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Einer der groflen Fortschritte in der schon fast 80jdhrigen
Geschichte der Erforschung der Enzyme, die den Wasser-
stoff-Metabolismus in bestimmten urspriinglichen Mikroor-
ganismen kontrollieren, war die Erkenntnis, dass diese so
genannten Hydrogenasen Eisen-Schwefel-Cluster enthalten,
die Elektronen in redoxaktiven Enzymen transportieren.!]
Zu welch vielfiltigen strukturellen und physikalischen Fi-
genschaften diese Fe/S/SR-Kombination fithren kann, wurde
gemeinsam von Chemikern, Biochemikern und Biophysikern
ergriindet und gilt mittlerweile als gut verstanden.”? Beein-
druckend ist die hohe Koinzidenz der Reaktivitdt von FeS-
Clustern in vitro (d.h. von synthetischen Analoga) und in
vivo (d.h. von Proteinen mit FeS-Cluster), die darauf schlie-
Ben lisst, dass das Protein fiir die Existenz und Arbeitsweise
des FeS-Clusters eigentlich gar nicht so wichtig ist. Daraus
wurde die Vermutung abgeleitet, dass die ersten Katalysato-
ren auf der Erde Kliimpchen von Eisenschwefelmineralien
gewesen sein konnten,™ die, einmal in Proteine eingebaut,
solch ausgekliigelte Systeme wie die anorganisch/metallor-
ganischen Naturstoffe in Schema 1 hervorbrachten.*!

Die Anordnung der multiplen FeS-Cluster in den Kris-
tallstrukturen der |[NiFe]- und [FeFe]-Hydrogenasen
(H,asen) lasst sich nur so interpretieren, dass diese Cluster als
Pfad fiir die Elektroneniibertragung dienen und das aktive
Zentrum mit der Elektronendonor- oder Elektronenakzep-
toreinheit an der ProteinauBenseite verbinden.”! Ein typi-
scher 4Fe4S-Cluster des aktiven Zentrums der [FeFe]-H,ase
(Schema 1e) ist iiber eine Cysteinylbriicke direkt mit einer
ungewdhnlichen 2Fe-Untereinheit fest verkniipft.!”! In diesem
Aufbau édhnelt der ,,H-Cluster®, d.h. der Wasserstoff produ-
zierende Cluster der [FeFe]-H,ase, den Clustern der Sulfit-
Reduktase (Schema 1g) oder Acetyl-CoA-Synthase (Sche-
ma 1f); der 4Fe4S-Cluster wirkt tiber die Cysteinyl-Schwe-
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felbriicke zur 2Fe-Untereinheit als Redox-variabler Metal-
lothiolatligand. Die Tatsache, dass der 2Fe-Anteil des H-
Clusters rein metallorganisch aufgebaut ist, reichlich Koh-
lenmonoxid und Cyanid enthilt, einen vorher in biologischen
Systemen unbekannten Dithiolat-Cofaktor trigt und im Zu-
sammenhang mit der beeindruckenden Geschwindigkeit der
H,-Produktion durch die [FeFe]-H,ase steht — die zudem nur
Elektronen milden Potentials sowie Wasser als Protonen-
quelle benétigt — " weckte das Interesse von Chemikern, die
ein optimales synthetisches und proteinfreies Analogon des
aktiven Zentrums suchten, um einen molekularen Elektro-
katalysator zur Wasserstoffproduktion zu erhalten.

Bei der Aufkldrung der Biosynthese ergab sich eine Reihe
anspruchsvoller Fragen: Wie erzeugt und handhabt die Natur
die Spezies CN™ und CO, die bei fehlender Kontrolle ja giftig
fir die Metallzentren sind? Wie wird das Azadithiolat her-
gestellt, das die Eisenatome in der 2Fe-Untereinheit verbin-
det? Wie wird der H-Cluster aufgebaut? Gibt es einen 6Fe-
Supercluster als Vorstufe, der die 2Fe-Untereinheit abstoft,
oder werden die Einheiten modular zusammengesetzt? Seit
kurzem gibt es einige Erkenntnisse in Bezug auf die ersten
beiden Fragen: Es wurden Genprodukte entdeckt, die radi-
kalische SAM-Reaktionswege (SAM: S-Adenosylmethionin)
nutzen, die Tyrosin zu p-Cresol und den zweiatomigen Li-
ganden CO and CN~ abbauen, letzteres vermutlich iiber ein
Glycylradikal.">'?' Anregungen fiir die Beantwortung der
anderen beiden Fragen soll dieses Highlight geben, das sich
mit einer Strukturarbeit von Mulder, Peters, Broderick et al.
sowie anderen biosynthetischen und spektroskopischen Be-
funden zur 2Fe2S-Vorstufe auseinandersetzen wird.['*'¥

Die korrekte, wenngleich triviale Antwort auf die Frage
»Wie wird der H-Cluster zusammengesetzt?“ lautet mit Si-
cherheit: ,,Sehr sorgfiltig!“ Mulder etal. gelang es, eine
[FeFe]-H,ase (auch als HydA bezeichnet) zu erhalten, ohne
dass die Proteine HydE, HydF und HydG vorhanden waren,
die fiir die Synthese der 2Fe-Untereinheit und die Reifung
des Enzyms zur aktiven Form noétig sind.!"”! Dieses unreife,
ohne akzessorische Proteine hergestellte Protein Hyd A*FF¢
stammt urspriinglich aus der Griinalge Chlamydomonas
reinhardtii und wurde in E. coli exprimiert; seine Rontgen-
kristallstruktur wurde bestimmt und mit jener des Holopro-
teins aus C. pasteurianum und Desulfovibrio desulfuricans
verglichen. Bei beiden letztgenannten Strukturen ist der
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Schema 1. Eine Auswahl von Protein-gebundenen Eisen-Schwefel-Clustern. (Die Strukturen sind kristallographischen Datenbanken oder der im

Text angegebenen Literatur entnommen.)

vollstindige H-Cluster mit den cysteinverbriickten Unter-
einheiten vorhanden, d.h. 4Fe4S(p-SCys)2Fe, wogegen
HydAFFC nur den 4Fe4S-Cluster enthilt. In Hyd A*FFC be-
findet sich der 4Fe4S-Cluster in einer Tasche am Ende eines
Kanals (8-15 A breit und 25 A lang; Abbildung 1). Uberla-
gert man die Strukturen des unreifen Proteins oder Apo-
proteins ohne 2Fe-Untereinheit mit jener des vollstdndigen
oder Holoproteins, wird deutlich, dass der Kanal im Holo-
protein geschlossen ist und somit das vervollstindigte aktive
Zentrum einschlief3t.

Die Analyse der Kanalzusammensetzung von Hyd
zeigt positive Aminosdurereste (ein Argininrest und zwei
Lysinreste) beiderseits des Eingangs, die wahrscheinlich den
2Fe-Subcluster mit seinen negativ geladenen Cyanidliganden
anziehen; ein weiterer Lysinrest innerhalb des Kanals bildet
vermutlich Wasserstoffbriicken zur 2Fe-Untereinheit, nach-
dem diese ihren Platz als Bestandteil des H-Clusters einge-
nommen hat.™ Ein weiterer wichtiger Hinweis auf den Me-
chanismus zur Einfithrung der 2Fe-Einheit ist ein Cysteinrest,
der sich am Ende der Tasche befindet und mit seiner expo-
nierten Schwefelseitenkette einen labilen Liganden an der
2Fe-Einheit ersetzen kann. So wird moglicherweise die Brii-
cke zwischen der 4Fe4S- und der 2Fe-Einheit gebildet.

Wie wird nun HydA“FF¢ mit dem 2Fe-Subcluster belie-
fert? Kiirzlich wurde HydF als Geriistprotein identifiziert, an
dem der 2Fe-Subcluster oder eine Vorstufe davon zusam-
mengesetzt wird. Die beiden anderen akzessorischen Protei-
ne HydE und HydG synthetisieren hingegen CO, CN™~ und
die SCH,NHCH,S-Briicke iiber den schon angesprochenen
radikalischen SAM-Reaktionsweg.'¥ Nach der derzeitigen
Arbeitshypothese ist HydF fiir die Fe-CO- und Fe-CN-Bin-
dungsbildung verantwortlich, wahrscheinlich ausgehend von
einem Cluster analog dem in Schema 1a. Auch soll HydF als
Triger fiir die Subcluster-Insertion in den Kanal des apo-
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Abbildung 1. Insertion der vorab gebildeten metallorganischen 2Fe2S-
Einheit in das apo-HydA. Positiv geladene Reste unterstiitzen die
Durchleitung der Vorstufe zum schon vorhandenen 4Fe4S. Méglicher-
weise hilft ein Cystein-Schwefelatom im Kanal. Sobald die 2Fe-Einheit
an den 4Fe4S-Cluster am Kanalende bindet, womit der H-Cluster ver-
vollstandigt ist, kollabiert die Tasche und schlieft das aktive Zentrum
im Protein ein. Die Oberflichen der Enzymtaschen von HydA und
HydA*5F¢ mit den relevanten Aminosaureresten und Metallclustern
wurden mit PyMOL visualisiert (W. L. Delano, ,, The PyMOL molecular
graphics system*®, 2002) und die Strukturkoordinaten aus Lit. [13] und
[14] entnommen. Die Abbildungen der Taschen von HydA und
HydAEF¢ (ebenfalls mit PyMOL visualiert) wurden anschlieRend in
Binderdarstellung tiberlagert, um die Veridnderungen in der Gesamt-
Proteinstruktur darzustellen.
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HydA fungieren. Noch wurde die Struktur von HydF nicht
bestimmt. Es ist nicht bekannt, ob der an HydF gebundene
2Fe-Subcluster schon in seiner endgiiltigen Strukturform, wie
im vollstindigen H-Cluster, vorliegt (Abbildung 1). Erste
spektroskopische Daten sprechen fiir zwei CN™- und zwei
oder drei CO-Molekiile in einem reduzierten Komplex, denn
die Positionen der v(CO)-Banden entsprechen denen der
Komplexe (u-SRS)[Fe!'(CO),CN],>" oder (u-SRS)[Fe,(CO);-
(PR;);] 151

Die im Fe"Fe'-Redoxniveau vorliegende 2Fe-Unterein-
heit innerhalb des vollstindigen und so isolierten H,,-Clusters
hat eine ungewohnliche Gestalt, die als rotiert relativ zur
bekannten, eckenverbriickten, quadratischen Pyramide der
reduzierten zweikernigen Spezies (p-SRS)[Fe'(CO),], und
(u-SRS)[Fe(CO),CN],*>~ beschrieben wurde. Dies fiihrt uns
zur Annahme, dass die Insertion und Beherbergung des mit
dem 4Fe4S-Cluster Cystein-verbriickten 2Fe-Subclusters, die
auch gleichzeitig Wasserstoffbriicken zu den Cyanidliganden
erfordert, oxidativ und unter Rotation ablduft. Dieser Prozess
induziert dann Konformationsdnderungen der Proteinschlei-
fen, wodurch letztlich der Kanal geschlossen wird.

Dieser stufenweise Aufbau hat enorme Bedeutung fiir
Biologen und Chemiker. Mulder et al. merkten die Ahnlich-
keit der oben genannten Strukturen mit dem Nitrogenase-
Protein ohne und mit FeMo-Cofaktor an (Schema 1c).”!
Diese Ahnlichkeit konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
Art, wie solche Proteine einen bereits existierenden abioti-
schen Katalysator einbauen, ein weit verbreitetes Motiv in
der frithen Entwicklung der Metalloenzyme war.

Der Spekulation folgend, dass die urspriingliche 2Fe-
Untereinheit einmal ein eigensténdiger Katalysator gewesen
ist, der von Mikroorganismen als vorteilhaft fiir deren
Wachstum und Fortbestand angesehen wurde, sollte nun
weiter versucht werden, mit synthetischen Liganden die
elektronische Umgebung des prébiotischen Eisensulfid-Ka-
talysators zu reproduzieren. Es wurden bereits um die 300
dieser Dieisenmodelle beschrieben, allerdings vermochte
keines davon die Reaktion 2H* + 2e~ — H, so zu kataly-
sieren wie der H-Cluster. Bedeutet dies, dass das Anbringen
eines 4Fe4S-Cluster unabdingbar ist? Dass ein solches Vor-
haben moglich ist, wurde anhand eines eleganten syntheti-
schen Analogons des vollstdndigen 6Fe-Clusters zwar nach-
gewiesen,['” allerdings ohne groBeren Katalyseerfolg — also ist
es doch die 2Fe-Untereinheit, die strategisch verdndert wer-
den muss. Deren natiirliche Synthese beginnt mit oxidiertem
Eisen in den 2Fe2S-Clustern, wogegen die synthetischen
Analoga klassischerweise auf reduziertem Eisen in der
(u-SRS)[Fe'(CO);],-Vorstufe aufbauen. Hierbei wurden in
einigen Fillen stabile rotierte Formen erhalten,™™ die durch
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Reduktion wieder die unrotierte Form einnahmen. Daraus
lasst sich ableiten, dass eine mehr Erfolg versprechende
Synthese dahin gehen sollte, 1) alternative FeFe-Vorstufen
und 2) supramolekulare Konstrukte zu erzeugen, die um das
synthetische 2Fe-Analogon herum kollabieren und es durch
den elektrokatalytischen Zyklus hindurch in seiner rotierten
Form halten kénnen.
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