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Atomare Einblicke in den Mechanismus der
Kohlenmonoxid-Dehydrogenase**

Markus W. Ribbe*

Die Kohlenmonoxid-Dehydrogenase (CODH) katalysiert
die reversible Umwandlung zwischen CO und CO, gemaf
CO + H,0=CO, +2H" +2e".[" Sowohl die Hin- als auch die
Riickreaktion dieser reversiblen Redoxreaktion ist von bio-
logischer Bedeutung (Abbildung 1). Die Oxidation von CO
durch die Nickel-haltige CODH (Ni-CODH) ist die Energie-
und Kohlenstoffquelle fiir das chemolithoautotrophe
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Abbildung 1. Redoxumwandlung von CO, und CO durch die Ni-
CODH. In C. hydrogenoformans ist die Oxidation von CO durch die Ni-
CODH eng mit der Protonenreduktion der Hydrogenase gekoppelt,
um einen Protonengradienten fiir die ATP-Synthese zu erzeugen.”l In
M. thermoacetica ist die Reduktion von CO, durch die Ni-CODH mit
der Acetyl-CoA-Synthetase und der damit einhergehenden Synthese
von Acetyl-CoA, das fiir die Produktion von Zellmasse oder ATP bené-
tigt wird, gekoppelt.”! In vitro kann die Ni-CODH die Hin- und Riick-
reaktion von CO, zu CO in Abhingigkeit des vorherrschenden Potenti-
als katalysieren.
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Wachstum anaerober Organismen wie Carboxydothermus
hydrogenoformans,” wihrend die Reduktion von CO, durch
die Ni-CODH mit der Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) und
der Bildung von Acetyl-CoA in Sdurebakterien wie Moorella
thermoacetica gekoppelt ist.”) Dariiber hinaus ist die CODH
aufgrund ihrer einzigartigen katalytischen Eigenschaften ein
attraktives Modell fiir die Entwicklung von Strategien zur
CO,-Sequestrierung (basierend auf der CO,-Reduktion
durch die CODH) und fiir Brennstoffzellen (basierend auf
der Oxidation von CO durch die CODH). Diese Umstéinde
beleben das Interesse an mechanistischen Details dieses
wichtigen Metalloenzyms.

Die Ni-CODH, entdeckt in den 1980er Jahren, wurde
zunichst mit biochemischen und spektroskopischen Metho-
den charakterisiert, die Aufschluss iiber die Proteinkonfor-
mation, den Metallclustergehalt und die physiologische Rolle
des Enzyms gaben.!!l Seit 2000 wurden einige Kristallstruk-
turen der Ni-CODH von den Arbeitsgruppen Drennen,
Dobbek und Chen gelost, welche die einzigartigen geome-
trischen Merkmale des katalytischen C-Clusters und dessen
Rolle in der Aktivierung der Substrate illustrieren.! Beson-
ders hervorzuheben sind die CO,- und CO-gebundenen
Strukturen, verdffentlicht von den Gruppen um Dobbek und
Chen, sowie die Cyanid(CN~)-gebundenen Strukturen be-
schrieben von den Gruppen um Dobbek und Drennen.! Die
bahnbrechenden Arbeiten dieser Gruppen fithrten in Zu-
sammenhang mit Daten von biochemischen, kinetischen,
spektroskopischen und theoretischen Studien!® zur Entwick-
lung eines mechanistischen Modells der CO-CO,-Umwand-
lung durch die Ni-CODH. Dieses Modell zeigt ein CO-ge-
bundenes Ni-Atom mit einer nahezu perfekten quadratisch
planaren Geometrie, dem auf einzigartige Weise ein Hydro-
xy-gebundenes Fe-Atom gegeniibersteht. Solch eine Konfor-
mation legt einen nukleophilen Angriff der Fe-gebundenen
Hydroxygruppe auf das Ni-gebundene CO nahe; dieser Me-
chanismus wird gestiitzt durch die Beobachtung, dass das
gebundene CO, das Ni-Atom und das Fe-Atom in einer p,-1’-
Konformation verbriickt.

Anderseits ist der Mechanismus der Ni-CODH-Inhibie-
rung durch CN~ und Cyanat (NCO~) kaum verstanden.
Strukturbiologische Daten zur Bindung von NCO™ an die
CODH sind rar. Dagegen haben Strukturanalysen der CN -
gebundenen CODH zu dem Vorschlag gefiihrt, dass CN™ in
zwei Konformationen bindet. Zunéchst bindet CN™ lose in
einer gebogenen Konformation, bevor es langsam in eine li-
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neare Konformation iibergeht, die die Substratreduktion
kompetitiv inhibiert.”! Vor kurzem wurde der Mechanismus
dieser Inhibitoren mit elektrochemischen Methoden unter-
sucht; dies fiihrte zu einem Mechanismus, der den Inhibitor-
einfluss auf C,, und C.4, die beiden entscheidenden
Oxidationszustinde des C-Clusters, darstellt.”) In diesem
Modell inhibiert CN~ die CO-Oxidation, aber nicht die Re-
duktion von CO, durch die selektive Bindung von C,.4;, wo-
hingegen NCO™ die Reduktion von CO,, aber nicht die
Oxidation von CO, durch die selektive Bindung von C,.4, in-
hibiert (Abbildung 2). Diese Ergebnisse stellen die Grund-
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Abbildung 2. Der Redoxzustand des C-Clusters der Ni-CODH und die
zugehdrigen Potentiale fiir die Bindung von Substraten und Inhibito-
ren.”? Das Mittelpunktpotential der CO,-CO-Kopplung ist ca. —558 mV,
und das Potential der NCO™- und CN™-Bindung wird auf ca. —400 mV
bzw. ca. —600 mV geschitzt. In Gelb sind der NCO™- und der CO,-
gebundene Zustand hervorgehoben, der durch die atomar aufgeléste
Struktur belegt wurde.®!
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lage fiir die Redoxkatalyse der Ni-CODH dar. Dennoch
verhindert das Fehlen von molekularen Details der Substrat-
Inhibitor-Wechselwirkung mit der Ni-CODH fiir bestimmte
Redoxpotentiale eine tiefgriindige Untersuchung des Reak-
tionsmechanismus.

Weitere Bestrebungen, den Reaktionsmechanismus auf-
zukldren, fiihrten kiirzlich zu der Losung von zwei Kristall-
strukturen der Ni-CODH von C. hydrogenoformans
(“CODH) mit wirklich atomarer Auflosung (dy, <1.1 A)
durch die Arbeitsgruppe Dobbek; eine Struktur enthilt das
gebundene Substrat CO, und die andere den gebundenen
Inhibitor NCO™."¥ Diese Studie beschreibt die molekularen
Details des C-Clusters mit der bisher hochsten Auflosung;
einzelne Atompositionen und die zugehorigen Elektronen
sind eindeutig zugewiesen. Weit wichtiger ist allerdings, dass
die atomare Auflosung einige vorher unbekannte Besonder-
heiten des gebundenen Substrats/Inhibitors der Ni-CODH
enthiillt. Die Daten deuten darauf hin, dass das gebundene
CO, durch zwei Elektronen reduziert wird und mehr einer
Carboxygruppe als einem CO, -Radikalanion gleicht. Die
gebundene NCO ™ -Gruppe ist gebogen und auf dhnliche Art
und Weise wie CO, reduziert, allerdings wird das N-Atom
durch zwei Elektronen zu einer Carbamoylgruppe reduziert.
Diese beiden Beobachtungen deuten auf einen gemeinsamen
Zwei-Elektronen-Transfer fiir die CO,-Aktivierung und die
NCO™-Inhibierung hin und vervollstindigen des Bild des
Reaktionsmechanismus der Ni-CODH.

Die Verbesserung der Auflosung auf das atomare Niveau
hat eine Schliisselrolle inne, da sie die Strukturanalyse ohne
die Einbeziehung von geometrischen Einschrédnkungen er-
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moglicht und folglich zu einer unvoreingenommenen Be-
stimmung geometrischer Parameter wie Bindungsldnge und
Bindungswinkel fithrt. Verglichen mit der bereits publizierten
hochaufgeldsten (1.50 A) Struktur der CO,-gebundenen
CODH" ist die Ni-C-Bindung wesentlich kiirzer in der
atomar aufgelosten (1.03 A) Struktur, was eine ungewohnli-
che elektronische Struktur des Nickels impliziert (Abbil-
dung 3), obwohl die Koordinationsgeometrie (quadratisch
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Abbildung 3. Vergleich des aktiven Zentrums in der hochaufgel6sten
(1.50 Ay Struktur (PDB-Code: 3852)® und der atomar aufgelésten
(1.03 A) Struktur.®! A) Koordinierung des Ni in der 1.50-A-Struktur, in
der das gebundene Substrat einem CO, " -Radikalanion gleicht. B) Ko-
ordinierung des Ni in der 1.03-A-Struktur, in der das gebundene Sub-
strat dem eines Formiats oder eines Ni-gebundenen Carboxylats
gleicht. C) Uberlagerung des aktiven Zentrums von A und B, in der A
grau dargestellt ist. Die 1.03-A-Struktur zeigt eine perfekte quadratisch
planare Anordnung die auf eine verkiirzte Ni-C-Bindung (angedeutet
durch die geraden Pfeile) und eine gebogenere O-C-O-Konformation
(angedeutet durch gekrimmte Pfeile) zuriickzufiihren ist und auf ei-
nen reduzierteres Substrat in B als in A deutet.

planar) die gleiche bleibt. Dariiber hinaus ist der CO,-Ligand
in der atomar aufgelosten Struktur noch mehr gebogen (117°)
als in der hochaufgel6sten Struktur (133°). Dies deutet auf
eine reduziertere Form des CO,-Liganden als in dem zuvor
angenommenen CO,"-Radikalanion hin (Abbildung 3) Ba-
sierend auf der geometrischen Ahnlichkeit dieses Liganden
mit dem Zwei-Elektronen-Reduktionsprodukt Formiat oder
der metallgebundenen Carboxylgruppe (ca. 120°) ist auch
dieser Ligand wahrscheinlich um zwei Elektronen reduziert,
offensichtlich stabilisiert durch ni-Riickbindung und bereit fiir
eine Protonierung in der weiteren Folge.

Die Losung der NCO™ -gebundenen Struktur ist eine
Neuheit in der CODH-Forschung, da vorherige Studien sich
auf die Struktur des oxidierten C-Clusters mit gebundenem
CN~ oder gebundenem Isocyanat konzentrierten.*'”! Uber-
raschenderweise ist NCO™, das auch nach einem Zwei-
Elektronen-Mechanismus reduziert wird, fast in der gleichen
geometrischen Konformation gebunden wie CO,. Noch
iiberraschender ist, dass die Bindungswinkel und -ldngen,
nach der Reduktion, auf die Bildung einer Carbamoylgruppe
(H,NCO) hindeuten. Dies wird auch durch die Verlagerung
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einer His-Seitenkette, die normalerweise Wasserstoffbriicken
mit dem N-Atom des NCO™-Liganden bildet, gestiitzt. Diese
Beobachtung ist auBergewohnlich, da man 1) basierend auf
der Ahnlichkeit der Bindungsgeometrie fiir NCO~ und CO,
bei einer Zwei-Elektronen-Reduktion von NCO™ die Pro-
dukte CN™ und H,O erwarten wiirde, und da man 2) basie-
rend auf den vorherigen Beobachtungen einer langsamen
Oxidation von n-Butylisocyanid (CN-Bu) zu n-Butylisocya-
nat (OCN-Bu)'! auf eine analoge Riickreaktion, in der
NCO™ zu Cyanid (CN7) reduziert wird, spekulieren konnte.
Die Diskrepanz in dem Muster der Elektronenverteilung fiir
den CO,- und den NCO -Liganden hebt den Unterschied
zwischen den Substraten und Inhibitoren der Ni-CODH
hervor.

Die atomar aufgeldsten Strukturen der ““CODH liefern
einen eindeutigen Beweis fiir die Bildung eines um zwei
Elektronen reduzierten Substrats im Reaktionsmechanismus
der Ni-CODH. Trotzdem kann ein um ein Elektron redu-
ziertes Zwischenprodukt nicht ausgeschlossen werden; es
konnte aufgedeckt werden durch zukiinftige Versuche zur
Erzeugung von Zwischenprodukten, die wéihrend der einzel-
nen Phasen des Elektronentransfers vom Metall zum Ligan-
den entstehen. Die Beobachtung des um zwei Elektronen
reduzierten NCO™-Liganden wirft auch interessante Fragen
iiber den Inhibierungsmechanismus der Ni-CODH auf. Solch
ein Zwei-Elektronen-Transfer wurde in Zyklovoltammetrie-
Experimenten nicht beobachtet.”! Dariiber hinaus impliziert
die Zwei-Elektronen-Reduktion des Liganden eine Sackgas-
se, bei der der C,g-Cluster unproduktiv oxidiert wird. Die
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bildet einen Widerspruch zu fritheren Ergebnissen, denen
zufolge der NCO™-Ligand den C,.4,-Zustand zu stabilisieren
scheint.”! Deshalb sollten die elektrochemischen und spek-
troskopischen Daten erneut untersucht und mit den Ergeb-
nissen der atomar aufgelosten Struktur abgestimmt werden,
um ein verbessertes Modell des Inhibierungsmechanismus
der Ni-CODH zu entwickeln.

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 8337-8339
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