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1. Einleitung

Die Aufklarung der Struktur eines
wichtigen Proteins ist immer ein gro3es
Ereignis in den Biowissenschaften. Dies
gilt besonders fiir die unlidngst publi-
zierte, erste Kristallstruktur einer Tyro-
sinase, die von Matoba et al. mit einer
Auflésung von 1.4 A an einer Tyrosinase
des Bakteriums Streptomyces castaneo-
globisporus bestimmt wurde."! Tyrosi-
nasen sind wichtige kupferhaltige En-
zyme, die in allen Organismen vorkom-
men.”7 Sie sind in Braunungsprozessen
von Haut, Haaren und Friichten, in der
Wundheilung und in der Immunantwort
involviert. Tyrosinasen katalysieren den
ersten Schritt der Melaninsynthese, in-
dem sie die Hydroxylierung von Mono-
phenolen zu ortho-Diphenolen und de-
ren nachfolgende Zweielektronen-Oxi-
dation zu ortho-Chinonen mit moleku-
larem Sauerstoff vermitteln (Schema 1).
Die zweite Reaktion wird auch durch
das verwandte Enzym Catechol-Oxi-
dase katalysiert (Schema 1, unten), das
allerdings nicht zu einer Phenol-Hy-
droxylierung in der Lage ist. Tyrosinase
und Catechol-Oxidase zdhlen zur Fami-
lie der Phenoloxidasen und haben akti-
ve Zentren mit zwei Kupferatomen
(CuA und CuB), die jeweils durch drei
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Schema 1. Oben: Tyrosinasen katalysieren die Reaktion von Monophenolen tber ortho-Dipheno-
le zu ortho-Chinonen. Unten: Catechol-Oxidase katalysiert nur den zweiten Schritt (ortho-Diphe-

nol—ortho-Chinon).

Histidinreste koordiniert sind (Typ-3-
Kupferproteine). Die dritte Gruppe von
Proteinen mit Typ-3-Kupferzentren ist
die der Hamocyanine (Hc). Diese sind
fir den Sauerstofftransport in Arthro-
poden und Mollusken verantwortlich,
analog zum Héimoglobin in Wirbeltie-
ren.®! Arthropoden- und Mollusken-
Hiamocyanin unterscheiden sich in ihren
Sequenzen und Strukturen, binden aber
beide Sauerstoff in hochkooperativer
Weise.”)

Bereits bevor es Rontgenstruktur-
informationen zu Typ-3-Kupferprotei-
nen gab, war aus spektroskopischen und
mechanistischen Befunden klar, dass
das aktive Zentrum von Tyrosinase
demjenigen von Hidmocyanin sehr &dhn-
lich sein muss.[*1 Spektroskopische
Vergleiche mit einem Modellkomplex
von Kitajima und Moro-oka"" fiihrten
auBerdem zu dem Schluss, dass diese
Metalloproteine in ihrer oxy-Form Di-
sauerstoff als Peroxid in der einzigarti-
gen side-on verbriickenden Weise
(uw-m*m?) binden, was spiter auch durch
die Kristallstrukturen von oxy-H&dmo-
cyanin von Arthropoden™ und Mol-
lusken!™ bestitigt wurde. Das Auftreten
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der gleichen side-on Peroxid-verbriick-
ten oxy-Form in Tyrosinase wurde nun
durch Aufklarung der Struktur von Ty-
rosinase aus Streptomyces castaneoglo-
bisporus (sTy) eindrucksvoll bestitigt.
Zwar gibt es noch keine kristallogra-
phisch charakterisierte oxy-Struktur von
Catechol-Oxidase, UV/Vis- und Reso-
nanz-Raman-Spektroskopie haben aber
gezeigt, dass auch hier Disauerstoff als
side-on verbriickendes Peroxid gebun-
den wird."*"! Somit wird — wie seit
langem angenommen — Sauerstoff in
allen Typ-3-Kupferproteinen auf die
gleiche Weise gebunden.

2. Proteinfaltung und aktives
Zentrum

Die Tatsache, dass Tyrosinase, Ha-
mocyanin und Catechol-Oxidase trotz
ihrer fast identischen aktiven Zentren
sehr verschiedene Funktionen haben,
erregt seit vielen Jahren das Interesse
von Forschern. Die Quartérstrukturen
dieser Proteine sind ganz unterschied-
lich:¥! Himocyanine von Arthropoden
bestehen aus Hexameren und Vielfa-
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chen derselben (1x6, 2x6, 4x6, 6x6
und 8 x 6), wihrend Himocyanine von
Mollusken Dekamere oder Didekamere
bilden, je nach Spezies.**®! Phenol-
oxidasen wiederum kommen als Mono-
mere (wie sTy), Dimere (wie die huma-
ne Tyrosinase)?*! oder Hexamere (wie
in manchen Arthropoden) vor.'® Die
Monomere wiederum bestehen aus zwei
oder drei Doménen mit unterschiedli-
chen Faltungsmustern (fiir drei Doma-
nen: I=N-terminal, Il =zentral, III=
C-terminal).'® Die Kristallstrukturen
von sTy, Catechol-Oxidase und Mollus-
ken-Hiamocyanin zeigen, dass diese
Proteine die zweite Domidne gemein
haben, die in einem so genannten ,,4-0-
Helix-Biindel“ gefaltet ist und das akti-
ve Zentrum mit den beiden Kupferato-
men CuA und CuB triagt (Abbildung 1,
oben). In Mollusken-H4dmocyanin wird
der Zugang zum aktiven Zentrum durch
die C-terminale Domine blockiert;
weiterhin ragt bei einer strukturell cha-
rakterisierten funktionalen Unterein-
heit von Hédmocyanin aus Octopus dof-
leini (Odg) ein Leucin (Leu2830) von
dieser Domiine in die Tasche hinein, die
das aktive Zentrum enthilt. In Arthro-
poden-Hémocyanin andererseits ist das
aktive Zentrum von Domine I bedeckt,
und ein Phenylalaninrest (Phe 49) dieser
Domaéne ragt zusitzlich in die Substrat-
bindungstasche hinein, wie beim Ha-
mocyanin von Limulus zu beobachten
ist. Das aktive Zentrum kann somit
nicht von externen Substraten erreicht
werden, und die physiologische Rolle
von Hdmocyanin beschrinkt sich dem-
entsprechend auf Sauerstoffbindung
und -transport.'”)

In der inaktiven Form von Catechol-
Oxidase aus der Siilkartoffel, Ipomoea
batatas, (IbCO) ist das aktive Zentrum
von Domiéne III verdeckt. Erst nach
Abdissoziation dieser Doméne ist das
aktive Zentrum fiir Substrate zugéng-
lich."®! Dies ist in Einklang mit einem
kiirzlich erschienenen Bericht, nach
dem auch in Polyphenoloxidasen aus
Pflanzen und Pilzen der Zugang zum
aktiven Zentrum durch einen konser-
vierten Phenylalaninrest von Domé-
ne III blockiert ist."! Externe Substrate
konnen somit erst nach Abspaltung
dieser Doméine am zweikernigen Kup-
ferzentrum umgesetzt werden. Die
Kristallstruktur der Tyrosinase schlief3-
lich wurde an einem Komplex mit einem
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Abbildung 1. a)-d) Aktive Zentren von vier kristallographisch charakterisierten Typ-3-Kupferpro-
teinen: a) Octopus-dofleini-Hamocyanin™ (griin), b) Limulus-polyphemus-Hamocyanin (rot),

c) Ipomoea-batatas-Catechol-Oxidase™ (blau), d) Streptomyces-castaneoglobisporus-Tyrosinasel'!
(orange). Die kupferbindenden Histidinreste sind an a-Helices oder Schlaufen (grau) gebunden.
Die Cys-His-Bindung ist gelb gefirbt. Die Atome des Kupfer-Sauerstoff-Komplexes sind raumfil-
lend dargestellt. e) Eine Uberlagerung der vier aktiven Zentren verdeutlicht die groRRe strukturel-

le Ahnlichkeit (Farbkodierung wie oben).

so genannten Caddie-Protein (ORF378;
ORF =open reading frame) erhalten,
das wiederum das aktive Zentrum ab-
schirmt. In diesem Fall ragt ein Tyro-
sinrest von ORF378 in die Substratbin-
dungstasche hinein.!! Nach Abdissozia-
tion des Caddie-Proteins ist das aktive
Zentrum von sTy fiir Substrate zugéng-
lich.

Ein Vergleich der zweikernigen ak-
tiven Zentren von Limulus-Hémocya-
nin, Octopus-Hémocyanin, IbCO und
sTy zeigt, dass jedes Metallzentrum von
den N,-Atomen dreier Histidinreste
koordiniert wird. Alle sechs Histidin-
reste sind unter den Typ-3-Kupferpro-
teinen konserviert und zeigen eine sehr
dhnliche Bindungsgeometrie (Abbil-
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dung le). In Catechol-Oxidase und
Octopus-Hamocyanin stabilisiert eine
ungewohnliche  Cystein-Histidin-Bin-
dung den zweiten derjenigen Histidin-
reste, die an CuA koordinieren — den
einzigen Histidinrest, der an eine flexi-
ble Schlaufe und nicht an eine starre o-
Helix gebunden ist. Diese Thioether-
Bindung scheint es auch in den meisten
Mollusken-Hédmocyaninen und in Tyro-
sinasen aus Pilzen zu geben,”” sie fehlt
aber in sTy, humaner und Maus-Tyrosi-
nasel'” sowie in Arthropoden-Himo-
cyaninen.

Neben der oxy-Form konnten Ma-
toba et al. auch zwei mer-Formen von
sTy — metl und metll — strukturell cha-
rakterisieren, die zwei Cu'-Zentren
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enthalten, die iiber einen bzw. zwei
Wasser- (bzw. Hydroxid-)Liganden ver-
briickt sind. Weiterhin gelang ihnen die
Strukturaufkldrung der desoxy-Form;
diese enthilt zwei Cu'-Zentren und
kann O, unter Bildung der oxy-Form
binden. Damit sind alle relevanten In-
termediate des Katalysezyklus®?! von
Tyrosinase strukturell charakterisiert,
was wichtige Schlussfolgerungen iiber
die chemischen Vorginge am aktiven
Zentrum von Tyrosinase ermoglicht.

3. Substratbindungsgeometrie:
Hinweise aus Kristallstrukturen

Die interessanteste unter den von
Tyrosinase vermittelten Reaktionen ist
die ortho-Hydroxylierung durch die
oxy-Form des Enzyms. Entscheidend fiir
diese Reaktion ist die Orientierung des
Phenolsubstrats relativ zum zweikerni-
gen Kupferzentrum. Experimentelle
Befunde zu diesem Punkt stammen vor
allem aus spektroskopischen Studien
zur Bindung von Inhibitoren an Tyrosi-
nase.'“?! Es wurde zudem vorgeschla-
gen, dass ein externes Tyrosinsubstrat
am aktiven Zentrum von Tyrosinase in
der gleichen Weise orientiert ist wie
Phe49 in Limulus-oxy-Hamocyanin.!'”!
In der Tat zeigt die nun aufgeklarte Ty-
rosinasestruktur eine sehr dhnliche An-
ordnung, wobei ein vom Caddie-Protein
stammender Tyrosinrest (Tyr98) wie ein
potenzielles Substrat in die Tasche des
aktiven Zentrums hineinragt (Abbil-
dung 2, oben). Dieser Tyrosinrest wird
allerdings nicht hydroxyliert, da alle
seine Atome mehr als 3.4 A von der
Cu,0,-Einheit entfernt sind und eine
Annédherung an das aktive Zentrum
durch die Anbindung an das Caddie-
Protein verhindert wird. Ein freies Ty-
rosinsubstrat konnte allerdings hydro-
xyliert werden, wie weiter unten gezeigt
wird.

Abbildung 2, Mitte, zeigt das Limu-
lus-oxy-Zentrum zusammen mit Phe 49,
das von Domine I stammt (siche Ab-
schnitt 2). In para-Stellung des Phenyl-
rings von Phe49 (der fast mit demjeni-
gen von Tyr98 in sTy tiberlagert werden
kann) wurde ein Sauerstoffatom hinzu-
gefiigt, um ein hypothetisches Tyrosin-
substrat zu generieren. Die Orientie-
rung der Phenylgruppe wird weiterhin
bestimmt durch eine hydrophobe
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Abbildung 2. Stereobilder der aktiven Zentren und Substratbindungstaschen von sTy (oben), Li-
mulus-polyphemus-Hamocyanin (Mitte) und IbCO (unten). Die Substratbindungstaschen sind
besetzt von Tyr98 (oben), Phe49 (vermehrt um ein O-Atom (schwarz), um ein Tyrosin zu erzeu-
gen; Mitte) und Catechol (unten). Das Catechol ist abgeleitet aus dem Phenylring des Inhibitors
PTU durch Addition zweier O-Atome. Cu: blau, O,: rot, His: griin, Substrat (Tyrosin/Catechol):
orange, abschirmende Reste: cyan. Die Hydroxygruppen der Tyrosinsubstrate zeigen mehr nach
CuA als nach CuB. Im Fall von IbCO ist keine Anniherung an CuA méglich, da es von einem

Phenylalaninrest abgeschirmt ist.

Wechselwirkung mit einem Histidinrest,
der an CuB koordiniert ist (His328);
eine analoge Wechselwirkung tritt in sTy
zwischen dem Phenylring von Tyr 98 und
His 194 auf (Abbildung 2, oben). Fiir die
Koordination von Diphenolen an das
aktive Zentrum von Catechol-Oxidase
wurde auf der Grundlage der kristallo-
graphisch charakterisierten, Phenyl-
thioharnstoff(PTU)-gebundenen  met-
Form von IbCO eine Substratbindungs-
geometrie abgeleitet: Klabunde et al.
schlugen vor,? dass der Phenylring des
Substrats mit dem Phenylring des Inhi-
bitors iiberlagert werden kann, der
wiederum fast deckungsgleich mit den
Phenylringen von Phe49 in Limulus-
Héamocyanin und Tyr98 in sTy ist. Dar-
aus folgt eine Anordnung, bei der das
Diphenol eine Cu-O-Bindung zu CuB
und eine Phenoxobriicke zwischen CuA
und CuB bildet (Abbildung 2, unten).
Das Substrat wird hierbei zusitzlich
durch eine hydrophobe Wechselwirkung
zu His 244 stabilisiert.
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Wichtig ist ferner der Befund, dass
CuA in IbCO durch einen Phenylala-
ninrest (Phe261) abgeschirmt wird. In
sTy befindet sich an der strukturell
dquivalenten Position hingegen ein Iso-
leucinrest, d.h., hier wird CuA nicht
durch einen sterisch anspruchsvollen
Rest verdeckt. Dies kdonnte bedeuten,
dass CuA fiir die Bindung und Umset-
zung von Monophenolen zu ortho-Chi-
nonen notwendig ist, was wiederum eine
mogliche Erkldrung fir die unter-
schiedlichen Funktionen von Catechol-
Oxidase und Tyrosinase wire.

4. Substratbindungsstelle:
CuA oder CuB?

Es gab eine intensive Debatte dar-
iiber, ob externe Substrate von Tyrosi-
nase an CuA oder an CuB bin-
den 16172122 Neue Informationen hier-
zu kann man nun aus einer n#dheren
Betrachtung der metll- oder oxy-Form
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von sTy gewinnen. Diese beiden Formen
sind einander sehr dhnlich, sodass metlI
zur Analyse der Substratbindung in oxy
herangezogen werden kann (Abbil-
dung 3a). In der metII-Struktur ist CuA
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His 216
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dl:';ﬂm
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L His 190
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Abbildung 3. Orientierung eines Tyrosinsub-
strats am aktiven Zentrum von oxy-Tyrosinase:
a) Anfangskonfiguration nach Anniherung ans
aktive Zentrum, basierend auf der Kristall-
struktur von sTy; b) Verschiebung des Sub-
strats nach CuA; c) Rotation der O-O-Achse in
Richtung des aromatischen Rings und elektro-
philer Angriff in ortho-Position. Cu: blau, His
an CuA: rot, His an CuB: griin, Disauerstoff:
rot, Monophenolsubstrat: orange (sein O-
Atom: schwarz), dquatoriale Koordination von
CuA und CuB: gelber Rahmen, axiale Koordi-
nation: gelb, trans-axiale Koordination von
CuA: grauer Punkt. Molekiilgraphiken wurden
mit Yasara (http://www.yasara.org) und mit
Povray (http://www.povray.org) erstellt.

tetragonal-pyramidal koordiniert, mit
zwel verbriickenden H,O- bzw. OH-Li-
ganden, zwei Histidinresten in dquato-
rialen Positionen und einem Histidinrest
in axialer Position. Ein Substrat wird an
ein derartiges Kupferzentrum in trans-
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Position zum axialen Histidinrest koor-
dinieren. Die drei N,(His)-CuA-Ab-
stinde betragen 2.09 (His38), 2.26
(His54) und 2.43 A (His63), d.h., die
ersten beiden Histidinreste sind &dqua-
torial, und der dritte ist axial. Dies wi-
derspricht der Analyse von Matoba
et al., die die axiale Position an CuA
His 54 zuordnen. Die viel lingere Cu-
N-Bindung von His63 belegt jedoch
eindeutig, dass dieser Rest axial steht.?
Wichtig ist ferner, dass die trans-Positi-
on von His63 (Abbildung 3a) von der
Substratbindungstasche aus frei zu-
géanglich ist, im Unterschied zur trans-
Position von His54. Wenn das Substrat
an CuA bindet, wird es also trans-axial
zu His 63 binden.

Das CuB-Zentrum der met/l- und
oxy-Formen ist ebenfalls tetragonal-py-
ramidal koordiniert, aber die Unter-
schiede zwischen axialen und 4quato-
rialen Histidinresten sind hier etwas
weniger stark ausgeprédgt. Matoba et al.
ordnen die dquatorialen Positionen an
CuB His194 und His216 zu, wihrend
die axiale Position durch His 190 besetzt
sein soll. Dies widerspricht allerdings
der Tatsache, dass in allen drei Struktu-
ren (metl, metll, oxy) die N,(His216)-
CuB-Bindung am ldngsten ist, was die-
sem Rest die Rolle des axialen Liganden
zuweist. Die trans-Position von His216
ist ebenfalls von der Substratbindungs-
tasche aus zugénglich. Damit kann ein
Phenolsubstrat in sTy prinzipiell auch an
CuB binden, in trans-Position zu
His216. Eine alternative Rolle von CuB
fiir die Substratbindung wére, die Stel-
lung des Phenylrings durch eine hydro-
phobe Wechselwirkung mit His194 zu
beeinflussen, wie es fiir die Wechsel-
wirkung zwischen einem moglichen
Substrat und His244 von IbCO sowie
His328 von Limulus-Hamocyanin vor-
geschlagen wurde.

5. Hydroxylierung von Tyrosin

Basierend auf diesem Konzept liegt
folgender Mechanismus fiir die Hydro-
xylierung von Tyrosin nahe: Nach An-
nédherung an das oxy-Zentrum wird das
Substrat durch eine hydrophobe Wech-
selwirkung mit His194 von CuB vor-
orientiert, wobei die C-O-Bindung auf
CuA zuweist, in Analogie zur Orientie-
rung von Tyr98 (Abbildung3a). Da-
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Angewandte

nach verschiebt sich das Substrat in
Richtung CuA und koordiniert dort in
trans-Position zu His 63 (Abbildung 3b).
Nachfolgend wird der aromatische Ring
hydroxyliert. Dazu rotiert die O-O-
Achse des Peroxoliganden in Richtung
des Phenylrings; weiterhin kann das
Substrat etwas um die C-O-Achse ro-
tieren. Die rdumliche Ndhe der ortho-
Position des Phenylrings zur side-on
koordinierten Peroxogruppe ermoglicht
sodann einen elektrophilen Angriff der
Cu,0,-Einheit auf das Aren, bei dem
gleichzeitig die O-O-Bindung gespalten
wird.'7?! Uber ein zweizihnig koordi-
niertes Diphenolintermediat wird dann
das ortho-Chinon gebildet und nachfol-
gend freigesetzt, wodurch die desoxy-
Form regeneriert wird. Diese Reakti-
onsfolge ist in Schema 2 zusammenge-
fasst.

6. Aktivierungsmechanismus und
Kupfereinbau

Der groBe Unterschied zwischen
Héamocyanin einerseits und Tyrosinase/
Catechol-Oxidase andererseits ist die
Zuginglichkeit des aktiven Zentrums
fiir Substrate (siehe Abschnitte 2 und 3).
Solange Hémocyanine als Sauerstoff-
transporter fungieren, ist der Zutritt
zum aktiven Zentrum in Doméne II
versperrt, und die Substratbindungsta-
sche ist zusitzlich durch einen Rest be-
setzt, der je nach Organismus von Do-
méne I oder III stammt (z. B. Phe 49 fiir
Limulus-Himocyanin). Moglicherweise
fungiert dieser Rest als ,,Platzhalter* fiir
Monophenolsubstrate.'”) Diese konnen
das aktive Zentrum erreichen, nachdem
der Platzhalter aus der Substratbin-
dungstasche herausgezogen worden ist,
was durch Abdissoziation von Doméne
I oder III geschieht. In Hémocyanin
lasst sich diese ,,Aktivierung“ auch
kiinstlich durch teilweise Proteolyse
oder Natriumdodecylsulfat(SDS)-indu-
zierte Konformationsidnderungen errei-
chen.' Die physiologische Aktivierung
von Pilz- oder Pflanzen-Polyphenol-
oxidasen oder IbCO erfolgt analog
durch Abspaltung von Doméne I1I, die
das aktive Zentrum abschirmt.®4

In sTy wurde ein Caddie-Protein
(ORF378) cokristallisiert, das den Zu-
gang zum aktiven Zentrum blockiert
und einen Tyrosinrest (Tyr98) enthilt,
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Schema 2. Die Hydroxylierung von Monophenolsubstraten (Tyrosin) in Tyrosinase.

der in die Tasche des aktiven Zentrums
hineinragt. Matoba et al.l! fanden, dass
dieses Caddie-Protein auch mehrere
Kupferzentren iiber eine Reihe von
Histidinresten bindet. Die Elektronen-
dichtekarten lassen darauf schlieB3en,
dass die Kupferatome von Histidinclus-
ter zu Histidincluster springen, woraus
die Autoren folgern, dass das Caddie-
Protein fiir den Einbau von Kupfer in
das metallfrei exprimierte Enzym ver-
antwortlich ist. Die Details dieses Pro-
zesses sind allerdings unbekannt,”) und
es ist unklar, wie die Kupferatome
schlieBlich das aktive Zentrum von sTy
erreichen. Die Autoren zeigen sogar,
dass durch Erhohung der Kupferkon-
zentration in Losung das Caddie-Prote-
in von sTy abdissoziiert."! Im Licht der
obigen Uberlegungen konnte diese
Dissoziation aber auch als Aktivierung
des Enzyms interpretiert werden, wo-
durch das aktive Zentrum freigelegt und
fiir externe Substrate zugénglich ge-
macht wird.
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7. Schlussfolgerungen

Die erstmalige Aufkldrung einer
Tyrosinase-Kristallstruktur ~ ist  ein
Durchbruch in der Kupferproteinfor-
schung. Sie liefert neue, interessante
Aspekte zu seit langem diskutierten
Fragen hinsichtlich der Eigenschaften
von Typ-3-Kupferproteinen und stiitzt
einige der Konzepte, die zur Erklarung
der unterschiedlichen Funktionen die-
ser Proteine entwickelt wurden. Dabei
wurden wichtige Einblicke in folgende
Bereiche erhalten:

o Tyrosinase und Catechol-Oxidase:
Die Rontgenstrukturanalysen zei-
gen, dass in Catechol-Oxidase das
CuA-Zentrum abgeschirmt, in sTy
dagegen frei zugénglich ist. Dies
stiitzt die Hypothese, dass Mono-
phenole an CuA binden sollten, um
zu ortho-Dichinonen umgesetzt zu
werden. Die Kristallstrukturen von
sTy lassen allerdings auch die Mog-
lichkeit zu, dass Monophenole an
CuB binden.

o Molekularer Mechanismus der Mo-
nophenolhydroxylierung: Die Struk-
turen liefern auch Informationen zur
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moglichen Orientierung von Mono-
phenolsubstraten am aktiven Zen-
trum, was die Grundlage fiir ein
mechanistisches ~ Verstdndnis der
Monophenolhydroxylierung ist.

e Aktivierung und Kupfereinbau: Der
Tyr98-Rest, der vom cokristallisier-
ten Caddie-Protein stammt, stiitzt
das ,Platzhalter-Konzept“ fiir die
Aktivierung von Typ-3-Kupferpro-
teinen. Das Caddie-Protein scheint
weiterhin fiir den Kupfereinbau ver-
antwortlich zu sein, der Mechanis-
mus dieses Prozesses muss jedoch
noch aufgekliart werden.
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2.08 A).
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