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Aufsitze

Die Frage nach der Beziehung zwischen der Struktur und der
Funktion von Proteinen ist eines der grofiten Ritsel der Biochemie.
Das De-novo-Design von Metalloproteinen bietet die Moglichkeit,
neu zu bestimmen, was notig ist, um von Grund auf Funktionalitit in
einer Struktur aufzubauen, die nicht von der Struktur des natiirlichen
Vorbilds abgeleitet ist. Dieser Aufsatz konzentriert sich auf Arbeiten
zum Proteindesign, die De-novo-Metalloproteine innerhalb alpha-
helikaler Geriiststrukturen liefern. Beispiele umfassen De-novo-Pro-
teine mit Carboanhydrase- oder Nitritreduktaseaktivitit, sowie Syste-
me, in denen die spektroskopischen Eigenschaften einzigartiger
Elektronentransferzentren von Cupredoxinen oder Rubredoxinen
nachgebildet werden. Diese Arbeiten demonstrieren die Vielseitigkeit
von alpha-Helices als Geriiststrukturen im Design von Metallopro-
teinen und die Fortschritte, die durch rationales Design moglich sind.
Unsere Arbeiten belegen die Unabhingigkeit der Carboanhydrase-
aktivitit von der Geriiststruktur und Position des aktiven Zentrums,
verfeinern unsere Cupredoxinmodelle und erhohen die Aktivitit un-

An dte

Aus dem Inhalt

1. Einleitung 7751

2. De-novo-Design von
Metallopeptiden fiir die

Katalyse 7752

3. Entwicklung von Kupferzentren
als Modelle fiir die

Nitritreduktaseaktivitdt 7756

4. Design von
Elektronentransferzentren in

De-novo-Geriisten 7763

5. Zusammenfassung und Ausblick 7770

search. Daher stellt dieser Aufsatz ak-

serer Nitritreduktase um bis zu das 1000-Fache.

1. Einleitung

Metalloproteine und -peptide vermitteln eine immense
Zahl wichtiger biochemischer Reaktionen, die essentiell fiir
alle Lebensformen sind.!! Zu den bedeutendsten Beispielen
zahlen der Transfer von Elektronen innerhalb biologischer
Systeme durch redoxaktive Metallzentren und die protein-
gestiitzte, metallvermittelte Katalyse.'*?) Diese Bedeutung
unterstreicht, wie weitldufig die Forschung zu Metallzentren
in biologischen Systemen ist und wie viele Inspirationen sie
fiir das Design von de novo entwickelten Strukturen bietet.

Das De-novo-Proteindesign nutzt einen Bottom-up-
Ansatz zur Entwicklung funktioneller Proteine in Gertisten,
die sich von denen der nativen Systeme vollstdndig unter-
scheiden.! Diese Strategie hat zwei parallele und gleicher-
mafen wichtige Ziele. Erstens werden durch die Nachbildung
der natiirlichen Metallbindungsstellen in De-novo-Geriisten,
die iiblicherweise eine signifikant andere Sekundérstruktur
als das natiirliche System haben, die Genauigkeit und Voll-
standigkeit unseres Verstiandnisses der chemischen Prinzipen
und Eigenschaften, die die Funktion von Metalloproteinen
bestimmen, auf den Priifstand gestellt. Dieser Ansatz er-
moglicht es, die grundlegenden Voraussetzungen der jeweils
untersuchten Funktion ohne den ,,evolutionidren Ballast* zu
betrachten, der in Studien an den nativen Proteinen immer
vorhanden ist und diese verkompliziert.! Das zweite Ziel ist
die Synthese neuer Katalysatoren mit verbesserten Eigen-
schaften fiir katalytische Anwendungen.” Heute stehen be-
reits eine Vielzahl von Ansédtzen zum De-novo-Design von
Metalloproteinen und eine noch gréere Zahl von kiinstli-
chen Gertststrukturen zur Verfiigung, mit denen gearbeitet
werden kann.! Zum Design von Metalloproteinen fiir die
Katalyse sind bereits viele Aufsitze erschienen,*! unter an-
derem eine gesamte Ausgabe von Accounts of Chemical Re-
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tuelle Entwicklungen im Einsatz von
reinen o-helikalen Strukturen in den
Mittelpunkt, speziell von dreistrangi-
gen Coiled-Coil-Peptiden (3SCCs)
und Drei-Helix-Biindel-Peptiden (3HBs), mit einem Fokus
auf den Arbeiten unserer Gruppe.
3SCC- und 3HB-Systeme bieten eine Reihe von Vortei-
len.”! Die 3SCCs der TRI-Familie wurden ausgehend von
CoilSer®™ entwickelt, das wiederum ausgehend von dem von
Hodges et al. zur Nachbildung des Coiled-Coils Tropomycin
beschriebenen Polyheptapeptids entwickelt wurde.”! TRI
besteht aus wiederholenden Heptaden (abcdefg) mit Leu-
cinresten an der ersten (Positiona) und vierten Position
(Position d).!"” An den weiteren Positionen finden sich he-
lixinduzierende (Ala, Position c¢), geladene und/oder salzver-
briickende Reste (Lys an Positionen » und g und Glu an Po-
sitionen e und f). Die Geometrie einer Super-Coiled-alpha-
Helix mit 3.5 Aminosédureresten 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 1 A 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 zusitzlich durch Salzbriicken zwischen
den e- und f~Aminosdureresten benachbarter Stringe stabi-
lisiert. Zur Verbesserung der Stabilitit der Coiled-Coil-
Strukturen wird der N-Terminus amidiert und der C-Termi-
nus acyliert. Die durch diese rdumliche Anordnung geschaf-
fenen Schichten von Leucinresten im hydrophoben Inneren
der Struktur konnen durch metallbindende Aminosdurereste

[*] Dr. T. B. ). Pinter, Dr. K. J. Koebke, Prof. V. L. Pecoraro
Department of Chemistry, University of Michigan
Ann Arbor, Michigan, 48109-1055 (USA)
E-Mail: vlpec@umich.edu

@ Die Identifikationsnummern (ORCIDs) der Autoren sind unter
https://doi.org/10.1002/anie.201907502 zu finden.
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Abbildung 1. Strukturen der in diesem Aufsatz diskutierten Peptide
und Proteingeriiste: kristallographisches TRI-Analogon CoilSer (A;
PDB: 3PB)'"), a;D (B; PDB: 2MTQ!"™) und GRa;D (C; PDB: 6DS9M).

ersetzt werden, wodurch Bindungsstellen fiir Metalle im In-
neren des TRI-Gertiists geschaffen werden. Tabelle 1 listet die
Sequenzen der CS- und TRI-Peptide auf, die in diesem Auf-
satz diskutiert werden.

Zur Bildung einer Metallbindungsstelle miissen in einem
TRI/CS-System drei parallele und unabhingige Stringe as-
soziieren. Darin unterscheiden sich diese Systeme signifikant
von natiirlichen Systemen, in denen die zur Metallbindung
bendotigten chelatisierenden Aminosédurereste alle von einem
einzigen Strang stammen. Daher wurde ein zweites Geriist
entwickelt, in dem die drei alpha-Helices miteinander ver-
kniipft werden. Dabei ermoglichen flexible Schleifen die
Bildung von o;D, einem antiparallelen 3HB-Protein, wie in
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Abbildung 1B dargestellt. Die De-novo-Designstrategie ist
dabei jedoch die gleiche wie im Fall von TRI: Hydrophobe
Aminosidurereste, Aminosdurereste in der Ndhe der flexiblen
Schleifen oder in den flexiblen Schleifen selbst werden zur
Erzeugung von Metallbindungsstellen durch metallbindende
Aminoséurereste ersetzt. Ein weiterer Unterschied zwischen
TRI und a;D besteht darin, dass in TRI nur symmetrische
Bindungsstellen erzeugt werden konnen, da TRI durch As-
soziation dreier identischer Stridnge gebildet wird. In o;D
kann hingegen jede Aminosdure unabhingig mutiert werden
und dadurch eine vollstindige Kontrolle der Aminosdure-
reste sowohl in der Umgebung als auch in der Metallbin-
dungsstelle selbst erreicht werden. Zur Erhohung der Stabi-
litdt des 3HB-Gertists bei steigender Anzahl destabilisieren-
der Mutationen am Ausgangsgeriist a;D entwickelten wir
schlieBlich die verldngerte Version Grand ;D (GRosD;
Abbildung 1C).!" 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-
schlieBlich TRI, GRAND und CoilSer-Peptiden) und a;D-
Gertiststrukturen (einschlieBlich ;D und Grand ;D) erzielt
haben.

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

In biologischen Systemen katalysieren Metalle vielfil-
tigste Reaktionen.¥ Dabei kann ein und dasselbe Metall in
unterschiedlichen Peptidumgebungen deutlich unterschiedli-
che Aktivitidten und unterschiedliche chemische Eigenschaf-

¥, Vincent L. Pecoraro ist John T. Groves Colle-
giate Professor of Chemistry an der Universi-
ty of Michigan, Ann Arbor (USA). Er ist Ex-
perte auf dem Gebiet der bioanorganischen
und supramolekularen Chemie und hat sub-
stanzielle Beitrige zum Verstdndnis der pho-
tosynthetischen Wasseroxidation und der
Biochemie von Vanadium geleistet. In den
vergangenen Jahren war er fiihrend auf dem
Gebiet des Designs von Metalloproteinen
und Metallakronen fiir die biomolekulare
Bildgebung. Er war mehr als 20 Jahre lang
Associate Editor fiir Inorganic Chemistry und
ist Fellow der ACS und AAAS.
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Tabelle 1: Liste der Peptidsequenzen der in diesem Aufsatz diskutierten Ausgangspeptide. HCO;” +H' = CO, + H,0 (1)
idl!
Peptid abcdefg abcdefg abcdefg abcdefg Zwar wird durch das Einbringen
TRI Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK LKALEEK G-NH, ,weier Schichten metallbindender
cs Ac-E WEALEKK LAALESK LQALEKK HEALEHG -NH, N .
Aminosédurereste die Struktur ge-
Proteint®! Schleife abcdefg abcdefg abcdefg Schleife geniiber jener des urspriinglichen
a;D MGS WAEFKQR TLAATKTR LOAL GGS TRI destabilisiert, durch das Ein-
EAE LAAFEKE IAAFESE LOAY KGKG fiihren einer Bindungsstelle fiir ein
NPE VEALRKE AAAIRDE LQAYRHN Schwermetallion ist diese Struktur
[a] N- und C-Terminus sind acyliert bzw. amidiert. [b] Rekombinant aus E. coli. hergestellt. aber insgesamt stabiler als die un-
mutierte Form. Es konnte gezeigt
werden, dass die strukturell wichti-
ge Bindungsstelle die Stabilitdt des
ten aufweisen und dementsprechend unterschiedliche Reak- ~ 3SCC durch Bildung einer trigonalen Hg"-Cys;-Struktur si-
tionen vermitteln. So spielt Eisen eine Schliisselrolle bei der  gnifikant erhoht. Der Vergleich kristallographischer Daten
Speicherung und dem Transport von Sauerstoff, beim Elek-  ergab, dass die Geometrie des Zinkzentrums dem der nativen
tronentransfer sowie bei vielen Hydroxylierungen, Dioxyge-  CA stark dhnelt, einschlieBlich der Koordination eines exo-
nierungen, Oxidationen und Hydrolysereaktionen. Die je-  genen Wassermolekiils oder Hydroxids an das Zinkzentrum,
weilige Chemie des Eisenzentrums wird dabei ausschlieBlich ~ wenngleich die Orientierung der koordinierenden Imidazole
durch die spezifische Proteinumgebung des Metallions mo-  vom natiirlichen Vorbild abweicht (Abbildung 2).
duliert.™ Dementsprechend kénnen in unseren De-novo-
Geriisten durch approximative Nachbildung der Position der
spezifischen konservierten Aminosaurereste, die die natiirli-
che Metallbindungsstelle umgeben, die jeweils gewiinschten
katalytischen Aktivitdten erreicht werden. Bisher waren
unsere Arbeiten auf dem Gebiet dreier Funktionen besonders
erfolgreich, ndamlich bei der zinkkatalysierten Hydrolyse- und
Nitritreduktase-Aktivitit sowie beim Elektronentransfer.
2.1. Entwicklung von Zinkzentren als Modelle der hydrolytischen
Carboanhydraseaktivitdt
Aufbauend auf unserem fundierten Verstéindnis der Bin- ~ Abbildung 2. Uberlagerungides Z””NS_O‘Ze””“mS in [Hg”]S[Z””'_
dung von Schwermetallionen in den Tris(cystein)-Bindungs- (HZO)]N(§5L9PenL23H)3 m'ﬂ‘fem aktiven ,Zentr,um der menschlichen
. 116 CAll. CS in Cyan (PDB: 3PB)") und CAIl in Beige (PDB: 2CBA[')).
stellen unserer denovo entwickelten Geriiste™ widmeten Das Losungsmittelmolekiil in CS ist in Rot abgebildet, das Lésungs-
wir unsere Aufmerksamkeit der komplexeren Aufgabe der  mittelmolekiil aus Call liegt unter dem Zinkion. Wiedergabe mit Ge-
Nachahmung katalytischer Metallzentren. Dieses Vorhaben — nehmigung aus Lit. [12]. Copyright 2012 Nature Publishing Group.
ist deutlich ambitionierter, da das Design der Metallbin-
dungsstelle nicht nur die primédren koordinierenden Liganden
nachbilden muss, sondern fiir eine effektive Katalyse auch Wir untersuchten anschlieBend die Aktivitit von [Hg"]s-
den Zugang des Substrats zum aktiven Zentrum erméglichen  [Zn"]yTRILOCL23H (tiefgestellte Zeichen stehen fiir me-
muss. Bei unserem ersten Versuch, ein katalytisch aktives  tallkoordinierende Proteinliganden — HgS; und ZnN;) in der
Metall in unsere Geriiste einzubringen, nahmen wir die = Hydrolyse von p-Nitrophenolacetat (pNPA) und der Hy-
symmetrische Tris(histidin)-Koordinationsumgebung der  drierung von CO,. Die Hydrolyse von pNPA ist gut unter-
Carboanhydrase (CA) zum Vorbild. CA katalysiert die re-  sucht, da die Bildung von p-Nitrophenolat wegen seiner Far-
versible Hydrierung von CO,, Reaktion (1), und ist essentiell ~ bigkeit gut verfolgt werden kann. Unser CA-Modell [Hg"]s-
fiir das Puffersystem des Blut-pH-Werts und die Atmung. Die ~ [Zn"]yTRIL9CL23H zeigte eine pH-abhiingige Aktivitit
native CA stellt aufgrund der relativ einfachen Metallbin-  (Abbildung 3; pK, der Hydrolyse ca. 8.8), wobei der Maxi-
dungsstelle und ihrer hohen katalytischen Aktivitit ein ge-  malwert fiir k. /Ky bei pH 9.5 erreicht wurde und etwa das
eignetes Ziel dar."”? Durch Mutation von zwei verschiedenen ~ 100-Fache des entsprechenden Wertes von CAII (der Isoform
Leucinschichten im TRI-Geriist an jedem Ende des Coiled- mit der hochsten pNPA-Aktivitidt) betrug. Tabelle 2 ver-
Coils, einmal durch Cystein in der Ndhe des N-Terminus und  gleicht die Aktivitdten unserer Modellgeriiste in der pNPA-
einmal durch Histidin in der Ndhe des C-Terminus, wird  Hydrolyse. Bemerkenswerterweise zeigt unser CA-Modell
TRIL9CL23H erhalten. Kristallographisch konnten wir  unter unseren Bedingungen keine Produktinhibierung, wie
zeigen, dass die Tris(cystein)-Bindungsstelle ein fiir die  sie sonst héufig fiir niedermolekulare CA-Modelle beobach-
strukturelle Stabilitit wichtiges Hg"-Ton bindet, wihrend in  tet wird.["®
der Tris(histidin)-Bindungsstelle das fiir die katalytische Ak- Diesem Modell fehlt die wichtige sekundédre Koordinati-
tivitit notwendige Zinkion gebunden wird." onsumgebung, die in CAII eine wichtige Rolle bei der Er-
Angew. Chem. 2020, 132, 7750 —7773 © 2019 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 7753
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30- & [Hg(IN)sZn(Il(H,0/0H )} (TRILOCL23H),"*
& [Zn(ll)(H,0/0H )} (TRIL2WL23H),"*

-+ [Zn(ll)(H,0/0H")}[Hg(IN)s(TRILIHL23C),™
=+ [Hg(I)JsZn(I)(H,0/0H ) (TRILICL19H),™
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ko Ky (M1 1)

10
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Abbildung 3. pH-Abhingigkeit der katalytischen Effizenz der pNPA-Hy-
drolyse durch Zn"-bindende TRI-Peptide: [Hg"]s[Zn"]yTRILOCL23H (o),
[Zn"\TRIL2WL23H (m), [Zn"]y[Hg"|sTRILOHL23C (A) und [Hg"]s-
[Zn")]NTRILOCL19H (V). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [12].
Copyright 2013 American Chemical Society.

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

Peptld pKa kcat/KM (max) kcat (max)
(M’1 S—])[a] (571)
[Zn]n(TRIL2WL23H) 9.2 25 0.055
[Hg]s[Zn]n(TRILOCL23H) 9.0 31 0.053
[Zn]y[Hg]s(TRILOHL23C) 9.2 24 0.030
[Hgls[Zn]n(TRILOCL19H) 9.6 27 0.076

[a] Durch Angleichung an die pH-abhingigen k,./Ky-Werte gegen den
pH-Wert erhalten.

hohung der CO,-Hydrierungsgeschwindigkeit spielt. In
T199A-Mutanten von CAII fehlt der Akzeptor einer Was-
serstoffbriicke, der im Mechanismus der Hydrolyse nach-
weislich zur Aktivierung des zinkgebundenen Wassermole-
kiils dient."”) Dadurch wird die Aktivitit gegeniiber 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
[Hg"]s[Zn"]yTRILOCL23H nur die erste Koordinations-
sphire nachbildet, stellt es im Grunde genommen ein Modell
der Aktivitat von CAIIT199A dar.

In unseren Untersuchungen zur Geschwindigkeitskon-
stante der CO,-Hydrierungsaktivitét, der natiirlichen Reak-
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tion von CAII, zeigte [Hg"]s[Zn"]yTRIL9CL23H bei pH 9.5
Umsatzgeschwindigkeiten im Bereich des 500-Fachen des
nativen Enzyms und tibertraf die Aktivitdt des besten nie-
dermolekularen CA-Modells um mehr als das 70-Fache (Ta-
belle 3). Seit dem Erscheinen unserer Arbeit wurden Modelle
mit hoherer pNPA-Aktivitdt beschrieben, beispielsweise
MID1, das bei pH9 eine maximale Aktivitdt von k./Ky
von 660M's™' erreichte”) Bis heute ist [Hg"]s-
[Zn"]yTRIL9CL23H das Modell mit der hdchsten Aktivitit
in der CO,-Hydrierung. Diese Arbeit stellte einen Meilen-
stein dar, der deutlich machte, was allein durch Nachbildung
der ersten Koordinationssphére in unseren De-novo-Geriis-
ten erreicht werden kann.

2.2. Einfluss der Position der Zinkbindungsstelle auf die
Hydrolyseaktivitiit

Es ist denkbar, dass die Gegenwart des zweiten Metall-
zentrums [Hg"]s durch Verdnderung der Beweglichkeit oder
der ,,atmenden“ Anordnung der einzelnen Stringe des 3SCC
die Aktivitdt unserer CA-Modells erhoht. Daher entwickel-
ten wir entsprechende Modelle, in denen das stabilisierende
Tris(cystein)-Motiv zur Bindung von Schwermetallen fehlt.”"
TRIL23H-Denaturierungsstudien ergaben, dass die 3SCC-
Struktur in Abwesenheit der Cysteinschicht weniger stabil
war, die Affinitdt fiir Zink aber unverdndert blieb. Die Ak-
tivitdt dieses Modells gegen pNPA war, auler bei hohen
pH-Werten, nahezu identisch zu der von [Hg"s-
[Zn"]\TRIL9CL23H, was wir auf die verringerte Stabilitit
durch den Verlust des stabilisierenden [Hg"] unter stérker
basischen Bedingungen zuriickfiihrten.

Um zu untersuchen, ob die spezifische Position der Me-
tallbindungsstelle einen signifikanten Einfluss auf die Akti-
vitdt hat, entwickelten wir anschlieBend 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 fiir Losungsmittel- wie auch Substrat-
molekiile sowie die Bildung von Wasserstoffbriicken signifi-
kant zu beeinflussen — Faktoren, die bekanntlich eine wichtige
Rolle fiir die Aktivitit nativer CAs spielen.”” Unsere Ge-
riststrukturen bieten signifikante Vorteile gegeniiber dem

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

Enzym/Modell pK, pH Keat K Keae/ K k, Lit.
(s™ (mm) (Lmol™'s™) (Lmol™'s™)
CAll 6.8 8.8 8.2x10° 8.9 9.2x10’ [25]
CAlll 8.5 9.0 8x10° 20 4x10° [26]
TRIL9CL23H 8.821 9.5 1.8x10° 10.0 1.8x10° 2]
0;DH3 9.4 9.5 1.3%10° 3.5 3.8x10* [24]
Zn"([14]aneN4) 9.8 50400 27]
Zn'([12]aneN4) 8.1 3012 [18a]
Zn"(Nitrilotris (2-benzimidazolylmethyl-6-sulfonat) 8.3 2180 [28]
Zn'(Tris(4,5-di-n-propyl-2-imidazolyl) phosphan) 8.0 2480 [29]

[a] Aus Lit. [30]. [b] pK, der Hydrolyse von pNPA. [c] pH-unabhingige Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung (maximale Geschwindigkeit),
berechnet aus pK, 9.8 und der gemessenen Geschwindigkeit von 690 m~'s™' bei pH 9.0.
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Einbringen von Metallionen in natiirliche oder komplexere
Strukturen, weil das FEinfithren der Metallbindungsstelle
a) die Geometrie des Geriists nicht signifikant verdndert,
b) durch einfache Anderung der Position der Leucinsubsti-
tution an unterschiedlichen Positionen des 3SCC erfolgen
kann und c) infolge der Gegenwart mehrerer Leucinschichten
an mehreren geometrisch etwa dquivalenten Position entlang
des 3SCC stattfinden kann.

Wir entwickelten das invertierte Gegenstiick zu [Hg"]s-
[Zn"]yTRIL9CL23H - [Hg"]s[Zn"]y\TRIL9HL23C —, in dem
sich das aktive Zinkzentrum auf der Seite des N-Terminus
befindet.”" Dieses Modell zeigte bei pH 7.5 und pH 9 eine 10-
mal bzw. 4-mal geringere Zinkbindungsaffinitit 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 fiir
ke von 0.020 s7! bei pH 9.5 aufweist (halb so hoch wie fiir
TRILICL23H). Diese Abnahme wurde teilweise von einem
kleineren K\-Wert kompensiert, sodass k.,/Ky von 23.3 nur
auf 15.8M 's7! sank (Tabelle 2).

Bereits zuvor konnten wir zeigen, dass die Eigenschaften
der Tris(thiolat)-Bindungsstelle fiir Schwermetalle abhingig
von ihrer Positionierung an Position a gegeniiber Position d
der Heptade variieren. Dabei unterscheiden sich beispiels-
weise der pK,-Wert, die Koordinationszahl und die Positio-
nen der Liganden fiir Cadmium und Quecksilber.””) Ausge-
hend von der Annahme, dass ein dhnlicher Effekt auch fiir
Zink in Tris(histidin)-Koordinationsmotiven vorliegen
konnte, untersuchten wir TRIWLI9CL19H. Dieses Konstrukt
zeigte eine fiinffach geringere Affinitdt fiir Zink und mit
pK, 9.6 einen erhohten pK,-Wert fiir die Hydrolyse von
pNPA gegeniiber TRILICL23H (pK,9.2; Abbildung 3).
Dariiber hinaus zeigte dieses Konstrukt vergleichbare pNPA-
Hydrolysegeschwindigkeiten mit Werten fiir k. /Ky, im Be-
reich der fiir TRIL9CL23H und TRIL9HL23C ermittelten
Werte, allerdings mit einem erhohten K\,-Wert von 2.8 mM.
Diese Befunde zeigen das Potential zur gezielten Variation
von Ky und pK, durch Repositionierung der Metallbin-
dungsstelle, wobei die katalytische Aktivitdt grofteils unbe-
einflusst bleibt. Die Position der Metallbindungsstelle in
de novo entwickelten Geriiststrukturen sollte daher vor allem
beriicksichtigen, wie einfach sich sekundire Wechselwirkun-
gen einbauen lassen, die zu einer Erhohung der Umsatzge-
schwindigkeit fithren.

2.3. Entwicklung eines hydrolytischen Zink-3HB-Proteins

Wie oben diskutiert, bietet die intrinsische Geometrie
unser selbstorganisierten 3SCC-Geriiste eine Vielzahl an
Vorteilen. Um jedoch ein funktionales Netzwerk von Was-
serstoffbriicken aufzubauen und die Asymmetrie der sekun-
ddren Koordinationssphdre in CAII nachzubilden, entwi-
ckelten wir im nédchsten Schritt ein CA-Modell, das stattdes-
sen auf unserem a;D-Geriist beruht.?" Das Ersetzen von drei
Leucinresten auf der C-terminalen Seite im Innenraum der
urspriinglichen o;D- und H72V-Mutation zum Ausschluss
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einer moglichen unerwiinschten Koordination von Zink lie-
ferte a;DH3. In diesem Drei-Helix-Biindel ist Zink mit K;=
0.15 pm bei pH 7.5 und 0.06 pm bei pH 9 fester gebunden als
in allen 3SCC-Modellen (TRIL9CL23H: K;=0.8 um bei
pH 7 und 0.22 pm bei pH 9).

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

Wie bereits TRI 3SCC zeigte o;DH3 eine pH-abhéngige
CO,-Hydrierungsaktivitdt. Die Hydrierung wurde bei pH-
Werten zwischen 8 und 9.5 analysiert und zeigte eine maxi-
male Effizienz k. /Ky=69000M 's™' bei hoheren pH-
Werten. Der katalytische pK,-Wert betrug 9.4 und lag damit
hoher als der entsprechende Wert des 3SCC-Modellsystems
von 8.8. Der maximale gemessene Wert fiir k. /Ky, betrug
38000M~'s7"; 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 iiberlegen.
Beim Vergleich mit dem nativen Enzym erreicht a;DH3 die
GroBenordnung der 2400-fach geringeren Geschwindigkeit
des schnellsten Isozyms CAII (Tabelle 3).

2.4. Zinkkatalysierte Hydrolyse in anderen helikalen Geriisten

Wie bereits erwidhnt haben andere Gruppen weitere he-
likale Gertiiste entwickelt, die Zinkionen binden und zinkka-
talysierte Hydrolyseaktivitdt aufweisen. Kuhlmann et al.
entwickelten ein zinkvermitteltes Homodimer in einem
Helix-Turn-Helix-Motiv. Dieses Homodimer enthidlt zwei
vierfach koordinierte Zinkionen, die jeweils in einer His;O-
Umgebung gebunden sind. Ein vierter Histidinrest (der ur-
spriinglich als vierter koordinierender Ligand fiir das Zink-
zentrum vorgesehen war) erzeugt eine Bindungstasche fiir
niedermolekulare Verbindungen. So wie auch in unseren
zuletzt beschriebenen CA-Modellen umfasste das rationale
Design dabei keine Wechselwirkungen in der sekundédren
Koordinationssphidre. MID1-Zn zeigte gegeniiber unserem
TRI-Geriist eine verbesserte pNPA-Hydrolyseaktivitdt mit
ke Ky von 660M's™! bei pH 9, was auf die einfachere Zu-
ganglichkeit des aktiven Zentrums im Homodimer zuriick-
gefithrt wurde. Vor kurzem beschrieb diese Gruppe die
kiinstliche Evolution des MID1-Katalysators, wodurch dessen
Aktivitdt in der Hydrolyse eines racemischen fluorogenen
Esters um das 70000-Fache verbessert wurde.”!! Die Gruppe
um Tezcan berichtete vom Design einer Metallo-B-lactamase
bestehend aus einem Tetramer von modifiziertem Cyto-
chrom c¢b5662, Zng:AB3,P? Das Design dieser Struktur
beruht auf einer durch zinkvermittelte Selbstorganisation
generierten Grenzflache, sodass vier der acht Zinkionen eine
reine strukturgebende Funktion erfiillen, wéhrend die ande-
ren vier katalytisch aktiv sind. Dieses Protein zeigte neben
der erwarteten Metallo-B-lactamaseaktivitit auch eine gute
Aktivitit gegen pNPA mit k.,/Ky von 32M~'s™" bei pH 9. In
einem &dhnlichen Ansatz zeigte die Gruppe um Korendovych,
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dass durch Selbstorganisation kurzer Peptide, ermoglicht
iber die Bindung von Zinkionen an Histidinreste, zinkver-
briickte Amyloidfibrillen mit Esteraseaktivitit gebildet
werden konnen.® Diese zinkbindenden Amyloidfibrillen,
die aus einer beta-Faltblattstruktur anstelle von alpha-Helices
bestehen, katalysieren die Hydrolyse von Estern mit
ke Ky~150M7's™! bei pH9 und einem maximalen
ke Kny=360M's™! bei pH 10.3.

3. Entwicklung von Kupferzentren als Modelle fiir
die Nitritreduktaseaktivitdt

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 Anderung des Oxidationszustands des
Metallions dndert dabei nicht nur die elektrostatische Ladung
der Bindungsstelle; im Allgemeinen werden fiir unter-
schiedliche Oxidationszustdnde des Metallzentrums auch
eine unterschiedliche Koordinationsgeometrie und unter-
schiedliche Liganden bevorzugt. So zeigt beispielsweise Cu'
eine hohere Priferenz fiir weichere Liganden und niedrigere
Koordinationszahlen als Cu". Daher muss beim De-novo-
Design von Metalloenzymen zusitzlich zu den oben be-
schriebenen, bei nicht redoxaktiven Metallen geltenden Kri-
terien auch die Koordinationsumgebung sowohl der redu-
zierten als auch der oxidierten Spezies beriicksichtigt werden.
Unsere De-novo-Geriiststrukturen bieten gegeniiber nieder-
molekularen Modellen einige signifikante Vorteile, da die
Geometrie der Metallbindungsstelle durch die stabile Faltung
des Geriists in Abwesenheit eines Metallions festgelegt ist.
Dariiber hinaus beobachteten wir in unseren Strukturen bei
der Bindung von Metallionen nur geringe Reorganisations-
energien, je nach der Position der Bindungsstelle im Geriist
und der Art des jeweils bindenden Metalls.”” Wie bereits
erwihnt sind die meisten molekularen Modellsysteme nur in
organischen Losungsmitteln 16slich und fiir die Bindung eines
einzigen Oxidationszustandes von Kupfer optimiert. Unsere
Geriiste sind dementsprechend gut als Modelle fiir Metallo-
enzyme mit Redoxaktivitit geeignet.

In letzter Zeit berichteten wir von verschiedenen Fort-
schritten bei der Entwicklung von Modellen mit Kupferni-
tritreduktase (CuNiR)-Aktivitit. CuNiRs Kkatalysieren die
Reduktion von Nitrit zu Stickstoffmonoxid iiber 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(His,)-
(Cys)(Met)-Typ-1-Kupferzentrum als Elektronentransfer-
zentrum und einem katalytischen Cu(His;)(OH,)-Typ-2-
Kupferzentrum. Das katalytische Typ-2-Kupferzentrum liegt
dabei in einer verzerrt-tetraedrischen Koordinationsgeome-
trie vor, die zwischen den von den Cu'- und Cu"-Spezies be-
vorzugten Koordinationsgeometrien liegt und so die mit dem
Oxidationsstufenwechsel verbundene Reorganisationsener-
gie des Proteins minimiert.*™ 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
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Typ-2-Kupferzentrum stattfindet. Die Katalyse wird durch
einen protonengekoppelten Elektronentransfer unterstiitzt,
der durch Wasserstoffbriicken zwischen einem Histidin
(H225) und einem Aspartat (E98) mit Wasser und dem ge-
bundenen Substrat vermittelt wird.®! Es konnte gezeigt
werden, dass diese Aminosidurereste eine entscheidende
Rolle fiir die Aktivitdt natiirlicher CuNiRs spielen und dass
die Aktivitdt des Enzyms in ihrer Abwesenheit um mindes-
tens das 100-Fache abnimmt [Reaktion (2)].

NO,” +e +2H" = NO + H,0 2)

3.1. CuNiR-Modelle der ersten Generation

Da die Geometrie der Zinkbindungsstelle unseres CA-
Modells Hg"sZn"(TRIL9CL23H), der Koordinationsumge-
bung des Typ-2-Kupferzentrums in CuNiR stark dhnelt, un-
tersuchten wir zunéchst 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.””! Ubereinan-
derlegen des Zinkzentrums in Hg"sZn"(TRIL9CL23H); und
des Kupferzentrums von CuNiRs zeigte dhnliche Koordina-
tionsgeometrien fiir beide Strukturen, wobei das jeweilige
Metallion in beiden Fillen an das e-Stickstoffatom des
Histidins und ein koordiniertes Wassermolekiil bindet (Ab-
bildung 4). Die Ladung und der Lewis-saure Charakter von
Zn" dhneln denen von Cu", und die d'>-Konfiguration spie-
gelt die Elektronenkonfiguration des Cu'-lons wider. Wir
waren daher zuversichtlich, dass dieses Peptid ein geeignetes
Modell fiir das Typ-2-Kupferzentrum in CuNiR darstellen
kann und dass es — im Unterschied zu molekularen Modellen
— die Moglichkeit bietet, die Reaktion in wassrigem Medium
mit den natiirlichen Liganden zu untersuchen, und dabei
gleichzeitig das komplexe Zusammenspiel der beiden Kup-
ferzentren der natiirlichen CuNiR ausblendet.

Abbildung 4. A) Modell von Cu-TRIL23H auf Basis der Struktur von
Hg'"sZn" CSL9CL23H. B) Ansicht des Zn"(H,0) (His)s-Zentrums ent-
lang der dreifachen Pseudorotationsachse (hellgrau), tiberlagert mit
dem Typ-2-Cu''(H,0) (His)s~Zentrum in NiR aus R. sphaeroides (PDB:
2DY2; dunkelgrau). Koordinierte Wassermolekiile 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 Cu' an die Histidinbindungsstellen
wurde durch '"H-NMR-Spektroskopie bestitigt.””! Das Spek-
trum der metallfreien Spezies apo-TRIL23H zeigte zwei
Singuletts in der aromatischen Region des 'H-NMR-Spek-
trums bei d ~ 7.7 und 7.0 ppm, die den Protonen der &- und 6-
Stickstoffatome zugeordnet werden konnten. Nach Versetzen
mit einem Aquivalent Cu' wurden diese Singuletts in mehrere
Peaks aufgespalten, wodurch die spezifische Bindung des
Kupferions an die Histidinreste belegt wurde. Dartiber hinaus
zeigte eine mittels '"H-NMR-Spektroskopie verfolgte pH-Ti-
tration von Cu-TRIL23H, dass, wie fiir Cu'(His;) erwartet,
nur bei pH < 4.45 freie Imidazolprotonen beobachtet werden.
XAS-Daten zeigten, dass das 1s—4p-Vorkantensignal, dessen
Intensitit zur Bestimmung der Koordinationszahl von Cu'-
Spezies genutzt werden kann,® ebenfalls mit einer dreifach-
koordinierten Cu'-Spezies in Einklang war. Die beste An-
gleichung an die EXAFS-Daten von Cu'TRIL23H wurde mit
drei N/O-Streuern in einem Abstand von 1.93 A mit zusiitz-
licher Riickstreuung bei groferen Abstdnden erhalten, wie
sie typischerweise fiir Histidinkoordination beobachtet wird.
Die ungewohnlich hohen Debye-Waller-Faktoren dieser His-
Streuer lassen auf eine trigonal-planare Koordinationsgeo-
metrie schlieBen. Die Dissoziationskonstante K fiir Cu'
wurde durch Titration mit Bathocuproindisulfonat (BCS*")
bestimmt und betrug 3.1 pm bei pH 5.9 und 0.2 pm bei pH 7.5.

Die Bindung von Cu" wurde mit UV/Vis-Spektroskopie
untersucht, wobei eine breite Absorptionsbande bei 640 nm
(e =135m 'cm ') beobachtet wurde, die in Einklang mit der
Bildung eines Cu"(His),;-Koordinationsmotivs mit entweder
einem oder zwei exogenen Wasserliganden ist.*”) Das EPR-
Spektrum von Cu"TRIL23H bestitigte das Vorliegen eines
fiinffach-koordinierten Typ-2-Kupferzentrums [Cu(His),-
(H,0),]. Nach Versetzen von Cu"TRIL23H mit Nitrit sank
die z-Achsen-Hyperfeinkopplungskonstante A; um 9 Gauf3
und zeigte damit, dass Nitrit auch hier, wie bereits zuvor fiir
die natiirliche NiR gezeigt, direkt an das Kupferzentrum
bindet.*”! Die Dissoziationskonstante K, fur Cu" in diesem
Modell wurde durch Trp-Fluoreszenzloschung bestimmt und
betrug 40 nm bei pH 5.9 und 8.7 nm bei pH 7.5.

Das Reduktionspotential des Cu"/Cu"-Paares kann mit-
hilfe der Nernst-Gleichung aus den Affinititen fiir Cu' und
Cu" berechnet werden. Das Reduktionspotential dieses Mo-
dellsystems liegt mit 400 mV bei pH 5.9 und 430 mV bei
pH 7.5 deutlich hoher als fiir Typ-2-Kupferzentren iiblich™
und befindet sich in der Tat ndher an den typischerweise fiir
Typ-1-Kupferzentren berichteten Werten. Ein Grund dafiir
konnte die Stabilisierung der trigonalen Geometrie des Cu'-
Zustandes in der hoch symmetrischen (His);-Koordinations-
umgebung sein, die zu einer Erhohung des Reduktionspo-
tentials fithrt. Trotz des erhohten Reduktionspotentials un-
tersuchten wir die NiR-Aktivitdit von CuTRIL23H. Wir
konnten zeigen, dass dieses Modell in der Lage ist, NO aus
Nitrit zu erzeugen, indem wir das entstehende NO iiber die
Bildung der farbigen Verbindung FEEDTA(NO) nachwie-
sen.”l Eine FTIR-GC-Analyse aus der Gasphase iiber der
Reaktion zeigte keine nachweisbaren Mengen an N,O, das in
anderen NiR-Modellen hiufig als Nebenprodukt entsteht,
und belegte so einen weiteren signifikanten Erfolg unserer
De-novo-Strategie.
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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~*s~!
bei pH 5.8 fiir die NiR-Aktivitdt bestimmen. Eine signifi-
kante Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit steigen-
dem pH-Wert ist wahrscheinlich auf Verdnderungen in der
Cu'His;-Koordinationsumgebung oder die Beteiligung von
Protonen an der Nitritreduktion zuriickzufiihren. Auch wenn
diese katalytische Umsatzgeschwindigkeit gegeniiber den im
natiirlichen CuNiR-System erreichten Geschwindigkeiten
gering ist, stellt unser Modell das einzige Beispiel eines sta-
bilen, funktionalen Cu(His);-Zentrums in wissrigem Medium
dar, das in der Lage ist, mehrere Turnover dieser Umsetzung
zu vermitteln, ohne dass dabei ein Riickgang der Reaktions-
geschwindigkeit beobachtet wurde.

3.2. Untersuchung des Cu-Zentrums

Es ist auBergewohnlich, dass unsere De-novo-Enzyme der
ersten Generation bereits ohne Modellierung weiterer Ko-
ordinationssphiren jenseits der ersten metallkoordinierenden
Koordinationssphiare gute Aktivititen zeigen. Daher war
deutlich, dass zur weiteren Optimierung der CuNiR-AKktivitat
vor allem Modifikationen der zweiten Koordinationssphére
sowie der elektrostatischen Wechselwirkungen in der Um-
gebung des aktiven Kupferzentrums eine entscheidende
Rolle spielen werden.¥ Die freie Aktivierungsenthalpie
(AG™) und damit die Geschwindigkeitskonstante der kata-
lytischen Umsetzung des Enzyms koénnen durch Verdnde-
rungen der elektrostatischen Umgebung des aktiven Zen-
trums beeinflusst werden, die zu einer Stabilisierung der La-
dungsdichte des Ubergangszustandes fithren. Dynamische
Aspekte des aktiven Zentrums, also die im Pico- bis Mikro-
sekundenbereich ablaufenden Schwingungs- oder Transla-
tionsbewegungen im und um das aktive Zentrum, spielen fiir
die Gesamtgeschwindigkeitskonstanten ebenfalls eine Rolle.
Die dynamischen und elektrostatischen Faktoren, die fiir die
Katalyse ausschlaggebend sind, konnen mithilfe von
Schwingungssonden in den aktiven Zentren der Enzyme un-
tersucht werden.! Diese Arbeiten liefern detaillierte Er-
kenntnisse zur Flexibilitdt des aktiven Zentrums, die ent-
scheidend dafiir ist, wie Substrate ins aktive Zentrum gelan-
gen und wie der Transport der Produkte verlduft, sowie zu
Anderungen der Reaktionsbarriere im Hinblick auf die Mo-
lekiildynamik in der Umgebung des aktiven Zentrums.*!

In Zusammenarbeit mit der Gruppe um Kubarych nutz-
ten wir die ultraschnelle Dynamik des an CuTRI-H gebun-
denen Kohlenmonoxids als Schwingungssonde fiir das Cu-
(His)s-Zentrum zur Untersuchung der Kupferumgebung in
unserem CuNiR-Modell.*) Dabei nutzten wir zweidimen-
sionale IR-Spektroskopie zur In-situ-Untersuchung des akti-
ven Zentrums, um unser Verstindnis der De-novo-Strukturen
mit Erkenntnissen zur Chemie niedermolekularer Modelle zu
verkniipfen.*”! Das 2D-TR-Spektrum zeigte zwei Banden, die
auf Ubergéingen aus der Anregung des Grundzustands (v =
0—1, 2063 cm™ ') und Anregung des ersten angeregten Zu-
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stands (v =1—2, rotverschoben nach 2039 cm ' infolge von

CO-Schwingungsanharmonizitdt)  beruhen. Nach der
Schwingungsanregung beobachteten wir eine zeitabhingige
Anharmonizitdt der Schwingungsmoden des gebundenen
CO-Molekiils mit einer Abklingkonstante von 2 ps. Die Fre-
quenzverschiebung bringt die beiden Banden ndher zusam-
men, da der v,-Ubergang rot- und der v,,-Ubergang blau-
verschoben wird. Dabei ist der Betrag der Blauverschiebung
des angeregten Zustands grofier als die Rotverschiebung des
Grundzustands. Wir untersuchten auch das modifizierte
Peptid (TRI-HK22QK?24Q), in dem sechs der positiv gela-
denen Lysinreste in der Nédhe des Kupferzentrums durch
neutrale Glutaminreste ersetzt wurden. Die dhnliche beob-
achtete Anharmonizitdt des Schwingungsiibergangs in diesem
Protein deutete darauf hin, dass dieses Merkmal auch in an-
deren Sequenzen reproduzierbar ist und wahrscheinlich un-
seren anderen 3SCC-Geriisten ebenfalls gemeinsam ist.
Theoretische Modellierungen des gesamten De-novo-
Proteins wurden zum Verstdndnis der sterischen und elek-
trostatischen Wechselwirkungen, die zu diesem Ver-
halten fithren, herangezogen. In einem QM/MM-
ONIOM-Ansatz, mit dem Cu-Zentrum, den Imidazol-
liganden und dem CO-Addukt im QM-Teil (B3LYP/6- A
311G(d,p)) beobachteten wir fiir den schwingungsan-
geregten Zustand eine Abnahme des Cu-C-O-Bin-
dungswinkels von > 6°. Diese Kriimmung ist konsistent
mit der im Picosekundenbereich ablaufenden Dyna-
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Abbildung 5. Dipolmoment der einzelnen Histidinringe in Cu'-
(TRIL2WL23H)3(CO) + mit einem mittleren Wert von 3.6 D. Diese di-
polaren Ketten sind in der Lage, an die durch das Proteingeriist er-
zeugte elektrostatische Umgebung zu koppeln. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung aus Lit. [46]. Copyright 2013 American Chemical Society.
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mik, die durch die Frequenzverschiebung in der 5.4 < @uf ~ ’

Schwingungsspektroskopie beobachtet wurde, und b [ 4 ! &L 78A \

stiitzt so die Annahme, dass das Peptid die Kopplung & 6.0A ~
10.1 A

der CO-Streckschwingung verstdrkt. 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-Peptidgeriists keinen direkten Ein-
fluss auf den Carbonylliganden ausiibt, sondern statt-
dessen eine Verzerrung der Geometrie der kupferko-
ordinierenden Histidinliganden bewirkt und so fiir die
Cu-C-O-Kriimmung verantwortlich ist, die an die CO-
Streckschwingung des angeregten Zustands gekoppelt
ist. Diese Kopplung der Kriimmung im angeregten Zustand
war stark von der Orientierung der Histidinkoordination am
Kupferzentrum abhéngig, vermutlich wegen der Lage der
Dipolmomente (ca. 3.6 D) jedes einzelnen Histidinliganden
(Abbildung 5). Diese Rechnungen zeigen die Bedeutung
elektrostatischer Wechselwirkungen fiir die Molekiildynamik
und das Energieprofil der Ligandenkoordination in unserem
Cu(His);—Zentrum. Folglich konnen unsere CuNiRs durch
Modifikation der Elektrostatik der Umgebung weiter ver-
bessert werden, entweder durch Verdnderung der Position
innerhalb des 3SCC (Coiled-Coil-Dipol) oder durch Positio-
nierung der geladenen Aminosdurereste in groferer Néhe
zum aktiven Zentrum.

Um die relativ niedrige CuNiR-Aktivitdt zu erhohen,
betrachteten wir in der Folge die Rolle der elektrostatischen
Umgebung des Kupferzentrums, zunédchst durch Modifikati-
on der Aminosdurereste in der duBleren Sphire, die die
Elektrostatik des Kupferzentrums verdndern (Abbil-
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Abbildung 6. Modell fir CuNiR mit Fokus auf die Position der substituierten
Aminosiurereste der A) dufleren und B) inneren Sphire in der Umgebung der
Cu-Bindungsstelle von TRI-H basierend auf der Kristallstruktur von

Zn" Hg"s(CSL9PenL23H), (PDB: 3PB)). Das Kupferion ist als orangefarbene
Kugel dargestellt, Abstiande zum [3-Kohlenstoffatom des jeweiligen substituier-
ten Aminoséurerests sind fiir Substitutionen der duferen Sphire — K22 (ma-
genta), E24 (griin) und K27 (gelb) — sowie der inneren Sphiare — L19 (blau)
und L26 (rot) — angegeben.

dung 6 A), und anschlieBend durch Veridnderung von Ami-
nosdureresten der inneren Koordinationssphiare (Abbil-
dung 6B).

3.3. Modifikation der Ladungsdichte um das Kupferzentrum

Eine Modifikation der Ladungsdichte um ein redoxakti-
ves Metallzentrum (durch Substitution von Aminosdureres-
ten mit unterschiedlichen Ladungen) hat signifikante Aus-
wirkungen auf die Stabilitidt und Struktur der verschiedenen
Oxidationszustdnde und damit auch auf das Redoxpotential
und schlussendlich auf die katalytische Effizienz oder den
Mechanismus redoxaktiver Metalloenzyme.*! So besitzt die
Peptidylglycin-a-hydroxylierende Monooxygenase (PHM)
ein dhnliches (His;)-Koordinationsmotiv wie CuNiR, spielt
aber eine Rolle im Elektronentransfer und ist im Unterschied
zu CuNiR nicht direkt an einer katalytischen Umsetzung
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Tabelle 4: Peptidsequenzen bei der Substitution einzelner Aminosiurerreste in der dufderen (oben) und inneren Sphire (Mitte) sowie primérer
koordinierender Reste (unten) in Arbeiten zur CuNiR-Aktivitat. Die Position dieser Modifikationen ist in Abbildung 6 zu sehen.

Peptid® abcdefg abcdefg abcdefg abcdefg Aladung
TRI-H Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK HKALEEK G-NH,

TRI-HK22Q Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEQ HKALEEK G-NH, -3
TRI-EH Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HKALEEK G-NH, —6
TRI-EHE27K Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HKAKEEK G-NH, 0
TRI-EHE27Q Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HKAQEEK G-NH, -3
TRI-EHK24Q Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HOQALEEK G-NH, -9
TRI-EHK24E Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEE HEALEEK G-NH, —-12
L191 Ac-G WKALEEK LKALEEK LKATIEEK HKALEEK G-NH, 0
L19,L Ac-G WKALEEK LKALEEK LKA LEEK HKALEEK G-NH, 0
L19A Ac-G WKALEEK LKALEEK LKAAEEK HKALEEK G-NH, 0
L26A Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK HKAAEEK G-NH, 0
L19D Ac-G WKALEEK LKALEEK LKADEEK HKALEEK G-NH, -3
L26D Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK HKADEEK G-NH, -3
TRI-5H Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK snHKALEEK G-NH, 0
TRI- H Ac-G WKALEEK LKALEEK LKALEEK HKALEEK G-NH, 0
TRI-,H L19A Ac-G WKALEEK LKALEEK LKAAEEK HKALEEK G-NH, 0

[a] N- und C-Terminus sind acyliert bzw. amidiert.

beteiligt.*”) Historisch wurden diese Studien immer an den
nativen Proteinen durchgefiihrt, die die Komplexitét und er-
schwerenden Faktoren natiirlicher 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 Aminosdurereste zu
untersuchen. Wir entwickelten und synthetisierten dazu
mehrere modifizierte Peptide, in denen wie in Tablle 4 (oben)
aufgefithrt nur Aminosiurereste ersetzt wurden, die weder im
hydrophoben Inneren der 3SCCs liegen (was zu einer signi-
fikanten Destabilisierung fithren konnte) noch direkt an der
Koordination des Kupferzentrums beteiligt sind (Abbil-
dung 6 A).”" Der Einfluss des pH-Wertes auf die Bindung des
Kupferions in Peptiden mittels modifizierter dulerer Koor-
dinationssphiare wurde mit UV/Vis-Spektroskopie verfolgt.
Im nahezu neutralen pH-Bereich zeigte Cu™-TRI-H eine
breite Bande bei 644 nm, die einem d-d-Ubergang des Kup-
fers in der His;-Koordinationsumgebung zugeordnet wurde.
Das pH-Profil der Bindung von Kupfer in TRI-H ist infolge
mehrerer konkurrierender und einander iiberlagernder Pro-
zesse, die in Abhéngigkeit vom pH-Wert auftreten, kompli-
ziert. Der wichtigste dieser Prozesse ist die Bildung von
3SCCs, die bekanntlich um den pK,-Wert der Glutamatreste
stattfindet, die an der Bildung von Salzbriicken in e-Zentren
(der fiinften Position in der Heptaden-Wiederholungseinheit)
beteiligt sind, etwa bei pH 4.5. Weitere Prozesse sind abhén-
gig von Protonierungsgrad, Ladung und Kupferaffinitdt des
Imidazolliganden (bei pH 5.5-8) sowie vom Protonierungs-
grad von koordinierenden Wassermolekiilen (pH > 8).
Dementsprechend zeigt das UV/Vis-Spektrum zwei wesent-
liche Anderungen: einen Ubergang bei niedrigen pH-Werten,
der auf der Bildung der 3SCC-Struktur und der Bindung von
Kupfer im (His);-Koordinationsmotiv beruht und bei etwa
pH 5 abgeschlossen ist; sowie die Deprotonierung des an das
Kupferzentrum gebundenen Wassers unter Bildung einer
Hydroxidspezies mit pK, ca. 8.5 (Abbildung 7). Modifikatio-
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nen der dufieren Koordinationssphire mit anderen Ladungen
hatten dhnliche pH-abhingige Profile fiir die Bindung von
Kupfer bei niedrigen pH-Werten zur Folge, fiihrten aber zu
signifikant abweichenden Profilen im Bereich hoherer pH-
Werte wegen des Zusammenspiels verschiedener pH-abhin-
giger Effekte. So findet beispielsweise die Deprotonierung
des gebundenen Wassers in TRI-EH bei deutlich héheren
pH-Werten statt (pK, 9.86). XAS-Messungen der Cu'-Form
und EPR-Messungen der Cu"-Form von TRI-H und TRI-EH
zeigten bei pH 5.8 keine signifikanten Unterschiede in der
Geometrie des Kupferzentrums in beiden Geriisten. Gering-
figige Abweichungen in der Intensitét der Vorkantenstruktur
und niedrigere Debye-Waller-Werte fiir die Cu-N-Streuer in
der EXAFS-Region lassen auf eine etwas symmetrischere
trigonal-planare Geometrie fiir TRI-EH gegeniiber einer
etwas stiarker verzerrten T-formigen Geometrie im ur-
spriinglichen TRI-H schlie3en.

Fiir diese Serie von Modellen mit modifizierten dufleren
Koordinationssphdren wurden die Dissoziationskonstanten
fiir die jeweiligen Cu'- und Cu"-Spezies ermittelt. Die Dis-
soziationskonstante K, fiir Cu' nahm infolge der Verringe-
rung der Ladung von 0 auf —12 um zwei GroBenordnungen
ab, wohingegen dieselben Modifikationen fiir die Cu"-Spezies
nur eine geringe Abnahme der Affinitdt und eine nur leicht
niedrigere Dissoziationskonstante K, zur Folge hatten. Diese
Werte wurden anschlieBend zur Berechnung der Redukti-
onspotentiale iiber die Nernst-Gleichung genutzt und als
Funktion der Ladungsdifferenz zum urspriinglichen TRI-H-
System bei zwei spezifischen pH-Werten aufgetragen (Ab-
bildung 8 A). Die Werte zeigen dariiber 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 Cu'-Spe-
zies in einer stdrker negativ geladenen Umgebung und we-
niger die Stabilisierung der Cu"-Spezies wider, die zu einem
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Abbildung 7. pH-Titration von Cu"(TRI-H); A) unterhalb und B) ober-
halb von pH 7.5. C) Anderungen der Absorbanz der Cu"-d-d-Bande bei
Bindung von Cu'" an TRI-H (@; A4 =0), TRI-EHE27K (0; A,
sumg=0), TRIE-H (W5 Aygyng = —6) und TRI-EHK24E (0 Apygung = —12).
Adaptiert mit Genehmigung aus Lit. [50]. Copyright 2013 American
Chemical Society.

weniger positiven Reduktionspotential fiihrt. Die unter-
schiedlichen Bindungsaffinititen der Cu'- und Cu"-Spezies in
jedem unserer Modelle liegen etwa 100 mV auseinander,
wobei bei niedrigen pH-Werten jeweils das positivere Re-
duktionspotential gefunden wird.

Das urspriingliche Ziel unseres Designs von CuNiR-Mo-
dellen mit zunehmend negativer Ladung bestand in der Sta-
bilisierung der positiv geladenen Cu"-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 Cu'-Spezies und nicht der erwiinschten
Stabilisierung der Cu"-Spezies. Die erhohte Affinitit fiir Cu'
beim Ubergang von einer negativ geladenen Umgebung des
Metallzentrums zu stidrker positiv geladenen Umgebungen
legt nahe, dass hierbei Effekte infolge der Bildung von Was-
serstoff- und Salzbriicken zum Tragen kommen. Wir schlugen
daher vor, dass das Kupferion in unseren Modellen in einer
starren Ligandenmatrix (,rack-induced*) koordiniert ist,
dhnlich der in blauen Kupferproteinen, die als Elektronen-
transferproteine fungieren.”! In diesem Modell schriinkt die
Proteinmatrix die Geometrie der Koordinationsumgebung
des Metallzentrum derart ein, dass sich fiir die verschiedenen
Oxidationszustdnde eine verdnderte Stabilitdt ergibt, die
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Abbildung 8. A) Berechnete Reduktionspotentiale bei Anderung 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.

wiederum zur Einstellung des Redoxpotentials des Kupfer-
zentrums genutzt wird. Unsere Ergebnisse lassen darauf
schlieBen, dass dieser Effekt der starren Proteinmatrix in
unseren CuNiR-Modellen fiir die Cu'-Form stéirker ausge-
prégt ist. Wir nahmen an, dass eine Wasserstoffbriicke zwi-
schen Glu22 und His23 fiir die Orientierung des Imidazolli-
ganden verantwortlich ist.

SchlieBlich ermittelten wir iiber den oben beschriebenen
Ascorbat-Assay auch die Geschwindigkeitskonstanten der
CuNiR-Aktivitdt unserer Modelle mit modifizierter duf3erer
Sphire. Bei einer von 0 auf —12 verringerten Ladung beob-
achteten wir fiir die gesamte Serie eine vierfache Erhohung
der NiR-Aktivitdt und eine Korrelation mit dem jeweiligen
Reduktionspotential (Abbildung 8B). Bei pH 5.8 gilt fiir
diese Modelle, dass bei hoherem Reduktionspotenial eine
niedrigere Geschwindigkeitskonstante erhalten wird. Obwohl
diese Befunde dafiir zu sprechen scheinen, dass die Reakti-
onsgeschwindigkeit linear vom Reduktionspotential abhéngt,
widerlegen die Bedingungen des verwendeten Assays (in dem
Ascorbat in signifikantem Uberschuss zugesetzt wird) die
Schlussfolgerung, dass dieses Verhalten in der Geschwindig-
keit des Elektronentransfers begriindet ist, denn wir konnten
zeigen, dass die Reduktion von Cu" zu Cu' durch Ascorbat
nicht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Umset-
zung ist. Wir nehmen stattdessen an, dass die Reorganisa-
tionsenergie bei der Oxidation (von trigonalem Cu' zu
pseudo-tetraedrischem Cu") die beobachteten Geschwindig-
keiten begrenzt. Diese Arbeit zeigte, dass Verdnderungen der
Ladung in der Umgebung des aktiven Zentrums durch Sub-
stitution nahegelegener Aminosdurereste zur Modifikation
von Eigenschaften genutzt werden konnen, die das Redukti-
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onspotential und die NiR-Aktivitdt auf systematische Weise
beeinflussen.

3.4. Modifikation des sterischen Anspruchs und Einfiihrung
potentieller Wasserstoffbriicken in der inneren Sphdire

Nachdem wir den Einfluss von Modifikationen in der
dufleren Sphire auf die CuNiR-Aktivitdt untersucht hatten,
richteten wir unser Augenmerk auf die Auswirkungen von
Modifikationen der inneren Sphire. Es ist bekannt, dass die
Aminosdurereste der inneren Sphére eine signifikante Rolle
in der Katalyse spielen, und es wurde bereits gezeigt, dass
Mutationen in der inneren Sphare die katalytische Effizienz
und Umsatzgeschwindigkeiten signifikant verdndern. Daher
nutzten wir unsere rationale Designstrategie und identifi-
zierten zwei Positionen innerhalb des 3SCC, in denen eine
Substitution der Leucinschicht durch andere Aminosédure-
reste zu Modifikationen der Koordinationsumgebung des
Kupferzentrums oder der kupfergebundenen Wassermole-
kiile fiihren konnte (Abbildung 6B). Wir hatten in vorange-
gangen Arbeiten bereits zeigen konnen, 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(S;)-Zentrums gesteuert werden kann.!'*¥
Dementsprechend sollte sich durch Modifikation des steri-
schen Anspruchs der Aminoséurereste in der Umgebung der
Bindungsstelle des katalytisch aktiven Metallions der Sub-
strat- und Losungsmittelzugang zum aktiven Zentrum ein-
stellen lassen. Wir nutzten diesen Ansatz fiir unsere Cu(Hiss)-
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).”*! Wir erhohten 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 Fiinffach-Koordination
des Cu"-Zustands erfolgt, wihrend in nativem CuNiR eine
Vierfach-Koordination vorliegt. Wir nahmen an, dass eine
Erhohung des sterischen Anspruchs oberhalb des Metall-
zentrums den Zugang fiir Losungsmittelmolekiile erschweren
und so zu einer niedrigeren Koordinationszahl des Kupfers
fiilhren wiirde. Wir untersuchten anschlieBend auch den
Effekt eines verringerten sterischen Anspruchs ober- oder
unterhalb des Metallzentrums durch Substitution mit Alanin,
da Kiristallstrukturen unserer schwermetallbindenden Struk-
turen gezeigt hatten, dass ein verringerter sterischer An-
spruch die Bindung von bis zu vier weiteren Wassermolekiilen
ermoglicht.? Um den Einfluss von Wasserstoffbriicken zum
kupfergebundenen Wasser oder den Histidin-Imidazolligan-
den und/oder des Hinzufiigens weiterer Cu-koordinierender
Aminosdurereste zu untersuchen, entwickelten wir Geriiste,
in denen sich Aspartatreste direkt unter- oder oberhalb des
Kupferzentrums befinden.

Wir studierten die CuNiR-Aktivitit in dieser Serie von
CuNiR-Modellen und beobachteten Geschwindigkeitskon-
stanten, die die Serie in zwei identifizierbare Gruppen auf-
teilten (Abbildung9, griin): eine Gruppe, in der die An-
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Abbildung 9. Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung des
urspriinglichen TRIW-H-Konstrukts (rot) aus Lit. [37] im Vergleich zu
denen der Aminosiurereste des helikalen Kontakts der dufleren Sphire
(blau) aus Lit. [50], der inneren Aminosiurreste (griin) aus Lit. [53],
und der primiren koordinierenden Aminosdurereste (magenta) aus
Lit. [56]. Adaptiert mit Genehmigung aus Lit.[56]. Copyright 2019
American Chemical Society.

fangsgeschwindigkeitskonstanten denen des urspriinglichen
TRI-H éhnelten (L19I und L19,L), und eine Gruppe, in der
die Geschwindigkeit der CuNiR-Reaktivitdt 60—75-mal hoher
lag (Ala- und Asp-substituierte Modelle). Wir nahmen an,
dass dieser Trend der unterschiedlichen Reaktionsgeschwin-
digkeiten auf Strukturunterschiede in der Ruheform der Cu'-
Spezies zuriickzufithren war, da wir bereits gezeigt hatten,
dass die Reduktion der Cu"-Spezies unter den Bedingungen
unserer Assays extrem schnell verldauft. Daher nahmen wir
Rontgenabsorptionsdaten auf und verglichen die 1s—4p-
Energien der XANES-Region (Abbildung 10) und die aus
EXAFS-Daten ermittelten Bindungslédngen.

Die hohere Intensitit der Cu'-Vorkantenstruktur und die
Zunahme der Kupfer-Ligand-Bindungsldngen gemif3 den
EXAFS-Daten, die fiir Modelle mit zunehmendem steri-
schem Anspruch erhalten wurden, lassen darauf schliefen,
dass ein verringerter sterischer Anspruch nicht die Bindung
weiterer Liganden ermoglicht, sondern stattdessen eine Ent-
spannung am Cu'-Zentrum unter Verringerung der Koordi-
nationszahl von 3 auf 2 erlaubt. Dieser Befund war gegen-
sétzlich 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 Erhohung der Koordinationszahl fiihrte. Die unter-
schiedlichen XANES-1s—4p-Energien konnten zur Ab-
grenzung der beiden Gruppen genutzt werden, wobei die
aktiveren Modelle eine hohere Energie als das TRI-H-Vor-
bild aufweisen und diejenigen Modelle, die eine TRI-H-
dhnliche Aktivitdt zeigen, auch dhnliche 1s—4p-Energien
haben. Diese Verschiebung, die Informationen tiiber die
Elektronendichte am Kupferzentrum und dementsprechend
iiber seine Verfiigbarkeit fiir redoxchemische Prozesse liefert,
scheint mit einer erhohten NiR-Aktivitdt zu korrelieren und
wiirde auch einen Einfluss auf die Potentialfliche des Uber-
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Abbildung 10. Cu'-XANES bei pH 5.8 von Geriisten mit Modifikation
A) der inneren Sphire und B) der primiren koordinierenden Amino-
sdurereste im Vergleich zu den Daten fiir TRIW-H. Adaptiert mit Ge-
nehmigung aus Lit. [53] und [56]. Copyright 2018 Wiley-VCH und 2019
American Chemical Society.

gangszustands wihrend der Katalyse haben (siche Ab-
schnitt 3.2). Native CuNiRs enthalten sowohl im oxidierten
als auch im reduzierten Zustand vierfach-koordinierte Cu-
(His);(H,0)-Zentren, was darauf hindeutet, dass die Reor-
ganisation in unseren Modellsystemen einen limitierenden
Faktor fiir die Verbesserung der Aktivitét darstellt.

3.5. Die Rolle von Histidin-Koordinationsisomeren fiir die CuNiR-
Aktivitit

Eine weitere wichtige Eigenschaft von Imidazoleinheiten
ist ihre Fahigkeit, tiber jedes der beiden Imidazol-Stickstoff-
atome als Ligand zu koordinieren. Wie bereits in unserer
Diskussion von PHM und CuNiR erwéhnt, zeigen diese
beiden Enzyme eine deutlich unterschiedliche Kupferchemie,
obwohl es sich in beiden Fillen um ein Cu(His);-Zentrum
handelt. Eine genaue Betrachtung der Strukturen von CuNiR
(PDB: 4YSEPY) und PHM (PDB: 1PHMPY) ergibt, dass
darin unterschiedliche tautomere Koordinationsisomere vor-
liegen, wobei die Koordination an das Kupferzentrum im
ersten Fall iiber das N,- und im zweiten Fall iiber das Ny-Atom
des Imidazols erfolgt. Dieser Unterschied in der Koordinati-
on (N, gegeniiber Ny) ist allen Typ-1-Kupferzentren, die dem
Elektronentransfer dienen, gegeniiber katalytischen Typ-2-
Kupferzentren gemeinsam. Um die Orientierung der Histi-
dinkoordination in unserem CuNiR-Modell TRI-H zu be-
stimmen, entwickelten wir Geriiste, die N-methyliertes
Histidin als primédre koordinierende Liganden enthielten
(Sequenzen in Tabelle 4).°° So war es moglich, N,-Methyl-
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histidin (TRI-,,,H, Koordination iiber Ns) mit Ns-Methylhis-
tidin (TRI-;,,H, Koordination iiber N,) mit unserem ur-
spriinglichen 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 erwidhnen, dass die Methylierung
des Imidazols die Eigenschaften dieses Liganden fundamen-
tal, und nicht nur beschriankt auf die N-Koordination, ver-
andert. Das Ersetzen einer der N-H-Einheiten durch N-Me
entfernt auch eine Moglichkeit der Wasserstoffbriickenbin-
dung und verdndert sowohl den pK,-Wert als auch die zu-
gingliche Ladung dieses Liganden. Zudem ist die Methyl-
gruppe ein stiarkerer Elektronendonor und veridndert die
elektronischen Eigenschaften des Imidazolliganden auf oft
schwer vorhersagbare Weise.””! Nicht zuletzt sind N-Me-
thylimidazole sterisch anspruchsvoller als Histidine, was die
Stabilitdt und Geometrie der Kupferzentren signifikant be-
einflussen kann. Dementsprechend miissen bei Substitutio-
nen mit N-Methylhistidin mehrere Faktoren beriicksichtigt
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 Aktivitdt des Kupferzentrums.
EPR-, XAS- und UV/Vis-Spektroskopie deuten darauf hin,
dass TRI-.,H sowohl in der Cu'- als auch in der Cu"-Form
eine kleinere Zahl koordinierender Imidazolliganden auf-
weist als TRI-;, H (Abbildung 11). TRI-; H zeigte eine sehr
dhnlich Geometrie wie das Original (TRI-H), wihrend in
TRI-,,,H eine eher tetraedrische Cu"-Spezies vorlag (N;O-
Koordination im Unterschied zur N,O,-Koordination in TRI-
H und TRI-;,H) und ein eher zweifach-koordinierter Cha-
rakter fiir die Cu'-Spezies, im Unterschied zur Dreifach-Ko-
ordination in den beiden anderen Strukturen, gefunden
wurde. Diese Befunde legen nahe, dass die Koordination in
TRI-H iiber das e-Stickstoffatom erfolgt. Wie auch bei un-
seren Modifikationen der inneren Koordinationssphire be-

Cu(l) TRI-g,H

& "Bk

A "(!5i:>
R S~

D ﬁ :
: ?6 ] Jg 3
©
'O
Abbildung 11. Modelle der Metallbindungsstelle in A) Cu-TRIW-dmH
und B) Cu-TRIW-emH, C) Cu"-TRIW-8mH und D) Cu"-TRIW-emH. Mo-
delle erstellt mit PyMol auf Basis des Zn"(His);-Zentrums in Hg'Zn"y

(CSL9CL23H), [PDB: 3PBJ'Y|. Adaptiert mit Genehmigung aus Lit.[56]
Copyright 2019 American Chemical Society.

Cu(ll) TRI-,.H
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obachteten wir fiir diese Systeme eine Verschiebung der
Energie des 1s—4p-Ubergangs in der XANES-Region, wobei
diese in TRI-; ,H der des Originals TRI-H entsprach, wih-
rend sie in TRI-,,H zu etwas hoheren Werten verschoben war
(Abbildung 10B).

Zum Schluss verglichen wir die NiR-Aktivitdt der N-
Methylhistidin-substituierten Modelle mit der unserer frii-
heren Designs (Abbildung 9, magenta). Die groBte Steige-
rung der NiR-Aktivitdt wurde durch Modifikation der pri-
mairen Liganden erreicht. Interessanterweise wurde die gro-
Bere Aktivititssteigerung durch Methylierung des 0-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 Erh6hung der HOMO-
Energien durch elektronenreichere Liganden einhergeht, fiir
die unterschiedliche Aktivitdt dieser Systeme verantwortlich
ist. Wir versuchten nun, diejenigen Eigenschaften, die in den
vorangegangenen Modifikationen der inneren Koordinati-
onssphdre zu den hochsten NiR-Aktivitdten gefiihrt hatten
(Reduktion des sterischen Anspruchs durch L19A-Mutation,
75-fache Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber
der von TRI-H) mit der besten primiren Koordinationsum-
gebung (TRI-;,H, 260-fache Aktivititssteigerung) zu kom-
binieren und synthetisierten TRI-;,,H-L19A. Zwar fiihrte
diese Kombination nur zu einer 2.5-fachen Erhohung der
Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber jener von TRI-s H,
jedoch ist dieses Gertist bis heute das beste CuNiR-Modell in
einem wissrigen System, mit einer 640-fach hoheren Aktivi-
tat als unser CuNiR-Modell der ersten Generation (TIR-H).
Auch wenn dieses System den bisher besten synthetischen
homogenen Katalysator fiir die CuNiR-Aktivitdt darstellt,
bleibt seine Aktivitdit um das 400000-Fache hinter der des
natiirlichen Systems zuriick.

Die Michaelis—Menten-Kinetik der CuNiR-Aktivitét
unserer Modelle zeigte, dass die niedrigere Aktivitdt 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). V.. erreicht ein Plateau, wihrend die
Katalyseleistung am stirksten durch Ky-Effekte beeinflusst
wird. Dabei haben wir in unseren CuNiR-Modellen bisher
den entscheidenden Sédure-Base-Katalysator aufler Acht ge-
lassen, einen Aspartatrest, der fiir die Aktivitdt des nativen
Proteins wichtig ist. Wir haben bereits Versuche unternom-
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men, einen nahegelegenen Aspartatrest einzufiigen. Die er-
zwungene dreifache Symmetrie bedeutete allerdings, dass
dabei drei Aspartatreste in der Nidhe des CuHis;-Zentrums
positioniert waren, und wir nehmen an, dass diese Aspartat-
reste miteinander statt mit dem Kupferzentrum wechsel-
wirkten.®®) Zusiitzlich beobachteten wir einen signifikant
niedrigeren Ky-Wert als bei niedermolekularen Modellen,
was darauf schliefen lédsst, dass die Substraterkennung und
der Substratzugang zum aktiven Zentrum durch unser Ge-
riistdesign eingeschridnkt werden. Dieser Unterschied kann
sich auch in der Bindung von NO,™ an Cu' gegeniiber Cu"
widerspiegeln. Dies bedeutet, dass weitere Modifikationen an
unseren Gertiststrukturen notig sind, die die Substratbindung
verbessern, beispielsweise neue Gertiste, die asymmetrische
Modifikationen ermdglichen. Wir haben kiirzlich ein solches
Geriist entwickelt, iiber das wir in Kiirze berichten wollen.!

4. Design von Elektronentransferzentren in
De-novo-Geriisten

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

4.1. Entwicklung von Nicht-Hédm-Eisen-Rubredoxinmodellen
FeS-Cluster-Proteine sind eine Klasse von Proteinen mit

Kofaktoren unterschiedlicher Komplexitit, die von einem
einzelnen, an vier Cysteinreste gebundenen Eisenzentrum

Tabelle 5: Kinetische Parameter der CuNiR-Aktivitit ausgewihlter 3SCCs und niedermolekularer Modellkomplexe bei pH 5.8.

Konstrukt Reaktionsgeschw. Vi Ky Koot Kear/ Kin
[s7] Ms™] (M] [s7] 5™
TRIW-HE# 4.6x107* N/A N/A N/A N/A
TRIW-H L19AF! 3.5%x107? 23403x10° 0.24+0.05 0.23+£0.03 1.0+£0.3
TRIW-5,,H 0.12 1.54+0.1x10° 0.1840.02 1.540.1 8.2+0.1
TRIW-5,H L19A 0.30 1.54+0.1x10° 0.1340.01 1.54+0.1 11.3£0.1
TRIW-,,,H 1.2x107° N/A N/A N/A N/A
[CuMe,bpa(H,0) (ClO,)]" auf der Elektrode bei pH 5.5!"! N/A N/A 1.1%x107 0.063 57.3
[CuMe,bpa(H,0) (ClO,)]" in Lésung bei pH 5.51 N/A N/A 2.5%x10°° 53%10°° 0.02
AfCuNiR pH 6.5 N/A N/A 1.5x107* 620 4.1x10°
AxCuNiR pH 7.0, 4°C N/A N/A 2.7x10°° 89 3.3x10°

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

Friithere Arbeiten zum Design von Rubredoxinen kon-
zentrierten sich auf die Nachbildung der Haarnadelstruktur
der natiirlichen Bindungsstelle und zeigten, dass mit einer
De-novo-Proteinsequenz dieselbe Sekundirstruktur und
Metallbindungsstelle reproduziert werden konnten.* Fari-
nas und Regan nutzten das Programm Metal Search, um ein
tetraedrisches Cys,-Motiv in die B1-Domine des IgG-bin-
denden Proteins G einzubauen. Obwohl dieses System die
spektroskopischen Eigenschaften der Fe™-Form von Rub-
redoxin nachbildete, war es kein funktionales Redoxzen-
trum.'*Y DeGrado et al. entwickelten ein Rubredoxinmodell,
indem sie die sekundire lokale Geometrie des Eisenzentrums
im natiirlichen Protein nachbildeten und das umgebende
Protein auf die zur Erhaltung dieser Geometrie notwendigen
40 Aminosiuren minimierten. Dieses System bildete nicht
nur erfolgreich die spektroskopischen Eigenschaften des na-
tiirlichen Fe'™-Rubredoxins nach, sondern war auch das erste
de novo entworfene Rubredoxinmodell, das in der Lage war,
zuverléssig bis zu 16 Redoxzyklen zu durchlaufen. Die wohl
erfolgreichste Vereinfachung von Rubredoxin wurde von
Séneque et al. in einem Peptid aus 18 Aminosduren entwi-
ckelt, das aus einem zyklischen und einem linearen Abschnitt
bestand.®®! 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 natiirlichen Rubredoxins in der Fe- und Fe'!-
Form mit weniger als der halben Anzahl von Aminosiuren
nach.

Wir konzentrierten unsere eigenen Arbeiten darauf zu
evaluieren, ob die Haarnadelschleife der Sekundirstruktur
zur Nachbildung der spektroskopischen Eigenschaften von
Rubredoxin notwendig ist. Dazu brachten wir eine Rubred-
oxin-dhnliche Cys,-Bindungsstelle in ein alpha-Helix-Biindel
ein (Abbildung 12).”) Basierend auf dem schwermetallbin-
denden Cys;-Peptid 0;DIV hatte unsere Gruppe in vorange-
gangenen Arbeiten bereits zwei Cys,-Proteine (0;DIVH72C
oder L21C) als Modelle fiir das Cd-Zentrum in CadC entwi-
ckelt.®® Mittels '"“Cd-NMR-Spektroskopie hatten wir ge-
zeigt, dass die H72C-Variante, in der sich der vierte Cystein-
rest in einer nahegelegenen Schlaufe befand, CDS;0 bildete,
wohingegen L21C, in dem der vierte Cysteinrest Teil des
CXXC-Chelatmotivs war, CDS, bildete. Wir testeten daher
sowohl o;DIVH72C als auch L21C als mogliche Rubred-
oxinmodelle.

Wenn o;DIVH72C und L21C in Medien exprimiert
wurden, die zuséitzliches Fe enthielten, war die L21C-Variante
rot gefdrbt, was auf einen gewissen Grad an Eisenbindung
in vivo hindeutete. Ahnliche Exprimierung entweder von
o;DIV allein oder seiner H72C-Variation ergaben die stan-
dardmaéBige gelbliche Farbe. Daher konzentrierten wir unsere
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Abbildung 12. Modell des synthetischen Rubredoxins Fe-0,;DIVL21C,
erzeugt mit PyMol auf Basis der NMR-Struktur von a;DIV (PDB:
2MTQ). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [67]. Copyright 2018
American Chemical Society.

Charakterisierung auf o;DIVL21C als mogliches Rubred-
oxinmodell und nutzten dazu UV/Vis-, MoBbauer-, EPR-,
Magnetocirculardichroismus (MCD)- und Rontgenabsorp-
tionsspektroskopie. Aufgereinigtes Peptid wurde mit Fe re-
konstituiert, indem Fe" zugesetzt wurde, bevor durch Oxi-
dation an Luft die Fe™-Form erhalten wurde. Die optischen
Absorptionsspektren von Fe™-0;DIVL21C zeigten Ligand-
Metall-Charge-Transfer (LMCT)-Peaks bei dhnlichen Wel-
lenlangen, wie fiir das natiirliche Rubredoxin berichtet (Ta-
belle 6), allerdings nur mit etwa 30% der erwarteten Inten-
sitit, in Ubereinstimmung mit anderen spektroskopischen
Befunden, die auf einen gewissen Anteil eisenfreier Spezies
hindeuteten (siehe unten).[*’]

Die MCD-Analyse des optischen Spektrums von Fe
o;DIVL21C lieferte neun Peaks, die energetisch den in na-
tirlichem Rubredoxin beobachteten Peaks entsprachen.
Weitere Untersuchungen der optischen Spektren durch
MCD-Spektroskopie bei variabler Temperatur und variablem
Feld ergaben ein Sittigungsverhalten, das mit dem des na-
tiirlichen Rubredoxins konsistent war. Bei 4.2 K aufgenom-
mene MoBbauer-Spektren von Fe"™-a;DIVL21C ihnelten
denen natiirlicher Rubredoxine. Hochfeldspektren zeigten
allerdings das Vorliegen zweier unabhingiger Spezies: 60 %
FeS, und 40% FeS;0."" Ahnliche Ergebnisse wurden aus
den MoBbauer-Spektren von Fe-0;DIVL21C erhalten, die
denen von Rubredoxin dhneln, 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 natiirlichen Rubredoxins tibereinstimmte. EXAFS-
Analysen zeigten dariiber hinaus, dass in Fe"-0,DIVL21C
nur eine einzige Fe-S-Streuer-Bindung von 2.32 A vorliegt.

Wir betrachteten das elektrochemische Verhalten von
Fe"™_¢,DIVL21C, um Informationen iiber seine Aktivitit
als Elektronentransferzentrum zu gewinnen, und beobachte-
ten dabei einen Ein-Elektronen-Transfer, der mit einem Po-
tential von —75mV im Bereich natiirlicher Rubredoxine
(—90 bis 50 mV) liegt.[***+ 771 pH- Abhiingige Messungen des
Redoxpotentials ergaben, dass es sich hierbei um einen ge-

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

Protein UV/Vis: 4 [nm] Redoxpotential  Fe"-M&Rbauer (6 und AEQ [mms™], Fe'-M&Rbauer (0 und AEQ [mms™],
(e[mem™)) (gegen Dem™], A[T]) Dem™], A[T))
NHE) [mV]
Rubredoxin®®”® 750 (350) —90 bis +50  O/AEQ=0.24/—0.5, n=0.2 O0/AEQ=0.70/—3.25, 17 =0.65
570 (3200) D= +1.9, E/D=0.23 D= 17.4, E/D=028
490 (6600) A= (16, =159, ~16.9) A= (—20.1, —8.3, —30.1)
370 (7710)
@,DIVL21C 595 (1200) 75 (pH8S5)  O/AEQ=0.26/—0.5, =0.0 8/AEQ=0.73/—3.40, 7 =0.9
491 (2700) D= +05, E/D=0.15 D=+7,E/D=0.26
345 (5000) A= (—15.9, —16, —17) A= (16, —7.3, —25)

koppelten 2-Protonen-1-Elektron-Prozess handelt. Damit
unterscheidet sich unser System von natiirlichen Rubredoxi-
nen, deren Redoxpotential pH-unabhéngig ist. Wir nehmen
an, dass dieser Effekt in unserem Modell durch geladene
Aminosédurereste in der Ndhe der Metallbindungsstelle ver-
ursacht wird. Bis zu drei Zyklen aus chemischer Reduktion
mit Dithionit und nachfolgender Oxidation mit Luftsauer-
stoff konnten durchgefiihrt werden, bevor ein irreversibles
Ausbleichen der Probe beobachtet wurde, das vermutlich auf
die Oxidation von Cysteinresten zuriickzufiihren ist.

Diese Arbeit stellte die umfassendste berichtete Charak-
terisierung eines de novo entworfenen Rubredoxins dar und
zeigte, dass es moglich ist, ein tetraedrisches FeS,-Zentrum in
einem starren Geriist zu konstruieren, das nicht von der Se-
kundarstruktur 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
Geriist ohne dieses Motiv nicht in der Lage war, die spek-
troskopischen Eigenschaften eines tetraedrischen FeS,-Zen-
trums nachzubilden. Ein Vergleich der MCD-Daten mit den
Ergebnissen der MoBbauer- und EPR-Spektren ergab, dass
unser Modell auch das kontroverse Vorzeichen des Parame-
ters D im natiirlichen Rubredoxin reproduziert, fiir den aus
MCD-Experimenten negative Werte, aus EPR- und Mo6-
bauer-Spektroskopie aber positive Werte erhalten wer-
den.""®" In Zukunft kénnen Hochfeld-EPR-Spektroskopie
und weiteres Proteindesign dazu beitragen, diesen scheinba-
ren Widerspruch aufzultsen.

4.2. Entwicklung von Cupredoxinmodellen

Typ-1-Kupferproteine sind Elektronentransferproteine
mit einem Greek-Key-beta-Fass und einer CuHis,CysXxx-
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, griinen oder
roten Losungen fithren, und der verringerten Hyperfein-
kopplungskonstante in ihren EPR-Spektren seit vielen
Jahren.[” Blaue Typ-1-Kupferzentren zeigen einen intensiven
LMCT bei 600 nm, der auf dem Cys-Cu-n-dxz,yzo-Ubergang
beruht, eine kurze Cu-Cys-Bindung von 2.1-2.2 A und eine
verkleinerte Hyperfeinkopplungskonstante A; von unter
100x 10* cm '™ Griine Typ-1-Kupferzentren haben eine
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zusitzliche LMCT-Bande bei 450 nm, die zu einem Cys-Cu-o-
dxz_yz-Ubergang gehort, wobei das Intensitdtsverhiltnis
beider Uberginge etwa 1 betrigt, eine etwas lingere Cu-Cys-
Bindung von 2.2 A und eine dhnliche Hyperfeinkopplungs-
konstante A"l Rote Typ-1-Kupferzentren schlieBlich haben
eine deutlich intensivere o-LMCT-Bande bei 390 nm, einen
blauverschobenen und abgeschwichten Cys-Cu-m-d._ .-
Ubergang bei 500 nm mit einem &,/n-Verhiltnis von ca. 3,
einen Cu-Cys-Abstand von fast 2.3 A und ein EPR-Spektrum,
das dem fiir Typ-2-Kupferzentren beobachteten EPR-Spek-
trum dhnelt.”®

Frithere Versuche, Typ-1-Kupferzentren in Gertisten zu
entwerfen, die nicht vom natiirlichen Geriist abgeleitet
waren, lieferten meist griine Kupferproteine.””! Valentine
et al. gelang die Nachbildung der spektroskopischen Eigen-
schaften eines griinen Kupferproteins in einer H80C-Variante
der Cu/Zn-Superoxid-Dismutase, widhrend Hellinga eine
Serie von Thioredoxinvarianten entwickelte, die nach Hin-
zufiigen eines exogenen Azidliganden ebenfalls die spektro-
skopischen Eigenschaften griiner Kupferproteine nachbilde-
ten.”*"! In einem kombinatorischen Ansatz synthetisierten
und analysierten Hildebrandt et al. 180 verschiedene Vier-
Helix-Biindel-Proteine, die das His,Cys-Motiv enthielten,
und berichteten, dass mehrere dieser Proteine die charakte-
ristischen Spektren griiner Kupferproteine zeigten.”’””! Die
erfolgreichste Arbeit in der Entwicklung von blauen De-
novo-Kupferproteinen gelang Tanaka et al., die ein His,Glu-
Kupfer-bindendes Protein in einem Vier-Helix-Biindel zu
einer His,Cys-Bindungsstelle modifizierten und so durch ra-
tionales Design ein griines Kupferprotein erhielten.”’¥! In-
teressanterweise lie3 sich durch Zugabe verschiedener exo-
gener Liganden wie Chlorid, Sulfat, Acetat und Phosphat
dieses griine Kupferprotein spektroskopisch in ein blaues
Kupferprotein iiberfiihren.” Wenngleich all diese Arbeiten
beeindruckende Beitrdge zur Weiterentwicklung des For-
schungsgebiets leisteten, zeigt die benotigte Zugabe exogener
Liganden zur Nachbildung der Spektren blauer Kupferzen-
tren, dass die Frage nach der Synthese eines eigenstédndigen
blauen Kupferzentrums in De-novo-Geriiststrukturen noch
immer unbeantwortet blieb.

Wir konnten bereits zuvor zeigen, dass eine His;- oder
Cyss;-Metallbindungsstelle in das 3HB-Protein a;D eingebaut
werden kann, aber diese Arbeit stellte unseren ersten Versuch
zum Design einer gemischten Koordinationssphire dar.***
Vier unterschiedliche mogliche Cupredoxine wurden in
diesem o;D-Geriist entworfen: CR1, CH3, CH4 und ChC2
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Abbildung 13. Modelle der reduzierten Form der entworfenen Cupredoxine auf Basis von EXAFS-Daten. A) Cu'a;DCR1, B) Cu'a;DChC2,
C) Cu'a;DCH3, D) Cu'a;DCH4. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [79]. Copyright 2015 American Chemical Society.

(Abbildung 13 und Tabelle 7). o,DCR1 enthilt ein
His,Cys-Bindungsmotiv, das die drei Helices an den Amino-
sdureresten 18, 28 und 67 umspannt (denselben Positionen,
die zuvor in 0;DIV und 0;DH3 genutzt wurden), sowie einen
nahegelegenen Met-Rest an Position 72. Das Design von
a;DCH3 und a;DCH4 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 a;DChC2 die Metallbindungs-
stelle von a;DCH4 weiter in Richtung des N-Terminus des
Peptids und in Richtung des Zentrums des hydrophoben
Kerns und schliefit es so in einer ,,Box“ aus hydrophoben
Resten ein. Dadurch wurde versucht, einen entatischen Zu-
stand dhnlich dem der natiirlichen Typ-1-Kupferzentren zu
erzwingen.

Denaturierung mit GuHCI und nachfolgende Circulardi-
chroismus-Spektroskopie zeigten, dass alle vier Systeme, mit
Ausnahme von a;DChC2, alpha-helikal und in Losung stabil
gefaltet vorlagen. Die UV/Vis- und EPR-Spektren wurden
fiir die Cu"-Formen dieser Modelle aufgenommen, um zu

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

analysieren, wie gut die Cu"-Geometrie eines Typ-1-Kupfer-
proteins in jedem einzelnen dieser Modelle nachgebildet
wird. Fiir 0;DCR1 wurden Spektren erhalten, die mit einer
intensiven LMCT-Bande bei 380 nm und einer Schulter bei
550 nm im Verhiéltnis ¢&,,=3.6 und einer Hyperfeinkopp-
lungskonstante von 163x10™*cm™" denen von Typ-2-Kup-
ferthiolatspezies dhneln. 0;DCH3 lag als gelbe Spezies mit
einer intensiven Absorptionsbande bei 400 nm und einer
breiten Bande zwischen 600 und 800 nm im besonders hohen
Verhiltnis von ¢,,=11.9 sowie einer Hyperfeinkopplungs-
konstante von 152x10"*ecm™' vor. Fiir a;DCH4 wurden
Absorptionsbanden bei 377, 450 und 520 nm mit &,,=3.3
sowie eine Hyperfeinkopplungskonstante A, von 185x
10~* cm ™! beobachtet. Interessanterweise reichte eine einfa-
che Umkehr des Chelatmotivs von CH3 zu CH4 aus, um
drastische Anderungen der spektroskopischen Eigenschaften
der Cu"-Spezies herbeizufithren. Wir nahmen an, dass dieser
Unterschied dadurch zustande kommt, dass der Cysteinrest
der Metallbindungstasche bei einer Umkehrung des Chelat-
motivs tiefer im Proteingertist liegt. Daher entwickelten wir
in der Folge a;DChC2, in dem der
Cysteinrest, im Versuch eine hy-
drophobe Box um das gebundene

Kupfer zu erzeugen, noch tiefer im

Protein UV/Vis: 2 [nm] (e [M'em™)) EPR: Redoxpotential - N !
A/x10*cm™ (gegen NHE) Pr.otemge.r.ust ge%egen ist. a3DQhC2
[mV] zeigt zweli intensive Banden bei 401
0, DCR1 380 (1565), 550 (438), 600-800 (300) 163 +398 und 499 nm im Verhaltnis &y, =2.2
Eon=3.6 und eine leicht verringerte Hyper-
a;DCH3 400 (2619), 600-800 (300) 152 +364 feinkopplungskonstante 130 %
£on=11.9 10~ cm' und liegt folglich als rot-
a;DCH4 377 (1840), 450 (1098), 520 (600), 600-700 185 +399 braune Kupferspezies vor. Damit
(380) 33 erinnert die optische Spektroskopie
Eojx= 2. dieses Systems sowohl an blaue
0;DChC2 401 (4429), 499 (2020), 600-700 (550) 130 1462 ystems 8 :
Eopn=2.2 Kupferproteinvarianten wie M121E
Plastocyanin®! 460 (400), 597 (5200) 63 +372 Azurin oder M148 Rusticyanin als
£4/2=0.05 auch an das native rote Kupferpro-
Ac-Nitritredukta- 457 (2590), 570 (1490) 73 +247 tein Nitrosocyanin.*>*
sel®” o~ o =1.7 Eines der bemerkenswertesten
Nitrosocyanin'™ 390 (730(;0), 570 (2200) 144 +85 Ergebnisse dieser Arbeit war, dass
80/:[: .

alle vier konstruierten Proteine in
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der Cu'-Form die Geometrie blauer Kupferproteine nachbil-
deten, unabhingig davon, wie erfolgreich die Geometrie und
Spektroskopie in der Cu"™Form nachgebildet wurden.
EXAFS-Daten der Cu'-Spezies aller vier Strukturen zeigten
kurze Cu-Cys-Bindungen zwischen 2.18 und 2.22 A mit wei-
teren Streuern aus den Histidinliganden in groferen Ab-
stinden. Die Analyse des Cu'-XANES-1s—4p-Ubergangs bei
8984 eV in allen vier Strukturen teilte diese Modelle in zwei
Gruppen: Die Kupferzentren in Ch2 und CR1 sind eher
dreifach-koordiniert, wihrend in CH3 und CH4 eher eine
Vierfach-Koordination vorliegt. Mittels Protein-Film-Volt-
ammetrie konnten wir dariiber hinaus zeigen, dass alle vier
Modelle mit Potentialen zwischen 364 und 462 mV auch das
Redoxpotential blauer Kupferproteinen nachbildeten, das
iiblicherweise zwischen 300 und 700 mV liegt.[51>-850:84]

Diese Arbeiten zeigten, dass das Design von Cupred-
oxinzentren in 3HB-Strukturen drastische Auswirkungen auf
die spektroskopischen Eigenschaften des gebundenen Cu'-
Ions haben kann. Unsere Designstrategie miindete schlieBlich
in die Entwicklung von a;DChC2, das die Spektroskopie
eines roten Kupferproteins sowie die Geometrie und das
Redoxpotential eines blauen Kupferproteins nachbildet. Wir
gingen davon aus, dass ein vollstdndigeres Verstdndnis der in
o;DChC2 vorliegenden Metallbindungsstelle es uns ermog-
lichen wiirde, die spektroskopischen Eigenschaften der Cu'™
Spezies derart zu beeinflussen, dass sie denen einer griinen
oder blauen Kupferspezies entsprechen. Die gleichbleibende
Geometrie und das Redoxpotential der Cu'-Form in allen vier
Modellen zeigen, dass bei einer erfolgreichen Abstimmung
der Cu"-Spektroskopie hin zu jener eines blauen Kupfer-
proteins alle anderen Eigenschaften bereits passen wiirden.

Unser Erfolg in der Nachbildung einer roten Kupferpro-
teins mit 0;DChC2 gab uns Anlass, dieses Geriist erneut zu
betrachten, um Anhaltspunkte zu gewinnen, wie sich dieses
Geriist als ein Modell fiir griine oder blaue Kupferproteine
abstimmen lassen konnte. Eine Moglichkeit bestand darin,
dass die iiber chemische Denaturierung bestimmte relative
Instabilitit von o;DChC2 die hydrophobe Box-Struktur
schwicht, die zur Erzwingung eines entatischen Zustandes
eingebaut wurde. Diese Instabilitdt machte auch Einzelmu-
tationsstudien zur Untersuchung dieses Gertists unmoglich
und somit die Entwicklung einer stabileren Variante notig.
Unsere Erfahrung mit dreistrangigen Coiled-Coil-Systemen
fiihrte uns zu der Strategie, die a;D-
alpha-Helix im Geriistprotein zu
verldngern und so die thermische

Aufsitze

Denaturierung von GRo;D zeigte, dass diese Strategie er-
folgreich war und ein Geriist mit einer freien Enthalpie fiir
die Entfaltung von 11.4 kcalmol ', gegeniiber 5.9 kcalmol
in a3D, lieferte. Dank der so erhohten Stabilitit gelang es uns,
zur Rontgendiffraktometrie geeignete Kristalle zu gewinnen
und die Struktur des Geriists mit einer Auflosung von 1.34 A
zu l16sen (Tabelle 8).

Durch Einfilhren eines ChC2-Bindungszentrums in
GRo;D entwickelten wir GRa;DChC2 und beobachteten,
dass dieses Geriist, entgegen dem als Vorbild fungierenden
Peptid, in Losung vollstindig gefaltet vorlag (Abbildung 14).
Die spektroskopischen Eigenschaften der Cu-Form blieben
jedoch weiterhin deutlich im Bereich derer von roten Kup-
ferproteinen und widerlegten so die Hypothese, dass ther-
modynamische Instabilitdt die Ursache der anomalen spek-
tralen Eigenschaften von a;DChC2 waren. Eine MCD-Ana-
lyse des optischen Spektrums von GRa;DChC2 bestétigte die
Zuordnung zu roten Kupferproteinen weiter und stimmte mit
den d-d-Ubergiingen in nativem Nitrosocyanin iiberein.”®
Das His,CysGlu-Bindungsmotiv von Nitrosocyanin war nicht
Teil unseres urspriinglichen a;DChC2-Designs, und so blieb
die Frage offen, warum dieses Geriist Nitrosocyanin so stark
dhnelte, obwohl sein Design nur auf einem His,Cys-Motiv
beruhte.

Die  Modellierung der  Cu-Bindungsstelle  von
GRo;DChC2 in die GRa;D-Rontgenkristallstruktur lief
darauf schlieffen, dass infolge des Designs der Metallbin-
dungsstelle, die zwei der drei Helices umspannte, das Kup-
ferzentrum auflerhalb des Zentrums des hydrophoben Inne-
ren und niher an der Helix-Helix-Schnittflache positioniert
war. Diese Positionierung bringt das Kupferzentrum in einen
Abstand von ca. 5 A zum Aminosdurerest Gludl, der im
GRo;D-Gertist als Teil einer Salzbriicke mit Arg24 vor-
kommt. Diese Moglichkeit war besonders faszinierend, da das
Absorptionsspektrum von GRa;DChC2 nicht nur dem von
Nitrosocyanin, sondern auch dem der Varianten blauer
Kupferproteine MI121E Azurin und M148E Rusticyanin
glich. Es war demzufolge denkbar, dass es durch das Aus-
schalten der Cu-Glu41-Wechselwirkung iiber eine E41A-
Mutation oder Abstimmung mit E41Q moglich sein konnte,
die spektroskopischen Eigenschaften von GRo;DChC2
in Richtung griiner oder blauer Kupferproteine zu
lenken.[#2%!

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

Stabilitit zu erhéhen.®™ Das ur- Protein UV/Vis: 4 [nm] (e[M~'em™]) EPR: Ajx10*em™ Redoxpotential
spriingliche Design des a;D-Ge- (gegen NHE) [mV]
riists in der Gruppe um De Grado GRa;DChC2 400 (3760), 490 (1600) 142 +530
umfasste mehrere iterative Design- Eon=2.3
prozesse, die sich hauptséachlich auf GRa;DChC2R24A 399 (zzsio)v 490 (1150) 142 -
. . . . Eom=2.
d%e SChlelfenFeglon konzentnerten’ GRa;DChC2 R24M 3(9/9 (3480), 493 (1450) 138 -
die jede Helix verbindet. In unse- eon=24
rem Design von GRa;D versuchten  Gra,pchc2E41Q 377 (5120), 490 (970) 154 +510
wir, diesen komplexen Prozess zu €gn="523
vermeiden, indem wir die Helices GRo;DChC2E41A 373 (4090), 490 (720) 160 +510
von der Mitte ausgehend verldn- Eon=25.7
gerten und die zentrale Heptade Nitrosocyanin’®#2 390 (7000), 490 (2200) 142 +85
jeder Helix duplizierten. GuHCI- Eon=3-2
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Abbildung 14. PyMol-Illustrationen der erwarteten Position der Metall-
bindungsstelle in GRo;DChC2 (links) und des erwarteten Glu41-Cu-Ab-
stands bei Bindung von Cu'" an dieser Position. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung aus Lit. [11]. Copyright 2018 American Chemical Society.

Mutationsstudien in der Umgebung des Glu41-Arg24-
Paares ergaben, dass E41A und E41Q drastische Verinde-
rungen des Absorptionsprofils zur Folge hatten. Dabei wurde
der 0-LMCT-Ubergang blauverschoben, und das Verhiltnis
&4 Stieg auf 5.3 bzw. 5.7, wihrend die Hyperfeinkopplungs-
konstante auf 160 bzw. 154 x 10~* cm ™' anstieg. Diese Ande-
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 Salzbriicke
und einen besseren Losungsmittelzugang statt den Verlust der
direkten Cu-E41-Wechselwirkung zuriickzufithren waren,
entwickelten wir R24A- und R24M-Konstrukte. Die R24-
Varianten zeigten keine Anderung der UV/Vis- und EPR-
Spektren der Cu"-Form und bestiitigten so, dass die E41A-
und E41Q-Mutationen spezifisch eine E41-Cu-Wechselwir-
kung storten. Dieser Befund verdeutlichte, dass unser
GRao;DChC2-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 grofere
Veridnderungen des aktiven Zentrums notig sein werden.
Diese konnten ausgehend von der kiirzlich von Lu et al.
veroffentlichten Arbeit erfolgen, in der das blaue Kupfer-
protein Azurin durch Rotation des aktiven Zentrums und
Substitution des vierten Cu-Liganden in ein Nitrosocyanin-
dhnliches, rotes Kupferprotein umgewandelt wurde.® Die
Geometrie der Cu'-Spezies und das Redoxpotential waren in
allen Mutationen unserer Studie unverdndert. Dies bestétigt
die vorherige Annahme, dass sich eine Abstimmung auf die
spektroskopischen Eigenschaften der Cu"-Spezies konzen-
trieren kann und es wohl keine Auswirkungen auf das Re-
doxpotential und die Geometrie der Cu'-Spezies geben wird.
Wir nutzten die so gewonnenen Erkenntnisse zur Struktur
unserer Modelle seitdem zur Entwicklung von Varianten, die
spektroskopisch griinen Kupferproteinen gleichen und -
dhnlich wie in der Arbeit von Tanaka et al. — durch Hinzu-
fiigen exogener Chloridliganden in blaue Kupferproteine
iiberfithrt werden konnen, sowie einer Variante, die die
spektroskopischen Eigenschaften blauer Kupferproteinen
auch ohne Hinzufiigen exogener Liganden nachbildet.”’¥ Ein
Manuskript, in dem wir von dieser Arbeit berichten, wird
derzeit vorbereitet.*”
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4.3- Messung der Elektronentransferaktivitdt

Eines der tiibergeordneten Ziele der Arbeit unserer
Gruppe war die Entwicklung einer vollstiandig funktionalen
und eigenstdndigen Cu-Nitritreduktase mit einem aktiven
Typ-2-Kupferzentrum sowie einem Elektronentransferzen-
trum. Fiir dieses Ziel ist ein Verstdndnis des Elektronen-
transfers durch unsere Peptidgeriiste sowie der Geschwin-
digkeit des Elektronentransfers an ihren redoxaktiven Me-
tallzentren notig. Bisher haben wir zwei verschiedene Me-
thoden zur Beantwortung dieser Fragen genutzt, indem wir
intermolekulare Elektronentransfers zur Untersuchung von
a;DCH3 nutzten und intramolekularen Elektronentransfer
betrachteten, um zu verstehen, wie Elektronen durch unsere
Geriiste transportiert werden konnen.

Um die Elektronentransfereigenschaften eines unserer
Cupredoxinmodelle zu untersuchen, wurden Losungen von
0;DCH3 durch Bestrahlung von Ruthenium(II)-trisbipyridin,
[Ru"(bipy);]**, mit einem 460-nm-Laser in Gegenwart von
[Ru™(NH,)¢]*" zur Erzeugung von [Ru™(bipy);]*", einem
starken Oxidationsmittel mit einem Potential von 1.3V,
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 [Ru"(bipy);]**-Radikal nach 100 ns gebildet
und reagiert anschlieend mit dem Elektronenakzeptor unter
Bildung von [Ru™(bipy);]*" nach 1 ps. Eine positive Ab-
sorptionsbande bei 400 nm nach 100 ps wurde der Bildung
von Cu"o;DCH3 ausgehend von der spektroskopisch nicht
detektierbaren Cu'oa;DCH3-Spezies zugeordnet. Diese
Cu"0,DCH3-Spezies reagierte nach 10 ms mit dem Elektro-
nenakzeptor und lieferte so erneut Cu'a;DCH3. Aufgrund
der Absorptionsinderungen konnten wir berechnen, dass

Abbildung 15. Vorgeschlagener Elektronentransfer (ET)-Pfad. In
Cua;DCH3 kann der Cys-Rest einen Superaustauschpfad fiir den ET
zwischen dem Kupferzentrum und dem Photooxidationsmittel ersff-
nen. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [88b]. Copyright 2018 Else-
vier B.V.
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Tabelle 9: Kennzahlen des intermolekularen Elektronentransfers durch a;DCH3.
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dig.” Diese Transferprozesse iiber groBe Distanzen

erfolgen in einer Serie von Schritten, die den Ab-

Probe Kapp X 10°s ™" kyuppx 10 M7's™" Triebkraft [eV]
Apo a;DCH3 + Ru (bipy), 0.39 3.9

Cuai;DCH3 + Ru (bipy), 1.15 6.3 1.18
Cua;;DCH3 4 Ru(phen), 1.07 10.7 0.88
Cua;DCH3 4 (COOEt) Ru (bipy); 1.08 10.8 1.51
Cua;DCH3 + (COOEt),Ru(bipy); 1.05 10.5 1.24
Cuo;DCH3 +ZnTMPyP 0.79 7.9 0.84

stand, der in einer einzelnen Elektroneniibertragung
tiberwunden werden muss, verkleinern und damit die
Geschwindigkeit des Gesamtprozesses erhohen. !
In Proteinen werden solche schrittweisen Trans-
portprozesse durch redoxaktive Aminosdurereste
wir Tyr und Trp ermoglicht.”” Die Bildung von Ty-

etwa 1.9 um Cu"azDCH3 aus 3 pm [Ru™(bipy)s]** gebildet
wurden. Reaktionen mit anderen photoaktiven Oxidations-
mitteln folgten dhnlichen Profilen.

Eine kinetische Analyse lieferte fiir den Elektronen-
transfer zwischen Ru™(bipy); und Cu'oa;DCH Geschwindig-
keitskonstanten erster Ordnung von 1.15x 10°s™'. 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 10° s™'. Wir nahmen an, dass die Reaktion zwischen
Apo-0;DCH und [Ru(bipy);]** wegen der redoxaktiven
Aminosiurereste Cys21, His18/28 und Met72 im Peptidgeriist
ablief, wobei Cys21 aufgrund seines relativ niedrigen Re-
doxpotentials der wahrscheinlichste Kandidat fiir diesen
Prozess ist. Dies ist in Einklang mit natiirlichen Cupredoxi-
nen, bei denen die Cu-Cys-Bindung als Elektronenkanal
wirkt.

Bimolekulare Geschwindigkeitskonstanten fiir den Elek-
tronentransfer von Cu'a;DCH zu verschiedenen Photo-
oxidationsmitteln lagen zwischen 8 und 11 x10®m's™!' und
lieBen so auf eine diffusionskontrollierte Kinetik schlieBen.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die Reaktivitit nativer
Cupredoxine unter dhnlichen Bedingungen erhalten und
zeigen so beispielhaft den Erfolg unseres De-novo-Cupred-
oxinmodells. SchlieBlich ermoglichte uns ein Vergleich der
Geschwindigkeitskonstanten mit der thermodynamischen
Triebkraft der jeweiligen Reaktionen verschiedener Photo-
oxidationsmittel, die Reorganisationsenergie von Cuo;DCH3
zu berechnen, die mit 1.1 eV am oberen Ende des GroBen-
ordnung natiirlicher Cupredoxine liegt (0.7-1.2 eV).[¥)

Der Vergleich mit niedermolekularen Metallkomplexen
wie [Cu(phen),]*", dessen Geometrieéinderung von tetra-
edrisch zu rein tetragonal mit einer Reorganisationsenergie
von 2.4 eV verbunden ist, ergab, dass die Geometrie von
Cuo;DCH wihrend des Elektronentransfers vermutlich von
pseudo-tetraedrisch zu pseudo-tetragonal wechselt. Auch
diese Ergebnisse unterstreichen, dass sich zukiinftige De-
signstrategien darauf konzentrieren sollten, fiir die Geome-
trie der Cu"-Spezies einen entatischen Zustand wie in na-
tiirlichen blauen Kupferproteinen zu erzwingen, da friithere
Arbeiten zeigen, dass unsere Konstrukte bereits die ge-
wiinschte Cu'-Geometrie aufweisen.

Ein eigenstidndiges De-novo-CuNiR-Modell mit Typ-1-
und Typ-2-Kupferzentren fiir den Elektronentransfer und fiir
die enzymatische Aktivitdt setzt ein Verstindnis des Elek-
tronentransfers von einem Metallzentrum zum anderen in
unseren Geriisten voraus. Der Transfer von Elektronen tiber
groBe Abstinde (ca. 30 A) ist in vielen biologischen Syste-
men, z.B. bei der Photosynthese und der Atmung, notwen-
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rosinradikalen ist ein wesentlicher Bestandteil von

Photosystem II, der Ribonukleotid-Reduktase und
der Cytochrom-c-Oxidase.” Der Elektronentransfer durch
Bildung eines Tyrosinradikals ist dabei wegen der groflen
Unterschiede im pK,-Wert von Tyr (10) und dem entspre-
chenden Radikal (—2) an einen Protonentransfer gekop-
pelt.” Die Analyse natiirlicher Systeme, die Tyrosinreste
nutzen, wird meist durch die Komplexitédt solcher Systeme
behindert. Frithere Arbeiten zur Bildung von Tyrosinradika-
len in einem kiinstlichen Protein ergaben, dass ein einziges
Tyrosinradikal in einem alpha-Helixbiindel dadurch stabili-
siert werden kann, dass es tief im hydrophoben Inneren des
Peptids positioniert wird.”!! Wir verankerten ein Ru"(bipy)s;-
Photooxidationsmittel kovalent am C-Terminus unseres
o;DH;-Carboanhydrasekonstrukts, um o;DH;-Rubpymal zu
erzeugen und zu untersuchen, wie die schrittweise Ubertra-
gung von Elektronen auf Tyrosinreste in unseren Systemen
zum Elektronentransfer tiber weite Strecken genutzt werden
kann (Abbildung 16).5%*) Auf Grundlage der Struktur von
a;D in Losung schitzten wir ab, dass das gebundene Ru und
Tyr70 (das néchstgelegene Tyr) etwa 16 A 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 Ru'(bipy); und dem Elektronenak-
zeptor Ru™(NH,); lieferte oxidiertes Ru"(bipy); mit einer

B
‘/\
v (0
{ |-
ST
AL TN N
PN N LN 0
MO0
— N
Y
o)
Peptide Sequence

MGS WAEFKQR LAAIKTR HQAL GG
SEAEHAAFEKE JAAFESE LQAY KGKG
NPE VEALRKE AAAIRDE HQAY RHN
GSGC

Abbildung 16. A) Struktur von a;DH;-Rubpymal basierend auf der mit-
tels NMR-Spektroskopie in Lésung bestimmten Struktur eines eng ver-
wandten Geriists (PDB: 2MTQ). Der Tyrosinrest ist griin markiert.

B) Struktur von Rubpymal (oben) und Sequenz von o;DH; (unten).
Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [88b]. Copyright 2017 Wiley-
VCH.
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Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung von 1.1x
10°m 's™! (Halbwertszeit 40 ns). Die zweite Phase der Re-
aktion mit einer Geschwindigkeitskonstante von 3.3 x 10° s~
wurde anhand der beobachteten Absorptionsmaxima bei 390
und 410 nm der Bildung des Tyrosinradikals zugeordnet.**]
Die beobachtete Geschwindigkeit ist in Einklag mit der fiir
einen Elektronentransfer iiber 16 A erwarteten Geschwin-
digkeit, die aus einem vereinfachten Elektronentunnelmodell
in Peptiden erhalten werden kann.”! SchlieBlich wurde eine
dritte Reaktionsphase mit einer Halbwertszeit von 210 ps
beobachtet, in der das Tyrosinradikal mit dem Elektronen-
akzeptor Ru™(NHj;), kombiniert. Die pH-Abhéngigkeit 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 [Co™(NH;)sCI]** bestitigt.
Zukiinftige Arbeiten an diesem Modell werden wasserstoff-
briickenbindende Aminosduren in der Umgebung von Tyr70
einbringen, um deren Einfluss auf die beobachtete PCET-
Geschwindigkeit und die Abstandsabhéngigkeit der entwor-
fenen Elektronentransferrelais zu bestimmen. Die Verfeine-
rung des Designs von ET-Relais in Geriisten aus alpha-He-
lixbiindeln wird uns unserem Ziel eines selbstdndigen De-
novo-NiR-Modells einen grof3en Schritt ndher bringen.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Aufsatz fasst unsere aktuellen Arbeiten zur Ent-
wicklung aktiver Metalloproteinzentren in De-novo-Peptiden
und —Proteinen aus drei o-Helices zusammen. Wir haben
mehrere Modelle von Metallbindungsstellen entwickelt, die
moderate bis exzellente Aktivitdten in der Reaktivitét ihrer
nativen Vorbilder aufweisen. Als Ziele setzten wir uns dabei
bisher bereits die Hydrolyseaktivitdt von Zink in symmetri-
schen (His);-Koordinationsumgebungen, die Kupfernitritre-
duktaseaktivitdt und Elektronentransferzentren in unseren o-
Helixgeriisten.

Unser Ansatz zur Erzeugung von Hydrolyseaktivitét in
De-novo-Geriisten, die die Aktivitit der CA nachbilden,
indem wir ein Tris(histidin)-Metallbindungsmotiv in unsere
definierten Geriiste einbrachten, offenbarte interessante Ei-
genschaften dieses Enzyms. Zunéchst wurde klar, dass ein
GroBteil der Aktivitidt darauf beruht, dass sich die symme-
trische primire Koordinationssphire in einer Peptidumge-
bung befindet. Unsere Modelle iibertrafen die CA-Aktivitét
niedermolekularer Modelle, indem wir die natiirlich koordi-
nierten Liganden in einem dem natiirlichen System @hnlichen
Geriist verwendeten, wobei wir zugleich die Abhéngigkeit
der Aktivitdt von der Proteinfaltung untersuchen konnten.
Obwohl natiirliche CA vorrangig aus beta-Faltblatt- und
Schleifenstrukturen besteht, zeigte das hier beschriebene,
strukturell nicht verwandte alpha-Helixgeriist mittlere bis
ausgezeichnete Umsatzgeschwindigkeiten bei der CO,-Hy-
drierung und pNPA-Hydrolyse. Die nichste Generation un-
serer Modelle mit hydrolytischer Aktivitidt wird eine asym-
metrische sekundidre Koordinationssphére aufweisen, indem
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entweder Heterotrimere unserer 3SCC-Systeme gebildet!®
oder in einem rationalen Designansatz wasserstoffbriicken-
bindende Aminosdurereste in unser a;DH;-System einge-
fithrt werden. Dariiber hinaus kénnen wir die Orientierung
der Aminosdurereste in der Nidhe der Metallbindungsstelle
durch Einfithrung nichtnatiirlicher Aminosduren oder nicht-
kanonischer Wiederholungseinheiten, wie Stutter-and-Stam-
mer-Inserts, in den Heptaden kontrollieren.

Wie auch die Arbeiten zu Zn(His);-Zentren mit Hydro-
lyseaktivitdt umfasste die Nachbildung der CuNiR-Aktivitét
bisher nur die explizite Modellierung der primidren Koordi-
nationssphire, nimlich der (His;)-Bindungsstelle. Ahnlich
wie CA enthidlt auch CuNiR einen entscheidenden Sdure-
Base-abhidngigen Aminosédurerest, Asp98, der Wasserstoff-
briicken eingehen kann und fiir einen effizienten Protonen-
transfer benotigt wird. Wir unternahmen bereits erste Ver-
suche, Asp im Inneren unserer 3SCC-Struktur in der Nahe
des Kupferzentrums einzubauen. Die experimentellen Be-
funde zu L19D- oder L26D-Modifikationen lieBen allerdings
darauf schlieen, 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. Mogli-
cherweise lassen sich bessere CuNiR-Aktivitdten erhalten,
wenn nur ein einziger Asp-Rest ober- oder unterhalb des
Kupferzentrums eingefithrt wird. Wir haben kiirzlich ein
System vorgestellt, in dem es moglich sein sollte, diese
asymmetrischen Modifikationen durch Bildung heterotrime-
rer 3SCCs in unser 3SCC-System einzubauen.™ Die Ein-
fithrung nichtnatiirlicher Aminoséduren jenseits einfacher
methylierter Histidine sollte es moglich machen, das Re-
duktionspotential und die Lewis-Aciditdt unserer Metallbin-
dungsstellen gezielt zu variieren.

AbschlieBend wollen wir erwihnen, dass sowohl Rub-
redoxin als auch Cupredoxin Bindungsstellen aufweisen, die
aus Proteinschleifen bestehen. Dadurch kann die Geometrie
der Bindung grofteils durch das Metall statt durch das Pro-
teingeriist bestimmt werden. Die Nachbildung der gleichen
Metallkoordination in einem starreren Geriist wie unserem
Helixbiindel erfordert wahrscheinlich ein exaktes Design, was
fiir unsere Strategie einen limitierenden Faktor darstellt:
Indem wir Leucinreste im hydrophoben Inneren des Geriists
ersetzen, schranken wir die Zahl geometrischer Anordnun-
gen der koordinierenden Aminosédurereste stark ein. Daher
wird eine weitere Verbesserung der Aktivitit unserer Elek-
tronentransferzentren das spezifische Design der Schleifen-
regionen, die die Helices in a;D oder GRo,;D verbinden, oder
die Entwicklung eines neuen Geriists mit zusétzlicher inhé-
renter Flexibilitdt oder Sekundéirstrukturelementen erfor-
dern, die modifizierbar sind.

Das Design von Proteinen ist ein leistungsstarkes Mittel,
um sowohl unser Verstdndnis von Metalloenzymen auf die
Probe zu stellen als auch unser Wissen zur metalloenzymati-
schen Aktivitdt zu verbessern. Die Moglichkeit, die natiirli-
che Funktion von Metalloproteinen sowohl fiir katalytische
als auch fiir Elektronentransferzentren in signifikant abwei-
chenden Proteinstrukturen nachzubilden, zeigt einen mogli-
chen Pfad fiir die evolutionidre Entwicklung der verschiede-
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nen Metalloproteine, die essentiell fiir so viele Zellfunktionen
sind.
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