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Chemisch modifizierte Aminosäuren in O2-bindenden
oder -aktivierenden Kupferproteinen**

Malcolm A. Halcrow*

Es ist eine interessante Beobachtung, dass vier der sechs
Klassen von Kupferoxidasen und Monooxygenasen, deren
Strukturen bekannt sind,[1±3] eine chemisch modifizierte
Aminosäure enthalten, die als Ligand entweder direkt an
das aktive, Kupfer-haltige Zentrum gebunden ist oder sich in
geringer Entfernung davon befindet. Einige dieser unge-
wöhnlichen Reste wie die TyrCys-, HisCys- und TyrHis-
Einheiten entstammen einer Quervernetzungsreaktion zwi-
schen zwei Aminosäureseitenketten. Die Cofaktoren 2,4,5-
Trihydroxyphenylalaninchinon (Topachinon, TPQ) und Ly-
syltyrosylchinon (LTQ) werden dagegen durch Monooxygen-
ierung eines Tyrosinrestes in der Seitenkette mit nachfolgen-
dem nucleophilem Angriff an das resultierende ortho-Chinon
erzeugt. Es ist zwischen 9 und 18 Jahre her, dass die HisCys-,[4]

TyrCys-[5] und TPQ-Reste[6] erstmals in ihren entsprechenden
Proteinen entdeckt wurden. Trotzdem ist unser Verständnis
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der funktionellen Rolle, die diese und andere, erst später ent-
deckte,[7, 8] modifizierte Aminosäuren spielen, recht begrenzt.
Die Aufmerksamkeit konzentriert sich nun auch auf die Bio-
synthese dieser Cofaktoren, da daran in vielen Fällen unge-
wöhnliche organische Umwandlungen beteiligt sein müssen,
die bisher in der Biochemie des Kupfers unbekannt sind.

Unter den quervernetzenden Aminosäureresten ist TyrCys
derjenige, dessen Funktion am besten bekannt ist. Dieser
Rest kommt in radikalischen Kupferoxidasen vor, deren
Prototyp die Galactose-Oxidase (GO) ist.[1] Diese Seitenkette
dient als Ligand für das Kupfer im aktiven Zentrum des
Enzyms (Schema 1 A)[5] und wird im aktivierten Wartezu-
stand des Enzyms zu einem [TyrCys] .-Radikal oxidiert; dieses
Phenoxyl-Radikal nimmt während der katalytischen Umset-
zung ein Wasserstoffatom vom Alkoholsubstrat auf.[1] Das
Oxidationspotential der TyrCys-Einheit ist 0.5 V weniger
positiv als man es für einen unmodifizierten Tyrosinrest
erwarten würde.[9] Mehrere Modellstudien haben in Einklang
damit gezeigt, dass eine ortho-Sulfanyl-Substitution eines
freien oder koordinierten Phenoxids dessen Oxidationspo-
tential um 250 ± 500 mV verringert.[10] Jedoch haben aktuelle
Berechnungen gezeigt, dass die Aufenthaltswahrscheinlich-
keit des ungepaarten Elektrons am S-Atom eines ortho-
Sulfanyl-substituierten Phenoxyls maximal 15 % beträgt und
die Spinverteilung über den Rest des Moleküls nicht signifi-
kant verändert wird.[11] Weiterhin wurde berechnet, dass die
Energie für die homolytische O-H-Bindungsspaltung (Bin-
dungsdissoziationsenergie BDE) eines ortho-Sulfanyl-substi-
tuierten Phenols mit dem eines ansonsten identischen Phenols
ohne diesen Substituenten innerhalb einer Toleranz von

2 kcal molÿ1 identisch ist.[12] Demnach stört der Sulfanyl-
Substituent weder die elektronische Struktur des [TyrCys] .-
Radikals von GO noch dessen Reaktivität gegenüber Wasser-
stoffatomdonoren in signifikanten Ausmaû. Die Funktion
dieser Quervernetzung scheint nur im Absenken des Oxida-
tionspotentials des oxidierbaren Tyrosinrings zu liegen.

Über die anderen quervernetzten Aminosäuren ist weniger
bekannt. Die TyrHis-Quervernetzung in der Cytochrom-c-
Oxidase (CcO) bildet einen Teil des Häm/Kupfer-Zentrums
des Enzyms (Schema 1 B),[7] das die Reduktion von Disauer-
stoff zu Wasser katalysiert.[3] Nach dem gegenwärtig favo-
risierten Reaktionsmechanismus erfolgt dabei die Vierelek-
tronenreduktion von O2 durch CcO in einem Schritt.[13] Man
nimmt an, dass der TyrHis-Rest während dieses Prozesses
sowohl als Brùnsted-Base als auch als Wasserstoffatomdonor
für das Substratmolekül O2 dient.[14] Eine Modellstudie hat
jedoch gezeigt, dass der Imidazol-1-yl-Substituent das Oxida-
tionspotential der TyrHis-Seitenkette um <100 mV absenken
sollte, während die BDE für die homolytische O-H-Bin-
dungsspaltung kaum beeinflusst wird.[15] Somit ist unklar, wie
die TyrHis-Quervernetzung die angenommene Radikalche-
mie dieses Restes begünstigen kann.

Die HisCys-Seitenkette ist ein Ligand vieler Kupferproteine
vom Typ 3[2] und wurde in einer Catechol-Oxidase und einem
Hämocyanin aus Mollusken kristallographisch charakterisiert
(Schema 1 C).[16] Es gibt keine Modellstudien bezüglich der
Eigenschaften des HisCys-Restes, welcher weder während
der Substratbindung noch beim Katalysecyclus dieser Pro-
teine oxidiert wird.[2] Da aber andere Hämocyanine bekannt
sind, die keine quervernetzte Histidin-Seitenkette enthal-

ten,[17] wurde vorgeschlagen, dass die His-
Cys-Quervernetzung nur zur Erhöhung der
Konformationsstabilität des koordinierten
Cu-Ions dient.[16]

Die Biosynthese der quervernetzten Ami-
nosäuren wurde bisher nur wenig unter-
sucht. Kürzlich wurde berichtet, dass frisch
hergestellte GO als Kupfer-freies Propro-
tein in das Medium abgegeben wird. Diesem
Proprotein fehlt die TyrCys-Quervernet-
zung, und es trägt ein 17mer als N-terminale
Verlängerung, die während der Reifung des
Polypeptids abgespalten wird.[18] Die Bil-
dung des TyrCys-Restes ist selbstprozessiv
und hängt sowohl von Kupfer als auch von
O2 ab.[18] Die Zugabe von CuSO4 zu Pro-GO
liefert zuerst eine Spezies, die eine Tyr!Cu-
Ligand ± Metall-Charge-Transfer-Bande
(LMCT, Ligand-Metall-Charge-Transfer)
bei 410 nm und eine d-d-Absorption bei
750 nm zeigt.[18] Diese können einem tetra-
gonalen CuII/Tyrosinat-Komplex zugeord-
net werden, in dem sich die TyrCys-Quer-
vernetzung vermutlich noch nicht gebildet
hat. Innerhalb von 1 h wird diese Spezies bei
298 K ohne beobachtbare Zwischenstufe
aerob in eine aktive, oxidierte GO umge-
wandelt. Weitere Details dazu sind jedoch
nicht bekannt.
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Schema 1. Strukturen der aktiven Zentren von Kupferoxidasen, die modifizierte Aminosäure-
reste enthalten: A) Galactose-Oxidase;[5] B) Catechol-Oxidase;[16] C) das O2-Reduktionszentrum
von Cytochrom-c-Oxidase;[7] D) Kupfer-haltige Aminoxidase.[19±21]
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Im Gegensatz zu den TyrCys-, HisCys- und TyrHis-Resten
ist der TPQ-Cofaktor in aktiver Kupfer-haltiger Aminoxidase
(CAO) nicht direkt an das Kupfer-Ion koordiniert, sondern
befindet sich ungefähr 5 � von einem [Cu(His)3(H2O)x]-
Zentrum (x� 1, 2) entfernt (Schema 1 D).[19±21] Die Substrat-
oxidation findet am TPQ-Ring nach einem gut bekannten
Transaminierungsmechanismus statt. Dieser umfasst einen
nucleophilen Angriff der Aminogruppe des Substrats auf die
C-5-Carbonylgruppe von TPQ, eine nachfolgende Isomerisie-
rung sowie die Hydrolyse der resultierenden Schiff-Base
(Schema 2).[1] Der reduzierte Aminochinol-Cofaktor wird
dann durch molekularen Sauerstoff reoxidiert, möglicherwei-
se über einen Elektronentransfer zum Kupfer-Ion, obwohl
letzteres nicht eindeutig gezeigt wurde.

Schema 2. Mechanismus der Aminoxidation durch den TPQ-Cofaktor in
Kupfer-haltiger Aminoxidase.[1]

Die Synthese des TPQ-Cofaktors CAO[22] ist wie des GO-
Cofaktors selbstprozessiv und erfolgt mit der in Gleichung (1)

Tyr� 2 O2� 2 H� ! TPQ�H2O2 (1)

gezeigten Stöchiometrie.[23] Die aerobe Inkubation von Pro-
CAO mit CuII liefert zuerst zwei Spezies, die Tyr!Cu-LMCT-
Absorptionen bei 350 und 380 nm zeigen und mit ähnlicher
Geschwindigkeit zerfallen.[24] Es gibt mehrere Hinweise dar-
auf, dass die bei 380 nm absorbierende Spezies CuII enthält[25] ,
welches eine Komplexbindung mit Aminosäuren auûerhalb
des aktiven Zentrums eingeht und für die Cofaktor-Synthese
nicht von Bedeutung ist.[24] Dagegen entsteht TPQ aus der
anderen Zwischenstufe mit einer Kinetik erster Ordnung[24]

bei gleichzeitiger Aufnahme einer äquimolaren Menge O2.[26]

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der TPQ-Syn-
these ist die Reaktion der bei 350 nm absorbierenden
Zwischenstufe mit O2. Daran ist kein Protonentransfer
beteiligt.[26]

Die Zwischenstufe in der TPQ-Biogenese mit der LMCT-
Bande bei 350 nm enthält vermutlich ein aktives Zentrum mit
einem tetraedrischen [Cu(His)3(Tyr)]-Komplex.[24] Diese An-
nahme wird dadurch gestützt, dass die Kristallstrukturanalyse
einer noch nicht prozessierten, bakteriellen CAO, die Zink
anstelle von Kupfer enthält, ein isoelektronisches, tetraedri-
sches [Zn(His)3(Tyr)]�-Zentrum ergab, in dem ein unmodifi-

zierter Tyrosin-Cofaktor als Ligand an das Zn-Ion gebunden
ist.[27] Interessanterweise erhält man die bei 350 nm absorbie-
rende Spezies nicht, wenn Pro-CAO mit Cu anaerob inkubiert
wird, obwohl kein O2 bei der aeroben Bildung verbraucht
wird.[24] Da es keinen Beweis für eine Cu-O2-Bindung in
dieser Spezies gibt, wurde vorgeschlagen, dass es eine vom
Cu-Ion entfernte Bindungsstelle für den Sauerstoff gibt und
dass die Besetzung dieser Stelle eine Konformationsänderung
induziert, die den Tyr-Rest zur Koordination zwingt.

Basierend auf diesen Messungen wurde der in Schema 3
gezeigte Mechanismus für die TPQ-Biogenese aufgestellt.[26]

Diesen Mechanismus kann man in zwei Stufen aufteilen: die
Monooxygenierung von Tyrosin unter Bildung von 3,4-
Dihydroxyphenylalaninchinon (DPQ; Schritte A ± D) und
die Hydroxylierung sowie Oxidation des resultierenden
Chinons (Schritte F ± H). Schritt B der Monooxygenierung,
d.h. ein intramolekularer Elektronentransfer, der einen CuII/
Phenoxid-Komplex in eine CuI/Phenoxyl-Spezies überführt,
wurde erst vor kurzem chemisch modelliert.[28] Das so ge-
bildete Tyrosyl-Radikal müsste dann vom Cu-Ion verdrängt
werden, um die Bindung von O2 an das Cu-Zentrum zu
ermöglichen (Schritt C). Für den resultierenden Arylperoxo-
Komplex gibt es zwar kein Modellbeispiel in der Kupfer-
Sauerstoff-Chemie, er erinnert aber an den Start-Hydroxylie-
rungsschritt in Catechol-Dioxygenasen, der durch ein mit
einem Eisen-Ion besetztes Zentrum bewirkt wird.[29] Diese
Spezies ähnelt strukturell dem kristallographisch charakteri-
sierten Turnover-Komplex aus Substrat und reduzierter CAO
mit O2, in dem das Cu-Ion und der Cofaktorring durch ein
einzähniges O2-Molekül verbrückt sind.[21] Demnach sollte
der angenommene Arylperoxo-Komplex in Schema 3 im
aktiven Zentrum von CAO sterisch möglich sein.

Eine Resonanz-Raman-Untersuchung ergab, dass das
O-Atom an der C-2-Position von TPQ aus H2O stammt und
nicht aus O2.[30] Da nach Modellstudien DPQ bei neutralem
pH-Wert in wässriger Lösung nicht 1,4-hydrolysiert wird,[31, 32]

wäre ein Wassermolekül im aktiven Zentrum von CAO nicht
basisch genug, um den DPQ-Ring anzugreifen. Durch die
Koordination des Wassermoleküls an ein CuII-Ion als Lewis-
Säure könnte es ausreichend acide für eine Deprotonierung
werden, und danach wie in Schritt F in Schema 3 gezeigt
reagieren. Es sollte jedoch erwähnt werden, dass für den an
mehreren Stellen des Mechanismus vorgeschlagenen Angriff
eines Cu-gebundenen Nucleophils an die C-2- und C-5-
Position der Vorläufer-Tyrosinseitenkette eine Rotation des
DPQ-Rings um seinen Methylensubstituenten um ungefähr
1808 (Schritt E in Schema 3) erfolgen müsste. Auûerdem
müssen die Schritte E und F zusammen im Vergleich zum
Austausch des Cu-gebundenen Hydroxidions mit dem umge-
benden Wasser langsam ablaufen, um den Einbau eines
O-Atoms aus Wasser in das Endprodukt zu ermöglichen.

Es sind keine Beispiele für eine Monooxygenierung von
Phenol durch synthetische, einkernige Kupferkomplexe be-
kannt. Die Schritte F ± H von Schema 3 wurden jedoch durch
die wässrige Autoxidation von 4-Alkylcatecholen zu 2-Alkyl-
5-hydroxybenzochinonen modelliert (Schema 4). Diese Re-
aktion erfolgt bei Raumtemperatur und Standarddruck lang-
sam, wird aber durch CuII-Ionen katalysiert.[32, 33] Der Kata-
lysator erhöht die Geschwindigkeit der Oxidation der Ca-
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Schema 4. Mechanismus der aeroben Catechol-Autoxidation in vitro.[34]

techol-Vorstufe erheblich (Schritt A in Schema 4),[32, 33]

scheint aber die anderen Reaktionsschritte nicht zu beein-
flussen.[32] Die Geschwindigkeit der Umwandlung der ortho-
Chinone in die Hydroxybenzochinone (Schritte B und C in
Schema 4) erhöht sich zwar bei höheren pH-Werten, nicht
aber bei Zusatz von CuII-Salzen. Analog zu dem in Schema 3
gezeigten Mechanismus wurde dies als Anhaltspunkt dafür
gesehen, dass das aktive Nucleophil in dieser Reaktion ein
freies und kein Cu-gebundenen Hydroxidion ist.[32] Kürzlich
konnte jedoch gezeigt werden, dass das O-Atom in der C-2-
Position unter diesen Bedingungen aus einer konjugierten
Addition von H2O2 stammt, welches als Nebenprodukt der
Catecholoxidation entsteht (Schema 4).[34] Dass HO2

ÿ in vitro
leichter als OHÿ angreift, kann auf den geringeren pKa-Wert
von H2O2 im Vergleich zu H2O zurückgeführt werden.

Diese Ergebnisse bedeuten, dass die lokale Umgebung des
aktiven Zentrums von CAO die Chemie der ortho-Chinon-
Hydratisierung gegenüber der in vitro verändert hat. Dieses
Beispiel erschwert die Vorhersage eines detaillierten Mecha-
nismus für die Biosynthese der TyrCys-, HisCys- oder TyrHis-
Einheiten. Für alle drei dieser Quervernetzungsreaktionen

konnten sehr ähnliche Analogreaktionen im Labor durch-
geführt werden, allerdings mit Methoden, die wahrscheinlich
biochemisch nicht von Bedeutung sind.[15, 35] Es wird also
spannend sein herauszufinden, wie die Natur Wege entwickelt
hat, um nucleophile Phenol- und Imidazolringe mit nicht
elektrophilen Thiol- oder Imidazolzentren unter aeroben
natürlichen Bedingungen zu koppeln.
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