Highlights

Bioanorganische Chemie

DOI: 10.1002/ange.200800223
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N ickelhaltige =~ Kohlenmonoxid-Dehydrogenasen  a)
(CODHs) katalysieren die reversible Reduktion von
CO, zu CO [GL (1)]. Sie kommen in anaeroben

CO, +2e +2H" — CO + H,0 1)

Bakterien und Archaebakterien vor, die chemoauto-
troph auf einfachen Kohlenstoffquellen wachsen.!"
Diese Organismen haben eine bedeutende Funktion
im globalen Kohlenstoffzyklus® und gehoren zu den
evolutionir primitivsten Lebensformen.P! Die Enzy-
me aus Rhodospirillium rubrum (CODHg,) und
Carboxydothermus hydrogenoformans (CODHg,IT)
sind monofunktionelle $,-Homodimere. Die Acetyl-
CoA-Synthase/CO-Dehydrogenase aus Moorella
thermoacetica (ACS/CODH,,) wiederum ist ein di-
funktionelles a,f3,-Tetramer, das auch die Synthese
von Acetyl-CoA katalysiert. Seine ,-Untereinheiten
sind homolog zu den monofunktionellen CODH-f3,-
Homodimeren.

Jede B-Untereinheit enthilt das aktive Zentrum
fiir die Reaktion nach Gleichung (1), das als C-Clus-
ter bekannt ist, sowie eine Fe,S,-Einheit, die als B-
Cluster bezeichnet wird. Ein weiterer Fe,S,-Cluster
(D-Cluster) verbriickt die beiden -Untereinheiten.
Die B- und D-Cluster iibertragen Elektronen zwi-
schen dem C-Cluster und externen Redoxsystemen. Die
Strukturen der C-Cluster von CODHg,IT und ACS/CODH),,
wurden rontgenographisch mit hoher Auflosung bestimmt
(Abbildung 1a).*% Der Cluster kann in ein [Fe,;S,]-Unter-
zentrum und ein damit koordinativ verbundenes [Ni---Fe,]-
Unterzentrum untergliedert werden. An jedes Fe-Atom des
[Fe;S;]-Unterzentrums ist ein Cysteinat gebunden. Im C-
Cluster von CODHg,lI bindet ein quadratisch-planar umge-
benes Ni*"-Ion zwei p’-Sulfidliganden des [Fe;S,]-Unterzen-

[*] P.A. Lindahl

Department of Chemistry and
Department of Biochemistry/Biophysics
Texas A&M University
College Station, TX 77843-3255 (USA)
Fax: (+1)979-845-4719
E-Mail: lindahl@mail.chem.tamu.edu

[**] Das Verfassen dieses Beitrags und unsere CODH-Forschung wur-
den von den National Institutes of Health (GM46441) geférdert.

ST WIWILEY

Y. InterScience’

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

s s
CH, CH,
e N —s” R S~Ni—s
|SS /I/ SH* | S /i’ OH
X Fe F/ /CH2 S\ Fe F/ /CH2
Fe\\ yd ea\s /Fe\\ /‘ea\s
—CH,—S N —CH,—S N
HGZ “cH He? cH
Sl Sl
\CHZ — \CHg —
c)
—CH,
\S\ CHy —
Fe— S~y .—S CcH
Ni Ve
s Sp=ormy N
S Fe O c=c
\ / *H3N~C ScH, —
Fe\ Ho 2
\S/ Fe.~ s
—CH,—S A CH, —
HCZ cH
-
\CHZ —

Abbildung 1. C-Cluster-Strukturen: a) von CODH,ll (* kennzeichnet den p*Sul-
fidliganden)®” und ACS/CODH,, (ohne p*Sulfidliganden);* b) von CODHg,ll
(Coear-Struktur) ;™ ) vom Intermediat mit gebundenem CO,.

5]

trums, ein Cysteinat und ein p?-Sulfidion, das eine Briicke zu
Fe, bildet. Fe, ist ein High-Spin-Fe"-Ion, das durch His- und
Cys-Reste und ein p’-Sulfidion des [Fe;S,]-Unterzentrums
koordiniert wird.

Die Struktur des C-Clusters von ACS/CODH,, ist fast
identisch, bis auf das Fehlen der p-Sulfidbriicke. Dieser
Unterschied hat eine Diskussion iiber die mechanistische
Funktion dieses Ions ausgelost. Dobbek et al. folgerten, dass
es fir die katalytische Aktivitdt benotigt wird, und stellten
fest, dass bei Inkubation in einer CO-Atmosphire (Bedin-
gungen, die bei der Kristallisation von ACS/CODHy,, ver-
wendet werden) das Sulfidion vom C-Cluster eliminiert und
das Enzym inaktiviert wurde.[" Bei der Zugabe von Sulfid-
ionen zu CODHg, und ACS/CODH),; beobachteten Feng und
Lindahl jedoch genau das Gegenteil, ndmlich eine Inhibie-
rung der Katalyse und keine Inaktivierung von CODH durch
co.l®

In EPR-Studien wurden vier Redoxzustinde des C-
Clusters ermittelt, die als C,,, C,.q;, Cip; und C,.4, bezeichnet
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werden (Abbildung 2).'% C,, hat den Spinzustand S =0 und
liefert MoBbauer-Spektren, wie sie fiir [Fe,S,]*"-Cluster ty-
pisch sind, ohne Hinweis auf ein Fe,. Der ein Elektron mehr

enthaltende C,.q-Zustand zeigt ein EPR-Signal fiir S = !/, und
CO + HO COy + 2H*
E0 0.1V \ /
Cox red1 red2
(8=0) (S=1/2) EO~—05V (S=1/2)
{zu B- und D-! Clustern
(zu B- und D-Clustern)
|nt
(§=01,2...

Abbildung 2. Redoxverhalten des C-Clusters.

ein Mo6Bbauer-Dublett fiir Fe, 'Yl Die Isomerieverschiebun-
gen des [Fe;S,]-Unterzentrums in ihm lassen auf die formalen
Oxidationsstufen {Fe’" Fe’" Fe*'} schlieBen. Miinck, Holm
et al. untersuchten den Redoxzustand und den magnetischen
Zustand verwandter, synthetischer Cluster und fanden her-
aus, dass bei solchen Clustern alle Varianten von nur Fe?*-
Zentren bis nur Fe**-Zentren moglich sind.l'*! Die Elek-
tronenkonfiguration von C.g, ist ungewiss, weil seine M683-
bauer-Daten und die des reduzierten B-Clusters iiberlappen
und es schwache magnetische Wechselwirkungen zwischen
den beiden gibt. C,4, sollte zwei Elektronen mehr enthalten
als C,.q;, doch wo diese Elektronen im C-Cluster lokalisiert
sind, ist unbekannt. Die magnetischen Eigenschaften des C-
Clusters sind vorwiegend auf die Elektronenkonfiguration
der [Fe;S,]-Komponente zuriickzufithren. Vielleicht konnte
Ni** ein Elektron aufnehmen (unter Bildung von Ni'"), aber
dass es beide Elektronen aufnimmt (unter Bildung von Ni%),
scheint unwahrscheinlich, da der anionische Ligand Cysteinat
Ni’ destabilisieren wiirde.

Das Sulfidion ist ein partieller Inhibitor der Katalyse, der
an den C, 4 -Zustand bindet und freigesetzt wird, wenn der C-
Cluster zu C,,, reduziert wird.® Ahnliches wurde fiir den fest
bindenden Inhibitor CN~ beobachtet, was auf eine gemein-
same Wirkungsweise der beiden Anionen hindeutet. CN™-
Tonen binden im C,.-Zustand an Fe, (vielleicht unter Ver-
briickung zu Ni).'' Beim Behandeln des Enzyms mit CO oder
CO, in Gegenwart eines Reduktionsmittels wird CN™~ lang-
sam freigesetzt, und es scheint nicht an den C,.4-Zustand zu
binden. Das Proton einer metallgebundenen Hydroxygruppe
kann im C,4-Zustand mittels ENDOR-Spektroskopie be-
obachtet werden, nicht jedoch im C,.g-Zustand.™¥ Diese
Befunde weisen darauf hin, dass das Substrat H,O genauso
bindet wie SH™ und CN™ — nédmlich an den C,.4-Zustand als
Briicke zwischen Ni und Fe,. Die Bindung von CO an Ni kann
die Dissoziation von OH™ veranlassen und dessen Angriff auf
das C-Atom des CO zur Bildung des Ni-gebundenen
Carboxylats erleichtern.

Die kiirzlich von Jeoung und Dobbek formulierten
Strukturen des C-Clusters liefern reichlich neue Erkenntnisse
zum CODH-Mechanismus.™ Sie beschreiben zwei wichtige
Strukturen, und zwar die einer Probe, die bei —320 mV (ge-
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gen die Normalwasserstoffelektrode) erhalten wurde und die
dem C,.4-Zustand entsprechen soll, und die einer Probe, die
bei —600 mV erhalten und mit NaHCO; behandelt wurde
(Abbildung 1b und ¢)."" Die C,.q;-Struktur enthilt eine OH-
Gruppe als Briicke zwischen Ni und Fe,. Die Struktur der mit
Bicarbonat behandelten reduzierten Probe ist bemerkens-
wert, da sie an den C-Cluster gebundenes CO, zeigt: Das C-
Atom ist an das Ni-Zentrum gebunden, ein O-Atom bildet
mit einem konservierten His-Rest eine Wasserstoffbriicke,
und das andere O-Atom koordiniert an Fe, und ist iiber eine
Wasserstoffbriicke an eine konservierte Lys-Gruppe gebun-
den. In keiner Struktur verbriickt ein Sulfidion Ni und Fe,,
woraus zu schlieB3en ist, dass dieses Ion fiir die Katalyse nicht
erforderlich ist. Angesichts der Tatsache, dass die Briicken-
position in der einen Struktur durch ein O-Atom von CO, und
in der anderen durch ein OH -Ion besetzt ist, scheint es
wahrscheinlich, dass Sulfidionen inhibierend wirken.

Es ist verbliiffend, dass der C-Cluster mit gebundenem
CO, isoliert und strukturell charakterisiert werden konnte.
Das Enzym wandelt CO und CO, im Wesentlichen ohne
Uberspannung reversibel ineinander um,!'® und so schien es
unwahrscheinlich, dass das CO, enthaltende Intermediat zu
isolieren sein wiirde. Schliefllich war es auch nicht gelungen,
das analoge Intermediat des C-Clusters mit gebundenem CO
durch Kristallisation des Enzyms in Gegenwart von CO
zweifelsfrei zu erhalten. Es wurden zwar IR-Signale gemes-
sen, die auf an den C-Cluster gebundene CO-Liganden zu-
riickzufithren waren, doch sie waren instabil, was darauf
schlieBen lésst, dass solche CO-Liganden spontan oxidiert
werden, vielleicht indem sie mit der verbriickenden OH™ -
Gruppe im C,-Zustand unter Bildung von C,4, und Frei-
setzung von CO, reagieren. Der Zustand mit gebundenem
CO, ist moglicherweise deshalb stabil, weil sich der C-Cluster
im C.4-Zustand befindet; tatsdchlich verschiebt sich das
EPR-Signal von C,, etwas, wenn das Enzym CO, ausgesetzt
wird.”! Die Verschiebungen sind weniger drastisch als er-
wartet, aber wenn das Ni-Zentrum planar umgeben und dia-
magnetisch ist, beeinflusst die Bindung von CO die magne-
tischen Eigenschaften des Clusters moglicherweise nicht si-
gnifikant. CO,-Analoga wie OCN™~, SCN™ und CS, verschie-
ben das EPR-Signal von C,; ebenfalls (aber nicht das von
Crer),? was darauf hinweist, dass diese Analoga an den
Ciai-Zustand binden. Die Freisetzung von CO, verlduft
wahrscheinlich synchron zur Reduktion von C,.g zu C,.g).

Die CO, enthaltende Struktur ist auch aufschlussreich
hinsichtlich der Funktionen der konservierten His- und Lys-
Reste im aktiven Zentrum. Ihre prominente Lage veranlasste
Drennan et al. anzunehmen, dass der His-Rest am Proto-
nentransfer zum und vom C-Cluster beteiligt ist und dass der
Lys-Rest eine Zwischenstufe mit metallgebundenem Carb-
oxylat stabilisiert.”!! Diese Funktionen wurden durch Muta-
genese-Studien gestiitzt,”? aber erst die Strukturen von Jao-
ung und Dobbek bestitigten im Wesentlichen beide Vorher-
sagen.” Die Wechselwirkung mit dem positiv geladenen Lys-
Rest lésst darauf schliefen, dass das beteiligte O-Atom de-
protoniert ist. Wird der Mechanismus unter dem Aspekt der
CO-Bildung betrachtet, kann die Protonierung dieses O-
Atoms die Spaltung der C-O-Bindung beschleunigen, die zur
Bildung von Ni—CO und dem OH -Briickenliganden fiihrt.
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Das Intermediat mit gebundenem CO, konnte im nichsten
Schritt CO, freisetzen; was diese Struktur stabilisiert, ist un-
gewiss, aber die Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen sind
ohne Zweifel wichtig.

Eine weitere Uberraschung der CO, enthaltenden
Struktur ist ihre Ahnlichkeit (Abstinde und Geometrien
betreffend) mit Strukturen ohne CO,. Es gibt deutliche
spektroskopische Belege dafiir, dass sich die Bindung von
CO, an CODH drastisch auf dessen Redoxeigenschaften und
magnetische Eigenschaften auswirkt: Die Bindung von CO,
verdndert die Redoxpotentiale der CODH-Cluster derart,
dass sie kooperativ Redoxreaktionen eingehen.! AuBerdem
beeinflusst CO, die Sittigungseigenschaften des B, -Clusters
und erhoht die Geschwindigkeit, mit der Dithionit den C-
Cluster reduziert."”! Die geringfiigigen Strukturéinderungen,
die bei der Bindung von CO, beobachtet werden, miissen
ausreichen, um diese Effekte hervorzurufen, aber wie sie das
tun, bleibt ritselhaft.

Die beschriebenen C-Cluster-Strukturen und zwanzig
Jahre spektroskopische Untersuchungen fithren gemeinsam
zu dem in Abbildung 3 gezeigten Katalysemechanismus. Fiir

H
'.O'

H [N|2+ Fe 21

H
/o\ H‘(/\O H
[Ni2* Fe,2"] [r\n2+ Fe 2]
2e=
H+
Hy0
o\\ %,
['Ni®" Fe,2] 7_ [N|2+ Fe 21
(Cred)

Abbildung 3. Katalysemechanismus von CODH. ,Ni® folgt aus der
Elektronenbilanz und steht nicht fiir eine vorgeschlagene Oxidations-
stufe.

die CO-Oxidation liest sich der Mechanismus folgenderma-
Ben: Wasser bindet an den C-Cluster an der das Ni- und Fe,-
Zentrum verbriickenden Position. Diese Bindung fordert die
Abgabe eines Protons, das iiber eine Reihe von His-Resten
zum Losungsmittel transportiert wird, und der C,.4-Zustand
entsteht. An diesen Zustand bindet CO, was die Freisetzung
des verbriickenden OH -Liganden zur Folge hat, der wie-
derum das Carbonyl-Kohlenstoffatom unter Bildung der
Ni—CO(OH)-Zwischenstufe angreift. Der Verlust des Pro-
tons der Carboxylatgruppe wird durch Wechselwirkung mit
Lys kompensiert. CO, bildet sich, indem zwei Elektronen auf
den C-Cluster iibertragen werden und ihn von Cq zu C.q,
reduzieren. AnschlieBend werden nacheinander zwei Elek-
tronen vom C-Cluster auf den B-Cluster, von dort auf den D-
Cluster und schliellich auf externe Elektronenakzeptoren
iibertragen. Damit kehrt der C-Cluster in den C,.4-Zustand
zuriick, bereit fiir einen weiteren Katalysezyklus.
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Worauf sollte sich die kiinftige Forschung konzentrieren,
um diesen Mechanismus weiter aufzukldren? Wenn CO, (und
seine Mimetika) tatsichlich an den C,4-Zustand mit S="/,
bindet, miisste diese Bindung anhand von ENDOR- oder
ESEEM-spektroskopisch ermittelten *C-Hyperfein-Wech-
selwirkungen weiter erforscht werden konnen. Die C,g,-
Elektronenstruktur ist noch wenig verstanden, weshalb die
Herstellung ortsspezifischer Mutanten, in denen der B-Clus-
ter entweder fehlt oder nicht reduziert werden kann, ein
weiteres wesentliches Ziel sein sollte. Mo3bauer-Studien an
solchen Mutanten wiirden eine detaillierte Untersuchung der
Elektronenstruktur von C,.4, ermoglichen. Schlieflich konnte
die Erzeugung einer Mutante, in der der C,4-Zustand nicht
stabilisiert werden kann, zu einer stabilen Zwischenstufe mit
gebundenem CO fiihren. Das besondere Geschick von Dob-
bek und Mitarbeitern, Strukturen wichtiger Zwischenstufen
der CODH-Reaktion zu erhalten, lisst hoffen, dass sie eine
solche Mutante nutzen konnten, um eine derartige Zwi-
schenstufe strukturell zweifelsfrei zu charakterisieren.
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