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Die Struktur der [NiFeI-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 ermoglicht die kon- 
trollierte Bildung und Beseitigung von freien Elektronen und Pro- 
tonen durch reversible Katalyse der H,-Oxidation [GI. (a)][', ']. 

Die durch die H,-Oxidation erzeugten Protonen konnen unter 
anderem fur die Aufrechterhaltung des zur ATP-Synthese beno- 
tigten Protonen-Gradienten verwendet werden, wlhrend 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 fur Bioche- 
miker und Mikrobiologen und auch fur Chemie-Ingenieure von 
Interesse, da er es den Organismen ermoglicht, unter Verwen- 
dung billiger Metalle wie Eisen und Nickel als Katalysatoren H, 
als Energiequelle in waBrigem Milieu zu nutzen. 

Die bei weitem haufigsten Hydrogenasen sind die [NiFeI-En- 
zyme, die ein Aquivalent Ni und unterschiedliche Mengen Fe 
und S'- pro aktivem Zentrum enthalten. Eine Untergruppe, die 
[NiFeSeI-Hydrogenasen, enthalt daruber hinaus pro Ni ein Se in 
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 [NiFeI- 
Enzyme. Trotz groRer Variationen im Metallgehalt sowie in der 
Zusammensetzung der Untereinheiten und Cofaktoren[Lal 
nimmt man an, daB die Struktur des Ni enthaltenden Zentrums 
in allen [NiFeI-Hydrogenasen ahnlich ist und daB die H,-Oxida- 
tion an diesem Ni-Zentrum ablauft. 

Das Ni-Zentrum der [NiFeI-Hydrogenasen weist eine komple- 
xe Chemie auf, die wie folgt zusammengefaDt werden kann". 'I: 
Die Enzyme werden im allgemeinen in einem von zwei inaktiven 
Zustanden (genannt ,,Ni-A" und ,,Ni-B") oder als Mischung 
aus beiden isoliert; beide Formen zeigen die fur ein Nit''-Ion rnit 
einem di,-Grundzustand typischen ESR-Spektren. Inkubation 

[*I Dr. M. A. Halcrow"] 
Department of Chemistry, University of Cambridge 
Lensfield Road. GB-Cambridge CB2 1EW (Groobritannien) 
Telehx: Int. + 1223/336-362 

[ '1 Der Autor ist ein Royal Society University Research Fellow. 

dieser Enzyme rnit H, oder anderen Reduktionsmitteln fuhrt 
zum Verschwinden der Ni-A- und Ni-B-Spektren; es werden 
nacheinander eine ESR-inaktive ,,den t-intermediate"-Form, eine 
Form (,,Ni-C") rnit einem ESR-Spektrum, das einer Ni"'- oder 
einer Nit-Spezies mit einem di,-Grundzustand zugeschrieben 
werden kann, und schlieBlich eine vollstandig 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 bezuglich 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 rnit CO fuhren 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 rnit 
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-Zustande dieses unge- 
wohnlichen biologisch aktiven Metallzentrums zu seiner Funk- 
tion wurden uber eine Dekade kontrovers diskutiert. Eine Un- 
menge von ESR- und rontgenographischen (XAS) Daten fuhrte 
allgemein zur Formulierung von zwei Strukturmodellen fur das 
Ni-Zentrum der Hydrogenase : isolierte Ni-Ionen rnit quadra- 
tisch-planarer oder quadratisch-pyramidaler Koordination, 
[Ni(cy~)~L]' -, cysH = Cystein, L = freie Koordinationsstelle 
bzw. N/O-Donor (Abb. 1 ,  A), oder (pseud0)trigonal-bipyra- 
midaler Koordination, [Ni(cys),(N/O),L] und [Ni(Secys)(cys)- 
(N/O),L], SecysH = Selenocystein (Abb. 1, B)", 'I. Einige Au- 
toren schlugen auch das Vorliegen eines durch einen Cysteinyl- 
oder S'--Bruckenliganden kovalent rnit dem Ni-Ion verknupf- 
ten [Fe,S4]-Clusters vor (Abb. 1, C)L3"]. Die Zuordnung des 
ESR-Signals der Ni-C-Spezies zu einem Ni'"- oder einem Nit- 
Zentrum - wichtig fur den Mechanismus der Enzymkatalyse - 
ist ahnlich umstritten"' 21. Sorgfaltige XAS-Untersuchungen an 
einer Hydrogenase stellten sogar die Beteiligung von Ni an jed- 
weden Redoxprozessen in FrageL3]. Jetzt haben Volbeda et al. 
mit der ersten veroffentlichten Einkristall-Rontgenstrukturana- 
lyse einer Hydrogenase, und zwar der [NiFeI-Hydrogenase aus 
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Abb. 1. Fruher vorgeschlagene Strukturrnodelle fur die Ni-Komplexe in Hydroge- 
nasen. Der mit Stern gekennzeichnete S-Donor entspricht dem, der in [NiFeSeI- 
Hydrogenasen vermutlich durch Se ersetzt ist. L = N/O-Donor oder freie Koordi- 
nationsstelle. 

D.  gigas im (vermutlich Ni"' enthaltenden) Ni-A-Zustand, etwas 
Licht in dieses Dunkel gebrachtr4I. Die Hydrogenase ist somit 
das erste der vier bekannten Ni enthaltenden Enzyme, das kri- 
stallisiert werden konnte. 

In Anbetracht der oben vorgestellten Hypothesen bezuglich 
des aktiven Zentrums der Hydrogenase (Abb. 1) ist die von 
Volbeda et al. beschriebene Struktur sowohl uberraschend als 
auch faszinierend (Abb. 2): Das Ni-Ion der Hydrogenase ist 
eindeutig Teil eines zweikernigen Metallzentrums. Es wird 

Abb. 2.  Das NiM-Zentrum der Hydrogenase aus D. gigas nach Volbeda et al. X ist 
die Ni und M gemeinsame freie Koordinationsstelle; der mit Stern gekennzeichnete 
S-Donor entspricht dem, der in [NiFeSeI-Hydrogenasen vermutlich durch Se ersetzt 
1st. Die Bindungslangen sind i n  A angegeben. 

durch vier Cystein-Schwefelatome in einer Art koordiniert, die 
sich als quadratische Pyramide rnit einem fehlenden basalen 
Liganden oder als Oktaeder rnit zwei fehlenden Liganden in 
cis-stellung beschreiben lal3t. Zwei der basalen Thiolatoligan- 
den bilden eine Brucke zu einem zweiten Metall-Ion M, das 
2.7A vom Ni-Ion entfernt liegt. Zusatzlich ist M durch drei 
Donormolekiile koordiniert, die nicht Teil des Proteins sind und 
durch Wasser modelliert werden. Die Koordinationsgeometrie 
von M entspricht ungefiihr der eines Oktaeders rnit einer fehlen- 
den Ecke. Die freien Koordinationsstellen an Ni und M entspre- 
chen einer dritten verbruckenden Position zwischen den Ato- 
men (X in Abb. 2). Die Identitat von M ist noch ungekllrt, doch 
konnen wegen der starken anomalen Streuung dieses Atoms in 
der Differenz-Fourier-Analyse Ni, Cu, Zn, Ca und Mg ausge- 
schlossen werden. ICP-Messungen zufolge sind zudem Co, Mn, 
V und Mo in der Enzymprobe nicht oder fast nicht vorhanden, 
so dal3 auch sie als M unwahrscheinlich sind. Am wahrschein- 
lichsten ist daher M ein Fe-Ion, was rnit den friiher berichteten 
Fe-Analysen fur dieses Enzym ubereinstimmt und auch von 
neuesten EXAFS-Ergebnissen bestatigt zu werden ~chein t '~] .  
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Leider deuten grol3e Temperaturfaktoren bei den Atomen im 
aktiven Zentrum auf eine gewisse Fehlordnung in der Struktur 
hin; dies konnte rnit der Tatsache zusammenhangen, dal3 die 
verwendete Probe zwar hauptsachlich in der Ni-A-Form, zu 
etwa 15 % aber auch in der Ni-B-Form vorlag. Deshalb mussen 
trotz der relativ guten Auflosung (2.85 A, R = 0.18) die erhalte- 
nen Strukturparameter rnit Vorsicht interpretiert werden. 

In der Literatur sind bisher nur zwei thiolatoverbriickte Ni- 
Fe-Komplexe beschrieben worden : die vierkernige Verbindung 
[{Ni(BME-DACO)FeCl),(p-Cl),], (BME-DACO)H, = N , N -  
Bis(2-mercaptoethyl)-1,5-diazacyclooctan (Abb. 3, A), und der 
Komplex [fNi(dmpn)J,Fe]2+, (dmpn)H, = N,N'-Dimethyl- 
N,N'-bis(2-mercaptoethyl)-1,3-diaminopropan (Abb. 3, B)['% 'I. 

D 

E F 

Abb. 3. Schematische Strukturen der im Text beschriebenen Modellkomplexe. A: 
[{Ni(BME-DACO)FeCI},(p-C1),1; B: [{Ni(dmpn)) 3Fe]2+; C: [Ni,(memta)J und 
[Ni,(pdmt),]; D: [Ni2{P(2-SC,H,),},]-; E: [Ni2(SC,H,),12-; F:  [Ni,(S-2,4,5- 
iPr3C6H2)J. 

Obwohl die Versuchung grol3 ist, die Ni-S- und Fe-S-Bindungs- 
llngen in diesen und anderen Ni- und Fe-Komplexen rnit denen 
des NiM-Clusters in der Hydrogenase zu vergleichen, verhin- 
dern die Unsicherheit in den Strukturparametern und beziiglich 
der Identitat von M sowie das Fehlen von Strukturdaten rele- 
vanter Ni"'-Modellkomplexe[21 sichere SchluBfolgerungen uber 
die elektronische Konfiguration des NiM-Zentrums. Der Ni-M- 
Abstand von 2.7A liegt am unteren Ende des Bereichs von 
2.6-3.9 A fur Ni-Ni-Abstande, wie sie fur synthetische [Ni2(p- 
SR),12+-Komplexe berichtet wurden[']; dieser Wert deutet auf 
eine Vorbereitung des NiM-Zentrums fur die Einfuhrung eines 
dritten Briickenliganden hin. 

Eine groBe Zahl von Dimeren rnit zwei Thiolatobrucken und 
quadratisch-planar umgebenen Ni"-Ionen ist beschrieben wor- 
den, von denen einige redoxaktiv sindcZ1. So haben Maroney 
und seine Mitarbeiter berichtet, dal3 [Ni,(memta),] , (mem- 
ta)H, = (HSC,H,),NC,H,SMe (Abb. 3, C), eine chemisch re- 
versible Einelektronenoxidation bei El,, = - 0.35 V gegen das 
Ferrocen/Ferrocenium-Paar ( + 0.05 V gegen SCE) aufweist 
und dabei die gemischtvalente Verbindung [Ni,(memta),] + er- 
gibtL7]. Das ESR-Spektrum dieser oxidierten Spezies ahnelt den 
Spektren der Ni-A- und Ni-B-Formen, nicht jedoch den ESR- 
Spektren einkerniger Ni"'-Thiolate[*], wdhrend Experimente mit 
Proben eines nahe venvandten oxidierten Produkts, das mit 61Ni 
angereichert war, eine delokalisierte [Nif '1 + -Elektronenstruktur 
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andeutetenLgl. Im Gegensdtz dazu berichteten Kruger und Holm, 
daD das strukturell verwandte [Ni,(pdmt),], (pdrnt)H, = 2,6- 
Bis(mercaptomethy1)pyridin (Abb. 3, C), eine chemisch reversible 
Einelektronenreduktion bei Ellz = - 1.21 V gegen SCE ein- 
geht und dabei eine elektronendelokalisierte Spezies 
[Ni:.'(pdmt),]- bildet["]. Der Grund fur das unterschiedliche 
Verhalten der beiden Komplexe ist unklar, es ist daher auch 
unmoglich vorauszusagen, welches Redoxverhalten fur den von 
Volbeda et al. vorgeschlagenen [Ni(p-SR),Fe]-Komplex zu 
erwarten ist. 

Die wahrscheinlich beste Modellverbindung fur das NiM- 
Zentrum ist der elektronendelokalisierte Komplex [Ni,{P(2- 
SC,H,),},] -, der von Millar und Mitarbeitern beschrieben wur- 
de. Er enthalt einen doppelt thiolatoverbriickten Kern, 
[Nif5(p-SR)2]3+, mit Ni-(p-S) = 2.251(2)-2.260(2) 8, und Ni- 
Ni = 2.501(2) A["]. Die quadratisch-pyramidale Umgebung der 
Ni-Ionen wird von einem basalen und einem apicalen Thiolatoli- 
ganden (Ni-S = 2.115(2), Ni-S,, = 2.373(2) A) sowie einem basa- 
len Phosphanliganden vervollstindigt (Abb. 3, D) . Obwohl diese 
Verbindung die Bestandigkeit eines zweikernigen [Ni"'(p-S),M]- 
Clusters zeigt, ist sie doch ein schlechtes Modell fur die reduktive 
Aktivierung des von Volbeda et al. beschriebenen NiM-Zen- 
trums, da der Ausgangskomplex [Ni,{P(2-SC,H,),},]Z- ein Di- 
mer aus quadratisch-planar umgebenen Ni"-Ionen ist, das von 
dem Tris(2-mercaptopheny1)phosphan-Liganden zusammenge- 
halten wird. Daneben gibt es auch noch andere strukturelle 
Modelle fur Nil1-Thiolat-Komplexe niedriger Nuklearitat, wo- 
bei insbesondere die Komplexe ~i,(SC,H,),]2- (Abb. 3, E) 
und [Ni,(S-2,4,5-iPr,C,H2)J (Abb. 3, F) fur die Struktur des 
NiM-Zentrums relevant sind. Diese Komplexe sind Dimere aus 
verzerrt tetraedrisch umgebenen Nil1-Ionen, die durch zwei bzw. 
drei Thiolatoliganden verbriickt werden[l2I. Alle an diesen oder 
anderen tetraedrischen Ni"-Thiolaten durchgefiihrten Redox- 
Experimente ergaben jedoch nur irreversibles Verhalten. 

Die Aufklarung der Struktur des zweikernigen NiM-Zen- 
trums wirft genauso viele Fragen auf, wie sie beantwortet. Zum 
ersten ist die Beziehung zwischen dieser Struktur der inaktiven 
Form des Enzyms und der der reduzierten, aktiven Spezies un- 
klar. Eine offensichtliche Moglichkeit der Aktivierung ware die 
Einschiebung eines Liganden in die Ni und M gemeinsame freie 
Koordinationsstelle, wobei die Art dieses moglichen Liganden, 
der wahrscheinlich nicht Teil des Proteins ist, sich aber von H,O 
oder S2- ableiten konnte, und die Stelle des Reduktionsvor- 
gangs nicht bekannt sind. Zum zweiten miissen die ESR-Spek- 
tren der Ni-A-, Ni-B- und Ni-C-Spezies, bei denen das Ni-Zen- 
trurn bislang als isolierter Nil"- oder Ni'-Paramagnet betrachtet 
wurde und auf denen ein GroDteil der Diskussion um das Ni- 
Zentrum basiert, neu interpretiert werden. So ist besonders in- 
teressant, daD - angenommen, M aus Abbildung 2 sei Fe - das 
ESR-Spektrum der Ni-A-Form selbst in s7Fe-angereichertem 
Enzym keine Hyperfeinkopplung zu 57Fe zeigt" 'I. Zum dritten 
ist unklar, ob ein zwei verschiedene Metall-lonen enthaltendes 
Zentrum die Ni-XAS-Daten von Maroney und Mitarbeitern 
erkllren kann. Diese zeigen namlich keine groBen Anderungen 
der Elektronendichte am Ni zwischen den einzelnen Redoxzu- 
standen der Hydrogenaset3]. Die Struktur des NiM-Zentrums 
hat dem anorganischen Yoordinationschemiker und dem Spek- 
troskopiker offensichtlich eine Reihe neuer Herausforderungen 
beschert ! 

Auch wenn die beschriebene Struktur deutlich mogliche Elek- 
tronen- und Protonentransportwege zu und von dem NiM-Zen- 
trum aufzeigt (Abb. 4)L41, liegt der Mechanismus der H,-Oxida- 
tion durch diesen Komplex immer noch weitgehend im Dunkeln. 
Man weil3, dal3 die H,-Oxidation durch Hydrogenase eine he- 
terolytische und nicht eine homolytische H-H-Spaltung beinhal- 
tet, die Art der Protonen- und Hydrid-Acceptoren im aktiven 
Zentrum ist jedoch unbekannt. Im allgemeinen wird die Bildung 
eines Ni-Hydrids in der Oxidationsstufe + 1 oder + 3 aus einer 
Nil1-Vorstufe bei gleichzeitigem Elektronentransfer und Proto- 
nierung einer benachbarten Base angenommen". 'I. Zusatzlich 
zu den Ni-gebundenen Thiolaten existieren in der Umgebung 
des aktiven Zentrums der Hydrogenase aus D. gigas mehrere 
Gruppen, die als externe Basen fur die H-H-Spaltung dienen 
konnten, darunter nahegelegene Arginin- und Histidinreste so- 
wie der postulierte dritte Briickenligand, falls dieser OH - ware. 
Alternativ dazu, falls der Bruckenligand S2 - ware, konnte er als 
Hydrid-Acceptor fungieren, was bereits fur einige synthetische 
Metallsulfid-Cluster gezeigt ~ u r d e [ ' ~ l .  

Hmy Cytochrom c3 

Untereinheit 
Abb. 4. Schemdtische Darstellung der Anordnung der Hydrogenase-untereinhei- 
ten, der angenommenen Anlagerungsstelle f i r  Cytochrom c3 und der NiM- und 
Fe-S-Cluster im Polypeptid sowie der vorgeschlagenen Elektronen- und Protonen- 
transportwege zum und vom NiM-Zentrum [4]. 

Ein Ni-substituiertes Rubredoxin, das eine gut charakterisierte 
tetraedrische [Ni(cys),]' --Einheit enthalt, katalysiert allerdings 
ebenfdls die H,-Oxidation und zwar in einer Reaktion, die einige 
kinetische Ahnlichkeiten zu der der Hydrogenase aufweist"". 
Und auch einige wenige einkernige Ni-Thiolat-Komplexe, die 
entweder direkt mit H, reagieren oder Protonen reduzieren, sind 
beschrieben worden[l6I. Daher scheint die Anwesenheit eines 
zweiten Metall-Ions oder eines verbriickenden S2 --Liganden 
fur die Aktivierung von H, durch Ni-Thiolat-Komplexe nicht 
zwingend zu sein, und es ist interessant, uber die Rolle von M im 
NiM-Zentrum zu spekulieren. 

Stichworte: Bioanorganische Chemie . Hydrogenasen . Nickel- 
verbindungen 
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