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Peptid-Polymer- und Protein-Polymer-Konjugate erlangen
zunehmend Bedeutung in der aktuellen Forschung.[1] Die
Aktivit�ten und Strukturen dieser Biohybridmaterialien
lassen sich je nach Funktion des Polymers gezielt modifizie-
ren. Sofern ein „intelligentes“ Polymer zur Konjugation ge-
nutzt wird, kann das entsprechende Biohybrid auf externe
Reize wie Licht, pH- oder Temperatur�nderungen reagie-
ren.[2] Das temperaturempfindliche Poly(N-isopropylacryl-
amid) (PNIPAM)[3] war bereits bei der Herstellung derartiger
Biohybridmaterialien erfolgreich.[4] Unterhalb 32 8C liegt
PNIPAM in einem wasserl�slichen, hydratisierten Zustand
mit gestreckter Polymerkette vor. Oberhalb der unteren
Entmischungstemperatur (lower critical solution tempera-
ture, LCST) aggregieren die Polymerketten, und das Polymer
geht in einen hydrophoben, wasserunl�slichen Zustand �ber.
Dieser Phasen�bergang kann genutzt wurden, um biologische
Prozesse von PNIPAM-Biomolek�l-Konjugaten durch Tem-
peratur�nderungen zu beeinflussen.[2,4, 5]

Unterschiedliche Ans�tze zur Anbindung von Polymeren
an Proteine wurden gew�hlt:[1] 1) Reaktionen von Proteinen
mit Polymeren, die reaktive Endgruppen tragen, 2) Reaktio-
nen von Polymerisationsinitiatoren mit Proteinen und an-
schließende Polymerisation und 3) Cofaktor-Rekonstitution
unter Verwendung von Cofaktor-Polymer-Konjugaten.[6] Falls
mehr als eine reaktive Position am Protein f�r das aktivierte
Polymer oder den Initiator zug�nglich ist, so ist eine nicht-
spezifische mehrfache Modifizierung des Proteins nach (1)

oder (2) m�glich. Dieses Problem kann umgangen werden,
indem man eine definierte reaktive Stelle zur selektiven
Anbindung des Polymers oder Initiators mithilfe einer
Punktmutation einf�hrt.[1f,2, 7]

Wir pr�sentieren hier ein neues Konzept zur Herstellung
von Protein-Polymer-Konjugaten. Dabei verwenden wir
Azurin, ein gut untersuchtes Kupferprotein, das am bakteri-
ellen Elektronentransfer beteiligt ist.[8] Elektrochemische
Untersuchungen belegen, dass ein effizienter Elektronen-
austausch zwischen Azurin und einer Elektrode m�glich ist.
Infolgedessen kann Azurin potenziell als Komponente in
Funktionseinheiten nach biologischem Vorbild („biode-
vices“) dienen.[9]

Canters und Mitarbeiter zeigten, dass His117, welches als
Ligand an das aktive Kupferzentrum im Azurin aus Pseu-
domonas aeruginosa bindet, durch externe Imidazolderivate
ersetzt werden kann;[10] die Aktivit�t der mit Imidazol re-
konstituierten Mutanten blieb dabei erhalten. Die Ergebnisse
dieser Studien veranlassten uns, Imidazol-terminiertes
PNIPAM durch Nitroxid-vermittelte Polymerisation zu syn-
thetisieren und in der Rekonstitution der His117Gly-Mutante
einzusetzen.[11,12] Auf diese Weise wird die PNIPAM-Kette
am aktiven Zentrum von Azurin eingef�hrt (Abbildung 1). In
Kombination mit Cytochrom c sollte sich das Polymer zwi-
schen Azurin und seinem Redoxpartner (Cytochrom c) po-
sitionieren und somit die Protein-Protein-Wechselwirkung in
Abh�ngigkeit von der Temperatur beeinflussen k�nnen.

Mithilfe von kinetischen Messungen zeigen wir hier, dass
PNIPAM, gebunden am aktiven Zentrum von Azurin, den
Elektronentransfer (ET) von Cytochrom c zum Azurin-
PNIPAM-Konjugat in Abh�ngigkeit von der Temperatur re-
gulieren kann. Mit kurzkettigem PNIPAM l�sst sich der ET

Abbildung 1. Das aktive Zentrum des rekonstitutierten Azurin-
PNIPAM-Konjugats.
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jedoch nicht steuern. Dies liefert Einblicke, wie PNIPAM die
Wechselwirkung zwischen Azurin und Cytochrom c beein-
flusst.

Die Synthese von Imidazol-terminiertem PNIPAM ist in
Schema 1 beschrieben. Die radikalische Bromierung (Br2, hn,
CCl4) von 4-Ethylbenzonitril lieferte 1, das nach einem be-

kannten Verfahren in das Alkoxyamin 2 �berf�hrt wurde.[5]

Die Reduktion von 2 mit Lithiumaluminiumhydrid (LAH)
und die anschließende Kupplung mit der Propions�ure 4,[13]

die einen tritylierten Imidazolsubstituenten tr�gt, ergaben
nach Entsch�tzen den Initiator 5. Die Nitroxid-vermittelte
Polymerisation wurde in C6D6 mit 0.5–2 Mol-% 5 bei 125 8C
in Druckr�hrchen ausgef�hrt. Der Umsatz wurde 1H-NMR-
spektroskopisch bestimmt, und mithilfe von Massenspektro-
metrie und Gelpermeationschromatographie (GPC) wurden
mittlere Molekulargewichte von 3800–34200 gmol�1 und
Polydispersit�ten PDI von 1.14–1.39 ermittelt (siehe die
Hintergrundinformationen).[14, 15] Die 1H-NMR-spektrosko-
pisch gemessenen LCSTs der Imidazol-PNIPAM-Konjugate 6
lagen bei 32 8C (Imid-PNIPAM 3800 gmol�1: 30.5 8C; Imid-
PNIPAM 9800 gmol�1: 31.6 8C; Imid-PNIPAM 34200 gmol�1:
32.6 8C; siehe die Hintergrundinformationen).[16]

Zur Mutagenese von His117 (Basencode CAC) in Gly
(Basencode GGC) setzten wir die Polymerasekettenreaktion
und Primer mit der n�tigen Mutation ein. Azurin-His117Gly-
Apoprotein wurde analog zu dem Protokoll von Canters et al.
f�r die Expression des Wildtyps (WT) exprimiert und gerei-
nigt.[17] Die Reinheit des Apoproteins ließ sich mit SDS-
PAGE und UV/Vis-Spektroskopie �berpr�fen (siehe die
Hintergrundinformationen).

Die Rekonstitution von Azurin mit den PNIPAM-Kon-
jugaten 6 (3800 und 9800 gmol�1) erfolgte nach einer modi-
fizierten Literaturvorschrift.[18] Dabei wurde eine st�chiome-
trische Menge Cu(NO3)2·3 H2O zu einer L�sung der Apo-
proteinmutante in 20 mm MES-NaOH (pH 6.0) gegeben, was
die Absorption bei 420 nm durch die Bildung von Typ-2-
Kupferazurin verst�rkte. Ein dreifacher �berschuss des
PNIPAM-Konjugats 6 und NaCl (0.2m) wurden zugegeben,
und die L�sung wurde bei 4 8C solange ger�hrt, bis die Bil-
dung des blauen Typ-1-Kupferkomplexes abgeschlossen war.
Nach Entsalzen und F�llung von freiem 6 folgte die Analyse
der resultierenden Azurin-PNIPAM-Konjugate. F�r l�nger-
kettiges PNIPAM (34 200 g mol�1) musste das Rekonstitu-
tionsprotokoll leicht modifiziert werden; in diesem Fall war
ein 20-facher �berschuss an PNIPAM erforderlich. Das re-
konstituierte Holoprotein fiel oberhalb 40 8C aus und konnte
so leicht vom nichtrekonstituierten Apoprotein abgetrennt
werden (ca. 43 % wurden rekonstituiert, siehe die Hinter-
grundinformationen). Weil Azurin-PNIPAM(34200) ober-
halb der LCST unl�slich war, konnte es f�r die geplanten ET-
Messungen jedoch nicht eingesetzt werden.

UV/Vis-Spektren von Azurin-PNIPAM (3800 gmol�1)
und Azurin-PNIPAM (9800 gmol�1) wurden bei 25 und 35 8C
aufgenommen und mit Spektren f�r WT-Azurin und die mit
4-Methylimidazol rekonstituierte Azurinmutante verglichen
(Abbildung 2). Das Verh�ltnis der Absorptionen bei 280 und
620 nm stellt ein Maß f�r die erfolgreiche Rekonstitution dar.
Dieses Verh�ltnis war nahezu identisch f�r die Mutanten und
WT-Azurin, was eindeutig die erfolgreiche Rekonstitution
des Typ-1-Kupferzentrums belegt. Die Azurin-PNIPAM-
Konjugate zeigten zudem keine Ver�nderungen im UV/Vis-
Spektrum oberhalb der LCST des Polymers. Deshalb schlie-
ßen wir die Verdr�ngung des Imidazol-PNIPAM-Liganden
(Ligandenaustausch mit Wasser) der Mutante bei h�herer
Temperatur aus.

Wir untersuchten die rekonstituierten Mutanten auch
mithilfe von EPR-Spektroskopie. Die Spektren f�r WT-
Azurin und die Azurin-PNIPAM(9800)-Mutante stimmten
sehr gut �berein (Abbildung 3). Die Koordinationsgeometrie
um das Kupferzentrum der rekonstituierten Mutante muss
nahezu identisch mit derjenigen des Wildtyps sein, da die
Werte f�r Ak(58�10�4 cm�1), gk(2.248) und g? (2.055) �hnlich
sind.[10a, 18] �hnliche Ergebnisse wurden auch f�r Azurin-
PNIPAM(3800) erhalten (siehe die Hintergrundinformatio-
nen).

Weiterhin konnten wir mit CD-Spektroskopie an Azurin-
WT und Azurin-PNIPAM(9800) zeigen, dass das Azurin-
PNIPAM-Konjugat bei 25 und 35 8C die Proteinkonformation
von WT-Azurin beibeh�lt (siehe die Hintergrundinformatio-
nen).

Schließlich wurden ET-Prozesse zwischen reduziertem
Cytochrom c und WT-Azurin sowie den rekonstituierten
Mutanten bei 25 und 35 8C untersucht. Anstelle des nat�rli-
chen Redoxpartners von Azurin, Cytochrom c aus Pseu-
domonas aeruginosa, verwendeten wir Cytochrom c552 aus
Thermus thermophilus HB8 als Elektronendonor, weil dessen
Konformation unter den gew�hlten Reaktionsbedingungen
sehr stabil ist. Ferner sollte die hydrophobe Tasche, die an der
Oberfl�che nahe des H�m-Cofaktors lokalisiert ist, hydro-

Schema 1. Synthese der Imidazol-PNIPAM-Konjugate 6 mit
Mn = 3800–34200 g mol�1. IIDQ = Isobutyl-1,2-dihydro-2-isobutoxy-1-
chinolincarboxylat.
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phobe Wechselwirkungen mit dem Redoxpartner Azurin
eingehen und so den ET zulassen. Die kinetischen Messungen

wurden in einer UV-Zelle unter Luftausschluss ausgef�hrt,
um die Oxidation von reduziertem Cytochrom c552 zu ver-
hindern (siehe die Hintergrundinformationen). Dabei wurde
die rekonstituierte Azurinmutante der oxidierten Form zu
einer L�sung von reduziertem Cytochrom c552 gegeben und
die Abnahme der Soret-Bande bei 416 nm mit der Zeit bei
gegebener Temperatur verfolgt (Abbildung 4).

F�r WT-Azurin wurde bei 25 8C eine Geschwindigkeits-
konstante k = 9.8 � 105

m
�1 s�1 gemessen, die sehr gut mit dem

Literaturwert �bereinstimmt;[19] ein �hnlicher k-Wert wurde
bei 35 8C ermittelt (1.0 � 106

m
�1 s�1). Der ET der Azurin-

PNIPAM(3800)-Mutante war bei 25 8C um eine Gr�ßenord-
nung langsamer (1.9 � 105

m
�1 s�1) als mit WT-Azurin. Die

Abbildung 2. a) UV/Vis-Spektren von WT-Azurin (schwarze Linie) und
einer mit 4-Methylimidazol rekonstituierten Mutante (rote Linie).
b) UV/Vis-Spektren der Azurinmutante, rekonstituiert mit PNIPAM-
(3800), bei 25 8C (schwarze Linie) und 35 8C (rote Linie); UV/Vis-Spek-
tren der Azurinmutante, rekonstituiert mit PNIPAM(9800), bei 25 8C
(gr�ne Linie) und 35 8C (blaue Linie).

Abbildung 3. EPR-Spektren einer rekonstituierten Mutante (a) und von
WT-Azurin bei 80 K.

Abbildung 4. Elektronentransferprozesse von reduziertem Cyto-
chrom c552 zu oxidiertem WT-Azurin (a), zur Azurin-PNIPAM(3800)-
Mutante (b) und zur Azurin-PNIPAM(9800)-Mutante (c) bei 25 8C
(blaue Punkte) und 35 8C (rote Punkte).
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solvatisierte PNIPAM-Kette �bt also einen kleinen, aber
messbaren Effekt auf die Aktivit�t des Proteins aus. Bei 35 8C
wurde eine etwas h�here Geschwindigkeitskonstante erhal-
ten (3.2 � 105

m
�1 s�1). Wahrscheinlich war die PNIPAM-Ein-

heit zu kurz, um ein temperaturabh�ngiges Verhalten zu in-
duzieren.[20] Tats�chlich konnte die ET-Geschwindigkeits-
konstante f�r die Azurin-PNIPAM(9800)-Mutante in Ab-
h�ngigkeit der Temperatur ver�ndert werden. Bei 25 8C er-
hielten wir einen k-Wert von 2.5 � 105

m
�1 s�1 (�hnlich dem

Wert, der f�r die Mutante mit k�rzerer PNIPAM-Kette er-
halten wurde), bei 35 8C betrug die Geschwindigkeitskon-
stante jedoch nur noch ein Viertel dieses Werts (6.2 �
104

m
�1 s�1).[21]

Wir glauben, dass die Struktur�nderungen der PNIPAM-
Einheit (f�r Polymere mit Mn um 10000 gmol�1) bei der
Temperaturerh�hung von 25 auf 35 8C die Proteinerkennung
von Cyctochrom c552 mit Azurin beeinflussen. Hydrophobe
Wechselwirkungen am aktiven Zentrum von Azurin, wo das
Polymer unserer Mutanten sitzt, sind bekanntermaßen wich-
tig f�r die Wechselwirkung zwischen Cytochrom c und Azurin
in den Wildtyp-Enzymen. Die kollabierte PNIPAM-Kette
k�nnte teilweise die Wechselwirkungsstelle am Azurin blo-
ckieren, was die Zug�nglichkeit dieser Stelle f�r Cyto-
chrom c552 deutlich einschr�nken w�rde, w�hrend hydrati-
siertes PNIPAM Raum f�r die Wechselwirkung mit Cyto-
chrom c552 lassen sollte, auch wenn der vollst�ndige Kontakt
zwischen den Proteinen eingeschr�nkt ist. Die unterschiedli-
chen Ergebnisse, die f�r PNIPAM(3800) und PNIPAM(9800)
erhalten wurden, zeigen, inwieweit der Polymerrest die Stelle
der hydrophoben Protein-Protein-Wechselwirkung bedeckt.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass Polymer-
Azurin-Hybride durch His117Gly-Mutation und anschlie-
ßende Rekonstitution mit Imidazol-terminierten Polymeren
hergestellt werden k�nnen. Das Polymer agiert als Ligand f�r
das Kupferion des aktiven Zentrums. Dies ist der erste Be-
richt �ber die Synthese eines Polymer-Protein-Biohybrids
unter Anwendung der Polymer-Liganden-Rekonstitution in
einem Metalloprotein. Wichtig ist, dass mithilfe dieses An-
satzes das Polymer ortsspezifisch an das Protein angebunden
werden kann. Weiterhin ist das Polymer am aktiven Zentrum
des Metalloproteins lokalisiert, sodass es die Enzymaktivit�t
beeinflussen kann. Struktur und Aktivit�t blieben durch die
Proteinrekonstitution erhalten. F�r Biohybridmaterialien mit
einer l�ngeren PNIPAM-Kette konnte die Enzymaktivit�t in
Abh�ngigkeit der Temperatur ver�ndert werden. Die Ge-
schwindigkeitskonstante des ET wurde bei h�herer Tempe-
ratur um den Faktor vier verringert. Bei Protein-Polymer-
Hybriden mit k�rzeren PNIPAM-Ketten wurde kein tempe-
raturabh�ngiges Verhalten beobachtet.

Eingegangen am 9. September 2008,
ver�nderte Fassung am 4. November 2008
Online ver�ffentlicht am 6. Februar 2009
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