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Vorwort

Fe-S-haltigen Metalloproteine (bernehmen ein breites Spektrum an Aufgaben in der Zelle.
Sie sind an Redoxprozessen, Regulation der Genexpression und am Aufbau- und Abbau
organischer Verbindungen beteiligt. In diversen Metalloproteinen bilden Fe-S-Cluster einen
Teil des aktiven Zentrums und spielen eine entscheidende Rolle bei enzymatischen
Reaktionen. Interessanterweise sind komplexe Fe-S-Cofaktoren immer dann an
enzymatischen Prozessen essentiell beteiligt, wenn es sich um besonders schwierige,

lebensnotwendige Reaktionsablaufe wie Photosynthese, Atmung oder N,-Fixierung handelt.

Eine der groRen Herausforderungen der Metalloproteine-Forschung ist es, die Biosynthese
und die Reifungsprozesse dieser Proteine zu verstehen. Antworten zur Frage, wie die
Synthese und der Zusammenbau von einigen Metallcofaktoren erfolgt, kénnen neue
Anwendungen in der Umweltforschung und der Medizin zugénglich machen. Wie kénnen wir
z.B. die Natur fir die Erzeugung von Biokatalysatoren mit optimaler Selektivitat und Aktivitat
imitieren oder Krankheiten beim Menschen, die auf einer Stérung der Biosynthese von Fe-S-
Proteine beruhen, aufklaren? Das Verstandnis des Reifungsprozesses von einigen
Metalloprotein kann auch einen wichtigen Beitrag zur Entwicklung von antikanzerogenen,

antibakteriellen und antiviralen Wirkstoffen leisten.

Schon wahrend der Diplom- und Promotionszeiten habe ich mich mit der mikrobiellen
Biochemie und Stoffwechselprozessen, in denen Metalloproteine mit ungewohnlichen
Cofaktoren eine zentrale Rolle spielen, beschéftigt. Die native anaerobe Reinigung
membrangebundener  Hydrogenasen und  CO-Dehydrogenasen, verknipft mit
enzymologischen und biophysikalischen Analysen, fihrten mich zu meiner ersten Post-doc-
Tatigkeit im Labor von Prof. Ludden an der ,University of California-Berkeley“. Ich arbeitete
an der Biosynthese des groRten und komplexesten bisher bekannten biologischen
Metallclusters, dem einzigartigen Eisen-Molybdan-Cofaktor (Fe-Mo-Co) der Mo-Nitrogenase.
Dort konnte die komplette Rekonstitution des Fe-Mo-Co Biosynthesewegs in vitro unter
ausschlieB3licher Verwendung von gereinigten Komponenten etabliert werden. Fir die
Fortfilhrung des Forschungsfelds wollte ich die erlernten anaeroben Techniken und
Methoden zur in vitro Synthese des Fe-Mo-Cofaktors auf [NiFe]-Hydrogenase Ubertragen.
Inzwischen ist es mir am Institut fur Biologie/Mikrobiologie in Halle gelungen, ein in vitro
System zur Analyse der Reifung der [NiFe]-Hydrogenase zu etablieren. Damit besitzen wir
ein Werkzeug, um die vollstandige Cofaktorsynthesemaschinerie in ihnrem zeitlichen Regime
kontrollieren zu koénnen. Dies wird dabei helfen, die komplette Biogenese des aktiven
Zentrums der Hydrogenase aufzuklaren. Damit wird ein Beitrag zum Verstandnis des

Aufbaus weiterer in aktiven Zentren von Enzymen vorkommenden Metallcluster geleistet.



Das erste Kapitel der vorliegenden Arbeit fihrt grundlegend in die Thematik ein. Es wird ein
Uberblick iber die Eigenschaften, Funktionen und die Reifung der Eisen-Schwefel-haltigen
Metalloproteine gegeben. Im zweiten Kapitel werden die Biosynthese des Fe-Mo-Cofakors
und die Funktionen der beteiligten Proteine detailliert besprochen. Das dritte Kapitel
beschaftigt sich mit dem aktuellen Projekt in Halle, der Reifung von [NiFe]-Hydrogenase. Das
vierte Kapitel gibt abschlieBend eine Zusammenfassung der Ergebnisse sowie einen kurzen

Ausblick und Perspektiven auf weiteren Forschungsbedarf.



1. Einleitung
1.1. Eisen-Schwefel-Proteine im Uberblick
Eisen-Schwefel-Cluster sind anorganische Cofaktoren zahlreicher Proteine. Sie gehéren zu
der verbreitetsten und mannigfaltigsten Klasse prosthetischer Gruppen in Proteinen (1) und
sind vermutlich die altesten in der Natur vorkommenden Biokatalysatoren (2). Erstmalig
wurden sie in photosynthetischen Organismen (3) und stickstofffixierenden Bakterien
entdeckt (4). Inzwischen wurden sie in allen moéglichen Lebensformen von Archaebakterien

Uber Pilze und Pflanzen bis hin zu S&ugetieren gefunden (5-8).

Eisen-Schwefel-Proteine sind an vielen zentralen biologischen Prozessen beteiligt. Die erste
bekannt gewordene Funktion von Fe-S-Proteinen ist ihre Beteiligung an Redoxprozessen
und die Katalyse von enzymatischen Reaktionen (1,9). In diversen Metalloproteinen bilden
sie einen Teil des aktiven Zentrums. AufRerdem spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Genexpression und der Aktivierung von komplexen, lebensnotwendigen

Reaktionsablaufen, wie Photosynthese, Atmung oder N,-Fixierung. (siehe Abschnitt 1.3).

1.2. Vielfalt von FeS-Clustern

Die Zusammensetzung und Struktur der Fe-S-Cluster ist vielfaltig. Allen gemeinsam ist die
Verbriickung von einem oder mehreren Eisenatomen durch Schwefelatome (10). Aufgrund
der Identifizierung von immer komplexeren Fe-S-Cluster-Formen ist die Klassifizierung der
Cluster zunehmend schwieriger geworden. Basierend auf der Zusammensetzung und den
koordinierenden Liganden kénnen die Fe-S-Cluster in verschiedene Klassen eingeteilt
werden. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die Struktur verschiedener Fe-S-Clustertypen,
die Proteine, in denen sie hauptséchlich vorkommen und die charakteristischen Liganden,
durch die das Cluster an das Proteinriickgrat gebunden wird oder freie Koordinationsstellen
besetzt werden. Die Strukturen der entsprechenden Fe-S-Cofaktoren sind in Abb. 1

dargestellt.

Fe-S-Cluster sind an das Proteingerust gebunden. In der Regel werden die Eisenionen tber
Sulthydrylgruppen von Cysteinresten an das Protein koordiniert. Es kdnnen aber auch die
Seitenketten von Histidin, Serin, Aspartat oder Arginin die Koordination tbernehmen. Der
Rubredoxin-Typ (Abb.1A) ist der einfachste Fe-S-Clustertyp. Er weist nur ein zentrales
Eisenion auf, welches von vier Cysteinylliganden koordiniert wird. Er besitzt keinen
séurelabilen Schwefel, wird aber trotzdem den Fe-S-Proteinen zugerechnet. In biologischen
Systemen sind Fe-S-Cluster meist aus rhombischen [2Fe-2S]- oder kubischen [4Fe-4S]-
Einheiten aufgebaut (1,11). Das [2Fe-2S]-Cluster in Ferredoxinen (Abb.1B) wird durch vier
Cysteine an das Proteinrickgrat gebunden. Die Rieske-Proteine besitzen auch ein [2Fe-2S]-

Cluster, bei dem eines der beiden Eisen-Zentren von zwei Cysteinen, das andere mit zwei



Histidinen verknupft ist. (Abb. 1C) (12). Beim [3Fe-4S]-Clustertyp ist das Zentrum nur durch
drei Cysteinliganden an das Protein gebunden (Abb. 1D). (1,11). Bei der Aconitase sind nur
drei der vier Eisenatome eines [4Fe-4S]-Clusters vom Protein koordiniert, das vierte dient
der Substratbindung (13). Die [4Fe-4S]-Cluster (Abb 1E) werden nach ihrem Redoxpotential
in zwei Klassen unterteilt. So besitzt der Ferredoxin-Typ ein niedriges Potential mit
negativem Wert, wahrend die High-potential-Fe-S-Proteine (HiPIP) Uber ein hohes

Redoxpotential mit positivem Wert verfiigen (14).

Komplexere Cluster konnen durch Kombination bzw. Modifikationen der einfachen Fe-S-
Cluster aufgebaut werden. Das H-Cluster in Fe-Hydrogenasen (Abb. 1F) entsteht durch
Verbrickung eines [4Fe-4S]-Clusters uber ein Schwefelatom mit einem weiteren [2Fe-2S]-
Cluster, der wiederum von CO- und CN -Liganden koodiniert wird (15,16). Das P-Cluster in
Nitrogenasen verfugt Uber ein [8Fe-7S]-Cluster, das als Dimeres von zwei [4Fe-3S]-Clustern
angesehen wird. Die zwei Cluster sind tber ein hexakoordiniertes Schwefelatom verbunden
(Abb.1G). Das komplette Cluster ist Uber sechs Cysteinliganden mit dem Protein verknlpft
(17,18). Der einzigartige Eisen-Molybdan-Cofaktor (Fe-Mo-Co) der Nitrogenase setzt sich
aus sieben Eisen-, neun Schwefelatomen, Homocitrat als Ligand des Molybdanatoms und
ein durch sechs Eisenatomen hexakoordiniertes Kohlenstoffatom zusammen (Abb.1 H). Der

Fe-Mo-Co ist nur durch einen Cys- und einen His-Rest mit dem Protein verbunden (19).

Tabelle 1. Klassifizierung von Fe-S-Clustern in Pro  teinen.

Cluster Protein Liganden

[Fe]**# Rubredoxine 4 Cys
[2Fe-2S]*** Ferredoxine 4 Cys
[2Fe-2S]*1 Rieske-Proteine 2 Cys, 2 His
[3Fe-4S]7° Ferredoxine 3 Cys
[4Fe-4S]**" Ferredoxine 4 Cys
[4Fe-4S]*"" HiPIP 4 Cys

H-Cluster Hydrogenase 4 Cys,COx/(CN-)y
P-Cluster Nitrogenase 6 Cys, 1 Ser
Fe-Mo-Cofaktor Mo-Nitrogenase 1 Cys, 1 His, Homocitrat
A-Cluster Acetyl-CoA-Synthase 6 Cys

C-Cluster CO-Dehydrogenase 5 Cys, 1 His

In acetogenen Bakterien wird die Acetatbildung durch einen Enzymkomplex (bifunktionelles
Protein) aus CO-Dehydrogenase und Acetyl-CoA-Synthase katalysiert (20). Das A-Cluster
der Acetyl-CoA Synthase aus Moorella thermoacetica besteht aus einem [4Fe-4S]-Cluster,
das mit einem bimetallischen Zentrum verbunden ist (Abb. 1 I). Das Metallzentrum enthélt

ein Nickelatom in distaler Position (Ni¥) zum Fe-S-Cluster. Das zweite Metall in der



promixalen Position des [4Fe-4S]-Clusters wurde als Zink in der geschlossenen Form (21)
und als zweites Nickel (Ni?) in der offenen aktiven Konformation der Acetyl-CoA-Synthase
beschrieben. Das proximale Nickel (Ni?) ist Giber eine Cystein-Seitenkette mit dem [4Fe4S]-
Cluster und mit dem distalen Nickel (Ni%) verbriickt (22,23). Das C-Cluster der CO-
Dehydrogenase aus Carboxydothermus hydrogenoformans konnte als Fe-[Ni-3Fe-4S]-
Cluster identifiziert werden (24). Das C-Cluster katalysiert die Reduktion von CO, zu CO.
Das A-Cluster synthetisiert Acetyl-CoA aus CO, Coenzym A und einer Methylgruppe. Das
CO stammt aus der Reduktion von CO; durch das C-Cluster und wandert innerhalb eines
hydrophoben Kanals zum A-Cluster (25).
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Abbildung 1. Koordination und Struktur verschiedene r Fe-S-Cluster . (A) Rubredoxin
(PDB-Code 4RXN)(26), (B) [2Fe-2S]-Cluster (PDB-Code 3AV8)(27), (C) Rieske (PDB-Code
2NUK)( Kolling (28) (D) [3Fe-4S] (PDB-Code 1FDX) (29), (E) [4Fe-4S] (PDB-Code 11QZ)
(30), (F) H-Cluster (PDB-Code 1FEH) (31), (G) P-Cluster (PDB-Code 2MIN) (17), (H) Fe-Mo-
Cluster (PDB-Code 1MIO) (19). (I) A-Cluster der Acetyl-CoA Synthase aus M. thermoacetica
(16).



1.3. Die Reifung der Eisen-Schwefel Proteine

Einige der Fe-S-Cluster kénnen unter reduktiven Bedingungen aus Eisen- und Sulfidionen
durch chemische Rekonstitution in vitro in Apoproteine eingebaut werden. (5). Andere
Proteine oder weitere unterstiitzende Komponenten sind hierzu nicht erforderlich. Allerdings
ist dieser Vorgang nur unter sauerstofffreien Bedingungen mdglich und benétigt
unphysiologisch hohe Eisen- und Sulfidkonzentrationen. In ihrer freien Form wirden beide
Elemente, insbesondere bei den erforderlichen Konzentrationen, zelltoxisch wirken. Ende
der 90er Jahre wurde jedoch klar, dass die Biosynthese eines Fe-S-Clusters und dessen
Einbau in ein Apoprotein nicht spontan ablauft, sondern das Resultat eines genau
kontrollierten und koordinierten Prozesses unter Beteiligung zahlreicher Proteinkomponenten
ist (32). Bakterielle und eukaryotische Zellen verfiigen Uber einen recht &hnlichen
Biosyntheseapparat flr Fe-S-Proteine. Der Reifungsmechanismus der Fe-S-Proteine scheint
in der Natur weit verbreitet zu sein, da in allen drei Domanen homologe Proteine vorhanden
sind (33). Fir die Fe-S-Cluster-Biosynthese in Bakterien gibt es drei separate Systeme: das
NIF- (,nitrogen fixation*) (34,35), das ISC- (,iron-sulfur-cluster®) (36), und das SUF- (,sulfur
formation“) System (37-40). In manchen Organismen wie Escherichia coli kommen beide,
das ISC- und das SUF-System vor, wohingegen andere nur ein System nutzen. Das NIF-
System (kodiert durch das nif-Operon) ist speziell fir den Aufbau des Fe-Mo-Cofaktors in
Mo-Nitrogenasen ausgelegt (41). Die Synthese der Fe-S-Cluster-enthaltenden Proteine wird
hingegen vorwiegend vom ISC- und vom SUF-System (kodiert durch das isc- und suf-
Operon) Ubernommen. Wahrend das ISC-System fir die allgemeine Bildung von Fe-S-
Proteinen in zahlreichen Prokaryoten unter normalen Wachstumsbedingungen verantwortlich
ist, werden die Komponenten des suf-Operons bei oxidativem Stress oder unter
Eisenmangelbedingungen exprimiert. Beide Systeme enthalten eine Cystein-Desulfurase,
SufS bzw. IscS (37,42), ein Gerist-Protein wie SufA und IscU (43) und mehrere fir das
jeweilige System spezifische Proteine.

Im Laufe der Evolution haben sich, im Rahmen der Endosymbiose, zwei der drei bakteriellen
Synthesemaschinerien zum ISC-System der Mitochondrien und dem SUF-System der
Plastiden entwickelt. Die meisten der eukaryotischen ISC- und SUF-Komponenten der
Synthesemaschinerien @hneln in ihrer Primarstruktur sehr denen der bakteriellen Proteine.
Zusatzlich wurden zwei weitere eukaryotische Synthesemaschinerien entdeckt, deren
Funktionen zwar von der mitochondrialen ISC-Maschinerie abhangig sind, die aber
ausschlie3lich an der Reifung zytosolischer und nukleérer Fe-S Proteine beteiligt sind. Diese
sind die ISC-Exportmaschinerie und die zytosolische Fe-S-Protein-Assemblierung-

smaschinerie (CIA = cytosolic iron-sulfur protein assembly) (8,44-46).



Die Biogenese von Fe-S-Proteinen scheint in allen bekannten Systemen den gleichen
biosynthetischen Prinzipien zu folgen und kann im Wesentlichen in zwei Hauptschritte
unterteilt werden: (i) die Assemblierung eines Fe-S-Clusters auf einem Geriistprotein und (ii)
der anschlieBende Transfer und die Insertion in Apoproteine (Abb. 2) (47). Der erste Schritt
beginnt mit der Freisetzung eines Schwefelatoms aus Cystein durch die Pyridoxalphosphat-
(PLP) abhangige Cysteindesulfurase (35). Der Schwefel wird voribergehend als Persulfid an
einen konservierten Cysteinrest des Proteins gebunden. Nach Bereitstellung des Eisens in
einer gebundenen Form und Lieferung der Reduktionsaquivalente fiir die Reduktion von S°
(Zustand im Cystein) zu S* (Zustand im Fe-S-Cluster) erfolgt auf einem Geriistprotein die
Synthese eines [2Fe-2S]-Clusters, das auch zu einem [4Fe-4S]-Cluster dimerisieren kann
(48,49). Mit Hilfe von speziellen Protein-Chaperonen erfolgt der Transfer und anschlieRend
die Insertion des assemblierten Fe-S-Clusters vom Geristprotein zu Apoproteinen (43).
Einfache Fe-S-Cluster auf einem Geristprotein werden 6fter zu héher kondensierten oder
modifizierten Clustern transformiert, bevor sie in die entsprechenden Apoproteine inseriert
werden. Die Modifikationen der Cluster infolge der Bindung von zusatzlichen Liganden
verleiht den Proteinen neue katalytische Eigenschaften (18), Dies ist auch bei der
Biosynthese der Cofaktoren von Nitrogenasen und Hydrogenasen der Fall, die das

Hauptthema der vorliegenden Arbeit bildet.
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Abbildung 2. Prinzip der Fe-S-Proteinbiogenese. Die Biogenese von Fe-S-Proteinen kann
in zwei Stufen unterteilt werden: (i) die Assemblierung eines Fe-S-Clusters auf einem
Gerustprotein und (ii) der Transfer und die Insertion in Apoproteine. (1) Bereitstellung des
Schwefels durch die Pyridoxalphosphat-abhéngige Cysteindesulfurase, die Cystein zu Alanin
umsetzt. (2) Bereitstellung des Eisens in einer gebundenen Form und Lieferung der
Reduktionséquivalente fiir die Reduktion von S° (Zustand im Cystein) zu S* (Zustand im Fe-
S-Cluster). (3) Cluster-Assemblierung auf ein Gerustprotein (4) Transfer und anschlie3end
die Insertion des neu assemblierten Fe-S-Clusters in Apoproteinen. Modifiziert nach (47).

1.4. Eigenschaften und Funktionen der Eisen-Schwefe | Proteine

Die Vielfalt der Fe-S-Cluster und deren Fahigkeit in verschiedenen Proteinumgebungen

Elektronen zu delokalisieren, ermdglichen den Fe-S-Proteinen diverse Aufgaben und



teilweise Uberraschende Funktionen in der Zelle zu dbernehmen. Sie sind an
Aminosaurebiosynthese,  Ribosomenrecycling,  Cofaktor-Biogenese, = DNA-Synthese,
Regulation der Genexpression und Enzymaktivitéat beteiligt (50,51). Weitere strukturelle und
sensorische Funktionen sowie die reduktive Spaltung von S-Adenosylmethionin wurden
ebenfalls beschrieben (5-8,39,52,53). Ein Uberblick zu den Eigenschaften und Funktionen

von Fe-S-Clustern in verschiedenen Proteinen wird im Folgenden gegeben.

1.4.1. Beteiligung an Redoxprozessen

Die bekannteste Funktion von Fe-S-Proteinen ist ihre Beteiligung an Redoxprozessen, wo
sie auch als erstes entdeckt wurden. Die Funktion beruht auf der Fahigkeit des Eisens
zwischen der reduzierten (Fe?") und der oxidierten Form (Fe**) zu wechseln. Damit kénnen
Fe-S-Cluster verschiedene Redoxzustéande einnehmen und die Fe-S-Proteine vor allem als
Elektronentransporter fungieren (5,7,11). In der Regel besitzen Fe-S-Cluster ein niedriges
Redoxpotential, jedoch hangt das Redoxpotential von der die Cluster umgebenden
Proteinmatrix und ihrer Zugéangigkeit fur das Losungsmittel ab. Dadurch kann das
Redoxpotential innerhalb einer groRen Spanne - typischerweise zwischen —500 mV und
+300 mV - speziell auf die jeweilige Reaktion abgestimmt werden (54). Ferredoxine sind eine
der grofdten Klassen von mobilen biologischen Elektronentbertragern und stellen die am
weitesten verbreiteten redoxaktiven Fe-S-Proteine dar. Sie fungieren z. B. in der
Photosynthese und der Elektronentransportkette als Elektronendonatoren bzw. -akzeptoren.
Weitere Beispiele sind die Hydrogenasen und die an der Atmungskette beteiligten
Proteinkomplexe. Erwahnenswert ist die Anordnung der Redox-Zentren im hydrophilen Arm
des Komplex | aus Thermus thermophilus. Die Elektronen flieBen durch acht [Fe-S]-Cluster
ausgehend vom initialen Zweielektronenakzeptor FMN zu Ubichinon in einem
Elektronentransportweg von ca. 140 A (55). Das Zusammenspiel von Fe-S-Proteinen und
anderen Elektronenibertragern ist ein grundlegender Prozess, der die schrittweise
Ubertragung und tempordre Speicherung von Elektronen ermdglicht. Die meisten Fe-S-
Proteine ubertragen nur ein Elektron auf den jeweiligen Akzeptor. Allerdings ist fur einige
biologische Funktionen ein Zweielektronentransfer essentiell, wie z. B. in der Atmungskette
und dem P-Cluster der Nitrogenase. In der Atmungskette kdnnen zwei Elektronen von NADH
zuerst auf FAD/FMN bzw. Ubichinon und von dort sequentiell Uber Fe-S- und Ham-haltige
Redoxzentren auf den Ein-Elektronenakzeptor Cytochrom c Ubertragen werden (55). Im
Rieske-Protein ist eines der beiden Eisenatome des [2Fe-2S]-Clusters mit zwei
Histidinseitenketten anstelle von Cysteinseitenketten koordiniert. Durch Koordination an der
Imidazol-Seitenkette der Histidine resultiert ein Saure-Base-Gleichgewicht und ermdglicht

damit einen gekoppelten Protonen- und Elektronentransfer (28). Die strukturelle
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Veranderung des P-Clusters in seiner oxidierten Form erméglicht ebenfalls den gekoppelten

Elektronen- und Protonentransfer (17).
1.4.2. Beteiligung von Fe-S-Clustern an der Katalys e von enzymatischen Reaktionen

In diversen Metalloproteinen bilden Fe-S-Cluster einen Teil des aktiven Zentrums und sind
an Substratbindung und Aktivierung vieler Redox- und Nichtredoxenzyme beteiligt (56).
Interessanterweise sind Metallatome des Fe-S-Clusters immer dann an katalytischen oder
enzymatischen Prozessen essentiell beteiligt, wenn es sich um besonders schwierige,
lebensnotwendige Reaktionsablaufe handelt, wie z. B. der Photosynthese, der Atmung oder
der N,-Fixierung. Ein klassisches Beispiel fur die Beteiligung von Fe-S-Clustern an
enzymatischen Reaktionen ist die Aconitase. Das Enzym katalysiert die Isomerisierung des
Citrats zu Isocitrat durch eine Verschiebung der Hydroxygruppe innerhalb des Substrats. Im
Enzym bildet das Fe-S-Cluster einen Teil des aktiven Zentrums, indem nur drei Eisenatome
eines [4Fe-4S]-Clusters von drei Cysteinen koordiniert sind. Das vierte Eisenatom wird vom
Substrat koordiniert und wirkt als Lewis-Saure. Die Aktivitat dieses Enzyms wird durch einen
Wechsel zwischen der Cuban-[4Fe-4S]-Struktur und der cuboidalen [3Fe-4S]-Struktur
reguliert (13,56). Weitere Beispiele fir eine direkte Beteiligung von Fe-S-Clustern an
katalytischen Prozessen sind die Radikal-S-Adenosyl-L-Methionin (SAM)-Enzyme (57), die
Biotinsynthasen (58) und die Pyruvat-Formiat-Lyasen (59). In der SAM-Proteinfamilie wird
das SAM ber die a-Amino- und die a-Carboxylatgruppe an das Eisenatom des Clusters
gebunden, was zu einer reduktiven, homolytischen Spaltung der C-S-Bindung zu
Adenosylradikal und Methionin filhrt. Das Produkt Adenosylradikal dient dann als
Ausgangsmaterial zahlreicher radikalischer Reaktionen, wie die Biosynthese und den Abbau
von DNA, Cofaktoren, Vitaminen und Antibiotika (57). Ein weiteres besonderes Fe-S-Cluster
existiert in der Sulfit-Reduktase und der Nitrit-Reduktase, die die Reduktion von Sulfit zu
Sulfid bzw. Nitrit zu Ammoniak katalysieren. In diesen Enzymen ist ein Eisenatom des [4Fe-
4S]-Clusters ist Uber einen Cystein-Thiolat-Liganden mit einer SirohAm-Gruppe verbunden.
Die Bindung dieses zusatzlichen Liganden verleint diesen Fe-S-Proteinen neue

Substratbindungs- und Katalyseeigenschaften (60).

1.4.3. Regulation der Genexpression

Die Fahigkeit verschiedener Fe-S-Cluster unterschiedliche Redoxzustande anzunehmen,
ermoglicht den Zellen sich an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen. Als Reaktion
auf die Anderungen der Umweltbedingungen koénnen Fe-S-Proteine als Sensoren und
Regulatoren auf Transkriptions- und Translationsebene eingreifen. Die Fe-S-Zentren
registrieren z. B. die Gegenwart von Sauerstoff (z. B. FNR), Fe-S-Clustern (z. B. IscR) sowie

von Stickstoffmonoxid und Superoxid (z. B. SoxR), wobei das Fe-S-Cluster zerfallt (wie im
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Fall von FNR und IscR) oder oxidiert wird (wie z. B. bei SoxR) (61,62). Dieser veranderte
Zustand der Regulatorproteine dient dann als Signal fir die Transkription. Die folgenden
Beispiele zeigen wie Fe-S-Cluster als Sensoren oder Regulatoren auf umweltbedingte
Stimuli reagieren. Im SoxR/SoxS-System von E. coli dient das Fe-S-Cluster als Sensor fur
Superoxid. SoxR enthalt ein [2Fe-2S]-Cluster, das unter normalen aeroben Bedingungen in
reduzierter Form vorliegt, das SoxR-Protein ist inaktiv. In Anwesenheit des Radikalanions O,
wird das Cluster oxidiert, was zur Aktivierung von SoxR fuhrt, das als Transkriptionsaktivator
fir soxS-Gen fungiert. SoxS l6st wiederum eine komplexe Reaktion aus, die zur Synthese
von Proteinen zum Schutz gegen oxidativen Stress fuhrt. Somit koénnen diverse
Stressfaktoren detektiert und eine Reaktion des Organismus ausgelost werden (61-63). Im
Falle des FNR- (Fumarat-Nitrat-Reductase-Aktivator)-Proteins wird das Fe-S-Cluster
zerstort. FNR aus E. coli kontrolliert die Expression von zahlreichen Genen, die fir das
anaerobe Wachstum wichtig sind (64). Das Umschalten vom aktivierten zum inaktivierten
Zustand basiert auf der Anwesenheit oder Abwesenheit des [4Fe-4S]** -Clusters in FNR.
Unter anaeroben Bedingungen liegt FNR als Dimer mit einem [4Fe-4S]**-Cluster pro
Untereinheit vor. Diese Form ist aktiv, kann an DNA binden und dabei die Transkription
regulieren. Unter aeroben Bedingungen liegt FNR Uberwiegend als Monomer vor, das kein
Fe-S-Cluster bzw. ein [2Fe-2S]*'-Cluster enthélt. In dieser Form ist es inaktiv und bindet
nicht an DNA. Der Transkriptionsrepressor IscR aus E. coli ist ein Beispiel fur ein Fe-S-
Cluster-Sensorprotein. Wenn IscR ein [2Fe-2S]-Cluster besitzt, agiert er als Repressor des
isc-Operons. Bei erhdhtem Fe-S-Cluster-Bedarf (z. B. unter Sauerstoffstress-Bedingungen)
spielt IscR eine wichtige regulatorische Rolle bei der Neusynthese bzw. Reparatur von Fe-S-
Clustern (65).

1.4.4. Strukturstabilisierende Funktion

In einigen Proteinen dienen Metalle und redoxinaktive Fe-S-Cluster zur Stabilisierung von
Proteinen durch Komplexbildung mit geeigneten Seitenketten. In DNA-Reparaturenzymen
hat ein redoxinaktiver [4Fe-4S]-Cluster des MutY und der Endonuklease III eine
ausschlieBlich strukturelle Funktion (66,67). Bei der Erkennung und Reparatur von
geschadigter DNA kontrolliert das Cluster die Struktur des Proteinloops und bringt es in die
gewilnschte Konformation (68). AuRerdem fihrt der Verlust des Fe-S-Clusters eines Fe-S-
Cluster-haltigen Proteins, z. B. wahrend der Protein-Reinigung, bei Aminosaurenaustausch,
durch Losungsmitteleffekte oder Anderung der Zusammensetzung der Protein-Umgebung,
oft zur Destabilisierung bzw. zur Prazipitation des Proteins. Eine Rekonstitution des Proteins

mit [Fe-S]-Clustern hat oft eine Stabilisierung des Proteins zur Folge (69).
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2. Die Nitrogenase

2.1. Die Nitrogenase und biologische Stickstoff-Fix  ierung

Ein fundamentaler biochemischer Prozess in der Natur ist die Stickstoff-Fixierung. Die
Bindung, Aktivierung und die biologische Reduktion von N, zu Ammoniak kann als einer der
bedeutsamsten enzymkatalysierten Lebensprozesse angesehen werden (70). Die drei
Hauptreaktionsfolgen  des  biologischen  Stickstoffkreislaufes, die  verschiedene
Transformationen anorganischer Stickstoffverbindungen umfassen, sind die N,-Fixierung
(N2>NHz), die Nitrifikation (NH;>NOj3) und die Denitrifikation (NOsz—>N,). Bei der N-
Fixierung wird N, zu NH3 reduziert, das anschlielend Uber die Glutamin-Synthetase und
Glutamat-Synthase in Aminoséauren inkorporiert wird. Beim Abbau von Biomasse wird NHs
wieder frei, das als Substrat fur nitrifizierende Bakterien dient. Deren Produkt NO3; wird
wiederum von denitrifizierenden Bakterien zu N, veratmet, wodurch sich der N-Kreislauf
schlie3t (71). Etwa die Haélfte des globalen N-Umsatzes kann auf biologische Aktivitat
zurlckgefihrt werden. Die durch die stabile Dreifachbindung (N=N) bedingte
Reaktionstragheit erfordert die NHs-Synthese nach dem Haber-Bosch-Verfahren eine hohe
Energiezufuhr und einen hohen Druck Im Gegensatz dazu lauft die biologische N,-Fixierung

unter milden Bedingungen, bei Raumtemperatur und Atmospharendruck ab (72).

Zur Ny-Fixierung sind in der Natur ausschliel3lich diazotrophe Prokaryonten befahigt. Diese
sind in der Lage, das Enzymsystem Nitrogenase zu bilden, welches den atmosphéarischen
Stickstoff gemaR der folgenden Reaktionsgleichung zu Ammoniak umsetzen kann. Fir die

Fixierung eines Molekuls N, werden insgesamt 16 Molekule ATP bendtigt.
N, + 8 H" + 16 MgATP + 8 € 2 NH3 + H, + 16 MgADP + 16 Pi

Die Nitrogenase-Enzymkomplexe bestehen aus zwei verschiedenen Metalloproteinen, der
Nitrogenase (Komponente | oder MoFe-Protein) und der Dinitrogenase-Reduktase
(Komponente Il oder Fe-Protein) (Abb. 3) (73). Die Nitrogenase-Reduktase, auch Fe-Protein
genannt, ist ein y-Homodimer aus zwei NifH-Proteinen, an deren Grenzflache ein [4Fe-4S]-
Cluster gebunden ist (74). Weiterhin kann das NifH-Protein Mg-ATP binden und
hydrolysieren (19). Die Nitrogenase ist ein a2B2-Heterotetramer und wird aus je zwei NifD
(a)- und zwei NifK (B)-Proteinen gebildet. Innerhalb jeder a-Untereinheit wird ein Eisen-
Molybdéan-Cofaktor (Fe-Mo-Co) koordiniert (75,76). An der Grenzflache zwischen der a-und
B-Untereinheit liegt ein weiteres [8Fe-7S]-Zentrum, das P-Cluster (Abb. 3) (19,77,78). Das
Fe-Protein  wird durch  Elektronen von Ferredoxin  reduziert. Durch eine
Konformationsanderung unter ATP-Hydrolyse werden die Elektronen vom [4Fe-4S]-Cluster
des Fe-Proteins auf das P-Cluster des MoFe-Proteins ubertragen (74). Nach jedem

Elektronentransfer assoziieren und dissoziieren die beiden Komponenten. Danach werden
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die Elektronen vom P-Cluster auf Fe-Mo-Co weitergeleitet, wo die Reduktion von N,
stattfindet (Abb. 3) (79,80). Obwohl nur sechs Elektronen fiir die Reduktion von N, zu NH;
notwendig sind, werden obligatorisch zwei weitere Elektronen fiir die Erzeugung von H,
gebraucht (81). Die Nitrogenase- Aktivitat ist nicht auf die N,-Reduktion beschrénkt. Das
Enzymsystem kann auch andere Substrate, wie Protonen, Hydrazin (N,H4;) oder Acetylen
(CoH2) reduzieren (82-84). Praktisch und von besonderer Bedeutung flr den
Aktivitaitsnachweis der Nitrogenase im Labor ist die Reduktion von Acetelyen zu Ethylen

(C,H,), da sich beide Reaktanten gaschromatographisch gut nachweisen lassen.

A B

Mg-ATP Ferredoxin

oder
d" Flavodoxin
¥ [4FedS) ATP e ADP +Pi
-
N, + 8H" %2 P-Cluster

BY FeMo-Co 4Fe-4S Dinitrogenase-

Reduktase
(NifH)

2NH, + H;

Dinitrogenase

(NifDK) a P-Cluster

L L SIS FeMo-Co

Dinitrogenase

- NifDK
Dinitrogenase- P-Cluster ( )
Reduktase
(NifH)

Abbildung 3. Struktur des Nitrogenase-Enzymkomplexes . (A) Die relativen Positionen
des Mg-ATPs und des Fe-S-Clusters des Nitrogenase-Enzymkomplexes zusammen mit dem
Elektronen-Transferweg zum aktiven Zentrum sind in der oberen Halfte der Kristallstruktur
gezeigt, NifH ist orange und die NifDK-Komponenten sind in blau und griin gezeigt (77). (B)
Schematische Darstellung der Enzymkomponenten der Nitrogense. Elektronen werden von
Ferredoxin oder Flavodoxin auf das [4Fe-4S]-Cluster der homodimeren Dinitrogenase-
Reduktase (NifH) Ubertragen. Die Elektronen werden auf das P-Cluster unter ATP-Hydrolyse
weitergeleitet und im weiteren Verlauf auf den Fe-Mo-Co der Dinitrogenase (NifDK)
Ubertragen.

Einige diazotrophe Bakterien kénnen neben der konventionellen Mo-Nitrogenase auch
alternative Mo-unabhangige Nitrogenasen synthetisieren (85,86). Eine Nitrogenase-
Variante, die V-Nitrogenase, enthalt im Cofaktor Vanadium (FeV-Cofaktor) anstelle des
Molybdéans (87-90). Eine dritte Variante ist die Fe-Nitrogenase. Sie enthalt Eisen als einziges

Metall (Fe-Fe-Cofactor) (91). Wahrend die Mo-Nitrogenase in allen N,-fixierenden Bakterien
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vorkommt, sind nur wenige Organismen in der Lage, die V- bzw. Fe-Nitrogenase zu
synthetisieren. Azotobacter vinelandii z. B kann alle drei Nitrogenase-Systeme bilden,
Rhodobacter capsulatus hingegen synthetisiert neben der Mo-Nitrogenase nur die Fe-
Nitrogenase (92). Die Expression der alternativen Nitrogenasen wird durch die Verflgbarkeit
von Molybdan und Vanadium reguliert. Die fir V-haltige Nitrogenase kodierenden vnf-Gene,
werden nur in Abwesenheit von Molybdan exprimiert und die Bildung der Fe-Nitrogenase
erfolgt nur bei simultanem Molybdén- und Vanadiummangel (93). Die alternativen
Nitrogenasen sind fur die Zellen ein lebensnotwendiges Reservesystem. In Abwesenheit von
Molybdén konnen die alternativen Nitrogenasen das Wachstum mit N, als einziger
Stickstoffquelle sicherstellen. Wie die konventionelle Mo-Nitrogenase bestehen die
alternativen Nitrogenase-Systeme auch aus einer Dinitrogenase-Reduktase und einer
Dinitrogenase-Komponente. Untersuchungen zur katalytischen Reaktivitat der Nitrogenasen
zeigen, dass die alternativen Nitrogenasen eine deutlich geringere Aktivitat der N,-Fixierung
als Mo-Nitrogenase besitzen (85). Dies zeigt, dass das Nitrogenase-System mit Molybdan
effektiver funktioniert, jedoch fir die N,-Fixierung das Molybdan nicht essentiell ist.
AuRerdem produzieren die alternativen Nitrogenasen vergleichsweise grolie Mengen an H,.
Im Hinblick auf die ,Biologische Wasserstoffgewinnung” sind die alternativen Nitrogenasen
deswegen als Katalysatoren interessanter. Allerdings ist die ATP-Abhangigkeit bei den

alternativen Nitrogenasen ahnlich wie bei den Mo-Nitrogenasen.

2.2. Fe-Mo-Cofakor und P-Cluster der Nitrogenase

Der einzigartige Eisen-Molybdan-Cofaktor der Mo-Nitrogenase besteht aus sieben
Eisenatomen, neun Schwefelatomen, einem Molybdanatom, Homocitrat und einem durch
sechs Eisenatome hexakoordiniertes Kohlenstoffatom (Abb. 4). Fe-Mo-Co aus A. vinelandii
ist nur Uber ein Fe- und ein Mo-Atom an das Protein gebunden (a-Cys®”® und His**%) (Abb. 4)
(77). Der Cofaktor kann durch Extraktion mit dem organischen Ldsungsmittel N-Methyl-
Formamid nach Denaturierung des NifDK Proteins isoliert werden. Die Mdoglichkeit der
Isolierung des Fe-Mo-Co spielt eine wichtige Rolle fir die Analyse des Fe-Mo-Co-
Biosyntheseprozesses und der Insertion des Cofaktors in die Apo-Dinitrogenase (siehe
unten) (75).

Ein weiteres komplexes Metallcluster der Nitrogenase, das sogenannte P-Cluster, besteht
aus acht Eisen- und sieben Schwefelatomen. Das [8Fe-7S]-P-Cluster kann als Dimer von
zwei [4Fe-3S]-Clusterfragmenten aufgefasst werden, die Uber ein hexakoordiniertes
Schwefelatom verbunden sind. Das P-Cluster ist an beide Untereinheiten des MoFe-Proteins
symmetrisch durch je drei Cysteinreste der a-Untereinheit (Cys®?, Cys®® und Cys®**) und
drei Cysteinreste der B-Untereinheit (Cys’”®, Cys® und Cys®%®) gebunden (Abb. 4)
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(17,19,94). Das P-Cluster durchlauft eine redox-abhangige Strukturdnderung, die mit der
Ubertragung von Protonen und Elektronen gekoppelt ist (17). Im reduzierten Zustand besteht
das Cluster aus zwei [4Fe-3S]-Clustern, die durch ein zentrales, hexakoordiniertes
Schwefelatom und durch zwei Cysteinreste miteinander verbriickt sind (Abb. 4). In der
oxidierten Form vollzieht sich eine interessante Strukturumlagerung des P-Clusters (95).
Dabei entfernen sich zwei der von der B-Untereinheit gebundenen Fe-Zentren vom zentralen
Schwefelzentrum, sodass ein geschlossenes [4Fe-4S]- und ein offenes [4Fe-3S]-Cluster
entstehen (Abb. 4) (17).

. o %cysans
Fe-Mo-Cofakor P-Cluster P-Cluster
K (reduziert) (oxidiert)/

Abbildung 4. Kristallstruktur des Fe-Mo-Cofaktors und des P-Clus ters der Mo-
Nitrogenase aus A. vinelandii HC = Homocitrat. (PDB Code 3MIN und 1M1N). Abb.
Ubernommen von Hu, et al (95).

2.3. Das nif-Operon und die Biosynthese des Fe-Mo-C  ofaktors im Uberblick

Die erste genetische und biochemische Analyse der N,-Fixierung wurde an Klebsiella
pneumoniae durchgefuhrt. Das K. pneumoniae nif-Cluster besteht aus 20 nif-Genen,
nifJHDKTYENXUSVWZMFLABQ, die in einer einzigen 23 kb-Genregion und in mehreren
Transkriptionseinheiten vorliegen (Abb. 5) (96-98). Die genetische Organisation des nif-
Genclusters von K. pneumoniae ist einfacher als in anderen diazotrophen Organismen. Die
Anzahl der nif-Gene kann in anderen diazotrophen Organismen wie A. vinelandii variieren,
Jedoch sind die Strukturgene der Nitrogenase und die an der Cofaktor-Biosynthese
beteiligten Proteine hochkonserviert. Die Genprodukte lassen sich in verschiedene Klassen

einteilen:

(i) Strukturproteine der Nitrogenase-Komponenten (NifH, NifD, NifK),
(i) die Nif-Regulatoren NifL und NifA, die ein Aktivator/Antiaktivator-Regulationssystem

bilden, das die Expression der tbrigen nif-Gene mit der Verflugbarkeit von Ammonium
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und Sauerstoff unter geeigneten physiologischen und 6kologischen Bedingungen
koordiniert (99).

(iii) mindestens 12 Proteine fur Fe-Mo-Co-Biosynthese und die Reifung der Nitrogenase
(100). Zusatzliche Genprodukte wie die Flavodoxin (NifF) und die Pyruvat-
Flavodoxin-Oxidoreduktase (NifJ) werden fiir die Versorgung der Nitrogenase mit
Elektronen bendtigt (101).

(ii) Metallcluster
Tragerproteine (iii) Enzyme

l | wllti | VI|FI||||!;|~ |I

QTN ‘ | ’ A R %fie
) 1) |

\ Strukturproteine (i) Molekulare Geruiste /

Abbildung 5. Die genetische Organisation des nif-Operons von K. pneumoniae. Die
Funktion der Gene ist farbkodiert.

Die Produkte der Strukturgene (NifD und NifK) scheinen fiir die Fe-Mo-Co-Biosynthese nicht
erforderlich zu sein. Die an der Fe-Mo-Co-Biosynthese beteiligten Proteine kdnnen nach

ihrer Funktion in drei Klassen unterteilt werden:

(i) molekulare Geriste (NifU, NifB und NifEN), an denen Fe-Mo-Co schrittweise
zusammengebaut wird,
(i) Metallcluster -Tragerproteine  (NifX und NafY), die ein Fe-Mo-Co-Intermediat tragen
und zum néachsten Gerlstprotein im Biosyntheseweg weiterleiten und
(i) die Enzyme (NifS, NifQ und NifV), die Schwefel, Molybdan und Homocitrat als
Substrate fir die Cofaktor-Synthese liefern (102).
Abb. 6 zeigt am Beispiel des obligat aeroben Bodenbakteriums A. vinelandii eine
schematische Zusammenfassung eines aktuellen Modells fir die Fe-Mo-Co-Biosynthese und
die Insertion in Apo-Nitrogenase (95,103-108). Unter Beteiligung von Cystein und Eisen wird
zunachst durch die koordinierte Aktivitat der Cystein-Desulfurylase NifS und NifU ein
einfaches [2Fe-2S]-Cluster synthetisiert. Das [2Fe-2S]-Cluster wird tber Dimerisierung in ein
[4Fe-4S]-Cluster transformiert, welches als metabolisches Substrat flr die Synthese des
NifB-Cofaktors (NifB-Co oder L-Cluster genannt) dient (109), dabei wird unter Beteiligung
vom NifB das [4Fe-4S]-Cluster zu einem Fe-S core (NifB-Co) in einer SAM-abhangigen
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Reaktion assembliert (110). NifB-Co wird anschlieBend unter Beteiligung von NifX auf NifEN
Ubertragen, wo Molybdan und Homocitrat inkorporiert werden (111). Der Transfer des
Molybdéans wird von NifQ katalysiert, wahrend Homocitrat von der Homocitrat-Synthase NifV
bereitgestellt wird (112-114). Zusatzlich konnte die Beteiligung von NifH an diesem Prozess
gezeigt werden. SchlieBlich erfolgt im letzten Schritt der Fe-Mo-Co-Biosynthese die
Ubertragung des vollstandig assemblierten Fe-Mo-Co von NifEN durch NafY-Protein auf
Apo-NifDK (115).

4 T

Fe Proteln NafY
Fet'q a 8
¢ ’
. NifS > >
ans> > [[4F 451 ] [K-Clustorl |L-Clu:(er| a p-Ciuster B
Cys @
Nifu Nifu NifB NifB NifEN NifEN MoFe-Protein
()
Fe O [ 4] ® m _) -
O
v \#1
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[2Fe-28] [4Fe-4S] K-Cluster L-Cluster  L-Cluster Fe-Mo-Co Fe-Mo Co

(NifB-Co) (VK-Cluster)
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Abbildung 6. Schematisches Modell der Eisen-Molybda  n-Cofaktor-Biosynthese.
Zunéchst wird im Zusammenspiel von NifS mit NifU ein [2Fe-2S]- bzw. [4Fe-4S]-Cluster
synthetisiert. Unter Beteiligung der Proteine NifB, NIifEN, NifH, NifQ und NifV erfolgt die
Synthese des vollstdndigen Fe-Mo-Co auf NIifEN. Im letzten Schritt wird mit Hilfe des NafY
Proteins Fe-Mo-Co auf die a-Untereinheit (NifD) der Dinitrogenase ubertragen. Modifiziert
nach (95,102,107).

2.4. In vitro Biosynthese des Fe-Mo-Cofakors und die Funktionen der beteiligten

Proteine

Die detaillierte Aufklarung des Fe-Mo-Co-Biosyntheseweges wies véllig neue Wege in der
praparativen Clusterchemie und erbrachte neue Erkenntnisse zum Biosyntheseprozess.
Diese Erkenntnisse kdnnen dazu dienen, Fe-Mo-Co-ahnliche Cluster herzustellen, die in der
Lage sind N, in NH; umzuwandeln. Ein entscheidender Durchbruch zur Identifizierung der an
der Fe-Mo-Co-Biosynthese beteiligten Proteine gelang der Arbeitsgruppe Ludden mit der
Etablierung eines in vitro Biosynthesesystems. In ersten Experimenten wurde eine geeignete
Auswahl von zwei verschiedenen zellfreien Extrakten von Mutanten, die hinsichtlich
unterschiedlicher Proteine der Cofaktorbiosynthese defekt waren, verwendet. Wahrend beide
Stamme nur Cofaktor-freies Apo-Protein bildeten, lag nach Vereinigung der Extrakte die
komplette Cofaktorsynthesemaschinerie vor. Infolgedessen konnte das Nitrogenase-System
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aktiviert werden. Dieses System wurde dann als Aktivitatstest bei der Anreicherung und
Reinigung weiterer Nif-Proteine und Fe-Mo-Co-Intermediaten entlang des Reifungswegs der
Nitrogenase eingesetzt. Ein weiterer Durchbruch gelang der Arbeitsgruppe mit der Isolation
des Fe-Mo-Co. Die Nitrogenase-Aktivitat konnte durch Insertion des isolierten Fe-Mo-Co in
die Apo-Nitrogenase wiederhergestellt werden. Dieses Verfahren dient als Standard-Assay

zur Qualitatskontrolle der beteiligten Proteine (75,76).

Uber viele Jahre wurden in verschiedenen Laboratorien alle an der Synthese der
Nitrogenase-Cofaktoren beteiligten Proteine in ihrer aktiven Form gereinigt. Viele dieser
Proteine tragen Fe-S-Cluster oder andere Cofaktoren wie Pyridoxalphosphat (PLP) (Abb. 7).
Die Isolation der Nif-Proteine und Fe-Mo-Co-Intermediate ermoglicht die komplette
Nachstellung des Fe-Mo-Co Biosynthesewegs in vitro unter ausschlieRlicher Verwendung
von gereinigten Komponenten. Es zeigte sich, dass die Genprodukte NifB, NifEN und NifH
notwendig und ausreichend sind fur die Fe-Mo-Co-Biosynthese aus Eisen, Schwefel,
Molybdan, Homocitrat, Mg-ATP und einem Reduktionsmittel (106). Weitere nif-Genprodukte
wie Nif-U, S, V, Q, W, Z, X, Y sind zwar nicht zwingend fir diesen Prozess erforderlich, ihre
Anwesenheit fuhrt jedoch zur Maximierung der Cofaktorbiosyntheserate. Diese Proteine
kénnen in vitro durch Zugabe von geeigneten chemischen Substraten ersetzt werden. Im
Folgenden sollen die Funktionen der an der Cofaktorbiosynthese beteiligten Proteine sowie

inrer Rolle in verschiedenen Schritten entlang des Reifungswegs naher beschrieben werden
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Abbildung 7. Die bunte Welt der Nitrogenase . Viele Nif-Proteine tragen [Fe-S]-Cluster
oder andere Cofaktoren wie Pyridoxalphosphat (PLP), die fur ihre Funktionen essentiell sind
(A) SDS-PAGE-Analyse von gereinigten Nif-Proteinen. (B) Anaerobe Praparationen
verschiedener gereinigter Nif-Proteine. Modifiziert nach (102).
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2.4.1. Rolle der NifUS-Proteine bei der Bildung des  Fe-S-Clusters

Eine Reihe eleganter biochemischer und genetischer Analysen in den Laboren von Dean
und Johnson fuhrten zur Entdeckung des ersten Fe-S-Cluster-Biosynthesesystems, das
spezifisch fur die Bildung und Bereitstellung der Fe-S-Cluster fir Nif-Proteine ausgelegt ist.
Die Deletion des nifS-Gens fiihrte nur zu einer Verminderung der Nitrogenase-Aktivitat und
war unter den Bedingungen der Stickstofffixierung nicht letal fur A. vinelandii (116). Dies liel3
vermuten, dass mindestens ein weiteres System zur Bildung von Fe-S-Clustern existieren

muss. Tatsachlich wurden zwei weitere bakterielle Systeme (ISC und SUF) entdeckt (117).

Durch die koordinierte Aktivitat der NifS- und NifU-Proteine und unter Beteiligung von
Cystein und Eisen konnte gezeigt werden, dass zunachst ein einfaches [2Fe-2S]-Cluster
synthetisiert und dann durch Dimerisierung in ein [4Fe-4S]-Cluster transformiert wird. Das
[4Fe-4S]-Cluster dient als metabolisches Substrat fur die Synthese des Fe-Mo-Co und des

P-Clusters der Nitrogenase (117).

NifS ist eine Pyridoxalphosphat-abhangige Cystein-Desulfurase, welche die Bildung von L-
Alanin und elementarem Schwefel aus Cystein katalysiert. Der Schwefel wird intermediar als

Persulfid an einen aktivierten Cysteinrest®*

von NifS gebunden (35). Die Entdeckung eines
enzymgebundenen Persulfid-Intermediats, das aus Cystein hervorgeht, war grundlegend fur

die Aufklarung der Fe-S-Cluster-Assemblierung in biologischen Systemen.

Das 33-kDa Homodimer-NifU-Protein enthélt pro Untereinheit ein permanenten [2Fe-2S]-
Cluster und dient als Gerist-Protein fur die Synthese der Fe-S-Cluster (118). Die NifU-
Struktur kann in drei Domé&nen unterteilt werden: In den N- und C-terminalen Domé&nen
werden transiente Fe-S-Cluster fur den Transfer zu anderen Nif-Proteinen assembliert. In der
mittleren Doméane befinden sich vier essentielle Cysteine, welche ein redox-aktives
permanentes [2Fe-2S]-Cluster binden (35). Dieses Cluster ist an die Ubergabe des

transienten Clusters an weitere Nif-Proteine beteiligt (43,119).

Es wurde gezeigt, dass NifS und NifU aus K. pneumoniae einen Komplex bilden, wobei NifS
den Schwefel auf NifU tbertragt. Durch Zugabe von Eisen wurde ein [2Fe-2S]- bzw [4Fe-
4S]-Cluster am NifU-Protein gebildet. Die Rolle des NifUS-Komplexes fir die Reifung des
NifH-Proteins und des P-Clusters konnte mittels in vitro Experimenten deutlich gezeigt
werden. Die Ubertragung eines [4Fe-4S]-Clusters von einem NifUS-Komplex auf ein Apo-
NifH fihrte zur Rekonstitution der Dinitrogenase-Reduktase-Aktivitat (103). Die Isolation
einer P-Cluster-freien Apo-NifDK-Variante aus einem nifUS-Deletionshintergrund bestétigt
die Rolle des NifUS-Komplexes bei der Reifung des P-Clusters (116).
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2.4.2. NifB und die Synthese des NifB-Cofaktors

Das homodimere NifB-Protein katalysiert die Synthese eines Fe-S-Cluster-haltigen NifB-
Cofaktors (NifB-Co). Die genaue Struktur des NifB-Co ist zwar nicht bekannt, weist aber
bereits die Grundstruktur von Fe-Mo-Co auf. Spektroskopische Studien zeigen, dass das erst
kirzlich identifizierte hexakoordinierte zentrale Kohlenstoffatom schon in NifB-Co vorhanden
ist. Jedoch enthalt NifB-Co weder Molybdan noch Homocitrat (120).

NifB-Co stellt das Fe-S-Grundgerist sowohl fir die Biosynthese des Fe-Mo-Cofaktors als
auch fir die Biosynthese der alternativen Cofaktoren (Fe-V-Co und Fe-Fe-Co) zur
Verfigung. Im Gegensatz zu anderen Genen, die in allen drei Nitrogenase-Systemen
eigenstandig sind, scheint das nifB-Gen fir alle Nitrogenase-Systeme essentiell zu sein
(110,121).

Primarsequenzanalyse zeigt, dass die N-terminale Doméane von NifB Ahnlichkeit zu Radikal-
S-Adenosylmethionin (SAM)-Proteinen aufweist (122) und phylogenetisch betrachtet der
Klasse der Radikal-SAM-Reifungsproteine der [Fe-Fe]-Hydrogenasen HydE und HydG
nahesteht (123).

Aktuelle Studien im Ribbe-Labor zeigen, dass NifB eine Transformation von zwei [4Fe-4S]-
Cluster (K-Cluster) zu einem [8Fe-9S]-Cluster (L-Cluster) in einem SAM-abhéngigen Prozess
unter der Einfihrung eines Schwefelatoms und eines Kohlenstoffatoms katalysiert.
AnschlieBend wird das L-Cluster zu Fe-Mo-Co in einer NifH-vermittelten Insertion von
Molybdéan und Homaocitrat (HC) innerhalb NIifEN transformiert (Abb.8) (95,108).

/?,, o me ot O\

Mo“’

< ° ()
‘S ‘/(’ 0?.&’§.> \ o%’ %’
v oG (V2522 Qh 0 @ o y
© +» o - Oe © %3% o © ==> NifbK

© g°

4 o (®) (») MgATP  MgADP
oig %) ¢
K-Cluster L-Cluster L-Cluster FeMo-co
(NifB) (NifB) (NIifEN) (NIfEN)

K@Fe @®s OC ON @0 @Mo /

Abbildung 8 .Transformation zweier [4Fe-4S]-Cluster (K-Cluster) zu Fe-Mo-Co. In einem
SAM-abhangigen Prozess katalysiert NifB die Umwandlung von zwei [4Fe-4S]-Clustern zu
einem L-Cluster. In Anwesenheit von NifH, Molybdan, Homocitrat, Mg-ATP und einem
Reduktionsmittel erfolgt die Transformation des L-Clusters zu Fe-Mo-Co auf NIifEN. Abb.
Ubernommen von Hu, et al (95).

Die Transformation des NifB-Co zu Fe-Mo-Co wurde mittels eines NifB-Co-abhangigen Fe-

Mo-Co-Synthese-Assays gezeigt. Fe-Mo-Co kann aus *°Fe- und **S- markiertem NifB-Co in
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Anwesenheit von NifEN, NifH, Molybdan, Homocitrat, Mg-ATP und einem Reduktionsmittel
synthetisiert werden. Die Nitrogenase-Aktivitat kann durch das Einfligen des in vitro
synthetisierten Fe-Mo-Co ins Apo-NifDK wiederhergestellt werden. Die Menge des
synthetisierten Fe-Mo-Co aus NifB-Co kann anschlieend durch die Acetylen-reduzierende

Aktivitat der Nitrogenase bestimmt werden (106,110).

Interessanterweise kann die katalytische Eigenschaft der Nitrogenase durch das Einfligen
des NifB-Co anstelle des Fe-Mo-Co im Apo-NifDK manipuliert werden. Eine ATP-abhéngige
Protonenreduktionsaktivitét der rekonstituierten Nitrogenase (NifDK-NifB-Co) kann wieder
hergestellt werden. Jedoch war die Nitrogenase nicht in der Lage N, zu NH3 zu reduzieren
(124). Weitere biochemische und biophysikalische Untersuchungen der katalytischen
Eigenschaften von NifDK-NifB-Co wirden nicht nur einen Beitrag zum Verstandnis des
Mechanismus der N,-Bindung und H,-Produktion der Nitrogenase liefern, sondern auch
dabei helfen, eine gezielte Synthese von robusten und hochkomplexen Metallclustern mit

optimaler Selektivitat und Aktivitat durch z. B. Metallspezien-Austausch zu etablieren (125).

2.4.3. NifEN ist die zentrale Syntheseplattform des  Fe-Mo-Co

NIifEN ist ein 200-kDa a2B2 heterotetramerer Proteinkomplex, der zwei identische [4Fe-4S]-
Cluster pro NifEN-Tetramer enthalt (126). Die [4Fe-4S]-Cluster des NifEN-Proteins kdnnten
eine fur die Cofaktor-Biosynthese notwendige Redoxfunktion Gbernehmen, da ein Ferredoxin
codierendes fdxB-Gen in einem gemeinsamen Operon mit nifE und nifN liegt (127). Da die
Gensequenzen von nifE und nifN eine hohe Ahnlichkeit zu denen von nifD bzw. nifK
aufweisen, wurde fur NIfEN und NifDK ein gemeinsamer evolutionarer Ursprung
vorgeschlagen (128). Es wurde daher postuliert, dass NifEN als Syntheseplattform des Fe-
Mo-Cofaktors fungiert, da die Produkte der Strukturgene (NifD und NifK) far die

Zusammenfigung der einzelnen Bestandteile des Fe-Mo-Co nicht erforderlich sind (129).

Die Funktion des NifEN-Proteinkomplexes ist essentiell fur die Fe-Mo-Co-Biosynthese.
Mindestens drei Reaktionen des Fe-Mo-Co-Biosyntheseweges finden innerhalb des NIifEN-
Komplexes statt: (i) Transformation des NifB-Co (L-Cluster) zum VK-Cluster (NIifEN-
gebundenen Fe-Mo-Co-Vorlaufer), (ii) der Einbau von Molybdan und (iii) der Einbau von
Homocitrat. Die Transformation des NifB-Co zum VK-Cluster konnte durch den Einbau von
zusatzlichem °°Fe in NifB-Co wahrend Fe-Mo-Co-Biosynthese gezeigt werden (110,120).
Obwohl das VK-Cluster, wie NifB-Co weder Molybdan noch Homocitrat enthélt, zeigt das VK-
Cluster im Gegensatz zu NifB-Co ein EPR-Signal im reduzierten und oxidierten Zustand
(105,111). Extended X-ray absorption fine structure (EXAFS)-Daten belegen auch
Unterschiede zwischen dem isolierten NifB-Co und dem VK-Cluster und unterstitzen die

Annahme einer Sechs-Eisenatom-Struktur flr NifB-Co und mindestens einer Sieben- oder
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Acht-Eisenatom-Struktur sowohl fir die isolierten VK-Cluster als auch fir die NifEN-
gebundenes VK-Cluster (Abb. 9) (120,130).

NifB-Co (NifB-Protein VK-Cluster (NifEN-Protein) VK-Cluster (NifEN-Protein)
Sechs-Eisenatom-Struktur Sieben-Eisenatom-Struktur Acht-Eisenatom-Struktur

o %

Abbildung 9. Modell fur die chemische Transformatio n vom NifB-Co zum VK-Cluster
durch den Einbau von zuséatzlichem Eisen wéhrend Fe-  Mo-Co-Biosynthese . NifB-Co
weist die Grundstruktur des Fe-Mo-Co auf und enthélt schon das erst kirzlich identifizierte
hexakoordinierte zentrale Kohlenstoffatom (grin gezeigt). EXAFS-Daten beglnstigen eine
Sechs-Eisenatom-Struktur fir NifB-Co und mindestens einer Sieben- oder Acht-Eisenatom-
Struktur fur das VK-Cluster des NifEN-Komplexes (102).

Die zweite Reaktion, die innerhalb NifEN stattfindet, ist der Einbau von Molybdan oder einem
Mo-haltigen Fragment in das VK-Cluster. EXAFS-Analysen zeigen, dass Molybdan in NifEN
ein Teil eines [Mo-3Fe-4S]-Clusters ist. Der isolierte Mo-haltige-NifEN-Komplex kann die
Synthese des Fe-Mo-Co in vitro als Mo-Donor in Anwesenheit von NifH und Mg-ATP
unterstutzen. Die Rolle des NifH-Proteins fur die Mo-Prozessierung als Eintrittstelle fur Mo in
den Biosyntheseweg und damit als Mo-Insertase ins NIifEN, wurde in zwei unabhangigen
Experimenten gezeigt. Zum einen konnte der Einbau von Mo in NifH und in NifEN wéhrend
der in vitro Fe-Mo-Co-Biosynthese-Reaktion gezeigt werden (131). Zum anderen konnte Mo-
gebundenes NifH-Protein, das aus Reaktionsanséatzen der in vitro Fe-Mo-Co-Biosynthese

isoliert wurde, mittels EXAFS-Analyse nachgewiesen werden (114).

Die dritte Reaktion, in der NIifEN als Syntheseplattform fungiert, ist der Einbau von
Homocitrat in den Fe-Mo-Co-Vorlaufer, das VK-Cluster. Fir die Einfigung von Homocitrat
als terminalen Schritt in der Fe-Mo-Co-Synthese sind NifEN, NifH und Molybdan erforderlich
(131). An welcher Stelle genau Homocitrat in den Biosyntheseweg eintritt, ist jedoch

weiterhin unbekannt.

2.4.4. Der Weg des Molybdéans in das MoFe-Protein

Folgender Abschnitt gibt einen Uberblick tiber die Proteine, die an der Molybdanaufnahme,

Homdoostase, Speicherung, Regulation und an der Fe-Mo-Co-Biosynthese beteiligt sind.
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2.4.4.1. Mo-Transport und Mo-Homgostase

Fur die Aufnahme des bioverfiigbaren Molybdans, tberwiegend als Molybdat (MoO,.)?,
stehen verschiedene Transportsysteme zur Verfigung (132). Der hochaffine ModABC-
Transporter, der zur ABC (ATP-binding cassette)-Transporterfamilie gehort, besteht aus drei
Proteinkomponenten: ModA, ModB und ModC. Durch die Bindung von Molybdat an das
periplasmatische Bindeprotein ModA kommmt es zu einer Konformationsédnderung, so dass
Molybdat in der Bindetasche festgehalten wird. Das homodimere Membranprotein ModB
bildet einen Tunnel fir den Molybdat-Transfer und kann mit den beiden anderen
Komponenten ModA und ModC interagieren. Durch Interaktion mit ModA erfahrt ModB eine
Konformationsé&nderung, die zur ATP-Hydrolyse durch ModC und zum Transport von
Molybdat tber die Membran fiihrt (133). Bei geringen Sulfatkonzentration (SO4*) kann
Molybdat aufgrund der strukturellen Verwandtschaft auch Uber den Sulfat-Transporter
aufgenommen werden. Weiterhin kann ein Molybdattransport tber einen niederaffinen und

unspezifischen lonentransport erfolgen (134).

Einige Bakterien synthetisieren kleine Mo-Bindeproteine, sogenannte Molbindine, deren
Untereinheiten aus etwa 70 Aminosauren bestehen (135). In A. vinelandii wird Molybdat
nach dem Transport in die Zelle zunachst an Molbindin (ModG) gebunden, bevor es gezielt
an Proteine der Cofaktorbiosynthese weitergeleitet wird (136). ModG kodnnte daher als
Molybdat-Puffer fungieren. AuRerdem wurde eine regulatorische Funktion der Molbindin im
Mo-Metabolismus beschrieben (91,137). Fir langfristige Speicherung von Molybdat
synthetisiert A. vinelandii ein Molybdat-Speicherprotein (MoSto), das bis zu 100 Molekilen
Molybdat pro Hexamer binden kann (138).

2.4.4.2. Rolle des NifQ-Proteins an der Mo-Prozessi  erung

Die Beteiligung des NifQ-Proteins an der Prozessierung und dem Einbau von Molybdan in
Fe-Mo-Co scheint spezifisch zu sein (139). Eine nifQ-Deletionsmutante ist nicht in der Lage,
eine aktive Mo-abhangige Nitrogenase zu bilden. Die Ausschaltung dieses Gens hat jedoch
keinen Einfluss auf die Aktivitdt der alternativen (Mo-unabh&ngigen) Nitrogenasesysteme.
Ein nifQ-Gendefekt kann durch eine Kultivierung in Gegenwart von relativ hohen Mengen
Molybdan und Cystein, als Schwefel-Quelle fur Fe-S-Cluster, kompensiert werden (139,140).
Die Aminosauresequenz des NifQ-Proteins ist einzigartig und zeigt keine Ahnlichkeit zu der
anderer Proteine wie z. B. Mo-Bindeproteine oder Mo-Speicherproteine (141). Der C-
Terminus der NifQ-Proteinsequenz weist eine hochkonservierte Cx4Cx2Cx5C-Domaéane auf.
Fur diese Domane wird eine Funktion als Koordinationsstelle fur ein [Fe-S]-Cluster oder ein
Mo-haltiges Fe-S-Cluster vorgeschlagen (103). Das aus A. vinelandii isolierte NifQ-Protein

hat eine molekulare Masse von 25-kDa und enthélt ein redoxaktives [3Fe-4S]-Cluster. Das
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Protein zeigt im reduzierten Zustand ein EPR-Signal, das dem des synthetischen
hergestellten [Mo3Fe-4S]-Clusters sehr ahnlich ist (132,142). NifQ kann die Synthese des
Fe-Mo-Co in vitro als Mo-Donator in Anwesenheit von NifEN und NifH effizient unterstitzen,
was seine Rolle als physiologischer Mo-Donor bestétigt (142). Da das Element Molybdan
von den Zellen in Form von MoO,* oder MoO; (OH)"-lonen aufgenommen wird, miissen
mindestens drei chemische Transformationsschritte durchlaufen werden bevor Mo-lon in Fe-
Mo-Co eingebaut wird. Diese sind: (i) eine Anderung der Ligandensphére (Ersetzung der O-
Liganden durch S-Liganden) (143), (ii) die Reduktion des Molybdéns von Mo"' zu Mo", da im
Fe-Mo-Co die Oxidationsstufe Mo" vorliegt und (iii) die Inkorporation des Molybd&ns in ein
[Fe-S]-Cluster (132). In diesem Zusammenhang wurde eine attraktive Hypothese fiir die
Rolle des NifQ als spezifischen Molybd&n-Donor fir die NifEN-NifH-Proteine in der Fe-Mo-
Co-Biosynthese formuliert. Demnach katalysiert NifQ die Insertion von Molybdan in ein [3Fe-
4S]-Cluster, gefolgt von einer reduktiven Freisetzung von Mo'" aus dem [Mo3Fe-4S]-Cluster.
AbschlieBend wird nach dieser Hypothese das Molybdan zu den NifH-NifEN-Proteine
weitergeleitet (132,142).

2.4.5. Das Homocitrat-Synthase NifV-Protein

Die Homocitrat-Synthase NifV ist ein homodimeres Protein und katalysiert die Kondensation
von Acetyl-CoA und a-Ketoglutarat zu Homocitrat (144). Eine nifV-Deletion in K. pneumoniae
bewirkt, dass das Homocitrat des Fe-Mo-Co durch Citrat ersetzt wird, was zur Akkumulierung
eines Mo-Fe-Proteins mit veranderten katalytischen Eigenschaften fuhrt (145). Diese nifV-
Deletionmutante ist in der Lage, Protonen und Acetylen effektiver zu reduzieren als der
Wildtyp, jedoch kann sie Stickstoff (N,) nicht mehr reduzieren (113,146). Durch Zugabe von
Homocitrat zum Wachstumsmedium kann der Effekt der nifV-Deletion aufgehoben werden
(112,113,147). Der Ersatz des Homocitrats durch &hnliche organische Verbindungen in
einem in vitro Fe-Mo-Co-Synthesesystems flihrt zu einer drastischen Abnahme in der N,-
Reduktionsfahigkeit (148). Dies weist auf eine mogliche Beteiligung des Homocitrats an der
Substratbindung hin. Die genaue Rolle von Homocitrat an der Katalyse bleibt jedoch unklar.
In vitro **Mo-Radiomarkierungexperiment zeigt, dass die Anwesenheit von NifEN, NifH und
Mo fir den Einbau des Homocitrats essentiell sind (131). Es bleibt noch zu klaren, wie die
Fe-Mo-Co-Synthesemaschinerie zwischen Homocitrat und anderen organischen Sauren in

der Zelle unterscheidet.

2.4.6. Die Metallcluster-Trager-Proteine NifXund N afY

NifX und NafY sind Mitglieder der Nitrogenase-Cofaktor-bindenden Proteinfamilie. Dieser

Familie kbnnen auch NifY, die C-terminale Domane von NifB sowie die VnfX- und VnfY-
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Proteine der Vanadium-Nitrogenase zugeordnet werden (115,149). Diese Proteine haben
gemeinsame  biochemische  Eigenschaften. Sie besitzen eine  konservierte
Aminosauresequenz fur die Bindung der Fe-Mo-Co-Intermediate entlang des Reifungswegs.
Das NifX-Protein ist das kleinste Mitglied der Familie und besteht aus einer einzigen
Domane. Die NifB-, NifY- und NafY-Proteine bestehen aus einer C-terminalen, NifX-
ahnlichen Doméne und einer N-terminalen Domane mit unterschiedlichen Funktionen. NifX
ist ein 17-kDa monomeres Protein und bindet ein Metall-Cluster pro Monomer. NifX bindet an
die Fe-Mo-Co-Vorstufen NifB-Co und VK-Cluster des NIifEN-Gerustproteins. Es wird daher
vermutet, dass NifX diese relativ labilen Metallcluster-Intermediate stabilisiert, wodurch die
Cofaktor-biosynthese gewahrleistet wird (111,150). Die funktionelle Charakterisierung des
NafY-Proteins zeigt, auf welchem Weg Fe-Mo-Co nach seiner Synthese in das Apo-MoFe-
Protein gelangt. Das NafY-Protein fungiert als Chaperon-Insertase fiir die Einfuhrung des Fe-
Mo-Co ins Apo-NifDK. NafY ist ein 26-kDa Protein und besteht aus zwei Domanen, die
getrennt exprimiert und gereinigt werden kdnnen. Die 12-kDa N-terminale Doméane ist flr die
Bindung an Apo-NifDK erforderlich, wéahrend die 14-kDa C-terminalen NifX-ahnliche Doméne
fur die Bindung des Fe-Mo-Co zustandig ist (151). Das Fe-Mo-Co-gebundene NafY bindet an
die Apo-NifDK und bewirkt eine Konformation, die die Inkorporation des Cofaktors beglnstigt
(Insertase-Funktion) (152). Nach dem Einbau des Cofaktors in Apo-NifDK dissoziiert das

NafY-Protein als Dimer von der Holo-Dinitrogenase ab (151).
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3. Die Hydrogenase
3.1. Die Hydrogenasen und der Wasserstoff-Metabolis  mus

Hydrogenasen sind komplexe Metalloenzyme, welche die reversible heterolytische Spaltung
von molekularem Wasserstoff (H,) katalysieren (153,154). Die Richtung der Reaktion hangt
vom Potenzial der Redoxpartner ab. Man unterscheidet tblicherweise zwischen Wasserstoff
bildenden (Protonen reduzierenden) und Wasserstoff spaltenden (Wasserstoff oxidierenden)

Enzymen, den sogenannten ,Aufnahme”-Hydrogenasen.

In zahlreichen Organismen erfillen Hydrogenasen im Wasserstoff-Metabolismus wichtige
Funktionen im Energiehaushalt. Aufgrund des flr biologische Verhéltnisse niedrigen
Normalpotentials des Protonen/H,-Paares (2H'/H,, E” = -420 mV) ist H, zur Reduktion der
meisten Komponenten der Atmungskette sowie fast aller bekannten biologischen
Elektronenakzeptoren wie z. B. O,, CO,, NOj3, SO, Z oder Fe** thermodynamisch in der
Lage (155).

Einerseits koénnen viele Mikroorganismen wie z. B. E. coli, Knallgasbakterien, und
Pseudomonaden H, als Elektronendonor zur Bereitstellung von Stoffwechselenergie nutzen.
Dabei wird die aus der Oxidation von Wasserstoff resultierende freie Enthalpie in Form von
Reduktionsaquivalenten gespeichert oder alternativ in Form energiereicher Elektronen in die
Atmungskette  weitergeleitet. Der Uber die Cytoplasmamembran aufgebaute
Protonengradient erzeugt eine protonenmotorische Kraft. Diese treibt die ATP-Synthasen an.

Das so generierte ATP ermdglicht wiederum eine Vielzahl von biologischen Prozessen(156).

Andererseits konnen viele obligat oder fakultativ anaerobe Organismen Wasserstoff
produzieren. Die anfallenden Reduktionsaquivalente, die meist infolge fermentativer
Stoffwechselprozesse und Vergarung von organischen Makromolekilen entstehen, werden
durch Hydrogenasen zur Erhaltung des zellularen Redoxgleichgewichts entsorgt, wobei
Uberschussige Reduktionsaquivalente auf Protonen als alleinige Elektronenakzeptoren
Ubertragen werden. Beispiele hierfir sind Arten der Gattungen Clostridien und Thermotoga.
Einige Organismen besitzen sowohl Aufnahme- als auch Bildungs-Hydrogenasen und sind

somit zum Energie-Recycling befahigt (157).

3.2. Klassifikation der Hydrogenasen

Obwohl allen Hydrogenasen gemeinsam ist, dass sie die chemisch denkbar einfachste
Reaktion katalysieren, handelt es sich bei ihnen um eine eher heterogene Klasse von
Enzymen. Hydrogenasen unterscheiden sich hinsichtlich der Zusammensetzung ihrer

Untereinheiten, der molekularen Massen, der Cofaktoren, der Spezifitdt gegeniber
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unterschiedlichen physiologischen Elektronendonatoren und -akzeptoren, der spezifischen
Aktivitaten und der Empfindlichkeit gegenitber Sauerstoff erheblich (158-161). Die
Klassifikation der Hydrogenasen kann z. B. anhand ihrer zellularen Lokalisation oder der von
ihnen genutzten Elektronendonoren bzw. -akzeptoren erfolgen. Jedoch ist die Klassifizierung
der Hydrogenasen nach dem Metallgehalt im aktiven Zentrum in struktureller und
mechanistischer Hinsicht am Aussagekraftigsten. Folglich werden Hydrogenasen
entsprechend dem Aufbau ihrer aktiven Zentren in drei phylogenetisch unabhangigen
Klassen eingeteilt (157,162,163). Diese Klassen sind [Fe]-Hydrogenasen (164,165), [FeFe]-
Hydrogenasen (31,166,167) und [NiFe]-Hydrogenasen (159,168-170).

3.2.1. [Fe]-Hydrogenasen

Die Klasse der [Fe]-Hydrogenasen, ehemals ,Eisen-freie* und spéater [Fe-S]-Cluster-freie
Hydrogenasen, werden auch als H,-bildende Methylentetrahydromethanopterin-
dehydrogenase (Hmd) bezeichnet. Ihre Vertreter wurden in einer Reihe von methanogenen
Archaea entdeckt und charakterisiert (171). Die Enzyme katalysieren im Zuge der
Methanogenese einen Hydrid-Transfer von H, auf einen gebundenen Cofaktor, wobei durch
die Oxidation von H, gleichzeitig Methenyltetrahydromethanopterin (Methenyl-H;MPT") zu
Methylentetrahydromethanopterin (Methylen-H;MPT) und H* reduziert wird (157,172,173).

Dieser Prozess ist Teil der wasserstoffabhangigen CO,-Reduktion zu Methan und dient der
Eliminierung Uberschissiger Reduktionsaquivalente. Die Hmd ist lichtsensitiv und wird durch
CO und CN' reversibel inhibiert. Anders als [FeFe]- und [NiFe]-Hydrogenasen ist Hmd nicht
in der Lage, die Hy-abhangige Reduktion von typischen redoxaktiven Farbstoffen bzw. die
Nutzung dieser als Donatoren zur Protonenreduktion zu katalysieren (174). Die
Kristallstruktur der [Fe]-Hydrogenase konnte mittlerweile mit und ohne Cofaktor aufgeklart
werden (164,175). Das homodimere Enzym enthdlt einen einzigartigen Eisen-
Guanylylpyridinol-Cofaktor (FeGP), der Uber einen Cysteinrest mit der Proteinmatrix kovalent
gebunden ist. Das Eisenatom des Cofaktors ist mit zwei CO-Liganden und einem
Guanylylpyridinol-Derivat {iber eine Acyl-Gruppe und (ber ein sp®hybridisiertes
Stickstoffatom koordiniert (Abb. 10) (164,176).

3.2.2. [FeFe]-Hydrogenasen

Die [FeFe]-Hydrogenasen finden sich hauptsachlich in anaeroben Prokaryoten. Sie sind
auch die einzigen Hydrogenasen, die in manchen niederen Eukaryoten wie z. B. Griinalgen,
Trichomonaden, anaeroben Pilzen und Ciliaten gefunden wurden (162,163). Physiologisch
gesehen besteht diese Gruppe von Enzymen hauptséchlich aus Wasserstoff-bildenden

Hydrogenasen. Die [FeFe]-Hydrogenasen weisen die hdchste Aktivitat mit einer einzigartigen
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katalytischen Effizienz auf. lhre primare Funktion ist die Entfernung von Uberschissigen
Reduktionsaquivalenten durch H,-Bildung. Im Gegensatz zu [NiFe]-Hydrogenasen werden

[FeFe]-Hydrogenasen durch CO und O, irreversibel inaktiviert.

Die Kiristallstrukturen der [FeFe]-Hydrogenase aus Clostridium pasteurianum (31) und
Desulfovibrio desulfuricans (177) lassen Kanéle fiir Protonen bzw. fur Wasserstoff erkennen,
die von der Oberflache des Enzyms zum aktiven Zentrum flhren. Im aktiven Zentrum ist ein
H-Cluster gebunden (Abb. 10). Dieser setzt sich aus 6 Eisenatomen zusammen, von denen
4 in einem [4Fe-4S]-Cluster arrangiert sind. Die beiden ubrigen Eisenatome bilden ein
binukleares Zentrum, das Uber einen Cysteinrest mit dem [4Fe-4S]-Zentrum verbunden ist.
Beide Eisenatome tragen jeweils einen Kohlenmonoxid- und einen Cyanid-Liganden (178).
AulBerdem sind sie Uber ein drittes CO-Molekil und eine Dithiolat-Briicke eines
Di(Thiomethyl)-Amin miteinander verbunden (31,179).

Das zum [4Fe-4S]-Cluster distale Eisenatom stellt die H,-Bindestelle dar. Es ist im
Gegensatz zum proximalen Eisen nicht redoxaktiv und verbleibt wahrend des
Reaktionszyklus im Low-Spin-Fe(ll)-Zustand (15). An dieses distale Eisen bindet auch
extrinsisches CO, das die [FeFe]-Hydrogenase inhibiert. Uberwiegend handelt es sich bei
[FeFe]-Hydrogenasen um monomere cytoplasmatische Enzyme. Allerdings wurden auch
dimere, trimere und tetramere Strukturen beschrieben. Die Hydrogenasen von C.
pasteurianum, Thermoanaerobacter tengcongensis, Desulfovibrio fructosovorans und
Thermotoga maritima enthalten zusatzlich zum [4Fe-4S]-Cluster des H-Clusters bis zu drei
[4Fe-4S]-Cluster und ein [2Fe-2S]-Cluster. Diese dienen dem Elektronentransport vom

Ferredoxin zum aktiven Zentrum (180-182).

Die Reifung von [FeFe]-Hydrogenasen wird durch drei akzessorische Proteine (HydE, HydF
und HydG) vollzogen (183). HydE und HydG sind Radikal-SAM-Enzyme, welche die Cyanid-
und die Carbonyl-Liganden aus Tyrosin bereitstellen (184-187). HydF ist ein Fe-S-Protein mit
GTPase-Aktivitat. Es wurde als Gerustprotein fur den Zusammenbau des [FeFe]-Zentrums

und die anschlieBende Ubertragung auf das Hydrogenase-Apoprotein identifiziert (188).

3.2.3. [NiFe]-Hydrogenasen

Die vielféltigste und die am weitesten verbreitete Hydrogenase-Klasse ist die der [NiFe]-
Hydrogenasen. Sie wurde zuerst in methanogenen Archaea und verschiedenen H,-
oxidierenden Bakteriengruppen gefunden (171). Im Allgemeinen bestehen [NiFe]-
Hydrogenasen aus mindestens zwei hoch konservierten Untereinheiten, einer etwa 40- bis
68-kDa grofien Untereinheit und einer kleinen Untereinheit mit molekularen Massen von
etwa 15- bis 40-kDa. Wahrend die groRe Untereinheit das bimetallische Zentrum tief im
Molekdlinneren einschlie3t, sind an der kleinen Untereinheit bis zu drei [Fe-S]-Zentren
koordiniert (189).
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Die meisten Enzyme enthalten oft weitere nicht konservierte Untereinheiten, die mit dem
jeweiligen physiologischen Elektronendonator bzw. -akzeptor multimere Komplexe mit
diversen Funktionen bilden. Das aktive Zentrum ist Gber einen hydrophoben Gaskanal sowie

vermutete Protonentransferwege mit der Proteinoberflache verbunden (190).

Das binukleare aktive Zentrum besteht aus den zwei namengebenden Ubergangsmetallen,
einem Nickel- und einem Eisenatom, die tber vier Cystein-Thiolate an das Protein gebunden
sind. Das Nickelatom ist tber vier Cysteine quadratisch-pyramidal koordiniert. Zwei dieser
Cysteine koordinieren ausschlie8lich das Nickelatom. Zwei Cystein-Reste dienen als
Brickenliganden zwischen Nickel und Eisen. Das oktaedrisch gebundene Eisenatom
koordiniert drei diatomare Liganden, zwei Cyanide (CN) und einen Carbonylliganden CO
(Abb. 10) (178,191). In einigen Organismen wie z. B. bei Methanococcus voltae ist das
Nickel-koordinierende Cystein durch ein Selenocystein ersetzt. Die [NiFeSe]-Hydrogenasen
weisen eine hohere Aktivitdt und Resistenz gegeniber der Inaktivierung von Sauerstoff im

Vergleich zu den [NiFe]-Hydrogenasen auf (192).

Die kleine Untereinheit dient dem Elektronentransfer zwischen katalytischem Zentrum und
der Proteinoberflache durch die [Fe-S]-Cluster. Drei linear angeordnete [Fe-S]-Cluster der
kleinen Untereinheit werden bezlglich ihrer Anordnung zum aktiven Zentrum als proximal,
medial und distal bezeichnet. Das proximale Cluster liegt nur 6 A vom [NiFe]-Zentrum
entfernt (Abb. 10) und ist fir die Hydrogenaseaktivitat essentiell. Die groRe Untereinheit
allein hat keine Hydrogenaseaktivitat (193). In der Regel sind die proximale und distale [Fe-
S]-Cluster Kubane-[4Fe-4S], wahrend das mediale Cluster als ein [3Fe-4S]-Cluster vorliegt.
Es sind jedoch auch modifizierte [3Fe-4S]- und [4Fe-3S]-Cluster identifiziert worden. In O,-
toleranten Hydrogenasen wird das proximale [4Fe-4S]-Cluster durch ein einzigartiges [4Fe-

3S]-Cluster ersetzt.
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Abbildung 10. Schematische Darstellung der aktiven Zentren und [Fe-S]-Cluster der
Hydrogenase-Klassen. Einteilung der Hydrogenasen nach dem Aufbau ihrer aktiven
Zentren in drei phylogenetisch nicht miteinander verwandte Klassen. GMP steht fiir den
Guanosinmonophosphat-Rest. Reaktionszentrum stellt den Ort dar, an dem H, umgesetzt
wird. Abbildung ibernommen von Thauer, et al (157).
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3.3. Einteilung der [NiFe]-Hydrogenasen

Vertreter der [NiFe]-Hydrogenasen zeigen bemerkenswerte Unterschiede hinsichtlich der
Zusammensetzung ihrer Untereinheiten und den physiologischen Elektronendonatoren bzw.
-akzeptoren, der spezifischen Aktivitaten, der H,-Affinitdét und der katalytischen Effizienz

sowie der Empfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff.

Die Eigenschaften einer bestimmten [NiFe]-Hydrogenase korrelieren meistens mit den
Erfordernissen, die sich aus dem Habitat und der Lebensweise des Herkunftsorganismus
ergeben. Beispielsweise weisen Hydrogenasen aus aeroben H,-Oxidierern die héchste O,-
Toleranz und die niedrigsten Km-Werte auf, da H, nur in Spuren vorhanden ist. Aufgrund
dieser Diversitat konnen die [NiFe]-Hydrogenasen in Ubereinstimmung mit den
phylogenetischen Analysen der konservierten Sequenzelemente der Nickel-bindenden
Regionen in funf voneinander abzugrenzende Gruppen eingeteilt werden (Tabelle 2)
(163,194).

Gruppe 1 beinhaltet die membrangebundenen, energiekonservierenden Enzyme, welche die
Oxidation von H, an eine anaerobe oder aerobe Atmungskette koppeln. Die durch H-
Oxidation regenerierten Elektronen werden auf terminale Elektronenakzeptoren (z. B. O,,
S0.%, NO* oder Fumarat) iibertragen. Der Export des reifen Enzyms vom Cytoplasma durch
die Membran oder in den periplasmatischen Raum erfolgt Gberwiegend mittels eines Twin-
Arginin-Translokations (Tat)-Systems (195). Vertreter dieser Gruppe sind E. coli
Hydrogenase 1 (Hya) und Hydrogenase 2 (Hyb) und die regulatorischen Hydrogenasen aus
Cupriavidus (Hox). Zu dieser Gruppe gehoren auch die [NiFeSe]-Hydrogenasen von Sulfat-

reduzierenden Bakterien, von denen mehrere Kristallstrukturen vorliegen (168,169,189).

Gruppe 2 umfasst zwei Subklassen cytoplasmatischer Hydrogenasen: Die cyanobakteriellen
H,-aufnehmenden Hydrogenasen, die in No-fixierenden Cyanobakterien den durch
Nitrogenaseaktivitéat gebildeten molekularen Wasserstoff recyceln und die sensorischen
Hydrogenasen, die durch ihre H,-Wahrnehmung die Produktion von Hy-aufnehmenden

Hydrogenasen auf Transkriptionsebene kontrollieren.

Gruppe 3 fasst die heteromultimeren, cytoplasmatischen Hydrogenasen zusammen. Die
Hydrogenasen dieser Gruppe beinhalten vier Subklassen, die mit verschiedenen ldslichen
Cosubstraten (wie NAD*, NADP® oder F420) interagieren. Nach diesen erfolgt die
Untergruppierung in Tabelle 2 (3a - d). Viele Mitglieder dieser Gruppe werden in Archaeen
gefunden, wo sie zentrale Hy-abhangige Schritte katalysieren (157). Enzyme dieser Gruppe
funktionieren bidirektional, wobei die Reaktionsrichtung 6fter in Abhangigkeit des zellularen
NAD(P)H/NAD(P)*-Spiegels reguliert wird (196). In phototrophen Prokaryoten korrelieren die
H.-Bildungsraten mit der Zunahme des NADPH-Spiegels. Die NAD(P)H-abhangigen



Hydrogenasen aus Pyrococcus furiosus sind in der Lage, sowohl die H,-Bildung als auch die

H,-abhangige Reduktion des elementaren Schwefels (S°) zu H,S zu katalysieren.

Tabelle 2. Einteilung der [NiFe]-Hydrogenasen nach
konservierten Sequenzelemente der Nickel-bindenden

phylogenetischer Analyse der
Regionen (163,194).

Gr. Bezeichnung und Funktion Grole
Charakteristika Untereinheit
1 membran-assoziierte Mobilisierung energiereicher HyaB, HybC,
aufnehmende Hydrogenasen Eﬂ(tr:nekn I;Jr die HoxG, HubL.
ungskette HynL, VhtA,
VhoA, HydA,
HubAB, MbhL
2 cyanobakterielle Energierecycling HubL, MbhL
aufnehmende Hydrogenasen
H,-sensorische Transkriptionsregulation HubV, HaxC
Hydrogenasen metabolischer Hydrogenasen
3 Faso-reduzierende Generierung von REQ* in FrhA, FruA,
Hydrogenasen Form von F4xH, FrcA
(Methanogenese)
bifunktionale NAD(P)- Hauptsachlich H,-Bildung zur ShyA, Hyda,
gekoppelte Hydrogenasen Entsorgung Uberschussiger HyhL, HydA
REQ
Methylviologen-reduzierende  Generierung von REQ* fir MvhA, VhcA,
Hydrogenasen Hetero-Disulfid-Reduktase VhuA, MvhL
(Methanogenese)
NAD(P)-reduzierende, Generierung von REQ*, sowie  HoxH
bidirektionale Hydrogenasen  Erhaltung des
Redoxgleichgewichts
4 membran-assoziierte Ech- Energiekonservierung EchE, HycE,
Hydrogenasen EhaO, EhbN
HyfG, CooH
5 hochaffine aufnehmende Verwertung von H, aus der HhyL

Hydrogenasen

Atmosphére

REQ* steht fir Reduktionsaquivalente

Gruppe 4 fasst die Mitglieder der membran-gebundenen energiekonservierenden Ech-
Hydrogenasen (energy converting hydrogenase) zusammen. Die [NiFe]-Zentrum-tragende
Untereinheit ist zum Cytoplasma orientiert. Diese Hydrogenasen sind ebenfalls in vivo
bidirektional. Die heteromultimeren Enzyme dieser Gruppe sind an unterschiedlichsten

Stoffwechselprozessen beteiligt. Vertreter dieser Gruppe sind an die anaerobe Oxidation von
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Cl-Komponenten gekoppelt. Sie koénnen (berschissige Reduktionsaquivalente aus der
Oxidation von C1-Verbindungen (wie CO oder Formiat) in Form von H, beseitigen (197). Die
Ech-Hydrogenase aus Methanosarcina barkeri katalysiert die Reduktion von Ferredoxin mit
H,. Diese endergone Reaktion wird durch revertierten Elektronentransport und Kopplung mit
Protonen-/lonen-Translokation ermdglicht (157). Reduziertes Ferredoxin steht als
Elektronendonator verschiedener Oxidoreduktasen zZur Verfligung, die
Reduktionséquivalente mit niedrigem Redoxpotenzial benétigen (198). Ein weiterer Vertreter
ist die Hydrogenase 3 aus E. coli (Hyc), eine Komponente des Formiat-Hydrogenlyase
Komplexes. Sie katalysiert eine Teilreaktion des Formiat-Abbaus zu H, und CO, (197). Die
MBH-Hydrogenase aus Pyrococcus furiosus katalysiert die H,-Bildung aus reduziertem
Ferredoxin, wobei durch die Protonentranslokation Uber die Membran eine
Energiekonservierung in Form von ATP stattfindet. Die physiologische Rolle der MBH-
Hydrogenase ahnelt stark der Funktion der Hydrogenasen aus Rhodospirillum rubrum und C.

hydrogenoformans bei der Umsetzung von CO zu CO; und H, (199,200).

Gruppe 5 beinhaltet Mitglieder der hochaffinen [NiFe]-Hydrogenasen. Diese Klasse der
Hydrogenasen kommt vorrangig in Stammen der Actinobacteria, Proteobacteria,
Acidobacteria und Chloroflexi vor (194,201). Die l6sliche hochaffine Hydrogenase aus
Streptomyces spp weist eine sehr hohe Affinitat zu H, auf, sodass sie, im Gegensatz zu allen

anderen Hydrogenasen, H; aus der Atmosphére verwerten kann (202).

3.3.1. Hydrogenasen in E. coli

E. coli synthetisiert drei aktive membranstéandige [NiFe]-Hydrogenasen. Die Hydrogenase-1
(Hya) und Hydrogenase-2 (Hyb) sind H,-oxidierende Enzyme mit einem im Periplasma
lokalisierten katalytischen Zentrum (203). Die Hydrogenase-3 (Hyc) ist ein  H,-
produzierendes Enzym, dessen aktives Zentrum im Cytoplasma lokalisiert ist (Abb.11). Die
Wasserstoffspaltung durch die Hydrogenasen-1 und -2 dient einerseits dem Aufbau einer
protonenmotorischen Kraft (pmf, proton motive force) an der Cytoplasmamembran und
andererseits der Bereitstellung von Elektronen fir den Chinon-Pool. Die Hydrogenase 3
bildet zusammen mit der Formiatdehydrogenase-H (FDH-H) den Formiat-Hydrogen-Lyase-
Komplex (FHL), der wahrend der gemischten Sauregarung Formiat zu CO, und H;
disproportioniert (204). Diese Reaktion dient der Entsorgung von Elektronen Uber interne

Elektronenakzeptoren und der Regulation des intrazellularen pH-Wertes.
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Abbildung 11. Schematische Darstellung von Aufbau u nd Lokalisation der drei [NiFe]-
Hydrogenasen in E. coli. Hydrogenase-1 und -2 sind wasserstoffoxidierende Enzyme,
deren aktive Zentren auf der periplasmatischen Seite der Cytoplasmamembran lokalisiert
sind. Die Hydrogenase-3 reduziert Protonen zu H, und bildet zusammen mit der Formiat-
dehydrogenase-H (FDH-H) den FHL-Komplex auf der cytoplasmatischen Seite der
Membran. Die groRen und kleinen Untereinheiten der Hydrogenasen sind rot bzw. blau
dargestellt. Die gelb-orangenen Kugeln stellen Eisen-Schwefel-Cluster in den Elektronen-
transferierenden Untereinheiten der Hydrogenasen dar. Modifiziert nach Forzi, et al (205).
3.3.1.1. Genetische Organisation der Hydrogenase-Op erone in E. coli

Die Hydrogenasen in E. coli werden durch die Operone hya, hyb und hyc kodiert (206-208),
wobei die alphabetische Reihenfolge die numerische Benennung der Enzyme als
Hydrogenase 1, 2 und 3 widerspiegelt (Abb.12). Eine vierte Hydrogenase, welche aufgrund
von Sequenzéhnlichkeit zur Hydrogenase-3 im E. coli-Genom entdeckt wurde (209), wird
durch das hyf-Operon kodiert. Diese Hydrogenase konnte bisher nicht als aktiver
Enzymkomplex nachgewiesen werden (210). Die Operone beinhalten neben jenen Genen,
die fur Strukturkomponenten der jeweiligen Hydrogenasen kodieren, auch Gene, deren
Produkte fur die Elektronenweiterleitung innerhalb verschiedener Komplexe zustandig sind.
Fur die Biosynthese der [NiFe]-Zentren und die Reifung aller drei Hydrogenasen ist noch ein
weiteres hyp-Operon (hydrogenase pleiotropic) vonnoten. Das hyp-Operon ist in allen
Organismen, die [NiFe]-Hydrogenasen besitzen, hoch konserviert. Das hyp-Operon in E. coli
ist dem hyc-Operon vorgeschaltet und beinhaltet funf hyp-Gene (hypABCDE). Ein
zusatzliches hypF-Gen liegt ca. 13 kb stromaufwérts des hyp-Operons (Abb. 12) (211). Die
Funktionen der einzelnen Hyp-Proteine wahrend der Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen in E.

coli sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3. Ubersicht uber die Funktion der akzessor ischen Genprodukte bei der
Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen in  E. coli.

Protein Funktion

HypA Nickelinsertion in HycE, Paralog: HybF flr Nickelinsertion in HyaB und
HybC

HypB Verbesserung der Kinetik wahrend der Nickelinsertion, GTPase

HypC Ubertragung der Fe(CN),CO-Gruppe auf HycE, Paralog: HybG

HypD Proteininteraktion mit HypC und HybG,Vorassemblierung der CN" und
CO Liganden

HypE ATP-abhangige Dehydratisierung des Carbamoylrestes

HypF Carbamoylphosphat abhangige ATP-Hydrolyse, Transfer des

Carbamoylrestes von Carbamoylphosphat auf HypE

Des Weiteren beinhaltet jedes der drei Hydrogenase-Operone die Gene hyaD, hybD und
hycl, die eine wichtige Rolle bei der proteolytischen Reifung der Vorstufe der grol3en
Untereinheit der jeweiligen Hydrogenase spielen. Darauf wird noch im Abschnitt 3.3.5.

genauer eingegangen.

/ hya-Operon der Hydrogenase 1 hyb-Operon der Hydrogenase 2 \
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Hydrogenase 3 FDH
Formiat-Hydrogen-Lyase-Komplex

Abbildung 12: Schematische Darstellung der genetisc hen Organisation der
Hydrogenase-Operone, sowie der akzessorischen hyp-Gene der Hydrogenasen von E.
coli (204,206,212,213).

Mutationen in den hyp-Genen fluhren zum Verlust der Hydrogenaseaktivitat (214). Wahrend
Mutationen in hypB, hypD, hypE oder hypF die Synthese der [NiFe]-Zentren aller drei
Hydrogenasen blockieren, bewirkt die Inaktivierung der Gene hypA und hypC spezifisch nur
den Verlust der Aktivitat der Hydrogenase 3 (214). Der Grund dafir ist, dass das Operon der
Hydrogenase 2 (Hyb) homologe Proteine fir HypA und HypC kodiert, ndmlich HybF und
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HybG (207), welche die entsprechenden Funktionen in der Reifung der Hydrogenase-1 und -
2 Ubernehmen kdnnen (215,216).

3.4. Reifung von [NiFe]-Hydrogenasen

Die Synthese und der Einbau des Metallzentrums der [NiFe]-Hydrogenasen ist ein
komplexer Prozess, an dem eine Reihe von Reifungsproteinen beteiligt sind (205,217). Auf
dem Wege zum Holoenzym unterliegt das Apoenzym einer komplexen Kaskade
posttranslationaler Modifikationen. Basierend auf Erkenntnissen aus verschiedenen
Modellorganismen konnte ein detailliertes Modell der Reifung erstellt werden. Die vier
Hauptschritte dieses Modells sind in Abb. 13 dargestellt und sollen nachfolgend detailliert

beschrieben werden:

() Die Biosynthese und der Einbau des prosthetischen Fe(CN),(CO)-Clusters in die
grofRe Untereinheit durch HypCDEF.

(i) Die Aktivitaten der Reifungsproteine HypB, HypA (HybF) und einer Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-lsomerase (SlyD) fordern den Nickel-Einbau in die gro3e Untereinheit der
Hydrogenasen.

(i) Proteolytische Prozessierung des C-Terminus der grof3en Untereinheit durch eine
Hydrogenase-spezifische Endopeptidase bewirkt eine Konformationsanderung.

(iv) AbschlieRende Bildung einer aktiven Hydrogenase durch Dimerisierung der grol3en

Untereinheit mit der kleinen Untereinheit.

GroRe CN" co aktive [NiFe]-

Ni Hydrogenase

Untereinheit ,H_yp\cFe@ H i
HypA| HypB \\ ‘g( ‘
HypF .
Endopeptidase kleine
Untereinheit

Abbildung 13. Reifungsschema der grol3en Untereinhei  ten von [NiFe]-Hydrogenasen
in E. coli. (i) Die Biosynthese und der Einbau des prosthetischen Fe(CN),(CO)-Teils durch
HypCDEF. (ii) Die Aktivitaten der Reifungsproteine HypB, HypA (HybF) und einer Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-lsomerase (SlyD) férdern den Nickel-Einbau (i)  Proteolytische
Prozessierung des C-Terminus der grof3en Untereinheit durch eine Hydrogenase spezifische
Endopeptidase bewirkt eine Konformationsénderung (iv) AbschlieBende Bildung einer
aktiven Hydrogenase durch Dimerisierung der groRen Untereinheit mit der Kkleinen
Untereinheit.
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3.4.1. Synthese der Cyanidliganden

Aminosauresequenzanalysen des HypF-Proteins lieferten die ersten Hinweise darauf, wie
die Cyanidliganden der Hydrogenase synthetisiert werden kénnen (218,219). Das HypF-
Protein katalysiert die Spaltung des Carbamoylphosphats (CP) und die Ubertragung von
dessen Carbamoylgruppe auf einen C-terminalen Cysteinrest des HypE-Proteins (220,221).
Das 82-kDa HypF-Protein ist das grofite akzessorische Protein mit einem doméanenartigen
Aufbau. Es konnten vier Domdanen identifiziert werden. Dabei handelt es sich um eine
Acylphosphatase- (ACP)-, eine Zink-Finger-, eine YrdC-ahnliche- und eine Kael-ahnliche
Domane (Abb.14). Die Acylphosphatase-Domé&ne am N-Terminus des HypF-Proteins (A.S.
1-91) hydrolysiert die Carbamoylphosphat zu Carbamat und Phosphat. Die Zink-Finger-
Domane (A.S. 109 -191) enthalt zwei Zink-Finger-Motive (ZF). Die Kristallstruktur zeigt, dass
vier konservierte Cysteine pro Zink-Finger-Motiv ein Zinkatom koordinieren (Abb. 14). Diese
Domaéane &ahnelt der ZF-Doméane des Chaperons DnaJ (222), welche fur die spezifische
Erkennung und Bindung anderer Proteine zustandig ist. Daher wird vermutet, dass die ZF-
Doméane am Transport von CP-Intermediaten innerhalb der HypF-Doméne und an der
Interaktion mit anderen Hyp-Proteinen beteiligt ist. Die dritte Domane (A.S.192-378) wurde
als eine YrdC-ahnliche Domaéne identifiziert. Innerhalb der YrdC-Doméane liegt eine lange mit
positiven Aminosauren ausgekleidete Vertiefung zur Bindung der Carbamoylphosphat-
Intermediate (Carbamoyladenylat) vor. Die vierte Domane (A.S. 379 -750) ist eine
Luniverselle* Kael-Domane (kinase-associated endopeptidase 1). Die Kael-Domane
beinhaltet ein Carbamoyltransferase-Motiv, das wahrscheinlich an der ATP-abhéngigen
Ubertragung des Carbamoylrestes auf die SH-Gruppe des C-terminalen Cysteins von HypE
beteiligt ist (219). Mittels Kristallstruktur-Analysen  wurden zwei  potentielle
Nukleotidbindestellen in YrdC- und Kael-Domanen identifiziert. Wahrend Modifikationen
beider Regionen durch einzelne Aminosaureaustausche jeweils zu Defiziten in der
Hydrogenaseaktivitéat fuhrten, blieb die Carbamoylphosphat-Phosphatase-Aktivitat der ACP-
Doméne unbeeinflusst (221). Dies zeigt, dass ATP nicht fur die Spaltung des

Nukleotidbindestelle \ Abbildung 14. Die Kristall- und die

) Doménen-Struktur des HypF- proteins.
Die einzelnen Domé&nen sind farblich
voneinander abgesetzt. ACP: Acylphosph-
atase-Domane; ZF: Zink-Finger-Domane;
YrdC: YrdC-&hnliche-Doméane. Die Kael-
Doméne beinhaltet ein Carbamoyltrans-
ferase-Motiv. Die Zahlen Uber den
Domanen geben die  Aminosaure-
Positionen des jeweiligen Anfangs und
Endes der Sequenzen an (HypF: PDB-
Code 3VTH).
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Carbamoylphosphates sondern fiir dessen Ubertragung auf das HypE-Protein bendétigt wird.
Alle drei Reaktionszentren der HypF-Domanen sind durch geschlossene Kanale miteinander
verbunden, so dass das instabile Carbamat und dessen Intermediat-Derivat innerhalb dieser

Kanéale weitergeleitet werden.

Der Reaktionsmechanismus der Synthese von Thiocyanat aus CP ist in Abb. 15 A
dargestellt. Zundchst (1) erfolgt die Spaltung des Carbamoylphosphates durch die
Acylphosphatase-Doméane des HypF. Dann (2) folgt die ATP-abhangige Bildung des
Carbamoyladenylat-Intermediats und (3) die Ubertragung seiner Carbamoylgruppe auf die
Thiolgruppe des C-terminalen Cysteins von HypE (220,221,223-225). Anschliel3end (4) wird
das resultierende Thiocarbamat in einer zweiten ATP-abhangigen Reaktion durch die
enzymatische Aktivitat von HypE zum Thiocyanat dehydratisiert (220,225,226). Das
resultierende Thiocyanat ist durch eine flexible Schleife am Ende des HypE gebunden. Die
Flexibilitat der Schleife ermoglicht HypE die Interaktion sowohl mit der Kael-Doméne des
HypF als auch mit dem HypCD-Komplex, wo die Assemblierung des Fe(CN),CO-Teils
stattfindet (siehe unten) (227). Radioaktive **C-Markierungsexperimente zeigten, dass das
an HypE kovalent gebundene Thiocyanat auf den HypCD-Komplex Ubertragen wird (226).
Die Bildung eines HypFE-Heterotetramer-Komplexes (Abb 15 B) fuhrt zur Biosynthese von
zwei Thiocyanatmolekilen aus zwei Molekilen Carbamoylphosphat und erklart
moglicherweise die Entstehung des CN™-Liganden im Fe (CN),CO-Cofaktor (227).
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Abbildung 15. (A) Der Reaktionsmechanismus der Synt hese von Thiocyanat aus
Carbamoylphosphat . (1) Spaltung des Carbamoylphosphats (2) ATP-abhangige Bildung
des Carbamoyladenylats (3) Ubertragung der Carbamoylgruppe auf die Thiolgruppe des C-
terminalen Cysteins von HypE (4) das resultierende Thiocarbamat wird in einer ATP-
abhangigen Reaktion zum Thiocyanat dehydratisiert (227). (B) Die Kiristallstruktur des
HypFE Heterotetramers aus Thermococcus kodakaraensis (HypFE Tetramer: PDB-Code
3VTI).
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3.4.2. Der HypCD-Komplex: ein Gerlistkomplex zur Lig  andensynthese

Die Synthese des Eisenzentrums (Fe mit zwei CN und einem CO-Liganden) wird mittels der
koordinierten Aktivitat der Proteine HypC, HypD, HypE und HypF katalysiert. Dabei stellt der
Core-Komplex HypCD eine Art Gerlstkomplex zur Liganden-Synthese und Assemblierung
dar (226,228-230).

Die HypC-Proteinfamilie besteht aus 75 bis 108 Aminosauren. In einigen Mikroorganismen
existieren HypC-orthologe Proteine. Bei E. coli tbernimmt z. B. ein zweites HypC-Ortholog
(HybG) die entsprechende Funktion fir die Reifung der Hydrogenasen-1 und -2, wahrend
HypC auf die Reifung der Hydrogenase 3 spezialisiert ist (215,228). Die Kristallstruktur des
HypC aus Thermococcus kodakaraensis ist in Abb. 16 A dargestellt. Ein Schliisselmerkmal
aller HypC-Proteinfamilien ist die Existenz eines hochkonservierten Cysteinrests in Position 2
sowie eines kurzen flexiblen B-Strang-Bereichs in der N-terminalen Doméne (231,232). Viele
Aminosaurenreste in der B-Strang-Domane sind hochkonserviert und stellen wahrscheinlich
eine Docking-Oberflache fur die Interaktion mit HypD und anderen Proteinen dar.

HypD ist ein monomeres Protein mit einer molekularen Masse von 40-kDa. Die
Kristallstruktur des HypD von T. kodakaraensis ist in Abb. 16 B dargestellt (231). Das Protein
besteht aus drei Doménen: Eine a/B-Domane | (grin), eine a/B-Domane Il (graublau) und
eine [Fe-S]-Cluster-Bindedoméne (blau). Diese drei Doménen bilden mutmallich ein aktives
Zentrum in der Mitte des Molekils (Abb. 16 B). Die Sequenz des HypD-Proteins mit
Hervorhebung der konservierten Aminosaurereste und Motive, die in allen HypD-Proteinen
gefunden wurden, ist in Abb. 16 C dargestellt. Das Cx14Cx6Cx16C-Motiv im C-terminalen
Bereich koordiniert ein [4Fe-4S]-Cluster. Die Motive GFETT und PXHVS werden fur die
Interaktion mit HypC bendtigt. Die beiden Motive CGXH- und GPGCPVC koordinieren
wahrscheinlich zwei zusatzliche, labile Eisenionen. Diese Eisenionen konnten in den
isolierten HypCDE- bzw. HybG-HypDE-Komplexen identifiziert werden (228,229). Die beiden
Cysteine im Motiv GPGCPVC sind charakteristisch fur Thiol-Redox-Proteine und fir Metall-
bindende Proteine (231,233). Aus der Kristallstruktur des HypD aus T. kodakaraensis ist zu
erkennen, dass die zwei Cysteinreste Cys69 und Cys72 der GPGCPVC-Sequenz eine
Disulfidbriicke bilden kdnnen. In E. coli sind die Cysteinylreste 41, 69 und 72 essentiell fur
die Maturase-Aktivitat von HypD. Fir die Koordination des Eisens der Fe(CN),CO-Gruppe
wird Cys4l des HypD, zusammen mit der Cys2 des HypC-Proteins bendtigt
(217,229,234,235).

Der Ubertragungsmechanismus des von HypE-gebundenen Thiocyanats und der
Einbaumechanismus des CO-Liganden sowie die Rolle die HypD dabei spielt, sind noch
nicht vollstandig geklart. Es wird jedoch postuliert, dass zwei Elektronen fur eine nukleophile
Ubertragung von HypE-gebundenem Thiocyanat auf HypCD bendtigt werden. AuRRerdem

sind noch zwei weitere Elektronen zur Reduktion von CO, zu CO erforderlich, sofern CO, die
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Quelle fur CO ist. In diesem Zusammenhang kann HypD als méglicher Kandidat fur eine
Beteiligung an Reduktionsreaktionen in Betracht gezogen werden, da es als einziges
Reifungsprotein ein [4Fe-4S]-Cluster mit aul3ergewoéhnlich niedrigem Redoxpotential besitzt
(226,228,229,236).

Die Bestimmung der Kristallstrukturen des HypCDE-Komplexes aus T. kodakaraensis
zeigten auf, dass die Elektronen von zwei freien Thiolgruppen von HypD freigesetzt werden.
Die Regeneration der Disulfidbriicken kdnnte tber ein Ferredoxin durch das [4Fe-4S]-Cluster
in HypD erfolgen (231,233).

A B Fe-S Cluster

Bindungsdomane
69 72
GPGCSPVCZaP (. Cx12CXeCx46C

C GPGCSPVC2xxP

/\

C4GxHxH Cx4,CxsCx46C

Abbildung 16. Schematische Darstellung des HypC- un d HypD-Proteins aus T.
kodakaraensis. (A) Kristallstruktur des HypC-Proteins (231) (B) Kristallstruktur des HypD-
Proteins. Die zwei a/B-Domanen | und Il, sowie die [Fe-S]-Cluster-Bindungsdoméane sind hier
grun, graublau und blau gezeigt. Die konservierten Motive sind jeweils durch
unterschiedliche Farben hervorgehoben. (C) Sequenz des HypD-Proteins mit Hervorhebung
der konservierten Aminosaurereste und Motive. (HypC: PDB-Code 2Z1C (231); HypD: PDB-
Code 2Z1F(231).

3.4.3. Die Synthese des Carbonylliganden

Die Quelle und der Syntheseweg des Carbonylliganden des [NiFe]-Zentrums ist noch nicht
abschlie3end geklart. Mittels Markierungsexperimenten konnten Carbamoylphosphat und
CO, als Quellen fir CO ausgeschlossen werden (237). Eine spezifische Markierung des

Carbonylliganden durch extern zugegebenes gasférmiges *C-Kohlenmonoxid zur E. coli
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Wachstumskultur zeigt, dass CO von den Zellen aufgenommen und direkt im [NiFe]-Zentrum
eingebaut werden kann (237,238). Aktuelle Befunde legen nahe, dass metabolisch erzeugte
CO,-Molekile eine mogliche Vorstufe flr CO sein kénnten (228,229,234).

Die spektroskopische Analyse des anaerob gereinigten HypCDE- und seines homologen
HybG-HypDE-Komplexes zeigt, dass der Komplex den Fe(CN),CO-Teil des Cofaktors
koordiniert und zuséatzlich CO, bindet (228,229). Dabei kann isoliertes HypD-Protein allein
das Gerust fur den Fe(CN),CO-Teil bilden und HypC (bzw. das homologe HybG) koordiniert
ein Fe-gebundenes CO; (228,234). Die Koordination dieser Liganden korreliert stark mit der
Anwesenheit von zwei labilen Fe-lonen zusétzlich zu dem [4Fe-4S]-Cluster im HypD-Protein
(234). Der Austausch der hoch konservierten Aminosauren (Cys2 in HypC und HybG) oder
Cys41l, Cys69, Cys72 in HypD, fuhrt zum Verlust der Fe(CN),CO- und Fe-CO, Liganden. Die
biochemischen und spektroskopischen Analysen zeigen, dass eine funktionelle Kopplung
zwischen dem Eisenatom, CO, CN und CO, vorhanden ist und deuten darauf hin, dass die
HypC-Protein-Familie sowohl CO; fiir die CO-Liganden-Biosynthese zur Verfligung stellt, als
auch das Fe-Atom fir den Fe(CN),CO-Teils des Cofaktors liefert (228,239).

Eine Arbeitshypothese zur Synthese und Einbau des Carbonylliganden wird durch Abb. 17
illustriert. (1) CO, aus Pyruvat, Formiat oder eines anderen Ursprungs wird Uber ein Fe-Atom
an HypC gebunden. (2) AnschlieBend entsteht ein HypCD-Komplex, wobei das CO, Uber ein
Fe-lon gemeinsam an HypC und HypD gebunden wird. Gleichzeitig katalysiert das HypEF-
Tetramer die Ubertragung von zwei Cyanidliganden auf den HypCD-Komplex. (3) Das CO,
wird zu CO reduziert. Die bendtigten Elektronen werden vermutlich Uber das [4Fe-4S]-
Cluster des HypD bereitgestellt (231,233). (4) Nach dem Transfer des Fe(CN),CO-Teils
durch den HypC-HypD Komplex bleibt HypC an der grofRen Untereinheit der Hydrogenase
gebunden wahrend HypD dissoziiert. (5) Erst nach der Nickel-Insertion und vor der
Prozessierung des C-Terminus der grof3en Untereinheit, erfolgt die Abtrennung des HypC-

Proteins, das im Anschluss wieder zur Bindung der CO,-Liganden zur Verfligung steht.
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Abbildung 17 : Arbeitsmodell zur Synthese und Einbau des Carbonyll iganden . (1) CO,
wird durch ein Fe an HypC gebunden (239). (2) Wéhrend CO, von HypC Uber ein
gemeinsames Fe-lon an den HypCD-Komplex gebunden wird, katalysiert das HypEF
tetramer die Ubertragung von zwei Cyanidliganden auf den HypCD-Komplex (229). (3) Die
bendtigten Elektronen fur die Reduktion von CO, zu CO werden vermutlich Uber das [4Fe-
4S]-Cluster des HypD bereitgestellt. (4) Nach dem Transfer des Fe(CN),CO-Teils durch den
HypCD-Komplex bleibt nur HypC an die grof3e Untereinheit der Hydrogenase gebunden. (5)
Erst nach Nickel-Insertion und vor der Prozessierung des C-Terminus der grofRen
Untereinheit, erfolgt die Abtrennung des HypC-Proteins, das wieder bereit zur CO,-Liganden
Bindung ist.

3.4.4. Der Nickeleinbau in [NiFe]-Hydrogenasen

Die Untersuchungen an verschiedenen hyp- und Nickeltransport-Mutanten haben gezeigt,
dass das Einfligen des Fe(CN),CO-Teils in die groRe Untereinheit der Hydrogenase vor dem
Nickel-Einbau stattfindet. Bei diesen Mutanten konnte, insbesondere bei Nickelmangel, eine
Akkumulation von einer nickelfreien groBen Untereinheit in einem Komplex mit HypC
beobachtet werden. Die Aktivitaten der Reifungsproteine HypB, HypA (HybF) und einer
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase (SlyD) in E. coli fordern den Nickel-Einbau in die grof3e
Untereinheit der Hydrogenase (217). Die Tatsache, dass die Funktion aller drei Proteine
durch die Gabe hoher Nickelkonzentrationen im Wachstumsmedium kompensiert und die
Hydrogenasenaktivitéat wiederhergestellt wird, deutet darauf hin, dass diese Proteine eine

kinetische Funktion und eine spezifische Zufihrung des Metalls in die Hydrogenase,
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insbesondere bei Nickelmangel, ausiben. Aktuelle Struktur- und Interaktionsstudien mit
HypA und HypB aus T. kodakaraensis ermoéglichten neue Einblicke in die Bedeutung der
Metallbindung dieser Proteine (siehe unten) (240,241). Das Metallochaperon HypA erflllt die
Funktion eines GerUstproteins fur den Nickeleinbau. HypA wurde als Zn-Protein
charakterisiert, das Nickel mit geringer Affinitat (mikromolare Konzentration) bindet und an
die grof3e Untereinheit der Hydrogenase weiterleitet. Das monomere HypA-Protein hat zweli
Metallbindestellen, eine Zn-Bindungsdomane (ZnBD), welche sich in einer Zinkfinger-
ahnlichen Doméane befindet und einer Ni-Bindungsdoméne (NIBD) mit einer af-Organisation
(Abb 18) (240,241). Die NIBD enthalt ein hoch konserviertes MHE-Motiv, das fur Ni-Bindung
wichtig ist. Nickel wird durch konservierte Glu- und His-Reste in der Ni-bindenden Doméne
koordiniert. Zink wird von vier Cys in der Zinkfinger-Domé&ne koordiniert und spielt eine
strukturelle Rolle beim Nickel-Transfer. Eine funktionelle Kopplung der beiden Domanen
innerhalb des HypA-Proteins wurde durch die beobachtete Mobilitat in der Zn-

Bindungsdomaéne in Gegenwart von Nickel unterstutzt (242).

Das HypB-Protein ist essentiell fir den effizienten Einbau von Nickel und damit fir die
Aktivitat aller drei Hydrogenasen in E. coli. Ahnlich wie HypA hat auch HypB eine Zink- und
eine Nickelbindestelle (Abb 18) (242-244). Das Protein bindet auferdem GTP/ATP und
besitzt eine dimerisationsabhéngige GTPase/ATPase-Aktivitat (245,246). Eine &ahnliche
GTPase-Aktivitat ist fir den Nickel-Einbau in CO-DH und Urease bekannt (247). Einige HypB
Proteine besitzen eine Histidin-reiche Region an ihrem N-Terminus, die als Reservoir fur
Nickelionen dienen kann (248). In E. coli besitzt das HypB-Protein keine charakteristische
Poly-Histidin-Region. Allerdings ist ein zusatzliches Protein, SlyD, fur die Speicherung von
Metall-lonen und fir die Unterstiitzung der GTPase-Aktivitdt von HypB erforderlich (Abb 18)
(249,250). Das slyD-Gen ist kein Bestandteil des hyp-Operons. Unter Ni-Limitierung hat sein
Fehlen in E. coli jedoch einen pleiotropen Effekt auf die Hydrogenase-Reifung (251). In E.
coli wurde ein Multiproteinkomplex aus HypA, HypB, SlyD und der grof3en Untereinheit der
Hydrogenase-3 (HycE) beobachtet (252). Dies deutet auf koordinierte Aktivitaten aller drei
Proteine am Nickeleinbau hin. SlyD interagiert mit HypB und liefert bzw. fordert
wabhrscheinlich die Nickelfreisetzung aus dem HypAB-Komplex (253).

Basierend auf den aktuellen Erkenntnissen wurde ein Arbeitsmodell fir die Nickel-Bindung
und -Ubertragung auf die groRe Untereinheit der Hydrogenase in Abb. 18 dargestellt (241).
Eine Komplexbildung zwischen HypA und nur der ATP-gebundenen HypB-Form induziert
eine drastische Konformationsanderung in der ZnBD von HypA. Der konservierte His-Rest*
des ZnBD kommt nah an die MHE Ni-Bindestelle des HypA, was seine Affinitat zu Nickel von
mikromolaren auf nanomolare Konzentration erhéht. Die Nickelbindung fuhrt wiederum zu
einer Konformationsénderung im HypAB-Komplex, was die ATPase von HypB stimuliert und

damit zur Dissoziation des Komplexes fiihrt. AnschlieBend kann HypA Nickel zur
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Fe(CN),CO-beladenen grof3en Untereinheit weiterleiten und nimmt seine mikromolare
Affinitat zu Nickel wieder an (241).
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Abbildung 18 : Nickel-Bindung und Insertion in die grolRe Untereinheit der
Hydrogenase. Der Obere Teil zeigt die Kristallstruktur von HypA aus T. kodakaraensis
(240), HypB aus Methanocaldococcus jannaschii (244) und SlyD aus T. thermophilus (250).
Die einzelnen Domanen sind farblich voneinander abgesetzt. Die Positionen verschiedener
Metallionen sind gezeigt, GTPyS steht fur nicht hydrolysierbares ATP-Analogon. Im unteren
Teil ist ein Modell fiir die Nickel-Bindung und -Ubertragung auf die groRe Untereinheit der
Hydrogenase dargestellt. Eine Komplexbildung zwischen zwei HypA und zwei ATP-
gebundenen HypB-Formen (das zweite HypA wird nicht gezeigt) induziert eine
Konformationsanderung in der ZnBD von HypA. Der konservierte His-Rest® des ZnBD
kommt nah an die MHE-Ni-Bindestelle des HypA, was seine Affinitdt zu Nickel von
mikromolare auf nanomolare Konzentration erhtht. Die Nickelbindung fihrt wiederum zu
einer Konformationsénderung im HypAB-Komplex, was die ATPase von HypB stimuliert und
zur Dissoziation des Komplexes fuhrt. AnschlieRend kann HypA Nickel zur Fe(CN),CO-
beladenen grofRen Untereinheit weiterleiten und nimmt seine mikromolare Affinitat zu Nickel
wieder an. Modifiziert nach (241). (HypA: PDB-Code 3A44 (240); HypB: PDB-Code 2HF9
(244); SlyD: PDB-Code 3CGM (250).
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3.4.5. Endoproteolytische Spaltung

Die groRe Untereinheit der [NiFe]-Hydrogenase liegt wahrend des gesamten
Reifungsprozesses in unprozessierter Form vor. Im letzten Schritt der Reifung wird nach der
Insertion des kompletten NiFe(CN),CO-Cofaktors in das Vorlauferprotein der grol3en
Untereinheit, eine C-terminale Extension abgeschnitten (205,217,254,255). Die Abspaltung
des C-terminalen Peptids fuhrt zu einer Konformationsdnderung der grof3en Untereinheit,
durch die das Metallzentrum tief ins Innere des Proteins eingebettet wird (168,217). Die
proteolytische Spaltung wird durch eine der fir jede Hydrogenase spezifischen
Endopeptidasen katalysiert, die im jeweiligen Operon der Strukturgene kodiert wird. Bei
Hydrogenase-1 und -2 von E. coli werden Peptide mit 15 Aminoséduren durch die
Endopeptidasen HyaD bzw. HybD abgespalten. Im Fall der Hydrogenase-3 wird ein Peptid
aus 32-Aminosauren durch die Hycl-Protease entfernt (217,256). Die Endopeptidasen der
Hydrogenasen werden nicht von herkdmmlichen Inhibitoren wie PMSF, EDTA und
Benzamidin gehemmt (256). Bis heute ist der Katalysemechanismus nicht vollstandig
geklart. So ist unbekannt, auf welche Art und Weise die Substraterkennung und -bindung
durch die spezifische Endopeptidase erfolgt. Die Kristallstruktur der HybD- und Hycl-
Endopeptidasen sowie die genetische Analyse der Schnittstelle haben einen genaueren
Einblick in diesen Reifungsschritt geliefert (257). Die gereinigten HybD- und Hycl
Endopeptidasen enthalten kein Metall. Jedoch zeigt die Kristallstruktur von HybD, dass das
Protein in einem Komplex mit Cd*-lon aus dem Kristallisierungspuffer vorliegt, wobei das
Metall durch Glutamat-16, Aspartat-62 und Histidin-93, sowie einem H,O-Molekl
pentakoordiniert wird. Diese Aminoséuren sind unter allen Mitgliedern der Familie dieser
Endopeptidasen konserviert. Ein Austausch dieser Aminoséuren oder eine Substitution des
Nickels des NiFe(CN),CO-Cofaktors durch Zinkionen, fihrte zur Inaktivierung der
Endopeptidase (256,258).

Die Funktion der Metallbindestelle der Protease liegt also in der Erkennung des Nickels in
der Vorstufe der grof3en Untereinheit. Damit wird sichergestellt, dass erst nach einer
erfolgreich abgeschlossenen Insertion des Cofaktors in den Vorlaufer eine Prozessierung
stattfindet (259,260). Die C-terminale Spaltstelle der grof3en Untereinheit verschiedener
[NiFe]-Hydrogenasen ist drei Aminosduren vom vierten Cysteinrest, der den Cofaktor
koordiniert, entfernt. Die Konsensus-Sequenz ist DPCxxCxxH/R. Wahrend der an der reifen
Hydrogenase verbleibende Rest immer basisch vorkommt, ist der mit dem C-Terminus
abgespaltene Rest meist unpolar. Diese Konserviertheit der Aminosauren kbénnte auf eine
Funktion dieser Reste bei der Erkennung durch die spezifischen Endopeptidasen und/oder
bei der Beteiligung an der Spaltreaktion selbst hindeuten. Wéhrend der Austausch dieser
Reste mit chemisch &hnlichen Aminoséauren toleriert wird, fihrt der nichtkonservative Ersatz

dieser Reste zum Verlust der Prozessierbarkeit und zur Instabilitat des Proteins (258). Somit
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muss dem C-terminalen Peptid eine wichtige Funktion bei der Reifung zugewiesen werden.
Wahrscheinlich hélt es die groRe Untereinheit in einer reifungskompetenten Konformation

entlang des Reifungswegs (256,259).

Das C-terminale Peptid der groRen Untereinheit verschiedener Hydrogenasen variiert sehr
stark beziglich der Lange und Aminosauresequenz. In seltenen Fallen kommen auch
Hydrogenasen vor, deren grof3e Untereinheit keine C-terminale Extension besitzt und somit
nicht proteolytisch gespalten werden kann. Beispiele dafur sind die Mitglieder der membran-
gebundenen energiekonservierenden Ech-Hydrogenasen (261,262) und die regulatorische
Hydrogenase aus Ralstonia eutropha (263). Moglicherweise besitzt die Hydrogenase-
Reifungsmaschinerie in diesen Organismen ein Protein-Chaperon, das die Funktion des C-
terminalen Peptids ersetzen kann. Da die C-terminale Extension nicht kovalent an die grof3e
Untereinheit verknipft werden muss (192), kann die Extension Teil eines separaten

Polypeptids sein.

Neueste Ergebnisse aus unserem Labor zeigen, dass die C-terminale Extension der grof3en
Untereinheit der Hydrogenase-2 (HybC) als intramolekulares Chaperon fungiert, das die
Proteinsynthese und den Einbau des aktiven Zentrums in der katalytischen Untereinheit
steuert. Das C-terminale Peptid ist erforderlich fir die effiziente Erkennung der grofRen
Untereinheit der Hydrogenase durch die Hyp-Reifungsmaschinerie, die den NiFe(CN),CO-
Cofaktor inseriert. Es konnte gezeigt werden, dass die proteolytische Abspaltung des C-
terminale Peptides von HybC eine Konformationsdnderung bewirkt, die die Interaktion mit
der das [Fe-S]-Cluster enthaltenden kleinen Untereinheit (HybO) ermdglicht (Lindenstraul3,
Lilie und Soboh; 2015 zur Publikation eingereicht). Der aktive heterodimere HybC-HybO-
Komplex kann nun durch das Tat-System (Twin-Arginin-Translokationssystem) uber die

Cytoplasmamembran transportiert und eingebaut werden (195).

3.4.6. In vitro Reifungssystem fiir die [NiFe]-Hydrogenase

Die meisten Proteine, die in die Biosynthese und den Zusammenbau des [NiFe]-Zentrums
involviert sind, wurden identifiziert. Allerdings konnte der Ablauf der Biosynthese-Ereignisse
in der komplexen Reifungskaskade der [NiFe]-Hydrogenasen noch nicht vollstandig
aufgeklart werden (217,264). Bis heute ist wenig (ber die Zusammensetzung von
Proteinkomplexen entlang des Reifungswegs bekannt. Ebenso konnte die Herkunft und der
Ubertragungsweg des Eisenatoms und des CO-Liganden auf den Cofaktor noch nicht
endgultig geklart werden. Ein wichtiger Beitrag zur Aufklarung des Cofaktorbiosynthesewegs
kénnte die Entwicklung eines in vitro Systems zur Reifung der Hydrogenasen leisten, bei
dem ausschlieRlich  gereinigte  Komponenten  eingesetzt  werden.  Ahnliche

Rekonstitutionssysteme zur Aktivierung von Metalloproteinen in vitro haben eine
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entscheidende Rolle bei der detaillierten Aufklarung der Biogenese und dem Zusammenbau
von komplexen Metallcluster-Proteinen gespielt. Beispiel hierfir sind die Nitrogenase und die
[Fe-Fe]-Hydrogenasen (106,108,265-267). Ein erstes in vitro Reifungssystem fur [NiFe]-
Hydrogenasen aus E. coli zeigte, dass die Insertion von Nickel und die proteolytische
Prozessierung essentiell fur die Reifung der katalytischen Einheit sind (212). Durch
Kombination von zwei verschiedenen zellfreien Extrakten Hydrogenase-defizienter Mutanten
ist es gelungen, unter Zugabe von anorganischen Supplementen, die Hydrogenaseaktivitat
wieder herzustellen. Bei dieser in vitro Komplementation konnte aul3erdem gezeigt werden,
dass mindestens ein anaerober Schritt fur die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen in E. coli
wichtig ist (235,268).

Dieses System wurde dann als Aktivitatstest bei der Anreicherung und Reinigung weiterer
akzessorischer Hydrogenase-Proteine und NiFe-(CN),CO-Intermediate eingesetzt. Wir
haben erfolgreich verschiedene Reifungsproteine und Intermediate entlang des
Reifungsweges der NiFe(CN),CO-Cofaktor-Biosynthese isoliert, identifiziert und in einem
multidisziplindren Ansatz mittels biochemischer und verschiedener spektroskopischer
Techniken charakterisiert (225,228). Basierend auf diesen Erkenntnissen konnte gezeigt
werden, dass es maoglich ist, verschiedene unvollstéandige Intermediate des Reifungsweges
der Hydrogenase zu einem funktionell aktiven Enzym in vitro zu reifen. Die Reifung der
Hydrogenase-1 und -2 konnte durch Zugabe von gereinigtem HybG-HypDE-Komplex zum
zellfreien Extrakt eines Hyd-defizienten Stammes demonstriert werden. Die Reifung war von
ATP, Carbamylphosphat, Nickel und einem Reduktionsmittel abhéngig (228,268).

Weiterhin ist es uns gelungen, ein in vitro Reifungssystem fiir [NiFe]-Hydrogenase unter
ausschlief3licher Verwendung von gereinigten Protein-Komponenten zu etablieren. Es zeigt,
dass die unprozessierte Variante der gro3en Untereinheit der Hydrogenase 2 (Pro-HybC) zu
einem aktiven Enzym gereift werden kann. Damit besitzen wir ein Werkzeug, um die
komplette Cofaktorsynthesemaschinerie in ihrem zeitlichen Ablauf kontrollieren zu kdnnen.
Dies wird dabei helfen, die komplette Biogenese des aktiven Zentrums der Hydrogenase
aufzuklaren. Weiterhin wird damit ein Beitrag zum Verstandnis des Aufbaus weiterer in
aktiven Zentren von Enzymen vorkommender Metallcluster geleistet (Lindenstraul3, Lilie und
Soboh; 2015 zur Publikation eingereicht).
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4. Zusammenfassung und Perspektiven

1) Die Biogenese von Fe-S-Cluster-haltigen Metalloproteinen scheint in allen bekannten
Systemen dem gleichen biosynthetischen Prinzip zu folgen und kann im Wesentlichen in
zwei Hauptschritte unterteilt werden: Diese Schritte umfassen (i) die Assemblierung eines
Fe-S-Clusters auf einem Gerustprotein, wobei einfache Fe-S-Cluster zu hdéher kondensierten
oder madifizierten Clustern transformiert werden kénnen. (ii) der Transfer und die Insertion

des neu assemblierten Fe-S-Clusters oder Cofaktors vom Gerustprotein zum Apoprotein.

2) Die Proteine, die an der Biosynthese Fe-S-Cluster-haltiger Cofaktoren beteiligt sind,
kénnen nach ihrer Funktion in drei Klassen unterteilt werden: (i) molekulare Gerustproteine,
an denen der Cofaktor schrittweise zusammengebaut wird. (i) Metallocluster-Tragerproteine,
die den Cofaktor bzw. dessen Bildungsintermediate tragen und diese zum néchsten
Gerlstprotein im Biosyntheseweg weiterleiten sowie (iii) Enzyme, die Substrate fir die

Cofaktor-Synthese liefern.

3) Die Synthese des Fe-Mo-Cofaktors der Nitrogenase aus seinen Grundkomponenten
Molybdan, Eisen, Schwefel und Homocitrat in vitro war entscheidend fir eine detaillierte

Aufklarung der Biogenese des Fe-Mo-Co.

4) Verschiedene Intermediate entlang des Biosynthesesweges der NiFe(CN),CO-Cofaktoren
der Hydrogenasen konnten isoliert, identifiziert und unter kombinierter Anwendung
biochemischer und diverser spektroskopischer Techniken charakterisiert werden. Die
Analyse des anaerob gereinigten HypCD- und seines homologen HybG-HypDE-Komplexes
zeigte, dass der Komplex den Fe(CN),CO-Teil des Cofaktors koordiniert und zusatzlich CO,
bindet. Wahrend isoliertes HypD-Protein allein das Gerist fir den Fe(CN),CO-Teil bilden
kann, koordiniert HypC oder sein homologes HybG das Fe-gebunde CO,. Die
biochemischen und spektroskopischen Analysen zeigen, dass eine funktionelle Kopplung
zwischen dem Eisenatom, CO, CN und CO, vorhanden ist. Dies deutet darauf hin, dass die
HypC-Protein-Familie sowohl CO; fir die CO-Liganden-Biosynthese zur Verfligung stellt, als
auch das Fe-Atom des Fe(CN),CO-Teils liefert.

5) Ein in vitro System zur Analyse der Reifung der [NiFe]-Hydrogenase-2 von E. coli konnte
etabliert werden. Mit der Rekonstitution des [NiFe]-Zentrum-Biosynthesewegs unter
ausschlieBllicher Verwendung von gereinigten Komponenten, konnte die komplette
Cofaktorsynthesemaschinerie in ihrem zeitlichen Regime kontrolliert werden. Dies wird in
Zukunft dabei helfen, die Biogenese des aktiven Zentrums der Hydrogenase auf molekularer
Ebene aufzuklaren. Weiterhin wird damit ein Beitrag zum Verstandnis des Aufbaus weiterer

in aktiven Zentren von Enzymen vorkommender Metallcluster geleistet.
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Die unmittelbaren Fragestellungen fir die kommenden Jahre sind die folgenden: Wie erfolgt
die Biosynthese und der Zusammenbau des NiFe(CN),CO-Cofaktors? An welcher Stelle
treten die konstituierenden Komponenten Fe, CO, CN und Ni in den Biosyntheseweg ein?
Welche Intermediate treten auf? Wie erfolgt in vivo die Stabilisierung der Struktur des
Cofaktors und seiner Intermediate wahrend der Biosynthese? Welcher neuen Konzepte

bedarf es, um die Natur hier zu imitieren?

Langfristig gesehen wird dieses Forschungsgebiet auch einen wichtigen Beitrag zur
gezielten Synthese von mafigeschneiderten, hochkomplexen Metallclustern fir die
Erzeugung von Biokatalysatoren mit optimaler Selektivitdt und Aktivitat sowie fur die

Erzeugung anorganischer Materialien mit auRergewohnlichen Eigenschaften leisten.
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