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Designer-Proteine: tiber die Kunst,
De-novo-Metalloproteine zu synthetisieren**

Heinz-Bernhard Kraatz*

Professor P. Michael Boorman gewidmet

Die moderne chemische Forschung {iberschreitet oft die Linie,
die die klassischen Disziplinen Chemie und Biologie einst von-
einander trennte, Eines der Gebiete, das alte Grenzen sprengt,
ist sicherlich die Koordinationschemie. Sie bewegt sich auf eine
Definition zu, wonach Komplexbildung lediglich verlangt, daf3
,.diskrete molekulare Spezies durch bindende Wechselwirkung
gebildet werden*['!. Der Entwurf von Modellsubstanzen fiir die
aktiven Zentren von Metalloenzymen war schon immer eine
groBe Herausforderung fiir Komplexchemiker. Das ,,Nitroge-
nase-Problem® ist hierfiir ein hervorragendes Beispiel: Es hat
bei der raschen Entwicklung der Koordinationschemie von Mo-
lybdidn mit Schwefelliganden eine zentrale Rolle gespielt. Die
jingsten Fortschritte auf dem Gebiet des Designs von nicht-
natiirlichen Proteinen wurden durch die Kombination von klas-
sischer Komplexchemie und Proteinchemie ermdglicht. Ziel da-
bei ist es, die komplexen, natiirlichen Proteine auf ihre fiir eine
bestimmte Funktion essentiellen Struktureigenschaften zu redu-
zieren. Nach der Proteinsynthese, die nach Standardmethoden
erfolgt, kann das vereinfachte Modellprotein dann dazu verwen-
det werden, die strukturelle Annahme, die zu seiner Konstruk-
tion gefiithrt hat, zu beurteilen. Dies kann zum Verstdndnis des
komplizierten Zusammenspiels zwischen Proteinstruktur und
-funktion fithren. Die aktuelle Forschung auf diesem Gebiet hat
zum Design einer Reihe von kiinstlichen Proteinen gefiihrt!?,

Beim Entwurf von De-novo-Proteinen lassen sich hauptsdch-
lich zwei Methoden unterscheiden: a) Die Synthese eines groBe-
ren Peptids mit Untereinheiten bekannter Sekundirstruktur,
das eine bestimmte Tertidrstruktur einnehmen wird und b) die
Konstruktion kleinerer Peptiduntereinheiten mit bekannter
Sekundérstruktur und ihre Verkniipfung auf einem Templat, so
wie es von Mutter et al.B®! beschrieben wurde. Die Konstruktion
spezifischer und topologisch determinicrter Proteinstrukturen
aus kleineren amphiphilen Peptidvorstufen iiber einfacher
Selbstaggregation wird dadurch erschwert, daB Peptide in wiil3-
riger Losung dazu neigen in Gleichgewichten aus Monomeren
und Aggregaten vorzuliegen. Die Kontrolle der Zahl der be-

[*] Dr. H.-B. Kraatz
Department of Organic Chemistry, The Weizmann Institute of Science
76100 Rehovot (Israel)
Telefax: Int. + 8/34-4142
[**] Diese Arbeit wurde von der Minerva-Gesellschaft, Minchen, gefordert. Bei
Prof. D. Milstein bedanke ich mich fiir seine Anregungen und seine Unterstiit-
zung.

Angew. Chem. 1994, 166, Nr. 20

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

teiligten Peptide und deren relativer Stereochemie ist deshalb in
der Tat eine schwer zu bewiltigende Aufgabe.

Ein groBer Schritt vorwiérts auf diesem Gebiet gelang nun
Ghadiri et al. Durch Metall-lonen-induzierte Selbstassoziation
konnten sie das zuvor diskutierte Problem 18sen!*!, ganz im
Sinne der modernen Definition von Komplexchemie. Die Koor-
dination von chemisch modifizierten Peptiden an ein Metallzen-
trum {iber ¢ine koordinierende Gruppe fiihrt zu einem Peptid-
Metall-Komplex. Dabei konnen sowohl die Stereochemie des
Komplexes als auch die Zahl der Peptiduntereinheiten, die das
fertige De-novo-Protein bilden, kontrolliert werden. Zu einem
groBen Teil besteht die Kunst, diese Strategie erfolgreich anzu-
wenden, darin, das richtige Metallzentrum und die geeignete
chemische Modifikation eines bestimmten Peptids zu wihlen.
Diese erstaunlich einfache Methode wurde zur Synthese mehre-
rer helixférmiger Metalloproteine mit exakt bestimmter Stereo-
chemie herangezogen, so zum Beispiel zur Darstellung von 1
(py = Pyridin)®**! und 211,

trans-[RuCl,(py-Peptid),] 1
cis-[Ru(NH,),(His-Peptid),]*~ 2

Dieses Konzept wurde inzwischen weiter verfeinert, und es ge-
lang, ein Ru”-Metalloprotein mit genau definierter Metallkoor-
dinationsstelle zu synthetisieren!>!. Erreicht wurde dies mit Hilfe
dcs Peptids 3. Dieses hat zwei mdgliche Metallbindungsstellen:
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einen N-terminalen Bipyridinrest (bpy) und ein Imidazol-Stick-
stoffatom eines Histidinrestes in der Nihe des C-Terminus von 3.
Letzteres wurde so konstruiert, daB es eine helixformige Struktur
bevorzugt. Das Einfiigen der bpy-Gruppen am N-Terminus ei-
nes jeden Peptids ermdglichte — mit einem Ru™Ion als Templat
— die Selbstassoziation dreier Peptide zu einem aus drei Helices
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bestehenden Proteinbiindel. Dabei entstand ausschlieBlich kine-
tisch inertes 4. Die drei Peptiduntereinheiten liegen eng beiein-

Sac-[Ru"(bpy-Peptid) >+ 4

ander. Dadurch treten iiber kurze Distanzen wirksame intra-
molekulare hydrophobe Wechselwirkungen - zwischen den
drei metallgebundenen Peptiden aunf. Diese sind grofer
als die intermolekularen abstoBenden Wechselwirkungen
und férdern deshalb die Bildung einer helixformigen Gesamt-
struktur von 4 (Circulardichroismus (CD) Spektrum:
0122 = —23000°cm?dmol ™). Mit UV-VIS-Spektroskopie
(Amax = 289 und 475 nm) und Elektrospray-Massenspektrome-
trie (gef.: M = 6887 + 2; ber.: M = 6887) sowie Gelperme-
ationschromatographie kann 4 eindeutig charakterisiert werden.
Dabei ist es wichtig, darauf hinzuweisen, daB sich die drei His18-
Gruppen nahe der C-Termini der drei Peptiduntereinheiten ge-
rade wegen der helixf6rmigen Anordnung in néichster Nihe be-
finden und dadurch eine Metallkoordinationsstelle bilden.
Komplexierung von Cu?* an dieser Stelle verdndert die Struk-
tur des Proteins nicht wesentlich, was auf das Vorhandensein der
Bindungsstelle nach der Selbstassoziation von 4 hinweist (CD-
Spektrum: 6,,, = — 24000°cm?dmol ~!). Die deutliche Ver-
ningerung der Fluoreszenzemission des benachbarten Tyrosin-
chromophors, sowie die Analyse der ESR- (gy =227 und
Ay =173 cm™ ' x10% und der UV-VIS-Spektren (4, = 375
(Charge-Transfer) und 495 nm) fiihrten Ghadiri und Case!®!
zum SchluB, daB sich Cu" an diese Metallkoordinationsstelle
anlagern kann, wobei das Ru"Cul-Protein 5 entsteht (Sche-
ma 1).

Cull

Schema 1.

Von Bedeutung sind in diesem Zusammenhang jiingste Berich-
te Gber den Entwurf und die Synthese von Cytochrom(cyt)-Mo-
dellen von Diederich et al.'®], welche auf Polyether/Amid-Den-
driten basieren, die eine zentrale Zn-Porphyrineinheit umschlie-
Ben, sowie die Methode von DeGrado et al. zur Synthese nicht-
natiirlicher Peptide!”. Nach DeGrados Konzept wurden mehrere
Peptide synthetisiert, die aus zwei identischen, aus 31 Amino-
sduren bestehenden, helixférmigen Untereinheiten aufgebaut und
durch eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Sie ha-
ben Histidingruppen, die die Koordination von Fe"-Himgrup-
pen iiber zwei trans-stindige Imidazolgruppen ermdglichen. Die
Peptide lagern sich zu dimeren Biindeln aus vier Helices zusam-
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men. Das Modellprotein 7 besteht aus zwei identischen Unter-
einheiten 6, die je zwei Histidineinheiten (His10 und His24)

SH §$—S s—s§
L.
His 10 His10 Hisi¢ His — Fé-His
- . .
His 24 His24 His24 His — Fe%-His
6 7 8

enthalten, um die cyt-b-Untereinheit von cyt be, nachzuahmen.
Es enthilt zwei mdgliche, auf zwei Histidingruppen basierende
Hém-Bindungsstellen pro Peptid; der Abstand der Fe-Atome
im entsprechenden Komplex 8 wurde auf 20 A geschitzt. Wegen
der Dimerisierung des Modellproteins 7 fithrt der Zusatz von
Fe'“Him zur Anlagerung von vier Redoxzentren an den vier
vorhergesagten Bindungsstellen des Proteindimers, CD-Spek-
troskopie bestitigt auch in diesem Fall die Existenz wohl-
definierter Koordinationsstellen vor der Komplexierung des
Hims (8,,, = — 26000°cm?dmol ™!). Wie erwartet, zeigt der
Héam-Protein-Komplex ein rhombisches ESR-Spektrum
(g,= 289, g, =224, g, =1.54), was die Koordination iiber
zwei  trans-stindige Imidazolgruppen von Low-spin-Fe?*-
Tonen bestitigt.

Dies sind lediglich zwei Beispiele, die Licht auf die Méglich-
keiten werfen, die sich innerhalb dieses nenen Forschungsgebiets
an der Grenze zwischen Proteinchemie und Koordinationsche-
mie ergeben. Die Synthese metallbindender Metalloproteine
und die Einfiihrung redoxaktiver Zentren in nichtnatiirlichen
Proteinen durch Selbstassoziation sind gewiB nur Anfinge.
Man kann sich jedoch vorstellen, dieses Konzept auf die Inte-
gration von substratbindenden Enzymfunktionen — wie Sasaki
und Kaiser bereits zeigten!®! — auszuweiten, sowie auf den Ein-
bau von photoempfindlichen Metallzentren in Proteine, die
dann als lichtabsorbierende Analoga des Photosystems griiner
Pflanzen wirken konnen.
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