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Wie funktioniert die Tyrosinase ?
Neue Einblicke aus Modellchemie und Strukturbiologie**

Heinz Decker,* Renée Dillinger und Felix Tuczek*

Einleitung

Die Katalyse von Oxygenierungs- und Oxidationsreaktio-
nen durch Tyrosinase und Catechol-Oxidase ist zurzeit eines
der aufregendsten Forschungsgebiete der bioanorganischen
Chemie. Diese Enzyme gehoren zur Familie der Typ-3-
Kupferproteine, die eine Vielzahl biologischer Funktionen
erfiillen. Himocyanine dienen als Sauerstofftransportprotei-
ne im Blut von Arthropoden und Mollusken,!!! Catechol-
Oxidasen (COasen) oxidieren ortho-Diphenole zu ortho-
Chinonen (Diphenolase-Aktivitit),”! und Tyrosinasen sind
verantwortlich fiir die Hydroxylierung von Mono- zu ortho-
Diphenolen sowie fiir die nachfolgende Oxidation zu ortho-
Chinonen (Monophenolase-Aktivitit).’! Trotz iiber einhun-
dertjahriger Forschung sind weder diese Reaktionen noch die
beobachteten funktionellen Unterschiede auf molekularem
Niveau verstanden.

AuBer von Tyrosinase sind inzwischen von allen Klassen
der Typ-3-Kupferproteine Kristallstrukturen bekannt: die
Desoxy-Form des Hidmocyanins aus Panulirus interruptus,
die Oxy- und Desoxy-Form des Hiamocyanins des Pfeil-
schwanzkrebses (Limulus polyphemus),”! die Oxy-Form des
Himocyanins aus Octopus dofleini® und die Desoxy-, Met-
und inhibitorgebundenen Formen einer COase aus Siifkar-
toffeln (Ipomoea batatas).) Wie erwartet enthalten alle diese
Proteine weitgehend identische aktive Kupferzentren, welche
in ihrer Desoxy-Cul-Cu!-Form reversibel Sauerstoff binden,
wobei eine zweikernige Cu''-Einheit mit side-on verbriickend
(u-n*:n?) gebundenem Peroxidliganden entsteht. Basierend
auf diesen Strukturdaten scheint ein mechanistisches Ver-
stindnis der entsprechenden biochemischen Reaktionen nun
in greifbare Nidhe geriickt. Von besonderem Interesse ist
dabei die kiirzliche Entdeckung von Mono- und Diphenolase-
Aktivitit in aktivierten Himocyaninen.®! Sie liefert Informa-
tionen iiber die Orientierung monophenolischer Substrate
innerhalb der Proteintasche, die das aktive Kupferzentrum
enthalt.
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Der wachsende strukturelle Einblick in die Grundlagen der
COase- und Tyrosinase-Aktivitdt wird durch eine beachtliche
Menge an chemischen und mechanistischen Informationen
aus der Erforschung synthetischer, niedermolekularer Mo-
dellkomplexe ergéinzt.’] Die elektronisch-strukturelle, spek-
troskopische und chemische Charakterisierung der Cu,O,-
Zentren, welche in diesen anorganischen Modellen vorkom-
men, ist bereits fiir sich genommen ein faszinierendes Gebiet
der bioanorganischen Forschung und wird hochstwahrschein-
lich entscheidend fiir das weitere Verstdndnis der von
Tyrosinase katalysierten Oxygenierungsreaktionen sein. Hier
beschreiben wir zunéchst Schliisselergebnisse dieser Modell-
studien, welche dann den mechanistischen Vorschldgen, die
aus strukturell charakterisierten Proteinen abgeleitet werden
konnen, gegeniibergestellt werden.

Cu,0,-Modellchemie: Was ist das hydroxylierende Agens?

Der mechanistisch anspruchsvollste Schritt der Tyrosinase-
Aktivitit ist die Einfiihrung einer zweiten OH-Gruppe in den
aromatischen Ring eines Monophenols (z.B. Tyrosin) in
ortho-Position, die mit der Zwei-Elektronen-Oxidation des
entstehenden Brenzcatechins zum entsprechenden Chinon
(z.B. Dopachinon) gekoppelt ist. Von besonderer Bedeutung
fiir ein Verstdndnis dieser Reaktion ist, ob die O-O-Bindung
vor, gleichzeitig mit oder nach dem Angriff des Sauerstoffs auf
den aromatischen Ring gespalten wird (Schema 1).F Im
ersten Fall wiirde die Hydroxylierung durch ein Bis(u-0xo0)-
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Schema 1. Mogliche Reaktionsmechanismen der Oxygenierung von Phe-
nolen durch Cu,0,-Zentren.

Zentrum erfolgen (siehe unten). Das letzte Szenario wiirde
zu einer Aryl-Peroxo-Zwischenstufe fithren, die zum Diphe-
nol (Chinon) weiterreagierte. Im zweiten Fall (Schema 1,
Mitte) wire der Hydroxylierungsschritt eine elektrophile
aromatische Substitution (Sg) durch Peroxid, wobei das -
System durch die erste OH-Gruppe fiir diese Reaktion
aktiviert ist. Der elektrophile Charakter des side-on ver-
briickend gebundenen Peroxidliganden wird durch eine grofie
Ladungsdonierung in die Cu''-Zentren erklirt, die dazu fiihrt,
dafB dies die am wenigsten negativ geladene Form von Peroxid
iSt.Bb' 10]

Ein prototypisches Beispiel fiir diese Reaktivitét ist der
zweikernige Kupferkomplex [Cu,(R-XYL)]** (Schema 2). In
dem eine zweikernige Konstitution induzierenden Liganden
R-XYL-H werden zwei dreizihnige Bis[2-(2-pyridyl)ethyl]-
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Schema 2. Ablauf der Ligandenhydroxylierung im Modellsystem von
Karlin. Die Hydroxylierung verlduft iiber ein u-1?:?-Peroxo-Intermediat.

amino(PY2)-Einheiten durch einen Xyloldiyl-Ring ver-
kniipft, welcher im Verlauf der Reaktion des Cu'-Komplexes
mit Sauerstoff hydroxyliert wird.['"!! Kiirzlich konnte mit Hilfe
der Resonanz-Raman-Spektroskopie gezeigt werden, dass die
Hydroxylierung des aromatischen mt-Systems tatséchlich tiber
ein side-on gebundenes Peroxo-Intermediat verlduft.'? Wich-
tig ist, dass sowohl spektroskopisch als auch mit Hilfe der
MO-Theorie die Beteiligung eines Bis(u-0x0)-Zentrums
Cu-(0?7),-Cu' an dieser Reaktion ausgeschlossen werden
konnte (siche unten). Die Ergebnisse wurden mit einem Sg-
Mechanismus erkldrt. Innerhalb einer Grenzorbitalbetrach-
tung diskutieren die Autoren zwei unterschiedliche Orbital-
wechselwirkungen fiir den elektrophilen Angriff des Peroxids
auf den aromatischen Ring des Substrats:[') Das HOMO des
Benzolrings kann entweder mit dem LUMO der side-on
verbriickenden Peroxid-Einheit, welches mt*-Charakter hat,
oder mit dem nédchst hoheren unbesetzten Orbital, das o*-
Charakter aufweist, wechselwirken. Schema 3 zeigt Blicke
ungefihr entlang der Cu-Cu-Achse (oben) und der O-O-
Achse (unten) fiir den ,,;t*-Weg*“ (A) und den ,,0%*-Weg*“ (B).
Im unteren Teil sind schematisch die Grenzorbitalwechsel-
wirkungen enthalten (wobei nur eines der p-Atomorbitale,
die das HOMO des aromatischen Rings bilden, eingezeichnet
ist). Bei der ersten Moglichkeit ndhert sich das Substrat mit
der O-O-Achse parallel zur Ringebene, und es kommt zu
einer mt-Wechselwirkung zwischen dem LUMO des Komple-
xes und dem HOMO des aromatischen Systems (Sche-
ma3A). Im zweiten Fall ist die Ringebene senkrecht zur
0O-O-Achse, und ein C-Atom des aromatischen Rings in
ortho-Position zur OH-Gruppe wechselwirkt o-artig mit dem
Peroxid (Schema 3 B). Aus geometrischen und elektronischen
Uberlegungen folgern Pidcock et al., dass die Hydroxylierung
des Xyloldiyl-Rings im vorliegenden System durch ein side-on
verbriickendes Peroxid iiber den ,,m*-Weg® erfolgt.

Fiir Proteine ist bisher kristallographisch und spektrosko-
pisch nur das Vorkommen der u-1?:;?-Peroxo-Form belegt.
Die kiirzliche strukturelle Charakterisierung des Bis(u-0x0)-
Zentrums in Modellkomplexen'* ¥l und die Beobachtung der
einfachen Umwandlung in side-on verbriickendes Peroxid(*!
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Schema 3. Substratorientierung und Grenzorbitalbetrachtung zur Phenol-
hydroxylierung durch ein pu-5?:’-Peroxo-Intermediat fiir den Fall einer
elektrophilen Substitution. Zwei mogliche Reaktionswege mit den ent-
sprechenden Orbitalwechselwirkungen sind dargestellt: A: O-O-Achse
parallel zur Ringebene des Substrats; B: O-O-Achse senkrecht zur
Ringebene des Substrats.

werfen jedoch die Frage auf, inwiefern auch diese Bis(u-0x0)-
Form in der Lage ist, ein phenolisches Substrat zu hydroxy-
lieren oder an der enzymatischen Reaktion teilzunehmen.
Generell ist das side-on verbriickende Peroxid elektrophiler
als die Bis(u-ox0)-Form;['"? letztere ist dagegen beziiglich der
H-Atom-Abstraktion reaktiver.l'>'l Auch die Hydroxylie-
rung aliphatischer Liganden in Bis(u-oxo)dikupfer(im)- und
-dinickel(i11)-Komplexen verlduft iiber den letztgenannten
Mechanismus.'8! Der experimentelle Beweis, dass die Bis(u-
oxo)dikupfer(im)-Form ebenfalls ein aromatisches Substrat
oxygenieren kann, wurde kiirzlich von Tolman und Mitarbei-
tern erbracht.”! Durch Reaktion des Liganden 2-Diethyl-
aminomethyl-6-phenylpyridin und Cu' mit Sauerstoff bildet
sich bei tiefen Temperaturen ein Addukt mit spektroskopi-
schen Eigenschaften, die charakteristisch fiir ein Bis(u-0xo0)-
Zentrum sind. Beim Aufwidrmen der Reaktionslosung wird
ein aromatischer Ring, der im Liganden enthalten ist,
hydroxyliert (Schema 4). Dieses Verhalten steht im Gegen-
satz zu dem fritherer Systeme, in denen das Bis(u-0x0)-
Zentrum hauptsédchlich unter N-Desalkylierung des entspre-
chenden Liganden zerfiel.'¥l Die Geschwindigkeit der Hy-
droxylierungsreaktion und das Verhéltnis von hydroxyliertem
zu nichthydroxyliertem Liganden hidngen stark von den
Substituenten im Benzolring ab, und zwar auf eine Art, die
eine elektrophile Substitutionsreaktion nahe legt. Der alter-
native Mechanismus, H-Atom-Abstraktion, konnte in diesem
Fall aufgrund eines verschwindenden Deuteriumeffekts auf
die Reaktionsgeschwindigkeit ausgeschlossen werden.

Enzymatische Systeme: der Fall exogener Substrate

In beiden bisher vorgestellten Beispielen war das Substrat
als Teil des Ligandensystems fiir die Hydroxylierung vor-
orientiert. Was passiert nun, wenn diese Substrate, die
»endogene“ Liganden darstellen, durch externe Substrate
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Schema 4. Ablauf der Ligandenhydroxylierung im Modellsystem von
Tolman. Die Hydroxylierung verlduft iiber ein Bis(u-oxo)dikupfer(ii)-
Intermediat.

ersetzt werden, welche als ,,exogene“ Liganden koordiniert
und eventuell umgesetzt werden? Mogliche Antworten auf
diese Frage liefert das Studium von Cu,0O,-Modellsystemen,
die mit externen Phenolen reagieren. Allerdings entstehen in
fast allen bekannten Féllen bei einer solchen Reaktion
unphysiologische Radikalkopplungsprodukte.??! Erklirt wird
dieser Sachverhalt mit der primiren Bildung von Phenoxyl-
radikalen durch H-Atom-Abstraktion aus den entsprechen-
den Phenolen, welche durch das Cu,O,-Zentrum vermittelt
wird. Sowohl Komplexe mit side-on koordiniertem Per-
oxid?@-<l als auch solche mit einem Bis(u-0x0)-Zen-
trum®f zeigen diese Reaktivitit. Inzwischen ist aber auch
ein Modellsystem bekannt, welches externe Phenole im Sinne
einer Tyrosinase-Reaktion hydroxyliert.[?!l

Alternativ zum Studium von Modellkomplexen wird die
Bindung von Substraten oder Substratanaloga (Inhibitoren
usw.) an die aktiven Zentren von strukturell charakterisierten
Typ-3-Kupferproteinen untersucht. Ein prominentes Beispiel
fiir diesen zweiten Ansatz ist die kiirzlich mit rontgenogra-
phischen Methoden geloste Struktur einer 39-kDa-COase aus
SiiBkartoffeln, die einen offenen Zugang zum aktiven Zen-
trum zeigt (Abbildung 1a).") In der Met-Form ist nur CuB fiir
die Koordinierung durch ein phenolisches Substrat zuging-
lich. Wichtig ist, dass die strukturelle Charakterisierung der
inhibitorgebundenen Form dieses Enzyms einen genauen
Vorschlag fiir die Koordination von ortho-Diphenolen er-
laubte. Vergleichbare strukturelle Einblicke zur Bindung von
Monophenolen wurden aus der Untersuchung ,,aktivierter*
Hiamocyanine erhalten. Besonders interessant ist hier die
Entdeckung von Mono- und Diphenolase-Aktivitit in Spin-
nen-Hémocyanin nach begrenzter Proteolyse mit Trypsin
oder Chymotrypsin.*] Dieser Aktivierungsmechanismus wur-
de auf der Basis des strukturell eng verwandten Hdmocyanins
von Limulus polyphemus! erklirt: Das N-terminale Peptid,
welches Phe49 enthilt, einen streng konservierten Rest in
Hiamocyaninen und Phenol-Oxidasen aus Arthropoden, wird
aus einer Kavitdt herausgezogen und zuriick bleiben eine
Tasche sowie ein freier Zugang zum aktiven Kupferzentrum
fiir Sauerstoff und potentielle Substrate (Abbildung 1b). Ein
raumfiillend dargestelltes Tyrosin-Substrat, welches exakt wie
Phe49 in diese Tasche gesetzt ist, zeigt, dass keine groflen
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Abbildung 1. a) Blick auf das aktive Zentrum der Catechol-Oxidase in der
Met-Form. Die zwei Kupferatome (blau) werden durch sechs Histidinreste
(griin) koordiniert. Ein stabilisierender Cysteinrest (dunkelgelb) ist mit
Van-der-Waals-Radius gezeigt. CuA wird durch einen Phenylalaninrest
(orange) abgeschirmt. Diphenole binden vermutlich an CuB (siche Text).
b) Substratbindungstasche und Orientierung eines hypothetischen pheno-
lischen Substrats (Tyrosin) in Himocyaninen. Blick auf ein hypothetisches
Tyrosin-Substrat (gelb), welches Phe 49 der nativen Struktur ersetzt (siehe
Text), in der Proteintasche von Limulus-Oxyhdmocyanin. Raumfiillende
(transparente) Atome zeigen, dass das Substrat perfekt passt. Sauerstoff ist
in einer u-7*:;>-Koordination gebunden.

Freiheiten fiir andere Orientierungen bestehen. Das lésst sich
auf sterische Einschridnkungen durch hydrophobe Wechsel-
wirkungen zwischen dem Benzolring des Substrats und dem
axialen His 328 an CuB (griin) und einem Thr351 neben CuA
(orange, transparent) zuriickfithren. Es resultiert eine Koor-
dinationsgeometrie des Substrats, in der der Benzolring fast
senkrecht zur Cu-O,-Cu-Ebene steht und enge Kontakte
(unter 4 A) der Hydroxygruppe zu CuA (blau) und der ortho-
Position zu einem der beiden Sauerstoffatome des Peroxids
bestehen (rot, Abbildung 2).*! Das deutet auf Bindung an
CuA hin, in Ubereinstimmung mit friiheren Konzepten, die
eine direkte Koordination des phenolischen Substrats an ein
Kupferzentrum, bevorzugt CuA, annahmen.’ Weiterhin
sollte die Néhe der ortho-Position des aromatischen Rings
zum Peroxidliganden essentiell fiir die Hydroxylierungsreak-
tion sein (siche unten). Der Vergleich mit dem aktiven
Zentrum der COase (Abbildung 1a) ergibt, dass CuA in ihr
durch einen Phenylalaninrest (orange) abgeschirmt ist. Dies
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Abbildung 2. Blick von oben (a) und von der Seite (b) auf die Koordina-
tionsgeometrie des hydroxylierten Phe49, nach Decker und Rimkel®! ein
hypothetisches Substrat, am aktiven Zentrum. Die Abstdnde zwischen der
Hydroxygruppe und CuA sowie der ortho-Position des Benzolrings und
dem Peroxidliganden sind in A angegeben.

konnte der Grund fiir die fehlende Monophenolase- Aktivitit
des Enzyms sein.

Riickblickend auf das Modell von Karlin wird nun klar, dass
von den beiden Reaktionspfaden in Schema 3 nur der erste
(A, m-Donierung in das LUMO der side-on gebundenen
Peroxo-Einheit) mit der Substratorientierung in Abbildung 2
in Einklang zu bringen ist. Bei der Moglichkeit B dagegen ist
anzunehmen, dass die Ebene des aromatischen Rings nicht in
die Tasche mit dem aktiven Zentrum passen wiirde. Zum
gleichen Schluss kamen Karlin et al. fiir das oben diskutierte
Modellsystem.!'?l Mit der vorgeschlagenen Bindungsgeome-
trie erhebt sich die Frage nach der zeitlichen Reihenfolge von
Hydroxylierung (Angriff von O,) und moglicher Bindung an
CuA: Wird das Phenol nidmlich zuerst an dieses Zentrum
gebunden, kommt es zum Ligand —Metall-Charge-Transfer,
der die Aktivierung des aromatischen Rings fiir einen
elektrophilen Angriff schwédchen wiirde. Dariiber hinaus
wiirde bei Koordination des phenolischen Substrats die
Ladungsdonierung vom Peroxidliganden zu Kupfer abneh-
men, was zu einem weniger elektrophilen O,-Liganden fiihrte.
Beide Faktoren wiirden somit einer elektrophilen Substitution
(Hydroxylierung) entgegenwirken. Zusitzlich zu der oben
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diskutierten Frage nach dem hydroxylierenden Agens (side-
on gebundener Peroxidligand oder Bis(u-0x0)-Spezies) muss
also geklart werden, ob phenolische Substrate iiberhaupt an
ein Cu-Zentrum der Cu,0,-Einheit binden, und wenn ja, vor,
nach oder gleichzeitig mit der Hydroxylierung.*® 22 SchlieB3-
lich sollte noch erwidhnt werden, dass auch radikalische
Reaktionswege fiir Tyrosinase diskutiert wurden, z.B. in
einem mechanistischen Vorschlag von Kitajima und Moro-
oka.’™ Eine aktuelle theoretische Arbeit iiber Tyrosinase-
Aktivitdt von Lind, Siegbahn und Crabtree kommt ebenfalls
zu dem Ergebnis, dass ein radikalischer Mechanismus eine
denkbare Alternative zur elektrophilen Substitution ist.[*’!
Eine Anwort auf die Frage zu finden, welcher dieser Reak-
tionswege tatsichlich fiir Tyrosinase giiltig ist (oder ob
mehrere Mechanismen fiir die Hydroxylierung von Mono-
phenolen existieren), wird auch in den nichsten Jahren eine
grof3e Herausforderung fiir die bioanorganische Chemie sein.
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