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Und der Gewinner ist ...: Azadithiolat — ein Amin-
Protonenrelais in [FeFe]-Hydrogenasen
David Schilter* und Thomas B. Rauchfuss*

Cofaktoren - Enzymologie - Hydrogenasen - Eisen -
Wasserstoff

Zu einer Zeit, in der wir uns neuen Techniken der Ener-
giegewinnung zuwenden, riickt molekularer Wasserstoff als
Energietriger zunehmend in den Mittelpunkt.!! Wihrend
viele Menschen eine ,, Wasserstoff-Wirtschaft“ als Perspektive
fiir die Zukunft sehen, reicht fiir manche Bakterien und Ar-
chaeen das Zeitalter ihrer ,, Wasserstoff-Wirtschaft* bis in die
(Ur)zeit zuriick, in der die Atmosphére der Erde noch reich
an diesem leichtesten aller Gase war. Mikroorganismen me-
tabolisieren Wasserstoff iiber die Expression von Hydroge-
nasen (H,asen) — Metalloenzymen, die im obigen Zusam-
menhang jiingst gro3e Aufmerksamkeit auf sich gezogen ha-
ben.”! Thre aktiven Zentren enthalten drei zentrale Kompo-
nenten — Eisen, Thiolatgruppen und Kohlenmonoxid —, die
auch in CO-umsetzenden Enzymen auftreten (aber iiberra-
schenderweise in keinem kommerziellen Katalysator). Je
nach den Metallatomen in ihren aktiven Zentren werden die
H,asen in [Fe]-, [NiFe]- und [FeFe]-H,asen unterteilt. Ver-
treter aller drei Klassen konnten kristallisiert werden, und fiir
die beiden letztgenannten Fille konnten die Liganden in den
aktiven Zentren vollstédndig identifiziert werden.

Zwar sind die aktiven Zentren der H,asen einander #hn-
lich, jedoch sticht Zentrum der [FeFe]-H,asen hervor, weil es
groBenteils nichtpeptidische Liganden enthdlt (Schema 1,
rechts) und nur iiber einen einzelnen Cysteinylrest kovalent
mit dem Polypeptidgeriist des Molekiils verkniipft ist. Die
rontgenkristallographische Strukturanalyse sprach dafiir, dass
ein [Fe,S,]-Cluster mit der [2Fe]-Einheit iiber ein S®*-Atom
verkniipft ist (das Gesamtensemble wird als H-Cluster be-
zeichnet); infolge der dhnlichen Streumerkmale von C, N und
O erwies sich die kristallographische Untersuchung allerdings
als weniger hilfreich bei der Unterscheidung der beiden Co-
faktoren CN™ und CO, die IR-spektroskopisch nachgewiesen
worden waren.”! Einer dieser Liganden, die sich nur selten in
aktiven Enzymen finden, besetzt je eine basale Bindungs-
stelle an den beiden Eisenzentren; die stereochemische
Struktur des Clusters wurde aus der Polaritit der Taschen des
Proteins und der Hydrophobie bzw. Hydrophilie der Fe-CO-
und Fe-CN-Einheiten gefolgert. Ein zusétzlicher CO-Ligand,
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der die Atome FeP (,,proximal® beziiglich [Fe,S,]) und Fe*
(,,distal“) verbriickt, wurde durch eine Kombination aus
Rontgenkristallographie und IR-Spektroskopie lokalisiert.
Dieser CO-Ligand ist entscheidend fiir die Ausrichtung des
Atoms Fe! in der Form, dass eine apikale Bindungsstelle fiir
die Substratbindung verfiigbar ist.

Nach der Identifizierung der ersten Koordinationssphére
der Dieiseneinheit wandten sich die Forscher dem Dithiolat-
liganden zu, dem schlieflich die Formel "SCH,XCH,S™ zu-
gewiesen werden konnte. Die Eigenschaften der Elemente C,
N und O erwiesen sich abermals als problematisch: Die
Identitédt von X lieB sich kristallographisch nicht bestimmen,
aber immerhin auf CH,, NH oder O eingrenzen. In jedem
Falle wire der entsprechende Propan-, Aza- oder Oxadi-
thiolatrest (pdt*~/adt*~/odt*") in der Biochemie ohne Beispiel.
Viele Beteiligte, darunter Fontecilla-Camps und Mitarbeiter,
favorisierten aufgrund des geringen Abstands von 3.1 A von
X zu einem benachbarten S*-Atom (Abstand fiir eine H-
Briicke) in Verbindung mit mechanistischen Uberlegungen
(siehe weiter unten) adt*.™ Spektroskopische Untersuchun-
gen wie HYSCORE deuteten auf adt*” hin,”! doch war die
Beweislage nicht klar, und einige Gegenbeispiele sprachen
fiir odt*~ als Liganden.

Synthetische Modellierungen wiesen — wenn auch indirekt
— auf ein natives adt* -Protonenrelais hin. So ist z.B. der
Katalysator von H*-Reduktionen, [Fe,(adt)(CO),(dppv),] (4)
10*-mal aktiver als sein pdt*~-Gegenstiick.!®! Wire es moglich,
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dass der Dithiolatligand die Antwort auf das Rétsel um die
bemerkenswerte Aktivitit der [FeFe]-H,asen ist, Enzyme, die
die Reaktion H,=2H" +2e" auf Geschwindigkeiten von bis
zu 28000 s~' zu beschleunigen vermogen? Die erste Koordi-
nationssphére war verstanden: Liganden mit starken Feldern
bedingen einen ungesittigten Low-Spin-Dieisenkern. Jenseits
sterischer und elektronischer Effekte blieben jedoch die
zweite Koordinationssphére und besonders das Dithiolat
(derjenige Cofaktor, der im Verbund mit Fe! die eigentliche
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Schema 1. [FeFe]-H,ase-Maturierung mit drei synthetischen Dieisen-Cofaktoren: dem biologisch aktiven Cofaktor 2 und den biologisch inaktiven

Cofaktoren 1 und 3.

H,-Spaltung bewirkt) unverstanden. Fontecave et al. ist es
gelungen, mithilfe synthetischer Mimetika sowie einer [Fe-
Fe]-H,ase und der zugehorigen Maturase, die Kontroverse
um das Dithiolat beizulegen.”! Abermals kommt hier im Fall
von [Fe,(SCH,XCH,S)(CO),(CN),]*~ (1-3; Schema 1, links)
die theoretische Modellierung zum Einsatz, da sich diese
molekularen Spezies vom Dithiolat, dem infrage stehenden
Cofaktor, unterscheiden.

Frithere Untersuchungen der Maturierung des Enzyms
hatten gezeigt, dass sich ein einfacher [Fe,S,]-Cluster auf ei-
nem als HydF bezeichneten Geriistprotein zu einer [2Fe]-
Vorstufe einer Untereinheit des aktiven Zentrums umbildet;
radikalische S-Adenosylmethionin-Enzyme sind fiir den
schrittweisen Aufbau von “SCH,XCH,S™ und CO/CN~ ver-
antwortlich. HydF iibergibt anschlieBend [2Fe] an apo-HydA,
die Hyase mit einem [Fe,S,]-Zentrum, aber noch ohne den
Dieisenkern. Zur Nachbildung der zweiten Hélfte dieses
Maturierungsvorgangs beluden Fontecave etal. HydF (in
diesem Fall das Protein aus dem Bakterium Thermotoga
maritima, exprimiert in Escherichia coli) mit einer der Ver-
bindungen 1-3; daraus gingen 1HydF, 2HydF und 3HydF
hervor (Schema 1, Mitte). Die IR-Spektren der Addukte
entsprachen denen von HydF aus Clostridium acetobutylicum,
einer Maturase, von der bekannt war, dass sie eine [Fe,S,]-
und eine [2Fe]-Einheit enthilt. Kernspin-Kohéirenztransfer-
Untersuchungen ergaben, dass jede Variante CN ™ -verbriickte
Cluster beherbergt. Damit war diese Arbeit nicht nur eine
besondere pridparative Leistung, mit dem FEinbau dreier
exogener Spezies, sondern auch eine spektroskopische. Der
Erfolg von Fontecave et al. ist signifikant, weil die Struktur
der nativen [2Fe]-Einheit noch unbekannt ist — die neuen
Befunde lassen aber nun darauf schlieBen, dass es sich
hochstwahrscheinlich um einen Cluster handelt, der dhnlich,
wenn nicht identisch, zu xHydF ist.

Obgleich 1-3HydF jeweils einen [Fe,S,]-Redoxcofaktor
und eine [2Fe]-Untergruppe enthalten, vermitteln diese Mo-
lekiile keine H,-Bildung. Dieser Befund unterstreicht die
Bedeutung der ersten Koordinationssphére: 1-3HydF verfii-
gen nicht iiber den verbriickenden CO-Liganden und die freie
Fe'-Bindungsstelle fiir eine Katalyse, die folglich ungeachtet
des Dithiolatliganden auch nicht stattfindet. Natiirlich be-
steht die Funktion von HydF eigentlich im Aufbau und dem
Transfer der [2Fe]-Baueinheit auf apo-HydA. Die Forscher
gingen der Frage nach, ob die beladenen HydF-Proteine in
der Lage waren, die Maturierung von apo-HydA (in diesem
Fall apo-HydAl aus der einzelligen Alge Chlamydomonas
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reinhardtii, exprimiert in E. coli) zu bewirken. Die Rekon-
stitution erwies sich als schwierig, da die Proteine aus unter-
schiedlichen Organismenarten stammten und 1-3HydF wo-
moglich deutlich verschieden vom nativen HydF waren,
dessen Zweck es ist, den HydA-H-Cluster zu installieren.
Dariiber hinaus mussten zahlreiche koordinationschemische
Stufen ablaufen: die Dissoziation von [2Fe] von HydF, CN™-
Bindungs(re)isomerisierung, die Bindung von S®* an FeP und
schlieBlich der Verlust von CO.

Angesichts der Komplexitidt der [FeFe]-H,ase-Maturie-
rung™ ist es erstaunlich, dass die Umsetzung von apo-Hyd A1
mit 1-3HydF die vollstindigen Proteine 1-3HydA1 ergab.
Die IR-Spektren zeigten in diesen Fillen die v(CO)- und v-
(CN")-Banden, was einen [2Fe]-Transfer bestitigte, und
entsprachen dariiber hinaus auch dem Spektrum von HydA1.
Die Maturierung deckte die Konfiguration des Dieisenkom-
plexes auf, die fiir 1-3 und 1-3HydF nicht ermittelt werden
konnte: Das basische S*-Atom liegt trans zum verbriicken-
den CO-Liganden, und dieser liegt wiederum trans zur freien
Bindungsstelle an Fe“. Die chemischen Eigenschaften von 1-
3HydAl unterscheiden sich von denen der substitutionsiner-
ten 1-3, was auf eine Labilitit der Dianionen als Resultat
ihres Eintritts in die Bindungstasche des Enzyms ist, wenn
zwischen den Fe-CN-Gruppen und in der Nihe gelegenen
Lysyl- und Serylresten H-Briicken gebildet werden. Die
Wechselwirkungen der zweiten Koordinationssphire legen
die Konfiguration der ersten Koordinationssphire fest. Wie
Fontecave et al. demonstrierten, sind sie auch essenziell fiir
die H,ase-Funktion: Die Aktivitit des adt’” enthaltenden
Biohybrids kam der des funktionellen HydA1 nahe, wihrend
die pdt*- und odt*~-Spezies inaktiv waren. Tatséchlich ist
2HydA1 wahrscheinlich iiberhaupt kein Biohybrid, sondern
in jedem Detail das native HydA1l. Fiir den Synthesechemi-
ker ist es befriedigend zu wissen, dass 2 bereits vor gut zehn
Jahren hergestellt wurde (seine Relevanz fiir das Studium
dieses bemerkenswerten aktiven Zentrums vorausahnend).”

Der Dithiolatcofaktor, von dem nun sicher gesagt werden
kann, dass er X =NH enthilt, ist entscheidend fiir die Wei-
tergabe von H' an das aktive Zentrum zum Zweck der H,-
Produktion. Die Basizitdt des Amins ist wahrscheinlich so
eingestellt, dass Fe-H sowohl protoniert als auch deprotoniert
werden kann; die Basizitit des Sauerstoffatoms in odt>~ reicht
hierfiir nicht aus, und eine Siure-/Basechemie von pdt®~ ist
praktisch nicht vorhanden. Die Nachbildung der Dieisenli-
gation geniigt nicht, denn obwohl Sdure-Base-Reaktionen oft
als unverziiglich ablaufend angesehen werden, erfolgen sie
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bei der Protonierung sterisch iiberfrachteter Metallzentren
langsamer. In der Natur wird dieses Problem iiberwunden,
indem das Amin oberhalb der Bindungsstelle platziert ist.
Jenseits der zweiten Koordinationssphire ist die Schutzwir-
kung durch die umgebende Proteinmasse von >50kDa
ebenfalls zu beriicksichtigen (man vergleiche die hohe Akti-
vitdt des rekonstituierten 2HydA1 mit der Instabilitdt von
freiem 2 in saurer Losung).

Trotz der Hiirden bei der Ubertragung von Struktur-
prinzipien aus der Natur auf synthetische Molekiile sind
mehrere Kandidaten fiir die homogene Elektrokatalyse zur
H,-Produktion (sowie, in jiingerer Zeit, fiir die H,-Oxidation)
vorgestellt worden. Diese Elektrokatalysatoren reichen von
biomimetischen Modellen wie 4 bis hin zu biologisch inspi-
rierten Systemen wie 5 (Bn =Benzyl),'”! die mit H,asen we-
niger gemeinsam haben. Unabdingbar fiir die Funktion bei-
der ist die Positionierung eines Aminrestes in der Nihe eines
ungesittigten elektroaktiven Metallzentrums — ein reakti-
onsbereites, frustriertes Lewis-Paar. Zwar miissen bidirek-
tionale Katalysatoren, die mit hohen Umsatzraten und nied-
rigen Uberspannungen arbeiten, erst noch hergestellt werden,
allerdings sind die Arbeiten von Fontecave et al. ermutigend
fiir Chemiker, die auf dieses Ziel hinarbeiten.

Indem sie Azadithiolat unzweifelhaft eine Rolle zuge-
wiesen haben, liefern Fontecave et al. auch Hinweise auf die
chemische Natur der Maturase HydF und ihres [2Fe]-Kerns.
Wie mag ihre Vorstufe im Maturierungsprozess aussehen?
Und wird sich dieser artifizielle Maturierungsprozess als

vereinbar mit kombinatorischen Methoden erweisen, um so
effizientere und praktischere Katalysatoren fiir die Freiset-
zung und Oxidation von H, zu finden?
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