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H ydrogenasen wurden aus mehreren Griinden zuletzt in-
tensiv erforscht. Erstens katalysieren sie die gegenseitige
Umwandlung von Protonen und H,, das ein kohlenstofffreies
Energiespeichermolekiil ist. Anders als die meisten synthe-
tischen Katalysatoren zur H,-Bildung sind Hydrogenasen aus
»hatiirlichen* Materialien aufgebaut, sind biologisch abbau-
bar und ermoglichen auBerdem eine auf3erordentlich schnelle
Katalyse.! Zweitens zeigen Hydrogenasen, wie natiirliche
Systeme eine Mehrelektronenkatalyse durchfithren, ohne
dass instabile Zwischenprodukte entstehen. Drittens verfii-
gen Hydrogenasen iiber Metallcarbonyl-Cofaktoren, die die
klassische metallorganische Chemie (die normalerweise
Starkfeldliganden wie CO und CN~ verwendet) mit der bio-
anorganischen Chemie (die durch Schwachfeldliganden do-
miniert wird) verkniipfen. Zwei kristallographische Studien
von Fritsch, Scheerer et al. sowie Shomura et al. in Nature
beschreiben nun eine weitere iiberraschende Entdeckung bei
Hydrogenasen: einen neuartigen Eisen-Schwefel-Cluster.”?
Die neuen Ergebnisse haben wichtige Auswirkungen fiir das
Verstdandnis der Elektroneniibertragung in Enzymen und
helfen, die strukturelle Grundlage der O,-Toleranz einer be-
stimmten Klasse von Hydrogenasen zu verstehen.

Eine Schwierigkeit beim Umgang mit Hydrogenasen ist
ihre Empfindlichkeit gegen Sauerstoff. Die meisten der be-
kannten Hydrogenasen werden schon durch geringe Sauer-
stoffmengen vergiftet und in inaktive Formen umgewandelt,
die sich nur in wenigen Féllen durch Reduktion mit H, re-
aktivieren lassen.”) Interessanterweise tolerieren membran-
gebundene Hydrogenasen (MBH) in den Bakterien Ralstonia
eutropha, Ralstonia metallidurans, Hydrogenovibrio marinus
und Aquifex aeolicus begrenzte Mengen an Sauerstoff (wer-
den aber durch hohere Sauerstoffmengen dennoch deakti-
viert).! Die Frage jedoch, wie diese MBH-Enzyme es
schaffen, O, zu widerstehen, war bisher schwierig zu beant-
worten. Alle Hydrogenasen enthalten Eisen-Schwefel-Clus-
ter, die als ,,Relais” fiir die Elektroneniibertragung zum und
vom aktiven Zentrum wirken, das bei MBH-Enzymen einen
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heterobimetallischen verbriickten Nickel-Eisen-Cofaktor
enthélt. Sowohl das Nickel-Eisen-Zentrum als auch die Ei-
sen-Schwefel-Cluster sind inhdrent O,-empfindlich, weshalb
es iiberrascht, dass die MBH-Enzyme gegen die potentiell
schiadigende Wirkung von O, stabil sind. Anféingliche Erkla-
rungsversuche konzentrierten sich auf das Eisen-Nickel-
Zentrum, allerdings zeigten spektroskopische Studien ebenso
wie die neu beschriebenen Kristallstrukturen, dass die Ni-Fe-
Zentren der MBH-Enzyme keine wesentlichen Unterschiede
zum aktiven Zentrum der O,-empfindlichen Nickel-Eisen-
Hydrogenasen aufweisen.”! Eine andere Hypothese war, dass
der H,-Transportkanal in MBH-Enzymen so schmal ist, dass
O, nicht hindurchgelagt, allerdings konnen neuere Kristall-
strukturen diese Interpretation nicht stiitzen.!'®l

Vielmehr zeigte sich nun, dass die charakteristischste Ei-
genschaft von MBH-Enzyme in einem der Eisen-Schwefel-
Cluster zu finden ist. Eisen-Schwefel-Cluster sind weitver-
breitete Elektronentransferzentren in Metalloproteinen, und
ihre Zusammensetzung wird iiblicherweise als [nFe-mS] dar-
gestellt, wobei n die Zahl der Eisenatome und m die der
Schwefelatome angibt. Die luftempfindlichen Nickel-Eisen-
Hydrogenasen enthalten eine Kette von drei Clustern, von
denen der proximale (der dem Ni-Fe-Zentrum am nichsten
liegt) ein normaler kubischer [4Fe-4S]-Cluster ist (Abbil-
dung 1 A). Die neuen Kiristallstrukturen des O,-toleranten
MBH in seiner reduzierten Form zeigen nun allerdings, dass
es sich bei dem proximalen Eisen-Schwefel-Cluster um [4Fe-
3S] handelt, in dem eines des Schwefelatome durch ein
verbriickendes Thiolat aus einem Cysteinrest ersetzt ist
(Abbildung 1B). Eines der Eisenatome trégt ein zusitzliches
terminales Cystein, das den freien Platz des fehlenden
Schwefels einnimmt. Im Ergebnis wird also ein dreifach
verbriickendes Schwefelatom durch ein verbriickendes Cy-
steinthiolat und ein terminales Cysteinthiolat ersetzt, sodass
der Cluster insgesamt sechs Cysteinseitenketten statt der
iblichen vier koordiniert. Diese einzigartige Struktur erklédrt
die ungewoOhnlichen spektroskopischen Eigenschaften der
MBH-Enzyme."! Die Clusterform wurde bislang noch nie in
niedermolekularen Eisen-Schwefel-Verbindungen beobach-
tet und stellt somit eine spannende Herausforderung fiir die
Synthesechemie dar.

Wie trdgt nun der ungewohnliche [4Fe-3S]-Cluster zur
Sauerstofftoleranz der MBH-Enzyme bei? Die Antwort gibt
eine der neuen kristallographischen Studien, die eine Ande-
rung der Clusterkoordination bei unterschiedlichen Redox-
potentialen aufzeigt.”® Unter oxidierenden Bedingungen
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Abbildung 1. Vergleich des klassischen [4Fe-4S]-Clusters mit den neuen [4Fe-3S]-Clustern. Gezeigt sind perspektivische Ansichten der Kristallstruk-
tur (oben) und der Bindungsverhiltnisse (unten). Abweichungen sind rot hervorgehoben. A) Gewshnlicher [4Fe-4S]-Cluster (PDB TH2R);"™! B) re-
duzierter [4Fe-3S]-Cluster der MBH (PDB 3AYX);?! C) oxidierter [4Fe-3S]-Cluster der MBH (PDB 3AYZ).?!

geht die Struktur in eine Form iiber, in der das Riickgrat-
Amid des Cys26 der kleineren Untereinheit deprotoniert
wird und das verbriickende Cystein aus einem der Eisenato-
me verdrédngt. Dies fiihrt dazu, dass dieses Thiolat im klassi-
schen terminalen Bindungsmodus angelagert wird (Abbil-
dung 1C, rot hervorgehoben). Die zusitzliche negative La-
dung des deprotonierten Amids stabilisiert die oxidierte Form
(d.h. erniedrigt das Redoxpotential). Infolgedessen kann der
[4Fe-3S]-Cluster zwei Elektronen in einem schmalen Poten-
tialfenster von nur 0.2 V iibertragen und ist auf drei unter-
schiedlichen Oxidationsstufen stabil.’™ Es wird vorgeschla-
gen, dass die Fahigkeit zum mehrfachen Elektronentransport
die Sauerstofftoleranz des MBH erhoht, indem das Enzym in
die Lage versetzt wird, O, rasch zu harmlosem Wasser zu

reduzieren bevor eine Schidigung des Proteins auftritt.”>®
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Das Zusammenspiel von Amidprotonierung und Clus-
teroxidation ist ein Beispiel fiir einen protonengekoppelten
Elektronentransfer (PCET), bei dem Protonen und Elektro-
nen simultan bewegt werden, um die Erhohung der Aktivie-
rungsenergie durch Ladungsaufbau zu verhindern. Detail-
lierte Studien zum protonengekoppelten Elektronentransfer
mit Eisen-Schwefel-Clustern wurden bisher nicht durchge-
fiihrt, und die neuen Strukturen werden zweifelsohne For-
schungen in der Proteinchemie und der Chemie niedermo-
lekularer Verbindungen inspirieren. Dariiber hinaus kann die
Amidkoordination in der oxidierten Form des neuen [4Fe-
3S]-Clusters als eine Art ,,Redoxschalter* zwischen den bei-
den Reaktivititszustdnden des Enzyms — Oxidation von H,
bzw. Reduktion von O, — dienen. Die Redox-abhingige
Konformationsinderung im [4Fe-3S]-Cluster erinnert an die

B)

Cysas,
/ B
S/ ~F , ~
-s¥ =
3/. E \ .- Fe\ CYSE'?G - .-
g +2e S
Fe™ "\==T», S \ / -
\ \|\F|/F\ wS—CysPiss S \' WS Cyshrse
_—
/5“—Fe Ie/ 5 CySctaa/ Fe 1/ \
Cyscgg \,-N HSEI’H-QS

Abbildung 2. P-Cluster der Eisen-Molybdin-Nitrogenase. Gezeigt sind perspektivische Ansichten der Kristallstruktur (oben) und der Bindungsver-

haltnisse (unten).
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A) Reduzierter P-Cluster der der Nitrogenase (PDB 3U7Q);® B) oxidierter P-Cluster der Nitrogenase (PDB 2MIN)."!

www.angewandte.de



3366

schon bekannte Konformationsinderung im P-Cluster der
Nitrogenase (Abbildung2), bei der die Koordination des
Amids im oxidierten Cluster Mehrelektronenredoxprozesse
auslost.”! Folglich koénnten die neuen Kristallstrukturen auf
eine allgemeine Strategie fiir schnelle Elektroneniibertra-
gungskaskaden in Mehrelektronenredoxsystemen hinweisen.
In diesem Sinne wird erwartet, dass weitere Studien an
formveridnderlichen“ Eisen-Schwefel-Clustern helfen, ein
besseres Verstindnis von den Mechanismen zu entwickeln,
die den Elektronenfluss in Proteinen regulieren.
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