingung des angeregten Zustands gekoppelt
ist. Diese Kopplung der Krgmmung im angeregten Zustand
war stark von der Orientierung der Histidinkoordination am
Kupferzentrum abh-ngig, vermutlich wegen der Lage der
Dipolmomente (ca. 3.6 D) jedes einzelnen Histidinliganden
(Abbildung 5). Diese Rechnungen zeigen die Bedeutung
elektrostatischer Wechselwirkungen fgr die Molekgldynamik
und das Energieprofil der Ligandenkoordination in unserem
Cu(His)3–Zentrum. Folglich kçnnen unsere CuNiRs durch
Modifikation der Elektrostatik der Umgebung weiter ver-
bessert werden, entweder durch Ver-nderung der Position
innerhalb des 3SCC (Coiled-Coil-Dipol) oder durch Positio-
nierung der geladenen Aminos-urereste in grçßerer N-he
zum aktiven Zentrum.

Um die relativ niedrige CuNiR-Aktivit-t zu erhçhen,
betrachteten wir in der Folge die Rolle der elektrostatischen
Umgebung des Kupferzentrums, zun-chst durch Modifikati-
on der Aminos-urereste in der -ußeren Sph-re, die die
Elektrostatik des Kupferzentrums ver-ndern (Abbil-

dung 6A), und anschließend durch Ver-nderung von Ami-
nos-ureresten der inneren Koordinationssph-re (Abbil-
dung 6B).

3.3. Modifikation der Ladungsdichte um das Kupferzentrum

Eine Modifikation der Ladungsdichte um ein redoxakti-
ves Metallzentrum (durch Substitution von Aminos-ureres-
ten mit unterschiedlichen Ladungen) hat signifikante Aus-
wirkungen auf die Stabilit-t und Struktur der verschiedenen
Oxidationszust-nde und damit auch auf das Redoxpotential
und schlussendlich auf die katalytische Effizienz oder den
Mechanismus redoxaktiver Metalloenzyme.[48] So besitzt die
Peptidylglycin-a-hydroxylierende Monooxygenase (PHM)
ein -hnliches (His3)-Koordinationsmotiv wie CuNiR, spielt
aber eine Rolle im Elektronentransfer und ist im Unterschied
zu CuNiR nicht direkt an einer katalytischen Umsetzung

Abbildung 5. Dipolmoment der einzelnen Histidinringe in CuI-
(TRIL2WL23H)3(CO)+ mit einem mittleren Wert von 3.6 D. Diese di-
polaren Ketten sind in der Lage, an die durch das Proteingerfst er-
zeugte elektrostatische Umgebung zu koppeln. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung aus Lit. [46]. Copyright 2013 American Chemical Society.

Abbildung 6. Modell ffr CuNiR mit Fokus auf die Position der substituierten
Aminos-urereste der A) -ußeren und B) inneren Sph-re in der Umgebung der
Cu-Bindungsstelle von TRI-H basierend auf der Kristallstruktur von
ZnII

NHgII
S(CSL9PenL23H)3 (PDB: 3PBJ). Das Kupferion ist als orangefarbene

Kugel dargestellt, Abst-nde zum b-Kohlenstoffatom des jeweiligen substituier-
ten Aminos-urerests sind ffr Substitutionen der -ußeren Sph-re – K22 (ma-
genta), E24 (grfn) und K27 (gelb) – sowie der inneren Sph-re – L19 (blau)
und L26 (rot) – angegeben.
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beteiligt.[49] Historisch wurden diese Studien immer an den
nativen Proteinen durchgefghrt, die die Komplexit-t und er-
schwerenden Faktoren natgrlicher Systeme mit sich bringen.
Unser Ziel war daher, die Rolle der elektrostatischen Wech-
selwirkungen in der Umgebung des Kupferzentrums in un-
serem De-novo-CuNiR-3SCC-Modell TRI-H durch Modifi-
kation der Ladungen der nahegelegenen Aminos-urereste zu
untersuchen. Wir entwickelten und synthetisierten dazu
mehrere modifizierte Peptide, in denen wie in Tablle 4 (oben)
aufgefghrt nur Aminos-urereste ersetzt wurden, die weder im
hydrophoben Inneren der 3SCCs liegen (was zu einer signi-
fikanten Destabilisierung fghren kçnnte) noch direkt an der
Koordination des Kupferzentrums beteiligt sind (Abbil-
dung 6A).[50] Der Einfluss des pH-Wertes auf die Bindung des
Kupferions in Peptiden mittels modifizierter -ußerer Koor-
dinationssph-re wurde mit UV/Vis-Spektroskopie verfolgt.
Im nahezu neutralen pH-Bereich zeigte CuII-TRI-H eine
breite Bande bei 644 nm, die einem d-d-3bergang des Kup-
fers in der His3-Koordinationsumgebung zugeordnet wurde.
Das pH-Profil der Bindung von Kupfer in TRI-H ist infolge
mehrerer konkurrierender und einander gberlagernder Pro-
zesse, die in Abh-ngigkeit vom pH-Wert auftreten, kompli-
ziert. Der wichtigste dieser Prozesse ist die Bildung von
3SCCs, die bekanntlich um den pKa-Wert der Glutamatreste
stattfindet, die an der Bildung von Salzbrgcken in e-Zentren
(der fgnften Position in der Heptaden-Wiederholungseinheit)
beteiligt sind, etwa bei pH 4.5. Weitere Prozesse sind abh-n-
gig von Protonierungsgrad, Ladung und Kupferaffinit-t des
Imidazolliganden (bei pH 5.5–8) sowie vom Protonierungs-
grad von koordinierenden Wassermolekglen (pH> 8).
Dementsprechend zeigt das UV/Vis-Spektrum zwei wesent-
liche inderungen: einen 3bergang bei niedrigen pH-Werten,
der auf der Bildung der 3SCC-Struktur und der Bindung von
Kupfer im (His)3-Koordinationsmotiv beruht und bei etwa
pH 5 abgeschlossen ist; sowie die Deprotonierung des an das
Kupferzentrum gebundenen Wassers unter Bildung einer
Hydroxidspezies mit pKa ca. 8.5 (Abbildung 7). Modifikatio-

nen der -ußeren Koordinationssph-re mit anderen Ladungen
hatten -hnliche pH-abh-ngige Profile fgr die Bindung von
Kupfer bei niedrigen pH-Werten zur Folge, fghrten aber zu
signifikant abweichenden Profilen im Bereich hçherer pH-
Werte wegen des Zusammenspiels verschiedener pH-abh-n-
giger Effekte. So findet beispielsweise die Deprotonierung
des gebundenen Wassers in TRI-EH bei deutlich hçheren
pH-Werten statt (pKa 9.86). XAS-Messungen der CuI-Form
und EPR-Messungen der CuII-Form von TRI-H und TRI-EH
zeigten bei pH 5.8 keine signifikanten Unterschiede in der
Geometrie des Kupferzentrums in beiden Gergsten. Gering-
fggige Abweichungen in der Intensit-t der Vorkantenstruktur
und niedrigere Debye-Waller-Werte fgr die Cu-N-Streuer in
der EXAFS-Region lassen auf eine etwas symmetrischere
trigonal-planare Geometrie fgr TRI-EH gegengber einer
etwas st-rker verzerrten T-fçrmigen Geometrie im ur-
sprgnglichen TRI-H schließen.

Fgr diese Serie von Modellen mit modifizierten -ußeren
Koordinationssph-ren wurden die Dissoziationskonstanten
fgr die jeweiligen CuI- und CuII-Spezies ermittelt. Die Dis-
soziationskonstante Kd fgr CuI nahm infolge der Verringe-
rung der Ladung von 0 auf @12 um zwei Grçßenordnungen
ab, wohingegen dieselben Modifikationen fgr die CuII-Spezies
nur eine geringe Abnahme der Affinit-t und eine nur leicht
niedrigere Dissoziationskonstante Kd zur Folge hatten. Diese
Werte wurden anschließend zur Berechnung der Redukti-
onspotentiale gber die Nernst-Gleichung genutzt und als
Funktion der Ladungsdifferenz zum ursprgnglichen TRI-H-
System bei zwei spezifischen pH-Werten aufgetragen (Ab-
bildung 8 A). Die Werte zeigen dargber hinaus eine lineare
Abnahme als Funktion einer steigenden negativen Ladung
sowohl bei pH 5.8 als auch bei pH 7.5 mit einer Steigung von
100 mV je 1.6 pH-Einheiten, was einem Proton je Elektron
entspricht. Diese Abnahme des berechneten Reduktionspo-
tentials spiegelt vor allem die Destabilisierung der CuI-Spe-
zies in einer st-rker negativ geladenen Umgebung und we-
niger die Stabilisierung der CuII-Spezies wider, die zu einem

Tabelle 4: Peptidsequenzen bei der Substitution einzelner Aminos-urerreste in der -ußeren (oben) und inneren Sph-re (Mitte) sowie prim-rer
koordinierender Reste (unten) in Arbeiten zur CuNiR-Aktivit-t. Die Position dieser Modifikationen ist in Abbildung 6 zu sehen.

Peptid[a] abcdefg abcdefg abcdefg abcdefg DLadung

TRI-H Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK HKALEEK G-NH2
TRI-HK22Q Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEQ HKALEEK G-NH2 @3
TRI-EH Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HKALEEK G-NH2 @6
TRI-EHE27K Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HKAKEEK G-NH2 0
TRI-EHE27Q Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HKAQEEK G-NH2 @3
TRI-EHK24Q Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HQALEEK G-NH2 @9
TRI-EHK24E Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HEALEEK G-NH2 @12

L19I Ac-G WKALEEK LKALEEK LKAIEEK HKALEEK G-NH2 0
L19DL Ac-G WKALEEK LKALEEK LKADLEEK HKALEEK G-NH2 0
L19A Ac-G WKALEEK LKALEEK LKAAEEK HKALEEK G-NH2 0
L26A Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK HKAAEEK G-NH2 0
L19D Ac-G WKALEEK LKALEEK LKADEEK HKALEEK G-NH2 @3
L26D Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK HKADEEK G-NH2 @3

TRI-dmH Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK dmHKALEEK G-NH2 0
TRI-emH Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK emHKALEEK G-NH2 0
TRI-emH L19A Ac-G WKALEEK LKALEEK LKAAEEK emHKALEEK G-NH2 0

[a] N- und C-Terminus sind acyliert bzw. amidiert.
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weniger positiven Reduktionspotential fghrt. Die unter-
schiedlichen Bindungsaffinit-ten der CuI- und CuII-Spezies in
jedem unserer Modelle liegen etwa 100 mV auseinander,
wobei bei niedrigen pH-Werten jeweils das positivere Re-
duktionspotential gefunden wird.

Das ursprgngliche Ziel unseres Designs von CuNiR-Mo-
dellen mit zunehmend negativer Ladung bestand in der Sta-
bilisierung der positiv geladenen CuII-Spezies als Strategie,
um das Reduktionspotential zu senken. Obwohl wir innerhalb
dieser Serie in der Tat die erwartete Abnahme des Redukti-
onspotentials beobachten konnten, war dies eine Folge der
Destabilisierung der CuI-Spezies und nicht der erwgnschten
Stabilisierung der CuII-Spezies. Die erhçhte Affinit-t fgr CuI

beim 3bergang von einer negativ geladenen Umgebung des
Metallzentrums zu st-rker positiv geladenen Umgebungen
legt nahe, dass hierbei Effekte infolge der Bildung von Was-
serstoff- und Salzbrgcken zum Tragen kommen. Wir schlugen
daher vor, dass das Kupferion in unseren Modellen in einer
starren Ligandenmatrix („rack-induced“) koordiniert ist,
-hnlich der in blauen Kupferproteinen, die als Elektronen-
transferproteine fungieren.[51] In diesem Modell schr-nkt die
Proteinmatrix die Geometrie der Koordinationsumgebung
des Metallzentrum derart ein, dass sich fgr die verschiedenen
Oxidationszust-nde eine ver-nderte Stabilit-t ergibt, die

wiederum zur Einstellung des Redoxpotentials des Kupfer-
zentrums genutzt wird. Unsere Ergebnisse lassen darauf
schließen, dass dieser Effekt der starren Proteinmatrix in
unseren CuNiR-Modellen fgr die CuI-Form st-rker ausge-
pr-gt ist. Wir nahmen an, dass eine Wasserstoffbrgcke zwi-
schen Glu22 und His23 fgr die Orientierung des Imidazolli-
ganden verantwortlich ist.

Schließlich ermittelten wir gber den oben beschriebenen
Ascorbat-Assay auch die Geschwindigkeitskonstanten der
CuNiR-Aktivit-t unserer Modelle mit modifizierter -ußerer
Sph-re. Bei einer von 0 auf @12 verringerten Ladung beob-
achteten wir fgr die gesamte Serie eine vierfache Erhçhung
der NiR-Aktivit-t und eine Korrelation mit dem jeweiligen
Reduktionspotential (Abbildung 8B). Bei pH 5.8 gilt fgr
diese Modelle, dass bei hçherem Reduktionspotenial eine
niedrigere Geschwindigkeitskonstante erhalten wird. Obwohl
diese Befunde dafgr zu sprechen scheinen, dass die Reakti-
onsgeschwindigkeit linear vom Reduktionspotential abh-ngt,
widerlegen die Bedingungen des verwendeten Assays (in dem
Ascorbat in signifikantem 3berschuss zugesetzt wird) die
Schlussfolgerung, dass dieses Verhalten in der Geschwindig-
keit des Elektronentransfers begrgndet ist, denn wir konnten
zeigen, dass die Reduktion von CuII zu CuI durch Ascorbat
nicht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Umset-
zung ist. Wir nehmen stattdessen an, dass die Reorganisa-
tionsenergie bei der Oxidation (von trigonalem CuI zu
pseudo-tetraedrischem CuII) die beobachteten Geschwindig-
keiten begrenzt. Diese Arbeit zeigte, dass Ver-nderungen der
Ladung in der Umgebung des aktiven Zentrums durch Sub-
stitution nahegelegener Aminos-urereste zur Modifikation
von Eigenschaften genutzt werden kçnnen, die das Redukti-

Abbildung 7. pH-Titration von CuII(TRI-H)3 A) unterhalb und B) ober-
halb von pH 7.5. C) hnderungen der Absorbanz der CuII-d-d-Bande bei
Bindung von CuII an TRI-H (*; DLadung =0), TRI-EHE27K (*; DLa-

dung = 0), TRIE-H (&; DLadung =@6) und TRI-EHK24E (&; DLadung =@12).
Adaptiert mit Genehmigung aus Lit. [50]. Copyright 2013 American
Chemical Society.

Abbildung 8. A) Berechnete Reduktionspotentiale bei hnderung der lo-
kalen Ladung bei pH 5.8 und 7.4. B) Geschwindigkeit der NiR-Reaktion
gegen berechnetes Reduktionspotential bei pH 5.8. Peptide: 1) TRI-
EHE27K, 2) TRI-EHE27Q, 3) TRI-EH, 4) TRI-EHK24Q, 5) TRIE-HK24E.
Adaptiert mit Genehmigung aus Lit. [50]. Copyright 2013 American
Chemical Society.
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onspotential und die NiR-Aktivit-t auf systematische Weise
beeinflussen.

3.4. Modifikation des sterischen Anspruchs und Einffhrung
potentieller Wasserstoffbrfcken in der inneren Sph-re

Nachdem wir den Einfluss von Modifikationen in der
-ußeren Sph-re auf die CuNiR-Aktivit-t untersucht hatten,
richteten wir unser Augenmerk auf die Auswirkungen von
Modifikationen der inneren Sph-re. Es ist bekannt, dass die
Aminos-urereste der inneren Sph-re eine signifikante Rolle
in der Katalyse spielen, und es wurde bereits gezeigt, dass
Mutationen in der inneren Sph-re die katalytische Effizienz
und Umsatzgeschwindigkeiten signifikant ver-ndern. Daher
nutzten wir unsere rationale Designstrategie und identifi-
zierten zwei Positionen innerhalb des 3SCC, in denen eine
Substitution der Leucinschicht durch andere Aminos-ure-
reste zu Modifikationen der Koordinationsumgebung des
Kupferzentrums oder der kupfergebundenen Wassermole-
kgle fghren kçnnte (Abbildung 6B). Wir hatten in vorange-
gangen Arbeiten bereits zeigen kçnnen, dass die Koordina-
tionszahl von Cd in Tris(cystein)-Koordinationsmotiven
durch Modifikation des sterischen Anspruchs der hydropho-
ben Schicht im Innenraum der Struktur oberhalb oder un-
terhalb des Cd(S3)-Zentrums gesteuert werden kann.[16,52]

Dementsprechend sollte sich durch Modifikation des steri-
schen Anspruchs der Aminos-urereste in der Umgebung der
Bindungsstelle des katalytisch aktiven Metallions der Sub-
strat- und Lçsungsmittelzugang zum aktiven Zentrum ein-
stellen lassen. Wir nutzten diesen Ansatz fgr unsere Cu(His3)-
NiR-Systeme und substituierten die Leucinreste in den Posi-
tionen 19 und 26, also in den Leucinschichten direkt ober- und
unterhalb des aktiven Cu(NiR)-Zentrums (Tabelle 4 und
Abbildung 6B).[53] Wir erhçhten den sterischen Anspruch
oberhalb des Kupferzentrums durch Substitution mit Isoleu-
cin oder d-Leucin, da wir annahmen, dass in unserem CuNiR-
Modell der ersten Generation eine Fgnffach-Koordination
des CuII-Zustands erfolgt, w-hrend in nativem CuNiR eine
Vierfach-Koordination vorliegt. Wir nahmen an, dass eine
Erhçhung des sterischen Anspruchs oberhalb des Metall-
zentrums den Zugang fgr Lçsungsmittelmolekgle erschweren
und so zu einer niedrigeren Koordinationszahl des Kupfers
fghren wgrde. Wir untersuchten anschließend auch den
Effekt eines verringerten sterischen Anspruchs ober- oder
unterhalb des Metallzentrums durch Substitution mit Alanin,
da Kristallstrukturen unserer schwermetallbindenden Struk-
turen gezeigt hatten, dass ein verringerter sterischer An-
spruch die Bindung von bis zu vier weiteren Wassermolekglen
ermçglicht.[34] Um den Einfluss von Wasserstoffbrgcken zum
kupfergebundenen Wasser oder den Histidin-Imidazolligan-
den und/oder des Hinzufggens weiterer Cu-koordinierender
Aminos-urereste zu untersuchen, entwickelten wir Gergste,
in denen sich Aspartatreste direkt unter- oder oberhalb des
Kupferzentrums befinden.

Wir studierten die CuNiR-Aktivit-t in dieser Serie von
CuNiR-Modellen und beobachteten Geschwindigkeitskon-
stanten, die die Serie in zwei identifizierbare Gruppen auf-
teilten (Abbildung 9, grgn): eine Gruppe, in der die An-

fangsgeschwindigkeitskonstanten denen des ursprgnglichen
TRI-H -hnelten (L19I und L19DL), und eine Gruppe, in der
die Geschwindigkeit der CuNiR-Reaktivit-t 60–75-mal hçher
lag (Ala- und Asp-substituierte Modelle). Wir nahmen an,
dass dieser Trend der unterschiedlichen Reaktionsgeschwin-
digkeiten auf Strukturunterschiede in der Ruheform der CuI-
Spezies zurgckzufghren war, da wir bereits gezeigt hatten,
dass die Reduktion der CuII-Spezies unter den Bedingungen
unserer Assays extrem schnell verl-uft. Daher nahmen wir
Rçntgenabsorptionsdaten auf und verglichen die 1s!4p-
Energien der XANES-Region (Abbildung 10) und die aus
EXAFS-Daten ermittelten Bindungsl-ngen.

Die hçhere Intensit-t der CuI-Vorkantenstruktur und die
Zunahme der Kupfer-Ligand-Bindungsl-ngen gem-ß den
EXAFS-Daten, die fgr Modelle mit zunehmendem steri-
schem Anspruch erhalten wurden, lassen darauf schließen,
dass ein verringerter sterischer Anspruch nicht die Bindung
weiterer Liganden ermçglicht, sondern stattdessen eine Ent-
spannung am CuI-Zentrum unter Verringerung der Koordi-
nationszahl von 3 auf 2 erlaubt. Dieser Befund war gegen-
s-tzlich zu den Ergebnissen, die wir zuvor bei der Modifika-
tion der Sterik in der Umgebung von Schwermetallzentren
erhalten hatten, in denen ein verringerter sterischer Anspruch
zu einer Erhçhung der Koordinationszahl fghrte. Die unter-
schiedlichen XANES-1s!4p-Energien konnten zur Ab-
grenzung der beiden Gruppen genutzt werden, wobei die
aktiveren Modelle eine hçhere Energie als das TRI-H-Vor-
bild aufweisen und diejenigen Modelle, die eine TRI-H-
-hnliche Aktivit-t zeigen, auch -hnliche 1s!4p-Energien
haben. Diese Verschiebung, die Informationen gber die
Elektronendichte am Kupferzentrum und dementsprechend
gber seine Verfggbarkeit fgr redoxchemische Prozesse liefert,
scheint mit einer erhçhten NiR-Aktivit-t zu korrelieren und
wgrde auch einen Einfluss auf die Potentialfl-che des 3ber-

Abbildung 9. Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung des
ursprfnglichen TRIW-H-Konstrukts (rot) aus Lit. [37] im Vergleich zu
denen der Aminos-urereste des helikalen Kontakts der -ußeren Sph-re
(blau) aus Lit. [50], der inneren Aminos-urreste (grfn) aus Lit. [53],
und der prim-ren koordinierenden Aminos-urereste (magenta) aus
Lit. [56]. Adaptiert mit Genehmigung aus Lit. [56]. Copyright 2019
American Chemical Society.
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gangszustands w-hrend der Katalyse haben (siehe Ab-
schnitt 3.2). Native CuNiRs enthalten sowohl im oxidierten
als auch im reduzierten Zustand vierfach-koordinierte Cu-
(His)3(H2O)-Zentren, was darauf hindeutet, dass die Reor-
ganisation in unseren Modellsystemen einen limitierenden
Faktor fgr die Verbesserung der Aktivit-t darstellt.

3.5. Die Rolle von Histidin-Koordinationsisomeren ffr die CuNiR-
Aktivit-t

Eine weitere wichtige Eigenschaft von Imidazoleinheiten
ist ihre F-higkeit, gber jedes der beiden Imidazol-Stickstoff-
atome als Ligand zu koordinieren. Wie bereits in unserer
Diskussion von PHM und CuNiR erw-hnt, zeigen diese
beiden Enzyme eine deutlich unterschiedliche Kupferchemie,
obwohl es sich in beiden F-llen um ein Cu(His)3-Zentrum
handelt. Eine genaue Betrachtung der Strukturen von CuNiR
(PDB: 4YSE[54]) und PHM (PDB: 1PHM[55]) ergibt, dass
darin unterschiedliche tautomere Koordinationsisomere vor-
liegen, wobei die Koordination an das Kupferzentrum im
ersten Fall gber das Ne- und im zweiten Fall gber das Nd-Atom
des Imidazols erfolgt. Dieser Unterschied in der Koordinati-
on (Ne gegengber Nd) ist allen Typ-1-Kupferzentren, die dem
Elektronentransfer dienen, gegengber katalytischen Typ-2-
Kupferzentren gemeinsam. Um die Orientierung der Histi-
dinkoordination in unserem CuNiR-Modell TRI-H zu be-
stimmen, entwickelten wir Gergste, die N-methyliertes
Histidin als prim-re koordinierende Liganden enthielten
(Sequenzen in Tabelle 4).[56] So war es mçglich, Ne-Methyl-

histidin (TRI-emH, Koordination gber Nd) mit Nd-Methylhis-
tidin (TRI-dmH, Koordination gber Ne) mit unserem ur-
sprgnglichen Design zu vergleichen und so nicht nur den
genauen Koordinationsmodus zu bestimmen, sondern auch
die Auswirkungen des umgekehrten Koordinationsmodus zu
betrachten und so direkt den Einfluss der verschiedenen
Kupfer-Histidin-Koordinationsisomere auf die Eigenschaften
unseres gut verstandenen Metalloenzyms zu untersuchen.

Dabei ist es wichtig zu erw-hnen, dass die Methylierung
des Imidazols die Eigenschaften dieses Liganden fundamen-
tal, und nicht nur beschr-nkt auf die N-Koordination, ver-
-ndert. Das Ersetzen einer der N-H-Einheiten durch N-Me
entfernt auch eine Mçglichkeit der Wasserstoffbrgckenbin-
dung und ver-ndert sowohl den pKa-Wert als auch die zu-
g-ngliche Ladung dieses Liganden. Zudem ist die Methyl-
gruppe ein st-rkerer Elektronendonor und ver-ndert die
elektronischen Eigenschaften des Imidazolliganden auf oft
schwer vorhersagbare Weise.[57] Nicht zuletzt sind N-Me-
thylimidazole sterisch anspruchsvoller als Histidine, was die
Stabilit-t und Geometrie der Kupferzentren signifikant be-
einflussen kann. Dementsprechend mgssen bei Substitutio-
nen mit N-Methylhistidin mehrere Faktoren bergcksichtigt
werden.

Wir untersuchten die Auswirkungen erzwungener e- oder
d-Stickstoffbindung (durch Methylierung des jeweils anderen
Imidazol-Stickstoffatoms) auf die Geometrie, das Redoxpo-
tential und die katalytische Aktivit-t des Kupferzentrums.
EPR-, XAS- und UV/Vis-Spektroskopie deuten darauf hin,
dass TRI-emH sowohl in der CuI- als auch in der CuII-Form
eine kleinere Zahl koordinierender Imidazolliganden auf-
weist als TRI-dmH (Abbildung 11). TRI-dmH zeigte eine sehr
-hnlich Geometrie wie das Original (TRI-H), w-hrend in
TRI-emH eine eher tetraedrische CuII-Spezies vorlag (N3O-
Koordination im Unterschied zur N2O2-Koordination in TRI-
H und TRI-dmH) und ein eher zweifach-koordinierter Cha-
rakter fgr die CuI-Spezies, im Unterschied zur Dreifach-Ko-
ordination in den beiden anderen Strukturen, gefunden
wurde. Diese Befunde legen nahe, dass die Koordination in
TRI-H gber das e-Stickstoffatom erfolgt. Wie auch bei un-
seren Modifikationen der inneren Koordinationssph-re be-

Abbildung 10. CuI-XANES bei pH 5.8 von Gerfsten mit Modifikation
A) der inneren Sph-re und B) der prim-ren koordinierenden Amino-
s-urereste im Vergleich zu den Daten ffr TRIW-H. Adaptiert mit Ge-
nehmigung aus Lit. [53] und [56]. Copyright 2018 Wiley-VCH und 2019
American Chemical Society.

Abbildung 11. Modelle der Metallbindungsstelle in A) CuI-TRIW-dmH
und B) CuI-TRIW-emH, C) CuII-TRIW-dmH und D) CuII-TRIW-emH. Mo-
delle erstellt mit PyMol auf Basis des ZnII(His)3-Zentrums in HgII

SZnII
N

(CSL9CL23H)3 [PDB: 3PBJ[12]] . Adaptiert mit Genehmigung aus Lit. [56]
Copyright 2019 American Chemical Society.
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obachteten wir fgr diese Systeme eine Verschiebung der
Energie des 1s!4p-3bergangs in der XANES-Region, wobei
diese in TRI-dmH der des Originals TRI-H entsprach, w-h-
rend sie in TRI-emH zu etwas hçheren Werten verschoben war
(Abbildung 10 B).

Zum Schluss verglichen wir die NiR-Aktivit-t der N-
Methylhistidin-substituierten Modelle mit der unserer frg-
heren Designs (Abbildung 9, magenta). Die grçßte Steige-
rung der NiR-Aktivit-t wurde durch Modifikation der pri-
m-ren Liganden erreicht. Interessanterweise wurde die grç-
ßere Aktivit-tssteigerung durch Methylierung des d-Stick-
stoffatoms erreicht, die eine e-Koordination wie in TRI-H
erzwingt. Wir schlossen daraus, dass ein induktiver Effekt bei
der N-Alkylierung, der mit einer Erhçhung der HOMO-
Energien durch elektronenreichere Liganden einhergeht, fgr
die unterschiedliche Aktivit-t dieser Systeme verantwortlich
ist. Wir versuchten nun, diejenigen Eigenschaften, die in den
vorangegangenen Modifikationen der inneren Koordinati-
onssph-re zu den hçchsten NiR-Aktivit-ten gefghrt hatten
(Reduktion des sterischen Anspruchs durch L19A-Mutation,
75-fache Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit gegengber
der von TRI-H) mit der besten prim-ren Koordinationsum-
gebung (TRI-dmH, 260-fache Aktivit-tssteigerung) zu kom-
binieren und synthetisierten TRI-dmH-L19A. Zwar fghrte
diese Kombination nur zu einer 2.5-fachen Erhçhung der
Reaktionsgeschwindigkeit gegengber jener von TRI-dmH,
jedoch ist dieses Gergst bis heute das beste CuNiR-Modell in
einem w-ssrigen System, mit einer 640-fach hçheren Aktivi-
t-t als unser CuNiR-Modell der ersten Generation (TIR-H).
Auch wenn dieses System den bisher besten synthetischen
homogenen Katalysator fgr die CuNiR-Aktivit-t darstellt,
bleibt seine Aktivit-t um das 400000-Fache hinter der des
natgrlichen Systems zurgck.

Die Michaelis—Menten-Kinetik der CuNiR-Aktivit-t
unserer Modelle zeigte, dass die niedrigere Aktivit-t eine
Folge verschiedener Faktoren ist, die sowohl die maximale
katalytische Umsatzgeschwindigkeit als auch die Bindung
und den Zugang der Substrate zum aktiven Zentrum beein-
flussen (Tabelle 5). Vmax erreicht ein Plateau, w-hrend die
Katalyseleistung am st-rksten durch KM-Effekte beeinflusst
wird. Dabei haben wir in unseren CuNiR-Modellen bisher
den entscheidenden S-ure-Base-Katalysator außer Acht ge-
lassen, einen Aspartatrest, der fgr die Aktivit-t des nativen
Proteins wichtig ist. Wir haben bereits Versuche unternom-

men, einen nahegelegenen Aspartatrest einzufggen. Die er-
zwungene dreifache Symmetrie bedeutete allerdings, dass
dabei drei Aspartatreste in der N-he des CuHis3-Zentrums
positioniert waren, und wir nehmen an, dass diese Aspartat-
reste miteinander statt mit dem Kupferzentrum wechsel-
wirkten.[53] Zus-tzlich beobachteten wir einen signifikant
niedrigeren KM-Wert als bei niedermolekularen Modellen,
was darauf schließen l-sst, dass die Substraterkennung und
der Substratzugang zum aktiven Zentrum durch unser Ge-
rgstdesign eingeschr-nkt werden. Dieser Unterschied kann
sich auch in der Bindung von NO2

@ an CuI gegengber CuII

widerspiegeln. Dies bedeutet, dass weitere Modifikationen an
unseren Gergststrukturen nçtig sind, die die Substratbindung
verbessern, beispielsweise neue Gergste, die asymmetrische
Modifikationen ermçglichen. Wir haben kgrzlich ein solches
Gergst entwickelt, gber das wir in Kgrze berichten wollen.[63]

4. Design von Elektronentransferzentren in
De-novo-Gerfsten

Wir wenden uns nun unseren aktuellen Arbeiten zum De-
novo-Design von Elektronentransferzentren in unseren
alpha-helikalen Gergstsystemen zu. Metallzentren, die dem
Transport von Elektronen gber Membranen hinweg, zwi-
schen Metallzentren oder gekoppelt an Protonentransfers
dienen, mgssen Bindungsmotive aufweisen, die die unter-
schiedlichen jeweils bevorzugten Geometrien und Liganden
der verschiedenen Oxidationszust-nde unterstgtzen, wie es
auch fgr Metallzentren wie in CuNiR der Fall ist, die an ka-
talytischen Redoxprozessen beteiligt sind. Wie bereits oben
im Detail beschrieben, erfordert dies eine sorgf-ltige Be-
trachtung der Koordinationszahl und –geometrie sowie eine
dementsprechende Positionierung der Liganden in der Ge-
rgststruktur. Wir betrachten in der Folge die Entwicklung
unserer Modelle fgr eisenhaltige Rubredoxine und kupfer-
haltige Cupredoxine.

4.1. Entwicklung von Nicht-H-m-Eisen-Rubredoxinmodellen

FeS-Cluster-Proteine sind eine Klasse von Proteinen mit
Kofaktoren unterschiedlicher Komplexit-t, die von einem
einzelnen, an vier Cysteinreste gebundenen Eisenzentrum

Tabelle 5: Kinetische Parameter der CuNiR-Aktivit-t ausgew-hlter 3SCCs und niedermolekularer Modellkomplexe bei pH 5.8.

Konstrukt Reaktionsgeschw.[a]

[s@1]
Vmax

[Ms@1]
KM

[m]
kcat

[s@1]
kcat/KM

[s@1 m@1]

TRIW-H[58] 4.6 W 10@4 N/A N/A N/A N/A
TRIW-H L19A[59] 3.5 W 10@2 2.3:0.3W 10@6 0.24:0.05 0.23:0.03 1.0:0.3
TRIW-dmH 0.12 1.5:0.1W 10@5 0.18:0.02 1.5:0.1 8.2:0.1
TRIW-dmH L19A 0.30 1.5:0.1W 10@5 0.13:0.01 1.5:0.1 11.3:0.1
TRIW-emH 1.2 W 10@3 N/A N/A N/A N/A
[CuMe2bpa(H2O)(ClO4)]

+ auf der Elektrode bei pH 5.5[60] N/A N/A 1.1W 10@3 0.063 57.3
[CuMe2bpa(H2O)(ClO4)]

+ in Lçsung bei pH 5.5[60] N/A N/A 2.5W 10@3 5.3 W 10@5 0.02
AfCuNiR pH 6.5[61] N/A N/A 1.5W 10@4 620 4.1 W 106

AxCuNiR pH 7.0, 4 88C[62] N/A N/A 2.7W 10@3 89 3.3 W 105

[a] Der Wert ffr die Reaktionsgeschwindigkeit bezieht sich auf die Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung der metallopeptidkatalysierten
Reduktion von Nitrit durch Ascorbat in Lçsungen mit 30 mm Nitrit und 1.2 mm Ascorbat. N/A = nicht verffgbar.[58]
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(z. B. Rubredoxin)[64] bis zu mehratomigen Kofaktoren reicht,
die von einer separaten Proteinmaschinerie aufgebaut
werden mgssen, bevor sie in das jeweilige Zielprotein inse-
riert werden kçnnen (beispielsweise der P-Cluster der Ni-
trogenase).[65] Die relativ einfache Struktur des aktiven Zen-
trums und die umfangreiche Literatur, die zu ihrer Geometrie
und Spektroskopie verfggbar ist, machen Rubredoxine zu
einem vielversprechenden Ziel im Design von Metallopro-
teinen.[3b]

Frghere Arbeiten zum Design von Rubredoxinen kon-
zentrierten sich auf die Nachbildung der Haarnadelstruktur
der natgrlichen Bindungsstelle und zeigten, dass mit einer
De-novo-Proteinsequenz dieselbe Sekund-rstruktur und
Metallbindungsstelle reproduziert werden konnten.[66]] Fari-
nas und Regan nutzten das Programm Metal Search, um ein
tetraedrisches Cys4-Motiv in die B1-Dom-ne des IgG-bin-
denden Proteins G einzubauen. Obwohl dieses System die
spektroskopischen Eigenschaften der FeIII-Form von Rub-
redoxin nachbildete, war es kein funktionales Redoxzen-
trum.[66d] DeGrado et al. entwickelten ein Rubredoxinmodell,
indem sie die sekund-re lokale Geometrie des Eisenzentrums
im natgrlichen Protein nachbildeten und das umgebende
Protein auf die zur Erhaltung dieser Geometrie notwendigen
40 Aminos-uren minimierten.[66b] Dieses System bildete nicht
nur erfolgreich die spektroskopischen Eigenschaften des na-
tgrlichen FeIII-Rubredoxins nach, sondern war auch das erste
de novo entworfene Rubredoxinmodell, das in der Lage war,
zuverl-ssig bis zu 16 Redoxzyklen zu durchlaufen. Die wohl
erfolgreichste Vereinfachung von Rubredoxin wurde von
S8nHque et al. in einem Peptid aus 18 Aminos-uren entwi-
ckelt, das aus einem zyklischen und einem linearen Abschnitt
bestand.[66a] Auch wenn dieses System weniger Redoxzyklen
durchlief als das von DeGrado et al. beschriebene Modell
(7 anstelle von 16), bildete es die spektroskopischen Eigen-
schaften des natgrlichen Rubredoxins in der FeII- und FeIII-
Form mit weniger als der halben Anzahl von Aminos-uren
nach.

Wir konzentrierten unsere eigenen Arbeiten darauf zu
evaluieren, ob die Haarnadelschleife der Sekund-rstruktur
zur Nachbildung der spektroskopischen Eigenschaften von
Rubredoxin notwendig ist. Dazu brachten wir eine Rubred-
oxin--hnliche Cys4-Bindungsstelle in ein alpha-Helix-Bgndel
ein (Abbildung 12).[67] Basierend auf dem schwermetallbin-
denden Cys3-Peptid a3DIV hatte unsere Gruppe in vorange-
gangenen Arbeiten bereits zwei Cys4-Proteine (a3DIVH72C
oder L21C) als Modelle fgr das Cd-Zentrum in CadC entwi-
ckelt.[68] Mittels 113Cd-NMR-Spektroskopie hatten wir ge-
zeigt, dass die H72C-Variante, in der sich der vierte Cystein-
rest in einer nahegelegenen Schlaufe befand, CDS3O bildete,
wohingegen L21C, in dem der vierte Cysteinrest Teil des
CXXC-Chelatmotivs war, CDS4 bildete. Wir testeten daher
sowohl a3DIVH72C als auch L21C als mçgliche Rubred-
oxinmodelle.

Wenn a3DIVH72C und L21C in Medien exprimiert
wurden, die zus-tzliches Fe enthielten, war die L21C-Variante
rot gef-rbt, was auf einen gewissen Grad an Eisenbindung
in vivo hindeutete. ihnliche Exprimierung entweder von
a3DIV allein oder seiner H72C-Variation ergaben die stan-
dardm-ßige gelbliche Farbe. Daher konzentrierten wir unsere

Charakterisierung auf a3DIVL21C als mçgliches Rubred-
oxinmodell und nutzten dazu UV/Vis-, Mçßbauer-, EPR-,
Magnetocirculardichroismus (MCD)- und Rçntgenabsorp-
tionsspektroskopie. Aufgereinigtes Peptid wurde mit Fe re-
konstituiert, indem FeII zugesetzt wurde, bevor durch Oxi-
dation an Luft die FeIII-Form erhalten wurde. Die optischen
Absorptionsspektren von FeIII-a3DIVL21C zeigten Ligand-
Metall-Charge-Transfer (LMCT)-Peaks bei -hnlichen Wel-
lenl-ngen, wie fgr das natgrliche Rubredoxin berichtet (Ta-
belle 6), allerdings nur mit etwa 30% der erwarteten Inten-
sit-t, in 3bereinstimmung mit anderen spektroskopischen
Befunden, die auf einen gewissen Anteil eisenfreier Spezies
hindeuteten (siehe unten).[69]

Die MCD-Analyse des optischen Spektrums von FeIII-
a3DIV L21C lieferte neun Peaks, die energetisch den in na-
tgrlichem Rubredoxin beobachteten Peaks entsprachen.
Weitere Untersuchungen der optischen Spektren durch
MCD-Spektroskopie bei variabler Temperatur und variablem
Feld ergaben ein S-ttigungsverhalten, das mit dem des na-
tgrlichen Rubredoxins konsistent war. Bei 4.2 K aufgenom-
mene Mçßbauer-Spektren von FeII-a3DIVL21C -hnelten
denen natgrlicher Rubredoxine. Hochfeldspektren zeigten
allerdings das Vorliegen zweier unabh-ngiger Spezies: 60%
FeS4 und 40 % FeS3O.[70a] ihnliche Ergebnisse wurden aus
den Mçßbauer-Spektren von FeIII-a3DIVL21C erhalten, die
denen von Rubredoxin -hneln, allerdings 25% Verunreini-
gungen von Eisen(III)-oxiden und -hydroxiden enthielten.
Diese Verunreinigung wurde auch im X-Band-EPR-Spek-
trum beobachtet, das jedoch im Allgemeinen mit dem Spek-
trum des natgrlichen Rubredoxins gbereinstimmte. EXAFS-
Analysen zeigten dargber hinaus, dass in FeII-a3DIVL21C
nur eine einzige Fe-S-Streuer-Bindung von 2.32 c vorliegt.

Wir betrachteten das elektrochemische Verhalten von
FeII/III-a3DIVL21C, um Informationen gber seine Aktivit-t
als Elektronentransferzentrum zu gewinnen, und beobachte-
ten dabei einen Ein-Elektronen-Transfer, der mit einem Po-
tential von @75 mV im Bereich natgrlicher Rubredoxine
(@90 bis 50 mV) liegt.[64a,f, 70b, 71] pH-Abh-ngige Messungen des
Redoxpotentials ergaben, dass es sich hierbei um einen ge-

Abbildung 12. Modell des synthetischen Rubredoxins Fe-a3DIVL21C,
erzeugt mit PyMol auf Basis der NMR-Struktur von a3DIV (PDB:
2MTQ). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [67]. Copyright 2018
American Chemical Society.
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koppelten 2-Protonen-1-Elektron-Prozess handelt. Damit
unterscheidet sich unser System von natgrlichen Rubredoxi-
nen, deren Redoxpotential pH-unabh-ngig ist. Wir nehmen
an, dass dieser Effekt in unserem Modell durch geladene
Aminos-urereste in der N-he der Metallbindungsstelle ver-
ursacht wird. Bis zu drei Zyklen aus chemischer Reduktion
mit Dithionit und nachfolgender Oxidation mit Luftsauer-
stoff konnten durchgefghrt werden, bevor ein irreversibles
Ausbleichen der Probe beobachtet wurde, das vermutlich auf
die Oxidation von Cysteinresten zurgckzufghren ist.

Diese Arbeit stellte die umfassendste berichtete Charak-
terisierung eines de novo entworfenen Rubredoxins dar und
zeigte, dass es mçglich ist, ein tetraedrisches FeS4-Zentrum in
einem starren Gergst zu konstruieren, das nicht von der Se-
kund-rstruktur des nativen Proteins abgeleitet ist. Wir
konnten auch belegen, dass das CXXC-Motiv des nativen
Rubredoxins ein wichtiger Baustein zur Erhaltung der Geo-
metrie der Metallbindungsstelle in einem Protein ist, da unser
Gergst ohne dieses Motiv nicht in der Lage war, die spek-
troskopischen Eigenschaften eines tetraedrischen FeS4-Zen-
trums nachzubilden. Ein Vergleich der MCD-Daten mit den
Ergebnissen der Mçßbauer- und EPR-Spektren ergab, dass
unser Modell auch das kontroverse Vorzeichen des Parame-
ters D im natgrlichen Rubredoxin reproduziert, fgr den aus
MCD-Experimenten negative Werte, aus EPR- und Mçß-
bauer-Spektroskopie aber positive Werte erhalten wer-
den.[70a,72] In Zukunft kçnnen Hochfeld-EPR-Spektroskopie
und weiteres Proteindesign dazu beitragen, diesen scheinba-
ren Widerspruch aufzulçsen.

4.2. Entwicklung von Cupredoxinmodellen

Typ-1-Kupferproteine sind Elektronentransferproteine
mit einem Greek-Key-beta-Fass und einer CuHis2CysXxx-
Bindungsstelle, in der Xxx zwischen Met, Gln und (in einem
Fall) Glu variieren kann. Diese Proteine faszinieren Bioan-
organiker wegen ihrer rigiden Geometrie, ihrer einzigartigen
optischen Eigenschaften, die zu intensiv blauen, grgnen oder
roten Lçsungen fghren, und der verringerten Hyperfein-
kopplungskonstante in ihren EPR-Spektren seit vielen
Jahren.[73] Blaue Typ-1-Kupferzentren zeigen einen intensiven
LMCT bei 600 nm, der auf dem Cys-Cu-p-dx2@y2 -3bergang
beruht, eine kurze Cu-Cys-Bindung von 2.1–2.2 c und eine
verkleinerte Hyperfeinkopplungskonstante Ak von unter
100 X 10@4 cm@1.[74] Grgne Typ-1-Kupferzentren haben eine

zus-tzliche LMCT-Bande bei 450 nm, die zu einem Cys-Cu-s-
dx2@y2 -3bergang gehçrt, wobei das Intensit-tsverh-ltnis
beider 3berg-nge etwa 1 betr-gt, eine etwas l-ngere Cu-Cys-
Bindung von 2.2 c und eine -hnliche Hyperfeinkopplungs-
konstante Ak.

[75] Rote Typ-1-Kupferzentren schließlich haben
eine deutlich intensivere s-LMCT-Bande bei 390 nm, einen
blauverschobenen und abgeschw-chten Cys-Cu-p-dx2@y2 -
3bergang bei 500 nm mit einem es/p-Verh-ltnis von ca. 3,
einen Cu-Cys-Abstand von fast 2.3 c und ein EPR-Spektrum,
das dem fgr Typ-2-Kupferzentren beobachteten EPR-Spek-
trum -hnelt.[76]

Frghere Versuche, Typ-1-Kupferzentren in Gergsten zu
entwerfen, die nicht vom natgrlichen Gergst abgeleitet
waren, lieferten meist grgne Kupferproteine.[77] Valentine
et al. gelang die Nachbildung der spektroskopischen Eigen-
schaften eines grgnen Kupferproteins in einer H80C-Variante
der Cu/Zn-Superoxid-Dismutase, w-hrend Hellinga eine
Serie von Thioredoxinvarianten entwickelte, die nach Hin-
zufggen eines exogenen Azidliganden ebenfalls die spektro-
skopischen Eigenschaften grgner Kupferproteine nachbilde-
ten.[77a,b] In einem kombinatorischen Ansatz synthetisierten
und analysierten Hildebrandt et al. 180 verschiedene Vier-
Helix-Bgndel-Proteine, die das His2Cys-Motiv enthielten,
und berichteten, dass mehrere dieser Proteine die charakte-
ristischen Spektren grgner Kupferproteine zeigten.[77c] Die
erfolgreichste Arbeit in der Entwicklung von blauen De-
novo-Kupferproteinen gelang Tanaka et al., die ein His2Glu-
Kupfer-bindendes Protein in einem Vier-Helix-Bgndel zu
einer His2Cys-Bindungsstelle modifizierten und so durch ra-
tionales Design ein grgnes Kupferprotein erhielten.[77d] In-
teressanterweise ließ sich durch Zugabe verschiedener exo-
gener Liganden wie Chlorid, Sulfat, Acetat und Phosphat
dieses grgne Kupferprotein spektroskopisch in ein blaues
Kupferprotein gberfghren.[78] Wenngleich all diese Arbeiten
beeindruckende Beitr-ge zur Weiterentwicklung des For-
schungsgebiets leisteten, zeigt die bençtigte Zugabe exogener
Liganden zur Nachbildung der Spektren blauer Kupferzen-
tren, dass die Frage nach der Synthese eines eigenst-ndigen
blauen Kupferzentrums in De-novo-Gergststrukturen noch
immer unbeantwortet blieb.

Wir konnten bereits zuvor zeigen, dass eine His3- oder
Cys3-Metallbindungsstelle in das 3HB-Protein a3D eingebaut
werden kann, aber diese Arbeit stellte unseren ersten Versuch
zum Design einer gemischten Koordinationssph-re dar.[24,80]

Vier unterschiedliche mçgliche Cupredoxine wurden in
diesem a3D-Gergst entworfen: CR1, CH3, CH4 und ChC2

Tabelle 6: Physikalische Eigenschaften der in Lit. [67] beschriebenen Konstrukte.

Protein UV/Vis: l [nm]
(e [m@1 cm@1])

Redoxpotential
(gegen
NHE) [mV]

FeIII-Mçßbauer (d und DEQ [mms@1] ,
D [cm@1] , A [T])

FeII-Mçßbauer (d und DEQ [mms@1] ,
D [cm@1] , A [T])

Rubredoxin[69, 70] 750 (350)
570 (3200)
490 (6600)
370 (7710)

@90 bis +50 d/DEQ = 0.24/@0.5, h =0.2
D = + 1.9, E/D= 0.23
Axx,yy,zz = (@16, @15.9, @16.9)

d/DEQ =0.70/@3.25, h =0.65
D= + 7.4, E/D =0.28
Axx,yy,zz = (@20.1, @8.3, @30.1)

a3DIVL21C 595 (1200)
491 (2700)
345 (5000)

@75 (pH 8.5) d/DEQ = 0.26/@0.5, h =0.0
D = + 0.5, E/D= 0.15
Axx,yy,zz = (@15.9, @16, @17)

d/DEQ =0.73/@3.40, h =0.9
D= + 7, E/D= 0.26
Axx,yy,zz = (@16, @7.3, @25)
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(Abbildung 13 und Tabelle 7).[79] a3DCR1 enth-lt ein
His2Cys-Bindungsmotiv, das die drei Helices an den Amino-
s-ureresten 18, 28 und 67 umspannt (denselben Positionen,
die zuvor in a3DIV und a3DH3 genutzt wurden), sowie einen
nahegelegenen Met-Rest an Position 72. Das Design von
a3DCH3 und a3DCH4 enthielt die Chelatmotive CXXH oder
HCCX auf Helix 1, wobei His- und Met-Liganden auf die
beiden verbleibenden Helices aufgeteilt wurden. Zuletzt re-
positioniert das Design von a3DChC2 die Metallbindungs-
stelle von a3DCH4 weiter in Richtung des N-Terminus des
Peptids und in Richtung des Zentrums des hydrophoben
Kerns und schließt es so in einer „Box“ aus hydrophoben
Resten ein. Dadurch wurde versucht, einen entatischen Zu-
stand -hnlich dem der natgrlichen Typ-1-Kupferzentren zu
erzwingen.

Denaturierung mit GuHCl und nachfolgende Circulardi-
chroismus-Spektroskopie zeigten, dass alle vier Systeme, mit
Ausnahme von a3DChC2, alpha-helikal und in Lçsung stabil
gefaltet vorlagen. Die UV/Vis- und EPR-Spektren wurden
fgr die CuII-Formen dieser Modelle aufgenommen, um zu

analysieren, wie gut die CuII-Geometrie eines Typ-1-Kupfer-
proteins in jedem einzelnen dieser Modelle nachgebildet
wird. Fgr a3DCR1 wurden Spektren erhalten, die mit einer
intensiven LMCT-Bande bei 380 nm und einer Schulter bei
550 nm im Verh-ltnis es/p = 3.6 und einer Hyperfeinkopp-
lungskonstante von 163 X 10@4 cm@1 denen von Typ-2-Kup-
ferthiolatspezies -hneln. a3DCH3 lag als gelbe Spezies mit
einer intensiven Absorptionsbande bei 400 nm und einer
breiten Bande zwischen 600 und 800 nm im besonders hohen
Verh-ltnis von es/p = 11.9 sowie einer Hyperfeinkopplungs-
konstante von 152 X 10@4 cm@1 vor. Fgr a3DCH4 wurden
Absorptionsbanden bei 377, 450 und 520 nm mit es/p = 3.3
sowie eine Hyperfeinkopplungskonstante Ak von 185 X
10@4 cm@1 beobachtet. Interessanterweise reichte eine einfa-
che Umkehr des Chelatmotivs von CH3 zu CH4 aus, um
drastische inderungen der spektroskopischen Eigenschaften
der CuII-Spezies herbeizufghren. Wir nahmen an, dass dieser
Unterschied dadurch zustande kommt, dass der Cysteinrest
der Metallbindungstasche bei einer Umkehrung des Chelat-
motivs tiefer im Proteingergst liegt. Daher entwickelten wir

in der Folge a3DChC2, in dem der
Cysteinrest, im Versuch eine hy-
drophobe Box um das gebundene
Kupfer zu erzeugen, noch tiefer im
Proteingergst gelegen ist. a3DChC2
zeigt zwei intensive Banden bei 401
und 499 nm im Verh-ltnis es/p = 2.2
und eine leicht verringerte Hyper-
feinkopplungskonstante 130 X
10@4 cm1 und liegt folglich als rot-
braune Kupferspezies vor. Damit
erinnert die optische Spektroskopie
dieses Systems sowohl an blaue
Kupferproteinvarianten wie M121E
Azurin oder M148 Rusticyanin als
auch an das native rote Kupferpro-
tein Nitrosocyanin.[82, 83]

Eines der bemerkenswertesten
Ergebnisse dieser Arbeit war, dass
alle vier konstruierten Proteine in

Abbildung 13. Modelle der reduzierten Form der entworfenen Cupredoxine auf Basis von EXAFS-Daten. A) CuI a3DCR1, B) CuI a3DChC2,
C) CuI a3DCH3, D) CuI a3DCH4. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [79]. Copyright 2015 American Chemical Society.

Tabelle 7: Physikalische Eigenschaften der in Lit. [79] beschriebenen Konstrukte.

Protein UV/Vis: l [nm] (e [m@1 cm@1]) EPR:
AkW 10@4 cm@1

Redoxpotential
(gegen NHE)
[mV]

a3DCR1 380 (1565), 550 (438), 600–800 (300)
es/p = 3.6

163 + 398

a3DCH3 400 (2619), 600–800 (300)
es/p = 11.9

152 + 364

a3DCH4 377 (1840), 450 (1098), 520 (600), 600–700
(380)
es/p = 3.3

185 + 399

a3DChC2 401 (4429), 499 (2020), 600–700 (550)
es/p = 2.2

130 + 462

Plastocyanin[81] 460 (400), 597 (5200)
es/p = 0.05

63 + 372

Ac-Nitritredukta-
se[40, 75]

457 (2590), 570 (1490)
es/p = 1.7

73 + 247

Nitrosocyanin[76, 82] 390 (7000), 570 (2200)
es/p = 3.2

144 + 85
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der CuI-Form die Geometrie blauer Kupferproteine nachbil-
deten, unabh-ngig davon, wie erfolgreich die Geometrie und
Spektroskopie in der CuII-Form nachgebildet wurden.
EXAFS-Daten der CuI-Spezies aller vier Strukturen zeigten
kurze Cu-Cys-Bindungen zwischen 2.18 und 2.22c mit wei-
teren Streuern aus den Histidinliganden in grçßeren Ab-
st-nden. Die Analyse des CuI-XANES-1s!4p-3bergangs bei
8984 eV in allen vier Strukturen teilte diese Modelle in zwei
Gruppen: Die Kupferzentren in Ch2 und CR1 sind eher
dreifach-koordiniert, w-hrend in CH3 und CH4 eher eine
Vierfach-Koordination vorliegt. Mittels Protein-Film-Volt-
ammetrie konnten wir dargber hinaus zeigen, dass alle vier
Modelle mit Potentialen zwischen 364 und 462 mV auch das
Redoxpotential blauer Kupferproteinen nachbildeten, das
gblicherweise zwischen 300 und 700 mV liegt.[81b, 83b, 84]

Diese Arbeiten zeigten, dass das Design von Cupred-
oxinzentren in 3HB-Strukturen drastische Auswirkungen auf
die spektroskopischen Eigenschaften des gebundenen CuII-
Ions haben kann. Unsere Designstrategie mgndete schließlich
in die Entwicklung von a3DChC2, das die Spektroskopie
eines roten Kupferproteins sowie die Geometrie und das
Redoxpotential eines blauen Kupferproteins nachbildet. Wir
gingen davon aus, dass ein vollst-ndigeres Verst-ndnis der in
a3DChC2 vorliegenden Metallbindungsstelle es uns ermçg-
lichen wgrde, die spektroskopischen Eigenschaften der CuII-
Spezies derart zu beeinflussen, dass sie denen einer grgnen
oder blauen Kupferspezies entsprechen. Die gleichbleibende
Geometrie und das Redoxpotential der CuI-Form in allen vier
Modellen zeigen, dass bei einer erfolgreichen Abstimmung
der CuII-Spektroskopie hin zu jener eines blauen Kupfer-
proteins alle anderen Eigenschaften bereits passen wgrden.

Unser Erfolg in der Nachbildung einer roten Kupferpro-
teins mit a3DChC2 gab uns Anlass, dieses Gergst erneut zu
betrachten, um Anhaltspunkte zu gewinnen, wie sich dieses
Gergst als ein Modell fgr grgne oder blaue Kupferproteine
abstimmen lassen kçnnte. Eine Mçglichkeit bestand darin,
dass die gber chemische Denaturierung bestimmte relative
Instabilit-t von a3DChC2 die hydrophobe Box-Struktur
schw-cht, die zur Erzwingung eines entatischen Zustandes
eingebaut wurde. Diese Instabilit-t machte auch Einzelmu-
tationsstudien zur Untersuchung dieses Gergsts unmçglich
und somit die Entwicklung einer stabileren Variante nçtig.
Unsere Erfahrung mit dreistr-ngigen Coiled-Coil-Systemen
fghrte uns zu der Strategie, die a3D-
alpha-Helix im Gergstprotein zu
verl-ngern und so die thermische
Stabilit-t zu erhçhen.[85] Das ur-
sprgngliche Design des a3D-Ge-
rgsts in der Gruppe um De Grado
umfasste mehrere iterative Design-
prozesse, die sich haupts-chlich auf
die Schleifenregion konzentrierten,
die jede Helix verbindet. In unse-
rem Design von GRa3D versuchten
wir, diesen komplexen Prozess zu
vermeiden, indem wir die Helices
von der Mitte ausgehend verl-n-
gerten und die zentrale Heptade
jeder Helix duplizierten. GuHCl-

Denaturierung von GRa3D zeigte, dass diese Strategie er-
folgreich war und ein Gergst mit einer freien Enthalpie fgr
die Entfaltung von 11.4 kcal mol@1, gegengber 5.9 kcalmol@1

in a3D, lieferte. Dank der so erhçhten Stabilit-t gelang es uns,
zur Rçntgendiffraktometrie geeignete Kristalle zu gewinnen
und die Struktur des Gergsts mit einer Auflçsung von 1.34 c
zu lçsen (Tabelle 8).

Durch Einfghren eines ChC2-Bindungszentrums in
GRa3D entwickelten wir GRa3DChC2 und beobachteten,
dass dieses Gergst, entgegen dem als Vorbild fungierenden
Peptid, in Lçsung vollst-ndig gefaltet vorlag (Abbildung 14).
Die spektroskopischen Eigenschaften der CuII-Form blieben
jedoch weiterhin deutlich im Bereich derer von roten Kup-
ferproteinen und widerlegten so die Hypothese, dass ther-
modynamische Instabilit-t die Ursache der anomalen spek-
tralen Eigenschaften von a3DChC2 waren. Eine MCD-Ana-
lyse des optischen Spektrums von GRa3DChC2 best-tigte die
Zuordnung zu roten Kupferproteinen weiter und stimmte mit
den d-d-3berg-ngen in nativem Nitrosocyanin gberein.[76]

Das His2CysGlu-Bindungsmotiv von Nitrosocyanin war nicht
Teil unseres ursprgnglichen a3DChC2-Designs, und so blieb
die Frage offen, warum dieses Gergst Nitrosocyanin so stark
-hnelte, obwohl sein Design nur auf einem His2Cys-Motiv
beruhte.

Die Modellierung der Cu-Bindungsstelle von
GRa3DChC2 in die GRa3D-Rçntgenkristallstruktur ließ
darauf schließen, dass infolge des Designs der Metallbin-
dungsstelle, die zwei der drei Helices umspannte, das Kup-
ferzentrum außerhalb des Zentrums des hydrophoben Inne-
ren und n-her an der Helix-Helix-Schnittfl-che positioniert
war. Diese Positionierung bringt das Kupferzentrum in einen
Abstand von ca. 5 c zum Aminos-urerest Glu41, der im
GRa3D-Gergst als Teil einer Salzbrgcke mit Arg24 vor-
kommt. Diese Mçglichkeit war besonders faszinierend, da das
Absorptionsspektrum von GRa3DChC2 nicht nur dem von
Nitrosocyanin, sondern auch dem der Varianten blauer
Kupferproteine M121E Azurin und M148E Rusticyanin
glich. Es war demzufolge denkbar, dass es durch das Aus-
schalten der Cu-Glu41-Wechselwirkung gber eine E41A-
Mutation oder Abstimmung mit E41Q mçglich sein kçnnte,
die spektroskopischen Eigenschaften von GRa3DChC2
in Richtung grgner oder blauer Kupferproteine zu
lenken.[82, 83]

Tabelle 8: Physikalische Eigenschaften der in Lit. [11] beschriebenen Konstrukte.

Protein UV/Vis: l [nm] (e [m@1 cm@1]) EPR: AkW 10@4 cm@1 Redoxpotential
(gegen NHE) [mV]

GRa3DChC2 400 (3760), 490 (1600)
es/p = 2.3

142 + 530

GRa3DChC2R24A 399 (2520), 490 (1150)
es/p = 2.2

142 –

GRa3DChC2R24M 399 (3480), 493 (1450)
es/p = 2.4

138 –

GRa3DChC2E41Q 377 (5120), 490 (970)
es/p = 5.3

154 + 510

GRa3DChC2E41A 373 (4090), 490 (720)
es/p = 5.7

160 + 510

Nitrosocyanin[76, 82] 390 (7000), 490 (2200)
es/p = 3.2

142 + 85
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Mutationsstudien in der Umgebung des Glu41-Arg24-
Paares ergaben, dass E41A und E41Q drastische Ver-nde-
rungen des Absorptionsprofils zur Folge hatten. Dabei wurde
der s-LMCT-3bergang blauverschoben, und das Verh-ltnis
es/p stieg auf 5.3 bzw. 5.7, w-hrend die Hyperfeinkopplungs-
konstante auf 160 bzw. 154 X 10@4 cm@1 anstieg. Diese inde-
rungen zeigten einen Wechsel von einem roten Kupferprotein
zu einem Typ-2-Kupferprotein an. Um zu untersuchen, ob die
Effekte der E41-Mutation auf den Verlust einer Salzbrgcke
und einen besseren Lçsungsmittelzugang statt den Verlust der
direkten Cu-E41-Wechselwirkung zurgckzufghren waren,
entwickelten wir R24A- und R24M-Konstrukte. Die R24-
Varianten zeigten keine inderung der UV/Vis- und EPR-
Spektren der CuII-Form und best-tigten so, dass die E41A-
und E41Q-Mutationen spezifisch eine E41-Cu-Wechselwir-
kung stçrten. Dieser Befund verdeutlichte, dass unser
GRa3DChC2-Konstrukt am besten als Nitrosocyanin-Mime-
tikum anstatt als blaues Kupferprotein mit einem axialen Glu-
Liganden zu beschreiben ist. Dies bedeutet, dass zur Nach-
ahmung der spektroskopischen Eigenschaften blauer Kup-
ferproteine mit diesem Konstrukt wahrscheinlich grçßere
Ver-nderungen des aktiven Zentrums nçtig sein werden.
Diese kçnnten ausgehend von der kgrzlich von Lu et al.
verçffentlichten Arbeit erfolgen, in der das blaue Kupfer-
protein Azurin durch Rotation des aktiven Zentrums und
Substitution des vierten Cu-Liganden in ein Nitrosocyanin-
-hnliches, rotes Kupferprotein umgewandelt wurde.[86] Die
Geometrie der CuI-Spezies und das Redoxpotential waren in
allen Mutationen unserer Studie unver-ndert. Dies best-tigt
die vorherige Annahme, dass sich eine Abstimmung auf die
spektroskopischen Eigenschaften der CuII-Spezies konzen-
trieren kann und es wohl keine Auswirkungen auf das Re-
doxpotential und die Geometrie der CuI-Spezies geben wird.
Wir nutzten die so gewonnenen Erkenntnisse zur Struktur
unserer Modelle seitdem zur Entwicklung von Varianten, die
spektroskopisch grgnen Kupferproteinen gleichen und –
-hnlich wie in der Arbeit von Tanaka et al. – durch Hinzu-
fggen exogener Chloridliganden in blaue Kupferproteine
gberfghrt werden kçnnen, sowie einer Variante, die die
spektroskopischen Eigenschaften blauer Kupferproteinen
auch ohne Hinzufggen exogener Liganden nachbildet.[77d] Ein
Manuskript, in dem wir von dieser Arbeit berichten, wird
derzeit vorbereitet.[87]

4.3. Messung der Elektronentransferaktivit-t

Eines der gbergeordneten Ziele der Arbeit unserer
Gruppe war die Entwicklung einer vollst-ndig funktionalen
und eigenst-ndigen Cu-Nitritreduktase mit einem aktiven
Typ-2-Kupferzentrum sowie einem Elektronentransferzen-
trum. Fgr dieses Ziel ist ein Verst-ndnis des Elektronen-
transfers durch unsere Peptidgergste sowie der Geschwin-
digkeit des Elektronentransfers an ihren redoxaktiven Me-
tallzentren nçtig. Bisher haben wir zwei verschiedene Me-
thoden zur Beantwortung dieser Fragen genutzt, indem wir
intermolekulare Elektronentransfers zur Untersuchung von
a3DCH3 nutzten und intramolekularen Elektronentransfer
betrachteten, um zu verstehen, wie Elektronen durch unsere
Gergste transportiert werden kçnnen.[88]

Um die Elektronentransfereigenschaften eines unserer
Cupredoxinmodelle zu untersuchen, wurden Lçsungen von
a3DCH3 durch Bestrahlung von Ruthenium(II)-trisbipyridin,
[RuII(bipy)3]

3+, mit einem 460-nm-Laser in Gegenwart von
[RuIII(NH3)6]

3+ zur Erzeugung von [RuIII(bipy)3]
3+, einem

starken Oxidationsmittel mit einem Potential von 1.3 V,
photooxidiert. Der Elektronentransfer zwischen unter-
schiedlichen Spezies wurde danach durch optische Spektro-
skopie verfolgt (Abbildung 15 und Tabelle 9). In dieser Re-
aktion wird das [RuII(bipy)3]

3+-Radikal nach 100 ns gebildet
und reagiert anschließend mit dem Elektronenakzeptor unter
Bildung von [RuIII(bipy)3]

3+ nach 1 ms. Eine positive Ab-
sorptionsbande bei 400 nm nach 100 ms wurde der Bildung
von CuIIa3DCH3 ausgehend von der spektroskopisch nicht
detektierbaren CuIa3DCH3-Spezies zugeordnet. Diese
CuIIa3DCH3-Spezies reagierte nach 10 ms mit dem Elektro-
nenakzeptor und lieferte so erneut CuIa3DCH3. Aufgrund
der Absorptions-nderungen konnten wir berechnen, dass

Abbildung 14. PyMol-Illustrationen der erwarteten Position der Metall-
bindungsstelle in GRa3DChC2 (links) und des erwarteten Glu41-Cu-Ab-
stands bei Bindung von CuII an dieser Position. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung aus Lit. [11]. Copyright 2018 American Chemical Society.

Abbildung 15. Vorgeschlagener Elektronentransfer (ET)-Pfad. In
Cua3DCH3 kann der Cys-Rest einen Superaustauschpfad ffr den ET
zwischen dem Kupferzentrum und dem Photooxidationsmittel erçff-
nen. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [88b]. Copyright 2018 Else-
vier B.V.
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etwa 1.9 mm CuIIa3DCH3 aus 3 mm [RuIII(bipy)3]
3+ gebildet

wurden. Reaktionen mit anderen photoaktiven Oxidations-
mitteln folgten -hnlichen Profilen.

Eine kinetische Analyse lieferte fgr den Elektronen-
transfer zwischen RuIII(bipy)3 und CuIa3DCH Geschwindig-
keitskonstanten erster Ordnung von 1.15 X 105 s@1. Der Elek-
tronentransfer verlief damit viermal schneller als im Apo-
peptid. Je nach verwendetem Photooxidationsmittel lag die
Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung zwischen 0.79
und 1.15 X 105 s@1. Wir nahmen an, dass die Reaktion zwischen
Apo-a3DCH und [RuIII(bipy)3]

3+ wegen der redoxaktiven
Aminos-urereste Cys21, His18/28 und Met72 im Peptidgergst
ablief, wobei Cys21 aufgrund seines relativ niedrigen Re-
doxpotentials der wahrscheinlichste Kandidat fgr diesen
Prozess ist. Dies ist in Einklang mit natgrlichen Cupredoxi-
nen, bei denen die Cu-Cys-Bindung als Elektronenkanal
wirkt.

Bimolekulare Geschwindigkeitskonstanten fgr den Elek-
tronentransfer von CuIa3DCH zu verschiedenen Photo-
oxidationsmitteln lagen zwischen 8 und 11 X 108m@1 s@1 und
ließen so auf eine diffusionskontrollierte Kinetik schließen.
ihnliche Ergebnisse wurden auch fgr die Reaktivit-t nativer
Cupredoxine unter -hnlichen Bedingungen erhalten und
zeigen so beispielhaft den Erfolg unseres De-novo-Cupred-
oxinmodells. Schließlich ermçglichte uns ein Vergleich der
Geschwindigkeitskonstanten mit der thermodynamischen
Triebkraft der jeweiligen Reaktionen verschiedener Photo-
oxidationsmittel, die Reorganisationsenergie von Cua3DCH3
zu berechnen, die mit 1.1 eV am oberen Ende des Grçßen-
ordnung natgrlicher Cupredoxine liegt (0.7–1.2 eV).[89]

Der Vergleich mit niedermolekularen Metallkomplexen
wie [Cu(phen)2]

2+, dessen Geometrie-nderung von tetra-
edrisch zu rein tetragonal mit einer Reorganisationsenergie
von 2.4 eV verbunden ist, ergab, dass die Geometrie von
Cua3DCH w-hrend des Elektronentransfers vermutlich von
pseudo-tetraedrisch zu pseudo-tetragonal wechselt. Auch
diese Ergebnisse unterstreichen, dass sich zukgnftige De-
signstrategien darauf konzentrieren sollten, fgr die Geome-
trie der CuII-Spezies einen entatischen Zustand wie in na-
tgrlichen blauen Kupferproteinen zu erzwingen, da frghere
Arbeiten zeigen, dass unsere Konstrukte bereits die ge-
wgnschte CuI-Geometrie aufweisen.

Ein eigenst-ndiges De-novo-CuNiR-Modell mit Typ-1-
und Typ-2-Kupferzentren fgr den Elektronentransfer und fgr
die enzymatische Aktivit-t setzt ein Verst-ndnis des Elek-
tronentransfers von einem Metallzentrum zum anderen in
unseren Gergsten voraus. Der Transfer von Elektronen gber
große Abst-nde (ca. 30 c) ist in vielen biologischen Syste-
men, z. B. bei der Photosynthese und der Atmung, notwen-

dig.[90] Diese Transferprozesse gber große Distanzen
erfolgen in einer Serie von Schritten, die den Ab-
stand, der in einer einzelnen Elektronengbertragung
gberwunden werden muss, verkleinern und damit die
Geschwindigkeit des Gesamtprozesses erhçhen.[91]

In Proteinen werden solche schrittweisen Trans-
portprozesse durch redoxaktive Aminos-urereste
wir Tyr und Trp ermçglicht.[92] Die Bildung von Ty-
rosinradikalen ist ein wesentlicher Bestandteil von
Photosystem II, der Ribonukleotid-Reduktase und

der Cytochrom-c-Oxidase.[90] Der Elektronentransfer durch
Bildung eines Tyrosinradikals ist dabei wegen der großen
Unterschiede im pKa-Wert von Tyr (10) und dem entspre-
chenden Radikal (@2) an einen Protonentransfer gekop-
pelt.[93] Die Analyse natgrlicher Systeme, die Tyrosinreste
nutzen, wird meist durch die Komplexit-t solcher Systeme
behindert. Frghere Arbeiten zur Bildung von Tyrosinradika-
len in einem kgnstlichen Protein ergaben, dass ein einziges
Tyrosinradikal in einem alpha-Helixbgndel dadurch stabili-
siert werden kann, dass es tief im hydrophoben Inneren des
Peptids positioniert wird.[94]] Wir verankerten ein RuII(bipy)3-
Photooxidationsmittel kovalent am C-Terminus unseres
a3DH3-Carboanhydrasekonstrukts, um a3DH3-Rubpymal zu
erzeugen und zu untersuchen, wie die schrittweise 3bertra-
gung von Elektronen auf Tyrosinreste in unseren Systemen
zum Elektronentransfer gber weite Strecken genutzt werden
kann (Abbildung 16).[88b] Auf Grundlage der Struktur von
a3D in Lçsung sch-tzten wir ab, dass das gebundene Ru und
Tyr70 (das n-chstgelegene Tyr) etwa 16 c voneinander ent-
fernt lagen.

Zur Untersuchung der auf ns-Zeitskala ablaufenden
Elektronentransferprozesse und der Reaktionskinetik zwi-
schen dem gebundenen Ru und Tyr70 nutzten wir Laser-
Flash-Photolyse. Der intermolekulare Elektronentransfer
zwischen radikalischem RuII(bipy)3 und dem Elektronenak-
zeptor RuIII(NH3)6 lieferte oxidiertes RuII(bipy)3 mit einer

Tabelle 9: Kennzahlen des intermolekularen Elektronentransfers durch a3DCH3.

Probe k1app W 105 s@1 k2app W 108 m@1 s@1 Triebkraft [eV]

Apoa3DCH3 +Ru(bipy)3 0.39 3.9
Cua3DCH3 +Ru(bipy)3 1.15 6.3 1.18
Cua3DCH3 +Ru(phen)3 1.07 10.7 0.88
Cua3DCH3 + (COOEt)4Ru(bipy)3 1.08 10.8 1.51
Cua3DCH3 + (COOEt)2Ru(bipy)3 1.05 10.5 1.24
Cua3DCH3 +ZnTMPyP 0.79 7.9 0.84

Abbildung 16. A) Struktur von a3DH3-Rubpymal basierend auf der mit-
tels NMR-Spektroskopie in Lçsung bestimmten Struktur eines eng ver-
wandten Gerfsts (PDB: 2MTQ). Der Tyrosinrest ist grfn markiert.
B) Struktur von Rubpymal (oben) und Sequenz von a3DH3 (unten).
Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [88b]. Copyright 2017 Wiley-
VCH.
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Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung von 1.1 X
109m@1 s@1 (Halbwertszeit 40 ns). Die zweite Phase der Re-
aktion mit einer Geschwindigkeitskonstante von 3.3 X 105 s@1

wurde anhand der beobachteten Absorptionsmaxima bei 390
und 410 nm der Bildung des Tyrosinradikals zugeordnet.[94a,95]

Die beobachtete Geschwindigkeit ist in Einklag mit der fgr
einen Elektronentransfer gber 16 c erwarteten Geschwin-
digkeit, die aus einem vereinfachten Elektronentunnelmodell
in Peptiden erhalten werden kann.[96] Schließlich wurde eine
dritte Reaktionsphase mit einer Halbwertszeit von 210 ms
beobachtet, in der das Tyrosinradikal mit dem Elektronen-
akzeptor RuIII(NH3)6 kombiniert. Die pH-Abh-ngigkeit der
zweiten Phase zeigte, dass es sich bei diesem Prozess um einen
Protonen-gekoppelten Elektronentransfer (PCET) handelt,
da diese Phase bei pH 9.5 viermal schneller ablief als bei
pH 5.0. Die Bildung des Tyr-Radikals wurde mittels X-Band-
EPR-Spektroskopie einer Reaktion in Gegenwart des nicht-
reversiblen Elektronenakzeptors [CoIII(NH3)5Cl]2+ best-tigt.
Zukgnftige Arbeiten an diesem Modell werden wasserstoff-
brgckenbindende Aminos-uren in der Umgebung von Tyr70
einbringen, um deren Einfluss auf die beobachtete PCET-
Geschwindigkeit und die Abstandsabh-ngigkeit der entwor-
fenen Elektronentransferrelais zu bestimmen. Die Verfeine-
rung des Designs von ET-Relais in Gergsten aus alpha-He-
lixbgndeln wird uns unserem Ziel eines selbst-ndigen De-
novo-NiR-Modells einen großen Schritt n-her bringen.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Aufsatz fasst unsere aktuellen Arbeiten zur Ent-
wicklung aktiver Metalloproteinzentren in De-novo-Peptiden
und –Proteinen aus drei a-Helices zusammen. Wir haben
mehrere Modelle von Metallbindungsstellen entwickelt, die
moderate bis exzellente Aktivit-ten in der Reaktivit-t ihrer
nativen Vorbilder aufweisen. Als Ziele setzten wir uns dabei
bisher bereits die Hydrolyseaktivit-t von Zink in symmetri-
schen (His)3-Koordinationsumgebungen, die Kupfernitritre-
duktaseaktivit-t und Elektronentransferzentren in unseren a-
Helixgergsten.

Unser Ansatz zur Erzeugung von Hydrolyseaktivit-t in
De-novo-Gergsten, die die Aktivit-t der CA nachbilden,
indem wir ein Tris(histidin)-Metallbindungsmotiv in unsere
definierten Gergste einbrachten, offenbarte interessante Ei-
genschaften dieses Enzyms. Zun-chst wurde klar, dass ein
Großteil der Aktivit-t darauf beruht, dass sich die symme-
trische prim-re Koordinationssph-re in einer Peptidumge-
bung befindet. Unsere Modelle gbertrafen die CA-Aktivit-t
niedermolekularer Modelle, indem wir die natgrlich koordi-
nierten Liganden in einem dem natgrlichen System -hnlichen
Gergst verwendeten, wobei wir zugleich die Abh-ngigkeit
der Aktivit-t von der Proteinfaltung untersuchen konnten.
Obwohl natgrliche CA vorrangig aus beta-Faltblatt- und
Schleifenstrukturen besteht, zeigte das hier beschriebene,
strukturell nicht verwandte alpha-Helixgergst mittlere bis
ausgezeichnete Umsatzgeschwindigkeiten bei der CO2-Hy-
drierung und pNPA-Hydrolyse. Die n-chste Generation un-
serer Modelle mit hydrolytischer Aktivit-t wird eine asym-
metrische sekund-re Koordinationssph-re aufweisen, indem

entweder Heterotrimere unserer 3SCC-Systeme gebildet[63]

oder in einem rationalen Designansatz wasserstoffbrgcken-
bindende Aminos-urereste in unser a3DH3-System einge-
fghrt werden. Dargber hinaus kçnnen wir die Orientierung
der Aminos-urereste in der N-he der Metallbindungsstelle
durch Einfghrung nichtnatgrlicher Aminos-uren oder nicht-
kanonischer Wiederholungseinheiten, wie Stutter-and-Stam-
mer-Inserts, in den Heptaden kontrollieren.

Wie auch die Arbeiten zu Zn(His)3-Zentren mit Hydro-
lyseaktivit-t umfasste die Nachbildung der CuNiR-Aktivit-t
bisher nur die explizite Modellierung der prim-ren Koordi-
nationssph-re, n-mlich der (His3)-Bindungsstelle. ihnlich
wie CA enth-lt auch CuNiR einen entscheidenden S-ure-
Base-abh-ngigen Aminos-urerest, Asp98, der Wasserstoff-
brgcken eingehen kann und fgr einen effizienten Protonen-
transfer bençtigt wird. Wir unternahmen bereits erste Ver-
suche, Asp im Inneren unserer 3SCC-Struktur in der N-he
des Kupferzentrums einzubauen. Die experimentellen Be-
funde zu L19D- oder L26D-Modifikationen ließen allerdings
darauf schließen, dass die Carboxygruppen miteinander statt
mit dem Kupferzentrum wechselwirkten. Als Folge der
Arbeit mit unseren selbstassoziierenden 3SCCs sind unsere
Modifikationen bisher in jedem Fall symmetrisch. Mçgli-
cherweise lassen sich bessere CuNiR-Aktivit-ten erhalten,
wenn nur ein einziger Asp-Rest ober- oder unterhalb des
Kupferzentrums eingefghrt wird. Wir haben kgrzlich ein
System vorgestellt, in dem es mçglich sein sollte, diese
asymmetrischen Modifikationen durch Bildung heterotrime-
rer 3SCCs in unser 3SCC-System einzubauen.[63] Die Ein-
fghrung nichtnatgrlicher Aminos-uren jenseits einfacher
methylierter Histidine sollte es mçglich machen, das Re-
duktionspotential und die Lewis-Acidit-t unserer Metallbin-
dungsstellen gezielt zu variieren.

Abschließend wollen wir erw-hnen, dass sowohl Rub-
redoxin als auch Cupredoxin Bindungsstellen aufweisen, die
aus Proteinschleifen bestehen. Dadurch kann die Geometrie
der Bindung großteils durch das Metall statt durch das Pro-
teingergst bestimmt werden. Die Nachbildung der gleichen
Metallkoordination in einem starreren Gergst wie unserem
Helixbgndel erfordert wahrscheinlich ein exaktes Design, was
fgr unsere Strategie einen limitierenden Faktor darstellt:
Indem wir Leucinreste im hydrophoben Inneren des Gergsts
ersetzen, schr-nken wir die Zahl geometrischer Anordnun-
gen der koordinierenden Aminos-urereste stark ein. Daher
wird eine weitere Verbesserung der Aktivit-t unserer Elek-
tronentransferzentren das spezifische Design der Schleifen-
regionen, die die Helices in a3D oder GRa3D verbinden, oder
die Entwicklung eines neuen Gergsts mit zus-tzlicher inh--
renter Flexibilit-t oder Sekund-rstrukturelementen erfor-
dern, die modifizierbar sind.

Das Design von Proteinen ist ein leistungsstarkes Mittel,
um sowohl unser Verst-ndnis von Metalloenzymen auf die
Probe zu stellen als auch unser Wissen zur metalloenzymati-
schen Aktivit-t zu verbessern. Die Mçglichkeit, die natgrli-
che Funktion von Metalloproteinen sowohl fgr katalytische
als auch fgr Elektronentransferzentren in signifikant abwei-
chenden Proteinstrukturen nachzubilden, zeigt einen mçgli-
chen Pfad fgr die evolution-re Entwicklung der verschiede-
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nen Metalloproteine, die essentiell fgr so viele Zellfunktionen
sind.
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