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Kupfer — ein ,,modernes* Bioelement

Wolfgang Kaim* und Jochen Rall

—
Kupfer ist ein bioessentielles Element,

das in den beiden relevanten Oxida-
tionsstufen 1 und 1 einzigartige chemi-
sche Eigenschaften aufweist. Biochemi-
sche, molekularbiologische und medizi-
nische Erkenntnisse einerseits sowie die
Synthese und Untersuchung niedermo-
lekularer ,»Modell“~-Komplexverbin-
dungen andererseits haben in den letzten
Jahren zu wesentlichen Fortschritten bei

der Erforschung der teilweise iiberra-
schenden Biochemie dieses Spurenele-
ments gefithrt. Auffallend, jedoch auf-
grund des chemischen und des vermute-
ten evolutionsgeschichtlichen Hinter-
grundes nachvollziehbar, sind die Funk-
tionen von proteingebundenem Kupfer
vor allem im Metabolismus von O, und
N/O-Verbindungen (NO,, N,0) sowie
seine hdufige Assoziation mit oxidieren-

~
den organischen und anorganischen Ra-

dikalen wie etwa Tyrosyl, Semichino-
nen, Superoxid-lonen oder Nitrosyl-
Radikalen.

Stichworte: Bioanorganische Chemie -
Enzyme - Kupferproteine - Sauerstoff-
metabolismus

1. Einleitung

Obwohl Kupfer bereits seit etwa 1925 als biologisch essentiel-
les Element bekannt ist!!) hat erst die in den letzten beiden
Jahrzehnten im vollen Umfang erkannte biologische Bedeutung
und Vielseitigkeit dieses Spurenelements zu einer rasanten Ent-
wicklung seiner Bioanorganischen Chemie gefiihrt!?- 31, Ursache
hierfiir ist einerseits die Zunahme an Informationen aus Spuren-
analytik'¥!, Proteinkristallographie!™, Spektroskopie!®! und
Molekularbiologie!”- 8, andererseits hat aber anch die Populari-
tdt der Bioanorganischen Chemie als einem neuen, {iberpropor-
tional rasch wachsenden Teilgebiet der Anorganischen Che-
mie®! eine sehr fruchtbare Wechselbeziehung zwischen
Komplexchemie (Synthese von Modellverbindungen) und Bio-
chemie (Studium von Metalloproteinen) angeregt.

Ein besonders herausragendes Beispiel hierfiir ist die Reinter-
pretation (end-on — side-on!®)) der Koordination von O, im
sauerstofftransportierenden Kupferprotein Himocyanin (Hc)
der Himolymphe, dem ,,Blut** bestimmter Mollusken und Ar-
thropoden!*%; dies erfolgte jedoch erst, nachdem ein entspre-
chender Modellkomplex gefunden und strukturell eindeutig
identifiziert worden war (Abb. 1)I*2, Umgekehrt wurde erst
nach Hinweisen!'?! auf eine intermedidre Koordination von NO
an Kupfer(1)-Zentren in Nitrit-Reduktase-Enzymen bakterieller
Denitrifikanten!'* 157 ein erster entsprechender niedermoleku-
larer Komplex gezielt synthetisiert und strukturell sowie elektro-
nisch charakterisiert (Abb. 2){16],
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In diesem Artikel soll eine selektive Ubersicht mit dem
Schwerpunkt auf chemisch und biologisch aussagekriftigen ak-
tuellen Forschungsergebnissen zur Bioanorganischen Chemie
des Kupfers gegeben werden. Die sicher auch subjektiv geprégte
Auswahl enthdlt vor allem allgemein interessierende Aspekte
sowie illustrative Beispiele der hier besonders fruchtbaren
Wechselbeziehung zwischen biologischer, medizinisch-pharma-
kologischer und chemischer Forschung. Unter den chemischen
Aspekten stehen dabei die einzigartigen Eigenschaften des
Kupfer(1)-lons und die auffallende Assoziation des evolutions-
geschichtlich eher ,,modernen‘* Bioelements Kupfer (siehe Ab-
schnitt 3) mit Sauerstoff und dessen Metaboliten sowie mit or-
ganischen Radikalen im Vordergrund.

2. Riickblick: Strukturpriiferenzen und Reaktivititen
des Kupfers in seinen Oxidationsstufen

Als leichtestes Homologes der Gruppe 11 des Periodensy-
stems ist Kupfer ein sehr spezielles Element: In der Nachbar-
gruppe 12 treten nur zweiwertige Einzel-Ionen mit d'°-Konfigu-
ration auf (die Oxidationsstufe m ist fiir Quecksilber nicht
zuverlissig belegt!18= ") Die benachbarte Gruppe 10 ist eben-
falls durch Stabilitit der Oxidationsstufe 11, hier mit d*-Konfigu-
ration, ausgezeichnet. Die schwereren Homologen des Kupfers,
Silber und Gold, haben in Komplexen iiberwiegend geradzahli-
ge d-Elektronenkonfigurationen und sehr niedrige Koordina-
tionszahlen. Sie bevorzugen Liganden mit weichen Donorzen-
tren und sind durch meist hohe, unphysiologische Redoxpoten-
tiale gekennzeichnet; die Bioverfiigbarkeit dieser beiden Ele-
mente ist aufgrund der sehr geringen Haufigkeit in Erdkruste
und Meerwasser extrem niedrig.
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Abb. 1. Himocyanin (Hc), ein Typ komplexer Sauerstofftransportproteine von cu-N,0 47_T Cu'-NO

Arthropoden (z.B. Krebsen, Spinnen} oder Mollusken (z.B. Tintenfischen), enthdlt
pro Untereinheit zwei kooperativ agierende K upferzentren, die zwischen dem farb-

2H,0  NO,, 3¢, 4H* (via Typ-1-Cu)

losen Desoxy-Zustand [Cu'--Cu'] und der blauen Oxy-Form [Cu'-O2~-Cu"] mit
antiferromagnetisch gekoppelten d°-Metallzentren wechseln [9, 10]. Lange Zeit
wurde eine — auch durch Modellkomplexe [11] gestiitzte — verbriickende (u-n':5')-
end-on-Anordnung fiir reversibel gebundenes OF ~ in der Desoxy-Form angenom-
en, bevor 1989 von Kitajima et al. ein erster synthetischer Zweikernkompiex mit
rdumlich abschirmenden Tris(3,5-dialkylpyrazolyl)borato-Liganden und doppelt
(u-n?:n%)-side-on-koordiniertem Peroxid charakterisiert wurde [12]. Physikalische
Untersuchungen [9] sowie schlieBlich Kristallstrukturanalysen [10] belegen inzwi-
schen eindeutig die koordinationschemisch eher ungewdhnliche (u-n?:7%)-Alter-
native im Oxy-Hidmocyanin.

Abb. 2. Mechanistische Untersuchungen zur Umwandlung von Nitrit in Distick-
stoffoxid durch kupferhaltige Nitrit-Reduktasen denitrifizierender Organismen leg-
ten im Jahr 1989 die Existenz einer Cu!-Nitrosyl-Zwischenstufe nahe [13a]. Diese
Hypothese [13] war der AnlaB, mehrere Nitrit- [17] sowie erste stabile ein- und
zweikernige Nitrosylkupfer(1)-Verbindungen zu synthetisieren, strukturell zu cha-
rakterisieren und damit nebenbei eine Liicke in der sonst wohletablierten Nitrosyl-
Komplexchemie zu schlieBen [16]. Die katalytisch aktiven Zentren der kupfer-
abhingigen Nitrit-Reduktase sind auch in der Cu"-Form nahezu tetraedrisch umge-
ben und von Histidin-Liganden dreier verschiedener Proteinuntereinheiten koordi-
niert [15].
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Kupfer ist dadurch ausgezeichnet, da3 die Potentiale der
Ubergiinge Cu'/Cu' und Cu'/Cu® im Vergleich zu Redoxpoten-
tialen anderer biologisch relevanter Redoxpaare nahe benach-
bart liegen kdnnen; insbesondere gegeniiber Eisenproteinen mit
dem Redoxpaar Fe™/Fe" und einer biologisch oft analogen
Funktion® %! haben die Cu"/Cu!-Redoxpotentiale der Kup-
ferproteine meistens positivere Werte.

Unter Cu® ist hier metallisches Kupfer zu verstehen, welches
heute weltweit schon zum erheblichen Teil ,,geo-biotechnolo-
gisch* durch mikrobielle Laugung!2®! gewonnen wird (Abb. 3).

CuFeS,+40, ——> CuSO,+FeSO,

.. Halde aus Erz oder Abraum
mit Mikroorganismen

Zugabe von Wasser
und ggf. Bakterien

4\

i Aufarbeitung
A~~~ —Pp des metallhaltigen
Sickerwassers

!

Cu?* (aq)

konventionelle
Metallabscheidung

Cu

Abb. 3. Mehr als ein Viertel des auf der Welt gewonnenen Kupfers wird neueren
Schitzungen zufolge nach einem mikrobiellen Laugungsverfahren (bacterial
Jeaching, biomining), einem der mengen- und wertmiBig (> 10° US $) bedeutend-
sten biotechnologischen Prozesse, gewonnen [20]. Verwendung findet der siuretole-
rante Mikroorganismus Thiobacillus ferrooxidans, der unter Oxidation von Sulfid
zu Sulfat und gleichzeitiger CO,-Assimilation unldsliche sulfidische Erze in Lésung
bringen und damit eine weniger aufwendige wie auch kostengiinstigere Metalige-
winnung, nicht nur von Kupfer, sondern auch von eingeschlossenem Gold oder
anderen Metallen ermdglichen kann [20a].

Im Gegensatz dazu sind die hdufig als ,,Cu®-Verbindungen*
apostrophierten!?!! Neutralkomplexe vom Typ des [Cu(phen),]
kiirzlich anhand des Derivats 1 (R = Phenyl) eindeutig als Kup-
fer(1)-Komplexe mit einem Radi-
kalanion-Liganden identifiziert
wordenf?2l. Auch die schon er-
wihnten Nitrosyl-Komplexe des
Kupfers (Abb. 2) konnten EPR-
spektroskopisch als Cu'-NO’-Sy-
steme identifiziert werden, d.h.
1 Beitrige von Formulierungen wie
Cu’-NO* oder auch Cu'-NO~
spielen fiir die Beschreibung der elektronischen Verhéltnisse die-
ser Komplexe nur eine untergeordnete Rollef¢?,
Organokupferverbindungen sind aufgrund der hohen Redox-
potentiale und der ausgeprigten Neigung zu Einelektronen-
transferprozessen nur wenig bestindigi?® und spielen im Ge-
gensatz zu metallorganischen Verbindungen des Nickels (Me-

AW\
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thyl-F430-Komplex?“*)) und des Cobalts (B,,-Systeme!2+"))
keine biologische Rolle. Die Griinde fiir dieses besondere kom-
plexchemische Verhalten liegen im fast schon edlen Charakter
des Metalls, in der mittelgroBen Stabilitdt der Cu'-d*°-Konfigu-
ration!?>)und im vergleichsweise kleinen Radius des Cu® *-Tons,
der unter anderem fiir die hohe Hydratationsenergie und damit
fiir die Stabilisierung von Cu?*(aq) gegeniiber Cu* (aq) verant-
wortlich ist. Die oft, aber nicht immer (sieche Abschnitt 7) io-
nisch geprigte Wechselwirkung zwischen Cu" und Liganden be-
glinstigt die Stabilisierung dieser Oxidationsstufe durch eine
ausgepragte Jahn-Teller-Verzerrung in Richtung axialer Elon-
gation des Oktaeders, was zu quadratisch-bipyramidalen,
-pyramidalen oder -planaren Koordinationsgeometrien fiihrt.
Eine Abweichung hiervon, welche fiir einen raschen Oxida-
tionsstufenwechsel Cu"/Cu' und damit fiir eine effiziente Elek-
troneniibertragung notwendig ist, 14t sich nicht leicht errei-
chen; sie erfordert eine Erzwingung spezieller Strukturen (enta-
tischer Zustand!?%*%1) durch molekular-, architektonisch*
aufwendige MaBnahmen in Proteinen (Typ-1-Kupferzentren
in Blauen Kupferproteinen, siche Abschnitt 71261 oder in Mo-
dellverbindungen mit speziell konstruierten Komplexligan-
den273,

Entgegen einer frither geduBerten'?®! und teilweise durch
Lehrbiicher verbreiteten Ansicht!'®< (sieche Abschnitt 9.3.2) ist
die Oxidationsstufe n1 wegen des generell sehr hohen Redoxpo-
tentials von Cu'™/Cu! biologisch nicht relevant. Statt dessen
erfolgt eine Oxidation von Cofaktoren oder Proteinkomponen-
ten, welche mit den Kupferzentren zusammenwirken kon-
nen'?%-3% BEchte Cu™-Verbindungen existieren in stabiler
Form nur mit ausgesprochen starken Donor-Liganden wie
0?7, F~ oder R,N~B!; die d®-Konfiguration begiinstigt qua-
dratisch-planare oder -pyramidale Anordnung. Erwihnt wer-
den mubB in diesem Zusammenhang die Schichtstruktur der obli-
gatorisch Kupfer enthaltenden Hochtemperatur-Supraleiter, in
denen zumeist gemischtvalente Cu™/Cu™Metallzentren vorlie-
genB2,

Cu-Komplexe sind Lehrbuchbeispiele fiir den Jahn-Teller-
Effekt. Die Cu'Ionen sind in diesen Komplexen nicht nur
durch starke axiale Elongation der Oktaedergeometrie mit dem
typischen Resultat einer quadratisch-pyramidalen Koordina-
tion gekennzeichnet, sie bevorzugen auBerdem Liganden mit
Stickstoffdonorzentren. Dies zeigt sich sowohl an der Komplex-
stabilitdt (Gleichgewichtsaspekt) wie auch an den oftmals iner-
ten N-Cu'-Bindungen, welche eine zusitzliche Fixierung in bio-
logischen Systemen, etwa durch Tetrapyrrol-Makrocyclen,
unndtig machen. Sowohl mit normalen (nicht riickbindenden)
Sauerstoffdonorzentren als auch mit neutralen S- und P-Donor-
liganden bilden Cu"-Zentren dagegen schwiichere, labile Bin-
dungen. Chemisch und spektroskopisch reizvoll!®- 33! sowie bio-
logisch relevanti?®! ist die Kombination aus Kupfer(nm) und
potentiell reduzierenden Thiolato-Liganden, wie etwa dem Cy-
steinat-Ton. Durch geeignete Koordinationsarrangements!33*!
kann die iibliche Elektronentransfer(ET)-Reaktion zu Cu'-Ver-
bindungen und Diorganodisulfide bildenden Thiyl-Radikalen
vermieden werden (Schema 1), wobei jedoch auffallend intensi-
ve Ligand-Metall-Charge-Transfer(LMCT)-Absorptionen im
Sichtbaren auftreten (Blaue Kupferproteine, siche Abschnitt 7);
die Ladungsiibertragung erfolgt dann erst im LMCT-angereg-
ten Zustand's!,
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Lcu" + "SR
LCcu'("SR)
ET LMCT
hy
Lcu' + "SR [LCu'(*SR)] *
1/2 RSSR
Schema 1.

Kupfer(1)-Ionen sind nicht zuletzt wegen der d!°-Elektronen-
konfiguration und der daraus folgenden Abwesenheit von Li-
gandenfeldeffekten recht flexibel beziiglich ihrer Koordina-
tionszahl und -geometrie. Die iiblicherweise angegebenen Werte
fiir die bevorzugte Koordinationszahl reichen von zwei bis vier,
mit einem Optimum zwischen drei und vier®*. In der metalla-
supramolekularen Chemiel®* *®! wird die Neigung von Kup-
fer(1)-Zentren zur strukturell flexiblen und gleichwohl festen

0
20+2{ﬂ_~¢—>mrﬁi@

20+2N+i><>

PhyP-(CH,),-PPh,

e
il

N-

kieine n

Abb. 4. Die Eignung von Cu*-Ionen als Templatzentren fiir Selbstorganisations-
prozesse in der supramolekularen Chemie ist durch zahlreiche topologisch interes-
sante Komplexanordnungen dokumentiert. Von oben nach unten: Catenate [37],
molekulare Knoten [38], inverse Cryptate [39], molekulare Réhren [40]. Weitere,
hier nicht skizzicrte Beispiele sind (Doppel-)Helices [41], molekulare Gitter [42a],
Rotaxane [42 b} oder Scharnier-Tripeldecker [34¢, d, 39b].

50

Koordination organischer Liganden®”~4# extensiv genutzt,
wobei gleichzeitig die niedrige Ladung (d.h. geringe Polari-
sation) und die hohe Bindungsstabilitit, insbesondere gegen-
itber Liganden mit Stickstoffdonorzentren, von Vorteil sind
(Abb. 4). Letzteres zeichnet Cu'-Ionen vor allem im Vergleich
zu anderen einwertigen Metall-Ionen wie den Alkalimetall-
Ionen oder Tl-Ionen aus. Einwertige Ag- oder Au-Ionen sind
redoxchemisch problematisch und zeigen anders als Cu-
Ionen% 431 eine geringere d_-Riickbindung zu ungesittigten
Liganden.

Aufgrund ihrer Stellung zwischen einwertigem Ag' mit der
bevorzugten Koordinationszahl zwei und vorwiegend vierfach
koordiniertem Zn" ist fiir Cu'-Zentren eigentlich die Koordina-
tionszahl drei mit trigonal-planarer Geometrie ideal’®*l. Die
hiufig mit koordinativer Unterséttigung assoziierte!®*% reine
Dreifachkoordination wird jedoch bei Kupfer(1)-Verbindungen
oft durch zusitzliche schwache axiale Wechselwirkungen erwei-
tert (Schema 2 oben), wofiir neben einigen niedermolekularen
Komplexen vor allem die Typ-1-Kupferzentren der Blauen Kup-
ferproteine (im oxidierten Zustand) ein anschauliches Beispiel
sind!® 26441 (sieche Abschnitt 7).

l,,, g,

Cu >

crmmcaameerme ) eeamenemnaans
e

“---Cu _— ‘|||-'él.l\

Schema 2.

Umgekehrt kénnen geringe Stérungen eines vierfach koordi-
nierten Cu’-Zentrums zu einer Bindungsschwichung zwischen
dem Kupferatom und einem der vier Donoratome fithren, so
dab sich die Koordinationsgeometrie von einer annihernd tetra-
edrischen hin zu einer trigonal-pyramidalen Anordnung dndert
(Schema 2 unten, siche auch Schema 5)134<4-3%1, Die Ambiva-
lenz zwischen den Koordinationszahlen drei und vier bei Cul-
Verbindungen wird schlieflich auch darin sichtbar, daB
fiir scheinbar &dquivalente

Kupferzentren desselben Ph,P ]

Molekiils einmal die Drei- e —
fach- und einmal die Vier- PhsP/ s’ Ng”
fachkoordination auftreten

kann (2)"%, 2

Die Oxidationsstufe 1 des
Kupfers kann mit weicheren Donoratomen wie etwa in R,P-
M6a—cl R S-164 oder RS~ -Liganden™"! stabilisiert werden,
aber auch ungesittigte Stickstoffdonorliganden sind gut ge-
eignet.

Kupfer(1)-Verbindungen sind dadurch ausgezeichnet, daB sie
trotz der abgeschlossenen 3d-Schale molekularen Sauerstoff

Angew. Chem. 1996, 108, 4764



(Elektronen- ©
ubertragung) o

Kupfer — ein ,,modernes* Bioelement

AUFSATZE

binden und reduktiv aktivieren kénnen. Im biologischen Be-
reich sind nur drei Arten von Aufnahmezentren fiir O, bekannt.
Neben Cu'- sind dies High-spin-Eisen(11)-Zentren mit vier unge-
paarten 3d-Elektronen und das formal antiaromatische 1,5-
Dihydroflavin-System™®!. Die Affinitdt des Kupfer(1)-Ions zum
Triplett-Molekiil 30, beruht vermutlich auf Beitrdgen von
unbesetzten 4s- oder 4p-Orbitalen!®®), dadurch wird eine Orbi-
talmischung (3d/4s oder 3d/4p) insbesondere bei zusitzlicher
Aktivierung durch Ligand-Metall- oder Metall-Metall-Wechsel-
wirkungen moglich5°).

Die vergleichsweise offene und variable Koordinationssphare
von Kupferzentren beider Oxidationsstufen (i, 11) sowie der gut
zugdngliche Redoxiibergang im positiven Potentialbereich ma-
chen Kupfer zu einem weit verbreiteten Metall der Redoxkata-
lyse innerhalb der organischen Synthese und auch bei groBtech-
nischen Prozessen!!?>%!l; entsprechende Redoxeigenschaften
(Oxidase- und Oxygenase-Aktivitdten) kennzeichnen auch ei-
nen Grofiteil der biologischen Funktionen dieses Spurenmetalls
(Abb. 5).

RCH,NH, + O,

RCH,0H + O,

Galactose-Oxidase (

o, RCHO + H,0,

( Ascorbat + O,

OH O

HOO
HO~ .
Noradrenalin o
o
OH

HO'
VW €0 + Depsid
o
Ol

| H  (Sauerstoff-

o transport)
-1,

Abb. 5. Die wesentlichen metabolischen Funktionen kupferhaltiger Proteine (zu-
meist Enzyme) sind in der ,,Biokupfer-Uhr* zusammengestellt. Klar ersichtlich ist
die enge Assoziation dieses Bioelements mit Disauerstoff und seinen Sekundéirpro-
dukten. Nicht aufgefiihrt sind Transport-, Regulations- und Speicher-Proteine fir
Kupfer.

Melanin

3. Kupfer — ein ,,modernes‘‘ Bioelement?

Kupfer kann in zweierlei Hinsicht als modernes Bioelement
bezeichnet werden. Erstens sind viele biologische Funktionen
dieses Spurenelements zwar schon linger bekannt, aber die de-
taillierten strukturellen Zusammenhdnge blieben iiber Jahr-
zehnte obskur und konnten erst in den letzten zehn Jahren auf
molekularem Niveau dokumentiert werden, so daB} zahlreiche
(Lehrbuch-)Hypothesen korrigiert werden miissen. Hierzu ge-
horen unter anderem die Bindung des Disauerstoffs im O,-
Transportsystem des Himocyanins!*?! (Abb. 1), die Rolle kup-
ferhaltiger Enzyme innerhalb des Stickstoffkreislaufs (Denitrifi-
zierung)!13~13.521 (Abb. 2), der genaue Kupfergehalt des essen-
tiellen Atmungsenzyms Cytochrom-c-Oxidase!*! (siehe Abb. 7),
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RCHO + H,0, + NH,

Dehydroascorbat+2H,0

die Natur des chinoiden Cofaktors kupferhaltiger Amin-
Oxidasen >3 (siehe Abb. 9), die Oxidationsstufen des Metalls in
der Galactose-Oxidase!?®:3%! (sieche Abb. 10) sowie der drei-
kernige Aufbau des katalytisch aktiven Zentrums in Blauen
Oxidasen (siche Abb. 8).

Zweitens ist Kupfer aber auch beziiglich der Evolution der
Biosphdre und — als Folge davon - der Atmosphire als
,,Newcomer* unter den Bioelementen aufzufassen!!®), worauf
vor allem R. J. P. Williams mehrfach hingewiesen hat[3¢- 4. Als
nicht leicht zur Oxidationsstufe i1 zu oxidierendes Element war
es vor der biogenen (photosynthetischen) Erzeugung einer oxi-
dierenden Umgebung nur in geringem Mafe bioverfiig-
barl332 %) da Cul-Verbindungen in Form von Mineralien (Halo-
geniden oder Chalcogeniden) bei pH 7 schwerlGslich sind. Erst
die massive Produktion von Oxidationsdquivalenten (und letzt-
lich von O,) durch photosynthetisierende Organismen seit ca.
3 x 10° Jahren!®%%) erméglichte vermutlich die Oxidation zu gut
wasserldslichen Cu'l-Verbindungen mit zwei weiteren fiir das
Element wichtigen Konsequenzen:

— Zum einen wurde das in der Funktion konkurrierende Ei-
sen durch Oxidation von Fe'l zu Fe weniger bioverfiigbar
(Eisen als limitierendes Spurenelement im heutigen Meerwas-
ser!3¢1) wodurch bioenergetisch aufwendige MaBnahmen wie
Komplexbildung und/oder intermedidre Reduktion zu Fe!-Ver-
bindungen erforderlich wurden.

— Zum anderen schufen gerade die Bedingungen der oxidie-
renden Atmosphire einen Bedarf fiir ein redoxkatalytisch akti-
ves Metall mit Potentialen zwischen 0.0 und 0.8 V: Das Cu'y/
Cu'-Redoxpaar erweist sich somit als pridestiniert fiir die
Katalyse von typischerweise gehemmten Umsetzungen mit O,,
wie viele — auch technische — Reaktionen belegen!!2¢- 311 Es ist
daher nicht unerwartet, daBl Kupferenzyme vor allem an Reak-
tionen mit Disauerstoff (Transport, Verwertung durch Oxidasen
und Oxygenasen) sowie am Abbau unerwiinschter Nebenpro-
dukte des O,-Metabolismus —etwa der O3 -Radikale — beteiligt
sind (Abb. 5). Ahnliches gilt fiir die in sauerstoffhaltiger Atmo-
sphére unvermeidliche Umwandlung von N-O-Verbindungen
(z.B. NO; -Tonen, NO’-Radikale, N,0) im Rahmen des Stick-
stoffkreislaufs, woran ebenfalls kupferhaltige Enzyme (neben
eisenhaltigen Systemen) beteiligt sind[*3® 14-521 In Zusammen-
hang mit der Koexistenz von Kupferverbindungen und O,
steht aber auch die fiir einige Fille gut etablier-
tel165.29, 30,398, 46, 57591 Agsoziation von Kupfer mit biogenen
oder synthetischen Radikalen, wodurch sich ungewdhnliche
Kooperationen hinsichtlich enzymatischer Reaktionen ergeben
konnen (siehe Abb. 9, 10)12-390.57),

Die fiir eine Katalyse komplexerer Redoxprozesse erforderli-
che Speicherung mehrerer Einzelelektronen und deren kontrol-
lierte Freisetzung als ,,Mehrelektronenpaket* an einem kataly-
tisch aktiven Zentrum!®®! erfordert im allgemeinen die
Kopplung zweier oder mehrerer Redoxzentren. Beispiele dafiir
sind das O, zu H,0O reduzierende Cuz-Ham-a,-Heterodimer-
Zentrum des Atmungsferments Cytochrom-c-Oxidase (siche
Abschnitt 9.3.3)[61- 621 oder die trimere Cluster-Anordnung in
Blauen Oxidasen vom Typ der Ascorbat-Oxidase oder der
Laccase (siche Abschnitt 9.3.1)[# 831 (Blaue Oxidasen enthalten
zusitzlich zum katalytisch aktiven Metallcluster ein ,,blaues®,
d.h. Typ-1-Kupfer-Zentrum mit Elektronentransfer-Funk-
tion). Nichtblaue Oxidasen verwenden eine andere Strategie,
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nidmlich die funktionale Kopplung nur eines Metallzentrums
(Cu! oder Cu™) an ein organisches Redoxsystem, z.B. ein Chinon
(Amin-Oxidasen, siche Abb. 9)1°7: 541 ein modifiziertes Tyrosyl-
Radikal (Galactose-Oxidase, siche Abb. 10)!2% 3% oder mogli-
cherweise auch an Pterine (Phenylalanin-Hydroxylase aus
Chromobacterium violaceum)'®3). Eine derartige Strategie der
Kopplung eines redoxaktiven Liganden an ein Metallzentrum
ist vom Him-System bekannt (Fe'/Fe™/Fe'Y + Porphinato-Li-
ganden) und wird fiir den Cofaktor-Komplex in Pterin-enthal-
tenden Molybdin- oder Wolfram-Enzymen vermutet!32? 661,

Die evolutionsgeschichtliche ,,Modernitit* von Kupfer im
Vergleich zu Bisen, Cobalt oder Nickel!** >4, zeigt sich auch an
der bekannt hohen Toxizitdt des Metalls fiir niedere Organis-
men wie Algen oder Bakterien!®”! sowie daran, daf3 es iiberwie-
gend im extrazelluliren Raum lokalisiert ist’**®! (Ausnahme:
Cu.Zn-Superoxid-Dismutase). Als ein weiteres Indiz mag die
iiber einen lingeren Zeitraum verlaufende Stabilisierung des
Kupfermetabolismus bei Sduglingen und Kleinkindern gelten,
die bei Stérungen zu Krankheiten fithren kann!®7%.,

4. Medizinisch-toxikologische Aspekte

Obwohl zweifellos ein essentielles Element fiir viele Lebens-
vorginge hoherer Organismen (nach dem Eisen ist Kupfer das
zweithiufigste ,,echte”, d.h. redoxaktive Ubergangsmetall im
menschlichen Organismus!* "), ist Kupfer zugleich auch ein
toxisches Schwermetall mit entsprechenden Grenzwerten, z.B.
fiir Trinkwasser oder Klirschlamm!®* €7 Die Toleranz des
erwachsenen Menschen z.B. gegeniiber Kupfersulfat ist er-
staunlich hoch!®7?, jedoch ist die ,,therapeutische Breite* zwi-
schen Mangel- und Vergiftungssymptomen in der Wachs-
tumsphase sowie bei vielen niederen Organismen nicht sehr gro3
und auBerdem stark variabel. Besonders gefihrdet sind Klein-
kinder, die bereits durch die Akkumulation von Kupferspuren
aus Kochgeschirr oder aus durch Kupferrohre geleitetem sau-
rem Trinkwasser (pH < 6) an Leberzirrhose erkranken kon-
nen!¢73,

Zu den umweltbedingten Stérungen des Kupferstoffwechsels
gehort der bekannte Molybdan/Kupfer-Antagonismus bei Wei-
detieren!®8], deren Nahrung nur ein schmales Spektrum umfaft.
Bei ihnen kénnen Cu'-Tonen durch im Wiederkduermagen gebil-
dete Mo0,S2_,-Tonen komplexiert werden, was zu Molybdino-
se, einer sekundiren Kupfermangelerscheinung, fithren kann.
Thiomolybdate sind nicht nur gut wasserldslich, sondern auch
exzellente Chelatkomplexbildner fiir Metallzentren in niedrigen
Oxidationsstufen wie etwa Kupfer(1)-Ionen!®®! (2). Die geringe
therapeutische Breite von Kupfer fiihrt auch bei Anwesenheit
anderer konkurrierender (Fe, Zn) oder antagonistischer Ele-
mente (S, Se) zu Kupfermangelsymptomen.

Mit Blick auf die zunehmend realistischer erscheinenden me-
dizinisch-molekularbiologischen Mdglichkeiten zur Therapie
genetisch bedingter Storungen haben seit einiger Zeit die den
Kupfermetabolismus betreffenden Krankheiten Morbus Wil-
son und das Menke-Syndrom besondere Aufmerksamkeit auf
sich gezogen!®”. Beide Erbkrankheiten kommen in einer Hiu-
figkeit von ca. 1 Fall pro 100000 Geburten vor. Bei der Wilson-
schen Krankheit handelt es sich um eine pathologische Kupfer-
Anreicherung in Leber und Gehirn, die unbehandelt letal
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verlduft!®7# ¢ 9 Die Therapie dieser Stérung besteht in der friih-
zeitigen Verabreichung moglichst kupferspezifischer Chelatbild-
ner, insbesondere von D-Penicillamin 3, oder — bei nicht seltener
Unvertrdglichkeit — von Triethylentetramin 4 oder Deriva-
ten!87 <1, Zinkverbindungen kénnen die vermehrte Bildung des
Schwermetall-Speicherproteins Metallothionein (sieche Ab-
schnitt 6) stimulieren und dadurch ebenfalls der Kupferanrei-
cherung bei Morbus Wilson entgegenwirken.

#5  #@NH'
2 7/ N/ \ / \
H,C=—; & H,N NH NH NH,
H,C Ccoo~
D-Penicillamin Triethylentetramin
( # : durch Cu®" ersetzbar) 4

3

D-Penicillamin ist auch bei Sklerodermie indiziert (Panzer-
haut-Syndrom), welche in einer ibermifligen Produktion von
Kollagen besteht. Hier — wie auch beim Menke-Syndrom - zeigt
sich die Bedeutung des Kupfers fiir die kontrollierte Synthese
von Bindegewebe (siche Abschnitt 9.3.2).

Im Gegensatz zur Wilsonschen Krankheit wird das Menke-
Syndrom durch eine erbliche Stérung des intrazelluliren Kup-
fertransports und damit der Kupfer-Speicherung verursacht!”,
Auch hier tritt ohne Behandlung, d.h. ohne kontinuierliche
Supplementierung von ,,Kupfer-Hi-
stidin (vermutete Struktur; 5)f79,
schon in frither Kindheit ein rascher
Abbau im Zentralen Nervensystem
mit Todesfolge ein; nach auBen be-
sonders charakteristisch ist die Bil-
dung von spindelférmigem krausem
Haar. Die Biosynthese zahlreicher
Strukturproteine erfordert die An-
wesenheit kupferhaltiger Enzyme
(siche Abschnitt 9.3.2). Inzwischen 5
konnte das fitr die Krankheit verant-
wortliche Gen identifiziert und isoliert werden, es liegt auf dem
X-Chromosom!”. Das Gen codiert fiir ein Membranprotein,
welches eine typische Transport-ATPase mit mehreren kupfer-
bindenden (Cys-X-X-Cys)-Einheiten ist, wie sie von Schwerme-
tall-Regulations- und -Speicherproteinen des Metallothionein-
Typs!7': 72 bekannt sind (Abb. 6).

Genetische Defekte, die Verdnderungen in der Aminosidurese-
quenz des Antioxidations-Enzyms Cu,Zn-Superoxid-Dismuta-
se (SOD) auslésen (siche Abschnitt 9.4 und Abb. 11), sind fiir
die erbliche Form der amyotrophischen Lateralsklerose (ALS)
verantwortlich®. Die ALS ist eine fortschreitende, irreversibel
neurodegenerative Krankheit des motorischen Systems, die
nicht zuletzt wegen prominenter Betroffener, etwa des Physikers
Stephen Hawking, bekannt wurdet®®. ITm Amerikanischen ist
ALS als ,,Lou Gehrig’s disease* bekannt, benannt nach einem
der berthmtesten Baseballspicler (1st baseman der New York
Yankees), der 1941 im Alter von 38 Jahren an dieser Krankheit
starb. Im Jahre 1993 haben zwei Forschergruppen®® nach-
weisen konnen, daB3 genetisch bedingte ALS durch Defekte der
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Phosphorylierungsstelle
—~ATP-Bindung

Phosphatase
~

1
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{Cys-X-Cy8-X1s)s
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Abb. 6. Das unbehandelt letal verlaufende Menkesche ,,Kraushaar“-Syndrom von
Kleinkindern beruht nach Untersuchungen an kloniertem genetischem Material
auf einer Storung des intrazelluldren Kupfertransports durch das oben skizzierte
ATPase-Membranprotein mit cysteinreichen Abschnitten [7]. Sequenzen dieser Art
erinnern an Regulationsproteine wie CUP2 [78] und an Metallothionein(MT)-Spei-
cherproteine, wie sie in Hefezellen gefunden werden. Diese weisen — anders als die
bekannteren Siugetier-Metallothioneine — eine besondere Spezifitit fiir Kupfer auf
[71]. Der sich als Menke-Syndrom manifestierende Defekt wurde auf dem X-Chro-
mosom lokalisiert [7]. Bei rechtzeitiger Diagnose kann mit subkutan verabreichten
Cu"/Histidin-Priparaten eine zufriedenstellende Entwicklung des Kindes erwartet
werden [70].

€00~

kupferhaltigen SOD verursacht werden kann, wodurch die Pro-
teinstruktur gestort und die notwendige optimale Funktionsfa-
higkeit dieses Entgiftungsenzyms beeintrichtigt wird (siche Ab-
schnitt 9.4).

Die schon ldnger bei chronischem Kupfermangel bekannten
Symptome GefaBschwiche und HerzvergroBerung sind nach
neueren Erkenntnissen eine Folge der verminderten Synthese
von Catecholamin-Neutrotransmittern{’3 74!, Die Biosynthese
von Adrenalin beispielsweise erfordert eine pterinabhingige
Phenylalanin-Hydroxylase (mit Eisen oder Kupfer als Metall-
komponente)!®*! sowie die kupferabhingigen Enzyme Dopa-
min-f-Monooxygenase!®3% 73! und Tyrosinase!”®! (Schema 3).

Phenylalanin-4-
Hydroxylase
(Pterm/M)

M Fe oder Cu

mCOOH

Verminderte Neurotransmitter-Produktion fithrt zu einer redu-
zierten Bildung von Hitzeschock-Proteinen (HSPs), die der
zelluliren Bewiltigung von StreB dienen(74].

5. Alte und neune Typen: Die Klassifizierung von
Kupferzentren in Biomolekiilen

Die klassische Einteilung von Kupferzentren diverser Biomo-
lekiile in ,,Typ-1-%, ,, Typ-2-*“ und ,, Typ-3-Kupfer‘[3- 62-*1 zielte
darauf ab, eine Korrelation zwischen Funktion und analyti-
schen Merkmalen (optische Absorption, EPR, Magnetismus)
zu ermdoglichen. Inzwischen sind diese Beziehungen anhand
mittlerweile verfiigbarer struktureller Details weitgehend ver-
standen und verfeinert worden, es wurden jedoch auch zusétzli-
che, nicht in das konventionelle Schema passende Zentren ge-
funden, welche in Tabelle 1 zusammen mit charakteristischen
Merkmalen der klassischen Typen aufgefithrt sind.

Vermutlich ist mit den in Tabelle 1 aufgelisteten Strukturen
das Repertoire an Kupferzentren in Biomolekiilen noch nicht
erschopft. Kiinftige Strukturbestimmungen kénnten zu Korrek-
turen fithren oder weitere Alternativen offenlegen. Koordina-
tionschemisch bemerkenswert ist die Tatsache, daB sdmtliche
Aggregationsformen genutzt werden: von einkernigen Kupferz-
entren (Typ 1, teilweise Typ 2) iitber homodinucleare (Typ 3,
Cu,), heterodinucleare (Cuyz/Fe in Cytochrom-c-Oxidase,
Cu,Zn-Superoxid-Dismutase) und dreikernige Zentren (z.B. in
Ascorbat-Oxidase) bis hin zu offenbar Cysteinato-verbriickten
Clustern (6—8 Cul”?-8%1) in kupferhaltigen Metallothioneinen
der Hefe.

6. Regulation, Transport und Speicherung von Kupfer
in Biomeolekiilen

Gebunden wird Kupfer (Bedarf ca. 2 mg/
Tag)!®7! nach Resorption im Magen- und
Darmbereich durch Serumalbumin, welches
Histidin-Reste aufweist, die zweiwertige Me-

L-Phenylalanin -Tyrosm tall-Tonen binden kdnnen!””". Uber homoo-
Tyrosinase (Mono- statisch puffernde cysteinreiche Metallothio-
(-Noradrenalin oxygenase, Cu) nein(MT)-Proteine!" ! gelangen die Kupfer-
OH Ionen zum Caeruloplasmin, einem grofen,
HO 1- g‘e)gaar-boxyl ase HO COOH sechs Kupferzentren enthaltenden Plasma-
m*‘ < m proteint®, welches auch als den Ubergang
HO ? 2. Dopamin-f- HO ’ Fe'/Fe! katalysierende Ferroxidase fungie-

Monooxygenase Y g

(Cu) L-Dopa ren kann.

Noradrenalin-N-
Methyltransferase

L-Adrenalin
(Epinephrin)

|

Catechol-
Oxidase (Cu)

0, COOH

Dopachinon

|
|

Melanine

Schema 3. Kupferabhdngige Biosynthese von Adrenalin und Melaninen,
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Ebenso wie beim besser untersuchten Eisen
erfordert auch beim Kupfer die Kontrolle des
Metabolismus ein hochgradig komplexes Re-
gulationssystem. Bekannt ist ein mehrere
wohlkonservierte Cystein-Reste enthaltendes
Regulationsprotein CUP2 (ebenfalls bekannt
unter der Bezeichnung ACE1)!78] welches
nach Aufnahme mehrerer Cu'-Tonen durch
spezifische DNA-Bindung die Expression
von kupferspeicherndem Metallothionein
auslost. Vermutet wird, daB das besonders
kupferaffine MT-Protein der Hefe Saccharo-
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Tabelle 1. Charakteristik bekannter Kupferzentren in Biomolekdlen.

Typ 1 Typ2 Typ 3 Typ(2 + 3)-Trimer Cu, MT-Cu
Aggregation einkernig (auch in einkernig zweikernig dreikernig zweikernig ein- bis mehrkernig (Cluster)
Polykupferproteinen)
Spezifitdr, bio- Elektroneniibertragung  Katalyse und 0,-Aktivierung fiir O,-Aktivierung fiir Elektroneniiber- Regulations-, Speicher- und
logische Funktion Redoxreaktivitit Transport und Oxidase-Funktion tragung Transport-Form

Vorkommen Blaue Kupferproteine,
z.B. Plastocyanin,
Azurin

Strukturmerkmale

typische Koor- 3 (trigonal-planar) +1

dinationszahl

koordinierende S7(Cys™), 2 N(His),

Atome +S(Met)

Amin-Oxidasen,
Galactose-Oxidase,
Superoxid-Dismutase,
Cytochrom-c-Oxidase
(Cug)

4 (quadratisch-pla-
nar oder pyramidal)

3 N(His), @ [a]

spektroskopische Kennzeichen der oxidierten oder oxygenierten Form

EPR geringe $>Cu/**Cu-
Hyperfeinaufspaltung
(4 ), niedriger
g-Faktor (g,)

Lichtabsorption intensive Absorption

im Sichtbaren durch

.normale** Cu"-EPR-
Parameter

keine intensive Ab-
sorption, nur ,,ver-

Oxygenierung

Hémocyanin,
Tyrosinase

Cu": 3 (trigonal-
planar)

2 x 3 N(His);
Cu"(u-n*:9>-037)

kein Signal (starke
antiparallele Spin-
Spin-Kopplung)

intensive Absorp-
tionen durch

Ascorbat-Oxidase,
Laccase

Cu': 3 (trigonal)
Cu": 4

N(His),

2.T. (O)OH"

,,normale* Cu'-
EPR-Parameter

intensive Absorp-
tionen durch

N,O-Reduktase, CUP2, Metallothionein
Cytochrom-c-Oxidase (MT), Cu-Transport-
ATPase (Abb. 6)

4 3 (trigonal-planar)

2S7(Cys), 2 N(His),
S(Met), O(Peptid)

387 (Cys™)

sehr geringe Cu- keine oxidierte Form
Hyperfeinaufspaitung
durch zwei dquivalente

Cu, niedriger g-Faktor

Absorption im
nahen Infrarotbereich

LMCT(Cys~ — Cu?*) botene** Liganden-

feldiiberginge

LMCT(O?" —Cu?*) LMCT(0?" —»Cu?*) (MMCT)

{a] @: Freie Koordinationsstelle; teilweise weitere spezielle Liganden (organische Radikale) oder benachbarte Metallzentren (Zn, Fe).

myces cerevisiae Cluster enthdlt, in denen sechs oder acht Kup-
fer(1)-Zentren durch Cysteinat-Reste verbriickt sind; die aus
Rontgenabsorptionsmessungen erhaitenen Daten (Kristall-
strukturanalysen sind noch nicht verfiigbar) sind damit verein-
bar, daB es sich um trigonal koordinierte Cu'-Zentren han-
delt!’". Wie zahlreiche ein- und mehrkernige Kupfer(1)-
Komplexe!3#© 9 7%1 zeigen auch die Cu'-Metallothioneine der
Hefe intensive Lumineszenz!7!- 8,

7. Typ-1-Zentren in Blauen Kupferproteinen: das
Cu'/Cu"'-Strukturproblem und die Suche nach
Elektronentransferpfaden

Die unsymmetrische, aber nicht willkiirliche, sondern nach
Erkenntnissen der Proteinkristallographiet®* 44 811 gut konser-
vierte Koordination (Schema 4) der Typ-1-Kupferzentren in
Blauen Kupferproteinen wie Plastocyanin oder Azurin hat fiir
das Verstindnis von Enzymstruktur und -reaktivitit eine bedeu-
tende Rolle gespielt?%,

Aus der Abweichung insbesondere der Kupfer(ir)-Zentren
von der energiegiinstigsten quadratisch-planaren oder -pyrami-
dalen Koordination wurde auf einen vom Polypeptid ausgehen-
den Zwang geschlossen, der die Ausgangsenergie erhoht und
damit das Erreichen des Ubergangszustandes, hier der Cu''/Cul-
Elektroneniibertragungsreaktion, erleichtert (siche Schema 6).
Die Konzepte des ,,rack“-Mechanismus (das Protein als struk-
turaufzwingendes Geriist!26?)) oder des entatischen Zustan-
des!2%2-%) yon aktiven Proteinen, insbesondere Enzymen, sind
nicht zuletzt aus den Erkenntnissen iiber Typ-1-Cu-Zentren in
Blauen Kupferproteinen abgeleitet worden.

Detaillierte strukturelle** 811 kinetische!® und spektrosko-
pische Studien'®! von Kupferzentren beider Oxidationsstufen in
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(Met)
~ $/ CH,

(His) (His)

N&N/GU\NANH

H N
—_— s =
\—« P )—./
(Cys)
S (Met)
282 pm
101°
110° cu" 91 mN (I‘IIS)
7 e
2 -pm 132°
Cys) S 121° 206 pm

N (His)

Schema 4. Koordination von Typ-1-Kupferzentren in Blauen Kupferproteinen.
Oben: Generelle Anordnung. Unten: Strukturdetails bei Plastocyanin [81 a].

Blauen Kupferproteinen haben erkennen lassen, dafl insbeson-
dere die beiden Schwefelliganden, die n-elektronenreiche Thio-
lat-Base des Cystein-Anions und der als schwacher n-Acceptor
wirkende Thioether-Rest des Methionins, zur raschen, gerichte-
ten Elektroneniibertragung bei relativ hohem Potential beitra-
gen. Die typische Umgebung der Typ-1-Kupferzentren kommt
der optimalen Koordinationsgeometrie filr Kupfer(1)-Zentren
recht nahe, d.h. es tritt in erster Ndherung eine trigonal-planare
Koordination durch zwei Histidin- und einen Cysteinat-Rest
auf, mit langer axialer Bindung zu Methionin (Schema 4) oder,
wie bei Stellacyanin®®¥, zu Glutamin. Auch Kupfer(1)-Kom-
plexe mit zwei N-Donor- und zwei P-Donor-Liganden, die nur
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geringen Strukturzwingen ausgesetzt sind (Schema 5), neigen
zur Anndherung an eine trigonal-pyramidale Koordinations-
geometrie mit einer langen Bindung zu einem der (groBeren)
Donoratome aus der 2. Achterperiode34e - 3%

thp’g

PhJP\ ' \ L

NS ‘.‘\N;':‘
/Cu 'NI — Phep— Cu N ;l:
Ph,P | )
Schema 5.

Neben der vom Protein auferlegten verzerrten Struktur héhe-
rer Energie destabilisiert auch der n-Acceptorligand Methionin
den Kupfer(m)-Zustand, so daB die Redoxpotentiale der Typ-1-
Kupferzentren im Vergleich zu denen konventioneller Komple-
xe recht hoch liegen. Aufgrund der speziellen, unsymmetrischen
Geometrie sind jedoch die obersten 3d-Orbitale nicht entartet,
so daB bei der Oxidation zu Kupfer(n) keine Reorganisations-
energie (und damit Zeit) erfordernde Jahn-Teller-Verzerrung
notig ist!%! (Schema 6).

—¢ “ ot
weCu' — cu"”
+e” ”- >
Schema 6.

Im Kupfer(m)-Zustand existiert eine starke n-Wechselwirkung
(Schema 7) zwischen dem elektronenarmen Metall-Ion und dem
Cysteinat-Ion. Hieraus resultieren die kurze Cu-S-Bindung, die
EPR-spektroskopisch detektierbare Metall-Ligand-Spindelo-
kalisierung!®: 3] (kovalenter Bindungsanteil) und die intensive
Farbe, die fiir diese Proteine charakteristisch ist und die primir
von Ligand-Metall-Charge-Transfer(LMCT)-Ubergiingen her-
rithrt (sieche Schema 1)),

Der vergleichsweise kovalente Charakter der Kupfer(1)-Cyst-
einat-Bindung konnte auch durch ENDOR-Messungen besti-
tigt werden (ENDOR: Elec-
tron Nuclear Double Reso-
nance!®4), Danach hilt sich
das ungepaarte Elektron zu
erheblichem Anteil auch am

L, (zB.Mep)

@ (Cys)

(HIS) N'n,

(His) N ' Schwefelatom des Cystein-
: restes und an der f-Methy-
lengruppe auf®3l. Details

(L) der Koordinationsgeome-

Schema 7. trie wie etwa die geringere
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Pyramidalisierung am Kupferzentrum in Azurin konnen mitt-
lerweile mit unterschiedlichen Redoxpotentialen und EPR-Ei-
genschaften (thombische oder axiale Anisotropie des g-Faktors)
korreliert werden!®1>-822l; anhand von Modellverbindun-
gen mit mafigeschneiderten Komplexliganden wie den vielver-
wendeten Tris(alkylpyrazolyl)boraten (Abb. 1, 2) erlauben in-
zwischen eine spektroskopische Anniherung an die Typ-1-
Kupferzentren, ohne daB Nebenreaktionen wie oxidative
Disulfidbildung (Schema 1) auftraten!33],

Die Eigenschaften isolierter Blauer Kupferproteine sind mitt-
lerweile gut bekannt, so daB sich das Interesse nun auf ihre
Wechselwirkung mit den physiologischen Reaktionspartnern
richtet. So iibertrigt Plastocyanin'®!-* ! Elektronen vom Cyto-
chrom fin der photosynthetisicrenden Membran auf photooxi-
diertes Chlorophyll P700 des Photosystems I griiner Pflanzen,
wihrend Amicyanin'®!%! den Transfer von Elektronen aus dem
Oxidase-Enzym Methylamin-Dehydrogenase (MADH), einem
Chinoprotein'®%), zu einem Cytochrom c¢ vermittelt. Obwohl die
tatsachlichen dynamischen Verhéltnisse komplex sein konnen,
illustrieren bereits die Kristallstrukturen ternirer Proteinkom-
plexe (z.B. MADH/Amicyanin/Cytochrom c,s,;;)!®%), welche
Rolle kupferhaltige Elektronentransferenzyme spielen (Sche-
ma §).

b 1.58 nm —}———2.48 nm —
e e-‘\

TTQ Trp

RCH,NH, RCHO

Methylamin-Dehydrogenase

Amicyanin

Cytochrom css;

Schema 8. Amicyanin vermittelt die Elektroneniibertragung von der Methylamin-
Dehydrogenase zum Cytochrom css;; (TTQ = Tryptophantryptophylchinon)
[85, 86].

Dieser Funktion entsprechend (Schema 8), weisen einfache
Blaue Kupferproteine wie Plastocyanin zwei bevorzugte Elek-
tronentransferpfade auf'®*!: einen kurzen Weg zum Elektronen-
donor, der durch eine eher hydrophobe Region fiihrt, und einen
langeren Weg zum Acceptor, der an einer polaren Gruppe miin-
det. Mit Hilfe von Programmen!®7! zur Berechnung von Matrix-
elementen elektronischer Kopplung, die z.B. iiber n-Systeme,
freie Elektronenpaare oder o-Bindungen erfolgen konnte, las-
sen sich bevorzugte Elektronenpfade abschitzen. Durch Experi-
mente mit Proteinen, die gezielte Punktmutationen aufweisen,
kénnen die Berechnungen {iberpriift werden!®®!.

8. Die zweikernigen Cu,-Zentren in
Cytochrom-c-Oxidase und N,O-Reduktase:
Kupfer der Oxidationsstufe + 1.5

Der Metallgehalt des Warburgschen , , Atmungsferments®,
der Cytochrom-c-Oxidase (COX, Komplex IV der Atmungsket-

te), ist trotz der offensichtlichen Bedeutung dieses Enzyms
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als terminaler Acceptor und Konverter fiir O, in Mitochondrien
(siche Abb. 7)162-63] Jange Zeit unklar geblieben!* 61t 892.133]
Zwar wurden die beiden Eisen-Zentren in Hdm a und Him a,
friith identifiziert (siche Abschnitt 9.3.3), und auch zwei Kupfer-
»Zentren*, Cu, und Cug, konnten unter anderem EPR-spek-
troskopisch unterschieden werden!®®®!l, aber das Cu,-
,»Zentrum®, welches der Elektroneniibertragung dient, lie sich
keinem der klassischen Typen 1-3 (Tabelle 1) zuordnen. Selbst
nach anfinglicher spektroskopischer Charakterisierung und
Identifizierung von je zwei invarianten Cystein- und Histidin-
Resten als vermutlich primdren Liganden blieb die zweikernige
Natur dieses Zentrums lange verborgen!®!!,

Ursache hierfitr war die Komplexitit dieses (in der Sdugetier-
form) aus 13 sehr verschiedenen Untereinheiten bestehenden
Enzyms (M, = 204 kDa)!* ¢1- 1331 sowie seine Einbettung in die
Mitochondrienmembran, wodurch eine Isolierung und Reini-
gung des vollstindigen Proteinkomplexes erschwert wurde. Das
Cu,-Zentrum befindet sich in der Untereinheit II (26 kDa),
wihrend die Him-Gruppen und das Cug-Zentrum Bestandteile
der groBten Untereinheit I (60 kDa) sind. Aufgrund sorgféltiger
quantitativer Analysen der Spurenelemente haben Buse und
Mitarbeiter 1987 postuliert!), daB die COX nicht, wie lange
angenommen und weiter kolportiert!?'* =9, zwei, sondern drei
Kupferatome pro Enzym enthilt. Kupferzentren vom Cu,-Typ
waren inzwischen auch in dem an der Denitrifikation beteiligten
Enzym N,0O-Reduktase (Abb. 7) von Pseudomonas stutzeri ge-
funden worden!'# 52, Wihrend die ungewdhnlichen Signale
im EPR-Spektrum der oxidierten Verbindung zuvor der Koordi-
nation zweier Cysteinat-Reste an ein Cu"-Zentrum zugeschrie-
ben wurden (Cu, als Super-Typ-1-Cu)"*!!, haben Kroneck und
Mitarbeiter 1990 zeigen kénnen, dall in Wahrheit ein ungepaar-
tes Elektron mit zwei spektroskopisch dquivalenten Metallzen-
tren wechselwirkt°2, Wegen der Zusammensetzung natiirlichen
Kupfers aus den Isotopen ¢3Cu (69.2 % natiirliche Hiufigkeit,
Kernspin I = 3/2, Kern-g-Faktor g, =1.484) und °°Cu (30.8 %
natiirliche Hdiufigkeit, Kernspin 7= 3/2, Kern-g-Faktor
gn =1.588) fiihrt dies zu einem charakteristisch aufgespalte-
nen'®** Septett im A4 -Bereich. In der Folge konnten diese Er-
gebnisse durch EPR-Messungen bei mehreren Mikrowellenfre-
quenzen erhirtet werden!®3!, und auch mehrere andere Gruppen
haben die zweikernige Natur des Cu,-Zentrums be-
stitigt 94,

Beziiglich der detaillierten Struktur des Cu,-Zentrums exi-
stierten vor der im August 1995 veroffentlichten Strukturauf-
klarung (Kap. 9.3.31133)) zwei Hypothesen (Abb. 7)1252:5:91 y0.
von diejenige von Blackburn et al. auf neu interpretierten!®3® <1
EXAFS-Messungen'”>9 basierte und die erste Metall-Metall-
Bindung in einem Biomolekiil implizierte!®*®. Die derzeit nur
bedingt adiquate Modellierung'®®! beider Strukturvorschlige
148t eine solche Aussage allerdings nicht streng zu, vor allem
weil es gerade bei Kupfer-Mehrkernkomplexen riskant ist, einen
Zusammenhang zwischen kurzen Metall-Metall-Abstdnden
(2.3-2.6 A) und dem Vorliegen einer Bindung im etablierten
Sinne herzustellen!304: 892- 961,

Das Vorliegen einer offensichtlich delokalisiert-gemischtva-
lenten (+11/ +1)-Zweikerneinheit im Cu,-Zentrum!®2 °31 weist
auf eine starke elektronische Kopplung hin, ob nun direkt {iber
einen kurzen Abstand von ca. 2.5 A oder iiber verbriickende,
zum ,,Superaustausch® befdhigte Liganden wie Cysteinat-
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COX: O,+4Cytc™ +BH (innen) ——> 2H,0 + 4 Cyt c* + 4 H* (auBen)

N20OR: N,O+2e +2H —— N, + H,0
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Mitochondrienmembran
. JoYoves
| [e]e]
| —
|
1
-
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Lappalainen, Saraste, 1994 193] Blackburn et al., 1994 1%
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Abb. 7. Sowohl das terminale Atmungsferment Cytochrom-c-Oxidase (COX) [4,
62} wie auch die mehrere Kupferzentren enthaltende N,0-Reduktase (N20R) {52)
enthalten ein ungewohnliches (katalytisch nicht aktives) ,,Cu,*‘-Zentrum, welches
offenbar der Elektroneniibertragung dient und spektroskopisch durch langwellige
Lichtabsorption bei ca. 800 nm sowie ein EPR-Signal mit geringer g-Anisotropie
und Kupfer-Hyperfeinaufspaltung charakterisiert ist [91a]. Zwei Histidinreste und
zwei Cystein-Anionen wurden als Liganden fiic Cu,-Zentren erkannt [91]; erst ein-
gehende EPR-Studien bei verschiedenen Mikrowellenfrequenzen [93] zeigten jedoch
im oxidierten Zustand die Wechselwirkung eines ungepaarten Elektrons mit zwei
spektroskopisch dquivalenten Kernen ¢*Cu/®*Cu entsprechend der natiirlichen Iso-
topenverteilung [39b] und in Einklang mit einer delokalisiert-gemischtvalenten For-
mulierung Cu'-3/Cu?*-3. Mit diesen Ergebnissen wurde der analytisch bestimmte und
schon 1987 berichtete [4a], aber erst in den letzten Jahren akzeptierte korrigierte
Gehalt von drei statt zwei Kupferzentren fiir die Cytochrom-c-Oxidase bestatigt
(Cu,-Dimer, Cuy/Him-a,-Katalysezentrum, Hdm a). N,O-Reduktase, ein Protein-
Dimer, enthélt acht Kupfer-ionen, davon vier als zwei zweikernige Cu,-Zentren
[52]. Ein EXAFS-spektroskopisch ermittelter Abstand von ca. 250 pm fiir das ge-
mischtvalente Cu,-Dimer in einer wasserlgslichen Proteindomine der COX von
Bacillus subtilis warde als Cu-Cu-Einfachbindung und als erste Metall-Metall-Bin-
dung im Bereich der Biologie interpretiert [95b], wihrend andere Vorschlige
[95a, d] von einer zweifachen Verbriickung durch Cys~-Reste ausgehen. Fiir beide
Vorschlige existieren erste niedermolekulare Modeliverbindungen [89]; am Ende
von Kapitel 9.3.3 werden die im August 1995 veroffentlichten Strukturanaly-
sen [133] zweier COX-Formen vorgestelit.

Schwefelzentren!®®!. Bereits 1962 hatten Beinert etal. die
Moglichkeit unterschiedlicher Kupfervalenzen in COX disku-
tiert’®®), Gegeniiber anderen gemischtvalenten Dimeren oder
hoheren Aggregaten im biologischen Bereich®”' fillt die
Delokalisierung entsprechend der (Cu'-**),-Formulierung auf:
Mn'V/Mn™-Zentren in Wasser-Oxidase oder anderen Enzy-
men!®® sowie O-Ligand-verbriickte Fe'™/Fe'-Systeme!®®! und
entsprechende reduzierte [2Fe-2S]-Zentren sind spinlokalisiert ;
Delokalisierung wird nur in héheren Eisen-Schwefel-Clustern
beobachtet 1091,

Angew. Chem. 1996, 108, 47-64
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9. Kupferproteine und Disauerstoff-Spezies O}

9.1. O,-Transport durch Himocyanin und variable
Koordination im System Cul'/O"~

Bereits eingangs wurde die erst durch Modellstudien!?! sti-
mulierte Neu-Interpretation des Bindungsmodus von O,
durch das Sauerstofftransportprotein Hidmocyanin (Hc) er-
wihnt (Abb. 1)I*°). Dieser Typ von Proteinen tritt bei Mollus-
ken und Arthropoden auf und ermdéglicht auch groBeren Tieren
wie Hummern oder Tiefseekraken eine effiziente Versorgung
mit O,. Wegen des Vorteils von allosterischem Verhalten (ko-
operative O,-Bindung) sind die Himocyanine wie die Himoglo-
bine oligomere Proteine!!%l,

Trotz des vierfachen Kontakts mit den beiden Kupferzentren
und der bei der Bindung an das Kupferzentrum erfolgten Zwei-
elektroneniibertragung ist eine reversible Ablosung des zweifach
side-on gebundenen Disauerstoffmolekiils problemlos méglich.
Erst in einem kiirzlich von Reim und Krebs beschriebenen Vier-
kernkomplex mit von vier Cu"-Zentren umgebenem (u,-(n%),)-
Peroxid!!°3 ist die Disauerstoff-Form offenbar irreversibel fest
gebunden. Eisenhaltige Sauerstofftransportproteine weisen da-
gegen immer nur einfach end-on gebundenes 0%~ auft®-*%1, Ne-
ben den mehrkernigen Kupfer(i)-Komplexen mit (u-n* :n)-[* 11,
(u-n*:n%- (Abb. D121 ynd (u,-(n*),)-Peroxid %! existieren
im System Cul’/O%~ (k =1, 2 oder 3) auch Verbindungen mit
end-on (7*)*%% und side-on (n?)-koordiniertem Superoxid!>8®]
sowie mit verbriickendem O3 -Radikalanion!®®9l; end-on
(n')-koordiniert sind Hydroperoxid-Anionen in der oxygenier-
ten Form der Ascorbat-Oxidase (sieche Abschnitt 9.3.1)1°%! und
der Cumylperoxo-Ligand PhMe,COO~ in einem Modell-
komplex mit Tris(3,5-dialkylpyrazolyl)borat als weiterem Li-
gand 02,

9.2. Kupferhaltige Monooxygenasen im Naturstoff-
metabolismus

Zweikernige Typ-3-Kupferzentren kommen nicht nur im
Hémocyanin, sondern auch in Polyphenol-Oxidasen des Tyrosi-
nase-Typs vor!7®1, Diese Enzyme katalysieren die ortho-Hydroxy-
lierung von Phenolen wie Tyrosin (Monooxygenase-Reakti-
vitit) sowie die Weiteroxidation der resultierenden Brenz-
katechine (Catechole) zu ortho-Chinonen (Catechol-Oxidase-
funktion). Konkret sind derartige Kupferenzyme daher an der
Synthese von Polyphenol-Naturstoffen (z.B. Catecholamin-
Neurotransmittern) (siehe Schema 3)!73), am Aufbau der Insek-
ten-Cuticulat?3, an der enzymatischen Braunung von Friich-
ten!' 3% sowie an anderen Prozessen zur Bildung von Melanin-
Pigmenten (siche Schema 3)!1%41 beteiligt.

Mechanistische Vorstellungen zur Tyrosinase-Reaktivitit im-
plizieren die Koordination des Phenol-Sauerstoffatoms und ei-
nen Angriff am ortho-stindigen Kohlenstoffatom!®-1931, Es
existieren jedoch auch kupferabhidngige Enzyme mit Nicht-Typ-
3-Kupferzentren, die zur Monooxygenierung aliphatischer C-H-
Bindungen befdhigt sind, darunter eine unlosliche Form der
Methan-Monooxygenase mit einem vermuteten Kupfertri-
mer!!%! sowie die fiir die Neurotransmitter-Biosynthese (Sche-
ma 3) essentielle Dopamin-g-Monooxygenase!”*! mit zwei un-
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terschiedlichen Kupferzentren!®3d-751; eines dient der Elek-
tronenitbertragung (Ascorbat als physiologischer Elektronen-
donor), wihrend das andere, katalytisch aktive Zentrum noch
nicht eindeutig definiert ist!”>. Wie bei den in Abwesenheit
von Kupfer kristallisierbaren eisenhaltigen Methan-Mono-
oxygenasen®" wird auch bei den kupferabhingigen Formen
die intermedidre Bildung von organischen Substrat-Radikalen
angenommen!©¢. Ahnliches gilt fiir die Dopamin-$-Mono-
oxygenase (Abstraktion eines benzylischen Wasserstoff-
atoms!”®> 1981} In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung
relevant, daB Modellkomplexe mit (u-n*:1%)-gebundenem
Disauerstoff die Fdhigkeit zur intramolekularen C-H-Akti-
vierung (Monooxygenierung) in Alkylsubstituenten aufwei-
sen!1%%1. Auf EPR-Messungen basierend und in Einklang mit
den bei Untersuchungen an der Ascorbat-Oxidase gewonnenen
Erkenntnissen (siche Abschnitt 9.3.1) wurde eine Cu'QOH-
Spezies als reaktive Zwischenstufe vor der O-O-Bindungsspal-
tung postuliert.

9.3. Strategien fiir Mehrelektronenkatalyse
in kupferhaltigen Oxidasen

9.3.1. Cuy-Cluster in Blauen Oxidasen ( Ascorbat-Oxidase,
Laccase)

Blaue Oxidasen vom Typ der strukturell inzwischen gut unter-
suchten Ascorbat-Oxidase!®® dienen der Erzeugung von sub-
stratspezifisch wirksamen Oxidationsiquivalenten aus der Vier-
elektronenreduktion von O, zu 2H,0. Entsprechend den hohen
Anforderungen®® fiir eine Mehrelektronenkatalyse enthalten
diese teilweise dimer vorliegenden Enzyme vier Kupferzentren
pro Untereinheit, wovon eines als dem Elektronentransport die-
nendes und rdumlich getrenntes Typ-1-Zentrum identifiziert
werden kann, welches diesen Enzymen die typische blaue Farbe
verleiht. Die drei anderen Metallzentren wurden aufgrund spek-
troskopischer Eigenschaften oft als ein Typ-1- und ein zweiker-
niges Typ-3-Kupferzentrum beschrieben, bevor spektroskopi-
sche Studien'®¥! sowie die Kristallstrukturanalyse von Messer-
schmidt et al.l>®! diese Differenzierung weitgehend obsolet wer-
den lieB (Abb. 8): Es handelt sich um ein dreikerniges Arrange-
ment von teilweise hydroxoverbriickten Metallzentren mit
Metallabstinden zwischen 3.4 und 5.1 A, je nach Bindungs- und
Oxidationszustand. Die strukturelle Charakterisierung der oxi-
dierten Form, des reduzierten Zustands, der Hydroperoxid ent-
haltenden oxygenierten Form sowie einer Bis(azido)-Form ha-
ben es ermoglicht, kristallographisch gestiitzte Reaktionsme-
chanismen aufzustellen!®?,

Ausgehend von der vollstindig oxidierten, aber nicht oxyge-
nierten Form erfolgt liber das vom Cluster separierte (d >13 /?\)
und koordinativ geséttigte Typ-1-Kupferzentrum ein sukzessi-
ver, kontrollierter Elektronenflufl von den Substraten zum Tri-
mer. Nach vollstindiger Reduktion reagiert das Enzym mit O,
unter Bildung eines Hydroperoxo-Adduktes, wobei beide ,, Typ-
3*“-Metallzentren oxidiert werden und eines davon als Koordi-
nationszentrum fiir ein HOO7™-lon dient (stabile (Alkyl-
peroxo)kupfer(i)-Komplexe sind mit Tris(3,5-dialkylpyrazo-
ly)borato-Liganden isoliert worden!'°?l), Im Ubergangszu-
stand der Reaktion bewirkt ein zusitzlicher intramolekularer
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Abb. 8. Blaue Vierelektronen-Oxidasen vom Typ der Ascorbat-Oxidase enthalten
pro Untereinheit neben cinem der Elektroneniibertragung dienenden Typ-1-Kup-
ferzentrum drei weitere Kupfer-lonen. Proteinkristaliographischen Untersuchun-
gen zufolge sind diese jedoch nicht zwingend als Kombination aus Typ-2- und
Typ-3-Zentren (Dimer) aufzufassen, sondern eher als ein neuartiges Katalysezen-
trum mit drei Metallatomen anzusehen [5b]. Disauerstoff wird von diesem Trimer
als end-on gebundenes Hydroperoxid koordiniert [5b], und ein kontrollierter Elek-
tronenfluf erfolgt iiber das Typ-1-Kupferzentrum zum angebundenen Substrat.

Elektronentransfer von den beiden verbleibenden Cu'-Zentren
die O-O-Bindungsspaltung und die Freisetzung der beiden Was-
sermolekiile!>®!.

9.3.2, Wechselwirkungen zwischen Kupfer und ,,eingebauten*
Radikal-Cofaktoren in Nicht-Blauen Oxidasen

Im Gegensatz zu den Blauen Oxidasen nutzen die Nicht-
Blauen Oxidasen lediglich den Zweielektronenproze8 O,—H,0,
zur Erzeugung von Oxidationsdquivalenten fiir die Substratoxi-
dation. Diese Enzyme enthalten auch nur ein (Typ-2-)Kupferzen-
trum pro Untereinheit, welches allerdings zur Bewiltigung der
Mehrelektronenkatalyse mit organischen Redoxsystemen als im
Proteingeriist eingebauten Cofaktoren strukturell und funktio-
nell verbunden ist. Da die Zweiclektronenreaktion nur ein
Kupferzentrum mit dem Wechsel der Oxidationsstufe zwischen
Cu" und Cu! involviert, miissen die Cofaktoren ebenfalls bei
relativ hohem, dem Cu'/Cul-Paar dhnlichem Potential einen
Einelektronenredoxiibergang eingehen, was zur zumindest in-
termedidren Bildung von Radikalen AnlaB3 gibt. Die dafiir not-
wendigen Voraussetzungen hinsichtlich Potential, verfiigbaren
Koordinations- und Katalysezentren und Radikalstabilitit sind
bei den Amin-Oxidasen durch ein vom Tyrosin abgeleitetes
,» Topachinon,/Topasemichinon/Topahydrochinon“-Redoxsystem
(siche Abb. 9)[53:57:641 ynd bei der Galactose-Oxidase durch
ein Tyrosyl/Tyrosin-Redoxpaar gewihrleistet, wovon letzteres
durch kovalente Verkniipfung mit einem Cysteinat-Rest in or-
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tho(e)-Stellung (siehe Abb. 10) sowie durch n-n-Wechselwir-
kung mit einer Tryptophan-Gruppe zusitzlich stabilisiert ist 2%,

Das Metallzentrum dient vor allem der Bindung und Aktivie-
rung von O,1?%3%:37 wihrend die organischen Cofaktoren an
der Substratumsetzung beteiligt sind. Besonders auffallend ist
diese Arbeitsteilung bei den unter anderem der Bildung von
Bindegewebe dienenden kupferabhingigen Amin-Oxidasen
(siche Abb.9; fiir kupferunabhingige Formen vgl. Sche-
ma 88%)): Das Metallzentrum steht offenbar in einem Valenz-
tautomerie-Gleichgewicht Cu™-Q?~ & Cul-Q*~[#6.571 (Q =
Chinon-Komponente), welches die Bindung von O, an das
Kupfer(1)-Zentrum ermdglicht. Sowohl Kupfer(ir)-Catecholat-
als auch Kupfer(r)-Semichinon- und vergleichbare Radikalkom-
plexe sind als bestdndige Spezies herstelibar (Schema 9) und

cu'Q*), + L

+Q

Cu+Q+L

(L)Cu'(Q*") oder (L)Cu(Q™)

—2H,0
Cu™+QH, +2 OH™ + 1L
Schema 9.

durch EPR-Messungen eindeutig identifizierbar™*® 37!, Die La-
ge des Valenztautomerie-Gleichgewichtes kann durch Variation
von Q, durch vermutete sterische und Ldsungsmittel-Effek-
te!119! sowie durch die Coliganden am Metallzentrum beein-
fluBt werden!*9!: Stickstoff-Donorliganden L favorisieren die
Cu-Catecholat-Form (Catecholat steht hier fiir die aromati-
sche Form des Chelatliganden), wihrend Thioether-Donorligan-
den L (wie auch Triorganophosphane, Olefine oder Kohlenmo-
noxid) den Cul-Semichinon-Zustand begiinstigen 462 9],

Der Sechsring des Topachinons weist eine durch die Anbin-
dung in y-Stellung geschiitzte potentiell ortho- und para-chino-
ide Struktur auft* ! — wie auch einige andere Chinoprotein-Co-
faktoren'®%, Im oxidierten Zustand der Chinon-Form dient
eine Carbonylgruppe der Bindung des primédren Amin-Sub-
strats, welches sich im Verlauf der Reaktion als Aldehyd abspal-
tet, wihrend das Topachinon zur aromatischen Stufe reduziert
wird (Abb. 9)1112),

Galactose-Oxidase wird von einigen parasitischen Fadenpilz-
arten als extrazellulires Enzym ausgeschieden. Es katalysiert
regioselektiv, aber substratunspezifisch die Oxidation primérer
Alkohole zu den entsprechenden Aldehyden. Die biologische
Bedeutung des Enzyms ist nicht ganz gekldrt. Diskutiert wird
die Zersetzung faulenden Holzes durch Oxidation der dabei ent-
stehenden Oligosaccharide, welche die bevorzugten Substrate
des Enzyms sind. Méglicherweise ist jedoch die gekoppelte Er-
zeugung von Wasserstoffperoxid mindestens genauso wich-
tigh°l. Dieses kann zum Ligninabbau mittels spezieller Peroxi-
dasen (Ligninasen) oder zur chemischen Abwehr von Bakterien
dienen. Am besten untersucht ist die Galactose-Oxidase eines
bestimmten Pilzstamms, der bislang der Art Cladobotryum den-
droides (vor 1986 Dactylium dendroides) zugeordnet wurde.
Neuere Untersuchungen belegen, dafl dieser Stamm der Gat-
tung Fusarium zuzuordnen isti'!3],

Angew. Chem. 1996, 108, 47—64
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Abb. 9. Kupferhaltige Chinoproteine dienen der Aminoxidation, z.B. bei der Bin-
degewebsbildung (Lysyl-Oxidase) {85]. Die Kopplung der Cu¥/Cu'-Redoxfunktion
mit derjenigen eines modifizierten Chinons (Q) ermoglicht erstens die O,-Aktivie-
rung durch Cu'-Zentren aufgrund einer EPR-detektierbaren Valenzisomerisierung
(Q*7)/Cu" — (Q 7)/Cu' [57] sowie zweitens die Reaktion einer freien Chinoncarbo-
nyl-Funktion mit dem primdren Amin. Lange Zeit wurde Pyrrolochinolinchinon
(PQQ) als dissoziierbarer chinoider Cofaktor angenommen [85b], bevor Klinman
et al. die Existenz von kovalent im Protein verankertem Topachinon (TQ) als post-
translatorisch umgewandeltem Tyrosinrest mit der Alternative von o- und p-Chi-
nonbildung [111] nachwiesen [57].

Lange Zeit war unklar, wie dieses Enzym mit nur einem Kup-
ferzentrum eine Zweielektronenreaktion katalysieren kann. Zur
Deutung des Mechanismus wurde ein Cu'™/Cu’-Redoxpaar!?8!
angenommen, was eine plausible Losung zu sein schien, denn
ein externer Cofaktor konnte nicht gefunden werden. Eingehen-
de spektroskopische und magnetische Untersuchungen machten
dann aber doch das Vorhandensein eines eingebauten organi-
schen Cofaktors wahrscheinlich. Die Kristallstruktur des En-
zyms bestitigte dies (Abb. 10)1?°I: Ein Tyrosin-Rest in dquato-
rialer Koordination ist in orzho(g)-Position kovalent mit einem
Cystein-Rest, der als Donorsubstituent fungiert, verkniipft.
Diese Anordnung erleichtert die Oxidation zum Tyrosyl-Radi-
kal durch Absenkung des Redoxpotentials und durch Spindelo-
kalisierung!*!#*, Weiterhin wird das Radikal durch einen
Tryptophan-Rest stabilisiert, der in einer fiir eine n-n-Wechsel-
wirkung geeigneten Position iliber dem Tyrosin/Cystein-Paar
liegt. Angesichts der Komplexitit des aktiven metallhaltigen
Zentrums befinden sich Modellierungsversuche erst im An-
fangsstadium!! 1%, Wegen ihrer Spezifitit in Reaktionen mit
primdren Aminen oder Alkoholen, Verbindungen mit weiter
Verbreitung, sind Amin-Oxidase- und Galactose-Oxidase-Enzy-
me fiir die Biosensorik interessant!! !4 91,
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Abb. 10. Die Katalyse der angegebenen Zweielektronenreaktion durch Galactose-
Oxidase aus parasitischen Pilzen wurde urspriinglich wegen des Vorliegens von nur
einem Kupferzentrum mit einem Cu™/Cu'-Ubergang assoziiert [18 ¢, 28). Die Kri-
stallstrukturanalyse des Enzyms zeigte jedoch, daB hier ein ,, Typ-2*-Cu"/Cu'-Sy-
stem strukturell wie elektronisch mit einem dquatorial koordinierten Redoxpaar
(Tyrosin/Tyrosyl-Radikal) gekoppelt ist, wobei diese Tyrosyl-Gruppe durch eine
ungewdhnliche kovalente Verkniipfung in ortho(e)-Stellung mit einem Cystein-
Schwefelatom sowie durch n-n-Wechselwirkung mit einem Tryptophan-Rest ausge-
zeichnet ist: ein ,,eingebauter Cofaktor [29].

9.3.3. Das katalytische CulFe-Zentrum
der Cytochrom-c-Oxidase

Wihrend dem zweikernigen Cu,-Zentrum in Untereinheit I1
(siche Abschnitt 8) und dem Low-spin-Hdm-a-Zentrum in der
Untereinheit I von Cytochrom-c-Oxidase (COX) eine Elektro-
neniibertragungsfunktion zukommt!2%], erfolgt die eigentliche
Vierelektronenreduktion von O,!%% an einem zweikernigen
Cuy/Him-a,-Zentrum. Die beiden Metall-Tonen sind ca. 4-5 A
voneinander entfernt!®34-1331 was eine Bindung des Triplett-
Disauerstoffmolekiils sowohl an das Cu'- als auch an das High-
spin-FeP'-Zentrum des H4m a, nahelegt. Offenbar kooperieren
hier gerade jene beiden Metallzentren, die schon allein zur biolo-
gischen O,-Bindung befihigt sind (siehe Abschnitt 2), um die
mechanistisch aufwendige Mehrelektronenreduktion!®® zu ka-
talysieren. Man nimmt an, daB es sich bei den Zwischenstufen
um die aus anderen Metalloenzymen bekannten (Hydropero-
xo)kupfer(m)-1*™ und Oxoferryl(1v)-Speziest'*3! handelt (Sche-
ma 10)(62],

Wihrend das Cuy-Zentrum von der Ligation und Spektro-
skopie her als Typ-2-Kupferzentrum betrachtet werden kann
(Abb. 7), zeichnet sich das Him-a,-Zentrum durch einen teil-
weise ungesittigten Farnesyl-Substituenten*¢22- 11¢) am Porphy-
rinring aus. Die Neigung von Kupfer(1) und von Eisen in niedri-
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Schema 10. Katalysecyclus der O,-Reduktion durch Cytochrom-c-Oxidase.
h.s. = High-spin; Ls. = Low-spin.

gen Oxidationsstufen zur Bildung von Olefin (Cu) oder n-Allyl-
Komplexen (Fe) hat zu Vermutungen hinsichtlich einer interme-
didren Koordination dieses Porphyrin-Substituenten an das het-
erodinucleare Metallzentrum gefiihrt!'1¢1. Die Reduktion von
O, in diesem ,,Komplex IV** der Atmungskette ist mit der Trans-
lokation von Protonen durch die Mitochondrienmembran ver-
kniipft!62- 13381 ym ATP als Energiespeicherprodukt der oxida-
tiven Phosphorylierung zu bilden.

Uber Versuche zur strukturellen und auch funktionellen Mo-
dellierung des heterodinuclearen Cugz/Hém-a,-Zentrums der
COX wird seit 1993 zunehmend berichtet!!! 7, wobei die Ein-
stellung des richtigen Cu-Fe-Abstandes und die Frage der rele-
vanten Oxidations- und Spinzustinde, der Reaktivitét hinsicht-
lich einer O,-Aktivierung'’? und der Blockierung durch
Cyanid!'17¢¢l im Mittelpunkt stehen. Als zweiatomiges und
niederwertige Ubergangsmetall-Zentren im Abstand von 4.5—
5.5 A exzellent verbriickendes Ton ist z-CN ™ ein effizienter Inhi-
bitor der O,-Koordination am Cuy/Hdm-a,-Zentrum und da-
mit der Zellatmung (Toxizitdtswirkung von Cyanid)! 18,

Tm August 1995 haben zwei Forschergruppen iiber die erfolg-
reiche strukturelle Charakterisierung von Cytochrom-c-Oxida-
se-Formen mit 2.8 A Auflésung berichtet. Im einen Fall han-
delt es sich um die Sdugetier-COX aus Rinderherz-Mitochon-
drien (vollstindiges Enzym, ,,das groBte bislang kristallisierte
und mit atomarer Aufldsung untersuchte Membranpro-
tein*)1* 321 im anderen Fall um das Enzym aus dem Bodenbak-
terium Paracoccus denitrificans (vier Untereinheiten, Antikor-
per-Assoziat)*133%, Beziiglich der Kupferzentren ergaben sich
folgende Details: Das Cu,-Zentrum auf der cytosolischen Seite
auBerhalb des eigentlichen Membranbereiches ist zweikernig
mit zwei verbriickenden Cysteinat-Schwefelatomen (vgl. die lin-
ke Hypothese in Abb. 7). Im planaren CuSCu’S'-Ring betrigt
der Kupfer-Kupfer-Abstand 2.7 A11332) bzw. 2.6 A[133%1, Beide
Metall-Tonen sind noch jeweils von einer Histidin-Seitenkette
koordiniert; zur Vervollstindigung der Vierfachkoordination
(verzerrt tetraedrisch) bindet eines der Cu,-Ionen ein Methio-
nin-Schwefelzentrum, wihrend das andere von einem Carbo-
nylsauerstoffatom einer Peptidbindung koordiniert wird. Im
(oxidierten) Ruhezustand des Enzyms sind die Cuy- und Fe, ;-
Tonen 4.5 Al13%1 pzw. 5.2 AU330 yoneinander entfernt. Das
Cug-Zentrum wird von den Imidazol-Ringen (ImH) dreier
Histidin-Reste koordiniert, von denen einer ungewohnlich be-
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weglich scheint (bakterielle COX!!33*l) und méglicherweise an
der redoxgekoppelten Protonentranslokalisierung beteiligt ist.
Von der Frankfurter Gruppe stammt der Vorschlag! 3%, daf
die Reaktionssequenz Cu?*/Im~ —»Cu*/ImH - O,/Cu™ +
HImH™* am Beginn des Mechanismus steht, der den Protonen-
transport mit der Bindung und Umsetzung von O, verkniipft
(vgl. den Reaktionscyclus fiir Superoxid-Dismutase in
Abb. 11). In der Rinderherz-COX ist der Farnesyl-Rest an einer
Wasserstoffbriickenbindung beteiligt, die vermutlich indirekt
zur strukturellen Stabilisierung von Cu, beitriigt!33,

9.4, Cu,Zn-Superoxid-Dismutase

Cu,Zn-Superoxid-Dismutase (SOD)!!!9 12% st ein verbreite-
tes Enzym, dessen Funktion trotz der klaren Definition durch
den Namen noch teilweise umstritten ist. Neben der eindeutigen
Fahigkeit zur Entgiftung von O /HO}-Sauerstoffradikalen
konnte dem Protein wegen seiner Hiufigkeit auch eine Metall-
Speicher- und -Transport-Funktion zukommen. Die Dispropor-
tionierung (Dismutation) des metastabilen Superoxid-Tons
(IUPAC Name: Hyperoxid-lon) in Disauerstoff und Peroxid,
das enzymatisch weiter metabolisiert wird, kann grundsétzlich
durch viele redoxaktive Ubergangsmetall-Tonen katalysiert wer-
den'29%; die Gleichungen (a) und (b) erldutern den Sachverhalt.

M™ 4+ 03 —» MDY 10, (a)

MDY L Oy 4 2HY —— M"* 4 H,0, (b)

Es existieren Superoxid-Dismutasen mit M = Cu, Fe und
Mn, von welchen letztere vor allem in den Mitochon-
drien!'?1: 1221 erstere in Erythrozyten zu finden sind!!1%- 120
Angesichts der Labilitit des Substrats und der Triebkraft der
Reaktion sind die Anforderungen an die SODs beziiglich der
Reaktivitdt zunichst nicht allzu groB3; es muf} allerdings erstens
fiir rasche Diffusion von O} -Ionen zum Reaktionsort gesorgt
werden und zweitens muf} die Stabilitit des Enzyms gegeniiber
0,,037,H,0, und die umgebenden Proteine!' 28! gesichert sein.
Die erste Voraussetzung wird gewéhrleistet durch die ,,Leitung*
des Pseudohalogenid-artigen O;” -Radikal-Anions oder dessen
konjugierter Sdure HO;, entlang eines mit kationischen, die Bil-
dung von H-Briicken anbietenden Aminosdureresten gesium-
ten trichterférmigen Kanals an die aktive Stelle. Bei dieser han-
delt es sich um ein durch drei Imidazol-Liganden (Histidin-
Reste) und eine Imidazolat-Gruppe eines deprotonierten, Zn¥-
gebundenen Histidin-Restes koordiniertes Typ-2-Kupfer-Zen-
trum!*9- 1231 Kiirzlich konnte iiber den Ersatz von anioni-
schem Glutamat im Kanal durch neutrales Glutamin mit Hilfe
ortsspezifischer Mutation eine unter bestimmten Bedingungen
zusdtzliche Beschleunigung der Diffusion und damit der Reak-
tion erreicht werden, was als Optimierung eines scheinbar be-
reits perfekten Enzyms angesehen werden kann (Abb. 11)!24),

Die zweite Voraussetzung, die hohe Stabilitdt gerade dieses
Enzyms, ist zweifellos erfiillt, wie die noch weitgehend erhaltene
Aktivitdt von Cu,Zn-SOD aus 3000 Jahre altem, mumifiziertem
Gewebe demonstriert hat!'?5), Neben der Langzeitstabilitit, der
Strukturintegritit und der Unempfindlichkeit gegeniiber den
aggressiven Substrat- und Produkt-Molekiilen muf3 insbesonde-
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Abb. 11. Die Cu,Zn-Superoxid-Dismutase in den Erythrozyten von Siugetieren ist
ein homodimeres Enzym und enthilt je Untereinheit ein Zink- und ein Kupferzen-
trum. Beide Metall-Ionen sind in biologisch einzigartiger Weise durch den fiir die
Funktion unabdingbaren Imidazolato-Briickenliganden eines Histidinrestes ver-
kniipft [119}. Kupfer ist das redoxkatalytisch wirkende Metall, welches metastabiles
Superoxid als Cu' zu Peroxid reduziert und als Cu" zu O, oxidiert. Das Enzym darf
zwar selbst nicht durch die genannten Disauerstoffspezies angegriffen werden, muB
jedoch andererseits das reaktive O, -Ton méglichst effizient abbauen (Diffusions-
kontrolle). Hierzu ist neben raschen Elektronen- und Protonentransferprozessen
am eigentlichen Reaktionszentrum die Beschleunigung der Diffusion von O;” -lo-
nen zum aktiven Zentrum notwendig, welche durch ortsspezifische Mutation
(Glu™ - Gln) sogar noch erhéht werden konnte. Defektvarianten der Cu,Zn-SOD
konnen andererseits zur erblichen Form der amyotrophischen Lateralsklerose
(ALS), einer neurodegenerativen Erkrankung im motorischen Bereich, fithren [8].

re auch das essentielle Kupferzentrum fest gebunden werden, da
es als Cu-Ion sonst leicht durch Serumalbumin komplexiert
werden kann''2%), Vermutlich dient auch die ungewohnliche
Anordnung mit einem zusitzlichen zweifach positiv geladenem
Metall-Ion (Zn?*) und einem - biologisch bisher einzigartig —
verbriickenden Imidazolat-Ring eines Histidin-Restes der Sta-
bilitat, da bei selektiver Entfernung des Zink-lons zwar die Sta-
bilisierung, nicht aber die Funktion des Enzyms beeintréichtigt
zu sein scheint.

Die essentielle Rolle der Cu,Zn-SOD zeigt sich nicht nur
durch ihre pharmakologische Verwendung bei Entziindungs-
krankheiten und in der Prophylaxe von Strahlenschiden'!271
sowie in ihrer Bedeutung fiir den AlterungsprozeB3!'281; auch
scheinbar geringfiigige Mutationen kénnen — wie in Abschnitt 4
dargestellt — gravierende gesundheitliche Folgen haben'®l. Ob-
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wohl Superoxid-Ionen in phagozytischen Zellen durch den
,.respiratory burst® der NADPH-Oxidase gezielt erzeugt und
fiir Abwehrzwecke im Immunsystem genutzt werdenf*2%!, ist ein
unkontrolliertes Auftreten wiahrend des Transports von O, in
Erythrozyten!2%!, wihrend der mitochondrialen Atmung!!?%]
oder im Zuge der Aktivitit von molybdanhaltiger Xanthin-Oxi-
dase'®! unerwiinscht. Auch an der Entstehung des insulinab-
héngigen Diabetes mellitus (Typ-I-Diabetes) sind vermutlich
cytotoxische Radikale beteiligt: Viele Indizien sprechen da-
fir*3° daB bei der Zerstdrung der insulinproduzierenden j-
Zellen der Bauchspeicheldriise aktive Sauerstoffspezies wie Sup-
eroxid-Ionen, Hydroxylradikale oder Peroxynitrit-Ionen eine
maBgebliche Rolle spielen. Experimente an Méusen mit erhoh-
ter Produktion von Cu,Zn-Superoxid-Dismutase zeigten, daB
deren §-Zellen eine deutlich héhere Toleranz gegeniiber Diabe-
tesinduktion durch oxidativen StreB!3°1 aufweisen.

10. Kupfer im Stickstoffkreislauf

Die Produktion von Oxidationsdquivalenten und letztendlich
von Q, durch photosynthetisierende Organismen hat nicht nur
zur besseren Bioverfligbarkeit von Kupfer, sondern auch zur
Notwendigkeit eines biologischen Metabolismus der Stickstoff/
Sauerstoff-Verbindungen gefithrt’**~ ¢\, Neben Eisen und dem
als MoY'02"-Ion bioverfiigbar gewordenen Moiybdin!3e ©8
spielen daher auch Kupferenzyme eine Rolle bei der biologi-
schen Denitrifikation!!3% 1415521

Nihere Details sind iiber die N,0-Reduktase (N20R, siche
Abb. 7) aus Pseudomonas stutzeri bekannt, die neben den schon
in Abschnitt 8 vorgestellten zweikernigen Cu,-Zentren kataly-
tisch aktive ,,Cu,“-Zweikernzentren aufweist!!*® 321, Eingangs
erwdhnt wurde auch bereits eine kupferhaltige Form mikrobiel-
ler Nitrit-Reduktasen!'* 321, deren katalytisch aktive Metall-
zentren (neben Typ-1-Kupfer) im kristallographisch untersuch-
ten Cu'-Ruhezustand ungewdhnlich, d.h. nahezu tetraedrisch
koordiniert sind (Pseudo-Typ-2-Kupfer, Abb. 2)1*°). Zahlreiche
neue Ergebnisse, die anhand von Modellkomplexen mit Tris(al-
kylpyrazolyl)borato-Liganden! - ! 7! erhalten werden konnten,
lassen vermuten, daB neben den Cu"-Nitrit-Vorliuferkomple-
xen die auch technisch-katalytisch relevanten und spektrosko-
pisch sehr bemerkenswerten!!%® Cu!-Nitrosyiradikal-Komplexe
eine wichtige Zwischenstufe der Reaktion sind. Noch weitge-
hend ungeklart ist der Weg von der Nitrosyl-Stufe zum Distick-
stoffmonoxid (Abb. 2)t!31,

11. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl Kupfer vermutlich erst in zweiwertiger Form, d. h.
nach ausreichender photosynthetischer Erzeugung von Oxida-
tionsédquivalenten vor ca. 3 x 10° Jahren in signifikanter Menge
bioverfiigbar wurde, enthalten simtliche kupferhaltigen Biomo-
lekiile das Element in einwertiger Form, entweder allein oder in
Form des Cu"/Cu-Redoxpaares. Die Kupfer(I)-Stufe zeichnet
sich gegeniiber anderen bestindigen Metalimonokationen
durch hohe, aber nicht unphysiologisch hohe Einelektronen-
Redoxpotentiale sowie durch eine Bevorzugung niedriger
Koordinationszahlen (3—4) bei variabler, weil nicht durch Li-
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gandenfeldeffekte beeinfluBter Koordinationsgeometrie aus.
Bemerkenswert sind ferner die Fahigkeiten zur Bindung von
Olefinen und zur Aktivierung von O, im Triplett-Grundzu-
stand; letztere teilen Cul-Ionen im biologischen Bereich nur
noch mit High-spin-Fe"-Ionen und mit den formal antiaromati-
schen 1,5-Dihydroflavinen.

Die Einelektronen-Redoxreaktivitit im System Cu'/Cu' bei
Redoxpotentialen zwischen 0.0 und + 1.0 V macht Kupferzen-
tren ,,kompatibel* mit maBig oxidierenden organischen und an-
organischen Radikalen, die als Bestandteile biologisch relevan-
ter Redoxsysteme erkannt worden sind. Nachgewiesen als der-
artige Partner von Kupferzentren in Enzymen wurden bereits
die Redoxpaare Chinon/Semichinon, Tyrosyl/Tyrosin, O,/05/
027~ und NO*/NO".

Angesichts der rasanten, gleichwohl parallelen Entwicklung
von medizinischer, mikrobiologischer, biochemischer und anor-
ganisch-chemischer Forschung der letzten zehn Jahre auf dem
Gebiet der Kupfer-Komplexverbindungen kann erwartet wer-
den, daf} weitere iiberraschende Entdeckungen gemacht und
daB die neuen molekularbiologischen Verfahren, speziell der
ortsspezifischen Mutation, eine gezielte, aktive Gestaltung
kupferhaltiger Proteine ermdglichen werden. Offen ist beispiels-
weise die Frage, welche speziellen Koordinationsverhaltnisse in
kupferabhéingigen Monooxygenasen vorliegen und ob Cu'-Zen-
tren als Rezeptoren fiir das Pflanzenhormon Ethylen fungie-
ren!13!1 Spekulativ und dennoch faszinierend bleiben die Versu-
che, dieses einzigartige Element zeitlich und hinsichtlich seiner

Funktion in die Entwicklungsgeschichte des Lebens einzuord-
nen 3¢ 19.54b,132]

Eigene Arbeiten zur Chemie des Kupfers wurden durch Schwer-
punktprogramme der DFG sowie durch den Fonds der Chemi-
schen Industrie gefordert, wofiir wir sehr herzlich danken. Dank
gilt ebenfalls den unmittelbar beteiligten Mitarbeitern, insbeson-
dere den Herren Dr. Stephan Kohlmann, Dr. Conny Vogler, Dr.
Michael Moscherosch, Dipl.-Chem. Eberhard Waldhor, Dipl.-
Chem. Andreas Stange, Dipl.-Chem. Christoph Titze und Frau
Dipl.-Chem. Manuela Schwach. Frau Dipl.-Chem. Angela Win-
kelmann danken wir fiir die Unterstiitzung bei der Erstellung die-
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