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Abstract: Tyrosinasen ermçglichen die ortho-Hydroxylierung
und Zwei-Elektronen-Oxidation von Monophenolen zu ortho-
Chinonen. Catecholoxidasen katalysieren dagegen nur die
Oxidation von Diphenolen. Obwohl diese Prozesse von si-
gnifikantem Interesse sind, ist die molekulare Basis des funk-
tionellen Unterschiedes zwischen Tyrosinasen und Catechol-
oxidasen noch unklar. Vor kurzem wurde postuliert, dass eine
Glutamins�ure und ein Asparagin ein konserviertes Wasser-
molekîl binden und aktivieren, um dadurch Monophenole zu
deprotonieren. Hier zeigen wir, dass eine Polyphenoloxidase,
die nur eine Diphenolase-Aktivit�t besitzt, durch die Einfîh-
rung eines Asparagins mittels Mutagenese in eine Tyrosinase
umgewandelt werden kann. Das Asparagin und die konser-
vierte Glutamins�ure sind fîr eine korrekte Orientierung und
Aktivierung des konservierten Wassermolekîls notwendig,
damit es die Hydroxygruppe des Monophenols deprotonieren
kann.

Melanin kommt in allen Organismen vor. Das hochmole-
kulare Pigment spielt eine wichtige Rolle z.B. bei der F�r-
bung der Haare und der Haut,[1–3] dem Schutz gegen UV- und
ionisierende Strahlung,[4–6] der Immunabwehr[7, 8] und bei
vielen anderen biologischen Funktionen.[9–13] Es entsteht bei
der Polymerisation von Dopachinon, das wiederum durch die
Monohydroxylierung von Tyrosin mithilfe des Enzyms Tyro-
sinase (TY) gebildet wird. Alternativ kann Dopachinon auch
aus l-Dopa mithilfe eines verwandten Enzyms gebildet
werden, der Catecholoxidase (CO). In vivo katalysieren COs
auch eine Zwei-Elektronen-Oxidation anderer Diphenole zu
den entsprechenden ortho-Chinonen (Abbildung 1, links).

TY und CO werden îblicherweise zusammenfassend als
Phenoloxidasen (PPOs) bezeichnet.[14] Diese Enzyme haben
�hnliche aktive Zentren mit zwei Kupferionen, CuA und CuB,
die jeweils durch drei Histidine koordiniert werden (Abbil-
dung 1 rechts). Ein Molekîl Sauerstoff wird reversibel als
Peroxid in einer verbrîckenden „Side-on“-Koordination ge-
bunden.[15, 16]

Neben dem natîrlichen Substrat Tyrosin hydroxyliert TY
auch andere Monophenole in ortho-Stellung zu Diphenolen,
die zu ortho-Chinonen oxidiert werden (Monophenolase-
Aktivit�t). CO kann dagegen nur die letzte Reaktion (Di-
phenolase-Aktivit�t) vermitteln.[15] Obwohl diese Reaktionen
von signifikanter biologischer, medizinischer und çkonomi-
scher Bedeutung sind, ist die molekulare Basis des funktio-
nellen Unterschieds zwischen TY und CO noch
unklar.[4, 15, 17, 18]

Erst kîrzlich hat die Fishman-Gruppe Kristallstrukturen
von TY aus Bacillus megaterium (TyrBm) mit und ohne ge-
bundene mono- und diphenolische Substrate wie Tyrosin, p-
Tyrosol und l-Dopa beschrieben.[17, 18] Die Autoren schlugen
vor, dass eine hoch konservierte Glutamins�ure und ein As-
paragin ein Wassermolekîl binden und aktivieren. Dadurch
werden Monophenole deprotoniert, was fîr eine TY-Aktivi-
t�t erforderlich ist. Hier pr�sentieren wir den ersten direkten
experimentellen Beweis fîr diese Hypothese.

Ausgehend von Gesamt-RNA (extrahiert aus Weinbl�t-
tern), cDNA-Synthese (komplement�re DNA) und an-
schließender DNA-Amplifikation gelang es uns, die kodie-
rende Sequenz fîr eine spezifische latente Polyphenoloxidase
(l-VvPPOcs-3) zu klonieren. In den letzten Jahren hat die AG
Dirks-Hofmeister/Moerschbacher ein Expressionssystem fîr
pflanzliche PPOs in E. coli etabliert.[20] Auf dieser Grundlage
was es mçglich l-VvPPOcs-3 nach einigen Modifikationen
rekombinant herzustellen. Zur Herstellung des Expressions-
konstrukts wurde das l-VvPPO-3-Gen partiell ohne Transit-
peptide verwendet. Die rekombinante Expression des l-
VvPPOcs-3-Gens erfolgte mittels eines pET51b-Expressi-
onsvektors heterolog in E. coli, als N-terminales Strep-II-
Fusionsprotein (Affinit�tstag: WSHPQFEK). Die Isolierung
der rekombinant erzeugten Proteine gelang îber StrepTactin-
Affinit�tschromatographie mit einer gesch�tzten Reinheit
von etwa 95 % (Abbildung S1).

l-VvPPOcs-3 hat eine molekulare Masse von etwa 60 kDa
und ist in drei Dom�nen organisiert. Die N-terminale
Dom�ne tr�gt das aktive Zentrum, das durch die C-terminale
Dom�ne verdeckt wird. Ein kurzes flexibles Linkerpeptid
verbindet die N- und C-terminalen Dom�nen. Das Sequenz-
motiv -I-E236-N-V-P-HB1240-G-P-V-HB2-I- im Bereich
der beiden CuB koordinierenden Histidine HB1 und HB2

(Abbildung 2) enth�lt eine streng konservierte Glutamin-
s�ure (Abbildung 2).Durch native PAGE konnte mit einem
Aktivit�tsassay fîr den Wildtyp l-VvPPOcs-3 eine offen-
sichtliche Oxidation von 4-Methylcatechol (4-MC) gezeigt
werden (Abbildung 3), w�hrend o-Hydroxylierung und Oxi-
dation von Monophenolen wie Tyramin oder p-Tyrosol zu den
entsprechenden Chinonen, wenn îberhaupt, nur in geringen
Konzentrationen stattfindet. Im Unterschied zur Struktur von
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TyrBm wird in diesem Sequenzabschnitt bei l-VvPPOcs-3
kein Asparagin gefunden. Diese Aminos�ure sollte neben
dem CuB koordinierenden HB1240 liegen (Abbildung 2). In
l-VvPPOcs-3 ist an dieser Position ein Glycin (G241), wo-
durch die Monophenolase-Aktivit�t verloren geht. Ein
Glycin wurde auch in den entsprechenden Positionen in
ToPPO-1 und ToPPO-2 von Lçwenzahn (Taraxacum offici-
nale) gefunden, fîr die bis heute nur eine Diphenolase-Ak-
tivit�t beobachtet wurden.[20]

Durch ortsgerichtete Mutagenese von G241N konnten
wir l-VvPPOcs-3 in eine Monophenolase umwandeln. In
Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) als Aktiva-
tor[21–23] werden die Monophenole Tyramin und p-Tyrosol sehr
effizient in die entsprechenden ortho-Chinone umgewandelt
(siehe Abbildung 3 und die Hintergrundinformationen). Dies
bedeutet, dass neben dem konservierten Glu236 die Gegen-
wart eines Asparagins in unmittelbarer Nachbarschaft von
HB1 auf der C-terminalen Seite fîr die Monophenolase-Ak-
tivit�t notwendig ist, was in vçlliger �bereinstimmung mit
allen PPOs ist, die als TY wirken. Wenn andererseits das
Asparagin durch andere Aminos�uren substituiert ist, wird
fîr PPOs nur eine Diphenolase-Aktivit�t beobachtet.

Der Sequenzabschnitt von l-VvPPOcs-3 um HB1 enth�lt
zwei Proline, die Sekund�rstrukturen stçren kçnnen. In Pilz-
TY wie z.B. A. bisporus nehmen die Glutamins�ure und das
Asparagin nahezu identische topographische Positionen in
einer durchgehenden a-Helix ein, die zwei der drei CuB-ko-
ordinierenden Histidine (HB1 und HB2 ; Abbildung 4a)[24]

enth�lt. In pflanzlichen PPOs enth�lt dieser Sequenzabschnitt
zwei Proline, wovon eines streng konserviert und das andere
variabler ist. Letzteres (P242 in der PPO der Sîßkartoffel,[25]

I. batatas, 1BT3) ist zwischen HB1 und HB2 (Abbildung 4b)
lokalisiert, �hnlich wie bei l-VvPPOcs-3. Wenn man dieses
Prolin in l-VvPPOcs-3 durch ein Isoleucin zus�tzlich zur

Mutation G241N ersetzt, erhçht sich die Effizienz bei der
Monooxygenierung von p-Tyrosol und Tyramin; zudem wird
die katalytische Oxidation von 4-Methylcatechol erhçht
(Abbildung 3). Die resultierende Sequenz stimmt mit denje-
nigen von VvPPOg[19] (Abbildung 4 c) und der nahe ver-
wandten VvPPOr (aus Riesling-Wein) îberein, die ebenfalls
TY-Aktivit�t aufweist.[26]

Das andere Prolin (P239 in l-VvPPOcs-3), das HB1 auf der
N-terminalen Seite flankiert, ist bei pflanzlichen PPOs streng
konserviert, aber existiert nicht in den PPOs anderer Orga-
nismen (Abbildung S2). Offensichtlich ist die Gegenwart
dieses Prolins vereinbar mit der Monophenolase-Aktivit�t,
wie fîr die PPOs aus Weinbeeren[26] und Walnussbl�ttern[27]

gezeigt wurde, solange sowohl die Glutamins�ure als auch das
Asparagin vorhanden sind. In l-VvPPOcs-3 fîhrt die Dele-
tion des konservierten Prolins (P239del) zus�tzlich zu den
Mutationen von G241N und P242I sogar zu einer hçheren
Umsatzrate fîr p-Tyrosol (Abbildung 3). Dagegen wird die
katalytische Effizienz der Monooxygenierung von Tyramin
drastisch herabgesetzt.

Das bedeutet, dass die Anwesenheit dieses Asparagins
neben der hoch konservierten Glutamins�ure notwendig ist,
um eine Monophenolase-Aktivit�t zu induzieren. Die kon-
servierten Proline modulieren die katalytische Aktivit�t und/
oder bewirken eine Substratspezifit�t. Wenn nur die beiden

Abbildung 1. Links: Reaktivit�ten von TY (oben) und CO (unten).
Rechts: Typ-3-Kupferzentrum von VvPPOg von Weinreben[19] im met-
Zustand mit den Kupferionen A und B und den sechs Histidinen, die
von vier a-Helizes stammen.

Abbildung 2. Sequenzvergleich von Vitis-PPOs und dessen Muteinen.
Das Alignment basiert auf der Struktur von Grenache-PPO (VvPPOg;
PDB-ID 2P3X).[19] Der Wildtyp l-VvPPOcs-3 (Cabernet Sauvignon) und
dessen Muteine G241N, G241N/P241I und P239del/G241N/P242I
werden gezeigt.

Abbildung 3. Aktivit�tsassay in nativer PAGE fír l-VvPPOcs-3 und Mu-
teinen zur �berprífung der Katalyse von Monophenolen (Tyramin und
p-Tyrosol) und einem Diphenol (4-Methylcatechol). Die katalytische Ak-
tivit�t wurde bei zwei verschiedenen Reaktionszeiten in Gegenwart des
Aktivators SDS (1.5 mm) aufgenommen. a) p-Tyrosol (10 min), b) p-Ty-
rosol (120 min), c) Tyramin (10 min), d) Tyramin (120 min), e) 4-MC
(5 min). Das Enzym und die Muteine waren: 1) l-VvPPOcs-; 2)
G241N-Mutein; 3) G241N/P241I-Mutein; 4) P239del/G241N/P242I
Mutein. Eine alkalische PAGE (10%) und ein 0.1m Maleat/Tris-Puffer
(pH 5.5) wurden verwendet. Die Empfindlichkeit des Assays wurde
durch Zugabe von 6 mm MBTH bei Monophenolen und 10 mm beim
Diphenol erhçht. Die Absorption wurde bei 505 nm aufgenommen.
Die Konzentrationen von l-VvPPOcs-3 und dessen Muteinen waren
15 mg. Die Konzentrationen der Substrate lagen bei 6 mm fír Tyramin
und p-Tyrosol und 10 mm fír 4-MC.
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Proline anwesend sind, aber nicht das Asparagin, wird nur
eine Diphenolase-Aktivit�t beobachtet (Abbildung 4b).[25]

Wenn hingegen das Asparagin und die Glutamins�ure, aber
keine der beiden Proline vorhanden sind, ist die Monooxy-
genase-Aktivit�t sehr ausgepr�gt. Dies ist der Fall fîr TY aus
anderen Organismen wie Bakterien und Pilzen (Abbil-
dung 4a).[24] Falls das Asparagin in diesen Enzymen nicht
vorliegt, geht die TY-Aktivit�t wieder verloren (Abbil-
dung 4d).[28] Unabh�ngig von der Anwesenheit der Proline
nehmen die konservierte Glutamins�ure, das Asparagin (falls
vorhanden) und auch das konservierte Wassermolekîl immer
dieselben topologischen Positionen ein (Abbildung 4e). Dies
gilt auch fîr die Grenache-PPO (VvPPOg, PDB-ID 2P3X),
fîr die wir die Anwesenheit des konservierten Wassers durch
ein weitere Verfeinerung der publizierten Struktur[19] nach-
weisen konnten (PDB-ID 2P3X*; siehe Abbildung S3 und
S4).

Durch die Wasserstoffbrîcken zu den beiden Aminos�u-
ren Glutamins�ure und Asparagin wird das konservierte
Wassermolekîl in einer Entfernung von etwa 3 è zu den
Seitenresten fixiert (Schema 1). Zudem wird es in einer Weise
orientiert, dass seine negativ geladene Seite das Proton der
Hydroxygruppe der Monophenole anzieht. Wenn das Sub-
strat sich dem Dikupfer(II)-Peroxo-Zentrum n�hert, passiert
es das konservierte Wassermolekîl, das dadurch zu einem
Hydroniumion protoniert wird. Das entstehende Phenolat
kann sich nun zur freien Koordinationsstelle von CuA[29]

verschieben, an das es in einer Entfernung von etwa 2 è ge-

bunden wird (Abbildung 5). Alternativ wird das Proton in-
folge der Bindung durch das freie phenolische Substrat an
CuA abgegeben und auf das konservierte Wassermolekîl

Schema 1. Deprotonierung von monophenolischen Substraten im
Tyrosinase-Zyklus.

Abbildung 4. Darstellung der Teile von a-Helizes von verschiedenen
PPO-Strukturen, die die beiden CuB-koordinierenden Histidine HB1

und HB2 liefern: a) AbTyr (Champignon, A. bisporus), PDB-ID 2Y9W
(orange); b) IbPPO (Síßkartoffel, I. batatas), PDB-ID 1BT3 (cyan);
c) VvPPOg (Wein, V. vinifera), PDB-ID 2P3X (grín); d) AoCO-4 (Schim-
melpilz, A. oryzae), PDB-ID 4J3R (grau, hier ersetzt ein Gln die Glu);
e) �berlagerung von a–d. Die Pyrrolidinringe der Proline in direkter
Nachbarschaft zu HB1 sind in Purpur eingef�rbt; die Kupferatome des
CuB-Zentrums sind hellbraun eingef�rbt. Die �berlagerung (e) zeigt,
dass die konservierten Glu und Asn (falls vorhanden) dieselbe topolo-
gische Positionen einnehmen unabh�ngig von der Gegenwart der Pro-
line. Ein Wassermolekíl (HOH112) ist in der VvPPOg-Struktur auf der
Basis der erneuten Verfeinerung der publizierten Struktur[19] in Blau
dargestellt (2P3X*; siehe Abbildung S3, S4).

Abbildung 5. Deprotonierung und Ann�herung von p-Tyrosol an das
aktive Zentrum der weiter verfeinerten VvPPOg-Struktur (PDB-ID
2P3X*, siehe die Hintergrundinformationen). Das ankommende p-Ty-
rosol koordiniert als Phenolat CuA in einer Entfernung von 2.1 ç. Das
Proton des phenolischen Substrats wird íber eine minimale Entfer-
nung von 2.9 ç auf das konservierte Wassermolekíl íbertragen, das
selber durch Glu235 und Asn240 gebunden wird. Die Position des p-
Tyrosols wurde der Struktur von PPO aus B. megaterium entnommen,
das mit dem p-Tyrosol cokristallisiert wurde[17] (PDB-ID 4P6T). Die
elektrostatische Ladungsverteilung auf der Oberfl�che wurde mit dem
„Coulombic Surface Coloring Mode“ ermittelt (UCSF Chimera soft-
ware, Version 10.1).
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îbertragen. Danach erfolgt ein elektrophiler Angriff des
Peroxids auf die ortho-Position des Phenolats,[15,17, 29] was zu
einem unsymmetrisch gebundenem Catecholat fîhrt. Das
andere Sauerstoffatom des Peroxids bildet ein verbrîckendes
Hydroxid. Daraufhin wird das koordinierte Catecholat in
einem Zwei-Elektronen-Prozess oxidiert und als Chinon ab-
gegeben. Dieser Reaktionsschritt wird durch den Rîck-
transfer des Protons îber eine Entfernung von 3.5–4.5 è vom
Hydroniumion zum Hydroxidliganden erleichtert, wobei ein
Wassermolekîl entsteht. Die beiden Kupferionen im kataly-
tischen Zentrum werden zu CuI reduziert und kçnnen so
wieder mit O2 reagieren.

In latenten PPOs verdeckt die C-terminale Dom�ne den
Zugang zum katalytischen Zentrum.[15, 23] In Gegenwart von
SDS wird bei Wildtyp-l-VvPPOcs-3 eine Di- und sogar eine
sehr schwache Monophenolase-Aktivit�t beobachtet. Dies
l�sst sich erkl�ren durch kîrzlich publizierte MD-Simulatio-
nen auf der Basis der Kristallstruktur des strukturell ver-
wandten H�mocyanins aus dem Tintenfisch Octopus dofleini
(PDB-ID 1JS8). Demnach ermçglicht eine SDS-induzierte
Verschiebung der C-terminalen Dom�ne einen freien Zugang
zum katalytischen Zentrum.[30]

Der Zugang des Substrats zum aktiven Zentrum wird
auch durch eine Aminos�ure mit Schrankenfunktion sterisch
beeinflusst,[15, 17–19,25] die in Pflanzen-PPOs Phenylalanin, Ty-
rosin oder Leucin sein kann. Im Gegensatz zu einer frîheren
Hypothese[25, 29] deuten kîrzlich durchgefîhrte Untersuchun-
gen darauf hin, dass sperrige Seitenreste dieser „Schranken“-
Aminos�uren nicht mit der enzymatischen Aktivit�t der be-
treffenden Systeme korrelieren.[18] Vielmehr zeigen MD-Si-
mulationen an VvPPOr von Riesling[26] auf der Basis der
Kristallstruktur von Grenache-VvPPOg,[19] dass der aromati-
sche Ring des Phenylalanins, der als potenzielle „Schranke“
dient, durch Rotation einen freien Zugang fîr monopheno-
lische Substrate zu CuA erçffnet.[26]

Der funktionelle Unterschied zwischen TY und CO kann
somit ausschließlich auf die Anwesenheit des Asparagins, das
zusammen mit der Glutamins�ure ein konserviertes Wasser-
molekîl bindet, zurîckgefîhrt werden. Dadurch wird das
Proton gebunden, das vom phenolischen Substrat abgegeben
wird, damit dieses im katalytischen Zentrum als Phenolat
koordiniert werden kann. Offensichtlich senkt die Wechsel-
wirkung mit einer einzigen Aminos�ure, z. B. Glutamins�ure,
den pKB des konservierten Wassers nicht ausreichend, um
diese Rolle zu spielen. In diesem Fall ist nur eine Dipheno-
lase-Aktivit�t mçglich, die nicht von einem Deprotonie-
rungsweg abh�ngt. Diese Schlussfolgerung ist in vollst�ndiger
�bereinstimmung mit den Resultaten niedermolekularer
Modellsysteme fîr Typ-3-Kupferproteine.[31] Im Unterschied
zur CO-Mimetika erfordern TY-Modelle die Zugabe einer
Base.[32] Neutrale, d.h. freie, Phenole reagieren zwangsl�ufig
mit Cu-O2-Zentren zu Phenoxylradikalen, die zu unphysio-
logischen Reaktionsprodukten fîhren.[15] W�hrend ur-
sprînglich ein �berschuss an Triethylamin vorliegen musste,
um phenolische Substrate zu deprotonieren,[33, 34] wurde
kîrzlich gezeigt, dass die Anwendung von stçchiometrischen
(oder leicht îberstçchiometrischen) Mengen an Diamin-Li-
ganden ausreicht, um eine katalytische Aktivit�t in diesen
Modellsystemen zu erzielen.[35] Wie das aktivierte Wasser-

molekîl in den Enzymen kçnnte dieser Ligand als eine „in-
terne Base“ die katalytische Monooxygenierung der Phenole
ermçglichen.[15, 36]

Zusammenfassend demonstriert diese Studie die Abh�n-
gigkeit der TY-Aktivit�t von einem Asparagin, das mit einer
Glutamins�ure ein konserviertes Wassermolekîl bindet und
dadurch fîr die Deprotonierung von monophenolischen
Substraten aktiviert. Dieses Resultat wird durch die kîrzliche
Verçffentlichung der ersten Kristallstruktur einer Pflanzen-
TY (aus Walnuss-Bl�ttern)[37] unterstîtzt. Dies ermçglicht ein
vollst�ndiges Verst�ndnis der Reaktivit�t von Typ-3-Kupfer-
systemen auf molekularer Ebene und liefert strukturelle
Einblicke, um diese Enzyme zu modifizieren und sie in der
Biotechnologie anzuwenden.[12]
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