HIGHLIGHTS

Synthetische Ribozyme und das erste Desoxyribozym

Petra Burgstaller und Michael Famulok*

Hatte man sich in der Anfangsphase des ,,protein enginee-
ring* noch auf das Ziel beschrinkt, die Funktionsweise von
Enzymen zu verstehen, so besteht die Herausforderung der heu-
tigen Zeit im de-novo-Design kunstlicher Enzyme. Dafiir stehen
aber seit der Entdeckung natiirlicher katalytischer RNAs vor
iiber zehn Jahren!!! nicht mehr nur Proteine zur Verfiigung. Vor
allem mit der Entwicklung der Methoden der in-vitro-Selektion
und der in-vitro-Evolution eréffnete sich die Mdglichkeit, nicht
nur die Funktionalitdt und Spezifitit natiirlicher Ribozyme zu
verdndern oder zu verbessern, sondern auch RNA-Katalysato-
ren mit neuen Funktionalititen zu entwickeln. Die Strategien,
wonach dies geschieht, unterscheiden sich bislang — bis auf eine
Ausnahme!? - von denen, die etwa zur Isolierung katalytischer
Antikdrper angewendet werden. In diesem Fall werden Anti-
kérper isoliert, die spezifisch an Ubergangszustandsanaloga
(transition state analogues, TSAs) binden und eine Bindungs-
tasche enthalten, die der Struktur des Ubergangszustands ei-
ner bestimmten chemischen Reaktion besser angepalit ist
als den Strukturen der Produkte oder Edukte, wodurch
die entsprechende Reaktion katalysiert werden kann'®. Im
Gegensatz dazu verwendet man bei der Isolierung von
Katalysatoren auf Nucleinsdurebasis die Methode der
,,.direkten Selektion, bei der ein randomisierter, hochkom-
plexer Pool von Nucleinsiduren einem Konkurrenzkampf unter-
worfen wird, den nur diejenigen Molekiile bestehen, die eine
bestimmte Reaktion katalysieren konnen. Man nutzt dabei
dieselben Prinzipien, die auch in der Evolution im Sinne Dar-
wins zur Geltung kommen. Das geschieht auf der Basis von
in-vitro-Selektion und in-vitro-Evolution, Techniken, deren
Funktionsweise bereits mehrfach — auch in dieser Zeitschrift —
detailliert beschrieben wurde!*). Wir stellen in diesem High-
light einige der neuesten aufregenden Ergebnisse auf diesem
Gebiet vor, das sich mit wahrhaft rasanter Geschwindigkeit ent-
wickelt.

Einen Meilenstein hatten vor zwei Jahren Bartel und Szostak
gesetzt. Es gelang ihnen, aus einem synthetischen RNA-Pool
Ribozyme zu isolieren, die in der Lage sind, ein Oligonucleotid
unter Abspaltung von Pyrophosphat an ihr 5'-Ende zu ligie-
ren!s!. Der dieser Reaktion zugrundeliegende Mechanismus ent-
spricht der der Wirkungsweise der RNA-abhingigen RNA-Po-
lymerasen. Das Selektionsschema ging von einem Pool mit einer
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sehr langen randomisierten synthetischen Sequenz von 220
Nucleotiden aus. Mit dieser Lénge wollte man die Wahrschein-
lichkeit erhéhen, katalytisch aktive Sequenzen zu isolieren
(Schema 1).

Um die 3'-Hydroxygruppe des Oligonucleotids in die Nach-
barschaft des Triphosphats am 5'-Ende des RN A-Pools zu brin
gen, wurde ein Bereich in der konstanten Region des 5'-Primers
so konstruiert, dafl sowohl das Substrat-Oligonucleotid als auch
das 5-Ende des Pools daran hybridisieren konnten. Katalytisch
aktive Molekiile wurden in zwei Schritten angereichert. Nach
Inkubation mit dem Oligonucleotid wurde der Pool iiber eine
Oligonucleotid-Affinitdtssiule gereinigt, an die nur erfolgreich
ligierte Sequenzen binden konnten. Diese wurden eluiert, revers
transkribiert und in einer PCR-Reaktion mit einem Primer am-
plifiziert, der komplementdr zur Sequenz des ligierten Oligo-
mers ist. In einer zweiten PCR-Reaktion wurde dann die ur-
spriingliche, unligierte Struktur wiederhergestellt, aus der
anschliefend ein angereicherter RNA-Pool fiir die nidchste Se-
lektionsrunde transkribiert wurde. Drei der insgesamt zehn Se-
lektionsrunden enthielten einen mutagenen PCR-Schritt, so daf
,schlechtere’ Katalysatoren die Chance bekamen, sich zu
,.besseren’* zu entwickeln. Diese Strategie flihrte zu einer Erho-
hung der Ligationsgeschwindigkeit von 3 x 10~ h~!, der unka-
talysierten Aktivitit, auf 8 h™*.

Charakteristisch fiir viele enzymatische Katalysemechanis-
men ist die spezifische Substraterkennung und -bindung sowie
die Verwendung von Cofaktoren. Um zu untersuchen, ob auch
RNA eine cofaktor- oder substratabhingige Katalyse durch-
fiihren kann, gingen Lorsch und Szostak von einer spezifisch
ATP-bindenden RNA aus, die zuvor aus einem RNA-Pool
durch Affinitdtschromatographie an ATP-Agarose selektiert
worden war!®), und verwendeten sie als Basis fiir die Evolution
einer ATP-abhingigen Oligonucleotidkinase!” (Schema 2). Da-
zu wurde ein RNA-Pool synthetisiert, bei dem die Kernsequenz
des ATP-Binders zu 15% randomisiert und zudem von drei
vollig randomisierten Bereichen von insgesamt 100 Basen umge-
ben war. Dieser Pool wurde mit ATP-y-S inkubiert. RNAs, auf
die die y-Thiophosphatgruppe des ATP {ibertragen worden war,
wurden vom Rest des Pools iiber eine aktivierte Thiopropyl-
agarose abgetrennt, und zwar durch die spezifische Bildung ei-
ner Disulfidbindung zwischen der Thiophosphatgruppe und der
Agarose. Diese kovalent gebundenen RNAs wurden durch Wa-
schen mit f-Mercaptoethanol im UberschuB eluiert, amplifiziert
und erneut selektiert.

Nach 13 Selektionscyclen wurden sieben Klassen von Ribozy-
men charakterisiert, die unterschiedliche Reaktionen durch-
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Schema 1. Selektionsstrategie zur Isolierung eines RNA-Ligase-Ribozyms. 1) Die
definierte Region am 5'-Ende eines synthetischen RN A-Pools mit 220 randomisier-
ten Nucleotiden bildet eine Hairpin-Struktur aus, an die ein Oligonucleotid, das
ligiert werden soll, binden kann. Dadurch werden sein 3’-Ende und die Triphosphat-
einheit (ppp) am 5-Ende des RNA-Pools in unmittelbare Nachbarschaft gebracht.
Utn Aggregation der RNA-Molekiile zu vermeiden, werden sie durch Hybridisie-
rung der 3'-Primerbindungsstelle des Pools an ein biotinyliertes Oligonucleotid an
Streptavidinagarose immobilisiert. 2) Nach erfolgter Ligation unter Abspaltung
von Pyrophosphat (pp) wird der Pool in zwei Schritten angereichert: 3) Zunichst
wird die ligierte tag-Sequenz an ein immobilisiertes komplementires Oligonucleotid
hybridisiert, wodurch ligierte von nicht ligierten Sequenzen abgetrennt werden kon-
nen. Nachdem unligierte Sequenzen durch Waschen der Oligonucleotid-Affinitdts-
sdule entfernt worden sind, werden die gebundenen Sequenzen durch Denaturie-
rung eluiert und revers transkribiert. 4) AnschlieBend erfolgt eine weitere
Anreicherung durch PCR mit einem Primer, der ebenfalls komplementir zur ligier-
ten Region ist. 5) Durch eine zweite PCR wird die urspriingliche unligierte Sequenz
wiederhergestellt und der T7-Promoter fiir die anschiieBende in-vitro-Transkription
eingefithrt. Nach der Transkription mit T7-RNA-Polymerase (im Schema nicht
gezeigt), bei der das 5’-Ende des RNA-Pools mit einer Triphosphatgruppe versehen
wird, kann die resultierende RNA in einem erneuten Selektionscyclus eingesetzt
werden.

filhrten: Fiinf Klassen katalysierten die Ubertragung des -
Thiophosphats auf ihre eigene 5'-Hydroxygruppe und sind so-
mit 5'-Kinasen, wihrend die anderen beiden Klassen die 2'-Hy-
droxygruppen bestimmter interner Basenpositionen kinasier-
ten. Ausgehend von einer dieser Sequenzen wurde ein Ribozym
entwickelt, das in einer intermolekularen Reaktion Oligo-
nucleotide an ihrem 5'-Ende phosphorylieren kann. Auf diese
Weise wurde auch die ATP-abhingige, multiple Ubertragungs-
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Schema 2. Schema fiir die Selektion eines Ribozyms mit Polynucleotidkinase-Akti-
vitdt. Der RNA-Pool, der auf dem von Sassanfar und Szostak isolierten ATP-bin-
denden Aptamer [6] basiert, wird mit ATP-y-S inkubiert. Molekiile, die erfolgreich
kinasiert wurden, binden an aktivierte Thiopropylsepharose durch Bildung einer
Disulfidbriicke und kénnen so chromatographisch abgetrennt werden. Diese Briik-
ke wird durch f-Mercaptoethanol im UberschuB wieder gespalten, so daB die Mole-
kiile amplifiziert und in die nichste Selektionsrunde eingesetzt werden kénnen.

reaktion bewiesen und gezeigt, da3 die Kinetik der Katalyse der
Michaelis-Menten-Gleichung folgte.

Die bisher entwickelten neuen, synthetischen Ribozyme fiih-
ren wie alle bekannten natiirlichen, katalytisch aktiven RNA-
Molekiile Phosphodiestertransferreaktionen und -hydrolysen
durch. DaBl RNA aber durchaus ein breiteres Katalysepotential
aufweist, zeigten Joyce et al., die kiirzlich ein Ribozym beschrie-
ben, das die Spaltung einer Amidbindung katalysiert!®), Dazu
wurde ein DNA-spaltendes RNA-Molekiil gewihlt, das zuvor
durch in-vitro-Evolution aus einem Pool von Varianten des Te-
trahymena-Ribozyms isoliert worden war!®), Man nahm an, daB3

_das DNA-spaltende Ribozym auch in der Lage sein sollte, eine

Amidbindung zu hydrolysieren, da der Ubergangszustand einer
Amidhydrolyse genau der Tetraederstruktur einer Phosphat-
gruppe entspricht. AuBerdem war bereits frither durch Piccirilli
et al. gezeigt worden, daB3 das Wildtyp-Intron der Klasse I aus
Tetrahymena auch die Hydrolyse eines Carbonsiureesters kata-
lysieren kann, wenn dieser dem Ribozym in Form eines Ami-
noacyl-Oligonucleotids als Substrat prisentiert wird!!%, Als
Substrat fiir die Amidhydrolyse wurde ein Oligonucleotid
(DNA1) verwendet, das eine Amidgruppe enthielt, und an eine
bestimmte Region des Ribozyms, die ,,internal guide sequence*
(IGS), hybridisieren konnte. Das Ribozym, das im Vergleich zur
Wildtypsequenz des Tetrahymena-Introns 17 Mutationen ent-
hielt, katalysierte die Amidspaltung, wihrend die Wildtypse-
quenz inaktiv war (Schema 3).

Obwohl die Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse in Ge-
genwart des Ribozyms nur 10™® min~! betrug, entsprach das
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Schema 3. Mechanismus fiir die RN A-katalysierte Spaltung einer Amidbindung. Die Region strom-
aufwirts der Amidbindung {DNA1) ist komplementir zur ,internal guide sequence** (IGS) einer
DNA-spaltenden Variante des Tetrahymena-Ribozyms. Dadurch wird die Amidbindung in die Nihe
der Guanosineinheit am 3'-Ende des Ribozyms gebracht. und die 2'-Hydroxygruppe kann nucleophil
an der Amidbindung angreifen. Durch spontane Hydrolyse der entstandenen Esterbindung wird das

Ribozym regeneriert und DNA?2 freigesetzt.

dennoch einer 1000fachen Beschleunigung gegeniiber der unka-
talysierten Reaktion. Die Spaltung ist unabhingig von der Na-
tur der Substituenten an der Amidgruppe, was anhand von vier
Substraten, DNA1-Methionin und DNA1-(Arginin), (n =1, 2
oder 3), gezeigt wurde. Alle vier Substrate wurden selektiv an
der unmittelbar auf die DNA1 folgenden Amidgruppe hydroly-
siert. Peptidbindungen innerhalb der (Arginin), oder (Arginin),
enthaltenden Substrate wurden nicht angegriffen.

Auch eine indirekte Selektion von Ribozymen ist moglich,
wie Prudent et al.”?! gezeigt haben. Sie isolierten RNA-Aptame-
re, die spezifisch an das TSA 4 der Isomerisierung eines asym-
metrisch substituierten Biphenyl-Derivats binden konnten. Die
Selektion erfolgte durch Affinitdtschromatographie eines ran-
domisierten RNA-Pools an dem an Agarose immobilisierten
TSA. Ein solches Selektionsschema wurde bereits mehrfach an-
gewendet, um RNA-Aptamere fiir die verschiedensten nieder-
molekularen Liganden zu isolieren!® . Nach sieben Selek-
tionsrunden zeigte der RNA-Pool Bindung an die TSA-Séule.
Von 20 sequenzierten Klonen war eine Sequenz, die zu 75 % im
selektierten Pool vorlag, in der Lage, die Reaktion gegeniiber
der unkatalysierten etwa um den Faktor 100 zu beschleunigen
(Schema 4).

Die kinetische Untersuchung zeigte, dafl zunéchst ein Micha-
elis-Menten-Komplex gebildet wurde, gefolgt von der Isomeri-
sierung und der Freisetzung des Reaktionsprodukts. Die Reak-
tion wurde durch das planare TSA 4 vollstindig inhibiert. Diese
Strategie ist analog zu dem Prinzip, das in vielfaltiger Weise
erfolgreich fur die Isolierung katalytischer Antikdrper angewen-
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Schema 4. Isomerisierung des Bipheny!-Derivats 1 zu seinem Diastercomer 3. Diese
Reaktion wird durch ein Ribozym katalysiert, das durch Bindung an das TSA 4
selektiert wurde, welches den planaren Ubergangszustand 2 dieser Reaktion struk-
turell nachahmt.
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T det wurde. Mit der Isolierung von Ribozymen
durch Selektion von TSA-bindenden RNAs steht
eine hochst effiziente Methode zur Untersuchung
der Vielfalt der durch RNA katalysierbaren chemi-
schen Reaktionen zur Verfiigung. Es gibt allerdings

o7t auch eine aktuelle Arbeit, in der RNA-Aptamere

beschrieben werden, die zwar an das TSA einer

Diels-Alder-Reaktion binden, nicht jedoch die ent-

sprechende Reaktion katalysieren konnten!!2),

Ein ganz neuer Weg in der Entwicklung von Ka-
talysatoren und Nucleinsdurebasis wurde von Bre-
aker und Joyce beschritten, die kirzlich die Isolie-
rung des ersten Desoxyribozyms beschrieben!!?,

Der damit erbrachte Beweis, dafl auch DNA che-

mische Reaktionen katalysieren kann, kommt si-

cherlich nicht ganz unerwartet, zumal bereits kurz nach der

Entwicklung der in-vitro-Selektionstechnik gezeigt wurde, daf3

auch einzelstringige DNA-Molekiile fiir die Bindung an die

verschiedensten Liganden selektiert werden konnen!'*, Bemer-
kenswert ist vor allem die von Breaker und Joyce angewandte

Selektionstechnik. Thr Ziel war ndmlich die Isolierung eines

DNA-Enzyms, das die Phosphodiesterbindung eines Ribonu-

cleotids spezifisch spalten konnte. Der dafiir synthetisierte

DNA-Pool enthielt an einer ganz bestimmten Position inner-

halb einer Primerbindungsstelle ein einzelnes Ribonucleotid,

um den moglichen Einflul von RNA auf die Katalyse zu ver-
meiden. AuBlerdem gingen sie davon aus, daB eine DNA-abhin-
gige RNA-Spaltung bei pH 7 einen Cofaktor, etwa ein Metall-

Ion, benétigt. Sdmtliche Ribozyme, deren Reaktionsmechanis-

mus bisher untersucht wurde, sind Metalloenzyme. Metall-Io-

nen wie Mg?*, Mn?* oder auch Pb?* im Falle der selbstspal-
tenden tRNAF" aus Hefe, waren dabei immer in den Katalyse-
mechanismus involviert und dienten zudem zur Aufrechterhal-
tung der korrekten Faltung der RNA. Pan und Uhlenbeck hatten
gezeigt, daB aus einer randomisierten Bibliothek von tRNAFPe-

Molekiilen neue Ribozyme mit Pb?*-abhingiger Phosphodi-

esterase-Aktivitit isoliert werden konnten!'®l. Die Spezifitit der

Reaktion hingt dabei von der Koordination eines Pb?*-Ions an

einer definierten Stelle innerhalb der RNA ab (Schema 5).
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Schema 5. Moglicher Mechanismus der Spaliung von RNA durch Pb?*-lonen.
Das Pb(OH)*-fon wird durch spezifische Koordination der RNA in die Nachbar-
schaft einer 2-Hydroxygruppe gebracht. Durch Abstraktion des H*-Ions der 2'-
Hydroxygruppe wird der nucleophile Angriff des Saverstoffanions auf das benach-
barte Phosphoratom ermdglicht. Dadurch ergibt sich ein Ubergangszustand mit
einem fiinffach koordinierten Phosphoratom in trigonal-bipyramidaier Umgebung,
der zur Bildung eines 2’,3"-cyclischen Phosphats und einer 5'-Hydroxygruppe fithrt.
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Auch Breaker und Joyce verwendeten in ihrer Selektion Pb?*
als Cofaktor. Sie erzeugten einen Pool von ~10'# doppelstrin-
gigen DNAs mit einer randomisierten Region von 50 Nucleoti-
den. Einer der Stringe enthielt eine Biotingruppe an seinem
5'-Ende, gefolgt von einer definierten 43mer Basensequenz, die
in der Position 28 eine Ribose-Adenosineinheit enthielt. Die
Doppelstrang-DNA wurde an Streptavidin-Agarose immobili-
siert und der nicht-biotinylierte Strang durch pH-Erhéhung ab-
getrennt. Die immobilisierte Einzelstrang-DNA wurde anschlie-
Bend mit einem Pb?*-enthaltenden Puffer inkubiert, wodurch
in aktiven Sequenzen die Phosphodiesterspaltung an der Ribo-
se-Phosphatgruppe eingeleitet und somit die Bindung zum bio-
tintragenden 5'-Ende gespalten wurde. Dadurch wurden nur die
katalytisch aktiven Sequenzen von der Sdule eluiert, die dann
amplifiziert und erneut selektiert werden konnten (Schema 6a).
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Schema 6. a) In-vitro-Selektion eines Desoxyribozyms, das die Phosphodiesterbin-
dung einer Ribonucleotidgruppe spaltet. In den definierten Bereich am 5'-Ende
eines synthetischen DNA-Pools mit 50 randomisierten Nucleotiden werden iiber
PCR ein einzelnes Ribonucleotid (rA) und am selben Strang eine Biotingruppe
eingefithrt. Durch Immobilisierung an Streptavidin-Agarose und pH-Erhdhung
wird ein einzelstringiger Pool erhalten, der anschlieBend in Gegenwart von Pb?*-
Tonen inkubiert wird. Sequenzen, die an rA gespalten worden sind, werden eluiert,
mit PCR amplifiziert und in den nichsten Cyclus eingesetzt. b) Sekundérstruktur
eines auf einer selektierten Sequenz basierenden verkiirzten DNA-Enzyms, das die
Phosphodiesterbindung eines Ribonucleotids in einer intermolekularen Reaktion
spaltet.

Finf Selektionsrunden ergaben eine Population von Einzel-
strang-DNAs, die die Pb?*-abhiingige Spaltung an der Ribose-
position katalysieren konnten. Diese DNAs zeigten bestimmte
Gemeinsamkeiten in ihren Sequenzen. Sie enthalten, 4hnlich wie
die Hammerhead- und Hairpin-Ribozyme, zwei konservierte,
ungepaarte Bereiche zwischen zwei Sequenzen, die mit Basen
stromaufwirts und stromabwdrts der Spleiistelle paaren kon-
nen. Dieses Strukturmotiv diente als Basis fiir die Konstruktion
einer verkiirzten Version der Katalysator- und der Substratdo-
ménen.
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Auf diese Weise wurde gezeigt, daf die 38 Nucleotide lange
katalytische Doméne das 21mer-Substrat spezifisch und mit ho-
her Umsatzgeschwindigkeit spalten konnte. Das Desoxyribo-
zym ist allerdings nicht in der Lage, ein reines RNA-Substrat zu
spalten, obwohl die Substratbindung an das Enzym durch zwei
ldngere basengepaarte Regionen gewihrleistet wird. Diese sind
durch drei ungepaarte Basen unmittelbar nach der Spleilstelle
unterbrochen (Schema 6 b). Es ist jedoch geplant, dies in weiter-
fiihrenden Experimenten durch in-vitro-Evolution!® ¢ noch zu
erreichen.

Die Entwicklung des von Breaker und Joyce beschriebenen
Desoxyribozyms 148t an medizinische Anwendungsmdoglichkei-
ten denken. So konnte ein Desoxyribozym, das anstelle von
Pb2* als Cofaktor weniger toxische Metall-Tonen, etwa Mg?*
oder Ca?*, verwendet, unter physiologischen Bedingungen ge-
zielt bestimmte mRNA-Targets spalten und somit als Alternati-
ve zur Antisense- und Ribozymtechnik! 7! dienen.

Vom Menschen geschaffene — oder zumindest ,,in die Welt
gebrachte® — Ribo- und (nun auch) Desoxyribozyme katalysie-
ren ein bemerkenswertes Spektrum an chemischen Reaktionen.
In manchen Fillen wird es diagnostische, technische oder medi-
zinische Anwendungen geben, bei denen es von Vorteil ist, da3
sie nicht auf der Basis eines Protein-Enzyms, sondern eines Nuc-
leinsdure-Katalysators beruhen. Wir wollen nicht so weit gehen
zu behaupten, dal Nucleinsdure-Enzyme die Variationsbreite
der von Protein-Enzymen katalysierten Reaktionen erreichen
konnen. Die hier vorgestellten Beispiele zeigen aber, dafl ihnen
ein weit groBeres Potential innewohnt als das blofie Speichern
von Information. Die pribiotische Evolution beinhaltete mogli-
cherweise eine Phase der ,,RNA-Welt*, in der primitive Orga-
nismen existierten, deren Metabolismus und Replikation durch
RNA-Enzyme gesteuert wurden und die dann in die DNA-
RNA-Proteinwelt miindete. Es wird sich zeigen, ob wir jemals
herausfinden werden, wie eine RNA-Welt ausgesehen oder be-
gonnen hat. Mit Experimenten der zuvor beschriebenen Art
kénnte aber vielleicht schon bald ein plausibles Szenario aufge-
stellt werden.

Stichworte: DNA-Enzym - In-vitro-Selektionsmethoden - Kata-
lyse - Metalloenzyme - Ribozyme
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Die Struktur der [NiFe|-Hydrogenase aus D. gigas und die Art ihres
Nickelkomplexes

Malcolm A. Halcrow*

Das Enzym Hydrogenase nimmt im Metabolismus vieler Klas-
sen von Bakterien und Archaebakterien eine zentrale Rolle ein. Es
fungiert dabei als Energie-Umwandler und erméglicht die kon-
trollierte Bildung und Beseitigung von freien Elektronen und Pro-
tonen durch reversible Katalyse der H,-Oxidation [Gl. (a)]™" 2.

H, == 2H* + 2~ (a)

Die durch die H,-Oxidation erzeugten Protonen kdénnen unter
anderem fiir die Aufrechterhaltung des zur ATP-Synthese beno-
tigten Protonen-Gradienten verwendet werden, wihrend die
Elektronen der Reduktion von Elektronentransport-Cofakto-
ren wie Flavinen, Cytochromen oder NAD™ dienen und so in
eine von mehreren Atmungsketten eingeschleust werden kon-
nen. Der Wirkungsmechanismus dieses Enzyms ist fiir Bioche-
miker und Mikrobiologen und auch fiir Chemie-Ingenieure von
Interesse, da er es den Organismen erméglicht, unter Verwen-
dung billiger Metalle wie Eisen und Nickel als Katalysatoren H,
als Energiequelle in waBrigem Milieu zu nutzen.

Die bei weitem hdufigsten Hydrogenasen sind die [NiFe]-En-
zyme, die ein Aquivalent Ni und unterschiedliche Mengen Fe
und S27 pro aktivem Zentrum enthalten. Eine Untergruppe, die
[NiFeSel]-Hydrogenasen, enthilt dariiber hinaus pro Ni ein Sein
Form von Selenocystein, das an das Ni-Ion gebunden ist. Eine
kleine Gruppe nur Fe enthaltender Hydrogenasen ist ebenfalls
bekannt, die ganz andere Eigenschaften haben als die [NiFe]-
Enzyme. Trotz groBer Variationen im Metaligehalt sowie in der
Zusammensetzung der Untereinheiten und Cofaktoren!!'®
nimmt man an, daf die Struktur des Ni enthaltenden Zentrums
in allen [NiFe}-Hydrogenasen dhnlich ist und daB die H,-Oxida-
tion an diesem Ni-Zentrum ablduft.

Das Ni-Zentrum der [NiFe]-Hydrogenasen weist eine komple-
xe Chemie auf, die wie folgt zusammengefaBt werden kann'!-2}:
Die Enzyme werden im allgemeinen in einem von zwei inaktiven
Zustinden (genannt ,,Ni-A“ und ,,Ni-B*“) oder als Mischung
aus beiden isoliert; beide Formen zeigen die fiir ein Ni"™'-Ton mit
einem d%;-Grundzustand typischen ESR-Spektren. Inkubation
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dieser Enzyme mit H, oder anderen Reduktionsmitteln fithrt
zum Verschwinden der Ni-A- und Ni-B-Spektren; es werden
nacheinander eine ESR-inaktive , silent-intermediate**-Form, eine
Form (,,Ni-C*) mit einem ESR-Spektrum, das einer Ni''- oder
einer Ni'-Spezies mit einem d.-Grundzustand zugeschrieben
werden kann, und schlieBlich eine vollstindig reduzierte Form
(,,Ni-R*), die ebenfalls kein Ni-bedingtes ESR-Signal aufweist,
gebildet. Das silent intermediate sowie die Formen Ni-C und
Ni-R sind beziiglich H,-Oxidation oder Protonenreduktion ak-
tiv; das ESR-Spektrum der Ni-C-Form wurde in intakten Bak-
terien beobachtet. Photolyse der Ni-C-Form bei niedriger Tem-
peratur und ihre Inkubation mit CO fiihren zur reversiblen
Bildung neuer ESR-aktiver Spezies, die ineinander umgewan-
delt werden konnen. Die Ni-A-, Ni-B- und Ni-C-ESR-Spektren
zeigen bei niedrigen Temperaturen Aufspaltungen, die mit
Kopplungen zu einem benachbarten, paramagnetischen Zen-
trum in Einklang sind; alle genannten ESR-Signale werden zu-
satzlich zu denen beobachtet, die von den Eisen-Schwefel-Clu-
stern stammen, die eine Elektronentransportkette vom und zum
aktiven Zentrum bilden.

Die Struktur des Ni-Komplexes der Hydrogenase und die
Zuordnung der unterschiedlichen Redox-Zustinde dieses unge-
wohnlichen biologisch aktiven Metallzentrums zu seiner Funk-
tion wurden uber eine Dekade kontrovers diskutiert. Eine Un-
menge von ESR- und réntgenographischen (XAS) Daten filhrte
allgemein zur Formulierung von zwei Strukturmodellen fir das
Ni-Zentrum der Hydrogenase: isolierte Ni-lonen mit quadra-
tisch-planarer oder quadratisch-pyramidaler Koordination,
[Ni(cys),L]* ", cysH = Cystein, L = freie Koordinationsstelle
bzw. N/O-Donor (Abb. 1, A), oder (pseudo)trigonal-bipyra-
midaler Koordination, [Ni(cys),(IN/O),L] und [Ni(Secys)(cys)-
(N/O),L], SecysH = Selenocystein (Abb. 1, B)I*-21. Einige Au-
toren schlugen auch das Vorliegen eines durch einen Cysteinyl-
oder S%~-Briickenliganden kovalent mit dem Ni-Ion verkniipf-
ten [Fe,S,}-Clusters vor (Abb. 1, C)1*¥. Die Zuordnung des
ESR-Signals der Ni-C-Spezies zu einem Ni'"- oder einem Ni'-
Zentrum — wichtig fiir den Mechanismus der Enzymkatalyse —
ist ahnlich umstritten'*-?!. Sorgfiltige XAS-Untersuchungen an
einer Hydrogenase stellten sogar die Beteiligung von Ni an jed-
weden Redoxprozessen in Frage!. Jetzt haben Volbeda et al.
mit der ersten ver6ffentlichten Einkristall-Rontgenstrukturana-
lyse einer Hydrogenase, und zwar der [NiFe]-Hydrogenase aus
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